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DESCRIPCIÓN

Nanoinformadores estables

Referencia cruzada

Antecedentes de la invención

Aunque todas las células en el cuerpo humano contienen el mismo material genético, los mismos genes no están 5
activos en todas esas células. Las alteraciones en los patrones de expresión génica pueden tener profundos efectos 
sobre las funciones biológicas. Estas variaciones en la expresión génica pueden ser el núcleo de procesos 
fisiológicos y patológicos alterados. Por lo tanto, identificar y cuantificar la expresión de genes en las células puede 
ayudar al descubrimiento de nuevos objetivos terapéuticos y de diagnóstico.

Hasta la fecha, existen varias técnicas disponibles que permiten la detección del nivel de expresión de múltiples 10
genes en una muestra compleja a la vez. La mayoría de estas tecnologías emplean chips de ADN, dispositivos que 
consisten en miles de secuencias de ADN inmovilizadas presentes en una superficie miniaturizada que han hecho 
que este proceso sea más eficiente. Desafortunadamente, a pesar de la miniaturización de los formatos de chips, 
este método todavía requiere cantidades significativas de la muestra biológica. Sin embargo, en varios casos, tales 
como biopsias de tejidos enfermos o muestras de un tipo celular particular, la muestra biológica tiene un suministro 15
limitado. Además, la cinética de hibridación en la superficie de un chip es menos eficiente que la hibridación en 
pequeñas cantidades de solución acuosa. Además, aunque existen métodos para estimar la cantidad de ácido 
nucleico presente en una muestra basada en el resultado de hibridación de chips, la tecnología de chips hasta ahora 
no permite la detección de moléculas objetivo a nivel individual, ni hay métodos basados en chips para cuantificar 
directamente la cantidad de molécula objetivo en una muestra dada.20

Fortina P et al. "Digital mRNA Profiling" Nature Biotechnology, vol. 25, no. 3, 1 de marzo de 2008 presenta y resume 
los hallazgos de Geiss et al. Nature Biotechnology, vol. 26, no. 3, marzo de 2008. Geiss et al., describen el sistema 
de expresión génica NanoString nCounter®, que consiste en ADN de M13 de cadena sencilla linealizado, 
denominado cadena principal. Los documentos WO-A2-2007/139766 y WO-A2-2007/076128 proporcionan datos 
experimentales relacionados con nanoinformadores que tienen una cadena principal basada en ADN de M13 25
linealizado.

Por lo tanto, existe una necesidad de detección, identificación y cuantificación precisa y sensible de moléculas 
objetivo en mezclas complejas.

Sumario de la invención

Esta divulgación se refiere generalmente al campo de la detección, identificación y cuantificación de moléculas 30
objetivo en una muestra e incluye nanoinformadores mejorados y estables, y poblaciones de estos 
nanoinformadores, con base en parte en ciertas características de diseño en las secuencias de polinucleótidos de 
las cadenas principales de nanoinformadores y secuencias complementarias de polinucleótidos unidas a las 
mismas.

En un primer aspecto de la invención, se proporciona una composición que comprende35

(a) una primera sonda nanoinformadora etiquetada de manera única que comprende: (i) una región específica de un 
objetivo único; (ii) una región que comprende un único nanoinformador designado en donde dicho nanoinformador 
comprende una cadena principal de ácido nucleico de diseño único de cadena sencilla, comprendiendo dicha 
cadena principal una pluralidad de regiones de fijación de la etiqueta diseñadas covalentemente unidas entre sí en 
una combinación lineal única, en donde cada región de fijación de la etiqueta de cada cadena principal se selecciona 40
individualmente y es diferente de las otras regiones de fijación de la etiqueta en esa misma cadena principal, donde 
las regiones de fijación de la etiqueta se seleccionan de una población de secuencias de polinucleótidos diseñadas 
racionalmente, en donde la secuencia de polinucleótidos se hibrida con una secuencia complementaria de 
polinucleótidos que tiene unida a la misma una o más moléculas detectables, en donde cada región de fijación de la 
etiqueta tiene un contenido de G/C de aproximadamente 50%, y la secuencia complementaria de polinucleótidos45
tiene una relación de G/C de al menos aproximadamente 1/1 o aproximadamente 3/2, en donde cada 
nanoinformador tiene una señal detectable que la distingue de otros nanoinformadores en dicha composición; y (b) 
una segunda sonda que comprende (i) una región que se une selectivamente a la molécula objetivo y en un sitio 
diferente de la región específica objetivo única de la primera sonda; y (ii) una etiqueta de afinidad.

En un segundo aspecto de la invención, se proporciona un método para determinar la presencia de al menos una 50
molécula objetivo en una muestra, que comprende: (1) formar al menos un complejo molecular que comprende: (a) 
al menos una molécula objetivo; (b) al menos una sonda que comprende i) una región específica objetivo única; y ii) 
una región que comprende un nanoinformador diseñado único, en donde dicho nanoinformador comprende una 
cadena principal de ácido nucleico de diseño único de cadena sencilla, comprendiendo dicha cadena principal una 
pluralidad de regiones de fijación de la etiqueta unidas covalentemente entre sí en una combinación lineal única; en 55
donde cada región de fijación de la etiqueta se selecciona individualmente y es diferente de las otras regiones de 
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unión seleccionadas de la etiqueta en la cadena principal; en donde cada región de fijación de la etiqueta se hibrida 
con una secuencia complementaria de polinucleótidos que tiene unidas a la misma una o más moléculas 
detectables; en donde las regiones de fijación de la etiqueta se seleccionan de una población de secuencias de 
polinucleótidos diseñadas racionalmente; en donde cada secuencia complementaria de polinucleótidos ha designado 
una molécula detectable específica; en donde cada región de fijación de la etiqueta tiene un contenido de G/C de 5
aproximadamente 50%, y la secuencia complementaria de polinucleótidos tiene una relación de G/C de al menos 
aproximadamente 1/1; y (c) una segunda sonda que comprende: (i) una región que se une selectivamente a la 
molécula objetivo y en un sitio diferente de la región específica objetivo única de la primera sonda; y (ii) una etiqueta 
de afinidad; y (2) contar individualmente la presencia de uno o más complejos moleculares o al menos parte de 
dicho al menos un complejo molecular para determinar la presencia de dicha al menos una molécula objetivo en la 10
muestra.

Las realizaciones preferidas de la invención son cualquiera de sus diversos aspectos que se describen a 
continuación o como se define en las reivindicaciones dependientes.

También se proporciona una población de sondas nanoinformadoras etiquetadas de forma única, donde cada sonda 
nanoinformadora comprende: i) una región específica objetivo única; y ii) una región que comprende un 15
nanoinformador diseñado único, donde el nanoinformador comprende una cadena principal de ácido nucleico de 
cadena sencilla, comprendiendo la cadena principal una pluralidad de regiones de fijación de la etiqueta unidas 
covalentemente entre sí en una combinación lineal única, donde las regiones de fijación de la etiqueta se 
seleccionan de una población de secuencias de polinucleótidos diseñadas, donde cada secuencia de polinucleótidos
se hibrida con una secuencia complementaria de polinucleótidos que tiene unidas a la misma una o más moléculas 20
detectables; donde cada secuencia complementaria de polinucleótidos ha designado una molécula detectable 
específica; y donde cada nanoinformador tiene una señal detectable que lo distingue de otros nanoinformadores en 
dicha población. Cada región de fijación de la etiqueta de cada cadena principal puede ser diferente de las otras 
regiones de fijación de la etiqueta en esa misma cadena principal. Cada una de las sondas nanoinformadoras puede 
comprender además una región constante, en donde la región constante comprende una pluralidad de secuencias 25
repetidas de nucleótidos. La población de sondas nanoinformadoras puede comprender dos o más sondas 
nanoinformadoras.

También se proporcionan métodos para determinar la presencia de al menos una molécula objetivo en una muestra, 
que comprende: (1) formar al menos un complejo molecular que comprende: (a) al menos una molécula objetivo, y 
(b) al menos uno sonda que comprende una región específica objetivo única y una región que comprende un 30
nanoinformador diseñado único, en donde dicho nanoinformador comprende una cadena principal de ácido nucleico 
de cadena sencilla, comprendiendo la cadena principal una pluralidad de regiones de fijación de la etiqueta unidas 
covalentemente entre sí en una combinación lineal única, en donde cada región de fijación de la etiqueta se hibrida 
con una secuencia complementaria de polinucleótidos que tiene fijadas a la misma una o más moléculas 
detectables, en donde cada secuencia complementaria de polinucleótidos ha designado una molécula detectable 35
específica; e individualmente contar la presencia de uno o más complejos moleculares o al menos parte de al menos 
un complejo molecular para determinar la presencia de dicha al menos una molécula objetivo en la muestra. El 
porcentaje de conteos moleculares válidos del complejo molecular puede ser mayor que aproximadamente 12,5%. 
Los números de conteos pueden ser al menos dos veces superiores a los conteos que se obtienen cuando se usa 
una sonda nanoinformadora que comprende ADN de M13. Un nanoinformador que comprende ADN de M13 puede 40
comprender una cadena principal de cadena sencilla que comprende una pluralidad de regiones de ADN de M13
unidas covalentemente entre sí, en donde cada región se hibrida con una secuencia complementaria de 
polinucleótidos que tiene fijadas a la misma una o más moléculas detectables.

En los métodos y la composición, los números de conteos pueden estar por encima del valor base de cada complejo 
molecular después de que la normalización de la muestra sea al menos dos veces mayor cuando se compara con 45
una sonda nanoinformadora que comprende ADN de M13. La Tm de las secuencias complementarias de 
polinucleótidos cuando se hibridan con sus regiones de fijación de la etiqueta puede ser de aproximadamente 80ºC o 
más. La temperatura de fusión (Tm) de las secuencias complementarias de polinucleótidos cuando se hibrida con 
sus regiones de fijación de la etiqueta puede ser mayor que la Tm de secuencias complementarias de 
polinucleótidos al ADN de M13 cuando se hibrida con la sonda nanoinformadora que comprende ADN de M13.50

Los métodos pueden comprender además la determinación de la presencia de una pluralidad de moléculas objetivo
mediante un método que comprende formar complejos moleculares de pluralidad, comprendiendo cada complejo (a) 
al menos una molécula objetivo y (b) al menos una sonda que comprende un objetivo único región específica y una 
región que comprende un nanoinformador diseñado único, donde cada nanoinformador comprende una cadena 
principal de ácido nucleico de cadena sencilla, comprendiendo la cadena principal una pluralidad de regiones de 55
fijación de la etiqueta unidas covalentemente entre sí en una combinación lineal única, en donde cada región de 
fijación de la etiqueta se hibrida con una secuencia complementaria de polinucleótidos que tiene unidas a la misma 
una o más moléculas detectables, y en donde cada sonda comprende una región nanoinformadora diferente. 
Preferiblemente, se determina la presencia de al menos 5, 10, 20, 30, 50, 100, 200, 300 o 500 moléculas objetivo
diferentes. Preferiblemente, la molécula objetivo es un ácido nucleico. Preferiblemente, el ácido nucleico comprende 60
al menos una mutación hereditaria, al menos una mutación somática, al menos un polimorfismo de un solo 
nucleótido (SNP), al menos una mutación puntual, al menos una mutación por eliminación, al menos una mutación 
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por inserción, al menos una translocación cromosómica, o combinaciones de los mismos. Preferiblemente, la 
molécula objetivo es un indicador de diagnóstico.

También se proporciona una sonda nanoinformadora etiquetada de forma única que comprende: i) una región 
específica objetivo única; y ii) una región que comprende una pluralidad de regiones de unión diseñadas de la 
etiqueta covalentemente unidas entre sí en una combinación lineal, donde cada región de fijación de la etiqueta5
comprende aproximadamente 800 a 1.300 bases nucleotídicas y tiene un contenido de G/C de aproximadamente 
50%, en donde cada región de fijación de la etiqueta seleccionada es diferente de las otras regiones de unión 
seleccionadas de la etiqueta, y en donde cada región de fijación de la etiqueta se hibrida con una secuencia 
complementaria de polinucleótidos que tiene unidas una o más moléculas detectables, en donde la secuencia 
complementaria de polinucleótidos tiene una relación de G/C de al menos 1/1. La secuencia complementaria de 10
polinucleótidos puede tener una relación de G/C de aproximadamente 3/2. La sonda nanoinformadora puede 
comprender además una región constante, donde la región constante comprende una pluralidad de secuencias 
repetidas de nucleótidos.

En los métodos y composiciones descritos en la presente memoria, la región de fijación de la etiqueta puede 
comprender aproximadamente 800 a 1.300 bases nucleotídicas y tiene un contenido de G/C de aproximadamente 15
50% y la secuencia complementaria de polinucleótidos tiene una relación de G/C de aproximadamente 1/1. La 
secuencia complementaria de polinucleótidos puede tener una relación de G/C de aproximadamente 3/2. Los 
ejemplos de plantillas que pueden usarse para generar las regiones de fijación de la etiqueta descritas en la 
presente memoria incluyen, pero no están limitadas a, secuencias seleccionadas del grupo que consiste en las SEQ 
ID NOS: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 y 24.20

En los métodos y composiciones, las regiones de fijación de la etiqueta pueden comprender un contenido similar de 
adenina. Las bases de adenina pueden estar separadas al menos en un promedio de cada 8 a 16 bases 
nucleotídicas. Las regiones de fijación de la etiqueta pueden comprender un patrón repetido regularmente de bases 
de adenina. Preferiblemente, las bases de adenina están separadas aproximadamente cada 8 a 16 bases 
nucleotídicas. Preferiblemente, las regiones de fijación de la etiqueta comprenden un contenido de timina de 25
aproximadamente 35-45%.

En algunos métodos y composiciones, la secuencia complementaria de polinucleótidos comprende una secuencia 
de polinucleótidos de ARN. La secuencia de polinucleótidos de ARN puede comprender al menos una base de 
uracilo modificada con aminoalilo. La molécula detectable en la secuencia complementaria de polinucleótidos se 
puede unir a la base de uracilo modificado con aminoalilo. La secuencia de polinucleótidos de ARN puede 30
comprender una pluralidad de bases de uracilo modificadas con aminoalilo que están separadas aproximadamente 
un promedio de cada 8 a 16 bases en dicha secuencia de polinucleótidos de ARN. Preferiblemente, la molécula 
detectable está unida a cada una de las bases de uracilo modificadas con alilo.

En algunas composiciones y métodos, las moléculas detectables son colorantes fluorescentes.

También se proporcionan métodos para preparar al menos un nanoinformador etiquetado de forma única que 35
comprende: i) combinar una pluralidad de la región de fijación de la etiqueta que comprende cada una 
aproximadamente 800 a 1.300 bases nucleotídicas y un contenido de G/C de aproximadamente 50%, en donde 
cada región de fijación seleccionada de la etiqueta es diferente de las otras regiones de unión seleccionadas de la 
etiqueta, ii) unir covalentemente la pluralidad de regiones de fijación de la etiqueta entre sí en combinación lineal; y 
iii) hibridar una secuencia complementaria de polinucleótidos con dicha región de fijación de la etiqueta, en donde40
dicha secuencia complementaria de polinucleótidos está unida a la misma con una o más moléculas detectables. 
Los métodos pueden comprender además preparar una sonda nanoinformadora etiquetada uniendo el 
nanoinformador etiquetado a una región específica objetivo. Preferiblemente, la secuencia complementaria de 
polinucleótidos tiene una relación de G/C de al menos 1/1.

También se proporcionan kits para preparar al menos un nanoinformador etiquetado de forma única que comprende: 45
a) al menos tres regiones de fijación de la etiqueta que comprenden cada una aproximadamente 800 a 1.300 bases 
nucleotídicas, un contenido de G/C de aproximadamente 50%; y b) al menos tres secuencias complementarias de 
polinucleótidos que tienen unida a la misma una molécula detectable, en donde las secuencias complementarias de 
polinucleótidos tienen una relación de G/C de al menos 1/1. Preferiblemente, los kits comprenden además al menos 
tres sondas específicas para el objetivo.50

También se pueden proporcionar kits que comprenden una población de nanoinformadores como se describe en la 
presente memoria e instrucciones para su uso.

Breve descripción de los dibujos

Las nuevas características de la invención se exponen con particularidad en las reivindicaciones adjuntas. Se 
obtendrá una mejor comprensión de las características y ventajas de la presente invención haciendo referencia a la 55
siguiente descripción detallada y a los dibujos adjuntos, de los cuales:

La Figura 1 es una ilustración esquemática de un nanoinformador dual con un código del nanoinformador de 6 

E16194404
16-08-2018ES 2 684 317 T3

 



5

posiciones, que utiliza una sonda de captura y un único componente nanoinformador de 6 posiciones. La flecha es 
ilustrativa de una etiqueta de afinidad, que se incluye opcionalmente y que se puede usar para purificar el 
nanoinformador o inmovilizar el nanoinformador (o complejo de nanoinformador-molécula objetivo) con el fin de 
obtener imágenes.

Figuras 2A-2E: la Figura 2A es una ilustración esquemática del experimento mostrado en las Figuras 2B y 2C. En 5
este caso, el diamante representa la biotina que se usó para unir el complejo por un extremo a la superficie antes del 
estiramiento. Las Figuras 2B y 2C muestran imágenes de experimentos en los que se hibridaron la sonda de captura 
S2-A, el nanoinformador etiquetado con S2-B y el ADN objetivo S2 (Figura 2B) o el ARN objetivo S2 (Figura 2C). La 
Figura 2E muestra un primer plano de complejos de nanoinformadores de la Figura 2B, conteniendo cada uno sonda 
de captura S2-A, un nanoinformador etiquetado con S2-B y ADN objetivo S2. La Figura 2D muestra una imagen de 10
un experimento de control negativo, en donde la sonda de captura S2-A, el nanoinformador etiquetado con S2-B y el 
ARN objetivo S2 no se hibridaron.

Figuras 3A-3B: Muestran un nanoinformador etiquetado (basado en ácido nucleico) con una etiqueta de afinidad, A1, 
en un extremo. En la Figura 3, el nanoinformador etiquetado se inmoviliza mediante la unión de A1 a un compañero 
de afinidad inmovilizado. El otro extremo del nanoinformador está en solución (Figura 3A), pero puede inmovilizarse 15
mediante hibridación con un oligonucleótido complementario que contiene otra etiqueta de afinidad (A2) utilizada 
para inmovilizar el nanoinformador (Figura 3B). A1 y A2 pueden ser iguales, por ejemplo, biotina, para la 
inmovilización sobre una superficie recubierta de avidina o estreptavidina. Tras la inmovilización de A1, el 
nanoinformador puede estirarse, o "alargarse" como se representa en la Figura 3, por ejemplo, mediante 
contracción-relajación eléctrica, para la separación de las regiones de fijación de la etiqueta de una manera que 20
permita la detección del código del nanoinformador. Opcionalmente, mientras el nanoinformador está en un estado 
alargado, A2 se introduce y une el extremo del nanoinformador que es complementario a A2 bajo la superficie.

Figuras 4A-4C. La Figura 4A ilustra la inmovilización de un extremo de una molécula de ADN en un dispositivo 
microfluido; La Figura 4B ilustra la extensión del ADN en un campo eléctrico; y la Figura 4C ilustra la inmovilización 
selectiva de un segundo extremo de la molécula de ADN extendida mediante etiquetas de afinidad introducidas en el 25
dispositivo después del alargamiento.

La Figura 5 muestra la detección de IL-8 en la misma muestra usando los sistemas nanoinformadores DV1 y M13. 
Los datos se recogieron de experimentos realizados de acuerdo con el Ejemplo 4.

La Figura 6 muestra una comparación de los sistemas DV1 y M13 en la medición de la expresión de 40 genes en 
dos muestras. Los datos se recogieron de dos experimentos representativos realizados de acuerdo con el Ejemplo 30
4.

La Figura 7 muestra la detección de la expresión de GusB. En este experimento, se usaron bibliotecas de M13 y 
DV1 que contenían 148 sondas idénticas para medir los niveles de expresión génica en 26 muestras de ARN de 
ratón. Se observó un aumento promedio de 6 veces para el número absoluto de conteos medidos por los 
informadores DV1 en comparación con los informadores M13. Los datos se recogieron de experimentos 35
representativos realizados de acuerdo con el Ejemplo 5.

La Figura 8 muestra un gráfico de "informadores válidos", que se refiere a cadenas de puntos que pueden ser 
interpretados por el software de análisis de imágenes como un informador "contable". Los resultados se describen 
como un porcentaje del número total de eventos vinculantes en un campo de visión. Un porcentaje 
significativamente mayor de los informadores DV1 son contables, en este experimento conduce a una ganancia de 3 40
veces en los datos (de 12,5% a 38%).

La Figura 9 muestra la secuencia de polinucleótidos de un vector plasmídico que puede utilizarse para clonar, 
propagar, y generar las cadenas principales de nanoinformador de cadena sencilla de la presente invención.

La Figura 10 muestra las secuencias de polinucleótidos de dos plantillas que se utilizaron en los experimentos de 
optimización del colorante para generar cadenas principales de nanoinformadores de cadena sencilla (véase el 45
Ejemplo 6). En estas secuencias de plantilla, la base repetida regularmente es timina, que tras la transcripción 
produce una cadena principal de nanoinformador de cadena sencilla complementaria que tiene adenina como la 
base repetida regularmente. La Figura 10A muestra la secuencia de polinucleótidos de una plantilla que tiene una 
base regularmente repetida aproximadamente cada 8 nucleótidos. La Figura 10B muestra la secuencia de 
polinucleótidos de una plantilla que tiene una base repetida regularmente aproximadamente cada 10 nucleótidos.50

La Figura 11 muestra las secuencias de polinucleótidos de dos plantillas que se utilizaron en los experimentos de 
optimización del colorante para generar cadenas principales de nanoinformadores de cadena sencilla (véase el 
Ejemplo 6). La Figura 11A muestra la secuencia de polinucleótidos de una plantilla que tiene una base regularmente 
repetida aproximadamente cada 12 nucleótidos. La Figura 11B muestra la secuencia de polinucleótidos de una 
plantilla que tiene una base regularmente repetida aproximadamente cada 14 nucleótidos.55

La Figura 12 muestra las secuencias de polinucleótidos de dos plantillas que se utilizaron en los experimentos de 
optimización del colorante para generar cadenas principales de nanoinformadores de cadena sencilla (véase el 
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Ejemplo 6). La Figura 12A muestra la secuencia de polinucleótidos de una plantilla que tiene una base regularmente 
repetida  aproximadamente cada 16 nucleótidos. La Figura 12B muestra la secuencia de polinucleótidos de una 
plantilla que tiene una base regularmente repetida aproximadamente cada 24 nucleótidos.

Descripción detallada de la invención

La presente divulgación proporciona composiciones y métodos para la detección y cuantificación de moléculas 5
objetivo individuales en muestras biomoleculares. En particular, la divulgación proporciona nanoinformadores 
estables que son capaces de unirse a moléculas objetivo individuales, y proporcionan una detección mejorada de 
moléculas objetivo. A través de los códigos de etiqueta de los nanoinformadores, la unión de las sondas 
nanoinformadoras a las moléculas objetivo da como resultado la identificación de las moléculas objetivo. También se 
proporcionan métodos para elaborar y usar tales nanoinformadores. Los nanoinformadores se pueden utilizar en una 10
amplia variedad de aplicaciones tales como diagnóstico, pronóstico, control de calidad y aplicaciones de detección.

La divulgación también se refiere a la selección de una biblioteca o población de nanoinformadores diseñados (por 
ejemplo, secuencias sintéticas). Más específicamente, ciertas características de secuencia optimizadas proporcionan 
una estabilidad molecular mejorada de un nanoinformador, así como una detección mejorada cuando el 
nanoinformador se combina con una secuencia específica objetivo. Por ejemplo, los métodos y composiciones 15
proporcionan nanoinformadores que comprenden cadenas principales sintéticas únicas que no producen una 
estructura secundaria y producen un brillo constante.

La presente divulgación de la invención también puede proporcionar una población de nanoinformadores diseñada
(por ejemplo, sintética) en donde dichos nanoinformadores comprenden una pluralidad de diferentes moléculas 
detectables, y en donde la pluralidad de diferentes moléculas detectables en cada nanoinformador tienen una señal 20
detectable que la distingue de otros nanoinformadores en dicha población. Por lo tanto, también se proporciona una 
población de nanoinformadores diseñados con estabilidad molecular mejorada, en donde cada nanoinformador en la 
población tiene una señal detectable que la distingue de otros nanoinformadores en dicha población.

También se proporcionan nanoinformadores que comprenden cadenas principales diseñadas únicas (por ejemplo, 
sintéticas) hibridadas con una secuencia complementaria de polinucleótidos única que tiene unida a la misma una 25
etiqueta detectable. Cada nanoinformador generará una señal única que no cambiará durante el curso de un ensayo 
de detección. Esa es la señal o código de señal único y distinguible asociado con el nanoinformador que 
permanecerá igual durante el curso de un ensayo de detección. En algunas realizaciones, la secuencia 
complementaria de polinucleótidos que tiene unida a la misma la etiqueta detectable puede ser un segmento de 
ARN acoplado con colorante transcrito in vitro que tiene un brillo constante. El brillo constante como se describe en 30
el presente documento se refiere a la fuerza, el tamaño y/o la intensidad de la señal producida por los segmentos de 
ARN acoplados al colorante. Es decir, la fuerza, el tamaño y/o la intensidad de la señal del colorante serán similares 
entre los segmentos de ARN acoplados al colorante que tienen el mismo colorante unido a los mismos. Por ejemplo, 
los segmentos de ARN acoplados al colorante que tienen un colorante de color verde unido a los mismos tendrán 
una señal o señal similar con la misma intensidad y/o brillo. Esto es útil, entre otras cosas, porque permite que un 35
software/algoritmo analizador de imágenes o un usuario defina cómo debe ser un punto de un color particular en 
términos de brillo y tamaño. Además, varios de los colorantes podrían drenar a los canales de los otros colorantes, si
la intensidad de la señal es constante, entonces la señal del drenaje también será consistente, permitiendo así que 
se ignore el drenaje. Además, los ruidos en las imágenes que no se encuentran dentro de los parámetros del punto
se pueden descartar. Como resultado, por ejemplo, se pueden definir estrechamente los parámetros asociados con 40
las señales de los nanoinformadores, lo que permite que el software/algoritmo o el usuario ignoren un mayor 
porcentaje del ruido. Estos proporcionan lecturas más robustas y confiables.

Los nanoinformadores pueden comprender una cadena principal con una disposición de regiones de fijación de la 
etiqueta basadas en nucleótidos, en donde cada región de fijación de la etiqueta tiene una secuencia específica 
designada para una etiqueta específica. En este sistema, la secuencia única de la cadena principal dicta el código 45
de color del nanoinformador. Cada cadena principal se hibridará solo con la secuencia complementaria de 
polinucleótidos a su secuencia, cada una de las cuales tiene una etiqueta específica designada (por ejemplo, color). 
Por lo tanto, cada cadena principal generará solo el código designado, por ejemplo, incluso si la secuencia de 
polinucleótidos se separa de la cadena principal durante el proceso de detección. Si la secuencia de polinucleótidos
en el nanoinformador se separa durante la síntesis o durante un procedimiento de hibridación, solo pueden 50
reemplazarse con una secuencia de polinucleótidos del mismo color, eliminando la posibilidad de etiquetas 
compartidas o intercambiadas. La secuencia complementaria de polinucleótidos que tiene unida a la misma la 
etiqueta detectable puede ser un segmento de ARN acoplado con colorante transcrito in vitro. Preferiblemente, al 
construir un cadena principal de nanoinformador dada a partir de una biblioteca de plantillas de la región de fijación
de la etiqueta basada en polinucleótidos individualmente únicos, a cada región de fijación de la etiqueta se le asigna 55
una etiqueta detectable (por ejemplo, una molécula detectable), y cada región de fijación de la etiqueta dentro de un 
cadena principal dada se selecciona para que sea diferente de las otras regiones de fijación de la etiquetas en esa 
misma cadena principal.

Las secuencias pueden diseñarse para tener una distribución uniforme de una base, permitiendo una distribución 
uniforme de etiquetas acopladas (por ejemplo, flúor) cuando esta base se introduce como un nucleótido modificado 60
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en un ARN o ADN polimerizado in vitro. Las secuencias pueden diseñarse sin repeticiones directas o inversas 
significativas para hacer que los nanoinformadores sean tan desestructurados y únicos como sea posible. Las 
secuencias pueden diseñarse sin ninguna repetición directa o inversa de 9 nucleótidos o más en una secuencia de 
1.100 pares de bases de longitud. Las secuencias pueden diseñarse sin ninguna repetición directa o inversa de 7 
nucleótidos o más a través de cualquier región de 100 pares de bases. Las regiones de fijación de la etiqueta y/o la 5
secuencia complementaria de polinucleótidos pueden comprender un contenido y una relación de G/C particulares.

Ejemplos de plantillas de polinucleótidos que pueden utilizarse para generar estas regiones de fijación de la etiqueta
diseñada se exponen en las secuencias de polinucleótidos de las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 y 24.

Por consiguiente, se proporciona una población de nanoinformadores únicos o sondas nanoinformadoras, cada uno 10
de los cuales comprende un cadena principal única basada en polinucleótidos, en donde cada nanoinformador de la 
población no solo es distinto de los otros nanoinformadores de la población, sino que también tiene estabilidad 
molecular mejorada y una señal detectable que la distingue de otros nanoinformadores en dicha población. Cada 
sonda nanoinformadora puede comprender una pluralidad de regiones de fijación individuales de la etiqueta
diseñada. Cada una de las regiones de fijación de la etiqueta puede ser diferente de las otras regiones de fijación de 15
la etiqueta en ese mismo nanoinformador. Por lo tanto, se proporciona una población más estable de 
nanoinformadores únicos que tienen propiedades de detección mejoradas. Un ejemplo de nanoinformador que tiene 
tales características se describe en la presente memoria, denominado nanoinformador DV1.

Nanoinformadores

Una sonda nanoinformadora completamente ensamblada y etiquetada comprende dos porciones principales, una 20
secuencia específica del objetivo que es capaz de unirse a una molécula objetivo, y un nanoinformador etiquetado 
que proporciona un "código" de señales (el "código del nanoinformador") asociado con la secuencia específica del 
objetivo. Tras la unión de la sonda nanoinformadora a la molécula objetivo, el código del nanoinformador identifica la 
molécula objetivo a la que se une el nanoinformador.

Los nanoinformadores son estructuras modulares. El nanoinformador puede comprender una pluralidad de 25
diferentes moléculas detectables. Un nanoinformador etiquetado puede ser una entidad molecular que contiene 
ciertos elementos básicos: (i) una pluralidad de regiones de fijación únicas de la etiqueta unidas en una combinación 
lineal única particular, y (ii) secuencias complementarias de polinucleótidos unidas a las regiones de fijación de la 
etiqueta de la cadena principal. El nanoinformador etiquetado puede comprender 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o más 
regiones de fijación únicas de la etiqueta unidas en una combinación lineal única particular, y secuencias 30
complementarias de polinucleótidos unidas a las regiones de fijación de la etiqueta de la cadena principal. El 
nanoinformador etiquetado puede comprender 3 o más regiones de fijación únicas de la etiqueta unidas en una 
combinación lineal única particular, y unidas a las regiones de fijación de la etiqueta de la cadena principal. El 
nanoinformador etiquetado puede comprender 6 o más regiones de fijación únicas de la etiqueta unidas en una 
combinación lineal única particular, y secuencias complementarias de polinucleótidos unidas a las regiones de 35
fijación de la etiqueta de la cadena principal. Una sonda nanoinformadora comprende además una secuencia 
específica del objetivo, también unida a la cadena principal.

El término región de fijación de etiqueta incluye una región de secuencia de polinucleótidos definida dentro de una 
cadena principal dada que puede servir como un punto de unión individual para una molécula detectable. Las 
regiones de fijación de la etiqueta pueden comprender secuencias diseñadas. Los ejemplos específicos de 40
secuencias de plantilla definidas de polinucleótidos que pueden utilizarse para generar regiones de fijación de la 
etiqueta de cadena sencilla incluyen las secuencias de plantilla expuestas en las SEQ ID NOS: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 y 24, además de las variantes adecuadas de las mismas (por 
ejemplo, secuencias que tienen 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98% o más, incluidos todos los enteros intermedios, de 
identidad de secuencia). La transcripción de las secuencias de plantilla de las SEQ ID NOS: 1-24 genera regiones 45
de fijación de la etiqueta de cadena sencilla que tienen una secuencia de polinucleótidos que es complementaria a 
las secuencias de las SEQ ID NOS: 1-24.

El nanoinformador de la etiqueta también puede comprender una cadena principal que contiene una región 
constante. El término región constante incluye secuencias repetidas en tándem de aproximadamente 10 a 
aproximadamente 25 nucleótidos que están unidos covalentemente a un nanoinformador. La región constante puede 50
unirse a la región 5' o a la región 3' de un nanoinformador, y puede utilizarse para la captura e inmovilización de un 
nanoinformador para formación de imágenes o detección, tal como mediante la unión a un sustrato sólido de una 
secuencia que es complementaria a la región constante. La región constante puede contener 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 
o más secuencias repetidas en tándem, donde las secuencias repetidas comprenden cada una aproximadamente 8, 
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 o más nucleótidos, incluidos 55
aproximadamente 12-18, 13-17 o aproximadamente 14-16 nucleótidos.

Los nanoinformadores descritos en la presente memoria comprenden secuencias sintéticas diseñadas. Los 
nanoinformadores descritos en la presente memoria pueden proporcionar una mejor consistencia en el brillo de la 
etiqueta. El brillo consistente como se describe en el presente documento se refiere a la fuerza, el tamaño y/o la 
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intensidad de la señal producida por los segmentos etiquetados. Es decir, la fuerza, el tamaño y/o la intensidad de la 
señal de los segmentos etiquetados serán similares entre los segmentos que tienen la misma etiqueta unida a los 
mismos. Como se describió anteriormente, esta consistencia mejorada conduce a datos más sólidos. Un nucleótido 
puede estar separado al menos en un promedio de 8, 9, 10, 12, 15, 16, 20, 30 o 50 bases. Un nucleótido puede 
estar separado al menos un promedio de 8 a 16 bases. Un nucleótido puede estar separado al menos un promedio 5
de 8 bases. Las secuencias pueden contener un patrón de separación muy regular de un residuo de nucleótido (por 
ejemplo, adenina) en la cadena principal. Esto permite un nucleótido complementario regularmente separado en la 
secuencia complementaria de polinucleótidos que tiene unida a la misma una molécula detectable. Por ejemplo, 
cuando las secuencias del nanoinformador contienen un patrón separado muy regularmente de residuos de adenina 
en la cadena principal, cuyo complemento es un patrón regularmente separado de residuos de uridina (U) en 10
segmentos de ARN complementarios, la transcripción in vitro de los segmentos puede realizarse utilizando una base 
de uridina modificada con aminoalilo, que permite el acoplamiento covalente de amina de moléculas de colorante a 
intervalos regulares a lo largo del segmento. Las secuencias pueden contener aproximadamente el mismo número o 
porcentaje de un nucleótido (por ejemplo, adenina) que está separado al menos en un promedio de 8, 9, 10, 12, 15, 
16, 20, 30 o 50 bases en las secuencias. Esto permite un número o porcentajes similares en la secuencia 15
complementaria de polinucleótidos que tienen unida a la misma una molécula detectable. Por lo tanto, las 
secuencias pueden contener un nucleótido que no está separado regularmente pero que está separado al menos en 
un promedio de 8, 9, 10, 12, 15, 16, 20, 30 o 50 bases, el número de nucleótidos en las secuencias pueden variar 
dependiendo del brillo deseado para el nanoinformador. Preferiblemente, el 20%, 30%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o 
100% del nucleótido complementario está acoplado a una molécula detectable. Por ejemplo, cuando las secuencias 20
del nanoinformador contienen un porcentaje similar de residuos de adenina en la cadena principal y la transcripción 
in vitro de los segmentos complementarios se realiza usando una base de uridina modificada con aminoalilo, 20%, 
30%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o 100% de la base de uridina modificada con aminoalilo se puede acoplar a una 
molécula detectable. Alternativamente, la proporción de bases de uridina modificadas con aminoalilo y bases de 
uridina puede cambiarse durante el proceso de transcripción in vitro para lograr el brillo deseado. Por ejemplo, el 25
proceso de transcripción in vitro puede tener lugar en presencia de una mezcla con una relación de 1/1 de uridina 
con respecto a bases de uridina modificadas con aminoalilo, cuando algunas o todas las bases de uridina 
modificadas con aminoalilo se pueden acoplar a una molécula detectable. Por lo tanto, una persona con experiencia 
ordinaria en la técnica comprenderá que hay varios métodos en los que se puede lograr un brillo constante entre los 
nanoinformadores.30

Los nanoinformadores descritos en la presente memoria pueden tener una temperatura de fusión bastante constante 
(Tm). La Tm de las secuencias complementarias de polinucleótidos cuando se hibridan con sus regiones de fijación 
de la etiqueta en los nanoinformadores descritos en la presente memoria puede ser mayor que la Tm de una 
secuencia complementaria de polinucleótidos a una plantilla de ADN de M13 cuando se hibrida con una sonda 
nanoinformadora que comprende el ADN de M13. Sin pretender limitarse a ninguna teoría, la Tm de los 35
nanoinformadores descritos en la presente memoria permite enlaces más fuertes entre la cadena principal del 
nanoinformador y la secuencia complementaria de polinucleótidos que tiene unida a la misma una molécula 
detectable, evitando así la disociación durante los procedimientos de síntesis e hibridación. Además, la Tm 
consistente entre una población de nanoinformadores permite que los procedimientos de síntesis e hibridación estén 
estrechamente optimizados, ya que las condiciones óptimas son las mismas para todos los puntos y posiciones. En 40
algunas realizaciones, las secuencias de los nanoinformadores tienen un 50% de guanina/citosina (G/C), con no 
más de tres G en una fila. Por lo tanto, puede proporcionarse una población de nanoinformadores en la que la Tm 
entre los nanoinformadores de la población sea bastante uniforme. Preferiblemente, se proporciona una población 
de nanoinformadores en los que la Tm de las secuencias complementarias de polinucleótidos cuando se hibridan
con sus regiones de fijación de la etiqueta es de aproximadamente 80ºC, 85ºC, 90ºC, 100ºC o más. También se 45
proporciona una población de nanoinformadores en la que la Tm de las secuencias complementarias de 
polinucleótidos cuando se hibrida con sus regiones de fijación de la etiquetaje es de aproximadamente 80ºC o 
superior.

Los nanoinformadores descritos en la presente memoria pueden tener o no estructuras secundarias mínimas, tales 
como cualquier interacción intramolecular estable de apareamiento de bases (por ejemplo, horquillas). Sin pretender 50
limitarse a ninguna teoría, la estructura secundaria mínima en los nanoinformadores proporciona una mejor 
hibridación entre la cadena principal del nanoinformador y la secuencia de polinucleótidos que tiene unida a la 
misma una molécula detectable. Además, la estructura secundaria mínima en los nanoinformadores proporciona una 
mejor detección de las moléculas detectables en los nanoinformadores. Los nanoinformadores descritos en la 
presente memoria pueden no tener emparejamiento intramolecular significativo en condiciones de hibridación de 55
75ºC, 1XSSPE. Las estructuras secundarias pueden predecirse mediante programas conocidos en la técnica tales 
como MFOLD. Los nanoinformadores descritos en la presente memoria pueden contener menos del 1% de 
repeticiones invertidas en cada cadena, en donde las repeticiones invertidas son 9 bases o más. Los 
nanoinformadores descritos en la presente memoria pueden no contener repeticiones invertidas en cada cadena. 
Los nanoinformadores no pueden contener ninguna repetición invertida de 9 nucleótidos o más en una secuencia de 60
1.100 pares de bases de longitud. Los nanoinformadores no pueden contener ninguna repetición invertida de 7 
nucleótidos o más en cualquier región de 100 pares de bases. Los nanoinformadores descritos en la presente 
memoria pueden contener menos del 1% de repeticiones invertidas en cada cadena, en donde las repeticiones 
invertidas son de 9 nucleótidos o más en una secuencia de 1.100 pares de bases de longitud. Los nanoinformadores 
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descritos en la presente memoria pueden contener menos del 1% de repeticiones invertidas en cada cadena, en 
donde las repeticiones invertidas son de 7 nucleótidos o más en cualquier región de 100 pares de bases. Los 
nanoinformadores descritos en la presente memoria pueden tener un contenido específico de cadena asimétrica de 
manera que una cadena es rica en CT y la otra es rica en GA.

También se proporcionan nanoinformadores únicos. Los nanoinformadores descritos en la presente memoria5
pueden contener menos del 1% de repeticiones directas. Los nanoinformadores descritos en la presente memoria
pueden no contener repeticiones directas. Los nanoinformadores no pueden contener ninguna repetición directa de 
9 nucleótidos o más en una secuencia de 1.100 pares de bases de longitud. Preferiblemente, los nanoinformadores 
etiquetados no contienen ninguna repetición directa de 7 nucleótidos o más en ninguna región de 100 pares de 
bases. Preferiblemente, los nanoinformadores descritos en la presente memoria contienen menos del 1% de 10
repeticiones directas en cada cadena, en donde las repeticiones directas son de 9 nucleótidos o más en una 
secuencia de 1.100 pares de bases de longitud. Preferiblemente, los nanoinformadores descritos en la presente 
memoria contienen menos del 1% de repeticiones directas en cada cadena, en donde las repeticiones directas son 
de 7 nucleótidos o más en cualquier región de 100 pares de bases. Preferiblemente, los nanoinformadores descritos 
en la presente memoria contienen menos de 85, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10 o 5% de homología con cualquier otra 15
secuencia utilizada en las cadenas principales o con cualquier secuencia descrita en la base de datos pública 
REFSEQ. Preferiblemente, los nanoinformadores descritos en la presente memoria contienen menos del 85% de 
homología con cualquier otra secuencia usada en las cadenas principales o con cualquier secuencia descrita en la 
base de datos pública REFSEQ. Preferiblemente, los nanoinformadores descritos en la presente memoria contienen 
menos de 20, 16, 15, 10, 9, 7, 5, 3, 2 bases contiguas de homología con cualquier otra secuencia usada en las 20
cadenas principales o cualquier secuencia descrita en la base de datos pública REFSEQ. Preferiblemente, los 
nanoinformadores descritos en la presente memoria tienen no más de 15 bases contiguas de homología y no más 
de 85% de identidad en toda la longitud del nanoinformador con cualquier otra secuencia utilizada en las cadenas 
principales o cualquier secuencia descrita en la base de datos pública REFSEQ.

Preferiblemente, las características de secuencia de las sondas nanoinformadoras descritas en la presente memoria25
proporcionan una detección mejorada de una molécula objetivo. Por ejemplo, la unión de las sondas 
nanoinformadoras a moléculas objetivo que da como resultado la identificación de las moléculas objetivo se puede 
realizar detectando individualmente la presencia del nanoinformador. Esto puede realizarse contando 
individualmente la presencia de una o más de las moléculas de nanoinformador en una muestra. Cuando se usan 
tales métodos de conteo, las sondas nanoinformadoras descritas en la presente pueden permitir un aumento en el 30
número de conteos. Preferiblemente, el número de conteos moleculares por encima del valor base de dicho 
complejo molecular después de la normalización de la muestra es superior a 300, 400, 450, 500, 600, 700, 800, 900 
o 1.000 conteos moleculares. Preferiblemente, el número de conteos moleculares por encima del valor base de 
dicho complejo molecular después de la normalización de la muestra es superior a 400 conteos moleculares. 
Preferiblemente, el porcentaje de conteos moleculares válidos de las sondas nanoinformadoras descritas en la 35
presente memoria es mayor que aproximadamente 10, 11, 12, 12,5, 14, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80 o 90%.
Preferiblemente, el porcentaje de conteos moleculares válidos de las sondas nanoinformadoras descritas en la 
presente memoria es mayor que aproximadamente 10%. Preferiblemente, el porcentaje de conteos moleculares 
válidos de las sondas nanoinformadoras descritas en la presente memoria es mayor que aproximadamente 12,5%. 
Preferiblemente, el número de conteos moleculares por encima del valor base del nanoinformador descrito en la 40
presente memoria después de la normalización de dicha muestra es de al menos 2, 3, 5, 6, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 
70, 80, 90 o 100 veces más alta que una sonda nanoinformadora comparable que comprende ADN de M13. Un 
nanoinformador comparable que comprende ADN de M13 es un nanoinformador que comprende la misma región 
específica objetivo unida a una cadena principal de ADN de M13. Ejemplos de sondas nanoinformadoras
comparables que comprenden ADN de M13 se describen en la sección de Ejemplos. Preferiblemente, el número de 45
conteos moleculares por encima del valor base del nanoinformador descrito en la presente memoria después de la 
normalización de dicha muestra es al menos 2 veces mayor que un nanoinformador comparable que comprende 
ADN de M13. Preferiblemente, el número de conteos moleculares por encima del valor base del nanoinformador 
descrito en la presente memoria después de la normalización de dicha muestra es al menos 6 veces mayor que un 
nanoinformador comparable que comprende ADN de M13. Preferiblemente, el número de conteos moleculares por 50
encima del valor base del nanoinformador descrito en la presente memoria después de la normalización de dicha 
muestra es al menos 20 veces mayor que un nanoinformador comparable que comprende ADN de M13. 
Preferiblemente, el número de conteos moleculares por encima del valor base del nanoinformador descrito en la 
presente memoria después de la normalización de dicha muestra es al menos 100 veces mayor que un 
nanoinformador comparable que comprende ADN de M13.55

Los elementos de un nanoinformador se pueden encontrar en una única entidad molecular (un nanoinformador 
"singular"), o dos entidades moleculares distintas (un nanoinformador "dual"). Cada entidad molecular puede estar 
compuesta de una molécula o más de una molécula unidas entre sí por medios covalentes o no covalentes. 
Preferiblemente, cada componente de un nanoinformador dual tiene una secuencia específica del objetivo que se 
une a un sitio diferente en la misma molécula objetivo. Esto permite componentes de nanoinformadores más 60
pequeños con una cinética de unión del nanoinformador más eficiente a la molécula objetivo y una mejor relación 
señal:ruido como resultado de la mayor especificidad de unión. Cuando se utiliza un sistema de nanoinformador 
dual, una de las sondas nanoinformadoras puede no estar etiquetada. Preferiblemente, la sonda nanoinformadora
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sin etiquetar puede comprender una región de captura. En algunas realizaciones, la sonda nanoinformadora sin 
etiquetar puede comprender una región específica del objetivo y una cadena principal que puede ser de cadena 
sencilla. Preferiblemente, la sonda nanoinformadora no etiquetada puede comprender una región específica del 
objetivo y una cadena principal que puede ser de doble cadena.

Las secuencias complementarias de polinucleótidos unidas a una cadena principal del nanoinformador sirven para 5
unir moléculas detectables, o monómeros etiqueta, a la cadena principal del nanoinformador. Las secuencias 
complementarias de polinucleótidos pueden etiquetarse directamente, por ejemplo, mediante la incorporación 
covalente de una o más moléculas detectables en la secuencia complementaria de polinucleótidos. 
Alternativamente, las secuencias complementarias de polinucleótidos pueden etiquetarse indirectamente, tal como 
mediante la incorporación de biotina u otra molécula capaz de una interacción de ligando específica en la secuencia 10
complementaria de polinucleótidos. En tales casos, el ligando (por ejemplo, estreptavidina en el caso de la 
incorporación de biotina en la secuencia complementaria de polinucleótidos) puede unirse covalentemente a la 
molécula detectable. Cuando las moléculas detectables unidas a una región de fijación de la etiqueta no se 
incorporan directamente en la secuencia complementaria de polinucleótidos, esta secuencia sirve como un puente 
entre la molécula detectable y la región de fijación de la etiqueta, y puede denominarse una molécula puente, por 15
ejemplo, un ácido nucleico puente.

El nanoinformador a base de ácido nucleico y los complejos objetivo de nanoinformador comprenden ácidos 
nucleicos, que pueden purificarse por afinidad o inmovilizarse usando un ácido nucleico, tal como un oligonucleótido, 
que es complementario a la región constante o el nanoinformador o el ácido nucleico objetivo. Como se indicó 
anteriormente, los nanoinformadores pueden comprender al menos una región constante, que puede servir como 20
una etiqueta de afinidad para la purificación y/o para la inmovilización (por ejemplo, a una superficie sólida). La 
región constante típicamente comprende dos o más regiones repetidas en tándem de nucleótidos repetidos, tales 
como una serie de repeticiones de 15 bases. En dichas realizaciones a modo de ejemplo, el nanoinformador, ya sea 
complejado a una molécula objetivo o de otro modo, puede purificarse o inmovilizarse mediante un reactivo de 
afinidad recubierto con un oligonucleótido de 15 bases que es el complemento inverso de la unidad de repetición.25

Los nanoinformadores, o complejos de nanoinformador-molécula objetivo, pueden purificarse en dos o más etapas 
de selección de afinidad. Por ejemplo, en un nanoinformador dual, una sonda puede comprender una primera 
etiqueta de afinidad y la otra sonda puede comprender una segunda etiqueta de afinidad (diferente). Las sondas se 
mezclan con moléculas objetivo, y los complejos que comprenden las dos sondas del nanoinformador dual se 
separan de los materiales no unidos (por ejemplo, el objetivo o las sondas individuales del nanoinformador) 30
mediante purificación por afinidad contra una o ambas etiquetas de afinidad individuales. En la primera etapa, la 
mezcla se puede unir a un reactivo de afinidad para la primera etiqueta de afinidad, de modo que solo se purifican 
las sondas que comprenden la primera etiqueta de afinidad y los complejos deseados. Los materiales unidos se 
liberan del primer reactivo de afinidad y opcionalmente se unen a un reactivo de afinidad para la segunda etiqueta de 
afinidad, permitiendo la separación de complejos de sondas que comprenden la primera etiqueta de afinidad. En 35
este punto, solo los complejos completos estarían unidos. Los complejos finalmente se liberan del reactivo de 
afinidad para la segunda etiqueta de afinidad y, a continuación, preferiblemente se estiran y se toman imágenes. El 
reactivo de afinidad puede ser cualquier superficie sólida recubierta con un compañero de unión para la etiqueta de 
afinidad, tal como una columna, una perla (por ejemplo, látex o perla magnética) o platina recubierta con la pareja de 
unión. Los nanoinformadores de inmovilización y estiramiento que usan reactivos de afinidad se describen 40
completamente en la solicitud provisional de Estados Unidos No. 60/753,816 de Sean M. Ferree y Dwayne L. 
Dunaway, titulada "Compositions Comprising Oriented, Immobilized Macromolecules and Methods for Their 
Preparation", presentada el 23 de diciembre de 2005.

La secuencia de señales proporcionada por los monómeros etiqueta asociados con las diversas regiones de fijación 
de la etiqueta de la cadena principal de un nanoinformador dado permite la identificación única del nanoinformador. 45
Por ejemplo, cuando se usan etiquetas fluorescentes, un nanoinformador que tiene una identidad única o una firma 
espectral única se asocia con una secuencia específica del objetivo que reconoce una molécula objetivo específica o 
una porción de la misma. Cuando un nanoinformador se expone a una mezcla que contiene la molécula objetivo en 
condiciones que permiten la unión de la secuencia o secuencias específicas objetivo del nanoinformador a la 
molécula objetivo, la secuencia o secuencias específicas se unen preferentemente a la molécula objetivo. La 50
detección de la señal del nanoinformador, tal como el código espectral de un nanoinformador etiquetado
fluorescentemente, asociada con el nanoinformador permite la detección de la presencia de la molécula objetivo en 
la mezcla (análisis cualitativo). Contando todos los monómeros etiqueta asociados con un código o firma espectral 
dado, permite el recuento de todas las moléculas en la mezcla asociada con la secuencia específica del objetivo 
acoplada al nanoinformador (análisis cuantitativo). Los nanoinformadores son por lo tanto útiles para el diagnóstico o 55
pronóstico de diferentes estados biológicos (por ejemplo, enfermedad frente salud) por análisis cuantitativo de 
marcadores biológicos conocidos. Además, la exquisita sensibilidad de la detección y cuantificación de moléculas 
individuales proporcionada por los nanoinformadores permite la identificación de nuevos marcadores de diagnóstico 
y pronóstico, incluidos aquellos cuyas fluctuaciones entre los diferentes estados biológicos son demasiado pequeñas 
para detectar una correlación con un estado biológico particular utilizando métodos moleculares tradicionales. La 60
sensibilidad de la detección molecular basada en nanoinformadores permite un análisis farmacocinético detallado de 
agentes terapéuticos y de diagnóstico en pequeñas muestras biológicas.
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Muchos nanoinformadores, denominados nanoinformadores singulares, están compuestos por una entidad 
molecular. Sin embargo, para aumentar la especificidad de un nanoinformador y/o mejorar la cinética de su unión a 
una molécula objetivo, un nanoinformador puede ser un nanoinformador dual compuesto por dos entidades 
moleculares, cada una con una secuencia específica del objetivo diferente que se une a una región diferente de la 
misma molécula objetivo. En un nanoinformador dual, al menos una de las dos entidades moleculares está 5
etiquetada. La otra entidad molecular no necesita ser etiquetada necesariamente. Dichos componentes no 
etiquetados de nanoinformadores duales pueden usarse como sondas de captura (véanse las Figuras 1 y 2) y 
opcionalmente tienen etiquetas de afinidad unidas, tales como biotina, que son útiles para inmovilizar y/o estirar el 
complejo que contiene el nanoinformador dual y la molécula objetivo para permitir visualización y/o formación de 
imágenes del complejo. Por ejemplo, un nanoinformador dual con un código del nanoinformador de 6 posiciones, 10
utilizando un nanoinformador codificado de 6 posiciones y una sonda de captura. Se puede utilizar un 
nanoinformador dual con un código del nanoinformador de 7 posiciones, utilizando un componente de 
nanoinformador de 8 posiciones y un componente de nanoinformador de posición única. Un nanoinformador dual 
con un código del nanoinformador de 6 posiciones, utilizando una sonda de captura con una etiqueta de afinidad y 
un componente de nanoinformador de 6 posiciones. Se incluye opcionalmente una etiqueta de afinidad y se puede 15
usar para purificar el nanoinformador o inmovilizar el nanoinformador (o complejo de nanoinformador-molécula 
objetivo) con el fin de obtener imágenes.

Debido a sus estructuras modulares, los nanoinformadores se pueden ensamblar y etiquetar de varias formas
diferentes. Por ejemplo, un cadena principal de nanoinformador puede unirse a una secuencia específica del objetivo
(por ejemplo mediante hibridación y, opcionalmente, ligamiento), y la estructura que comprende la cadena principal y 20
la secuencia específica del objetivo unida a una o más secuencias complementarias de polinucleótidos que tienen 
unidas a la misma, ya sea directa o indirectamente, una molécula detectable. Alternativamente, la cadena principal
del nanoinformador se puede unir primero a una o más secuencias complementarias de polinucleótidos, y la 
estructura de la cadena principal se une a continuación a una secuencia específica objetivo. Por lo tanto, a menos 
que se indique lo contrario, una discusión o listado de etapas en el ensamblaje de nanoinformadores no implica que 25
se deba seguir una ruta específica de ensamblaje.

Las síntesis de nanoinformadores pueden realizarse por cualquier método adecuado conocido en la técnica. Los 
plásmidos de cadena doble que portan secuencias de nanoinformador (por ejemplo, secuencias DV1) se pueden 
cultivar en algunas cepas bacterianas en condiciones de baja temperatura (no superior a 34ºC). Las cadenas 
principales de cadena sencillas lineales de nanoinformadores pueden prepararse a partir de ADN plásmido de 30
cadena doble usando un protocolo de cuatro etapas que incluye linealización con una enzima de restricción, 
desfosforilación con una fosfatasa termolábil, digestión con una segunda enzima de restricción para separar el 
vector de clonación de la secuencia principal, y una digestión con exonucleasa lambda específica de la cadena que 
deja intacta solo una cadena del fragmento de cadena principal. La Figura 9 muestra un ejemplo de un vector que se 
usa para la síntesis de nanoinformadores.35

El ensamblaje y uso de un nanoinformador se ejemplifica en la presente memoria en gran parte a modo de 
descripción de una diversidad de nanoinformadores basados en ácido nucleico. Las realizaciones ilustrativas de 
nanoinformadores parcialmente y completamente ensamblados se enumeran a continuación.

En su forma más simple, se proporciona una cadena principal de ácido nucleico que tiene una pluralidad (por 
ejemplo, 3) de regiones de fijación de la etiqueta que son capaces de etiquetarse y resolverse, cada una de las 40
cuales está hecha de una secuencia de nucleótidos diseñada de manera racional. Estas secuencias abarcan una o 
más, o todas las características descritas en la presente memoria que hacen que el nanoinformador sea más 
estable. Los ejemplos de plantillas de polinucleótidos que pueden utilizarse para generar estas regiones de fijación 
diseñadas de la etiqueta se exponen en las secuencias de polinucleótidos de las SEQ ID NOS: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 y 24. Las regiones de fijación de la etiqueta de cada cadena 45
principal individual están dispuestas en un orden o combinación lineal única, por lo que cada estructura individual es 
única, en comparación con las otras cadenas principales en una población. Dado que cada uno de los 
nanoinformadores de una población está formado por una estructura única, cada nanoinformador es similar en 
comparación con los otros nanoinformadores de una población. Cada región de fijación de la etiqueta puede ser 
única cuando se compara con la otra región de nanoinformador de etiqueta en la cadena principal.50

Las secuencias de nucleótidos de las regiones de fijación de la etiqueta individual dentro de cada nanoinformador 
pueden ser diferentes de las secuencias de nucleótidos de las otras regiones de fijación de la etiqueta dentro de ese 
nanoinformador, evitando reordenamientos, tales como recombinación, compartición o intercambio de las 
secuencias de polinucleótidos de etiqueta, y mejorando de ese modo la estabilidad molecular. El número de 
regiones de fijación de la etiqueta que se forman en una cadena principal se basa en la longitud y naturaleza de la 55
cadena principal, los medios de etiquetado del nanoinformador, así como el tipo de monómeros etiqueta que 
proporcionan una señal para unirse a las regiones de fijación de la etiqueta de la cadena principal. Preferiblemente, 
a la secuencia de nucleótidos complementaria de cada región de fijación de la etiqueta se le asigna una molécula 
detectable específica.

También se proporcionan nanoinformadores etiquetados en los que una o más regiones de fijación de la etiqueta60
están unidas a una molécula detectable correspondiente, proporcionando cada molécula detectable una señal. Por 
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ejemplo, puede obtenerse un nanoinformador etiquetado cuando al menos tres moléculas detectables están unidas 
a tres regiones de fijación de la etiqueta correspondientes de la cadena principal de forma que estas regiones de 
fijación de la etiqueta etiquetadas, o los puntos, se distingan con base en su disposición lineal única. Un "punto", en 
el contexto de detección de nanoinformadores, es la señal agregada detectada de los monómeros etiqueta unidos a 
un único sitio de unión de la etiqueta en un nanoinformador, y que, dependiendo del tamaño de la región de fijación5
de la etiqueta y la naturaleza (p. ej., longitud de onda de emisión primaria) del monómeros etiqueta, puede aparecer 
como una única fuente puntual de luz cuando se visualiza bajo un microscopio. Los puntos de un nanoinformador 
pueden superponerse o no superponerse. El código del nanoinformador que identifica esa molécula objetivo puede 
comprender cualquier permutación de la longitud de un punto, su posición relativa con respecto a otros puntos, y/o la 
naturaleza (por ejemplo, la longitud o longitudes de onda de emisión primaria) de su señal. Generalmente, para cada 10
sonda o par de sondas de la invención, las regiones de fijación de la etiqueta adyacentes no se solapan, y/o los 
puntos de regiones de fijación de la etiqueta adyacentes son distinguibles espacial y/o espectralmente, al menos 
bajo las condiciones de detección (por ejemplo, cuando el nanoinformador se inmoviliza, estira y observa bajo un 
microscopio, como se describe en la solicitud de Estados Unidos serial No. 61/029.220).

Ocasionalmente, se hace referencia a un tamaño de punto como un cierto número de bases o nucleótidos. Como 15
entenderá fácilmente un experto en la técnica, esto se refiere al número de bases o nucleótidos en la región de 
fijación de la etiqueta correspondiente.

El orden y la naturaleza (por ejemplo, la longitud o longitudes de onda de emisión primaria, opcionalmente también 
longitud) de puntos de un nanoinformador sirven como un código del nanoinformador que identifica la molécula 
objetivo capaz de ser unida por el nanoinformador a través de la secuencia o secuencias específicas objetivo del 20
nanoinformador. Cuando el nanoinformador está unido a una molécula objetivo, el código del nanoinformador 
también identifica la molécula objetivo. Opcionalmente, la longitud de un punto puede ser un componente del código 
del nanoinformador.

Las moléculas detectables que proporcionan una señal asociada con diferentes regiones de fijación de la etiqueta de 
la cadena principal pueden proporcionar señales que son indistinguibles bajo las condiciones de detección (señales 25
"similares"), o pueden proporcionar señales que son distinguibles, al menos bajo las condiciones de detección (por 
ejemplo, cuando el nanoinformador está inmovilizado, estirado y observado bajo un microscopio).

También se proporciona un nanoinformador en donde dos o más moléculas detectables están unidas a una región 
de fijación de la etiqueta. La señal proporcionada por las moléculas detectables asociadas con dicha región de 
fijación de la etiqueta produce una señal agregada que se detecta. La señal agregada producida puede estar 30
formada por señales similares o constituidas por al menos dos señales distinguibles (por ejemplo, señales 
distinguibles espectralmente).

También se proporciona un nanoinformador en donde al menos tres moléculas detectables que proporcionan 
señales similares están unidas a tres regiones de fijación de la etiqueta correspondientes de la cadena principal y 
dichas tres moléculas detectables son espacialmente distinguibles. También se proporciona un nanoinformador en 35
donde al menos tres moléculas detectables que proporcionan tres señales distinguibles están unidas a tres regiones 
de fijación de la etiqueta vecinas, por ejemplo tres regiones de fijación de la etiqueta adyacentes, por lo que dichos 
al menos tres monómeros etiqueta son distinguibles espectralmente.

También se proporciona un nanoinformador en donde los puntos que proporcionan señales similares o diferentes 
están separadas por una región separadora, por lo que la interposición de la región separadora permite la 40
generación de puntos oscuros, que expanden la combinación posible de señales detectables de manera única. El 
término "punto oscuro" se refiere a la falta de señal de un sitio de unión de la etiqueta en un nanoinformador. Los 
puntos oscuros se pueden incorporar al código del nanoinformador para agregar más permutaciones de codificación 
y generar una mayor diversidad de nanoinformadores en una población de nanoinformadores. Preferiblemente, las 
regiones separadoras tienen una longitud determinada por la resolución de un instrumento empleado para detectar 45
el nanoinformador.

También se proporciona un nanoinformador con uno o más "puntos dobles". Cada punto doble contiene dos o más 
(por ejemplo, tres, cuatro o cinco) puntos adyacentes que proporcionan señales similares sin estar separados por 
una región separadora. Los puntos dobles se pueden identificar por sus tamaños.

Una molécula detectable que proporciona una señal se puede unir de forma covalente o no covalente (por ejemplo,50
mediante hibridación) a una secuencia complementaria de polinucleótidos que está unida a la región de fijación de la 
etiqueta. Los monómeros etiqueta también se pueden unir indirectamente a la secuencia complementaria de 
polinucleótidos, tal como uniéndose covalentemente a una molécula de ligando (por ejemplo, estreptavidina) que se 
une mediante su interacción con una molécula incorporada en la secuencia complementaria de polinucleótidos (por 
ejemplo, biotina incorporada en la secuencia complementaria de polinucleótidos), que a su vez está unida mediante 55
hibridación a la cadena principal.

También se proporciona un nanoinformador asociado con una señal detectable de forma única, tal como un código 
espectral, determinado por la secuencia de señales proporcionadas por los monómeros etiqueta unidos (por 

E16194404
16-08-2018ES 2 684 317 T3

 



13

ejemplo, indirectamente) para marcar regiones de unión en la cadena principal del nanoinformador, por lo que la 
detección de la señal permite la identificación del nanoinformador.

También se proporciona un nanoinformador que comprende además una etiqueta de afinidad unida a la cadena 
principal del nanoinformador, de manera que la unión de la etiqueta de afinidad a un soporte permite el estiramiento 
de la cadena principal y la resolución de las señales proporcionadas por monómeros etiqueta correspondientes a 5
diferentes regiones de fijación de la etiquetas en la cadena principal. El estiramiento del nanoinformador puede 
implicar cualquier medio de estiramiento conocido en la técnica, que incluye, pero no se limita a, medios que 
implican medios físicos, hidrodinámicos o eléctricos. La etiqueta de afinidad puede comprender una región 
constante.

Un nanoinformador puede incluir además una secuencia específica del objetivo acoplada a la cadena principal. La 10
secuencia específica del objetivo se selecciona para permitir que el nanoinformador reconozca, se enlace o se una a 
una molécula objetivo. Los nanoinformadores son adecuados para la identificación de moléculas objetivo de todos 
los tipos. Por ejemplo, las secuencias apropiadas específicas del objetivo se pueden acoplar a la cadena principal 
del nanoinformador para permitir la detección de una molécula objetivo. Preferiblemente, la molécula objetivo es 
ADN (incluido ADNc), ARN (incluyendo ARNm y ARNc), un péptido, un polipéptido o una proteína.15

También se proporciona una mayor flexibilidad en la detección de moléculas objetivo con monómeros etiqueta. 
Preferiblemente, un nanoinformador dual que comprende dos entidades moleculares diferentes, cada una con una 
región separada específica del objetivo, al menos una de las cuales está etiquetada, se une a la misma molécula 
objetivo. Por lo tanto, las secuencias específicas del objetivo de los dos componentes del nanoinformador dual se 
unen a diferentes porciones de una molécula objetivo seleccionada, por lo que la detección del código espectral 20
asociado con el nanoinformador dual permite la detección de la molécula objetivo seleccionada en una muestra 
biomolecular contactada con dicho nanoinformador dual.

También se proporciona un método para detectar la presencia de una molécula objetivo específica en una muestra 
biomolecular que comprende: (i) poner en contacto dicha muestra con un nanoinformador como se describe en la 
presente memoria (por ejemplo, un nanoinformador singular o doble) en condiciones que permiten la unión de las 25
secuencias específicas del objetivo en el nanoinformador dual a la molécula objetivo y (ii) la detección del código 
espectral asociado con el nanoinformador dual. Dependiendo de la arquitectura del nanoinformador, el 
nanoinformador dual puede etiquetarse antes o después de unirse a la molécula objetivo.

La unicidad de cada sonda nanoinformadora en una población de sondas puede permitir el análisis multiplexado de 
una pluralidad de moléculas objetivo. Por ejemplo, cada sonda nanoinformadora contiene seis regiones de fijación 30
de la etiqueta, donde cada región de fijación de la etiqueta de cada cadena principal es diferente de las otras 
regiones de fijación de la etiqueta en esa misma cadena principal. Si las regiones de fijación de la etiqueta van a 
etiquetarse con uno de cuatro colores y hay 24 secuencias únicas posibles para las regiones de fijación de la 
etiqueta y cada región de fijación de la etiqueta tiene asignado un color específico, cada región de fijación de 
etiqueta en cada cadena principal consistirá en una de cuatro secuencias. Habrá 4.096 posibles nanoinformadores 35
en este ejemplo. El número de posibles nanoinformadores se puede aumentar, por ejemplo, aumentando el número 
de colores, aumentando el número de secuencias únicas para las regiones de fijación de la etiqueta y/o aumentando 
el número de regiones de fijación de la etiqueta por cadena principal. Asimismo, el número de posibles 
nanoinformadores puede disminuirse disminuyendo el número de colores, disminuyendo el número de secuencias 
únicas para las regiones de fijación de la etiqueta y/o disminuyendo el número de regiones de fijación de la etiqueta40
por cadena principal.

Los métodos de detección se pueden llevar a cabo en ensayos múltiplex, por lo que se detecta una pluralidad de 
moléculas objetivo en el mismo ensayo (una sola mezcla de reacción). Preferiblemente, el ensayo es un ensayo de 
hibridación en donde la pluralidad de moléculas objetivo se detecta simultáneamente. La pluralidad de moléculas 
objetivo detectadas en el mismo ensayo puede ser, al menos 2, al menos 5 moléculas objetivo diferentes, al menos 45
10 moléculas objetivo diferentes, al menos 20 moléculas objetivo diferentes, al menos 50 moléculas objetivo
diferentes, al menos 75 moléculas objetivo diferentes, al menos 100 moléculas objetivo diferentes, al menos 200 
moléculas objetivo diferentes, al menos 500 moléculas objetivo diferentes, o al menos 750 moléculas objetivo
diferentes, o al menos 1.000 moléculas objetivo diferentes. La pluralidad de moléculas objetivo detectadas en el 
mismo ensayo es de hasta 50 moléculas objetivo diferentes, hasta 100 moléculas objetivo diferentes, hasta 150 50
moléculas objetivo diferentes, hasta 200 moléculas objetivo diferentes, hasta 300 moléculas objetivo diferentes, 
hasta 500 moléculas objetivo diferentes, hasta 750 moléculas objetivo diferentes, hasta 1.000 moléculas objetivo
diferentes, hasta 2.000 moléculas objetivo diferentes o hasta 5.000 moléculas objetivo diferentes. La pluralidad de 
moléculas objetivo detectadas puede ser cualquier intervalo entre los números anteriores de moléculas objetivo
diferentes, tales como, pero sin limitación, de 20 a 50 moléculas objetivo diferentes, de 50 a 200 moléculas objetivo55
diferentes, de 100 a 1.000 moléculas objetivo diferentes, de 500 a 5000 moléculas objetivo diferentes, y así 
sucesivamente.

La detección de diferentes formas de empalme del mismo ARN también se describe en la presente memoria. Las 
diferentes formas de empalme se pueden detectar usando una pluralidad de sondas nanoinformadoras, cada una 
con una secuencia diferente específica del objetivo complementaria a un exón diferente del mismo gen.60
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Además de las capacidades analíticas cualitativas proporcionadas por los nanoinformadores y las técnicas analíticas 
basadas en ellas, los nanoinformadores son especialmente adecuados para realizar análisis cuantitativos. Al 
proporcionar una unión uno a uno entre los nanoinformadores (ya sean nanoinformadores singulares o duales) y sus 
moléculas objetivo en una muestra biomolecular, se pueden identificar y contar todas o una porción representativa 
de las moléculas objetivo presentes en la muestra. Este recuento individual de las diversas especies moleculares 5
proporciona un método preciso y directo para determinar la concentración absoluta o relativa de la molécula objetivo
en la muestra biomolecular. Además, la capacidad de abordar cada molécula en una mezcla individualmente 
aprovecha los beneficios de la miniaturización que incluyen alta sensibilidad, requerimientos mínimos de cantidad de 
muestra, altas velocidades de reacción que son proporcionadas por la cinética de la fase de solución en un volumen 
pequeño, y en última instancia muy bajos costos de reactivos.10

Como se apreciará a partir de la descripción y ejemplos proporcionados a continuación, se proporcionan numerosas 
ventajas. Por ejemplo, la modularidad compleja en la formación de nanoinformadores permite la creación sistemática 
de bibliotecas de nanoinformadores únicos que tienen un grado muy alto de diversidad (por ejemplo, millones de 
nanoinformadores reconocibles de forma única). Esta modularidad permite flexibilidad en la personalización de 
poblaciones de nanoinformadores para aplicaciones específicas que a su vez proporciona eficiencias de fabricación 15
significativas. Otra ventaja que se apreciará a través de la siguiente divulgación se deriva de la flexibilidad en el 
montaje de los nanoinformadores. Es decir, debido a su estructura modular, los nanoinformadores se pueden 
ensamblar antes del envío a un punto de uso o ensamblarse en el punto de uso.

Nanoinformadores duales

Las Figuras 1 y 2 ilustran nanoinformadores duales. Cada uno de los dos componentes del nanoinformador puede 20
estar etiquetado, de modo que el código espectral del nanoinformador se forma solo cuando los dos componentes 
del nanoinformador se unan al unirse el nanoinformador dual a su molécula objetivo. Sin embargo, en un 
nanoinformador dual, no es necesario que ambos componentes estén etiquetados. Por ejemplo, como se representa 
en las Figuras 1 y 2, un componente de un nanoinformador doble está etiquetado con el código del nanoinformador y 
el otro componente está unido a una etiqueta de afinidad (flecha) que es útil para inmovilizar el nanoinformador para 25
el estiramiento y la visualización.

Definiciones

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y científicos usados en la presente memoria tienen el 
mismo significado que los expertos en la técnica entienden comúnmente. Aunque cualquier método y materiales
similares o equivalentes a los descritos en la presente memoria se puede usar en la práctica o prueba, se describen 30
métodos y materiales preferidos. Los siguientes términos se definen a continuación.

Los artículos "un" y "uno, una" se usan en la presente memoria para referirse a uno o a más de uno (por ejemplo, a 
al menos uno) del objeto gramatical del artículo. A modo de ejemplo, "un elemento" significa un elemento o más de 
un elemento.

Los términos "complementario" con respecto a polinucleótidos se refieren a polinucleótidos relacionados por las 35
reglas de emparejamiento de bases. Por ejemplo, la secuencia "A-G-T" es complementaria a la secuencia "T-C-A". 
La complementariedad puede ser parcial, en la que solo algunas de las bases de los ácidos nucleicos coinciden de 
acuerdo con las reglas de emparejamiento de bases. O bien, puede haber complementariedad completa o total entre 
los ácidos nucleicos. El grado de complementariedad entre las cadenas de ácido nucleico tiene efectos significativos 
sobre la eficacia y la fuerza de la hibridación entre las cadenas de ácido nucleico.40

Los términos "polinucleótidos", "ácidos nucleicos", "nucleótidos" y "oligonucleótidos" se usan indistintamente. Se 
refieren a una forma polimérica de nucleótidos de cualquier longitud, ya sean desoxirribonucleótidos o 
ribonucleótidos, o análogos de los mismos. Los siguientes son ejemplos no limitantes de polinucleótidos: regiones 
codificantes o no codificantes de un gen o fragmento de gen, loci (locus) definidos a partir del análisis de ligamiento, 
exones, intrones, ARN mensajero (ARNm), ARN de transferencia, ARN ribosómico, ribozimas, ADNc, polinucleótidos 45
recombinantes, polinucleótidos ramificados, plásmidos, vectores, ADN aislado de cualquier secuencia, ARN aislado 
de cualquier secuencia, sondas de ácidos nucleicos y cebadores. Un polinucleótido puede comprender nucleótidos 
modificados, tales como nucleótidos metilados y análogos de nucleótidos. Si está presente, pueden impartirse 
modificaciones a la estructura de nucleótidos antes o después del ensamblaje del polímero. La secuencia de 
nucleótidos puede ser interrumpida por componentes no nucleotídicos. Un polinucleótido puede modificarse 50
adicionalmente después de la polimerización, tal como mediante conjugación con un componente de etiquetado.

La expresión "identidad de secuencia" o, por ejemplo, que comprende una "secuencia 50% idéntica a", como se usa 
en el presente documento, se refiere a la extensión en que las secuencias son idénticas en una base de nucleótido 
por nucleótido a través de una ventana de comparación. Así, un "porcentaje de identidad de secuencia" puede 
calcularse comparando dos secuencias óptimamente alineadas sobre la ventana de comparación, determinando el 55
número de posiciones en las que está presente la base de ácido nucleico idéntica (por ejemplo, A, T, C, G, I) en 
ambas secuencias para obtener el número de posiciones coincidentes, dividiendo el número de posiciones 
coincidentes por el número total de posiciones en la ventana de comparación (por ejemplo, el tamaño de ventana) y 
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multiplicando el resultado por 100 para obtener el porcentaje de identidad de secuencia.

Los términos usados para describir relaciones de secuencia entre dos o más polinucleótidos incluyen "homología", 
"ventana de comparación", "identidad de secuencia", "porcentaje de identidad de secuencia" e "identidad sustancial". 
Debido a que dos polinucleótidos pueden comprender cada uno (1) secuencia (por ejemplo, solo una porción de la 
secuencia de polinucleótidos completa) que es similar entre los dos polinucleótidos, y (2) secuencia que es 5
divergente entre los dos polinucleótidos, las comparaciones de secuencia entre dos (o más) polinucleótidos se 
realizan típicamente comparando secuencias de los dos polinucleótidos en una "ventana de comparación" para 
identificar y comparar regiones locales de similitud de secuencia. Una "ventana de comparación" se refiere a un 
segmento conceptual de al menos 6 posiciones contiguas, habitualmente de aproximadamente 50 hasta 
aproximadamente 100, más habitualmente de aproximadamente 100 hasta aproximadamente 150 en donde una 10
secuencia se compara con una secuencia de referencia del mismo número de posiciones contiguas después de que 
las dos secuencias están alineadas de manera óptima. La ventana de comparación puede comprender adiciones o 
eliminaciones (es decir, huecos) de aproximadamente 20% o menos en comparación con la secuencia de referencia 
(que no comprende adiciones o eliminaciones) para la alineación óptima de las dos secuencias. La alineación óptima 
de secuencias para alinear una ventana de comparación puede realizarse mediante implementaciones 15
computarizadas de algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el paquete de software Wisconsin Genetics 
Release 7.0, Genetics Computer Group, 575 Science Drive Madison, WI, Estados Unidos) o mediante inspección y 
la mejor alineación (es decir, que da como resultado la homología porcentual más alta en la ventana de 
comparación) generada por cualquiera de los diversos métodos seleccionados. También se puede hacer referencia 
a la familia de programas BLAST tal como se describe, por ejemplo, por Altschul et al., 1997, Nucl. Acids Res. 25: 20
3389. Se puede encontrar una discusión detallada del análisis de secuencias en la Unidad 19.3 de Ausubel et al., 
"Current Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons Inc., 1994-1998, Capítulo 15.

Estructura de la cadena principal

La cadena principal del nanoinformador es una molécula de ácido nucleico que contiene una pluralidad de regiones 
de fijación de la etiqueta (por ejemplo, al menos tres regiones de fijación de la etiqueta) dispuestas en una 25
combinación lineal a la que pueden unirse directa o indirectamente monómeros etiqueta. La cadena principal del 
nanoinformador puede ser una cadena principal de ácido nucleico en la que las regiones de fijación de la etiqueta
son regiones de cadena sencilla a las que pueden unirse por hibridación otros ácidos nucleicos, tales como 
oligonucleótidos complementarios, secuencias de ARN complementarias o secuencias de ADN complementarias. La 
cadena principal del nanoinformador puede ser una molécula de ácido nucleico de cadena sencilla.30

La cadena principal de la presente invención puede ser ADN. Las estructuras basadas en ADN ofrecen numerosas 
ventajas debido, al menos en parte, al vasto universo de técnicas y metodologías existentes que permiten la 
manipulación de construcciones de ADN. Como se indicó anteriormente, la cadena principal puede ser de cadena 
sencilla.

Cada cadena principal está compuesta por una disposición única de regiones de fijación de la etiqueta. Las regiones 35
de fijación de la etiqueta de una estructura principal de nanoinformador variarán en tamaño dependiendo del método 
de etiquetado. En diversas realizaciones, una región de fijación de la etiqueta puede tener una longitud en cualquier 
lugar de 10 nm a 10.000 nm, pero es más preferiblemente de 50 nm a 5.000 nm, y es más preferiblemente de 100 
nm a 1.000 nm. En diversas realizaciones, la región de fijación de la etiqueta es de aproximadamente 100 nm a 
aproximadamente 500 nm, de aproximadamente 150 nm a aproximadamente 450 nm, de aproximadamente 200 nm 40
a aproximadamente 400 nm, o de 250 a aproximadamente 350 nm. En una realización preferida, la región de fijación
de la etiqueta corresponde estrechamente al tamaño de un punto limitado por difracción, por ejemplo, el punto más 
pequeño que se puede detectar con una óptica estándar, que es de aproximadamente 300 nm.

Las regiones de fijación de la etiqueta de la presente invención pueden estar constituidas por secuencias de 
polinucleótidos. Para las cadenas principales de ácido nucleico de la presente invención, 1 nm corresponde a 45
aproximadamente 3 nucleótidos; por lo tanto, una región de fijación de la etiqueta de aproximadamente 300 nm 
corresponde a una secuencia de nucleótidos de aproximadamente 900 bases. La región de fijación de la etiqueta
puede ser de aproximadamente 300 nucleótidos a aproximadamente 1,5 kb, de aproximadamente 450 nucleótidos a 
aproximadamente 1,35 kb, de aproximadamente 0,6 kb a aproximadamente 1,2 kb, o de 0,75 kb a aproximadamente 
1,05 kb. En ciertos aspectos, la región de fijación de la etiqueta es de aproximadamente 300, 350, 400, 450, 500, 50
550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1.000, 1.050, 1.100, 1.150, 1.200, 1.250, 1.300, 1.350, 1.400, 1.450, 
1.500, 1.600, 1.700, 1.800, 1.900, 2.000, 2.500, 3.000, 3.500, 4.000, 4.500, 5.000 o más nucleótidos, incluidos todos 
los números enteros intermedios. La región de fijación de la etiqueta puede ser una secuencia de nucleótidos de 
aproximadamente 1.100 nucleótidos de longitud.

Una cadena principal puede tener 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24-100 55
regiones de fijación de la etiquetas o más, incluidos todos los números enteros intermedios. La cadena principal
puede tener 6 regiones de fijación de la etiqueta. Las cadenas principales individuales pueden tener un conjunto de 
regiones de fijación de la etiqueta distintas, cada una de las cuales tiene una secuencia de polinucleótidos que es 
diferente de las secuencias de las otras regiones de fijación de la etiqueta en esa misma cadena principal.
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La cadena principal puede tener 6 regiones únicas de unión de la etiqueta. La cadena principal puede comprender 
una pluralidad de diferentes moléculas detectables en donde dicha pluralidad de diferentes moléculas detectables en 
cada cadena principal tiene una señal detectable que la distingue de otras cadenas principales en la población.

Cada cadena principal en una población de cadenas principales se distingue de las otras por tener una combinación 
lineal única, orden, o disposición de regiones de fijación de la etiqueta. Además, la secuencia de polinucleótidos de 5
cada región de fijación de la etiqueta en una cadena principal dada puede ser diferente de la secuencia de 
polinucleótidos de las otras regiones de fijación de la etiqueta en esa misma cadena principal. En una disposición 
lineal de múltiples regiones de fijación de la etiqueta en la misma cadena principal, la repetición de más de una de 
las mismas regiones de fijación de la etiqueta puede provocar que los plásmidos a partir de los cuales se generan
las cadenas principales sean inestables durante la replicación en E. coli y, por lo tanto, difícil de propagar. Además, 10
la introducción de segmentos de ARN de complemento inverso en dicha cadena principal puede provocar la 
formación de informadores "anudados" en los que un segmento de ARN une y atrae dos regiones idénticas de 
fijación de la etiqueta, interrumpiendo la secuencia lineal del informador e interfiriendo con la precisión y legibilidad 
del código del informador, entre otros problemas. Cuando la inestabilidad del plásmido y la legibilidad del informador 
potencialmente pobre son un problema, estos problemas se evitan construyendo cada cadena principal individual 15
para tener un conjunto de regiones de fijación de la etiqueta distintas, cada una de las cuales tiene una secuencia de 
polinucleótidos que es diferente de las secuencias de las otras regiones de fijación de la etiqueta en esa misma 
cadena principal.

Además, estas regiones de fijación de la etiqueta pueden seleccionarse de una población de secuencias de 
nucleótidos únicas, diseñadas racionalmente (por ejemplo, secuencias sintéticas), cada una de las cuales tiene una 20
secuencia de polinucleótidos única representada por ciertas características (por ejemplo, contenido de G/C, relación 
de G/C, repeticiones de adenina), como se detalla en el presente documento, y cada una de las cuales se designa 
como una molécula detectable dada. Estas secuencias diseñadas racionalmente no solo mejoran la estabilidad 
evitando la formación de estructuras secundarias (por ejemplo, manteniendo la secuencia lineal del informador para 
mantener la precisión y legibilidad del código del informador), sino que optimizan la concentración y separación de 25
las moléculas detectables unidas a cada región de fijación de la etiqueta, mejorando de este modo la legibilidad de 
una cadena principal etiquetada dada entre una población de cadenas principales etiquetadas de forma única.

Regiones de fijación de etiquetas

La presente descripción proporciona cadenas principales de nanoinformadores que son moléculas de ácido nucleico 
sintéticas (ADN, ARN o híbridos de ADN/ARN), diseñadas racionalmente para tener características que optimizan el 30
etiquetado y la detección del nanoinformador, y que previenen la formación de estructuras secundarias. En algunas 
realizaciones de la invención, una cadena principal de nanoinformador es una secuencia de polinucleótidos diseñada 
que comprende una o más secuencias de 50 a 50.000 bases de longitud.

La cadena principal del nanoinformador puede diseñarse para minimizar las estructuras secundarias predecibles. La 
cadena principal del nanoinformador puede estar desprovista de cualquier estructura secundaria. Se pueden 35
predecir estructuras secundarias putativas (por ejemplo, horquillas, plegado o emparejamiento de bases internas) 
mediante métodos conocidos en la técnica tales como MFOLD. Sin pretender limitarse a ninguna teoría, la estructura 
secundaria predecible en la estructura del nanoinformador puede minimizarse evitando las repeticiones invertidas y 
sesgando el contenido específico de la cadena principal de forma tal que la cadena principal sea rica en CT o GA. La 
cadena principal del nanoinformador puede no tener ninguna paridad intramolecular significativa en condiciones de 40
hibridación de 75ºC, 1XSSPE. La cadena principal del nanoinformador puede tener menos de aproximadamente 20, 
15, 10, 5, 4, 3, 2 o 1% de repeticiones invertidas, en donde las repeticiones invertidas son 9 nucleótidos o mayores. 
La cadena principal puede tener menos de aproximadamente 1% de repeticiones invertidas, en donde las 
repeticiones invertidas son 9 nucleótidos o mayores. Los nanoinformadores no pueden contener ninguna repetición 
invertida de 9 nucleótidos o más en una secuencia de 1.100 pares de bases de longitud. Los nanoinformadores no 45
pueden contener ninguna repetición invertida de 7 nucleótidos o más en cualquier región de 100 pares de bases. La 
estructura principal del nanoinformador puede diseñarse para sesgar el contenido específico de cadena de la 
cadena principal de modo que la cadena principal sea rica en CT o GA. Una región de CT o GA es una región 
compuesta por cualquier combinación de los nucleótidos C y T, o G y A. Por ejemplo, la región de CT más pequeña 
es una región de dos nucleótidos en la que los dos nucleótidos son C y T. Las regiones pueden ser de 2, 3, 4, 5, 6, 50
7, 8 o más nucleótidos de longitud. Aproximadamente 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65 o 70% de la cadena principal del 
nanoinformador puede estar compuesto por regiones de CT o GA. Aproximadamente del 50 al 65% de la estructura 
principal del nanoinformador puede estar compuesto por regiones de CT o GA. Aproximadamente el 60% de la 
estructura principal del nanoinformador puede estar compuesta por regiones de CT o GA. La cadena principal del 
nanoinformador puede diseñarse para sesgar el contenido específico de la cadena de la cadena principal de manera 55
que la cadena principal sea rica en CT. Aproximadamente el 60% de la cadena principal del nanoinformador puede 
estar compuesto por regiones de CT.

La cadena principal del nanoinformador puede diseñarse para maximizar la singularidad de toda la secuencia en una 
población de nanoinformadores evitando las repeticiones directas y descartando toda secuencia que tuviera una 
homología significativa con cualquier otra secuencia utilizada en otras cadenas principales en una población de 60
nanoinformadores o con cualquier secuencia descrita en la base de datos pública REFSEQ. La cadena principal del 
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nanoinformador puede tener menos de aproximadamente 20, 15, 10, 5, 4, 3, 2 o 1% de repeticiones directas. La 
cadena principal del nanoinformador puede tener menos de aproximadamente 1% de repeticiones directas, donde 
las repeticiones directas son 9 nucleótidos o más en una secuencia de 1.100 pares de bases de longitud o 7 
nucleótidos o más en cualquier región de 100 pares de bases. Los nanoinformadores descritos en la presente 
memoria pueden contener menos de 85, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10 o 5% de homología con cualquier otra 5
secuencia utilizada en otras cadenas principales en una población de nanoinformadores o en cualquier secuencia 
descrita en la base de datos pública REFSEQ. Los nanoinformadores descritos en la presente memoria pueden 
contener menos del 60% de homología con cualquier otra secuencia utilizada en otras cadenas principales en una 
población de nanoinformadores o en cualquier secuencia descrita en la base de datos pública REFSEQ. Los 
nanoinformadores descritos en la presente memoria pueden contener menos del 50% de homología con cualquier 10
otra secuencia utilizada en otras cadenas principales en una población de nanoinformadores o en cualquier 
secuencia descrita en la base de datos pública REFSEQ. La cadena principal del nanoinformador puede diseñarse 
para que contenga menos del 85% de homología con cualquier otra secuencia utilizada en la cadena principal o en 
cualquier secuencia descrita en la base de datos pública de REFSEQ. La cadena principal de los nanoinformadores 
puede diseñarse para que contenga menos de 20, 16, 15, 10, 9, 7, 5, 3, 2 bases contiguas de homología con15
cualquier otra secuencia utilizada en la cadena principal o en cualquier secuencia descrita en la base de datos 
pública de REFSEQ. La cadena principal de nanoinformadores puede diseñarse para tener no más de 15 bases 
contiguas de homología y no más del 85% de identidad en toda la longitud del nanoinformador con cualquier otra 
secuencia utilizada en las cadenas principales o en cualquier secuencia descrita en la base de datos pública 
REFSEQ.20

Las regiones de fijación del etiquetador de ácido nucleico preferiblemente no tienen repeticiones directas o invertidas 
que sean mayores de 12 bases de longitud. Las regiones de fijación de la etiqueta de ácido nucleico pueden no 
tener repeticiones directas o invertidas que sean mayores de aproximadamente 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 o 
más bases nucleotídicas de longitud. Las regiones de fijación de la etiqueta de ácido nucleico pueden no contener 
ninguna repetición invertida de 9 nucleótidos o más en una secuencia de 1.100 pares de bases de longitud. Las 25
regiones de fijación de la etiqueta de ácido nucleico pueden no contener ninguna repetición invertida de 7 
nucleótidos o más en ninguna región de 100 pares de bases.

Las secuencias también pueden cribarse para evitar sitios de reconocimiento de enzimas de restricción cortadoras 
de seis bases. Las secuencias seleccionadas pueden someterse adicionalmente al análisis de estructura secundaria 
predicha, y las que tienen la estructura secundaria menor se pueden elegir para una evaluación adicional. Cualquier 30
programa conocido en la técnica se puede usar para predecir la estructura secundaria, tal como el programa MFOLD 
(Zuker, 2003, Nucleic Acids Res. 31 (13): 3406-15; Mathews et al., 1999, J. Mol. Biol. 288: 911-940).

La cadena principal del nanoinformador, que puede ser una molécula de ácido nucleico de cadena sencilla, está 
diseñada para tener una o más regiones de fijación de la etiqueta, que comprende un patrón regular de una base 
particular (la "base repetida regularmente"). En tales regiones, la base regularmente repetida típicamente se 35
presenta con una periodicidad mínima de aproximadamente cada enésimo residuo, donde n es cualquier número, y 
preferiblemente de 4 a 25. Preferiblemente, no más del 25% de la base repetida regularmente en una región de 
fijación de la etiqueta aparece en un intervalo diferente a dichos intervalos regulares. Por ejemplo, si en una región 
de fijación de la etiqueta de 100 nucleótidos hay 12 bases de timina, y la timina es la base repetida regularmente, en 
este aspecto de la invención, no más del 25% de estas, es decir, 3 bases de timina, aparecen fuera del patrón 40
regular de timinas. De manera similar, si en una región de fijación de la etiqueta de 100 nucleótidos hay 12 bases de 
adenina y la adenina es la base repetida regularmente, entonces no más del 25% de estas, es decir, 3 bases de 
adenina, aparecen fuera del patrón regular de adeninas. Preferiblemente, no más de 20%, no más de 15%, no más 
de 10%, no más de 9%, no más de 8%, no más de 7%, no más de 6%, no más de 5%, no más del 4%, no más del 
3%, no más del 2% o no más del 1% de dicha base aparece en un intervalo diferente a dichos intervalos regulares 45
en dicha región. Las bases pueden no separarse regularmente, pero las bases tienen al menos un promedio de 8, 9, 
10, 12, 15, 16, 18, 20, 30 o 50 nucleótidos de separación. Las bases pueden no estar separadas regularmente, pero 
las bases están separadas por al menos 8 nucleótidos en promedio.

La base repetida regularmente en una región dada de fijación de la etiqueta puede estar separada al menos 
aproximadamente cada 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 o más bases 50
nucleotídicas. La base regularmente repetida puede estar separada aproximadamente cada 5 a 15 bases 
nucleotídicas, aproximadamente cada 6 a 12 bases nucleotídicas, aproximadamente cada 7 a 10 bases 
nucleotídicas, o aproximadamente cada 8 a 10 bases nucleotídicas. La base repetida regularmente puede estar 
separada aproximadamente cada 8 bases nucleotídicas. Una base de adenina puede repetirse aproximadamente 
cada 8 bases nucleotídicas. Una base de adenina puede repetirse aproximadamente cada 15 a 20 bases 55
nucleotídicas. Una base de adenina puede repetirse aproximadamente cada 16 bases nucleotídicas.

La base repetida regularmente puede estar presente en una secuencia de polinucleótidos de una región de fijación
de la etiqueta dada aproximadamente 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 
19%, 20% del contenido de nucleótidos. La presencia de una base repetida regularmente a un promedio de 
aproximadamente cada 8 a 16 nucleótidos en una región de fijación de la etiqueta representa aproximadamente 60
12,5% del contenido de nucleótidos. El contenido de nucleótidos de la base repetida regularmente puede ser de 
aproximadamente 12,5%. La región de fijación de la etiqueta puede comprender un número seleccionado o 
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porcentaje seleccionado de bases repetidas regularmente por región, que se distribuyen aleatoriamente, excepto 
que deben estar separadas al menos una cierta distancia mínima, tal como al menos aproximadamente 8, 9, 10, 11, 
12. , 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 o más bases separadas.

La base repetida regularmente puede ser cualquier base nucleotídica de adenina, timina, guanina, citosina o uracilo. 
La base repetida regularmente en la región de fijación de la etiqueta de cadena sencilla puede ser adenina.5

La secuencia de polinucleótidos de las regiones de fijación de la etiqueta también se puede diseñar para que tenga 
un cierto contenido de guanina/citosina (G/C). Por ejemplo, ciertas regiones de fijación de la etiqueta están 
diseñadas para tener un contenido general de G/C de aproximadamente 45%, 46%, 47%, 48%, 49%, 50%, 51%, 
52%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, más preferiblemente aproximadamente 50%, ya que esto proporciona 
una TM bastante consistente entre las numerosas secuencias de polinucleótidos únicas de las regiones de fijación de 10
la etiqueta. En ciertos aspectos, las secuencias de polinucleótidos no tienen más de tres guaninas en una fila, para 
minimizar los problemas de síntesis. El contenido total de GC también es preferiblemente consistente en tramos 
relativamente cortos para hacer que las Tm locales sean similares. Sin pretender limitarse a ninguna teoría, cuando 
el nanoinformador es un ácido nucleico de cadena doble, la Tm de los nanoinformadores descritos en la presente 
memoria proporciona enlaces más fuertes entre la cadena principal del nanoinformador y la secuencia 15
complementaria de polinucleótidos que tiene una molécula detectable unida, evitando así la disociación durante la 
síntesis y procedimientos de hibridación. Además, la Tm consistente entre la población de nanoinformadores permite 
que los procedimientos de síntesis e hibridación estén estrechamente optimizados, ya que las condiciones óptimas 
son las mismas para todos los puntos y posiciones. Las secuencias de los nanoinformadores pueden tener 
aproximadamente un 50% de guanina/citosina (G/C), con no más de tres G en una fila.20

La secuencia de polinucleótidos de las regiones de fijación de la etiqueta también puede diseñarse para tener una 
cierta relación de G/C en una cadena dada. Por ejemplo, la secuencia de polinucleótidos de las regiones de fijación 
de la etiqueta se diseña de modo que las secuencias complementarias de polinucleótidos tengan una relación de 
G/C de aproximadamente 1/1, 2/1, 3/2, aproximadamente 5/3 o aproximadamente 7/5. La relación de G/C puede ser 
de al menos 1/1. La relación de G/C puede ser aproximadamente 1/1, 2/1, 3/2, 5/3 o aproximadamente 7/5 en una25
cadena dada. La relación de G/C puede ser al menos 1/1 en la secuencia complementaria de polinucleótidos. La 
relación de G/C puede ser de aproximadamente 3/2 en la secuencia complementaria de polinucleótidos.

Cuando la adenina es la base repetida regularmente, separada al menos aproximadamente cada 8 nucleótidos 
(aproximadamente 12,5% del contenido de adenina), y el contenido de G/C es aproximadamente 50%, el contenido 
de timina puede ser de aproximadamente 37-38% o aproximadamente 37,5%. Cuando la adenina es la base que se 30
repite regularmente, y el contenido de G/C es de aproximadamente 50%, el contenido de timina puede ser de 
aproximadamente 35-45%. En una región de ejemplo de fijación de la etiqueta en la que el nucleótido repetido 
regularmente es adenina y un contenido de GC de aproximadamente 50%, se pueden utilizar adeninas en exceso 
para compensar la pérdida en abundancia de T. Para generar la secuencia seleccionada, se pueden crear y 
seleccionar secuencias aleatorias con patrones fijos de A que van desde cada cuarta base hasta cada 35
vigesimoquinta base para minimizar la presencia de repeticiones invertidas y directas.

También se proporcionan poblaciones de nanoinformadores o unidades de etiquetas de nanoinformadores, por 
ejemplo nanoinformadores o bibliotecas de unidades de etiquetas de nanoinformadores, que contienen al menos 3, 
al menos 5, al menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 25, al menos 30, al menos 35, al menos 40, al menos 
45, al menos 50, al menos 60, al menos 70, al menos 80, al menos 90, al menos 100, al menos 200, al menos 300, 40
al menos 400, al menos 500, al menos 750, o al menos 1.000 nanoinformadores únicos, unidades únicas de 
etiquetas de nanoinformador o nanoinformadores etiquetados únicos. Como se usa en el presente documento, 
"único" cuando se usa en referencia a un nanoinformador o unidades de etiquetas de nanoinformadores dentro de 
una población pretende significar un nanoinformador que tiene un código que lo distingue de otros nanoinformadores 
en la misma población, por ejemplo, cada nanoinformador tiene una señal detectable que lo distingue de otros 45
nanoinformadores en dicha población. Típicamente, un nanoinformador se vuelve "único" por la combinación lineal 
particular de las regiones de fijación de la etiqueta, cada una de las cuales tiene un monómero etiqueta
seleccionado.

También se proporcionan poblaciones de nanoinformadores con al menos 1.000, 5.000, al menos 10.000, al menos 
20.000 o al menos 50.000 nanoinformadores únicos o unidades de etiquetas de nanoinformadores.50

Los nanoinformadores en una población de nanoinformadores pueden ser nanoinformadores singulares, 
nanoinformadores duales o una combinación de los mismos. Los nanoinformadores pueden etiquetarse o no 
etiquetarse. La población de nanoinformadores aquí descritos puede comprender dos o más nanoinformadores.

También se proporciona una población de cadenas principales de nanoinformadores en la que una base (por 
ejemplo, adenina) está regularmente separada, los nanoinformadores no tienen ninguna formación significativa de 55
estructuras secundarias y la Tm entre los nanoinformadores en la población es bastante uniforme. También se 
proporciona una población de nanoinformadores en los que la Tm de las secuencias complementarias de 
polinucleótidos cuando se hibridan con sus regiones de fijación de la etiqueta es de aproximadamente 80ºC o 
superior.
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También se proporciona una población de cadenas principales de nanoinformadores en la que cada cadena principal 
del nanoinformador comprende una región que comprende una pluralidad de regiones de fijación de la etiqueta
unidas covalentemente en una combinación lineal, en donde cada región de fijación de la etiqueta comprende 
aproximadamente 800 a 1.300 bases nucleotídicas y tiene un contenido de G/C de aproximadamente 50%, donde 
cada región de fijación de la etiqueta seleccionada es diferente de las otras regiones de fijación seleccionadas de la 5
etiqueta, y en donde cada región de fijación de la etiqueta se hibrida con una secuencia complementaria de 
polinucleótidos que tiene una o más moléculas detectables, en donde la secuencia complementaria de 
polinucleótidos tiene una relación de G/C de al menos 1/1. La secuencia complementaria de polinucleótidos puede 
tener una relación de G/C de aproximadamente 3/2. La cadena principal del nanoinformador puede diseñarse para 
sesgar el contenido específico de la cadena de la cadena principal de manera que la cadena principal sea rica en 10
CT. Aproximadamente el 60% de la cadena principal del nanoinformador puede estar compuesto por regiones de 
CT.

También se proporciona una población de cadenas principales de nanoinformadores en la que cada cadena principal 
de los nanoinformadores comprende una cadena principal de ácido nucleico de cadena sencilla, comprendiendo 
dicha cadena principal una pluralidad de regiones de fijación de la etiqueta unidas covalentemente entre sí en una 15
combinación lineal única, donde dicha cadena principal de nanoinformador comprende una base (por ejemplo, 
adenina) separadas regularmente, las cadenas principales de nanoinformadores no tienen ninguna formación 
significativa de estructuras secundarias y contienen menos del 85% de homología con cualquier otra secuencia 
utilizada en otras cadenas principales en la población o en cualquier secuencia descrita en la base de datos pública 
REFSEQ.20

También se proporciona una población de cadenas principales de nanoinformadores en la que cada cadena principal 
de nanoinformadores comprende una cadena principal de ácido nucleico de cadena sencilla, comprendiendo dicha 
cadena principal una pluralidad de regiones de fijación de la etiqueta unidas covalentemente entre sí en una 
combinación lineal única, en donde dicha cadena principal del nanoinformador tiene un contenido de G/C de 
aproximadamente 50%, las cadenas principales de nanoinformadores no tienen ninguna formación significativa de 25
estructuras secundarias y contienen menos del 85% de homología con cualquier otra secuencia utilizada en otras 
cadenas principales de la población o en cualquier secuencia descrita en la base de datos pública de REFSEQ.

También se proporciona una población de cadenas principales de nanoinformadores en la que cada cadena principal 
del nanoinformador comprende una cadena principal de ácido nucleico de cadena sencilla, comprendiendo dicha 
cadena principal una pluralidad de regiones de fijación de la etiqueta unidas covalentemente entre sí en una 30
combinación lineal única, en la que dicha cadena principal de nanoinformador tiene un contenido de G/C de 
aproximadamente el 50%, las cadenas principales de los nanoinformadores no tienen ninguna formación significativa 
de estructuras secundarias y contienen menos del 1% de secuencias de repetición directa.

También se proporciona una población de cadenas principales de nanoinformadores en la que cada cadena principal 
de nanoinformadores comprende una cadena principal de ácido nucleico de cadena sencilla, comprendiendo dicha 35
cadena principal una pluralidad de regiones de fijación de la etiqueta unidas covalentemente entre sí en una 
combinación lineal única, en donde las regiones de fijación de la etiqueta se seleccionan de una población de 
secuencias de polinucleótidos únicas diseñadas, en donde cada secuencia de polinucleótidos está hibridada con una 
secuencia complementaria de polinucleótidos única que tiene fijadas a la misma una o más moléculas detectables, 
en donde cada nanoinformador tiene una señal detectable que la distingue de otros nanoinformadores en dicha 40
población, y en donde cada nanoinformador es más estable que un nanoinformador comparable que comprende 
ADN de M13.

También se proporciona una población de cadenas principales de nanoinformadores en donde cada cadena 
principal de nanoinformadores comprende una cadena principal de ácido nucleico de cadena sencilla, 
comprendiendo dicha cadena principal una pluralidad de regiones de fijación de la etiqueta unidas covalentemente 45
entre sí en una combinación lineal única, en donde las regiones de fijación de la etiqueta se seleccionan de una 
población de secuencias de polinucleótidos únicas diseñadas, en donde cada secuencia de polinucleótidos se 
hibrida con una secuencia complementaria de polinucleótidos única que tiene fijadas a la misma una o más 
moléculas detectables, en donde cada nanoinformador tiene una señal detectable que lo distingue de otros 
nanoinformadores en dicha población, en donde la Tm de las secuencias complementarias de polinucleótidos50
cuando se hibridan con sus regiones de fijación de la etiqueta en los nanoinformadores descritos en la presente 
memoria son mayores que la Tm de una secuencia complementaria de polinucleótidos a un molde de ADN de M13
cuando se hibrida con una sonda nanoinformadora que comprende el ADN de M13.

También se proporciona una población de cadenas principales de nanoinformadores en donde las características de 
secuencia de las sondas nanoinformadoras descritas en la presente memoria proporcionan una detección mejorada 55
de una molécula objetivo. Por ejemplo, cuando la unión de las sondas nanoinformadoras a moléculas objetivo se 
realiza contando individualmente la presencia de una o más moléculas del nanoinformador en una muestra, las 
sondas nanoinformadoras descritas en la presente memoria permiten un aumento en el número de conteos. El 
número de conteos moleculares por encima del valor base de dicho complejo molecular después de la normalización 
de la muestra puede ser superior a 300, 400, 450, 500, 600, 700, 800, 900 o 1.000 conteos moleculares. Las sondas 60
nanoinformadoras descritas en la presente memoria pueden permitir un aumento en el número de conteos. El 
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número de conteos moleculares por encima del valor base de dicho complejo molecular después de la normalización 
de la muestra puede ser superior a 400 conteos moleculares. El porcentaje de conteos moleculares válidos de las 
sondas nanoinformadoras descritas en la presente memoria puede ser mayor que aproximadamente 10, 11, 12, 
12,5, 14, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80 o 90%. El porcentaje de conteos moleculares válidos de las sondas 
nanoinformadoras descritas en la presente memoria puede ser mayor que aproximadamente 12,5%. El número de 5
conteos moleculares por encima del valor base de las sondas nanoinformadoras descritas en la presente memoria
después de la normalización de dicha muestra puede ser de al menos 2, 5, 6, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 o 90 
veces mayor que un nanoinformador comparable que comprende ADN de M13. El número de conteos moleculares 
por encima del valor base de las sondas nanoinformadoras descritas en la presente memoria después de la 
normalización de dicha muestra puede ser al menos 6 veces mayor que un nanoinformador comparable que 10
comprende ADN de M13. El número de conteos moleculares por encima del valor base de las sondas 
nanoinformadoras descritas en la presente memoria después de la normalización de dicha muestra puede ser al 
menos 2 veces mayor que un nanoinformador comparable que comprende ADN de M13.

Una sonda nanoinformadora M13 comparable es un nanoinformador que comprende la misma región específica 
objetivo que las sondas nanoinformadoras descritas en la presente memoria unidas a una cadena principal de 15
cadena sencilla que comprende una pluralidad de regiones de ADN de M13 unidas covalentemente entre sí en 
donde cada región se hibrida con una secuencia complementaria de polinucleótidos habiendo unido a la misma una 
o más moléculas detectables.

El tamaño de una población de sondas nanoinformadoras y la naturaleza de las secuencias específicas del objetivo
de los nanoinformadores dentro de ella dependerán del uso previsto del nanoinformador. Pueden elaborarse20
poblaciones de sondas nanoinformadoras en las que las secuencias específicas del objetivo corresponden a 
marcadores de un tipo de célula dado, incluido un tipo de célula enferma. La célula o tejido puede ser una célula o 
tejido de mamífero, y más preferentemente es una célula o tejido humano.

Una secuencia apropiada se puede dividir en regiones de fijación de la etiqueta que varían de 50 bases a 2 
kilobases de longitud (podrían ser más largas). Las regiones de fijación de la etiqueta también pueden variar de 25
aproximadamente 200 bases a aproximadamente 1.800 bases, aproximadamente 400 bases a aproximadamente 
1.600 bases, aproximadamente 600 bases a aproximadamente 1.500 bases, aproximadamente 800 bases a 
aproximadamente 1.300 bases, aproximadamente 900 bases a aproximadamente 1.200 bases, aproximadamente 
1.000 bases a aproximadamente 1.150 bases, aproximadamente 1.050 bases a aproximadamente 1.150 bases, 
incluyendo combinaciones de estos ejemplos de intervalos y todos los números enteros intermedios (por ejemplo, 30
850, 950, etc.). Las regiones de fijación de la etiqueta pueden ser de aproximadamente 1.100 bases.

Cada región de fijación de la etiqueta puede ser una secuencia única, pero contiene un número y espaciamiento 
constante y mínimo de adeninas, u otra base seleccionada, en relación con las otras regiones de fijación de la 
etiqueta en una secuencia indicadora dada. Estas regiones de fijación de la etiqueta pueden intercalarse con otras 
regiones cuya secuencia no importa. Las regiones de fijación de la etiqueta en una cadena principal de 35
nanoinformador pueden ser de diferentes longitudes y/o tener diferentes bases repetidas regularmente.

Los ejemplos específicos de secuencias de polinucleótidos que pueden utilizarse como plantillas para sintetizar 
regiones de fijación de la etiqueta de cadena sencilla incluyen las secuencias de polinucleótidos expuestas en las 
SEQ ID NOS: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 y 24. Para estas 
secuencias, la base mencionada regularmente repetida es timina, que produce adenina como la regularmente 40
repetida con base en la síntesis de las regiones de fijación de la etiqueta de cadena sencilla, típicamente en la forma 
de una cadena principal de nanoinformador. También se contemplan variantes de estas secuencias de 
polinucleótidos, que incluyen secuencias de polinucleótidos que tienen al menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98% o 
más de identidad de secuencia con las secuencias de polinucleótidos indicadas en las SEQ ID NOS: 1-24, en donde 
tales variantes retienen las características deseadas o adecuadas de una región de fijación de la etiqueta, como se 45
describe en mayor detalle en la presente memoria (por ejemplo, base repetida regularmente, contenido de G/C, 
relación de G/C en una cadena dada, Tm, falta de repeticiones invertidas). Tal como apreciará un experto habitual 
en la técnica, se pueden diseñar otras secuencias para que posean las características deseadas o adecuadas de 
una región de fijación de la etiqueta descrita en la presente memoria.

Se puede añadir una secuencia de inicio optimizada para la transcripción por la ARN polimerasa T7, T3 o SP6 (que 50
comienza en la posición +1 del transcrito) en el extremo 5' de cada región de fijación de la etiqueta. Los sitios de 
restricción se añaden opcionalmente en los límites de cada región de fijación de la etiqueta para permitir la adición o 
eliminación específica de regiones de fijación de la etiqueta individuales a la secuencia usando técnicas de clonación 
convencionales.

El número de regiones de fijación de la etiqueta en una estructura principal de nanoinformador oscila preferiblemente 55
de 1 a 50. El número de regiones de fijación de la etiqueta sintética en una cadena principal de nanoinformador 
puede variar de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, o 10 regiones de fijación de la etiqueta diseñadas racionalmente a 15, 20, 30, 
40 o 50 regiones de fijación de la etiqueta, o cualquier intervalo entre estos valores. El número de regiones de 
fijación de la etiqueta en una cadena principal puede ser seis.
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La base repetida regularmente en la región de fijación de la etiqueta en una cadena principal de nanoinformador, o 
su base complementaria regularmente repetida en una secuencia (o segmento) polinucleotídica complementaria 
hibridada puede usarse para unir monómeros etiqueta, preferiblemente monómeros etiqueta de emisión de luz, al 
nanoinformador en un patrón regular y uniformemente separado para una mejor distribución de la señal del 
nanoinformador. Preferiblemente, cuando se marca una región de fijación de la etiqueta, al menos 20%, al menos 5
30%, al menos 40%, al menos 50%, al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos el 95% 
o al menos el 98% de las ocurrencias de la base repetida regularmente se une a al menos un monómero etiqueta
emisor de luz, ya sea por unión covalente de un monómero etiqueta a una base, o por hibridación con un ácido 
nucleico en donde los complementos de la base regularmente repetida están etiquetados así.

Este porcentaje de ocurrencias se puede medir por cualquier medio conocido en la técnica. En un método, la 10
cantidad de ácido nucleico producida en una reacción de etiquetado se purifica (por ejemplo, el ARN se puede 
purificar usando un kit Qiagen RNeasy) y se somete a espectrofotometría UV. La absorbancia ("A") en las longitudes 
de onda apropiadas se mide para cada uno de los ácidos nucleicos (260 nm) y el monómeros etiqueta cuya 
aparición se va a medir (por ejemplo, 495 nm para Alexa Fluor 488, 590 nm para Alexa Fluor 594; 650 para Alexa 
Fluor 647 y 550 nm para Cy3). La absorbancia del ácido nucleico se corrige ajustando el valor de la absorbancia a 15
260 nm ("A260") para eliminar la contribución de "ruido" del monómeros etiqueta restando la absorbancia a la 
longitud de onda máxima para el monómeros etiqueta (ALM) menos el factor de corrección para ese monómeros 
etiqueta. Donde el ácido nucleico es ARN, el número de monómeros etiqueta por mil nucleótidos se calcula de 
acuerdo con la fórmula:

20

donde ECLM es el coeficiente de extinción para el monómeros etiqueta. A partir de esta fórmula, se puede calcular el 
porcentaje de ocurrencias de la base repetida regularmente que están unidas a un monómero etiqueta de emisión 
de luz.

La base de repetición regular preferida en una región de fijación de la etiqueta puede ser adenina, de modo que la 
región puede etiquetarse por hibridación con una o más secuencias complementarias de polinucleótidos (por 25
ejemplo, segmentos de ARN) en las que la base repetida regularmente es uracilo. La adenina puede no repetirse 
regularmente, pero está separada al menos a un promedio de 8 bases. Esto permite el uso de UTP modificados con 
aminoalilo, que se encuentran fácilmente disponibles comercialmente, como sitios de unión de monómeros etiqueta, 
en una secuencia por lo demás aleatoria. Preferiblemente, además de la periodicidad regular de las regiones de 
fijación de la etiqueta, las regiones (y el ácido nucleico que las comprende) contienen una estructura secundaria 30
mínima y una Tm bastante consistente.

Los ácidos nucleicos se pueden sintetizar químicamente usando nucleótidos naturales o nucleótidos modificados de 
distinta forma diseñados para aumentar la estabilidad biológica de las moléculas o para aumentar la estabilidad 
física del dúplex formado entre la región de fijación de la etiqueta y las secuencias o segmentos de polinucleótidos 
complementarios hibridados, por ejemplo, se pueden usar derivados de fosforotioato y nucleótidos sustituidos con 35
acridina. Los ejemplos de nucleótidos modificados que pueden usarse para generar el ácido nucleico sintético 
incluyen 5-fluorouracilo, 5-bromouracilo, 5-clorouracilo, 5-yodouracilo, hipoxantina, xantina, 4-acetilcinosina, 5-
(carboxihidroxilmetil)uracilo, 5-carboximetilaminometilo-2-tiouridina, 5-carboximetilaminometiluracilo, dihidrouracilo, 
beta-D-galactosilqueosina, inosina, N6-isopenteniladenina, 1-metilguanina, 1-metilinosina, 2,2-dimetilguanina, 2-
metiladenina, 2-metilguanina, 3-metilcitosina, 5-metilcitosina, N6-adenina, 7-metilguanina, 5-metilaminometiluracilo, 40
5-metoxiaminometil-2-tiouracilo, beta-D-manosilqueosina, 5'-metoxicarboximetiluracilo, 5-metoxiuracilo, 2-metiltio-
N6-isopenteniladenina, ácido uracil-5- oxiacético (v), wybutoxosina, pseudouracilo, queosina, 2-tiocitosina, 5-metil-2-
tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-metiluracilo, metiléster del ácido uracil-5-oxiacético, ácido uracilo-5-oxiacético 
(v), 5-metil-2-tiouracilo, 3-(3-amino-3-N-2-carboxipropil)uracilo, (acp3)w, y 2,6-diaminopurina.

Alternativamente, el ácido nucleico sintético se puede producir biológicamente usando un vector en el que se ha 45
subclonado un ácido nucleico. Como un ejemplo, una cadena principal de ADN de cadena sencilla lineal puede 
prepararse a partir de un ADN de plásmido de cadena doble usando un protocolo de cuatro etapas que incluye (i) 
linealización del ADN de cadena doble con una enzima de restricción, (ii) desfosforilación con una fosfatasa 
termolábil, (iii) digestión con una segunda enzima de restricción para separar el vector de clonación de la secuencia 
principal, y (iv) digestión con exonucleasa lambda específica de cadena, dejando intacta solo una cadena del 50
fragmento de cadena principal.

Las moléculas de ácido nucleico de la invención se pueden modificar en la porción de la base, porción de azúcar o 
cadena principal de fosfato para mejorar, por ejemplo, la estabilidad, hibridación o solubilidad de la molécula. Por 
ejemplo, la cadena principal de fosfato de desoxirribosa de los ácidos nucleicos se puede modificar para generar 
ácidos nucleicos peptídicos (véase Hyrup et al., 1996, Bioorganic & Medicinal Chemistry 40: 5-23). Como se usa en 55
el presente documento, los términos "ácidos nucleicos peptídicos" o "PNA" se refieren a imitadores de ácidos 
nucleicos, por ejemplo, imitadores de ADN, en los que la estructura de fosfato de desoxirribosa está reemplazada 
por una estructura pseudopeptídica y solo se retienen las cuatro nucleobases naturales. Se ha demostrado que la 
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cadena principal neutra de los PNA permite la hibridación específica de ADN y ARN en condiciones de baja fuerza 
iónica. La síntesis de oligómeros de PNA puede realizarse usando protocolos estándar de síntesis de péptidos en 
fase sólida como se describe en Hyrup et al., 1996, Bioorganic & Medicinal Chemistry 4 (1): 5-23; Perry-O'Keefe et 
al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 14670-675.

Preferiblemente, la secuencia nueva seleccionada puede construirse sintéticamente como ADN de cadena doble por 5
parte de una compañía comercial de síntesis de genes y clonarse de forma orientada en un "fagémido", un vector 
plasmídico que contiene una región intergénica (IG) del fago M13 o f1 que contiene las secuencias que actúan en cis 
necesarias para la replicación del ADN y la encapsidación del fago, tales como pUC119. La orientación apropiada 
del inserto clonado con relación al origen de replicación del fago permite la generación de una cadena principal de 
ADN de cadena sencilla que es el complemento inverso de las moléculas de ARN generadas por la transcripción in 10
vitro para cada región de fijación de la etiqueta.

Para generar la cadena principal de ADN de cadena sencilla del nuevo informador, el fagémido se transforma en una 
cepa de E. coli que contiene un episoma F'. La infección posterior de las bacterias transformadas con un fago 
auxiliar tal como el mutante K07 de M13 da como resultado la secreción del fagémido que porta la nueva secuencia 
indicadora como un fago empaquetado de cadena sencilla a partir del cual se prepara el ADN circular de cadena 15
sencilla usando un protocolo estándar. Este ADN se linealiza y la parte del vector se escinde recortando 
oligonucleótidos complementarios cortos a cada extremo de la nueva secuencia informadora para generar sitios de 
restricción de doble cadena, seguido de tratamiento con las enzimas de restricción apropiadas. La Figura 9 muestra 
un ejemplo de vector plasmídico que puede usarse para clonar, propagar y generar los nanoinformadores descritos 
en la presente memoria.20

Secuencias complementarias de polinucleótidos

Las moléculas detectables, o monómeros etiqueta, que proporcionan o emiten señales que constituyen la totalidad o 
parte del código del nanoinformador pueden unirse a la región o regiones de fijación de la etiqueta de la cadena 
principal del nanoinformador a través de una estructura denominada aquí como una secuencia complementaria de 
polinucleótidos. Las moléculas detectables pueden estar unidas directamente (por ejemplo, covalentemente o no 25
covalentemente) a una secuencia complementaria de polinucleótidos, o pueden estar unidas indirectamente a dicha 
secuencia (por ejemplo, a través de un componente intermedio, tal como un ligando).

Las secuencias complementarias de polinucleótidos pueden ser de 25 nucleótidos hasta varias kilobases (por 
ejemplo, 5 kb) de longitud, y son preferiblemente de 50 nucleótidos a 2 kb de longitud. Las secuencias 
complementarias de polinucleótidos pueden tener una longitud de aproximadamente 25 a 250, 50 a 200, 50 a 150 o 30
50 a 100 nucleótidos. Las secuencias complementarias de polinucleótidos pueden ser de aproximadamente 500 a 
2.000, de 500 a 1.500, de 500 a 1.000, de 750 a 1.250, o de 750 a 1.000 nucleótidos de longitud. Las secuencias 
complementarias de polinucleótidos pueden tener una longitud de aproximadamente 800, 850, 900, 950, 1.100, 
1.150 o 1.100 nucleótidos, incluidos todos los números enteros intermedios. Las secuencias complementarias de 
polinucleótidos pueden ser un polinucleótido complementario de ARN o un polinucleótido complementario de ADN. 35
En una realización preferida, las secuencias complementarias de polinucleótidos son polinucleótidos 
complementarios de ARN.

Una molécula detectable o monómeros etiqueta puede unirse covalentemente a una secuencia complementaria de 
polinucleótidos antes o después de que la secuencia se una a la región de fijación de la etiqueta de una cadena 
principal de nanoinformador. Por ejemplo, al unir una molécula detectable a una secuencia complementaria de 40
polinucleótidos, la etiqueta puede unirse covalentemente mediante la incorporación de un nucleótido que contiene 
una molécula detectable en el ácido nucleico durante su síntesis, pero antes de hibridarse con la región de fijación
de la etiqueta de la cadena principal. Alternativamente, durante la síntesis de una secuencia complementaria de 
polinucleótidos, puede incluirse un nucleótido que contiene un grupo aceptor de molécula detectable, y la molécula 
detectable añadida a la secuencia complementaria de polinucleótidos después de su síntesis, antes o después de 45
hibridarse con la región de fijación de la etiqueta de la cadena principal. Alternativamente, el monómeros etiqueta
puede unirse indirectamente a la secuencia complementaria de polinucleótidos, por ejemplo, incorporando un 
nucleótido que contiene una molécula de unión al ligando (por ejemplo, biotina) en la secuencia complementaria de 
polinucleótidos durante la síntesis, y añadiendo un ligando (por ejemplo, estreptavidina ) que está unido 
covalentemente a la molécula detectable.50

La secuencia complementaria de polinucleótidos puede oscilar entre 20 nucleótidos y más de 5 kb de longitud, 
dependiendo del método de ensamblaje del nanoinformador. Por ejemplo, cuando se ha incorporado una secuencia 
complementaria de polinucleótidos covalentemente en ella, uno o más monómeros etiqueta que proporcionan 
señales que son parte del código del nanoinformador en el contexto del nanoinformador etiquetado, la secuencia 
complementaria de polinucleótidos es preferiblemente de aproximadamente 100 a aproximadamente 10.000 bases, 55
más preferiblemente de 200 a aproximadamente 2.000 bases, y aún más preferiblemente de 700 a 
aproximadamente 1.200 nucleótidos de longitud, o aproximadamente 1.100 pares de bases de longitud, y en general 
se denomina en el presente documento segmento, siendo un segmento oscuro la secuencia complementaria de 
polinucleótidos antes de la incorporación del monómeros etiqueta (pero, en una realización preferida, que contiene 
sitios aceptores de monómeros etiqueta, tales como nucleótidos de aminoalilo), y un segmento coloreado que es 60
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uno que contiene el monómeros etiqueta o monómeros etiqueta etiquetados. La Tm de un segmento cuando se 
hibrida con su región de fijación a la etiqueta preferiblemente es > 80ºC, más preferiblemente > 90ºC, en 825 mM de 
Na+ (5X SSC).

Como con las regiones de fijación de la etiqueta, una secuencia complementaria de polinucleótidos puede 
comprender un patrón de bases repetidas regularmente o puede comprender un porcentaje similar de bases, tal 5
como una base de repetición de guanina, adenina, timina, citosina o uracilo. Cuando la base repetida en la región de 
fijación de la etiqueta de cadena sencilla es adenina, la base repetida en la secuencia complementaria de 
polinucleótidos puede ser timina si la secuencia complementaria de polinucleótidos es un polinucleótido 
complementario de ADN, o uracilo si la secuencia complementaria de polinucleótidos es un polinucleótido
complementario de ARN.10

La base repetida regularmente en una secuencia complementaria de polinucleótidos dada puede separarse
aproximadamente cada 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 o más bases 
nucleotídicas. La base regularmente repetida puede estar separada aproximadamente cada 5 a 15 bases 
nucleotídicas, aproximadamente cada 6 a 12 bases nucleotídicas, aproximadamente cada 7 a 10 bases 
nucleotídicas, o aproximadamente cada 8 a 10 bases nucleotídicas. La base repetida regularmente puede estar 15
separada aproximadamente cada 8 bases nucleotídicas. La base repetida regularmente puede estar separada
aproximadamente cada 15 a 20 bases nucleotídicas. La base repetida regularmente puede estar separada
aproximadamente cada 16 bases nucleotídicas.

La base repetida regularmente puede ser modificada por aminoalilo. Esta modificación permite la unión fácil (por 
ejemplo, directa o indirecta, como anteriormente) de una molécula detectable o monómeros etiqueta a la base 20
repetida regularmente. La base modificada con aminoalilo puede ser una base de guanina, adenina, timina, citosina 
o uracilo. La base repetida regularmente puede ser una base de uracilo modificada con aminoalilo.

La molécula detectable o el monómeros etiqueta puede unirse a la base repetida regularmente, tal como a través de 
la modificación con aminoalilo de esa base. La molécula detectable se puede unir a todas o casi todas las bases 
repetidas regularmente en una secuencia complementaria dada de polinucleótidos. La molécula detectable puede 25
unirse a aproximadamente 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o 100% de las bases repetidas 
regularmente en una secuencia complementaria dada de polinucleótidos.

La molécula detectable o monómeros etiqueta puede estar unida a una base que no se repite regularmente pero que 
está separada al menos 8 bases, tal como a través de la modificación con aminoalilo de esa base. El brillo de la 
secuencia complementaria de polinucleótidos puede variar según el número de bases en la secuencia o el número 30
de bases etiquetadas en la secuencia.

Como un ejemplo específico, cuando la adenina se repite regularmente en la región de fijación de la etiqueta de 
cadena sencilla y está presente en aproximadamente cada 8 bases nucleotídicas, también puede estar presente un 
uracilo modificado con aminoalilo en el polinucleótido complementario de ARN a aproximadamente cada 8 bases
nucleotídicas. Además, los uracilos modificados con aminoalilo pueden incorporarse aleatoriamente en las 35
secuencias complementarias de polinucleótidos, tal como ajustando la relación de bases de uracilo con respecto a 
las bases de uracilo modificadas en la reacción de síntesis. En estos casos, la molécula detectable, tal como un 
colorante fluorescente, puede incorporarse en todos o casi todos los uracilos modificados con aminoalilo (por 
ejemplo, aproximadamente cada 8 bases) o puede incorporarse en las bases de uracilo modificadas con aminoalilo 
al azar.40

Modificando el número de bases repetidas regularmente (por ejemplo, cada 5, 6, 7, 8, 9, 10 o más bases), e 
incorporando la molécula detectable en cada base repetida regularmente, en cada una de las otras bases repetidas
regularmente, en cada tercera base regularmente repetida, o al azar, etc., o combinaciones de las mismas, la 
molécula detectable puede incorporarse en aproximadamente cada 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 
19, 20 o más bases nucleotídicas, dependiendo del nivel deseado de señal detectable.45

Las secuencias complementarias de polinucleótidos pueden ser un polinucleótido de ARN que comprende una 
secuencia que es complementaria a las regiones de fijación de la etiqueta de cadena sencilla generadas por las 
secuencias de plantilla de polinucleótidos expuestas en las SEQ ID NOS: 1-24. Un complementario puede ser 
complementario a la secuencia de longitud completa de cualquiera de las regiones de fijación de la etiqueta
generadas a partir de las secuencias de plantilla de SEQ ID NO: 1-24, o puede ser complementario a una región 50
dentro de esa secuencia de polinucleótidos, tal como una región que comprende 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 
800, 900, 1000 o más bases nucleotídicas, incluidos todos los números enteros intermedios.

Cuando la secuencia complementaria de polinucleótidos es un polinucleótido de ARN, los nucleótidos 
complementarios de ARN (por ejemplo, segmentos) para cada región de fijación de la etiqueta pueden prepararse 
usando métodos conocidos en la técnica, tales como protocolos de transcripción estándar in vitro en (IVT). Para 55
sintetizar los nucleótidos complementarios de ARN, los cebadores de reacción en cadena de la polimerasa ("PCR") 
pueden diseñarse para generar una plantilla de cadena doble que comience con un promotor de ARN polimerasa
(T7, T3 o SP6) directamente secuencia arriba (5') del sitio de inicio de la transcripción y terminando después del sitio 
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de la enzima de restricción 3'. Las plantillas para estas reacciones de IVT pueden incluir los productos de ADN 
sintéticos de las plantillas descritas en las SEQ ID NOS: 1-24, o secuencias variantes de las mismas, que se han 
clonado secuencia abajo de los promotores de la ARN polimerasa T7, T3 o SP6. Usando tales plantillas, en la 
transcripción in vitro de moléculas de ARN se puede realizar en presencia de una base repetida regularmente 
modificada con aminoalilo en el ARN (por ejemplo, UTP) y otras bases no modificadas (por ejemplo, ATP, CTP y 5
GTP). Esto conduce a un producto de ARN en el que cada base regularmente repetida (por ejemplo, U) se modifica 
para permitir el acoplamiento covalente de un monómero etiqueta en esa posición en la molécula de ARN.

Los transcritos modificados con aminoalilo (segmentos de aa) resultantes se pueden acoplar luego a diversos 
fluoróforos (por ejemplo, Alexa 488 (azul), Alexa 546 (verde), Alexa 594 (amarillo) y Alexa 647 (rojo); también 
pueden usarse otros colorantes). Los fluoróforos Alexa se pueden adquirir como ésteres de succinimidilo o de TFP 10
(InvitrogenMR) y se pueden acoplar a los transcritos mediante la formación de enlaces amida usando protocolos 
estándar. El nivel de incorporación de colorante en un segmento se correlaciona con el número de posibles sitios de 
unión (porciones de aminoalilo (aa)). Para hacer los segmentos de colores lo más brillantes posibles, se usa 100% 
de aaUTP. Para cambiar el brillo, se puede usar una mezcla de aaUTP y UTP sin modificar en cualquier proporción 
en las reacciones de IVT para modificar el número de sitios de aa presentes en un segmento de aa. El brillo deseado 15
varía con la óptica del sistema de detección.

Moléculas detectables o monómeros etiqueta

Los nanoinformadores pueden etiquetarse con cualquiera de una variedad de monómeros etiqueta, tales como un 
radioisótopo, fluorocromo, colorante, enzima, nanopartícula, marcador quimioluminiscente, biotina u otro monómero 
conocido en la técnica que pueda detectarse directamente (por ejemplo, por emisión de luz) o indirectamente (por 20
ejemplo, mediante unión de un anticuerpo etiquetado en forma fluorescente). Generalmente, una o más de las 
regiones de fijación de la etiqueta en el nanoinformador se marcan con uno o más monómeros etiqueta, y las 
señales proporcionadas por los monómeros etiqueta unidos a las regiones de fijación de la etiqueta de un 
nanoinformador constituyen un código detectable que identifica el objetivo al que se une la región específica del 
objetivo del nanoinformador. En ciertas realizaciones, la falta de una señal dada desde la región de fijación de la 25
etiqueta (por ejemplo, un punto oscuro) también puede constituir parte del código del nanoinformador.

Preferiblemente, tal como cuando una cadena principal de nanoinformador se construye a partir de una biblioteca 
(por ejemplo, las plantillas de regiones de fijación de la etiqueta a modo de ejemplo de las SEQ ID NOS: 1-24), cada 
región de fijación de la etiqueta única puede asignarse a una molécula detectable dada. Simplemente a modo de 
ilustración específica, en una biblioteca de las 24 regiones únicas de fijación de etiquetas, por ejemplo, productos 30
para plantillas de las SEQ ID NOS: 1-24, los productos de plantillas de las SEQ ID NOS: 1, 5, 9, 13, 17 y 21 pueden 
asignarse a una primera molécula detectable, tal como un fluoróforo azul, los productos de plantillas de las SEQ ID 
NOS: 2, 6, 10, 14, 18 y 22 pueden asignarse una segunda molécula detectable, tal como un fluoróforo verde, los 
productos de las plantillas de las SEQ ID NOS: 3, 7, 11, 19 y 23 pueden asignarse una tercera molécula detectable, 
tal como un fluoróforo amarillo, y los productos de plantillas de las SEQ ID NOS: 4, 8, 12, 20 y 24 pueden asignarse 35
a una cuarta molécula detectable, tal como un fluoróforo rojo. Una persona experta en la técnica apreciará que este 
ejemplo es meramente ilustrativo, y que se pueden utilizar numerosas combinaciones o alternativas para lograr el 
objetivo de crear una población de nanoinformadores detectables únicos, incluido el uso de bibliotecas de diferentes 
tamaños y que tengan secuencias distintas de las expuestas en las SEQ ID NOS: 1-24.

Otro ejemplo de monómeros etiqueta que pueden utilizarse son fluoróforos. Se pueden usar varios fluoróforos como 40
monómeros etiqueta para etiquetar nucleótidos que incluyen, por ejemplo, fluoresceína, tetrametilrodamina y Rojo 
Texas. Se conocen varios fluoróforos diferentes, y se siguen produciendo más, que abarcan todo el espectro. 
Además, se han producido diferentes formulaciones del mismo fluoróforo para diferentes aplicaciones. Por ejemplo, 
la fluoresceína puede usarse en su forma de isotiocianato (FITC), como isómero mixto o en formas de isómero único 
de succinimidil éster de carboxifluoresceína (FAM), o como formas isoméricas de diclorotriazina de fluoresceína 45
(DTAF). Estos monómeros son químicamente distintos, pero todos emiten luz con un pico entre 515-520 nm, 
generando de ese modo una señal similar. Además de las modificaciones químicas de la fluoresceína, se han 
sintetizado fluoróforos completamente diferentes que tienen los mismos picos de emisión que la fluoresceína o muy 
similares. Por ejemplo, el colorante Verde Oregón tiene espectros de excitación y emisión virtualmente 
superponibles en comparación con la fluoresceína. Otros fluoróforos, tales como Verde Rhodol y Verde Rodamina, 50
se desplazan solo ligeramente en sus picos de emisión y también sirven funcionalmente como sustitutos de la 
fluoresceína. Además, se han desarrollado diferentes formulaciones o colorantes relacionados alrededor de otros 
fluoróforos que emiten luz en otras partes del espectro.

También están disponibles monómeros etiqueta no radiactivos y no fluorescentes. Por ejemplo, la biotina se puede 
unir directamente a nucleótidos y detectarse mediante unión específica y de alta afinidad a avidina o estreptavidina 55
que se ha acoplado químicamente a una enzima que cataliza una reacción colorimétrica (tal como fosfatasa, 
luciferasa o peroxidasa). Los nucleótidos etiquetados con digoxigenina se pueden usar de manera similar para la 
detección no isotópica de ácidos nucleicos. Los nucleótidos etiquetados con biotina y digoxigenina están disponibles 
comercialmente.

Partículas muy pequeñas, denominadas nanopartículas, también pueden usarse como monómeros etiqueta para 60
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marcar ácidos nucleicos. Estas partículas tienen un tamaño de 1-1.000 nm e incluyen diversas estructuras químicas 
tales como partículas de oro y plata y puntos cuánticos.

Cuando se irradian con luz blanca incidente en ángulo, las nanopartículas de plata o de oro que varían de 40-120 
nm dispersarán la luz monocromática con alta intensidad. La longitud de onda de la luz dispersa depende del 
tamaño de la partícula. Cuatro a cinco partículas diferentes muy próximas dispersarán cada una luz monocromática 5
que, al superponerse, dará un color específico y único. Las partículas están siendo fabricadas por compañías como 
Genicon Sciences. Las partículas de plata u oro que forman derivados se pueden unir a una amplia gama de 
moléculas, incluidas proteínas, anticuerpos, moléculas pequeñas, ligandos de receptores y ácidos nucleicos. Por 
ejemplo, la superficie de la partícula puede formar químicamente derivados para permitir la unión a un nucleótido.

Otro tipo de nanopartículas que se pueden usar como monómeros etiqueta son puntos cuánticos. Los puntos 10
cuánticos son cristales fluorescentes de 1-5 nm de diámetro que son excitables por un amplio rango de longitudes 
de onda de luz. Estos cristales emiten luz, como la luz monocromática, con una longitud de onda que depende de su 
composición química y tamaño. Los puntos cuánticos como CdSe, ZnSe, InP o InAs poseen propiedades ópticas 
únicas.

Se pueden crear muchas docenas de clases de partículas según el número de clases de tamaño de los cristales de 15
puntos cuánticos. Las clases de tamaño de los cristales se crean 1) mediante un control estricto de los parámetros 
de formación de cristales para crear cada clase de partículas de tamaño deseado, o 2) mediante la creación de lotes 
de cristales bajo parámetros de formación de cristales poco controlados, seguido de clasificación según el tamaño 
deseado y/o longitudes de onda de emisión. El uso de puntos cuánticos para etiquetar partículas, en el contexto de 
la presente invención, es nuevo, pero es antiguo en la técnica de los semiconductores. Dos ejemplos de referencias 20
anteriores en las que los puntos cuánticos están incrustados dentro de las capas epitaxiales de silicio intrínsecas de 
los dispositivos semiconductores emisores/detectores de luz son las patentes de Estados Unidos Nos. 5.293.050 y 
5.354.707 de Chapple Sokol, et al.

Una o más de las regiones de fijación de la etiqueta en el nanoinformador pueden etiquetarse con uno o más 
colorantes emisores de luz, conteniendo cada región de fijación de la etiqueta, directa o indirectamente, una o más 25
moléculas detectables o monómeros etiqueta. La luz emitida por los colorantes puede ser luz visible o luz invisible, 
tal como luz ultravioleta o infrarroja. En realizaciones a modo de ejemplo, el colorante es un colorante de 
transferencia de energía de resonancia de fluorescencia (FRET); un colorante de xanteno, tal como fluoresceína y 
rodamina; un colorante que tiene un grupo amino en la posición alfa o beta (tal como un colorante de naftilamina, 1-
dimetilaminonaftil-5-sulfonato, 1-anilino-8-naftaleno-sulfonato y 2-p-6-naftaleno-sulfonato); un colorante que tiene 3-30
fenil-7-isocianatocumarina; una acridina, tal como 9-isotiocianatoacridina y naranja de acridina; un pireno, un 
bensoxadiazol y un estilbeno; un colorante que tiene 3- (ε-carboxipentil)-3'-etil-5,5'-dimetiloxacarbocianina (CYA); 6-
carboxi fluoresceína (FAM); 5 y 6-carboxirrodamina-110 (R110); 6-carboxirrodamina-6G (R6G); N,N,N',N'-tetrametil-
6-carboxirrodamina (TAMRA); 6-carboxi-X-rodamina (ROX); 6-carboxi-4',5'-dicloro-2',7'-dimetoxifluoresceína (JOE); 
ALEXA FluorMR; Cy2; Rojo Texas y Rojo Rodamina; 6-carboxi-2',4,7,7'-tetraclorofluoresceína (TET); 6-carboxi-35
2',4,4',5',7,7'-hexaclorofluoresceína (HEX); 5-carboxi-2',4',5',7'-tetracloro fluoresceína (ZOE); NAN; NED; Cy3; Cy3.5; 
Cy5; Cy5.5; Cy7; y Cy7.5; Alexa Fluor 350; Alexa Fluor 488; Alexa Fluor 532; Alexa Fluor 546; Alexa Fluor 568; 
Alexa Fluor 594; o Alexa Fluor 647.

Los monómeros etiqueta pueden incorporarse en un nanoinformador en diferentes etapas de su ensamblaje, o en un 
componente (por ejemplo, nucleótidos complementarios de ARN del nanoinformador antes de su ensamblaje en el 40
nanoinformador).

Un monómero etiqueta puede unirse directamente a un nucleótido utilizando métodos bien conocidos en la técnica. 
Los nucleótidos también se pueden modificar químicamente o formar derivados para unir un monómero etiqueta. Por 
ejemplo, un monómero fluorescente tal como una molécula de fluoresceína se puede unir a dUTP (desoxiuridina-
trifosfato) usando un grupo aminoalquinilo de cuatro átomos. Cada monómero etiqueta está unido a un nucleótido 45
que forma un monómero etiqueta: complejo nucleotídico.

Este complejo de monómero etiqueta/nucleótido se puede incorporar en ácidos nucleicos (por ejemplo, un parche de 
ADN o un oligonucleótido de detección) en una variedad de formas. Por ejemplo, un complejo de monómero
etiqueta/nucleótido puede incorporarse en solo una ubicación dentro de un ácido nucleico o en dos o más 
ubicaciones dentro de un ácido nucleico.50

Los fluoróforos reactivos con tiol y reactivos con amina están disponibles y se usan para marcar nucleótidos y 
biomoléculas. Generalmente, los nucleótidos se etiquetan de forma fluorescente durante la síntesis química, por 
ejemplo, la incorporación de aminas o tioles durante la síntesis de nucleótidos permite la adición de fluoróforos. Los 
nucleótidos etiquetados de forma fluorescente están disponibles comercialmente. Por ejemplo, están disponibles 
uridina y trifosfatos de desoxiuridina que están conjugados con diez fluoróforos diferentes que cubren el espectro.55

Un nucleótido se puede unir a un monómero etiqueta en primer lugar y luego incorporarse a un ácido nucleico. 
Alternativamente, un ácido nucleico existente puede etiquetarse uniendo un monómero etiqueta a un nucleótido 
dentro del ácido nucleico. Por ejemplo, se pueden incorporar nucleótidos de UTP modificados con aminoalilo ("AA") 
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en el producto de ARN durante la transcripción. En diversas realizaciones, el 20% o más de nucleótidos de UTP en 
una reacción de transcripción para generar nucleótidos complementarios de ARN se modifican con AA. En diversas 
realizaciones, aproximadamente 10% o aproximadamente 20% a 100%, 20% a 80%, 30% a 80%, 40% a 60% o 50% 
a 75% de UTP en una reacción de transcripción se modifican con AA, en una realización preferida, 
aproximadamente 40% o aproximadamente 50% de UTP en una reacción de transcripción están modificados con 5
AA.

Además, por ejemplo, se pueden incorporar diferentes tipos de complejos monómeros etiqueta:nucleótido en un 
único ácido nucleico ácido, donde un componente del código del nanoinformador comprende más de un tipo de 
señal.

Los colorantes fluorescentes que se pueden unir directamente a nucleótidos también se pueden utilizar como 10
monómeros etiqueta. Por ejemplo, FAM, JOE, TAMRA y ROX son colorantes fluorescentes reactivos con aminas 
que se han unido a nucleótidos y se usan en la secuenciación automatizada de ADN. Estos nucleótidos etiquetados 
en forma fluorescente, por ejemplo, ROX-ddATP, ROX-ddCTP, ROX-ddGTP y ROX-ddUTP, están disponibles 
comercialmente.

Otros tipos de monómeros etiqueta que pueden usarse para marcar un nanoinformador son puntos cuánticos. 15
Debido a su tamaño muy pequeño, los puntos cuánticos se pueden acoplar en oligonucleótidos directamente sin 
afectar la solubilidad o el uso del oligonucleótido. En una realización preferida, solo una molécula de oligonucleótido 
está acoplada a cada nanopartícula. Para sintetizar un complejo oligonucleótido-nanopartícula en una relación 1:1 
por química convencional de lotes, tanto el oligonucleótido como la nanopartícula requieren un solo grupo reactivo 
de diferentes tipos que puedan reaccionar entre sí. Por ejemplo, si un oligonucleótido tiene un grupo amino y una20
nanopartícula tiene un grupo aldehído, estos grupos pueden reaccionar para formar una base de Schiff. Un 
oligonucleótido puede formar un derivado para unir un solo amino u otro grupo funcional usando química bien 
conocida en la técnica. Sin embargo, cuando se forma un derivado de una nanopartícula, se cubre con un reactivo 
químico que da como resultado el recubrimiento de toda la superficie de la nanopartícula con varios grupos 
funcionales.25

Etiquetas de afinidad

Se puede usar una variedad de etiquetas de afinidad conocidas en la técnica para purificar y/o inmovilizar 
nanoinformadores.

Cuando se usa una etiqueta de afinidad para inmovilizar un nanoinformador con el fin de detección o formación de 
imágenes, se puede mencionar aquí como un "ancla". (Véase la Figura 3). En algunas realizaciones, un ancla de 30
biotina se une al nanoinformador, permitiendo la inmovilización del nanoinformador en un portaobjetos recubierto 
con estreptavidina.

Un nanoinformador etiquetado puede contener una etiqueta de afinidad en cada extremo, A1 y A2. El 
nanoinformador etiquetado puede inmovilizarse en una superficie a través de la unión de A1 a un compañero de 
afinidad inmovilizado. En ausencia de un compañero de unión de afinidad para A2, el extremo A2 del 35
nanoinformador permanece en solución, pero en presencia de un compañero de unión de afinidad (A2'), el extremo 
A2 del nanoinformador también está inmovilizado. Un nanoinformador etiquetado contendrá una sola etiqueta de 
afinidad, A1. Otra etiqueta de afinidad, A2, puede unirse al nanoinformador por unión directa del nanoinformador a 
una molécula que contiene A2 (por ejemplo, si el nanoinformador es o comprende un ácido nucleico, puede hibridar 
directamente con otro ácido nucleico al que está unido A2). Alternativamente, cualquier etiqueta de afinidad puede 40
unirse al nanoinformador etiquetado a través de una molécula puente, tal como el ácido nucleico puente. La Figura 3 
ilustra otra realización más en la que un nanoinformador etiquetado (basado en ácido nucleico) contiene una 
etiqueta de afinidad, A1, en un extremo. En la Figura 3, el nanoinformador etiquetado se inmoviliza mediante la 
unión de A1 a un compañero de afinidad inmovilizado. El otro extremo del nanoinformador está en solución (Figura 
3A), pero puede inmovilizarse mediante hibridación con un oligonucleótido complementario que contiene otra 45
etiqueta de afinidad (A2) utilizada para inmovilizar el nanoinformador (Figura 3B). Tras la inmovilización de A1, el 
nanoinformador puede estirarse, o "alargarse" como se representa en la Figura 3, por ejemplo, mediante 
contracción-relajación eléctrica, para la separación de las regiones de fijación de la etiqueta de una manera que 
permita la detección del código del nanoinformador. Opcionalmente, mientras el nanoinformador está en un estado 
alargado, A2 se introduce y une el extremo del nanoinformador que es complementario a A2 hacia la superficie.50

Se puede usar una etiqueta de afinidad para unirse a perlas u otras matrices para una variedad de aplicaciones 
útiles que incluyen, pero no se limitan a, la purificación.

Ejemplos no limitantes de etiquetas de afinidad adecuadas se proporcionan a continuación. Debe entenderse que la 
mayoría de las etiquetas de afinidad pueden servir para dos propósitos: como anclajes para la inmovilización de los 
nanoinformadores y etiquetas para la purificación de los nanoinformadores (ya sea total o solamente parcialmente 55
ensamblados) o sus componentes.

La etiqueta de afinidad puede ser un monómero de proteína. Los ejemplos de monómeros de proteína incluyen, pero 
no se limitan a, las regiones constantes de inmunoglobulina (véase Petty, 1996, Metal-chelate affinity 
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chromatography, in Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 2, Ed. Ausubel et al., Greene Publish. Assoc. & 
Wiley Interscience), glutatión S-transferasa (GST; Smith, 1993, Methods Mol. Cell Bio. 4: 220-229), la proteína de 
unión a maltosa de E. coli (Guan et al., 1987, Gene 67:21-30), y diversos dominios de unión a celulosa (patentes de 
los Estados Unidos Nos. 5.496.934; 5.202.247; 5.137.819; Tomme et al., 1994, Protein Eng. 7: 117-123), etc.

Otras etiquetas de afinidad son reconocidos por compañeros de unión específicos y de esta manera facilitan el 5
aislamiento y la inmovilización por unión de afinidad al compañero de unión, que puede inmovilizarse en un soporte 
sólido. Por ejemplo, la etiqueta de afinidad puede ser un epítopo y el compañero de unión un anticuerpo. Los 
ejemplos de tales epítopos incluyen, pero no se limitan a, el epítopo FLAG, el epítopo myc en los aminoácidos 408-
439, el epítopo de hemaglutinina (HA) del virus de la gripe o digoxigenina ("DIG"). En otras realizaciones, la etiqueta 
de afinidad es una secuencia de proteína o aminoácido que es reconocida por otra proteína o aminoácido, por 10
ejemplo, la avidina/estreptavidina y la biotina.

La etiqueta de afinidad puede ser una secuencia de nucleótidos. Se puede usar una gran variedad de secuencias de 
aproximadamente 8 a aproximadamente 30 bases, más preferiblemente de aproximadamente 10 a 
aproximadamente 20 bases, para la purificación e inmovilización de nanoinformadores, y la secuencia puede 
repetirse en tándem (por ejemplo, de 1 a 10 repeticiones en tándem). Dicha secuencia preferiblemente no está 15
ampliamente representada (es decir, presente en menos del 5% de los genes, más preferiblemente, presente en 
menos del 3% de los genes y, lo más preferiblemente, presente en menos del 1% de los genes) en la muestra que 
se está ensayando (por ejemplo, cuando el nanoinformador se usa para la detección de ARN celular humano, la 
secuencia preferiblemente no está ampliamente representada en el genoma humano); tienen poca o ninguna 
estructura secundaria o autocomplementariedad ya sea internamente o con copias de sí mismo cuando están 20
multimerizadas (es decir, todas las estructuras secundarias de la etiqueta multimerizada tienen preferiblemente una 
Tm menor de 25ºC con NaCl 1 M); no tienen una identidad o complementariedad significativa con la cadena principal 
o las secuencias del segmento (es decir, la Tm de las secuencias complementarias es preferiblemente inferior a 
25ºC con NaCl) 0,2 M); y tienen una Tm de aproximadamente 35-65ºC, más preferiblemente de aproximadamente 
40-50ºC, en Na+ 50 mM.25

En ciertas realizaciones, se usan diferentes secuencias como etiquetas de purificación e inmovilización. En este 
caso, por ejemplo, la etiqueta de purificación puede ser como se describió anteriormente, pero la etiqueta de 
inmovilización puede estar en el intervalo de 10 a 100 bases, con una Tm hasta 95ºC en Na+ 50 mM. Una realización 
alternativa sería tener la etiqueta de purificación anidada dentro de la etiqueta de inmovilización (por ejemplo, la 
etiqueta de afinidad comprendería una secuencia de 25 bases, de las cuales 15 bases se usan como una etiqueta 30
de purificación y las 25 bases completas se usan como la etiqueta de inmovilización).

En ciertos casos, la etiqueta de afinidad puede usarse para marcar un nanoinformador además de purificar o 
inmovilizar el nanoinformador.

Como apreciarán los expertos en la técnica, se pueden usar muchos métodos para obtener la región codificante de 
las etiquetas de afinidad, que incluyen, pero no se limitan a, clonación de ADN, amplificación de ADN y métodos 35
sintéticos. Algunas de las etiquetas de afinidad y reactivos para su detección y aislamiento están disponibles 
comercialmente.

Región constante

Los nanoinformadores pueden comprender al menos una región constante. Una región constante puede comprender 
una secuencia de polinucleótidos. La secuencia de polinucleótidos de una región constante puede comprender una 40
pluralidad de secuencias repetidas de nucleótidos individuales, tales como 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o más copias de 
una secuencia de repetición. En ciertos aspectos, la región constante comprende cuatro copias de una secuencia de 
repetición.

Una secuencia de repetición individual puede comprender aproximadamente 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 o más bases nucleotídicas. Una secuencia de repetición 45
individual puede comprender aproximadamente 15 bases nucleotídicas.

Un ejemplo de una secuencia de repetición de 15 bases es 5'-GGTOTGTGTGATGTT-3' (SEQ ID NO: 25). La región 
constante puede contener cuatro copias de una repetición de 15 bases, tal como la secuencia de repetición de la 
SEQ ID NO: 25.

La región constante se puede ligar a un cadena principal de nanoinformador después del aislamiento y la 50
preparación de la secuencia de polinucleótidos de la cadena principal, como se describe en la presente memoria. La 
región constante puede representar una parte permanente de la cadena principal del polinucleótido, como si 
estuviera fusionada a la secuencia "codificante" de la cadena principal (es decir, la región constante se clona en la 
cadena principal). La región constante puede estar adyacente a un sitio de enzima de restricción para la 
incorporación inmediata de las regiones de unión seleccionadas de la etiqueta.55

Regiones específicas del objetivo
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La expresión "secuencia específica del objetivo" se refiere a una entidad molecular que es capaz de unirse a una 
molécula objetivo. En el contexto de un nanoinformador, la secuencia específica del objetivo se une a la cadena 
principal del nanoinformador.

La secuencia específica del objetivo generalmente es una secuencia de aminoácidos (es decir, una secuencia de 
polipéptidos o péptidos) o una secuencia de ácidos nucleicos.5

Cuando la secuencia específica del objetivo es una secuencia de aminoácidos, la secuencia específica del objetivo
puede comprender un fragmento de anticuerpo, tal como un fragmento Fab' de anticuerpo, un anticuerpo Fv de 
cadena sencilla.

La secuencia específica del objetivo es preferiblemente una secuencia de ácido nucleico, y lo más preferiblemente 
está dentro de un oligonucleótido que está unido covalentemente (por ejemplo, mediante ligación) o unido de forma 10
no covalente (por ejemplo, mediante hibridación) a la cadena principal del nanoinformador. Una secuencia de ácido 
nucleico específica del objetivo es preferiblemente de al menos 15 nucleótidos de longitud, y más preferiblemente es 
de al menos 20 nucleótidos de longitud. La secuencia específica del objetivo puede ser de aproximadamente 10 a 
500, de 20 a 400, de 30 a 300, de 40 a 200 o de 50 a 100 nucleótidos de longitud. La secuencia específica del
objetivo puede ser de aproximadamente 30 a 70, 40 a 80, 50 a 90 o 60 a 100, 30 a 120, 40 a 140 o 50 a 150 15
nucleótidos de longitud.

Una secuencia de nucleótidos específica del objetivo preferiblemente tiene una Tm de aproximadamente 65-90ºC 
para cada sonda en Na+ 825 mM (5X SSC), más preferiblemente aproximadamente 78-83ºC.

La secuencia específica del objetivo de cada sonda de un nanoinformador doble puede ser de aproximadamente 35 
a 100 nucleótidos (para una secuencia objetivo total de aproximadamente 70 a 200 nucleótidos, cubierta por 2 20
sondas), lo más preferiblemente de aproximadamente 40 a 50 nucleótidos para cada sonda (para un total de 
aproximadamente 80 a 100 nucleótidos).

Moléculas objetivo

El término "molécula objetivo" es la molécula detectada o medida por la unión de un nanoinformador etiquetado cuya 
secuencia o secuencias específicas del objetivo reconocen (es decir, son compañeras de unión específicas) a la 25
misma. Preferiblemente, una molécula objetivo puede ser, pero no se limita a, cualquiera de los siguientes: ácido 
nucleico, péptido, un polipéptido/proteína (por ejemplo, una proteína bacteriana o viral o un anticuerpo), un lípido, un 
carbohidrato, una glicoproteína, un glicolípido, una molécula pequeña, un monómero orgánico o un fármaco. Los 
ácidos nucleicos que se pueden analizar mediante los métodos de la presente invención incluyen: ADN de cadena 
doble, ADN de cadena sencilla, horquillas de ADN de cadena sencillas, híbridos ADN/ARN, ARN (por ejemplo, 30
ARNm o miARN) y horquillas de ARN. Generalmente, una molécula objetivo es una molécula que se produce de 
forma natural o un ADNc de una molécula que se produce de forma natural o el complemento de dicho ADNc.

Una molécula objetivo puede ser parte de una muestra biomolecular que contiene otros componentes o puede ser el 
único o principal componente de la muestra. Una molécula objetivo puede ser un componente de una célula o tejido 
completo, una célula o extracto de tejido, un lisado fraccionado del mismo o una molécula sustancialmente 35
purificada. La molécula objetivo se puede unir en solución o en fase sólida, incluyendo, por ejemplo, a una superficie 
sólida tal como un chip, microarreglo o perla. Además, la molécula objetivo puede tener una estructura o secuencia 
conocida o desconocida.

Esa molécula objetivo puede no ser un cromosoma. La molécula objetivo no puede tener un tamaño superior a 1.000 
kb (o 1 mb) de tamaño, no más de 500 kb de tamaño, no más de 250 kb de tamaño, no más de 175 kb de tamaño, 40
no más de 100 kb de tamaño, no más de 50 kb de tamaño, no más de 20 kb de tamaño, o no más de 10 kb de 
tamaño. La molécula objetivo puede aislarse de su medio celular.

Muestras biomoleculares

Los sistemas de nanoinformador pueden usarse para detectar moléculas objetivo en cualquier muestra biomolecular. 
Como apreciarán los expertos en la técnica, la muestra puede comprender cualquier cantidad de elementos, que 45
incluyen, entre otros: muestras biológicas, tales como células (que incluyen tanto células primarias como líneas 
celulares cultivadas), lisados celulares o extractos (incluyendo, pero sin limitarse a, extractos de ARN; ARNm 
purificado), tejidos y extractos de tejidos (que incluyen pero no se limitan a extractos de ARN; ARNm purificado); 
fluidos corporales (que incluyen, entre otros, sangre, orina, suero, linfa, bilis, líquido cefalorraquídeo, líquido 
intersticial, humor acuoso o vítreo, calostro, esputo, líquido amniótico, saliva, secreciones anales y vaginales, 50
sudoración y semen, transudado, un exudado (por ejemplo, fluido obtenido de un absceso o cualquier otro sitio de 
infección o inflamación) o fluido obtenido de una articulación (por ejemplo, una articulación normal o una articulación 
afectada por una enfermedad como artritis reumatoide, osteoartritis, gota o artritis séptica) de prácticamente 
cualquier organismo, siendo preferidas las muestras de mamíferos y siendo particularmente preferidas las muestras 
humanas; muestras ambientales (que incluyen, entre otras, muestras aéreas, agrícolas, de agua y de suelo); 55
muestras de agentes de guerra biológica; muestras de investigación que incluyen fluidos extracelulares, 
sobrenadantes extracelulares de cultivos celulares, cuerpos de inclusión en bacterias, compartimientos celulares, 
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periplasma celular, compartimiento de mitocondrias, etc.

Las muestras biomoleculares pueden derivarse indirectamente de muestras biológicas. Por ejemplo, cuando la 
molécula objetivo de interés es un transcrito celular, por ejemplo, un ARN mensajero, la muestra biomolecular de la 
invención puede ser una muestra que contiene ADNc producido por una transcripción inversa de ARN mensajero. 
En otro ejemplo, la muestra biomolecular de la invención se genera sometiendo una muestra biológica a 5
fraccionamiento, por ejemplo, fraccionamiento de tamaño o fraccionamiento de membrana.

Las muestras biomoleculares pueden ser nativas, por ejemplo, no están sujetas a manipulación o tratamiento, o 
pueden tratarse, lo que puede incluir cualquier cantidad de tratamientos, incluida la exposición a agentes candidatos, 
incluidos fármacos, ingeniería genética (por ejemplo, la adición o eliminación de un gen), etc.

Las muestras biomoleculares también pueden incluir muestras ambientales, tales como las que contienen bacterias 10
u otros organismos, tales como diatomeas, dinoflagelados, algas, entre otros, tales como en ciertas muestras 
marinas o terrestres.

Métodos

También se proporcionan métodos para la detección y/o cuantificación de una o más moléculas objetivo. En 
particular, se proporcionan nanoinformadores estables que son capaces de unirse a moléculas objetivo individuales 15
y proporcionar una detección mejorada de las moléculas objetivo. A través de los códigos de etiqueta de los 
nanoinformadores, la unión de las sondas nanoinformadoras a las moléculas objetivo da como resultado la 
identificación de las moléculas objetivo. La detección y/o cuantificación se puede realizar usando un único sistema 
de sonda nanoinformadora o un sistema de sonda nanoinformadora dual como se describe en la presente memoria.

También se proporcionan métodos para detectar la presencia de una molécula objetivo específica en una muestra 20
biomolecular que comprende poner en contacto la muestra con una sonda nanoinformadora como se describe en la 
presente memoria bajo condiciones que permiten la unión de las secuencias específicas de objetivo en las sondas a 
una molécula objetivo en la muestra y detectar la señal asociada con la sonda nanoinformadora etiquetada de 
manera única. La muestra biomolecular puede ser una muestra biológica. La muestra biológica puede seleccionarse 
de una célula, un lisado celular, una muestra de tejido, un extracto de tejido o un fluido corporal. La muestra 25
biomolecular puede ser una muestra ambiental.

También se proporcionan métodos de detección de la presencia de una pluralidad de moléculas objetivo específicas 
en una muestra biomolecular que comprende poner en contacto la muestra con una pluralidad de sondas 
nanoinformadoras como se describe en el presente documento en condiciones que permiten la unión de las 
secuencias específicas del objetivo en las sondas a una molécula objetivo en la muestra, y detectar la señal 30
asociada con las sondas nanoinformadoras etiquetadas de forma única.

También se proporcionan métodos para determinar la presencia de al menos una molécula objetivo en una muestra, 
que comprende formar al menos un complejo molecular que comprende (a) al menos una molécula objetivo y (b) al 
menos una sonda nanoinformadora que comprende una región específica única del objetivo y una región que 
comprende un nanoinformador único diseñado, en el que dicho nanoinformador comprende una pluralidad de 35
diferentes moléculas detectables, y detectar individualmente dicho al menos un complejo molecular o al menos parte 
de dicho al menos un complejo molecular para determinar la presencia de al menos una molécula objetivo en la 
muestra mediante un método que comprende contar individualmente la presencia de una o más moléculas 
nanoinformadoras. Los métodos pueden proporcionar la determinación de la presencia de una pluralidad de 
moléculas objetivo mediante un método que comprende formar una pluralidad de complejos moleculares, 40
comprendiendo cada complejo (a) al menos una molécula objetivo y (b) al menos una sonda nanoinformadora que 
comprende una región específica única del objetivo y una región que comprende un nanoinformador único diseñado, 
en el que cada nanoinformador comprende una pluralidad de diferentes moléculas detectables; y en el que cada 
sonda nanoinformadora comprende una región diferente de nanoinformador. El número de conteos moleculares por 
encima del valor base de dicho complejo molecular después de la normalización de la muestra puede ser superior a 45
300, 400, 450, 500, 600, 700, 800, 900 o 1.000 conteos moleculares. El número de conteos moleculares por encima 
del valor base del complejo molecular después de la normalización de la muestra puede ser superior a 400 conteos
moleculares. El porcentaje de conteos moleculares válidos de las sondas nanoinformadoras puede ser mayor que 
aproximadamente 10, 11, 12, 12,5, 14, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80 o 90%. El porcentaje de conteos
moleculares válidos de las sondas nanoinformadoras puede ser mayor que aproximadamente 12,5%. El número de 50
conteos moleculares por encima del valor base del nanoinformador descrito en la presente memoria después de la 
normalización de dicha muestra puede ser al menos 6 veces mayor que un nanoinformador comparable que 
comprende ADN de M13. El número de conteos moleculares por encima del valor base del nanoinformador descrito 
en la presente memoria después de la normalización de dicha muestra puede ser al menos 2 veces mayor que un 
nanoinformador comparable que comprende ADN de M13.55

También se proporcionan métodos para determinar la presencia de al menos una molécula objetivo en una muestra, 
que comprende (1) formar al menos un complejo molecular que comprende (a) al menos una molécula objetivo y (b) 
al menos una sonda que comprende una región específica única del objetivo y una región que comprende un 
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nanoinformador único diseñado, donde dicho nanoinformador comprende una cadena principal de ácido nucleico de 
cadena sencilla, comprendiendo dicha cadena principal una pluralidad de regiones de fijación de la etiqueta unidas 
covalentemente entre sí en una combinación lineal única, en donde cada región de fijación de la etiqueta se hibrida 
con una secuencia única complementaria de polinucleótidos que tiene fijadas a la misma una o más moléculas 
detectables, y (2) detectar individualmente al menos un complejo molecular o al menos parte de dicho al menos un 5
complejo molecular para determinar la presencia de al menos una molécula objetivo en la muestra. El porcentaje de 
conteos moleculares válidos de las sondas nanoinformadoras puede ser mayor que aproximadamente 10, 11, 12, 
12,5, 14, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80 o 90%. El porcentaje de conteos moleculares válidos de las sondas 
nanoinformadoras puede ser mayor que aproximadamente 12,5%.

El número de conteos moleculares por encima del valor base del nanoinformador descrito en la presente memoria10
después de la normalización de dicha muestra puede ser al menos 2 veces mayor que un nanoinformador que 
comprende ADN de M13. La Tm de las secuencias complementarias de polinucleótidos cuando se hibrida con sus 
regiones de fijación a la etiqueta puede ser mayor que la Tm de una secuencia complementaria de polinucleótidos a 
una plantilla de ADN de M13 cuando se hibrida con una sonda nanoinformadora que comprende el ADN de M13; la 
sonda del nanoinformador de M13 comprende la misma secuencia específica del objetivo de la sonda 15
nanoinformador, y comprende una cadena principal de cadena sencilla que comprende una pluralidad de regiones 
de ADN de M13 unidos covalentemente entre sí en donde cada región se hibrida con una secuencia complementaria 
de polinucleótidos que tiene unida a la misma una o más moléculas detectables. También se proporcionan métodos 
para determinar la presencia de una pluralidad de moléculas objetivo mediante un método que comprende la 
formación de una pluralidad de complejos moleculares, comprendiendo cada complejo (a) al menos una molécula 20
objetivo y (b) al menos una sonda nanoinformadora, en donde cada sonda nanoinformadora tiene una temperatura 
de fusión más alta que un nanoinformador comparable que comprende ADN de M13.

Los ejemplos se muestran en las Figuras 1 y 2.

Además de detectar una señal total generada a partir de un nanoinformador etiquetado, también se proporciona la 
determinación de la ubicación espacial de las señales que emanan de los monómeros etiqueta (por ejemplo, puntos) 25
en un nanoinformador, representando cada punto la señal agregada de los monómeros etiqueta unidos a una región 
de fijación de la etiqueta dada. Un punto puede contener señales de la misma longitud de onda o de diferentes 
longitudes de onda. Por lo tanto, la naturaleza de los puntos en un nanoinformador y su ubicación constituye el 
código del nanoinformador.

El nanoinformador etiqueta puede capturarse y estirarse en una ubicación (véase la Figura 4). Antes de estirar un 30
nanoinformador, el nanoinformador puede inmovilizarse en una superficie sólida usando una etiqueta de afinidad, tal 
como se describió anteriormente (véase la Figura 3). Un extremo de un nanoinformador se puede inmovilizar, ya sea 
mediante unión específica o no específica a una superficie sólida, el nanoinformador se estira, y luego el otro 
extremo del informador se inmoviliza, también a través de unión específica o no específica a una superficie sólida 
(véase la Figura 3). Los métodos para capturar, estirar e inmovilizar ácidos nucleicos son bien conocidos en la 35
técnica. Los ejemplos de métodos que se pueden usar en los métodos descritos en la presente memoria se 
describen en la patente de los Estados Unidos No. 7.473.767 titulada "Methods for detection and quantification of 
analytes in complex mixtures", la publicación de patente de Estados Unidos No. 2007/0166708 titulada "Methods for 
detection and quantification of analytes in complex mixtures", la solicitud de patente de Estados Unidos No.
11/645,270 titulada "Compositions comprising oriented, immobilized macromolecules and methods for their 40
preparation", la solicitud PCT No. US06/049274 titulada "Nanoreporters and methods of manufacturing and use 
thereof’, y la solicitud provisional de patente de Estados Unidos No. 60/088.988 titulada "Stable nanoreporter".

El nanoinformador puede estar "congelado" en su estado alargado o extendido para facilitar la resolución del código 
del nanoinformadores detectando y/o formando imágenes de las señales proporcionadas (por ejemplo, emitidas) por 
los monómeros etiqueta unidos a un nanoinformador y sus ubicaciones relativas entre sí. Esto se describe en la 45
patente de Estados Unidos No. 7.473.767 titulada "Methods for detection and quantification of analytes in complex 
mixtures", la publicación de patente de Estados Unidos No. 2007/0166708 titulada "Methods for detection and 
quantification of analytes in complex mixtures", la solicitud de patente de Estados Unidos No. 11/645,270 titulada 
"Compositions comprising oriented, immobilized macromolecules and methods for their preparation", la solicitud PCT 
No. US06/049274 titulada "Nanoreporters and methods of manufacturing and use thereof’, y la solicitud provisional 50
de patente de Estados Unidos No. 60/088.988 titulada "Stable nanoreporter".

El nanoinformador se puede inmovilizar al sustrato. En los métodos, el sustrato para la inmovilización puede ser 
cualquier sustrato capaz de unirse selectivamente al nanoinformador evidente para aquellos expertos en la técnica. 
Una primera porción del nanoinformador se puede inmovilizar al sustrato mediante un par de unión avidina-biotina. 
El nanoinformador puede comprender un porción de biotina en su primera porción. Por ejemplo, un nanoinformador 55
de polinucleótido puede comprender un residuo de nucleótido biotinilado. En un sistema de sonda nanoinformadora
dual, una de las sondas nanoinformadoras (por ejemplo, sonda nanoinformadora de captura) puede comprender un 
porción de biotina. Esta sonda puede estar etiquetada o sin etiquetar. Preferiblemente, cuando se usa un sistema de 
nanoinformador dual, la sonda nanoinformadora que comprende una porción de biotina no está etiquetada. El 
sustrato que comprende avidina puede ser cualquier sustrato que comprenda avidina conocido por los expertos en la 60
técnica. Los sustratos útiles que comprenden avidina están disponibles comercialmente, incluidos TB0200 (Accelr8), 
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SAD6, SAD20, SAD100, SAD500, SAD2000 (Xantec), SuperAvidin (Array-It), platina de estreptavidina (catálogo 
#MPC 000, Xenopore) y STREPTAVIDINnslide (catálogo No. 439003, Greiner Bio-one).

La primera porción del nanoinformador puede comprender una secuencia de nucleótidos que es capaz de unirse 
selectivamente a una secuencia de nucleótidos en el sustrato (por ejemplo, biotina). En ciertos aspectos, la región 
constante (por ejemplo, copias múltiples de una secuencia de repetición de 15 bases) del nanoinformador es capaz 5
de unirse selectivamente a una secuencia complementaria de polinucleótidos que está inmovilizada en el sustrato. Si 
el nanoinformador comprende cuatro copias del ejemplo de secuencia de repetición de 15 bases de 5'-
GGTCTGTGTGATGTT-3' (SEQ ID NO: 25), un oligonucleótido que tiene la secuencia 5'-AACATCACACAGACC 
AACATCACACAGACC AACATCACACAGACC AACATCACACAGACC AGCCCTTTG-3' (SEQ ID NO: 26) se puede 
utilizar para inmovilizar el nanoinformador a un sustrato.10

Cuando se usa un sistema de sonda nanoinformadora dual, puede usarse una primera sonda nanoinformadora de 
captura sin etiquetar que comprende biotina y una segunda sonda nanoinformadora etiquetada que comprende una 
región constante para la detección y/o cuantificación de una molécula objetivo (véanse las Figuras 1 y 2). Ambas 
sondas nanoinformadoras se unen a la molécula objetivo a través de su secuencia específica objetivo formando un 
complejo que comprende la molécula objetivo y las sondas nanoinformadoras. El complejo luego se captura e 15
inmoviliza en un sustrato que contiene avidina tal como los descritos en la presente memoria. El complejo puede 
luego estirarse y extenderse como se describe en la presente memoria. La región constante en la sonda 
nanoinformadora se puede unir a una secuencia complementaria de polinucleótidos que se inmoviliza en el sustrato. 
Los ejemplos de métodos que pueden usarse en los métodos descritos en la presente memoria con respecto a 
sistemas de nanoinformadores duales se describen en la solicitud PCT No. US06/049274 titulada "Nanoreporters 20
and methods of manufacturing and use thereof’, y la solicitud  provisional de patente de Estados Unidos No. 
60/088.988 titulada "Stable nanoreporter".

Los ejemplos se muestran en las Figuras 2-4.

También se proporcionan métodos para preparar una población adecuada de cadenas principales únicas de ácido 
nucleico, que comprende (a) seleccionar un conjunto de regiones de fijación de la etiqueta de una biblioteca de 25
regiones únicas de fijación de la etiqueta diseñadas, y (b) unir covalentemente el conjunto de regiones de fijación de 
la etiqueta entre sí en una combinación lineal que es diferente de las otras cadenas principales en la población, y 
repetir las etapas (a)-(b) hasta que se haya preparado una población adecuada de cadenas principales únicas de 
ácidos nucleicos. Las regiones de fijación de la etiqueta pueden comprender aproximadamente 800 a 1.300 bases 
nucleotídicas. Las regiones de fijación de la etiqueta pueden tener un contenido de G/C de aproximadamente 50%. 30
Las bases de adenina pueden separarse en promedio a aproximadamente 8 a 16 bases en las regiones de fijación 
de la etiqueta. Las regiones de fijación de la etiqueta pueden estar desprovistas de estructuras secundarias. Cada 
región de fijación de la etiqueta seleccionada puede ser diferente de las otras regiones de unión seleccionadas de la 
etiqueta en el conjunto. La etapa de selección puede (a) comprender seleccionar un conjunto de 3, 4, 5, 6, 7, 8 
regiones de fijación de la etiqueta. La etapa de selección puede (a) comprender seleccionar un conjunto de 6 35
regiones de fijación de la etiqueta. Las regiones de fijación de la etiqueta se pueden hibridar con un polinucleótido 
complementario de ARN que tiene unida a la misma una molécula detectable. El polinucleótido complementario de 
ARN puede tener una relación de G/C de al menos 1/1. El polinucleótido complementario de ARN puede tener una 
relación de G/C de aproximadamente 3/2.

También se proporcionan métodos para preparar una población adecuada de cadenas principales únicas de ácido 40
nucleico, que comprende (a) seleccionar un conjunto de regiones de fijación de la etiqueta de una biblioteca de 
regiones únicas de fijación de la etiqueta diseñadas, en donde cada región de fijación de la etiqueta comprende 
aproximadamente 800 a 1.300 bases nucleotídicas y tiene un contenido de G/C de aproximadamente 50%, en 
donde cada región de fijación de la etiqueta comprende un patrón separado regularmente de bases de adenina, y (b) 
unión covalente del conjunto de regiones de fijación de la etiqueta entre sí en una combinación lineal que es 45
diferente de las otras cadenas principales de la población, y la repetición de las etapas (a)-(b) hasta que se haya 
preparado una población adecuada de cadenas principales únicas de ácidos nucleicos. Las bases de adenina se 
pueden espaciar a aproximadamente cada 8 a 16 bases en las regiones de fijación de la etiqueta. Las regiones de 
fijación de la etiqueta pueden estar desprovistas de estructuras secundarias. Cada región de fijación de la etiqueta
seleccionada puede ser diferente de las otras regiones de fijación de la etiqueta seleccionada en el conjunto. La 50
etapa de selección puede (a) comprender seleccionar un conjunto de 3, 4, 5, 6, 7, 8 regiones de fijación de la 
etiqueta. La etapa de selección puede (a) comprender seleccionar un conjunto de 6 regiones de fijación de la 
etiqueta. Las regiones de fijación de la etiqueta se pueden hibridar con un polinucleótido complementario de ARN
que tiene unida al mismo una molécula detectable. En algunas realizaciones, el polinucleótido complementario de 
ARN tiene una relación de G/C de aproximadamente 3/2.55

Métodos de uso de nanoinformadores selectivamente inmovilizados, extendidos u orientados

También se proporcionan nanoinformadores alargados selectivamente inmovilizados que se pueden usar para crear 
códigos de barras macromoleculares con el fin de separar y detectar secuencialmente las etiquetas. Estas etiquetas 
separadas a lo largo de la molécula proporcionan un código único que se puede leer cuando el nanoinformador se 
extiende e inmoviliza. La extensión y la inmovilización selectiva pueden facilitar la decodificación del código de 60
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barras macromolecular.

Los nanoinformadores alargados selectivamente inmovilizados pueden usarse en cualquier contexto en donde la 
detección o formación de imágenes de un nanoinformador podría ser útil. Se pueden usar con fines terapéuticos de 
y de detección de diagnostico y pronóstico. Por ejemplo, se pueden aplicar al análisis de muestras biomoleculares 
obtenidas o derivadas de un paciente para determinar si un tipo de célula enferma está presente en la muestra y/o la 5
etapa de la enfermedad. Se pueden usar para diagnosticar infecciones de patógenos, por ejemplo, infecciones por 
bacterias y virus intracelulares, determinando la presencia y/o cantidad de marcadores de bacterias o virus, 
respectivamente, en la muestra. Las composiciones y métodos se pueden usar para cuantificar moléculas objetivo
cuya abundancia es indicativa de un estado biológico o condición de enfermedad, por ejemplo, marcadores
sanguíneos que están sobrerregulados o subregulados como resultado de un estado de enfermedad. Además, las 10
composiciones y métodos pueden usarse para proporcionar información de pronóstico que ayude a determinar un 
curso de tratamiento para un paciente.

Detección de nanoinformadores

Los nanoinformadores se detectan por cualquier medio disponible en la técnica que sea capaz de detectar las 
señales específicas en un nanoinformador dado. Cuando el nanoinformador está etiquetado fluorescentemente, se 15
puede investigar la consideración adecuada de las fuentes de excitación apropiadas. Las posibles fuentes pueden 
incluir, pero no están limitadas a, lámpara de arco, lámpara de xenón, láseres, diodos emisores de luz o alguna 
combinación de los mismos. La fuente de excitación apropiada se usa junto con un sistema de detección óptica 
apropiado, por ejemplo, un microscopio fluorescente invertido, un microscopio epifluorescente o un microscopio 
confocal. Preferiblemente, se usa un microscopio que puede permitir la detección con suficiente resolución espacial 20
para determinar la secuencia de los puntos en el nanoinformador. Por ejemplo, en una realización, se puede obtener 
una imagen de un nanoinformador dual hibridado con una molécula objetivo. Si, por ejemplo, los nanoinformadores 
están etiquetados con tres colores diferentes, Alexa 488, Cy3 y Alexa 647 (etiquetados 1, 2 y 3, respectivamente). 
Los colores 1, 2 y 3 se adquieren cada uno en diferentes canales y el primer y segundo registros, que se pueden ver 
como filas de puntos, se desplazan varios píxeles para poder mostrar cada registro individualmente.25

Los ejemplos de métodos para la detección de nanoinformadores que se pueden usar en los métodos se describen 
en la patente de los Estados Unidos 7.473.767 titulada "Methods for detection and quantification of analytes in 
complex mixtures", la publicación de patente de Estados Unidos No. 2007/0166708 titulada "Methods for detection 
and quantification of analytes in complex mixtures", la solicitud de patente de Estados Unidos No. 11/645,270 titulada 
"Compositions comprising oriented, immobilized macromolecules and methods for their preparation", la solicitud PCT 30
No. US06/049274 titulada "Nanoreporters and methods of manufacturing and use thereof", y la solicitud provisional 
de patente de Estados Unidos No. 60/088.988 titulada "Stable nanoreporter".

Selección del microscopio y lente objetivo

La principal consideración con respecto a la lente del objetivo del microscopio es con la resolución óptica, que está 
determinada por su apertura numérica (NA). En general, cuanto mayor es la NA, mejor es la resolución óptica. El NA 35
requerido es preferiblemente al menos 1,07 basado en la relación de δ = 0,61 λ/NA (δ = resolución óptica y λ = 
longitud de onda). La cantidad de luz que se recoge por un objetivo está determinada por NA4/Mag2 (Mag = aumento 
del objetivo). Por lo tanto, con el fin de recoger la mayor cantidad de luz posible, se deben seleccionar objetivos con 
NA alta y aumentos bajos.

Selección de cámara CCD y técnicas de captura de imágenes40

Cuando se selecciona una cámara CCD, la primera consideración es el tamaño de píxel, que determina 
parcialmente la resolución final del sistema de formación de imágenes. De manera óptima, la resolución óptica no 
debe verse comprometida por la cámara CCD. Por ejemplo, si la resolución óptica es 210-300 nm, que corresponde 
a 12,6-18 μm en un chip CCD después de una ampliación de 60x, para resolver y mantener la resolución óptica 
debe haber al menos dos píxeles para muestrear cada punto. O el tamaño de píxel del chip CCD debe ser como 45
máximo de 6,3-9 μm.

La segunda consideración es la sensibilidad de detección que puede determinarse por muchos factores que 
incluyen, pero no están limitados a tamaño de píxel, eficiencia cuántica, ruido de lectura y ruido oscuro. Para lograr 
una alta sensibilidad, seleccione una cámara cualitativa con un gran tamaño de píxel (lo que puede proporcionar una 
gran área de recolección), alta eficacia cuántica y bajo nivel de ruido. Un ejemplo de cámara con estos criterios es la 50
cámara Orca-Ag de Hamamatsu Inc. El tamaño del chip es de 1344 x 1024 píxeles; cuando se usa el objetivo 60x, el 
campo de visión es 144 x 110 μm2.

Aplicaciones de la tecnología Nanoinformador

Las composiciones y métodos pueden usarse con fines terapéuticos de detección de pronóstico y diagnósticos. La 
ventaja es que muchas moléculas objetivo diferentes pueden analizarse al mismo tiempo a partir de una sola 55
muestra biomolecular usando los métodos. Esto permite, por ejemplo, realizar varias pruebas de diagnóstico en una 
muestra.
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Los métodos descritos en la presente memoria discriminan entre secuencias de nucleótidos. La diferencia entre las 
secuencias de nucleótidos objetivo puede ser, por ejemplo, una única diferencia de base de ácido nucleico, una 
eliminación de ácido nucleico, una inserción de ácido nucleico o un reordenamiento. Tales diferencias de secuencia 
que implican más de una base también se pueden detectar. Los conjuntos de sondas de oligonucleótidos pueden 
tener sustancialmente la misma longitud para que se hibriden con las secuencias de nucleótidos objetivo en 5
condiciones de hibridación sustancialmente similares. Como resultado, el proceso puede detectar enfermedades 
infecciosas, enfermedades genéticas y cáncer. También es útil en monitoreo ambiental, análisis forense y ciencia de 
los alimentos. Los ejemplos de análisis genéticos que pueden realizarse sobre ácidos nucleicos incluyen, por 
ejemplo, detección de SNP, detección de STR, análisis de expresión de ARN, metilación de promotor, expresión 
génica, detección de virus, subtipificación viral y resistencia a fármacos.10

En el área de monitoreo ambiental, puede usarse para la detección, identificación y monitoreo de microorganismos 
patógenos y autóctonos en ecosistemas naturales y modificados y microcosmos, tales como en sistemas de 
purificación de aguas residuales municipales y depósitos de agua o en áreas contaminadas sometidas a 
biorremediación. También es posible detectar plásmidos que contienen genes que pueden metabolizar xenobióticos, 
monitorear microorganismos objetivo específicos en estudios dinámicos de población, o bien para detectar, 15
identificar o monitorear microorganismos genéticamente modificados en el medio ambiente y en plantas industriales.

También se puede usar en una variedad de áreas forenses, incluida la identificación humana para personal militar y 
la investigación criminal, pruebas de paternidad y análisis de relaciones familiares, tipificación de compatibilidad HLA 
y análisis de sangre, esperma u órganos de trasplante por contaminación.

En la industria de alimentos y piensos, la presente invención tiene una amplia variedad de aplicaciones. Por ejemplo, 20
puede usarse para la identificación y caracterización de organismos de producción como la levadura para la 
producción de cerveza, vino, queso, yogurt, pan, etc. Otra área de uso es con respecto al control de calidad y 
certificación de productos y procesos (por ejemplo, ganado, pasteurización y procesamiento de carne) por
contaminantes. Otros usos incluyen la caracterización de plantas, bulbos y semillas con fines de fitomejoramiento, la 
identificación de la presencia de patógenos específicos de plantas y la detección e identificación de infecciones 25
veterinarias.

Métodos de diagnóstico/pronóstico

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

Los métodos descritos en la presente memoria se pueden usar en el diagnóstico de una afección. Como se usa en 30
la presente memoria, el término "diagnosticar" o "diagnóstico" de una condición incluye predecir o diagnosticar la 
afección, determinar la predisposición a la afección, controlar el tratamiento de la enfermedad, diagnosticar una 
respuesta terapéutica de la enfermedad y el pronóstico de la afección, progresión de la condición y respuesta al 
tratamiento particular de la condición. Por ejemplo, una muestra de sangre puede analizarse de acuerdo con 
cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria para determinar la presencia y/o cantidad de 35
marcadores de un tipo de célula cancerosa en la muestra, diagnosticando o estadificando así el cáncer.

Los cánceres que pueden detectarse por el proceso generalmente implican oncogenes, genes supresores de 
tumores o genes implicados en la amplificación, replicación, recombinación o reparación de ADN. Ejemplos de estos 
incluyen: gen BRCA1, gen p53, gen APC, amplificación Her2/Neu, Bcr/Ab1, gen K-ras y virus del papiloma humano 
tipos 16 y 18. Se puede usar para identificar amplificaciones, eliminaciones grandes así como mutaciones puntuales40
y eliminaciones/inserciones pequeñas de los genes anteriores en los siguientes cánceres humanos comunes: 
leucemia, cáncer de colon, cáncer de mama, cáncer de pulmón, cáncer de próstata, tumores cerebrales, tumores del 
sistema nervioso central, tumores de vejiga, melanomas, cáncer de hígado, osteosarcoma y otros cánceres óseos, 
carcinomas de testículos y ovarios, tumores de cabeza y cuello y neoplasmas de cuello uterino.

Las enfermedades genéticas también se pueden detectar mediante el proceso. Esto puede llevarse a cabo mediante 45
exámenes de detección prenatales o postnatales de aberraciones cromosómicas y genéticas o enfermedades 
genéticas. Ejemplos de enfermedades genéticas detectables incluyen: deficiencia de 21-hidroxilasa, fibrosis quística, 
síndrome de X frágil, síndrome de Turner, distrofia muscular de Duchenne, síndrome de Down u otras trisomías, 
enfermedad cardíaca, enfermedades de genes únicos, tipificación de HLA, fenilcetonuria, anemia de células 
falciformes, enfermedad de Tay-Sachs, talasemia, síndrome de Klinefelter, enfermedad de Huntington, 50
enfermedades autoinmunes, lipidosis, defectos de la obesidad, hemofilia, errores innatos del metabolismo y 
diabetes.

Alternativamente, los métodos descritos en la presente memoria pueden usarse para diagnosticar infecciones 
patógenas, por ejemplo infecciones por bacterias y virus intracelulares, determinando la presencia y/o cantidad de 
marcadores de bacterias o virus, respectivamente, en la muestra.55

El proceso puede detectar una amplia variedad de enfermedades infecciosas. Típicamente, estas son causados por 
agentes infecciosos bacterianos, virales, parasitarios y fúngicos. La resistencia de diversos agentes infecciosos a los 
fármacos también se puede determinar usando la presente invención.
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Los agentes infecciosos bacterianos que se pueden detectar incluyen Escherichia coli, Salmonella, Shigella, 
Klebsiella, Pseudomonas, Listeria monocytogenes, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium aviumintracellulare, 
Yersinia, Francisella, Pasteurella, Brucella, Clostridia, Bordetella pertussis, Bacteroides, Staphylococcus aureus, 
Streptococcus neumonía, B-estreptococos hemolíticos, Corynebacteria, Legionella, Mycoplasma, Ureaplasma, 
Chlamydia, Neisseria gonorrhea, Neisseria meningitides, Hemophilus influenza, Enterococcus faecalis, Proteus 5
vulgaris, Proteus mirabilis, Helicobacter pylori, Treponema paladio, Borrelia burgdorferi, Borrelia recurrentis, 
patógenos Rickettsial, Nocardia y Actinomicetos.

Los agentes infecciosos fúngicos que pueden detectarse incluyen Cryptococcus neoformans, Blastomyces 
dermatitidis, Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis, Paracoccidioides brasiliensis, Candida albicans, 
Aspergillus fumigautus, Phycomycetes (Rhizopus), Sporothrix schenckii, Chromomycosis y Maduromycosis.10

Los agentes infecciosos virales que pueden detectarse incluyen virus de inmunodeficiencia humana, virus 
linfocitotrófico de células T humanas, virus de la hepatitis (por ejemplo, virus dela hepatitis B y virus de la hepatitis 
C), virus de Epstein-Barr, citomegalovirus, virus del papiloma humano, ortomixovirus, paramixovirus, adenovirus, 
virus corona, rabdovirus, virus de la polio, virus toga, virus bunya, virus arena, virus de rubéola y reovirus.

Los agentes parasitarios que se pueden detectar incluyen Plasmodium falciparum, Plasmodium malaria, Plasmodium 15
vivax, Plasmodium ovale, Onchoverva volvulus, Leishmania, Trypanosoma spp., Schistosoma spp., Entamoeba 
histolytica, Cryptosporidum, Giardia spp., Trichimonas spp., Balatidium coli , Wuchereria bancrofti, Toxoplasma spp., 
Enterobius vermicularis, Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Dracunculus medinesis, Trematodos, 
Diphyllobothrium latum, Taenia spp., Pneumocystis carinii y Necator americanis.

También es útil para la detección de resistencia a fármacos por agentes infecciosos. Por ejemplo, Enterococcus 20
faecium resistente a vancomicina, Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Streptococcus pneumoniae 
resistente a penicilina, Mycobacterium tuberculosis resistente a múltiples fármacos y virus de inmunodeficiencia 
humana resistente a AZT se pueden identificar con la presente invención.

De este modo, las moléculas objetivo detectadas usando las composiciones y métodos pueden ser marcadores de 
pacientes (tales como un marcador de cáncer) o marcadores de infección con un agente extraño, tales como 25
marcadores bacterianos o virales.

Debido a la naturaleza cuantitativa de los nanoinformadores, las composiciones y los métodos se pueden usar para 
cuantificar moléculas objetivo cuya abundancia es indicativa de un estado biológico o enfermedad, por ejemplo, 
marcadores sanguíneos que se sobrerregulan o subregulan como resultado de un estado de enfermedad.

Además, las composiciones y métodos pueden usarse para proporcionar información de pronóstico que ayude a 30
determinar un curso de tratamiento para un paciente. Por ejemplo, la cantidad de un marcador particular para un 
tumor puede cuantificarse con precisión incluso a partir de una muestra pequeña de un paciente. Para ciertas 
enfermedades como el cáncer de mama, la sobreexpresión de ciertos genes, tales como Her2-neu, indica que será 
necesario un tratamiento más agresivo.

Análisis de muestras de patología35

El ARN extraído de muestras de tejido incluidas en parafina fijadas con formaldehído o paraformaldehído es 
típicamente de baja calidad (fragmentado) y de bajo rendimiento. Esto hace que el análisis de expresión génica de 
genes de baja expresión en muestras de histología o tejidos de patología de archivo sea extremadamente difícil y, a 
menudo, totalmente inviable. La tecnología de nanoinformadores puede cubrir esta necesidad no satisfecha al 
permitir el análisis de cantidades muy pequeñas de ARN total de baja calidad.40

Para utilizar la tecnología del nanoinformador en una aplicación de este tipo, se puede extraer ARN total de 
muestras de tejido incluidas en parafina fijadas con formaldehído o paraformaldehído (o similares) usando kits 
comercialmente disponibles tales como el kit de aislamiento de ácido nucleico total RecoverAll (Ambion) de acuerdo
con los protocolos del fabricante. El ARN en tales muestras se degrada con frecuencia en fragmentos pequeños (de 
200 a 500 nucleótidos de longitud), y muchas muestras de histología incluidas en parafina solo producen decenas de 45
nanogramos de ARN total. Se pueden usar pequeñas cantidades (de 5 a 100 ng) de este ARN total fragmentado 
directamente como material objetivo en una hibridación de nanoinformadores siguiendo las condiciones de ensayo 
descritas en la presente memoria.

Métodos de detección

Los métodos pueden usarse, entre otros, para determinar el efecto de una perturbación, que incluye compuestos 50
químicos, mutaciones, cambios de temperatura, hormonas de crecimiento, factores de crecimiento, enfermedad o un 
cambio en las condiciones de cultivo en diversas moléculas objetivo, por lo tanto, identificar moléculas objetivo cuya 
presencia, ausencia o niveles son indicativos de estados biológicos particulares. Los métodos pueden usarse para 
dilucidar y descubrir componentes y rutas de estados de enfermedad. Por ejemplo, la comparación de cantidades de 
moléculas objetivo presentes en un tejido enfermo con tejido "normal" permite la elucidación de importantes 55
moléculas objetivo implicadas en la enfermedad, identificando de este modo objetivos para el 
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descubrimiento/detección de nuevos candidatos a fármacos que pueden usarse para tratar enfermedades.

Kits que comprenden nanoinformadores

Se proporcionan adicionalmente kits que comprenden uno o más componentes descritos en la presente memoria. 
Los kits pueden comprender, por ejemplo, un sustrato y uno o más nanoinformadores extendidos u orientados, o 
ambos, selectivamente inmovilizados sobre el sustrato. Los kits se pueden usar para cualquier propósito evidente5
para los expertos en la técnica, incluidos los descritos anteriormente.

También se proporcionan kits para preparar al menos un nanoinformador etiquetado de forma única que comprende 
al menos tres regiones de fijación de la etiqueta que comprenden cada una de aproximadamente 800 a 1.300 bases 
nucleotídicas, un contenido de G/C de aproximadamente el 50%; y al menos tres secuencias complementarias de 
polinucleótidos que tienen una molécula detectable unida, en la que las secuencias complementarias de 10
polinucleótidos tienen una relación de G/C de al menos 1/1. Las secuencias complementarias de polinucleótidos
pueden tener una relación de G/C de aproximadamente 3/2. El kit puede comprender además al menos tres sondas 
específicas para el objetivo.

También se proporcionan kits útiles para la extensión y la inmovilización selectiva de nanoinformadores. Los kits 
pueden comprender un sustrato para inmovilización y uno o más compañeros de unión para facilitar la extensión o la 15
inmovilización de un nanoinformador. Los compañeros de unión podrían comprender una porción útil para la 
extensión del nanoinformador en una fuerza apropiada. Los compañeros de unión podrían facilitar la inmovilización o 
la inmovilización selectiva del nanoinformador a la superficie. El kit podría comprender un nanoinformador para 
extensión e inmovilización. El kit podría comprender un dispositivo capaz de extender el nanoinformador.

Los kits pueden contener una población de nanoinformadores como se describe en la presente memoria.20

Los kits pueden contener nanoinformadores previamente etiquetados, o nanoinformadores no etiquetados con uno o 
más componentes para etiquetar los nanoinformadores. Además, los nanoinformadores proporcionados en un kit 
pueden o no tener secuencias específicas del objetivo unidas previamente. Las secuencias objetivo se pueden 
proporcionar en el kit sin unirse a la cadena principal del nanoinformador.

El kit puede incluir también otros reactivos, por ejemplo, reguladores para llevar a cabo reacciones de hibridación, 25
enlazadores, endonucleasas de restricción y ADN I ligasas.

El kit también incluirá instrucciones para usar los componentes del kit, y/o para hacer y/o usar los nanoinformadores 
etiquetados.

La presente invención se puede entender mejor mediante los ejemplos no limitativos proporcionados a continuación.

Ejemplos30

Ejemplo 1: Protocolo de diseño y fabricación para una biblioteca de la cadena principal del nanoinformador De Novo 
1 (DV1)

Para construir una biblioteca de diversas cadenas principales de nanoinformadores, las regiones de fijación de la 
etiqueta se seleccionaron de una biblioteca de secuencias de polinucleótidos únicas diseñadas racionalmente y se 
clonaron en diversas combinaciones en un vector plasmídico que tenía la secuencia de polinucleótidos indicada en 35
la SEQ ID NO: 27. Esta secuencia del vector no termina en la cadena principal del informador final, sino que se 
utiliza para clonar y propagar las secuencias de la cadena principal.

Específicamente, cada plásmido DV1 específico de código único se construyó de seis regiones de fijación a la 
etiqueta de aproximadamente 1.100 pares de bases, que se seleccionaron de las secuencias de polinucleótidos de 
las SEQ ID NOS: 1-24. Las regiones de fijación de la etiqueta definidas por estas secuencias de polinucleótidos se 40
clonaron en diversas combinaciones en el vector de la SEQ ID NO: 27, correspondiendo cada región de fijación de la 
etiqueta a una posición fija en una cadena principal dada, es decir, posición 1, posición 2, hasta la posición 6. Las 
regiones de fijación de la etiqueta en cada posición en una cadena principal dada eran diferentes de las otras 
regiones de fijación de la etiqueta en esa misma cadena principal. El extremo 3' de cada secuencia de 6 posiciones
se clonó junto a 4 copias de una repetición común de 15 bases conocida como la repetición G-4 (SEQ ID NO: 26), 45
utilizada en la purificación e inmovilización de los informadores. Se diseñaron y clonaron 972 cadenas principales de 
nanoinformadores, cada una con una combinación lineal única de regiones de fijación de la etiqueta, de acuerdo con 
las técnicas biológicas moleculares de rutina.

Cuando a cada región de fijación de la etiqueta se le asigna una de cuatro moléculas detectables, el uso de regiones 
de unión de seis etiquetas en un sistema informador de cuatro colores proporciona 4096 nanoinformadores únicos50
posibles. En este ejemplo, las SEQ ID NOS: 1, 5, 9, 13, 17 y 21 se les asignó un fluoróforo azul, las SEQ ID NOS: 2, 
6, 10, 14, 18 y 22 se les asignó un fluoróforo verde, las SEQ ID NOS: 3, 7, 11, 15, 19 y 23 se les asignó un fluoróforo 
amarillo, y las SEQ ID NOS: 4, 8, 12, 16, 20 y 24 se les asignó un fluoróforo rojo. Por lo tanto, en este ejemplo, 
incluso si una cadena principal dada comprende 6 regiones de fijación de la etiqueta asignadas a un fluoróforo azul 
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(por ejemplo, las SEQ ID NOS: 1, 5, 9, 13, 17 y 21 en las posiciones 1-6), cada región individual de fijación a la
etiqueta tendría una secuencia de polinucleótidos diferente de las otras regiones de fijación de la etiqueta en esa 
misma cadena principal.

Los plásmidos individuales se amplificaron en bacterias, se aislaron y se convirtieron en cadenas principales lineales 
de cadena sencillas. Específicamente, se construyeron cadenas principales de ADN de cadena sencillas lineales a 5
partir de un ADN plasmídico de cadena doble usando un protocolo de cuatro etapas: (i) se linealizó ADN de cadena 
doble con una enzima de restricción, (ii) el ADN linealizado se desfosforiló con una fosfatasa termolábil, (iii) el ADN 
se digirió con una segunda enzima de restricción para separar el vector de clonación de la secuencia de la cadena 
principal, y (iv) la mezcla se digirió con una digestión con exonucleasa lambda específica de la cadena, dejando 
intacta solo una cadena del fragmento de la cadena principal.10

Las cadenas principales y de cadena sencilla se ligaron a secuencias de nucleótidos específicas del objetivo y se 
incubaron con secuencias complementarias de nucleótidos de ARN teñidas con colorante para producir 
nanoinformadores etiquetados.

Ejemplo 2: generación de polinucleótidos complementarios de ARN teñidos con colorante

Se utilizaron reacciones de transcripción in vitro (IVT) para generar polinucleótidos complementarios de ARN15
modificados con aminoalilo usando kits de MEGAscript T3, T7 o SP6 (Ambion®), siguiendo las instrucciones del 
fabricante con las siguientes especificaciones y modificaciones.

Los plásmidos que contienen un promotor de ARN polimerasa y la secuencia de polinucleótidos de interés se 
linealizaron por digestión de restricción, se precipitaron con etanol y se usaron como plantillas. En este ejemplo, las 
secuencias expuestas en las SEQ ID NOS: 1-24 se usaron como plantillas en la reacción de IVT, generando 24 20
polinucleótidos únicos complementarios de ARN.

Se sustituyó el amino-alil-UTP (aaUTP) (Fermentas) por el UTP suministrado en el kit, o se usó una mezcla de 
aaUTP y el UTP suministrado. El nivel de incorporación de colorante en un polinucleótido complementario de ARN
se correlaciona con el número de posibles sitios de unión de aminoalilo (aa). Para hacer los segmentos de color más 
brillantes posibles, se debe usar 100% de aaUTP. Para cambiar el brillo, se puede usar una mezcla de aaUTP y UTP 25
sin modificar en cualquier proporción en las reacciones de IVT para modificar el número de sitios de aa presentes en 
un polinucleótido complementario de ARN. Por ejemplo, para incorporar colorantes al 50% de la base repetida 
regularmente, se utilizó una mezcla 1:1 de aaUTP y UTP. La concentración final de aaUTP + UTP juntas fue la 
misma que la de cada uno de los otros tres nucleótidos (es decir, ATP, CTP, GTP).

Se dejó que la reacción de IVT transcurriera a 37ºC durante 22 horas. Después de la reacción, los transcritos de 30
ARN modificados con aminoalilo se purificaron usando un kit RNeasy (Qiagen®) siguiendo las instrucciones del 
fabricante.

La reacción de acoplamiento del colorante descrita a continuación es para una reacción de 1 mg. La precipitación 
con etanol se realizó sobre 1 mg de un polinucleótido de ARN modificado con aminoalilo (aa). Los colorantes sólidos 
(éster de TFP Alexa 488, éster de succinimidilo Alexa 546, éster de succinimidilo Alexa 594 y éster de succinimidilo35
Alexa 647; Invitrogen) se resuspendieron en 11 μg/μL en DMSO anhidro. Los polinucleótidos de ARN modificados
con aa se resuspendieron en un volumen final de 90 μL de Na2B4O7 100 mM, pH 8,5 y se calentaron a 37ºC durante 
20 min. Se mezclaron individualmente 110 μL de los colorantes resuspendidos con 90 μL de un polinucleótido de 
ARN modificado con aa. La mezcla se incubó en la oscuridad a temperatura ambiente durante 30 min-2 h.

Los polinucleótidos de ARN modificados con aa teñidos con colorante se purificaron a partir de la mezcla usando un 40
kit RNeasy (Qiagen®) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se mezclaron cantidades iguales de cada uno de 
los 24 polinucleótidos de ARN coloreados para una concentración final de 40 nM de cada polinucleótido ("mezcla de 
segmento de color"). Esta mezcla se puede combinar con una población de cadenas principales de 
nanoinformadores para generar una población de nanoinformadores únicos, como se describe en el Ejemplo 3 a 
continuación.45

Ejemplo 3: generación de una biblioteca de nanoinformadores DV1 etiquetados

Para producir una biblioteca de moléculas de nanoinformador de DV1 etiquetados, cada cadena principal de ADN 
específica del código del Ejemplo 1 se ligó por separado a una región de sonda, es decir, secuencia de nucleótidos 
específica del objetivo, para un gen específico de interés. La sonda se ligó a la cadena principal a través de un 
oligonucleótido, que sirve como puente entre la cadena principal y la sonda específica. Específicamente, se añadió 50
una mezcla maestra que contenía un oligonucleótido universal que sirvió como "puente" de ligación más regulador 
de ligasa a pozos individuales de placas de 96 pozos que contenían sondas oligonucleotídicas específicas del 
objetivo (10 μM) normalizadas (35-50 bases). Después de una incubación corta a 37ºC para hibridar el 
oligonucleótido de la sonda con la porción complementaria del oligonucleótido puente, se inició la ligación mediante 
la adición de 1,2 pmoles de la cadena principal del nanoinformador individual de cadena sencilla por pozo, regulador55
de ligación adicional y ligasa T4. Las placas se incubaron a 37ºC en un termociclador de 96 pozos durante 2 h. Las 
reacciones de ligación se desalaron mediante centrifugación a través de columnas de Sephadex G-50 en un formato 
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de 96 pozos. Las cadenas principales ligadas individuales se juntaron, se precipitaron con etanol y se 
resuspendieron en Tris 10 mM pH 8,0 a 20 nM.

Para producir nanoinformadores etiquetados con colorante, se mezcló lo siguiente: 2 mL de SSPE 20X de pH 6,5, 
28,05 mL de H2O, 5 mL de las cadenas principales anteriores reunidas del nanoinformador de DV1, 1,2 mL de 
etanol, y 3,75 mL de mezcla del segmento coloreado del Ejemplo 2. La mezcla se incubó a 75ºC durante 2 horas. 5
Para eliminar segmentos en exceso, la mezcla se purificó sobre una columna de oligonucleótidos acoplada al 
complemento inverso de la secuencia de repetición G común a todas las secuencias de cadena principal (véase la 
SEQ ID NO: 26 para la secuencia de complemento inversa). Para producir sondas de "captura" no etiquetadas, las 
cadenas principales de nanoinformadores se biotinilaron cerca o en la región 3'.

Ejemplo 4: Comparación de los sistemas de nanoinformadores DV1 y M1310

Se elaboró una biblioteca informadora DV1 de 40 genes como se describe en los Ejemplos 1 a 3, y también se 
elaboró una biblioteca comparable de M13, como se describe en la solicitud de patente de Estados Unidos No.
12/100.990, incorporada aquí como referencia. Las bibliotecas de DV1 y M13 contenían secuencias de sonda 
idénticas (es decir, nucleótidos específicos del objetivo) y se usaron para analizar las mismas muestras, 36 lisados 
celulares, ensayados por triplicado. Se siguieron los protocolos estándar de hibridación, purificación y formación de 15
imágenes, como se describe en Geiss et al., Nature Biotechnology 26: 317-324, 2008, incorporado aquí como 
referencia en su totalidad. Generalmente, las bibliotecas de nanoinformadores se hibridaron con lisados celulares 
que contenían ARN, los informadores en exceso se eliminaron mediante lavado, los informadores se unieron a una 
superficie sobre la que se inmovilizaron y estiraron los informadores, se obtuvieron imágenes de la superficie y se 
analizaron las imágenes.20

Reacciones de hibridación

La detección de transcritos celulares se llevó a cabo en reacciones de hibridación multiplexadas, que utilizaban un 
sistema nanoinformador doble que tenía tanto sondas nanoinformadoras etiquetadas como sondas 
nanoinformadoras no etiquetadas, es decir, sondas de "captura". Cada muestra se hibridó por triplicado con las 
concentraciones finales de los reactivos de hibridación de la siguiente manera: 200 pM cada sonda de captura 25
biotinilada no etiquetada (sonda de captura), 40 pM de cada sonda indicadora etiquetada, 5X SSPE (pH 7,5), 5X 
reactivo de Denhardt (Sigma), 100 ng/μL de ADN de esperma de salmón cortado (Sigma) y 0,1% de Tween-20. 
Cada 30 μL de reacción de hibridación también contenía 100 ng de ARN total a una concentración final de 3,3 ng/μL. 
Los reactivos se mezclaron y se incubaron a 65ºC en un bloque termociclador con una tapa calentada durante 20 
horas.30

Purificación posterior a la hibridación

Para eliminar informadores no hibridados, las reacciones se purificaron sobre perlas magnéticas (InvitrogenMR) 
acopladas a oligonucleótidos complementarios a la secuencia de repetición 3' contenida en cada sonda de captura. 
Las reacciones se diluyeron primero a 1X SSPE en Tween-20/TE al 0,1% y se dejaron unir a las perlas a 22,5ºC 
durante 30 minutos con rotación continua. Las perlas se lavaron tres veces en 150 μL de 0,1X SSPE /Tween-20 al 35
0,1% y los complejos hibridados se eluyeron en 100 μL de 0,1X SSPE /Tween-20 al 0,1% durante 15 minutos a 
45ºC. Después de la elución, las muestras se purificaron una segunda vez para eliminar las sondas de captura en
exceso mediante la unión a perlas magnéticas acopladas a oligonucleótidos complementarios a la secuencia de 
repetición 5' contenida en cada sonda indicadora. Las eluciones de las perlas antirepetición 3' se llevaron a una 
concentración final de 1X SSPE mediante la adición de 50 μL de 3X SSPE/Tween-20 al 0,1% y se unieron durante 40
15 minutos a 22,5ºC con rotación. Las perlas se lavaron como anteriormente y se eluyeron en 30 μL de 0,1X 
SSPE/Tween-20 al 0,1% a 45ºC. Las muestras doblemente purificadas se prepararon luego para la captura como se 
describe a continuación.

Captura del informador NanoString, estiramiento y formación de imágenes

Se añadió a cada muestra un microlitro de dilución 1/5000 de una solución de sólidos al 0,1% de una formulación 45
personalizada de microesferas fluorescentes Tetraspeck (InvitrogenMR). Las muestras se cargaron en un dispositivo 
de fluidos NanoString elaborado mediante laminación de acrílico fundido maquinado con láser con un cubreobjetos 
recubierto con estreptavidina (Optichem®, Accelr8 Technology Corporation) usando una capa adhesiva de doble 
cara cortada con láser (Fralock) para generar canales profundos de microfluidos 30i.tm. Las muestras fueron 
conducidas a través del canal por presión hidrostática y unidas específicamente por el extremo 3' biotinilado de la 50
sonda de captura. Después de la captura, la superficie se lavó una vez con 90 μL de 1X TAE  y se preparó para el 
estiramiento mediante la adición de 40 μL de TAE a cada pozo. Las sondas informadoras se estiraron y alinearon 
aplicando 160 V/cm durante 1 minuto a lo largo del canal de fluido. Los informadores estirados se inmovilizaron 
luego a la superficie mediante la adición de 60 μL de una solución 500 nM de un oligonucleótido biotinilado 
complementario a las repeticiones 5' presentes en el extremo 5' de todas las sondas informadoras. La corriente 55
permaneció activa durante 5 minutos, durante todo el proceso de inmovilización. Después de la inmovilización, la 
solución TAE se eliminó y se reemplazó por una formulación personalizada del reactivo antifotoblanqueo SlowFade 
(Invitrogen) para formación de imágenes.
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Se obtuvieron imágenes de las platinas en un Nikon Eclipse TE2000E equipado con Perfect Focus, una lente de 
inmersión en aceite Apo VC 60X Plan 1.4 NA (Nikon), una fuente de luz de haluro metálico X-cite 120 (Exfo 
Corporation), una etapa H117 automatizada (Prior Scientific) y SmartShutter (Sutter Instrument). Para cada campo 
de visión, se adquirieron 4 imágenes a diferentes longitudes de onda de excitación (480, 545, 580 y 622) con una 
cámara Orca Ag CCD (Hamamatsu) bajo el control de Metamorph (Universal Imaging Corporation) o software 5
personalizado.

Procesamiento de imágenes

El procesamiento de imágenes se realizó sobre 4 imágenes (una para cada longitud de onda) en forma FOV por 
FOV. El algoritmo personalizado trata cada FOV como un bloque fundamental en donde se realizan los siguientes 
etapas básicas: 1) identificación de puntos, 2) registro de imágenes, 3) agrupamiento espacial para producir 10
cadenas, y 4) clasificación de las cadenas.

En la primer etapa del algoritmo, se identificaron puntos. El nivel de intensidad del valor base de cada canal se 
calculó y utilizó para ajustar la imagen en la señal y el valor base, donde las regiones de la señal son el resultado de 
una longitud de onda de luz específica observada como la función de dispersión del punto (PSF). La máscara de la 
señal se segmentó utilizando un algoritmo de Watershed personalizado. Las regiones segmentadas fueron luego 15
etiquetadas, parametrizadas y filtradas para eliminar puntos no PSF. Los puntos restantes fueron archivados 
centralmente para su uso en el registro y llamadas de informadores.

Se realizó el registro de la imagen en cada FOV basándose en puntos archivados que corresponden a perlas 
fluorescentes (referencia) que se unieron a la superficie de formación de imágenes (véase captura, estiramiento y 
formación de imágenes del informador NanoString). Los puntos archivados se cotejaron para identificar las 20
agrupaciones entre canales de puntos que cumplen con los requisitos de referencia (umbrales de intensidad entre 
canales y proporciones). Las agrupaciones que cumplían con los requisitos se archivaron como referencias. La lista 
final de referencias representó las transformaciones espaciales que ocurrieron entre canales durante la adquisición 
de imágenes. Los desplazamientos espaciales eran tan grandes como 5-6 píxeles. La transformada espacial fue 
resuelta para usar los centroides de referencia observados y sus centroides coincidentes (supuestos) previamente25
transformados (X2 = X1 * T). La transformación inversa se aplicó a todos los puntos identificados para restaurar sus 
centroides originales.

Después de la identificación del punto y el registro de la imagen, los puntos se ensamblaron en "cuerdas" a través 
del agrupamiento. En este punto, cada cuerda se filtró para eliminar cualquier punto atribuido a la señal de purga. 
Las cadenas filtradas se clasificaron entonces como informadoras o no informadoras. Para clasificarse como 30
informadora, la cadena debe contener el número correcto de puntos, cumplir con los umbrales específicos de 
separación punto a punto (1,2-2,9 píxeles) y cumplir los requisitos aceptables de linealidad y orientación. Las 
agrupaciones que se clasificaron como informadores se contaron y sumaron para cada gen sobre todos los FOV.

Normalización y análisis de datos de NanoString

Para explicar las ligeras diferencias en la eficacia de hibridación y purificación, los datos se normalizaron a los 35
conteos promedio para todos los picos de control en cada muestra. Para determinar si un gen fue "detectado" por el 
sistema NanoString, las mediciones por triplicado obtenidas para cada gen experimental se compararon con 
mediciones por triplicado para los controles negativos. Para que un gen se categorice como detectado, el recuento 
promedio del gen experimental debe ser mayor que el promedio de los dos controles negativos, y el valor P de la 
prueba T de Student debe ser inferior a 0,05.40

Se muestran los resultados para un representante de tres de los 40 genes analizados, comparando el sistema DV1 
con el sistema M13. La Figura 5 muestra los resultados para IL-8 (los resultados para GAPDH y TSC22D3 no se 
muestran). El perfil general de la expresión de cada gen es el mismo para ambos sistemas (es decir, mayor o menor 
expresión relativa entre las muestras), pero el número de conteos para cada ensayo es> 100 veces mayor usando 
DV1 (observe la diferencia de escala para los gráficos de M13 y DV1).45

Los resultados de una comparación de la expresión de los 40 genes entre los sistemas también se muestran en dos 
muestras representativas (véase la Figura 6). En la Figura 6, el valor R2 muestra una correlación de 
aproximadamente 90% entre la expresión relativa de todos los genes en los dos sistemas, mientras que la pendiente 
de la línea indica un aumento de más de 100 veces en el número real de conteos usando los informadores DV1 en 
comparación con los informadores M13.50

Ejemplo 5: Comparación de sistemas de nanoinformadores DV1 y M13

Se elaboró una biblioteca informadora de DV1 de 148 sondas como se describe en los Ejemplos 1 a 3, y también se 
elaboró una biblioteca de M13 comparable, como se describe en la solicitud de patente de Estados Unidos No.
12/100.990, incorporada aquí como referencia. Las bibliotecas DV1 y M13 contenían secuencias de sonda idénticas 
(es decir, nucleótidos específicos del objetivo) y se usaron para analizar las mismas muestras, 26 muestras de ARN 55
de ratón. Se siguieron los protocolos estándar de hibridación, purificación y formación de imágenes, como se 
describe en el Ejemplo 4.
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Los resultados para la detección de la expresión de GusB se muestran en la Figura 7, respectivamente. Los 
resultados para la detección de expresión de Modi, Acot4 y Atg7 no se muestran. La medición de los niveles de 
expresión relativa de un gen dado a través de las diversas muestras fue comparable entre los dos tipos de 
informadores. Sin embargo, se observó un aumento promedio de 6 veces para el número absoluto de conteos
medidos por los informadores DV1 en comparación con los informadores M13. La Figura 8 proporciona un gráfico 5
que muestra los "informadores válidos", que se refiere a cadenas de puntos que el software de análisis de imágenes 
puede interpretar como un informador "contable", descrito como un porcentaje del número total de eventos de unión
en un campo de visión. Un porcentaje significativamente mayor de informadores DV1 son contables, que conduce en 
este experimento a una ganancia de datos de 3 veces (de 12,5% a 38%).

Se determinó una correlación de la expresión de cada gen en una muestra, medida por M13 y DV1. Los resultados 10
muestran una correlación del 77% entre los dos sistemas y un aumento promedio de 6 veces con DV1 (datos no 
mostrados).

Ejemplo 6: Optimización de la incorporación de colorante en polinucleótidos complementarios de ARN

Para determinar la concentración óptima de colorante fluorescente en una molécula de nanoinformador dada, se 
incorporaron colorantes fluorescentes en las secuencias complementarias de polinucleótidos de ARN en diversas 15
cantidades. Las moléculas de nanoinformador que tienen diversas cantidades de incorporación de colorante se 
analizaron a continuación para la intensidad de señal en un ensayo de detección de nanoinformador estándar.

Específicamente, para determinar el grado óptimo de espaciamiento de nucleótidos entre cada molécula de 
colorante incorporada, se incorporaron moléculas de colorante fluorescente en los polinucleótidos complementarios 
de ARN en cada una de cada 8, 10, 12, 16 o 24 bases nucleotídicas. Esto se logró generando nuevas secuencias 20
que contenían un patrón regular de T separadas cada 8, 10, 12, 14, 16 y 24 bases, como se muestra en las Figuras 
9-12. Estas secuencias tenían aproximadamente 1.100 bases de longitud y se ensamblaron en un único plásmido de 
cadena principal informador de 6.600 bases, que se convirtió en una cadena principal de cadena sencilla. Cada 
plantilla se transcribió para producir el ARN complementario inverso, y las alícuotas de cada ARN se acoplaron por 
separado a cuatro colores: azul (Alexa 488), verde (Cy3 (Amersham)), amarillo (Alexa 594) y rojo (Alexa 647). Se 25
generó una serie de indicadores etiquetados que usan los diversos colores mediante hibridación de segmentos de 
ARN etiquetados con la cadena principal. Se obtuvieron imágenes de estos informadores tal como se describe en la 
presente memoria y se determinó el brillo del punto resultante del acoplamiento del colorante en cada espaciamiento 
en cada color (datos no mostrados). Las mediciones de intensidad de los puntos están en unidades arbitrarias.

Estos experimentos muestran que el brillo de los puntos se puede manipular diseñando la secuencia subyacente 30
para que contenga una mayor cantidad o menos bases repetidas regularmente. En esta memoria, una separación de 
8 nucleótidos produce los puntos más brillantes. Las separaciones de menos de 8 no se probaron debido a las 
predicciones de interferencia esteárica de las moléculas de colorante vecinas con separaciones menores; sin 
embargo, es probable que algunos puntos se hagan aún más brillantes con separaciones menores. La separación 
más cercana posible variará de colorante a colorante, pero 8 bases proporcionan una separación que debe 35
acomodar todos los colorantes adecuados comercialmente. Las bases no necesitan estar separadas regularmente.

Ejemplo 7: consideraciones sobre la cinética de hibridación de los nanoinformadores

Antecedentes

Las hibridaciones en solución con un gran exceso de sonda sobre el objetivo siguen una cinética de pseudo primer 
orden. En este régimen, la velocidad de la reacción depende únicamente de la concentración de la sonda y no de la 40
concentración objetivo. Para una estrategia de dos sondas y un objetivo para proporcionar información precisa sobre 
la concentración de un objetivo en solución, las sondas deberían estar presentes ambas en exceso con respecto al
objetivo. El posible intervalo de concentración preferiblemente está limitado en el extremo inferior por la 
concentración del objetivo. Sin embargo, el intervalo de concentración útil para la tecnología del nanoinformador
descrita en el presente documento está prácticamente limitado en el extremo inferior por la cantidad de tiempo 45
necesaria para realizar la hibridación.

Cinética de hibridación

En realizaciones preferidas, se realizan ensayos de cuantificación y detección de objetivo en los que el objetivo (T) 
debe hibridarse tanto con una sonda indicadora (R) como con una sonda de captura (G) (por ejemplo, mediante 
selección de afinidad y detección de complejos que comprenden solo (R) y (G), que a su vez solo forman complejos 50
en presencia de (T)). Suponiendo que estas reacciones sean irreversibles, hay cuatro posibles reacciones 
elementales que ocurren.
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Debido a que RT y TG son complejos intermedios de dos de las tres especies, estas cuatro reacciones se pueden 
simplificar a R + T + G → RTG.

Sin embargo, para calcular cuantitativamente la velocidad de producción de RTG (el complejo de sonda de captura 5
objetivo-indicador), se deben considerar las cuatro reacciones. Las ecuaciones diferenciales que describen el 
sistema son:

10

en las que CR, CT, CG, CRT, CTG y CRTG son las concentraciones de las diversas especies, y 1(1-1(4 son las 
constantes cinéticas de las cuatro reacciones elementales. Valores de estas constantes cinéticas cuando las sondas 
y los objetivos son moléculas complementarios de cadena sencillas (es decir, cuando no hay etiqueta de purificación 
en la sonda de captura y no hay informador) pueden calcularse a partir de los datos disponibles en la literatura15
(Wetmur, J. Annu. Rev. Biophys. Bioeng. 1976; 5: 337-361).

En la ecuación anterior, kN es la constante de velocidad de nucleación, L es la longitud del ácido nucleico (en pares 
de bases), N es la complejidad del ácido nucleico (igual a L para secuencias no repetitivas) y sal y ref son 
correcciones para la concentración de sal (Britten et al., 1974, Methods in Enzymology 29E: 363-406). En los 20
sistemas de nanoinformadores descritos en la presente memoria, las constantes cinéticas dependerán de los 
tamaños de las etiquetas de sonda de captura y de la sonda informadora unidas. Sin estar limitados por ninguna 
teoría, los inventores creen que las constantes cinéticas tendrán la misma dependencia de la longitud que una 
reacción elemental en las constantes de difusión de los reactivos.

25

En la ecuación anterior D1 y D2 son las constantes de difusión de las dos especies que reaccionan (véanse las 
reacciones anteriores) y D50 es la constante de difusión de una molécula de ADN de cadena sencilla de 50 mer. 
Suponiendo un objetivo de cadena sencilla de 100 bases, una sonda de captura de cadena sencilla de 100 bases y 
un informador de cadena doble de 7.200 bases, las constantes cinéticas relevantes son

k1 = 2,64 × 105 L/mol/s30

k2 = 6,55 × 105 L/mol/s

k3 = 3,99 × 105 L/mol/s

k4 = 1,91 × 105 L/mol/s

Resolviendo numéricamente el sistema de ecuaciones diferenciales con estas constantes cinéticas (asumiendo al 
menos un exceso de 10 veces de sondas sobre el objetivo) se obtiene la predicción de que el informador de 5 pM y 35
la sonda de captura de 5 pM conducirán la hibridación hasta un 10% de completarse en un reacción durante la 
noche (16-18 horas). A concentraciones inferiores a 5 pM, la cantidad de moléculas completamente hibridadas 
probablemente no sea práctica de medir. Por lo tanto, en una realización preferida, la concentración más baja de un 
componente nanoinformador (sonda de captura y/o sonda informadora) es de 5 pM.

Enlace de informadores40
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A medida que aumentan las concentraciones de sonda, la teoría predice que la cinética de hibridación se acelerará 
sin límite, siendo el único límite la solubilidad de las sondas. Sin embargo, la sonda informadora puede ser muy 
grande en comparación con la secuencia específica del objetivo en los sistemas nanoinformadores de la invención. 
Sin estar limitados por ninguna teoría, los inventores creen que, por su unión a la sonda del informador, las cinéticas
de la secuencia específica del objetivo se alteran a partir de la cinética de hibridación de la solución clásica. Debido 5
a que la sonda del informador es una molécula polimérica grande, puede tener interacciones de larga duración 
(entrelazamientos) con otros nanoinformadores cuando entran en contacto. A baja concentración, la probabilidad de 
que dos polímeros se entrelacen es pequeña, pero a medida que aumenta la concentración y/o el tamaño de un 
polímero en solución, estas interacciones se vuelven más y más comunes. En el caso extremo de moléculas muy 
largas a una concentración muy alta, los polímeros forman una red permanente, o gel, en solución. Para que se 10
produzca la hibridación en solución, una sonda (por ejemplo, una sonda nanoinformadora)/par objetivo debe 
difundirse a través de la solución hasta que entren en contacto entre sí y se forme un núcleo de hibridación. 
Clásicamente, las reacciones de hibridación no están limitadas por difusión porque la difusión traduccional de las 
moléculas es más rápida que la nucleación de la hibridación (es decir, la sonda y el objetivo se difunden e 
interactúan muchas veces antes de que ocurra una nucleación). En la solución diluida, su gran tamaño ralentizará la 15
difusión translacional de la sonda informadora, pero puede no afectar significativamente la cinética. En alguna 
concentración intermedia, las sondas informadoras ocupan casi todo el espacio de la solución, formando 
efectivamente un gel interrelacionado permanentemente y ya no pueden difundirse en la solución. Sin embargo, la 
sonda de captura y los objetivos son moléculas más pequeñas que se cree que aún se difunden a través de las 
sondas informadoras entrelazadas, lo que permite que tenga lugar la hibridación (aunque posiblemente a un ritmo 20
más lento). Los inventores también creen que, a una concentración más alta, la sonda indicadora en solución 
también impedirá el movimiento de la sonda de captura y los objetivos hasta el punto de que la reacción se vuelva 
limitada por difusión. Esta concentración (que no se conoce cuantitativamente y depende de la estructura de la 
sonda indicadora, la estructura de la sonda de captura y el tamaño del objetivo) es el límite superior del intervalo de 
concentración útil en el sistema nanoinformador, y puede ser determinado empíricamente por un experto en la 25
técnica, guiado por los principios descritos en la presente memoria.

Dependencia de la longitud con la cinética

Dado que la concentración superior limitante para hibridación depende tanto de la estructura del informador como de 
la estructura de la sonda de captura (de la que existen muchas variaciones posibles), un marco teórico para predecir 
las permutaciones de intervalos de concentración útiles es útil en la práctica de la invención. La teoría clásica 30
predice que la cinética de hibridación depende únicamente del tamaño de la sonda más pequeña. Por lo tanto, la 
teoría predeciría que el tamaño del informador no jugará un papel en la cinética de hibridación, siempre que tanto la 
molécula objetivo como la sonda de captura sean significativamente más pequeñas. La teoría luego predice que la 
velocidad de hibridación (para una longitud de objetivo constante) depende de 1/L1/2, donde L es la longitud de la 
sonda de captura, debido a la inhibición estérica de la hibridación. En consecuencia, la cinética de hibridación será 35
más rápida con sondas de captura más pequeñas. A medida que aumenta la longitud de la sonda de captura, la 
velocidad de hibridación debería disminuir de acuerdo con 1/L1/2. Si se supone una longitud de sonda de captura 
constante, entonces se puede definir el intervalo de longitudes y concentraciones del informador que darán lugar a 
una cantidad mensurable de eventos de hibridación. Una vez que se ha definido el tamaño de un informador, se 
puede determinar el rango aproximado de tamaños de la sonda de captura. Este es un proceso iterativo, pero puede 40
proporcionar buenos puntos de partida para recopilar datos para generar pautas empíricas detalladas, dado que las 
teorías basadas en los fundamentos de los inventores se generaron a partir de datos de hibridación en sistemas que 
no emplean una sonda informadora.

Umbral de entrelazamiento

Una sonda indicadora es esencialmente un polímero en solución libre, que se comporta como una bobina aleatoria. 45
El volumen ocupado por un único informador, Vp, se puede calcular a partir de las teorías de la física de polímeros 
según el modelo de cadena libremente articulada (FJC, para un polímero flexible, tal como ADN o ARN de cadena 
sencilla) o el modelo de cadena de tipo gusano (WLC, para un polímero rígido tal como ADN de cadena doble o un 
informador). Para cualquier modelo

50

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

en el que b es la longitud del segmento y N es el número de segmentos en la cadena. Para el WLC
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La concentración del umbral de entrelazamiento definida como concentración, se define como la concentración en la 
que el volumen total de la solución está ocupado por los informadores.

en la que NA es el número de Avogadro. Por encima de esta concentración, se supone que la difusión traduccional 
de los informadores está severamente restringida. La concentración del umbral de entrelazamiento varía con la 5
estructura del informador. A medida que la longitud del informador aumenta, el umbral de entrelazamiento disminuye 
(de acuerdo con 1/L1,5). A partir de las ecuaciones anteriores, se puede calcular el umbral de entrelazamiento teórico 
para las sondas informadoras con diferentes tamaños de punto y diferentes longitudes. El resultado de tales cálculos 
muestra que para una sonda informadora híbrida de ARN/ADN de 7.200 pb con 8 regiones de fijación de la etiqueta
de aproximadamente 900 pb cada una, el umbral de entrelazamiento es de aproximadamente 70 nM.10

Si tanto el objetivo como la sonda de captura son mucho más pequeños que los informadores, entonces lo más 
probable es que sean libres de difundirse a través de la solución incluso a estas altas concentraciones de 
informadores. Los datos iniciales indican que la cinética de hibridación no disminuye apreciablemente hasta una 
concentración de 80 nM con una sonda informadora de 7.200 pb, un objetivo de 100 bases y una sonda de captura 
de 100 bases.15

Efecto del umbral de entrelazamiento en multiplexación

Suponiendo que la concentración máxima para informadores en una reacción de hibridación es C*, entonces la 
concentración de cada informador (específica para un objetivo particular) es igual a C*/M, donde M es el múltiplex de 
la reacción (número de diferentes objetivos abordados simultáneamente). Por el contrario, el posible nivel múltiplex 
para una estructura informadora particular se puede calcular a partir del límite inferior de la concentración de la 20
sonda (Cp de cinética ~ 10 nM) y el umbral de entrelazamiento

Si el número de códigos de nanoinformador disponibles no depende del tamaño de la sonda informadora, entonces 
la multiplexación del nanoinformador depende principalmente del tamaño y la concentración de la sonda informadora 
(dado que es mucho más grande que la sonda de captura). Debido a que la sonda de captura contribuye de manera 25
insignificante al entrelazamiento durante la hibridación, los inventores creen que la concentración de la sonda de 
captura puede incrementarse muy por encima de la concentración de la sonda informadora. En la Tabla 4 a 
continuación, la concentración máxima de la sonda de captura total ([G]) se establece en 1.000 nM para todas las 
concentraciones del informador. Esta diferencia en la concentración de la sonda de captura y la sonda informadora 
es un parámetro ajustable. Los experimentos preliminares muestran que en una reacción de hibridación múltiplex30
con un informador de 7.200 pb y sonda de captura de 100 b, 40 pM de cada sonda indicadora y 200 pM de cada 
sonda de captura da como resultado una hibridación casi completa en una reacción durante la noche.

Intervalos de tamaño y concentración óptimos

A continuación, en la Tabla 4, se presenta un resumen de los intervalos óptimos de tamaño y concentración útiles de 
la sonda de captura y la sonda informadora a diferentes multiplexaciones, aproximados por las teorías anteriores. 35
Los inventores creen que las sondas de captura de hasta aproximadamente 200 bases serán prácticas para la 
mayoría de las aplicaciones

Tabla 4: Tamaños óptimos y rangos de concentración de sonda informadora, sonda de captura y objetivo, así como 
también multiplicidad de sondas, en los sistemas de nanoinformador de la invención.

Longitud del 
informador (pb) 

Longitud de 
captura (b) 

Mínimo [R] 
(pM) 

Mínimo [G] 
(pM) 

Máximo [R]
(nM) 

Máximo [G] 
(nM) 

Múltiplex 
Máx 

2.000 100 5 5 603 1.000 114.417 

2.000 50 4 4 603 1.000 161.811 

(continuación)40

Longitud del 
informador (pb) 

Longitud de 
captura (b) 

Mínimo [R] 
(pM) 

Mínimo [G] 
(pM) 

Máximo [R] 
(nM) 

Máximo [G] 
(nM) 

Múltiplex 
Máx 

2.000 200 7 7 603 1.000 80.905 
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3.000 100 6 6 292 1.000 45.182 

3.000 50 5 5 292 1.000 63.897 

3.000 200 9 9 292 1.000 31.948 

4.000 100 7 7 178 1.000 23.912 

4.000 50 5 5 178 1.000 33.817 

4.000 200 11 11 178 1.000 16.908 

5.000 100 8 8 123 1.000 14.746 

5.000 50 6 6 123 1.000 20.854 

5.000 200 12 12 123 1.000 10.427 

6.000 100 9 9 91 1.000 9.988 

6.000 50 6 6 91 1.000 14.125 

6.000 200 13 13 91 1.000 7.062 

7.200 100 10 10 68 1.000 6.792 

7.200 50 7 10 68 1.000 6.792 

7.200 200 14 10 68 1.000 6.792 

8.000 100 11 11 57 1.000 5.444 

8.000 50 7 7 57 1.000 7.699 

8.000 200 15 15 57 1.000 3.850 

10.000 100 12 12 40 1.000 3.419 

10.000 50 8 8 40 1.000 4.835 

10.000 200 17 17 40 1.000 2.417 

Listado de Secuencias

<110> NANOSTRING TECHNOLOGIES, INC.

<120> NANOINFORMADORES ESTABLES

<130> NATE-006/D01EP 321329-23545

<140> 09791508.6

<141> 2009-08-13

<150> 61/088.988

<151> 2008-08-14

<160> 3310

<170> PatentIn versión 3.5

<210> 1

<211> 1140
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<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripción de la secuencia artificial: polinucleótido sintético”5

<400> 1

<210> 2

<211> 114110

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripción de la secuencia artificial: polinucleótido sintético”15

<400> 2
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<210> 3

<211> 1142

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripción de la secuencia artificial: polinucleótido sintético”

<400> 3
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<210> 4

<211> 1140

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripción de la secuencia artificial: polinucleótido sintético”

<400> 4

10
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<210> 5

<211> 1106

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripción de la secuencia artificial: polinucleótido sintético”

<400> 5

10
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<210> 6

<211> 1107

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripción de la secuencia artificial: polinucleótido sintético”

<400> 6

10

<210> 7
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<211> 1106

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente5

<223> /nota = “Descripción de la secuencia artificial: polinucleótido sintético”

<400> 7

<210> 8

<211> 110710

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripción de la secuencia artificial: polinucleótido sintético”15

<400> 8
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<210> 9

<211> 1108

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripción de la secuencia artificial: polinucleótido sintético”

<400> 9

10
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<210> 10

<211> 1107

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripción de la secuencia artificial: polinucleótido sintético”

<400> 10

10
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<210> 11

<211> 1107

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripción de la secuencia artificial: polinucleótido sintético”

<400> 11

10

<210> 12

<211> 1107
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<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripción de la secuencia artificial: polinucleótido sintético”5

<400> 12

<210> 13

<211> 1125

<212> ADN10

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripción de la secuencia artificial: polinucleótido sintético”

<400> 1315
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<210> 14

<211> 1125

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripción de la secuencia artificial: polinucleótido sintético”

<400> 14

10
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<210> 15

<211> 1123

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripción de la secuencia artificial: polinucleótido sintético”

<400> 15

10

E16194404
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<210> 16

<211> 1125

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripción de la secuencia artificial: polinucleótido sintético”

<400> 16

10

<210> 17

<211> 1108

<212> ADN
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<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripción de la secuencia artificial: polinucleótido sintético”

<400> 175

<210> 18

<211> 1107

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial10

<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripción de la secuencia artificial: polinucleótido sintético”

<400> 18

E16194404
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<210> 19

<211> 1106

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripción de la secuencia artificial: polinucleótido sintético”

<400> 19

10

E16194404
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<210> 20

<211> 1107

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripción de la secuencia artificial: polinucleótido sintético”

<400> 20

10

E16194404
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<210> 21

<211> 1107

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripción de la secuencia artificial: polinucleótido sintético”

<400> 21

10

<210> 22

<211> 1107

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripción de la secuencia artificial: polinucleótido sintético”

<400> 22

5

<210> 23

<211> 1107

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>10

<221> fuente

<223> /nota = “Descripción de la secuencia artificial: polinucleótido sintético”

<400> 23

E16194404
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<210> 24

<211> 1107

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripción de la secuencia artificial: polinucleótido sintético”

<400> 24

10
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<210> 25

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<221> fuente

<223> /nota= "Descripción de Secuencia Artificial: oligonucleótido sintético "

<400> 25

ggtctgtgtg atgtt 1510

<210> 26

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>15

<221> fuente

<223> /nota="Descripción de Secuencia Artificial: oligonucleótido sintético"

<400> 26

<210> 2720

<211> 3194

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente25
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<223> /nota = “Descripción de la secuencia artificial: polinucleótido sintético”

<400> 27
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<210> 28

<211> 1106

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripción de la secuencia artificial: polinucleótido sintético”

<400> 28

10
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<210> 29

<211> 1106

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripción de la secuencia artificial: polinucleótido sintético”

<400> 29

10
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<210> 30

<211> 1169

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripción de la secuencia artificial: polinucleótido sintético”

<400> 30

10
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<210> 31

<211> 1106

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripción de la secuencia artificial: polinucleótido sintético”

<400> 31

10

<210> 32

<211> 1241

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>15
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<221> fuente

<223> /nota = “Descripción de la secuencia artificial: polinucleótido sintético”

<400> 32

<210> 335

<211> 1106

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente10

<223> /nota = “Descripción de la secuencia artificial: polinucleótido sintético”

<400> 33
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REIVINDICACIONES

1. Una composición que comprende:

(a) una primera sonda nanoinformadora etiquetada de manera única que comprende:

(i) una región específica de un objetivo único;

(ii) una región que comprende un único nanoinformador designado5

en la que dicho nanoinformador comprende una cadena principal de ácido nucleico de diseño único de cadena 
sencilla, comprendiendo dicha cadena principal una pluralidad de regiones de fijación de la etiqueta diseñadas 
covalentemente unidas entre sí en una combinación lineal única, en donde cada región de fijación de la etiqueta de 
cada cadena principal se selecciona individualmente y es diferente de las otras regiones de fijación de la etiqueta en 
esa misma cadena principal,10

en la que las regiones de fijación de la etiqueta se seleccionan de una población de secuencias de polinucleótidos 
diseñadas racionalmente,

en la que la secuencia de polinucleótidos se hibrida con una secuencia complementaria de polinucleótidos que tiene 
unida a la misma una o más moléculas detectables,

en la que cada región de fijación de la etiqueta tiene un contenido de G/C de aproximadamente 50%, y la secuencia 15
complementaria de polinucleótidos tiene una relación de G/C de al menos aproximadamente 1/1 o aproximadamente 
3/2,

en la que cada nanoinformador tiene una señal detectable que la distingue de otros nanoinformadores en dicha 
composición; y

(b) una segunda sonda que comprende20

(i) una región que se une selectivamente a la molécula objetivo y en un sitio diferente de la región específica objetivo 
única de la primera sonda; y

(ii) una etiqueta de afinidad.

2. La composición de la reivindicación 1, en la que dicha pluralidad de regiones de fijación de la etiqueta se genera a 
partir de las secuencias de plantilla seleccionadas del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 25
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 y 24.

3. La composición de la reivindicación 1 o 2, en la que,

(a) las regiones de fijación de la etiqueta comprenden un contenido similar de adenina, y, opcionalmente, las bases 
de adenina están separadas al menos cada 8 a 16 bases nucleotídicas, o

(b) las regiones de fijación de la etiqueta comprenden un patrón regularmente repetido de bases de adenina y, 30
opcionalmente, las bases de adenina están separadas al menos cada 8 a 16 bases nucleotídicas, o

(c) las regiones de fijación de la etiqueta comprenden un contenido de timina de aproximadamente 35-45%.

4. La composición de la reivindicación 1 o 2, en la que la secuencia complementaria de polinucleótidos comprende 
una secuencia de polinucleótidos de ARN.

5. La composición de la reivindicación 4, en la que,35

(a) la secuencia de polinucleótidos de ARN comprende al menos una base de uracilo modificado con aminoalilo,

(b) la secuencia de polinucleótidos de ARN comprende una pluralidad de bases de uracilo modificadas con 
aminoalilo que están separadas a aproximadamente un promedio de cada 8 a 16 bases en dicha secuencia de 
polinucleótidos de ARN, o

(c) la molécula detectable está unida a la base de uracilo modificado con aminoalilo o en la que la molécula 40
detectable está unida a cada una de las bases de uracilo modificadas con alilo.

6. La composición de la reivindicación 1 o 2, en la que las moléculas detectables son colorantes fluorescentes.

7. La composición de la reivindicación 1 o 2 que comprende además una región constante, en la que la región 
constante comprende una pluralidad de secuencias repetidas de nucleótidos.
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8. La composición de las reivindicaciones 1 o 2, en la que la temperatura de fusión (Tm) de dichas secuencias 
complementarias de polinucleótidos cuando se hibridan con sus regiones de fijación de la etiqueta es de 
aproximadamente 80ºC o superior.

9. La composición de la reivindicación 1,

en la que cada región de fijación de la etiqueta comprende aproximadamente 800 a 1.300 bases nucleotídicas.5

10. Un método para determinar la presencia de al menos una molécula objetivo en una muestra, que comprende:

(1) formar al menos un complejo molecular que comprende:

(a) al menos una molécula objetivo;

(b) al menos una sonda que comprende

i) una región única específica del objetivo; y10

ii) una región que comprende un único, nanoinformador diseñado,

en la que dicho nanoinformador comprende una cadena principal de ácido nucleico de diseño único de cadena 
sencilla, comprendiendo dicha cadena principal una pluralidad de regiones de fijación de la etiqueta unidas 
covalentemente entre sí en una combinación lineal única;

en la que cada región de fijación de la etiqueta se selecciona individualmente y es diferente de las otras regiones 15
seleccionadas de fijación de la etiqueta en la cadena principal;

en la que cada región de fijación de la etiqueta se hibrida con una secuencia complementaria de polinucleótidos que 
tiene unida a la misma una o más moléculas detectables;

en la que las regiones de fijación de la etiqueta se seleccionan de una población de secuencias de polinucleótidos 
racionalmente diseñadas;20

en la que cada secuencia complementaria de polinucleótidos ha designado una molécula detectable específica;

en la que cada región de fijación de la etiqueta tiene un contenido de G/C de aproximadamente 50%, y la secuencia 
complementaria de polinucleótidos tiene una relación de G/C de al menos aproximadamente 1/1; y

(c) una segunda sonda que comprende:

(i) una región que se une selectivamente a la molécula objetivo y en un sitio diferente de la región específica única 25
del objetivo de la primera sonda; y

(ii) una etiqueta de afinidad; y

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

11. El método de la reivindicación 10, en el que cada región de fijación de la etiqueta se genera a partir de las 30
secuencias de plantilla seleccionadas del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 y 24.

12. La composición de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que la primera sonda comprende además una 
etiqueta de afinidad.

13. La composición de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en la que la etiqueta de afinidad se selecciona del 35
grupo que consiste en biotina, avidina/estreptavidina, digoxigenina, epítopo HA, epítopo myc y epítopo FLAG.

14. La composición de la reivindicación 13, en la que la etiqueta de afinidad es biotina.

15. La composición de la reivindicación 13, en la que la etiqueta de afinidad es digoxigenina.
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