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DESCRIPCION
Bibliotecas codificadas por ADN que tienen enlaces oligonucleotidicos codificantes no legibles por polimerasas
Referencia cruzada con solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional de Estados Unidos No. 61/671.406, presentada el 13
de julio de 2012

Antecedentes de la invencion

En general, esta invencion se refiere a bibliotecas de compuestos codificados por ADN y a métodos para usar y
crear tales bibliotecas. La invencion también se refiere a composiciones para uso en tales bibliotecas.

Las bibliotecas combinatorias codificadas por ADN proporcionan muchos beneficios para el descubrimiento de
farmacos. Estas bibliotecas pueden proporcionar una gran cantidad de compuestos diversos que pueden evaluarse
e interrogarse rapidamente. Para aumentar ain mas la complejidad, se pueden programar y automatizar varias
etapas del proceso de descubrimiento. Estas etapas incluyen el uso de la sintesis por divisién y agrupamiento de
multiples etapas para agregar bloques de construccién a andamios atémicos o poliatémicos y el uso de ligacion
enzimatico y/o quimico para agregar etiquetas de oligonucleétidos que codifican las etapas de sintesis como los
bloques de construccion.

A pesar de estos beneficios, pueden surgir numerosos problemas cuando deben sintetizarse y deconvolucionarse
bibliotecas muy grandes o complejas. A medida que aumenta el tamafo de la biblioteca, pueden ser necesarios
métodos mejorados para proporcionar altos rendimientos de ligacion de la etiqueta de oligonucle6tido codificante
usando metodologias robustas y rapidas. Para crear bibliotecas bajo diversas condiciones de reaccion, las
construcciones estables de oligonucleétidos serian beneficiosas, tales como construcciones que son estables en
condiciones de pH alto y temperatura elevada. Para simplificar la deconvolucién de las etiquetas, la secuencia de las
etiquetas podria reconocerse mediante polimerasas dependientes de ADN o ARN, de forma que los datos
demograficos de la poblacién de etiquetas se puedan determinar mediante polimerizacion dependiente de la plantilla
y determinacion de la secuencia. Pueden surgir dificultades al crear una biblioteca que tenga todos estos atributos
beneficiosos. De acuerdo con esto, existe la necesidad de métodos mejorados, mas robustos para seleccionar e
identificar pequefios compuestos en bibliotecas codificadas por oligonucleétidos.

Sumario de la invencién

La presente invencion presenta complejos para usar en bibliotecas codificadas por ADN, donde estos complejos
tienen uno o mas enlaces para los cuales una polimerasa tiene capacidad reducida para leer o translocarse a través
de ellos. Con el fin de descubrir la identidad de regiones codificadas (por ejemplo, cabeza de dominio, una o0 mas
etiquetas, y/o cola de dominio), el enlace se invierte antes de exponerse a la polimerasa o alternativamente es
pasado por alto por la polimerasa. Este enlace puede ser pasado por alto de cualquier manera util que puede no
capturar toda la informacion de la secuencia de las etiquetas (por ejemplo, como en los conectores 5' 0 3', como se
describe aqui) pero captura la informacién de la secuencia de codificacién de las etiquetas. Dichos enlaces podrian
dar como resultado una menor incidencia de errores de etiquetado, ampliar el nimero y tipo de enlaces que se
utilizaran para crear complejos y bibliotecas, y proporcionar métodos no enzimaticos para crear y seleccionar
complejos codificados por ADN. Las ventajas adicionales de estos complejos y métodos se describen en este
documento.

De acuerdo con esto, en un aspecto, la invencién presenta un complejo que incluye: una entidad quimica que
incluye uno o mas andamios o uno o0 mas bloques de construccion; una primera etiqueta de oligonucleé6tido que
codifica la identidad de al menos uno de los uno o mas andamios o bloques de construccion; y una cabeza de
dominio que tiene un primer grupo funcional y un segundo grupo funcional, donde el primer grupo funcional se
asocia operativamente con la entidad quimica y el segundo grupo funcional se asocia operativamente con la primera
etiqueta a través de un primer enlace para el cual una polimerasa tiene capacidad reducida para leer o translocarse
a través de ese enlace.

En otro aspecto, la invencién presenta un complejo que incluye: una entidad quimica que incluye uno o mas
andamios o uno o mas bloques de construccién; un nimero de etiquetas de oligonucleotidos que tienen n-1 enlaces,
donde es un nimero entero entre 1 y aproximadamente 10, y donde cada uno de los enlaces estan entre dos
etiquetas adyacentes y cada etiqueta codifica la identidad de al menos uno de los uno 0 mas andamios o bloques de
construccion; y una cabeza de dominio que tiene un primer grupo funcional asociado operativamente con la entidad
quimica y un segundo grupo funcional asociado operativamente con al menos uno del nimero de n etiquetas a
través de un primer enlace, donde una polimerasa tiene capacidad reducida para leer o translocarse a través de al
menos uno del primer enlace y n-1 enlaces.
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En algunas realizaciones, nestaentre1y2,1y3,1y4,1y5,1y6,1y7,1y8,1y9,1y10,1y 12,1y 15,1y 18,
1y20,2y3,2y4,2y5,2y6,2y7,2y8,2y9,2y10,2y12,2y15,2y18,2y20,3y4,3y5,3y6,3y7,3y
8,3y9,3y10,3y12,3y15,3y18,3y20,4y5,4y6,4y7,4y8,4y9,4y10,4y12,4y 15,4y 18,04y 20.

En algunas realizaciones, la polimerasa tiene una capacidad reducida para leer o translocarse a través de al menos
aproximadamente 10% (por ejemplo, aproximadamente 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o incluso 100%, en comparacion con el control) del primer
enlace y n-1 enlaces. En realizaciones particulares, la polimerasa tiene una capacidad reducida para leer o
translocarse a través de aproximadamente 10% a aproximadamente 100% del primer enlace y n-1 enlaces (por
ejemplo, 20% a 100%, 25% a 100%, 50% a 100%, 75 % a 100%, 90% a 100%, 95% a 100%, 10% a 95%, 20% a
95%, 25% a 95%, 50% a 95%, 75% a 95%, 90% a 95%, 10% a 90%, 20% a 90%, 25% a 90%, 50% a 90%, o 75% a
90%, en comparacion con el control (por ejemplo, en comparacién con un oligonucleétido de control que carece del
enlace).

En algunas realizaciones, una o mas etiquetas incluyen un conector 5' en el extremo 5' de las una o mas etiquetas y
un conector 3' en el extremo 3' de las una o mas etiquetas. En realizaciones particulares, cada conector 5' y/o cada
conector 3' incluyen la misma secuencia. En otras realizaciones, cada conector 5' y/o cada conector 3' incluyen una
secuencia diferente.

En algunas realizaciones, el primer enlace y/o n-1 enlaces tienen al menos aproximadamente 3 angstroms de
longitud (por ejemplo, al menos aproximadamente 5, 8, 10, 15, 20, 30, 35, 40, 50, 60, 65 o 70 angstroms). En
algunas realizaciones, el primer enlace y/o n-1 enlaces tienen menos de aproximadamente 30 angstroms de longitud
(por ejemplo, menos de aproximadamente 25, 20, 15 o 10 angstroms).

En algunas realizaciones, una ADN polimerasa y/o una ARN polimerasa (por ejemplo, como se describe en este
documento) tienen una capacidad reducida para leer o transponer a través del primer enlace y/o n-1 enlaces.

En algunas realizaciones, menos de aproximadamente 10% (por ejemplo, aproximadamente 10%, 15%, 20%, 25%,
30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90% o0 95%) del primer enlace y n-1 enlaces
incluyen un enlace enzimatico. En algunas realizaciones, el primer enlace y los n-1 enlaces incluyen entre 0% y 90%
de enlaces enzimaticos (por ejemplo, aproximadamente 0% a 40%, 0% a 45%, 0% a 50%, 0% a 55%, 0% a 60%,
0% a 65%, 0% a 70%, 0% a 75%, 0% a 80%, 0% a 85%, 0% a 90%, 0% a 95%, 0% a 96%, 0% a 97%, 0% a 98%,
0% a 99%, 5% a 40%, 5% a 45%, 5% a 50%, 5% a 55%, 5% a 60%, 5% a 65%, 5% a 70%, 5% a 75%, 5% a 80%,
5% a 85%, 5% a 90%, 5% a 95%, 5% a 96%, 5% a 97%, 5% a 98%, 5% a 99%, 10% a 40%, 10% a 45%, 10% a
50%, 10% a 55%, 10% a 60%, 10% a 65%, 10% a 70%, 10% a 75%, 10% a 80%, 10% a 85%, 10% a 90%, 10% a
95%, 10% a 96%, 10% a 97%, 10 % a 98%, 10% a 99%, 15% a 40%, 15% a 45%, 15% a 50%, 15% a 55%, 15% a
60%, 15% a 65%, 15% a 70%, 15% a 75%, 15% a 80%, 15% a 85%, 15% a 90%, 15% a 95%, 15% a 96%, 15% a
97%, 15% a 98%, 15% a 99%, 20% a 40%, 20% a 45%, 20% a 50%, 20% a 55%, 20% a 60%, 20% a 65%, 20% a
70%, 20 % a 75%, 20% a 80%, 20% a 85%, 20% a 90%, 20% a 95%, 20% a 9 6%, 20% a 97%, 20% a 98%, o0 20%
a 99%).

En algunas realizaciones, el primer enlace y/o n-1 enlaces incluyen un enlace quimico (por ejemplo, un grupo
quimico reactivo, un grupo fotorreactivo, una fraccion de intercalacion o un oligonucleétido de entrecruzamiento). En
realizaciones particulares, al menos uno (por ejemplo, dos, tres, cuatro, cinco 0 mas) grupo quimico reactivo, grupo
fotorreactivo o fraccién de intercalacion esta presente en un conector 5' en o cerca del extremo 5' de la etiqueta y/o
en un conector 3' en o cerca del extremo 3' de la etiqueta. En otras realizaciones, la secuencia de al menos uno del
conector 5' es complementaria a la secuencia del conector 3' adyacente o idéntica o suficientemente similar para
permitir la hibridacién con un oligonucleétido complementario. En algunas realizaciones, al menos 10% (por ejemplo,
aproximadamente 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% o incluso 100%) del primer enlace y/o n-1 enlaces son enlaces quimicos. En otras realizaciones,
aproximadamente 10% a aproximadamente 100% del primer enlace y n-1 enlaces (por ejemplo, del 20% al 100%,
del 25% al 100%, del 50% al 100%, del 75% al 100%, del 90% al 100%, del 95% al 100%, del 10% al 95%, del 20%
al 95%, del 25% al 95%, del 50% al 95%, del 75% al 95%, del 90% al 95%, del 10% al 90%, del 20% al 90%, del
25% al 90%, del 50% al 90%, o del 75% al 90%) son enlaces quimicos.

En algunas realizaciones, el grupo quimico reactivo se selecciona de un par de un grupo alquinilo opcionalmente
sustituido y un grupo azido opcionalmente sustituido; un par de un dieno opcionalmente sustituido que tiene un
sistema de electrones 4 Tty un diendfilo opcionalmente sustituido o un heterodienéfilo opcionalmente sustituido que
tiene un sistema de electrones 2 1 un par de un nucleéfilo y un electréfilo heterociclico deformado; un par de un
grupo amino opcionalmente sustituido y un grupo aldehido o una cetona; un par de un grupo amino opcionalmente
sustituido y un grupo acido carboxilico; un par de una hidracina opcionalmente sustituida y un grupo aldehido o una
cetona; un par de una hidroxilamina opcionalmente sustituida y un grupo aldehido o una cetona; un par de un
nucleofilico y un haluro de alquilo opcionalmente sustituido; un complejo de platino; un agente alquilante; o un
nucleétido modificado con furano (por ejemplo, cualquiera descrito en este documento).
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En algunas realizaciones, el grupo fotorreactivo incluye una fraccién de intercalacion, un derivado de psoraleno, un
grupo cianovinilcarbazol opcionalmente sustituido (por ejemplo, un grupo 3-cianovinilcarbazol, tal como 3-
cianovinilcarbazol-1'-B-desoxirribdsido-5'-trifosfato), un grupo vinilcarbazol opcionalmente sustituido (por ejemplo, un
grupo amidovinil carbazol, un grupo carboxivinilcarbazol, o un grupo alcoxicarbonilvinilcarbazol C2.7z, como se
describe en la presente memoria), un grupo cianovinilo opcionalmente sustituido, un grupo acrilamida opcionalmente
sustituido, un grupo diazirina opcionalmente sustituido, una benzofenona opcionalmente sustituida, o un grupo azida
opcionalmente sustituido (por ejemplo, cualquiera descrito en este documento).

En algunas realizaciones, la fraccién de intercalacion es un derivado de psoraleno (por ejemplo, psoraleno, 8-
metoxipsoraleno o 4-hidroximetil-4,5,8-trimetil-psoraleno (HMT-psoraleno)), un derivado de alcaloide (por ejemplo,
berberina, palmatina, coralina, sanguinarina (por ejemplo, formas de iminio o alcanolamina de los mismos, o
aristololactama-B-D-glucésido), un catiéon de etidio (por ejemplo, bromuro de etidio), un derivado de acridina (por
ejemplo, proflavina, acriflavina o amsacrina), un derivado de antraciclina (por ejemplo, doxorrubicina, epirrubicina,
daunorrubicina (daunomicina), idarrubicina y aclarrubicina) o talidomida.

En algunas realizaciones, el enlace quimico incluye el oligonucleétido de entrecruzamiento, donde la secuencia de al
menos cinco nucleotidos en el extremo 5' del oligonucleétido de entrecruzamiento es complementaria a la secuencia
de al menos cinco nucleétidos en el extremo 3' de una 0 mas etiquetas o idéntico o suficientemente similar para
permitir la hibridacién con un oligonucleétido complementario, y donde la secuencia de al menos cinco nucleétidos
en el extremo 3' del oligonucleétido de entrecruzamiento es complementaria a la secuencia de al menos cinco
nucleétidos en el extremo 5' de una o mas etiquetas o idéntico o suficientemente similar para permitir la hibridacion
con un oligonucleé6tido complementario. En realizaciones particulares, el extremo 3' de una o mas etiquetas incluye
un conector 3'. En realizaciones particulares, el extremo 5' de una o mas etiquetas incluye un conector 5'.

En algunas realizaciones, el extremo 5' y/o el extremo 3' del oligonucleétido de entrecruzamiento incluyen un grupo
correactivo reversible (por ejemplo, un grupo cianovinilcarbazol, un grupo cianovinilo, un grupo acrilamida, un grupo
tiol, o un grupo vinilsulfona, como se describe en este documento).

En algunas realizaciones, el conector 3' y/o el conector 5' incluyen un grupo correactivo reversible (por ejemplo, un
grupo cianovinilcarbazol, un grupo cianovinilo, un grupo acrilamida, un grupo tiol o un grupo vinilsulfona, como se
describe en este documento).

En algunas realizaciones, la entidad quimica esta operativamente asociada a la cabeza de dominio a través de un
espaciador bifuncional (por ejemplo, cualquiera descrito en la presente memoria). En otras realizaciones, la entidad
quimica esta unida covalentemente a la cabeza de dominio. En realizaciones particulares, la cabeza de dominio
incluye un oligonucleétido seleccionado del grupo que consiste en un oligonucleétido de cadena doble, un
oligonucledtido de cadena sencilla o un oligonucleétido en horquilla. En algunas realizaciones, la cabeza de dominio
incluye una regién de union del cebador.

En cualquiera de las realizaciones descritas en este documento, el complejo 0 método incluye ademas una o mas
primeras etiquetas identificadoras de bibliotecas, etiquetas de uso y/o etiquetas de origen. En algunas realizaciones,
el complejo o método incluye entre 2 y 20 etiquetas (por ejemplo, entre 2 y 10 bloques de construccién o etiquetas
de andamio, una primera etiqueta de identificacion de biblioteca, una etiqueta de uso opcional y una etiqueta de
origen). En algunas realizaciones, el complejo o método incluye de 5 a 75 nucledtidos (por ejemplo, como se
describe en la presente memoria, tal como aproximadamente de 40 o 50 nucleoétidos).

En cualquiera de las realizaciones descritas en este documento, cada una de las etiquetas dentro de un conjunto de
etiquetas individuales incluye aproximadamente la misma masa.

En cualquiera de las realizaciones descritas en este documento, el complejo incluye ARN, ADN, ADN modificado y/o
ARN modificado (por ejemplo, PNA, LNA, GNA, TNA o una mezcla de los mismos dentro del mismo oligonucleétido,
como se describe en este documento).

En cualquiera de las realizaciones descritas en este documento, el complejo o0 método incluye ademas una cola de
dominio.

En otro aspecto, la invencion presenta una biblioteca que incluye uno o mas complejos descritos en este documento.
En algunas realizaciones, la biblioteca incluye una pluralidad de cabezas de dominio. En otras realizaciones, cada
cabeza de dominio de la pluralidad de cabezas de dominio incluye una region de secuencia idéntica (por ejemplo,
una region de unién del cebador) y una regiéon de codificacion diferente (por ejemplo, una primera etiqueta que
codifica el uso de la biblioteca, el origen de la biblioteca, la identidad de la biblioteca, el historial de la biblioteca, un
enlace, un espaciador o la adicion de un primer componente o una secuencia de oligonucle6tidos que facilita las
tecnologias de hibridacion, amplificacién o secuenciacion). En realizaciones particulares, la biblioteca incluye entre
aproximadamente 102 a 102° complejos (por ejemplo, de aproximadamente 102 a 103, 102 a 104, 102 a 10°, 102 a 109,
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1022107, 102a 108, 102a 10°, 102a 109, 102a 10", 102a 10'2, 102a 103, 10° a 104, 102 a 105, 102 a 106, 102 a
10'7, 102 a 10'8, 102 a 10'°, 10* a 105, 10* a 108, 10* a 107, 10* a 108, 10* a 10°%, 10* a 107°, 10* a 10"', 10* a 102,
104a 103,10 a 10", 10*a 105, 10*a 106, 10*a 107, 10* a 108, 10*a 10", 10*a 102°, 10° a 106, 10°a 107, 105 a
108, 10°a 109, 10°a 10, 105a 10", 10°a 10", 105a 10'3, 10°a 10™, 105a 10", 10°a 106, 105a 10'7, 105 a 108,
105 a 10'°, or 105 to 102 complejos). En algunas realizaciones, cada complejo es diferente.

En otro aspecto, la invencién presenta un método de etiquetar una primera biblioteca que incluye una entidad
quimica codificada, incluyendo el método: (a) proporcionar una cabeza de dominio que tiene un primer grupo
funcional y un segundo grupo funcional (por ejemplo, donde la cabeza de dominio opcionalmente codifica
informacién); (b) unir el primer grupo funcional de la cabeza de dominio a un primer componente de la entidad
quimica, donde la cabeza de dominio se conecta directamente al primer componente o la cabeza de dominio se
conecta indirectamente al primer componente mediante un espaciador bifuncional; y (c) unir el segundo grupo
funcional de la cabeza de dominio a una primera etiqueta de oligonucleétido a través de un primer enlace para
formar un complejo, donde una polimerasa tiene una capacidad reducida para leer o translocarse a través del primer
enlace; donde las etapas (b) y (c) pueden realizarse en cualquier orden y donde la primera etiqueta codifica la
reaccion de union de la etapa (b), proporcionando de ese modo una biblioteca etiquetada.

En otro aspecto mas, la invencion presenta un método para etiquetar una primera biblioteca que incluye una entidad
quimica codificada, incluyendo el método: (a) proporcionar una cabeza de dominio que tiene un primer grupo
funcional y un segundo grupo funcional (por ejemplo, donde la cabeza de dominio opcionalmente codifica
informacién); (b) unir el primer grupo funcional de la cabeza de dominio a un primer componente de la entidad
quimica, donde la cabeza de dominio se conecta directamente al primer componente o la cabeza de dominio se
conecta indirectamente al primer componente mediante un espaciador bifuncional; (c) unir el segundo grupo
funcional de la cabeza de dominio a una primera etiqueta de oligonucleétido mediante un primer enlace; (d) unir un
numero nc de componentes adicionales de la entidad quimica, donde nc es un nimero entero entre 1y 10; y (e) unir
un namero nt de etiquetas de oligonucle6tidos adicionales que tienen nt: enlaces para formar un complejo, donde nt
es un numero entero entre 1 y 10, donde cada uno de los enlaces esta entre dos etiquetas adyacentes y donde cada
etiqueta codifica la identidad de al menos uno de los componentes; donde una polimerasa tiene una capacidad
reducida para leer o translocarse a través de al menos uno del primer enlace y nt: enlaces; y donde las etapas (b) y
(c) se pueden realizar en cualquier orden y donde la primera etiqueta codifica la reaccion de unién de la etapa (b);
donde las etapas (d) y (e) se pueden realizar en cualquier orden y donde cada etiqueta adicional codifica la reacciéon
de unién de cada componente adicional de la etapa (d), proporcionando de ese modo una biblioteca etiquetada.

En algunas realizaciones, nc y nt son cada uno independientemente un nimero enteroentre 1y 2,1y 3,1y 4,1y 5,
1y6,1y7,1y8,1y9,1y10,1y12,1y15,1y18,1y20,2y3,2y4,2y5,2y6,2y7,2y8,2y9,2y 10,2y
12,2y 15,2y 18,2y 20,3y 4,3y5,3y6,3y7,3y8,3y9,3y10,3y12,3y 15,3y 18,3y20,4y5,4y6,4y
7,4y8,4y9,4y10,4y 12,4y 15,4y 18,04y 20.

En algunas realizaciones, la polimerasa tiene una capacidad reducida para leer o translocarse a través de al menos
aproximadamente 10% del primer enlace y nt enlaces (por ejemplo, aproximadamente 20%, 25%, 30%, 35%, 40%,
45%, 50 %, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o incluso 100%, en
comparacién con el control, del primer enlace y nt enlaces). En realizaciones particulares, la capacidad reducida para
leer o translocarse a través del primer enlace y nt enlaces esta entre aproximadamente 10 y aproximadamente 100%
(por ejemplo, 20% a 100%, 25% a 100%, 50% a 100%, 75% a 100%, 90% a 100%, 95% a 100%, 10% a 95%, 20%
a 95%, 25% a 95%, 50% a 95%, 75% a 95%, 90% a 95%, 10 % a 90%, 20% a 90%, 25% a 90%, 50% a 90%, o0 75%
a 90%, en comparacion con el control (por ejemplo, en comparacion con un oligonucleétido de control que carece
del enlace).

En algunas realizaciones, el primer componente y/o los componentes adicionales incluyen un andamio o un bloque
de construccion.

En algunas realizaciones, la etapa (b) incluye unir indirectamente la cabeza de dominio al primer componente a
través de un espaciador bifuncional.

En algunas realizaciones, los métodos incluyen ademas unir una etiqueta de uso, una etiqueta de origen y/o una
primera etiqueta identificadora de biblioteca al complejo. En realizaciones particulares, el método incluye ademas
proporcionar una segunda biblioteca y combinar la primera biblioteca con la segunda biblioteca. En algunas
realizaciones, el método incluye ademas unir una cola de dominio al complejo.

En algunas realizaciones, la etapa de unién incluye un grupo quimico reactivo, un grupo fotorreactivo, una fracciéon
de intercalacion o un oligonucleétido de entrecruzamiento (por ejemplo, como se describe en la presente memoria
para cualquiera de los complejos de la presente invencion). En realizaciones particulares, el método incluye ademas
realizar sintesis de divisién y agrupamiento en una o mas etapas, separar uno o mas complejos, y/o purificar uno o
mas complejos.
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En cualquiera de los métodos descritos en este documento, el método da como resultado cualquiera de los
complejos descritos en este documento o cualquiera de las bibliotecas descritas en este documento.

En otro aspecto mas, la invencidon presenta un método para seleccionar una pluralidad de entidades quimicas,
incluyendo el método: (a) poner en contacto un objetivo con cualquier complejo descrito en la presente memoria y/o
una biblioteca descrita en este documento; y (b) seleccionar uno o mas complejos que tienen una caracteristica
predeterminada para el objetivo, en comparacién con un control, detectando de ese modo la entidad quimica.

En algunas realizaciones, la caracteristica predeterminada incluye una mayor unién con el objetivo (por ejemplo, un
objetivo bioldgico, como se describe en este documento), en comparacion con un control.

En algunas realizaciones, antes de la etapa (a) se realizan una o mas operaciones seleccionadas de la lista que
consiste en: hibridacién de uno o mas cebadores de relevo con dicho complejo, donde dichos uno o mas cebadores
de relevo abarcan dicho primer enlace y/o n-1 enlaces; extender dichos cebadores de relevo usando una polimerasa
para producir fragmentos de oligonucleétidos; y ligar dichos fragmentos de oligonucleétidos para producir una
plantilla.

En otro aspecto, la invencién presenta un método para determinar la secuencia de nucleétidos de cualquier complejo
descrito en la presente memoria, incluyendo el método: (a) hibridacion de uno o mas cebadores de relevo con el
complejo, donde los uno o mas cebadores de relevo abarcan el primer enlace y/o n-1 enlaces; (b) extender los
cebadores de relevo usando una polimerasa para producir fragmentos de oligonucleétidos; (c) ligar los fragmentos
de oligonucleétidos para producir una plantilla; (d) amplificar opcionalmente la plantilla mediante reaccion en cadena
de la polimerasa para producir una mezcla amplificada; y (e) secuenciar la mezcla opcionalmente amplificada para
determinar la secuencia del complejo.

En algunas realizaciones, el complejo incluye un conector 5' en el extremo 5' de una o mas etiquetas y un conector
3' en el extremo 3' de una o mas etiquetas, y donde cada uno de los uno o mas cebadores de relevo se hibridan con
conectores adyacentes 5'y 3'. En realizaciones particulares, cada conector 5' incluye la misma secuencia, y/o cada
conector 3' incluye la misma secuencia. En algunas realizaciones, la secuencia de al menos uno del conector 5' es
complementaria a la secuencia del conector 3' adyacente (por ejemplo, para formar un duplex entre los conectores 5'
y 3' en condiciones de hibridacion) o idéntica o suficientemente similar para permitir la hibridacion con un
oligonucledtido complementario. En realizaciones adicionales, el método incluye hibridar el conector 5' con el
conector 3' adyacente. En algunas realizaciones, cada cebador de relevo para una unién especifica (por ejemplo,
formando asi una unién de tres hélices) entre los conectores 5'y 3' incluye la misma secuencia.

En otro aspecto, la invencién presenta un método para determinar la secuencia de nucleétidos de cualquier complejo
descrito en el presente documento, incluyendo el método: (a) proporcionar el complejo que incluye el enlace
quimico, donde el enlace quimico es un oligonucleétido de entrecruzamiento que extiende la unién entre dos
etiquetas adyacentes y que se asocia operativamente con las dos etiquetas adyacentes a través de uno o mas
grupos correactivos reversibles; (b) liberar el oligonucleétido de entrecruzamiento (por ejemplo, cualquiera descrito
en este documento) para producir una plantilla; (c) amplificar opcionalmente la plantilla mediante reaccién en cadena
de la polimerasa para producir una mezcla amplificada; y (d) secuenciar la mezcla opcionalmente amplificada para
determinar la secuencia del complejo. En algunas realizaciones, una porcion del oligonucleétido de entrecruzamiento
se hibrida con los extremos de dos etiquetas adyacentes, produciendo de ese modo un corte 0 un espacio entre las
dos etiquetas adyacentes.

En realizaciones adicionales, el método incluye ligar las etiquetas usando un proceso quimico 0 un proceso
enzimatico (por ejemplo, 5'-fosforilacion) antes de la etapa (b).

En algunas realizaciones, el método incluye ademas reparar la plantilla antes de la etapa de amplificacion opcional o
la etapa de secuenciacion. En realizaciones particulares, la etapa de reparacion incluye la modificacién de al menos
uno del primer enlace y/o n-1 enlaces para ser un enlace reparado que puede ser leido o translocado a través de
una polimerasa. En algunas realizaciones, la polimerasa puede leer o translocarse a través de al menos 50% (por
ejemplo, al menos 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o incluso 100%) de los
enlaces reparados (por ejemplo, en comparacion con un control, tal como un oligonucleétido de control que tiene el
primer enlace y n-1 enlaces que no se han reparado). En realizaciones particulares, la polimerasa puede leer o
translocarse a través de aproximadamente 10% a aproximadamente 100% de los enlaces reparados (por ejemplo,
20% a 100%, 25% a 100%, 50% a 100%, 75% a 100%, 90% a 100%, 95% a 100%, 10% a 95%, 20% a 95%, 25% a
95%, 50% a 95%, 75% a 95%, 90% a 95%, 10% a 90%, 20% a 90%, 25% a 90%, 50% a 90%, y 75% a 90%, en
comparacién con el control (por ejemplo, en comparacion con un oligonucleétido de control que tiene el primer
enlace y n-1 enlaces que no han sido reparados)). En realizaciones particulares, la etapa de reparacion incluye
proporcionar la plantila con una enzima de reparacién (por ejemplo, una fotoliasa, una glicosilasa, una
endonucleasa, una endonucleasa Flap, una endonucleasa apurinica/apirimidinica (AP), una poli ADP ribosa
polimerasa o una metiltransferasa, como se describe en este documento).
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En cualquiera de las realizaciones anteriores, los métodos o complejos pueden incluir solo moléculas de cadena
sencilla, donde la cabeza de dominio, la primera etiqueta y/o las una o més etiquetas adicionales son de cadena
sencilla.

En cualquiera de las realizaciones anteriores, el método comprende adicionalmente una o mas etapas opcionales
para diversificar la biblioteca o interrogar a los miembros de la biblioteca, como se describe en el presente
documento. En algunas realizaciones, el método comprende ademas identificar un pequefio miembro de la biblioteca
similar a un farmaco que se une o inactiva una proteina de interés terapéutico. En otras realizaciones, el método
comprende ademas contactar a un miembro de la biblioteca con un objetivo biolégico en condiciones adecuadas
para que al menos un miembro de la biblioteca se una al objetivo, eliminando uno o mas miembros de la biblioteca
que no se unen al objetivo, y analizar las una o mas etiquetas de oligonucleétidos asociadas con el objetivo.

Como se describe en este documento, el uso de moléculas de cadena sencilla podria tener numerosos beneficios.
Por consiguiente, en cualquiera de las realizaciones descritas en este documento, los métodos y complejos incluyen
una cabeza de dominio, una o mas etiquetas, un complejo, una entidad quimica, una molécula o cualquier miembro
de una biblioteca etiquetada que tiene una masa disminuida, mayor solubilidad (por ejemplo, en un disolvente
organico), costo reducido, mayor reactividad, mayor accesibilidad al objetivo, menor radio hidrodinamico, y/o mayor
exactitud de evaluaciones analiticas, en comparacién con un método que incluye una o mas moléculas de cadena
doble (por ejemplo, una cabeza de dominio de doble cadena o una etiqueta de cadena doble). En algunas
realizaciones, cada una de las etiquetas dentro de un conjunto de etiquetas (por ejemplo, la primera etiqueta o una
etiqueta posterior, si estd presente) tiene aproximadamente la misma masa (por ejemplo, cada etiqueta tiene una
masa que es aproximadamente +/- 10% de la masa promedio entre dos o mas etiquetas). En realizaciones
particulares, la etiqueta tiene una masa disminuida (por ejemplo, menos de aproximadamente 15.000 Daltons,
aproximadamente 14.000 Daltons, aproximadamente 13.000 Daltons, aproximadamente 12.000 Daltons,
aproximadamente 11.000 Daltons, aproximadamente 10.000 Daltons, aproximadamente 9.000 Daltons,
aproximadamente 8.000 Daltons, aproximadamente 7.500 Daltons, aproximadamente 7.000 Daltons,
aproximadamente 6.000 Daltons, aproximadamente 6.500 Daltons, aproximadamente 5.000 Daltons,
aproximadamente 5.500 Daltons, aproximadamente 4.000 Daltons, aproximadamente 4.500 Daltons, o
aproximadamente 3.000 Daltons en comparacién con una etiqueta de cadena doble (por ejemplo, una etiqueta de
cadena doble que tiene una masa de aproximadamente 15.000 Daltons, aproximadamente 14.000 Daltons,
aproximadamente 13.000 Daltons, o aproximadamente 12.000 Daltons). En otras realizaciones, la etiqueta tiene una
longitud reducida en comparacién con una etiqueta de doble cadena (por ejemplo, una etiqueta de doble cadena que
tiene una longitud de menos de aproximadamente 20 nucleétidos, menos de aproximadamente 19 nucleétidos,
menos de aproximadamente 18 nucledtidos, menos que aproximadamente 17 nucleétidos, menos de
aproximadamente 16 nucledtidos, menos de aproximadamente 15 nucleé6tidos, menos de aproximadamente 14
nucleétidos, menos de aproximadamente 13 nucledtidos, menos de aproximadamente 12 nucle6tidos, menos de
aproximadamente 11 nucleétidos, menos de aproximadamente 10 nucleétidos, menos de aproximadamente 9
nucleétidos, menos de aproximadamente 8 nucleotidos, 0 menos de aproximadamente 7 nucle6tidos). En algunas
realizaciones, una o mas etiquetas o miembros de la biblioteca carecen de una regién de unién al cebador y/o una
region constante (por ejemplo, durante una etapa de seleccién, tal como una selecciéon usando cromatografia de
exclusién por tamafio). En algunas realizaciones, una o mas etiquetas o miembros de la biblioteca tienen una regién
constante reducida (por ejemplo, una longitud inferior a aproximadamente 30 nucleétidos, inferior a
aproximadamente 25 nucleétidos, inferior a aproximadamente 20 nucleétidos, inferior a aproximadamente 19
nucleétidos, inferior a aproximadamente 18 nucleétidos, inferior a aproximadamente 17 nucleodtidos, inferior a
aproximadamente 16 nucleétidos, inferior a aproximadamente 15 nucleétidos, inferior a aproximadamente 14
nucledtidos, inferior a aproximadamente 13 nucleétidos, inferior a aproximadamente 12 nucleétidos, inferior a
aproximadamente 11 nucleétidos, inferior a aproximadamente 10 nucle6tidos, inferior a aproximadamente 9
nucleétidos, inferior a aproximadamente 8 nucleétidos o inferior a aproximadamente 7 nuclettidos). En otras
realizaciones, los métodos incluyen una cabeza de dominio que codifica una molécula, una porcién de una entidad
quimica, una reaccioén de unién (por ejemplo, ligacién quimica o enzimatica) de una etapa, o la identidad de una
biblioteca, donde la cabeza de dominio codificadora elimina la necesidad de una etiqueta adicional para codificar
dicha informacion.

En cualquiera de las realizaciones anteriores, un oligonucledétido (por ejemplo, la cabeza de dominio, la primera
etiqueta y/o una o mas etiquetas adicionales, si estan presentes) codifica la identidad de la biblioteca. En algunas
realizaciones, el oligonucleétido (por ejemplo, la cabeza de dominio, la primera etiqueta y/o una o mas etiquetas
adicionales, si estan presentes) incluye una primera secuencia de identificacion de la biblioteca, donde la secuencia
codifica la identidad de la primera biblioteca. En realizaciones particulares, el oligonucleétido es una primera etiqueta
identificadora de biblioteca. En algunas realizaciones, el método incluye proporcionar una primera etiqueta de
identificacion de biblioteca, donde la etiqueta incluye una secuencia que codifica para una primera biblioteca y/o unir
la primera etiqueta de identificacion de biblioteca al complejo. En algunas realizaciones, el método incluye
proporcionar una segunda biblioteca y combinar la primera biblioteca con una segunda biblioteca. En realizaciones
adicionales, el método incluye proporcionar una segunda etiqueta de identificacién de biblioteca, donde la etiqueta
incluye una secuencia que codifica para una segunda biblioteca. En algunas realizaciones, se combinan mas de dos
bibliotecas (por ejemplo, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez 0 mas bibliotecas).
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En cualquiera de las realizaciones anteriores, la informacion codificada se proporciona en una o mas etiquetas o en
una combinacion de mas de una etiqueta. En algunas realizaciones, la informacién codificada esté representada por
mas de una etiqueta (por ejemplo, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez 0 mas etiquetas). En
algunas realizaciones, la informacion codificada esta representada por mas de una etiqueta, donde todas las
etiquetas de codificacion estan contenidas dentro de la secuencia de codificacién (por ejemplo, mediante el uso de
una combinacion de etiqueta especifica para codificar informacion). En algunas realizaciones, la informacion
codificada esta representada por mas de una etiqueta, donde menos de la totalidad de las etiquetas de codificacion
estan contenidas dentro de la secuencia de codificacion (por ejemplo, usando una etiqueta de un conjunto de mas
de una etiqueta individual para codificar dentro de una secuencia de codificacion individual). En algunas
realizaciones, la informacion codificada se representa ortogonalmente, donde la informacion codificada se
representa mediante una combinacién de mas de una etiqueta con menos de toda la informacion de codificacion
contenida dentro de un miembro de biblioteca individual, de modo que mas de un miembro de biblioteca
correspondiente necesita ser secuenciado para deconvolucionar la informacién codificada. En algunas realizaciones,
mas de un blogue de construccion quimico esta representado por una sola etiqueta (por ejemplo, para un bloque de
construccion racémico, tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez o mas bloques de
construccion representados por una sola etiqueta).

En cualquiera de las realizaciones anteriores, un oligonucleétido (por ejemplo, una cabeza de dominio y/o uno o mas
bloques de construccién) codifica para el uso del miembro de la biblioteca (por ejemplo, uso en una etapa de
selecciébn o una etapa de enlace, como se describe en la presente memoria). En algunas realizaciones, el
oligonucleétido (por ejemplo, la cabeza de dominio, la primera etiqueta y/o una o mas etiquetas adicionales, si estan
presentes) incluye una secuencia de uso, donde la secuencia codifica para el uso de un subconjunto de miembros
en la biblioteca en una o mas etapas (por ejemplo, una etapa de seleccién y/o una etapa de union). En realizaciones
particulares, el oligonucleétido es una etiqueta de uso que incluye una secuencia de uso. En algunas realizaciones,
un oligonucledtido (por ejemplo, una cabeza de dominio y/o una o mas etiquetas de oligonucleétidos) codifica el
origen del miembro de la biblioteca (por ejemplo, en una parte particular de la biblioteca). En algunas realizaciones,
el oligonucleétido (por ejemplo, la cabeza de dominio, la primera etiqueta y/o una o mas etiquetas adicionales, si
estan presentes) incluye una secuencia de origen (por ejemplo, una secuencia aleatoria o degenerada que tiene una
longitud de aproximadamente 10, 9, 8, 7 o 6 nuclettidos), donde la secuencia codifica el origen del miembro en la
biblioteca, en comparaciéon con otros miembros de la biblioteca. En realizaciones particulares, el oligonucleétido es
una etiqueta de origen que incluye una secuencia de origen. En algunas realizaciones, el método incluye ademas
unir, ligar o asociar operativamente una etiqueta de uso y/o una etiqueta de origen al complejo.

En cualquiera de las realizaciones de la presente memoria, los métodos, composiciones y complejos incluyen
opcionalmente una cola de dominio, donde la cola de dominio incluye una o mas de una secuencia de identificacién
de la biblioteca, una secuencia de uso o una secuencia de origen, como se describe en este documento. En
realizaciones particulares, los métodos incluyen ademas unir, enlazar o asociar operativamente la cola de dominio
(por ejemplo, que incluye una o mas de una secuencia identificadora de la biblioteca, una secuencia de uso o una
secuencia de origen) al complejo.

En cualquiera de las realizaciones anteriores, los métodos, composiciones y complejos, o partes de los mismos (por
ejemplo, la cabeza de dominio, la primera etiqueta y/o las una o mas etiquetas adicionales, si estan presentes),
incluyen una modificacién que soporta solubilidad en condiciones semiacuosas, reducidas en agua o no acuosas
(por ejemplo, organicas). En algunas realizaciones, el espaciador bifuncional, la cabeza de dominio 0 una o mas
etiquetas se modifica para aumentar la solubilidad de un miembro de dicha biblioteca quimica codificada por ADN en
condiciones organicas. En algunas realizaciones, la modificacién es una o mas de una cadena de alquilo, una
unidad de polietilenglicol, una especie ramificada con cargas positivas, o una estructura anular hidréfoba. En algunas
realizaciones, la modificaciéon incluye uno o mas nucleétidos modificados que tienen una fraccion hidréfoba (por
ejemplo, modificada en las posiciones C5 de las bases T o C con cadenas alifaticas, tal como en 5'-dimetoxitritil-N4-
diisobutilaminometilideno-5-(1-propinil)-2'-desoxicitidina, 3'-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)]-fosforamidita; 5'-
dimetoxitritil-5-(1-propinil)-2'-desoxiuridina, 3'-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)]-fosforamidita; 5'-dimetoxitritil-5-fluoro-2'-
desoxiuridina, 3'-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)]-fosforamidita y 5'-dimetoxitritil-5-(piren-1-il-etinil)-2'-desoxiuridina, o
3'-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)]-fosforamidita) o una insercién que tiene una fraccién hidréfoba (por ejemplo, un
azobenceno). En algunas realizaciones, el miembro de la biblioteca tiene un coeficiente de octanol:agua de
aproximadamente 1,0 a aproximadamente 2,5 (por ejemplo, aproximadamente 1,0 a aproximadamente 1,5,
aproximadamente 1,0 a aproximadamente 2,0, aproximadamente 1,3 a aproximadamente 1,5, aproximadamente 1,3
a aproximadamente 2,0, aproximadamente 1,3 a aproximadamente 2,5, aproximadamente 1,5 a aproximadamente
2,0, aproximadamente 1,5 a aproximadamente 2,5, o aproximadamente 2,0 a aproximadamente 2,5).

En cualquiera de las realizaciones anteriores, la cabeza de dominio, la cola de dominio, la primera etiqueta, las una
0 mas etiquetas adicionales, la etiqueta que identifica la biblioteca, la etiqueta de uso y/o la etiqueta de origen, si
esta presente, pueden incluir desde aproximadamente 5 a aproximadamente 75 nucleétidos (por ejemplo, de 5a 7
nucleétidos, de 5 a 8 nucledétidos, de 5 a 9 nucleétidos, de 5 a 10 nucleétidos, de 5 a 11 nucleétidos, de 5 a 12
nucleétidos, de 5 a 13 nucleétidos, de 5 a 14 nucleétidos, de 5 a 15 nucleétidos, de 5 a 16 nucleétidos, de 5 a 17
nucledtidos, de 5 a 18 nucledtidos, de 5 a 19 nucleétidos, de 5 a 20 nucleétidos, de 5 a 30 nucleétidos, de 5 a 40



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2675167 T3

nucleétidos, de 5 a 50 nucledtidos, de 5 a 60 nucleétidos, de 5 a 70 nucledtidos, de 6 a 7 nucledtidos, de 6 a 8
nucleétidos, de 6 a 9 nucleédtidos, de 6 a 10 nucledtidos, de 6 a 11 nucledtidos, de 6 a 12 nucleétidos, de 6 a 13
nucledtidos, de 6 a 14 nucledtidos, de 6 a 15 nucleétidos, de 6 a 16 nucledtidos, de 6 a 17 nucleétidos, de 6 a 18
nucledtidos, de 6 a 19 nucleétidos, de 6 a 20 nucledtidos, de 7 a 8 nucleédtidos, de 7 a 9 nucleétidos, de 7 a 10
nucledtidos, de 7 a 11 nucledtidos, de 7 a 12 nucleétidos, de 7 a 13 nucleétidos, de 7 a 14 nucleétidos, de 7 a 15
nucledtidos, de 7 a 16 nucledtidos, de 7 a 17 nucleétidos, de 7 a 18 nucleétidos, de 7 a 19 nucleétidos, de 7 a 20
nucleétidos, de 8 a 9 nucleétidos, de 8 a 10 nucledtidos, de 8 a 11 nucledtidos, de 8 a 12 nucleétidos, de 8 a 13
nucleétidos, de 8 a 14 nucleétidos, de 8 a 15 nucleétidos, de 8 a 16 nucleétidos, de 8 a 17 nucledtidos, de 8 a 18
nucleétidos, de 8 a 19 nucleétidos, de 8 a 20 nucleétidos, de 9 a 10 nucleétidos, de 9 a 11 nucledtidos, de 9 a 12
nucleétidos, de 9 a 13 nucleétidos, de 9 a 14 nucleétidos, de 9 a 15 nucleétidos, de 9 a 16 nuclebtidos, de 9 a 17
nucledtidos, de 9 a 18 nucleétidos, de 9 a 19 nucledtidos, de 9 a 20 nucledtidos, de 10 a 11 nucledtidos, de 10 a 12
nucledtidos, de 10 a 13 nucleétidos, de 10 a 14 nucledtidos, de 10 a 15 nucleétidos, de 10 a 16 nucleétidos, de 10 a
17 nucledétidos, de 10 a 18 nucleétidos, de 10 a 19 nucleétidos, de 10 a 20 nucleétidos, de 10 a 30 nucleétidos, de
10 a 40 nucledtidos, de 10 a 50 nucledtidos, de 10 a 60 nucledtidos, de 10 a 70 nucledtidos, de 10 a 75 nucledtidos,
de 11 a 12 nucledtidos, de 11 a 13 nucledtidos, de 11 a 14 nucleédtidos, de 11 a 15 nucleétidos, de 11 a 16
nucleétidos, de 11 a 17 nucleétidos, de 11 a 18 nucleétidos, de 11 a 19 nucleétidos, de 11 a 20 nucleétidos, de 12 a
13 nucledétidos, de 12 a 14 nucleétidos, de 12 a 15 nucleétidos, de 12 a 16 nucleétidos, de 12 a 17 nucledétidos, de
12 a 18 nucleétidos, de 12 a 19 nucleétidos, de 12 a 20 nucleétidos, de 13 a 14 nucleétidos, de 13 a 15 nucledtidos,
de 13 a 16 nucleétidos, de 13 a 17 nucleétidos, de 13 a 18 nucledtidos, de 13 a 19 nucleétidos, de 13 a 20
nucledtidos, de 14 a 15 nucleétidos, de 14 a 16 nucledtidos, de 14 a 17 nucleétidos, de 14 a 18 nucleétidos, de 14 a
19 nucledétidos, de 14 a 20 nucleétidos, de 15 a 16 nucledtidos, de 15 a 17 nucleétidos, de 15 a 18 nucleétidos, de
15 a 19 nucledtidos, de 15 a 20 nucledtidos, de 16 a 17 nucledtidos, de 16 a 18 nucledtidos, de 16 a 19 nucledtidos,
de 16 a 20 nucledtidos, de 17 a 18 nucledtidos, de 17 a 19 nucledtidos, de 17 a 20 nucleétidos, de 18 a 19
nucleétidos, de 18 a 20 nucleétidos, de 19 a 20 nucleétidos, de 20 a 30 nucleétidos, de 20 a 40 nucleétidos, de 20 a
50 nucleétidos, de 20 a 60 nucledtidos, de 20 a 70 nucledétidos, de 20 a 75 nucleétidos, de 30 a 40 nucleétidos, de
30 a 50 nucledétidos, de 30 a 60 nucledtidos, de 30 a 70 nucledtidos, de 30 a 75 nucledtidos, de 40 a 50 nucleétidos,
de 40 a 60 nucleétidos, de 40 a 70 nucleétidos, de 40 a 75 nucleotidos, de 50 a 60 nucleétidos, de 50 a 70
nucledétidos, de 50 a 75 nucleétidos, de 60 a 70 nucledtidos, de 60 a 75 nuclettidos, y de 70 a 75 nucleétidos). En
realizaciones particulares, la cabeza de dominio, la primera etiqueta, la segunda etiqueta, las una o mas etiquetas
adicionales, la etiqueta que identifica la biblioteca, la etiqueta de uso y/o la etiqueta de origen, si esta presente,
tienen una longitud de menos de 20 nucledtidos (por ejemplo, menos de 19 nucleétidos, menos de 18 nucleétidos,
menos de 17 nucleétidos, menos de 16 nucleo6tidos, menos de 15 nucleétidos, menos de 14 nucleétidos, menos de
13 nucledtidos, menos de 12 nucleétidos, menos de 11 nucledtidos, menos que 10 nucleétidos, menos de 9
nucleétidos, menos de 8 nuclettidos 0 menos de 7 nucleétidos).

En cualquiera de las realizaciones anteriores, la secuencia de codificacion (por ejemplo, la cabeza de dominio, la
cola de dominio, la primera etiqueta, las una o0 mas etiquetas adicionales, la etiqueta que identifica la biblioteca, la
etiqueta de uso y/o la etiqueta de origen, si esta presente) puede incluir mas de 20 nucleétidos (por ejemplo, mas de
25, 30 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 o 75 nucledtidos).

Definiciones

Por "nucle6tido sustituido en 2™ se entiende una base de nucledtidos que tiene una sustitucién en la posicion 2' de
ribosa.

Por "aproximadamente" se entiende +/- 10% del valor indicado.
Por "bifuncional" se entiende que tiene dos grupos reactivos que permiten la unién de dos fracciones quimicas.

Por "espaciador bifuncional" se entiende una fraccién espaciadora que tiene dos grupos reactivos que permiten la
unién de una entidad quimica y la informacion de codificacion del complejo. En un ejemplo no limitante, el
espaciador bifuncional se proporciona entre la entidad quimica y una etiqueta. En otro ejemplo no limitativo, el
espaciador bifuncional se proporciona entre la entidad quimica y una cabeza de dominio. Ejemplos de espaciadores
bifuncionales se proporcionan en este documento.

Por "unién" se entiende la unién mediante un enlace covalente o un enlace no covalente. Los enlaces no covalentes
incluyen los formados por fuerzas de van der Waals, enlaces de hidrégeno, enlaces idnicos, atrapamiento o
encapsulacion fisica, absorcion, adsorcion y/o otras fuerzas intermoleculares. La unién se puede llevar a cabo por
cualquier medio util, tal como mediante unién enzimatica (por ejemplo, ligacién enzimatica para proporcionar un
enlace enzimatico) o mediante unién quimica (por ejemplo, ligacién quimica para proporcionar un enlace quimico).

Por "bloque de construccién" se entiende una unidad estructural de una entidad quimica, donde la unidad esta
directamente unida a otras unidades estructurales quimicas o esta unida indirectamente a través del andamio.
Cuando la entidad quimica es polimérica u oligomérica, los bloques de construccién son las unidades monoméricas
del polimero u oligémero. Los bloques de construccion pueden tener uno o méas nodos de diversidad que permiten la

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2675167 T3

adicion de uno o mas bloques de construccién o andamios. En la mayoria de los casos, cada nodo de diversidad es
un grupo funcional capaz de reaccionar con uno o mas bloques de construccion o andamios para formar una entidad
quimica. En general, los bloques de construccion tienen al menos dos nodos de diversidad (o grupos funcionales
reactivos), pero algunos bloques de construccion pueden tener un nodo de diversidad (o grupo funcional reactivo).
Alternativamente, las etapas quimicas o de unién codificadas pueden incluir varios componentes quimicos (por
ejemplo, reacciones de condensacion de multiples componentes o procesos de multiples etapas). Los grupos
reactivos en dos bloques de construccion diferentes deberian ser complementarios, es decir, capaces de reaccionar
juntos para formar un enlace covalente o no covalente.

Por "entidad quimica" se entiende un compuesto que comprende uno o mas bloques de construccion v,
opcionalmente, uno o0 mas andamios. La entidad quimica puede ser cualquier molécula pequena o farmaco peptidico
o candidato a farmaco disefiado o construido para tener una o mas caracteristicas deseadas, por ejemplo,
capacidad para unir un objetivo bioldgico, solubilidad, disponibilidad de donantes y aceptores de enlaces de
hidrégeno, grados de libertad de rotacion de los enlaces, carga positiva, carga negativa y similares. En ciertas
realizaciones, la entidad quimica puede hacerse reaccionar adicionalmente como una entidad bifuncional o
trifuncional (o mayor).

Por "grupo quimico reactivo" se entiende un grupo reactivo que participa en una reaccion modular, produciendo asi
un enlace. Los ejemplos de reacciones y los grupos reactivos incluyen los seleccionados de una reaccién de
cicloadicion 1,3-dipolar de Huisgen con un par de un grupo alquinilo opcionalmente sustituido y un grupo azido
opcionalmente sustituido; una reaccion de Diels-Alder con un par de un dieno opcionalmente sustituido que tiene un
sistema de electrones 4 11 y un diendfilo opcionalmente sustituido o un heterodiendfilo opcionalmente sustituido que
tiene un sistema de electrones 2 ; una reaccion de apertura de anillo con un nucleofilico y un electréfilo
heterociclico deformado; una reaccién de ligacién de soporte con un grupo fosforotioato y un grupo yodo; y una
reaccion de aminacion reductiva con un grupo aldehido y un grupo amino, como se describe en este documento.

Por "complementaria" se entiende una secuencia capaz de hibridar, como se define en este documento, para formar
una estructura secundaria (una porcion duplex o de cadena doble de una molécula de &cido nucleico). La
complementariedad no necesita ser perfecta, pero puede incluir una o mas faltas de correspondencia en uno, dos,
tres 0 mas nucleétidos. Por ejemplo, la secuencia complementaria puede contener nucleobases que pueden formar
enlaces de hidrégeno de acuerdo con las reglas de apareamiento de bases de Watson-Crick (por ejemplo, G con C,
A con T o A con U) u otros motivos de enlace de hidrégeno (por ejemplo, diaminopurina con T, 5-metilo C con G, 2-
tiotimidina con A, inosina con C, pseudoisocitosina con G). La secuencia y su secuencia complementaria pueden
estar presentes en el mismo oligonucleétido o en diferentes oligonucleétidos.

Por "complejo" o "complejo ligado" se entiende una cabeza de dominio que se asocia operativamente con una
entidad quimica y/o una o mas etiquetas de oligonucledtidos mediante un enlace covalente o un enlace no
covalente. El complejo puede incluir opcionalmente un espaciador bifuncional entre la entidad quimica y la cabeza
de dominio.

Por "componente" de una entidad quimica se entiende un andamio o un bloque de construccién.

Por "conector" de una etiqueta de oligonucle6tido se entiende una porcién de la etiqueta en o cerca del extremo 5' o
3' que tiene una secuencia fija. Un conector 5' estd ubicado en o cerca del extremo 5' de un oligonucleétido, y un
conector 3' esta ubicado en o cerca del extremo 3' de un oligonucleétido. Cuando estan presentes en un complejo,
cada conector 5' puede ser el mismo o diferente, y cada conector 3' puede ser el mismo o diferente. En un complejo
a modo de ejemplo no limitante que tiene mas de una etiqueta, cada etiqueta puede incluir un conector 5' y un
conector 3', donde cada conector 5' tiene la misma secuencia y cada conector 3' tiene la misma secuencia (por
ejemplo, cuando la secuencia del conector 5' puede ser la misma o diferente de la secuencia del conector 3'). En
otro complejo a modo de ejemplo no limitante, la secuencia del conector 5' esta disefiada para ser complementaria,
como se define en este documento, a la secuencia del conector 3' (por ejemplo, para permitir la hibridacién entre los
conectores 5' y 3'). El conector puede incluir opcionalmente uno o mas grupos que permiten un enlace (por ejemplo,
un enlace para el cual una polimerasa tiene capacidad reducida para leer o translocarse a través de ese enlace, tal
como un enlace quimico).

Por secuencia "constante" o "constante fija" se entiende una secuencia de un oligonucleétido que no codifica
informacién. Las porciones a modo de ejemplo no limitativas de un complejo que tiene una secuencia constante
incluyen una region de unioén al cebador, un conector 5' o un conector 3'. La cabeza de dominio de la invencion
puede codificar informacién (por lo tanto, una etiqueta) o, alternativamente, no codificar informacién (por lo tanto,
una secuencia constante). Del mismo modo, la cola de dominio de la invencion puede codificar o no codificar
informacién.

Por "oligonucleétido de entrecruzamiento" se entiende un oligonucleétido que se asocia operativamente, como se
define en el presente documento, en una unién particular entre dos etiquetas adyacentes en un complejo. En un
ejemplo no limitante, un extremo del oligonucleétido de entrecruzamiento se hibrida con el conector 3' de una
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primera etiqueta, y el otro extremo del oligonucleétido de entrecruzamiento se hibrida con el conector 5' de una
segunda etiqueta que es adyacente a la primera etiqueta. Las realizaciones ilustrativas y no limitantes de
oligonuclettidos de entrecruzamiento incluyen aquellas que tienen uno o méas grupos reactivos (por ejemplo, un
grupo quimico reactivo, un grupo fotorreactivo, una fraccion de intercalaciéon, o un grupo correactivo reversible, o
cualquiera de los descritos aqui) que se asocia operativamente con etiquetas o conectores adyacentes de etiquetas
adyacentes.

Por "nodo de diversidad" se entiende un grupo funcional en una posicion en el andamio o en el bloque de
construccion que permite agregar otro bloque de construccion.

Por "cabeza de dominio" se entiende una estructura quimica para la sintesis de bibliotecas que esta operativamente
unida a un componente de una entidad quimica y a una etiqueta, por ejemplo, un oligonucleé6tido de partida.
Opcionalmente, una cabeza de dominio puede contener unos pocos o ningun nucleétido, pero puede proporcionar
un punto en el que puedan estar asociados operativamente. Opcionalmente, un espaciador bifuncional conecta la
cabeza de dominio con el componente.

Por "hibridar" se entiende emparejar para formar una molécula de cadena doble entre oligonucleotidos
complementarios, o porciones de los mismos, bajo diversas condiciones de rigurosidad. (Véase, por ejemplo, Wahl,
GM y SL Berger (1987) Methods Enzymol. 152: 399; Kimmel, AR (1987) Methods Enzymol. 152: 507). Por ejemplo,
se puede obtener una hibridacion de alta rigurosidad con una concentracién de sal normalmente menor a
aproximadamente 750 mM de NaCl y 75 mM de citrato trisddico, menos de aproximadamente 500 mM de NaCl y 50
mM de citrato trisédico, o menos de aproximadamente 250 mM de NaCl y 25 mM de citrato trisédico. Puede
obtenerse una hibridacién de baja rigurosidad en ausencia de disolvente organico, por ejemplo, formamida, mientras
que puede obtenerse una hibridaciéon de alta rigurosidad en presencia de al menos aproximadamente 35% de
formamida o al menos aproximadamente 50% de formamida. Las condiciones de temperatura de hibridacién de alta
rigurosidad incluirdn normalmente temperaturas de al menos aproximadamente 30°C, 37°C o 42°C. Los expertos en
la técnica conocen diversos parametros adicionales, tales como el tiempo de hibridacion, la concentraciéon de
detergente, por ejemplo, dodecilsulfato de sodio (SDS) y la inclusién o exclusion del ADN del portador. Se logran
diversos niveles de rigurosidad combinando estas diversas condiciones segun sea necesario. En una realizacién, la
hibridacion tendra lugar a 30°C en 750 mM de NaCl, 75 mM de citrato trisédico y 1% de SDS. En una realizacion
alternativa, la hibridacion tendra lugar a 37°C en 500 mM de NaCl, 50 mM de citrato trisédico, 1% de SDS, 35% de
formamida, y 100 ug/mL de ADN de esperma de salmén (ADNes) desnaturalizado. En una realizacion alternativa
adicional, la hibridacion tendra lugar a 42°C en 250 mM de NaCl, 25 mM de citrato trisédico, 1% de SDS, 50% de
formamida, y 200 pg/mL de ADNes. Las variaciones Utiles en estas condiciones seran evidentes para los expertos
en la técnica.

Para la mayoria de las aplicaciones, las etapas de lavado que siguen a la hibridacion también variardn en
rigurosidad. Las condiciones de rigurosidad de lavado pueden definirse por concentracion de sal y por temperatura.
Como se indicd anteriormente, la rigurosidad del lavado se puede aumentar disminuyendo la concentracién de sal o
aumentando la temperatura. Por ejemplo, las concentraciones de sal de alta rigurosidad para las etapas de lavado
pueden ser, por ejemplo, menos de aproximadamente 30 mM de NaCl y 3 mM de citrato trisédico, o menos de
aproximadamente 15 mM de NaCl y 1,5 mM de citrato trisédico. Las condiciones de temperatura de alta rigurosidad
para las etapas de lavado normalmente incluirdn una temperatura de, por ejemplo, al menos aproximadamente
25°C, 42°C o 68°C. En una realizacion, las etapas de lavado se produciran a 25°C en 30 mM de NaCl, 3 mM de
citrato trisédico y SDS al 0,1%. En una realizacién alternativa, las etapas de lavado se produciran a 42°C en 15 mM
de NaCl, 1,5 mM de citrato trisédico y SDS al 0,1%. En una realizacion alternativa adicional, las etapas de lavado se
produciran a 68°C en 15 mM de NaCl, 1,5 mM de citrato trisédico y SDS al 0,1%. Las variaciones adicionales en
estas condiciones seran facilmente evidentes para los expertos en la técnica. Las técnicas de hibridaciéon son bien
conocidas por los expertos en la técnica y se describen, por ejemplo, en Benton y Davis (Science 196: 180, 1977);
Grunstein y Hogness (Proc. Natl. Acad. Sci., USA 72: 3961, 1975); Ausubel et al. (Current Protocols in Molecular
Biology, Wiley Interscience, Nueva York, 2001); Berger y Kimmel (Guide to Molecular Cloning Techniques, 1987,
Academic Press, Nueva York); y Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Nueva York.

Por "fraccion de intercalacion” se entiende un grupo reactivo que da como resultado la inclusion de una fraccion
entre dos 0 mas nucleétidos. En un ejemplo no limitante, la fraccion de intercalaciéon reacciona con uno 0 mas
nucleétidos para formar enlaces cruzados intercatenario o dentro de la cadena entre oligonucleétidos duplex o
triples. Ejemplos de fracciones de intercalaciéon no limitantes se describen en este documento.

Por "unién" se entiende un corte (falta de un enlace internucleotidico) o un espacio (falta de uno o mas nucleétidos)
entre dos etiquetas adyacentes en un complejo. La union también puede ser entre dos conectores adyacentes
presentes en dos etiquetas adyacentes (por ejemplo, entre el conector 3' de una primera etiqueta y el conector 5' de
una segunda etiqueta que es adyacente a la primera etiqueta).
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Por "biblioteca" se entiende una colecciéon de moléculas o entidades quimicas. Opcionalmente, las moléculas o
entidades quimicas estan unidas a uno o mas oligonucleétidos que codifican las moléculas o porciones de la entidad
quimica.

Por "enlace" se entiende una entidad de conexidon quimica que permite asociar operativamente dos o mas
estructuras quimicas, donde el enlace esta presente entre la cabeza de dominio y una o mas etiquetas, entre dos
etiquetas, o entre una etiqueta y una cola de dominio. La entidad de conexién quimica puede ser un enlace no
covalente (por ejemplo, como se describe en la presente memoria), un enlace covalente o un producto de reaccién
entre dos grupos funcionales. Por "enlace quimico” se entiende un enlace formado por una reaccién quimica no
enzimatica entre dos grupos funcionales. Los ejemplos de grupos funcionales no limitantes incluyen un grupo
quimico reactivo, un grupo fotorreactivo, una fracciéon de intercalacién o un oligonucleétido de entrecruzamiento (por
ejemplo, como se describe en este documento). Por "enlace enzimatico" se entiende un enlace internucleotidico o
internucledsido formado por una enzima. Las enzimas ilustrativas, no limitantes incluyen una quinasa, una
polimerasa, una ligasa o combinaciones de las mismas. Mediante un enlace "para el que una polimerasa tiene
capacidad reducida para leer o translocarse a través de ese enlace" se entiende un enlace, cuando esta presente en
una plantilla de oligonucleétido, que proporciona una cantidad reducida de productos alargados y/o amplificados por
una polimerasa, en comparacion con un oligonucleétido de control que carece del enlace. Los métodos ilustrativos,
no limitantes para determinar tal enlace incluyen la extensién del cebador segun se evalta por analisis de PCR (por
ejemplo, PCR cuantitativa), andlisis por RT-PCR, cromatografia liquida-espectrometria de masas, datos
demograficos de la secuencia u otros métodos. Las polimerasas ilustrativas, no limitantes incluyen ADN polimerasas
y ARN polimerasas, tales como ADN polimerasa I, ADN polimerasa Il, ADN polimerasa Ill, ADN polimerasa VI, ADN
polimerasa Tag, ADN polimerasa Deep VentRMR (ADN polimerasa termdfila de alta fidelidad, disponible a través de
New England Biolabs), ADN polimerasa T7, ADN polimerasa T4, ARN polimerasa I, ARN polimerasa Il, ARN
polimerasa lll o ARN polimerasa T7.

Por "cation multivalente" se entiende un cation capaz de formar mas de un enlace con mas de un ligando o anién. El
cation multivalente puede formar un complejo idnico o un complejo de coordinacion. Ejemplos de cationes
multivalentes incluyen los de metales alcalinotérreos (por ejemplo, magnesio) y metales de transicion (por ejemplo,
manganeso (Il) o cobalto (lll)) y aquellos que estan opcionalmente unidos a uno 0 mas aniones y/o uno 0 mas
compuestos univalentes o ligandos polidentados, tales como cloruro, amina y/o etilendiamina.

Por "oligonucleétido" se entiende un polimero de nucleétidos que tiene un extremo 5', un extremo 3'y uno o mas
nucleétidos en la posicion interna entre los extremos 5' y 3'. El oligonucleétido puede incluir ADN, ARN o cualquier
derivado de los mismos conocido en la técnica que pueda sintetizarse y usarse para el reconocimiento de pares de
bases. El oligonucleétido no tiene que tener bases contiguas, pero se puede intercalar con fracciones enlazadoras.
El polimero oligonucleotidico y el nucleétido (por ejemplo, ADN o ARN modificado) pueden incluir bases naturales
(por ejemplo, adenosina, timidina, guanosina, citidina, uridina, desoxiadenosina, desoxitimidina, desoxiguanosina,
desoxicitidina, inosina o diamino purina), analogos de bases (por ejemplo, 2-aminoadenosina, 2-tiotimidina, inosina,
pirrolo-pirimidina, 3-metil adenosina, C5-propinilcitidina, C5-propiniluridina, C5-bromouridina, C5-fluorouridina, C5-
yodouridina, C5-metilcitidina, 7-desazaadenosina, 7-desazaguanosina, 8-oxoadenosina, 8-oxoguanosina, O(6)-
metilguanina y 2-tiocitidina), bases modificadas (por ejemplo, nucleétidos sustituidos en 2', tales como bases 2'-O-
metiladas y bases 2'-fluoro), bases intercaladas, azlUcares modificados (por ejemplo, 2'-fluororibosa; ribosa; 2'-
desoxirribosa; arabinosa; hexosa; anhidrohexitol; altritol; manitol; ciclohexanilo; ciclohexenilo; morfolino que también
tiene una cadena principal de fosforamidato; &cidos nucleicos bloqueados (LNA, por ejemplo, donde el 2'-hidroxilo de
la ribosa esta conectado por un alquileno Ci-s 0 un puente de heteroalquileno Ci-s al carbono 4' del mismo azucar de
ribosa, donde los puentes ilustrativos incluyen puentes de metileno, propileno, éter o amino); acido nucleico de glicol
(GNA, por ejemplo, R-GNA o S-GNA, en el que la ribosa se reemplaza por unidades de glicol unidas a enlaces
fosfodiéster); acido nucleico de treosa (TNA, donde la ribosa es reemplazar con a-L-treofuranosil-(3'—>2')); y/o
reemplazo del oxigeno en la ribosa (por ejemplo, con S, Se o alquileno, como metileno o etileno)), cadenas
principales modificadas (por ejemplo, &cido nucleico peptidico (PNA), donde los enlaces 2-amino-etil-glicina
reemplazan la cadena principal de ribosa y fosfodiéster), y/o grupos fosfato modificados (por ejemplo, fosforotioatos,
5'-N-fosforamiditas, fosforoselenatos, boranofosfatos, ésteres de boranofosfato, hidrégeno fosfonatos,
fosforamidatos, fosforodiamidatos, fosfonatos de alquilo o arilo, fosfotriésteres, fosforamidatos puenteados,
fosforotioatos puenteados y metileno-fosfonatos puenteados). El oligonucleétido puede ser de cadena sencilla (por
ejemplo, horquilla), de cadena doble, o poseer otras estructuras secundarias o terciarias (por ejemplo, estructuras de
tallo-bucle, hélices dobles, triplex, cuadruplex, etc.).

Por "enlazada operativamente" o "asociada operativamente" se entiende que dos o mas estructuras quimicas estan
unidas directa o indirectamente entre si de tal manera que permanecen unidas a través de las diversas
manipulaciones que se espera que experimenten. Tipicamente, la entidad quimica y la cabeza de dominio estan
asociadas operativamente de una manera indirecta (por ejemplo, de forma covalente a través de un espaciador
apropiado). Por ejemplo, el espaciador puede ser una fraccién bifuncional con un sitio de unién para la entidad
quimica y un sitio de union para la cabeza de dominio.
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Por "grupo fotorreactivo" se entiende un grupo reactivo que participa en una reaccion causada por la absorcion de
radiacion ultravioleta, visible o infrarroja, produciendo asi un enlace. Ejemplos de grupos fotorreactivos no limitantes
se describen en este documento.

Por "grupo protector" se entiende un grupo destinado a proteger el extremo 3' 0 el extremo 5' de un oligonucleétido o
para proteger uno o mas grupos funcionales de la entidad quimica, andamio o bloque constitutivo frente a
reacciones indeseables durante una o mas etapas de unién de fabricacion, etiquetado o uso de una biblioteca
codificada por oligonucleétidos. Los grupos protectores usados cominmente se describen en Greene, "Protective
Groups in Organic Synthesis", 42 Edicion (John Wiley & Sons, Nueva York, 2007).

Ejemplos de grupos protectores para oligonucleétidos incluyen grupos protectores irreversibles, tales como
didesoxinucleétidos y didesoxinucledsidos (ddNTP o ddN), y, méas preferiblemente, grupos protectores reversibles
para grupos hidroxilo, tales como grupos éster (por ejemplo, O-(a-metoxietil)éster, O-isovaleril éster, y O-levulinil
éster), grupos tritilo (por ejemplo, dimetoxitritilo y monometoxitritilo), grupos xantenilo (por ejemplo, 9-fenilxanten-9-ilo
y 9-(p-metoxifenil)xanten-9-ilo), grupos acilo (por ejemplo, fenoxiacetilo y acetilo) y grupos sililo (por ejemplo, t-
butildimetilsililo). Ejemplos de grupos protectores no limitantes para entidades quimicas, andamios y bloques de
construccion incluyen grupos protectores de N para proteger un grupo amino frente a reacciones indeseables
durante el procedimiento de sintesis (por ejemplo, grupos acilo, ariloilo, carbamilo, tales como formilo, acetilo,
propionilo, pivaloilo, t-butilacetilo, 2-cloroacetilo, 2-bromoacetilo, trifluoroacetilo, tricloroacetilo, ftalilo, o-
nitrofenoxiacetilo, a-clorobutirilo, benzoilo, 4-clorobenzoilo, 4-bromobenzoilo, 4-nitrobenzoilo y auxiliares quirales,
como D, L o D,L-aminodcidos no protegidos, tales como alanina, leucina, fenilalanina y similares, grupos que
contienen sulfonilo, tales como bencenosulfonilo, p-toluenosulfonilo y similares, grupos que forman carbamato, tales
como benciloxicarbonilo, p-clorobenciloxicarbonilo, p-metoxibenciloxicarbonilo, p-nitrobenciloxicarbonilo, 2-
nitrobenciloxicarbonilo, p-bromobenciloxicarbonilo, 3,4-dimetoxibenciloxicarbonilo, 3,5-dimetoxibenciloxicarbonilo,
2,4-dimetoxibenciloxicarbonilo, 4-metoxibenciloloxicarbonilo, 2-nitro-4,5-dimetoxibenciloxicarbonilo, 3,4,5-
trimetoxibenciloxicarbonilo, 1-(p-bifenilil)-1-metiletoxicarbonilo, a,a-dimetil-3,5-dimetoxibenciloxicarbonilo,
benzhidriloxicarbonilo,  t-butiloxicarbonilo,  diisopropilmetoxicarbonilo,  isopropiloxicarbonilo,  etoxicarbonilo,
metoxicarbonilo, aliloxicarbonilo, 2,2,2-tricloroetoxicarbonilo, fenoxicarbonilo, 4-nitrofenoxicarbonilo, fluorenil-9-
metoxicarbonilo, ciclopentiloxicarbonilo, adamantiloxicarbonilo, ciclohexiloxicarbonilo, feniltiocarbonilo y similares;
grupos alcarilo, tales como bencilo, trifenilmetilo, benciloximetilo y similares; y grupos sililo tales como trimetilsililo, y
similares; donde los grupos protectores de N preferidos son formilo, acetilo, benzoilo, pivaloilo, t-butilacetilo, alanilo,
fenilsulfonilo, bencilo, t-butiloxicarbonilo (Boc) y benciloxicarbonilo (Cbz)); grupos protectores de O para proteger un
grupo hidroxilo frente a reacciones indeseables durante el procedimiento de sintesis (por ejemplo, grupos
alquilcarbonilo, tales como acilo, acetilo, pivaloilo, y similares; grupos arilcarbonilo opcionalmente sustituidos, tales
como benzoilo; grupos sililo, tales como trimetilsillo (TMS), tertbutildimetilsilio (TBDMS), tri-iso-propilsililoximetilo
(TOM), triisopropilsililo (TIPS) y similares; grupos formadores de éter con el hidroxilo, tales como metilo,
metoximetilo, tetrahidropiranilo, bencilo, p-metoxibencilo, tritlo y similares; alcoxicarbonilos, tales como
metoxicarbonilo, etoxicarbonilo, isopropoxicarbonilo, n-isopropoxicarbonilo, n-butiloxicarbonilo, isobutiloxicarbonilo,
sec-butiloxicarbonilo, t-butiloxicarbonilo, 2-etilhexiloxicarbonilo, ciclohexiloxicarbonilo, metiloxicarbonilo, y similares;
grupos alcoxialcoxicarbonilo, tales como metoximetoxicarbonilo, etoximetoxicarbonilo, 2-metoxietoxicarbonilo, 2-
etoxietoxicarbonilo, 2-butoxietoxicarbonilo, 2-metoxietoximetoxicarbonilo, aliloxicarbonilo, propargiloxicarbonilo, 2-
butenoxicarbonilo, 3-metil-2-butenoxicarbonilo y similares; haloalcoxicarbonilos, tales como 2-cloroetoxicarbonilo, 2-
cloroetoxicarbonilo, 2,2,2-tricloroetoxicarbonilo y similares; grupos arilalcoxicarbonilo opcionalmente sustituidos, tales
como benciloxicarbonilo, p-metilbenciloxicarbonilo, p-metoxibenciloxicarbonilo, p-nitrobenciloxicarbonilo, 2,4-
dinitrobenciloxicarbonilo, 3,5-dimetilbenciloxicarbonilo, p-clorobenciloxicarbonilo, p-bromobenciloxicarbonilo 'y
similares; y grupos ariloxicarbonilo opcionalmente sustituidos, tales como fenoxicarbonilo, p-nitrofenoxicarbonilo, o-
nitrofenoxicarbonilo, 2,4-dinitrofenoxicarbonilo, p-metil-fenoxicarbonilo, m-metilfenoxicarbonilo, o-
bromofenoxicarbonilo, 3,5-dimetilfenoxicarbonilo, p-clorofenoxicarbonilo, 2-cloro-4-nitrofenoxi-carbonilo y similares);
grupos protectores de carbonilo (por ejemplo, grupos acetal y cetal, tales como dimetilacetal, 1,3-dioxolano y
similares, grupos acilal y grupos ditiano, tales como 1,3-ditianos, 1,3-ditiolano, y similares); grupos protectores de
acido carboxilico (por ejemplo, grupos éster, tales como éster metilico, éster bencilico, éster t-butilico, ortoésteres y
similares; grupos sililo, tales como trimetilsililo, asi como cualquiera de los descritos en la presente memoria; y
grupos oxazolina); y grupos protectores de fosfato (por ejemplo, grupos éster opcionalmente sustituidos, tales como
éster metilico, éster isopropilico, éster 2-cianoetilico, éster alilico, éster t-butilico, éster bencilico, éster fluorenilmetilo,
éster 2-(trimetilsilil)etilo, éster 2-(metilsulfonil)etilo, éster 2,2,2-tricloroetilo, éster 3',5'-dimetoxibenzoina, éster p-
hidroxifenacilo, y similares).

Por "proximidad" o "en proximidad" a un extremo de un oligonucleétido se entiende cerca o mas cerca del extremo
término indicado que el otro extremo restante. Por ejemplo, una fraccién o grupo en la proximidad del extremo 3' de
un oligonucledtido esta cerca o mas cerca del extremo 3' que del extremo 5'. En realizaciones particulares, una
fraccion o grupo en la proximidad del extremo 3' de un oligonucleétido esta a uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete,
ocho, nueve, diez, quince o0 mas nucleétidos del extremo 3'. En otras realizaciones, una fraccién o grupo en la
proximidad del extremo 5' de un oligonucleétido esta a uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez,
quince o mas nucleétidos del extremo 5'.
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Por "purificacién" se entiende la eliminacion de cualquier producto sin reaccionar o cualquier agente presente en una
mezcla de reaccidén que pueda reducir la actividad de un agente quimico o bioldgico para ser utilizado en una etapa
sucesiva. La purificacién puede incluir una o mas entre separacién cromatografica, separacion electroforética y
precipitacion del producto o reactivo sin reaccionar para ser eliminado.

Por "grupo correactivo reversible" se entiende un grupo reactivo que participa en una reaccién reversible. Ejemplos
de grupos reactivos no limitantes incluyen grupos fotorreactivos, donde la exposicion a una radiacién de absorcion
particular da como resultado un enlace entre los grupos fotorreactivos y la exposicion a una radiacién de absorcién
particular diferente da como resultado la escisién del enlace formado (por ejemplo, un grupo cianovinilcarbazol, un
grupo cianovinilo y un grupo acrilamida). Otro ejemplo de grupo reactivo no limitante incluye grupos reactivos redox,
donde tales grupos pueden reducirse u oxidarse reversiblemente (por ejemplo, un grupo tiol).

Por "andamio" se entiende una fraccién quimica que muestra uno o mas nodos de diversidad en una geometria
especial particular. Los nodos de diversidad normalmente se unen tipicamente al andamio durante la sintesis de la
biblioteca, pero en algunos casos se puede unir un nodo de diversidad al andamio antes de la sintesis de la
biblioteca (por ejemplo, adicion de uno o mas bloques de construcciéon y/o una o mas etiquetas). En algunas
realizaciones, el andamio forma un derivado de manera que puede desprotegerse ortogonalmente durante la
sintesis de la biblioteca y posteriormente reacciona con diferentes nodos de diversidad.

Por farmaco de "molécula pequena” o candidato a farmaco de "molécula pequefia" se entiende una molécula que
tiene un peso molecular por debajo de aproximadamente 1.000 Dalton. Las moléculas pequefias pueden ser
organicas o inorganicas, aisladas (por ejemplo, a partir de bibliotecas de compuestos o fuentes naturales) u
obtenidas por formacién de derivados de compuestos conocidos.

Por "identidad sustancial" o "sustancialmente idéntica" se entiende una secuencia de polipéptido o polinucleétido que
tiene la misma secuencia del polipéptido o polinucleétido, respectivamente, como secuencia de referencia, o tiene un
porcentaje especificado de residuos de aminoacidos o nucleétidos, respectivamente, que son iguales en la ubicacién
correspondiente dentro de una secuencia de referencia cuando las dos secuencias estan alineadas de manera
optima. Por ejemplo, una secuencia de aminoacidos que es "sustancialmente idéntica" a una secuencia de
referencia tiene al menos 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad
con la secuencia de aminoacidos de referencia. Para los polipéptidos, la longitud de las secuencias de comparacién
generalmente sera de al menos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 aminoacidos contiguos, mas
preferiblemente al menos 25, 50, 75, 90, 100, 150, 200, 250, 300 o 350 aminoacidos contiguos, y lo mas
preferiblemente la secuencia de aminoacidos de longitud completa. Para acidos nucleicos, la longitud de las
secuencias de comparacion generalmente sera de al menos 5 nucleétidos contiguos, preferiblemente al menos 10,
11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 o 25 nucledtidos contiguos, y mas preferiblemente la secuencia
de nucledtidos de longitud completa. La identidad de secuencia puede medirse usando un software de analisis de
secuencia en la configuracion predeterminada (por ejemplo, el paquete de software de analisis de secuencia del
Genetics Computer Group, Centro de Biotecnologia de la Universidad de Wisconsin, 1710 University Avenue,
Madison, W1 53705). Tal software puede hacer coincidir secuencias similares al asignar grados de homologia a
varias sustituciones, eliminaciones y otras modificaciones.

Por "etiqueta" o "etiqueta de oligonucleétido" se entiende una porcién de oligonucleétido de la biblioteca, al menos
parte de la cual codifica informacién. Los ejemplos no limitantes de tal informacién incluyen la adicién (por ejemplo,
mediante una reaccién de unién) de un componente (es decir, un andamio o un blogue de construccion, como en
una etiqueta de andamio o una etiqueta de bloque de construccién, respectivamente), la cabeza de dominio en la
biblioteca, la identidad de la biblioteca (es decir, como en una etiqueta de identidad), el uso de la biblioteca (es decir,
como en una etiqueta de uso) y/o el origen de un miembro de la biblioteca (es decir, como en una etiqueta de
origen).

Por "cola de dominio" se entiende una porcion de oligonucleétido de la biblioteca que esta unida al complejo
después de la adicién de todas las etiquetas precedentes y codifica la identidad de la biblioteca, el uso de la
biblioteca y/o el origen de un miembro de la biblioteca.

Por "cebador" se entiende un oligonucleétido que es capaz de hibridar con una plantilla de oligonucleétido y luego
extenderse mediante una polimerasa de una forma dependiente de la plantilla.

Por "cebador de relevo" se entiende un oligonucleétido que es capaz de hibridar con una plantilla de oligonucle6tido
que contiene, en la region de la plantilla con la que se hibrida el cebador, al menos un enlace internucleotidico que
reduce la capacidad de una polimerasa para leer o translocarse a través de ese enlace. Tras la hibridacion, uno o
mas cebadores de relevo permiten la extensién por una polimerasa de una forma dependiente de la plantilla.

Por "recombinacién”, como se usa en la presente memoria, se entiende la generacion de un producto de polimerasa
como resultado de al menos dos eventos de hibridacién distintos.
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Otras caracteristicas y ventajas de la invencién seran evidentes a partir de la siguiente descripciéon detallada y las
reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

Las Figuras 1A-1B muestran complejos a modo de ejemplo. La Figura 1A muestra un complejo (en la direccion 5' a
3') que tiene una entidad quimica (estrella), una secuencia constante fija (por ejemplo, una cabeza de dominio),
seguida de tres secuencias de codificacion variables (por ejemplo, tres etiquetas) y otra secuencia constante fija (por
ejemplo, una cola de dominio), donde el enlace entre las secuencias constantes fijas y las secuencias de
codificacion variables son legibles. El complejo puede extenderse mas usando una polimerasa con un cebador
(hibridado con el extremo 3' del complejo), opcionalmente amplificado con PCR, y secuenciado. La Figura 1B
muestra un complejo que tiene enlaces ilegibles. EI complejo (en la direccién 5' a 3') tiene una entidad quimica
(estrella), una secuencia constante fija (por ejemplo, una cola de dominio), seguida de tres secuencias de
codificacion variables (por ejemplo, tres etiquetas) y otra secuencia constante fija (por ejemplo, una cola de dominio),
donde el enlace entre las secuencias constantes fijas y las secuencias de codificacién variables son ilegibles. Cada
una de las secuencias de codificacion variables incluye un conector 5' y un conector 3' que son secuencias
constantes fijas. Debido a que los enlaces son ilegibles, los cebadores de relevo se usan para abarcar los enlaces y
para permitir la extensién con una polimerasa, formando asi fragmentos de oligonucle6tidos. A continuacion, los
fragmentos se ligaron usando ligasa, opcionalmente se amplificaron con PCR, y se secuenciaron. El proceso de
lectura (por ejemplo, extension opcional, ligacién, amplificacion opcional y secuenciacién) se puede opcionalmente
realizar a través de ese enlace después de la seleccion. Alternativamente, la extension opcional y la parte de
ligacion del proceso de lectura pueden realizarse antes de la seleccion.

La Figura 2 muestra un complejo ilustrativo que tiene un enlace ilegible formado por psoraleno. El esquema
proporciona (de la direcciéon 5' a 3') una secuencia de codificacién variable, un conector 3', un conector 5' y otra
secuencia de codificacion variable. El conector 3' y el conector 5' se hibridan para formar un duplex, y el psoraleno
(una fraccion fotorreactiva de intercalacién) forma un enlace ilegible entre los conectores 5'y 3'. El cebador de relevo
se hibrida con los conectores 5'y 3' y abarca el enlace ilegible. Las porciones legibles del complejo (por ejemplo, la
secuencia de codificacion variable) se extienden con una polimerasa para formar fragmentos de oligonucledétidos.
Los fragmentos y los cebadores de relevo se ligan utilizando ligasa, opcionalmente amplificada con PCR, y
secuenciada. El proceso de lectura (por ejemplo, extension, ligacion, amplificacion opcional y secuenciacién) puede
realizarse opcionalmente por completo después de la seleccion. Alternativamente, la parte de extensién y ligacion
del proceso de lectura se puede realizar antes de la seleccion.

La Figura 3 muestra un complejo ilustrativo que tiene enlaces ilegibles formados por un oligonucledtido de
entrecruzamiento. En el esquema superior, el complejo incluye (de la direccién 5' a 3') una entidad quimica (estrella),
una secuencia constante fija (por ejemplo, una cabeza de dominio), un oligonucleétido de entrecruzamiento que esta
entrecruzado a través de un grupo correactivo reversible (por ejemplo, grupos cianovinilcarbazol entrecruzados a
aproximadamente 366 nm, enlaces cruzados marcados con X), y seguido por una secuencia de codificacion variable
que tiene secuencias constantes fijas en los extremos 5'y 3' (por ejemplo, una etiqueta que tiene conectores 5'y 3').
La combinacién del oligonucledtido de entrecruzamiento y la secuencia de codificacién variable se repiten tres veces
mas. Luego, sigue el oligonucleétido de entrecruzamiento final y otra secuencia constante fija (por ejemplo, una cola
de dominio). Los enlaces cruzados se marcan con X. A continuacién, el complejo se hace reaccionar con un proceso
quimico y/o un proceso enzimatico (por ejemplo, una ligasa y opcionalmente una quinasa) para ligar las etiquetas. A
continuacion, los oligonucleétidos de entrecruzamiento se liberan para formar una plantilla (por ejemplo, usando
absorcion a aproximadamente 312 nm). Finalmente, la plantilla se amplifica opcionalmente con PCR y se secuencia.
El proceso de lectura (por ejemplo, etapa de quinasa opcional, ligacién, amplificaciéon opcional y secuenciacion) se
puede opcionalmente realizar a través de ese enlace después de la seleccion. Alternativamente, la etapa de quinasa
opcional y la etapa de ligacion del proceso de lectura pueden realizarse antes de la seleccion.

La Figura 4 muestra una reaccién reversible ilustrativa con grupos correactivos reversibles (un par de un grupo
cianovinilcarbazol y una timidina) y el uso de estos grupos permite la formacion de enlaces cruzados entre el
oligonucledtido de entrecruzamiento y la secuencia constante fija de la etiqueta de oligonucle6tido. Los grupos
correactivos reversibles (marcados con X y X') estan presentes en el conector 3', en el conector 5 y en el
oligonucledtido de entrecruzamiento.

La Figura 5 muestra el oligonucleétido CNVKJ, que contiene dos modificaciones de cianovinilcarbazol,
CNVK2_P_TagB, CNVK_2_NP_TagB y CNVK2_TagA.

La Figura 6 muestra los resultados de la electroforesis de los productos de entrecruzamiento fotoquimico de los
oligonucleotidos CNVKJ, CNVK2_P_TagB y CNVK2_TagA.

La Figura 7 muestra la LCMS de CNVK2_P_TagB purificado y CNVK2_TagA.
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La Figura 8 muestra el LCMS de la recuperacion de la Double_ CNVK_template.

La Figura 9 muestra la LCMS del tratamiento de un complejo de CNVK2_P_TagB, CNVK2_TagA y CNVKJ con ADN
ligasa de T4.

La Figura 10 muestra los resultados de LCMS de la reaccion de fosforilacion y ligacién del par de etiquetas modelo
no fosforiladas entrecruzadas fotoquimicamente CNVK2_NP_TagB con CNVK2_TagA y CNVKJ.

La Figura 11 muestra el oligonucleétido 5PSO2_A9 TA, modificado con C2-psoraleno en el extremo 5' y el
oligonucleo6tido PSO_HP_A9_TCT.

La Figura 12 muestra la LCMS del entrecruzamiento fotoquimico de oligonucle6tidos utilizando psoraleno dentro de
un tallo para modelar un evento de marcacion del oligonucleétido 5PSO2_A9_TA, modificado con C2-psoraleno en
el extremo 5'y el oligonucleé6tido PSO_HP_A9_TCT.

La Figura 13 muestra los oligonucleétidos Tag1_PsoCVU y SplintC_PsoC2 y el oligonucledtido 5PSOC2_A9_GA
(modificado en el extremo 5' con C2-psoraleno).

La Figura 14 muestra un esquema de fotoligacién de psoraleno.
La Figura 15 muestra un gel del transcurso del tiempo de fotoligacién de psoraleno.
La Figura 16 muestra la LCMS del conjugado fotoligado de 5PsoC2_A9_GA 'y Tag1_PsoCVU.

La Figura 17 muestra un oligonucleétido biotinilado en 5' 5Bio_Tag_PsoCVU y un oligonucleétido con psoraleno en
5'5PsoC2_A9_GA junto con un oligonucleétido de soporte SplintC_PsoC2.

La Figura 18 muestra la LCMS de un conjugado de oligonucleétido ligado fotoquimicamente con psoraleno-timidina
(Bio_Pso0).

La Figura 19 muestra la LCMS de ADNc generado a partir de Bio_Pso usando extension y ligacion de cebador
terminal y no terminal.

La Figura 20 muestra la LCMS de control sin ligacion de ADNc generado a partir de Bio_Pso usando extension de
cebador terminal y no terminal.

La Figura 21 muestra los oligonucleétidos CVU_G y CVU_A vy los oligonucleétidos Tag1_PsoCVU, SplintC_CVU y
SplintA_CVU.

La Figura 22 muestra la estructura de la unién de ligacién fotoquimica formada entre una 5'-5-(Carboxi)vinil-2'-
desoxiuridina irradiada y una 3'-timidina.

La Figura 23 muestra un gel del transcurso del tiempo de fotoligacién de CVU a 365 nm.
La Figura 24 muestra la LCMS del producto de ligacién fotoquimico de CVU_G con Tag1_PsoCVU.

La Figura 25 muestra la LCMS de un conjugado de oligonucleoétido ligado fotoquimicamente con carboxivinil uridina-
timidina (Bio_CVU).

La Figura 26 muestra la LCMS de la plantilla Bio_CVU menos un Unico nucleétido dA.
La Figura 27 muestra los oligonucleétidos S_IDTNs y S_IDTalquino.
La Figura 28 muestra el analisis de LCMS del conjugado gelificado de S_IDTNs y S_IDTalquino.

La Figura 29 muestra oligonucleétidos TKR_Central y S_IDTNs y oligo TKR_DBCO_S modificado con 5'-dibenzo-
ciclooctino (DBCO).

La Figura 30 muestra el transcurso del tiempo por LCMS de la reaccion click libre de cobre entre TKR_DBCO_S' y
TKR_Central.

La Figura 31 muestra la LCMS del conjugado 2cl_s.
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La Figura 32 muestra Conjugado_Click_S y Conjugado_Click_L.

La Figura 33 muestra la generacion de ADNc mediada por recombinacién dependiente del soporte /amplificacién por
PCR del Conjugado_Click_L y Conjugado_Click_S por Deep Vent (exo-)polimerasa en presencia y ausencia de
ePsoporte. 24 ciclos, concentracién del conjugado de partida 200 pM. 1-marcador; 2-sin plantilla; 3-sin plantilla +
ePsoporte; 4-Conjugado_Click_S; 5- Conjugado_Click_S + ePsoporte; 6-Conjugado_Click_L; 5-Conjugado_Click_L
+ ePsoporte.

La Figura 34 muestra el mecanismo propuesto de generacién de ADNc/amplificacién por PCR mediada por
recombinacion dependiente del soporte.

La Figura 35 muestra la generacion de ADNc mediada por recombinacion que depende del soporte/amplificacién por
PCR de Conjugado_Click_S y el Conjugado_Click_L mediante exo-polimerasa Deep Vent tanto separadamente
como mezcladas juntas en solucién libre. Todas las reacciones complementadas con ePsoporte. 1-marcador; 2-sin
plantilla; 3- Conjugado_Click_S; 4-Conjugado_Click_L; 5-Conjugado_Click_S y Conjugado_Click_L.

La Figura 36 muestra el posible mecanismo de la recombinacién de los productos de generacion de ADNc/PCR de
mediacion dependiente del soporte en solucion libre con el consiguiente arrastre (pérdida) de asociaciones de
etiquetas (informacién codificada).

La Figura 37 muestra la generacion de cDNA mediada por recombinacién/amplificacién por PCR de la mezcla de
Conjugado_Click_S y Conjugado_Click_L por (exo-) polimerasa Deep Vent en solucién libre y en compartimentos
acuosos emulsionados con las condiciones siguientes: 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 52°C y 60 segundos a
72°C durante 35 ciclos, y concentracion del conjugado inicial de 5 pM; 1- marcador; 2- solucién libre, 3-
compartimentos acuosos emulsionados.

La Figura 38 muestra los conjugados TKR_S y TKR_L y sus trazas por LCMS.

La Figura 39 muestra la generacion de ADNc mediada por recombinacién dependiente de la repeticién de (exo-)
polimerasa Deep Vent/amplificacion por PCR de TKR_S y TKR_L. 1- Marcador, 2- sin plantilla, 3- TKR_S, 4- TKR_L,
5- TKR L y TKR_S. Condiciones: 5 pL de regulador Thermopol 10x; 2,5 uL de una solucién de 10 yM de cada
cebador directo e inverso; 2,5 pL de mezcla 10 mM de dNTP (NEB); 40 uM de concentracién final de cualquier
conjugado o su mezcla 1:1, 2,5 pyL de (exo-) polimerasa Deep Vent y agua hasta 50 pL. La reaccién se ciclé 21
veces de la siguiente manera: 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 52°C y 60 segundos a 72°C.

La Figura 40 muestra datos de secuencia derivados del producto de amplificacién clonado de la generacion de
ADNCc mediada por recombinacién dependiente de repeticidn/amplificacién por PCR de TKR_S y TKR_L mezclados
en solucién libre.

La Figura 41 muestra los conjugados TKR_2_click_S 'y TKR_2_click_L y sus trazas por LCMS.

La Figura 42 muestra la generacion de ADNc mediada por recombinacién dependiente de la repeticién de (exo-)
polimerasa Deep Vent/amplificacion por PCR de 2_click_S y 2_click_L en solucién libre. 1- Marcador; 2- Sin control
de plantilla; 3- 2_click_S; 4- 2_click_L; 5- Mezcla 1:1 de 2_click_S y 2_click_L. Condiciones: 5 ul de regulador
Thermopol 10x; 2,5 pL de una solucién 10 yM de cada cebador directo e inverso; 2,5 uL de mezcla dNTP 10 mM
(NEB); 40 uM de concentracion final de cualquier conjugado o su mezcla 1:1, 2,5 uL de (exo-) polimerasa Deep Vent
y agua hasta 50 pL. La reaccion se ciclo 22 veces de la siguiente manera: 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 52°C
y 60 segundos a 72°C.

La Figura 43 muestra los datos de secuencia derivados del producto de amplificacion clonado del producto de la
generacién de cDNA mediada por recombinacion dependiente de la repeticion/producto de amplificacion por PCR de
la mezcla de TKR_2_click_Sy TKR_2_click_L en solucion libre.

Descripcion detallada

Se han desarrollado complejos que tienen al menos un enlace (por ejemplo, un enlace quimico) para el que una
polimerasa tiene una capacidad reducida para leer o translocarse a través de ese enlace. La capacidad de etiquetar
bibliotecas sin estar restringida por la legibilidad de una polimerasa amplia enormemente el intervalo de métodos de
etiguetado que se pueden usar. Las posibles ventajas no limitativas incluyen la disminucién de la masa de las
etiquetas y/o miembros de la biblioteca; mayor solubilidad de los miembros de la biblioteca en diversas condiciones
de reaccion (por ejemplo, en condiciones acuosas y/u organicas adecuadas tanto para la sintesis de la entidad
quimica como de la etiqueta); mayor estabilidad (por ejemplo, en condiciones de reaccién acuosas y/u organicas,
donde tales etiquetas y enlaces de oligonucledtidos pueden ser mas resistentes a condiciones de reaccion
particulares, en comparacién con la etiqueta sin tales uniones); costo reducido (por ejemplo, reducir el uso de
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reactivos enzimaticos caros); mayor facilidad de uso (por ejemplo, el uso de entrecruzamiento de cianovinilcarbazol
se produce en un amplio intervalo de pH de 5,5-9,5, que permite el entrecruzamiento en condiciones de reaccién
adecuadas para formar la porciéon de entidad quimica del complejo); menor nimero de etapas de reaccién y uso
reducido de reactivo o reactivos (por ejemplo, uso reducido de una etapa de intercambio de regulador, tal como
durante las reacciones de division combinatoria, donde miles de alicuotas pequefias individuales deben procesarse
independientemente; una etapa de precipitacién, o una etapa de modificacion del pH); mayor fidelidad (por ejemplo,
cuando se usan métodos mediados por hibridacion para reducir la frecuencia de ocurrencia de eventos de
etiquetado erréneo); y una mayor compatibilidad con las condiciones de reaccion para formar la entidad quimica (por
ejemplo, permite el uso de funciones ortogonales, donde se pueden utilizar procesos quimicos de etiquetado Unicos
(por ejemplo, el uso de radiacibn UV) que no se producirdn durante la etapa o las etapas de division
posterior/mezcla, lo que también reducira la frecuencia de eventos de etiquetado erréneo).

Debido a que dichos enlaces pueden tener una legibilidad reducida por una polimerasa, también se han desarrollado
métodos para permitir la secuenciacién de tales complejos. Estos métodos incluyen el uso de cebadores de relevo
para abarcar los enlaces y/o el uso de oligonucleétidos entrecruzables liberables. Estos complejos y métodos
pueden usarse para crear diversas bibliotecas de entidades quimicas seleccionables estableciendo una relacién
codificada entre etiquetas particulares y reacciones quimicas particulares o blogues de construccion. Para identificar
una o mas entidades quimicas, las etiquetas de oligonucleétidos pueden amplificarse, clonarse, secuenciarse y
correlacionarse usando la relacion establecida. Los métodos para crear y etiquetar bibliotecas de estos complejos se
describen en detalle a continuacion.

Complejos

Esta invencion presenta un complejo que incluye una entidad quimica, una o mas etiquetas, y una cabeza de
dominio operativamente asociada con la entidad quimica y una o mas etiquetas. Al menos uno de los enlaces entre
la cabeza de dominio y la etiqueta o entre dos etiquetas es un enlace para el cual una polimerasa tiene una
capacidad reducida para leer o translocarse a través de ese enlace. Las entidades quimicas, las cabezas de
dominio, las etiquetas, los enlaces y los espaciadores bifuncionales se describen con mas detalle a continuacion.

Entidades quimicas

Las entidades o miembros quimicos (por ejemplo, moléculas pequefas o péptidos) de la invencidon pueden incluir
uno o mas bloques de construccién y opcionalmente incluir uno o0 mas andamios.

El andamio S puede ser un solo atomo o un andamio molecular. Ejemplos de andamios de atomos individuales
incluyen un atomo de carbono, un atomo de boro, un atomo de nitrégeno o un atomo de fosforo, etc. Los andamios
poliatémicos ilustrativos incluyen un grupo cicloalquilo, un grupo cicloalquenilo, un grupo heterocicloalquilo, un grupo
heterocicloalquenilo, un grupo arilo o un grupo heteroarilo. Las realizaciones particulares de un andamio de
heteroarilo incluyen una triazina, tal como 1,3,5-triazina, 1,2,3-triazina 0 1,2,4-triazina; una pirimidina; una pirazina;
una piridazina; un furano; un pirrol; una pirrolina; una pirrolidina; un oxazol; un pirazol; un isoxazol; un pirano; una
piridina; un indol; un indazol; o una purina.

El andamio S se puede unir operativamente a la etiqueta mediante cualquier método Util. En un ejemplo, S es una
triazina que esta vinculada directamente a la cabeza de dominio. Para obtener este andamio ilustrativo, se hace
reaccionar la triclorotriazina (es decir, un precursor clorado de la triazina que tiene tres cloros) con un grupo
nucleofilico de la cabeza de dominio. Usando este método, S tiene tres posiciones que tienen cloro que estan
disponibles para sustitucion, donde dos posiciones son nodos de diversidad disponibles y una posicién se une a la
cabeza de dominio. A continuacion, se agrega el bloque de construccion An a un nodo de diversidad del andamio, y
la etiqueta An que codifica para el bloque de construcciéon An ("etiqueta An") se liga a la cabeza de dominio, donde
estas dos etapas se pueden realizar en cualquier orden. Luego, el bloque de construccién Bn se agrega al nodo de
diversidad restante, y la etiqueta Bn que codifica para el bloque de construccién Bn se ligd al extremo de la etiqueta
An. En otro ejemplo, S es una triazina que esta operativamente ligada a una etiqueta, donde la triclorotriazina se
hace reaccionar con un grupo nucleofilico (por ejemplo, un grupo amino) de un enlazador PEG, alifatico o aromatico
de una etiqueta. Se pueden agregar bloques de construccién y etiquetas asociadas, como se describié
anteriormente.

En otro ejemplo mas, S es una triazina que estéd operativamente unida al bloque de construccion An. Para obtener
este andamio, bloque de construccion An que tiene dos nodos de diversidad (por ejemplo, un grupo electréfilo y un
grupo nucleofilico, tal como un Fmoc-aminoécido) se hace reaccionar con el grupo nucleofilico de un enlazador (por
ejemplo, el grupo terminal de un enlazador PEG, alifatico o aromatico, que esta unido a la cabeza de dominio).
Luego, la triclorotriazina se hace reaccionar con un grupo nucleofilico del bloque de construccién An. Usando este
método, las tres posiciones de cloro de S se usan como nodos de diversidad para los bloques de construccion.
Como se describe aqui, se pueden agregar bloques de construccién y etiquetas adicionales, y se pueden agregar
andamios adicionales Sn.
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Los blogues de construccion An incluyen, por ejemplo, aminodcidos (por ejemplo, aminoacidos alfa, beta, gamma,
delta y épsilon, asi como derivados de amino&cidos naturales y no naturales), reactivos quimicos reactivos (por
ejemplo, cadenas de azida o alquino) con una amina, o un reactivo de tiol, 0 combinaciones de los mismos. La
eleccion del bloque de construccion An depende, por ejemplo, de la naturaleza del grupo reactivo utilizado en el
enlazador, la naturaleza de una fraccién de andamio y el disolvente utilizado para la sintesis quimica.

Los ejemplos de bloques de construccién Bn y Cn incluyen cualquier unidad estructural Gtil de una entidad quimica,
tal como grupos aromaticos opcionalmente sustituidos (por ejemplo, fenilo o bencilo opcionalmente sustituido),
grupos heterociclicos opcionalmente sustituidos (por ejemplo, quinolinilo, isoquinolinilo, indolilo, isoindolilo,
azaindolilo, bencimidazolilo, azabencimidazolilo, benzisoxazolilo, piridinilo, piperidilo o pirrolidinilo opcionalmente
sustituidos), grupos alquilo opcionalmente sustituidos (por ejemplo, grupos alquilo Ci6 lineales o ramificados
opcionalmente sustituidos o grupos aminoalquilo C1-6 opcionalmente sustituidos) o grupos carbociclilo opcionalmente
sustituidos (por ejemplo, ciclopropilo, ciclohexilo o ciclohexenilo opcionalmente sustituidos). Los bloques de
construccion Bn y Cn particularmente Utiles incluyen aquellos con uno o mas grupos reactivos, tales como un grupo
opcionalmente sustituido (por ejemplo, cualquiera descrito aqui) que tiene uno o sustituyentes opcionales que son
grupos reactivos o pueden modificarse quimicamente para formar grupos reactivos. Los ejemplos de grupos
reactivos incluyen uno o mas de amina (-NRz, donde cada R es, independientemente, H o un alquilo Ci6
opcionalmente sustituido), hidroxi, alcoxi (-OR, donde R es un alquilo Ci-s opcionalmente sustituido, tal como
metoxi), carboxi (-COOH), amida o sustituyentes reactivos quimicos. Se puede introducir un sitio de restriccion, por
ejemplo, en la etiqueta Bn 0 Cn, donde se puede identificar un complejo realizando PCR y digestion de restriccion
con una de las enzimas de restriccion correspondientes.

Cabeza de dominio

En la biblioteca, la cabeza de dominio conecta operativamente cada entidad quimica con su etiqueta de
oligonucledtido de codificacion. Generalmente, la cabeza de dominio es un oligonucledtido de partida que tiene dos
grupos funcionales que pueden formar derivados adicionalmente, donde el primer grupo funcional une
operativamente la entidad quimica (o un componente de la misma) a la cabeza de dominio y el segundo grupo
funcional une operativamente una o mas etiquetas a la cabeza de dominio. Un espaciador bifuncional puede usarse
opcionalmente como una fraccidn espaciadora entre la cabeza de dominio y la entidad quimica.

Los grupos funcionales de la cabeza de dominio se pueden usar para formar un enlace covalente con un
componente de la entidad quimica y otro enlace covalente con una etiqueta. El componente puede ser cualquier
parte de la molécula pequefia, tal como un andamio con nodos de diversidad o un bloque de construccién.
Alternativamente, la cabeza de dominio puede formar derivados para proporcionar un espaciador (es decir, una
fraccion espaciadora que separa la cabeza de dominio de la molécula pequefa que se formara en la biblioteca) que
termina en un grupo funcional (por ejemplo, un grupo hidroxilo, amina, carboxilo, sulfhidrilo, alquinilo, azido, o
fosfato), que se usa para formar el enlace covalente con un componente de la entidad quimica. El espaciador se
puede unir al extremo 5', en una de las posiciones internas, o al exiremo 3' de la cabeza de dominio. Cuando el
espaciador esta unido a una de las posiciones internas, el espaciador puede unirse operativamente a una base que
forma derivado (por ejemplo, la posicion C5 de uridina) o colocarse internamente dentro del oligonucleétido
utilizando técnicas estandar conocidas en la técnica. Ejemplos de espaciadores se describen en el presente
documento.

La cabeza de dominio puede tener cualquier estructura util. La cabeza de dominio puede ser, por ejemplo, de 1 a
100 nucledtidos de longitud, preferiblemente de 5 a 20 nucleétidos de longitud, y lo mas preferiblemente de 5 a 15
nucleétidos de longitud. La cabeza de dominio puede ser de cadena sencilla o de cadena doble y puede consistir en
nucleétidos naturales o modificados, como se describe en este documento. Por ejemplo, la fraccion quimica puede
estar operativamente enlazada al extremo 3' o0 al extremo 5' de la cabeza de dominio. En realizaciones particulares,
la cabeza de dominio incluye una estructura en horquilla formada por bases complementarias dentro de la
secuencia. Por ejemplo, la fraccion quimica puede estar operativamente enlazada a la posicion interna, el extremo 3'
o el extremo 5' de la cabeza de dominio.

Generalmente, la cabeza de dominio incluye una secuencia no autocomplementaria en el extremo 5' o 3' que permite
unir una etiqueta de oligonucle6tido mediante polimerizacion, ligacion enzimatica o reaccion quimica. La cabeza de
dominio puede permitir la ligacion de etiquetas de oligonucledtidos y las etapas de purificaciéon y fosforilacion
opcionales. Después de agregar la ultima etiqueta, se puede agregar una secuencia de adaptador adicional al
extremo 5' de la Ultima etiqueta. Las secuencias adaptadoras a modo de ejemplo incluyen una secuencia de unién al
cebador o una secuencia que tiene una etiqueta (por ejemplo, biotina). En los casos en que se usan muchos bloques
de construccién y etiquetas correspondientes (por ejemplo, 100), se puede emplear una estrategia de mezcla y
division durante la etapa de sintesis de oligonucleétidos para crear el nimero necesario de etiquetas. Tales
estrategias de mezcla y division para la sintesis de ADN son conocidas en la técnica. Los miembros de la biblioteca
resultante pueden amplificarse mediante PCR después de la seleccién de entidades de union frente a un objetivo u
objetivos de interés.

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2675167 T3

La cabeza de dominio o el complejo pueden incluir opcionalmente una o mas secuencias de union al cebador. Por
ejemplo, la cabeza de dominio tiene una secuencia en la region de bucle de la horquilla que sirve como regién de
unioén del cebador para la amplificacion, donde la region de unién del cebador tiene una temperatura de fusion mas
alta para su cebador complementario (por ejemplo, que puede incluir regiones identificadoras flanqueantes) que para
una secuencia en la cabeza de dominio. En otras realizaciones, el complejo incluye dos secuencias de unién al
cebador (por ejemplo, para permitir una reaccion de PCR) en cualquier lado de una o mas etiquetas que codifican
uno o mas bloques de construccion. Alternativamente, la cabeza de dominio puede contener una secuencia de union
del cebador en el extremo 5' 0 3'. En otras realizaciones, la cabeza de dominio es una horquilla, y la regién de bucle
forma un sitio de union del cebador o el sitio de unién del cebador se introduce a través de la hibridacién de un
oligonucledtido con la cabeza de dominio en el lado 3' del bucle. Un oligonucleétido cebador, que contiene una
region homologa al extremo 3' de la cabeza de dominio y que porta una regidén de unién al cebador en su extremo 5'
(por ejemplo, para permitir una reaccién de PCR) puede hibridarse con la cabeza de dominio y puede contener una
etiqueta que codifica un bloque de construccién o la adicion de un bloque de construcciéon. El oligonucleétido
cebador puede contener informacion adicional, tal como una regién de nucleotidos aleatorios, por ejemplo, de 2 a 16
nucleétidos de longitud, que se incluye para el analisis bioinformatico.

La cabeza de dominio puede incluir opcionalmente una estructura de horquilla, donde esta estructura se puede
lograr mediante cualquier método util. Por ejemplo, la cabeza de dominio puede incluir bases complementarias que
forman companeros de emparejamiento de bases intermoleculares, tales como emparejamiento de bases de ADN
de Watson-Crick (por ejemplo, adenina-timina y guanina-citosina) y/o emparejamiento de base inestable (por
ejemplo, guanina-uracilo, inosina-uracilo, inosina-adenina e inosina-citosina). En otro ejemplo, la cabeza de dominio
puede incluir nucleétidos modificados o sustituidos que pueden formar formaciones duplex de mayor afinidad en
comparacién con nucleétidos no modificados, siendo conocidos en la técnica tales nucleétidos modificados o
sustituidos. En otro ejemplo mas, la cabeza de dominio incluye una o mas bases entrecruzadas para formar la
estructura en horquilla. Por ejemplo, las bases dentro de una Unica cadena o bases en diferentes cadenas dobles se
pueden entrecruzar, por ejemplo, usando psoraleno.

La cabeza de dominio o complejo puede incluir opcionalmente una o mas etiquetas que permitan la deteccion. Por
ejemplo, la cabeza de dominio, una o mas etiquetas de oligonucleétidos y/o una o mas secuencias de cebadores
pueden incluir un is6topo, un agente de radioimagenologia, un marcador, un trazador, una etiqueta fluorescente (por
ejemplo, rodamina o fluoresceina), una etiqueta quimioluminiscente, un punto cuantico y una molécula informadora
(por ejemplo, biotina o una etiqueta his).

En otras realizaciones, la cabeza de dominio o etiqueta puede modificarse para soportar la solubilidad en
condiciones semiacuosas, acuosas reducidas o no acuosas (por ejemplo, organicas). Las bases de nucleétidos de la
cabeza de dominio o etiqueta pueden hacerse mas hidr6fobas modificando, por ejemplo, las posiciones C5 de las
bases T o C con cadenas alifaticas sin alterar significativamente su capacidad para formar enlaces de hidrégeno con
sus bases complementarias. Los nucleétidos modificados o sustituidos a modo de ejemplo son 5'-dimetoxitritil-N-4-
diisobutilaminometiliden-5-(1-propinil)-2'-desoxicitidina, 3'-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)]-fosforamidita; 5'-
dimetoxitritil-5-(1-propinil)-2'-desoxiuridina, 3'-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)]-fosforamidita; 5'-dimetoxitritil-5-fluoro-2'-
desoxiuridina, 3'-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)] -fosforamidita; y 5'-dimetoxitritil-5-(piren-1-il-etinil)-2'-desoxiuridina, o
3'-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)]-fosforamidita.

Ademas, el oligonucledtido de la cabeza de dominio se puede intercalar con modificaciones que promueven la
solubilidad en disolventes organicos. Por ejemplo, la fosforamidita de azobenceno puede introducir una fraccién
hidréfoba en el disefio de la cabeza de dominio. Tales inserciones de amiditas hidr6fobas en la cabeza de dominio
pueden ocurrir en cualquier parte de la molécula. Sin embargo, la insercién no puede interferir con el etiquetado
posterior usando etiquetas de ADN adicionales durante la sintesis de la biblioteca o la PCR subsiguiente una vez
que se completa una seleccién o andlisis de microarreglos, si se usa para la deconvolucién de la etiqueta. Tales
adiciones al disefio de la cabeza de dominio aqui descrita haran que la cabeza de dominio sea soluble, por ejemplo,
en 15%, 25%, 30%, 50%, 75%, 90%, 95%, 98%, 99% o 100% de disolvente organico. De este modo, la adicién de
residuos hidréfobos en el disefio de la cabeza de dominio permite una solubilidad mejorada en condiciones
semiacuosas 0 no acuosas (por ejemplo, organicas), al tiempo que hace que la cabeza de dominio sea competente
para el etiquetado de oligonucledtidos. Ademas, las etiquetas de ADN que se introducen posteriormente en la
biblioteca también pueden modificarse en la posicion C5 de las bases T o C de manera que también hagan que la
biblioteca sea mas hidréfoba y soluble en disolventes organicos para las siguientes etapas de la sintesis de la
biblioteca.

En realizaciones particulares, la cabeza de dominio y la primera etiqueta pueden ser la misma entidad, es decir, se
puede construir una pluralidad de entidades de etiqueta de la cabeza de dominio que comparten partes comunes
(por ejemplo, una regién de unién del cebador) y todas difieren en otra parte (por ejemplo, la region de codificacion).
Estas pueden utilizarse en la etapa de "division" y agruparse después de que haya ocurrido la codificacion.
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En realizaciones particulares, la cabeza de dominio puede codificar informacion, por ejemplo, incluyendo una
secuencia que codifica la primera etapa de divisién o divisiones o una secuencia que codifica la identidad de la
biblioteca, tal como mediante el uso de una secuencia particular relacionada con una biblioteca especifica.

Etiquetas de oligonucleotidos

Las etiquetas de oligonucledtidos descritas en este documento (por ejemplo, una etiqueta o una porcién de una
cabeza de dominio o una porcion de una cola de dominio) pueden usarse para codificar cualquier informacién (til, tal
como una molécula, una porcion de una entidad quimica, la adicion de un componente (por ejemplo, un andamio o
un bloque de construccion), una cabeza de dominio en la biblioteca, la identidad de la biblioteca, el uso de uno o
mas miembros de la biblioteca (por ejemplo, el uso de los miembros en una alicuota de una biblioteca), y/o el origen
de un miembro de la biblioteca (por ejemplo, mediante el uso de una secuencia de origen).

Se puede usar cualquier secuencia en un oligonucleétido para codificar cualquier informaciéon. De este modo, una
secuencia de oligonucleétidos puede servir a mas de un propdésito, tal como codificar dos 0 mas tipos de informacién
o proporcionar un oligonucleotido de partida que también codifica para uno o mas tipos de informacion. Por ejemplo,
la primera etiqueta puede codificar para la adicion de un primer blogue de construccion, asi como para la
identificacién de la biblioteca. En otro ejemplo, se puede usar una cabeza de dominio para proporcionar un
oligonucledtido de partida que une operativamente una entidad quimica a una etiqueta, donde la cabeza de dominio
incluye adicionalmente una secuencia que codifica la identidad de la biblioteca (es decir, la secuencia de
identificacion de la biblioteca). En consecuencia, cualquiera de la informacion descrita en este documento puede
codificarse en etiquetas de oligonucledtidos separadas o puede combinarse y codificarse en la misma secuencia de
oligonucleotidos (por ejemplo, una etiqueta de oligonucleétido, tal como una etiqueta, o una cabeza de dominio).

Una secuencia de bloque de construccion codifica la identidad de un bloque de construccién y/o el tipo de reaccion
de unién conducida con un bloque de construccion. Esta secuencia de bloque de construccion se incluye en una
etiqueta, donde la etiqueta puede incluir opcionalmente uno o mas tipos de secuencia descritos a continuacién (por
ejemplo, una secuencia de identificacién de biblioteca, una secuencia de uso y/o una secuencia de origen).

Una secuencia de identificacién de la biblioteca codifica la identidad de una biblioteca particular. Con el fin de
permitir la mezcla de dos o0 mas bibliotecas, un miembro de la biblioteca puede contener una o mas secuencias que
identifican la biblioteca, como en una etiqueta identificadora de la biblioteca (es decir, un oligonucle6tido que incluye
una secuencia identificadora de la biblioteca), en una etiqueta ligada, en una parte de la secuencia de la cabeza de
dominio, 0 en una secuencia de la cola de dominio. Estas secuencias de identificacion de bibliotecas se pueden usar
para deducir relaciones de codificacion, donde la secuencia de la etiqueta se traduce y se correlaciona con
informacién de historial quimico (sintesis). De acuerdo con esto, estas secuencias que identifican la biblioteca
permiten la mezcla de dos 0 mas bibliotecas juntas para seleccion, amplificacion, purificacion, secuenciacion, etc.

Una secuencia de uso codifica el historial (es decir, uso) de uno o mas miembros de la biblioteca en una alicuota
individual de una biblioteca. Por ejemplo, alicuotas separadas pueden tratarse con diferentes condiciones de
reaccion, bloques de construccion y/o etapas de seleccion. En particular, esta secuencia puede usarse para
identificar tales alicuotas y deducir su historial (uso) y de ese modo permitir la mezcla de alicuotas de la misma
biblioteca con diferentes historias (usos) (por ejemplo, experimentos de seleccion distintos) para los fines de la
mezcla juntas de muestras para seleccion, amplificacién, purificacion, secuenciacion, etc. Estas secuencias de uso
se pueden incluir en una cabeza de dominio, una cola de dominio, una etiqueta, una etiqueta de uso (es decir, un
oligonucledtido que incluye una secuencia de uso) o cualquier otra etiqueta descrita en el presente documento (por
ejemplo, una etiqueta de identificacion de biblioteca o una etiqueta de origen).

Una secuencia de origen es una secuencia de oligonucleétidos degenerada (aleatoria, generada estocésticamente)
de cualquier longitud util (por ejemplo, aproximadamente seis oligonucleétidos) que codifica el origen del miembro de
la biblioteca. Esta secuencia sirve para subdividir estocasticamente los miembros de la biblioteca que son idénticos
en todos los aspectos en entidades distinguibles por informacién de secuencia, de tal manera que las observaciones
de productos de amplificacion derivados de plantillas Gnicas de progenitores (por ejemplo, miembros seleccionados
de la biblioteca) pueden distinguirse de las observaciones de mudltiples productos de amplificacion derivados de la
misma plantilla progenitora (por ejemplo, un miembro seleccionado de la biblioteca). Por ejemplo, después de la
formacion de la biblioteca y antes de la etapa de seleccién, cada miembro de la biblioteca puede incluir una
secuencia de origen diferente, tal como en una etiqueta de origen. Después de la seleccion, los miembros de la
biblioteca seleccionados pueden amplificarse para producir productos de amplificacion, y la porcién del miembro de
la biblioteca que se espera que incluya la secuencia de origen (por ejemplo, en la etiqueta de origen) puede ser
observada y comparada con la secuencia de origen en cada una de los otros miembros de la biblioteca. Como las
secuencias de origen son degeneradas, cada producto de amplificacion de cada miembro de la biblioteca debe tener
una secuencia de origen diferente. Sin embargo, una observacion de la misma secuencia de origen en el producto
de amplificaciéon podria indicar multiples amplicones derivados de la misma molécula plantilla. Cuando se desea
determinar las estadisticas y la demografia de la poblacion de etiquetas de codificacion antes de la amplificacién, en
oposicion a la posterior amplificacién, se puede usar la etiqueta de origen. Estas secuencias de origen pueden
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incluirse en una cabeza de dominio, una cola de dominio, una etiqueta, una etiqueta de origen (es decir, un
oligonucledtido que incluye una secuencia de origen) o cualquier otra etiqueta descrita en la presente memoria (por
ejemplo, una etiqueta identificadora de biblioteca o una etiqueta de uso).

Cualquiera de los tipos de secuencias que se describen en este documento puede incluirse en la cabeza de dominio.
Por ejemplo, la cabeza de dominio puede incluir una o mas de una secuencia de bloque de construccion, una
secuencia de identificacion de biblioteca, una secuencia de uso o una secuencia de origen.

Cualquiera de estas secuencias descritas aqui se puede incluir en una cola de dominio. Por ejemplo, la cola de
dominio puede incluir una o0 mas entre una secuencia de identificacion de la biblioteca, una secuencia de uso o una
secuencia de origen.

Cualquiera de las etiquetas descritas en este documento puede incluir un conector en o cerca del extremo 5' 0 3' que
tiene una secuencia fija. Los conectores facilitan la formacién de enlaces (por ejemplo, enlaces quimicos)
proporcionando un grupo reactivo (por ejemplo, un grupo quimico reactivo o un grupo fotorreactivo) o
proporcionando un sitio para un agente que permite un enlace (por ejemplo, un agente de una fraccion de
intercalacion o un grupo reactivo reversible en el o los conectores u oligonucleétido de entrecruzamiento). Cada
conector 5' puede ser el mismo o diferente, y cada conector 3' puede ser el mismo o diferente. En un complejo
ilustrativo no limitante que tiene mas de una etiqueta, cada etiqueta puede incluir un conector 5' y un conector 3',
donde cada conector 5' tiene la misma secuencia y cada conector 3' tiene la misma secuencia (por ejemplo, cuando
la secuencia del conector 5' puede ser la misma o diferente de la secuencia del conector 3'). El conector proporciona
una secuencia que se puede usar para uno o0 mas enlaces. Para permitir la unién de un cebador de relevo o para
hibridar un oligonucleétido de entrecruzamiento, el conector puede incluir uno o mas grupos funcionales que
permiten un enlace (por ejemplo, un enlace para el cual una polimerasa tiene capacidad reducida para leer o
translocarse a través de ese enlace, tal como un enlace quimico).

Estas secuencias pueden incluir cualquier modificacién descrita aqui para oligonucleétidos, tal como una o mas
modificaciones que promueven la solubilidad en disolventes organicos (por ejemplo, cualquiera aqui descrito, tal
como para la cabeza de dominio), que proporcionan un andlogo del enlace fosfodiéster natural (por ejemplo, un
analogo de fosforotioato), o que proporciona uno o mas oligonucleétidos no naturales (por ejemplo, nucleétidos
sustituidos en 2', tales como nucleétidos 2'-O-metilados y nucleétidos 2'-fluoro, o cualquiera de los descritos en este
documento).

Estas secuencias pueden incluir cualquier caracteristica descrita aqui para oligonucleétidos. Por ejemplo, estas
secuencias se pueden incluir en una etiqueta que tiene menos de 20 nucledtidos (por ejemplo, como se describe en
la presente memoria). En otros ejemplos, las etiquetas que incluyen una o mas de estas secuencias tienen
aproximadamente la misma masa (por ejemplo, cada etiqueta tiene una masa que es aproximadamente +/- 10% de
la masa promedio entre un conjunto especifico de etiquetas que codifican una variable especifica); carecen de una
region de unién al cebador (por ejemplo, constante); carecen de una region constante; o tienen una region constante
de longitud reducida (por ejemplo, una longitud inferior a 30 nucleétidos, inferior a 25 nucleétidos, inferior a 20
nucleétidos, inferior a 19 nucleétidos, inferior a 18 nucleétidos, inferior a 17 nucleétidos, inferior a 16 nucleétidos,
inferior a 15 nucledtidos, inferior a 14 nucleétidos, inferior a 13 nucleétidos, inferior a 12 nucleétidos, inferior a 11
nucledtidos, inferior a 10 nucleétidos, inferior a 9 nucleétidos, inferior a 8 nucledtidos o inferior a 7 nucledtidos.

Las estrategias de secuenciacién para bibliotecas y oligonucleétidos de esta longitud pueden incluir opcionalmente
estrategias de concatenacion o catenacion para aumentar la fidelidad de lectura o la profundidad de la secuencia,
respectivamente. En particular, la seleccion de bibliotecas codificadas que carecen de regiones de union al cebador
se ha descrito en la literatura para SELEX, tal como se describe en Jarosch et al., Nucleic Acids Res. 34: €86 (2006).
Por ejemplo, un miembro de la biblioteca se puede modificar (por ejemplo, después de una etapa de seleccion) para
incluir una primera secuencia de adaptador en el extremo 5' del complejo y una segunda secuencia de adaptador en
el extremo 3' del complejo, donde la primera la secuencia es sustancialmente complementaria a la segunda
secuencia y da como resultado la formacién de un duplex. Para mejorar ain mas el rendimiento, se afiaden dos
nucleétidos colgantes fijos (por ejemplo, CC) al extremo 5'. En realizaciones particulares, la primera secuencia
adaptadora es 5-GTGCTGC-3' (SEQ ID NO: 1), y la segunda secuencia adaptadora es 5-GCAGCACCC-3' (SEQ ID
NO: 2).

Enlaces

Los enlaces de la invencién estan presentes entre oligonucleétidos que codifican informacion (por ejemplo, tal como
entre la cabeza de dominio y una etiqueta, entre dos etiquetas, o entre una etiqueta y una cola de dominio), donde
tales enlaces incluyen cualquier enlace para el cual una polimerasa tiene una capacidad reducida para leer o
translocarse a través de ese enlace. Los enlaces a modo de ejemplo incluyen enlaces quimicos que incluyen uno o
mas de un grupo quimico reactivo, un grupo fotorreactivo, una fraccién de intercalacién, un oligonucleétido de
entrecruzamiento, o un grupo correactivo reversible.
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Se puede analizar un enlace para determinar si una polimerasa tiene una capacidad reducida para leer o
translocarse a través de ese enlace. Esta capacidad puede analizarse mediante cualquier método Uutil, tal como
cromatografia liquida-espectrometria de masas, analisis de RT-PCR, datos demograficos de secuencias y/o analisis
de PCR.

En realizaciones particulares, la ligacién quimica incluye el uso de uno o mas pares quimicos reactivos para
proporcionar un enlace. Los ejemplos de pares quimicos reactivos son un par que incluye un grupo alquinilo
opcionalmente sustituido y un grupo azido opcionalmente sustituido para formar un triazol mediante una reaccion de
cicloadicion 1,3-dipolar de Huisgen; un dieno opcionalmente sustituido que tiene un sistema de electrones 4 1 (por
ejemplo, un compuesto 1,3-insaturado opcionalmente sustituido, tal como 1,3-butadieno, 1-metoxi-3-trimetilsililoxi-
1,3-butadieno, ciclopentadieno, ciclohexadieno o furano opcionalmente sustituidos) y un diendfilo opcionalmente
sustituido o un heterodiendfilo opcionalmente sustituido que tiene un sistema de electrones 2 1t (por ejemplo, un
grupo alquenilo opcionalmente sustituido o un grupo alquinilo opcionalmente sustituido) para formar un cicloalquenilo
a través de una reaccion de Diels-Alder; un nucleofilico (por ejemplo, una amina opcionalmente sustituida o un tiol
opcionalmente sustituido) con un electrofilico heterociclico deformado (por ejemplo, epoéxido, aziridina, ion aziridinio
o ion episulfonio opcionalmente sustituidos) para formar un heteroalquilo a través de una reaccién de apertura de
anillo; un grupo fosforotioato con un grupo yodo, tal como en una ligacién de soporte de un oligonucleétido que
contiene dT con yodo en posicion 5' con un oligonucleétido 3'-fosforotioato; un grupo amino opcionalmente sustituido
con un grupo aldehido o un grupo cetona, tal como una reaccién de un oligonucle6tido modificado con aldehido en
posicion 3', que se puede obtener opcionalmente oxidando un oligonucleétido modificado con glicerilo en posiciéon 3'
comercialmente disponible, con oligonucleé6tido con amino en posicion 5' (es decir, en una reaccién de aminacién
reductiva) o un oligonucleétido 5'- hidrazido; un par de un grupo amino opcionalmente sustituido y un grupo de acido
carboxilico o un grupo tiol (por ejemplo, con o sin el uso de succinimidil trans-4-(maleimidilmetil)ciclohexano-1-
carboxilato (SMCC) o 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC), un par de una hidracina opcionalmente
sustituida y un grupo aldehido o una cetona, un par de una hidroxilamina opcionalmente sustituida y un grupo
aldehido o una cetona, o un par de un nucleofilico y un haluro de alquilo opcionalmente sustituido.

Los complejos de platino, los agentes alquilantes o los nucle6tidos modificados con furano también se pueden usar
como un grupo quimico reactivo para formar enlaces intercatenarios o intracatenarios. Dichos agentes se pueden
usar entre dos oligonucleétidos y opcionalmente pueden estar presentes en el oligonucledtido de entrecruzamiento.

Los ejemplos de complejos de platino no limitantes incluyen cisplatino (cis-diaminalcloroplatino (ll), por ejemplo, para
formar enlaces GG intracatenarios), transplatino (trans-diaminadicloroplatino (ll), por ejemplo, para formar enlaces
intercatenario GXG, donde X puede ser cualquier nucleétido), carboplatino, picolatino (ZD0473), ormaplatino u
oxaliplatino para formar, por ejemplo, enlaces GC, CG, AG o GG. Cualquiera de estos enlaces pueden ser enlaces
inter o intracatenarios.

Los agentes alquilantes ilustrativos no limitantes incluyen mostaza nitrogenada (mecloretamina, por ejemplo, para
formar enlaces GG), clorambucilo, melfalan, ciclofosfamida, formas profarmaco de ciclofosfamida (por ejemplo, 4-
hidroperoxiciclofosfamida e ifosfamida)), 1,3-bis(2-cloroetil)-1-nitrosourea (BCNU, carmustina), una aziridina (por
ejemplo, mitomicina C, trietlenmelamina o ftrietilenotiofosforamida (tio-tepa) para formar enlaces GG o AG),
hexametilmelamina, un sulfonato de alquilo (por ejemplo, busulfano a formar enlaces GG), o una nitrosourea (por
ejemplo, 2-cloroetilnitrosourea para formar enlaces GG o CG, tales como carmustina (BCNU), clorozotocina,
lomustina (CCNU) y semustina (metil-CCNU)). Cualquiera de estos enlaces puede ser enlaces inter o
intracatenarios.

Los nucledtidos modificados con furano también pueden usarse para formar enlaces. Tras la oxidacion in situ (por
ejemplo, con N-bromosuccinimida (NBS)), la fraccién de furano forma un derivado reactivo oxo-enal que reacciona
con una base complementaria para formar un enlace intercatenario. En algunas realizaciones, los nucleétidos
modificados con furano forman enlaces con un nucleétido A o C complementario. Los ejemplos de nucle6tidos
modificados con furano, no limitantes, incluyen cualquier nucleétido modificado con 2'-(furan-2-il)propanoilamino; o
nucleétidos modificados aciclicos del &cido nucleico 2-(furan-2-il)etilglicol.

Los grupos fotorreactivos también se pueden usar como un grupo reactivo. Los ejemplos de grupos fotorreactivos no
limitativos incluyen una fraccion de intercalacion, un derivado de psoraleno (por ejemplo, psoraleno, HMT-psoraleno
u 8-metoxipsoraleno), un grupo cianovinilcarbazol opcionalmente sustituido, un grupo vinilcarbazol opcionalmente
sustituido, un grupo cianovinilo opcionalmente sustituido, un grupo acrilamida opcionalmente sustituido, un grupo
diazirina opcionalmente sustituido, una benzofenona opcionalmente sustituida (por ejemplo, succinimidil éster de
acido 4-benzoilbenzoico o isotiocianato de benzofenona), un grupo 5-(carboxi)vinil-uridina opcionalmente sustituido
(por ejemplo, 5-(carboxi)vinil-2'-desoxiuridina), o un grupo azida opcionalmente sustituido (por ejemplo, una aril azida
o una aril azida halogenada, tal como succinimidil éster de acido 4-azido-2,3,5,6-tetrafluorobenzoico (ATFB)) .

Las fracciones de intercalacién también se pueden usar como un grupo reactivo. Ejemplos de fracciones de
intercalacion no limitantes incluyen un derivado de psoraleno, un derivado de alcaloide (por ejemplo, berberina,
palmatina, coralina, sanguinarina (por ejemplo, formas de iminio o alcanolamina de los mismos) o aristololactama-3-
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D-glucosido), un catién de etidio (por ejemplo, bromuro de etidio), un derivado de acridina (por ejemplo, proflavina,
acriflavina o amsacrina), un derivado de antraciclina (por ejemplo, doxorrubicina, epirrubicina, daunorrubicina
(daunomicina), idarrubicina y aclarrubicina) o talidomida.

Para un oligonucledtido de entrecruzamiento, cualquier grupo reactivo Util (por ejemplo, descrito en este documento)
puede usarse para formar enlaces intercatenarios o intracatenarios. Los ejemplos de grupos reactivos incluyen un
grupo quimico reactivo, un grupo fotorreactivo, una fraccion de intercalacién y un grupo correactivo reversible. Los
agentes de entrecruzamiento para su uso con oligonucleétidos de entrecruzamientos incluyen, sin limitacion,
agentes alquilantes (por ejemplo, como se describe en la presente memoria), cisplatino (cis-diaminodicloroplatino
(1)), trans-diaminedicloroplatino (Il), psoraleno, HMT-psoraleno, 8-metoxipsoraleno, nucleétidos modificados con
furano, 2-fluoro-deoxiinosina (2-F-dl), 5-bromo-deoxicitosina (5-Br-dC), 5-bromo desoxiuridina (5-Br-dU), 5-yodo-
desoxicitosina (5-1-dC), 5-yodo-desoxiuridina (5-1-dU), succinimidil trans-4-(maleimidilmetil)ciclohexano-1-carboxilato,
SMCC, EDAC o succinimidil acetiltioacetato (SATA).

Los oligonucleétidos también se pueden modificar para que contengan fracciones tiol que se pueden hacer
reaccionar con una variedad de grupos reactivos con tiol tales como maleimidas, halégenos, yodoacetamidas y, por
lo tanto, se pueden usar para entrecruzar dos oligonucleétidos. Los grupos tiol se pueden unir al extremo 5' o al
extremo 3' de un oligonucledtido.

Para el entrecruzamiento intercatenario entre oligonucleé6tidos duplex en una posicién de pirimidina (por ejemplo,
timidina), se puede elegir la fraccion de psoraleno de intercalacion fotorreactiva. El psoraleno se intercala en el
duplex y forma enlaces cruzados intercatenarios covalentes con pirimidinas, preferentemente en sitios 5'-TpA, tras la
irradiacion con luz ultravioleta (aproximadamente 254 nm). La fraccién de psoraleno puede unirse covalentemente a
un oligonucleétido modificado (por ejemplo, mediante una cadena de alcano, tal como un grupo alquilo Ci-10, 0 un
grupo polietilenglicol, tal como -(CH2CH20)rCH2CH2-, donde n es un nimero entero de 1 a 50). También se pueden
usar ejemplos de derivados de psoraleno, donde los derivados no limitantes incluyen 4'-(hidroxietoximetil)-4,5',8-
trimetilpsoraleno (HMT-psoraleno) y 8-metoxipsoraleno.

Varias porciones del oligonucleétido de entrecruzamiento se pueden modificar para introducir un enlace. Por
ejemplo, los fosforotioatos terminales en oligonucleétidos también se pueden usar para unir dos oligonucleétidos
adyacentes. Los uracilos/citosinas halogenados también pueden usarse como modificaciones de entrecruzamiento
en el oligonucleodtido. Por ejemplo, los oligonucleétidos modificados con 2-fluoro-desoxiinosina (2-F-dl) se pueden
hacer reaccionar con diaminas o tiopropilaminas que contienen disulfuros para formar enlaces disulfuro.

Como se describe a continuacién, los grupos correactivos reversibles incluyen los seleccionados de un grupo
cianovinilcarbazol, un grupo cianovinilo, un grupo acrilamida, un grupo tiol o sulfoniletil tioéteres. Un grupo de
cianovinilcarbazol (CNV) opcionalmente sustituido también puede usarse en oligonucleétidos para formar enlaces
cruzados con una base de pirimidina (por ejemplo, citosina, timina y uracilo, asi como bases modificadas de los
mismos) en cadenas complementarias. Los grupos CNV promueven la cicloadicion [2+2] con la base de pirimidina
adyacente tras la irradiacion a 366 nm, lo que da como resultado un entrecruzamiento intercatenario. La irradiacion a
312 nm invierte el entrecruzamiento y, por lo tanto, proporciona un método para el entrecruzamiento reversible de
cadenas de oligonucleétidos. Un grupo CNV no limitante es 3-cianovinilcarbozaol, que puede incluirse como un
nucleétido de carboxivinilcarbazol (por ejemplo, tal como 3-carboxivinilcarbazol-1'-B-desoxirribosido-5'-trifosfato).

El grupo CNV puede modificarse para reemplazar el grupo ciano reactivo con otro grupo reactivo para proporcionar
un grupo vinilcarbazol opcionalmente sustituido. Los ejemplos de grupos reactivos no limitantes para un grupo
vinilcarbazol incluyen un grupo amida de -CONRn1RN2, en el que cada Rn1 y Rn2 puede ser igual o diferente y es
independientemente H y alquilo C1-s, por ejemplo, -CONHz; un grupo carboxilo de -CO2zH; o un grupo alcoxicarbonilo
C2.7 (por ejemplo, metoxicarbonilo). Ademas, el grupo reactivo se puede ubicar en el carbono alfa o beta del grupo
vinilo. Los ejemplos de grupos vinilcarbazol incluyen un grupo cianovinilcarbazol, tal como se describe en este
documento; un grupo amidovinilcarbazol (por ejemplo, un nucleétido de amidovinilcarbazol, tal como 3-
amidovinilcarbazol-1'-B-desoxirribdsido-5'-trifosfato); un grupo carboxivinilcarbazol (por ejemplo, un nucleétido de
carboxivinilcarbazol, tal como  3-carboxivinilcarbazol-1'-B-desoxirribésido-5'-trifosfato); 'y un grupo
alcoxicarbonilvinilcarbazol Cz7 (por ejemplo, un nucledtido de alcoxicarbonilvinilcarbazol, tal como 3-
metoxicarbonilvinilcarbazol-1'-B-desoxirribdsido-5'-trifosfato). Se proporcionan grupos y nucleétidos de vinilcarbazol
opcionalmente sustituidos adicionales que tienen tales grupos en las formulas quimicas de la patente de Estados
Unidos No. 7.972.792 y de Yoshimura y Fujimoto, Org. Leton. 10: 3227-3230 (2008).

Otros grupos reactivos reversibles incluyen un grupo tiol y otro grupo tiol para formar un disulfuro, asi como un grupo
tiol y un grupo vinilsulfona para formar sulfoniletil tioéteres. Los grupos tiol-tiol pueden incluir opcionalmente un
enlace formado por una reaccién con bis-((N-yodoacetil)piperazinil)sulfonarodamina. Otros grupos reactivos
reversibles (por ejemplo, tales como algunos grupos fotorreactivos) incluyen grupos benzofenona opcionalmente
sustituidos. Un ejemplo no limitante es benzofenona uracilo (BPU), que se puede usar para la formacién selectiva en
el sitio y en la secuencia de un entrecruzamiento intercatenario de duplex de oligonucleétidos que contienen BPU.
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Este enlace cruzado puede revertirse con el calentamiento, proporcionando un método para el entrecruzamiento
reversible de dos cadenas de oligonucledtidos.

En otras realizaciones, la ligacién quimica incluye la introduccién de un analogo del enlace de fosfodiéster, por
ejemplo, para el andlisis y la secuenciacion de la PCR posterior a la seleccion. Ejemplos de analogos de un
fosfodiéster incluyen un enlace fosforotioato (por ejemplo, como el introducido mediante el uso de un grupo
fosforotioato y un grupo saliente, tal como un grupo yodo), un enlace de fosforamida o un enlace fosforoditioato (por
ejemplo, como el introducido por el uso de un grupo fosforoditioato y un grupo saliente, tal como un grupo yodo).

Para cualquiera de los grupos descritos en este documento (por ejemplo, un grupo quimico reactivo, un grupo
fotorreactivo, una fraccion de intercalacion, un oligonucleétido de entrecruzamiento, 0 un grupo correactivo
reversible), el grupo se puede incorporar en o en la proximidad del extremo de un oligonucleétido o entre los
extremos 5'y 3'. Ademas, uno o mas grupos pueden estar presentes en cada oligonucleétido. Cuando se requieren
pares de grupos reactivos, entonces los oligonucleétidos se pueden disefiar para facilitar una reaccion entre el par
de grupos. En el ejemplo no limitante de un grupo cianovinilcarbazol que reacciona conjuntamente con una base de
pirimidina, el primer oligonucleétido puede disefiarse para incluir el grupo cianovinilcarbazol en o cerca del extremo
5'. En este ejemplo, se puede disefiar un segundo oligonucleétido para que sea complementario al primer
oligonucledtido y para incluir la base de pirimidina correactiva en una posicion que se alinea con el grupo
cianovinilcarbazol cuando se hibridan el primer y el segundo oligonucleétido. Cualquiera de los grupos de la
presente invencion y cualquiera de los oligonucleétidos que tienen uno o mas grupos se pueden disefar para facilitar
la reaccion entre los grupos para formar uno o mas enlaces.

Espaciadores bifuncionales

El espaciador bifuncional entre la cabeza de dominio y la entidad quimica puede variarse para proporcionar una
fraccion espaciadora apropiada y/o para aumentar la solubilidad de la cabeza de dominio en disolvente organico.
Existe una amplia variedad de espaciadores disponibles comercialmente que pueden acoplarse a la cabeza de
dominio con la biblioteca de moléculas pequefnas. El espaciador consiste tipicamente en cadenas lineales o
ramificadas y puede incluir un alquilo Ci-10, un heteroalquilo de 1 a 10 4tomos, un alquenilo Cz-10, un alquinilo Ca-1o,
un arilo Cs-10, un sistema ciclico o policiclico de 3 a 20 atomos, un fosfodiéster, un péptido, un oligosacarido, un
oligonucledtido, un oligémero, un polimero o un poli alquilglicol (por ejemplo, un polietilenglicol, tal como -
(CH2CH20)nCH2CH2-, donde n es un nimero entero de 1 a 50), o combinaciones de los mismos

El espaciador bifuncional puede proporcionar una fracciéon espaciadora apropiada entre la cabeza de dominio y una
entidad quimica de la biblioteca. En ciertas realizaciones, el espaciador bifuncional incluye tres partes. La parte 1
puede ser un grupo reactivo, que forma un enlace covalente con ADN, tal como, por ejemplo, un acido carboxilico,
preferiblemente activado por un éster de N-hidroxi succinimida (NHS) para reaccionar con un grupo amino en el ADN
(por ejemplo, dT modificado con amino), una amidita para modificar el extremo 5'0 3' de una cabeza de dominio de
cadena sencilla (logrado mediante quimica de oligonucleétidos estandar), pares quimicos reactivos (por ejemplo,
cicloadicion de azido-alquino en presencia de catalizador de Cu (l), o cualquiera de los descritos en este
documento), o grupos tiol reactivos. La parte 2 también puede ser un grupo reactivo, que forma un enlace covalente
con la entidad quimica, ya sea un bloque de construccion An o un andamio. Tal grupo reactivo podria ser, por
ejemplo, una amina, un tiol, una azida o un alquino. La parte 3 puede ser una fracciéon espaciadora quimicamente
inerte de longitud variable, introducida entre la parte 1 y la 2. Tal fraccién espaciadora puede ser una cadena de
unidades de etilenglicol (por ejemplo, PEG de diferentes longitudes), un alcano, un alqueno, una cadena de polieno,
0 una cadena peptidica. El espaciador puede contener ramificaciones o insertos con fracciones hidrofébicas (tales
como, por ejemplo, anillos de benceno) para mejorar la solubilidad de la cabeza de dominio en disolventes
organicos, asi como fracciones fluorescentes (por ejemplo, fluoresceina o Cy-3) usadas para fines de deteccidn de
bibliotecas. Los residuos hidr6fobos en el disefio de la cabeza de dominio se pueden variar con el disefio del
espaciador para facilitar la sintesis de la biblioteca en disolventes organicos. Por ejemplo, la combinacion de la
cabeza de dominio y el espaciador esta disefiada para tener residuos apropiados en los que el coeficiente de
octanol: agua (Poct) s de, por ejemplo, 1,0 a 2,5.

Los espaciadores se pueden seleccionar empiricamente para un disefio de biblioteca de molécula pequefa dado, de
modo que la biblioteca se puede sintetizar en disolvente organico, por ejemplo, en 15%, 25%, 30%, 50%, 75%, 90%,
95 %, 98%, 99% o 100% de disolvente organico. El espaciador puede variarse usando reacciones modelo antes de
la sintesis de la biblioteca para seleccionar la longitud de cadena apropiada que solubiliza la cabeza de dominio en
un disolvente organico. Los ejemplos de espaciadores incluyen aquellos que tienen una longitud de cadena de
alquilo aumentada, unidades de polietilenglicol aumentadas, especies ramificadas con cargas positivas (para
neutralizar las cargas de fosfato negativas en la cabeza de dominio), o cantidades aumentadas de hidrofobicidad
(por ejemplo, adicién de estructuras de anillo de benceno).

Los ejemplos de espaciadores disponibles comercialmente incluyen espaciadores aminocarboxilicos, tales como
aquellos que son péptidos (por ejemplo, Z-Gly-Gly-Gly-Osu (éster N-alfa-benciloxicarbonil-(glicina)s-N-
succinimidilico) o Z-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Osu (éster N-alfa-benciloxicarbonil-(glicina)s-N-succinimidilico, SEQ ID
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NO: 3)), PEG (por ejemplo, Fmoc-aminoPEG2000-NHS o amino-PEG (12-24)-NHS), o cadenas acidas de alcano
(por ejemplo, acido Boc-e-aminocaproico-Osu); espaciadores de pares quimicos reactivos, tales como los pares
quimicos reactivos descritos en este documento en combinacion con una fraccion peptidica (por ejemplo,
azidohomoalanina-Gly-Gly-Gly-OSu (SEQ ID NO: 4) o propargilglicina-Gly-Gly-Gly-OSu (SEQ ID NO: 5)), PEG (por
ejemplo, azido-PEG-NHS), o una fraccion de cadena acida de alcano (por ejemplo, acido 5-azidopentanoico, (S)-2-
(azidometil)-1-Boc-pirrolidina, 4-azidoanilina o éster de N-hidroxisuccinimida del acido 4-azido-butan-1-oico);
espaciadores reactivos con tiol, tales como los que son PEG (por ejemplo, SM(PEG)nNHS-PEG-maleimida),
cadenas de alcano (por ejemplo, acido 3-(piridin-2-ildiisulfanil)- propiénico-Osu o sulfosuccinimidil 6-(3'-[2-piridilditio]-
propionamido)hexanoato)); y amiditas para la sintesis de oligonucleétidos, tales como modificadores de amino (por
ejemplo, 6-(trifluoroacetilamino)-hexil-(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)-fosforamidita), modificadores de tiol (por ejemplo,
S-tritil-6-mercaptohexilo-1-[(2-cianoetil)- (N,N-diisopropil)] - fosforamidita, o modificadores de pares quimicos
reactivos  (por ejemplo,  6-hexin-1-il-(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)-fosforamidita,  3-dimetoxitritiloxi-2-(3-(3-
propargiloxipropanamido)propanamido)propil-1-O-succinoilo, alquilamino de cadena larga CPG, o éster N-
hidroxisuccinimida de acido 4-azido-butan-1-oico)). Se conocen espaciadores adicionales en la técnica, y los que se
pueden usar durante la sintesis de la biblioteca incluyen, pero no estan limitados a, 5'-O-dimetoxitritil-1',2'-
didesoxirribosa-3'-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)]-fosforamidita; 9-O-dimetoxitritil-trietilenglicol, 1-[(2-cianoetil)-(N,N-
diisopropil)]-fosforamidita;  3-(4,4'-dimetoxitritiloxi)propil-1-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)]-fosforamidita; y 18-O-
dimetoxitritl hexaetilenglicol, 1-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)]-fosforamidita. Cualquiera de los espaciadores de la
presente memoria se puede agregar en tandem entre si en diferentes combinaciones para generar espaciadores de
diferentes longitudes deseadas.

Los espaciadores también pueden estar ramificados, donde los espaciadores ramificados son bien conocidos en la
técnica y los ejemplos pueden consistir en dobladores simétricos o asimétricos o un triplicador simétrico. Véase, por
ejemplo, Newcome et al., Dendritic Molecules: Concepts, Synthesis, Perspectives, VCH Publishers (1996); Boussif et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 7297-7301 (1995); y Jansen et al., Science 266: 1226 (1994).

Ligacion enzimatica y técnicas de ligacién quimica

Se pueden usar diversas técnicas de ligacion para afiadir andamios, bloques de construccion, espaciadores,
enlaces, etiquetas y/o la cabeza de dominio para producir un complejo. En consecuencia, cualquiera de las etapas
de unién descritas en el presente documento puede incluir cualquier técnica de ligacién Util, tal como ligaciéon
enzimatica y/o ligacion quimica. Estas etapas de unién pueden incluir la adicién de una o mas etiquetas a la cabeza
de dominio o complejo; la adicién de un espaciador a la cabeza de dominio; y la adicién de uno o mas andamios o
blogues de construccion a la cabeza de dominio o complejo. En realizaciones particulares, las técnicas de ligacion
usadas para cualquier oligonucleétido proporcionan un producto resultante que puede transcribirse y/o transcribirse
inversamente para permitir la decodificacion de la biblioteca o para la polimerizacién dependiente de la plantilla con
una o mas ADN o ARN polimerasas.

En general, la ligacion enzimatica produce un oligonucledtido que tiene un enlace fosfodiéster nativo que puede
transcribirse y/o transcribirse en forma inversa. Los métodos ilustrativos de ligacién de enzimas se proporcionan en
la presente memoria e incluyen el uso de una o mas ARN o ADN ligasas, tales como ARN ligasa T4, ADN ligasa T4,
ADNes ligasa CircLigaseMR, ADNes ligasa CircLigase ™ Il y ADNes ligasa ThermoPhage“® (Prokazyme Ltd.,
Reykjavik, Islandia).

La ligacion quimica también puede usarse para producir oligonucleétidos capaces de transcribirse o transcribirse de
forma inversa. Puede ser necesario probar la eficacia de una técnica de ligacion quimica para proporcionar
oligonucledtidos capaces de transcribirse o transcribirse de forma inversa. Esta eficacia se puede analizar mediante
cualquier método Uutil, tal como cromatografia liquida-espectrometria de masas, andlisis de RT-PCR y/o analisis de
PCR. En realizaciones particulares, la ligacion quimica incluye el uso de uno o mas pares quimicos reactivos para
proporcionar una fraccién espaciadora que puede transcribirse o transcribirse de forma inversa. En particular, las
reacciones adecuadas para pares quimicos reactivos son candidatos preferidos para el proceso de ligacion (Kolb et
al., Angew. Chem. Int. Ed., 40: 2004-2021 (2001); Van der Eycken et al., Peine QSAR Sci., 26: 1115-1326 (2007)).
En una realizacién, los oligonucleétidos ligados contienen un enlace que las polimerasas tienen una capacidad
reducida para leer o translocarse, por ejemplo, un enlace "ilegible".

Condiciones de reaccion para promover la ligacién enzimatica o la ligacion quimica

Los métodos descritos en este documento pueden incluir una o mas condiciones de reaccidn que promueven la
ligacion enzimatica o quimica entre la cabeza de dominio y una etiqueta o entre dos etiquetas. Estas condiciones de
reaccion incluyen usar nucleétidos modificados dentro de la etiqueta, como se describe en la presente memoria;
usar etiquetas de donantes y etiquetas de aceptores que tienen diferentes longitudes y variar la concentracion de las
etiquetas; usando diferentes tipos de ligasas, asi como combinaciones de las mismas (por ejemplo, ADN ligasa
CircLigaseMR y/o ARN ligasa T4) y variando su concentracion; usando polietilenglicoles (PEG) que tienen diferentes
pesos moleculares y variando su concentracion; uso de agentes de agolpamiento que no sean PEG (por ejemplo,
betaina o albumina de suero bovino); variando la temperatura y la duracién de la ligacion; variando la concentracion
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de diversos agentes, incluyendo ATP, Co(NHs)sCls y pirofosfato inorganico de levadura; utilizando etiquetas
oligonucleotidicas fosforiladas enzimatica o quimicamente; usando etiquetas protegidas en 3'; y usando etiquetas
preadeniladas. Estas condiciones de reaccion también incluyen ligaciones quimicas.

La cabeza de dominio y/o las etiquetas pueden incluir uno o mas nucleétidos modificados o sustituidos. En
realizaciones preferidas, la cabeza de dominio y/o las etiquetas incluyen uno o mas nucleétidos modificados o
sustituidos que promueven la ligaciéon enzimatica, tales como nucleétidos 2'-O-metilo (por ejemplo, 2'-O-metilguanina
o 2'-O-metiluracilo), nucledtidos 2'-fluoro o cualquier otro nucleétido modificado que se utilice como sustrato para la
ligacion. Alternativamente, la cabeza de dominio y/o las etiquetas se modifican para incluir uno 0 mas grupos
quimicamente reactivos para soportar la ligacion quimica (por ejemplo, un grupo alquinilo opcionalmente sustituido y
un grupo azido opcionalmente sustituido). Opcionalmente, los oligonucledtidos marcadores tienen derivados en
ambos extremos con grupos quimicamente reactivos y, opcionalmente, uno de estos extremos esta protegido, de
manera que los grupos pueden abordarse independientemente y las reacciones secundarias pueden reducirse (por
ejemplo, reacciones secundarias de polimerizacion reducida).

La ligacion enzimatica puede incluir una o mas ligasas. Ejemplos de ligasas incluyen ADNes ligasa CircLigaseM?
(EPICENTRE Biotechnologies, Madison, WI), ADNes ligasa CircLigaseM? Il (también de EPICENTRE
Biotechnologies), ADNes ligasa ThermoPhageMR (Prokazyme Ltd., Reykjavik, Islandia), ARN ligasa T4, y ADN
ligasa T4. En realizaciones preferidas, la ligacién incluye el uso de una ARN ligasa o una combinaciéon de una ARN
ligasa y una ADN ligasa. La ligacion puede incluir ademas uno o mas cationes multivalentes solubles, tales como
Co(NHs)sCls, en combinacion con una o mas ligasas.

Antes o después de la etapa de ligacion, el complejo se puede purificar por tres razones. En primer lugar, el
complejo se puede purificar para eliminar cabezas de dominio o etiquetas sin reaccionar que pueden dar lugar a
reacciones cruzadas e introducir "ruido" en el proceso de codificacién. En segundo lugar, el complejo se puede
purificar para eliminar cualquier reactivo o material de partida sin reaccionar que pueda inhibir o disminuir la actividad
de ligacion de una ligasa. Por ejemplo, el fosfato puede dar como resultado una actividad de ligacion reducida. En
tercer lugar, las entidades que se introducen en una etapa quimica o de ligacién pueden necesitar ser eliminadas
para permitir la siguiente etapa quimica o de ligacion. Los métodos de purificacién del complejo se describen en este
documento.

La ligacion enzimatica y quimica puede incluir polietilenglicol que tiene un peso molecular promedio de mas de 300
Dalton (por ejemplo, mas de 600 Dalton, 3.000 Dalton, 4.000 Dalton o 4.500 Dalton). En realizaciones particulares, el
polietilenglicol tiene un peso molecular promedio de aproximadamente 3.000 Daltons a 9.000 Daltons (por ejemplo,
de 3.000 Daltons a 8.000 Daltons, de 3.000 Daltons a 7.000 Daltons, de 3.000 Daltons a 6.000 Daltons, y de 3.000
Daltons a 5.000 Daltons). En realizaciones preferidas, el polietilenglicol tiene un peso molecular promedio de
aproximadamente 3.000 Dalton a aproximadamente 6.000 Dalton (por ejemplo, de 3.300 Daltons a 4.500 Daltons, de
3.300 Daltons a 5.000 Daltons, de 3.300 Daltons a 5.500 Dalton, de 3.300 Dalton a 6.000 Daltons, de 3.500 Daltons
a 4.500 Daltons, de 3.500 Daltons a 5.000 Daltons, de 3.500 Daltons a 5.500 Daltons, y de 3.500 Daltons a 6.000
Daltons, tal como 4.600 Daltons). El polietilenglicol puede estar presente en cualquier cantidad util, tal como desde
aproximadamente el 25% (p/v) hasta aproximadamente el 35% (p/v), tal como el 30% (p/v).

En una realizacién preferida de esta invencion, las etiquetas se instalan por ligacion de un oligonucleétido de cadena
sencilla con un oligonucleétido de cadena sencilla usando el protocolo de ligacién descrito a continuacion: Cabeza
de dominio: 25 pM (extremo 5': 5'-monofosfo/2'-OMe G, nucleétidos intervinientes: 2'-desoxi, y extremo 3': bloqueado
en 2'/bloqueado en 3'); Etiqueta: 25 pM (extremo 5': 2'-OMe/5'-OH G, nucledtidos intervinientes: 2'-desoxi, y extremo
3" 3-OH/2'-OMe); Co(NHs)sCls: 1 mM; PEG 4600: 30% (p/v); ARN ligasa T4 (Promega): 1,5 unidades/ul;
pirofosfatasa inorganica de levadura: 0,0025 unidades/pl; Tris: 50 mM; MgClz: 10 mM; ATP: 1 mM; pH: 7,5; y agua:
hasta completar.

En realizaciones adicionales, el protocolo incluye la incubacion a 37°C durante 20 horas. Para los propositos de la
construccion real de la biblioteca, se puede usar una mayor concentracion de cabeza de dominio, etiquetas y/o
ligasa, y tales modificaciones a estas concentraciones serian evidentes para los expertos en la técnica. Las
metodologias de ligacion quimica pueden incluir cualquier método quimico que permita la asociacion operativa de
dos etiquetas de codificacion, independientemente de si una polimerasa es capaz de leer o translocarse a través del
enlace asociado operativamente o no.

Métodos para determinar la secuencia de nucleétidos de un complejo

Esta invencion presenta un método para determinar la secuencia de nucleétidos de un complejo, de manera que se
pueden establecer relaciones de codificacién entre la secuencia de la etiqueta y las unidades estructurales (o
blogues de construccién) de la entidad quimica. En particular, la identidad y/o el historial de una entidad quimica
pueden inferirse a partir de la secuencia de bases en el oligonucleétido. Usando este método, una biblioteca que
incluye diversas entidades o miembros quimicos (por ejemplo, moléculas pequefas o péptidos) puede abordarse
con una secuencia de etiqueta particular.
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Las Figuras 1-4 proporcionan varios ejemplos de métodos para determinar la secuencia de nucleé6tidos de un
complejo. Estas figuras proporcionan métodos ilustrativos para abarcar oligonucleétidos entrecruzables de unién y/o
liberacién ilegibles, que dan como resultado la formacién de una plantilla de oligonucleétido.

La Figura 1b proporciona un método ilustrativo que usa cebadores de relevo. En particular, los cebadores de relevo
se hibridan con las porciones de secuencia constante fija (por ejemplo, los conectores 5'y 3'), donde cada secuencia
para los cebadores de relevo puede ser la misma o diferente. Los cebadores de relevo abarcan el enlace ilegible, y
la extension continda a lo largo de las partes legibles del complejo (es decir, la secuencia de codificacion, por
ejemplo, una o mas etiquetas) para producir fragmentos de oligonucleétidos. Luego, los cebadores y fragmentos de
relevo se pueden ligar para formar una plantilla, que se puede amplificar y secuenciar opcionalmente.

Las Figuras 2-4 proporcionan enlaces ilegibles a modo de ejemplo. La Figura 2 proporciona un enlace formado por
psoraleno, que reacciona dentro de un duplex formado por conectores 5'y 3' adyacentes. La Figura 3 proporciona un
enlace formado por un oligonucleétido entrecruzado, que se hibrida con los conectores 5'y 3' adyacentes.

Cualquiera de los enlaces descritos en este documento puede ser reversible o irreversible. Los enlaces reversibles
incluyen enlaces fotorreactivos (por ejemplo, un grupo cianovinilcarbozol y timidina, como en la Figura 4) y enlaces
redox. En este documento se describen enlaces adicionales.

En una realizacion alternativa, un enlace "ilegible" se puede reparar enzimaticamente para generar un enlace legible
o al menos translocable. Los procesos de reparacion enzimaticos son bien conocidos por los expertos en la técnica
e incluyen, pero no se limitan a, mecanismos de reparacion de dimeros de pirimidina (por ejemplo, timidina) (por
ejemplo, usando una fotoliasa o una glicosilasa (por ejemplo, dimero de pirimidina glicosilasa (PDG))), mecanismos
de reparacion de escision de bases (por ejemplo, usando una glicosilasa, una endonucleasa apurinica/apirimidinica
(AP), una endonucleasa Flap o una polimerasa poli ADP ribosa (por ejemplo, endonucleasa apurinica/apirimidinica
(AP) humana, APE 1; proteina endonucleasa lll (Nth); endonucleasa IV; endonucleasa V; formamidopirimidina
[fapy]-ADN glicosilasa (Fpg); 8-oxoguanina glucosilasa humana 1 (isoforma a) (hOGG1); endonucleasa VIl humana
tipo 1 (hNEIL1); uracilo-ADN glicosilasa (UDG), uracilo ADN glicosilasa monofuncional selectiva de cadena sencilla
(SMUGH1) y ADN glucosilasa de alquiladenina humana (hAAG), que pueden combinarse opcionalmente con una o
mas endonucleasas, ADN o ARN polimerasas, y/o ligasas para la reparacién), mecanismos de reparacion de la
metilacién (por ejemplo, uso de una metilguanina metiltransferasa), mecanismos de reparacién de AP (por ejemplo,
usando una endonucleasa apurinica/apirimidinica (AP) (por ejemplo, APE 1; endonucleasa lll; endonucleasa IV;
endonucleasa V; Fpg; hOGG1; y hNEIL1), que pueden combinarse opcionalmente con una o mas endonucleasas,
ADN o ARN polimerasas, y/o ligasas para la reparacién), mecanismos de reparacion de la escision de nucleétidos
(por ejemplo, utilizando proteinas de complementacién cruzada de reparaciéon de escisién o nucleasas de escision,
que pueden combinarse opcionalmente con una 0 mas endonucleasas, ADN o ARN polimerasas, y/o ligasas para la
reparacion), y mecanismos de reparacion de falta de coincidencia (por ejemplo, usando una endonucleasa (por
ejemplo, endonucleasa | T7, MutS, MutH y MutL), que se pueden combinar opcionalmente con una o mas
exonucleasas, endonucleasas, helicasas, ADN o ARN polimerasas, y/o ligasas para la reparacion). Se encuentran
disponibles mezclas de enzimas comerciales para proporcionar facilimente estos tipos de mecanismos de reparacion,
por ejemplo, mezcla de reparacién PreCR® (New England Biolabs Inc., Ipswich MA), que incluye Taq ADN Ligasa,
Endonucleasa IV, Bst ADN Polimerasa, Fpg, Uracil-ADN Glicosilasa (UDG), T4 PDG (T4 Endonucleasa V) y
Endonucleasa VIII.

Métodos para etiquetar bibliotecas codificadas

Esta invencion presenta un método para asociar operativamente etiquetas de oligonucle6tidos con entidades
quimicas, de manera que se pueden establecer relaciones de codificacion entre la secuencia de la etiqueta y las
unidades estructurales (o bloques de construccion) de la entidad quimica. En particular, la identidad y/o el historial
de una entidad quimica pueden inferirse a partir de la secuencia de bases en el oligonucleétido. Usando este
método, una biblioteca que incluye diversas entidades o miembros quimicos (por ejemplo, moléculas pequefas o
péptidos) puede codificarse con una secuencia de etiqueta particular.

En general, estos métodos incluyen el uso de una cabeza de dominio, que tiene al menos un grupo funcional que
puede elaborarse quimicamente y al menos un grupo funcional al que se puede unir (o ligar) un oligonucleétido de
cadena sencilla. La unién puede realizarse por cualquier medio util, tal como mediante unién enzimatica (por
ejemplo, ligacién con una o mas de una ARN ligasa y/o una ADN ligasa) o mediante unién quimica (por ejemplo,
mediante una reaccion de sustitucién entre dos grupos funcionales, tales como un nucleofilico y un grupo saliente).

Para crear numerosas entidades quimicas dentro de la biblioteca, una solucién que contiene la cabeza de dominio
se puede dividir en alicuotas mudltiples y luego colocar en una multiplicidad de compartimentos fisicamente
separados, tales como los pozos de una placa de multiples pozos. En general, este es la etapa de "division". Dentro
de cada compartimento o pozo, se realizan sucesivas etapas de reaccién quimica y ligacion con una etiqueta
monocatenaria dentro de cada alicuota. La relacion entre las condiciones de reaccién quimica y la secuencia de la
etigueta monocatenaria se registran. Las etapas de reaccion y ligacién pueden realizarse en cualquier orden. Luego,
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las alicuotas que reaccionaron y se ligaron se combinan o "agrupan" y, opcionalmente, se puede realizar la
purificacién en este punto. Estas etapas de divisién y agrupacion se pueden repetir opcionalmente.

A continuacion, la biblioteca puede probarse y/o seleccionarse para una caracteristica o funcion particular, como se
describe en la presente memoria. Por ejemplo, la mezcla de entidades quimicas marcadas se puede separar en al
menos dos poblaciones, donde la primera poblacion se une a un objetivo biolégico particular y la segunda poblacion
no (por ejemplo, mediante seleccién negativa o seleccion positiva). La primera poblacién puede capturarse
selectivamente (por ejemplo, eluyendo en una columna que proporciona el objetivo de interés o incubando la
alicuota con el objetivo de interés) y, opcionalmente, analizarse o probarse mas a fondo, tal como con lavado
opcional, purificacién, seleccion negativa, seleccién positiva o etapas de separacion.

Finalmente, las historias quimicas de uno o mas miembros (o entidades quimicas) dentro de la poblacion
seleccionada pueden determinarse mediante la secuencia del oligonucleétido unido operativamente. Tras
correlacionar la secuencia con el bloque de construccion particular, este método puede identificar los miembros
individuales de la biblioteca con la caracteristica seleccionada (por ejemplo, una mayor tendencia a unirse a la
proteina objetivo y de ese modo provocar un efecto terapéutico). Para pruebas y optimizaciéon adicionales, los
compuestos terapéuticos candidatos pueden prepararse entonces sintetizando los miembros de la biblioteca
identificados con o sin sus etiquetas asociadas de oligonucledétidos.

Los métodos descritos en este documento pueden incluir cualquier cantidad de etapas opcionales para diversificar la
biblioteca o interrogar a los miembros de la biblioteca. Para cualquier método de etiquetado descrito en este
documento, se puede agregar un numero sucesivo de "n" etiquetas con un numero "n" adicional de etapas de
ligacion, separacion y/o fosforilacién. Las etapas opcionales a modo de ejemplo incluyen la restriccion de
oligonucleétidos de codificacion asociados a miembros de la biblioteca usando una o mas endonucleasas de
restriccion; reparacion de los oligonucleétidos codificantes asociados, por ejemplo, con cualquier enzima reparadora,
tal como las descritas aqui; ligacion de una o mas secuencias adaptadoras a uno o ambos extremos para
oligonucledtidos codificadores asociados a miembros de la biblioteca, por ejemplo, tal como una o méas secuencias
adaptadoras para proporcionar una secuencia de cebado para la amplificacion y secuenciacién o para proporcionar
una etiqueta, tal como biotina, para la inmovilizacion de la secuencia; transcripcion inversa o transcripcion,
opcionalmente seguida de transcripcién inversa, de las etiquetas ensambladas en el complejo usando una
transcriptasa inversa, transcriptasa u otra polimerasa dependiente de la plantilla; amplificacién de las etiquetas
ensambladas en el complejo usando, por ejemplo, PCR; generacién de aislados clonales de una o mas poblaciones
de etiquetas ensambladas en el complejo, por ejemplo, mediante el uso de transformacion bacteriana, formacion de
emulsién, dilucién, técnicas de captura de superficie, etc.; amplificacion de aislados clonales de una o mas
poblaciones de etiqueta ensamblada en el complejo, por ejemplo, usando aislados clonales como plantillas para la
polimerizaciéon de nucle6tidos dependiente de la plantilla; y determinacién de la secuencia de aislados clonales de
una o mas poblaciones de etiquetas ensambladas en el complejo, por ejemplo, usando aislados clonales como
plantillas para la polimerizacién dependiente de plantilla con nucleétidos marcados en forma fluorescente. Métodos
adicionales para amplificar y secuenciar las etiquetas de oligonucle6tidos se describen en este documento.

Estos métodos se pueden usar para identificar y descubrir cualquier cantidad de entidades quimicas con una
caracteristica o funcién particular, por ejemplo, en una etapa de seleccién. La caracteristica o funcién deseada se
puede usar como la base para dividir la biblioteca en al menos dos partes con el enriquecimiento concomitante de al
menos uno de los miembros o miembros relacionados en la biblioteca con la funcién deseada. En realizaciones
particulares, el método comprende identificar un miembro de la biblioteca similar a un farmaco pequefo que se une
o0 inactiva una proteina de interés terapéutico. En otra realizacion, se disefia una secuencia de reacciones quimicas,
y se elige un conjunto de bloques de construcciéon de modo que la reaccion de los bloques de construccion elegidos
bajo las condiciones quimicas definidas generara una pluralidad combinatoria de moléculas (o una biblioteca de
moléculas), donde una o mas moléculas pueden tener utilidad como agente terapéutico para una proteina particular.
Por ejemplo, las reacciones quimicas y los bloques de construccion se eligen para crear una biblioteca que tenga
grupos estructurales cominmente presentes en inhibidores de quinasa. En cualquiera de estos casos, las etiquetas
de oligonucleétidos codifican la historia quimica del miembro de la biblioteca y, en cada caso, una coleccién de
posibilidades quimicas puede representarse mediante cualquier combinacién particular de etiqueta.

En una realizacion, la biblioteca de entidades quimicas, o una parte de las mismas, se pone en contacto con un
objetivo bioldgico en condiciones adecuadas para que al menos un miembro de la biblioteca se una al objetivo,
seguido de la eliminacion de miembros de la biblioteca que no se unen al objetivo, y analizar las una o més etiquetas
de oligonucledtidos asociadas con el objetivo. Este método puede incluir opcionalmente amplificar las etiquetas
mediante métodos conocidos en la técnica. Los ejemplos objetivos bioldgicos incluyen enzimas (por ejemplo,
quinasas, fosfatasas, metilasas, desmetilasas, proteasas y enzimas de reparacion del ADN), proteinas implicadas en
interacciones proteina:proteina (por ejemplo, ligandos para receptores), receptores objetivo (por ejemplo, GPCR y
RTK), canales de iones, bacterias, virus, parasitos, ADN, ARN, priones e hidratos de carbono.

En otra realizacion, las entidades quimicas que se unen a un objetivo no estan sujetas a amplificacion, sino que se
analizan directamente. Los ejemplos de métodos de analisis incluyen andlisis de microarreglos, que incluyen analisis
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de cristal fotdnico de resonancia evanescente; métodos basados en perlas para deconvolucionar etiquetas (por
ejemplo, usando etiquetas de his); andlisis del biosensor de cristal fotonico libre de etiquetas (por ejemplo, un lector
BIND® de SRU Biosystems, Inc., Woburn, MA); o enfoques basados en hibridacién (por ejemplo, usando matrices
de oligonucledétidos inmovilizados complementarios a las secuencias presentes en la biblioteca de etiquetas).

Ademas, los pares quimicos reactivos (o0 grupos funcionales) se pueden incluir facilmente en los esquemas de
sintesis de oligonucleotidos en fase solida y apoyaran la ligacion quimica eficiente de los oligonucleétidos. Ademas,
los oligonucledtidos ligados resultantes pueden actuar como plantillas para la polimerizacién dependiente de la
plantilla con una o mas polimerasas. Por consiguiente, cualquiera de las etapas de unidon descritas en este
documento para etiquetar bibliotecas codificadas puede modificarse para incluir una 0 méas entre técnicas de ligacion
enzimatica y/o de ligacién quimica. Los ejemplos de técnicas de ligacién incluyen ligacion enzimatica, tal como el
uso de una o mas ARN ligasas y/o ADN ligasas; y ligacién quimica, tal como el uso de pares quimicos reactivos (por
ejemplo, un par que incluye grupos funcionales alquinilo y azido opcionalmente sustituidos).

Ademads, una o més bibliotecas se pueden combinar en una etapa de division y mezcla. Con el fin de permitir la
mezcla de dos o mas bibliotecas, el miembro de la biblioteca puede contener una o méas secuencias que identifican
la biblioteca, tal como en una etiqueta identificadora de la biblioteca, en una etiqueta ligada, o como parte de la
secuencia de la cabeza de dominio, como se describe aqui.

Métodos que tienen masa reducida

Gran parte de la motivacién para las estrategias de codificacion de cadena sencilla surge de la masa reducida de
una etiqueta de cadena sencilla en comparacion con una etiqueta de doble cadena. La masa reducida
potencialmente confiere varios beneficios, incluyendo una mayor solubilidad, menor costo, mayor reactividad, mayor
accesibilidad al objetivo, disminucion del radio hidrodindmico, mayor precision de las evaluaciones analiticas, etc.
Ademas de utilizar una metodologia de etiquetado de cadena sencilla, se pueden lograr reducciones adicionales de
la masa incluyendo el uso de uno o mas de los siguientes: una o mas etiquetas que tienen una longitud reducida,
conjuntos de etiquetas de masa constante, una cabeza de dominio de codificacién, uno o mas miembros de una
biblioteca que carecen de una regién de unién del cebador y/o una regidon constante, uno o mas miembros de una
biblioteca que tiene una regién constante reducida, o cualquier otra metodologia descrita en este documento.

Para minimizar la masa de los miembros en la biblioteca, se puede reducir la longitud de una o més etiquetas, tal
como hasta una longitud lo mas corta posible para codificar cada tamafno dividido. En particular, las etiquetas
pueden tener menos de 20 nucleétidos (por ejemplo, menos de 19 nucledtidos, menos de 18 nucleétidos, menos de
17 nucleétidos, menos de 16 nucleétidos, menos de 15 nucledtidos, menos de 14 nucleétidos, menos de 13
nucledétidos, menos de 12 nucleétidos, menos de 11 nucleétidos, menos de 10 nucleétidos, menos de 9 nucleétidos,
menos de 8 nucledtidos 0 menos de 7 nucledtidos). Como se describe a continuacién en los Ejemplos, se pueden
usar etiquetas mas cortas (por ejemplo, aproximadamente 10 nucle6tidos o mas cortas) para la ligacion de etiquetas.

También se pueden usar estrategias de masa constante, lo que podria ayudar en el analisis durante la sintesis de
bibliotecas. Ademas, los conjuntos de etiquetas de masa constante podrian permitir el reconocimiento de todas las
ocurrencias de errores individuales (por ejemplo, errores que surgen de una lectura errénea de una secuencia o de
la unién quimica o enzimatica de una etiqueta) y la mayoria de las ocurrencias de errores multiples. La relacion entre
la longitud de un conjunto de etiquetas de cadena sencilla de masa constante y la capacidad de codificacion (por
ejemplo, longitudes minimas para soportar tamafios de division de bloque de construccidn especificos o identidades
de biblioteca, etc.) se describe a continuacién en la Tabla 1. Por consiguiente, el uso de conjuntos de etiquetas de
masa constante podria usarse para proporcionar una capacidad de codificacion beneficiosa, mientras se mantiene el
reconocimiento de errores durante la formacién de la biblioteca.

Tabla 1
LongitudBase #1|Base #2|Base #3|Base #4|Combinaciones
1 1 0 0 0 1
2 1 1 0 0 2
3 1 1 1 0 6
4 1 1 1 1 24
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5 2 1 1 1 60
6 2 2 1 1 180
7 2 2 2 1 630
8 2 2 2 2 2.520
9 3 2 2 2 7.560
10 3 3 2 2 25.200
11 3 3 3 2 92.400
12 3 3 3 3 369.600
13 4 3 3 3 1.201.200
14 4 4 3 3 4.204.200
15 4 4 4 3 15.765.750
16 4 4 4 4 63.063.000
17 5 4 4 4 214.414.200
18 5 5 4 4 771.891.120
19 5 5 5 4 2.933.186.256
20 5 5 5 5 [11.732.745.024

Para minimizar la masa en la biblioteca, la cabeza de dominio se puede usar no solo para unir la fraccién quimica y
una etiqueta sino también para codificar la identidad de una biblioteca particular o para una etapa particular. Por
ejemplo, la cabeza de dominio puede codificar informacion, por ejemplo, una pluralidad de cabezas de dominio que
codifican la primera o primeras divisiones o la identidad de la biblioteca, tal como mediante el uso de una secuencia
particular relacionada con una biblioteca especifica.

Ademas, las regiones de unién del cebador (por ejemplo, constantes) de la biblioteca de entidades quimicas
codificadas por ADN pueden excluirse durante la etapa o etapas de seleccién. Entonces, estas regiones se pueden
agregar después de la seleccion, por ejemplo, mediante ligacion de cadena sencilla. Un ejemplo de estrategia
incluiria proporcionar una entidad quimica en el extremo 5' de un oligonucleétido codificante, seleccionar una entidad
quimica particular con base en cualquier caracteristica o funcién particular Gtil, y ligar un oligonucleétido de la cola
de dominio al extremo 3' del oligonucleétido codificante que incluye una secuencia de unién del cebador y puede
contener opcionalmente una o mas etiquetas, por ejemplo una etiqueta de "uso", una etiqueta de "origen", etc., como
se describe en este documento. Esta secuencia de unidén al cebador podria usarse luego para iniciar la
polimerizacion dependiente de la plantilla para generar ADNc (0 ARNc) que sea complementario al miembro de la
biblioteca seleccionado. EI ADNc o ARNCc se ligaria entonces en su extremo 3' a un oligonucle6tido que contiene una
secuencia de union al cebador y, ahora que la informacién de codificacion esta flanqueada en ambos lados por
secuencias de union al cebador, el oligonucleétido puede secuenciarse y/o amplificarse usando enfoques
establecidos, tal como cualquiera descrito aqui.

La masa se puede minimizar adicionalmente omitiendo o reduciendo el tamafio de una o més secuencias constantes
que separan las etiquetas de codificacion. La ligacion de cadena sencilla no requiere una relacion complementaria
entre los extremos a ligar o entre estos extremos y un soporte. Por lo tanto, no se requiere una secuencia fija para
soportar la ligacion enzimatica. Las regiones fijas cortas entre etiquetas pueden ser Utiles para el analisis informatico
de etiquetas u otros procesos de deconvolucion in silico.
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Métodos para codificar entidades quimicas dentro de una biblioteca

Los métodos de la invencién se pueden usar para sintetizar una biblioteca que tiene un nimero diverso de entidades
quimicas que estan codificadas por etiquetas de oligonucleétidos. Ejemplos de bloques de construccion y etiquetas
de ADN codificantes se encuentran en la publicacién de la solicitud de patente de Estados Unidos No.
2007/0224607, los documentos WO2010094036, WO2009077173, WO2007062664, WO2011127933 vy
W02005058479. Cada entidad quimica esta formada por uno o mas bloques de construccion y, opcionalmente, un
andamio. El andamio sirve para proporcionar uno o mas nodos de diversidad en una geometria particular (por
ejemplo, una triazina para proporcionar tres nodos dispuestos espacialmente alrededor de un anillo de heteroarilo o
una geometria lineal).

Los blogues de construccion y sus etiquetas de codificacion se pueden afadir directa o indirectamente (por ejemplo,
a través de un espaciador) a la cabeza de dominio para formar un complejo. Cuando la cabeza de dominio incluye
un espaciador, el bloque de construccién o el andamio se agrega al extremo del espaciador. Cuando el espaciador
esta ausente, el bloque de construccion se puede agregar directamente a la cabeza de dominio o el propio bloque
de construccién puede incluir un espaciador que reacciona con un grupo funcional de la cabeza de dominio.
Ejemplos de espaciadores y cabezas de dominio se describen en el presente documento.

El andamio se puede agregar de cualquier manera util. Por ejemplo, el andamio se puede agregar al extremo del
espaciador o0 a la cabeza de dominio, y se pueden agregar bloques de construccién sucesivos a los nodos de
diversidad disponibles del andamio. En otro ejemplo, el bloque de construccion An se agrega primero al espaciador o
a la cabeza de dominio, y luego el nodo de diversidad del andamio S se hace reaccionar con un grupo funcional en
el bloque de construccion An. Las etiquetas de oligonucleétidos que codifican un andamio particular se pueden
agregar opcionalmente a la cabeza de dominio o al complejo. Por ejemplo, se agrega Sn al complejo en n recipientes
de reaccion, donde n es un nimero entero superior a uno, y la etiqueta S (es decir, la etiqueta S1, Sz, ... Sn-1, Sn)
estd unida al grupo funcional del complejo.

Los bloques de construccién se pueden agregar en multiples etapas de sintesis. Por ejemplo, una alicuota de la
cabeza de dominio, que tiene opcionalmente un espaciador unido, se separa en n recipientes de reaccién, donde n
es un numero entero de dos 0 mas. En la primera etapa, se agrega el bloque de construccién An a cada recipiente
de reaccién n (es decir, el bloque de construccion A1, Az, ... An-1, An Se agrega al recipiente de reaccién 1, 2, ... n-1,
n), donde n es un numero entero y cada bloque de construcciéon es Unico. En la segunda etapa, se agrega el
andamio S a cada recipiente de reaccion para formar un complejo An-S. Opcionalmente, el andamio Sn puede
agregarse a cada recipiente de reaccion para formar un complejo An-Sn, donde n es un namero entero de mas de
dos, y cada andamio Sn puede ser Unico. En el tercer paso, se construye el bloque Bn a cada n recipiente de
reaccion que contiene el complejo An-S (es decir, el bloque de construccion Bi, Bz, ... Bn1, Bn se agrega al recipiente
de reaccion 1, 2, ... n-1, n contiene el complejo Ai-S, A2-S,...An-1-S, An-S), donde cada bloque de construccién Bn es
unico. En etapas adicionales, puede agregarse el bloque de construccién Cn a cada recipiente de reacciéon n que
contiene el complejo Bn-An-S (es decir, el bloque de construccién C+, Cz, ... Cn-1, Cn se agrega al recipiente de
reaccion 1, 2, ... n-1, n que contiene el complejo Bi-A:-S ... Bn-An-S), donde cada bloque de construccién Cn es
Gnico. La biblioteca resultante tendra un nimero n® de complejos que tienen n?® etiquetas. De esta manera, se
pueden usar etapas de sintesis adicionales para unir bloques de construccién adicionales para diversificar ain mas
la biblioteca.

Después de formar la biblioteca, los complejos resultantes pueden purificarse opcionalmente y someterse a una
reaccion de polimerizacién o ligacién, por ejemplo, a una cola de dominio. Esta estrategia general se puede ampliar
para incluir nodos de diversidad adicionales y bloques de construccion (por ejemplo, D, E, F, etc.). Por ejemplo, el
primer nodo de diversidad se hace reaccionar con bloques de construccién y/o S y se codifica mediante una etiqueta
de oligonucledtido. A continuacién, se hacen reaccionar bloques de construccion adicionales con el complejo
resultante, y el nodo de diversidad posterior forma derivados mediante bloques de construccion adicionales, que se
codifica mediante el cebador utilizado para la reaccién de polimerizacion o ligacion.

Para formar una biblioteca codificada, se afiaden etiquetas de oligonucleétidos al complejo después o antes de cada
etapa de sintesis. Por ejemplo, antes o después de la adicion del bloque de construccién An a cada recipiente de
reaccion, el marcador An se une al grupo funcional de la cabeza de dominio (es decir, la etiqueta A1, Az, ... An-1, Anse
agrega al recipiente de reacciéon 1, 2, ... n-1, n que contiene la cabeza de dominio). Cada etiqueta An tiene una
secuencia distinta que se correlaciona con cada bloque de construccion unico An, y determina la secuencia de la
etiqueta An que proporciona la estructura quimica del bloque de construccion An. De esta manera, se usan etiquetas
adicionales para codificar bloques de construccién adicionales o andamios adicionales.

Ademas, la ultima etiqueta anadida al complejo puede incluir una secuencia de unién al cebador o proporcionar un
grupo funcional para permitir la unién (por ejemplo, mediante ligaciéon) de una secuencia de unién al cebador. La
secuencia de unién al cebador se puede usar para amplificar y/o secuenciar las etiquetas de oligonuclettidos del
complejo. Los ejemplos de métodos para amplificar y secuenciar incluyen la reaccion en cadena de la polimerasa
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(PCR), la amplificacién de cadena lineal (LCR), la amplificaciéon por circulo rodante (RCA) o cualquier otro método
conocido en la técnica para amplificar o determinar secuencias de acidos nucleicos.

Usando estos métodos, se pueden formar grandes bibliotecas que tienen una gran cantidad de entidades quimicas
codificadas. Por ejemplo, una cabeza de dominio se hace reaccionar con un espaciador y un blogue de construccién
An, que incluye 1.000 variantes diferentes (es decir, n = 1.000). Para cada bloque de construccion An, se liga una
etigueta de ADN An 0 un cebador extendido a la cabeza de dominio. Estas reacciones se pueden realizar en una
placa de 1.000 pozos o en placas de 10 x 100 pozos. Todas las reacciones pueden agruparse, opcionalmente
purificarse, y dividirse en un segundo conjunto de placas. A continuacion, se puede realizar el mismo procedimiento
con el blogue de construccion Bn, que también incluye 1.000 variantes diferentes. Una etiqueta de ADN Bn puede ser
ligada al complejo An-cabeza de dominio, y todas las reacciones pueden agruparse. La biblioteca resultante incluye
1.000 x 1.000 combinaciones de An x Bn (es decir, 1.000.000 de compuestos) etiquetados por 1.000.000 de
combinaciones diferentes de etiquetas. EI mismo enfoque puede extenderse para agregar los bloques de
construccion Cn, Dn, En, etc. La biblioteca generada se puede usar luego para identificar compuestos que se unen al
objetivo. La estructura de las entidades quimicas que se unen a la biblioteca se puede evaluar opcionalmente
mediante PCR y la secuenciacién de las etiquetas de ADN para identificar los compuestos que se enriquecieron.

Este método se puede modificar para evitar el etiquetado después de la adicion de cada bloque de construccién o
para evitar el agrupamiento (o la mezcla). Por ejemplo, el método puede modificarse afadiendo el bloque de
construccion idéntico An a n recipientes de reaccion, donde n es un nimero entero de mas de uno, y afadiendo el
bloque de construccion B+ idéntico a cada pozo de reaccion. Aqui, B1 es idéntico para cada entidad quimica, y, por lo
tanto, no es necesaria una etiqueta de oligonucleotido que codifique este componente. Después de agregar un
blogue de construccion, los complejos se pueden agrupar o no agrupar. Por ejemplo, la biblioteca no se agrupa
después de la etapa final de adicién del bloque de construccion, y las agrupaciones se seleccionan individualmente
para identificar el o los compuestos que se unen a un objetivo. Para evitar agrupar todas las reacciones después de
la sintesis, se puede usar, por ejemplo, un lector BIND® (de SRU Biosystems, Inc.), por ejemplo, para monitorizar la
unién en una superficie del sensor en formato de alto rendimiento (por ejemplo, placas de 384 pozos y placas de
1.536 pozos). Por ejemplo, el bloque de construccién An se puede codificar con la etiqueta An del ADN, y el bloque
de construccién Bn se puede codificar por su posicion dentro de la placa del pozo. Los compuestos candidatos
pueden identificarse luego utilizando un ensayo de unién (por ejemplo, usando un Biosensor BIND®, también
disponible a través de SRU Biosystems, Inc., o usando un ensayo ELISA) y analizando las etiquetas An por
secuenciacién, andlisis de microarreglos y/o andlisis de restriccion de la digestion. Este andlisis permite la
identificacidon de combinaciones de blogues de construccién An y Bn que producen las moléculas deseadas.

El método de amplificacion puede incluir opcionalmente formar una emulsion de agua en aceite para crear una
pluralidad de microrreactores acuosos. Las condiciones de reaccion (por ejemplo, concentracion de complejo y
tamano de microrreactores) pueden ajustarse para proporcionar, en promedio, un microrreactor que tiene al menos
un miembro de una biblioteca de compuestos. Cada microrreactor también puede contener el objetivo, una Unica
perla capaz de unirse a un complejo o una porcién del complejo (por ejemplo, una o mas etiquetas) y/o unirse al
objetivo, y una solucién de reaccion de amplificacion que tiene uno o mas reactivos necesarios para realizar la
amplificacion del acido nucleico. Después de amplificar la etiqueta en los microrreactores, las copias amplificadas de
la etiqueta se uniran a las perlas en los microrreactores, y las perlas recubiertas se pueden identificar por cualquier
método util.

Una vez que se han identificado los bloques de construccion de la primera biblioteca que se unen al objetivo de
interés, se puede preparar una segunda biblioteca de forma iterativa. Por ejemplo, se pueden agregar uno o dos
nodos adicionales de diversidad, y se crea y se muestrea la segunda biblioteca, como se describe aqui. Este
proceso se puede repetir tantas veces como sea necesario para crear moléculas con las propiedades moleculares y
farmacéuticas deseadas.

Se pueden usar diversas técnicas de ligacidbn para agregar el andamio, los bloques de construccién, los
espaciadores, los enlaces y las etiquetas. En consecuencia, cualquiera de las etapas de unién descritas en el
presente documento puede incluir cualquier técnica o técnicas de ligacidén Utiles. Los ejemplos de técnicas de
ligacion incluyen la ligacion enzimatica, tal como el uso de una o mas ARN ligasas y/o ADN ligasas, como se
describe en la presente memoria; y ligacion quimica, tal como el uso de pares quimicos reactivos, como se describe
en el presente documento.

Ejemplo 1

Estrategia general para complejos

Los complejos de la invencién se pueden formar para incluir uno o mas enlaces que una polimerasa tiene capacidad
reducida para leer o translocar a través del enlace. Por ejemplo, se pueden formar complejos para incluir (de la
direccion 5' a 3') una entidad quimica (estrella), una secuencia constante fija (por ejemplo, una cabeza de dominio),

seguido de tres secuencias de codificacién variable (por ejemplo, tres etiquetas), y otra secuencia constante fija (por
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ejemplo, una cola de dominio), donde el enlace entre las secuencias constantes fijas y las secuencias de
codificacion variables puede ser ilegible (Figura 1B).

Los enlaces ilegibles pueden formarse por cualquier fraccion o grupo funcional Gtil. Un ejemplo no limitante es
psoraleno (Figura 2), que puede formar un enlace ilegible entre los conectores 5'y 3'.

Se pueden formar enlaces ilegibles mediante un oligonucleétido de entrecruzamiento con un grupo correactivo
reversible de un grupo cianovinilcarbazol. EI complejo puede incluir (de la direccion 5' a 3') una entidad quimica
(estrella), una secuencia constante fija (por ejemplo, una cabeza de dominio), un oligonucleétido de
entrecruzamiento que esta entrecruzado a través de un grupo correactivo reversible de un grupo cianovinilcarbazol
(entrecruzado a aproximadamente 366 nm, marcado con X), y seguido por una secuencia de codificacién variable
que tiene secuencias constantes fijas en los extremos 5' y 3' (por ejemplo, una etiqueta que tiene conectores 5'y 3')
(Figura 3). Un ejemplo de una reaccion reversible con grupos correactivos reversibles (un par de un grupo
cianovinilcarbazol y una timidina), que puede estar presente en el conector 3', el conector 5' y el oligonuclettido de
entrecruzamiento (Figura 4). Otros enlaces ilegibles pueden volverse deconvolucionables mediante el uso de una
enzima o enzimas de reparacion.

Como parte del proceso de lectura o deconvolucion, el complejo puede hacerse reaccionar con un proceso quimico
y/0 un proceso enzimatico (por ejemplo, una ligasa y opcionalmente una quinasa) para ligar las etiquetas. Cuando la
unién entre etiquetas adyacentes es una muesca, entonces la ligasa puede usarse para ligar las etiquetas.
Opcionalmente, se puede usar una quinasa para convertir grupos 5'-hidroxilo terminales en grupos fosfato. Cuando
la unién entre etiquetas adyacentes es un espacio que requiere extension con uno 0 mas nucleotidos, entonces se
puede usar una polimerasa para extenderse a través del espacio antes de la ligacion de las etiquetas (que incluye
opcionalmente quinasa). Opcionalmente, la polimerasa tiene una actividad de desplazamiento de cadena reducida.
A continuacion, los oligonucleétidos de entrecruzamientos se liberan para formar una plantilla (por ejemplo, usando
irradiacion a aproximadamente 312 nm). Finalmente, la plantilla se amplifica opcionalmente con PCR y se secuencia.

Para cualquiera de estos complejos, cada una de las secuencias de codificacion variable puede incluir
opcionalmente un conector 5' y un conector 3' que son secuencias constantes fijas. Debido a que los enlaces son
ilegibles, los cebadores de relevo pueden usarse para abarcar los enlaces y para permitir la extensién con una
polimerasa, formando asi fragmentos de oligonucleétidos. Los fragmentos pueden luego ligarse usando ligasa,
opcionalmente amplificarse con PCR, y secuenciarse.

Alternativamente, las secuencias codificantes en cualquier lado de un enlace ilegible pueden copiarse en una sola
secuencia de ADNc usando un proceso mediado por recombinacion en el que se favorece que ocurran eventos de
recombinacion para secuencias derivadas de la misma secuencia de plantilla ancestral. Este mecanismo conserva la
informacién de asociacion de la etiqueta y hace que estas asociaciones sean deducibles de los datos de secuencias
derivadas. Un posible método para generar enlaces ilegibles que pueden convertirse en plantillas para el ADNc
propenso a la recombinacion es establecer repeticiones de regiones homologas a cada lado del enlace.

Ejemplo 2

Entrecruzamiento fotoquimico de oligonucleotidos utilizando cianovinil carbazol para modelar un evento de
etiquetado

El oligonucleétido CNVKJ, que contiene dos modificaciones de cianovinil carbazol, se obtuvo de Nihon Techno
Service (Japon) (Figura 5). Los oligonucleétidos CNVK2_P_TagB, CNVK2_NP_TagB y CNVK2_TagA se obtuvieron
de Integrated DNA Technologies (IDT) (IA). Cada oligonucle6tido se disolvié en agua a una concentracién de 1 mM

Las condiciones de entrecruzamiento fotoquimico fueron las siguientes: Oligonucle6tidos CNVKJ, CNVK2_P_TagB y
CNVK2_TagA se mezclaron a una relacion equimolar a 100 uM cada uno en regulador de fosfato 500 mM a pH 7,0
en alicuotas de 20 pyL o 50 pL en tubos de microcentrifuga de polipropileno de 1,5 mL de color natural (Fisher
Scientific, 02-682-550). A continuacion, se irradi6 cada reaccion usando una lampara UVL-21 (4 vatios) (95-0018-02)
(Ultra Violet Products, CA) a 365 nm durante 2 horas a 4°C. Los productos de las reacciones se analizaron luego por
electroforesis en un PAAG desnaturalizante al 10%, asi como por LCMS (Thermo Fisher Scientific) (Figura 6). Mas
del 70% del material de partida se convirtid en el conjugado de oligonucleétido entrecruzado fotoquimicamente con
un PM observado de 16.894 Da (calculado 16.890 Da). Cuando se realiz6 la misma reaccion de entrecruzamiento en
regulador de fosfato 500 mM a pH 5,5 o regulador de borato 500 mM a pH 9,5, se observaron resultados y
rendimientos similares.

El conjugado de oligonucleotidico fotoquimicamente entrecruzado de CNVK2_P_TagB, CNVK2_TagA y CNVKJ se
purificé en un PAAG desnaturalizante al 10% y no se entrecruz6 calentando a 80°C en alicuotas de 50 pL en tubos
de microcentrifuga de polipropileno de 1,5 ml de color natural (Fisher Scientific, 02-682-550) con irradiacién (a 80°C)
usando una lampara Spectroline E-Series EB-160C (6 vatios) (Spectronics Corp., NY) a 312 nm durante 1 hora. Los
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productos fueron analizados por LCMS. La reaccién produce cuantitativamente etiquetas de modelo de
oligonucledtido de partida inalterado CNVK2_P_TagB con PM observado 6.578 Da (calculado 6.579 Da) y
CNVK2_TagA PM observado 5.558 Da (calculado 5.558 Da) (Figura 7).

Para estudiar la disociacién de multiples oligonucleétidos entrecruzados que contienen CNVK, se adapto el protocolo
anterior para preparar un complejo con dos oligos CNVK, CNVKJ y Splint_14_CNVK, (Splint_14_CNVK es
CGAXCGTGTCAXCG, donde X es CNVK, sintetizado por Biosearch Technologies, CA), entrecruzado
fotoquimicamente a un solo oligonucleétido, Double_CNVK_Template
(AAAAAAGTCGTGACACGTCGGAAAAAAAAAAAACGGTGACACG GTCGAAAAAA, IDT (lA)). Este complejo se
analizd6 mediante LCMS: PM observado 25.079 Da (calculado 25.055 Da). Luego se disolvié en agua hasta una
concentracién de 100 uM y se irradié6 con UV 312 nm durante 1 hora a 80°C, nuevamente como se describid
anteriormente. Los productos se analizaron mediante LCMS para encontrar la recuperacién de la plantilla
Double_CNVK inicial: PM observado 16.492 Da (calculado 16.492 Da) (Figura 8).

Ejemplo 3

Ligacion y desentrecruzamiento fotoquimico de oligonucledtidos entrecruzados fotoquimicamente con
cianovinilcarbazol para modelar la recuperacién de la informacion de secuencia a partir de etiquetas
fotoquimicamente entrecruzadas

Se preparé un complejo de CNVK2_P_TagB, CNVK2_TagA y CNVKJ, se entrecruz6 fotoquimicamente y se purifico
en gel como se describe en el Ejemplo 2.

El par de etiquetas de modelo fotoquimicamente entrecruzadas se disolvié en 1x regulador de ADN ligasa T4 (NEB,
MA) y se incub6 con ADN ligasa T4 (NEB, MA) durante 1 hora a 37°C. El producto de esta reaccion se entrecruz6
luego como se describe en el Ejemplo 2 y se analizé6 mediante electroforesis en gel desnaturalizante y LCMS (Figura
9). El producto de la reaccion de ligacion se observd con un alto rendimiento, se observé un PM de 12.119 Da
(calculado 12.119 Da).

También se prepar6 el par correspondiente de etiquetas de modelo no fosforiladas fotoquimicamente entrecruzado
CNVK2_NP_TagB con CNVK2_TagA y CNVKJ, como se describié anteriormente. El andlisis por LCMS de este
complejo revel6 un PM observado de 16.503 Da (calculado 16.499 Da, Figura 10). EI complejo entrecruzado
fotoquimicamente se disolvio en 1x regulador de ligasa T4 (NEB) y se incub6 con una mezcla de polinucleétido
quinasa T4 y ADN ligasa T4 (NEB) durante 1 hora a 37°C. El producto de esta reaccién de ligacion por fosforilacion
acoplada se entrecruz6 después fotoquimicamente mediante irradiacion con UV a 312 nm durante 1 hora a 80°C
como se describe en el Ejemplo 2. El producto de esta reaccion de fosforilacion-ligacion se observé mediante
electroforesis en gel desnaturalizante y LCMS, revelando un PM observado de 11.894 Da (PM calculado 11.896 Da
(fosforilacién adicional en el extremo 5' del producto ligado)) (Figura 10).

Ejemplo 4

Entrecruzamiento fotoquimico de oligonucleétidos utilizando psoraleno dentro de un tallo para modelar un evento de
marcado

El oligonucleétido 5PSO2_A9 TA, modificado con C2-Psoraleno en el extremo 5' se obtuvo de Biosearch, CA
(Figura 11). El oligonucleétido PSO_HP_A9 TCT se obtuvo de IDT (IA) (Figura 11). Ambos oligonucleétidos se
disolvieron a una concentracién de 0,5 mM cada uno en regulador de fosfato 500 mM a pH 7,0 y se hibridaron
calentando a 95°C y posteriormente enfriando a temperatura ambiente. La reaccion se irradié luego con luz UV a
365 nm a 4°C usando una lampara UV compacta UVL-21 (UVP) durante 30 minutos. Los productos fueron
analizados por LCMS. Se observé una rapida formacion del producto fotoquimicamente entrecruzado con un PM
observado de 17.643 Da (PM calculado 17.643,4 Da, véase la Figura 12).

Ejemplo 5

Ligacion fotoquimica de oligonucleétidos utilizando psoraleno para modelar un evento de etiquetado

Los oligonucledtidos Tagl_PsoCVU y SplintC_PsoC2 se obtuvieron a través de IDT (IA) (Figura 13). El
oligonuclettido 5PSOC2_A9_GA (modificado en el extremo 5' con psoraleno C2) se obtuvo de Biosearch (CA)
(Figura 13).

El conjugado de oligonucleotidico ligado fotoquimicamente de Tagl_PsoCVU y 5PSOC2_A9_GA se preparé de la
siguiente manera. La fotoligacion se logré6 mediante la reaccién fotoquimica de la fraccion 5'-psoralenopirona de un

oligonucledtido con la timidina 3' de un segundo oligonucleétido en presencia de un tercer oligonucledtido disefiado
para hibridar con el primer y el segundo oligonucleétidos y ubicar conjuntamente sus extremos reactivos (Figura 14).
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Las condiciones de ligacion fotoquimica fueron las siguientes: los oligonucleétidos 5PsoC2_A9_GA (1 mM final) y
Tag1_PsoCVU (1,1 mM final) y SplintC_PsoC2 (1,1 mM final) se combinaron en una reaccién de fotoligacion de 10
WL en regulador de fosfato 500 mM a pH 7,0 en tubos de microcentrifuga de polipropileno de 1,5 mL de color natural
(Fisher Scientific, 02-682-550). La mezcla de reaccién se calent6 primero a 95°C seguido de enfriamiento lento a
temperatura ambiente. La reaccion se irradio luego con luz UV a 365 nm a 4°C usando una lampara UV compacta
UVL-21 (UVP). Se tomaron alicuotas de 1 pL en el transcurso del tiempo y se analizaron en un gel de poliacrilamida
desnaturalizante de Urea TBE/8M al 15% (Figura 15). El gel se visualiz6 y se fotografié usando el sombreado UV de
una placa fluorescente de TLC. El conjugado fotoligado de 5PsoC2_A9_GA y Tagi_PsoCVU se formé con alto
rendimiento. Después de 24 horas, el rendimiento es aproximadamente del 90% (Figura 15).

La muestra de 24 horas se analiz6 mediante LCMS (Figura 16). El pico maximo de LC correspondi6 al conjugado
fotoligado de 5PsoC2_A9 GA 'y Tagi_PsoCVU con un PM observado de 15.252.4 Da (PM calculado 15.243,1 Da).

Ejemplo 6

Generacion de cDNA a partir de etiquetas de modelo conjugadas con psoraleno ligadas fotoquimicamente no
legibles con polimerasa, utilizando extension del cebador terminal, extension de cebador no terminal y ligacion para
modelar la lectura de un solo evento de etiquetado

Se gener6 un conjugado de oligonucleétido ligado fotoquimicamente con psoraleno-timidina (Bio_Pso) usando un
método similar al descrito en el Ejemplo 5 con los siguientes dos oligonucleétidos de etiqueta modelo: un
oligonucledtido 5'-biotinilado 5Bio_Tag_PsoCVU y un oligonucleétido 5'-Psoraleno 5PsoC2_A9_GA junto con un
oligonucledtido de soporte SplintC_PsoC2, los tres oligonucleotidos se obtuvieron a través de IDT (IA) y se muestran
en la Figura 17. Después de 24 horas de la reaccion, se purificd Bio_Pso en un PAAG desnaturalizante con TBE-
Urea al 10% y se analizd6 mediante LCMS, revelando un producto con un PM observado de 15.834,0 Da (PM
calculado 15.812,7 Da) (Figura 18).

El conjugado de oligonucleétido ligado fotoquimicamente de psoraleno-timidina Bio_Pso se us6 como plantilla para
generar ADNc mediante la extension enzimatica tanto de un cebador oligonucleotidico terminal (FAMprimer) como
de un cebador oligonucleotidico no terminal (Phos-SplintC_PsoC2) con ADN polimerasa T4 (NEB, MA). Se generé
Phos-SplintC_PsoC2 mediante la fosforilacién 5' de SplintC_PsoC2 usando T4 PNK (NEB, MA). La generacién de
ADNC se realiz6 en una reaccion de 100 pL que contenia 10 uM de FAMprimer, Phos-SplintC_PsoC2 y Bio_Pso en
1x regulador ADN ligasa T4 (NEB, MA), complementado con 1 mM de cada dNTP y 10 uL de ADN polimerasa T4
(NEB, MA). La mezcla de reaccion se incub6 a 37°C durante 1 hora y luego se complementé con ATP 0,5 mMy 5 uL
de ADN ligasa T4 (2000 p/uL, NEB, MA) y luego se incub6 durante 1 hora més a 37°C.

La mezcla de reaccién se incub6 luego con 200 pL de DynaBeads M280 recubiertas con estreptavidina (Invitrogen,
prelavadas con PBS durante 1 hora a temperatura ambiente), las perlas se lavaron con 1 mL de PBS y el producto
se eluy6 con 35 pL de NaOH 100 mM. El eluyente se neutralizd luego mediante la adicion de 5 uL de Tris HCl 1 M
pH 7,0 y se analizé mediante LCMS.

El andlisis por LCMS del producto resultante, con deteccion a 495 nm, mostré que aproximadamente el 50% del
FAMprimer se habia extendido a la secuencia complementaria de longitud completa a la plantilla Bio_Pso menos un
solo nucleétido dA (PM observado de 15.170 Da, PM de longitud completa esperado 15.458 Da). La mayor parte del
resto del FAMprimer se extendié hasta la unién de ligacion fotoquimica (PM observado 11.154 Da, PM calculado
11.154 Da) (Figura 19).

Cuando la generacion de ADNc, descrita anteriormente, se realiz6 sin la adicién de la enzima ligasa, no se observo
la secuencia complementaria de longitud completa (menos un solo dA) (Figura 20).

Ejemplo 7
Ligacion fotoquimica de oligonucleétidos utilizando carboxivinil uridina para modelar un evento de etiquetado

Los oligonucledtidos CVU_G y CVU_A se sintetizaron por Trilink (CA) (Figura 21). Ambos oligonuclettidos estan
modificados en 5' con una 5-(Carboxi)vinil-2'-desoxiuridina (Figura 21). Los oligonucleétidos Tag1_PsoCVU,
SplintC_CVU y SplintA_CVU se obtuvieron a partir de ADN IDT (lA) (Figura 21).

La estructura de la unién de ligacion fotoquimica formada entre una 5'-5-(Carboxi)vinil-2'-desoxiuridina irradiada y
una 3'-timidina se muestra en la Figura 22.

Se generd una mezcla de reaccion de ligacién fotoquimica de 10 pL con CVU_G 1 mM, Tag1_PsoCVU 1,1 mM y
SplintC_CVU 1,1 mM disueltos en regulador de fosfato de sodio 500 mM pH 7,0 en tubos de microcentrifuga de
polipropileno de 1,5 mL de color natural (Fisher Scientific, 02-682-550). La mezcla de reaccién se calent6 a 95°C
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seguido de enfriamiento lento a temperatura ambiente. La reaccion se irradié a continuacion con luz UV a 365 nm
durante 24 horas a 4°C usando una lampara UV compacta UVL-21 (UVP). Se tomaron alicuotas de 1 pL en el
transcurso del tiempo y se sometieron a electroforesis en un gel de poliacrilamida desnaturalizante con Urea al 15%
de TBE/8M (Figura 23). El gel se visualizé y fotografi6 mediante sombreado UV de una placa fluorescente de TLC.
Después de 24 horas de irradiacién, méas del 90% del oligonucleétido CVU_G habia sido ligado fotoquimicamente.

La muestra de 24 horas se analizé6 mediante LCMS (Figura 24). El pico principal corresponde al producto de ligacion
fotoquimica de CVU_G con Tag1_PsoCVU. El PM observado fue 15.260.6 Da (PM calculado 15.238,7 Da).

Ejemplo 8

Generacion de ADNc a partir de etiquetas modelo conjugadas con carboxivinil uridina ligadas fotoquimicamente no
legibles por polimerasa, que utilizan extension del cebador terminal, extension del cebador no terminal y ligacion
para modelar la lectura de un Unico evento de etiquetado

Se generd un conjugado de oligonucleétido ligado fotoquimicamente a carboxivinil uridina-timidina (Bio_CVU)
usando un método similar al descrito en el Ejemplo 7 con los siguientes dos oligonuclettidos de etiqueta modelo: Un
oligonucleotido 5'-5-carboxivinil Uridina 5'-CVU_A y un oligonucleétido 5'-biotinilado 5Bio_Tag_PsoCVU junto con un
oligonucleotido de soporte SplintA_CVU, los tres oligonucleotidos se obtuvieron a través de IDT (IA) y se muestran
en las Figuras 21 y 25. El producto de reaccién se purificé en gel como se describe en el Ejemplo 6 y el analisis por
LCMS revel6 un producto con un PM observado de 15.811,8 Da (PM calculado 15.792,3 Da) (Figura 25).

Se uso6 el conjugado Bio_CVU de oligonucledtido ligado fotoquimicamente con carboximetil uridina-timidina como
plantilla para generar ADNc mediante la extension enzimatica de un cebador oligonucleotidico terminal (FAMprimer)
y un cebador oligonucleotidico no terminal (Phos-SplintA_CVU) con ADN polimerasa T4 (NEB, MA). Se gener6
Phos-SplintA_CVU por la 5'-fosforilacion de SplintA_CVU utilizando T4 PNK (NEB, MA). La generacion de ADNc se
realizé en una reaccion de 100 uL que contenia 10 uM de FAMprimer, Phos-SplintA_CVU y Bio_CVU en 1x
regulador ADN ligasa T4 (NEB, MA), complementado con 1 mM de cada dNTP y 10 uL de ADN polimerasa T4 (NEB
, MA). La mezcla de reaccion se incubd a 37°C durante 1 hora y luego se complementé con ATP 0,5 mMy 5 pL de
ADN ligasa T4 (2000 p/uL, NEB, MA) y luego se incubé durante 1 hora mas a 37°C.

La mezcla de reaccion se incub6 luego con 200 pL de DynaBeads M280 recubiertas con estreptavidina (Invitrogen,
prelavadas con PBS durante 1 hora a temperatura ambiente), las perlas se lavaron con 1 mL de PBS y el producto
se eluy6 con 35 pL de NaOH 100 mM. El eluyente se neutralizd luego mediante la adicion de 5 uL de Tris HCl 1 M
pH 7,0 y se analiz6 mediante LCMS.

El andlisis por LCMS del producto resultante, con deteccion a 495 nm, mostré que aproximadamente el 80% del
FAMprimer se habia extendido a la secuencia complementaria de longitud completa a la plantilla Bio_CVU menos un
unico nucleétido dA (PM observado 15.176 Da, PM calculado de longitud completa 15.458 Da). La mayor parte del
resto del FAMprimer se extendié hasta tres nucleotidos antes de la union de ligacion fotoquimica (PM observado
10.560 Da, PM calculado 10.559 Da) (Figura 26).

Cuando la generacion de ADNc, descrita anteriormente, se realiz6 sin adicién de la enzima ligasa, no se observo la
secuencia complementaria de longitud completa (menos un Gnico dA).

Ejemplo 9

Ligacion de oligonucleoétidos utilizando una conjugacioén click no legible con polimerasa para modelar un evento de
etiquetado

Los oligonucledtidos S_IDTNs y S_ID_Talkyne se obtuvieron a partir de IDT (IA) (Fig. 27).

La modificacion 3'-azida del oligonucleétido S_IDTNs es una modificacion patentada de IDT (modificacion de azida 3'
IDT/3AzidaN/(PM 350)).

Los oligonucleétidos que contienen la modificacion /3AzideN/ se purificaron por HPLC.
Los oligonucleétidos que contienen la modificacion Hexinilo se desalaron y se usaron sin purificacion adicional.

La conjugacion click de estas etiquetas modelo se logré mediante una cicloadicion de azido alquino 3+1 catalizada
por Cu (l) de la siguiente manera:
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Las soluciones madre se prepararon de la siguiente manera: Cu(OAc)2.H20 (FW 181.6), 10 mM en DMF; ascorbato
de sodio (FW 198,1), 20 mM en H20 y Tris-(benciltriazolilmetil)amina (TBTA) (FW 530,6), 10 mM en DMF. A un tubo
Eppendorf se le afadieron 10 yL pH 7,0 de regulador de fosfato (solucién acuosa 500 mM), 10 puL de S_IDTalkyne
(solucién acuosa 1 mM, 10 nmol, 1 equivalente) y 10 uL de S-IDTNs (solucién acuosa 1 mM, 10 nmol, 1 equivalente
molar). A esta solucion se le afiadieron 5 uL de Cu_Premezcla (2 equivalentes molares de Cu(OAc)2, 4 equivalentes
molares de ascorbato de sodio, 1 equivalente molar de TBTA). La reaccién se incub6é a temperatura ambiente
durante la noche. El producto se analiz6 mediante LCMS (Thermo) (Figura 28) y se encontr6 que el PM era 26.304,8
Da (calculado: 26.311,2 Da). El conjugado se purifico adicionalmente mediante electroforesis usando 10% de urea
PAAG/8M. Este producto de conjugacion se llamoé Conjugado_Click_S.

Ejemplo 10

Ligacion de oligonucleétidos usando un par de conjugaciones click no legibles con polimerasa ortogonal para
modelar un par de eventos de etiquetado ortogonal

Se obtuvieron los oligos TKR_Central y S_IDTNs de IDT (Figura 29). El oligo TKR_DBCO_S modificado con 5'-
dibenzo-ciclooctino (DBCO) se obtuvo a través de Biosearch Technologies (CA) (Figura 29).

En primer lugar, se realiz6 una conjugacion click con TKR_Central y TKR_DBCO_S usando una reaccion click sin
cobre basada en ciclooctina. Se mezclaron cantidades molares iguales de cada oligonucleétido (10 pL de soluciones
acuosas 1 mM) en regulador de fosfato de sodio 0,2 M a pH 7,0. El progreso de la reaccion se control6 mediante
LCMS. La reaccién se completé en 30 a 60 minutos, produciendo méas del 90% del conjugado puro. MS indicd un
PM de 25.336 Da (calculado 25.341,8 Da) (Figura 30).

En segundo lugar, se realiz6 una conjugacion click entre el producto de conjugacién de TKR_Central y
TKR_DBCO_S con S_IDTN3 usando el procedimiento click catalizado por Cu (l) descrito en el Ejemplo 9. El
conjugado final resultante, 2cl_S se purificé en un gel de poliacrilamida de urea TBE/8M gel al 10% y se analiz6
mediante LCMS (Thermo) revelando el peso molecular esperado para 2cl_S 38578,1 Da (calculado 38.560,4 Da)
(Figura 31).

Ejemplo 11

Amplificacién por PCR de ADNc derivado de etiquetas modelo conjugadas por click no legibles por polimerasa
utilizando recombinacién mediada por cebador no terminal en solucion libre y en gotitas acuosas emulsionadas para
modelar la lectura de informacién de secuencia de etiquetas conjugadas quimicamente

Se preparé Conjugado_Click_S (Figura 32), mediante la conjugacién de S_IDTN3 y S_IDTalkyne, como se describe
en el Ejemplo 9.

Se prepard Conjugado_Click_L (Figura 32) por la conjugacién de L_IDTNa:
TGCGGTCTAACTGTCTAGGCACTTGTT CGTTTGCCAGTGTGAGGAATGAACAGG/3AzidaN/ y L_IDTalkyne:
/Shexinil/  TACCGAATTGCCTTCCTCGTACAGTT CTAAGGCGCTTGGACACCACTTCAATCGGGTGCTATG CTT
(IDT, 1A) de manera similar al protocolo de conjugacién descrito en el Ejemplo 10. LCMS después de la purificacion
en gel confirmé el PM como 37.582,6 Da (calculado 37.584,4 Da).

Se obtuvieron cebadores de oligodesoxinucleotidos, que incluyen al cebador directo: TGCGGTCTAACTGTCTA, al
cebador inverso: AAG CATAGCACCCGATT y ePsplint: GGCAATTCGGTACCTGTTCATTCC de (IDT, IA).

Los conjugados Conjugado_Click_L y Conjugado_Click_S se diluyeron cada uno hasta 1 nM y se usaron como
plantillas para la generacion de ADNc mediada por recombinacién dependiente de soporte/amplificacion por PCR
usando Deep Vent (exo-) ADN polimerasa (NEB, MA). Se prepar6 una reaccién de Dina Vent (exo-) de 50 uL como
sigue: 5 pL de regulador Thermopol 10x; 2,5 pL de una solucién 10 pM de cada cebador directo e inverso, 1 uL de
cebador de ePsplint 100 nM; 2,5 pL de mezcla dNTP 10 mM (NEB); 5 pL de una dilucién 2 nM de cualquier
conjugado o de su mezcla 1:1, 2,5 uL de Deep Vent (exo-) y agua hasta 50 pL. La reaccion se ciclé 24 veces de la
siguiente manera: 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 52°C y 60 segundos a 72°C.

Cuando los conjugados Conjugado_Click_L o Conjugado_Click_S se amplifican por separado en solucién libre en
presencia de ambos cebadores terminales y el cebador de soporte "ePsplint" y luego se evallan por electroforesis,
cada uno da lugar a un Unico producto con una movilidad que se correlaciona con la longitud de la plantilla (carriles 5
y 7 en la Figura 33). Amplificaciones similares en ausencia del cebador de soporte "ePsplint" no produjeron ningdn
producto (carriles 4 y 6 en la Figura 33). Esto sugiere que la generacion de ADNc mediada por recombinacién
dependiente de soporte/amplificacion por PCR de ambos conjugados por (exo-) polimerasa Deep Vent depende de
la presencia del cebador ePsplint (Figura 33). Un posible mecanismo para esta recombinacién y amplificacion se
presenta en la Figura 34.
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Cuando ambos conjugados Conjugado_Click_L y Conjugado_Click_S se mezclan y amplifican juntos en solucién
libre en presencia de ambos cebadores terminales y el cebador de soporte "ePsplint" y luego se evalian mediante
electroforesis, se genera una escalera de productos de movilidad diferente con movilidades que se correlacionan a
las longitudes de cada una de las plantillas, asi como con las movilidades que se correlacionan con las longitudes
intermedias entre cada una de las plantillas (carril 5 en la Figura 35). Un posible mecanismo para esta
recombinacion y amplificacion se presenta en la Figura 36.

Cuando ambos conjugados Conjugado_Click_L y Conjugado_Click_S se mezclan y se amplifican juntos en una
emulsion de agua en aceite en presencia de ambos cebadores terminales y el cebador de soporte "ePsplint" a baja
concentracién de conjugados en relacion con las gotitas de la emulsion, y luego se evalian mediante electroforesis,
se observan un par de productos con movilidades que se correlacionan con las longitudes de cada una de las
plantillas (carril 3 en la Figura 37). Las gotitas de la emulsién actian como microrreactores individuales, dentro de los
cuales se amplifican los conjugados individuales aislados. La fase de aceite/tensioactivo se prepardé mezclando 4,5%
(vol/vol) de Span 80 (Fluka, cat # 85548), 0,4% (vol/vol) de Tween 80 (Sigma, cat # S-8074) y 0,05% (vol/vol) de
Triton X-100 (Sigma, cat # T-9284) en aceite mineral ligero (Sigma, cat # M-3516). La fase acuosa (50 pL) se
prepard mezclando 5 pL de regulador Thermopol 10x; 2,5 uL de una solucién de cada cebador de 10 uM, 1 L de
cebador ePsplint 100 nM; 2,5 puL de mezcla dNTP 10 mM (NEB); 2,5 uL DVexo- (NEB), 2,5 pL de BSA (NEB) y agua
hasta 50 L. Se anadié una mezcla 1:1 de los conjugados Conjugado_Click_L y Conjugado_Click_S a la reaccion
hasta una concentracion final de 5 pM. A 50 pL de la fase acuosa, se le anadieron luego 150 uL de la fase no
acuosa y se realiz6 la emulsion mediante agitacion tipo vértice durante 5 minutos. El proceso de
recombinacion/amplificacion se realizd de la siguiente manera: 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 52°C y 60
segundos a 72°C durante 32 ciclos.

Después de la generacion de ADNc mediada por recombinacion dependiente de soporte/amplificacion por PCR, la
emulsién se rompié mediante microcentrifugacién a 21.000 g durante 20 minutos, luego se eliminé la fase no acuosa
y se extrajeron en cloroformo la fase acuosa y la interfase. La fase acuosa se evalu6 mediante electroforesis nativa
(minigeles de agarosa al 4%, Invitrogen CA).

Los resultados de la generacion de ADNc mediada por recombinacion dependiente del soporte de emulsion
compartimentada/amplificacion por PCR muestran que el grado de formacién de los productos de PCR mezclados
estd significativamente disminuido o inexistente (carril 3, Figura 37).

Ejemplo 12

Amplificacién por PCR de ADNc derivado de etiquetas modelo conjugadas por click no legibles con polimerasa
usando recombinacion mediada por homologia repetida en solucion libre para modelar la lectura de un solo evento
de etiquetado

Dos conjugados, TKR_S y TKR_L (figura 38), que contienen cada uno un uUnico enlace de conjugacién click no
legible con polimerasa formados entre un oligonucleétido modificado con 3'-azido y un oligonucleétido modificado
con 5'-hexinilo usando cicloadicion catalizada con Cu (l) y el protocolo descrito en el Ejemplo 9. TKR_S y TKR-L
contienen cada uno una secuencia GGAATGAACAGG de 12 mer duplicada que flanquea el enlace no legible con
polimerasa. TKR_S se prepard por conjugacién de los siguientes dos oligonucleétidos de ADN IDT, TKR_S_Na:
TGCGGTCTAACTGTCTAGTTCACCTTCTCCGGAATGAACAGG/3AzidoN/(también denominado como S_IDTNs en
el Ejemplo 9) y TKR_S_Hex: /5'-hexinilo/ GGAATGAACAGGGCCTGATTGAAGCAATCGGGTGCTATGCTT, mientras
que TKR_L se prepar6 por conjugacion de dos oligonucledtidos de ADN IDT TKR_L_Ns:
TGCGGTCTAACTGTCTAGGCACTTGTTCGTTTGCCAGTGTGATGGACACCACTTGGAATGAACAGG/3AzidaN/ y
TKR_L_Hex:

/5'Hexinil/l GGAATGAACAGGGGAATGAACAGGTTCCTCGTACAGTTCTAAGGCGCTCAATCGGGTGCTA TGCTT.
Ambos conjugados se purificaron con PAGE en condiciones de desnaturalizacion y se analizaron mediante LCMS
para revelar pesos moleculares para TKR_S: 26.447,5 Da (calculado 26.449,2 Da), y para TKR_L 37.582,6 Da
(calculado 37.584,4).

Los dos conjugados se diluyeron cada uno hasta 1 nM y se utilizaron para una generacién de ADNc mediada por
recombinacion dependiente de la repeticion/amplificacion por PCR con (exo-) ADN polimerasa Deep Vent (NEB) en
solucion libre con el cebador directo TGCGGTCTAACTGTCTA y el cebador inverso AAGCATAGCACCCGATT
(IDT).

La generacién de ADNc mediada por recombinacién dependiente de la repeticidn/reaccion de amplificacion por PCR
se realizé usando (exo-) ADN polimerasa Deep Vent (NEB). 5 pL de regulador Thermopol 10x; 2,5 pyL de una
solucién 10 uM de cada cebador directo e inverso; 2,5 pL de mezcla dNTP 10 mM (NEB); 40 pM de concentracion
final de cualquier conjugado o su mezcla 1:1; 2,5 L de (exo-) polimerasa Deep Vent y agua hasta un volumen final
de 50 pL. La reaccién se ciclé térmicamente 22 veces de la siguiente manera: 30 segundos a 94°C, 30 segundos a
52°C y 60 segundos a 72°C.
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Los productos se visualizaron en un minigel de agarosa al 4% (Invitrogen) (Figura 39).

La generacion de ADNc mediada por recombinacion dependiente de la repeticion de (exo-) polimerasa Deep
Vent/reaccién de amplificacion por PCR produjo una gran cantidad de amplicon derivado de cada conjugado
amplificado por separado (carriles 3 y 4, Figura 39). La amplificacion de la mezcla de los conjugados bajo las
mismas condiciones no dio como resultado la produccion de ningin producto de amplificacion de longitud intermedia
(carril 5, Figura 39). Para confirmar aun mas la falta de mezcla (pérdida) de asociaciones de etiquetas (informacion
codificada) en estos productos de amplificacion, se clonaron y secuenciaron los productos de amplificacion
derivados de la mezcla coamplificada de TKR_S y TKR_L. Estos datos de secuencia confirmaron la falta completa
de mezcla de los pares de etiquetas modelo en los productos de amplificacion derivados de los conjugados
coamplificados (Figura 40).

Ejemplo 13

Amplificacién por PCR de ADNc derivado de etiquetas conjugadas con doble click ilegibles usando recombinacién
mediada por homologia repetida en solucion libre para modelar la lectura de un par de eventos de etiquetado

Dos conjugados, 2_cl_S y 2_cl_L (Figura 41), cada uno con dos enlaces de conjugacion click ilegibles, cada uno
flanqueado por diferentes secuencias de repeticion de 12 mer (GAAGGCGTTATG-click-GAAGGCGTTATG) y
(GGAATGAACAGG-click-GGAATGAACAGG), respectivamente, se prepararon en un procedimiento de dos etapas
similar al descrito en el Ejemplo 10.

En primer lugar, se realizé una conjugacién utilizando una reaccion click libre de cobre basada en ciclooctina entre
TKR_central:  /5'hexinilo/GGAATGAACAGGGTAAGCTGGAGTGAAGGCGTTATG/3azidaN/(IDT) 'y, o  bien
TKR_DBCO_S: (DBCO) GAAGGCGTTATGTCCGTACTCTTGCAATCGGGTGCTATGCTT o TKR_DBCO_L (DBCO)
GAAGGCGTTATGTGATATCCGTGGTGTCGTGAGTTCCAATCGGGTGCTATGCTT. Ambos oligonuclettidos que
contienen DBCO se obtuvieron de Biosearch (CA), DBCO es la modificacién de 5'-dibenzo-ciclooctileno para la cual
esta disponible el reactivo de fosforamidita a través de Glen Research (VA)). Los productos de estas conjugaciones
se denominaron TKR_S_N3 y TKR_L_Ns respectivamente.

En segundo lugar, se realizd una conjugacién entre los productos de las primeras conjugaciones, TKR_S_Ns y
TKR_L_Ns, usando una reaccion click catalizada por Cu (l). Los conjugados resultantes, TKR_2_click_S vy
TKR_2_click_L (Figura 41) se purificaron usando electroforesis en un gel de poliacrilamida y urea TBE/8M al 10% y
se analizaron por LCMS (Thermo) revelando los pesos moleculares esperados para TKR_2_click_ S 38.578,1 Da
(calculado 38.560,4 Da), y para TKR_2_click_L 49,913.3 Da (calculado 49.916,7 Da) (Figura 41).

Los dos conjugados se diluyeron cada uno hasta 1 nM y se usaron para la generacion de ADNc mediada por
recombinacion dependiente de la repeticion/amplificacion por PCR con (exo-)polimerasa Deep Vent (NEB). Para la
amplificacion, el cebador directo TGCGGTCTAACTGTCTA vy el cebador inverso AAGCATAGCACCCGATT (ADN
IDT) se usaron 5 pL de regulador Thermopol 10x; 2,5 uL de una solucién de 10 yM de cada cebador directo e
inverso; 2,5 uL de mezcla dNTP 10 mM (NEB); 40 pM de concentracién final ya sea del conjugado o su mezcla 1:1,
2,5 uL de (exo-) polimerasa Deep Vent y agua hasta 50 pL. La reaccion se ciclé térmicamente 22 veces de la
siguiente manera: 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 52°C y 60 segundos a 72°C. Los productos de amplificacién
se visualizaron en minigeles de agarosa al 4% (Invitrogen).

La generacién de ADNc mediada por recombinacion dependiente de la repeticion de (exo-)polimerasa Deep
Vent/reaccién de amplificacién por PCR produjo grandes cantidades de amplicon derivado de cada conjugado
amplificado por separado (carriles 3 y 4, Figura 42). La amplificacion de la mezcla de los conjugados en las mismas
condiciones no dio como resultado la produccién de ningin producto de amplificacion de longitud intermedia (carril 5,
Figura 42). Para confirmar aun mas la falta de mezcla (pérdida) de asociaciones de etiquetas (informacion
codificada) en estos productos de amplificacion, se clonaron y secuenciaron los productos de amplificacion
derivados de la mezcla coamplificada de TKR_2_click_S y TKR_2_click_L. Estos datos de secuencia confirmaron la
ausencia completa de mezcla de los pares de etiquetas modelo en los productos de amplificacion derivados de los
conjugados coamplificados (Figura 43).
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REIVINDICACIONES
1. Un complejo que comprende:
(i) una entidad quimica que comprende una o mas andamios o uno o mas bloques de construccion;

(i) una primera etiqueta de oligonucleétido que codifica la identidad de al menos uno de dichos uno o mas andamios
o bloques de construccion; y

(i) una cabeza de dominio que tiene un primer grupo funcional y un segundo grupo funcional,

en el que dicho primer grupo funcional se asocia operativamente con dicha entidad quimica y dicho segundo grupo
funcional se asocia operativamente con dicha primera etiqueta a través de un primer enlace, en el que dicho primer
enlace es un oligonucledtido de entrecruzamiento que comprende un cianovinilcarbazol que abarca la unién entre
dos etiquetas adyacentes y que se asocia operativamente con dichas dos etiquetas adyacentes a través de uno o
mas grupos correactivos reversibles.

2. Un complejo que comprende:
(i) una entidad quimica que comprende uno 0 mas andamios o uno o mas bloques de construccion;

(ii) n numero de etiquetas de oligonucleotidos que tienen n-1 enlazas, en los que n es un nimero entero entre 1y 10,
y en el que cada uno de dichos enlaces esta entre dos etiquetas adyacentes y cada etiqueta codifica la identidad de
al menos uno de dichos uno 0 mas andamios o blogues de construccién; y

(iii) una cabeza de dominio que tiene un primer grupo funcional operativamente asociado con dicha entidad quimica
y un segundo grupo funcional operativamente asociado con al menos uno de dicho n niUmero de etiquetas a través
de un primer enlace,

en el que al menos uno de dichos primer enlace y n-1 enlaces es un oligonucleétido de entrecruzamiento que
comprende un cianovinilcarbazol que abarca la union entre dos etiquetas adyacentes y que se asocia
operativamente con dichas dos etiquetas adyacentes a través de uno o mas grupos correactivos reversibles.

3. El complejo de la reivindicacién 1 o 2, en el que una o mas etiquetas comprenden un conector 5' en el extremo 5'
de dichas una o mas etiquetas y un conector 3' en el extremo 3' de dichas una o mas etiquetas.

4. El complejo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que al menos un grupo fotorreactivo esta
presente en un conector 5' en o cerca del extremo 5' de dicha etiqueta y/o en un conector 3' en o cerca del terminal
3' de dicha etiqueta, incluso mas preferiblemente en el que la secuencia de al menos uno de dicho conector 5' es
complementario a la secuencia del conector 3' adyacente o es idéntica o suficientemente similar para permitir la
hibridaciéon con el mismo oligonucleétido complementario en cualquier lado de la unién en eventos de hibridacion
separados.

5. El complejo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicha entidad quimica esta operativamente
asociada a dicha cabeza de dominio a través de un espaciador bifuncional, preferiblemente en el que dicha entidad
quimica esta unida covalentemente a dicha cabeza de dominio.

6. El complejo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicha cabeza de dominio comprende un
oligonucledtido seleccionado del grupo que consiste en un oligonucleétido de doble cadena, un oligonucleétido de
cadena sencilla, o un oligonucledtido de horquilla, preferiblemente en el que dicha cabeza de dominio comprende
una region de union al cebador.

7. El complejo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende ademas una o mas primera o primeras
etiquetas identificadoras de bibliotecas, etiqueta o etiquetas de uso y/o etiqueta o etiquetas de origen,
preferiblemente en el que dicho complejo comprende entre 2 a 20 etiquetas, mas preferiblemente en el que cada
una de dichas etiquetas comprende de 5 a 75 nucledtidos, lo méas preferiblemente en el que cada una de dichas
etiquetas dentro de un conjunto de etiquetas individuales comprende aproximadamente la misma masa.

8. El complejo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicho complejo comprende ARN, ADN, ADN
modificado y/o ARN modificado, preferiblemente en el que dicho ADN modificado o ARN modificado es PNA, LNA,
GNA, TNA o una mezcla de los mismos dentro del mismo oligonucleétido.

9. El complejo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que comprende adicionalmente una cola de dominio.
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10. Una biblioteca que comprende uno o mas complejos de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, preferiblemente
en la que dicha biblioteca comprende una pluralidad de cabezas de dominio, mas preferiblemente en la que cada
cabeza de dominio de dicha pluralidad de cabezas de dominio comprende una regiéon de secuencia idéntica y una
region de codificacion diferente incluso mas preferiblemente en la que dicha region de secuencia idéntica es una
region de union al cebador, incluso mas preferiblemente en la que dicha regién de codificacion diferente es una
primera etiqueta que codifica para el uso de la biblioteca, origen de la biblioteca, identidad de la biblioteca, historia
de la biblioteca, un enlace, un espaciador o adicién de un primer componente; o una secuencia de oligonucleotidos
que facilita las tecnologias de hibridacién, amplificacion, clonacién o secuenciacion, incluso mas preferiblemente en
la que dicha biblioteca comprende entre aproximadamente 102 a 102° complejos, mas preferiblemente en la que
cada complejo es diferente.

11. Un método para etiquetar una primera biblioteca que comprende una entidad quimica codificada, comprendiendo
dicho método:

(a) proporcionar una cabeza de dominio que tiene un primer grupo funcional y un segundo grupo funcional;

(b) unir dicho primer grupo funcional de dicho cabeza de dominio a un primer componente de dicha entidad quimica,
en el que dicha cabeza de dominio esta conectada directamente a dicho primer componente o dicha cabeza de
dominio esta conectado indirectamente a dicho primer componente mediante un espaciador bifuncional; y

(¢) unir dicho segundo grupo funcional de dicha cabeza de dominio a una primera etiqueta de oligonucleétido a
través de un primer enlace para formar un complejo;

en el que dichas etapas (b) y (c) pueden realizarse en cualquier orden y en el que dicha primera etiqueta codifica la
reaccion de unién de dicha etapa (b), proporcionando de ese modo una biblioteca etiquetada, preferiblemente en el
que dicho método comprende adicionalmente

(d) unién de un nimero nc de componentes adicionales de dicha entidad quimica, en la que nc es un nimero entero
entre 1y 10;y

(e) union de un numero n: de etiquetas de oligonucleétidos adicionales que tienen nt enlaces para formar un
complejo, en la que nt es un entero entre 1 y 10 y en la que cada uno de dichos enlaces esta entre dos etiquetas
adyacentes y cada etiqueta codifica la identidad de al menos uno de dichos componentes;

en el que al menos uno de dicho primer enlace y dichos n-1 enlaces y son un oligonucleétido de entrecruzamiento
que comprende un cianovinilcarbazol que abarca la uniéon entre dos etiquetas adyacentes y que se asocia
operativamente con dichas dos etiquetas adyacentes a través de uno 0 mas grupos correactivos reversibles; y

en el que dichas etapas (d) y (e) pueden realizarse en cualquier orden y en el que cada etiqueta adicional codifica la
reaccién de unién de cada componente adicional de dicha etapa (d).

12. Un método para detectar una pluralidad de entidades quimicas, comprendiendo dicho método:

(a) poner en contacto un objetivo con un complejo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 y/o una biblioteca de la
reivindicaciéon 10;y

(b) seleccionar uno o mas complejos que tienen una caracteristica predeterminada para dicho objetivo, en
comparacién con un control, detectando de ese modo dicha entidad quimica, preferiblemente en el que dicha
caracteristica predeterminada comprende una mayor unién para dicho objetivo, en comparacion con un control, mas
preferiblemente en el que antes de la etapa (a), se realizan una o mas operaciones, seleccionandose dichas
operaciones de la lista que consiste en: hibridar uno o mas cebadores de relevo con dicho complejo, en la que
dichos uno o mas cebadores de relevo abarcan dicho primer enlace y/o n-1 enlaces; extender dichos cebadores de
relevo usando una polimerasa para producir fragmentos de oligonucleétidos; y ligar dichos fragmentos de
oligonucleétidos para producir una plantilla.

13. Un método para determinar la secuencia de nucleétidos de un complejo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a
9, comprendiendo dicho método:

(a) hibridacién de uno o mas cebadores de relevo con dicho complejo, en el que dichos uno o mas cebadores de
relevo abarcan dicho primer enlace y/o n-1 enlaces;

(b) extender dichos cebadores de relevo usando una polimerasa para producir fragmentos de oligonucleétidos;
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(c) ligar dichos fragmentos de oligonucleétidos para producir una plantilla;

(d) amplificar opcionalmente dicha plantilla mediante reaccién en cadena de la polimerasa para producir una mezcla
amplificada; y

(e) secuenciar dicha mezcla opcionalmente amplificada para determinar la secuencia de dicho complejo.

14. Un método para determinar la secuencia de nucleétidos de un complejo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a
9, comprendiendo dicho método:

(a) proporcionar dicho complejo que comprende el enlace quimico, en el que dicho enlace quimico es un
oligonucledtido de entrecruzamiento que abarca la unién entre dos etiquetas adyacentes y que se asocia
operativamente con dichas dos etiquetas adyacentes a través de uno 0 mas grupos correactivos reversibles;

(b) liberar dicho oligonucleétido de entrecruzamiento para producir una plantilla;

(c) amplificar opcionalmente dicha plantilla mediante reaccion en cadena de la polimerasa para producir una mezcla
amplificada; y

(d) secuenciar dicha mezcla opcionalmente amplificada para determinar la secuencia de dicho complejo, en el que el
método incluye ligar las etiquetas usando un proceso quimico o un proceso enzimatico antes de la etapa (b).
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