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DESCRIPCION
Nanoinformadores estables
Referencia cruzada
Antecedentes de la invencién

Aunque todas las células en el cuerpo humano contienen el mismo material genético, los mismos genes no estan
activos en todas esas células. Las alteraciones en los patrones de expresion génica pueden tener profundos efectos
sobre las funciones biologicas. Estas variaciones en la expresion génica pueden ser el nucleo de procesos
fisiolégicos y patologicos alterados. Por lo tanto, identificar y cuantificar la expresion de genes en las células puede
ayudar al descubrimiento de nuevos objetivos terapéuticos y de diagndstico.

Hasta la fecha, existen varias técnicas disponibles que permiten la deteccion del nivel de expresion de multiples
genes en una muestra compleja a la vez. La mayoria de estas tecnologias 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 mas eficiente. Desafortunadamente, a pesar de la miniaturizacion de los formatos de chips,
este método todavia requiere cantidades significativas de la muestra bioldgica. Sin embargo, en varios casos, tales
como biopsias de tejidos enfermos o muestras de un tipo celular particular, la muestra bioldgica tiene un suministro
limitado. Ademas, la cinética de hibridaciéon en la superficie de un chip es menos eficiente que la hibridaciéon en
pequefas cantidades de solucién acuosa. Ademas, aunque existen métodos para estimar la cantidad de acido
nucleico presente en una muestra basada en el resultado de hibridacion de chips, la tecnologia de chips hasta ahora
no permite la deteccion de moléculas objetivo a nivel individual, ni hay métodos basados en chips para cuantificar
directamente la cantidad de molécula objetivo en una muestra dada.

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 expresion 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
linealizado.

Por lo tanto, existe una necesidad de deteccion, identificacion y cuantificacion precisa y sensible de moléculas
objetivo en mezclas complejas.

Sumario de la invencién

Esta divulgacion se refiere generalmente al campo de la deteccion, identificacion y cuantificacion de moléculas
objetivo en una muestra e incluye nanoinformadores mejorados y estables, y poblaciones de estos
nanoinformadores, con base en parte en ciertas caracteristicas de disefio en las secuencias de polinucleétidos de
las cadenas principales de nanoinformadores y secuencias complementarias de polinucledtidos unidas a las
mismas.

En un primer aspecto de la invencién, se proporciona una composiciéon que comprende

(a) una primera sonda nanoinformadora etiquetada de manera Unica que comprende: (i) una region especifica de un
objetivo Unico; (ii) una regién que comprende un Unico nanoinformador designado en donde dicho nanoinformador
comprende una cadena principal de acido nucleico de disefio Unico de cadena sencilla, comprendiendo dicha
cadena principal una pluralidad de regiones de fijacion de la etiqueta disefiadas covalentemente unidas entre si en
una combinacion lineal Unica, en donde cada region de fijacion de la etiqueta de cada cadena principal se selecciona
individualmente y es diferente de las otras regiones de fijacion de la etiqueta en esa misma cadena principal, donde
las regiones de fijacion de la etiqueta se seleccionan de una poblacion de secuencias de polinucleétidos disefiadas
racionalmente, en donde la secuencia de polinucleétidos se hibrida con una secuencia complementaria de
polinucledtidos que tiene unida a la misma una o mas moléculas detectables, en donde cada region de fijacion de la
etiqueta tiene un contenido de G/C de aproximadamente 50%, y la secuencia complementaria de polinucleétidos
tiene una relacion de G/C de al menos aproximadamente 1/1 o aproximadamente 3/2, en donde cada
nanoinformador tiene una sefial detectable que la distingue de otros nanoinformadores en dicha composicion; y (b)
una segunda sonda que comprende (i) una region que se une selectivamente a la molécula objetivo y en un sitio
diferente de la region especifica objetivo unica de la primera sonda; y (ii) una etiqueta de afinidad.

En un segundo aspecto de la invencion, se proporciona 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 regidn especifica objetivo Unica; vy ii)
una region que comprende un nanoinformador disefiado Unico, en donde dicho nanoinformador comprende una
cadena principal de acido nucleico de disefio Unico de cadena sencilla, comprendiendo dicha cadena principal una
pluralidad de regiones de fijacion de la etiqueta unidas covalentemente entre si en una combinacion lineal Unica; en
donde cada region de fijacion de la etiqueta se selecciona individualmente y es diferente de las otras regiones de
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union seleccionadas de la etiqueta en la cadena principal; en donde cada regién de fijacion de la etiqueta se hibrida
con una secuencia complementaria de polinucleétidos que tiene unidas a la misma una o mas moléculas
detectables; en donde las regiones de fijacion de la etiqueta se seleccionan de una poblacién de secuencias de
polinucledtidos disefiadas racionalmente; en donde cada secuencia complementaria de polinucleétidos ha designado
una molécula detectable especifica; en donde cada region de fijacion de la etiqueta tiene un contenido de G/C de
aproximadamente 50%, y la secuencia complementaria de polinucledtidos tiene una relacion de G/C de al menos
aproximadamente 1/1; y (c) una segunda sonda que comprende: (i) una region que se une selectivamente a la
molécula objetivo y en un sitio diferente de la region especifica objetivo Unica de la primera sonda; y (ii) una etiqueta
de afinidad; y (2) contar individualmente la presencia de uno o mas complejos moleculares o al menos parte de
dicho al menos un complejo molecular para determinar la presencia de dicha al menos una molécula objetivo en la
muestra.

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

También se proporciona una poblacién de sondas nanoinformadoras etiquetadas de forma Unica, donde cada sonda
nanoinformadora comprende: i) una region especifica objetivo Unica; y ii) una regiébn que comprende un
nanoinformador disefiado Unico, donde el nanoinformador comprende una cadena principal de acido nucleico de
cadena sencilla, comprendiendo la cadena principal una pluralidad de regiones de fijacion de la etiqueta unidas
covalentemente entre si en una combinacion lineal Unica, donde las regiones de fijacion de la etiqueta se
seleccionan de una poblacién de secuencias de polinucleétidos disefiadas, donde cada secuencia de polinucleétidos
se hibrida con una secuencia complementaria de polinucleétidos que tiene unidas a la misma una o mas moléculas
detectables; donde cada secuencia complementaria de polinucledtidos ha designado una molécula detectable
especifica; y donde cada nanoinformador tiene una sefial detectable que lo distingue de otros nanoinformadores en
dicha poblacién. Cada regién de fijacion de la etiqueta de cada cadena principal puede ser diferente de las otras
regiones de fijacion de la etiqueta en esa misma cadena principal. Cada una de las sondas nanoinformadoras puede
comprender ademas una region constante, en donde la region constante comprende una pluralidad de secuencias
repetidas de nucleétidos. La poblacion de sondas nanoinformadoras puede comprender dos o mas 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 region especifica objetivo Unica y una region que comprende un
nanoinformador disefiado Unico, en donde dicho nanoinformador comprende una cadena principal de acido nucleico
de cadena sencilla, comprendiendo la cadena principal una pluralidad de regiones de fijacion de la etiqueta unidas
covalentemente entre si en una combinacion lineal Unica, en donde cada region de fijacion de la etiqueta se hibrida
con una secuencia complementaria de polinucledtidos que tiene fijadas a la misma una o mas moléculas
detectables, en donde cada secuencia complementaria de polinucleétidos ha designado una molécula detectable
especifica; e individualmente contar la presencia de uno o mas 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 validos del complejo molecular puede ser mayor que aproximadamente 12,5%.
Los numeros 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
comprender una cadena principal de cadena sencilla que comprende una pluralidad de regiones de ADN de M13
unidas covalentemente entre si, en donde cada regidon se hibrida con una secuencia complementaria de
polinucleédtidos que tiene fijadas a la misma una o mas moléculas detectables.

En los métodos y la composicion, los nimeros de conteos pueden estar por encima del valor base de cada complejo
molecular después de que la normalizacién de la muestra sea al menos dos veces mayor cuando se compara con
una sonda nanoinformadora que comprende ADN de M13. La Tm de las secuencias complementarias de
polinucleétidos cuando se hibridan con sus regiones de fijacion de la etiqueta puede ser de aproximadamente 80°C o
mas. La temperatura de fusion (Tm) de las secuencias complementarias de polinucleétidos cuando se hibrida con
sus regiones de fijacion de la etiqueta puede ser mayor que la Tm de secuencias complementarias de
polinucleétidos al ADN de M13 cuando se hibrida con la sonda nanoinformadora que comprende ADN de M13.

Los métodos pueden comprender ademas la determinacién 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 Gnico regién especifica y una
region que comprende un nanoinformador disefiado Unico, donde cada nanoinformador comprende una cadena
principal de acido nucleico de cadena sencilla, comprendiendo la cadena principal una pluralidad de regiones de
fijacion de la etiqueta unidas covalentemente entre si en una combinacion lineal Unica, en donde cada region de
fijacion de la etiqueta se hibrida con una secuencia complementaria de polinucleétidos que tiene unidas a la misma
una o mas moléculas detectables, y en donde cada sonda comprende una regiéon 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 acido nucleico. Preferiblemente, el acido nucleico comprende
al menos una mutacion hereditaria, al menos una mutacién somatica, al menos un polimorfismo de un solo
nucleétido (SNP), al menos una mutacién puntual, al menos una mutacion por eliminacion, al menos una mutacion
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por inserciéon, al menos una translocacién cromosdémica, o combinaciones de los mismos. Preferiblemente, la
molécula objetivo es un indicador de diagndstico.

También se proporciona una sonda nanoinformadora etiquetada de forma unica que comprende: i) una region
especifica objetivo Unica; y ii) una regiéon que comprende una pluralidad de regiones de unién disefiadas de la
etiqgueta covalentemente unidas entre si en una combinacion lineal, donde cada regién de fijacion de la etiqueta
comprende aproximadamente 800 a 1.300 bases nucleotidicas y tiene un contenido de G/C de aproximadamente
50%, en donde cada region de fijacién de la etiqueta seleccionada es diferente de las otras regiones de unién
seleccionadas de la etiqueta, y en donde cada region de fijacion de la etiqueta se hibrida con una secuencia
complementaria de polinucledtidos que tiene unidas una o mas moléculas detectables, en donde la secuencia
complementaria de polinucleétidos tiene una relaciéon de G/C de al menos 1/1. La secuencia complementaria de
polinucleétidos puede tener una relacion de G/C de aproximadamente 3/2. La sonda nanoinformadora puede
comprender ademas una region constante, donde la region constante comprende una pluralidad de secuencias
repetidas de nucledtidos.

En los métodos y composiciones descritos en la presente memoria, la region de fijacion de la etiqueta puede
comprender aproximadamente 800 a 1.300 bases nucleotidicas y tiene un contenido de G/C de aproximadamente
50% y la secuencia complementaria de polinucledtidos tiene una relacién de G/C de aproximadamente 1/1. La
secuencia complementaria de polinucleétidos puede tener una relaciéon de G/C de aproximadamente 3/2. Los
ejemplos de plantillas que pueden usarse para generar las regiones de fijacion de la etiqueta descritas en la
presente memoria incluyen, pero no estan limitadas a, secuencias seleccionadas del grupo que consiste en las SEQ
IDNOS: 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.

En los métodos y composiciones, las regiones de fijacion 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
nucleotidicas. Las regiones de fijacion de la etiqueta pueden comprender un patron repetido regularmente de bases
de adenina. Preferiblemente, las bases de adenina estan separadas aproximadamente cada 8 a 16 bases
nucleotidicas. Preferiblemente, las regiones de fijacion de la etiqueta comprenden un contenido de timina de
aproximadamente 35-45%.

En algunos métodos y composiciones, la secuencia complementaria de polinucleétidos comprende una secuencia
de polinucleétidos de ARN. La secuencia de polinucleétidos de ARN puede comprender al menos una base de
uracilo modificada con aminoalilo. La molécula detectable en la secuencia complementaria de polinucleétidos se
puede unir a la base de uracilo modificado con aminoalilo. La secuencia de polinucledtidos de ARN puede
comprender una pluralidad de bases de uracilo modificadas con aminoalilo que estan separadas aproximadamente
un promedio de cada 8 a 16 bases en dicha secuencia de polinucleétidos de ARN. Preferiblemente, la molécula
detectable esta 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 Unica que
comprende: i) combinar una pluralidad de la region de fijacion de la etiqueta que comprende cada una
aproximadamente 800 a 1.300 bases nucleotidicas y un contenido de G/C de aproximadamente 50%, en donde
cada region de fijacion seleccionada de la etiqueta es diferente de las otras regiones de union seleccionadas de la
etiqueta, ii) unir covalentemente la pluralidad de regiones de fijacion de la etiqueta entre si en combinacion lineal; y
i) hibridar una secuencia complementaria de polinucleétidos con dicha region de fijacion de la etiqueta, en donde
dicha secuencia complementaria de polinucleétidos esta unida a la misma con una o mas moléculas detectables.
Los métodos pueden comprender ademas preparar una sonda nanoinformadora etiquetada uniendo el
nanoinformador etiquetado a una regiéon especifica objetivo. Preferiblemente, la secuencia complementaria de
polinucleétidos tiene una relacién de G/C de al menos 1/1.

También se proporcionan kits para preparar al menos un nanoinformador etiquetado de forma Unica que comprende:
a) al menos tres regiones de fijacion de la etiqueta que comprenden cada una aproximadamente 800 a 1.300 bases
nucleotidicas, un contenido de G/C de aproximadamente 50%; y b) al menos tres secuencias complementarias de
polinucleétidos que tienen unida a la misma una molécula detectable, en donde las secuencias complementarias de
polinucleétidos tienen una relacién de G/C de al menos 1/1. Preferiblemente, los kits comprenden ademas al menos
tres sondas especificas para el objetivo.

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

Breve descripcion de los dibujos

Las nuevas caracteristicas de la invencion se exponen con particularidad en las reivindicaciones adjuntas. Se
obtendra una mejor comprension de las caracteristicas y ventajas de la presente invencion haciendo referencia a la
siguiente descripcion detallada y a los dibujos adjuntos, de los cuales:

La Figura 1 es una ilustracion esquematica de un nanoinformador dual con un cédigo del nanoinformador de 6
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posiciones, que utiliza una sonda de captura y un Unico 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 imagenes.

Figuras 2A-2E: la Figura 2A es una ilustracion esquematica del experimento mostrado en las Figuras 2B y 2C. En
este caso, el diamante representa la biotina que se uso para unir el complejo por un extremo a la superficie antes del
estiramiento. Las Figuras 2B y 2C muestran imagenes de experimentos en los que se hibridaron la sonda de captura
S2-A, el 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
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 acido nucleico) con una etiqueta de afinidad, A1,
en un extremo. En la Figura 3, el nanoinformador etiquetado se inmoviliza mediante la unién de A1 a un compafiero
de afinidad inmovilizado. El otro extremo del nanoinformador esta en solucion (Figura 3A), pero puede inmovilizarse
mediante hibridacion con un oligonucleétido 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
inmovilizacién sobre una superficie recubierta de avidina o estreptavidina. Tras la inmovilizaciéon de A1, el
nanoinformador puede estirarse, o "alargarse" como se representa en la Figura 3, por ejemplo, mediante
contraccion-relajacion eléctrica, para la separacion de las regiones de fijacion de la etiqueta de una manera que
permita la deteccion del codigo del nanoinformador. Opcionalmente, mientras el nanoinformador esta 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 inmovilizacion de un extremo de una molécula de ADN en un dispositivo
microfluido; La Figura 4B ilustra la extension del ADN en un campo eléctrico; y la Figura 4C ilustra la inmovilizacion
selectiva de un segundo extremo de la molécula de ADN extendida mediante etiquetas de afinidad introducidas en el
dispositivo después del alargamiento.

La Figura 5 muestra la deteccion 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 comparacion de los sistemas DV1 y M13 en la medicion de la expresion de 40 genes en
dos muestras. Los datos se recogieron de dos experimentos representativos realizados de acuerdo con el Ejemplo
4.

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

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

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

La Figura 10 muestra las secuencias de polinucledtidos de dos plantillas que se utilizaron en los experimentos de
optimizacion del colorante para generar cadenas principales de nanoinformadores de cadena sencilla (véase el
Ejemplo 6). En estas secuencias de plantilla, la base repetida regularmente es timina, que tras la transcripcion
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 polinucleétidos de una plantilla que tiene una
base regularmente repetida aproximadamente cada 8 nucledtidos. La Figura 10B muestra la secuencia de
polinucleétidos de una plantilla que tiene una base repetida regularmente aproximadamente cada 10 nucleétidos.

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

La Figura 12 muestra las secuencias de polinucledtidos de dos plantillas que se utilizaron en los experimentos de
optimizacion 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 polinucleétidos de una plantilla que tiene una base regularmente
repetida aproximadamente cada 16 nucledtidos. La Figura 12B muestra la secuencia de polinucledtidos de una
plantilla que tiene una base regularmente repetida aproximadamente cada 24 nucleétidos.

Descripcion detallada de la invencion

La presente divulgacidon proporciona composiciones y métodos para la deteccidon y cuantificacion de moléculas
objetivo individuales en muestras biomoleculares. En particular, la divulgacién proporciona nanoinformadores
estables que son capaces de unirse a moléculas objetivo individuales, y proporcionan una deteccion mejorada de
moléculas objetivo. A través de los codigos de etiqueta de los nanoinformadores, la unidon de las sondas
nanoinformadoras a las moléculas objetivo da como resultado la identificacion de las moléculas objetivo. También se
proporcionan métodos para elaborar y usar tales nanoinformadores. Los nanoinformadores se pueden utilizar en una
amplia variedad de aplicaciones tales como diagnéstico, prondstico, control de calidad y aplicaciones de deteccion.

La divulgacion también se refiere a la seleccion de una biblioteca o poblacion de nanoinformadores disefiados (por
ejemplo, secuencias sintéticas). Mas especificamente, ciertas caracteristicas de secuencia optimizadas proporcionan
una estabilidad molecular mejorada de un nanoinformador, asi como una deteccion mejorada cuando el
nanoinformador se combina con una secuencia especifica objetivo. Por ejemplo, los métodos y composiciones
proporcionan nanoinformadores que comprenden cadenas principales sintéticas Unicas que no producen una
estructura secundaria y producen un brillo constante.

La presente divulgacion de la invencion también puede proporcionar una poblacién de nanoinformadores disefiada
(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 sefial
detectable que la distingue de otros nanoinformadores en dicha poblacién. Por lo tanto, también se proporciona una
poblacién de nanoinformadores disefiados con estabilidad molecular mejorada, en donde cada nanoinformador en la
poblacién tiene una sefial detectable que la distingue de otros nanoinformadores en dicha poblacién.

También se proporcionan nanoinformadores que comprenden cadenas principales disefiadas Unicas (por ejemplo,
sintéticas) hibridadas con una secuencia complementaria de polinucleétidos tGnica que tiene unida a la misma una
etiqueta detectable. Cada nanoinformador generara una sefial Unica que no cambiara durante el curso de un ensayo
de deteccion. Esa es la sefial o codigo de sefal unico y distinguible asociado con el nanoinformador que
permanecera igual durante el curso de un ensayo de deteccion. En algunas realizaciones, la secuencia
complementaria de polinucledtidos 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
el presente documento se refiere a la fuerza, el tamafio y/o la intensidad de la sefial producida por los segmentos de
ARN acoplados al colorante. Es decir, la fuerza, el tamafio y/o la intensidad de la sefial del colorante seran 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 tendran
una sefal o sefial similar con la misma intensidad y/o brillo. Esto es util, entre otras cosas, porque permite que un
software/algoritmo analizador de imagenes o un usuario defina como debe ser un punto de un color particular en
términos de brillo y tamafio. Ademas, varios de los colorantes podrian drenar a los canales de los otros colorantes, si
la intensidad de la sefal es constante, entonces la sefal del drenaje también sera consistente, permitiendo asi que
se ignore el drenaje. Ademas, los ruidos en las imagenes que no se encuentran dentro de los parametros del punto
se pueden descartar. Como resultado, por ejemplo, se pueden definir estrechamente los parametros asociados con
las sefiales de los nanoinformadores, lo que permite que el software/algoritmo o el usuario ignoren un mayor
porcentaje del ruido. Estos proporcionan lecturas mas robustas y confiables.

Los nanoinformadores pueden comprender una cadena principal con una disposicion de regiones de fijacion de la
etiqgueta basadas en nucledtidos, en donde cada region de fijacion de la etiqueta tiene una secuencia especifica
designada para una etiqueta especifica. En este sistema, la secuencia Unica de la cadena principal dicta el codigo
de color del nanoinformador. Cada cadena principal se hibridara solo con la secuencia complementaria de
polinucledtidos a su secuencia, cada una de las cuales tiene una etiqueta especifica designada (por ejemplo, color).
Por lo tanto, cada cadena principal generara solo el cédigo designado, por ejemplo, incluso si la secuencia de
polinucleétidos se separa de la cadena principal durante el proceso de deteccion. Si la secuencia de polinucleétidos
en el nanoinformador se separa durante la sintesis o durante un procedimiento de hibridacién, solo pueden
reemplazarse con una secuencia de polinucledtidos del mismo color, eliminando la posibilidad de etiquetas
compartidas o intercambiadas. La secuencia complementaria de polinucleétidos 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 region de fijacion
de la etiqueta basada en polinucleoétidos individualmente Unicos, a cada region de fijacion de la etiqueta se le asigna
una etiqueta detectable (por ejemplo, una molécula detectable), y cada region de fijacion de la etiqueta dentro de un
cadena principal dada se selecciona para que sea diferente de las otras regiones de fijacion de la etiquetas en esa
misma cadena principal.

Las secuencias pueden disefarse para tener una distribucion uniforme de una base, permitiendo una distribucion
uniforme de etiquetas acopladas (por ejemplo, flior) cuando esta base se introduce como un nucleétido modificado



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2684317713

en un ARN o ADN polimerizado in vitro. Las secuencias pueden disefarse sin repeticiones directas o inversas
significativas para hacer que los nanoinformadores sean tan desestructurados y Unicos como sea posible. Las
secuencias pueden disefiarse sin ninguna repeticion directa o inversa de 9 nucleétidos o0 mas en una secuencia de
1.100 pares de bases de longitud. Las secuencias pueden disefiarse sin ninguna repeticion directa o inversa de 7
nucledtidos o mas a través de cualquier region de 100 pares de bases. Las regiones de fijacion de la etiqueta y/o la
secuencia complementaria de polinucleétidos pueden comprender un contenido y una relacion de G/C particulares.

Ejemplos de plantillas de polinucledtidos que pueden utilizarse para generar estas regiones de fijacion de la etiqueta
disefiada se exponen en las secuencias de polinucleétidos 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 poblacion de nanoinformadores Unicos o sondas nanoinformadoras, cada uno
de los cuales comprende un cadena principal Unica basada en polinucleétidos, en donde cada nanoinformador de la
poblacién no solo es distinto de los otros nanoinformadores de la poblacién, sino que también tiene estabilidad
molecular mejorada y una sefal detectable que la distingue de otros nanoinformadores en dicha poblacion. Cada
sonda nanoinformadora puede comprender una pluralidad de regiones de fijacion individuales de la etiqueta
disefiada. Cada una de las regiones de fijacion de la etiqueta puede ser diferente de las otras regiones de fijacion de
la etiqueta en ese mismo nanoinformador. Por lo tanto, se proporciona una poblacion mas estable de
nanoinformadores Unicos que tienen propiedades de deteccion mejoradas. Un ejemplo de nanoinformador que tiene
tales caracteristicas se describe en la presente memoria, denominado nanoinformador DV1.

Nanoinformadores

Una sonda nanoinformadora completamente ensamblada y etiquetada comprende dos porciones principales, una
secuencia especifica del objetivo que es capaz de unirse a una molécula objetivo, y un nanoinformador etiquetado
que proporciona un "codigo" de sefiales (el "cédigo del nanoinformador") asociado con la secuencia especifica del
objetivo. Tras la union de la sonda nanoinformadora a la molécula objetivo, el cédigo 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
diferentes moléculas detectables. Un nanoinformador etiquetado puede ser una entidad molecular que contiene
ciertos elementos basicos: (i) una pluralidad de regiones de fijacion Unicas de la etiqueta unidas en una combinacion
lineal Unica particular, y (ii) secuencias complementarias de polinucleétidos unidas a las regiones de fijacion de la
etiqueta de la cadena principal. El nanoinformador etiquetado puede comprender 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas
regiones de fijacion Unicas de la etiqueta unidas en una combinacion lineal Unica particular, y secuencias
complementarias de polinucledtidos unidas a las regiones de fijacion de la etiqueta de la cadena principal. El
nanoinformador etiquetado puede comprender 3 o mas regiones de fijacion Unicas de la etiqueta unidas en una
combinacién lineal unica particular, y unidas a las regiones de fijacion de la etiqueta de la cadena principal. El
nanoinformador etiquetado puede comprender 6 o mas regiones de fijacion Unicas de la etiqueta unidas en una
combinacion lineal unica particular, y secuencias complementarias de polinucleétidos unidas a las regiones de
fijacion de la etiqueta de la cadena principal. Una sonda nanoinformadora comprende ademas una secuencia
especifica del objetivo, también unida a la cadena principal.

El término regién de fijacion de etiqueta incluye una region de secuencia de polinucleétidos definida dentro de una
cadena principal dada que puede servir como un punto de unién individual para una molécula detectable. Las
regiones de fijacion de la etiqueta pueden comprender secuencias disefiadas. Los ejemplos especificos de
secuencias de plantilla definidas de polinucledtidos que pueden utilizarse para generar regiones de fijacion 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, ademas de las variantes adecuadas de las mismas (por
ejemplo, secuencias que tienen 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98% o mas, incluidos todos los enteros intermedios, de
identidad de secuencia). La transcripcion de las secuencias de plantilla de las SEQ ID NOS: 1-24 genera regiones
de fijacion de la etiqueta de cadena sencilla que tienen una secuencia de polinucledtidos 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 region
constante. El término region constante incluye secuencias repetidas en tandem de aproximadamente 10 a
aproximadamente 25 nucleétidos que estan unidos covalentemente a un nanoinformador. La region constante puede
unirse a la regiéon 5' o a la region 3' de un nanoinformador, y puede utilizarse para la captura e inmovilizacion de un
nanoinformador para formacion de imagenes o deteccion, tal como mediante la unién a un sustrato solido de una
secuencia que es complementaria a la region constante. La region constante puede contener 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10
0 mas secuencias repetidas en tandem, 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 mas nucledtidos, incluidos
aproximadamente 12-18, 13-17 o aproximadamente 14-16 nucleétidos.

Los nanoinformadores descritos en la presente memoria comprenden secuencias sintéticas disefiadas. 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 tamafio y/o la
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intensidad de la sefial producida por los segmentos etiquetados. Es decir, la fuerza, el tamafio y/o la intensidad de la
sefial de los segmentos etiquetados seran similares entre los segmentos que tienen la misma etiqueta unida a los
mismos. Como se describié anteriormente, esta consistencia mejorada conduce a datos mas sdlidos. Un nucleétido
puede estar separado al menos en un promedio de 8, 9, 10, 12, 15, 16, 20, 30 o 50 bases. Un nucleétido puede
estar separado al menos un promedio de 8 a 16 bases. Un nucleétido puede estar separado al menos un promedio
de 8 bases. Las secuencias pueden contener un patréon de separacién muy regular de un residuo de nucleétido (por
ejemplo, adenina) en la cadena principal. Esto permite un nucleétido complementario regularmente separado en la
secuencia complementaria de polinucleétidos que tiene unida a la misma una molécula detectable. Por ejemplo,
cuando las secuencias del nanoinformador contienen un patrén separado muy regularmente de residuos de adenina
en la cadena principal, cuyo complemento es un patrén regularmente separado de residuos de uridina (U) en
segmentos de ARN complementarios, la transcripcion 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 niumero o
porcentaje de un nucleétido (por ejemplo, adenina) que esta separado al menos en un promedio de 8, 9, 10, 12, 15,
16, 20, 30 o 50 bases en las secuencias. Esto permite un numero o porcentajes similares en la secuencia
complementaria de polinucleétidos que tienen unida a la misma una molécula detectable. Por lo tanto, las
secuencias pueden contener un nucleétido que no esta separado regularmente pero que esta separado al menos en
un promedio de 8, 9, 10, 12, 15, 16, 20, 30 o 50 bases, el nimero de nucleétidos en las secuencias pueden variar
dependiendo del brillo deseado para el nanoinformador. Preferiblemente, el 20%, 30%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o
100% del nucledtido complementario esta acoplado a una molécula detectable. Por ejemplo, cuando las secuencias
del nanoinformador contienen un porcentaje similar de residuos de adenina en la cadena principal y la transcripcion
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 proporcién de bases de uridina modificadas con aminoalilo y bases de
uridina puede cambiarse durante el proceso de transcripcion in vitro para lograr el brillo deseado. Por ejemplo, el
proceso de transcripcion in vitro puede tener lugar en presencia de una mezcla con una relacion 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 comprendera que hay varios métodos en los que se puede lograr un brillo constante entre los
nanoinformadores.

Los nanoinformadores descritos en la presente memoria pueden tener una temperatura de fusién bastante constante
(Tm). La Tm de las secuencias complementarias de polinucleétidos cuando se hibridan con sus regiones de fijacion
de la etiqueta en los nanoinformadores descritos en la presente memoria puede ser mayor que la Tm de una
secuencia complementaria de polinucleétidos 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 teoria, la Tm de los
nanoinformadores descritos en la presente memoria permite enlaces mas fuertes entre la cadena principal del
nanoinformador y la secuencia complementaria de polinucleétidos que tiene unida a la misma una molécula
detectable, evitando asi la disociacidon durante los procedimientos de sintesis e hibridacién. Ademas, la Tm
consistente entre una poblacion de nanoinformadores permite que los procedimientos de sintesis e hibridacion estén
estrechamente optimizados, ya que las condiciones éptimas son las mismas para todos los puntos y posiciones. En
algunas realizaciones, las secuencias de los nanoinformadores tienen un 50% de guanina/citosina (G/C), con no
mas de tres G en una fila. Por lo tanto, puede proporcionarse una poblacion de nanoinformadores en la que la Tm
entre los nanoinformadores de la poblacion sea bastante uniforme. Preferiblemente, se proporciona una poblaciéon
de nanoinformadores en los que la Tm de las secuencias complementarias de polinucleétidos cuando se hibridan
con sus regiones de fijacion de la etiqueta es de aproximadamente 80°C, 85°C, 90°C, 100°C o mas. También se
proporciona una poblacién de nanoinformadores en la que la Tm de las secuencias complementarias de
polinucledtidos cuando se hibrida con sus regiones de fijacion de la etiquetaje es de aproximadamente 80°C o
superior.

Los nanoinformadores descritos en la presente memoria pueden tener o no estructuras secundarias minimas, tales
como cualquier interaccion intramolecular estable de apareamiento de bases (por ejemplo, horquillas). Sin pretender
limitarse a ninguna teoria, la estructura secundaria minima en los nanoinformadores proporciona una mejor
hibridaciéon entre la cadena principal del nanoinformador y la secuencia de polinucledtidos que tiene unida a la
misma una molécula detectable. Ademas, la estructura secundaria minima en los nanoinformadores proporciona una
mejor deteccion de las moléculas detectables en los nanoinformadores. Los nanoinformadores descritos en la
presente memoria pueden no tener emparejamiento intramolecular significativo en condiciones de hibridacién de
75°C, 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 mas. Los
nanoinformadores descritos en la presente memoria pueden no contener repeticiones invertidas en cada cadena.
Los nanoinformadores no pueden contener ninguna repeticion invertida de 9 nucleétidos o mas en una secuencia de
1.100 pares de bases de longitud. Los nanoinformadores no pueden contener ninguna repeticion invertida de 7
nucledtidos o mas en cualquier regién 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 nucleétidos o mas 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 nucledtidos o mas en cualquier region de 100 pares de bases. Los
nanoinformadores descritos en la presente memoria pueden tener un contenido especifico de cadena asimétrica de
manera que una cadena es rica en CT y la otra es rica en GA.

También se proporcionan nanoinformadores Unicos. Los nanoinformadores descritos en la presente memoria
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 repeticion directa de
9 nucledtidos o mas en una secuencia de 1.100 pares de bases de longitud. Preferiblemente, los nanoinformadores
etiguetados no contienen ninguna repeticion directa de 7 nucleétidos o mas en ninguna region de 100 pares de
bases. 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 9 nucleétidos o mas 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 nucleétidos o mas en cualquier region 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 homologia con cualquier otra
secuencia utilizada en las cadenas principales o con cualquier secuencia descrita en la base de datos publica
REFSEQ. Preferiblemente, los nanoinformadores descritos en la presente memoria contienen menos del 85% de
homologia con cualquier otra secuencia usada en las cadenas principales o con cualquier secuencia descrita en la
base de datos publica REFSEQ. Preferiblemente, los nanoinformadores descritos en la presente memoria contienen
menos de 20, 16, 15, 10, 9, 7, 5, 3, 2 bases contiguas de homologia con cualquier otra secuencia usada en las
cadenas principales o cualquier secuencia descrita en la base de datos publica REFSEQ. Preferiblemente, los
nanoinformadores descritos en la presente memoria tienen no mas de 15 bases contiguas de homologia y no mas
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 publica REFSEQ.

Preferiblemente, las caracteristicas de secuencia de las sondas nanoinformadoras descritas en la presente memoria
proporcionan una deteccion mejorada de una molécula objetivo. Por ejemplo, la unidon de las sondas
nanoinformadoras a moléculas objetivo que da como resultado la identificacion de las moléculas objetivo se puede
realizar detectando individualmente la presencia del nanoinformador. Esto puede realizarse contando
individualmente la presencia de una o mas 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
numero de conteos. Preferiblemente, el nimero de conteos moleculares por encima del valor base de dicho
complejo molecular después de la normalizacion de la muestra es superior a 300, 400, 450, 500, 600, 700, 800, 900
o 1.000 conteos moleculares. Preferiblemente, el nimero de conteos moleculares por encima del valor base de
dicho complejo molecular después de la normalizacion de la muestra es superior a 400 conteos moleculares.
Preferiblemente, el porcentaje de conteos moleculares validos de las sondas nanoinformadoras descritas en la
presente memoria es mayor que aproximadamente 10, 11, 12, 12,5, 14, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80 0 90%.
Preferiblemente, el porcentaje de conteos moleculares validos de las sondas nanoinformadoras descritas en la
presente memoria es mayor que aproximadamente 10%. Preferiblemente, el porcentaje de conteos moleculares
validos de las sondas nanoinformadoras descritas en la presente memoria es mayor que aproximadamente 12,5%.
Preferiblemente, el nimero de conteos moleculares por encima del valor base del nanoinformador descrito en la
presente memoria después de la normalizacion de dicha muestra es de al menos 2, 3, 5, 6, 10, 20, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90 o 100 veces mas 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 region
especifica objetivo unida a una cadena principal de ADN de M13. Ejemplos de sondas nanoinformadoras
comparables que comprenden ADN de M13 se describen en la seccidon de Ejemplos. Preferiblemente, el nimero de
conteos moleculares por encima del valor base del nanoinformador descrito en la presente memoria después de la
normalizacion de dicha muestra es al menos 2 veces mayor que un nanoinformador comparable que comprende
ADN de M13. Preferiblemente, el nimero de conteos moleculares por encima del valor base del nanoinformador
descrito en la presente memoria después de la normalizacion de dicha muestra es al menos 6 veces mayor que un
nanoinformador comparable que comprende ADN de M13. Preferiblemente, el nimero de conteos moleculares por
encima del valor base del nanoinformador descrito en la presente memoria después de la normalizaciéon de dicha
muestra es al menos 20 veces mayor que un nanoinformador comparable que comprende ADN de M13.
Preferiblemente, el nimero de conteos moleculares por encima del valor base del nanoinformador descrito en la
presente memoria después de la normalizacion de dicha muestra es al menos 100 veces mayor que un
nanoinformador comparable que comprende ADN de M13.

Los elementos de un nanoinformador se pueden encontrar en una uUnica entidad molecular (un nanoinformador
"singular"), o dos entidades moleculares distintas (un nanoinformador "dual"). Cada entidad molecular puede estar
compuesta de una molécula o0 mas de una molécula unidas entre si por medios covalentes o no covalentes.
Preferiblemente, cada componente de un nanoinformador dual tiene una secuencia especifica del objetivo que se
une a un sitio diferente en la misma molécula objetivo. Esto permite componentes de nanoinformadores mas
pequefios con una cinética de union del nanoinformador mas eficiente a la molécula objetivo y una mejor relacion
sefial:ruido como resultado de la mayor especificidad de unién. 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 region de captura. En algunas realizaciones, la sonda nanoinformadora sin
etiquetar puede comprender una region especifica del objetivo y una cadena principal que puede ser de cadena
sencilla. Preferiblemente, la sonda nanoinformadora no etiquetada puede comprender una region especifica del
objetivo y una cadena principal que puede ser de doble cadena.

Las secuencias complementarias de polinucleétidos unidas a una cadena principal del nanoinformador sirven para
unir moléculas detectables, o mondémeros etiqueta, a la cadena principal del nanoinformador. Las secuencias
complementarias de polinucleétidos pueden etiquetarse directamente, por ejemplo, mediante la incorporacion
covalente de una o mas moléculas detectables en la secuencia complementaria de polinucledtidos.
Alternativamente, las secuencias complementarias de polinucleétidos pueden etiquetarse indirectamente, tal como
mediante la incorporacion de biotina u otra molécula capaz de una interaccion de ligando especifica en la secuencia
complementaria de polinucledtidos. En tales casos, el ligando (por ejemplo, estreptavidina en el caso de la
incorporacion de biotina en la secuencia complementaria de polinucleétidos) puede unirse covalentemente a la
molécula detectable. Cuando las moléculas detectables unidas a una region de fijacion de la etiqueta no se
incorporan directamente en la secuencia complementaria de polinucleétidos, esta secuencia sirve como un puente
entre la molécula detectable y la region de fijacion de la etiqueta, y puede denominarse una molécula puente, por
ejemplo, un acido nucleico puente.

El nanoinformador a base de acido nucleico y los complejos objetivo de nanoinformador comprenden acidos
nucleicos, que pueden purificarse por afinidad o inmovilizarse usando un acido nucleico, tal como un oligonucleétido,
que es complementario a la regién constante o el nanoinformador o el acido nucleico objetivo. Como se indicé
anteriormente, los nanoinformadores pueden comprender al menos una region constante, que puede servir como
una etiqueta de afinidad para la purificacion y/o para la inmovilizacion (por ejemplo, a una superficie solida). La
region constante tipicamente comprende dos o mas regiones repetidas en tandem de nucledtidos 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 oligonucledtido de 15 bases que es el complemento inverso de la unidad de repeticion.

Los nanoinformadores, o complejos de nanoinformador-molécula objetivo, pueden purificarse en dos o mas etapas
de seleccion 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)
mediante purificacion 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 separacion de complejos de sondas que comprenden la primera etiqueta de afinidad. En
este punto, solo los complejos completos estarian unidos. Los complejos finalmente se liberan del reactivo de
afinidad para la segunda etiqueta de afinidad y, a continuacion, preferiblemente se estiran y se toman imagenes. El
reactivo de afinidad puede ser cualquier superficie sélida recubierta con un compafiero de unién para la etiqueta de
afinidad, tal como una columna, una perla (por ejemplo, latex o perla magnética) o platina recubierta con la pareja de
union. Los nanoinformadores de inmovilizacion y estiramiento que usan reactivos de afinidad se describen
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 sefales proporcionada por los mondémeros etiqueta asociados con las diversas regiones de fijacion
de la etiqueta de la cadena principal de un nanoinformador dado permite la identificacion unica del nanoinformador.
Por ejemplo, cuando se usan etiquetas fluorescentes, un nanoinformador que tiene una identidad Unica o una firma
espectral Unica se asocia con una secuencia especifica del objetivo que reconoce una molécula objetivo especifica o
una porcién de la misma. Cuando un nanoinformador se expone a una mezcla que contiene la molécula objetivo en
condiciones que permiten la unién de la secuencia o secuencias especificas objetivo del nanoinformador a la
molécula objetivo, la secuencia o secuencias especificas se unen preferentemente a la molécula objetivo. La
deteccion de la sefial del nanoinformador, tal como el coédigo espectral de un nanoinformador etiquetado
fluorescentemente, asociada con el nanoinformador permite la deteccion de la presencia de la molécula objetivo en
la mezcla (analisis cualitativo). Contando todos los mondmeros etiqueta asociados con un cédigo o firma espectral
dado, permite el recuento de todas las moléculas en la mezcla asociada con la secuencia especifica del objetivo
acoplada al nanoinformador (analisis cuantitativo). Los nanoinformadores son por lo tanto Utiles para el diagndstico o
prondstico de diferentes estados bioldgicos (por ejemplo, enfermedad frente salud) por analisis cuantitativo de
marcadores biolégicos conocidos. Ademas, la exquisita sensibilidad de la deteccion y cuantificacion de moléculas
individuales proporcionada por los nanoinformadores permite la identificacion de nuevos marcadores de diagnostico
y pronostico, incluidos aquellos cuyas fluctuaciones entre los diferentes estados biolégicos son demasiado pequefias
para detectar una correlacion con un estado biolégico particular utilizando métodos moleculares tradicionales. La
sensibilidad de la deteccion molecular basada en nanoinformadores permite un analisis farmacocinético detallado de
agentes terapéuticos y de diagndstico en pequefias muestras bioldgicas.
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Muchos nanoinformadores, denominados nanoinformadores singulares, estan compuestos por una entidad
molecular. Sin embargo, para aumentar la especificidad de un nanoinformador y/o mejorar la cinética de su unién a
una molécula objetivo, un nanoinformador puede ser un nanoinformador dual compuesto por dos entidades
moleculares, cada una con una secuencia especifica del objetivo diferente que se une a una regién diferente de la
misma molécula objetivo. En un nanoinformador dual, al menos una de las dos entidades moleculares esta
etiquetada. La otra entidad molecular no necesita ser etiquetada necesariamente. Dichos componentes no
etiguetados de nanoinformadores duales pueden usarse como sondas de captura (véanse las Figuras 1y 2) y
opcionalmente tienen etiquetas de afinidad unidas, tales como biotina, que son utiles para inmovilizar y/o estirar el
complejo que contiene el nanoinformador dual y la molécula objetivo para permitir visualizacion y/o formacion de
imagenes del complejo. Por ejemplo, un nanoinformador dual con un cédigo del nanoinformador de 6 posiciones,
utilizando un nanoinformador codificado de 6 posiciones y una sonda de captura. Se puede utilizar un
nanoinformador dual con un coédigo del nanoinformador de 7 posiciones, utilizando un componente de
nanoinformador de 8 posiciones y un componente de nanoinformador de posicion Unica. Un nanoinformador dual
con un cédigo 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
usar para purificar el nanoinformador o inmovilizar el nanoinformador (o complejo de nanoinformador-molécula
objetivo) con el fin de obtener imagenes.

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 especifica del objetivo
(por ejemplo mediante hibridacion y, opcionalmente, ligamiento), y la estructura que comprende la cadena principal y
la secuencia especifica del objetivo unida a una o mas secuencias complementarias de polinucleétidos 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 mas secuencias complementarias de polinucleétidos, y la
estructura de la cadena principal se une a continuacioén a una secuencia especifica objetivo. Por lo tanto, a menos
que se indique lo contrario, una discusion o listado de etapas en el ensamblaje de nanoinformadores no implica que
se deba seguir una ruta especifica de ensamblaje.

Las sintesis de nanoinformadores pueden realizarse por cualquier método adecuado conocido en la técnica. Los
plasmidos 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 34°C). Las cadenas
principales de cadena sencillas lineales de nanoinformadores pueden prepararse a partir de ADN plasmido de
cadena doble usando un protocolo de cuatro etapas que incluye linealizacién con una enzima de restriccion,
desfosforilacion con una fosfatasa termolabil, digestion con una segunda enzima de restriccion para separar el
vector de clonacién de la secuencia principal, y una digestion con exonucleasa lambda especifica 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 sintesis de nanoinformadores.

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

En su forma mas simple, se proporciona una cadena principal de acido nucleico que tiene una pluralidad (por
ejemplo, 3) de regiones de fijacion de la etiqueta que son capaces de etiquetarse y resolverse, cada una de las
cuales esta hecha de una secuencia de nucleétidos disefiada de manera racional. Estas secuencias abarcan una o
mas, o todas las caracteristicas descritas en la presente memoria que hacen que el nanoinformador sea mas
estable. Los ejemplos de plantillas de polinucleétidos que pueden utilizarse para generar estas regiones de fijacion
disefiadas de la etiqueta se exponen en las secuencias de polinucledtidos 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 fijacion de la etiqueta de cada cadena
principal individual estan dispuestas en un orden o combinacioén lineal Unica, por lo que cada estructura individual es
Unica, en comparacién con las otras cadenas principales en una poblacion. Dado que cada uno de los
nanoinformadores de una poblaciéon esta formado por una estructura Unica, cada nanoinformador es similar en
comparacioén con los otros nanoinformadores de una poblacién. Cada region de fijacion de la etiqueta puede ser
Unica cuando se compara con la otra region de nanoinformador de etiqueta en la cadena principal.

Las secuencias de nucleotidos de las regiones de fijacion de la etiqueta individual dentro de cada nanoinformador
pueden ser diferentes de las secuencias de nucleétidos de las otras regiones de fijacion de la etiqueta dentro de ese
nanoinformador, evitando reordenamientos, tales como recombinacién, comparticion o intercambio de las
secuencias de polinucledtidos de etiqueta, y mejorando de ese modo la estabilidad molecular. EI nimero de
regiones de fijacion de la etiqueta que se forman en una cadena principal se basa en la longitud y naturaleza de la
cadena principal, los medios de etiquetado del nanoinformador, asi como el tipo de mondémeros etiqueta que
proporcionan una sefial para unirse a las regiones de fijacion de la etiqueta de la cadena principal. Preferiblemente,
a la secuencia de nucleoétidos complementaria de cada region de fijacion de la etiqueta se le asigna una molécula
detectable especifica.

También se proporcionan nanoinformadores etiquetados en los que una o mas regiones de fijacion de la etiqueta
estan unidas a una molécula detectable correspondiente, proporcionando cada molécula detectable una sefial. Por
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ejemplo, puede obtenerse un nanoinformador etiquetado cuando al menos tres moléculas detectables estan unidas
a tres regiones de fijacion de la etiqueta correspondientes de la cadena principal de forma que estas regiones de
fijacion de la etiqueta etiquetadas, o los puntos, se distingan con base en su disposicion lineal Unica. Un "punto”, en
el contexto de deteccion de nanoinformadores, es la sefial agregada detectada de los monémeros etiqueta unidos a
un unico sitio de unién de la etiqueta en un nanoinformador, y que, dependiendo del tamafo de la regién de fijacion
de la etiqueta y la naturaleza (p. €j., longitud de onda de emisién primaria) del monémeros etiqueta, puede aparecer
como una unica fuente puntual de luz cuando se visualiza bajo un microscopio. Los puntos de un nanoinformador
pueden superponerse o no superponerse. El cdédigo del nanoinformador que identifica esa molécula objetivo puede
comprender cualquier permutacion de la longitud de un punto, su posicion relativa con respecto a otros puntos, y/o la
naturaleza (por ejemplo, la longitud o longitudes de onda de emision primaria) de su sefal. Generalmente, para cada
sonda o par de sondas de la invencion, las regiones de fijacion de la etiqueta adyacentes no se solapan, y/o los
puntos de regiones de fijacion de la etiqueta adyacentes son distinguibles espacial y/o espectralmente, al menos
bajo las condiciones de deteccion (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 tamafio de punto como un cierto nimero de bases o nucleétidos. Como
entendera facilmente un experto en la técnica, esto se refiere al nimero de bases o nucledtidos en la region de
fijacién de la etiqueta correspondiente.

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

Las moléculas detectables que proporcionan una sefal asociada con diferentes regiones de fijacion de la etiqueta de
la cadena principal pueden proporcionar sefiales que son indistinguibles bajo las condiciones de deteccion (sefiales
"similares"), o pueden proporcionar sefiales que son distinguibles, al menos bajo las condiciones de deteccion (por
ejemplo, cuando el nanoinformador esta inmovilizado, estirado y observado bajo un microscopio).

También se proporciona un nanoinformador en donde dos o mas moléculas detectables estan unidas a una region
de fijacion de la etiqueta. La sefal proporcionada por las moléculas detectables asociadas con dicha region de
fijacion de la etiqueta produce una sefial agregada que se detecta. La sefial agregada producida puede estar
formada por sefales similares o constituidas por al menos dos sefales distinguibles (por ejemplo, sefales
distinguibles espectralmente).

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

También se proporciona un nanoinformador en donde los puntos que proporcionan sefales similares o diferentes
estan separadas por una region separadora, por lo que la interposicién de la regién separadora permite la
generacion de puntos oscuros, que expanden la combinacion posible de sefiales detectables de manera unica. El
término "punto oscuro" se refiere a la falta de sefal de un sitio de unién de la etiqueta en un nanoinformador. Los
puntos oscuros se pueden incorporar al codigo del nanoinformador para agregar mas permutaciones de codificacion
y generar una mayor diversidad de nanoinformadores en una poblacion de nanoinformadores. Preferiblemente, las
regiones separadoras tienen una longitud determinada por la resolucidon de un instrumento empleado para detectar
el nanoinformador.

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

Una molécula detectable que proporciona una sefial se puede unir de forma covalente o no covalente (por ejemplo,
mediante hibridacién) a una secuencia complementaria de polinucleétidos que esta unida a la region de fijacion de la
etiqueta. Los mondmeros etiqueta también se pueden unir indirectamente a la secuencia complementaria de
polinucledtidos, tal como uniéndose covalentemente a una molécula de ligando (por ejemplo, estreptavidina) que se
une mediante su interaccion con una molécula incorporada en la secuencia complementaria de polinucleétidos (por
ejemplo, biotina incorporada en la secuencia complementaria de polinucleétidos), que a su vez esta unida mediante
hibridacién a la cadena principal.

También se proporciona un nanoinformador asociado con una sefial detectable de forma Unica, tal como un cédigo
espectral, determinado por la secuencia de sefiales proporcionadas por los mondmeros etiqueta unidos (por
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ejemplo, indirectamente) para marcar regiones de unién en la cadena principal del nanoinformador, por lo que la
deteccién de la sefal permite la identificacion del nanoinformador.

También se proporciona un nanoinformador que comprende ademas una etiqueta de afinidad unida a la cadena
principal del nanoinformador, de manera que la unién de la etiqueta de afinidad a un soporte permite el estiramiento
de la cadena principal y la resolucion de las sefiales proporcionadas por monémeros etiqueta correspondientes a
diferentes regiones de fijacion 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 fisicos, hidrodinamicos o eléctricos. La etiqueta de afinidad puede comprender una region
constante.

Un nanoinformador puede incluir ademas una secuencia especifica del objetivo acoplada a la cadena principal. La
secuencia especifica 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 identificacion de moléculas objetivo de todos
los tipos. Por ejemplo, las secuencias apropiadas especificas del objetivo se pueden acoplar a la cadena principal
del nanoinformador para permitir la deteccion de una molécula objetivo. Preferiblemente, la molécula objetivo es
ADN (incluido ADNc), ARN (incluyendo ARNm y ARNc), un péptido, un polipéptido o una proteina.

También se proporciona una mayor flexibilidad en la deteccion de moléculas objetivo con mondémeros etiqueta.
Preferiblemente, un nanoinformador dual que comprende dos entidades moleculares diferentes, cada una con una
region separada especifica del objetivo, al menos una de las cuales esta etiquetada, se une a la misma molécula
objetivo. Por lo tanto, las secuencias especificas del objetivo de los dos componentes del nanoinformador dual se
unen a diferentes porciones de una molécula objetivo seleccionada, por lo que la deteccion del codigo espectral
asociado con el nanoinformador dual permite la deteccion 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 especifica 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 uniéon de las
secuencias especificas del objetivo en el nanoinformador dual a la molécula objetivo y (ii) la deteccion del codigo
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 poblacion de sondas puede permitir el analisis multiplexado de
una pluralidad de moléculas objetivo. Por ejemplo, cada sonda nanoinformadora contiene seis regiones de fijacion
de la etiqueta, donde cada region de fijacion de la etiqueta de cada cadena principal es diferente de las otras
regiones de fijacion de la etiqueta en esa misma cadena principal. Si las regiones de fijacion de la etiqueta van a
etiquetarse con uno de cuatro colores y hay 24 secuencias Unicas posibles para las regiones de fijacién de la
etiqgueta y cada region de fijacion de la etiqueta tiene asignado un color especifico, cada region de fijacion de
etiqueta en cada cadena principal consistira en una de cuatro secuencias. Habra 4.096 posibles nanoinformadores
en este ejemplo. El nimero de posibles nanoinformadores se puede aumentar, por ejemplo, aumentando el nimero
de colores, aumentando el numero de secuencias Unicas para las regiones de fijacion de la etiqueta y/o aumentando
el nimero de regiones de fijacion de la etiqueta por cadena principal. Asimismo, el numero de posibles
nanoinformadores puede disminuirse disminuyendo el nimero de colores, disminuyendo el nimero de secuencias
Unicas para las regiones de fijacion de la etiqueta y/o disminuyendo el nimero de regiones de fijacion de la etiqueta
por cadena principal.

Los métodos de deteccion se pueden llevar a cabo en ensayos muiltiplex, por lo que se detecta una pluralidad de
moléculas objetivo en el mismo ensayo (una sola mezcla de reaccion). Preferiblemente, el ensayo es un ensayo de
hibridacion en donde la pluralidad de moléculas objetivo se detecta simultaneamente. La pluralidad de moléculas
objetivo detectadas en el mismo ensayo puede ser, al menos 2, al menos 5 moléculas objetivo diferentes, al menos
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
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 nimeros anteriores de moléculas objetivo
diferentes, tales como, pero sin limitacion, de 20 a 50 moléculas objetivo diferentes, de 50 a 200 moléculas objetivo
diferentes, de 100 a 1.000 moléculas objetivo diferentes, de 500 a 5000 moléculas objetivo diferentes, y asi
sucesivamente.

La deteccion 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 especifica del objetivo complementaria a un exon diferente del mismo gen.
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Ademas de las capacidades analiticas cualitativas proporcionadas por los nanoinformadores y las técnicas analiticas
basadas en ellas, los nanoinformadores son especialmente adecuados para realizar andlisis cuantitativos. Al
proporcionar una unién 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 porcion representativa
de las moléculas objetivo presentes en la muestra. Este recuento individual de las diversas especies moleculares
proporciona un método preciso y directo para determinar la concentracién absoluta o relativa de la molécula objetivo
en la muestra biomolecular. Ademas, la capacidad de abordar cada molécula en una mezcla individualmente
aprovecha los beneficios de la miniaturizacion que incluyen alta sensibilidad, requerimientos minimos de cantidad de
muestra, altas velocidades de reaccion que son proporcionadas por la cinética de la fase de solucién en un volumen
pequeno, y en ultima instancia muy bajos costos de reactivos.

Como se apreciara a partir de la descripcion y ejemplos proporcionados a continuacion, se proporcionan numerosas
ventajas. Por ejemplo, la modularidad compleja en la formacién de nanoinformadores permite la creacion sistematica
de bibliotecas de nanoinformadores unicos que tienen un grado muy alto de diversidad (por ejemplo, millones de
nanoinformadores reconocibles de forma unica). Esta modularidad permite flexibilidad en la personalizacion de
poblaciones de nanoinformadores para aplicaciones especificas que a su vez proporciona eficiencias de fabricacion
significativas. Otra ventaja que se apreciara a través de la siguiente divulgacion 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 envio 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
estar etiquetado, de modo que el cadigo 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 1y 2, un componente de un nanoinformador doble esta etiquetado con el codigo del nanoinformador y
el otro componente esta unido a una etiqueta de afinidad (flecha) que es util para inmovilizar el nanoinformador para
el estiramiento y la visualizacion.

Definiciones

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

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

Los términos "complementario" con respecto a polinucleétidos se refieren a polinucleétidos relacionados por las
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 acidos nucleicos coinciden de
acuerdo con las reglas de emparejamiento de bases. O bien, puede haber complementariedad completa o total entre
los acidos nucleicos. El grado de complementariedad entre las cadenas de acido nucleico tiene efectos significativos
sobre la eficacia y la fuerza de la hibridacion entre las cadenas de acido nucleico.

Los términos "polinucledtidos”, "acidos nucleicos”, "nucledtidos" y "oligonucleétidos" se usan indistintamente. Se
refieren a una forma polimérica de nucledtidos de cualquier longitud, ya sean desoxirribonucledtidos o
ribonucledtidos, o analogos de los mismos. Los siguientes son ejemplos no limitantes de polinucleétidos: regiones
codificantes o no codificantes de un gen o fragmento de gen, loci (locus) definidos a partir del analisis de ligamiento,
exones, intrones, ARN mensajero (ARNm), ARN de transferencia, ARN ribosémico, ribozimas, ADNc, polinucleétidos
recombinantes, polinucleétidos ramificados, plasmidos, vectores, ADN aislado de cualquier secuencia, ARN aislado
de cualquier secuencia, sondas de acidos nucleicos y cebadores. Un polinucleétido puede comprender nucledtidos
modificados, tales como nucledtidos metilados y andlogos de nucledtidos. Si esta presente, pueden impartirse
modificaciones a la estructura de nucledtidos antes o después del ensamblaje del polimero. La secuencia de
nucledtidos puede ser interrumpida por componentes no nucleotidicos. Un polinucleétido puede modificarse
adicionalmente después de la polimerizacion, tal como mediante conjugacion con un componente de etiquetado.

La expresion "identidad de secuencia" o, por ejemplo, que comprende una "secuencia 50% idéntica a", como se usa
en el presente documento, se refiere a la extension en que las secuencias son idénticas en una base de nucleétido
por nucledtido a través de una ventana de comparacion. Asi, un "porcentaje de identidad de secuencia" puede
calcularse comparando dos secuencias 6ptimamente alineadas sobre la ventana de comparacion, determinando el
numero de posiciones en las que esta presente la base de acido nucleico idéntica (por ejemplo, A, T, C, G, I) en
ambas secuencias para obtener el nimero de posiciones coincidentes, dividiendo el nimero de posiciones
coincidentes por el nimero total de posiciones en la ventana de comparacion (por ejemplo, el tamafio 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 mas polinucleétidos incluyen "homologia”,
"ventana de comparacion”, "identidad de secuencia”, "porcentaje de identidad de secuencia" e "identidad sustancial".
Debido a que dos polinucleétidos pueden comprender cada uno (1) secuencia (por ejemplo, solo una porcién de la
secuencia de polinucledtidos completa) que es similar entre los dos polinucledtidos, y (2) secuencia que es
divergente entre los dos polinucledtidos, las comparaciones de secuencia entre dos (0 mas) polinucledtidos se
realizan tipicamente comparando secuencias de los dos polinucleétidos en una "ventana de comparacion" para
identificar y comparar regiones locales de similitud de secuencia. Una "ventana de comparacion" se refiere a un
segmento conceptual de al menos 6 posiciones contiguas, habitualmente de aproximadamente 50 hasta
aproximadamente 100, mas habitualmente de aproximadamente 100 hasta aproximadamente 150 en donde una
secuencia se compara con una secuencia de referencia del mismo nimero de posiciones contiguas después de que
las dos secuencias estan alineadas de manera éptima. La ventana de comparacién puede comprender adiciones o
eliminaciones (es decir, huecos) de aproximadamente 20% o menos en comparacion con la secuencia de referencia
(que no comprende adiciones o eliminaciones) para la alineacién 6ptima de las dos secuencias. La alineacion 6ptima
de secuencias para alinear una ventana de comparacidon puede realizarse mediante implementaciones
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 inspeccion y
la mejor alineacién (es decir, que da como resultado la homologia porcentual mas alta en la ventana de
comparacion) 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:
3389. Se puede encontrar una discusion detallada del analisis de secuencias en la Unidad 19.3 de Ausubel et al.,
"Current Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons Inc., 1994-1998, Capitulo 15.

Estructura de la cadena principal

La cadena principal del nanoinformador es una molécula de acido nucleico que contiene una pluralidad de regiones
de fijacion de la etiqueta (por ejemplo, al menos tres regiones de fijacion de la etiqueta) dispuestas en una
combinacion lineal a la que pueden unirse directa o indirectamente mondémeros etiqueta. La cadena principal del
nanoinformador puede ser una cadena principal de acido nucleico en la que las regiones de fijacion de la etiqueta
son regiones de cadena sencilla a las que pueden unirse por hibridacion otros acidos nucleicos, tales como
oligonucledtidos complementarios, secuencias de ARN complementarias o secuencias de ADN complementarias. La
cadena principal del nanoinformador puede ser una molécula de acido nucleico de cadena sencilla.

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

Cada cadena principal esta compuesta por una disposicion Unica de regiones de fijacion de la etiqueta. Las regiones
de fijacion de la etiqueta de una estructura principal de nanoinformador variaran en tamafio dependiendo del método
de etiquetado. En diversas realizaciones, una region de fijacion de la etiqueta puede tener una longitud en cualquier
lugar de 10 nm a 10.000 nm, pero es mas preferiblemente de 50 nm a 5.000 nm, y es mas preferiblemente de 100
nm a 1.000 nm. En diversas realizaciones, la regién de fijacion de la etiqueta es de aproximadamente 100 nm a
aproximadamente 500 nm, de aproximadamente 150 nm a aproximadamente 450 nm, de aproximadamente 200 nm
a aproximadamente 400 nm, o de 250 a aproximadamente 350 nm. En una realizacién preferida, la region de fijacion
de la etiqueta corresponde estrechamente al tamarfio de un punto limitado por difraccion, por ejemplo, el punto mas
pequeio que se puede detectar con una 6ptica estandar, que es de aproximadamente 300 nm.

Las regiones de fijacion de la etiqueta de la presente invencién pueden estar constituidas por secuencias de
polinucleétidos. Para las cadenas principales de acido nucleico de la presente invenciéon, 1 nm corresponde a
aproximadamente 3 nucledtidos; por lo tanto, una region de fijacion de la etiqueta de aproximadamente 300 nm
corresponde a una secuencia de nucledtidos de aproximadamente 900 bases. La region de fijacion de la etiqueta
puede ser de aproximadamente 300 nucleétidos a aproximadamente 1,5 kb, de aproximadamente 450 nucleétidos a
aproximadamente 1,35 kb, de aproximadamente 0,6 kb a aproximadamente 1,2 kb, o de 0,75 kb a aproximadamente
1,05 kb. En ciertos aspectos, la region de fijacion de la etiqueta es de aproximadamente 300, 350, 400, 450, 500,
550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1.000, 1.050, 1.100, 1.150, 1.200, 1.250, 1.300, 1.350, 1.400, 1.450,
1.500, 1.600, 1.700, 1.800, 1.900, 2.000, 2.500, 3.000, 3.500, 4.000, 4.500, 5.000 o mas nucleétidos, incluidos todos
los numeros enteros intermedios. La region de fijacion de la etiqueta puede ser una secuencia de nucleotidos de
aproximadamente 1.100 nucleétidos 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
regiones de fijacion de la etiquetas o mas, incluidos todos los nimeros enteros intermedios. La cadena principal
puede tener 6 regiones de fijacion de la etiqueta. Las cadenas principales individuales pueden tener un conjunto de
regiones de fijacion de la etiqueta distintas, cada una de las cuales tiene una secuencia de polinucleétidos que es
diferente de las secuencias de las otras regiones de fijacion de la etiqueta en esa misma cadena principal.
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La cadena principal puede tener 6 regiones Unicas de union 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 sefial detectable que la distingue de otras cadenas principales en la poblacion.

Cada cadena principal en una poblacion de cadenas principales se distingue de las otras por tener una combinacion
lineal unica, orden, o disposicion de regiones de fijacion de la etiqueta. Ademas, la secuencia de polinucleétidos de
cada region de fijacion de la etiqueta en una cadena principal dada puede ser diferente de la secuencia de
polinucledtidos de las ofras regiones de fijacion de la etiqueta en esa misma cadena principal. En una disposicion
lineal de multiples regiones de fijacion de la etiqueta en la misma cadena principal, la repeticion de mas de una de
las mismas regiones de fijacion de la etiqueta puede provocar que los plasmidos a partir de los cuales se generan
las cadenas principales sean inestables durante la replicacion en E. coliy, por lo tanto, dificil de propagar. Ademas,
la introduccion de segmentos de ARN de complemento inverso en dicha cadena principal puede provocar la
formacion de informadores "anudados" en los que un segmento de ARN une y atrae dos regiones idénticas de
fijacion de la etiqueta, interrumpiendo la secuencia lineal del informador e interfiriendo con la precision y legibilidad
del cadigo del informador, entre otros problemas. Cuando la inestabilidad del plasmido y la legibilidad del informador
potencialmente pobre son un problema, estos problemas se evitan construyendo cada cadena principal individual
para tener un conjunto de regiones de fijacion de la etiqueta distintas, cada una de las cuales tiene una secuencia de
polinucledtidos que es diferente de las secuencias de las otras regiones de fijacion de la etiqueta en esa misma
cadena principal.

Ademas, estas regiones de fijacion de la etiqueta pueden seleccionarse de una poblacién de secuencias de
nucledtidos unicas, disefiadas racionalmente (por ejemplo, secuencias sintéticas), cada una de las cuales tiene una
secuencia de polinucleétidos Unica representada por ciertas caracteristicas (por ejemplo, contenido de G/C, relacion
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 disefiadas racionalmente no solo mejoran la estabilidad
evitando la formacién de estructuras secundarias (por ejemplo, manteniendo la secuencia lineal del informador para
mantener la precision y legibilidad del cédigo del informador), sino que optimizan la concentracion y separacion de
las moléculas detectables unidas a cada regién de fijacion de la etiqueta, mejorando de este modo la legibilidad de
una cadena principal etiquetada dada entre una poblacion de cadenas principales etiquetadas de forma Unica.

Regiones de fijacion de etiquetas

La presente descripcion proporciona cadenas principales de nanoinformadores que son moléculas de acido nucleico
sintéticas (ADN, ARN o hibridos de ADN/ARN), disefiadas racionalmente para tener caracteristicas que optimizan el
etiquetado y la deteccion del nanoinformador, y que previenen la formacion de estructuras secundarias. En algunas
realizaciones de la invencioén, una cadena principal de nanoinformador es una secuencia de polinucledtidos disefiada
que comprende una o mas secuencias de 50 a 50.000 bases de longitud.

La cadena principal del nanoinformador puede disefiarse para minimizar las estructuras secundarias predecibles. La
cadena principal del nanoinformador puede estar desprovista de cualquier estructura secundaria. Se pueden
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 teoria, la estructura
secundaria predecible en la estructura del nanoinformador puede minimizarse evitando las repeticiones invertidas y
sesgando el contenido especifico 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
hibridacion de 75°C, 1XSSPE. La cadena principal del nanoinformador puede tener menos de aproximadamente 20,
15, 10, 5, 4, 3, 2 0 1% de repeticiones invertidas, en donde las repeticiones invertidas son 9 nucleétidos o mayores.
La cadena principal puede tener menos de aproximadamente 1% de repeticiones invertidas, en donde las
repeticiones invertidas son 9 nucledtidos o mayores. Los nanoinformadores no pueden contener ninguna repeticion
invertida de 9 nucledtidos o0 mas en una secuencia de 1.100 pares de bases de longitud. Los nanoinformadores no
pueden contener ninguna repeticién invertida de 7 nucleétidos o mas en cualquier region de 100 pares de bases. La
estructura principal del nanoinformador puede disefiarse para sesgar el contenido especifico de cadena de la
cadena principal de modo que la cadena principal sea rica en CT o GA. Una region de CT o GA es una region
compuesta por cualquier combinacién de los nucleétidos Cy T, o0 G y A. Por ejemplo, la regién de CT mas pequefia
es una region de dos nucledtidos en la que los dos nucledtidos son C y T. Las regiones pueden ser de 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8 o mas nucledtidos 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 disefiarse para sesgar el contenido especifico de la cadena de la cadena principal de manera
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 disefarse para maximizar la singularidad de toda la secuencia en una
poblacién de nanoinformadores evitando las repeticiones directas y descartando toda secuencia que tuviera una
homologia significativa con cualquier otra secuencia utilizada en otras cadenas principales en una poblacion de
nanoinformadores o con cualquier secuencia descrita en la base de datos publica 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 nucledtidos o mas en una secuencia de 1.100 pares de bases de longitud o 7
nucleétidos o mas en cualquier regién 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 homologia con cualquier otra
secuencia utilizada en otras cadenas principales en una poblacién de nanoinformadores o en cualquier secuencia
descrita en la base de datos publica REFSEQ. Los nanoinformadores descritos en la presente memoria pueden
contener menos del 60% de homologia con cualquier otra secuencia utilizada en otras cadenas principales en una
poblacién de nanoinformadores o en cualquier secuencia descrita en la base de datos publica REFSEQ. Los
nanoinformadores descritos en la presente memoria pueden contener menos del 50% de homologia con cualquier
otra secuencia utilizada en otras cadenas principales en una poblacion de nanoinformadores o en cualquier
secuencia descrita en la base de datos publica REFSEQ. La cadena principal del nanoinformador puede disefiarse
para que contenga menos del 85% de homologia con cualquier otra secuencia utilizada en la cadena principal o en
cualquier secuencia descrita en la base de datos publica de REFSEQ. La cadena principal de los nanoinformadores
puede disefarse para que contenga menos de 20, 16, 15, 10, 9, 7, 5, 3, 2 bases contiguas de homologia con
cualquier otra secuencia utilizada en la cadena principal o en cualquier secuencia descrita en la base de datos
publica de REFSEQ. La cadena principal de nanoinformadores puede disefiarse para tener no mas de 15 bases
contiguas de homologia y no mas 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 publica
REFSEQ.

Las regiones de fijacion del etiquetador de acido nucleico preferiblemente no tienen repeticiones directas o invertidas
que sean mayores de 12 bases de longitud. Las regiones de fijacion de la etiqueta de acido nucleico pueden no
tener repeticiones directas o invertidas que sean mayores de aproximadamente 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 o
mas bases nucleotidicas de longitud. Las regiones de fijacion de la etiqueta de acido nucleico pueden no contener
ninguna repeticion invertida de 9 nucleétidos o mas en una secuencia de 1.100 pares de bases de longitud. Las
regiones de fijacion de la etiqueta de acido nucleico pueden no contener ninguna repeticion invertida de 7
nucleétidos o mas en ninguna region de 100 pares de bases.

Las secuencias también pueden cribarse para evitar sitios de reconocimiento de enzimas de restricciéon cortadoras
de seis bases. Las secuencias seleccionadas pueden someterse adicionalmente al analisis de estructura secundaria
predicha, y las que tienen la estructura secundaria menor se pueden elegir para una evaluacion adicional. Cualquier
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 acido nucleico de cadena sencilla, esta
disefiada para tener una o mas regiones de fijacion de la etiqueta, que comprende un patrén regular de una base
particular (la "base repetida regularmente"). En tales regiones, la base regularmente repetida tipicamente se
presenta con una periodicidad minima de aproximadamente cada enésimo residuo, donde n es cualquier nimero, y
preferiblemente de 4 a 25. Preferiblemente, no mas del 25% de la base repetida regularmente en una regiéon de
fijacion de la etiqueta aparece en un intervalo diferente a dichos intervalos regulares. Por ejemplo, si en una region
de fijacion de la etiqueta de 100 nucledtidos hay 12 bases de timina, y la timina es la base repetida regularmente, en
este aspecto de la invencién, no mas del 25% de estas, es decir, 3 bases de timina, aparecen fuera del patrén
regular de timinas. De manera similar, si en una region de fijacion de la etiqueta de 100 nucleétidos hay 12 bases de
adenina y la adenina es la base repetida regularmente, entonces no mas del 25% de estas, es decir, 3 bases de
adenina, aparecen fuera del patrén regular de adeninas. Preferiblemente, no mas de 20%, no mas de 15%, no mas
de 10%, no mas de 9%, no mas de 8%, no mas de 7%, no mas de 6%, no mas de 5%, no mas del 4%, no mas del
3%, no mas del 2% o no mas del 1% de dicha base aparece en un intervalo diferente a dichos intervalos regulares
en dicha region. 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 nucledtidos de separacion. Las bases pueden no estar separadas regularmente, pero
las bases estan separadas por al menos 8 nucleétidos en promedio.

La base repetida regularmente en una region dada de fijacion 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 mas bases
nucleotidicas. La base regularmente repetida puede estar separada aproximadamente cada 5 a 15 bases
nucleotidicas, aproximadamente cada 6 a 12 bases nucleotidicas, aproximadamente cada 7 a 10 bases
nucleotidicas, o aproximadamente cada 8 a 10 bases nucleotidicas. La base repetida regularmente puede estar
separada aproximadamente cada 8 bases nucleotidicas. Una base de adenina puede repetirse aproximadamente
cada 8 bases nucleotidicas. Una base de adenina puede repetirse aproximadamente cada 15 a 20 bases
nucleotidicas. Una base de adenina puede repetirse aproximadamente cada 16 bases nucleotidicas.

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

La base repetida regularmente puede ser cualquier base nucleotidica de adenina, timina, guanina, citosina o uracilo.
La base repetida regularmente en la region de fijacion de la etiqueta de cadena sencilla puede ser adenina.

La secuencia de polinucledtidos de las regiones de fijacion de la etiqueta también se puede disefiar para que tenga
un cierto contenido de guanina/citosina (G/C). Por ejemplo, ciertas regiones de fijacion de la etiqueta estan
disefiadas 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%, mas preferiblemente aproximadamente 50%, ya que esto proporciona
una Ty bastante consistente entre las numerosas secuencias de polinucleétidos Unicas de las regiones de fijacion de
la etiqueta. En ciertos aspectos, las secuencias de polinucleétidos no tienen mas de tres guaninas en una fila, para
minimizar los problemas de sintesis. 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 teoria, cuando
el nanoinformador es un acido nucleico de cadena doble, la Tm de los nanoinformadores descritos en la presente
memoria proporciona enlaces mas fuertes entre la cadena principal del nanoinformador y la secuencia
complementaria de polinucleétidos que tiene una molécula detectable unida, evitando asi la disociaciéon durante la
sintesis y procedimientos de hibridacion. Ademas, la Tm consistente entre la poblacion de nanoinformadores permite
que los procedimientos de sintesis e hibridacion estén estrechamente optimizados, ya que las condiciones éptimas
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 mas de tres G en una fila.

La secuencia de polinucledtidos de las regiones de fijacion de la etiqueta también puede disefiarse para tener una
cierta relacion de G/C en una cadena dada. Por ejemplo, la secuencia de polinucleétidos de las regiones de fijacion
de la etiqueta se disefia de modo que las secuencias complementarias de polinucledtidos tengan una relacion de
G/C de aproximadamente 1/1, 2/1, 3/2, aproximadamente 5/3 o aproximadamente 7/5. La relacién de G/C puede ser
de al menos 1/1. La relaciéon de G/C puede ser aproximadamente 1/1, 2/1, 3/2, 5/3 o aproximadamente 7/5 en una
cadena dada. La relacion de G/C puede ser al menos 1/1 en la secuencia complementaria de polinucleétidos. La
relacion de G/C puede ser de aproximadamente 3/2 en la secuencia complementaria de polinucleétidos.

Cuando la adenina es la base repetida regularmente, separada al menos aproximadamente cada 8 nucledtidos
(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
repite regularmente, y el contenido de G/C es de aproximadamente 50%, el contenido de timina puede ser de
aproximadamente 35-45%. En una region de ejemplo de fijacion de la etiqueta en la que el nucledtido 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
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,
al menos 400, al menos 500, al menos 750, o al menos 1.000 nanoinformadores Unicos, unidades Unicas de
etiquetas de nanoinformador o nanoinformadores etiquetados Unicos. Como se usa en el presente documento,
"Unico" cuando se usa en referencia a un nanoinformador o unidades de etiquetas de nanoinformadores dentro de
una poblacién pretende significar un nanoinformador que tiene un codigo que lo distingue de otros nanoinformadores
en la misma poblacion, por ejemplo, cada nanoinformador tiene una sefial detectable que lo distingue de otros
nanoinformadores en dicha poblacion. Tipicamente, un nanoinformador se vuelve "Unico" por la combinacion lineal
particular de las regiones de fijacion de la etiqueta, cada una de las cuales tiene un mondémero 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 Unicos o unidades de etiquetas de nanoinformadores.

Los nanoinformadores en una poblacion de nanoinformadores pueden ser nanoinformadores singulares,
nanoinformadores duales o una combinacién de los mismos. Los nanoinformadores pueden etiquetarse o no
etiquetarse. La poblacién de nanoinformadores aqui descritos puede comprender dos 0 mas nanoinformadores.

También se proporciona una poblacion de cadenas principales de nanoinformadores en la que una base (por
ejemplo, adenina) esta regularmente separada, los nanoinformadores no tienen ninguna formacion significativa de
estructuras secundarias y la Tm entre los nanoinformadores en la poblaciéon es bastante uniforme. También se
proporciona una poblacion de nanoinformadores en los que la Tm de las secuencias complementarias de
polinucleétidos cuando se hibridan con sus regiones de fijacion de la etiqueta es de aproximadamente 80°C o
superior.
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También se proporciona una poblacién de cadenas principales de nanoinformadores en la que cada cadena principal
del nanoinformador comprende una region que comprende una pluralidad de regiones de fijacion de la etiqueta
unidas covalentemente en una combinacioén lineal, en donde cada region de fijacion de la etiqueta comprende
aproximadamente 800 a 1.300 bases nucleotidicas y tiene un contenido de G/C de aproximadamente 50%, donde
cada region de fijacion de la etiqueta seleccionada es diferente de las otras regiones de fijacion seleccionadas de la
etiqueta, y en donde cada region de fijacion de la etiqueta se hibrida con una secuencia complementaria de
polinucledtidos que tiene una o mas moléculas detectables, en donde la secuencia complementaria de
polinucleétidos tiene una relacién de G/C de al menos 1/1. La secuencia complementaria de polinucleétidos puede
tener una relacion de G/C de aproximadamente 3/2. La cadena principal del nanoinformador puede disefiarse para
sesgar el contenido especifico de la cadena de la cadena principal de manera que la cadena principal sea rica en
CT. Aproximadamente el 60% de la cadena principal del nanoinformador puede estar compuesto por regiones de
CT.

También se proporciona una poblacién de cadenas principales de nanoinformadores en la que cada cadena principal
de los nanoinformadores comprende una cadena principal de acido nucleico de cadena sencilla, comprendiendo
dicha cadena principal una pluralidad de regiones de fijacion de la etiqueta unidas covalentemente entre si en una
combinacién lineal unica, donde dicha cadena principal de nanoinformador comprende una base (por ejemplo,
adenina) separadas regularmente, las cadenas principales de nanoinformadores no tienen ninguna formacion
significativa de estructuras secundarias y contienen menos del 85% de homologia con cualquier otra secuencia
utilizada en otras cadenas principales en la poblacién o en cualquier secuencia descrita en la base de datos publica
REFSEQ.

También se proporciona una poblaciéon de cadenas principales de nanoinformadores en la que cada cadena principal
de nanoinformadores comprende una cadena principal de acido nucleico de cadena sencilla, comprendiendo dicha
cadena principal una pluralidad de regiones de fijacion de la etiqueta unidas covalentemente entre si en una
combinacién lineal Unica, en donde dicha cadena principal del nanoinformador tiene un contenido de G/C de
aproximadamente 50%, las cadenas principales de nanoinformadores no tienen ninguna formacion significativa de
estructuras secundarias y contienen menos del 85% de homologia con cualquier otra secuencia utilizada en otras
cadenas principales de la poblacién o en cualquier secuencia descrita en la base de datos publica de REFSEQ.

También se proporciona una poblaciéon de cadenas principales de nanoinformadores en la que cada cadena principal
del nanoinformador comprende una cadena principal de acido nucleico de cadena sencilla, comprendiendo dicha
cadena principal una pluralidad de regiones de fijacion de la etiqueta unidas covalentemente entre si en una
combinacién lineal Unica, 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 formacion significativa
de estructuras secundarias y contienen menos del 1% de secuencias de repeticion directa.

También se proporciona una poblacion de cadenas principales de nanoinformadores en la que cada cadena principal
de nanoinformadores comprende una cadena principal de acido nucleico de cadena sencilla, comprendiendo dicha
cadena principal una pluralidad de regiones de fijacion de la etiqueta unidas covalentemente entre si en una
combinacion lineal Unica, en donde las regiones de fijacion de la etiqueta se seleccionan de una poblacion de
secuencias de polinucleétidos Unicas disefiadas, en donde cada secuencia de polinucledtidos esta hibridada con una
secuencia complementaria de polinucleétidos Unica que tiene fijadas a la misma una o mas moléculas detectables,
en donde cada nanoinformador tiene una sefal detectable que la distingue de otros nanoinformadores en dicha
poblacién, y en donde cada nanoinformador es mas estable que un nanoinformador comparable que comprende
ADN de M13.

También se proporciona una poblacién de cadenas principales de nanoinformadores en donde cada cadena
principal de nanoinformadores comprende una cadena principal de acido nucleico de cadena sencilla,
comprendiendo dicha cadena principal una pluralidad de regiones de fijacion de la etiqueta unidas covalentemente
entre si en una combinacion lineal Unica, en donde las regiones de fijacion de la etiqueta se seleccionan de una
poblacién de secuencias de polinucleétidos Unicas disefiadas, en donde cada secuencia de polinucleétidos se
hibrida con una secuencia complementaria de polinucleédtidos Unica que tiene fijadas a la misma una o mas
moléculas detectables, en donde cada nanoinformador tiene una sefial detectable que lo distingue de otros
nanoinformadores en dicha poblaciéon, en donde la Tm de las secuencias complementarias de polinucleétidos
cuando se hibridan con sus regiones de fijacion de la etiqueta en los nanoinformadores descritos en la presente
memoria son mayores que la Tm de una secuencia complementaria de polinucleétidos a un molde de ADN de M13
cuando se hibrida con una sonda nanoinformadora que comprende el ADN de M13.

También se proporciona una poblacion de cadenas principales de nanoinformadores en donde las caracteristicas de
secuencia de las sondas nanoinformadoras descritas en la presente memoria proporcionan una deteccion mejorada
de una molécula objetivo. Por ejemplo, cuando la unién de las sondas nanoinformadoras a moléculas objetivo se
realiza contando individualmente la presencia de una o mas moléculas del nanoinformador en una muestra, las
sondas nanoinformadoras descritas en la presente memoria permiten un aumento en el nimero de conteos. El
numero de conteos moleculares por encima del valor base de dicho complejo molecular después de la normalizacion
de la muestra puede ser superior a 300, 400, 450, 500, 600, 700, 800, 900 o 1.000 conteos moleculares. Las sondas
nanoinformadoras descritas en la presente memoria pueden permitir un aumento en el nimero de conteos. El
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numero de conteos moleculares por encima del valor base de dicho complejo molecular después de la normalizacion
de la muestra puede ser superior a 400 conteos moleculares. El porcentaje de conteos moleculares validos 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 validos de las sondas
nanoinformadoras descritas en la presente memoria puede ser mayor que aproximadamente 12,5%. El nimero de
conteos moleculares por encima del valor base de las sondas nanoinformadoras descritas en la presente memoria
después de la normalizacién de dicha muestra puede ser de al menos 2, 5, 6, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 o0 90
veces mayor que un nanoinformador comparable que comprende ADN de M13. El nimero de conteos moleculares
por encima del valor base de las sondas nanoinformadoras descritas en la presente memoria después de la
normalizacion de dicha muestra puede ser al menos 6 veces mayor que un nanoinformador comparable que
comprende ADN de M13. El nimero de conteos moleculares por encima del valor base de las sondas
nanoinformadoras descritas en la presente memoria después de la normalizacién 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 regién especifica
objetivo que las sondas nanoinformadoras descritas en la presente memoria unidas a una cadena principal de
cadena sencilla que comprende una pluralidad de regiones de ADN de M13 unidas covalentemente entre si en
donde cada region se hibrida con una secuencia complementaria de polinucleétidos habiendo unido a la misma una
0 mas moléculas detectables.

El tamafio de una poblacion de sondas nanoinformadoras y la naturaleza de las secuencias especificas del objetivo
de los nanoinformadores dentro de ella dependeran del uso previsto del nanoinformador. Pueden elaborarse
poblaciones de sondas nanoinformadoras en las que las secuencias especificas 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 mamifero, y mas preferentemente es una célula o tejido humano.

Una secuencia apropiada se puede dividir en regiones de fijacion de la etiqueta que varian de 50 bases a 2
kilobases de longitud (podrian ser mas largas). Las regiones de fijacion de la etiqueta también pueden variar de
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 numeros enteros intermedios (por ejemplo,
850, 950, etc.). Las regiones de fijacion de la etiqueta pueden ser de aproximadamente 1.100 bases.

Cada region de fijacion de la etiqueta puede ser una secuencia Unica, pero contiene un nimero y espaciamiento
constante y minimo de adeninas, u otra base seleccionada, en relaciéon con las otras regiones de fijacion de la
etiqueta en una secuencia indicadora dada. Estas regiones de fijacion de la etiqueta pueden intercalarse con otras
regiones cuya secuencia no importa. Las regiones de fijacion de la etiqueta en una cadena principal de
nanoinformador pueden ser de diferentes longitudes y/o tener diferentes bases repetidas regularmente.

Los ejemplos especificos de secuencias de polinucleétidos que pueden utilizarse como plantillas para sintetizar
regiones de fijacion de la etiqueta de cadena sencilla incluyen las secuencias de polinucledtidos 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
repetida con base en la sintesis de las regiones de fijacion de la etiqueta de cadena sencilla, tipicamente en la forma
de una cadena principal de nanoinformador. También se contemplan variantes de estas secuencias de
polinucledtidos, que incluyen secuencias de polinucledtidos que tienen al menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98% o
mas de identidad de secuencia con las secuencias de polinucleétidos indicadas en las SEQ ID NOS: 1-24, en donde
tales variantes retienen las caracteristicas deseadas o adecuadas de una region de fijacion de la etiqueta, como se
describe en mayor detalle en la presente memoria (por ejemplo, base repetida regularmente, contenido de G/C,
relacion de G/C en una cadena dada, Tm, falta de repeticiones invertidas). Tal como apreciara un experto habitual
en la técnica, se pueden disefiar otras secuencias para que posean las caracteristicas deseadas o adecuadas de
una region de fijacion de la etiqueta descrita en la presente memoria.

Se puede afiadir una secuencia de inicio optimizada para la transcripcion por la ARN polimerasa T7, T3 o SP6 (que
comienza en la posicion +1 del transcrito) en el extremo 5' de cada region de fijacion de la etiqueta. Los sitios de
restriccion se afiaden opcionalmente en los limites de cada region de fijacion de la etiqueta para permitir la adicion o
eliminacion especifica de regiones de fijacion de la etiqueta individuales a la secuencia usando técnicas de clonacion
convencionales.

El nimero de regiones de fijacion de la etiqueta en una estructura principal de nanoinformador oscila preferiblemente
de 1 a 50. El nimero de regiones de fijacion de la etiqueta sintética en una cadena principal de nanoinformador
puede variarde 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 0 10 regiones de fijacion de la etiqueta disefiadas racionalmente a 15, 20, 30,
40 o 50 regiones de fijacion de la etiqueta, o cualquier intervalo entre estos valores. El nimero de regiones de
fijacion de la etiqueta en una cadena principal puede ser seis.
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La base repetida regularmente en la region de fijacion de la etiqueta en una cadena principal de nanoinformador, o
su base complementaria regularmente repetida en una secuencia (0 segmento) polinucleotidica complementaria
hibridada puede usarse para unir monémeros etiqueta, preferiblemente monémeros etiqueta de emision de luz, al
nanoinformador en un patron regular y uniformemente separado para una mejor distribucion de la sefal del
nanoinformador. Preferiblemente, cuando se marca una regién de fijacion de la etiqueta, al menos 20%, al menos
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 monémero etiqueta
emisor de luz, ya sea por unién covalente de un monémero etiqueta a una base, o por hibridacion con un acido
nucleico en donde los complementos de la base regularmente repetida estan etiquetados asi.

Este porcentaje de ocurrencias se puede medir por cualquier medio conocido en la técnica. En un método, la
cantidad de acido nucleico producida en una reaccion de etiquetado se purifica (por ejemplo, el ARN se puede
purificar usando un kit Qiagen RNeasy) y se somete a espectrofotometria UV. La absorbancia ("A") en las longitudes
de onda apropiadas se mide para cada uno de los acidos nucleicos (260 nm) y el mondmeros etiqueta cuya
aparicion 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 acido nucleico se corrige ajustando el valor de la absorbancia a
260 nm ("A260") para eliminar la contribucion de "ruido" del mondmeros etiqueta restando la absorbancia a la
longitud de onda maxima para el monémeros etiqueta (A.v) menos el factor de correccion para ese monémeros
etiqueta. Donde el acido nucleico es ARN, el numero de mondmeros etiqueta por mil nucleétidos se calcula de
acuerdo con la formula:

no. de mondmeros efiquetadores _ A260 9010

! — 1000
1.000 nucledtidos A .

LM ‘v

donde EC.w es el coeficiente de extincion para el mondmeros etiqueta. A partir de esta férmula, se puede calcular el
porcentaje de ocurrencias de la base repetida regularmente que estan unidas a un monémero etiqueta de emision
de luz.

La base de repeticion regular preferida en una region de fijacion de la etiqueta puede ser adenina, de modo que la
region puede etiquetarse por hibridacién con una o mas secuencias complementarias de polinucleétidos (por
ejemplo, segmentos de ARN) en las que la base repetida regularmente es uracilo. La adenina puede no repetirse
regularmente, pero esta separada al menos a un promedio de 8 bases. Esto permite el uso de UTP modificados con
aminoalilo, que se encuentran facilmente disponibles comercialmente, como sitios de unién de monémeros etiqueta,
en una secuencia por lo demas aleatoria. Preferiblemente, ademas de la periodicidad regular de las regiones de
fijacion de la etiqueta, las regiones (y el acido nucleico que las comprende) contienen una estructura secundaria
minima y una Tm bastante consistente.

Los acidos nucleicos se pueden sintetizar quimicamente usando nucleétidos naturales o nucleétidos modificados de
distinta forma disefiados para aumentar la estabilidad bioldgica de las moléculas o para aumentar la estabilidad
fisica del duplex formado entre la region de fijacion de la etiqueta y las secuencias o segmentos de polinucledtidos
complementarios hibridados, por ejemplo, se pueden usar derivados de fosforotioato y nucledtidos sustituidos con
acridina. Los ejemplos de nucleétidos modificados que pueden usarse para generar el acido 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,
5-metoxiaminometil-2-tiouracilo, beta-D-manosilqueosina, 5'-metoxicarboximetiluracilo, 5-metoxiuracilo, 2-metiltio-
N6-isopenteniladenina, acido uracil-5- oxiacético (v), wybutoxosina, pseudouracilo, queosina, 2-tiocitosina, 5-metil-2-
tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-metiluracilo, metiléster del acido uracil-5-oxiacético, acido uracilo-5-oxiacético
(v), 5-metil-2-tiouracilo, 3-(3-amino-3-N-2-carboxipropil)uracilo, (acp3)w, y 2,6-diaminopurina.

Alternativamente, el acido nucleico sintético se puede producir biolégicamente usando un vector en el que se ha
subclonado un acido nucleico. Como un ejemplo, una cadena principal de ADN de cadena sencilla lineal puede
prepararse a partir de un ADN de plasmido de cadena doble usando un protocolo de cuatro etapas que incluye (i)
linealizacion del ADN de cadena doble con una enzima de restriccion, (ii) desfosforilacion con una fosfatasa
termolabil, (iii) digestion con una segunda enzima de restriccion para separar el vector de clonacion de la secuencia
principal, y (iv) digestion con exonucleasa lambda especifica de cadena, dejando intacta solo una cadena del
fragmento de cadena principal.

Las moléculas de acido nucleico de la invenciéon se pueden modificar en la porciéon de la base, porcion de azucar o
cadena principal de fosfato para mejorar, por ejemplo, la estabilidad, hibridacién o solubilidad de la molécula. Por
ejemplo, la cadena principal de fosfato de desoxirribosa de los acidos nucleicos se puede modificar para generar
acidos nucleicos peptidicos (véase Hyrup et al., 1996, Bioorganic & Medicinal Chemistry 40: 5-23). Como se usa en
el presente documento, los términos "acidos nucleicos peptidicos" o "PNA" se refieren a imitadores de acidos
nucleicos, por ejemplo, imitadores de ADN, en los que la estructura de fosfato de desoxirribosa esta reemplazada
por una estructura pseudopeptidica y solo se retienen las cuatro nucleobases naturales. Se ha demostrado que la

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2684317713

cadena principal neutra de los PNA permite la hibridacion especifica de ADN y ARN en condiciones de baja fuerza
i6nica. La sintesis de oligémeros de PNA puede realizarse usando protocolos estandar de sintesis de péptidos en
fase soélida 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
parte de una compafia comercial de sintesis de genes y clonarse de forma orientada en un "fagémido", un vector
plasmidico que contiene una region intergénica (IG) del fago M13 o f1 que contiene las secuencias que actian en cis
necesarias para la replicacion del ADN y la encapsidacion del fago, tales como pUC119. La orientacion apropiada
del inserto clonado con relacion al origen de replicacion del fago permite la generacion de una cadena principal de
ADN de cadena sencilla que es el complemento inverso de las moléculas de ARN generadas por la transcripcion in
vitro para cada region de fijacion 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 infeccion posterior de las bacterias transformadas con un fago
auxiliar tal como el mutante KO7 de M13 da como resultado la secrecién 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
sencilla usando un protocolo estandar. Este ADN se linealiza y la parte del vector se escinde recortando
oligonucledtidos complementarios cortos a cada extremo de la nueva secuencia informadora para generar sitios de
restriccion de doble cadena, seguido de tratamiento con las enzimas de restriccion apropiadas. La Figura 9 muestra
un ejemplo de vector plasmidico que puede usarse para clonar, propagar y generar los nanoinformadores descritos
en la presente memoria.

Secuencias complementarias de polinucleétidos

Las moléculas detectables, o monémeros etiqueta, que proporcionan o emiten sefiales que constituyen la totalidad o
parte del cédigo del nanoinformador pueden unirse a la region o regiones de fijacion de la etiqueta de la cadena
principal del nanoinformador a través de una estructura denominada aqui como una secuencia complementaria de
polinucledtidos. Las moléculas detectables pueden estar unidas directamente (por ejemplo, covalentemente o no
covalentemente) a una secuencia complementaria de polinucleétidos, o pueden estar unidas indirectamente a dicha
secuencia (por ejemplo, a través de un componente intermedio, tal como un ligando).

Las secuencias complementarias de polinucleétidos pueden ser de 25 nucledtidos hasta varias kilobases (por
ejemplo, 5 kb) de longitud, y son preferiblemente de 50 nucledtidos a 2 kb de longitud. Las secuencias
complementarias de polinucleétidos pueden tener una longitud de aproximadamente 25 a 250, 50 a 200, 50 a 150 o
50 a 100 nucledtidos. Las secuencias complementarias de polinucleétidos 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 nucledtidos de longitud. Las secuencias
complementarias de polinucledtidos pueden tener una longitud de aproximadamente 800, 850, 900, 950, 1.100,
1.150 o 1.100 nucledtidos, incluidos todos los nimeros enteros intermedios. Las secuencias complementarias de
polinucleétidos pueden ser un polinucleétido complementario de ARN o un polinucleétido complementario de ADN.
En una realizacion preferida, las secuencias complementarias de polinucleétidos son polinucledtidos
complementarios de ARN.

Una molécula detectable o0 mondmeros etiqueta puede unirse covalentemente a una secuencia complementaria de
polinucledtidos antes o después de que la secuencia se una a la region de fijacién de la etiqueta de una cadena
principal de nanoinformador. Por ejemplo, al unir una molécula detectable a una secuencia complementaria de
polinucleétidos, la etiqueta puede unirse covalentemente mediante la incorporacion de un nucleétido que contiene
una molécula detectable en el acido nucleico durante su sintesis, pero antes de hibridarse con la region de fijacion
de la etiqueta de la cadena principal. Alternativamente, durante la sintesis de una secuencia complementaria de
polinucledtidos, puede incluirse un nucleétido que contiene un grupo aceptor de molécula detectable, y la molécula
detectable afadida a la secuencia complementaria de polinucleétidos después de su sintesis, antes o después de
hibridarse con la region de fijacion de la etiqueta de la cadena principal. Alternativamente, el monémeros etiqueta
puede unirse indirectamente a la secuencia complementaria de polinucleétidos, por ejemplo, incorporando un
nucleétido que contiene una molécula de union al ligando (por ejemplo, biotina) en la secuencia complementaria de
polinucledtidos durante la sintesis, y afiadiendo un ligando (por ejemplo, estreptavidina ) que esta unido
covalentemente a la molécula detectable.

La secuencia complementaria de polinucleétidos puede oscilar entre 20 nucledtidos y mas de 5 kb de longitud,
dependiendo del método de ensamblaje del nanoinformador. Por ejemplo, cuando se ha incorporado una secuencia
complementaria de polinucleétidos covalentemente en ella, uno o mas mondémeros etiqueta que proporcionan
sefiales que son parte del cédigo del nanoinformador en el contexto del nanoinformador etiquetado, la secuencia
complementaria de polinucleétidos es preferiblemente de aproximadamente 100 a aproximadamente 10.000 bases,
mas preferiblemente de 200 a aproximadamente 2.000 bases, y aun mas preferiblemente de 700 a
aproximadamente 1.200 nucleétidos 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
polinucledtidos antes de la incorporacion del mondmeros etiqueta (pero, en una realizacion preferida, que contiene
sitios aceptores de mondmeros etiqueta, tales como nucleétidos de aminoalilo), y un segmento coloreado que es
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uno que contiene el mondmeros etiqueta o mondmeros etiqueta etiquetados. La T, de un segmento cuando se
hibrida con su regién de fijacion a la etiqueta preferiblemente es > 80°C, mas preferiblemente > 90°C, en 825 mM de
Na* (5X SSC).

Como con las regiones de fijacion de la etiqueta, una secuencia complementaria de polinucleétidos puede
comprender un patrén de bases repetidas regularmente o puede comprender un porcentaje similar de bases, tal
como una base de repeticion de guanina, adenina, timina, citosina o uracilo. Cuando la base repetida en la regién de
fijacion de la etiqueta de cadena sencilla es adenina, la base repetida en la secuencia complementaria de
polinucledtidos puede ser timina si la secuencia complementaria de polinucleétidos es un polinucleétido
complementario de ADN, o uracilo si la secuencia complementaria de polinucleétidos es un polinucleétido
complementario de ARN.

La base repetida regularmente en una secuencia complementaria de polinucleétidos 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 mas bases
nucleotidicas. La base regularmente repetida puede estar separada aproximadamente cada 5 a 15 bases
nucleotidicas, aproximadamente cada 6 a 12 bases nucleotidicas, aproximadamente cada 7 a 10 bases
nucleotidicas, o aproximadamente cada 8 a 10 bases nucleotidicas. La base repetida regularmente puede estar
separada aproximadamente cada 8 bases nucleotidicas. La base repetida regularmente puede estar separada
aproximadamente cada 15 a 20 bases nucleotidicas. La base repetida regularmente puede estar separada
aproximadamente cada 16 bases nucleotidicas.

La base repetida regularmente puede ser modificada por aminoalilo. Esta modificacién permite la unién facil (por
ejemplo, directa o indirecta, como anteriormente) de una molécula detectable o monémeros etiqueta a la base
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 monémeros etiqueta puede unirse a la base repetida regularmente, tal como a través de
la modificacion 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 polinucleétidos. La molécula detectable puede
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 polinucleétidos.

La molécula detectable o monémeros etiqueta puede estar unida a una base que no se repite regularmente pero que
esta separada al menos 8 bases, tal como a través de la modificaciéon con aminoalilo de esa base. El brillo de la
secuencia complementaria de polinucleétidos puede variar segun el nimero de bases en la secuencia o el nimero
de bases etiquetadas en la secuencia.

Como un ejemplo especifico, cuando la adenina se repite regularmente en la region de fijacion de la etiqueta de
cadena sencilla y esta presente en aproximadamente cada 8 bases nucleotidicas, también puede estar presente un
uracilo modificado con aminoalilo en el polinucleétido complementario de ARN a aproximadamente cada 8 bases
nucleotidicas. Ademas, los uracilos modificados con aminoalilo pueden incorporarse aleatoriamente en las
secuencias complementarias de polinucleétidos, tal como ajustando la relacién de bases de uracilo con respecto a
las bases de uracilo modificadas en la reaccion de sintesis. En estos casos, la molécula detectable, tal como un
colorante fluorescente, 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.

Modificando el nimero de bases repetidas regularmente (por ejemplo, cada 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas 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 mas bases nucleotidicas, dependiendo del nivel deseado de sefal detectable.

Las secuencias complementarias de polinucleétidos pueden ser un polinucleétido de ARN que comprende una
secuencia que es complementaria a las regiones de fijacion de la etiqueta de cadena sencilla generadas por las
secuencias de plantilla de polinucleétidos 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 fijacion de la etiqueta
generadas a partir de las secuencias de plantilla de SEQ ID NO: 1-24, o puede ser complementario a una region
dentro de esa secuencia de polinucleétidos, tal como una regién que comprende 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700,
800, 900, 1000 o mas bases nucleotidicas, incluidos todos los niimeros enteros intermedios.

Cuando la secuencia complementaria de polinucledtidos es un polinucleétido de ARN, los nucledtidos
complementarios de ARN (por ejemplo, segmentos) para cada region de fijacion de la etiqueta pueden prepararse
usando métodos conocidos en la técnica, tales como protocolos de transcripcion estandar in vitro en (IVT). Para
sintetizar los nucledtidos complementarios de ARN, los cebadores de reaccion en cadena de la polimerasa ("PCR")
pueden disefiarse 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 transcripcion y terminando después del sitio
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de la enzima de restriccion 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
transcripcion 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
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 mondmero etiqueta en esa posicion en la molécula de ARN.

Los transcritos modificados con aminoalilo (segmentos de aa) resultantes se pueden acoplar luego a diversos
fluoréforos (por ejemplo, Alexa 488 (azul), Alexa 546 (verde), Alexa 594 (amarillo) y Alexa 647 (rojo); también
pueden usarse otros colorantes). Los fluoréforos Alexa se pueden adquirir como ésteres de succinimidilo o de TFP
(InvitrogenMR) y se pueden acoplar a los transcritos mediante la formacion de enlaces amida usando protocolos
estandar. El nivel de incorporacién de colorante en un segmento se correlaciona con el nimero de posibles sitios de
unién (porciones de aminoalilo (aa)). Para hacer los segmentos de colores lo mas brillantes posibles, se usa 100%
de aaUTP. Para cambiar el brillo, se puede usar una mezcla de aaUTP y UTP sin modificar en cualquier proporcion
en las reacciones de IVT para modificar el nimero de sitios de aa presentes en un segmento de aa. El brillo deseado
varia con la éptica del sistema de deteccion.

Moléculas detectables o monémeros etiqueta

Los nanoinformadores pueden etiquetarse con cualquiera de una variedad de mondmeros etiqueta, tales como un
radiois6topo, fluorocromo, colorante, enzima, nanoparticula, marcador quimioluminiscente, biotina u otro monémero
conocido en la técnica que pueda detectarse directamente (por ejemplo, por emisién de luz) o indirectamente (por
ejemplo, mediante unién de un anticuerpo etiquetado en forma fluorescente). Generalmente, una o mas de las
regiones de fijacion de la etiqueta en el nanoinformador se marcan con uno o mas monémeros etiqueta, y las
sefiales proporcionadas por los mondmeros etiqueta unidos a las regiones de fijacion de la etiqueta de un
nanoinformador constituyen un cddigo detectable que identifica el objetivo al que se une la region especifica del
objetivo del nanoinformador. En ciertas realizaciones, la falta de una sefial dada desde la regién de fijacion de la
etiqueta (por ejemplo, un punto oscuro) también puede constituir parte del cédigo 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 fijacion de la etiqueta a modo de ejemplo de las SEQ ID NOS: 1-24), cada
region de fijacion de la etiqueta Unica puede asignarse a una molécula detectable dada. Simplemente a modo de
ilustracion especifica, en una biblioteca de las 24 regiones Unicas de fijacion de etiquetas, por ejemplo, productos
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 fluoréforo 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 fluoréforo 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 fluoréforo amairillo, y los productos de plantillas de las SEQ ID NOS: 4, 8, 12, 20 y 24 pueden asignarse
a una cuarta molécula detectable, tal como un fluoréforo rojo. Una persona experta en la técnica apreciara que este
ejemplo es meramente ilustrativo, y que se pueden utilizar numerosas combinaciones o alternativas para lograr el
objetivo de crear una poblacién de nanoinformadores detectables Unicos, incluido el uso de bibliotecas de diferentes
tamafios y que tengan secuencias distintas de las expuestas en las SEQ ID NOS: 1-24.

Otro ejemplo de mondmeros etiqueta que pueden utilizarse son fluoréforos. Se pueden usar varios fluoréforos como
monomeros etiqueta para etiquetar nucledtidos que incluyen, por ejemplo, fluoresceina, tetrametilrodamina y Rojo
Texas. Se conocen varios fluoroforos diferentes, y se siguen produciendo mas, que abarcan todo el espectro.
Ademas, se han producido diferentes formulaciones del mismo fluoréforo para diferentes aplicaciones. Por ejemplo,
la fluoresceina puede usarse en su forma de isotiocianato (FITC), como isémero mixto o en formas de isémero Unico
de succinimidil éster de carboxifluoresceina (FAM), o como formas isoméricas de diclorotriazina de fluoresceina
(DTAF). Estos mondmeros son quimicamente distintos, pero todos emiten luz con un pico entre 515-520 nm,
generando de ese modo una sefial similar. Ademas de las modificaciones quimicas de la fluoresceina, se han
sintetizado fluoréforos completamente diferentes que tienen los mismos picos de emision que la fluoresceina o muy
similares. Por ejemplo, el colorante Verde Oregdn tiene espectros de excitacion y emision virtualmente
superponibles en comparacion con la fluoresceina. Otros fluoréforos, tales como Verde Rhodol y Verde Rodamina,
se desplazan solo ligeramente en sus picos de emision y también sirven funcionalmente como sustitutos de la
fluoresceina. Ademas, se han desarrollado diferentes formulaciones o colorantes relacionados alrededor de otros
fluoréforos que emiten luz en otras partes del espectro.

También estan disponibles monémeros etiqueta no radiactivos y no fluorescentes. Por ejemplo, la biotina se puede
unir directamente a nucleétidos y detectarse mediante union especifica y de alta afinidad a avidina o estreptavidina
que se ha acoplado quimicamente a una enzima que cataliza una reaccidon colorimétrica (tal como fosfatasa,
luciferasa o peroxidasa). Los nucledtidos etiquetados con digoxigenina se pueden usar de manera similar para la
deteccion no isotdpica de acidos nucleicos. Los nucleétidos etiquetados con biotina y digoxigenina estan disponibles
comercialmente.

Particulas muy pequefias, denominadas nanoparticulas, también pueden usarse como mondmeros etiqueta para
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marcar acidos nucleicos. Estas particulas tienen un tamario de 1-1.000 nm e incluyen diversas estructuras quimicas
tales como particulas de oro y plata y puntos cuanticos.

Cuando se irradian con luz blanca incidente en angulo, las nanoparticulas de plata o de oro que varian de 40-120
nm dispersaran la luz monocromatica con alta intensidad. La longitud de onda de la luz dispersa depende del
tamafio de la particula. Cuatro a cinco particulas diferentes muy proximas dispersaran cada una luz monocromatica
que, al superponerse, dara un color especifico y Unico. Las particulas estan siendo fabricadas por compafiias como
Genicon Sciences. Las particulas de plata u oro que forman derivados se pueden unir a una amplia gama de
moléculas, incluidas proteinas, anticuerpos, moléculas pequefias, ligandos de receptores y acidos nucleicos. Por
ejemplo, la superficie de la particula puede formar quimicamente derivados para permitir la unién a un nucleétido.

Otro tipo de nanoparticulas que se pueden usar como mondmeros etiqueta son puntos cuanticos. Los puntos
cuanticos son cristales fluorescentes de 1-5 nm de diametro que son excitables por un amplio rango de longitudes
de onda de luz. Estos cristales emiten luz, como la luz monocromatica, con una longitud de onda que depende de su
composicion quimica y tamafio. Los puntos cuanticos como CdSe, ZnSe, InP o InAs poseen propiedades Opticas
Unicas.

Se pueden crear muchas docenas de clases de particulas segun el nimero de clases de tamafio de los cristales de
puntos cuanticos. Las clases de tamafio de los cristales se crean 1) mediante un control estricto de los parametros
de formacion de cristales para crear cada clase de particulas de tamafio deseado, o 2) mediante la creacion de lotes
de cristales bajo parametros de formacion de cristales poco controlados, seguido de clasificacion segun el tamafio
deseado y/o longitudes de onda de emision. El uso de puntos cuanticos para etiquetar particulas, en el contexto de
la presente invencion, es nuevo, pero es antiguo en la técnica de los semiconductores. Dos ejemplos de referencias
anteriores en las que los puntos cuanticos estan incrustados dentro de las capas epitaxiales de silicio intrinsecas 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 mas de las regiones de fijacion de la etiqueta en el nanoinformador pueden etiquetarse con uno o mas
colorantes emisores de luz, conteniendo cada region de fijacion de la etiqueta, directa o indirectamente, una o mas
moléculas detectables o monémeros 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 energia de resonancia de fluorescencia (FRET); un colorante de xanteno, tal como fluoresceina y
rodamina; un colorante que tiene un grupo amino en la posicion alfa o beta (tal como un colorante de naftilamina, 1-
dimetilaminonaftil-5-sulfonato, 1-anilino-8-naftaleno-sulfonato y 2-p-6-naftaleno-sulfonato); un colorante que tiene 3-
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- (e-carboxipentil)-3'-etil-5,5'-dimetiloxacarbocianina (CYA); 6-
carboxi fluoresceina (FAM); 5 y 6-carboxirrodamina-110 (R110); 6-carboxirrodamina-6G (R6G); N,N,N',N'-tetrametil-
6-carboxirrodamina (TAMRA); 6-carboxi-X-rodamina (ROX); 6-carboxi-4',5'-dicloro-2',7'-dimetoxifluoresceina (JOE);
ALEXA FluorMR; Cy2; Rojo Texas y Rojo Rodamina; 6-carboxi-2',4,7,7-tetraclorofluoresceina (TET); 6-carboxi-
2'4,4'5'7,7-hexaclorofluoresceina (HEX); 5-carboxi-2',4',5',7'-tetracloro fluoresceina (ZOE); NAN; NED; Cy3; Cy3.5;
Cy5; Cy5.5; Cy7; y Cy7.5; Alexa Fluor 350; Alexa Fluor 488; Alexa Fluor 532; Alexa Fluor 546; Alexa Fluor 568;
Alexa Fluor 594; o Alexa Fluor 647.

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

Un monoémero etiqueta puede unirse directamente a un nucleétido utilizando métodos bien conocidos en la técnica.
Los nucledtidos también se pueden modificar quimicamente o formar derivados para unir un monémero etiqueta. Por
ejemplo, un monémero fluorescente tal como una molécula de fluoresceina se puede unir a dUTP (desoxiuridina-
trifosfato) usando un grupo aminoalquinilo de cuatro atomos. Cada mondémero etiqueta esta unido a un nucleétido
que forma un mondémero etiqueta: complejo nucleotidico.

Este complejo de mondmero etiqueta/nucledtido se puede incorporar en acidos nucleicos (por ejemplo, un parche de
ADN o un oligonucleétido de deteccidon) en una variedad de formas. Por ejemplo, un complejo de mondémero
etiqueta/nucledtido puede incorporarse en solo una ubicaciéon dentro de un acido nucleico o en dos o mas
ubicaciones dentro de un acido nucleico.

Los fluoréforos reactivos con tiol y reactivos con amina estan disponibles y se usan para marcar nucleétidos y
biomoléculas. Generalmente, los nucleétidos se etiquetan de forma fluorescente durante la sintesis quimica, por
ejemplo, la incorporacién de aminas o tioles durante la sintesis de nucleétidos permite la adicion de fluoréforos. Los
nucledtidos etiquetados de forma fluorescente estan disponibles comercialmente. Por ejemplo, estan disponibles
uridina y trifosfatos de desoxiuridina que estan conjugados con diez fluoréforos diferentes que cubren el espectro.

Un nucledtido se puede unir a un monémero etiqueta en primer lugar y luego incorporarse a un acido nucleico.
Alternativamente, un acido nucleico existente puede etiquetarse uniendo un mondémero etiqueta a un nucleétido
dentro del acido nucleico. Por ejemplo, se pueden incorporar nucleétidos de UTP modificados con aminoalilo ("AA")
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en el producto de ARN durante la transcripcion. En diversas realizaciones, el 20% o mas de nucleétidos de UTP en
una reaccion de transcripcion para generar nucleétidos 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 reaccién de transcripcion se modifican con AA, en una realizacion preferida,
aproximadamente 40% o aproximadamente 50% de UTP en una reaccion de transcripcion estan modificados con
AA.

Ademas, por ejemplo, se pueden incorporar diferentes tipos de complejos monémeros etiqueta:nucledtido en un
Unico acido nucleico acido, donde un componente del cédigo del nanoinformador comprende mas de un tipo de
sefal.

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

Otros tipos de mondmeros etiqueta que pueden usarse para marcar un nanoinformador son puntos cuanticos.
Debido a su tamafio muy pequefio, los puntos cuanticos se pueden acoplar en oligonucleétidos directamente sin
afectar la solubilidad o el uso del oligonucledétido. En una realizacién preferida, solo una molécula de oligonucleétido
esta acoplada a cada nanoparticula. Para sintetizar un complejo oligonucledétido-nanoparticula en una relaciéon 1:1
por quimica convencional de lotes, tanto el oligonucleétido como la nanoparticula requieren un solo grupo reactivo
de diferentes tipos que puedan reaccionar entre si. Por ejemplo, si un oligonucleétido tiene un grupo amino y una
nanoparticula tiene un grupo aldehido, estos grupos pueden reaccionar para formar una base de Schiff. Un
oligonucledtido puede formar un derivado para unir un solo amino u otro grupo funcional usando quimica bien
conocida en la técnica. Sin embargo, cuando se forma un derivado de una nanoparticula, se cubre con un reactivo
quimico que da como resultado el recubrimiento de toda la superficie de la nanoparticula con varios grupos
funcionales.

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 detecciéon o formacién de
imagenes, se puede mencionar aqui como un "ancla". (Véase la Figura 3). En algunas realizaciones, un ancla de
biotina se une al nanoinformador, permitiendo la inmovilizacion 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 unién de A1 a un compafiero de
afinidad inmovilizado. En ausencia de un compafiero de uniéon de afinidad para A2, el extremo A2 del
nanoinformador permanece en solucion, pero en presencia de un comparfero de unidn de afinidad (A2'), el extremo
A2 del nanoinformador también esta inmovilizado. Un nanoinformador etiquetado contendra una sola etiqueta de
afinidad, A1. Otra etiqueta de afinidad, A2, puede unirse al nanoinformador por unién directa del nanoinformador a
una molécula que contiene A2 (por ejemplo, si el nanoinformador es o comprende un acido nucleico, puede hibridar
directamente con otro acido nucleico al que esta unido A2). Alternativamente, cualquier etiqueta de afinidad puede
unirse al nanoinformador etiquetado a través de una molécula puente, tal como el acido nucleico puente. La Figura 3
ilustra ofra realizacién mas en la que un nanoinformador etiquetado (basado en acido nucleico) contiene una
etiqueta de afinidad, A1, en un extremo. En la Figura 3, el nanoinformador etiquetado se inmoviliza mediante la
union de A1 a un compafiero de afinidad inmovilizado. El otro extremo del nanoinformador esta en solucion (Figura
3A), pero puede inmovilizarse mediante hibridacion con un oligonucleétido complementario que contiene ofra
etiqueta de afinidad (A2) utilizada para inmovilizar el nanoinformador (Figura 3B). Tras la inmovilizacion de A1, el
nanoinformador puede estirarse, o "alargarse" como se representa en la Figura 3, por ejemplo, mediante
contraccion-relajacion eléctrica, para la separacion de las regiones de fijacion de la etiqueta de una manera que
permita la deteccion del codigo del nanoinformador. Opcionalmente, mientras el nanoinformador esta en un estado
alargado, A2 se introduce y une el extremo del nanoinformador que es complementario a A2 hacia la superficie.

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

Ejemplos no limitantes de etiquetas de afinidad adecuadas se proporcionan a continuacion. Debe entenderse que la
mayoria de las etiquetas de afinidad pueden servir para dos propdsitos: como anclajes para la inmovilizacion de los
nanoinformadores y etiquetas para la purificacion de los nanoinformadores (ya sea total o solamente parcialmente
ensamblados) o sus componentes.

La etiqueta de afinidad puede ser un monémero de proteina. Los ejemplos de monémeros de proteina 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), glutation S-transferasa (GST; Smith, 1993, Methods Mol. Cell Bio. 4: 220-229), la proteina de
union a maltosa de E. coli (Guan et al., 1987, Gene 67:21-30), y diversos dominios de unién 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 compafieros de uniéon especificos y de esta manera facilitan el
aislamiento y la inmovilizacion por unién de afinidad al compariero de unién, que puede inmovilizarse en un soporte
soélido. Por ejemplo, la etiqueta de afinidad puede ser un epitopo y el compafiero de unién un anticuerpo. Los
ejemplos de tales epitopos incluyen, pero no se limitan a, el epitopo FLAG, el epitopo myc en los aminoacidos 408-
439, el epitopo de hemaglutinina (HA) del virus de la gripe o digoxigenina ("DIG"). En otras realizaciones, la etiqueta
de afinidad es una secuencia de proteina o aminoacido que es reconocida por otra proteina o aminoacido, por
ejemplo, la avidina/estreptavidina y la biotina.

La etiqueta de afinidad puede ser una secuencia de nucledtidos. Se puede usar una gran variedad de secuencias de
aproximadamente 8 a aproximadamente 30 bases, mas preferiblemente de aproximadamente 10 a
aproximadamente 20 bases, para la purificacion e inmovilizacion de nanoinformadores, y la secuencia puede
repetirse en tandem (por ejemplo, de 1 a 10 repeticiones en tandem). Dicha secuencia preferiblemente no esta
ampliamente representada (es decir, presente en menos del 5% de los genes, mas preferiblemente, presente en
menos del 3% de los genes y, lo mas preferiblemente, presente en menos del 1% de los genes) en la muestra que
se esta ensayando (por ejemplo, cuando el nanoinformador se usa para la deteccion de ARN celular humano, la
secuencia preferiblemente no esta ampliamente representada en el genoma humano); tienen poca o ninguna
estructura secundaria o autocomplementariedad ya sea internamente o con copias de si mismo cuando estan
multimerizadas (es decir, todas las estructuras secundarias de la etiqueta multimerizada tienen preferiblemente una
Tm menor de 25°C 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
25°C con NaCl) 0,2 M); y tienen una Tm de aproximadamente 35-65°C, mas preferiblemente de aproximadamente
40-50°C, en Na* 50 mM.

En ciertas realizaciones, se usan diferentes secuencias como etiquetas de purificacion e inmovilizaciéon. En este
caso, por ejemplo, la etiqueta de purificacion puede ser como se describié anteriormente, pero la etiqueta de
inmovilizacién puede estar en el intervalo de 10 a 100 bases, con una Tm hasta 95°C en Na* 50 mM. Una realizacién
alternativa seria tener la etiqueta de purificacion anidada dentro de la etiqueta de inmovilizacion (por ejemplo, la
etiqueta de afinidad comprenderia una secuencia de 25 bases, de las cuales 15 bases se usan como una etiqueta
de purificacion y las 25 bases completas se usan como la etiqueta de inmovilizacion).

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

Como apreciaran los expertos en la técnica, se pueden usar muchos métodos para obtener la region codificante de
las etiquetas de afinidad, que incluyen, pero no se limitan a, clonacién de ADN, amplificacion de ADN y métodos
sintéticos. Algunas de las etiquetas de afinidad y reactivos para su deteccion y aislamiento estan disponibles
comercialmente.

Region constante

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

Una secuencia de repeticién 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 mas bases nucleotidicas. Una secuencia de repeticion
individual puede comprender aproximadamente 15 bases nucleotidicas.

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

La region constante se puede ligar a un cadena principal de nanoinformador después del aislamiento y la
preparacion de la secuencia de polinucleétidos de la cadena principal, como se describe en la presente memoria. La
region constante puede representar una parte permanente de la cadena principal del polinucleétido, como si
estuviera fusionada a la secuencia "codificante" de la cadena principal (es decir, la region constante se clona en la
cadena principal). La regién constante puede estar adyacente a un sitio de enzima de restriccion para la
incorporacion inmediata de las regiones de unién seleccionadas de la etiqueta.

Regiones especificas del objetivo
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La expresion "secuencia especifica 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 especifica del objetivo se une a la cadena
principal del nanoinformador.

La secuencia especifica del objetivo generalmente es una secuencia de aminoacidos (es decir, una secuencia de
polipéptidos o péptidos) o una secuencia de acidos nucleicos.

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

La secuencia especifica del objetivo es preferiblemente una secuencia de acido nucleico, y lo mas preferiblemente
esta dentro de un oligonucledtido que esta unido covalentemente (por ejemplo, mediante ligacion) o unido de forma
no covalente (por ejemplo, mediante hibridacion) a la cadena principal del nanoinformador. Una secuencia de acido
nucleico especifica del objetivo es preferiblemente de al menos 15 nucledétidos de longitud, y mas preferiblemente es
de al menos 20 nucledtidos de longitud. La secuencia especifica 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 nucledtidos de longitud. La secuencia especifica 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
nucleétidos de longitud.

Una secuencia de nucledtidos especifica del objetivo preferiblemente tiene una Tm de aproximadamente 65-90°C
para cada sonda en Na* 825 mM (5X SSC), mas preferiblemente aproximadamente 78-83°C.

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

Moléculas objetivo

El término "molécula objetivo" es la molécula detectada o medida por la unién de un nanoinformador etiquetado cuya
secuencia o secuencias especificas del objetivo reconocen (es decir, son compafieras de union especificas) a la
misma. Preferiblemente, una molécula objetivo puede ser, pero no se limita a, cualquiera de los siguientes: acido
nucleico, péptido, un polipéptido/proteina (por ejemplo, una proteina bacteriana o viral o un anticuerpo), un lipido, un
carbohidrato, una glicoproteina, un glicolipido, una molécula pequefia, un monémero organico o un farmaco. Los
acidos nucleicos que se pueden analizar mediante los métodos de la presente invencion incluyen: ADN de cadena
doble, ADN de cadena sencilla, horquillas de ADN de cadena sencillas, hibridos ADN/ARN, ARN (por ejemplo,
ARNmM 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
Unico 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
purificada. La molécula objetivo se puede unir en solucion o en fase sélida, incluyendo, por ejemplo, a una superficie
solida tal como un chip, microarreglo o perla. Ademas, 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 tamafio superior a 1.000
kb (0 1 mb) de tamafio, no mas de 500 kb de tamafio, no mas de 250 kb de tamafio, no mas de 175 kb de tamafio,
no mas de 100 kb de tamafno, no mas de 50 kb de tamario, no mas de 20 kb de tamaino, o no mas de 10 kb de
tamafio. 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 apreciaran los expertos en la técnica, la muestra puede comprender cualquier cantidad de elementos, que
incluyen, entre otros: muestras bioldgicas, tales como células (que incluyen tanto células primarias como lineas
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, liquido cefalorraquideo, liquido
intersticial, humor acuoso o vitreo, calostro, esputo, liquido amniédtico, saliva, secreciones anales y vaginales,
sudoracion y semen, transudado, un exudado (por ejemplo, fluido obtenido de un absceso o cualquier otro sitio de
infeccion o inflamacion) o fluido obtenido de una articulacién (por ejemplo, una articulacion normal o una articulacion
afectada por una enfermedad como artritis reumatoide, osteoartritis, gota o artritis séptica) de practicamente
cualquier organismo, siendo preferidas las muestras de mamiferos y siendo particularmente preferidas las muestras
humanas; muestras ambientales (que incluyen, entre otras, muestras aéreas, agricolas, de agua y de suelo);
muestras de agentes de guerra bioldgica; muestras de investigacion que incluyen fluidos extracelulares,
sobrenadantes extracelulares de cultivos celulares, cuerpos de inclusion en bacterias, compartimientos celulares,
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periplasma celular, compartimiento de mitocondrias, etc.

Las muestras biomoleculares pueden derivarse indirectamente de muestras bioldgicas. Por ejemplo, cuando la
molécula objetivo de interés es un transcrito celular, por ejemplo, un ARN mensajero, la muestra biomolecular de la
invencion puede ser una muestra que contiene ADNc producido por una transcripcion inversa de ARN mensajero.
En otro ejemplo, la muestra biomolecular de la invencidon se genera sometiendo una muestra bioldgica a
fraccionamiento, por ejemplo, fraccionamiento de tamario o fraccionamiento de membrana.

Las muestras biomoleculares pueden ser nativas, por ejemplo, no estan sujetas a manipulaciéon o tratamiento, o
pueden tratarse, lo que puede incluir cualquier cantidad de tratamientos, incluida la exposicién a agentes candidatos,
incluidos farmacos, ingenieria genética (por ejemplo, la adicién o eliminacion de un gen), etc.

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

Métodos

También se proporcionan métodos para la deteccion y/o cuantificacion de una o mas moléculas objetivo. En
particular, se proporcionan nanoinformadores estables que son capaces de unirse a moléculas objetivo individuales
y proporcionar una detecciéon mejorada de las moléculas objetivo. A través de los cddigos de etiqueta de los
nanoinformadores, la unién de las sondas nanoinformadoras a las moléculas objetivo da como resultado la
identificacion de las moléculas objetivo. La deteccion y/o cuantificacion se puede realizar usando un Unico 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 especifica en una muestra
biomolecular que comprende poner en contacto la muestra con una sonda nanoinformadora como se describe en la
presente memoria bajo condiciones que permiten la unién de las secuencias especificas de objetivo en las sondas a
una molécula objetivo en la muestra y detectar la sefial asociada con la sonda nanoinformadora etiquetada de
manera unica. La muestra biomolecular puede ser una muestra bioldgica. La muestra biolégica puede seleccionarse
de una célula, un lisado celular, una muestra de tejido, un extracto de tejido o un fluido corporal. La muestra
biomolecular puede ser una muestra ambiental.

También se proporcionan métodos de deteccion de la presencia de una pluralidad de moléculas objetivo especificas
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 unién de las
secuencias especificas del objetivo en las sondas a una molécula objetivo en la muestra, y detectar la sefial
asociada con las sondas nanoinformadoras etiquetadas de forma Unica.

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 region especifica Unica del objetivo y una region que
comprende un nanoinformador Unico disefiado, en el que dicho nanoinformador comprende una pluralidad de
diferentes moléculas detectables, y detectar individualmente dicho al menos un complejo molecular o al menos parte
de dicho al menos un complejo molecular para determinar la presencia de al menos una molécula objetivo en la
muestra mediante un método que comprende contar individualmente la presencia de una o mas moléculas
nanoinformadoras. Los métodos pueden proporcionar la determinacién de la presencia de una pluralidad de
moléculas objetivo mediante un método que comprende formar una pluralidad de complejos moleculares,
comprendiendo cada complejo (a) al menos una molécula objetivo y (b) al menos una sonda nanoinformadora que
comprende una region especifica Unica del objetivo y una region que comprende un nanoinformador Unico disefiado,
en el que cada nanoinformador comprende una pluralidad de diferentes moléculas detectables; y en el que cada
sonda nanoinformadora comprende una region diferente de nanoinformador. El nimero de conteos moleculares por
encima del valor base de dicho complejo molecular después de la normalizacion de la muestra puede ser superior a
300, 400, 450, 500, 600, 700, 800, 900 o 1.000 conteos moleculares. El nimero de conteos moleculares por encima
del valor base del complejo molecular después de la normalizacién de la muestra puede ser superior a 400 conteos
moleculares. El porcentaje de conteos moleculares validos 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 validos de las sondas nanoinformadoras puede ser mayor que aproximadamente 12,5%. El nimero de
conteos moleculares por encima del valor base del nanoinformador descrito en la presente memoria después de la
normalizacion de dicha muestra puede ser al menos 6 veces mayor que un nanoinformador comparable que
comprende ADN de M13. El numero de conteos moleculares por encima del valor base del nanoinformador descrito
en la presente memoria después de la normalizacion de dicha muestra puede ser al menos 2 veces mayor que un
nanoinformador comparable que comprende ADN de M13.

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 region especifica Unica del objetivo y una region que comprende un
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nanoinformador Unico disefiado, donde dicho nanoinformador comprende una cadena principal de acido nucleico de
cadena sencilla, comprendiendo dicha cadena principal una pluralidad de regiones de fijacion de la etiqueta unidas
covalentemente entre si en una combinacion lineal Unica, en donde cada region de fijacion de la etiqueta se hibrida
con una secuencia Unica complementaria de polinucleétidos que tiene fijadas a la misma una o mas moléculas
detectables, y (2) detectar individualmente 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. El porcentaje de
conteos moleculares validos 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 validos de las sondas
nanoinformadoras puede ser mayor que aproximadamente 12,5%.

El nimero de conteos moleculares por encima del valor base del nanoinformador descrito en la presente memoria
después de la normalizacion 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 polinucleétidos cuando se hibrida con sus
regiones de fijacion a la etiqueta puede ser mayor que la Tm de una secuencia complementaria de polinucleétidos 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 especifica del objetivo de la sonda
nanoinformador, y comprende una cadena principal de cadena sencilla que comprende una pluralidad de regiones
de ADN de M13 unidos covalentemente entre si en donde cada regién se hibrida con una secuencia complementaria
de polinucledétidos que tiene unida a la misma una o mas moléculas detectables. También se proporcionan métodos
para determinar la presencia de una pluralidad de moléculas objetivo mediante un método que comprende la
formacién de una pluralidad de complejos moleculares, comprendiendo cada complejo (a) al menos una molécula
objetivo y (b) al menos una sonda nanoinformadora, en donde cada sonda nanoinformadora tiene una temperatura
de fusiéon mas alta que un nanoinformador comparable que comprende ADN de M13.

Los ejemplos se muestran en las Figuras 1y 2.

Ademas de detectar una sefial total generada a partir de un nanoinformador etiquetado, también se proporciona la
determinacion de la ubicacion espacial de las sefiales que emanan de los mondmeros etiqueta (por ejemplo, puntos)
en un nanoinformador, representando cada punto la sefial agregada de los monémeros etiqueta unidos a una region
de fijacion de la etiqueta dada. Un punto puede contener sefiales 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 ubicaciéon constituye el
cédigo del nanoinformador.

El nanoinformador etiqueta puede capturarse y estirarse en una ubicacion (véase la Figura 4). Antes de estirar un
nanoinformador, el nanoinformador puede inmovilizarse en una superficie sélida usando una etiqueta de afinidad, tal
como se describié anteriormente (véase la Figura 3). Un extremo de un nanoinformador se puede inmovilizar, ya sea
mediante union especifica o no especifica a una superficie solida, el nanoinformador se estira, y luego el otro
extremo del informador se inmoviliza, también a través de unién especifica o no especifica a una superficie solida
(véase la Figura 3). Los métodos para capturar, estirar e inmovilizar acidos nucleicos son bien conocidos en la
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 publicacion 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 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 resolucion del cédigo
del nanoinformadores detectando y/o formando imagenes de las sefiales proporcionadas (por ejemplo, emitidas) por
los mondmeros etiqueta unidos a un nanoinformador y sus ubicaciones relativas entre si. Esto se describe en la
patente de Estados Unidos No. 7.473.767 titulada "Methods for detection and quantification of analytes in complex
mixtures”, la publicacion 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
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 inmovilizacion puede ser
cualquier sustrato capaz de unirse selectivamente al nanoinformador evidente para aquellos expertos en la técnica.
Una primera porcién del nanoinformador se puede inmovilizar al sustrato mediante un par de unién avidina-biotina.
El nanoinformador puede comprender un porcion de biotina en su primera porcion. Por ejemplo, un nanoinformador
de polinucleétido puede comprender un residuo de nucledtido biotinilado. En un sistema de sonda nanoinformadora
dual, una de las sondas nanoinformadoras (por ejemplo, sonda nanoinformadora de captura) puede comprender un
porcion 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 porcidon de biotina no esta etiquetada. El
sustrato que comprende avidina puede ser cualquier sustrato que comprenda avidina conocido por los expertos en la
técnica. Los sustratos utiles que comprenden avidina estan disponibles comercialmente, incluidos TB0200 (Accelr8),
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SAD6, SAD20, SAD100, SAD500, SAD2000 (Xantec), SuperAvidin (Array-It), platina de estreptavidina (catalogo
#MPC 000, Xenopore) y STREPTAVIDINnslide (catalogo No. 439003, Greiner Bio-one).

La primera porciéon del nanoinformador puede comprender una secuencia de nucleétidos que es capaz de unirse
selectivamente a una secuencia de nucleétidos en el sustrato (por ejemplo, biotina). En ciertos aspectos, la region
constante (por ejemplo, copias multiples de una secuencia de repeticion de 15 bases) del nanoinformador es capaz
de unirse selectivamente a una secuencia complementaria de polinucleétidos que esta inmovilizada en el sustrato. Si
el nanoinformador comprende cuatro copias del ejemplo de secuencia de repeticion de 15 bases de 5'-
GGTCTGTGTGATGTT-3' (SEQ ID NO: 25), un oligonucleétido 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.

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
region constante para la deteccion y/o cuantificacion de una molécula objetivo (véanse las Figuras 1 y 2). Ambas
sondas nanoinformadoras se unen a la molécula objetivo a través de su secuencia especifica objetivo formando un
complejo que comprende la molécula objetivo y las sondas nanoinformadoras. EI complejo luego se captura e
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 region constante en la sonda
nanoinformadora se puede unir a una secuencia complementaria de polinucleétidos 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
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 poblacion adecuada de cadenas principales Unicas de acido
nucleico, que comprende (a) seleccionar un conjunto de regiones de fijacion de la etiqueta de una biblioteca de
regiones unicas de fijacion de la etiqueta disefiadas, y (b) unir covalentemente el conjunto de regiones de fijacion de
la etiqueta entre si en una combinacion lineal que es diferente de las otras cadenas principales en la poblacion, y
repetir las etapas (a)-(b) hasta que se haya preparado una poblacion adecuada de cadenas principales Unicas de
acidos nucleicos. Las regiones de fijacion de la etiqueta pueden comprender aproximadamente 800 a 1.300 bases
nucleotidicas. Las regiones de fijacion de la etiqueta pueden tener un contenido de G/C de aproximadamente 50%.
Las bases de adenina pueden separarse en promedio a aproximadamente 8 a 16 bases en las regiones de fijacion
de la etiqueta. Las regiones de fijacion de la etiqueta pueden estar desprovistas de estructuras secundarias. Cada
region de fijacion de la etiqueta seleccionada puede ser diferente de las otras regiones de union seleccionadas de la
etiqueta en el conjunto. La etapa de seleccion puede (a) comprender seleccionar un conjunto de 3, 4, 5, 6, 7, 8
regiones de fijacion de la etiqueta. La etapa de seleccion puede (a) comprender seleccionar un conjunto de 6
regiones de fijacion de la etiqueta. Las regiones de fijacion de la etiqueta se pueden hibridar con un polinucleétido
complementario de ARN que tiene unida a la misma una molécula detectable. El polinucleétido complementario de
ARN puede tener una relacién de G/C de al menos 1/1. El polinucleétido complementario de ARN puede tener una
relacion de G/C de aproximadamente 3/2.

También se proporcionan métodos para preparar una poblacion adecuada de cadenas principales Unicas de acido
nucleico, que comprende (a) seleccionar un conjunto de regiones de fijacion de la etiqueta de una biblioteca de
regiones unicas de fijacion de la etiqueta disefiadas, en donde cada region de fijacion de la etiqueta comprende
aproximadamente 800 a 1.300 bases nucleotidicas y tiene un contenido de G/C de aproximadamente 50%, en
donde cada region de fijacion de la etiqueta comprende un patrén separado regularmente de bases de adenina, y (b)
union covalente del conjunto de regiones de fijacion de la etiqueta entre si en una combinacién lineal que es
diferente de las otras cadenas principales de la poblacion, y la repeticion de las etapas (a)-(b) hasta que se haya
preparado una poblaciéon adecuada de cadenas principales Unicas de acidos nucleicos. Las bases de adenina se
pueden espaciar a aproximadamente cada 8 a 16 bases en las regiones de fijacion de la etiqueta. Las regiones de
fijacion de la etiqueta pueden estar desprovistas de estructuras secundarias. Cada region de fijacion de la etiqueta
seleccionada puede ser diferente de las otras regiones de fijacion de la etiqueta seleccionada en el conjunto. La
etapa de seleccion puede (a) comprender seleccionar un conjunto de 3, 4, 5, 6, 7, 8 regiones de fijacion de la
etiqueta. La etapa de seleccion puede (a) comprender seleccionar un conjunto de 6 regiones de fijacion de la
etiqueta. Las regiones de fijacion de la etiqueta se pueden hibridar con un polinucleétido complementario de ARN
que tiene unida al mismo una molécula detectable. En algunas realizaciones, el polinucleétido complementario de
ARN tiene una relacion de G/C de aproximadamente 3/2.

Métodos de uso de nanoinformadores selectivamente inmovilizados, extendidos u orientados

También se proporcionan nanoinformadores alargados selectivamente inmovilizados que se pueden usar para crear
codigos de barras macromoleculares con el fin de separar y detectar secuencialmente las etiquetas. Estas etiquetas
separadas a lo largo de la molécula proporcionan un cédigo Unico que se puede leer cuando el nanoinformador se
extiende e inmoviliza. La extension y la inmovilizacion selectiva pueden facilitar la decodificacion del codigo de
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barras macromolecular.

Los nanoinformadores alargados selectivamente inmovilizados pueden usarse en cualquier contexto en donde la
deteccion o formacion de imagenes de un nanoinformador podria ser Util. Se pueden usar con fines terapéuticos de
y de deteccion de diagnostico y prondstico. Por ejemplo, se pueden aplicar al analisis de muestras biomoleculares
obtenidas o derivadas de un paciente para determinar si un tipo de célula enferma esta presente en la muestra y/o la
etapa de la enfermedad. Se pueden usar para diagnosticar infecciones de patdégenos, 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 biolégico o condicion de enfermedad, por ejemplo, marcadores
sanguineos que estan sobrerregulados o subregulados como resultado de un estado de enfermedad. Ademas, las
composiciones y métodos pueden usarse para proporcionar informacion de prondstico que ayude a determinar un
curso de tratamiento para un paciente.

Deteccion de nanoinformadores

Los nanoinformadores se detectan por cualquier medio disponible en la técnica que sea capaz de detectar las
sefales especificas en un nanoinformador dado. Cuando el nanoinformador esta etiquetado fluorescentemente, se
puede investigar la consideracion adecuada de las fuentes de excitacion apropiadas. Las posibles fuentes pueden
incluir, pero no estan limitadas a, lampara de arco, lampara de xenodn, laseres, diodos emisores de luz o alguna
combinacién de los mismos. La fuente de excitacion apropiada se usa junto con un sistema de deteccion 6ptica
apropiado, por ejemplo, un microscopio fluorescente invertido, un microscopio epifluorescente o un microscopio
confocal. Preferiblemente, se usa un microscopio que puede permitir la deteccién con suficiente resolucién espacial
para determinar la secuencia de los puntos en el nanoinformador. Por ejemplo, en una realizacion, se puede obtener
una imagen de un nanoinformador dual hibridado con una molécula objetivo. Si, por ejemplo, los nanoinformadores
estan 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 pixeles para poder mostrar cada registro individualmente.

Los ejemplos de métodos para la deteccién 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 publicacion 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
de patente de Estados Unidos No. 60/088.988 titulada "Stable nanoreporter".

Seleccion del microscopio y lente objetivo

La principal consideracion con respecto a la lente del objetivo del microscopio es con la resolucion optica, que esta
determinada por su apertura numérica (NA). En general, cuanto mayor es la NA, mejor es la resolucion 6ptica. EI NA
requerido es preferiblemente al menos 1,07 basado en la relacion de & = 0,61 NNA (& = resolucion optica y A =
longitud de onda). La cantidad de luz que se recoge por un objetivo esta determinada por NA%/Mag? (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.

Seleccion de camara CCD y técnicas de captura de imagenes

Cuando se selecciona una camara CCD, la primera consideracion es el tamafio de pixel, que determina
parcialmente la resolucion final del sistema de formacion de imagenes. De manera éptima, la resolucion 6ptica no
debe verse comprometida por la camara CCD. Por ejemplo, si la resolucion éptica es 210-300 nm, que corresponde
a 12,6-18 ym en un chip CCD después de una ampliacion de 60x, para resolver y mantener la resolucion optica
debe haber al menos dos pixeles para muestrear cada punto. O el tamafo de pixel del chip CCD debe ser como
maximo de 6,3-9 um.

La segunda consideracion es la sensibilidad de deteccion que puede determinarse por muchos factores que
incluyen, pero no estan limitados a tamafio de pixel, eficiencia cuantica, ruido de lectura y ruido oscuro. Para lograr
una alta sensibilidad, seleccione una camara cualitativa con un gran tamafio de pixel (lo que puede proporcionar una
gran area de recoleccion), alta eficacia cuantica y bajo nivel de ruido. Un ejemplo de camara con estos criterios es la
camara Orca-Ag de Hamamatsu Inc. El tamafio del chip es de 1344 x 1024 pixeles; cuando se usa el objetivo 60x, el
campo de vision es 144 x 110 pm?2.

Aplicaciones de la tecnologia Nanoinformador

Las composiciones y métodos pueden usarse con fines terapéuticos de deteccion de prondstico y diagnoésticos. La
ventaja es que muchas moléculas objetivo diferentes pueden analizarse al mismo tiempo a partir de una sola
muestra biomolecular usando los métodos. Esto permite, por ejemplo, realizar varias pruebas de diagnéstico en una
muestra.
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Los métodos descritos en la presente memoria discriminan entre secuencias de nucleétidos. La diferencia entre las
secuencias de nucleotidos objetivo puede ser, por ejemplo, una Unica diferencia de base de acido nucleico, una
eliminaciéon de acido nucleico, una insercion de acido nucleico o un reordenamiento. Tales diferencias de secuencia
que implican mas de una base también se pueden detectar. Los conjuntos de sondas de oligonucledtidos pueden
tener sustancialmente la misma longitud para que se hibriden con las secuencias de nucledtidos objetivo en
condiciones de hibridacion sustancialmente similares. Como resultado, el proceso puede detectar enfermedades
infecciosas, enfermedades genéticas y cancer. También es util en monitoreo ambiental, analisis forense y ciencia de
los alimentos. Los ejemplos de analisis genéticos que pueden realizarse sobre acidos nucleicos incluyen, por
ejemplo, deteccion de SNP, deteccion de STR, analisis de expresion de ARN, metilacion de promotor, expresion
génica, deteccion de virus, subtipificacion viral y resistencia a farmacos.

En el area de monitoreo ambiental, puede usarse para la deteccion, identificacion y monitoreo de microorganismos
patégenos y autoctonos en ecosistemas naturales y modificados y microcosmos, tales como en sistemas de
purificaciéon de aguas residuales municipales y depodsitos de agua o en areas contaminadas sometidas a
biorremediacion. También es posible detectar plasmidos que contienen genes que pueden metabolizar xenobidticos,
monitorear microorganismos objetivo especificos en estudios dinamicos de poblacién, o bien para detectar,
identificar o monitorear microorganismos genéticamente modificados en el medio ambiente y en plantas industriales.

También se puede usar en una variedad de areas forenses, incluida la identificacién humana para personal militar y
la investigacion criminal, pruebas de paternidad y analisis de relaciones familiares, tipificacion de compatibilidad HLA
y analisis de sangre, esperma u 6rganos de trasplante por contaminacion.

En la industria de alimentos y piensos, la presente invencion tiene una amplia variedad de aplicaciones. Por ejemplo,
puede usarse para la identificacion y caracterizaciéon de organismos de produccién como la levadura para la
produccion de cerveza, vino, queso, yogurt, pan, etc. Otra area de uso es con respecto al control de calidad y
certificacion de productos y procesos (por ejemplo, ganado, pasteurizacién y procesamiento de carne) por
contaminantes. Otros usos incluyen la caracterizacion de plantas, bulbos y semillas con fines de fitomejoramiento, la
identificacion de la presencia de patdgenos especificos de plantas y la deteccion e identificacion de infecciones
veterinarias.

Métodos de diagndstico/prondstico

Los métodos se pueden aplicar al analisis de muestras biomoleculares obtenidas o derivadas de un paciente para
determinar si esta 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 diagndstico de una afeccion. Como se usa en
la presente memoria, el término "diagnosticar" o "diagnodstico" de una condicion incluye predecir o diagnosticar la
afeccion, determinar la predisposicion a la afeccion, controlar el tratamiento de la enfermedad, diagnosticar una
respuesta terapéutica de la enfermedad y el prondstico de la afeccion, progresion de la condiciéon y respuesta al
tratamiento particular de la condicién. 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
marcadores de un tipo de célula cancerosa en la muestra, diagnosticando o estadificando asi el cancer.

Los canceres que pueden detectarse por el proceso generalmente implican oncogenes, genes supresores de
tumores o genes implicados en la amplificacion, replicacion, recombinacion o reparacion de ADN. Ejemplos de estos
incluyen: gen BRCA1, gen p53, gen APC, amplificacion Her2/Neu, Bcr/Ab1, gen K-ras y virus del papiloma humano
tipos 16 y 18. Se puede usar para identificar amplificaciones, eliminaciones grandes asi como mutaciones puntuales
y eliminaciones/inserciones pequefias de los genes anteriores en los siguientes canceres humanos comunes:
leucemia, cancer de colon, cancer de mama, cancer de pulmén, cancer de prostata, tumores cerebrales, tumores del
sistema nervioso central, tumores de vejiga, melanomas, cancer de higado, osteosarcoma y otros canceres 0seos,
carcinomas de testiculos 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
examenes de deteccion prenatales o postnatales de aberraciones cromosémicas y genéticas o enfermedades
genéticas. Ejemplos de enfermedades genéticas detectables incluyen: deficiencia de 21-hidroxilasa, fibrosis quistica,
sindrome de X fragil, sindrome de Turner, distrofia muscular de Duchenne, sindrome de Down u ofras trisomias,
enfermedad cardiaca, enfermedades de genes unicos, tipificacion de HLA, fenilcetonuria, anemia de células
falciformes, enfermedad de Tay-Sachs, talasemia, sindrome de Klinefelter, enfermedad de Huntington,
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
patégenas, por ejemplo infecciones por bacterias y virus intracelulares, determinando la presencia y/o cantidad de
marcadores de bacterias o virus, respectivamente, en la muestra.

El proceso puede detectar una amplia variedad de enfermedades infecciosas. Tipicamente, estas son causados por
agentes infecciosos bacterianos, virales, parasitarios y fungicos. La resistencia de diversos agentes infecciosos a los
farmacos también se puede determinar usando la presente invencion.
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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 neumonia, B-estreptococos hemoliticos, Corynebacteria, Legionella, Mycoplasma, Ureaplasma,
Chlamydia, Neisseria gonorrhea, Neisseria meningitides, Hemophilus influenza, Enterococcus faecalis, Proteus
vulgaris, Proteus mirabilis, Helicobacter pylori, Treponema paladio, Borrelia burgdorferi, Borrelia recurrentis,
patégenos Rickettsial, Nocardia y Actinomicetos.

Los agentes infecciosos fungicos 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.

Los agentes infecciosos virales que pueden detectarse incluyen virus de inmunodeficiencia humana, virus
linfocitotrofico 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
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 ftrichiura, Dracunculus medinesis, Trematodos,
Diphyllobothrium latum, Taenia spp., Pneumocystis carinii y Necator americanis.

También es Util para la deteccidon de resistencia a farmacos por agentes infecciosos. Por ejemplo, Enterococcus
faecium resistente a vancomicina, Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Streptococcus pneumoniae
resistente a penicilina, Mycobacterium tuberculosis resistente a multiples farmacos y virus de inmunodeficiencia
humana resistente a AZT se pueden identificar con la presente invencion.

De este modo, las moléculas objetivo detectadas usando las composiciones y métodos pueden ser marcadores de
pacientes (tales como un marcador de cancer) o marcadores de infeccidn con un agente extrafio, tales como
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 biolégico o enfermedad, por ejemplo,
marcadores sanguineos que se sobrerregulan o subregulan como resultado de un estado de enfermedad.

Ademas, las composiciones y métodos pueden usarse para proporcionar informacioén de prondstico que ayude a
determinar un curso de tratamiento para un paciente. Por ejemplo, la cantidad de un marcador particular para un
tumor puede cuantificarse con precision incluso a partir de una muestra pequefia de un paciente. Para ciertas
enfermedades como el cancer de mama, la sobreexpresion de ciertos genes, tales como Her2-neu, indica que sera
necesario un tratamiento mas agresivo.

Analisis de muestras de patologia

El ARN extraido de muestras de tejido incluidas en parafina fijadas con formaldehido o paraformaldehido es
tipicamente de baja calidad (fragmentado) y de bajo rendimiento. Esto hace que el analisis de expresion génica de
genes de baja expresion en muestras de histologia o tejidos de patologia de archivo sea extremadamente dificil y, a
menudo, totalmente inviable. La tecnologia de nanoinformadores puede cubrir esta necesidad no satisfecha al
permitir el analisis de cantidades muy pequefias de ARN total de baja calidad.

Para utilizar la tecnologia del nanoinformador en una aplicacién de este tipo, se puede extraer ARN total de
muestras de tejido incluidas en parafina fijadas con formaldehido o paraformaldehido (o similares) usando kits
comercialmente disponibles tales como el kit de aislamiento de acido nucleico total RecoverAll (Ambion) de acuerdo
con los protocolos del fabricante. El ARN en tales muestras se degrada con frecuencia en fragmentos pequerios (de
200 a 500 nucledtidos de longitud), y muchas muestras de histologia incluidas en parafina solo producen decenas de
nanogramos de ARN total. Se pueden usar pequefas cantidades (de 5 a 100 ng) de este ARN total fragmentado
directamente como material objetivo en una hibridacién de nanoinformadores siguiendo las condiciones de ensayo
descritas en la presente memoria.

Métodos de deteccion

Los métodos pueden usarse, entre otros, para determinar el efecto de una perturbacion, que incluye compuestos
quimicos, mutaciones, cambios de temperatura, hormonas de crecimiento, factores de crecimiento, enfermedad o un
cambio en las condiciones de cultivo en diversas moléculas objetivo, por lo tanto, identificar moléculas objetivo cuya
presencia, ausencia o niveles son indicativos de estados bioldgicos particulares. Los métodos pueden usarse para
dilucidar y descubrir componentes y rutas de estados de enfermedad. Por ejemplo, la comparacién de cantidades de
moléculas objetivo presentes en un tejido enfermo con tejido "normal" permite la elucidacion de importantes
moléculas objetivo implicadas en la enfermedad, identificando de este modo objetivos para el
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descubrimiento/deteccion de nuevos candidatos a farmacos que pueden usarse para tratar enfermedades.
Kits que comprenden nanoinformadores

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

También se proporcionan kits para preparar al menos un nanoinformador etiquetado de forma Unica que comprende
al menos tres regiones de fijacion de la etiqueta que comprenden cada una de aproximadamente 800 a 1.300 bases
nucleotidicas, un contenido de G/C de aproximadamente el 50%; y al menos tres secuencias complementarias de
polinucleétidos que tienen una molécula detectable unida, en la que las secuencias complementarias de
polinucleétidos tienen una relacion de G/C de al menos 1/1. Las secuencias complementarias de polinucleétidos
pueden tener una relacion de G/C de aproximadamente 3/2. El kit puede comprender ademas al menos tres sondas
especificas para el objetivo.

También se proporcionan kits Utiles para la extension y la inmovilizacion selectiva de nanoinformadores. Los kits
pueden comprender un sustrato para inmovilizacion y uno o mas compafieros de unién para facilitar la extension o la
inmovilizacién de un nanoinformador. Los compafieros de unién podrian comprender una porciéon util para la
extension del nanoinformador en una fuerza apropiada. Los comparieros de union podrian facilitar la inmovilizacion o
la inmovilizacion selectiva del nanoinformador a la superficie. El kit podria comprender un nanoinformador para
extensién e inmovilizacion. El kit podria comprender un dispositivo capaz de extender el nanoinformador.

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

Los kits pueden contener nanoinformadores previamente etiquetados, o nanoinformadores no etiquetados con uno o
mas componentes para etiquetar los nanoinformadores. Ademas, los nanoinformadores proporcionados en un kit
pueden o no tener secuencias especificas 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 hibridacion,
enlazadores, endonucleasas de restriccion y ADN | ligasas.

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

La presente invencion se puede entender mejor mediante los ejemplos no limitativos proporcionados a continuacion.
Ejemplos

Ejemplo 1: Protocolo de disefio y fabricacion 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 fijacion de la
etiqueta se seleccionaron de una biblioteca de secuencias de polinucleotidos Unicas disefiadas racionalmente y se
clonaron en diversas combinaciones en un vector plasmidico que tenia la secuencia de polinucleétidos indicada en
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.

Especificamente, cada plasmido DV1 especifico de cddigo uUnico se construyé de seis regiones de fijacion a la
etiqueta de aproximadamente 1.100 pares de bases, que se seleccionaron de las secuencias de polinucleétidos de
las SEQ ID NOS: 1-24. Las regiones de fijacion de la etiqueta definidas por estas secuencias de polinucledtidos se
clonaron en diversas combinaciones en el vector de la SEQ ID NO: 27, correspondiendo cada region de fijaciéon de la
etiqueta a una posicion fija en una cadena principal dada, es decir, posicién 1, posicion 2, hasta la posicion 6. Las
regiones de fijacion de la etiqueta en cada posicion en una cadena principal dada eran diferentes de las otras
regiones de fijacion de la etiqueta en esa misma cadena principal. El extremo 3' de cada secuencia de 6 posiciones
se clond junto a 4 copias de una repeticion comun de 15 bases conocida como la repeticion G-4 (SEQ ID NO: 26),
utilizada en la purificacion e inmovilizacion de los informadores. Se disefiaron y clonaron 972 cadenas principales de
nanoinformadores, cada una con una combinacion lineal Unica de regiones de fijacion de la etiqueta, de acuerdo con
las técnicas bioldgicas moleculares de rutina.

Cuando a cada region de fijacion de la etiqueta se le asigna una de cuatro moléculas detectables, el uso de regiones
de union de seis etiquetas en un sistema informador de cuatro colores proporciona 4096 nanoinformadores Unicos
posibles. En este ejemplo, las SEQ ID NOS: 1, 5, 9, 13, 17 y 21 se les asign6 un fluoréforo azul, las SEQ ID NOS: 2,
6, 10, 14, 18 y 22 se les asignd un fluordforo verde, las SEQ ID NOS: 3, 7, 11, 15, 19y 23 se les asigno un fluoréforo
amarillo, y las SEQ ID NOS: 4, 8, 12, 16, 20 y 24 se les asigné un fluoréforo rojo. Por lo tanto, en este ejemplo,
incluso si una cadena principal dada comprende 6 regiones de fijacion de la etiqueta asignadas a un fluoréforo azul
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(por ejemplo, las SEQ ID NOS: 1, 5, 9, 13, 17 y 21 en las posiciones 1-6), cada regién individual de fijacién a la
etiqueta tendria una secuencia de polinucledtidos diferente de las otras regiones de fijacion de la etiqueta en esa
misma cadena principal.

Los plasmidos individuales se amplificaron en bacterias, se aislaron y se convirtieron en cadenas principales lineales
de cadena sencillas. Especificamente, se construyeron cadenas principales de ADN de cadena sencillas lineales a
partir de un ADN plasmidico de cadena doble usando un protocolo de cuatro etapas: (i) se linealiz6 ADN de cadena
doble con una enzima de restriccion, (ii) el ADN linealizado se desfosforild6 con una fosfatasa termolabil, (iii) el ADN
se digirié con una segunda enzima de restriccion para separar el vector de clonacién de la secuencia de la cadena
principal, y (iv) la mezcla se digiri6 con una digestién con exonucleasa lambda especifica de la cadena, dejando
intacta solo una cadena del fragmento de la cadena principal.

Las cadenas principales y de cadena sencilla se ligaron a secuencias de nucleotidos especificas del objetivo y se
incubaron con secuencias complementarias de nucledtidos de ARN tefidas con colorante para producir
nanoinformadores etiquetados.

Ejemplo 2: generacion de polinucledtidos complementarios de ARN tefiidos con colorante

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

Los plasmidos que contienen un promotor de ARN polimerasa y la secuencia de polinucleétidos de interés se
linealizaron por digestion de restriccion, 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 reaccién de IVT, generando 24
polinucleétidos Unicos complementarios de ARN.

Se sustituyd el amino-alil-UTP (aaUTP) (Fermentas) por el UTP suministrado en el kit, o se usd una mezcla de
aaUTP y el UTP suministrado. El nivel de incorporacion de colorante en un polinucleétido complementario de ARN
se correlaciona con el nimero de posibles sitios de unién de aminoalilo (aa). Para hacer los segmentos de color mas
brillantes posibles, se debe usar 100% de aaUTP. Para cambiar el brillo, se puede usar una mezcla de aaUTP y UTP
sin modificar en cualquier proporcién en las reacciones de IVT para modificar el nUmero de sitios de aa presentes en
un polinucledtido complementario de ARN. Por ejemplo, para incorporar colorantes al 50% de la base repetida
regularmente, se utilizé una mezcla 1:1 de aaUTP y UTP. La concentracion final de aaUTP + UTP juntas fue la
misma que la de cada uno de los otros tres nucleotidos (es decir, ATP, CTP, GTP).

Se dej6 que la reaccion de IVT transcurriera a 37°C durante 22 horas. Después de la reaccion, los transcritos de
ARN modificados con aminoalilo se purificaron usando un kit RNeasy (Qiagen®) siguiendo las instrucciones del
fabricante.

La reaccion de acoplamiento del colorante descrita a continuacion es para una reaccion de 1 mg. La precipitacion
con etanol se realizé sobre 1 mg de un polinucleétido de ARN modificado con aminoalilo (aa). Los colorantes sdlidos
(éster de TFP Alexa 488, éster de succinimidilo Alexa 546, éster de succinimidilo Alexa 594 y éster de succinimidilo
Alexa 647; Invitrogen) se resuspendieron en 11 ug/uL en DMSO anhidro. Los polinucledtidos de ARN modificados
con aa se resuspendieron en un volumen final de 90 uL de Naz;B4O7; 100 mM, pH 8,5 y se calentaron a 37°C durante
20 min. Se mezclaron individualmente 110 pL de los colorantes resuspendidos con 90 uL de un polinucleétido de
ARN modificado con aa. La mezcla se incub6 en la oscuridad a temperatura ambiente durante 30 min-2 h.

Los polinucleétidos de ARN modificados con aa tefiidos con colorante se purificaron a partir de la mezcla usando un
kit RNeasy (Qiagen®) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se mezclaron cantidades iguales de cada uno de
los 24 polinucledtidos de ARN coloreados para una concentracion final de 40 nM de cada polinucleétido ("mezcla de
segmento de color"). Esta mezcla se puede combinar con una poblacion de cadenas principales de
nanoinformadores para generar una poblacion de nanoinformadores Unicos, como se describe en el Ejemplo 3 a
continuacion.

Ejemplo 3: generacion de una biblioteca de nanoinformadores DV1 etiquetados

Para producir una biblioteca de moléculas de nanoinformador de DV1 etiquetados, cada cadena principal de ADN
especifica del codigo del Ejemplo 1 se ligd por separado a una regidon de sonda, es decir, secuencia de nucledtidos
especifica del objetivo, para un gen especifico de interés. La sonda se ligé a la cadena principal a través de un
oligonucledtido, que sirve como puente entre la cadena principal y la sonda especifica. Especificamente, se afadioé
una mezcla maestra que contenia un oligonucleétido universal que sirvi6 como "puente" de ligacion mas regulador
de ligasa a pozos individuales de placas de 96 pozos que contenian sondas oligonucleotidicas especificas del
objetivo (10 uM) normalizadas (35-50 bases). Después de una incubacion corta a 37°C para hibridar el
oligonucledtido de la sonda con la porcion complementaria del oligonucleétido puente, se inicié la ligacion mediante
la adicion de 1,2 pmoles de la cadena principal del nanoinformador individual de cadena sencilla por pozo, regulador
de ligacion adicional y ligasa T4. Las placas se incubaron a 37°C en un termociclador de 96 pozos durante 2 h. Las
reacciones de ligacion se desalaron mediante centrifugacion 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 mezcld lo siguiente: 2 mL de SSPE 20X de pH 6,5,
28,05 mL de H,O, 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 incubd a 75°C durante 2 horas.
Para eliminar segmentos en exceso, la mezcla se purifico sobre una columna de oligonucleétidos acoplada al
complemento inverso de la secuencia de repeticion G comun 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 regién 3.

Ejemplo 4: Comparacion de los sistemas de nanoinformadores DV1y M13

Se elaboré una biblioteca informadora DV1 de 40 genes como se describe en los Ejemplos 1 a 3, y también se
elaboré una biblioteca comparable de M13, como se describe en la solicitud de patente de Estados Unidos No.
12/100.990, incorporada aqui como referencia. Las bibliotecas de DV1 y M13 contenian secuencias de sonda
idénticas (es decir, nucledtidos especificos del objetivo) y se usaron para analizar las mismas muestras, 36 lisados
celulares, ensayados por triplicado. Se siguieron los protocolos estandar de hibridacion, purificacion y formacion de
imagenes, como se describe en Geiss et al., Nature Biotechnology 26: 317-324, 2008, incorporado aqui como
referencia en su totalidad. Generalmente, las bibliotecas de nanoinformadores se hibridaron con lisados celulares
que contenian 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 imagenes de la superficie y se
analizaron las imagenes.

Reacciones de hibridacion

La deteccién de transcritos celulares se llevo a cabo en reacciones de hibridacion multiplexadas, que utilizaban un
sistema nanoinformador doble que tenia tanto sondas nanoinformadoras etiquetadas como sondas
nanoinformadoras no etiquetadas, es decir, sondas de "captura". Cada muestra se hibriddé por triplicado con las
concentraciones finales de los reactivos de hibridacion de la siguiente manera: 200 pM cada sonda de captura
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/uL de ADN de esperma de salmén cortado (Sigma) y 0,1% de Tween-20.
Cada 30 pL de reaccion de hibridacion también contenia 100 ng de ARN total a una concentracion final de 3,3 ng/pL.
Los reactivos se mezclaron y se incubaron a 65°C en un bloque termociclador con una tapa calentada durante 20
horas.

Purificacién posterior a la hibridacion

Para eliminar informadores no hibridados, las reacciones se purificaron sobre perlas magnéticas (Invitrogen™R)
acopladas a oligonucleétidos complementarios a la secuencia de repeticion 3' contenida en cada sonda 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 22,5°C
durante 30 minutos con rotaciéon continua. Las perlas se lavaron tres veces en 150 pL de 0,1X SSPE /Tween-20 al
0,1% y los complejos hibridados se eluyeron en 100 yL de 0,1X SSPE /Tween-20 al 0,1% durante 15 minutos a
45°C. Después de la elucion, las muestras se purificaron una segunda vez para eliminar las sondas de captura en
exceso mediante la unién a perlas magnéticas acopladas a oligonucleétidos complementarios a la secuencia de
repeticion 5' contenida en cada sonda indicadora. Las eluciones de las perlas antirepeticion 3' se llevaron a una
concentracion final de 1X SSPE mediante la adicion de 50 pL de 3X SSPE/Tween-20 al 0,1% y se unieron durante
15 minutos a 22,5°C con rotaciéon. Las perlas se lavaron como anteriormente y se eluyeron en 30 pL de 0,1X
SSPE/Tween-20 al 0,1% a 45°C. Las muestras doblemente purificadas se prepararon luego para la captura como se
describe a continuacion.

Captura del informador NanoString, estiramiento y formacién de imagenes

Se afiadié a cada muestra un microlitro de dilucién 1/5000 de una solucién de sélidos al 0,1% de una formulacion
personalizada de microesferas fluorescentes Tetraspeck (Invitrogen™R). Las muestras se cargaron en un dispositivo
de fluidos NanoString elaborado mediante laminacion de acrilico fundido maquinado con laser con un cubreobjetos
recubierto con estreptavidina (Optichem®, Accelr8 Technology Corporation) usando una capa adhesiva de doble
cara cortada con laser (Fralock) para generar canales profundos de microfluidos 30i.tm. Las muestras fueron
conducidas a través del canal por presion hidrostatica y unidas especificamente por el extremo 3' biotinilado de la
sonda de captura. Después de la captura, la superficie se lavo una vez con 90 pL de 1X TAE y se prepar6 para el
estiramiento mediante la adicion de 40 yL 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 adicion de 60 pyL de una solucién 500 nM de un oligonucleétido biotinilado
complementario a las repeticiones 5' presentes en el extremo 5' de todas las sondas informadoras. La corriente
permanecié activa durante 5 minutos, durante todo el proceso de inmovilizacion. Después de la inmovilizacion, la
solucion TAE se elimind y se reemplazé por una formulacion personalizada del reactivo antifotoblanqueo SlowFade
(Invitrogen) para formacién de imagenes.
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Se obtuvieron imagenes de las platinas en un Nikon Eclipse TE2000E equipado con Perfect Focus, una lente de
inmersion en aceite Apo VC 60X Plan 1.4 NA (Nikon), una fuente de luz de haluro metalico X-cite 120 (Exfo
Corporation), una etapa H117 automatizada (Prior Scientific) y SmartShutter (Sutter Instrument). Para cada campo
de visién, se adquirieron 4 imagenes a diferentes longitudes de onda de excitacion (480, 545, 580 y 622) con una
camara Orca Ag CCD (Hamamatsu) bajo el control de Metamorph (Universal Imaging Corporation) o software
personalizado.

Procesamiento de imagenes

El procesamiento de imagenes se realizd sobre 4 imagenes (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 basicas: 1) identificacion de puntos, 2) registro de imagenes, 3) agrupamiento espacial para producir
cadenas, y 4) clasificacion de las cadenas.

En la primer etapa del algoritmo, se identificaron puntos. El nivel de intensidad del valor base de cada canal se
calculd y utilizé para ajustar la imagen en la sefial y el valor base, donde las regiones de la sefial son el resultado de
una longitud de onda de luz especifica observada como la funcién de dispersion del punto (PSF). La mascara de la
sefial se segmentd utilizando un algoritmo de Watershed personalizado. Las regiones segmentadas fueron luego
etiqguetadas, 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 realiz6 el registro de la imagen en cada FOV basandose en puntos archivados que corresponden a perlas
fluorescentes (referencia) que se unieron a la superficie de formacion de imagenes (véase captura, estiramiento y
formacion de imagenes del informador NanoString). Los puntos archivados se cotejaron para identificar las
agrupaciones entre canales de puntos que cumplen con los requisitos de referencia (umbrales de intensidad entre
canales y proporciones). Las agrupaciones que cumplian con los requisitos se archivaron como referencias. La lista
final de referencias representd las transformaciones espaciales que ocurrieron entre canales durante la adquisicion
de imagenes. Los desplazamientos espaciales eran tan grandes como 5-6 pixeles. La transformada espacial fue
resuelta para usar los centroides de referencia observados y sus centroides coincidentes (supuestos) previamente
transformados (X, = X4 * T). La transformacion inversa se aplico a todos los puntos identificados para restaurar sus
centroides originales.

Después de la identificacion del punto y el registro de la imagen, los puntos se ensamblaron en "cuerdas" a través
del agrupamiento. En este punto, cada cuerda se filtré para eliminar cualquier punto atribuido a la sefial de purga.
Las cadenas filtradas se clasificaron entonces como informadoras o no informadoras. Para clasificarse como
informadora, la cadena debe contener el nimero correcto de puntos, cumplir con los umbrales especificos de
separacion punto a punto (1,2-2,9 pixeles) y cumplir los requisitos aceptables de linealidad y orientacion. Las
agrupaciones que se clasificaron como informadores se contaron y sumaron para cada gen sobre todos los FOV.

Normalizacioén y analisis de datos de NanoString

Para explicar las ligeras diferencias en la eficacia de hibridacién y purificacion, los datos se normalizaron a los
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.

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 expresion de cada gen es el mismo para ambos sistemas (es decir, mayor o menor
expresion relativa entre las muestras), pero el nimero de conteos para cada ensayo es> 100 veces mayor usando
DV1 (observe la diferencia de escala para los graficos de M13 y DV1).

Los resultados de una comparacion de la expresion de los 40 genes entre los sistemas también se muestran en dos
muestras representativas (véase la Figura 6). En la Figura 6, el valor R? muestra una correlacion de
aproximadamente 90% entre la expresion relativa de todos los genes en los dos sistemas, mientras que la pendiente
de la linea indica un aumento de mas de 100 veces en el nimero real de conteos usando los informadores DV1 en
comparacioén con los informadores M13.

Ejemplo 5: Comparacion de sistemas de nanoinformadores DV1'y M13

Se elaboré una biblioteca informadora de DV1 de 148 sondas como se describe en los Ejemplos 1 a 3, y también se
elaboré una biblioteca de M13 comparable, como se describe en la solicitud de patente de Estados Unidos No.
12/100.990, incorporada aqui como referencia. Las bibliotecas DV1 y M13 contenian secuencias de sonda idénticas
(es decir, nucleotidos especificos del objetivo) y se usaron para analizar las mismas muestras, 26 muestras de ARN
de raton. Se siguieron los protocolos estandar de hibridacion, purificacion y formacion de imagenes, como se
describe en el Ejemplo 4.
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Los resultados para la deteccion de la expresion de GusB se muestran en la Figura 7, respectivamente. Los
resultados para la deteccion de expresion de Modi, Acot4 y Atg7 no se muestran. La medicion de los niveles de
expresion relativa de un gen dado a través de las diversas muestras fue comparable entre los dos tipos de
informadores. Sin embargo, se observd un aumento promedio de 6 veces para el nimero absoluto de conteos
medidos por los informadores DV1 en comparacion con los informadores M13. La Figura 8 proporciona un grafico
que muestra los "informadores validos", que se refiere a cadenas de puntos que el software de analisis de imagenes
puede interpretar como un informador "contable", descrito como un porcentaje del nimero total de eventos de unién
en un campo de visién. 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 determind una correlacion de la expresion de cada gen en una muestra, medida por M13 y DV1. Los resultados
muestran una correlacion del 77% entre los dos sistemas y un aumento promedio de 6 veces con DV1 (datos no
mostrados).

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

Para determinar la concentracion éptima de colorante fluorescente en una molécula de nanoinformador dada, se
incorporaron colorantes fluorescentes en las secuencias complementarias de polinucleétidos de ARN en diversas
cantidades. Las moléculas de nanoinformador que tienen diversas cantidades de incorporacién de colorante se
analizaron a continuacion para la intensidad de sefial en un ensayo de deteccion de nanoinformador estandar.

Especificamente, para determinar el grado 6ptimo de espaciamiento de nucledtidos entre cada molécula de
colorante incorporada, se incorporaron moléculas de colorante fluorescente en los polinucleétidos complementarios
de ARN en cada una de cada 8, 10, 12, 16 o 24 bases nucleotidicas. Esto se logré generando nuevas secuencias
que contenian un patron regular de T separadas cada 8, 10, 12, 14, 16 y 24 bases, como se muestra en las Figuras
9-12. Estas secuencias tenian aproximadamente 1.100 bases de longitud y se ensamblaron en un Unico plasmido de
cadena principal informador de 6.600 bases, que se convirti6 en una cadena principal de cadena sencilla. Cada
plantilla se transcribié para producir el ARN complementario inverso, y las alicuotas de cada ARN se acoplaron por
separado a cuatro colores: azul (Alexa 488), verde (Cy3 (Amersham)), amarillo (Alexa 594) y rojo (Alexa 647). Se
generd una serie de indicadores etiquetados que usan los diversos colores mediante hibridacion de segmentos de
ARN etiquetados con la cadena principal. Se obtuvieron imagenes de estos informadores tal como se describe en la
presente memoria y se determiné 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 estan en unidades arbitrarias.

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

Ejemplo 7: consideraciones sobre la cinética de hibridacién de los nanoinformadores
Antecedentes

Las hibridaciones en solucion con un gran exceso de sonda sobre el objetivo siguen una cinética de pseudo primer
orden. En este régimen, la velocidad de la reaccion depende Unicamente de la concentracion de la sonda y no de la
concentracion objetivo. Para una estrategia de dos sondas y un objetivo para proporcionar informacion precisa sobre
la concentracion de un objetivo en solucion, las sondas deberian estar presentes ambas en exceso con respecto al
objetivo. El posible intervalo de concentracion preferiblemente esta limitado en el extremo inferior por la
concentracion del objetivo. Sin embargo, el intervalo de concentracion util para la tecnologia del nanoinformador
descrita en el presente documento esta practicamente limitado en el extremo inferior por la cantidad de tiempo
necesaria para realizar la hibridacion.

Cinética de hibridacion

En realizaciones preferidas, se realizan ensayos de cuantificacion y deteccion 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
seleccion de afinidad y deteccion de complejos que comprenden solo (R) y (G), que a su vez solo forman complejos
en presencia de (T)). Suponiendo que estas reacciones sean irreversibles, hay cuatro posibles reacciones
elementales que ocurren.

k;
R+T 3 RT

ky
T+G TG
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k

RT +G _y RTG

k4
R+TG 3 RTG .

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

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

dc, o
= _kZ(“G(“T - k3(“G(“RT dg;G = 7k1CRCT *k4CRCTG
dC . .
d[T =—k,C;Cr —k;CrCr
dCrs _ dc
% kyCoCr —kyCrCig TRT =k,CoCp —kyCyCp
dc . S
% =k, CiCp; +k,C.Cpp

en las que Cgr, Cr, Cg, Cgrr, Cic ¥ Crre 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 purificacion
en la sonda de captura y no hay informador) pueden calcularse a partir de los datos disponibles en la literatura
(Wetmur, J. Annu. Rev. Biophys. Bioeng. 1976; 5: 337-361).

ﬁas_al

k=ky s

aref

En la ecuacioén anterior, ky es la constante de velocidad de nucleacion, L es la longitud del acido nucleico (en pares
de bases), N es la complejidad del acido nucleico (igual a L para secuencias no repetitivas) y dsa Y Orer SON
correcciones para la concentracion de sal (Britten et al., 1974, Methods in Enzymology 29E: 363-406). En los
sistemas de nanoinformadores descritos en la presente memoria, las constantes cinéticas dependeran de los
tamafios de las etiquetas de sonda de captura y de la sonda informadora unidas. Sin estar limitados por ninguna
teoria, los inventores creen que las constantes cinéticas tendran la misma dependencia de la longitud que una
reaccion elemental en las constantes de difusion de los reactivos.

k:k £ sal DI+D2
v N aref 2D50

En la ecuacién anterior D1 y D2 son las constantes de difusion de las dos especies que reaccionan (véanse las
reacciones anteriores) y Dsg es la constante de difusion 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

ki = 2,64 x 10° L/mol/s
ko = 6,55 x 10° L/mol/s
ks = 3,99 x 10° L/mol/s
ks = 1,91 x 10° 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 prediccion de que el informador de 5 pM y
la sonda de captura de 5 pM conduciran la hibridaciéon hasta un 10% de completarse en un reaccion durante la
noche (16-18 horas). A concentraciones inferiores a 5 pM, la cantidad de moléculas completamente hibridadas
probablemente no sea practica de medir. Por lo tanto, en una realizacién preferida, la concentracion mas baja de un
componente nanoinformador (sonda de captura y/o sonda informadora) es de 5 pM.

Enlace de informadores

40



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2684317713

A medida que aumentan las concentraciones de sonda, la teoria predice que la cinética de hibridaciéon se acelerara
sin limite, siendo el Unico limite la solubilidad de las sondas. Sin embargo, la sonda informadora puede ser muy
grande en comparacion con la secuencia especifica del objetivo en los sistemas nanoinformadores de la invencion.
Sin estar limitados por ninguna teoria, los inventores creen que, por su unién a la sonda del informador, las cinéticas
de la secuencia especifica del objetivo se alteran a partir de la cinética de hibridacion de la solucién clasica. Debido
a que la sonda del informador es una molécula polimérica grande, puede tener interacciones de larga duracion
(entrelazamientos) con otros nanoinformadores cuando entran en contacto. A baja concentracion, la probabilidad de
que dos polimeros se entrelacen es pequefia, pero a medida que aumenta la concentracion y/o el tamafio de un
polimero en solucion, estas interacciones se vuelven mas y mas comunes. En el caso extremo de moléculas muy
largas a una concentracion muy alta, los polimeros forman una red permanente, o gel, en solucién. Para que se
produzca la hibridacion en solucion, una sonda (por ejemplo, una sonda nanoinformadora)/par objetivo debe
difundirse a través de la solucion hasta que entren en contacto entre si y se forme un nucleo de hibridacion.
Clasicamente, las reacciones de hibridaciéon no estan limitadas por difusion porque la difusién traduccional de las
moléculas es mas rapida que la nucleacion de la hibridacion (es decir, la sonda y el objetivo se difunden e
interactian muchas veces antes de que ocurra una nucleacion). En la solucién diluida, su gran tamafrio ralentizara la
difusion translacional de la sonda informadora, pero puede no afectar significativamente la cinética. En alguna
concentracion intermedia, las sondas informadoras ocupan casi todo el espacio de la solucién, formando
efectivamente un gel interrelacionado permanentemente y ya no pueden difundirse en la solucién. Sin embargo, la
sonda de captura y los objetivos son moléculas mas pequefias que se cree que aun se difunden a través de las
sondas informadoras entrelazadas, lo que permite que tenga lugar la hibridacidon (aunque posiblemente a un ritmo
mas lento). Los inventores también creen que, a una concentracion mas alta, la sonda indicadora en solucion
también impedira el movimiento de la sonda de captura y los objetivos hasta el punto de que la reaccion se vuelva
limitada por difusidon. Esta concentracion (que no se conoce cuantitativamente y depende de la estructura de la
sonda indicadora, la estructura de la sonda de captura y el tamafio del objetivo) es el limite superior del intervalo de
concentracion Util en el sistema nanoinformador, y puede ser determinado empiricamente por un experto en la
técnica, guiado por los principios descritos en la presente memoria.

Dependencia de la longitud con la cinética

Dado que la concentracion superior limitante para hibridacion 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 tedrico para predecir
las permutaciones de intervalos de concentracion utiles es util en la practica de la invencion. La teoria clasica
predice que la cinética de hibridacion depende uUnicamente del tamafo de la sonda mas pequeia. Por lo tanto, la
teoria predeciria que el tamafio del informador no jugara un papel en la cinética de hibridacién, siempre que tanto la
molécula objetivo como la sonda de captura sean significativamente mas pequefas. La teoria luego predice que la
velocidad de hibridacion (para una longitud de objetivo constante) depende de 1/L"2, donde L es la longitud de la
sonda de captura, debido a la inhibicién estérica de la hibridaciéon. En consecuencia, la cinética de hibridacion sera
mas rapida con sondas de captura mas pequefias. A medida que aumenta la longitud de la sonda de captura, la
velocidad de hibridacién deberia disminuir de acuerdo con 1/L"2. Si se supone una longitud de sonda de captura
constante, entonces se puede definir el intervalo de longitudes y concentraciones del informador que daran lugar a
una cantidad mensurable de eventos de hibridacion. Una vez que se ha definido el tamafio de un informador, se
puede determinar el rango aproximado de tamafios de la sonda de captura. Este es un proceso iterativo, pero puede
proporcionar buenos puntos de partida para recopilar datos para generar pautas empiricas detalladas, dado que las
teorias basadas en los fundamentos de los inventores se generaron a partir de datos de hibridacion en sistemas que
no emplean una sonda informadora.

Umbral de entrelazamiento

Una sonda indicadora es esencialmente un polimero en solucioén libre, que se comporta como una bobina aleatoria.
El volumen ocupado por un unico informador, V,, se puede calcular a partir de las teorias de la fisica de polimeros
segun el modelo de cadena libremente articulada (FJC, para un polimero flexible, tal como ADN o ARN de cadena
sencilla) o el modelo de cadena de tipo gusano (WLC, para un polimero rigido tal como ADN de cadena doble o un
informador). Para cualquier modelo

4
V:§Rg

p

N 0.6
% ={5)

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

en el que Ry es el radio de giro. Para el FJC
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La concentracion del umbral de entrelazamiento definida como concentracion, se define como la concentracion en la
que el volumen total de la solucién esta ocupado por los informadores.

.3
47R)N,

en la que Na es el numero de Avogadro. Por encima de esta concentracion, se supone que la difusion traduccional
de los informadores esta severamente restringida. La concentracion del umbral de entrelazamiento varia con la
estructura del informador. A medida que la longitud del informador aumenta, el umbral de entrelazamiento disminuye
(de acuerdo con 1/L"®). A partir de las ecuaciones anteriores, se puede calcular el umbral de entrelazamiento tedrico
para las sondas informadoras con diferentes tamafios de punto y diferentes longitudes. El resultado de tales calculos
muestra que para una sonda informadora hibrida de ARN/ADN de 7.200 pb con 8 regiones de fijacion de la etiqueta
de aproximadamente 900 pb cada una, el umbral de entrelazamiento es de aproximadamente 70 nM.

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

Efecto del umbral de entrelazamiento en multiplexacion

Suponiendo que la concentracién maxima para informadores en una reaccion de hibridacion es C*, entonces la
concentracion de cada informador (especifica para un objetivo particular) es igual a C*/M, donde M es el multiplex de
la reaccion (numero de diferentes objetivos abordados simultdneamente). Por el contrario, el posible nivel multiplex
para una estructura informadora particular se puede calcular a partir del limite inferior de la concentracién de la
sonda (Cp de cinética ~ 10 nM) y el umbral de entrelazamiento

*

m=
C

p

Si el nimero de cddigos de nanoinformador disponibles no depende del tamafio de la sonda informadora, entonces
la multiplexacién del nanoinformador depende principalmente del tamafio y la concentracion de la sonda informadora
(dado que es mucho mas grande que la sonda de captura). Debido a que la sonda de captura contribuye de manera
insignificante al entrelazamiento durante la hibridaciéon, los inventores creen que la concentracion de la sonda de
captura puede incrementarse muy por encima de la concentracion de la sonda informadora. En la Tabla 4 a
continuacion, la concentracion maxima de la sonda de captura total ([G]) se establece en 1.000 nM para todas las
concentraciones del informador. Esta diferencia en la concentracion de la sonda de captura y la sonda informadora
es un parametro ajustable. Los experimentos preliminares muestran que en una reaccion de hibridacion multiplex
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 hibridacién casi completa en una reaccién durante la noche.

Intervalos de tamafio y concentracion 6ptimos

A continuacion, en la Tabla 4, se presenta un resumen de los intervalos 6ptimos de tamafio y concentracion utiles de
la sonda de captura y la sonda informadora a diferentes multiplexaciones, aproximados por las teorias anteriores.
Los inventores creen que las sondas de captura de hasta aproximadamente 200 bases seran practicas para la
mayoria de las aplicaciones

Tabla 4: Tamafios 6ptimos y rangos de concentracion de sonda informadora, sonda de captura y objetivo, asi como
también multiplicidad de sondas, en los sistemas de nanoinformador de la invencion.

Longitud del Longitud de Minimo [R] | Minimo [G] | Maximo [R] | Maximo [G] | Mdltiplex
informador (pb) captura (b) (pM) (pM) (nM) (nM) Max
2.000 100 5 5 603 1.000 114.417
2.000 50 4 4 603 1.000 161.811
(continuacion)
Longitud del Longitud de Minimo [R] | Minimo [G] | Maximo [R] | Maximo [G] | Mdltiplex
informador (pb) captura (b) (pM) (pM) (nM) (nM) Max
2.000 200 7 7 603 1.000 80.905
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3.000 100 6 6 202 1.000 45.182
3.000 50 5 5 202 1.000 63.897
3.000 200 9 9 202 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 2417
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<223> /nota = “Descripcion de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 1

<210> 2

gaattcaaag
ggcggtagac
acggagtcgg
ggaaatgcaa
atagaagacg
tgagagaaat
gcgaacctca
gaacgtacca
gggtgggagg
taagggaaca
cgtgaaacca
agctgaagac
aagtgcagga
agagtaccgce
gtcgaaaaat
gacagaggtg
aaagagtgga
aggatcaaag

tcacaggctg

<211> 1141

<212> ADN

ggctgggtga
aaaagtaagc
aggaatcaga
caatggaaac
tagggaacat
caaccagtac
ggaactcaag
gggatacaga
gtaacagggt
tggagaaata
tgaaagggat
cataagcggg
cataaaacaa
gataggaagg
aagcgagtca
tacaagtgac
ccaatccaaa
gatgaaagaa

aacagaactc

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

agcggtgaaa
cagtggcaca
gcggtgagac
gtcccaaggt
gaaaccatgce
aagcgctgaa
aagtagcgaa
actagggacg
ggaaaagtaa
aagacactgg
caagaggtga
ctgccaaaga
tggccgecatce
tggcaccagt
aacgctaggce
aggatgaaag
cctgcgaaga
taaaacacta

aaccgaagtc

cggtcgageg
gtgaggaaga
aagtggagga
ggaagcgtgg
agaagataag
cagctaccga
atcgaccggg
taggagggtg
gagactaagg
agcgcagcetg
cggagcatag
taagagagtg
aggccgggtg
aaggaaataa
caactggcgg
cataagaagg
taggaggata
agggcgtcca

tagaaggatc

ctgaaggaat
tgagcgagcet
tatcaaagat
gagaatgaag
aaaatgccag
ggtagcgaga
tcgggaaagt
ggacgatacg
aactgaaaca
gaagatagag
aaagctgaaa
acaagatacg
agggcaatac
gcccatgagg
catgggacgg
tgacgcaact

acaccggtag

acagtaccga

cactcgagtt

<223> /nota = “Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 2

44

gagaaagtga
gaggacaatg
aagagcatag
aggtaagcaa
aatacgacgg
tgaacaagat
cgagaaataa
gcgcectgaaac
gctaacaggc
aaaatgagag
caaataggga
cgccgtggag
aagagctaga
acatacacga
tgcgegggte
agggccatac
ggcaactaca
agtcagggcg

tagatctttt

60

120

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140



<210> 3
<211> 1142
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

gaattcaaag
gaaataacag
gaaataaaga
ctaacaccca
atggacaagt
taaaaaaatc
gagaaatggg
gacaatgaga
ccatcagecgg
tagaaaagct
gcggccataa
gggctacage
aaccatgagc
atagaaaaat
gggaaataga
ggaatcagat
agaaaaatga
gaagcgtacg
acgtgaaaga

t

<221> fuente

ggctgaacgc
gaatagcaca
catagagaca
tcgeccagetce
aaaagggtga
caagggtaac
aaaaaatcac
gactgccgcea
gatacagaag
cggcaaatcg
cgccatgagg
ggctaggceg
caataaaggc
gagacgatag
acgatcaaag
gtacaacgca
aggcatggaa
aaactacaag

gtagaggaac

ES 2684317713

aggtacgaga
agtaggaaca
tccgcaaata
gggcaaactg
agaagtacca
agaatggcga
gagatagacg
gtgcgaaagt
tagaacaatg
ccgaatagac
gcatagcaaa
actacagcag
gtcgagagcet
cgaggtgaca
gatagcgaaa
gatcagaacc
acggtccggg
cgtcagggag

taggaaacat

gtaccgggaa
taaacagatg
aagggatgaa
atatcctcga
caaactcaac
agtgagcgaa
agtgggcagg
ggcgggataa
cacagatgcg
aaatcagctg
agtacccaaa
tgcgggaagt
gccaagatge
ccataccagg
cgtcagaaac
tgggagcaag
cagtggaacg
tagaaaagta

ctagaaggat

tagcggagtg
cacaccaata
acaataaccg
aggactagca
agctaagaca
agtagagcaa
taggcgggtg
aaaagctgaa
caggtaagcg
gtgagcgggt
taaggcagtc
gaaaaaagct
gaaagtgagg
gtccggcagg
tcgggageta
tggagccaat
atccaagagt
acacaatgaa

ccactcgagt

<223> /nota = “Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 3

45

aagccctaaa
aagagatacg
ggtcgegaag
agatggaaac
agtcgggaag
tgacggcatg
accggaatac
gggagtcaaa
ggtgcaagac
acgaagactg
agagagtgac
cgaaggatgce
acatagacga
tagccagata
aaaggataac
caacaagata
aggaaaatca
gaaactaagc

ttagatcttt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1141
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<210> 4

gaattcaaag
agctgagggce
catcggaagc
tcaggacgtg
agaaaagtaa
aaaagaatcg
cgggccatca
cagcgggtag
aacactgacc
acgtcgcaag
aagatccaag
gagggtggga
gtgagaaagt
gtggagaagc
ctcggagaat
tggacggata
agacgaatac
aaaagtccag

acgggtaagg

tt

<211> 1140

<212> ADN

ggctgacaac
gtaacaaagg
ctgagcggat
aacaaatggg
gagaaggtgc
aggaggtcaa
gcggegtgeg
aagcgtcgeg
acatagcacc
catgaaccgg
cctggcacag
gcatgaacga
agggcaaatc
tccgacagat
cgcgacaatg
tgtacactga
agacgataaa
aagtccacgg

gaatgcggga

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

ES 2684317713

cactgaaggc
tcgaaaactc
agcggactac
aaggataacc
gatatcgcgg
ggcgataagc
aggagtcgca
ggatagagga
atcaaaagct
gtgcagagcet
agtcaagacg
gtgaggacat
aagcagtcaa
acaaaagtag
caaacgtggce
aaaagctcac
gcaataaccg
gtggacagac

gtggacaaac

ataaacaagt
aaacactaca
ggcagtaaag
gggtaggagg
gcgtcacgeca
gcgtgagagg
ccactcaaga
agtccaaaga
gaacgagatg
aggacagctg
ctagaaaaat
aggacgatcc
agcgtgaaga
aggcctgaga
gcggtgggeg
aaaataagcg
actagacgag
tagagaacag

tctagaagga

accaaagtaa
aaaatgggac
agatagcgga
gtgaaacaga
acgtgcaaaa
atagaaagat
gctaacccga
tccecgaactg
agacactacg
cgccgatcag
gaagaagtca
caaagtgacg
aaactagaag
gggtcgggcea
aggtgccgaa
gatcgggaca
tgccagggta
tacagaaaat

tccactcgag

<223> /nota = “Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 4

gaattcaaag ggctgaaaga atagacgggt aaacaagata gaggcatggg aggcctgcga
aagtggacaa atgacgggat gccagggatg cacgactggc aggatggcaa cgtaagaggce

taccacgctc cgggaggtaa ggcgatcgaa agagtagaga agcatacccg cataggacaa

46

cagcatggag
aaatagcgcce
gctgaaagece
tgagacggta
atgacggaat
cgagccatag
tcagcgagta
ccagcgtagg
caggatgaga
gccacgtagg
gcaaagtagg
gaatgaccag
gcgtaaaaga
aaatcccaga
atcacgcgaa
tcggaacctg
ggaacgtacc
gccaccctaa

tttagatctt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1142

60

120

180
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<210>5

taaaagggta
aaacgcatga
cggtgagaga
aatagacgag
aggagtccaa
gaggagctaa
aaaatacagg
agaatccage
aacaatacaa
aacactaaag
caaacaagtg
agacgggatg
ggcaaacttg
gaactaagca
aggatgacga

gggtaagaaa

<211> 1106

<212> ADN

agggaagtgg
gaagacctgg
tatcacagaa
taacaacgat
gaaaataagc
aagggtcagce
caagtaccag
agctagagec
gggataagca
gactagagag
gaagactcca
gcgggatgee
tacaatagac
gggtcgccgg
actagaagcg

gtacaagaat

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

ES 2684317713

gagcatccga
gcgcgggteg
ctggaacaac
aacgcgagta
agatggcaaa
agactggacg
ccatccacgg
ggtaacccaa
gggtacggga
aataaacagc
aaagataacg
agagtagaag
gggtgaaaag
catggaaaca
atcaacggat

gagcaacgtc

aaatagaacc
gaacactgcg
tcecggacata
gcgcgagata
gatagggaag
ggtaaggaga
gtaacagctg
tccecgagagt
atgaaacggt
gtgacacgac
cggtgagcga
ccctaagaga
aatgaggcga
tagccaaata
aaggaggtgc

tagaaggatc

ctacaggcaa
ccagtaaggc
cagaaataca
cgaagagtag
aataaacgac
tacaaaactc
gccaccgtece
cgaagagatg
agaggacata
taaaaaaagg
atacggaggt
atagaaagca
tcaaagcata
gggaggacta
acagatagca

cactcgagtt

<223> /nota = “Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 5

tctagagaag
aggctaaagg
caagacgtga
aaggataaga
agagggtggc
aaggaataga
agagatcacg
aaactcaaac

gatgacaaag

cgtgggcgag

gatacaggaa
gataaggaga
ccgacctgag
acgggtagaa
gagatgaaaa
aacgtaagcecg
ggaatagaca
cctaggccag
taaaaaaggt

atgcagaggt

tcaagacatg
gtacgaggag
cgcatcgaga
gaactacgcg
ggctcggaaa
agataagagg
cgtccaagaa
tcacagaagt
gaaagaatga

aacgaaataa

cagggaacta
taaagacaga
ccgegggaga
aatgaaggga
actcaaccaa
atggcgcaga
atgaacaagg
aacccagtac
gagcactaaa

aaagatcgca

47

aagacatacc
tcgacgggaa
ctcggegggt
tgtacaaggt
ctggagaact
ctgggacaat
taaggacatg
gcaagtcacc
aaagtaaaag

gaatccaaag

gtagacaggt
ccatgaaaaa
cgaatagggc
caagactcgg
tggagccagt
agcgaatcaa
ggcaaataaa
gcagaatgag
cgaggataac
tacgggcgat
cgaaaaaaat
taaaacacta
gcaaaatcag
gcagggtgga
cgaataacgc

tagatctttt

ggaataagag
taacaagagt
gaacaaatgg
agggcagata
aggccggtceg
cgggaggtceg
cgggaataag
gagtcggaac
agatcaggcg

actacggagg

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



10

<210>6

atcaggcaaa
accgagcgta
gagcatcgge
cgtacaaacg
ctgagacgat
caaaggatca
gaaggtgaga
gcaaataaga

gaagtacaaa

<211> 1107

<212> ADN

taagaagata
gagccatacg
gcctcaagaa
tagggaagtc
cggcaactgg
cagagtagaa
gcgggtggaa
gacatgcegg

agtcgggaaa

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

ES 2684317713

aaaaagatcc
agagtaaaga
gatccagaga
gggagagtag
gcaacatcca
cgctcaaaga
aactcgacag
gcgatgagga

ggatce

gaagataacg
gagtagggca
tggaacgcta
agagatacag
gagatgggca
agtcaccaag
ctcaacacat

actacaacag

aggtaggcca
gtaaaaagat
ggagaataaa
agagtaagag
cctaggcaca
tgcacgggta
gagggaatgc

tagcccaatg

<223> /nota = “Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 6

<210>7

tctagagaat
atacgagaga
ggtgagaaca
aaggagtgga
gaaacatcaa
aatgacacgg
ataaaaaaat
tagagacatc
caaccggtac
aaaaaataca
ggcccgtgag
aagctaagag
gcagtaggag
aggctggecag
ctceggegat
tcacgagggt
acagggactg
accaccatca

agaaatgaag

gaaacagtgg
tgaaagagcg
ctgggaaaga
ccactggaca
aaggtaacag
gtacgaaacc
gcagagcgat
gacgggtggc
acgaatgaga
gccaggtaca
aaaatccggce
agatccacca
aatgaaaaca
gatgaagaca
gagcgaatag
gcaggcgtga
aggagctgac
cgaaataagc

aagtagcaag

aaaggtcgga
tcaaagaatg
atcgaaaaaa
gccgeggaag
catcgeggga
tcagaaacat
accacacgta
gaactgagca
ggatgcggga
aaagtaaagc
aatagaacag
gtaggaagat
atacagaaaa
tgacacggat
ccecgegtaac
gaaaagatcc
aagatgcaca
gggtcggaaa

aggatcc

aactgaggcg
gaggactcag
ctaccaaaac
ctcaagaact
tcggaaaatc
aaacagctac
aggagatcgce
acatccggga
gtcagcggag
gggtcaaccg
taaaaaggtg
gggaaagcat
gtagggcaga
caaggcatgg
acagtccgac
agggctaaaa
cggtcaaagg

catgccagac

48

gagtagaaac
aagatagaaa
tacaaaaact
gtgtacaggt
cgggagtcaa
gggcatgaga
aaggtgccac
ataagaacct
tgggaaggtg
gtagccaagg
agacgcataa
aacaaagata
taaagcacta
acgagtgcac
aaggtgggag
cactagaaac
ataagaaacg

tgggcaagtc

atgagagaat
ccagcggtag
gcggtgaaag
ccatagacac
tcacecgggtg
agggacatgc
cagagatgga

caaggctaag

aagtcgcgag
catcgggaca
gcaaaaatga
gcagcggtca
aaagtgcaga
gcataaagag
gatcagaaaa
caagggcgtg
aggaaagtag
tgcgaaagta
cacgggtgca
gaagaataag
acgagctgac
aggtcaagcg
catagcccga
atggcacagt
tcacgaggat

accaggatga

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1106

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1107



10

15

<211> 1106
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

ES 2684317713

<223> /nota = “Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 7

<210> 8
<211> 1107
<212> ADN

tctagagaaa
gaacgctgaa
gggtcacaag
ggatgaaaac
acggtgaacc
ctaaagaagt
gtgcgggcaa
cgactcgcaa
aaatacagag
gaatcgaaca
gactgaaagc
ggatgagaaa
tggcgacgtce
aaagacgtgc
tcaaaacgtc
cggaactagc
aaaatcaaaa
cgaaatcaac

cgtaagcaag

aacataagca
gcaatcaaag
aaatgggacc
gtgcggagat
ccgecggaacg
gcaagggagt
tacgaccgcet
gatcgagaaa
gtacaagaat
ggtagacgag
atcaagagga
atcgacgagt
cagcaatgga
gcggaataag
gaaagggtaa
aaaatcacga
aagtaaccgg
aaatgaagaa

atagacaagg

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

gcatggagcg
ggtagggagg
atccgcaaat
gaagacgatg
ctaacaaaat
aaggccctgg
aaagaagcta
taaaaaagtg
cagaaacctc
tgagaagact
taaggaactc
aagggaagtc
aaggctcagce
aaaggataac
agcactgacg
caaatgcaaa
acctaaacca
gtaacagaga

ggatcc

ctacgggagg
tcgggcaata
caagagataa
acgacaataa
accgaaataa
cagggtaaca
gagagaatca
gaccgggtga
gggacataga
aaaacaatga
agaaaactag
cgggagtaca
cgataacacg
gagatcaaga
aacatagagc
gatcagccga
acgtgagaaa

tccaaaactg

atggcacggt
cagcgatcgg
ggaaatacaa
tgtacaatga
aaaaatagcg
agctcgegga
gcagggtaaa
gcacggatga
aacatccaag
agaactaggc
agaaactaag
cggatgaacc
gtaggagcaa
caatggaacg
gataaacacc
tcgaggcata
atgcgagcegt

aaaaggtaaa

<223> /nota = “Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 8

49

cgcgggaatc
aggatgagac
ggaataagaa
gcagatacac
agatacaggg
cgtcaccgcece
gaagtaggac
acaagtgaag
aagatgggca
ccgcatacga
gcgatcagga
gatacaagga
tagaagaaat
agtacaaaag
tgggaagatc
ccagggtgaa
acagacctga

agcatggaca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1106



10

<210>9

tctagagagg
atgagacaaa
tcggagcecat
taaacgaagt
catgacgacc
accgeggtga
ggctgacgga
cagaagtaag
acgaaggtga
cagcactgga
cgactgagag
aaactggaaa
acctgggcga
aggctcaggce
gtaccagaat
tagaggaata
ggcgggtaag
ccaaatcaag

ggaatacaac

<211> 1108
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

tagcacacgg
tgccgaaata
agaaaggtaa
aggaaaatag
tggacgggta
gagcgtagaa
gactgacaac
ggaatggcaa
ggaggtggaa
cggatcaaaa
gcatgaggac
gataagcaag
agatcaggcg
aatgcaagac
acacgggata
aagcacataa
aacgtgacgc
ggatcgcegg

aagtcacgga

ES 2684317713

tgaaaagcta
cacacatacg
cagcgatacc
ggaaatggaa
cggcaagtaa
gcgtgaaaca
cataaagcag
aactaagcaa
agctggcgceca
cggtcgcaac
gctaaaggga
tcecgecaagt
agtagcagag
tgaacgggtc
gcagacgtaa
gcgggtgaga
aagtgaggcg
gtgaaaaagt

aggatcc

agaacctcaa
aaacctcaag
gaaatggaac
ccagtgggac
aaaaataaaa
gtaagcgget
gtgcaaaggg
agtagagcac
catgagagaa
gtaagacggt
gtagcaagct
cgagaacgta
tcaaaaactg
acaagcgtca
ggacgatagg
ccatgagagg
ataagaacaa

aagagaatcg

acgatcgcac
accctaacgg
gggtgcagca
atgtacagac
gagtagagac
aagggagtcg
atggcaacgt
taacaaaggt
tacaagaact
agggcggtag
gagaaaatgc
gaagagtacg
gcaagatcag
ggacatagaa
agcgtgagcece
atcgaagaat
tagcgcgaat

ccagcgtcca

<223> /nota = “Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 9

catgacgcga
gctaaaagag
ataaagaagc
gaatcggaaa
atgaaaacat
gaggataaac
caaggcgtcg
aggacgaagt
agcgaaggta
aaaagctcaa
cggaagtgaa
ggagtacaga
gagctaacca
gaatgaaaga
aatccgagga
acgggaataa
gacggagtac

aggaagtaga

ggatccgatc gggagataaa gggagtaaac gcatcaaacg atggcgagat gaacaggatg

acagggtccc gaacataccg ggatggagcg ctgggaacct ggaggaacta gaaacctccg

aagctccacg ggtgaacagg tggacaggta aaagaataca acaagtacaa ccgtgaaaaa

ccctcaggeg gtagggaact cgaagaaatg agecgggtaag gaaggtaaag ggatgaacgg

50

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1107

60

120

180

240



10

<210> 10

gtggaaagat
agtgcacaac
atagacggga
atgcacgact
agtgggcgga
gatacaggca
gcatagcaga
gaataagaga
tcgacecgggt
cagaccacat
aacaagtgga
gagagctcaa
taaagaaagt
gaaggtacag

aaaatacgaa

<211> 1107

<212> ADN

gggaaggtaa
taggagaagt
tcgaacggat
acgccaggtg
taacgaaagt
ctaaaaggga
actacgaaaa
ataaaagacg
acaacgctaa
ggaaacgtcg
cgagtaaagg
tgcgcagact
cgacaggtga
gcgtagaaaa

agtccgggag

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

ES 2684317713

agagaatggg
cacaaagtgg
atcgagtacg
gaaagcgtaa
aacccagggt
taagcggatg
tgaacgaata
tgcaggcatce
cgaacgtaca
ggacaataac
cgtgaagacg
gaaacaataa
cgaggtgacg
gatgaggaga

aactcgag

acaccataac
aaaactcgca
gaaagtccaa
acgccgtgeca
gacgcgctge
acacggatag
gagaggctaa
gaaaactgca
gggctcggeg
ggaataagca
tccagagctg
ccaggtagag
aggtacgcga

tcagagcgat

cgcatacgcg
ccgtaaggac
gagctgcgac
aagctcgccce
cagactaaag
caaacgtaag
gagggtggag
agagtagggce
aatcgacaaa
actacgacgg
gaaccctgeg
gagatccacc
ataaaccaat

gaagagatag

<223> /nota = “Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 10

ggatccgagce
acgtgaggag
tcagccgatg
cggaatccgce
cagatgaaaa
agatgggaga
gggtcggcga
tgaagaaact
ggaaaagtgce
accggatcga

acaagataag

tacaagacta
gtagcgaagg
aacgcctggg
acgataagag
cagtggcgga
aatgcaaaga
gtgaaaaaat
gggcggatga
gggaatcggg
gagcactcaa

agagtaggga

caagagtcgc
tacagacctg
caaataacgc
cgtgggaggce
gctggaagaa
atgcggaagt
cgggaagtca
cgcgggtgaa
ccgtgaacga
gcgataccaa

gatccagaag

gcgccgtaaa
gagagatcag
aatagaagag
taacagaatg
tcagagcagt
aaacaaataa
gcgcataaag
agatatccgg
atagaacggg
gctcgcaaga

tcacgacatc

51

aaaagtggcg
gaactggcag
taggcagggt
gcccaatgac
ccgagggtge
gaggatcgga
gcctgaaaaa
gaatggcacg
tacacgcgat
gtaggagcgt

gggagctgec

gaatggcaag
ctggacggga
actagaacac
ggaatcagac
gagtaaggga
gagatgacag
acgatgcaaa
catcggcaac
ctcgaaggat
tgaaggcgtce
ggcataaaga
ggtcaggcga
accggaatga

cgaagtaaag

caggatggaa
aatgaggaca
agagcgctaa
gggacgtaag
agaggtaagg
gggctaaaac
gataagccga
gtggcgggat
aggcaagata
accgggagtg

gggatcagag

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1108

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



10

<210> 11
<211> 1107
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ggtcagggaa
atgaaccact
gtccagagat
gacaacgtga
cgagctctag
gcaatgaaag
gccgtcaacg

gccactagaa

<221> fuente

tagcgaaaaa
gacagaggtg
ccgaaaatcg
aaaaaatggc
caaaactgcg
ccgtagggaa
ggtgaccggce

ccataaccaa

ES 2684317713

tgcaagaata
agagcatagce
aaagagtaaa
gcgataacaa
ggagtggaac
actccaccag
tacaagcgtg

actcgag

gaaacatgca
gagctaggac
aagataggaa
cagtacgaaa
ggtagaggag
tcggagaata

caacaaaata

gacatgaacc
ggtaaaagag
ggtgacccac
gctacgggaa
tagggcaata
cgacaggtca

agaacagtgg

<223> /nota = “Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 11

<210> 12
<211> 1107

ggatccgact
agcggatgge
aactcacaag
atagagcagg
tggagaagtg
caagcgagtg
gaggagacta
cgggagtgcg
agggactccce
aacgataaaa
ggaataggaa
tgaggaaata
gcecgegateg
gagagcgtca
agaaactacg
agagctcaaa
aggctagaaa
cggagtgagg

gcgaatcaac

acaaaaatgc
gaagtgcaca
ataagccgat
taaaaaagta
aggcaactgg
agagggatcg
aacgcataac
agacatggac
aggataaaaa
aaatgggcegg
aatgaggcgce
caaggatagg
aggacgtcga
cgcggtggaa
agaagtgaaa
actggcgagg
aatgcgaaga
aaataagaga

ggataggaga

acagatggcg
ggtaagagag
caaggcgtcce
aaaagataac
agaactcaga
ggaaataggc
cggatagagc
gagtggacac
ggagtaagag
atacagacgg
taaaaaacta
caaatgagac
cagagtagga
agctcagegce
aagtaagccg
agtgagccac
gtgcgagaag
gtggacagag

actcgag

aggtaaaaag
tacacagctc
aagcgtggeg
aaaaatccgg
gcatacggca
agaatcaaac
cgctacggcea
atcgagaggt
agtccggcag
gtcaagaaat
gagaaatgag
gatggaggcg
cactgcggga
aatcacggac
atccagacat
agtaagacag
gtcgggaagg

tacgagagag

52

gtagccaagc
aagcagtagg
aggtgggaga
gaagtgaagg
gatggaacgg
aagtgggaag
ctaagaccgg
caaggagata
gtcccagata
cgcacggcte
gaagtacgag
catcgacaag
aataaaggaa
tagaaggaat
gcccacaatg
tcccgaaata
tagagagaat

tgcgaccaat

gggtaagcca
gtccaacgeg
tgcgagggat
ctgacagggt
gaaacatgaa
cgcaaataaa

gacagagtag

tgcgegggtg
gcaagtaaag
ctacaacacg
aatcaaacaa
tccgggaaat
atcaaccggt
tagggagctg
gagaggactg
tcggacgtca
ggacgatgac
cgtcgeggaa
tcagaaaaat
tcagaaggta
ccggacatceg
gcaccataac
aacacataca
acaaggctga

aaacgggtag

720

780

840

900

960

1020

1080

1107

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1107



10

15

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

ES 2684317713

<223> /nota = “Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 12

<210> 13

<211> 1125

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

ggatccgagce
aaaataacaa
atggaaaggt
tcccaaaata
aacgggaagt
tgaaacactg
aaaacctaaa
agatgaccaa
cctgcaaaaa
ggtggaggga
ggatatctag
gagcgtacga
catgcacgcg
aagtaggccg
gagatggaga
tgagctcatg
cccaacatgg
aaacatagcg

cacgataaaa

<221> fuente

cagtcaagca
catgcgggaa
aagagggatg
ggagagatag
gacagactgg
aaaacgtaga
ggagtgggag
ggtcaaggac
tagaaacatg
tgggaaagta
cagaatgaaa
gaatgcaaag
atagacacgt
catggagaag
cataagcaca
cgagagtagc
accactggaa
cgatgagagc

acgtaggcaa

atcgggagaa
tcggagegtce
aacccataga
gagggtggac
cccacaatgce
aaagtgcagc
aatccacgag
tcaaaagctce
cggcaacctg
caacactgac
agggtaaaga
atgaacgggt
acaaaactac
tacggecggcet
tgggaacgtc
acaaatcgag
aactcagggc

aataagaaag

gctcgag

tggcaccgtg
cagaagtcaa
gaaggtgacg
gaaatgccaa
agaggtaagg
gactagcagg
taagaaaatc
ggagagtaac
aaacgctgcecce
cagatcggaa
gactaaagca
acgacaagtg
aaaaatgaac
ggcagaatga
aaaaaatcag
aggtagaggce
ggtggacgga

gtgaaagcat

ggcggctaag

ggaatggcaa
ggatgagaac
gatgacgcaa
ccctecaaccg
agtaaaacga
aaggagtaac
ccagcgtcac
agacagtggg
aatggcaaca
atccagaagt
aaaaactcaa
acacgtagga
aggcgtaaga
agagtgcaaa
gtcgagggag
tgaggaaggt

gagagactac

<223> /nota = “Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 13

53

caaagtacga
gggtgcgecaa
gctaagaaaa
tgacagaagt
aatcgggcga
tgcccgaata
cgactcagaa
aaaatgagag
aacgtccaca
ctacgaaggt
acaacgatag
gagatacaac
gagctgaaca
gcactaagcg
cataaacaca
tagcggagta
acacgggtag

agaagatgga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1107



10

<210> 14

ctcgaggacc
agctgccggg
cgctcacgea
acagtccaag
cgatagaaac
tgcgagegat
catagggcga
tgggaaaatc
aacgcgtaag
atacaacaat
gacaacgatg
ggcaatcgag
aataaacaga
ctcgggcaat
ctacaaggct
aagggtcggg
aactaacgaa
aaataagcag

caaactcgca

<211> 1125

<212> ADN

cactaaggca
ctgacgagaa
ggatgacagc
ggtagagcgg
ctagcaaaat
ggcgaactge
taagagaccg
agaaaataaa
aagatagaaa
caccaaatca
aagaacatca
ggatgcgege
gtaaaccact
gaacggatca
aaggcagtca
caatagcaga
cgtacaagaa
aactagggag

agggtgaaga

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido

<400> 14

ctcgaggacg
gtgacaagct

gtaaacgggt
ataagaagat

gggacagtca

ataagcaaaa
agagaggtaa
agggaactga
gaacagatga

cgagaataaa

ES 2684317713

atgaaagcct
tggaggccta
aatacgacgc
tagagctcta
ccgaagcteg
caacggctga
cggcaacgtce
gaggataaag
ggatgccgag
aaaagtgcga
aaacgtgaca
gtagacaagt
agcaagatca
aaagataagg
gaaagtaacg
agtgaccaca
ataaccggcet
ctgcgacggg

gaccatggaa

tagggcegtg
cagcatagac
ggacctgaaa
gcgagetcgg

ggcgtcggea

agaggcatga
aagaaactgg
tacaggaatg
gggaactaag
ggagatccag
acacaatgag
gggaggtcaa
gcgtcaggaa
gagtcaaccg
gcagtcgagg
ccctaaggece
gcgaacgtag
aagactaaaa
gaaatgacag
cactggcagg
tacgccaatc
gaaaggaact
tggcagagag

gcatgcaaaa

agacaaatgg
aaccctaacg
acctgcaaag
gaaatgagaa

gatcaacgga

54

cgggataaac
agcgatcaga
gaaagaatgc
aagagatgga
cgagtgagga
caaatggaga
caagtagagg
atgggaggaa
aatgacagac
aatcgggagg
ctagagcgat
accactaaga
aactacgcac
gatgcagaag
gtgaagacct
gacaagtaaa
agcgaaatga
tcgagagata

gatct

sintético”

cgacatgaag
ggactagcce
actgggcagg
aataaaaggc

tgcagggcat

gggctcggga
cagggtacga
gagagctaaa
gaaatagaga
gatacacgaa
aataagcgaa
aataaaccag
tcgggaaatg
gtagggaaag
tagaaggaat
aaaagagtga
aagtcagcag
cgtagccaga
aataacggga
gcaacagtga
gaggtaaagc
gggagtgaag

caaaggtaaa

caatacccaa
aaatagaaga
gataggaaca
gtacgggagt

gggacagtac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1125

60

120

180

240

300



10

<210> 15

gggagagtac
ccactagcga
ctcecgaaget
tggacgggtc
gacacatcag
acagtcaaca
accgtgggaa
ggtcacagaa
tgcggagatg
ctgacagcat
agggcctaac
ccgggtgcga
acggatgaac

cgggtgcacg

<211> 1123

<212> ADN

gcggctgaag
gcgtcaccgg
gagaaactcg
agaacgtggg
ggcctgggaa
aatcaagggc
actcaggaaa
ggtaacgcaa
caagagtacc
ccacgcagta
aggatgacaa
agctggaggg
ggctggcaag

ggctcagacg

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

ES 2684317713

agctgacacc
gtggaaagct
gcagatcacg
aaactagacg
gataccaaga
gataagcgaa
tacgggcagt
taacaaaatc
aaaggctaag
agagaatggc
ggatgcggga
aataggaaaa
gtaaaagggt

ggccatggaa

ctgagggaag
aggaacgtcg
gaccgcggga
acgtgggcga
tgccggaaga
taaggaggtc
aaggcggctg
gcgcagtgge
gcactgggca
gggatggagc
atgagccact
tacgaggatg
agcggaatag

gcatgcaaaa

taggcaaata
gaaactagga
agatgaaaag
atacgcacgt
tcgaaaacta
agcaggtgga
gcagactagce
acagtaaagg
cgatacggga
gctaagacgg
aaaggaagta
ggcaggtgag
agagcagtcc

gatct

<223> /nota = “Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 15

ctcgaggaaa
gataaccgaa
gtgcgcaact
aaggacgtag
gcggtgaaaa
gcataagcac
ctagcggact
tggacagatg
agaagtaaaa
gtgcagcagt
tgcgagagta

acgacataac

aatggcaagc
atcgggcaat
aaaaaaataa
ggaagtacag
gctggagaaa
atacaacggt
agccacctgg
gaagcatggg
aaatgaggga
aggagaatac
cagagctacg

aggagtcagg

taagaggaat
agccgaataa
cgaagtggga
gagctcegeg
cgtcgggacg
agcagagtcg
gagagtaccc
aggatcacag
ctaagggaat
acgaatgcag
caagtgccca

agaatcgcaa

caagaactgc
agggaatgag
agcgctacaa
actaggacca
tgggcaggtc
aaaacataaa
gggatacaag
aactagggag
gaaaaagtaa
ccagtcaaga
agtgagagaa

agtcacggga

55

ccacctaaga
acgggtgcge
agatgggcag
tccaacactg
agagggtgca
gagactggac
ggataagagg
atagcgagat
gaaacccgcg
gaaatgaaga
tagcgggect

tgcgagcagt

aaagggtagc
gagtcagcag
ctgaggaggg
aaaggagtac
aagcagtgga
aaccgctaag
gacatgagcg
cctegggaag
actagggcga
tgaaccaata
gaggagtaag
gagaaatcgg

gcaggtcaaa

ccaatgaggc
gactacacaa
atcggcaggt
gcaggataga
gaagtgacgg
gaatcagaga
aataggcgag
accagcgtgg
gggtacacca
actaagagag
caagcgatca

ggacaaatca

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1125

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720
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<210> 16

<211> 1125

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

gcaaaatcaa
agactggcag
aatacagagg
acgggaatge
acaactaaag
gagatccaag

aacatgcaga

<221> fuente

agactcacaa
gataaagaaa
tgacgcegtg
gaaactagaa
acataagcag
ccctaggaaa

aatggacgag

ES 2684317713

gatccgacaa
gtacaaagcg
aagacatgcg
ggctgaaagg
atgaagccca
gatgaacgcc

ccatggaage

tagagggata
tgccaagcta
caggtgagca
atcgacccac
tcaaggacat
tgaacagcta

atgcaaaaga

aacaagatac
aggaagtaga
ggataggaga
tcgecagegta
ggcgcgatgg
agagcgggtce

tect

<223> /nota = “Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 16

<210> 17

<211> 1108

<212> ADN

ctcgaggacc
cagaatagaa
aggtagcgac
gacgaagtaa
acgatcgaga
aaagataaaa
agtaaaccaa
tacaagcagt
tagagacgta
gaaaaatccg
tcecegegggt
ataaggacat
gaggagtgga
acggtaaacg
agggtagcag
gagctgaaga
aatgcggagg
gcacgaagtce

agagagtaga

aaaagtcaag
agatcccaaa
atgcaaaggt
acgggtcaaa
ggtcccaaag
gaataagaca
taggaggata
gccaggatgg
aggaagtagg
gaaaataggg
acgaaaggtc
acacaagtcg
gaaggtaaag
catgaaagaa
aagtggaaag
aatggagacg
tcgaggaatc
gacaagtaaa

acgatgcacg

aaagtaccgg
agtcccaggg
aaaacgatga
ccgagctcag
gatagaagaa
gtagcgggaa
acagggcatg
cgcgagtgac
gaaggtggga
aagatggacg
gggaaggtca
gcacgtcacg
aaatgggaag
tcagggagta
catggcaaga
taacaacata
cgcaagtgaa
aaacgtggaa

agccatggaa

gctagaagag
atagacgagt
aaaactacga
atcgaacgat
gtgaaaaggt
tacgacacta
gaagagtggg
aaaaagtaga
cgatcgaaag
gatcgggacg
agcaatcagg
aactcaaaag
gctaaagaaa
gaagaacgtg
atggcagcat
gcgggagtag
cacgtcaacg
gccatgacaa

gcatgcaaaa

56

ctgaagccat
aggaaggtga
gggtggaaga
aggaaacatg
gagcaaggtg
gaaggatcgg
acggtaagac
agggtgaccg
atcgaagagt
gtgaggagga
cgctcaacgg
gtggagaagg
tggcagggta
aagggatagg
gaaaagatcc
gcgcgtgaca
caatgaacgg
cataacggga

gatct

aaacatccag
gaaatccaag
ctaaaggcgt
gagggctacg
gaagatccaa

caaggataag

aagcgagtag
aaaaatggcg
ataagcaggt
accgggtcac
gcgaaaataa
gacatgcagc
cctacacgaa
agtcgagaga
aggaggcgtc
atagcaaaag
gactgaacaa
tagcgaaatc
gagaactggg
agaactcaac
aggagtaagc
agataacgcg
atgaacacat

tggcaggata

780

840

900

960

1020

1080

1123

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1125
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<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

ES 2684317713

<223> /nota = “Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 17

<210> 18

<211> 1107

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

ccatgggaca
aaaaacgatg
agggtaaacg
gccatagaca
ctcaaaggat
ccgatccacg
aaataacagg
gaataggcca
atgcaaaaat
aaaactacag
acaagaacta
ggcgaagtgg
cgcaaatgga
acaaataaga
cgcatcggaa
ggcacgtaca
cgcgaagata
aagggataaa

aagataaagc

<221> fuente

gcgatcagag
gccagatcca
actgagaaag
aatgagaagg
aacggactag
gaatagagac
atgaacagga
gtggcaaaag
gaaaaggtag
cagatcgaag
cgcggagtge
acgcggtage
ggagtcaaga
ggctcagaag
cactaggcag
aaggtgacaa
gcggaatcga
ggaagtcaaa

agggtgagga

ggtaaaacgg
aagataaaaa
tacgaagcct
taaaggcatg
cgcggtaaaa
atacgacagt
ctcggagaaa
tgagcgagtg
aaaactaagg
cataaaggaa
gagacgtcag
gggataagca
aactggccaa
atccagacga
cagtgggacc
aagtaacggg
gccctcagga
gaatgggaga

aggcatgc

gatgaagcag
actgaaagac
agacgggtaa
gaaaaaatgg
gggaatgcgg
gcgccaaatg
taacaaagtg
aacaggtaga
cagtacaggce
ataggagaga
gcaagtgagg
aatacaccgg
gtgaagccct
gtgcaggaat
ggtaaaagca
aatacccacc
gctaggceccag

actccggacg

tgaaaggacc
tacggaaata
aaaaggtcgg
aggcatcgac
acgatcgaag
gaccgataaa
gagaaagtac
ggagtggaaa
ataaacgact
ataaaaacgc
acctgaaaca
tagatatcat
cggcagatac
aagacaatca
tagctagcectce
gtaccaggat
catagagacg

tacgaggcta

<223> /nota = “Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 18

57

tcagcgaatg
caagaataga
gaagggtaac
gaatgccegg
aagctccgga
agggtagacg
aaaagtcaac
agtacaaagg
cacaaactag
ctaacaaact
atgcaagaat
aggaaggtca
gcaaagtacg
agagaatgaa
gggcgatgga
gaccagggat
tcacgagatg

cagaggtgaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1108
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<210> 19
<211> 1106
<212> ADN

ccatgggaca
cgggegtgge
ggaagctaag
cgatacagcg
ggtaagacca
gtaacgggca
cggataggga
gcatccgagce
tcaaacaacc
gagaaactgg
aaaaagtggc
agggtgggag
gactgaaaag
gaaagggtga
aaaaatcacc
acggtaggaa
aataaggaag
ccaagactac

gacactgaaa

agagatagaa
acgactagga
ggcaatggca
ctagggcggg
ctaaaagact
taaggaaaat
aataaacgaa
gtaaaaacat
tgagaacctg
gacgatagaa
agaatgaaca
cgatgcecggg
atcgggacat
cagcctgege
aaataccaaa
aatggaaagc
tagcggacta
aggactcagc

gagtagcgga

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

ES 2684317713

agcagtgaaa
cgatgcggaa
aagtaaggaa
taaacgagtg
ccacgacgta
agagaaggtc
cctcagggaa
gagaccaata
cgggagtgaa
cgatagccaa
gataggcaga
atgcgcgaat
gaaacgatag
ggatatcagg
atgaagccga
taaccgcagt
aggaggtaga
agatgaaaaa

ggcatgce

gaataggacg
ataacgacaa
gtacggaaat
aaagggtgga
cagagactcc
gaggaaataa
tcccaaagtce
acgagatcgg
cggataagac
gtaaaagggt
tcagaagaat
gcgaaggtaa
gaaggtacgg
gatgccacga
tgcgggaatg
ggaagaataa
cgaataggcg

actagaaacg

gtcagaggat
gtggaaacct
aggaccatag
acaataagga
gcgectggaa
agggaaatgg
cgaccaatga
caagtcgaga
ggtaagagaa
aagagaatgg
gaggaagtcg
gagaatgcag
cgatgagaca
tgggcacatg
cgctagctaa
ggagctacge
aataacgcga

tgaaggccta

<223> /nota = “Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 19

ccatgggaga
aggtcgaacg
acaatgaaac
ggcgggatag
aagacataag

aagatgaacc

gtaaggaaat
gtagagcagt
acgtggccga
aaaaactaca
ggcctacgceca

gatgagcaaa

gagaacagtg
ggagaaggat
atacggagga
gcgatacgeg
cgagtaaaag

atccaggegt

aagacatccc
acgccgatcg
atcagaggag
cgataggaac
agtaccgacg

cgcaaggtca

58

aagaaatgaa
ccgggataac
gtggcaggac
ctacgagaac
tcagacaata

cgcagtcaag

ggagggcctc
agccagctaa
aagactggac
cagtgcagca
cgatcgaagc
agaaactaag
cagactgcac
agtcgcagaa
ataagagcat
aacgaagtgc
cagaaataag
gagtaaagag
gtacaaaagt
cccaaaatga
cgagcataaa
aaatacgceg
gtcgagaaat

agaaacataa

aaaagtggag
cgggctaaac
tgaacgagtg
taagaggata
gaagggtaaa

acataagaga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1107

60

120

180

240

300

360
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<210> 20
<211> 1107
<212> ADN

atgccagaag
atagcgggat
aaaacgtaac
agacctgcaa
gtggaaggat
aacaagtcgg
gcaaacataa
aaggtaaagg
gataacacga
gatatcaaat
tcagcacgta
ctaagaaaga

aactgacggg

tacaagcctg
agccgaatgce
aacactggcce
cagtacagaa
ggacaggtga
gaggtgaacg
gagggtcaac
gatagcggga
tcecggaactg
gggcagatac
acggcctaaa
gtagagagat

atgacgagaa

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota = “Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido

<400> 20

ccatgggaac
aaaactggaa
aatgacgaga
tccgggcaat
agccaataag
ccaacaacta
acccaatcca
cgaaatgaga
acatcaaaac
gaactagaaa
ataagaggaa
agagaaatcg

ccgggaatcce

agactaaaag
gagtaacaca
tggaaacagt
aggacagtag
acggtaaaag
ggacaataag
ccggatagca
gagtcacgcg
gataagcagg
agtaagaacc
taggaaggtg
caacgatacc

acgagtcgaa

ES 2684317713

ggacggctga
aaagatacga
aaaatggaag
atggaaaact
acaggtaaag
aataaggacg
caatggaagg
tcagaaggtg
cgggagctga
ggagcgataa
ggactaagag
gcgagagata

gcatgc

aatcaacaga
atgggagaat
cacacgctaa
aaaggtgcag
gcgtagcacg
ccgataaaag
agagtagcgg
gtagcacaat
ataaaaaggt
tagaaaaata
gcgaagtgga
ggaatcggga

aaaataagac

gagagatcgg
cggtgcaaga
actgaacgca
agaagagtaa
agatcgecgga
ggtaagggac
ctgaaaagat
ggacgatgaa
acaagtcacc
aaacatgaaa
cacatgagcg

gcgaaaatcg

tagaggaatg
acaaaagtca
gggaatggac
gaatgacaag
ataggacggg
cgtcgaacaa
agataagaac
aaagacgtac
aaaacgggat
gcggcataga
gcaataaagg
agtagaacaa

actcagagag

59

gcagtcaaaa
atcacggcat
tgacacgggt
gcaaatcgaa
catgagaagg
ctggaccgga
cgaaaaatgg
agaatgaaga
gctagccaga
ggagtgggcc
aagtgaagag

acaacatcgc

sintético”

aggaagtgca
accagatgga
gcgtgaccag
atggccaaat
tcacgagagt
tagagacgtc
gtcaggagat
aaaagtacaa
cgggacgctc
aaactaaggg
aggtgggacg
atcagcggceg

tgcggagget

gggtcaggac
aggcaagtgc
cacgcagtgce
acctccaagg
tacaaagcta
atggcaacat
gcgaatacaa
aataccaagc
gggtgcaggg
actggaagga
agtgaagaaa

gggagtggaa

ggaagtaagg
cagatagaga
atcgggaaga
cacagcatag
gagagaggtg
cagagaatgg
agcgaagtca
caaagtgaga
gaaaactgac
aatggcgaac
gtcaagagct
taggacaagt

aaacgggtgg

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1106

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



10

<210> 21
<211> 1107
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

aaagaactgg
ccacctaagg
aatggaaccg
gctgacgggce
ataccgggcece

ggagtaggga

<221> fuente

aaagatccag
gcgtcgggeg
taggaccggt
taaggccggt
atgacgggca

cgatcacagg

ES 2684317713

agcatcgcag
ataacggcag
agagaaagtg
aggacaagct
ctcaacggct

agcatgce

aataagacga
taccgaaatg
gaacactacg
ccgecgegtga

gaaagagctg

gtgcgeggat
ggctagccac
gagaatgcaa
agatatcgcecg

aagcaggtgce

<223> /nota = “Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 21

<210> 22
<211> 1107
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

gcatgcgaag
gaaagtcaag
aaggtcggag
gacagatcca
aaagaactac
gagaatgaaa
aactggcacc
gtggaccact
tacgggagat
aggcggtgaa
tgcacgactg
agaaggtcgg
aaaaaatcga
ggcaaatagce
cgggctcegge
aaataaagag
acgtgcaagce
aaatggaaga

ggtcagcaca

aaaagtggaa
aaataggaga
gcaatggaga
agagctgagce
aggcctcaga
ggatgecgecece
gtgagaaaat
agcgagatca
cgaaagactg
agggaataac
agcaggtgag
cccgtgagac
gagataagga
aggactggac
gagatagcaa
atacgcggcet
agtaacagaa
atacaagaat

cgtacgaagg

cactaggcgg
actaacgaag
agtgcagcaa
agctagcgaa
caatccagac
atgagccaac
agcacaatac
acagagtagg
cgagcgtgac
caggtgggac
aaggtacaca
caggtaagag
gagtgaacgg
gcgtacgaaa
gatgaagacg
aaaagaccta
tgagaaagga
aagaacggtc

aagatct

gtgaacggga
tgggagagac
tcagaccgtce
gagtggcgag
gtaagaggga
tgggagggct
gaaaggtcga
gacatcgaag
gagatgaaga
acagtgacgg
gatacgagaa
agctggagga
gtgaagacag
gagtggcaaa
taagaacggt
aaaggataag
tgaacaccgt

ggacgcataa

60

tgaaaaggat
taaagacgtc
cggcgctgaa
cgtaaagcag
tacagcecgtce
aaaaaactag
gaaatcggga
aataaggcag
ggtaaaaaac
gcatggeggg
tggaacggct
cccgeggagg
tagaaaaatg
ataagcggat
aaaaggctca
aaactcaagg
ggcgggatag

acaggtaagc

caacggataa
gggatgggag
cagtaggaaa
gagtagagga

aggactggga

agagcggtge
agaagatcaa
aaccaatgaa
tagggaggta
agggaggtaa
aagagtgaaa
aagtgcggaa
aatgcgacag
tgaaaacatg
cctcaagaga
caaaacaata
tgagcgggtc
agagaaatcc
ggcgagatgg
agagatgaac
cagtgacgaa
gagagtggag

caataagaga

840

900

960

1020

1080

1107

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1107



10

<220>

<221> fuente

ES 2684317713

<223> /nota = “Descripcion de la secuencia artificial:

<400> 22

<210> 23

gcatgcgacg
caactaggac
ggatgcgaga
caaaataaag
gaaagtacgg
agctaggcgg
agtgcgcaga
gctcgaaaag
gagcccataa
agcactggca
gacctaggac
aggtagagaa
ctaccaggct
aggacaataa
aaacctggag
acatacaccc
ataccggagg
ggccgtgagg

agaaatgggc

<211> 1107

<212> ADN

gatagaagca
caatcagaga
gatacaaaag
aactggcaga
aaatcaaaaa
gtaggccaca
cgtccaaagg
gtggcgagat
caaggtaaca
acgtccaagg
cgaatacaaa
gtaagcgaaa
acggagaatg
acgccctaaa
aaataggaca
agtcaaaaag
gtgcagaagg
acagtaagga

aagtgcggag

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

tggcagagga
ctgagaagcg
taagagggta
ggctagegcet
gtgaggcact
tcacgggata
tccacaactc
gggaccatga
acctaacaga
ctcgeggect
agctaacaga
taaagaaaat
aaagggtaag
accgcggaga
ggtgaaaggc
tcgaggaata
gtacgaccgg
cgtggaggaa

aagatct

polinucleétido sintético”

tcagggaagt
taagcgaagt
gaaggcagtc
ccgggagata
cagagagtga
aagagatgac
cgcecgggtac
aagaatcgaa
agtaccagaa
gcgegegtge
ctcagagcat
aaagaaatgc
agggtaagga
gaatagccceg
tgggcacatg
gcegggtgge
tacaggacct

gtagcagaat

caaacgaata
acgacaatcg
gggagccatce
ggaaggatga
aagcgtaaga
aagcgtgaag
aacggtgaag
gggtaagacg
tagagcaact
gccgaaataa
ccaacgctga
cgcgatcgga
catacaagaa
atacaagcgt
accgactgga
acggtaacaa
aagaacgatg

agcgggatag

<223> /nota = “Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 23

caaagatagc
gaaagtcgag
cgggagctaa
caggccgtcece
acgggtaggg
gaatccacgg
caaatcacgg
atccagagat
gaaaaagtac
ggacaataac
gccagtcaga
aggtgaagaa
taaagaagct
ccgggcatag
gagcatggaa
aatcaagaaa
gcgagagtcg

ccagctacga

gcatgcgatc gaaaaatagg gaggtggccg getgcgaaag tcgggegggt gaaagcaact

61

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1107

60



10

<210> 24

aaaaggatcg
aaggtaaaac
aactagaagc
cgctgacaag
atggaggcaa
tggcaccatg
gcegtegace
cgtgaaaggce
tcagacggtg
acaacaataa
gacggatgcg
cgggatcacc
gcactcagac
aaaatcagac
ccegegggag
acgaaggtaa
aagcaagtca

gaccataaca

aagcatgaaa
ggtggagaga
ataacggaat
aaataaccga
taggaaacgt
aaaagataga
ggtgagaagg
taggcacctg
agacactgga
ccacataagg
aaaaatgaac
gagtagccaa
gatgaagacg
ggtagaacgg
taggcggagt
gggagtggag
aacgctaagg

aggtagaaaa

ES 2684317713

gagtaggaaa
tagaggacat
ggctagcatc
atcgggaaat
aagacactaa
gagctagaag
gtaaaaaggg
gagacaatga
caccataaga
gcctcgaaac
aggctgggac
cctgacaaaa
atacggacgt
taaagagatg
aagcgggtaa
agagtgaagg
caagataacg

aagatct

gtggaagaat
aacaaagtgg
gggagagtag
caaaccatag
cgggatacca
ggtacgggaa
tgacaaaatg
ggcagtacac
agatgaggag
gtggagagca
gatacccaga
agtgcggaaa
accaaaatgg
cacaagatga
cgaggtgagc
gcctggaggg

gaatgcgaaa

<211> 1107

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<221> fuente

gagaagataa
aaacactcaa
cggcatgaag
aagactagac
cgagtgacaa
tagaaaaatg
agagaataac
gcgtaccaag
gtgagggaca
tacagccggt
atgccaagat
tacgggcatg
aaaacaatgg
agagcatcaa
acataaaaag
agtcggaaca

ctggecgecect

<223> /nota = “Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 24

gcatgcgatg
agacacgtaa
gcgggtcagg
ccgaatagac
ctcagaaaca
cagtaaggac

aaggtgcggg

gaaagctgag
gaaggtagag
aacaatgcga
cggtacggcg
taacgaaagc
actacgggaa

acgtggccga

agaaagtcag
gccaatgaca
agcctgggac
cgctagegat
tacagcaggt
ctaagccaga

agatagaaaa

aagatcacag
ggctgaagag
gatcgggaga
aaggaactag
aagcaagcta
tgaccgggta

catacccaaa

62

actcaggagg
gtgaaggcct
taaaagggat
acgggtaaaa
agaacctgag
cgaacgtcaa

tgccggaatg

cgaaataagg
gagctaaggg
cgatagggaa
gggtaacaga
gatcggagga
caaagctagg
cagataggga
atccagagaa
tgaaacaata
gcaaaagtga
ggcggectge
agaaggtgga
gagcgtaagce
cacatgacag
gtcgcaaagt
atgccgacgt

aagaacgtag

atcgggcagt
aaaagaatac
agagaaatgg
ccgtaggaag
caggataacg
acgaatagca

ggagaatgcg

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1107

60

120

180

240

300

360

420



10

15

20

25

<210> 25
<211>15

caagtaaaaa
aaggtgggaa
cgatgaggaa
actcagaaac
gactcccaac
agggtcaagg
aatggaggag
gaagagaatg
ggacaaatag
caacctcggg
actgcgagca

aataacgcaa

<212> ADN

cataggaaca
aaatccagca
gtaaaaacgg
tggaaaaagt
caatagacga
acgtggacac
tgcagcaata
ccaaccctge
acgaataagg
aagtcggaaa
tcagagaggt

gtcaggacga

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

ES 2684317713

gtaaggcaat
gtaaacagca
gtgggcaaat
cgaaacatgg
gtgaagagat
gtacagcggt
ggcgggatag
aagcgtaaaa
gcctcaaaag
gtagaaaggt
gcagaagata

gagatct

cgggaggtga
tagggcaatg
gacacgatga
gaagaataca
ggaagccctg
aacggcctca
cagcctgcaa
agcgtgaagg
catcgcgagg
ggaccgataa

ccacgagtag

aagggaatga
agaaggtaga
aaaagtaacg
ccacatccag
gcgaacatgg
gcaggtggga
ggatcggcaa
cgtccagaag
ataagaaagt
cccgegggcea

aggcatggga

<223> /nota= "Descripcion de Secuencia Atrtificial: oligonucleétido sintético "

<400> 25

ggtctgtgtg atgtt 15

<210> 26
<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de Secuencia Atrtificial: oligonucleétido sintético”

<400> 26

<210> 27

aacatcacac agaccaacat cacacagacc aacatcacac agaccaacat cacacagacc

agccctttg

<211> 3194

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

63

gacaactaac
acaataaaga
gagtaaaccc
cgaataacgc
agacaatagg
ggctacgacg
ctgagaaagt
tacgcacact
gcgggagtaa
caataaacga

acgtgaaaac

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1107

60

69



ES 2684317713

<223> /nota = “Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 27

aagcttggcce
ggtcatagct
ccggaagcat
cgttgegete
tcggeccaacg
ctgactecget
taatacggtt
agcaaaaggc
ccecctgacga
tataaagata
tgccgcettac
gctcacgetg
acgaacccce
acccggtaag
cgaggtatgt
gaagaacagt
gtagctcttg
agcagattac
ctgacgctca
ggatcttcac
atgagtaaac
tctgtctatt
gggagggctt
ctccagattt
caactttatc
cgccagttaa
cgtegtttgg
cccececatgtt
agttggeccge

tgccatcegt

acacagcttg
gtttcectgtg
aaagtgtaaa
actgceceget
cgcggggaga
gcgeteggte
atccacagaa
caggaaccgt
gcatcacaaa
ccaggecgttt
cggatacctg
taggtatctc
cgttcagccce
acacgactta
aggcggtgct
atttggtatc
atccggcaaa
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcctt
ttggtctgac
tcgttcatce
accatctggce
atcagcaata
cgccteecatce
tagtttgcege
tatggcttca
gtgcaaaaaa
agtgttatca

aagatgcttt

agtattctat
tgaaattgtt
gcctggggtg
ttccagtcgg
ggcggtttge
gttcggcetge
tcaggggata
aaaaaggccg
aatcgacgcet
cccectggaa
tcegeettte
agttcggtgt
gaccgcetgeg
tcgeccactgg
acagagttct
tgcgetctge
caaaccaccg
aaaggatctc
aactcacgtt
ttaaattaaa
agttaccaat
atagttgcct
cccagtgcetg
aaccagccag
cagtctatta
aacgttgttg
ttcagctceg
gcggttaget
ctcatggtta

tctgtgactg

agtgtcacct
atcecgcectcac
cctaatgagt
gaaacctgtce
gtattgggeg
ggcgagcggt
acgcaggaaa
cgttgetgge
caagtcagag
gctcectegt
tcecetteggg
aggtcgttcg
ccttatcecgg
cagcagccac
tgaagtggtg
tgaagccagt
ctggtagegg
aagaagatcc
aagggatttt
aatgaagttt
gcttaatcag
gactccecegt
caatgatacc
ccggaagggce
attgttgccg
ccattgctac
gttcccaacg
cctteggtec
tggcagcact

gtgagtactc

64

aaatagcttg
aattccacac
gagctaactc
gtgccagcetg
ctctteeget
atcagctcac
gaacatgtga
gtttttccat
gtggcgaaac
gcgetcetect
aagcgtggeg
ctccaagcetg
taactatcgt
tggtaacagg
gcctaactac
taccttcgga
tggttttttt
tttgatcttt
ggtcatgaga
taaatcaatc
tgaggcacct
cgtgtagata
gcgagaccca
cgagcgcaga
ggaagctaga
aggcatcgtg
atcaaggcga
tcecgategtt
gcataattct

aaccaagtca

gcgtaatcat
aacatacgag
acattaattg
cattaatgaa
tcctegetea
tcaaaggcgg
gcaaaaggcc
aggctcecgece
ccgacaggac
gttccgacce
ctttctcata
ggctgtgtge
cttgagtcca
attagcagag
ggctacacta
aaaagagttg
gtttgcaagce
tctacggggt
ttatcaaaaa
taaagtatat
atctcagecga
actacgatac
cgctcaccgg
agtggtcctg
gtaagtagtt
gtgtcacgct
gttacatgat
gtcagaagta
cttactgtca

ttctgagaat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800



10

<210> 28
<211> 1106
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

agtgtatgcg
atagcagaac
ggatcttacc
cagcatcttt
caaaaaaggg
attattgaag
agaaaaataa
aagaaaccat
gtctegegeg
tcacagcttg
gtgttggcgg
tgcaccatat
aattgtaagc
ttttaaccaa
agggttgagt
cgtcaaaggg
atcaagtttt
ccgatttaga
gaaaggagceg
acccgecgeg
tgttgggaag
tgtgctgcaa
acgacggcca

tgcagaaaga

<221> fuente

gcgaccgagt
tttaaaagtg
gctgttgaga
tactttcacc
aataagggcg
catttatcag
acaaataggg
tattatcatg
tttcggtgat
tctgtaageg
gtgtcgggge
gcggtgtgaa
gttaatattt
taggccgaaa
gttgttccag
cgaaaaaccg
ttggggtcga
gcttgacggg
ggcgctaggg
cttaatgcge
ggcgatcggt
ggcgattaag
gtgaattgta

attc

ES 2684317713

tgctecttgee
ctcatcattg
tccagttcga
agcgtttctg
acacggaaat
ggttattgtc
gttcegegea
acattaacct
gacggtgaaa
gatgccggga
tggcttaact
ataccgcaca
tgttaaaatt
tcggcaaaat
tttggaacaa
tctatcaggg
ggtgccgtaa
gaaagccggce
cgctggcaag
cgctacaggg
gcgggcectct
ttgggtaacg

atacgactca

cggcgtcaat
gaaaacgttc
tgtaacccac
ggtgagcaaa
gttgaatact
tcatgagcgg
catttccecceg
ataaaaatag
acctctgaca
gcagacaagc
atgecggcatc
gatgcgtaag
cgcgttaaat
cccttataaa
gagtccacta
cgatggccca
agcactaaat
gaacgtggeg
tgtageggtce
cgcgtecatt
tcgctattac
ccagggtttt

ctatagggcg

acgggataat
ttcggggcga
tcgtgcacce
aacaggaagg
catactcttce
atacatattt
aaaagtgcca
gcgtatcacg
catgcagctc
ccgtcaggge
agagcagatt
gagaaaatac
ttttgttaaa
tcaaaagaat
ttaaagaacg
ctacgtgaac
cggaacccta
agaaaggaag
acgctgegeg
cgccattcag
gccagcetggce
cccagtcacg

aattagtgga

<223> /nota = “Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 28

accgcgccac
aaactctcaa
aactgatctt
caaaatgccg
ctttttcaat
gaatgtattt
cctgacgtcect
aggcccttte
ccggagacgyg
gcgtcagegg
gtactgagag
cgcatcagga
tcagctcatt
agaccgagat
tggactccaa
catcacccta
aagggagccc
ggaagaaagc
taaccaccac
gctgcegecaac
gaaaggggga
acgttgtaaa

tgagaagacc

tctagagaga aaggctacga agatccggac atcaaaagat caaaacatgc ggagatcgac

acatccaaaa atgaacagat aacaggatca gagggtcaag aagtgaaacc atcgaggagt

65

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3194

60

120



10

<210> 29

<211> 1106

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

cgcagactac
aggtacggca
agaagaatgg
aggtaacccg
ggaaggatca
cggtggaaaa
cggcgagtcece
cagtgaacgce
cagagggtac
ggctcgcgaa
agagaggtag
aaatccagcg
acgggagtga
cagtacggca
cggagggtcg
aaatgaggaa

caaccaatac

<221> fuente

gaagatggac
gtgaagaaat
cacagtgacc
atggcggact
caaagtgagc
atacccgagt
aaaactgaaa
atcagagagt
acccatacga
ctcacgccegt
acgagtgaga
gtcagaaact
caagatggac
ctagcagaat
agaagtaaga
atcgggaggt

gaagatgcga

ES 2684317713

aagtgagcaa
gtgcacatga
cggtgagagc
aaagagatac
cggtccaagce
aggaagatag
aaatggagag
agaaaagtga
ccctaccgea
gccaaagtga
cggtgggcag
acgagactgg
cactagcgaa
agaccgatga
acgtggagcce
cccacggtga

ggatcc

cagctgcgat
aaagctgcce
ctgaggaggt
ggacatggac
atacgcgggt
caaaataccc
atgagacact
agaactgcga
atacaaggct
agaagtacca
ctcccaaggt
ccggatgaag
gtcggagggt
aaacctgaaa
atacacgaat

aaacgtaggg

ggagaactaa
gggtgcgeaa
gcgagaatag
ggataggaga
aaacggatca
aggtcgagcg
agcggcatcg
cggtgaaacc
aagacggtca
aaataggagc
ccgagcatgg
aaataaggcg
gaagacgtga
agataacaga
aaagcagtac

aggtgaacca

<223> /nota = “Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 29

ccatgggaaa
ctaagecggece
ctccaggegg
gtggaagcaa
ataagcagga
ctgaaaagaa
gtagagagcc

gtcaaaacgg

atgagagccg
ctaggagccg
gtggaaaaga
ataggaaaca
ataaagcaca
atggcggcga
ctccegggea

gtgcaacaaa

ctcgacaagg
gtaaacaagc
ctcgacggag
gtagagcaaa
ataaaaagaa
atgaaaaaaa
ataaaagacg

atgccaaggce

ataaagaaaa
atgaagaaac
atgccacgca
atgccgecagg
gtaaaccgca
gtcacaaccg
gtaagaggaa

gtgcaagaaa

66

gtcgecccaac
atgcgaggca
atagcgaaac
atagaaaaca
ctaaaacagc
gtgcaacaac
atcccgaaaa

ctgaggacgg

aggagtcggg
ctggaggact
ggcgataggg
gtcgcaagat
gaacgtaaag
atagcccact
gacagtagag
ataacagagt
gaggatggac
gtaacggcgt
acaggtggca
ctagagagat
acaactagac
gtgaaggcat
aagggtggac

gtgggagagt

atccgccacg
atgacacaaa
ctggaagaga
gtggcgegea
atccagaccg
ctgaaaaagg
gtgcaaaaag

ataaaagaca

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1106

60

120

180

240

300

360

420

480



10

<210> 30
<211> 1169
<212> ADN

atgcggacgg
atacaacagg
atacacaacc
gtacacagca
gtaacaagaa
atacacaacg
atacagcgac
gctagcagaa
atacggacaa
ctgagacgaa

atagcaggaa

gtacgacacg
ctgcccagaa
ctgcaagaaa
atacgagcag
ctaggaggag
atgggacgag
gtaccggaaa
ctaaaacaga
gtaggccgea
atcacagcaa

gtgacggaca

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

ES 2684317713

ataaggaaag
gtaccgagcg
gtccgggaag
atgaacgagc
gtgcgaagge
atagagccgg
gtaggagaga
ctgaacacgg
gtacggagaa
atacaacaaa

gcatgce

ataaggcgaa
ctaggcggga
ctaggaccgg
ataccagaga
ctggaccaaa
gtaggccaaa
ctggaaaccc
atcaaggcga
gtaaacaggg

gtagcggcaa

gtaaaagccg
atgagcgagg
atacagagga
gatatcaggc
atgggacgaa
gtagcacggg
gtaaggcaag
gtaggcacga
atgagagaca

ataaacggga

<223> /nota = “Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 30

gaattcgagt
cggcacgtac
agcgaagtcce
aagcgcegteg
ccaacaataa
cgggagatgg
accacaatac
gacaacatgc
acccgagtag
agggaaataa
agaaaaatga
cgagaaatag
cgcaagctaa
cccaccatge

gaaaggatag

accacctgat
aaaaaaggat
caggaagcct
gaagcgacgt
acgcccaggt
aaacaacggt
gacacaccct
aaacagaggt
aggaacggat
acggagaggt
ggaccacaat
ggaacaggat
gacaggccct

agagcaaaat

agggagaggt

gagcagcaag

ggcaccagac

accaaggaca

acaagcggca

agggcgaaag

gcgaaaacca

gggaggacac

aaaggaaccg

agcgaacgac

cccacggecg

aaaggacgga

gcaaagaagc

agaccgcgaa

aagagaccag

ccaagaaacg

gtaacggcga
atagaagagg
gatatcaaag
atggcagaga
gtaaacaaaa
gtgaaaaagg
gtggaggagc
ataaagaacg
gtgcaacgcc
atgagcagaa
ataaaaaaca
atcagaaagg
gtaaacgaac
atgcgcggceca

atggcgggca

67

agatgaaaag
agctcagcaa
aaataagaaa
gagtaaaaca
ggatcgaaag
gagtccaaag
cggtacgaag
acatggaagg
acctagaacg
aagtggaaaa
cactcccaga
cagtgccaaa
aactcggagg
acctgagacc

ccatgagaaa

gtgcggcaaa
gtaaaagaga
ataaggaagg
ctaaaaaacg
gtaggaggga
ataccacaga
ataagcgagg
gtacacgeceg
gtgaacaagg

gtggaacgeg

aaaaatggag
acggctggac
caaactgaga
aacagtgaaa
acgagtaagg
caccatgaag
cagggtacaa
aaacgtagga
agaagtcgca
ggacctgaag
ggaaatacaa
gggaatcgga
gcgaatcagg
gaacctaaag

ggaagtcaaa

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1106

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



10

15

<210> 31
<211> 1106
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

gtgcacctag
agggcaatga
agcgaggtgg
gaccaactaa

gctagcaagc

<221> fuente

caacacagat
acagaaagct
cccgeccaaat
cacagccact

atgcaaactg

ES 2684317713

accacgagac
acggaaagaa
aggagcaaca
tctagagtgce

cagaagctt

atcgaagcga
gtcaaggaca
atgcgaggec

acggatccct

agatacggaa
caatgaggga
aagtgggcac

cgagggtacc

<223> /nota = “Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 31

<210> 32
<211> 1241
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

ctcgaggaaa
gtaagcacca
ggcacccaag
agcgaagtac
acataccgge
cgcaggaaga
aagaagcact
accgataage
atagagcaaa
gaaccgacga
ccaggagtcg
cagtgaagga
acagcccagce
agacacagat
agaagtaggc
gtaacacgcc
ggacaagaca
acagccgtgg

ggctaacgga

gacagagggt
cacggtcacc
gtggacgcac
acaaccagac
ggacgggtcg
ggatcaagac
caggacagct
gaaaaaagat
cgaagtaaac
ctgcaccgaa
aagaacaaaa
aaagaaataa
aactgggcaa
agaagacaaa
cgcccgaaat
caggatgacg
atcccaaccce
aaagggaaag

acaaagctgg

agcaggccac
aagagagaat
aacagtcacg
ggtaccggaa
aaacacgaaa
agaaaaatcg
gaatcgcaca
accggcgagce
aggacagaat
caacgtggga
gtaacggecge
cgggcccaag
aagcggctga
gactgcggac
gcaaaagaaa
gagcaccaat
gaagataaac
gtacgcaaac

ccatgg

agatcaaggc
cagaagaggc
ggaaagaagt
cacgatgcge
atgaaaccgce
acaaagcaaa
gacacggtga
gagtcgagaa
aggaagggca
gcccacggcet
agaaatagag
gtgaagaaaa
cgagaacaag
aggcaagtaa
aagtgacaca
agaaaaaaac
accgagaggt

ggacctaaaa

68

ggcgaaatgg
aagtaaaaaa
cgaaggcggg
caacaagaat
agaagtaaag
gtggaccgaa
caagacgaaa
cacgaagtca
aagtgggaga
acaaaacgcc
agaggaggct
agaagtggca
atagagaacg
gagaaggaaa
gagaaaatga
acgtaggaga
agacagcgca

aaaacaaagt

aaagctggag
gcaagtcgag
aacgatgaaa

aaccatggaa

cccggagcac
aagcgcgtac
cgctcagaag
cagcggaaag
agaaaaggat
gaagatcgaa
atggacgaca
aggcgcaaga
gaaaggctcg
agatcgaagce
aaagcggaac
ggaacggagt
aggaatgacg
ataaagcgag
ccggegggag
gggaacatgc
gactggagga

cagggaaaaa

960

1020

1080

1140

1169

60

120

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1106



10

<221> fuente

ES 2684317713

<223> /nota = “Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético”

<400> 32

<210> 33
<211> 1106
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

gaattcgéta
gaggaaagca
caccatgaca
cacaagaaat
gcagacgacg
ataagaaagc
gacagtgaga
gagaccgggt
gacgggccaa
ataaagaaaa
agacgtgecgg
acgaccggat
ccacaagaag
atagaggccc
caacgtgcga
acaacgacgt
cgagacacca
atagcccage
gcaagtacac
cagagaggat

gtctgtgtga

<221> fuente

gagtgcacgg
aggaaaatga
ccaacgcgga
gaaagaaaaa
ggatgctage
caaagcataa
cgagcacacg
agcaccagag
cgataaagga
aaagaaatgg
aaaagagaag
ggagagcgcc
gagtcgggaa
aaagaactgg
aaagaccggc
agaaagaggg
agatgaagca
aagcgaatac
aagacaaaag

aagaagatct

tgttggtetg

atccctcegag
agaacgaagc
atgacacaac
gagaatacgc
agcgaaagct
aagaaaagcg
ctaaaaaaga
gacaatgaag
agacgaaggt
cagccggaga
gtcgegecaag
cagagtcaga
acacaagaat
gagaggacag
ataaaacaga
aaacgtcgca
acggagaagt
ccaacaagaa
gtagcagaca
aaaatgcatg

tgtgatgttce

ggtaccaacc
gggtcgaaca
acaaaggtag
agagagggca
gagaagaaga
caatcaagga
gagacaatcc
gcgggacgge
caacgcagaa
agctgagacg
acgggcgtgg
aacggaagag
aaagcagctg
ccgtacagga
aaggcaatag
aaaaaccggg
cacacaaaga
gagtcaacag
caagcaatgce
gtctgtgtga

tgcagaagct

atggaagcta
gggaagacat
cgaggcacgc
gtaaggcagg
gaccctcaaa
aacgggcgcect
agaaagaaga
ataaacgccce
gggaatccag
ggaccgcagt
accggacaaa
atgaaaccca
gggaatagcg
ggaacgggat
cagacagcaa
ctagaggagg
gacagtcgaa
gagaaagagt
acgggcaggg
tgttggtctg

t
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<400> 33
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gcaagcatgc
aaaaaacagg
acgtaagagg
gaaacgatga
aagcaaaaga
agaagaccga
cagtggacaa
aaacgggtaa
aaacacagac
gcgagagaag
ggatgggaaa
gaaagactcg
gacgaacgga
agcgaagaac
aaatagagag
accaacatag
aagcaaagaa
ccaaggagaa
aaatgcgaaa

tgtgatgttg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1241



ggatccgacg
acgcaaacag
agaggaatga
gaagccacgg
acagggatag
aaaagggcga
ccagaagtaa
aagaaggaga
gaagggataa
cacagaaagg
gcgagaatga
cgggcgacag
cccagactca
ccaacaaaaa
agcaacgtgg
ggtaccggge
aagaaaataa
acaaagacgg

aaagacctag

ggaacaaaga
gaagaagaat
aagggaaacg
ccgaaaaact
agccacccag
caagagggct
aaggcgatat
ggagacacct
aagagcacga
ccaaaggaat
aaagcgaagg
caaccggact
gcggaacaga
ggaagcagat
cagcacgagg
caaagaaaat
aaaaggagaa
cagcaaaggt

cagaagcacg
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gaaagcacaa
gcaacaaagg
aaacaaaaaa
acaccgggaa
gaagcacgca
gggagaggga
caacacagac
accagagaga
acccaagagg
aaaaagcaac
cacaaaagaa
ccacgggaac
agacaaaaaa
gaaaaacaca
aggaggagcc
aaaggaacgc
gaaagggaag
agaggaaaag

ctcgag

gtaaaaggca
agcgccgaac
gtgaagaggc
ggaccaaacg
gtcagggaga
acgggcagaa
gtaaagcaag
aaaacccgaa
atgaaaggac
agccaaaaaa
atagacagag
acgaggagaa
atacgggcag
aaaacccacc
ctagaacgca
aaacaaagga
ataaaaggaa

gaagaggaca

70

acgacgcgca
ggatacgegg
caaaagagca
cgatggcaga
aaagggcaca
acataaaacc
cagaacaaga
ccgtgeggaa
aagagagaac
aagtaagaaa
ggaacagcgyg
acgtgaaaac
ggcgaggaaa
acatcacgcg
aaggcgaaaa
gcatcaaagg
acggaaaaaa

cactgaaaga

cgaggtcaga
gccaacacga
cagcatggag
cagagcgcag
gacactacga
caagagccga
gcacataagc
aggcgggcga
gaaagtccaa
gcaagacaaa
aaagatccca
cgagcggcaa
gaaaataggg
ggccgagage
gacgctgcga
gaagaaacaa
gaaactcgcg

gcaccaggag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1106
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REIVINDICACIONES
1. Una composicién que comprende:
(a) una primera sonda nanoinformadora etiquetada de manera Unica que comprende:
(i) una region especifica de un objetivo Unico;
(i) una region que comprende un Unico nanoinformador designado

en la que dicho nanoinformador comprende una cadena principal de acido nucleico de disefio Unico de cadena
sencilla, comprendiendo dicha cadena principal una pluralidad de regiones de fijacion de la etiqueta disefiadas
covalentemente unidas entre si en una combinacion lineal Gnica, en donde cada region de fijacion de la etiqueta de
cada cadena principal se selecciona individualmente y es diferente de las otras regiones de fijacion de la etiqueta en
esa misma cadena principal,

en la que las regiones de fijacion de la etiqueta se seleccionan de una poblacién de secuencias de polinucleétidos
disefiadas racionalmente,

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

en la que cada regién de fijacion de la etiqueta tiene un contenido de G/C de aproximadamente 50%, y la secuencia
complementaria de polinucleétidos tiene una relacion de G/C de al menos aproximadamente 1/1 o aproximadamente
3/2,

en la que cada nanoinformador tiene una sefial detectable que la distingue de otros nanoinformadores en dicha
composicion; y

(b) una segunda sonda que comprende

(i) una regidn que se une selectivamente a la molécula objetivo y en un sitio diferente de la region especifica objetivo
Unica de la primera sonda; y

(i) una etiqueta de afinidad.

2. La composicion de la reivindicacion 1, en la que dicha pluralidad de regiones de fijacion 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,
10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 y 24.

3. La composicion de la reivindicacion 1 o 2, en la que,

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

(b) las regiones de fijacion de la etiqueta comprenden un patréon regularmente repetido de bases de adenina v,
opcionalmente, las bases de adenina estan separadas al menos cada 8 a 16 bases nucleotidicas, o

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

4. La composicion de la reivindicacion 1 o 2, en la que la secuencia complementaria de polinucleétidos comprende
una secuencia de polinucleétidos de ARN.

5. La composicion de la reivindicacion 4, en la que,
(a) la secuencia de polinucleétidos de ARN comprende al menos una base de uracilo modificado con aminoalilo,

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

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

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

7. La composicion de la reivindicacion 1 o 2 que comprende ademas una region constante, en la que la region
constante comprende una pluralidad de secuencias repetidas de nucleétidos.
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8. La composicion de las reivindicaciones 1 o 2, en la que la temperatura de fusién (Tm) de dichas secuencias
complementarias de polinucleétidos cuando se hibridan con sus regiones de fijacion de la etiqueta es de
aproximadamente 80°C o superior.

9. La composicion de la reivindicacion 1,

en la que cada region de fijacion de la etiqueta comprende aproximadamente 800 a 1.300 bases nucleotidicas.
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 regioén unica especifica del objetivo; y

ii) una regién que comprende un Unico, nanoinformador disefiado,

en la que dicho nanoinformador comprende una cadena principal de acido nucleico de disefio Unico de cadena
sencilla, comprendiendo dicha cadena principal una pluralidad de regiones de fijacion de la etiqueta unidas
covalentemente entre si en una combinacion lineal Unica;

en la que cada region de fijacion de la etiqueta se selecciona individualmente y es diferente de las otras regiones
seleccionadas de fijacion de la etiqueta en la cadena principal;

en la que cada region de fijacion de la etiqueta se hibrida con una secuencia complementaria de polinucleétidos que
tiene unida a la misma una o mas moléculas detectables;

en la que las regiones de fijacion de la etiqueta se seleccionan de una poblacion de secuencias de polinucleétidos
racionalmente disenadas;

en la que cada secuencia complementaria de polinucleétidos ha designado una molécula detectable especifica;

en la que cada regién de fijacion de la etiqueta tiene un contenido de G/C de aproximadamente 50%, y la secuencia
complementaria de polinucleétidos tiene una relacion de G/C de al menos aproximadamente 1/1; y

(c) una segunda sonda que comprende:

(i) una regién que se une selectivamente a la molécula objetivo y en un sitio diferente de la region especifica Unica
del objetivo de la primera sonda; y

(i) una etiqueta de afinidad; y

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

11. El método de la reivindicacion 10, en el que cada regiéon de fijacion 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, 10, 11, 12,
13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 y 24.

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

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

14. La composicion de la reivindicacion 13, en la que la etiqueta de afinidad es biotina.

15. La composicion de la reivindicacion 13, en la que la etiqueta de afinidad es digoxigenina.
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Figura 4A Figura 4B
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40 informadores de 2 muestras 'representativas”:

Muestra 1, M13 vs DV1 Muestra 2, M13 vs DV1
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Correlacién del 89-96% entre los dos sistemas, con un aumento mayor a 100 veces en la sefial con DV1

Figura 6

78



Conteos

IR e

. .

ES 268431713

Expresion de GusB

1

2R 4 £ 8 T 8 § 0TI a5 10 1Y 18 10 20 31 P2 20 24 35 S0

Numero de la muestra

Figura 7

79

XTI SueR
et sl



ES 268431713

Informadores validos
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ABRGCTTGGCCACACAGCTTGACTATTCTATACTCTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTCT
TTCCTGTETGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACRACATACGAGCCGERAGCATARAGTCTARAGCCT
GGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGT CGGGARACT
TGTCGTECCAGCTGCATTAATCAATCGGCCAACGCGCGEECAGAGGLCETTTGCGETATTEGGCGCTCTTCCG
CTTCCTCGCTCACTGACTCECTCCGCTCEGTCRTTCGGCTGCAGUCACCGETATCAGCTCACTCAAAGGLGE
TAATACGGTTATCCACACAATCAGGGGATAACGCAGGARAGAACATGTGAGCAARAGGCCAGCAAAAGGCCA
GGAACCGTARARAGGCCCCGTTGCTGGCGTTTTTCCATRGGCTCCCCCCCCCTGACGAGCATCACAAARATC
GACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAALGATACCAGGCCTTTCCCCCIGGAAGCTCCC
TCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGUTITACCGGATACCTGTCCGCCTTTICTCCCTTCGGRARGCET GG
CGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGETATCTCAGTTCGETGTAGGTCGTTCGCTCCARAGCTCGGCTGTGTGC
ACGAACCCCCCGTTCAGCCCGRCCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCARCCCGGTARGAC
ACGACTTATCGCCACTGCCAGCAGCCACTGGTARCAGEATTAGCAGAGCGAGCTATGTAGGCGGTGCTACAG
AGTTCTTGARGTGGTGGCUTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGETATCTGCGUTCTGCTGARGT
CAGTTACCTTCGGAARAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGETAGCGGTGGTTTTT
TTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAARRAAAGEATCTCARGAAGATCCTTTBATCTTTTCTACGGGGT
CTGACGCTCAGTGGAACCAARACTCACGTTAAGCGATTTTGOTCATCACGATTATCARAAAGGATCTTCACCT
AGATCCTTTTAAATTAAAAATCARCTTTTARATCARTCTAARGTATATATCAGTARACTTGCT CTGACACTT
ACCAATGCTTAATCAGTCACGGCACCTATCTCAGCGRTCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCC
CCGTCOTGTAGATAACTACGATACGEGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTECTGCAATGATACCGCGAGACT
CACGCTCACCGGCTCCACATTTATCAGCARTAAACCAGCCAGCCGGAAGGECCEAGCGCAGAAGTGGTCCTG
CAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCOGGARGCTAGAGTAAGTAGTICGCCAGTTAATA
GTTTGCGCARCGTTGTTCCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCETTTGGTATGECTTCATTCA
GCTCOGGTTCCCAACGATCARGGCGAGT TACATGATCCCCCATGTTETGCARAAAAGCGETTAGCTCCTTCG
GTCCICCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGECCGCAGTGITAT CACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATARTT
CTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTEACTGGTGACTACTCAACCAAGTCATTCTGAGRAT
AGTGTATGCGGCGACCEAGTTGCTCTTGCCCAGURTCAATACGGEATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTT
TARAAGTGCTCATCATTCGRARACGTTCTTCGGGACCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTATTCAGATCCA
GTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAG
CAARAACAGGAAGGCARARATGCCGCARAAAAGGGRATAAGGGCGACACGGARATCTTGRATACTCATACTCT
TCCTTTTTCRATATTATTGAAGCATTTATCAGGETTATTGTCTCATGAGCGGATACRTATTTGAATGTATTT
RGAAAAATAARCAAATACGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTARGARACCATTA
TTATCATGACATTAACCTATARAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTCCCGCGTTTCGGTGATGACG
GTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGETCACAGCTTETCTCTAAGCEGATGCCGGGAGCAGAC
AAGCCCGTCAGGGCGUETCAGCGAETETTGGCEEGTGTCGOEGCTEECTTAACTATGCOOCATCAGAGCAGA
TTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTCTGARATACCGCACAGATGCGTARGCAGAAAATACCGCATCAGGA
AATTGTARGCCTTAATATTTTGTTARAATTCGCETTAAATTTTTGTTARAATCAGCTCATTTTTTAACCRATA
CGCCGARATCGGCARRATCCCTTATARATCAARAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTG
GAACAAGAGTCCACTATTAAAGRACGTGCGACTCCAACGTCARAGEECGAARAACCETCTATCAGGGCGATGG
CCCACTACCTGAACCRTCACCCTAATCAAGTTTTTTGGOOT CGACGTGCCETRAAGCACTRAATCCGGARCCC
TAAAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGEARAAGCCGECGRACGTEGLEAGARAGGARGGGAAGARAGC
GAAAGGAGCGGECGCTACGECGCTCGCAAGTGTAGCGETCACGCTGCGCOTAACCACCACACCCELCGLGCT
TAATGCGCCGCTACAGGECGCGTCCATTCECCATTCAGGCTGCGCAACTGTIGGCAAGGGECGATCGGTGLGG
GCCTCTTCECTATTACGCCAGCTCGCGARAGGGECGATGTGCTCGCAAGGCOATTAAGTTGGGTAACGCCAGGG
TTTTCCCAGTCACGACGTTGTAARRCGACGGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATACCGCGAATTAGTG
GATGAGAAGACCTGCAGAAAGRATTC (SEQ ID NO:27)

Figura 9
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espaciado de 8

TCTAGAGAGARAGGCTACGARAGATCCGGACATCAARAGATCARAACATGCGGAGATCGAT
ACATCCARARRTGAACAGATRAACAGGATCAGAGGGTCAAGAAGTGARACCATCGAGGAGT
CGCAGACTACGAAGATGGACAAGTGAGCAACAGCTGCGATGGAGAACTAAAGGAGTCGGE
AGGTACGGCAGTGAAGRAATGTGCACATGARAAGCTGCCCGGGTGCGCAACTGGAGGALT
AGARGAATGGCACACTGACCCGGTCACGAGCCTGAGCAGCGTGCGACGARTAGCGCGATAGGS
AGGTAACCCGATGGCGGACTARAGAGATACGGACATGGACGGATAGGAGAGTCGCARGAT
GGAAGGATCACAAAGTGAGCCGGTCCARGCATRACGCGGGTARRCGGATCAGRACGTARAG
CGGTGGAMARLTACCCGAGTAGGAAGATAGCAARATACCCAGGTCGAGCGATAGCCCACT
CGGCGAGTCCAAAACTGARRAARTGGAGAGATGAGACACTAGCGGCATCGGACAGTAGAG
CAGTGAACGCATCAGAGAGTAGARAAGTGAAGAACTGCGACGGTGARACCATARCAGAGT
CAGAGGGTACACCCATACGRCCCTACCGCARATACRAGGCTAAGACGGTCAGRGGATGGAC
GGCTCGCGRACTCACGCCGTGCCRAAGTGAAGAAGTACCAARATAGGRGCGTARCGGCGT
AGRAGAGGTAGACGAGTGAGACGGTGGGCAGCTCCCRAGGTCCGAGCATGGACAGGTGGCA
AARATCCAGCGGTCAGARACTACGAGACTGGCCGGATGARGAAATARGGCGCTAGAGAGAT
ACGGGAGTGACARGATGGACCACTAGCGRAGTCGGAGGGTGARGACGTGAACARCTAGAL
CAGTACGGCACTAGCAGAATAGACCGATGAAARCCTGARRAGATARCAGAGTGAAGGCAT
CGGAGGGTCGAGAAGTAAGAACGTCGAGCCATACACGARTAARGCAGTACRAGGGTGGAL
AMRATGRGGAAATCGGGAGCETCCCACCCTCARARCGTACGCGCAGGTGAACCAGTGGGAGAGT

CAACCAATACGARAGATGCCAGGATCC (SEQ ID NG:z28) Figura 10A

espaciado de 10
CCATGGGARARTGAGAGCCGCTCGACAAGGATAARGARARGTCGCCCARCATCCGCCALG
CTRAGCGLCCUTAGGAGCCGGTAAAUAAGCATGAAGAAACATGCGAGGCAATGACACAAR
CTCCAGGCGGGTGGAAAAGACTCGACGGAGATCCCACGCAATAGCCARACCTGGAAGAGA
GTGGARGCAARATAGGAARCAGTAGAGCARAATGCCECAGGATAGRARRCAGTGGCGCGCA
ATAAGCAGGAATARAGCACAATAAAAAGAAGTAAACCGCACTARARCAGCATCCAGACCG
CTGRARAGARATGGCGGCGARTGARAAAAAGTCACAACCEGTGCARCARCCTGRRAARRGS
GTAGAGAGCCCTCCCGGGCAATAAARGACGGTAAGAGGAAATCCCGAARAGTGCARARAG
GTCAAARCGGGTGCAACAAARTGCCAAGGCGTGCAAGARACTGAGGRCGGATARRAGACA
ATGCGGACGGGTACGACRCCGATAAGGAARGATAAGGCGAAGTAAARAGCCGGTGCCGGCARA
ATACAACAGGCTGCCCAGAAGTACCGAGCGCTAGGCGGGAATGAGCGAGGGTAARRGAGA
ATACACAACCCTGCRAGRAAGTCCGGGAAGCTAGGACCGGATACAGAGGARTARGGAAGG
GTACRCRGCAATACGAGCAGATGAACGAGCATACCAGAGAGATATCAGGCCTAARAMACG
GTARCAAGAACTAGGAGGAGGTGCGARGGCCTGGACCAAAATGGGACGARGTAGGAGGGA
ATACACRRCGATGGGACGAGATAGAGCCGGGTAGGCCAAAGTAGCACGGGATACCACAGA
ATACAGCGACGTACCGGARAAGTAGGAGAGACTGGAARCCCETARGCGCAAGATAAGCGAGG
GCTAGCAGAACTARAACAGACTGAACACGGATCAAGGCGAGTAGGCACGAGTACACGCCG
ATACGGACAAGTAGGCCGCAGTACGGAGRAGTARACAGGGATGAGAGACAGTGARCAAGG
CTGAGACGAAATCACAGCAARTACAACARAGTAGCGGCARATARACGGGAGTGGRACGCG
ATARGCCAGGAAGTGACGGACAGCATGC (SEQ ID NO:29) Figura 10B

Figura 10
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espaciado de 12

GRATTCGAGTACCACCTGATGAGCAGCAAGETARACGGCGAAGATGARARAGARRAATGGE
CGGCACGTACAARAAAGGATGGCACCAGACATAGARGAGGAGCTCAGCAARCGGCTGGR
AGCGAAGTCCCAGGAAGCCTACCAAGGACACGATATCAAAGARATAACGARACAAACTGAC
BAGCGCETCGGAAGCGACGTACARGUGGUAATGGCAGAGAGAGTARARCARACAGTGAA
CCAACAATARACGCCCAGGTAGGGCGAARGGTARACAAARGGATCGARRGACGAGTAAC
CGGGAGATGGRRRCAACGGTGCGARARCCAGTCGRAARAMGGGAGTCCARAGCRACCATGAR
ACCACAATACGACACACCCTGGGAGGACACGTCGGAGGAGCCGGTACGARGCAGGGTACA
GACAACATGCAAACAGAGGTARAGGARCCGATARAGARCGACATGGAAGGAAACGTAGE
ACCCGARGTAGAGGAACGGATAGCGAACGACGTGCARCGCCACCTAGARCGAGRRGTCGC
AGGGRRATABACGGAGAGGTCCCACGGUUGATGAGCAGAAAAGTGGARARAGGACTTGAR
AGRAARATGAGGACCACAATAAAGGACGGARTAARARACACACTCCCAGAGGARATACA
COAGARATAGGGARCAGGATGCARAGRAGCATCAGARAGECAGTIGCCRARAGGGAATCGE
CGCAAGCTARAGACAGGCCCTAGACCGCCARGTARACCARCAACTCGGAGGGCGARTCRG
CCCACCATGCAGAGCARAATARGAGACCAGATGCGCGGCAACCTGAGRCCGARCCTAAA
GAAAGGATAGAGGGAGAGGTCCARGARACCATGGCGGGCACCATGAGARAGGARGTCAR
GIGCACCTAGCAACACAGATACCACGAGACATCGARGCGRAGATACGGARAAAGCTGGA
RGGGCARTGRACAGRAAAGCTACGGARAGAAGTCAAGGACACRATGAGGGAGCARGTCGR
AGCGAGGTGGCCCGCCARATAGGAGCAACAATGCGAGGCCAAGTGEGCACAACGATGAR
GACCAACTAACACAGCCACTTCTAGAGTGCACGCATCCCTCGAGGGTACCAACCATGGA

GCTAGCAAGCATGCARACTGCAGAAGCTT (SEQ ID NO:30) Figura 11A

espaciado de 14
CTCCGAGGARAGACAGAGGGTAGCAGGCCACAGATCAAGGCGGCGARATGGCCCGGAGCA
GTRAGCACCACACGGTCACCAAGAGAGAATCAGAAGAGGCARAGTAAARRAMAGCGCGTA
GGCACCCARGGTGGACGCRCARCRGTCACGGGAAAGRAGTCGARGGCGGGCGCTCAGRR
AGCGAAGTACACRACCAGACGGTACCGGARCACGATGCGCCARCAAGAATCAGCGGAARL
RCATACCGGCGGACGGGTCGARACACGARAATGAAACCGCAGRAGTRARAGAGARARGGE
CGCRAGGARGAGGATCAAGACAGARRRATCGACAAAGCAARGTGGACCCGRAGRAGATCGA
AAGARAGCACTCAGGACAGCTGAATCGCACAGACACGGTGACRAGACCARAATCGACGAL
ACCGATAAGCGAAAMMAGATACCGGCGAGCGAGT CGAGAACACGRAAGTCAAGGCGCARLG
ATAGAGCAAACGAAGTAAACAGCACAGAATAGGAAGGGCAAAGTCGGAGAGARAAGGLCTC
GARCCGACGACTGCACCGAACRACGTGGGAGCCCACGGCTACRRAACGCCAGATCGARC
CCAGGAGTCGAAGAACARRRAGTARCGGCGCAGARATAGAGAGAGGAGGCTAAAGCGGAR
CAGTGAAGGAARAAGAARTARCGGGCCCAAGGTGAAGARARRGRAGTGGCACGARCGGAC
ACAGCCCAGCAACTGEGCAAAAGCGGCTGACGAGARACAAGATAGAGAACCAGGAATGAC
AGACACAGATAGAAGACAAACACTGCGGACAGGCARGTAAGAGAAGGAMAN T ANAGTGH
AGAAGTAGGCCGCCCGARATGCARAAGAAARAGTGACACAGAGARAATGACCEGCGGGA
GTAACACGCCCAGGATCACGGAGCACCAATAGALARARACACGTAGGAGAGGGARCATC
GGACAAGACAATCCCAACCCGAAGATAARCACCEAGAGGTAGACAGCGCAGACTGGAGE
ACAGCCGTGGAAAGGGARAGGTACGCAAACGGACCTARRARRARACARAGTCAGGGAAAR
GGCTAACGGARCAAAGCTGGCCATGE (SEQ ID NO:31)
Figura 11B

Figura 11
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espaciado de 16
GRATTCTCTAGAGTRCACGEATCOCTCGACGGTACCARCCATGEARGO TAGCARGCATSEC
GAGGHAAAGCAAGGAMAATGAAGAACGRAGC GEETCGAACASGGAAGAC ATAAAARMOAGS
B AT A AT ARG GG AATGRCAC AR AT AA GG TAGCGRAGECACGIACGTAAGRGG
CRCOEAGRELTGAAAGAARAAGRGRATACGCAGAGRGGGCASTEAGGUAGGGARACGRTGA
GLAGACGACGGEATGL T AGC AGCGAARGUTGAGAAGAAGRGACCCTCAARAAGCAASAGR
ATANGANAGCCAAAGC AT ARAAGARAAGLCCAATCAAGGARAC GLGCECTAGRNGACTGA
GACAGTGAGMCGAGCAC AC GO TAARAMGAGAGACAATCCAGRALGANGACAC TGEGAC AR
CAGACCCGOTACCACCAGAGGRCARTCAALCOLOGACSGUATARRGUCCAMCGOCTIAL
GACGGGCCARCGATRANGGAAGACGANGGTCANS GO S ANGGOAL TCCAGIANC ACAGAC
ATAAAGRAAMAAMGARATGHCAGCCGCACRAGC TGAGRCGGGACCGCAGTGCCAGRAGARNG
AGACGTGUGEAMAMAGAGRAGGTOGOGC RACACGGGEOGTGRACCSGACAARGGATEGGAAN
ACGACCGGATGOAGAGCGCCCASACTC AGAAACGGARSAGAT CARRCCCACANADACTOG
R AR GEAGGACTOC SGAARCAC AL R TAL ACC AU TEECEARTAGUGGACGARCEGA
ATAGACCCCCARAGRA N TECECAGAGGACRCCCOTACASGAGGEACGHEATAGUGARGERRC
CAACGTGCGARRAGARL CGECATARRACACARAGGCAA T AGTACAC AGLARALRTAGAGRAG
ACARCGACGTAGALAGAGEEASAUG ICGCAARALACUGEEITAGAGGAGEALCALCATAG
CRAGACACTAAGCA 'EAAGCAACGHAGAAGTCACAC AAAGASACAG TCGAANAGUARL DR
ATAGCCCAGCAAGCGAATACCCAADARGAAGAGTOAATAGCAGALAGAGTCCAAGEAGRA
GOAAGTACACAAGACARRAGOGTACCACACACAACD BATOOACOSGCAGGGAAATGCGARM
CAGAGAGGATEAGRASATCTARLATGCATCEPOTGTCTGATGTTOGETCTETGTGEATGTTG
GTCTETGTEATETTGETCTETGTCATCTTCTGCAGAASCTT {SEQ 1D MO:32)

Figura 12A
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GEATCOGACGHGAACAAAGAGAARGUATAAGTAAARGGCARCGALGUGCACGAGH TCARGS
ACGCAAACAGEARGAAGAA TGCAACARAGEAGCGCCCARCSGATACGUGEGECCARCACGA
AGAGGANTGAAAGGHFAAACGALAL AAAARAGTEAAGABGUCARAAGAGCACAGCAY GLAG
GAAGCCACGGLCGARAMAC TACACCGCGAAGGACCAARCGCGATGGCAGACAGAGCGUAG
ACAGGEATAGAGCCACCCAGGAAGCACGCAGTCAGGGAGRAARGGGCACRGACACTACGA
ARAAGGECGACARGAGGGE TEGEAGACGGAACGEGCAGAAACATARARCCCAAGRECTGA
CCAGARGTAARAGGCGATATCAACACAGACG TARAGLAAGCAGARCARGAGCACATARGE
AAGAAGGRGAGGRGACACO TACCAGAGAGAARRRCCCGRACCETGCREARAGGCGGGIGA
GARGGGATAMNAGAGC ACGARCCCARGAGEATGNALCGACAAGAGAGNACGRARAGTCOAR
CACAGARAGGOCAAAGGARTARRRAGC AACAGCC ARBAAAAGT ARGANRGO AAGACAAR
GCGAGRATGAMANGCGANGGCACAMAAGAALTAGACAGAGGEAACAGCGGARAGRTCCCR
CGEGCGACAGCARCCGGAC TCCACGGEAACACGAGGAGARACGT GAAMACTGAGEGGCAR
CCUAGRCTCAGCGGARCAGRAGAC MARARAATACGGGCAGSCCOAGGAARGARARTAGEG
CCAACAANAAGGAAGCAGATGAAARRCACAARAACCCACCACATCACGCGGUCCTAGAGT
RGCRACGTGEGCAGCACGAGGAGGAGEAGCLC TAGAACGCALAGH CGAARAGACGUTGLGA
CGTACCGGELCRAAAGAARATAAAGGAMCGCAAACARAGGASCATCAARGEGAAGAARLAA
ARGRAAATAARARAGGAGAAGAAAGGEARCATARALGGA PACGERARAARGARACTCGCG
ACAARGACGGCAGUARAGGTAGAGGAARRCGAACAGGACACACTGARAGAGCACCRGGAG
ARAGACOTAGCAGAAGURACGOTOGAS  (HEQ 1D NO:33)
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