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DESCRIPCION
Ensayos para la deteccion de una sola molécula y uso de los mismos
Antecedentes de la invencion

La invencion se refiere a métodos para detectar una variacion genética en una muestra genética de un sujeto. La
deteccion de una variacion genética es importante en muchos aspectos de la biologia humana.

Compendio

La invencion se refiere a métodos para detectar una variacion genética en una muestra genética de un sujeto. La
invencion se refiere adicionalmente a métodos para detectar una variacion genética en una muestra genética de un
sujeto utilizando sondas marcadas y contando el nimero de marcas en las sondas.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 representa miembros de una matriz ilustrativa que comprenden comparfieros de union, etiquetas,
etiquetas de afinidad, sondas de etiquetado, conjuntos de sondas y/o conjuntos de sondas ligadas descritos en la
presente memoria sobre un sustrato.

La Figura 2 representa un histograma normalizado de la intensidad de la sefial medida tanto de muestras con una
sola marca como en anticuerpos con multiples marcas.

La Figura 3 representa los perfiles de blanqueo promedio de varias marcas.

Las Figuras 4-13 muestran los graficos de intensidad de marcas integradas a lo largo del tiempo para varias marcas
Alexa 488.

La Figura 14 representa el espectro de excitacion y el espectro de emision a través de una operacion convencional
cuando se logra la excitacion de un fluoréforo iluminando con una banda espectral estrecha alineada con los
maximos de absorcion de esa especie.

La Figura 15 representa el espectro de excitacion y el espectro de emision a través de la interrogacion con varios
colores de excitacion y bandas de emision recolectadas diferentes de (o ademas de) el caso para la operacion
convencional.

La Figura 16 muestra los resultados cuando se recoge la luz de estas diversas configuraciones para la generacion
de imagenes, p. €j., varios filtros de emision, y se compara con los valores de calibracion para los fluoréforos de
interés.

La Figura 17 muestra los resultados recopilados con varias referencias, incluidos aquellos con un perfil de emision
plano (Contaminante 1; triangulos) o un perfil ponderado en azul (Contaminante 2; estrellas).

La Figura 18 representa bandas de excitacion significativamente diferentes de dos fluoréforos.

La Figura 19 representa un diagrama de flujo del sistema ilustrativo.

La Figura 20 representa un diagrama de flujo del sistema ilustrativo que incluye varios métodos para analizar datos.
Las Figuras 21-46 representan conjuntos de sondas ilustrativos descritos en la presente memoria.

Las Figuras 47 y 48 muestran los patrones de fluorescencia resultantes cuando los productos contienen secuencias
de etiquetas de afinidad unicas y el sustrato subyacente contiene complementos para cada una de las etiquetas de
afinidad unicas dentro de la misma ubicacion (p. €j., como el mismo miembro) sobre un sustrato.

Las Figuras 49 y 51 muestran los patrones de fluorescencia resultantes cuando diferentes productos contienen
secuencias de etiquetas de afinidad idénticas y el sustrato subyacente contiene el complemento de la etiqueta de
afinidad.

Las Figuras 50 y 52 muestran las ubicaciones ampliadas de las Figuras 49 y 51, respectivamente.

Las Figuras 53 y 54 muestran los patrones de fluorescencia resultantes cuando los productos contienen secuencias
de etiquetas de afinidad unicas y el sustrato subyacente tiene una ubicacion (p. €j., como un miembro) que contiene
el complemento de un complemento de etiqueta de afinidad, y otra ubicacién separada (p. €j., como otro miembro)
que contiene el complemento de la otra etiqueta de afinidad.

La Figura 55 representa dos conjuntos de sondas; un conjunto de sondas para el Locus 1 y un conjunto de sondas
para el Locus 2 - aunque como se mencioné anteriormente, se pueden disefiar multiples conjuntos de sondas para
cada locus gendémico.
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La Figura 56 representa el flujo de trabajo de procedimiento que se aplicaria a la coleccion de conjuntos de sondas.
La Figura 57 representa una versién modificada del flujo de trabajo de procedimiento ilustrado en la Figura 56.

La Figura 58 proporciona un ejemplo de como las sondas producto para el Locus 1y el Locus 2 pueden etiquetarse
con diferentes moléculas marcadoras.

La Figura 59 proporciona evidencia de que las sondas producto que representan una multitud de ubicaciones
gendmicas para un locus se pueden generar de una manera especifica de enzima ligasa utilizando el procedimiento
de hibridacion-ligacion.

La Figura 60 proporciona datos que indican que los conjuntos de sondas se pueden utilizar para detectar cambios
relativos en el estado del nUmero de copias.

La Figura 61 proporciona evidencia de que se pueden utilizar mezclas de sondas producto para generar datos
cuantitativos de micromatrices.

Las Figuras 62-64 ilustran modificaciones del procedimiento general descrito en las Figuras 55 a 58.

La Figura 65 representa una realizacién adicional del procedimiento modificado descrito en la Figura 62.

La Figura 66 representa otra realizacion mas del procedimiento representado en la Figura 65.

La Figura 67 representa conjuntos de sondas ilustrativos utilizados en los métodos descritos en la presente memoria.

La Figura 68 representa conjuntos de sondas ilustrativos utilizados en los métodos descritos en la presente memoria
cuando se someten a ensayo translocaciones que tienen puntos de ruptura conocidos.

La Figura 69 representa conjuntos de sondas ilustrativos utilizados en los métodos descritos en la presente memoria
cuando se eligen como diana mutaciones en los SNP.

Descripcion detallada de la invenciéon

Los métodos descritos en la presente memoria pueden emplear, a menos que se indique lo contrario, técnicas
convencionales y descripciones de biologia molecular (incluidas las técnicas recombinantes), biologia celular,
bioquimica y tecnologia de micromatrices y secuenciacion, que estan dentro del conocimiento practico de los
expertos en la técnica. Tales técnicas convencionales incluyen sintesis de matriz polimérica, hibridacion y ligacion de
oligonucledtidos, secuenciacion de oligonucledtidos y deteccion de hibridacion utilizando una marca. Se pueden
tener ilustraciones especificas de técnicas adecuadas mediante la referencia a los ejemplos en la presente memoria.
Sin embargo, también se pueden utilizar, por supuesto, procedimientos convencionales equivalentes. Tales técnicas
y descripciones convencionales se pueden encontrar, por ejemplo, en Kimmel y Oliver, DNA Microarrays (2006)
Elsevier; Campbell, DNA Microarray, Synthesis and Synthetic DNA (2012) Nova Science; Bowtell y Sambrook, DNA
Microarrays: Molecular Cloning Manual (2003) Cold Spring Harbor Laboratory Press. Antes de que se describan las
presentes composiciones, herramientas y métodos de investigacion, se debe entender que esta invenciéon no esta
limitada a los métodos, composiciones, objetivos y usos especificos descritos, ya que, por supuesto, estos pueden
variar. También se debe entender que la terminologia utilizada en la presente memoria tiene el propésito de describir
solo aspectos concretos y no se pretende que limite el alcance de la presente invencion, que estara limitada
solamente por las reivindicaciones adjuntas.

La presente invencion se define en la reivindicacion independiente 1 y ciertas caracteristicas opcionales de la misma
se definen en las reivindicaciones dependientes. En la medida en que los términos "invencion”, "ejemplo", "aspecto”
y "realizacion” se utilizan en la presente memoria, esto se interpretara de tal manera que la Unica proteccién buscada

es para la invencion reivindicada.

La invencion se refiere a métodos para detectar una variacion genética en una muestra genética de un sujeto. La
variaciéon genética en la presente memoria puede incluir, pero no se limita a, una o mas sustituciones, inversiones,
inserciones, deleciones o mutaciones en secuencias de nucledétidos (p. €j., ADN y ARN) y proteinas (p. €j., péptido y
proteina), uno o mas alelos raros, polimorfismos, polimorfismos de un solo nucleétido (SNP), polimorfismos
genéticos a gran escala, tales como inversiones y traslocaciones, diferencias en la abundancia y/o el numero de
copias (p. €j., variantes del numero de copias, CNV) de una o mas moléculas de nucleétidos (p. €j., ADN), trisomia,
monosomia y reordenamientos genémicos. En algunas realizaciones, la variacion genética puede estar relacionada
con metastasis, presencia, ausencia y/o riesgo de una enfermedad, tal como cancer, variabilidad farmacocinética,
toxicidad del farmaco, eventos adversos, recurrencia y/o presencia, ausencia o riesgo de rechazo del trasplante de
organos en el sujeto. Por ejemplo, los cambios de numero de copias en el gen HERZ2 influyen en que un paciente
con cancer de mama responda o no al tratamiento con Herceptin. De manera similar, la detecciéon de un aumento en
el numero de copias del cromosoma 21 (o 18, o 13, o cromosomas sexuales) en la sangre de una mujer embarazada
puede ser utilizada como un diagndstico no invasivo para el sindrome de Down en un feto. Un ejemplo adicional es
la deteccion de alelos de un érgano trasplantado que no estan presentes en el genoma del receptor - la verificacion
de la frecuencia, o el numero de copias, de estos alelos puede identificar signos de rechazo potencial del 6rgano. Se
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pueden utilizar varios métodos para detectar tales cambios (p. €j., tPCR, secuenciacion y micromatrices). Uno de
los métodos consiste en contar las moléculas individuales marcadas para detectar la presencia de una mutacion (p.
ej., mutacion EGFR en el cancer) o un exceso de una secuencia o region genémica especifica (p. €j., el cromosoma
21 en el sindrome de Down). El recuento de moléculas individuales se puede realizar de varias maneras, siendo una
lectura comun el depdsito de las moléculas sobre una superficie y la generacion de imagenes.

Ademas, la variacion genética puede consistir en mutaciones genéticas de novo, tales como mutaciones de base
Unica o multiple, translocaciones, amplificaciones y deleciones subcromosémicas y aneuploidia. En algunas
realizaciones, la variacion genética puede significar una secuencia de nucledtidos alternativa en un locus genético
que puede estar presente en una poblacion de individuos y que incluye sustituciones, inserciones y deleciones de
nucledtidos con respecto a otros miembros de la poblacién. En realizaciones adicionales, la variacion genética puede
ser aneuploidia. En otras realizaciones adicionales, la variacion genética puede ser trisomia 13, trisomia 18, trisomia
21, aneuploidia de X (p. €j., trisomia XXXy trisomia XXY), o aneuploidia de Y (p. €j., trisomia XYY). En realizaciones
adicionales, la variacion genética puede estar en la region 22q11.2, 1q21.1, 9934, 1p36, 4p, 5p, 7q11.23, 11q24.1,
17p, 11p15, 18q o 22q13. En realizaciones adicionales, la variacion genética puede ser una microdelecion o una
microamplificacion.

En algunas realizaciones, la deteccion, descubrimiento, determinacion, medicion, evaluacion, recuento y valoracion
de la variacién genética se utilizan de manera indistinta e incluyen determinaciones cuantitativas y/o cualitativas, que
incluyen, por ejemplo, la identificacion de la variacion genética, la determinacion de la presencia y/o la ausencia de la
variacion genética, y la cuantificacion de la variacion genética. En realizaciones adicionales, los métodos de la
presente descripcion pueden detectar mdltiples variaciones genéticas. El término "y/o" utilizado en la presente
memoria se define para indicar cualquier combinacién de los componentes. Ademas, las formas singulares "un",
"uno”, "una" "el" y "la" pueden incluir, adicionalmente, referentes plurales, a menos que el contexto indique
claramente lo contrario. Asi, por ejemplo, la referencia a "una regién nucleotidica" se refiere a una, mas de una, o
mezclas de tales regiones, y la referencia a "un ensayo" puede incluir referencias a etapas y métodos equivalentes
conocidos por los expertos en la técnica, etcétera.

"Muestra" significa una cantidad de material de una fuente biolégica, ambiental, médica o del paciente en la que se
busca la deteccion, medicion o marcaje de los acidos nucleicos, péptidos y/o proteinas diana. Por un lado, se
pretende que incluya un espécimen o cultivo (p. €j., cultivos microbiolégicos). Por otro lado, se pretende que incluya
muestras biolégicas y ambientales. Una muestra puede incluir un espécimen de origen sintético. Las muestras
ambientales incluyen material ambiental, tal como muestras de materia superficial, suelo, agua e industriales, asi
como muestras obtenidas de instrumentos, aparatos, equipos, utensilios, elementos desechables y no desechables
de procesamiento de alimentos y productos lacteos. "Muestra genética" puede ser cualquier muestra liquida o sélida
con informacion bioldgica hereditaria y/o no hereditaria codificada en las secuencias de nucledtidos de los acidos
nucleicos. La muestra se puede obtener de una fuente, que incluye, pero no se limitan a, sangre completa, suero,
plasma, orina, saliva, sudor, materia fecal, lagrimas, liquido intestinal, muestras de membrana mucosa, tejido
pulmonar, tumores, 6rganos transplantados, feto, y/u otras fuentes. Las muestras genéticas pueden ser de un
animal, incluido un ser humano, liquidas, sdlidas (p. €j., heces) o tejido. Las muestras genéticas pueden incluir
materiales tomados de un paciente que incluyen, pero no se limitan a, cultivos, sangre, saliva, liquido
cefalorraquideo, liquido pleural, leche, linfa, esputo, semen, productos aspirados con agujas y similares. Ademas, la
muestra genética puede ser un material genético fetal de una muestra de sangre materna. El material genético fetal
se puede aislar y separar de la muestra de sangre materna. La muestra genética puede ser una mezcla de material
genético fetal y materno. Ademas, la muestra genética puede incluir secuencias genéticas aberrantes derivadas de
la formacion de tumores o metastasis, y/o firmas de ADN de donantes presentes en un receptor de trasplante. En
realizaciones adicionales, cuando la muestra genética es plasma, el método puede comprender aislar el plasma de
una muestra de sangre del sujeto. En realizaciones adicionales, cuando la muestra genética es suero, el método
puede comprender aislar el suero de una muestra de sangre del sujeto. En otras realizaciones adicionales, cuando la
muestra genética es una muestra de ADN sin células (ADNsc), el método comprende adicionalmente aislar la
muestra de ADN sin células de una muestra obtenida de la fuente descrita en la presente memoria. La muestra de
ADN sin células en la presente memoria significa una poblacion de moléculas de ADN que circulan libremente en el
torrente sanguineo, fuera de cualquier célula u organulo. En el caso de un embarazo, el ADN sin células de la madre
contiene una mezcla de ADN materno y ADN fetal. No se debe considerar que estos ejemplos sean limitantes de los
tipos de muestra aplicables a la presente invencion.

En algunas realizaciones, el método de la presente descripcion puede comprender seleccionar y/o aislar locus o loci
genéticos de interés, y cuantificar la cantidad de cada locus presente (por ejemplo para determinar el niumero de
copias) y/o las cantidades relativas de diferentes variantes de locus (p. €j., dos alelos de una secuencia de ADN
dada). La region, region de interés, locus, o locus de interés en referencia a un genoma o polinucleétido diana
utilizado en la presente memoria significan una sub-regiéon o segmento contiguo del genoma o polinucleétido diana.
Como se emplea en la presente memoria, region, regiones de interés, locus, o locus de interés en una molécula de
nucledtido se pueden referir a la posicion de un nucleétido, un gen o una porcién de un gen en un genoma, incluido
el ADN mitocondrial u otro ADN no cromosémico, o se pueden referir a cualquier porcion contigua de la secuencia
gendmica, esté o no dentro de un gen o esté o no asociada al mismo. Una region, region de interés, locus, o locus
de interés en una molécula de nucleétido pueden tener desde un solo nucledtido hasta un segmento de unos pocos
cientos o unos pocos miles de nucledtidos de longitud o mas. En algunas realizaciones, una regién o locus de interés
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pueden tener una secuencia de referencia asociada a ellos. La "secuencia de referencia" utilizada en la presente
memoria denota una secuencia con la que se compara un locus de interés en un acido nucleico. En ciertas
realizaciones, una secuencia de referencia se considera una secuencia de "tipo salvaje" para un locus de interés. Un
acido nucleico que contiene un locus de interés que tiene una secuencia que varia de una secuencia de referencia
para el locus de interés a veces se denomina variacion "polimérfica” o "mutante” o "genética". Un acido nucleico que
contiene un locus de interés que tiene una secuencia que no varia de una secuencia de referencia para el locus de
interés a veces se denomina "no polimérfico” o de "tipo salvaje" o "variacion no genética". En ciertas realizaciones,
un locus de interés puede tener mas de una secuencia de referencia distinta asociada con él (p. €j., cuando se sabe
que un locus de interés tiene un polimorfismo que debe considerarse un tipo normal o salvaje). En algunas
realizaciones, el método de la presente descripcion también puede comprender elegir y/o aislar péptidos o péptidos
de interés, y calificar la cantidad de cada péptido presente y/o cantidades relativas de diferentes péptidos.

En realizaciones adicionales, la region de interés descrita en la presente memoria puede incluir una "secuencia
variante genética consenso", que se refiere a la secuencia de acido nucleico o proteina, cuyos nucledtidos o
aminoacidos se sabe que aparecen con alta frecuencia en una poblacion de individuos que portan el gen que
codifica una proteina que no funciona normalmente, o en la que el acido nucleico en si no funciona normalmente.
Ademas, la region de interés descrita en la presente memoria puede incluir una "secuencia génica normal consenso”
que se refiere a una secuencia de acido nucleico, cuyo acido nucleico se produce en sus respectivas posiciones con
alta frecuencia en una poblaciéon de individuos que portan el gen que codifica una proteina que no funciona
normalmente, o que por si misma no funciona normalmente. En realizaciones adicionales, la regidon de control que
no es la region de interés o la secuencia de referencia descrita en la presente memoria puede incluir una "secuencia
normal consenso" que se refiere a la secuencia de acido nucleico o proteina, cuyos nucleétidos o aminoacidos se
sabe que aparecen con una alta frecuencia en una poblacién de individuos que portan el gen que codifica una
proteina que funciona normalmente o en la que el acido nucleico en si tiene una funcién normal.

Los métodos descritos en la presente memoria pueden producir mediciones altamente precisas de variacion
genética. Un tipo de variacion descrito en la presente memoria incluye la abundancia relativa de dos o mas loci
gendmicos distintos. En este caso, los loci pueden ser pequefios (p. €j., tan pequefios como aproximadamente 300,
250, 200, 150, 100 o 50 nucledtidos o menos), de tamafio moderado (p. €j., de 1.000, 10.000, 100.000 o un millén de
nucledtidos), y tan grande como una porcién de un brazo cromosémico o el cromosoma completo o conjuntos de
cromosomas. Los resultados de este método pueden determinar la abundancia de un locus con respecto a otro. La
precision y la exactitud de los métodos de la presente descripcion pueden permitir la deteccion de cambios muy
pequefios en el numero de copias (tan bajo como aproximadamente 25, 10, 5, 4, 3, 2, 1, 0,5, 0,1, 0,05, 0,02 0 0,01%
0 menos), que permite la identificacion de una firma muy diluida de variacion genética. Por ejemplo, se puede
encontrar una firma de aneuploidia fetal en una muestra de sangre materna donde la aberracion genética fetal se
diluye con la sangre materna, y un nimero de copias observable de un cambio de aproximadamente 2% es
indicativo de trisomia fetal.

Como se emplea en la presente memoria, el término "aproximadamente" significa modificar, por ejemplo, las
longitudes de las secuencias de nucleétidos, los grados de error, las dimensiones, la cantidad de un ingrediente en
una composicion, las concentraciones, los voliumenes, la temperatura del procedimiento, el tiempo del
procedimiento, los rendimientos, las velocidades de flujo, las presiones, y valores similares, y sus intervalos, se
refiere a la variacion en la cantidad numérica que puede ocurrir, por ejemplo, a través de procedimientos tipicos de
medicion y manejo utilizados para la preparacion de compuestos, composiciones, productos concentrados o
formulaciones de uso; por error inadvertido en estos procedimientos; por diferencias en la fabricacién, fuente o
pureza de los materiales de partida o ingredientes utilizados para llevar a cabo los métodos; y consideraciones
similares. El término "aproximadamente" también abarca cantidades que difieren debido al envejecimiento, por
ejemplo, de una composicion, formulacién o cultivo celular con una concentracion inicial o mezcla concretas, y
cantidades que difieren debido a la mezcla o procesamiento de una composicion o formulacién con una
concentracion inicial o mezcla concretas. Si se modifican por el término "aproximadamente”, las reivindicaciones
adjuntas incluyen equivalentes a estas cantidades. El término "aproximadamente" se puede referir adicionalmente a
un intervalo de valores que son similares al valor de referencia establecido. En ciertas realizaciones, el término
"aproximadamente" se refiere a un intervalo de valores que se encuentran dentro de 50, 25, 10, 9, 8,7, 6, 54, 3, 2, 1
por ciento o menos del valor de referencia establecido.

En algunas realizaciones, el sujeto puede ser un sujeto gestante, ser humano, un sujeto con un alto riesgo de una
enfermedad genética (p. ej., cancer), todas las diversas familias de animales domésticos, asi como animales
silvestres o salvajes. En algunas realizaciones, la variacion genética puede ser una variacion genética en el feto de
un sujeto gestante (p. ej., variantes del nimero de copias y aneuploidia en el feto). En algunas realizaciones, el
sujeto es un sujeto gestante, y la variacion genética es una variacion en el feto del sujeto gestante en una region
seleccionada del grupo que consiste en 22qll.2, 1921.1, 9934, 1p36, 4p, 5p 7q11.23, 11924.1, 17p, 11p15, 18q y
22q13, (p. €j., una mutacién y/o un cambio en el numero de copias en cualquiera de las regiones 22q11.2, 1921.1,
9q34, 1p36, 4p, 5p, 7q11.23, 11q24.1, 17p, 11p15, 18q y 22q13). El feto descrito en la presente memoria significa un
vastago no nacido de un humano u otro animal. En algunas realizaciones, el feto puede ser el vastago de mas de 1,
2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 semanas después de la concepcién. En realizaciones
adicionales, el feto puede ser un vastago concebido por implantes, fertilizaciéon in vitro, embarazos multiples o
gemelacion. En realizaciones adicionales, el feto puede ser parte de un par de gemelos (idénticos o no idénticos), o
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un trio de trillizos (idénticos o no idénticos).

Las invenciones de acuerdo con algunas realizaciones abarcan al menos dos componentes principales: un ensayo
para la identificacion selectiva de loci gendmicos y una tecnologia para cuantificar estos loci con alta precision. El
ensayo puede incluir métodos para marcar y/o aislar selectivamente una o mas secuencias de acido nucleico, de tal
manera que la etapa de marcaje en si sea suficiente para producir moléculas (definidas como "sondas producto”,
"conjunto de sondas ligadas", "conjuntos de sondas conjugadas", "sondas ligadas", "sondas conjugadas", o
"moléculas marcadas" en esta invencion) que contienen toda la informacion necesaria para la identificacion de una
secuencia concreta en el contexto de un ensayo concreto. Por ejemplo, el ensayo puede comprender poner en
contacto, unir y/o hibridar sondas con una muestra, ligar y/o conjugar las sondas, amplificar opcionalmente las
sondas ligadas/conjugadas, e inmovilizar las sondas en un sustrato. En algunas realizaciones, los ensayos y
métodos descritos en la presente memoria se pueden realizar en una muestra de una sola entrada en paralelo como
un ensayo multiplex como se describe en la presente memoria.

La sonda producto, el conjunto de sondas ligadas, el conjunto de sondas conjugadas, las sondas ligadas, las sondas
conjugadas y las moléculas marcadas pueden ser moléculas Unicas, contiguas que resultan del rendimiento de la
accion enzimatica sobre un conjunto de sondas, tal como un ensayo. En una sonda producto o una molécula
marcada, una o mas sondas individuales de un conjunto de sondas se pueden modificar covalentemente de manera
que formen una especie molecular distinta, singular en comparacién con las sondas o los conjuntos de sondas.
Como resultado, las sondas producto o una molécula marcada pueden ser quimicamente diferentes y, por lo tanto,
se pueden identificar, contar, aislar o manipular adicionalmente de las sondas o conjuntos de sondas.

Por ejemplo, las sondas producto pueden contener una o mas marcas de identificacion y una o mas etiquetas de
afinidad para su aislamiento y/o inmovilizaciéon. En algunas realizaciones, no es necesario realizar modificaciones
adicionales de las sondas producto (p. €j., determinacién de la secuencia de ADN). En algunas realizaciones, no se
requieren interrogaciones adicionales de la secuencia de ADN. Los sondas producto que contienen las marcas se
pueden contar directamente, tipicamente después de una etapa de inmovilizaciéon sobre un sustrato sélido. Por
ejemplo, las marcas de fluoréforos organicos se utilizan para marcar sondas producto, y las sondas producto se
cuentan directamente inmovilizando las sondas producto en un sustrato de vidrio y generando a continuacion
imagenes a través de un microscopio fluorescente y una camara digital. En otras realizaciones, la marca se puede
extinguir o eliminarse selectivamente dependiendo de si la molécula marcada ha interactuado con su locus genémico
complementario. En realizaciones adicionales, dos marcas en porciones opuestas de la sonda producto pueden
trabajar en concierto para suministrar una sefal de transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (FRET)
dependiendo de si la molécula marcada ha interactuado con su locus genémico complementario. Para un locus
gendmico dado, las sondas de marcaje que contienen las marcas se disefian para cualquier regiéon de secuencia
dentro de ese locus. También se puede disefiar un conjunto de multiples sondas de marcaje con la misma o
diferentes marcas para un solo locus genémico. En este caso, una sonda puede aislar y etiquetar selectivamente
una region diferente dentro de un locus particular, o regiones solapantes dentro de un locus. En algunas
realizaciones, las sondas producto que contienen etiquetas de afinidad se inmovilizan sobre el sustrato a través de
las etiquetas de afinidad. Por ejemplo, las etiquetas de afinidad se utilizan para inmovilizar sondas producto sobre el
sustrato, y las sondas producto que contienen las etiquetas de afinidad se cuentan directamente. Para un locus
gendmico dado, las sondas de etiquetado que contienen las etiquetas de afinidad se disefian para cualquier region
de secuencia dentro de ese locus. También se puede disefiar un conjunto de multiples sondas de etiquetado con
etiquetas de afinidad iguales o diferentes para un solo locus gendmico. En este caso, una sonda puede aislar y
etiquetar selectivamente una region diferente dentro de un locus particular, o regiones solapantes dentro de un
locus.

En un aspecto, los métodos de la presente descripcion pueden comprender poner en contacto conjuntos de sondas
descritos en la presente memoria con la muestra genética descrita en la presente memoria. En algunas
realizaciones, los métodos de la presente descripcion pueden comprender poner en contacto multiples conjuntos de
sondas, tales como conjuntos de sondas primero y segundo, con la muestra genética. En realizaciones adicionales,
cada uno de los conjuntos de sondas comprende una sonda de marcaje y una sonda de etiquetado. Por ejemplo, el
primer conjunto de sondas comprende una primera sonda de marcaje y una primera sonda de etiquetado, y el
segundo conjunto de sondas comprende una segunda sonda de marcaje y una segunda sonda de etiquetado.

El contacto de los conjuntos de sondas con la muestra genética se puede realizar simultdneamente o después de
hibridar, ligar, amplificar y/o inmovilizar las sondas. Ademas, el contacto de los conjuntos de sondas con la muestra
genética se puede realizar simultaneamente o antes de hibridar, ligar, amplificar y/o inmovilizar las sondas.

Para un locus o region genémica dados de una molécula de nucleétido en la muestra genética, una Unica secuencia
de acido nucleico dentro de ese locus, o multiples secuencias de acido nucleico dentro de ese locus pueden ser
interrogadas y/o cuantificadas a través de la creacion de sondas producto. Las secuencias interrogadas dentro de un
locus gendémico pueden ser distintas y/o solapantes, y pueden contener o no polimorfismos genéticos. Una sonda
producto se forma mediante el disefio de uno o mas oligonucleétidos llamados "conjunto de sondas". Por ejemplo, la
sonda producto se puede formar ligando el conjunto de sondas mediante ligacién de las sondas en el conjunto de
sondas. Un conjunto de sondas comprende al menos una sonda que hibrida con, se conjuga con, se une a, 0 se
inmoviliza sobre una molécula diana, incluidos acidos nucleicos (p. €j., ADN y ARN), péptidos y proteinas. En
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algunas realizaciones, una sonda puede comprender un material aislado, purificado, de origen natural, de origen no
natural y/o artificial, por ejemplo, incluyendo oligonucleétidos de cualquier longitud (p. €j., 5, 10, 20, 30, 40, 50, 100 o
150 nucledtidos o menos), en los que al menos una porcion (p. €j., 50, 60, 70, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97,
98, 99, 0 100%) de las secuencias de oligonucleétidos es complementaria a un motivo de secuencia y/o dominio de
hibridaciéon presente en una o mas moléculas diana, de manera que la sonda esta configurada para hibridar (o
interactuar de manera similar) en parte o en su totalidad con una o mas moléculas diana o regién de acido nucleico
de interés. La porcion de la molécula diana o la region de acido nucleico de interés con la que se hibrida una sonda
se denomina "dominio de hibridacién" de la sonda, que puede ser parte o la totalidad de la molécula diana o la
region de acido nucleico de interés como se describe en la presente memoria.

Una sonda puede ser de hebra sencilla o de doble hebra. En algunas realizaciones, la sonda se puede preparar a
partir de un producto digerido con enzimas de restriccion purificado o se puede producir sintéticamente, de forma
recombinante o mediante amplificacién por PCR. En realizaciones adicionales, la sonda puede comprender un
material que se une a una secuencia peptidica concreta. Un conjunto de sondas descrito en la presente memoria
puede comprender un conjunto de una o mas sondas disefiadas para corresponder a una unica ubicaciéon genémica
0 un péptido en una secuencia proteica.

"Nucleotido" utilizado en la presente memoria significa un desoxirribonucleétido o un ribonucleétido o cualquier
analogo de nucledtido (p. €j., ADN y ARN). Los analogos de nucleétidos incluyen nucleétidos que tienen
modificaciones en la estructura quimica de la base, el azlcar y/o el fosfato, incluyendo, pero no limitadas a,
modificaciones de la pirimidina de la posicién 5', modificaciones de la purina de la posiciéon 8, modificaciones en las
aminas exociclicas de la citosina, sustitucion de 5-bromo-uracilo, y similares; y modificaciones del azicar de la
posicion 2', incluyendo, pero no limitadas a, ribonucleétidos con azicar modificado en los que el 2'-OH se reemplaza
por un grupo seleccionado entre H, OR, R, halo, SH, SR, NH,, NHR, NRz, o CN. Los ARNhc también pueden
comprender elementos no naturales tales como nucleétidos no naturales, p. €j., ionosina y xantina, azucares no
naturales, p. €j., 2'-metoxi ribosa, o enlaces fosfodiéster no naturales, p. ej., metilfosfonatos, fosforotioatos y
péptidos. En una realizacion, el ARNhc comprende adicionalmente un elemento o una modificaciéon que hace que el
ARNhc sea resistente a la digestion con nucleasa. "Polinucleétido” u "oligonucleétido” se utilizan indistintamente y
cada uno significa un polimero lineal de mondémeros de nucleétidos. Los monémeros que forman polinucledtidos y
oligonucledtidos son capaces de unirse especificamente a un polinucledtido natural y/o artificial por medio de un
patron regular de interacciones mondmero a monémero, tales como el tipo de emparejamiento de bases de Watson-
Crick, apilamiento de bases, tipos de emparejamiento de bases de Hoogsteen o de Hoogsteen inversos, o similares.
Tales mondmeros y sus enlaces internucleosidicos pueden ser naturales o pueden ser analogos de los mismos, p.
€j., analogos de origen natural o de origen no natural. Los analogos de origen no natural pueden incluir PNA, LNA,
enlaces internucleosidicos fosforotioato, nucleétidos que contienen grupos de enlace que permiten la union de
marcas, tales como fluoréforos o haptenos, y similares. Cuando el uso de un oligonucleétido o polinucleétido
requiera un procesamiento enzimatico, tal como la extensién por una polimerasa, la ligacién por una ligasa o similar,
un experto en la técnica entenderia que los oligonucledtidos o polinucleétidos en esos casos no contendrian ciertos
analogos de enlaces internucleosidicos, radicales de azucar, o nucleétidos en cualquiera o algunas posiciones. Los
polinucleédtidos tipicamente varian en tamafio de unas pocas unidades monoméricas, cuando se los denomina
"oligonucledtidos" a varios miles de unidades monoméricas. Cuando un polinucledtido u oligonucledtido esté
representado por una secuencia de letras (mayusculas o minusculas), tal como "ATGCCTG", se entendera que los
nucleétidos estan en el orden 5'— 3' de izquierda a derecha. Normalmente, los polinucleétidos comprenden los
cuatro nucledsidos naturales (p. €j., desoxiadenosina, desoxicitidina, desoxiguanosina, desoxitimidina para ADN o
sus contrapartes de ribosa para ARN) unidos por enlaces fosfodiéster; sin embargo, también pueden comprender
analogos de nucledtidos no naturales, p. €j., que incluyen nucleétidos modificados, azlUcares o enlaces
internucleosidicos. Esta claro para los expertos en la técnica que cuando una enzima tiene requisitos especificos de
sustrato de oligonucleétidos o polinucleétidos para su actividad, p. ej., ADN de hebra sencilla, ARN, duplex
ARN/ADN o similares, la seleccién de la composicion apropiada para los sustratos oligonucleotidicos o
polinucleotidicos se encuentra dentro del conocimiento de un experto en la técnica.

En otro aspecto, los métodos de la presente descripcién pueden comprender hibridar al menos partes de los
conjuntos de sondas primero y segundo con la primera y segunda regiones de acido nucleico de interés en
moléculas de nucledtidos de la muestra genética, respectivamente. La hibridacion de las sondas con el acido
nucleico de interés se puede realizar simultaneamente o después de poner en contacto las sondas con la muestra
genética, ligando, amplificando y/o inmovilizando las sondas. Ademas, la hibridacion de las sondas con el acido
nucleico de interés se puede realizar simultdaneamente o antes de ligar, amplificar y/o inmovilizar las sondas. Una
parte o parte completa de la sonda puede hibridar con una parte o parte completa de la regiéon de interés en
moléculas de nucleétidos de hebra sencilla o doble, proteina o anticuerpo en una muestra. La region de interés
hibridada a la sonda puede ser de 1 a 50 nucleétidos, 50 a 1000 nucleétidos, 100 a 500 nucledtidos, 5, 10, 50, 100,
200 nucleodtidos o menos, o 2, 5, 10, 50, 100, 200, 500, 1000 nucleétidos o mas. Las sondas se pueden disefiar o
configurar para hibridar perfectamente con una region o molécula diana, o se pueden disefiar de tal manera que un
emparejamiento erroneo de una sola base (p. €j., en un polimorfismo de un solo nucledtido, o sitio SNP), o un
pequefio numero de tales emparejamientos erréneos, no produzca un hibrido de sonda y molécula diana.

En realizaciones adicionales, la primera sonda de marcaje y/o la primera sonda de etiquetado hibridan con la primera
region de acido nucleico de interés, y la segunda sonda de marcaje y/o las segundas sondas de etiquetado se
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hibridan con la segunda region de acido nucleico de interés. En realizaciones adicionales, miultiples o todas las
sondas y/u otros componentes (p. €j., sondas de marcaje, sondas de etiquetado y sondas de huecos) de un conjunto
de sondas que hibridan con una region de acido nucleico de interés son adyacentes entre si. Cuando dos de las
sondas y/o componentes hibridados con la regién de acido nucleico de interés son "adyacentes" o "inmediatamente
adyacentes”, no hay nucleétido entre los dominios de hibridacion de las dos sondas en la regién de acido nucleico
de interés. En esta realizacion, las diferentes sondas dentro de un conjunto de sondas se pueden unir
covalentemente para formar una molécula de oligonucleétido mas grande. En otra realizacién, un conjunto de
sondas se puede disefar para que hibride con una porcién no contigua, pero proximal, de la region de acido nucleico
de interés, de tal manera que haya un "hueco" de uno o mas nucledtidos en la region de acido nucleico de interés,
entre las sondas hibridadas de un conjunto de sondas, que no esta ocupado por una sonda. En esta realizacion, se
puede utilizar una ADN polimerasa u otra enzima para sintetizar una nueva secuencia de polinucleétidos, en algunos
casos uniendo covalentemente dos sondas de un solo conjunto de sondas. Dentro de un conjunto de sondas,
cualquier sonda puede llevar una o mas marcas, o etiquetas de afinidad utilizadas para la identificaciéon o el
aislamiento del locus. En un aspecto, la primera y segunda sondas de marcaje hibridan con la primera y la segunda
region de acido nucleico de interés en moléculas de nucledtidos de la muestra genética, respectivamente; la primera
y la segunda sondas de etiquetado hibridan con la primera y la segunda region de acido nucleico de interés en las
moléculas de nucledtidos de la muestra genética, respectivamente; la primera sonda de marcaje hibrida con una
region adyacente a donde se hibrida la primera sonda de etiquetado; y la segunda sonda de marcaje hibrida a una
region adyacente a donde hibrida la segunda sonda de etiquetado.

La hibridacion ocurre de tal manera que las sondas dentro de un conjunto de sondas se pueden modificar para
formar una nueva entidad molecular mas grande (p. €j., una sonda producto). Las sondas en la presente memoria
pueden hibridar con las regiones de acido nucleico de interés en condiciones rigurosas. Como se emplea en la
presente memoria, el término "rigurosidad" se utiliza en referencia a las condiciones de temperatura, fuerza ionica y
la presencia de otros compuestos tales como disolventes organicos, en las cuales se realizan las hibridaciones de
acidos nucleicos. La "rigurosidad" se produce tipicamente en un intervalo de aproximadamente T,°C a
aproximadamente 20°C a 25°C por debajo de Tn. Se puede utilizar una hibridacién rigurosa para aislar y detectar
secuencias de polinucledtidos idénticas o para aislar y detectar secuencias de polinucledtidos similares o
relacionadas. En "condiciones rigurosas", la secuencia de nucleétidos, en su totalidad o partes de la misma,
hibridara con su complemento exacto y secuencias estrechamente relacionadas. Las condiciones de baja
rigurosidad comprenden condiciones equivalentes a la unién o hibridacién a 68°C en una solucién que consiste en 5
x SSPE (43,8 g/l de NaCl, 6.9 g/l de NaH»PO4.H,O y 1,85 g/l de EDTA, pH ajustado a 7,4 con NaOH), SDS al 0,1%,
5x reactivo de Denhardt (50x Denhardt contiene por 500 mL: 5 g de Ficoll (Tipo 400), 5 g de BSA) y 100 ug/mL de
ADN de esperma de salmon desnaturalizado seguido de lavado en una solucién que comprende 2,0 + SSPE, SDS al
0,1% a temperatura ambiente cuando se emplea una sonda de aproximadamente 100 a aproximadamente 1000
nucledtidos de longitud. Es bien conocido en la técnica que se pueden emplear numerosas condiciones equivalentes
para comprender condiciones de baja rigurosidad; factores tales como la longitud y la naturaleza (ADN, ARN,
composicion de bases) de la sonda y la naturaleza de la diana (ADN, ARN, composicion de bases, presente en
solucion o inmovilizado, etc.) y la concentracion de las sales y otros componentes (p. €j., la presencia o ausencia de
formamida, sulfato de dextrano, polietilenglicol, asi como los componentes de la soluciéon de hibridacién pueden
variar para generar condiciones de hibridacion de baja rigurosidad diferentes de, pero equivalentes a, las
condiciones enumeradas anteriormente. Ademas, las condiciones que promueven la hibridaciéon en condiciones de
alta rigurosidad (p. €j., el aumento de la temperatura de las etapas de hibridacion y/o lavado, el uso de formamida en
la solucién de hibridacion, etc.) son bien conocidas en la técnica. Las condiciones de alta rigurosidad, cuando se
utilizan en referencia a la hibridaciéon de acidos nucleicos, comprenden condiciones equivalentes a la unién o
hibridaciéon a 68°C en una solucidon que consiste en 5 + SSPE, SDS al 1%, 5x reactivo de Denhardt y 100 ug/mL de
ADN de esperma de salmén desnaturalizado seguido de lavado en una solucién que comprende 0,1 + SSPE y SDS
al 0,1% a 68°C cuando se emplea una sonda de aproximadamente 100 a aproximadamente 1000 nucleétidos de
longitud.

En algunas realizaciones, la sonda producto se puede formar solo si las sondas dentro de un conjunto de sondas
estan correctamente hibridadas. Por lo tanto, las sondas producto se pueden formar con alta rigurosidad y alta
precisién. De nuevo, las sondas producto pueden contener informacién suficiente para identificar mediante
interrogacion la secuencia genémica para la cual fue disefiada la sonda producto. Por lo tanto, la generacion y la
cuantificacion directa de una sonda producto concreta (en este caso, por recuento molecular) puede reflejar la
abundancia de una secuencia genética concreta en la muestra de origen.

En realizaciones adicionales, las regiones de acido nucleico de interés, para las cuales se configuran las sondas
para su hibridacién, estan ubicadas en cromosomas diferentes. Por ejemplo, la primera region de acido nucleico de
interés esta ubicada en el cromosoma 21, y la segunda region de acido nucleico de interés no esta ubicada en el
cromosoma 21 (p. €j., ubicada en el cromosoma 18).

En otro aspecto, los métodos de la presente descripcion pueden comprender ligar la primera sonda de marcaje y la
primera sonda de etiquetado, y ligar la segunda sonda de marcaje y la segunda sonda de etiquetado. La ligacion de
las sondas se puede realizar simultaneamente o después de poner en contacto las sondas con la muestra genética,
amplificar y/o inmovilizar las sondas. Ademas, la ligacién de las sondas se puede realizar simultdneamente o antes
de poner en contacto las sondas con la muestra genética, amplificar y/o inmovilizar las sondas. La ligacion en la
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presente memoria significa el procedimiento de unién de dos sondas (p. €j., union de dos moléculas de nucleotidos)
entre si. Por ejemplo, la ligacion en la presente memoria puede implicar la formacion de un enlace 3',5'-fosfodiéster
que conecta dos nucledtidos, y un agente de unién que es un agente capaz de causar la ligacion puede ser una
enzima o un agente quimico.

En otro aspecto, los métodos de la presente descripcion pueden comprender amplificar las sondas ligadas y/o los
conjuntos de sondas ligadas. La amplificacion de las sondas ligadas se puede realizar simultdneamente o después
de poner en contacto las sondas con la muestra genética, ligar, hibridar y/o inmovilizar las sondas. Ademas, la
amplificacion de las sondas ligadas se puede realizar simultdneamente o antes de inmovilizar las sondas. La
amplificacion en la presente memoria se define como la produccién de copias adicionales de la sonda y/o la sonda
producto y se puede llevar a cabo utilizando tecnologias de reaccién en cadena de la polimerasa bien conocidas en
la técnica. Como se emplea en la presente memoria, el término "reaccién en cadena de la polimerasa" ("PCR") se
refiere a un método para aumentar la concentracion de un segmento de una secuencia diana (p. €j., en una mezcla
de ADN gendmico) sin clonacion o purificacion. La longitud del segmento amplificado de la secuencia diana deseada
esta determinada por las posiciones relativas de dos cebadores oligonucleotidicos entre si, y por lo tanto, esta
longitud es un parametro controlable. En virtud del aspecto repetitivo del procedimiento, el método se denomina
"reaccion en cadena de la polimerasa" (en adelante, "PCR"). Debido a que los segmentos amplificados deseados de
la secuencia diana se convierten en las secuencias predominantes (en términos de concentracion) en la mezcla, se
dice que estan "amplificadas por PCR". Con la PCR, es posible amplificar una copia Unica de una secuencia diana
especifica en el ADN gendmico a un nivel detectable mediante varias metodologias diferentes (p. €j., hibridacién con
una sonda marcada). Ademas del ADN gendmico, cualquier secuencia de oligonucleétido se puede amplificar con el
conjunto apropiado de moléculas cebadoras. En particular, los segmentos amplificados creados por el propio
procedimiento de PCR son, en si mismos, moldes eficaces para las posteriores amplificaciones por PCR. Una
amplificacién puede ser una amplificacion en "tiempo real" si se dispone de una quimica de detecciéon que permita
medir un producto de reaccion a medida que progresa la reaccion de amplificacion, p. ej., "PCR en tiempo real" o
"NASBA en tiempo real" como describen Leone et al., en Nucleic Acids Research, 26: 2150-2155 (1998).

Los cebadores generalmente son de una sola hebra para una maxima eficacia en la amplificacion, pero
alternativamente pueden ser de doble hebra. Si es de doble hebra, el cebador generalmente se trata primero para
separar sus hebras antes de utilizarse para preparar productos de extension. Esta etapa de desnaturalizacién esta
tipicamente influenciada por el calor, pero se puede llevar a cabo alternativamente con alcali, seguido de
neutralizacion. Por lo tanto, un "cebador" es complementario a un molde, y forma complejos mediante puentes de
hidrégeno o hibridacion con el molde para proporcionar un complejo de cebador/molde para el inicio de la sintesis
por una polimerasa, que se extiende mediante la adicién de nucleétidos unidos covalentemente conectados a su
extremo 3' complementario al molde en el proceso de sintesis de ADN.

Un "par de cebadores”, como se emplea en la presente memoria, se refiere a un cebador directo y a un cebador
inverso correspondiente, que tienen secuencias de acido nucleico adecuadas para la amplificacién basada en acido
nucleico de un acido nucleico diana. Tales pares de cebadores generalmente incluyen un primer cebador que tiene
una secuencia que es igual o similar a la de una primera porcion de un acido nucleico diana, y un segundo cebador
que tiene una secuencia que es complementaria a una segunda porcidon de un acido nucleico diana para
proporcionar la amplificacion del acido nucleico diana o un fragmento del mismo. La referencia a los cebadores
"primero” y "segundo" en la presente memoria es arbitraria, a menos que se indique especificamente lo contrario.
Por ejemplo, el primer cebador se puede disefiar como un "cebador directo" (que inicia la sintesis de acido nucleico
desde un extremo 5' del acido nucleico diana) o como un "cebador inverso" (que inicia la sintesis de acido nucleico
desde un extremo 5' del producto de extension producido a partir de la sintesis iniciada desde el cebador directo).
Del mismo modo, el segundo cebador se puede disefiar como un cebador directo o un cebador inverso.

En algunas realizaciones, la regién de acido nucleico de interés en la molécula de nucleétido de la presente memoria
se puede amplificar mediante los métodos de amplificacién descritos en la presente memoria. Los acidos nucleicos
en una muestra pueden o no amplificarse antes del analisis, utilizando un método de amplificacion universal (p. €j.,
amplificacion del genoma completo y PCR del genoma completo). La amplificacion de la region de acido nucleico de
interés se puede realizar simultaneamente o después de poner en contacto las sondas con la muestra genética,
ligar, amplificar y/o inmovilizar las sondas. Ademas, la amplificacion de las sondas ligadas se puede realizar
simultaneamente o antes de poner en contacto las sondas con la muestra genética, ligar las sondas, inmovilizar las
sondas y/o contar las marcas.

En realizaciones adicionales, el método excluye la amplificacion de las moléculas de nucleétidos de la muestra
genética después de la hibridacién o la ligacion. En realizaciones adicionales, el método excluye la amplificacion de
las moléculas de nucleétidos de la muestra genética después de la hibridacion y la ligacion.

En otro aspecto, los métodos de la presente descripcion pueden comprender inmovilizar las sondas de etiquetado en
una ubicacion predeterminada sobre un sustrato. La inmovilizaciéon de la sonda sobre un sustrato se puede realizar
simultaneamente o después de poner en contacto las sondas con la muestra genética, hibridar las sondas con la
region de interés del acido nucleico, ligar y/o amplificar las sondas. Ademas, la inmovilizacién de la sonda sobre un
sustrato se puede realizar simultaneamente o antes de poner en contacto las sondas con la muestra genética,
hibridar las sondas con la region de acido nucleico de interés, ligar, amplificar y/o contar las sondas. La
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inmovilizacién en la presente memoria significa unir directa o indirectamente las sondas de etiquetado a la ubicacion
predeterminada en el sustrato mediante un enlace fisico o quimico. En algunas realizaciones, el sustrato en la
presente memoria puede comprender un compariero de unidén que esta configurado para contactar y unirse a una
parte o a la totalidad de una etiqueta en la sonda de etiquetado descrita en la presente memoria e inmovilizar la
etiqueta y, por lo tanto, la sonda de etiquetado que comprende la etiqueta. La etiqueta de la sonda de etiquetado
puede comprender un compariero de unién correspondiente del compainero de unién sobre el sustrato como se
describe en la presente memoria.

La inmovilizaciéon se puede realizar mediante la hibridacion de una parte o la totalidad de la sonda de etiquetado con
una parte o la totalidad del compafiero de union sobre el sustrato. Por ejemplo, la etapa de inmovilizacion
comprende hibridar al menos una parte de la etiqueta o secuencia de nucleétidos de etiquetado con una molécula de
nucleétido correspondiente inmovilizada sobre el sustrato. Aqui, la molécula de nucleétido correspondiente es un
compafiero de unién de la etiqueta o secuencia de nucledtidos de etiquetado que esta configurada para hibridar
parcial o totalmente con etiqueta o secuencia de nucledtidos de etiquetado. En algunas realizaciones, los
compafieros de union oligonucleotidicos o polinucleotidicos pueden ser de hebra sencilla y pueden anclarse
covalentemente al sustrato, por ejemplo, por el extremo 5' o el extremo 3'. La inmovilizaciéon también se puede
realizar mediante los siguientes compaferos de unidon y medios de union ilustrativos: Biotina-oligonucleétido
complejado con Avidina, Estreptavidina o Neutravidina; oligonucleétido SH unido covalentemente a través de un
enlace disulfuro a una superficie SH; Amina-oligonucleétido unido covalentemente a un carboxilato activado o un
grupo aldehido; Acido fenilborénico (PBA)-oligonucleétido complejado con 4cido salicilhidroxamico (SHA); acridita-
oligonucledtido que reacciona con la superficie de tiol o silano o co-polimeriza con monémero de acrilamida para
formar poliacrilamida, o mediante otros métodos conocidos en la técnica. Para algunas aplicaciones donde es
preferible tener una superficie cargada, las capas superficiales pueden estar compuestas por una estructura de
multiples capas de polielectrolito (PEM) como se muestra en la Publicacion de la Solicitud de Patente de Estados
Unidos Num. 2002/025529. En algunas realizaciones, la inmovilizacion se puede realizar mediante procedimientos
bien conocidos, por ejemplo, que comprenden poner en contacto las sondas con el soporte que tiene comparieros de
union anclados durante un cierto periodo de tiempo, y después de que las sondas se agoten para la extension, el
soporte con los productos de extension inmovilizados se enjuaga opcionalmente utilizando un liquido adecuado. En
realizaciones adicionales, la inmovilizacién de sondas producto sobre un sustrato puede permitir un lavado riguroso
para eliminar los componentes de la muestra bioldgica y el ensayo, reduciendo asi el ruido de fondo y mejorando la
precision.

"Soporte solido", "soporte”, "sustrato" y "soporte en fase solida" se utilizan indistintamente y se refieren a un material
o grupo de materiales que tienen una superficie o superficies rigidas o semirrigidas. En algunas realizaciones, al
menos una superficie del sustrato sera sustancialmente plana, aunque en algunas realizaciones puede ser deseable
separar fisicamente las regiones de sintesis para diferentes compuestos, por ejemplo, con pocillos, regiones
elevadas, agujas, fosas de grabado al acido o similares. En realizaciones adicionales, el sustrato puede comprender
al menos un soporte plano en fase solida (p. €j., un portaobjetos de microscopio de vidrio). De acuerdo con otras
realizaciones, el sustrato o los sustratos adoptaran la forma de cuentas, resinas, geles, microesferas u otras
configuraciones geométricas. En un aspecto, el sustrato de acuerdo con algunas realizaciones de la presente
descripcion excluye cuentas, resinas, geles y/o microesferas.

En algunas realizaciones, como se muestra en la Figura 1, los comparieros de union, las etiquetas, las etiquetas de
afinidad, las marcas, las sondas (p. €j., las sondas de etiquetado y las sondas de marcaje), y/o los conjuntos de
sondas descritos en la presente memoria pueden inmovilizarse sobre un sustrato (1) como una matriz (2). La matriz
en la presente memoria tiene multiples miembros (3-10) que pueden o no tener un solapamiento (6) entre los
miembros. Cada miembro puede tener al menos un area sin solapamiento con otro miembro (3-5 y 7-10). En
realizaciones adicionales, cada miembro puede adoptar diferentes formas (p. €j., puntos circulares (3-8), triangulos
(9) y cuadrados (10)) y dimensiones. Un miembro de una matriz puede tener un area de 1 a 107 micras?, de 100 a
107 micras?, de 10% a 108 micras?, de 10* a 107 micras?; de 10° a 107 micras?; aproximadamente 0,0001, 0,001, 0,01,
0,1, 1, 10, 100, 103, 104, 105, 108, 107, 108 0 mas micras?; y/o aproximadamente 0,001, 0,01, 0,1, 1, 10, 100, 103, 104,
105, 108, 107, 108 0 menos micras?. Una imagen de un miembro (8) ilustrativo de acuerdo con algunas realizaciones
de la presente invencién se muestra como elemento 12. Ademas, dos o mas miembros que comprenden los
compafieros de union, las etiquetas, las etiquetas de afinidad, las marcas, las sondas (p. €j., sondas de etiquetado y
sondas de marcaje), y/o los conjuntos de sondas del mismo tipo pueden tener la misma forma y dimension.
Especificamente, los miembros de una matriz que comprende los comparieros de union, las etiquetas, las etiquetas
de afinidad, las marcas, las sondas de etiquetado y/o los conjuntos de sondas configurados o utilizados para
detectar la misma variacion genética o un control de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria
pueden tener las mismas formas y dimensiones. Ademas, todos y cada uno de los miembros de las matrices sobre
el sustrato pueden tener las mismas formas y dimensiones. En otras realizaciones, los miembros de una matriz que
comprende los compafieros de unidn, etiquetas, etiquetas de afinidad, marcas, sondas y/o conjuntos de sondas
configurados o utilizados para detectar diferentes variaciones genéticas y/o controles de acuerdo con los métodos
descritos en la presente memoria pueden tener las mismas formas y dimensiones. Ademas, cada miembro de la
matriz puede comprender diferentes comparieros de union, las etiquetas, las etiquetas de afinidad, las marcas, las
sondas y/o los conjuntos de sondas.

En algunas realizaciones, dos miembros de la matriz pueden estar separados por (i) una distancia, en la que puede
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no haber o haber solo muy pocos compafieros de union, etiquetas, etiquetas de afinidad, marcas, sondas (p. €j.,
sondas de etiquetado y sondas de marcaje), y/o conjuntos de sondas inmovilizados, y/o (ii) cualquier separador que
distinga un miembro de otro (p. €j., sustrato elevado, cualquier material que impida la uniéon de los comparieros de
union, etiquetas, etiquetas de afinidad, sondas (p. €j., sondas de etilquetado), y/o conjuntos de sondas con respecto
al sustrato, y cualquier material que no sea sonda entre los miembros). En realizaciones adicionales, los miembros
de la matriz se pueden distinguir entre si al menos solo por sus ubicaciones. Los miembros de la matriz pueden estar
separados por una distancia de 0 a 10* micras, de 0 a 10® micras, desde 10?2 a 10* micras, o de 10?2 a 10% micras
aproximadamente 0, 0,001, 0,1, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 50, 100, 103, 10% 105 108, 107, o 10® micras o mas; y/o
aproximadamente 0, 0,001, 0,1, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 50, 100, 103, 104, 10°, 10%, 107, o 108 micras o menos. Aqui, la
distancia por la cual se separan dos miembros de la matriz se puede determinar por la distancia mas corta entre los
bordes de los miembros. Por ejemplo, en la Figura 1, la distancia por la que se separan dos miembros, los
elementos 3 y 4, de una matriz (2) es la distancia indicada por el elemento n. Ademas, por ejemplo, la distancia mas
corta por la cual se separan los miembros de la matriz (2) sobre un sustrato (1) es 0, como la distancia por la cual se
separan dos miembros, elementos 10 y 11, de la matriz. En otras realizaciones, dos miembros de la matriz pueden
no estar separados y pueden estar solapados (6). En tales realizaciones, cada miembro puede tener al menos un
area sin solapamiento con otro miembro (7).

En realizaciones adicionales, una matriz y los miembros de la matriz de los compafieros de union, las etiquetas, las
etiquetas de afinidad, las marcas, las sondas y/o los conjuntos de sondas descritos en la presente memoria se
pueden ubicar en ubicaciones predeterminadas sobre el sustrato, y las formas y las dimensiones de cada miembro
de la matriz y la distancia entre los miembros se pueden predeterminar antes de la inmovilizacién. La ubicacion
predeterminada en la presente memoria significa una ubicacién que se determina o identifica antes de la
inmovilizacién. Por ejemplo, la forma y dimensién de cada miembro de una matriz se determina o identifica antes de
la inmovilizacion.

En realizaciones adicionales, el sustrato puede comprender una matriz de compafieros de unién, comprendiendo
cada miembro de la matriz los compaferos de unién, tales como oligonucleétidos o polinucledtidos, que estan
inmovilizados (p. ej., por medio de un enlace quimico que no se romperia durante la hibridacién de las sondas a los
compafieros de uniéon del sustrato descrito en la presente memoria) en una regiéon o ubicacién espacialmente
definidas; es decir, las regiones o ubicaciones son espacialmente discretas o separadas por una region o ubicacion
definidas sobre el sustrato. En realizaciones adicionales, el sustrato puede comprender una matriz, cada miembro de
la cual comprende compafieros de unién que se unen a una region o ubicacion espacialmente definidas. Cada una
de las ubicaciones espacialmente definidas configuradas para comprender los compafieros de uniéon puede ser
adicionalmente "direccionables" en el sentido de que su ubicacion y la identidad de sus compafieros de union
inmovilizados son conocidas o predeterminadas, por ejemplo, antes de su uso, analisis, o anclaje a sus comparieros
de unidn en las sondas de etiquetado y/o conjuntos de sondas. El término "direccionable" con respecto a los
conjuntos de sondas inmovilizadas sobre el sustrato significa que la secuencia de nucleétidos u otras caracteristicas
fisicas y/o quimicas de una parte anclada al extremo (p. €j., un compafiero de unién del compafero de unién del
sustrato, etiqueta, etiqueta de afinidad y sonda de etiquetado) de un conjunto de sondas descrito en la presente
memoria se pueden determinar a partir de su direccién, es decir, una correspondencia uno a uno entre la secuencia
u otra propiedad de la parte anclada al extremo del conjunto de sondas y una ubicacion espacial en, o caracteristica
del sustrato sobre el que se inmoviliza el conjunto de sondas. Por ejemplo, una direccion de una parte anclada al
extremo de un conjunto de sondas es una ubicacion espacial, p. €j., las coordenadas planas de una regién particular
que inmoviliza copias de la parte anclada al extremo del conjunto sondas. Sin embargo, las partes unidas al extremo
de los conjuntos de sondas también se pueden dirigir de otras maneras, p. €j., por el color, la frecuencia del micro-
transpondedor, o similares, p. ej., Chandler et al. Publicacion PCT WO 97/14028. En realizaciones adicionales, los
métodos descritos en la presente memoria excluyen "micromatrices aleatorias", que se refiere a una micromatriz
cuyas regiones espacialmente discretas de los compaferos de unién (p. €j., oligonucledtidos o polinucledtidos) del
sustrato y/o las partes ancladas al extremo de los conjuntos de sondas no estan espacialmente dirigidas. Es decir, la
identidad de los compafieros de union, la etiqueta, la etiqueta de afinidad, la sonda de etiquetado y/o los conjuntos
de sondas anclados no se puede discernir, al menos inicialmente, desde su ubicacion. En un aspecto, los métodos
descritos en la presente memoria excluyen micromatrices aleatorias que son matrices planas de microcuentas.

Una matriz de acido nucleico de acuerdo con algunas realizaciones de la presente descripcion se puede producir por
cualquier método bien conocido en la técnica, incluyendo, pero sin limitarse a los descritos en la Publicacion de la
Solicitud de Patente de Estados Unidos Num. 2013/0172216; Schena, Microarrays: A Practical Approach (IRL Press,
Oxford, 2000). Por ejemplo, se puede utilizar una matriz de captura de ADN. La matriz de captura de ADN es un
sustrato solido (p. €j., un portaobjetos de vidrio) con oligonucleétidos localizados anclados covalentemente a la
superficie. Estos oligonucledtidos pueden tener uno o mas tipos en la superficie, y pueden adicionalmente ser
segregados geograficamente a través del sustrato. En condiciones de hibridacion, las matrices de captura de ADN
se uniran preferentemente a dianas complementarias en comparacion con otros radicales no especificos, actuando
asi para localizar las dianas en la superficie y separarlas de las especies no deseadas.

En algunas realizaciones, la primera y la segunda sondas de marcaje y/o las sondas de marcaje amplificadas de las
mismas ligadas a las sondas de etiquetado inmovilizadas comprenden la primera y la segunda marcas,
respectivamente.
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La sonda de marcaje significa en la presente memoria una sonda que comprende o esta configurada para unirse a
una marca. La propia sonda de marcaje puede comprender una marca o se puede modificar para comprender o
unirse a una marca. La sonda amplificada en la presente memoria se define como las copias adicionales de una
sonda inicial producida después de la amplificacion de la sonda inicial como se describe en la presente memoria. Por
consiguiente, las sondas amplificadas pueden tener una secuencia que es la secuencia de nucleétidos de las sondas
iniciales y/o la secuencia complementaria de las secuencias de nucledtidos de las sondas iniciales. Las sondas
amplificadas pueden contener una secuencia que coincide parcial o completamente con las secuencias de
nucledtidos de las sondas iniciales. Los términos "complementario” o "complementariedad" se utilizan en referencia
a una secuencia de nucledtidos relacionada por las reglas de emparejamiento de bases. Por ejemplo, la secuencia
"5'-CAGT-3", es complementaria a la secuencia "5'-ACTG-3". La complementariedad puede ser "parcial" o "total".
La complementariedad "parcial" es aquella en la que uno o mas nucledtidos de acido nucleico en una sonda no
coinciden de acuerdo con las reglas de emparejamiento de bases, mientras que otros coinciden. La
complementariedad "total" o "completa" entre los acidos nucleicos es aquella en la que todas y cada una de las
bases del acido nucleico de la sonda coinciden con otra base segun las reglas de emparejamiento de bases.

La sonda inmovilizada en la presente memoria se define como una sonda que se une directa o indirectamente al
sustrato por un enlace fisico o quimico. En algunas realizaciones, una sonda de marcaje puede inmovilizarse sobre
un sustrato indirectamente a través de la ligaciéon a una sonda de etiquetado inmovilizada sobre el sustrato descrito
en la presente memoria.

Una marca en la presente memoria significa una molécula, colorante o radical organico, natural, sintético, artificial o
no natural que tiene una propiedad o caracteristica que es susceptible de deteccion y, opcionalmente, de
cuantificacion. Una marca puede ser directamente detectable (p. €j., radioisétopos, fluoréforos, quimioluminéforos,
enzimas, particulas coloidales, sustancias fluorescentes, puntos cuanticos u otras nanoparticulas, nanoestructuras,
compuestos metalicos, marcas organometalicas y aptameros peptidicos); o una marca puede ser detectable
indirectamente utilizando compafieros de unién especificos. Los ejemplos de sustancias fluorescentes incluyen
colorantes fluorescentes tales como fluoresceina, fésforo, rodamina, derivados de colorantes de polimetina y
similares. Los ejemplos de una sustancia fluorescente disponible en el mercado incluyen colorantes fluorescentes,
como BODYPY FL (marca registrada, producido por Molecular Probes, Inc.), FluorePrime (nombre de producto,
producido por Amersham Pharmacia Biotech, Inc.), Fluoredite (nombre de producto, producido por Millipore)
Corporation), FAM (producido por ABI Inc.), Cy 3y Cy 5 (producido por Amersham Pharmacia), TAMRA (producido
por Molecular Probes, Inc.), Pacific Blue, TAMRA, Alexa 488, Alexa 594, Alexa 647, Atto 488, Atto 590, Atto 647N y
similares. "Punto cuantico" (QD) significa una estructura cristalina semiconductora a nanoescala, generalmente
preparada a partir de seleniuro de cadmio, y absorbe la luz y a continuacion la emite un par de nanosegundos mas
tarde en un color especifico. Los QD con una variedad de superficies conjugadas o reactivas, p. €j., amino, carboxilo,
estreptavidina, proteina A, biotina e inmunoglobulinas, también se incluyen en la presente descripcion.

En realizaciones adicionales, las primera y segunda marcas son diferentes, de modo que las marcas se pueden
distinguir entre si. En realizaciones adicionales, la primera y segunda marcas son diferentes en sus propiedades
fisicas, opticas y/o quimicas.

En algunas realizaciones, las marcas inmovilizadas se pueden resolver opticamente. El término "marca que se
puede resolver épticamente” o "marca que se puede resolver individualmente épticamente en la presente memoria"
significa un grupo de marcas que se pueden distinguir entre si por su emision fotonica u otras propiedades opticas,
por ejemplo, después de la inmovilizacion como se describe en la presente memoria. En realizaciones adicionales,
aunque las marcas pueden tener las mismas propiedades de emision dptica y/o espectral, las marcas inmovilizadas
se pueden distinguir entre si espacialmente. En algunas realizaciones, las marcas del mismo tipo, que se definen por
ser marcas que tienen las mismas propiedades opticas, se inmovilizan sobre el sustrato, por ejemplo como un
miembro de una matriz descrita en la presente memoria, a una densidad y/o separacion tal que las sondas producto
individuales se pueden resolver como se muestra en el elemento 12 de la Figura 1. En esta descripcion, las "mismas
marcas" se definen por ser marcas que tienen composiciones quimicas vy fisicas idénticas. Las "diferentes marcas"
en la presente memoria significan marcas que tienen diferentes composiciones quimicas y/o fisicas, incluyendo
"marcas de diferentes tipos" que tienen diferentes propiedades 6pticas. Las "diferentes marcas del mismo tipo" en la
presente memoria significan marcas que tienen diferentes composiciones quimicas y/o fisicas, pero las mismas
propiedades épticas.

El elemento 12 de la Figura 1 representa una imagen de un miembro ilustrativo de una matriz que comprende
marcas inmovilizadas. En estas realizaciones, las marcas son direccionables espacialmente ya que la ubicacion de
una molécula especifica su identidad (y en la sintesis combinatoria espacial, la identidad es una consecuencia de la
ubicacion). En realizaciones adicionales, un miembro de la matriz sobre el sustrato puede tener una o multiples
sondas marcadas inmovilizadas sobre el miembro. Cuando se inmovilizan multiples sondas marcadas en un
miembro de la matriz, las marcas del mismo tipo en las sondas marcadas inmovilizadas en un miembro de una
matriz sobre el sustrato se pueden distinguir entre si espacialmente como se muestra en el elemento 12 de la Figura
1. En algunas realizaciones, las marcas inmovilizadas del mismo tipo estan separadas por una distancia de
aproximadamente 1 a 1000 nm, de 5 a 100 nm, o de 10 a 100 nm; aproximadamente 100, 150, 200, 250, 300, 350 o
400 nm o mas; y/o aproximadamente 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350 o 400 nm o menos en todas las dimensiones.
La densidad de las sondas producto y sus marcas en los sustratos puede ser de hasta muchos millones (y hasta mil
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millones o mas) de sondas producto que se contaran por sustrato. La capacidad de contar un gran numero de
sondas producto que contienen las marcas permite una cuantificacion precisa de las secuencias de acido nucleico.

En algunas realizaciones, las primera y segunda sondas de etiquetado inmovilizadas y/o las sondas de etiquetado
amplificadas de las mismas comprenden una primera y una segunda etiquetas, respectivamente. La sonda de
etiqguetado en la presente memoria significa una sonda que esta configurada para unirse directa o indirectamente al
sustrato. La propia sonda de etiquetado puede unirse al sustrato o puede modificarse para unirse al sustrato. Una
etiqueta o etiqueta de afinidad en la presente memoria significan un motivo para el aislamiento, enriquecimiento o
inmovilizacién especificos de sondas producto. Los ejemplos de la etiqueta o etiqueta de afinidad incluyen un
compafiero de unién descrito en la presente memoria, secuencias de ADN Unicas que permiten la captura especifica
de la secuencia, incluida la secuencia genémica natural y/o no gendmica artificial, biotina-estreptavidina, etiquetas
de His, octapéptido FLAG, quimica click (p. €j., pares de grupos funcionales que reaccionan rapida y selectivamente
entre si en condiciones acuosas suaves), y anticuerpos (p. €j., azida-ciclina). Por ejemplo, la etapa de inmovilizacion
comprende hibridar al menos una parte de la etiqueta, la etiqueta de afinidad o la secuencia de nucleétidos de
etiquetado con una molécula de nucleétido correspondiente inmovilizada sobre el sustrato. La etiqueta o etiqueta de
afinidad se configuran para unirse a entidades que incluyen, pero no se limitan a, una cuenta, una cuenta magnética,
un portaobjetos de microscopio, un cubreobjetos, una micromatriz o una molécula. En algunas realizaciones, la
etapa de inmovilizacién se realiza inmovilizando las etiquetas sobre la ubicacién predeterminada del sustrato.

En otro aspecto, se cuentan los numeros de diferentes marcas inmovilizadas sobre el sustrato y, por lo tanto, los
numeros de diferentes sondas producto inmovilizadas que comprenden las marcas. Por ejemplo, las sondas
producto de cada locus genético se agrupan, y se cuentan las marcas en las sondas producto inmovilizadas. En
algunas realizaciones, se pueden interrogar multiples secuencias dentro de un locus gendémico a través de la
creacion de multiples tipos de sondas producto. Para este ejemplo, se pueden combinar diferentes sondas producto
para el mismo locus gendmico (posiblemente mediante la inmovilizacién en una ubicacién comun de un sustrato, p.
ej., como miembro de una matriz descrita en la presente memoria), y las marcas en estas sondas producto se
pueden contar directamente. También se pueden separar diferentes sondas producto para el mismo locus genémico
(posiblemente mediante la inmovilizacion en diferentes ubicaciones de un sustrato, p. €j., como miembros diferentes
de una matriz descrita en la presente memoria), y las marcas en estas sondas producto se pueden contar
directamente. En realizaciones adicionales, el sustrato puede tener una o mas etiquetas de afinidad especificas en
cada ubicacion en un sustrato, p. ej., como miembro de una matriz en el sustrato. Por lo tanto, otro método para
cuantificar las secuencias de acido nucleico se produce mediante la inmovilizacién de sondas producto para un solo
locus gendmico (este puede ser un tipo de sonda producto, o puede ser un conjunto de mas de una sonda producto
para un locus genoémico particular) sobre la misma ubicacion de un sustrato (p. €j., como el mismo miembro de una
matriz descrita en la presente memoria) como sondas producto correspondientes a un segundo locus gendmico, que
pueden o no servir como locus de referencia o de control. En este caso, las sondas producto del primer locus
gendmico seran distinguibles de las sondas producto del segundo locus gendmico, en funcién de la presencia de
diferentes marcas utilizadas en la generacion de las sondas producto.

En un ejemplo, para detectar la trisomia 21 (aneuploidia) de un feto mediante el examen de una muestra de sangre
materna, se generaria un conjunto de sondas producto correspondientes al cromosoma 21, por ejemplo, con una
marca de fluoréforo de color rojo, y se contaria. También se generaria un segundo conjunto de sondas producto a
partir de un locus de referencia o control, p. €j., el cromosoma 18, y se contaria. Este segundo conjunto de sondas
producto se puede generar, por ejemplo, con una marca de fluoréforo de color verde.

En algunas realizaciones, estas sondas producto se pueden preparar de tal manera que se agrupen por locus (en
este caso, cromosoma 21 o cromosoma 18) y se cuenten por separado sobre un sustrato. Es decir, las sondas
producto correspondientes al cromosoma 21 se pueden aislarse y contabilizar por separado, y las sondas producto
correspondientes al cromosoma 18 se pueden aislar y contabilizar por separado. En realizaciones adicionales, estas
sondas producto también se pueden preparar de tal manera que se agrupen en la misma ubicacion de un sustrato
(p. €j., como el mismo miembro de una matriz descrita en la presente memoria. En este caso, en la misma region de
un sustrato, las sondas producto que portan un fluoréforo de color rojo corresponderan al cromosoma 21, y las
sondas producto con un fluoréforo de color verde corresponderan al cromosoma 18. Por ejemplo, ya que todas estas
sondas producto se pueden resolver individualmente y, por lo tanto, se pueden contar con mucha precision, una
mayor frecuencia de sondas producto del cromosoma 21 con respecto a las sondas producto del cromosoma 18
(incluso tan pequefia como 0,01, 0,1, uno o mas por ciento o menos) significara la presencia de trisomia 21 en un
feto. En este caso, las sondas producto para el cromosoma 18 pueden servir como control.

En otro aspecto, los métodos de la presente descripcién pueden comprender el recuento de las marcas de los
conjuntos de sondas inmovilizados sobre el sustrato. En algunas realizaciones, los métodos pueden comprender el
recuento de (i) un primer nimero de la primera marca inmovilizada sobre el sustrato, y (ii) un segundo nimero de la
segunda marca inmovilizada sobre el sustrato. La etapa de recuento se puede realizar después de inmovilizar el
conjunto de sondas ligadas a un sustrato, y el sustrato con conjuntos de sondas ligadas inmovilizadas se puede
almacenar en condiciones que eviten la degradacién de los conjuntos de sondas ligadas (p. €j., a temperatura
ambiente o una temperatura por debajo de la temperatura ambiente) antes de llevar a cabo la etapa de recuento.

Con el fin de cuantificar con precision la abundancia relativa de diferentes secuencias genémicas, por ejemplo, para
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la cuantificaciéon del nimero de copias de ADN o para la cuantificacion de la frecuencia de alelos, se puede contar
una gran cantidad de sondas producto. Por ejemplo, una marca puede ser detectada y contada en base a la
medicion, por ejemplo, de propiedades fisicoquimicas, electromagnéticas, eléctricas, optoelectronicas o
electroquimicas, o caracteristicas de la marca inmovilizada.

En algunas realizaciones, la marca se puede detectar mediante microscopia de sonda de barrido (SPM),
microscopia de efecto tunel (STM) y microscopia de fuerza atémica (AFM), microscopia electronica, técnicas de
interrogacion/deteccion optica que incluyen, pero no se limitan a, microscopia 6ptica de barrido de campo cercano
(NSOM), microscopia confocal y excitacion de ondas evanescentes. Las versiones mas especificas de estas
técnicas incluyen microscopia confocal de campo lejano, microscopia de dos fotones, epi-iluminacién de campo
amplio y microscopia de reflexion interna total (TIR). Muchas de las técnicas anteriores también se pueden utilizar en
un modo espectroscépico. La deteccion real es mediante camaras de dispositivos de carga acoplada (CCD) y CCD
intensificados, fotodiodos y/o tubos fotomultiplicadores. En algunas realizaciones, la etapa de recuento comprende
un analisis éptico, que detecta una propiedad o6ptica de una etiqueta. En realizaciones adicionales, el analisis éptico
comprende un analisis de imagen como se describe en la presente memoria.

En otro aspecto, la etapa de recuento comprende la lectura del sustrato en el primer y segundo canales de imagen
que corresponden a la primera y segunda marcas, respectivamente, y la produccién de una o mas imagenes del
sustrato, en donde la primera y la segunda sondas de marcaje se pueden resolver en la una o mas imagenes. En
algunas realizaciones, la etapa de recuento comprende el filtrado espacial para la segmentacion de imagenes. En
realizaciones adicionales, la etapa de recuento comprende el analisis de segmentacion de imagenes "water
shedding", o un método hibrido para la segmentacion de imagenes.

Los métodos descritos en la presente memoria también pueden observar la frecuencia de diferentes alelos en el
mismo locus genético (p. ej., dos alelos de un polimorfismo de un solo nucleétido dado). La precision de estos
métodos puede detectar cambios muy pequefios en la frecuencia (p. €j., tan bajos como aproximadamente 10, 5, 4,
3,2,1,0,5, 0,1 00,01% o menos). Como ejemplo, en el caso de un trasplante de 6érganos, una muestra de sangre
contendra una firma genética muy diluida del 6rgano donado. Esta firma puede ser la presencia de un alelo que no
se encuentra en el receptor del genoma del 6rgano donado. Los métodos descritos en la presente memoria pueden
detectar desviaciones muy pequefias en la frecuencia de los alelos (p. €j., tan bajas como aproximadamente 10, 5, 4,
3,2,1,0,5, 0,1 00,01% o menos) y pueden identificar la presencia de ADN del donante en una muestra del anfitrion
(p. €j., muestra de sangre). Un érgano trasplantado no saludable puede producir niveles elevados de ADN de
donante en la sangre del anfitrion, un aumento de solo un pequefio porcentaje (p. €j., tan bajo como
aproximadamente 10, 5, 4, 3, 2, 1, 0,5, 0,1 o0 0,01% o menos). Los métodos descritos en la presente memoria
pueden ser lo suficientemente sensibles como para identificar cambios en la frecuencia de los alelos con la
sensibilidad necesaria y, por lo tanto, pueden determinar con precision la presencia y las cantidades cambiantes de
ADN del donante en la sangre del anfitrién.

En otro aspecto, los métodos de la presente descripcion pueden comprender comparar los numeros primero y
segundo para determinar la variacién genética en la muestra genética. En algunas realizaciones, la etapa de
comparacion comprende obtener una estimaciéon de un nimero relativo de las moléculas de nucleétido que tienen la
primera y la segunda regiones de acido nucleico de interés.

En otro aspecto, los métodos de la presente descripcion pueden comprender el marcaje de la primera y segunda
sondas de marcaje con primera y segunda marcas, respectivamente, antes de la etapa de contacto (p. €j., durante la
fabricacion de las sondas). El marcaje de la sonda se puede realizar simultaneamente o después de poner en
contacto las sondas con la muestra genética, hibridar, ligar, amplificar y/o inmovilizar las sondas. Ademas, el marcaje
de la sonda se puede realizar simultdneamente o antes de poner en contacto las sondas con la muestra genética,
hibridar, ligar, amplificar y/o inmovilizar las sondas. El marcaje de una sonda puede comprender agregar, inmovilizar
0 unir una marca a la sonda mediante un enlace fisico o quimico. Las marcas se pueden colocar en cualquier lugar
dentro de la secuencia de una sonda, incluso en el extremo 5' 0 3".

En otro aspecto, los métodos de la presente descripcion pueden comprender el etiquetado de la primera y la
segunda sondas de etiquetado con la primera y la segunda etiquetas, respectivamente, antes de la etapa de
contacto (p. €j., durante la fabricacion de las sondas). El etiquetado de la sonda se puede realizar simultdneamente o
después de poner en contacto las sondas con la muestra genética, hibridar, ligar, amplificar y/o marcar las sondas.
Ademas, el etiquetado de la sonda se puede realizar simultdneamente o antes de poner en contacto las sondas con
la muestra genética, hibridar, ligar, amplificar, inmovilizar y/o marcar las sondas. El etiquetado de una sonda puede
comprender agregar, inmovilizar o unir una etiqueta a la sonda mediante un enlace fisico o quimico. Las etiquetas se
pueden colocar en cualquier lugar dentro de la secuencia de una sonda, incluso en el extremo 5' 0 3.

En otro aspecto, los conjuntos de sondas en la presente memoria se pueden disefiar para que tengan etiquetas de
acuerdo con las ubicaciones predeterminadas en las que se van a inmovilizar las etiquetas. En algunas
realizaciones, las etiquetas en todos los conjuntos de sondas configuradas para detectar una variacion genética son
las mismas y estan configuradas para ser inmovilizadas en las mismas ubicaciones en el sustrato directa o
indirectamente. En realizaciones adicionales, la primera y segunda etiquetas son iguales, y cada una de las demas
etiquetas es diferente de la primera o la segunda etiquetas. En realizaciones adicionales, cada uno o un grupo de
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miembros de la matriz de multiples ubicaciones predeterminadas en un sustrato pueden tener una etiqueta Unica que
se debe inmovilizar.

En otro aspecto, los conjuntos de sondas de acuerdo con algunas realizaciones se pueden amplificar, y se pueden
producir conjuntos de sondas marcadas durante el proceso de amplificacién. En otro aspecto, cada una de las
sondas de marcaje puede comprender una secuencia de cebado directo o inverso, y cada una de las sondas de
etiquetado puede comprender una secuencia de cebado inverso o directo correspondiente y una secuencia de
nucledtidos de etiquetado como etiqueta. Las secuencias de cebado directo e inverso son las secuencias que estan
configuradas para hibridar con los cebadores directo e inverso correspondientes, respectivamente. En algunas
realizaciones, la etapa de amplificacion comprende amplificar (i) las primeras sondas de marcaje y etiquetado
ligadas con los primeros cebadores directo e inverso que hibridan con las secuencias de cebado directo e inverso,
respectivamente, en donde el primer cebador directo o inverso que hibrida con la primera sonda de marcaje
comprende la primera marca, y (ii) las segundas sondas de marcaje y etiquetado ligadas con los segundos
cebadores directo e inverso que hibridan con las secuencias de cebado directo e inverso, respectivamente, en donde
el segundo cebador directo o inverso que hibrida con la segunda sonda de marcaje comprende la segunda marca.
En realizaciones adicionales, las secuencias de nucleétidos de etiquetado amplificadas de las sondas de etiquetado
se inmovilizan en una ubicacién predeterminada sobre un sustrato, en donde las secuencias de nucleétidos de
etiguetado amplificadas de la primera y segunda sondas de etiquetado son la primera y segunda etiquetas. En
algunas realizaciones, la primera y segunda etiquetas son iguales y/o estan configuradas para unirse a la misma
ubicacion en el sustrato. En otra realizacion, la primera y segunda etiquetas son diferentes y/o estan configuradas
para unirse a diferentes ubicaciones en el sustrato. En realizaciones adicionales, cuando las sondas se amplifican, el
método comprende contar el nimero de marcas en las sondas y/o los conjuntos de sondas amplificados
inmovilizados sobre el sustrato. Por ejemplo, el primer nimero es el nimero de la primera marca en el primer
conjunto de sondas amplificadas inmovilizadas sobre el sustrato, y el segundo ndmero es el nimero de la segunda
marca en el segundo conjunto de sondas amplificadas inmovilizadas sobre el sustrato.

En otro aspecto, los conjuntos de sondas de acuerdo con algunas realizaciones se pueden amplificar, y se pueden
producir conjuntos de sondas marcadas utilizando cebadores inversos marcados sin utilizar un cebador directo. En
otro aspecto, cada una de las sondas de marcaje puede comprender una secuencia de cebado inverso, y cada una
de las sondas de etiquetado puede comprender una secuencia de nucleétidos de etiquetado como etiqueta. En
algunas realizaciones, la etapa de amplificacion puede comprender amplificar (i) las primeras sondas de marcaje y
etiquetado ligadas con un primer cebador inverso que hibrida con una primera secuencia de cebado inverso de la
primera sonda de marcaje, en donde el primer cebador inverso comprende la primera marca, y (ii) las segundas
sondas de marcaje y etiquetado ligadas con un segundo cebador inverso que hibrida con una segunda secuencia de
cebado inverso de la segunda sonda de marcaje, en donde el segundo cebador inverso comprende la segunda
marca. En realizaciones adicionales, las secuencias de nucleétidos de etiquetado amplificadas de las sondas de
etiquetado se inmovilizan en una ubicaciéon predeterminada sobre un sustrato, en donde las secuencias de
nucledtidos de etiquetado amplificadas de la primera y segunda sondas de etiquetado son la primera y segunda
etiquetas. En realizaciones adicionales, el primer nimero es el nimero de la primera marca en el primer conjunto de
sondas amplificadas inmovilizadas sobre el sustrato, y el segundo numero es el nimero de la segunda marca en el
segundo conjunto de sondas amplificadas inmovilizadas sobre el sustrato.

En otro aspecto, los conjuntos de sondas ligadas de acuerdo con algunas realizaciones se pueden producir
utilizando una reaccion en cadena de la ligasa. En otro aspecto, el método descrito en la presente memoria
comprende poner en contacto el tercer y cuarto conjuntos de sondas con la muestra genética, en donde el tercer
conjunto de sondas comprende una tercera sonda de marcaje y una tercera sonda de etiquetado, y el cuarto
conjunto de sondas comprende una cuarta sonda de marcaje y una cuarta sonda de etiquetado. El método puede
comprender adicionalmente hibridar el primer y segundo conjuntos de sondas con la primera y segunda hebras de
acido nucleico efectoras de interés en moléculas de nucleétidos de hebra sencilla a partir de moléculas de
nucledtidos de doble hebra de la muestra genética, respectivamente; e hibridar el tercer y cuarto conjuntos de
sondas con las hebras de acido nucleico antisentido de la primera y segunda hebras de acido nucleico efectoras de
interés, respectivamente. El método puede comprender adicionalmente producir un primer, segundo, tercero y cuarto
conjuntos de sondas ligadas al menos ligando (i) la primera sonda de marcaje y la primera sonda de etiquetado, (ii)
la segunda sonda de marcaje y la segunda sonda de etiquetado, (iii) la tercera sonda de marcaje y la tercera sonda
de etiquetado, y (iv) la cuarta sonda de marcaje y la cuarta sonda de etiquetado. EIl método puede comprender
adicionalmente realizar una reaccion en cadena de la ligasa conocida en la técnica para amplificar la sonda ligada
y/o los conjuntos de sondas ligadas. En algunas realizaciones, la reaccion en cadena de la ligasa puede comprender
hibridar un primer, segundo, tercero y cuarto conjuntos de sondas no ligadas con el tercer, cuarto, primer y segundo
los conjuntos de sondas ligadas, respectivamente, y ligar al menos (i) la primera sonda de marcaje y la primera
sonda de etiquetado, (ii) la segunda sonda de marcaje y la segunda sonda de etiquetado, (iii) la tercera sonda de
marcaje y la tercera sonda de etiquetado, y (iv) la cuarta sonda de marcaje y la cuarta sonda de etiquetado de los
conjuntos de sondas no ligadas. El método puede comprender adicionalmente inmovilizar las sondas de etiquetado
en la ubicacidon predeterminada sobre un sustrato, en donde la primera, segunda, tercera y cuarta sondas de
marcaje ligadas a la primera, segunda, tercera y cuarta sondas de etiquetado inmovilizadas, respectivamente,
comprenden una primera, segunda, tercera y cuarta marcas, respectivamente; las marcas inmovilizadas se pueden
resolver opticamente; la primera, segunda, tercera y cuarta sondas de etiquetado inmovilizadas comprenden una
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primera, segunda, tercera y cuarta etiquetas, respectivamente, y la etapa de inmovilizacién se realiza inmovilizando
las etiquetas en la ubicacién predeterminada. El método puede comprender adicionalmente contar (i) la primera
suma de la primera y tercera marcas inmovilizadas sobre el sustrato, y (ii) la segunda suma de las segunda y cuarta
marcas inmovilizadas sobre el sustrato, y comparar las primeras y segundas sumas para determinar la variacion
genética en la muestra genética. En otras realizaciones adicionales, el método comprende adicionalmente marcar la
primera, segunda, tercera y cuarta sondas de marcaje con la primera, segunda, tercera y cuarta marcas,
respectivamente, antes de la etapa de contacto. En otras realizaciones adicionales, la primera y tercera marcas son
iguales, y la segunda y cuarta marcas son iguales.

En otro aspecto, el método descrito en la presente memoria comprende poner en contacto el tercer y cuarto
conjuntos de sondas con la muestra genética, en donde el tercer conjunto de sondas comprende una tercera sonda
de marcaje y una tercera sonda de etiquetado, y el cuarto conjunto de sondas comprende una cuarta sonda de
marcaje y una cuarta sonda de etiquetado, la primera y la tercera sondas de marcaje comprenden una primera
secuencia de cebado inverso, la segunda y cuarta sondas de marcaje comprenden una segunda secuencia de
cebado inverso, y cada una de las sondas de etiquetado comprende una secuencia de nucleétidos de etiquetado
como etiqueta. El método puede comprender adicionalmente hibridar el primer y segundo conjuntos de sondas con
la primera y segunda hebras de acido nucleico efectoras de interés, respectivamente, en moléculas de nucledtidos
de hebra sencilla a partir de moléculas de nucleétidos de doble hebra de la muestra genética; e hibridar al menos
partes del tercer y cuarto conjuntos de sondas con hebras de acido nucleico antisentido de la primera y segunda
hebras de acido nucleico efectoras de interés, respectivamente; producir el primer, segundo, tercer y cuarto
conjuntos de sondas ligadas ligando (i) la primera sonda de marcaje y la primera sonda de etiquetado, (ii) la segunda
sonda de marcaje y la segunda sonda de etiquetado, (iii) la tercera sonda de marcaje y la tercera sonda de
etiquetado, y (iv) la cuarta sonda de marcaje y la cuarta sonda de etiquetado. El método puede comprender
adicionalmente realizar una reaccion en cadena de la ligasa. En algunas realizaciones, la reaccion en cadena de la
ligasa comprende hibridar al menos partes del primer, segundo, tercer y cuarto conjuntos de sondas no ligadas con
el tercero, cuarto, primer y segundo conjuntos de sondas ligadas, respectivamente, y ligar (i) la primera sonda de
marcaje y la primera sonda de etiquetado, (ii) la segunda sonda de marcaje y la segunda sonda de etiquetado, (iii) la
tercera sonda de marcaje y la tercera sonda de etiquetado, y (iv) la cuarta sonda de marcaje y la cuarta sonda de
etiqguetado del conjunto de sondas no ligadas. El método puede comprender adicionalmente amplificar (i) el primer y
tercer conjuntos de sondas ligadas con un primer cebador inverso que hibrida con la primera secuencia de cebado
inverso, en donde el primer cebador inverso comprende la primera marca, y (ii) el segundo y cuarto conjuntos de
sondas ligadas con un segundo cebador inverso que hibrida con la segunda secuencia de cebado inverso, en donde
el segundo cebador inverso comprende la segunda marca, las secuencias de nucledtidos de etiquetado amplificadas
de las sondas de etiquetado se inmovilizan en una ubicacién predeterminada sobre un sustrato, en donde las
secuencias de nucledtidos de etiquetado amplificadas de la primera, segunda, tercera y cuarta sondas de etiquetado
son la primera, segunda, tercera y cuarta etiquetas, el primer nimero es el nimero de la primera marca en el primer
y tercer conjuntos de sondas amplificadas inmovilizados sobre sustrato, y el segundo nimero es el numero de la
segunda marca en el segundo y cuarto conjuntos de sondas amplificadas inmovilizado sobre el sustrato.

En otro aspecto, la primera y segunda sondas de marcaje ligadas estan en el extremo 3' del primer y segundo
conjuntos de sondas ligadas y comprenden la primera y la segunda secuencias de cebado inverso que hibridan con
el primer y el segundo cebadores inversos, respectivamente. En algunas realizaciones, el primer y segundo
cebadores inversos comprenden la primera y segunda marcas. En realizaciones adicionales, la primera y segunda
sondas de etiquetado ligadas estan en el extremo 5' del primer y segundo conjunto de sondas ligadas. En
realizaciones adicionales, la primera y segunda sondas de etiquetado ligadas estan en el extremo 5' del primer y
segundo conjunto de sondas ligadas y comprenden la primera y la segunda secuencias de cebado directo
correspondientes que hibridan con el primero y segundo cebadores directos, respectivamente.

En otro aspecto, el método en la presente memoria comprende digerir moléculas de doble hebras en la muestra para
producir moléculas de hebra sencillas. En algunas realizaciones, la etapa de amplificacion comprende poner en
contacto una exonucleasa con la sonda y/o el conjunto de sondas amplificadas, y digerir la sonda y/o conjunto de
sondas amplificadas desde el extremo 5' de una hebra de la sonda y/o conjunto de sondas amplificadas de doble
hebra. Por ejemplo, la etapa de amplificacion comprende poner en contacto una exonucleasa con la sonda
amplificada en un conjunto de sondas, y digerir el conjunto de sondas amplificadas a partir del extremo 5' de una
hebra del conjunto de sondas amplificadas de doble hebra. En realizaciones adicionales, la Unica hebra de la sonda
y conjunto de sondas amplificadas en contacto con la exonucleasa no tiene ninguna marca en el extremo 5'. El
contacto de la exonucleasa con las sondas de doble hebras no marcadas puede digerir la hebra no marcada del
extremo 5' produciendo sondas de hebra sencilla. En otro aspecto, el extremo 5' del conjunto de sondas amplificadas
que comprende la marca en el extremo 5' se puede proteger de la digestion con exonucleasa.

En otro aspecto, el método puede detectar de 1 a 100, de 1 a 50, de 2 a 40 o de 5 a 10 variaciones genéticas; 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 10 o mas variaciones genéticas; y 100, 50, 30, 20, 10 o menos variaciones genéticas. En algunas
realizaciones, el método descrito en la presente memoria puede detectar x niumero de variaciones genéticas
utilizando al menos (x + 1) nimero de diferentes conjuntos de sondas. En estas realizaciones, se pueden comparar
un numero de marcas de un tipo de conjuntos de sondas con uno o mas numeros de marcas del resto de los
diferentes tipos de conjuntos de sondas. En algunas realizaciones, el método descrito en la presente memoria puede
detectar variaciones genéticas de manera continua en todo el genoma a varias resoluciones, por ejemplo, a una
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resolucion de 300.000 bases, de manera que 100 variaciones distribuidas en todos los cromosomas se interrogan y
cuantifican por separado. En realizaciones adicionales, la resolucién de bases esta en el intervalo de uno o diez a
cien mil nucleétidos hasta un millon, diez millones o 100 millones o mas nucledétidos.

En otro aspecto, el método de acuerdo con algunas realizaciones puede detectar al menos dos variaciones
genéticas. En algunas realizaciones, el método descrito en la presente memoria puede comprender adicionalmente
poner en contacto un quinto conjunto de sondas con la muestra genética, en donde el quinto conjunto de sondas
comprende una quinta sonda de marcaje y una quinta sonda de etiquetado. EI método puede comprender
adicionalmente hibridar al menos una parte del quinto conjunto de sondas con la tercera regién de acido nucleico de
interés en moléculas de nucleédtidos de la muestra genética, en donde la tercera region de acido nucleico de interés
es diferente de la primera y segunda regiones de acido nucleico de interés. El método puede comprender
adicionalmente ligar el quinto conjunto de sondas ligando al menos la quinta sonda de marcaje y la quinta sonda de
etiqguetado. El método puede comprender adicionalmente amplificar los conjuntos de sondas ligadas. El método
puede comprender adicionalmente inmovilizar cada una de las sondas de etiquetado en una ubicaciéon
predeterminada sobre un sustrato, en donde la quinta sonda de marcaje y/o la sonda de marcaje amplificada de la
misma ligada a la sonda de etiquetado inmovilizada comprenden una quinta marca, la quinta etiqueta es diferente de
la primera y segunda marcas, las marcas inmovilizadas se pueden resolver épticamente, la quinta sonda de
etiqguetado inmovilizada y/o la sonda de etiquetado amplificada de la misma comprenden una quinta etiqueta, y la
etapa de inmovilizacién se realiza inmovilizando las etiquetas en la ubicacién predeterminada. EI método puede
comprender contar un tercer nimero de la quinta marca inmovilizada sobre sustrato, y comparar el tercer nimero
con el primer y/o segundo numeros para determinar la segunda variacion genética en la muestra genética. En
algunas realizaciones, el sujeto puede ser un sujeto gestante, la primera variacion genética es la trisomia 21 en el
feto del sujeto gestante y la segunda variacion genética se selecciona del grupo que consiste en la trisomia 13,
trisomia 18, aneuploidia de X y aneuploidia de Y en el feto del sujeto gestante.

En otro aspecto, el método de acuerdo con algunas realizaciones puede detectar al menos tres variaciones
genéticas. En algunas realizaciones, el método descrito en la presente memoria comprende adicionalmente poner en
contacto un sexto conjunto de sondas con la muestra genética, en donde el sexto conjunto de sondas comprende
una sexta sonda de marcaje y una sexta sonda de etiquetado. El método puede comprender adicionalmente hibridar
al menos una parte del sexto conjunto de sondas con la cuarta regién de acido nucleico de interés en moléculas de
nucledtidos de la muestra genética, en donde la cuarta region de acido nucleico de interés es diferente de la primera,
segunda y tercera regiones de acido nucleico de interés. El método puede comprender adicionalmente ligar el sexto
conjunto de sondas ligando al menos la sexta sonda de marcaje y la sexta sonda de etiquetado. EI método puede
comprender adicionalmente amplificar los conjuntos de sondas ligadas. El método puede comprender
adicionalmente la inmovilizaciéon de cada una de las sondas de etiquetado en una ubicacion predeterminada sobre
un sustrato, en donde la sexta sonda de marcaje y/o la sonda de marcaje amplificada de la misma ligadas a la sonda
de etiquetado inmovilizada comprenden una sexta marca, la sexta marca es diferente de la primera y segunda
marcas, las marcas inmovilizadas se pueden resolver épticamente, la sexta sonda de etiquetado inmovilizada y/o la
sonda de etiquetado amplificada de la misma comprenden una sexta etiqueta, y la etapa de inmovilizacion se realiza
inmovilizando las etiquetas en la ubicacion predeterminada. El método puede comprender adicionalmente contar un
cuarto numero de la sexta marca inmovilizada sobre sustrato, y comparar el cuarto nimero con el primer, segundo
y/o tercer niumeros para determinar la tercera variacion genética en la muestra genética.

En otro aspecto, el método puede, segun algunas realizaciones, detectar al menos cuatro variaciones genéticas. En
algunas realizaciones, el método descrito en la presente memoria comprende adicionalmente poner en contacto un
séptimo conjunto de sondas con la muestra genética, en donde el séptimo conjunto de sondas comprende una
séptima sonda de marcaje y una séptima sonda de etiquetado. El método puede comprender adicionalmente hibridar
al menos una parte del séptimo conjunto de sondas con la quinta region de acido nucleico de interés en moléculas
de nucledtidos de la muestra genética, en donde la quinta region de acido nucleico de interés es diferente de la
primera, segunda, tercera y cuarta regiones de &acido nucleico de interés. EI método puede comprender
adicionalmente ligar el séptimo conjunto de sondas al menos ligando la séptima sonda de marcaje y la séptima
sonda de etiquetado. EI método puede comprender adicionalmente amplificar opcionalmente los conjuntos de
sondas ligadas. El método puede comprender adicionalmente inmovilizar cada una de las sondas de etiquetado en
una ubicacion predeterminada sobre un sustrato, en donde la séptima sonda de marcaje y/o la sonda de marcaje
amplificada de la misma ligadas a la sonda de etiquetado inmovilizada comprenden una séptima marca, la séptima
marca es diferente de la primera y segunda marcas, las marcas inmovilizadas se pueden resolver épticamente, la
séptima sonda de etiquetado inmovilizada y/o la sonda de etiquetado amplificada de la misma comprenden una
séptima etiqueta, y la etapa de inmovilizacidn se realiza inmovilizando las etiquetas en la ubicacion predeterminada.
El método puede comprender adicionalmente contar un quinto nimero de la séptima etiqueta inmovilizada sobre el
sustrato, y comparar el quinto nimero con el primer, segundo, tercer y/o cuarto niumeros para determinar la cuarta
variacion genética en la muestra genética.

En otro aspecto, el método de acuerdo con algunas realizaciones puede detectar al menos cinco variaciones
genéticas. En algunas realizaciones, el método descrito en la presente memoria comprende adicionalmente poner en
contacto un octavo conjunto de sondas con la muestra genética, en donde el octavo conjunto de sondas comprende
una octava sonda de marcaje y una octava sonda de etiquetado. El método puede comprender adicionalmente
hibridar al menos una parte del octavo conjunto de sondas con la sexta regiéon de acido nucleico de interés en

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2739430 T3

moléculas de nucledtidos de la muestra genética, en donde la sexta region de acido nucleico de interés es diferente
de la primera, segunda, tercera, cuarta, y quinta regiones de acido nucleico de interés. El método puede comprender
adicionalmente ligar el octavo conjunto de sondas ligando al menos la octava sonda de marcaje y la octava sonda de
etiqguetado. El método puede comprender adicionalmente amplificar los conjuntos de sondas ligadas. El método
puede comprender adicionalmente inmovilizar cada una de las sondas de etiquetado en una ubicaciéon
predeterminada sobre un sustrato, en donde la octava sonda de marcaje y/o la sonda de marcaje amplificada de la
misma ligadas a la sonda de etiquetado inmovilizada comprenden una octava etiqueta, la octava marca es diferente
de la primera y segunda marcas, las marcas inmovilizadas se pueden resolver dpticamente, la octava sonda de
etiqguetado inmovilizada y/o la sonda de etiquetado amplificada de la misma comprenden una octava etiqueta, y la
etapa de inmovilizacién se realiza inmovilizando las etiquetas en la ubicacién predeterminada. EI método puede
comprender adicionalmente contar un sexto numero de la octava etiqueta inmovilizada sobre sustrato, y comparar el
sexto numero con el primer, segundo, tercer, cuarto y/o quinto nimeros para determinar la quinta variacion genética
en la muestra genética. En algunas realizaciones, el sujeto es un sujeto gestante, y la primera, segunda, tercera,
cuarta y quinta variaciones genéticas son la trisomia 13, la trisomia 18, la trisomia 21, aneuploidia X y aneuploidia Y
en el feto del sujeto gestante.

En otro aspecto, el sujeto es un sujeto gestante, la variacion genética es la trisomia 21 en el feto del sujeto gestante,
la primera region de acido nucleico de interés se ubica en el cromosoma 21 y la segunda region de acido nucleico de
interés no se ubica en el cromosoma 21.

En otro aspecto, el sujeto es un sujeto gestante, la variacion genética es la trisomia 21 en el feto del sujeto gestante,
la primera region de acido nucleico de interés se ubica en el cromosoma 21 y la segunda region de acido nucleico de
interés se ubica en el cromosoma 18.

En un aspecto, el conjunto de sondas de la presente memoria puede comprender dos, tres, cuatro, cinco o mas
sondas de marcaje, y/o dos, tres, cuatro, cinco o mas marcas. En algunas realizaciones, el método descrito en la
presente memoria puede comprender adicionalmente el primer y segundo conjuntos de sondas, comprender
adicionalmente la tercera y cuarta sondas de marcaje, respectivamente; el primer conjunto de sondas inmovilizadas
y/o el primer conjunto de sondas amplificadas comprenden adicionalmente una novena marca en la tercera sonda de
marcaje y/o su producto amplificado; y el segundo conjunto de sondas inmovilizadas y/o el segundo conjunto de
sondas amplificadas comprenden adicionalmente una décima marca en la cuarta sonda de marcaje y/o su producto
amplificado. En estas realizaciones, si la novena y décima marcas son diferentes de la primera y segunda marcas,
este método se puede utilizar para confirmar el nimero contado para la primera y segunda marcas. Si la novena y
décima marcas son iguales que la primera y segunda marcas, respectivamente, este método se puede utilizar para
mejorar la precision de las marcas de deteccion inmovilizadas en cada una de las regiones de acido nucleico de
interés. Por ejemplo, el uso de multiples marcas seria mas brillante que el uso de una marca y, por lo tanto, se
pueden detectar mas facilmente multiples marcas que una sola marca.

En realizaciones adicionales, (i) el primer conjunto de sondas inmovilizadas y/o el primer conjunto de sondas
amplificadas comprenden adicionalmente una undécima marca en la sonda de marcaje, y (ii) el segundo conjunto de
sondas inmovilizadas y/o el segundo conjunto de sondas amplificadas comprenden adicionalmente una duodécima
marca que es diferente de la undécima marca en la sonda de marcaje. En realizaciones adicionales, en donde la
primera, segunda, undécima y duodécima marcas son diferentes entre si, y la etapa de recuento comprende
adicionalmente los numeros de recuento de la undécima y duodécima marcas inmovilizadas sobre el sustrato.

En otro aspecto, el método descrito en la presente memoria se puede realizar con una muestra de control. En
algunas realizaciones, el método puede comprender adicionalmente repetir las etapas con una muestra de control
diferente de la muestra genética del sujeto. El método puede comprender adicionalmente contar los nimeros de
control de las marcas inmovilizadas sobre el sustrato, y comparar los numeros de control con el primer, segundo,
tercer, cuarto, quinto y/o sexto nimeros para confirmar la variacion genética en la muestra genética.

En otro aspecto, el sujeto puede ser un sujeto gestante, y la variacién genética es una variacion genética en el feto
del sujeto gestante. En tales realizaciones, el método puede utilizar un sitio de polimorfismo de un solo nucleétido
(SNP) para determinar si la proporcion (p. ej., concentracion y porcentaje en niumero en funcion del niumero de
moléculas de nucledtido en la muestra) de material fetal (p. €j., fraccion fetal) es suficiente para que la variacion
genética del feto se pueda detectar en una muestra del sujeto gestante con una significacion estadistica razonable.
En realizaciones adicionales, el método puede comprender adicionalmente poner en contacto conjuntos de sondas
maternas y paternas con la muestra genética, en donde el conjunto de sondas maternas comprende una sonda de
marcaje materna y una sonda de etiquetado materna, y el conjunto de sondas paternas comprende una sonda de
marcaje paterna y una sonda de etiquetado paterna. El método puede comprender adicionalmente hibridar al menos
una parte de cada uno de los conjuntos de sondas maternas y paternas en una regién de acido nucleico de interés
en moléculas de nucledtidos de la muestra genética, comprendiendo la regién de acido nucleico de interés un sitio
SNP predeterminado, en donde al menos una parte del conjunto de sondas maternas hibrida con un primer alelo en
el sitio del SNP, la al menos una parte del conjunto de sondas paternas hibrida con un segundo alelo en el sitio del
SNP, y el primer y segundo alelos son diferentes entre si. El método puede comprender adicionalmente ligar el
material y los conjuntos de sondas paternas ligando al menos (i) las sondas de marcaje y etiquetado maternas, vy (ii)
las sondas de marcaje y etiquetado paternas. El método puede comprender adicionalmente amplificar las sondas
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ligadas. El método puede comprender adicionalmente inmovilizar las sondas de etiquetado en una ubicacion
predeterminada sobre un sustrato, en donde las sondas de marcaje maternas y paternas y/o las sondas de marcaje
amplificadas de las mismas ligadas a las sondas de etiquetado inmovilizadas comprenden marcas maternas y
paternas, respectivamente; Las marcas maternas y paternas son diferentes, y las marcas inmovilizadas se pueden
resolver 6pticamente. El método puede comprender adicionalmente contar los nimeros de las marcas maternas y
paternas, y determinar si una proporcidon de material fetal en la muestra genética es suficiente para detectar la
variacion genética en el feto basandose en los numeros de marcas maternas y paternas. El método puede
comprender adicionalmente determinar la proporcion de material fetal en la muestra genética.

En algunas realizaciones, cuando el sujeto es un sujeto gestante y la variacion genética es una variacion genética en
el feto del sujeto gestante, el método puede comprender adicionalmente poner en contacto conjuntos de sondas del
alelo A y alelo B que son especificas de cada alelo con la muestra genética, en donde el conjunto de sondas del
alelo A comprende una sonda de marcaje del alelo A y una sonda de etiquetado del alelo A, y el conjunto de sondas
del alelo B comprende una sonda de marcaje del alelo B y una sonda de etiquetado del alelo B. El método puede
comprender adicionalmente hibridar al menos una parte de cada uno de los conjuntos de sondas del alelo A y alelo
B con una region de acido nucleico de interés en moléculas de nucleétidos de la muestra genética, comprendiendo
la region de acido nucleico de interés un sitio de polimorfismo de un solo nucleétido predeterminado (SNP) para el
que un perfil alélico materno (es decir, genotipo) difiere de un perfil alélico fetal en el sitio SNP (p. €j., la composicion
alélica materna puede ser AA y la composicion alélica fetal puede ser AB, o BB. En otro ejemplo, la composicion
alélica materna puede ser AB y la composicion alélica fetal puede ser AA o BB), en donde la al menos una parte del
conjunto de sondas del alelo A hibrida con un primer alelo en el sitio SNP, la al menos una parte del conjunto de
sondas del alelo B hibrida a un segundo alelo en el sitio SNP, y el primer y segundo alelos son diferentes entre si. El
método puede comprender adicionalmente ligar los conjuntos de sondas del alelo A y alelo B ligando al menos (i) las
sondas de marcaje y etiquetado del alelo A, y (ii) las sondas de marcaje y etiquetado del alelo B. El método puede
comprender adicionalmente amplificar los conjuntos de sondas ligadas. El método puede comprender
adicionalmente inmovilizar las sondas de etiquetado en una ubicacién predeterminada sobre un sustrato, en donde
las sondas de marcaje del alelo A y el alelo B y/o las sondas de marcaje amplificadas de las mismas ligadas a las
sondas de etiquetado inmovilizadas comprenden las marcas del alelo A y del alelo B, respectivamente, las marcas
del alelo A y del alelo B son diferentes, y las marcas inmovilizadas se pueden resolver 6pticamente. EI método
puede comprender adicionalmente contar los nimeros de las marcas del alelo A y del alelo B, y determinar si una
proporcidon de un material fetal en la muestra genética es suficiente para detectar la variacion genética en el feto
basandose en los nimeros de las marcas del alelo A y del alelo B. El método puede comprender adicionalmente
determinar la proporcion del material fetal en la muestra genética.

En algunas realizaciones, cuando el sujeto es un sujeto gestante, la variacion genética es una variacion genética en
el feto del sujeto gestante y la muestra genética comprende un cromosoma Y, el método puede comprender
adicionalmente el contacto de conjuntos de sondas maternas y paternas con la muestra genética, en donde el
conjunto de sondas maternas comprende una sonda de marcaje materna y una sonda de etiquetado materna, y el
conjunto de sondas paternas comprende una sonda de marcaje paterna y una sonda de etiquetado paterna. El
método puede comprender adicionalmente hibridar al menos partes de los conjuntos de sondas maternas y paternas
con las regiones de acido nucleico maternas y paternas de interés en las moléculas de nucleétidos de la muestra
genética, respectivamente, en donde la region de acido nucleico paterna de interés esta ubicada en el cromosoma Y,
y la region de acido nucleico materno de interés no esta localizada en el cromosoma Y. El método puede
comprender adicionalmente ligar los conjuntos de sondas maternas y paternas ligando al menos (i) las sondas de
marcaje y etiquetado maternas, y (ii) las sondas de marcaje y etiquetado paternas. El método puede comprender
adicionalmente amplificar las sondas ligadas. EI método puede comprender adicionalmente una regién de acido
nucleico de interés que comprende un sitio de polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) predeterminado que
contiene mas de un SNP, por ejemplo, dos o tres SNP. Adicionalmente, el sitio SNP puede contener SNP con un alto
desequilibrio de enlace, de modo que las sondas de marcaje y etiquetado estan configuradas para aprovechar la
mejora energética de multiples coincidencias o discrepancias de SNP en comparacion con solo una. El método
puede comprender adicionalmente inmovilizar las sondas de etiquetado en una ubicacién predeterminada sobre un
sustrato, en donde las sondas de marcaje maternas y paternas y/o las sondas de marcaje amplificadas de las
mismas ligadas a las sondas de etiquetado inmovilizadas comprenden marcas maternas y paternas,
respectivamente, las marcas maternas y paternas son diferentes, y las marcas inmovilizadas se pueden resolver
opticamente. El método puede comprender adicionalmente contar los nimeros de las marcas maternas y paternas, y
determinar si una proporcion de material fetal en la muestra genética es suficiente para detectar la variacion genética
en el feto basandose en los numeros de las marcas maternas y paternas. El método puede comprender
adicionalmente determinar la proporcion del material fetal en la muestra genética.

En realizaciones adicionales, se pueden utilizar otras variaciones genéticas (p. €j., eliminacion de una sola base,
microsatélite y pequefas inserciones) en lugar de la variacion genética en el sitio SNP descrito en la presente
memoria.

En un aspecto, el conjunto de sondas descrito en la presente memoria puede comprender tres o mas sondas, que
incluyen al menos una sonda entre las sondas de marcaje y etiquetado. En algunas realizaciones, el primer y
segundo conjuntos de sondas comprenden adicionalmente la primera y segunda sondas de huecos,
respectivamente; la primera sonda de huecos hibrida con una region entre las regiones donde se hibridan la primera
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sonda de marcaje y la primera sonda de etiquetado; la segunda sonda de huecos hibrida con una region entre las
regiones donde hibridan la segunda sonda de marcaje y la segunda sonda de etiquetado. EI método puede
comprender adicionalmente la etapa de ligacion que comprende ligar al menos (i) la primera sonda de marcaje, la
primera sonda de etiquetado y la primera sonda de huecos, y (ii) la segunda sonda de marcaje, la segunda sonda de
etiquetado y la segunda sonda de huecos. En realizaciones adicionales, la sonda de huecos puede comprender una
marca. Por ejemplo, la primera y la segunda sondas de huecos y/o sus productos amplificados estan marcados con
marcas (p. €j., decimotercera y decimocuarta marcas, respectivamente), y cada una de las marcas puede ser
diferente del resto de las marcas (p. €j., la primera y segunda marcas). Las marcas en las sondas de huecos (p. €;j.,
decimotercera y decimocuarta marcas) pueden ser iguales o diferentes entre si. En otro aspecto, la primera y
segunda sondas de marcaje hibridan con la primera y la segunda regiones de acido nucleico de interés en moléculas
de nucledtidos de la muestra genética, respectivamente; la primera y segunda sondas de etiquetado hibridan con la
primera y la segunda regiones de acido nucleico de interés en las moléculas de nucledtidos de la muestra genética,
respectivamente; la primera y la segunda sondas de huecos hibridan con la primera y la segunda regiones de acido
nucleico de interés en las moléculas de nucledtidos de la muestra genética, respectivamente. En algunas
realizaciones, hay de 0 a 100 nucleétidos, de 1 a 100 nucleétidos, de 2 a 50 nucledtidos; de 3 a 30 nucledtidos, 0, 1,
2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 20, 30, 40, 50, 100, 150 0 200 o mas; 0 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 25, 35, 45, 55, 110,
160 o 300 o menos entre las regiones donde hibridan la primera sonda de marcaje y las sondas de etiquetado y hay
de 0 a 100 nucledtidos, 1 a 100 nucledtidos, 2 a 50 nucledtidos; 3 a 30 nucledtidos, 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 20,
30, 40, 50, 100, 150 o 200 nucledtidos o mas; o 1, 2,3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 25, 35, 45, 55, 110, 160 o 300
nucledtidos o menos entre las regiones donde hibridan la segunda sonda de marcaje y las sondas de etiquetado. En
realizaciones adicionales, la sonda de huecos entre una sonda de marcaje y una sonda de etiquetado puede tener
una longitud de 0 a 100 nucledtidos, 1 a 100 nucledtidos, 2 a 50 nucleétidos; 3 a 30 nucledtidos, 0, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7,
8, 9, 10, 20, 30, 40, 50, 100, 150 0 200 o mas; 0 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 25, 35, 45, 55, 110, 160 o 300 o
menos.

En otro aspecto, el conjunto de sondas descrito en la presente memoria puede comprender un espaciador ligado y/o
conjugado con la sonda de marcaje y la sonda de etiquetado. El espaciador puede comprender o no
oligonucledtidos. El espaciador puede comprender un material aislado, purificado, natural o no natural, que incluye
un oligonucleétido de cualquier longitud (p. €j., 5, 10, 20, 30, 40, 50, 100 o 150 nucleétidos o menos). En algunas
realizaciones, la sonda puede estar en un producto digerido con enzimas de restriccion purificado o se puede
producir mediante sintesis, de forma recombinante o mediante amplificacién por PCR. Por ejemplo, las primeras
sondas de marcaje y etiquetado se conjugan mediante un primer espaciador, las segundas sondas de marcaje y
etiquetado se conjugan mediante un segundo espaciador, y el primer y segundo espaciadores no hibridan con las
moléculas de nucledtidos de la muestra genética. En algunas realizaciones, el método comprende adicionalmente
digerir la muestra genética hibridada con una enzima y romper un enlace en el primer y segundo espaciadores
después de la digestion.

En otro aspecto, el método descrito en la presente memoria excluye la identificacién de una secuencia en las
moléculas de nucledtidos de la muestra genética, y/o la secuenciacion de la region o regiones de acido nucleico de
interés y/o las sondas. En algunas realizaciones, el método que excluye la secuenciaciéon de las sondas incluye la
exclusion de la secuenciacion de un cddigo de barras y/o una etiqueta de afinidad en una sonda de etiquetado. En
realizaciones adicionales, no se necesita que los conjuntos de sondas inmovilizadas para detectar diferentes
variaciones genéticas, regiones de nucledtidos de interés y/o péptidos de interés sean detectadas o escaneadas por
separado ya que no se requiere la secuenciacion en los métodos descritos en la presente memoria. En realizaciones
adicionales, los numeros de diferentes marcas inmovilizadas sobre el sustrato se contaron simultaneamente (p. €j.,
mediante un solo escaneo y/o generacion de imagen), y asi los numeros de las diferentes marcas no se contaron por
separado. En otro aspecto, el método descrito en la presente memoria excluye la lectura de la matriz global o la
cuantificaciéon analdgica. La lectura de la matriz global significa en la presente memoria una Unica medicion que mide
la sefial combinada acumulativa de mdltiples marcas de un solo tipo, opcionalmente combinada con una segunda
medicion de la sefial combinada acumulativa de numerosas marcas de un segundo tipo, sin resolver una sefial de
cada marca. Se obtiene un resultado de la combinacién de una o mas de tales mediciones en las que no se
resuelven las marcas individuales. En otro aspecto, el método descrito en la presente memoria puede incluir una
Unica mediciéon que mide las mismas marcas, diferentes marcas del mismo tipo y/o marcas del mismo tipo en las que
se resuelven las marcas individuales. El método descrito en la presente memoria puede excluir la cuantificacion
analodgica y puede emplear una cuantificacion digital, en la que solo se determina el nimero de marcas (que se
determina a través de mediciones de la intensidad y la forma de las marcas individuales), y no la intensidad 6ptica
acumulada o combinada de las marcas.

En otro aspecto, el conjunto de sondas descrito en la presente memoria puede comprender un aglutinante. Un
aglutinante es el mismo material que la etiqueta o etiqueta de afinidad que se describe en la presente memoria. En
algunas realizaciones, el método comprende adicionalmente inmovilizar el aglutinante sobre una fase soélida después
de las etapas de ligacion. El método puede comprender adicionalmente aislar los conjuntos de sondas ligadas de las
sondas no ligadas. En realizaciones adicionales, el aglutinante comprende biotina, y la fase sélida comprende una
cuenta magnética.

En otro aspecto, la etapa de recuento descrita en la presente memoria puede comprender adicionalmente calibrar,
verificar y/o confirmar los ndmeros contados. Calibrar significa en la presente memoria verificar y/o ajustar la
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precision del numero contado. Verificacion y confirmacion significan en la presente memoria determinar si el nimero
contado es exacto o no, y/o cuanto es el error, si existe.

En otro aspecto, la intensidad y/o sefial respecto a ruido se utilizan como un método para identificar marcas
individuales. Cuando las moléculas de colorante u otras marcas 6pticas estan muy cerca, a menudo son imposibles
de discriminar con imagenes basadas en fluorescencia debido al limite intrinseco de la difraccion de la luz. Es decir,
dos marcas que estan juntas no seran distinguibles sin un hueco visible entre ellas. Un método ilustrativo para
determinar el nimero de marcas en una ubicacion dada consiste en examinar la sefial relativa y/o la sefial respecto
a ruido en comparacion con las ubicaciones que se sabe que tienen un solo flior. Generalmente, dos 0 mas marcas
emitirdn una sefial mas brillante (y una que se puede diferenciar mas claramente del fondo) que un solo fltor. La
Figura 2 muestra el histograma normalizado de la intensidad de la sefial medida tanto de muestras de marcas
individuales como de anticuerpos con multiples marcas (ambos Alexa 546; verificados a través de perfiles de
blanqueamiento). Las dos poblaciones fueron claramente separables, y las marcas multiples se pueden distinguir
claramente de las marcas individuales.

En algunas realizaciones, la etapa de recuento puede comprender medir sefiales Opticas de las marcas
inmovilizadas, y calibrar los nimeros contados distinguiendo una sefial 6ptica de una marca unica del resto de las
sefiales opticas del fondo y/o marcas mudltiples. En algunas realizaciones, la distincion comprende calcular una
intensidad de sefial relativa y/o la sefial respecto a ruido de la sefial éptica en comparacioén con la intensidad de una
sefial optica de una sola marca. La distincién puede comprender adicionalmente determinar si la sefial 6ptica es de
una sola marca. En realizaciones adicionales, la sefial éptica es de una sola marca si la intensidad de sefial relativa
y/o de la sefal respecto a ruido de una sefial optica difiere de la intensidad de una sefal 6ptica de una sola etiqueta
en una cantidad predeterminada o menos. En realizaciones adicionales, la cantidad predeterminada es de 0% a
100%, de 0% a 150%, de 10% a 200%, O, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30 o 40% o mas, y/o 300, 200, 100, 50, 30, 10 0 5% o
menos de la intensidad de la sefial éptica de una sola marca.

En otro aspecto, diferentes marcas pueden tener diferentes propiedades de parpadeo y blanqueo. También pueden
tener diferentes propiedades de excitacion. Con el fin de comparar el nimero de moléculas de colorante para dos
marcas diferentes, es necesario asegurarse de que los dos colorantes se comporten de manera similar y tengan
caracteristicas de emision similares. Por ejemplo, si un colorante es mucho mas tenue que otro, el nimero de
moléculas puede ser subestimado en este canal. Se pueden titular varios factores para proporcionar la equivalencia
optima entre los colorantes. Por ejemplo, la etapa de recuento y/o la etapa de calibracion pueden comprender
optimizar (i) las potencias de las fuentes de luz para excitar las marcas, (ii) los tipos de fuentes de luz, (ii) los tiempos
de exposicion de las marcas y/o (iv) los conjuntos de filtros para que las marcas coincidan con las sefiales 6pticas de
las marcas y midan las sefiales Opticas de las marcas. Estos factores se pueden variar individualmente o
combinados. Adicionalmente, la métrica que se optimiza puede variar. Por ejemplo, puede ser intensidad global,
sefial con respecto a ruido, menor fondo, varianza mas baja en intensidad o cualquier otra caracteristica.

Los perfiles de blanqueo son especificos para cada marca y se pueden utilizar para afadir informacion para
distinguir los tipos de marcas. La Figura 3 muestra los perfiles de blanqueo promedio de varias marcas. La grafica
muestra los recuentos normalizados por tipo de marca en funcién de las imagenes sucesivas que se recopilaron en
un intervalo de 60 segundos. El elemento c1 es Cy3 fluor, el elemento c2 es Atto647 fluor y el elemento c3 es
Alexa488 fluor.

En otro aspecto, el comportamiento de parpadeo se puede utilizar como un método para identificar marcas
individuales. Se sabe que muchas moléculas de colorante pasan temporalmente a un estado oscuro (p. €j., Burnette
et al., Proc. Natl Acad Sci. USA (2011) 108: 21081-21086). Esto produce un efecto de parpadeo, donde una marca
pasara por una o mas etapas de brillante-oscuro-brillante. La duracién y el nimero de estos periodos oscuros
pueden variar. La presente invencion utiliza este comportamiento de parpadeo para discriminar una marca de dos o
mas marcas que pueden parecer similares en generacion de imagenes limitada por difraccion. Si hay varias marcas
presentes, es poco probable que la sefial desaparezca por completo durante el parpadeo. Lo mas probable es que la
intensidad caiga a medida que una de las marcas se oscurezca, pero las otras no. La probabilidad de que todas las
marcas parpadeen simultaneamente (y, por lo tanto, se vea como un solo flior) puede calcularse en funcion de las
caracteristicas especificas de parpadeo de un colorante.

En algunas realizaciones, las sefiales opticas de las marcas se miden durante al menos dos puntos de tiempo, y una
sefial éptica proviene de una sola marca si la intensidad de la sefal 6ptica se reduce en una funciéon de una solo
etapa. En algunas realizaciones, los dos puntos de tiempo pueden estar separados de 0,1 a 30 minutos, de 1
segundo a 20 minutos, de 10 segundos a 10 minutos; 0,01, 0,1, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 segundos o0 mas;
ylo 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 segundos o menos. En realizaciones adicionales, una intensidad de la sefial
optica de una sola marca tiene una disminucion de una sola etapa con el tiempo, y una intensidad de la sefial 6ptica
de dos o mas marcas tiene disminuciones de multiples etapas con el tiempo. En realizaciones adicionales, las
sefiales opticas de las marcas se miden durante al menos dos puntos de tiempo y se normalizan a los perfiles de
blanqueo de las marcas. En otro aspecto, el método descrito en la presente memoria y/o la etapa de recuento
pueden comprender adicionalmente medir una sefal 6ptica de una marca de control durante al menos dos puntos de
tiempo, y comparar la sefal optica de la marca de control con las sefiales opticas de las marcas para determinar un
aumento o disminucién de la sefial éptica de las marcas.
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En otro aspecto, la etapa de recuento comprende adicionalmente confirmar el recuento utilizando una molécula de
control. Se puede utilizar una molécula de control para determinar el cambio en la frecuencia de un tipo de molécula.
A menudo, el objetivo experimental es determinar la abundancia de dos o mas tipos de moléculas, ya sea en forma
absoluta o en relacion entre si. Considérese el ejemplo de dos moléculas marcadas con dos colorantes diferentes. Si
la hipétesis nula es que tienen la misma frecuencia, se pueden enumerar en una matriz de una sola molécula y la
proporcion de los recuentos se puede comparar con la hipétesis nula. La "matriz de una sola molécula" en la
presente memoria se define como una matriz configurada para detectar una sola molécula, que incluye, por ejemplo,
las matrices descritas en la Publicacion de la Solicitud de Patente de Estados Unidos Num. 2013/0172216. Si la
razon varia de 1:1, esto implica que dos moléculas estan en diferentes frecuencias. Sin embargo, puede no estar
claro a priori si ha aumentado la abundancia de una o ha disminuido la abundancia de la otra. Si se utiliza un tercer
colorante como una molécula de control que también deberia tener la misma frecuencia, esto deberia tener una
razon de 1:1 con los otros dos colorantes. Considérese el ejemplo de dos moléculas marcadas con los colorantes A
y B, cuyo objetivo es ver si la molécula marcada con el colorante B tiene un aumento o disminucion de frecuencia en
comparacion con la molécula marcada con el colorante A. Una tercera molécula marcada con el colorante C se
incluye en el experimento de manera que deberia estar en la misma abundancia que las otras dos moléculas. Si la
razéon de moléculas marcadas A y B respectivamente es 1:2, la primera molécula tiene una disminucion de la
frecuencia o la segunda tiene un aumento de la frecuencia. Si la razon de las moléculas marcadas Ay C es 1:1y la
razon de las moléculas marcadas B y C es 1:2, es probable que la molécula marcada con el colorante B haya
aumentado con la frecuencia con respecto a la molécula marcada con el colorante A. Un ejemplo de esto seria al
determinar los cambios en el numero de copias de ADN en un genoma diploide. Es importante saber si una
secuencia se amplifica o si la otra se elimina y el uso de una molécula de control permite esta determinacion.
Téngase en cuenta que el control puede ser otra region del genoma o una secuencia de control artificial.

En algunas realizaciones, los resultados del método descrito en la presente memoria (p. €j., numeros contados de
marcas) pueden confirmarse utilizando marcas diferentes pero las mismas etiquetas utilizadas en el método inicial.
Tal confirmacion se puede realizar simultaneamente con el método inicial o después de realizar el método inicial. En
realizaciones adicionales, la confirmacion descrita en la presente memoria comprende poner en contacto el primer y
el segundo conjunto de sondas de control con la muestra genética, en donde el primer conjunto de sondas de control
comprende una primera sonda de marcaje de control y la primera sonda de etiquetado, que es la misma etiqueta del
primer conjunto de sondas descrito en la presente memoria, y el segundo conjunto de sondas de control comprende
una segunda sonda de marcaje de control y la segunda sonda de etiquetado, que es la misma etiqueta del segundo
conjunto de sondas descrito en la presente memoria. La confirmacion puede comprender adicionalmente hibridar al
menos una parte del primer y segundo conjuntos de sondas de control con la primera y segunda regiones de acido
nucleico de interés en moléculas de nucleétidos de la muestra genética, respectivamente. La confirmacion puede
comprender adicionalmente ligar el primer conjunto de sondas de control ligando al menos la primera sonda de
marcaje de control y la primera sonda de etiquetado. La confirmacion puede comprender adicionalmente ligar el
segundo conjunto de sondas de control ligando al menos la segunda sonda de marcaje de control y la segunda
sonda de etiquetado. La confirmacion puede comprender adicionalmente amplificar los conjuntos de sondas ligadas.
La confirmacion puede comprender adicionalmente inmovilizar cada una de las sondas de etiquetado en una
ubicacion predeterminada sobre un sustrato, en donde la primera y segunda sondas de marcaje de control y/o las
sondas de marcaje amplificadas de las mismas ligadas a las sondas de etiquetado inmovilizadas comprenden la
primera y segunda marcas de control, respectivamente, la primera y la segunda marcas de control son diferentes, y
las marcas inmovilizadas se pueden resolver 6pticamente. La confirmacién puede comprender adicionalmente medir
las sefales 6pticas de las marcas de control inmovilizadas sobre el sustrato. La confirmacion puede comprender
adicionalmente comparar las sefiales opticas de la primera y segunda marcas de control inmovilizadas con las
sefiales Opticas de la primera y segunda marcas inmovilizadas para determinar si existe un error basado en las
marcas. El "error basado en una marca" utilizado en la presente memoria significa cualquier error causado por la
marca que podria no haberse producido si se utilizara una marca diferente en el método. En algunas realizaciones,
la primera marca y la segunda marca de control son las mismas, y la segunda marca y la primera marca de control
son las mismas.

El blanqueo se puede utilizar como un método para identificar marcas individuales. Un elemento clave de la lectura
es que las marcas individuales se pueden "resolver", es decir, son distintas. Esto es trivial a bajas densidades en
una superficie cuando la probabilidad de marcas en proximidad es muy baja. Para densidades mas altas,
suponiendo que las marcas se encuentren en ubicaciones aleatorias (es decir, Poissonianas), las posibilidades de
vecinos proximos aumentan hasta el punto en que numeros significativos de marcas tienen vecinos cuyas emisiones
fluorescentes se solapan parcialmente (o totalmente) con su propia emisién. En este punto, las marcas ya no se
pueden "resolver" y, en un régimen de transicion, existe entre la deteccion de una sola marca (es decir, la deteccion
digital) y la deteccion clasica de tipo matriz de marca multiple (p. €j., deteccidon analégica), donde se mide la sefial
promedio de muchas moléculas. Dicho de otra manera, un régimen de recuento digital de moléculas individuales se
cambia a un régimen analdgico de intensidad fluorescente promedio de muchas moléculas.

Una solucidon para aumentar el intervalo de carga mientras se mantiene la capacidad de resolucion individual es
aprovechar el blanqueo con fluoréforo. La exposicion prolongada a la luz puede hacer que las marcas se blanqueen,
es decir, pierdan su propiedad de fluorescencia. Es decir, con el tiempo, una marca puede extinguirse. Esto
usualmente ocurre como una funcién escalonada, pareciendo que la marca se "apaga". La presente invencion puede
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utilizar este comportamiento de blanqueo para discriminar una marca de dos 0 mas marcas que pueden parecer
similares en la generacion de imagenes limitada por difraccion. Para marcas multiples, se esperaria que la extincion
se produjera a través de una serie de disminuciones paso a paso en la intensidad de la sefal. Por ejemplo, las
Figuras 4-13 muestran los graficos de intensidad de marca integrada en funcién del tiempo (que muestran los
eventos de blanqueamiento como cambios en la intensidad) que se obtuvieron para varias marcas de Alexa 488. Las
especies de una Unica marca frente a multiples marcas se pueden diferenciar facilmente (p. €j., dependiendo de si la
intensidad de la sefial 6ptica se reduce mediante etapas Unicas frente a multiples, como se muestra en los graficos).

En otro aspecto, el método de la presente memoria puede comprender calibrar y/o confirmar los nimeros contados
mediante intercambio de marcas o intercambio de colorante. En algunas realizaciones donde las sondas producto 1
y 2 estan marcados con las marcas 1 y 2, respectivamente, varios modos de error pueden imitar la frecuencia
diferencial de las sondas producto. Por ejemplo, si se observa una razén 1:2 entre la marca 1 y la marca 2, esto
puede deberse a diferencias genuinas en la frecuencia (la sonda producto 2 es dos veces mas comun que la sonda
producto 1), las diferencias en la eficacia de hibridacion (las sondas producto) tienen la misma abundancia, pero la
sonda producto 2 hibrida mas eficazmente que la sonda producto 1) o las diferencias en las propiedades de las
marcas (por ejemplo, si las marcas son colorantes fluorescentes, la marca 1 puede blanquearse mas rapido,
parpadear mas frecuentemente, proporcionar una sefial mas baja o menor sefial con respecto a ruido que la marca
2). Si se repite el mismo experimento con las marcas cambiadas, la razén se debe revertir, si se trata de una
observacion genuina de diferentes frecuencias de las moléculas, con la marca 1 ahora dos veces mas comun que la
marca 2. Sin embargo, si esto se debe a una eficacia de hibridacion diferencial la razon sera < 2:1. Si la razén 1:2 se
debié a las propiedades de las marcas, la razén cambiara a 2:1 de la marca 1 con respecto a la marca 2 si en
realidad estan en la misma frecuencia. Este enfoque puede extenderse a cualquier nimero de conjuntos de sondas
marcadas.

En algunas realizaciones, la primera region de acido nucleico de interés se ubica en un primer cromosoma, vy la
segunda regién de acido nucleico de interés se ubica en un segundo cromosoma, diferente del primer cromosoma.
La etapa de recuento puede comprender adicionalmente confirmar el recuento, en donde la etapa de confirmacion
comprende poner en contacto el primer y segundo conjuntos de sondas de control con la muestra genética, en
donde el primer conjunto de sondas de control comprende una primera sonda de marcaje de control y una primera
sonda de etiquetado de control, y el segundo conjunto de sondas de control comprende una segunda sonda de
marcaje de control y la segunda sonda de etiquetado de control. La etapa de confirmacion puede comprender
adicionalmente hibridar al menos una parte del primer y segundo conjuntos de sondas de control con la primera y
segunda regiones de control ubicadas en el primer y segundo cromosomas, respectivamente, en donde la primera y
segunda regiones de control son diferentes de la primera y la segunda regiones de acida nucleico de interés. La
etapa de confirmacion puede comprender adicionalmente ligar el primer y el segundo conjunto de sondas de control
ligando al menos (i) las primeras sondas de marcaje y etiquetado de control, y (ii) las segundas sondas de marcaje y
etiguetado de control. La etapa de confirmacion puede comprender adicionalmente amplificar los conjuntos de
sondas ligadas. La etapa de confirmacion puede comprender adicionalmente inmovilizar (i) el primer conjunto de
sondas y el segundo conjunto de sondas de control en una primera ubicacion predeterminada, y (ii) el segundo
conjunto de sondas y el primer conjunto de sondas de control en una segunda ubicacién predeterminada. En
algunas realizaciones, la primera y segunda sondas de marcaje de control y/o las sondas de marcaje amplificadas
de las mismas ligadas a las sondas de etiquetado inmovilizadas comprenden una primera y segunda marcas de
control, respectivamente, la primera marca y la segunda marca de control son diferentes, la segunda marca y las
primeras marcas de control son diferentes, las marcas inmovilizadas se pueden resolver dpticamente, la primera y
segunda sondas de etiquetado de control inmovilizadas y/o las sondas de etiquetado amplificadas de las mismas
comprenden la primera y segunda etiquetas de control, respectivamente, y la etapa de inmovilizacion se realiza
inmovilizando las etiquetas en las ubicaciones predeterminadas. La etapa de confirmacion puede comprender
adicionalmente medir las sefiales opticas de las marcas de control inmovilizadas sobre sustrato. La etapa de
confirmacién puede comprender adicionalmente comparar las sefiales O6pticas de las marcas de control
inmovilizadas con las sefiales 6pticas de la primera y segunda marcas inmovilizadas para determinar si existe un
error basado en la region de acido nucleico de interés. En realizaciones adicionales, la primera etiqueta y la segunda
etiqueta de control son las mismas, y la segunda etiqueta y la primera etiqueta de control son las mismas.

En otro aspecto, la etapa de recuento del método descrito en la presente memoria puede comprender
adicionalmente calibrar y/o confirmar los nimeros contados (i) repitiendo algunas o todas las etapas de los métodos
(p. €j., etapas que incluyen el contacto, la union, la hibridacion, la ligacion, amplificacion y/o inmovilizacién) descritos
en la presente memoria con un conjunto de sondas diferentes configuradas para unirse y/o hibridar con la misma
region o regiones de nucleotidos y/o péptidos de interés o una region o regiones diferentes en el mismo cromosoma
de interés, y (ii) promediando los nimeros contados de las marcas en los conjuntos de sondas unidas y/o hibridadas
con la misma region de nucleétido y/o péptido de interés o con el mismo cromosoma de interés. En algunas
realizaciones, la etapa de promediado se puede realizar antes de la etapa de comparacion de manera que se
comparen los niumeros contados promediados de marcas en un grupo de diferentes conjuntos de sondas que se
unen y/o hibridan con la misma regién de nucleétidos y/o péptidos de interés, en lugar de los nimeros contados de
las marcas en los conjuntos de sondas individuales. En otro aspecto, el método descrito en la presente memoria
puede comprender adicionalmente calibrar y/o confirmar la deteccion de la variacion genética (i) repitiendo algunas o
todas las etapas de los métodos (p. €j., etapas que incluyen el contacto, la union, la hibridacion, la ligacion, la
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amplificacion), la inmovilizacion y/o el recuento) descritos en la presente memoria con diferentes conjuntos de
sondas configurados para unirse y/o hibridar con regiones de control que no tienen ninguna variacién genética
conocida, y (ii) promediar los nimeros contados de marcas en los conjuntos de sondas unidas y/o hibridadas con las
regiones de control. En algunas realizaciones, los niumeros promediados de las marcas en los conjuntos de sondas
que se unen y/o hibridan con las regiones de control se comparan con los numeros de las marcas en los conjuntos
de sondas que se unen y/o hibridan con las regiones de interés descritas en la presente memoria para confirmar la
variacion genética en la muestra genética. En otro aspecto, las etapas de calibrado y/o confirmaciéon se pueden
repetir simultaneamente con las etapas iniciales, o después de realizar las etapas iniciales.

En otro aspecto, las marcas (p. €j., colorantes fluorescentes) de una o mas poblaciones se pueden medir y/o
identificar en funcion de sus caracteristicas espectrales subyacentes. La mayoria de los sistemas de generacion de
imagenes fluorescentes incluye la opcion de recolectar imagenes en multiples canales espectrales, controlados por
la combinacion de la fuente de luz y filtros de excitacion/emision/dicroicos espectrales. Esto permite interrogar las
mismas especies fluorescentes en una muestra dada con multiples bandas de color de luz de entrada diferentes, asi
como capturar las bandas de color de luz de salida deseadas. En el funcionamiento normal, la excitacion de un
fluoréforo se logra iluminando con una banda espectral estrecha alineada con los maximos de absorciéon de esa
especie (p. €j., con un LED de banda ancha o un arco y un filtro de excitacion para dar forma espectral a la salida, o
un laser espectralmente homogéneo), y la mayor parte de la emision del fluoréforo se recolecta con un filtro de
emision adaptado y uno dicroico de paso largo para diferenciar la excitacion y la emision (Figura 14). En operaciones
alternativas, la identidad Unica de un radical fluorescente se puede confirmar a través de la interrogacion con varios
colores de excitacion y bandas de emision recolectadas diferentes (o ademas de) el caso para la operacion
convencional (Figura 15). La luz de estas diversas configuraciones de generacion de imagenes, p. €j., varios filtros
de emision, se recolecta y se compara con los valores de calibracion para los fluoréforos de interés (Figura 16). En el
caso del ejemplo, la medicién experimental (puntos) coincide con los datos de calibracion/referencia esperados para
ese fluordforo (triangulos) pero no concuerda con una hipétesis alternativa (cuadrados). Dados los datos de prueba y
calibracion para uno o mas canales, se puede calcular una bondad de ajuste o chi-cuadrado para cada espectro de
calibracion de hipétesis, y el mejor ajuste seleccionado, de forma automatizada y sélida. Pueden ser interesantes
varias referencias, incluidos los fluoréforos utilizados en el sistema, asi como los contaminantes fluorescentes
comunes, p. €j., aquellos con un perfil de emision plano (Contaminante 1; triangulo), o un perfil ponderado en azul
(Contaminante 2; estrellas) (Figura 17).

Las restricciones de disefio para la seleccion del filtro pueden ser diferentes de los disefios convencionales para los
cuales el objetivo es simplemente maximizar la luz recolectada en un solo canal, evitando contribuciones
significativas de otros canales. En la invencién de los autores de la presente invencion, el objetivo es la selectividad
espectral en lugar de la coleccidon de luz Unicamente. Por ejemplo, considérense dos fluoréforos con bandas de
excitacion significativamente diferentes, que se muestran en la Figura 18 (obsérvese que solo se muestran las
regiones de excitacion y no hay espectros de excitacion). Un disefio convencional maximizaria la captura de la
emision de Fldor 1 (con filtro Em1, linea continua) y minimizaria la captura del borde de ataque de Fluor 2, y el Fluor
2 seria Optimamente capturado por Em2 (que esta ligeramente desplazado hacia el rojo) para evitar una recoleccion
significativa de la luz de Fluor 1). En el disefio de los autores de la presente invencion, se desea verificar la
presencia de Fluor 2 con el filtro Em1, lo que conduce a la ampliacién de la banda que se va a capturar ("Em1+",
linea discontinua fina). Esto crea informacion adicional para verificar la identidad de Fldor 2. Del mismo modo, Em2
puede ampliarse o desplazarse hacia Fluor 1 para capturar mas luz de ese fluor (Em2+, linea discontinua fina). Este
aumento en la informacién espectral también debe equilibrarse con la luz total disponible de un fluoréforo dado para
mantener la detectabilidad. En otras palabras, la contribucién de un fluoréforo dado en un canal dado solo es
significativa si la sefial correspondiente esta por encima del ruido de fondo, y por lo tanto es informativa, a menos
que se pretenda un control negativo. De esta manera, la firma espectral de una entidad fluorescente se puede utilizar
para una identificacion robusta y la captura de mas luz puede ser una segunda prioridad si las caracteristicas de
especies Unicas pueden cuantificarse de manera mas eficaz.

Los sondas producto proporcionadas pueden estar marcadas con mas de un tipo de fluoréforo, de manera que la
firma espectral es mas compleja. Por ejemplo, las sondas producto siempre pueden llevar un flor universal, p. €j.,
Alexab47, y un fluoréforo especifico del locus, p. €j., Alexa 555 para el locus 1 y Alexa 594 para el locus 2. Dado que
los contaminantes rara vez se transportan, se obtiene la firma de dos fluoros. Esto puede aumentar adicionalmente
la confianza del rechazo de la contaminacion. La implementacion involucraria la obtencion de imagenes en tres o
mas canales en este ejemplo, de modo que la presencia o ausencia de cada flior se pueda determinar, mediante el
método de bondad de ajuste mencionado anteriormente, comparando la prueba con la referencia, produciendo
llamadas de locus 1, locus 2 o ningun locus producto. Agregar fluoros adicionales ayuda a la identificacion de flor
ya que hay mas luz disponible para la recoleccién, pero a expensas del rendimiento de los productos de ensayo
formados correctamente y del tiempo total de generacidon imagenes (pueden requerirse canales adicionales).
También se pueden utilizar otros modificadores espectrales para aumentar la informacién espectral y la singularidad,
incluidos los pares de FRET que cambian de color cuando estan cerca u otros radicales.

En otro aspecto, como se describe en la presente memoria, el método de la presente descripcion se puede utilizar
para detectar una variacion genética en péptidos o proteinas. En tal caso, los métodos pueden comprender poner en
contacto el primer y el segundo conjunto de sondas con la muestra genética, en donde el primer conjunto de sondas
comprende una primera sonda de marcaje y una primera sonda de etiquetado, y el segundo conjunto de sondas
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comprende una segunda sonda de marcaje y una segunda sonda de etiquetado. Los métodos pueden comprender
adicionalmente unir los conjuntos de sondas a regiones peptidicas de interés mediante un enlace fisico o quimico,
en lugar de la etapa de hibridacion descrita en la presente memoria en el caso de la deteccién de la variacion
genética en las moléculas de acido nucleico. Especificamente, los métodos pueden comprender adicionalmente unir
al menos partes del primer y segundo conjuntos de sondas a la primera y segunda regiones peptidicas de interés en
un péptido o proteina de la muestra genética, respectivamente. Por ejemplo, la unién se puede realizar teniendo un
aglutinante en al menos una sonda en el conjunto de sondas que se une especificamente a la regiéon peptidica de
interés.

En algunas realizaciones, los métodos para detectar una variacion genética en péptidos o proteinas pueden
comprender adicionalmente conjugar el primer conjunto de sondas mediante un enlace quimico al menos
conjugando la primera sonda de marcaje y la primera sonda de etiquetado, y conjugando el segundo conjunto de
sondas conjugando al menos la segunda sonda de marcaje y la segunda sonda de etiquetado, en lugar de la etapa
de ligacion descrita en la presente memoria en caso de detectar la variacién genética en las moléculas de acido
nucleico. El método puede comprender adicionalmente inmovilizar las sondas de etiquetado en una ubicaciéon
predeterminada sobre un sustrato como se describe en la presente memoria. En realizaciones adicionales, las
primera y segunda sondas de marcaje conjugadas con las sondas de etiquetado inmovilizadas comprenden una
primera y segunda marcas, respectivamente; la primera y segunda marcas son diferentes; las marcas inmovilizadas
se pueden resolver 6pticamente; la primera y segunda sondas de etiquetado inmovilizadas y/o las sondas de
etiguetado amplificadas de las mismas comprenden una primera y segunda etiquetas, respectivamente; y la etapa
de inmovilizacién se realiza inmovilizando las etiquetas en la ubicaciéon predeterminada. Los métodos pueden
comprender adicionalmente, como se describe en la presente memoria, contar (i) un primer nimero de la primera
marca inmovilizada sobre el sustrato, y (ii) un segundo niumero de la segunda marca inmovilizada sobre el sustrato; y
comparar el primer y segundo numeros para determinar la variacion genética en la muestra genética.

Un sistema para detectar una variacion genética de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria
incluye varios elementos. Algunos elementos incluyen la transformacién de una muestra bioldgica bruta en un analito
util. Este analito se detecta a continuacion, generando datos que se procesan después en un informe. En la Figura
19 se muestran varios modulos que se pueden incluir en el sistema. En la Figura 20 se muestran mas detalles de
varios métodos para analizar datos, incluido el procesamiento de imagenes. El analisis se puede realizar en una
computadora e implica una red conectada al dispositivo que genera los datos y un servidor de datos para el
almacenamiento de datos y el informe. Opcionalmente, se puede incorporar informacién adicional mas alla de los
datos del analito en el informe final, p. €j., la edad materna o los riesgos conocidos anteriores. En algunas
realizaciones, el sistema de prueba incluye una serie de médulos, algunos de los cuales son opcionales o pueden
repetirse dependiendo de los resultados de los modulos anteriores. La prueba puede comprender: (1) recibir una
solicitud, p. ej., de un médico clinico o facultativo encargado de la orden, (2) recibir una muestra del paciente, (3)
realizar un ensayo que incluya controles de calidad en esa muestra que dé como resultado un producto de ensayo
en un sustrato de generacion de imagenes apropiado (p. e€j., contacto, union y/o hibridacién de sondas a una
muestra, ligacion de las sondas, opcionalmente amplificacion de las sondas ligadas e inmovilizacion de las sondas
sobre un sustrato como se describe en la presente memoria), (4) generacion de imagenes del sustrato en uno o mas
canales espectrales, (5) analizar datos de las imagenes, (6) realizar calculos estadisticos (p. ej., comparar el primer y
segundo numeros para determinar la variacion genética en la muestra genética), (7) crear y aprobar el informe
clinico, y (8) devolver el informe al médico clinico o facultativo que realiz6 la orden. El sistema de prueba puede
comprender un médulo configurado para recibir una solicitud, p. ej., de un médico clinico o facultativo encargado de
la orden, un moédulo configurado para recibir una muestra del paciente, (3) un médulo configurado para realizar un
ensayo que incluye controles de calidad en esa muestra, lo que da como resultado un producto de ensayo en un
sustrato de generacion de imagenes apropiado, (4) un médulo configurado para visualizar el sustrato en uno o mas
canales espectrales, (5) un médulo configurado para analizar los datos de la imagen, (6) un médulo configurado para
realizar calculos estadisticos, (7) un modulo configurado para crear y confirmar el informe clinico, y/o (8) un modulo
configurado para devolver el informe al médico clinico o facultativo que realizé la orden.

En un aspecto, los ensayos y métodos descritos en la presente memoria se pueden realizar en una Unica muestra de
entrada simultaneamente. Por ejemplo, el método puede comprender verificar la presencia de moléculas genémicas
fetales en o por encima de un umbral minimo como se describe en la presente memoria, seguido de una etapa para
estimar el estado del numero de copias diana si y solo si se cumple ese umbral minimo. Por lo tanto, se puede
ejecutar por separado un ensayo especifico del alelo en la muestra de entrada para realizar el calculo de la fraccion
fetal, y un ensayo diana gendémico para calcular el estado del nimero de copias. En otras realizaciones, tanto los
ensayos como los métodos descritos en la presente memoria se pueden llevar a cabo en paralelo en la misma
muestra al mismo tiempo en el mismo volumen de fluido. Otros ensayos de control de calidad también se pueden
llevar a cabo en paralelo con las mismas etapas de procesamiento del ensayo universal. Dado que las etiquetas, las
etiqguetas de afinidad y/o las sondas de etiquetado en las sondas producto, el conjunto de sondas ligadas o la
molécula marcada que se van a inmovilizar sobre el sustrato se pueden disefiar de forma Unica para cada ensayo y
cada producto de ensayo, se pueden localizar, generar imagenes y cuantificar todos los productos de ensayo
paralelos en diferentes ubicaciones fisicas en el sustrato de generacion de imagenes. En otro aspecto, el mismo
ensayo o método (o algunas de sus etapas) descritos en la presente memoria que utilizan las mismas sondas y/o la
deteccion de la misma variacion genética o control pueden realizarse en multiples muestras simultaneamente en los
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mismos o diferentes modulos (p. €j., tubo de ensayo) descritos en la presente memoria. En otro aspecto, los ensayos
y métodos (o algunas de sus etapas) descritos en la presente memoria utilizando diferentes sondas y/o detectando
diferentes variaciones genéticas o controles se pueden realizar en una o varias muestras simultaneamente en el
mismo modulo o en diferentes médulos (p. €j., tubo de ensayo).

En otro aspecto, el andlisis de imagenes puede incluir el pre-procesamiento de imagenes, la segmentacion de
imagenes para identificar las marcas, la caracterizacion de la calidad de la marca, el filtrado de la poblacion de las
marcas detectadas basandose en la calidad y la realizacion de calculos estadisticos en funcién de la naturaleza de
los datos de las imagenes. En algunos casos, por ejemplo cuando se realiza y se generan imagenes de un ensayo
especifico de un alelo, se puede calcular la fraccion fetal. En otros, tales como el ensayo y la generacion de
imagenes de dianas gendmicas, se calcula el estado del nimero de copias relativo entre dos regiones gendémicas
diana. El analisis de los datos de la imagen se puede producir en tiempo real en el mismo ordenador que controla la
adquisicion de imagenes, o en un ordenador en red, de manera que los resultados del analisis pueden incorporarse
al arbol de decisiones del flujo de trabajo de la prueba casi en tiempo real.

En otro aspecto, las etapas (4) y (5) de la prueba anterior se pueden repetir varias veces para diferentes porciones
del sustrato de generacion de imagenes, de manera que los resultados dictan las siguientes etapas. Por ejemplo, las
pruebas y los métodos descritos en la presente memoria comprenden confirmar la presencia y el nivel preciso de
una muestra fetal en una muestra genética obtenida de un sujeto antes de someter a prueba el estado del nimero
de copias relativo de las dianas gendmicas. Como se describe en la presente memoria, se puede utilizar un ensayo
sensible a los alelos para cuantificar los niveles de ADN fetal con respecto al ADN materno. Las sondas producto
resultantes se pueden bajar a una region de fraccion fetal 1 en el sustrato, y generar imagenes. En algunas
realizaciones, si y solo si la fraccion fetal calculada esta por encima del requisito minimo del sistema, la prueba
puede continuar y proporcionar un resultado valido. De esta manera, la prueba de muestras que no confirman al
menos la fraccion fetal de entrada minima se puede finalizar antes de que tenga lugar la generacion de imagenes y
los analisis adicionales. Por el contrario, si la fraccion fetal esta por encima del umbral minimo, se pueden generar
imagenes adicionales (etapa 4 de la prueba) de las dianas gendmicas (p. €j., cromosomas 21, 18 o 13) seguido de
un analisis adicional (etapa 5 de la prueba). También se pueden utilizar y probar otros criterios.

En otro aspecto, no todos los SNP analizados en el ensayo especifico de alelos pueden dar como resultado
informacion util. Por ejemplo, el material gendmico materno puede tener alelos heterocigotos para un SNP dado (p.
€j., par de alelos AB), y el material fetal también puede ser heterocigoto en ese sitio (p. €j., AB), por lo que el material
fetal es indistinguible y el calculo de la fraccion fetal falla. Sin embargo, otro sitio SNP para la misma muestra de
entrada puede mostrar nuevamente que el material materno es heterocigoto (p. €j., AB) mientras que el material fetal
es homocigoto (p. ej., AA). En este ejemplo, el ensayo especifico de alelos puede producir un poco mas de
recuentos de A que de B debido a la presencia del ADN fetal, a partir del cual se puede calcular la fraccion fetal.
Debido a que el perfil de SNP (es decir, el genotipo) no se puede conocer a priori para una muestra determinada, se
deben disefiar multiples o numerosos sitios de SNP de manera que casi todas las muestras posibles produzcan un
sitio SNP informativo. Cada sitio SNP se puede localizar en una ubicacion fisica diferente en el sustrato de
generacion de imagenes, por ejemplo, utilizando una etiqueta diferente para cada SNP. Sin embargo, para una
prueba dada, la fraccion fetal solo se puede calcular con éxito una vez. Por lo tanto, se pueden generar imagenes y
analizar una o varias ubicaciones en el sustrato utilizado para interrogar los SNP (p. €j., en grupos de uno, dos, tres,
cuatro, cinco, diez, veinte, cincuenta o menos y/o uno, dos, tres, cuatro, cinco, diez, veinte, cincuenta o mas) hasta
que se detecte un SNP informativo. Al alternar la generacion de imagenes y el analisis, se pueden pasar por alto la
generacion de imagenes de todas las posibles manchas de SNP y reducir significativamente la duraciéon promedio de
la prueba, manteniendo la precision y la robustez.

En otro aspecto, la determinacion de la fraccion fetal de una muestra puede ayudar a otros aspectos del sistema
mas alla de las pruebas finales para las cuales la porcion de la fraccidn fetal en una muestra es inadecuada. Por
ejemplo, si la fraccion fetal es alta (p. €j., 20%) en ese caso para una potencia estadistica dada, el numero de
recuentos requeridos por diana genética (p. ej., chr21) sera menor; si la fraccion fetal es baja (p. €j., 1%), en ese
caso para la misma potencia estadistica, se requiere un nimero muy alto de recuentos por diana genémica para
alcanzar la misma significacion estadistica. Por lo tanto, después de la generacion de imagenes (4-1) de la region de
la fraccion fetal 1, el analisis (5-1) de los datos que dan como resultado un rendimiento de recuento requerido por
diana gendmica, la generacion de imagenes (4-2) de la region de la diana gendémica 2 comienza en el rendimiento
requerido, seguido del analisis (5-2) de esos datos de imagenes y el resultado de la prueba para la variacion
gendmica de las dianas de entrada.

En otro aspecto, las etapas (4) y (5) de la prueba anterior se pueden repetir adicionalmente con fines de control de
calidad, incluida la evaluacion de los niveles de fondo de los fluoros en el sustrato de generaciéon de imagenes, los
radicales contaminantes, los controles positivos u otras causas de variaciéon del nimero de copias mas alla de la
prueba inmediata (p. ej., cancer en la madre o el feto, quimerismo fetal, gemelacion). Debido a que el analisis de
imagenes se puede realizar en tiempo real y no requiere completar la ejecucién completa de la generacion de
imagenes antes de generar los resultados (a diferencia de los métodos de secuenciacién de ADN), los resultados
intermedios pueden dictar las siguientes etapas pasos de un arbol de decision, y adaptar la prueba para un
funcionamiento ideal en una muestra individual. El control de calidad también puede abarcar la verificacion de que la
muestra es de calidad aceptable y esta presente, el sustrato de generacion de imagenes esta configurado
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correctamente, que el producto de ensayo esta presente y/o a la concentracion o densidad correctas, que hay
niveles aceptables de contaminacién, que el aparato de generacion de imagenes es funcional y que el analisis esta
proporcionando los resultados adecuados, introduciéndose todo en un informe de prueba final para que lo revise el
equipo clinico.

En otro aspecto, la prueba anterior comprende una o mas de las siguientes etapas: (1) recibir una solicitud (de, por
ejemplo, un médico clinico o facultativo encargado de la orden), (2) recibir una muestra del paciente, (3) realizar un
ensayo (incluyendo una porcion especifica del alelo, una porcién diana gendmica y controles de calidad) en esa
muestra que da como resultado un sustrato de generacion de imagenes que contiene un producto de ensayo, (4-1)
generar imagenes de la region especifica del alelo del sustrato en uno o mas canales espectrales, (5-1) analizar los
datos de imagenes especificas del alelo para calcular la fraccion fetal, (pendiente de suficiente fraccion fetal) (4-2)
generar imagenes de la region diana gendmica del sustrato en uno o mas canales espectrales, (5-2) analizar los
datos de imagen de la region la diana gendmica para calcular el estado del niumero de copia de las dianas
gendémicos, (4-3) generar imagenes de la region de control de calidad del sustrato en uno o mas canales
espectrales, (5-3) analizar los datos de imagenes de control de calidad para calcular, validar y verificar la prueba, (6)
realizar calculos estadisticos, (7) crear y aprobar el informe clinico, y (8) devolver el informe al médico clinico o
médico que realizo la orden.

En la siguiente descripcion, se exponen diversas realizaciones ilustrativas en vista de las figuras.

La Figura 21 es una implementacién de un ensayo para cuantificar el nimero de copias genémicas en dos loci
gendémicos. En esta realizacion del ensayo, 105 y 106 son moléculas diana. 105 contiene la secuencia
correspondiente al primer locus gendmico "Locus 1" interrogado para determinar el nimero de copias (ejemplo,
cromosoma 21), y 106 contiene la secuencia correspondiente al segundo locus gendmico "Locus 2" interrogado para
determinar el nimero de copias (ejemplo, cromosoma 18). La Figura 21 contiene un ejemplo de un conjunto de
sondas por locus gendmico, pero en algunas realizaciones de este ensayo, se disefiaran multiples conjuntos de
sondas para interrogar multiples regiones dentro de un locus genémico. Por ejemplo, se pueden disefiar mas de 10,
o mas de 100, o mas de 500 conjuntos de sondas que corresponden al cromosoma 21. La Figura 21 ilustra solo un
Unico conjunto de sondas para cada locus genémico, pero de manera importante que el alcance de esta invencion
permite multiples conjuntos de sondas para cada locus genémico. La Figura 21 también ilustra un solo evento de
hibridaciéon entre una molécula diana y un conjunto de sondas. En la practica, habra multiples moléculas diana
presentes en una muestra de ensayo. Muchas moléculas diana contendran las secuencias necesarias para la
hibridaciéon con un conjunto de sondas y la formacién de una sonda producto. Diferentes moléculas diana pueden
hibridar con conjuntos de sondas, ya que ciertas moléculas diana portaran polimorfismos genéticos. Ademas, las
moléculas diana que surgen del ADN genémico pueden tener un surtido aleatorio de tamarfios de moléculas, asi
como varias secuencias iniciales y finales. En esencia, existen multiples moléculas diana que pueden hibridar con un
conjunto de sondas dado. En un solo ensayo, se agregan multiples copias de un conjunto de sondas dado. Por lo
tanto, en un solo ensayo se pueden formar hasta miles, o cientos de miles, o millones de sondas producto
especificas.

La Figura 21 muestra dos conjuntos de sondas, un conjunto de sondas para el Locus 1 y un conjunto de sondas para
el Locus 2, aunque como se menciond anteriormente, se pueden disefiar multiples conjuntos de sondas para cada
locus gendémico. Un primer conjunto de sondas contiene las sondas miembro 101, 102, 103. El elemento 101
contiene la marca (100) de tipo "A". El elemento 103 contiene una etiqueta de afinidad (104) que se puede utilizar
para el aislamiento y la identificacion de la sonda producto. 102 puede no contener modificaciones, tales como una
marca o un codigo de barras. Un segundo conjunto de sondas con las sondas miembro 108, 109, 110 porta
caracteristicas respectivas como en el primer conjunto de sondas. Sin embargo, 108 contiene una marca (107) de
tipo "B", distinguible del tipo "A". El elemento 110 contiene una etiqueta de afinidad (111) que puede ser idéntica o
Unica con respecto a 104. Se pueden disefiar muchos conjuntos de sondas que tienen como diana el "Locus 1", que
contienen secuencias de sondas Unicas pero el mismo tipo de marca "A". De manera similar, se pueden disefiar
muchos conjuntos de sondas que tienen como diana el "Locus 2", que contienen secuencias de sondas Unicas pero
el mismo tipo de marca "B". En esta realizacion, las etiquetas de afinidad para los muchos conjuntos de sondas para
el Locus 1 pueden ser idénticas o Unicas, y las etiquetas de afinidad para los muchos conjuntos de sondas para el
Locus 2 pueden ser idénticas o Unicas.

Se afiaden uno o mas conjuntos de sondas a las moléculas diana en un solo recipiente y se exponen a condiciones
de hibridacion especificas de la secuencia.

Para cada conjunto de sondas, las tres sondas (p. €j., 101, 102, 103) hibridan (o se anclan mediante una interaccion
sonda-diana similar) a la molécula diana (105), por lo que no hay huecos entre las sondas en la molécula diana. Es
decir, las sondas del conjunto de sondas son adyacentes entre si y son competentes para la ligacion.

Se afiade la ligasa a las sondas hibridadas y se expone a condiciones de ligasa convencionales. Las sondas ligadas
forman una sonda producto. Todos las sondas producto (o la mayoria de ellas) del Locus 1 tienen una marca de tipo
"A". Todos las sondas producto del Locus 2 tienen una marca de tipo "B". La cuantificacién de las sondas producto
correspondientes a los loci gendmicos 1y 2 se realiza utilizando las marcas "A" y "B".
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En algunas realizaciones, las sondas producto se inmovilizan sobre un sustrato utilizando sus etiquetas de afinidad.
Por ejemplo, si la etiqueta de afinidad es una secuencia de ADN, las sondas producto se pueden hibridar con las
regiones de una matriz de captura de ADN a la densidad apropiada para la posterior generacion de imagenes.

En algunas realizaciones, las etiquetas de afinidad 104 y 111 contienen secuencias Unicas y ortogonales que
permiten el posicionamiento basado en la superficie en una o mas ubicaciones, que pueden compartirse entre
productos de hibridaciéon o no. Las Figuras 47 y 48 muestran los patrones de fluorescencia resultantes cuando los
productos contienen secuencias de etiquetas de afinidad Unicas y el sustrato subyacente contiene complementos
para cada una de las etiquetas de afinidad Unicas dentro de la misma region (p. ej., como el mismo miembro de una
matriz) sobre un sustrato. Las imagenes son de la misma region de un sustrato, pero la Figura 47 muestra las
marcas Cy3 (unidas covalentemente al producto del cromosoma 18), y la Figura 48 muestra las marcas Alexa Fltuor
647 (unidas covalentemente al producto del cromosoma 21). Se pueden generar patrones similares para otras
realizaciones de ensayo que siguen.

En otra realizacion, las etiquetas de afinidad 104 y 111 contienen secuencias idénticas que permiten el
posicionamiento basado en la superficie en la misma region (p. ej., como el mismo miembro de una matriz) sobre un
sustrato. Es decir, diferentes productos compiten por los mismos sitios de unién. Las Figuras 49 y 51 muestran los
patrones de fluorescencia resultantes cuando diferentes productos contienen secuencias de etiquetas de afinidad
idénticas y el sustrato subyacente contiene el complemento de la etiqueta de afinidad. Las imagenes son de la
misma ubicacion en un sustrato, pero la Figura 49 muestra las marcas Cy3 (unidas covalentemente al producto del
cromosoma 18) y la Figura 51 muestra las marcas Alexa Fluor 647 (unidas covalentemente al producto del
cromosoma 21). Las Figuras 50 y 52 muestran regiones ampliadas de las Figuras 49 y 51, respectivamente,
demostrando claramente la resolucion de una sola molécula y las marcas distinguibles individualmente. Se pueden
generar patrones similares para otras realizaciones de ensayo que siguen.

En ofra realizacion, las etiquetas de afinidad 104 y 111 contienen secuencias Unicas y ortogonales que permiten el
posicionamiento basado en la superficie en mas de una ubicacion sobre un sustrato. Las Figuras 53 y 54 muestran
los patrones de fluorescencia resultantes cuando los productos contienen secuencias de etiquetas de afinidad Unicas
y el sustrato subyacente tiene una region que contiene el complemento de una etiqueta afinidad, y otra region
separada que contiene el complemento de la otra etiqueta de afinidad. Las imagenes son de dos regiones separadas
de un sustrato, conteniendo cada region un Unico complemento de etiqueta de afinidad como se describid
anteriormente. La Figura 53 muestra las marcas Cy3 (unidas covalentemente al producto del cromosoma 21), y la
Figura 54 muestra las marcas Alexa Fluor 647 (unidas covalentemente al producto del cromosoma 18). Se pueden
generar patrones similares para otras realizaciones de ensayo que siguen.

Una caracteristica de esta invencién segun algunas realizaciones es que la especificidad se logra a través de la
combinacion de multiples sondas adyacentes que deben ligarse con éxito para que la sonda producto se forme,
capture y detecte satisfactoriamente. Si una sonda producto no se forma satisfactoriamente por algin motivo, no se
puede aislar o enriquecer para el uso de una etiqueta de afinidad y la deteccion. Por ejemplo, si la sonda 101 no se
liga satisfactoriamente a la sonda 102, el producto resultante no puede ser detectado. De manera similar, si la sonda
103 no se liga satisfactoriamente a la sonda 102, el producto resultante no se puede aislar o enriquecer utilizando
una etiqueta de afinidad.

El requerimiento de que todas las sondas del conjunto de sondas hibriden satisfactoriamente con la molécula diana 'y
se liguen satisfactoriamente proporciona una alta especificidad y reduce en gran medida los problemas de
hibridacién cruzada y, por lo tanto, sefiales de falsos positivos.

En este ensayo, la especificidad se logra a través de la hibridacién y la ligacion especificas de la secuencia. En una
realizacion preferida, la especificidad para formar sondas producto se produce en el recipiente de reaccién, antes de
aislar o enriquecer las sondas producto, por ejemplo, inmovilizacion sobre una superficie u otro sustrato sélido. Esto
evita el reto de la hibridacion basada en la superficie convencional (p. ej., micromatriz genémica) en la que la
especificidad debe lograrse completamente mediante la hibridacién solo con secuencias largas de oligonucleétidos
(> 40 pb) (p. €j., matrices de Agilent y Affymetrix).

El uso de etiquetas de afinidad permite que las sondas producto se inmovilicen sobre un sustrato y, por lo tanto, el
exceso de sondas no unidas se puedan lavar con métodos convencionales o se eliminen con métodos
convencionales. Por lo tanto, todas o la mayoria de las marcas en la superficie son parte de una sonda producto
formada especificamente que esta inmovilizada en la superficie.

Una caracteristica de esta invencion segun algunas realizaciones es que la captura sobre la superficie no afecta a la
precision. Es decir, no introduce ningin sesgo. En un ejemplo, si se utiliza la misma etiqueta de afinidad para
conjuntos de sondas de diferentes loci genémicos, los conjuntos de sondas que se dirigen a cada locus tienen una
marca diferente. Las sondas producto de ambos loci genémicos se pueden inmovilizar en la misma ubicacién sobre
el sustrato utilizando la misma etiqueta de afinidad. Es decir, las sondas producto del Locus 1 y Locus 2 se
capturaran con la misma eficacia, por lo que no se introducira ningun sesgo especifico del locus.

En algunas realizaciones, algunas o todas las sondas y/o las moléculas diana no unidas se eliminan antes de la
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captura sobre la superficie utilizando métodos convencionales. Esto disminuye la interferencia entre las sondas y/o
las moléculas diana no unidas y las sondas producto durante la captura sobre la superficie.

Una caracteristica de esta invencién segin algunas realizaciones es que se pueden colocar multiples tipos de
etiquetas de afinidad en la misma regién del sustrato (por ejemplo, el mismo punto de matriz o miembro de la
matriz). Esto tiene muchas ventajas, incluyendo la colocacion de marcadores de control o calibraciéon. Las Figuras
22-46 describen realizaciones ilustrativas adicionales de esta invencion. Estas figuras no representan todas las
posibles realizaciones, y todas las demas variaciones de este ensayo se incluyen como parte de esta invencion.
Ademas, todas las caracteristicas de la realizacion descrita en la Figura 21 son aplicables a todas las demas
realizaciones adicionales del ensayo descrito en esta solicitud.

La Figura 22 representa una modificacion del procedimiento general descrito en la Figura 21. La Figura 22
representa dos conjuntos de sondas, un conjunto de sondas para el Locus 1 y un conjunto de sondas para el Locus
2, aunque como se mencion6 anteriormente, se pueden disefiar multiples conjuntos de sondas para cada locus
gendémico. 207 y 214 son moléculas diana correspondientes al Locus 1 y Locus 2, respectivamente. Un primer
conjunto de sondas contiene las sondas miembro 202, 204, 206. 202 contiene una marca (201) de tipo "A". 206
contiene una etiqueta de afinidad (205) que se puede utilizar para el aislamiento y la identificacion de la sonda
producto. Un segundo conjunto de sondas con las sondas miembro 209, 211, 231 tiene caracteristicas respectivas
como en el primer conjunto de sondas. Sin embargo, 209 contiene una marca (208) de tipo "B", distinguible del tipo
"A". 213 contiene una etiqueta de afinidad (212) que puede ser idéntica o Unica con respecto a 205. Se pueden
disefiar muchos conjuntos de sondas que tienen como diana el "Locus 1", que contienen secuencias de sondas
Unicas pero el mismo tipo de marca "A". De manera similar, se pueden disefiar muchos conjuntos de sondas que
tienen como diana el "Locus 2", que contienen secuencias de sondas Unicas pero el mismo tipo de marca "B". En
esta realizacion, las etiquetas de afinidad para los muchos conjuntos de sondas para el Locus 1 pueden ser idénticas
0 Unicas o una mezcla de idénticas y Unicas, y las etiquetas de afinidad para los muchos conjuntos de sondas para
el Locus 2 pueden ser idénticas o Unicas o una mezcla de idénticas y Unicas. En esta realizacion, las sondas 204 y
211 pueden contener una o mas marcas (203, 210) de tipo "C". Por lo tanto, las sondas producto contendran una
combinacion de marcas. Para el Locus 1, las sondas producto contendran etiquetas de tipo "A" y de tipo "C",
mientras que las sondas producto del Locus 2 contendran marcas de tipo "B" y de tipo "C".

La Figura 23 representa una modificacion del procedimiento general descrito en la Figura 21. La Figura 23
representa dos conjuntos de sondas, un conjunto de sondas para el Locus 1 y un conjunto de sondas para el Locus
2, aunque como se mencion6 anteriormente, se pueden disefiar multiples conjuntos de sondas para cada locus
gendémico. 307 y 314 son moléculas diana correspondientes al Locus 1 y Locus 2, respectivamente. Un primer
conjunto de sondas contiene las sondas miembro 302, 303, 305. 302 contiene una marca (301) de tipo "A". 305
contiene una etiqueta de afinidad (306) que se puede utilizar para el aislamiento y la identificacion de la sonda
producto. Un segundo conjunto de sondas con sondas miembro 309, 310, 312 tiene caracteristicas respectivas como
en el primer conjunto de sondas. Sin embargo, 309 contiene una marca (308) de tipo "B", distinguible del tipo "A".
312 contiene una etiqueta de afinidad (313) que puede ser idéntica o Unica con respecto a 306. Se pueden disefar
muchos conjuntos de sondas que tienen como diana el "Locus 1", que contienen secuencias de sondas Unicas pero
el mismo tipo de marca "A". De manera similar, se pueden disefiar muchos conjuntos de sondas que tienen como
diana el "Locus 2", que contienen secuencias de sondas Unicas pero el mismo tipo de marca "B". En esta
realizacion, las etiquetas de afinidad para los muchos conjuntos de sondas para el Locus 1 pueden ser idénticas o
Unicas, y las etiquetas de afinidad para los muchos conjuntos de sondas para el Locus 2 pueden ser idénticas o
Unicas. En esta realizacion, las sondas 305 y 312 contienen una o mas etiquetas (304, 311) de tipo "C". Por lo tanto,
las sondas producto contendran una combinacion de marcas. Para el Locus 1, las sondas producto contendran
marcas de tipo "A" y de tipo "C", mientras que las sondas producto del Locus 2 contendran marcas de tipo "B" y de
tipo "C".

La Figura 24 representa una modificacion del procedimiento general descrito en la Figura 21. La Figura 24
representa dos conjuntos de sondas, un conjunto de sondas para el Locus 1 y un conjunto de sondas para el Locus
2, aunque como se mencion6 anteriormente, se pueden disefiar multiples conjuntos de sondas para cada locus
gendémico. 407 y 414 son moléculas diana correspondientes al Locus 1 y Locus 2, respectivamente.

Un primer conjunto de sondas contiene las sondas miembro 402, 405. 402 contiene una marca (401) de tipo "A". 405
contiene una etiqueta de afinidad (406) que se puede utilizar para el aislamiento y la identificacion de la sonda
producto.

Un segundo conjunto de sondas con sondas miembro 409, 412 tiene caracteristicas respectivas como en el primer
conjunto de sondas. Sin embargo, 409 contiene una marca (408) de tipo "B", distinguible del tipo "A". 412 contiene
una etiqueta de afinidad (413) que puede ser idéntica o Unica con respecto a 406. Se pueden disefiar muchos
conjuntos de sondas que tienen como diana el "Locus 1", que contienen secuencias de sondas Unicas pero el mismo
tipo de marca "A". De manera similar, se pueden disefiar muchos conjuntos de sondas que tienen como diana el
"Locus 2", que contienen secuencias de sondas Unicas pero el mismo tipo de marca "B". En esta realizacion, las
etiquetas de afinidad para los muchos conjuntos de sondas para el Locus 1 pueden ser idénticas o Unicas, y las
etiquetas de afinidad para los muchos conjuntos de sondas para el Locus 2 pueden ser idénticas o Unicas.
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En esta realizacion, las sondas 402 y 405 hibridan con las secuencias correspondientes al Locus 1, pero hay una
"hueco" en la molécula diana que consiste en uno o mas nucledétidos entre las sondas hibridadas 402 y 405. En esta
realizacion, se puede utilizar una ADN polimerasa u otra enzima para sintetizar una nueva especie de polinucleétido
(404) que se une covalentemente a 402 y 405. Es decir, la sonda producto formada en este ejemplo es una Unica
molécula de acido nucleico contiguo con una secuencia correspondiente al Locus 1, y que porta las marcas y/o
etiquetas de afinidad anteriores. Ademas, 404 puede contener una o mas marcas de tipo "C", posiblemente como
resultado de la incorporacion de uno o mas nucleétidos que portan una marca de tipo "C". Este ejemplo también se
refiere a la sonda producto formada para el Locus 2, que contiene las sondas 409 y 412. Por lo tanto, las sondas
producto contendran una combinacién de marcas. Para el Locus 1, las sondas producto contendran marcas de tipo
"A" y de tipo "C", mientras que las sondas producto del Locus 2 contendran marcas de tipo "B" y de tipo "C".

La Figura 25 representa una modificacion del procedimiento general descrito en la Figura 21. La Figura 25
representa dos conjuntos de sondas, un conjunto de sondas para el Locus 1 y un conjunto de sondas para el Locus
2, aunque como se mencion6 anteriormente, se pueden disefiar multiples conjuntos de sondas para cada locus
gendémico. 505 y 510 son moléculas diana correspondientes al Locus 1 y Locus 2, respectivamente. Un primer
conjunto de sondas contiene sondas miembro 502, 503. 502 contiene una marca (501) de tipo "A". 503 contiene una
etiqgueta de afinidad (504) que se puede utilizar para el aislamiento y la identificacion de la sonda producto. Un
segundo conjunto de sondas con sondas miembro 507, 508 tiene caracteristicas respectivas como en el primer
conjunto de sondas. Sin embargo, 507 contiene una marca (506) de tipo "B", distinguible del tipo "A". 508 contiene
una etiqueta de afinidad (509) que puede ser idéntica o Unica con respecto a 504. Se pueden disefiar muchos
conjuntos de sondas que tienen como diana el "Locus 1", que contienen secuencias de sondas Unicas pero el mismo
tipo de marca "A". De manera similar, se pueden disefiar muchos conjuntos de sondas que tienen como diana el
"Locus 2", que contienen secuencias de sondas Unicas pero el mismo tipo de marca "B". En esta realizacion, las
etiquetas de afinidad para los muchos conjuntos de sondas para el Locus 1 pueden ser idénticas o Unicas, y las
etiquetas de afinidad para los muchos conjuntos de sondas para el Locus 2 pueden ser idénticas o Unicas.

La Figura 26 representa una modificacion del procedimiento general descrito en la Figura 21. La Figura 26
representa dos conjuntos de sondas, un conjunto de sondas para el Locus 1 y un conjunto de sondas para el Locus
2, aunque como se mencion6 anteriormente, se pueden disefiar multiples conjuntos de sondas para cada locus
gendémico. 606 y 612 son moléculas diana correspondientes al Locus 1 y Locus 2, respectivamente. Un primer
conjunto de sondas contiene sondas miembro 602, 603. 602 contiene una marca (601) de tipo "A". 603 contiene una
etiqgueta de afinidad (605) que se puede utilizar para el aislamiento y la identificacion de la sonda producto. Un
segundo conjunto de sondas con sondas miembro 608, 609 tiene caracteristicas respectivas como en el primer
conjunto de sondas. Sin embargo, 608 contiene una marca (607) de tipo "B", distinguible del tipo "A". 609 contiene
una etiqueta de afinidad (611) que puede ser idéntica o Unica con respecto a 605. Se pueden disefiar muchos
conjuntos de sondas que tienen como diana el "Locus 1", que contienen secuencias de sondas Unicas pero el mismo
tipo de marca "A". De manera similar, se pueden disefiar muchos conjuntos de sondas que tienen como diana el
"Locus 2", que contienen secuencias de sondas Unicas pero el mismo tipo de marca "B". En esta realizacion, las
etiquetas de afinidad para los muchos conjuntos de sondas para el Locus 1 pueden ser idénticas o Unicas, y las
etiquetas de afinidad para los muchos conjuntos de sondas para el Locus 2 pueden ser idénticas o Unicas.

En esta realizacion, las sondas 603 y 609 contienen una o mas marcas (604, 610) de tipo "C". Por lo tanto, las
sondas producto contendran una combinacién de marcas. Para el Locus 1, las sondas producto contendran marcas
de tipo "A" y de tipo "C", mientras que las sondas producto del Locus 2 contendran marcas de tipo "B" y de tipo "C".

La Figura 27 representa una modificacion del procedimiento general descrito en la Figura 21. La Figura 27
representa dos conjuntos de sondas para identificar varios alelos del mismo locus gendémico. Por ejemplo, para
distinguir alelos maternos y fetales, en el caso de ADN sin células aislado de una mujer embarazada, o para
distinguir alelos de anfitrién y donante, en el caso de ADN sin células de un receptor de un trasplante de 6rganos. La
Figura 27 representa dos conjuntos de sondas: un conjunto de sondas para el Alelo 1 y un conjunto de sondas para
el Alelo 2. 706 y 707 son moléculas diana correspondientes al Alelo 1 y al Alelo 2, respectivamente. Un primer
conjunto de sondas contiene las sondas miembro 702, 703, 704. 702 contiene una marca (701) de tipo "A". 704
contiene una etiqueta de afinidad (705) que se puede utilizar para el aislamiento y la identificacion de la sonda
producto. Un segundo conjunto de sondas con sondas miembro 709, 703, 704 tiene caracteristicas respectivas como
en el primer conjunto de sondas. En esta realizacion, 703 y 704 son idénticas para ambos conjuntos de sondas. Sin
embargo, 709 contiene una marca (708) de tipo "B", distinguible del tipo "A". En esta realizacion, 702 y 709
contienen secuencias que son casi idénticas y difieren en un solo nucleétido en la secuencia. Por lo tanto, las
secuencias de hibridacion de estas dos sondas, que estan configuradas para hibridar con las regiones para el Alelo
1 y el Alelo 2, contienen regiones complementarias para el Alelo 1 (702) y el Alelo 2 (709). Adicionalmente, la
longitud de cada dominio de hibridacion en 702 y 709, asi como las condiciones de hibridacion experimentales, estan
disefiadas de tal manera que la sonda 702 solo hibridara con el Alelo 1 y la sonda 709 solo hibridara con el Alelo 2.
El propdsito de este tipo de ensayo es cuantificar con precision la frecuencia del Alelo 1y el Alelo 2 en una muestra.

La Figura 28 representa una modificacion del procedimiento general descrito en la Figura 21. La Figura 28
representa dos conjuntos de sondas para identificar varios alelos del mismo locus gendémico. Por ejemplo, para
distinguir alelos maternos y fetales, en el caso de ADN sin células aislado de una mujer embarazada, o para
distinguir alelos de anfitrién y donante, en el caso de ADN sin células de un receptor de un trasplante de 6rganos. La

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2739430 T3

Figura 28 representa dos conjuntos de sondas: un conjunto de sondas para el Alelo 1 y un conjunto de sondas para
el Alelo 2. 807 y 810 son moléculas diana correspondientes al Alelo 1y Alelo 2, respectivamente. Un primer conjunto
de sondas contiene las sondas miembro 802, 804, 805. 802 contiene una marca (801) de tipo "A". 805 contiene una
etiqgueta de afinidad (806) que se puede utilizar para el aislamiento y la identificacion de la sonda producto. Un
segundo conjunto de sondas con sondas miembro 809, 804, 805 tiene caracteristicas respectivas como en el primer
conjunto de sondas. En esta realizacion, 804 y 805 son idénticas para ambos conjuntos de sondas. Sin embargo,
809 contiene una marca (808) de tipo "B", distinguible del tipo "A". En esta realizacién, 802 y 809 contienen
secuencias que son casi idénticas, y difieren en un solo nucleétido en la secuencia. Por lo tanto, las secuencias de
hibridacion de estas dos sondas contienen regiones complementarias para el Alelo 1 (802) y el Alelo 2 (809).
Adicionalmente, la longitud de cada dominio de hibridacion en 802 y 809, asi como las condiciones de hibridacion
experimentales, estan disefiadas de tal manera que la sonda 802 solo hibridara con el Alelo 1 y la sonda 809 solo
hibridara con el Alelo 2. El propésito de este tipo de ensayo es capaz de cuantificar con precision la frecuencia del
Alelo 1y el Alelo 2 en una muestra. En esta realizacioén, la sonda 804 contiene una o mas marcas (803) de tipo "C".
Por lo tanto, las sondas producto contendran una combinaciéon de marcas. Para el Alelo 1, las sondas producto
contendran marcas de tipo "A" y de tipo "C", mientras que las sondas producto del Alelo 2 contendran marcas de tipo
"B" y de tipo "C".

La Figura 29 representa una modificacion del procedimiento general descrito en la Figura 21. La Figura 29
representa dos conjuntos de sondas para identificar varios alelos del mismo locus gendémico. Por ejemplo, para
distinguir alelos maternos y fetales, en el caso de ADN sin células aislado de una mujer embarazada, o para
distinguir alelos de anfitrién y donante, en el caso de ADN sin células de un receptor de un trasplante de 6rganos. La
Figura 29 representa dos conjuntos de sondas, un conjunto de sondas para el Alelo 1 y un conjunto de sondas para
el Alelo 2.

907 y 910 son moléculas diana correspondientes al Alelo 1 y Alelo 2, respectivamente. Un primer conjunto de
sondas contiene las sondas miembro 902, 905. 902 contiene una marca (901) de tipo "A". El elemento 905 contiene
una etiqueta de afinidad (906) que se puede utilizar para el aislamiento y la identificacion de la sonda producto. Un
segundo conjunto de sondas con sondas miembro 909, 905 tiene caracteristicas respectivas como en el primer
conjunto de sondas. En esta realizacion, 905 es idéntica para ambos conjuntos de sondas. Sin embargo, 909
contiene una marca (908) de tipo "B", distinguible del tipo "A". En esta realizacion, 902 y 909 contienen secuencias
que son casi idénticas y difieren en un solo nucleétido en la secuencia. Por lo tanto, las secuencias de hibridacién de
estas dos sondas contienen regiones complementarias para el Alelo 1 (902) y el Alelo 2 (909). Adicionalmente, la
longitud de cada dominio de hibridacion en 902 y 909, asi como las condiciones de hibridacion experimentales, estan
disefiadas de tal manera que la sonda 902 solo hibridara con el Alelo 1 y la sonda 909 solo hibridara con el Alelo 2.
El propésito de este tipo de ensayo es poder cuantificar con precision la frecuencia del Alelo 1y el Alelo 2 en una
muestra.

En esta realizacion, las sondas 902 y 905 hibridan con secuencias correspondientes al Alelo 1, de manera que hay
un "hueco" en la molécula diana que consiste en uno o mas nucledtidos entre las sondas hibridadas 902 y 905. En
esta realizacién, una ADN polimerasa u otra enzima se pueden utilizar para sintetizar una nueva especie de
polinucleétido (904) que se une covalentemente a 902 y 905. Es decir, la sonda producto formada en este ejemplo
es una unica molécula de acido nucleico contiguo con una secuencia correspondiente al Alelo 1, que porta las
marcas y/o etiquetas de afinidad anteriores. Adicionalmente, 904 puede contener una o mas marcas de tipo "C",
posiblemente como resultado de la incorporacion de un nucleétido que porta una marca de tipo "C". Este ejemplo
también se refiere a la sonda producto formada para el Alelo 2, que contiene las sondas 909 y 905.

La Figura 30 representa una modificacion del procedimiento general descrito en la Figura 21. La Figura 30
representa dos conjuntos de sondas para identificar varios alelos del mismo locus gendémico. Por ejemplo, para
distinguir alelos maternos y fetales, en el caso de ADN sin células aislado de una mujer embarazada, o para
distinguir alelos de anfitrién y donante, en el caso de ADN sin células de un receptor de un trasplante de 6rganos. La
Figura 30 representa dos conjuntos de sondas, un conjunto de sondas para el Alelo 1 y un conjunto de sondas para
el Alelo 2.

1006 y 1007 son moléculas diana correspondientes al Alelo 1 y Alelo 2, respectivamente. Un primer conjunto de
sondas contiene las sondas miembro 1001, 1003, 1004. 1003 contiene una marca (1002) de tipo "A". 1004 contiene
una etiqueta de afinidad (1005) que se puede utilizar para el aislamiento y la identificacion de la sonda producto.

Un segundo conjunto de sondas con sondas miembro 1001, 1009, 1004 tiene caracteristicas respectivas como en el
primer conjunto de sondas. En esta realizacién, 1001 es idéntica para ambos conjuntos de sondas y 1004 es idéntica
para ambos conjuntos de sondas. Sin embargo, 1009 contiene una marca (1008) de tipo "B", distinguible del tipo "A".

En esta realizacion, 1003 y 1009 contienen secuencias que son casi idénticas y difieren en un solo nucleétido en la
secuencia. Por lo tanto, las secuencias de hibridacion de estas dos sondas contienen regiones complementarias
para el Alelo 1 (1003) y el Alelo 2 (1009), respectivamente. Adicionalmente, la longitud de cada dominio de
hibridaciéon en 1003 y 1009, asi como las condiciones de hibridacion experimentales, estan disefiadas de tal manera
que la sonda 1003 solo hibridara con el Alelo 1y la sonda 1009 solo hibridara con el Alelo 2. El propésito de este tipo
de ensayo es poder cuantificar con precision la frecuencia del Alelo 1 y el Alelo 2 en una muestra. En esta
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realizacion, la sonda 1001 contiene una o mas marcas (1000) de tipo "C". Por lo tanto, las sondas producto
contendran una combinacién de marcas. Para el Alelo 1, las sondas producto contendran marcas de tipo "A" y de
tipo "C", mientras que las sondas producto del Alelo 2 contendran marcas de tipo "B" y de tipo "C".

La Figura 31 representa una modificacion del procedimiento general descrito en la Figura 21. La Figura 31
representa dos conjuntos de sondas para identificar varios alelos del mismo locus gendémico. Por ejemplo, para
distinguir alelos maternos y fetales, en el caso de ADN sin células aislado de una mujer embarazada, o para
distinguir alelos de anfitrién y donante, en el caso de ADN sin células de un receptor de un trasplante de 6rganos. La
Figura 31 representa dos conjuntos de sondas: un conjunto de sondas para el Alelo 1 y un conjunto de sondas para
el Alelo 2. 1104 y 1105 son moléculas dianas correspondientes al Alelo 1 y Alelo 2, respectivamente. Un primer
conjunto de sondas contiene las sondas miembro 1101, 1102. 1101 contiene una marca (1100) de tipo "A". 1102
contiene una etiqueta de afinidad (1103) que se puede utilizar para el aislamiento y la identificacion de la sonda
producto. Un segundo conjunto de sondas con sondas miembro 1107, 1102 tiene caracteristicas respectivas como
en el primer conjunto de sondas. En esta realizacién, 1102 es idéntica para ambos conjuntos de sondas. Sin
embargo, 1107 contiene una marca (1106) de tipo "B", distinguible del tipo "A". En esta realizacion, 1101 y 1107
contienen secuencias que son casi idénticas y difieren en un solo nucleétido en la secuencia. Por lo tanto, las
secuencias de hibridacion de estas dos sondas contienen regiones complementarias para el Alelo 1 (1101) y el Alelo
2 (1107). Adicionalmente, la longitud de cada dominio de hibridaciéon en 1101 y 1107, asi como las condiciones de
hibridacion experimentales, estan disefiadas de tal manera que la sonda 1101 solo hibridara con el Alelo 1y la
sonda 1107 solo hibridara con el Alelo 2. El propdsito de este tipo de ensayo es poder cuantificar con precision la
frecuencia del Alelo 1y el Alelo 2 en una muestra.

La Figura 32 representa una modificacion del procedimiento general descrito en la Figura 21. La Figura 32
representa dos conjuntos de sondas para identificar varios alelos del mismo locus gendémico. Por ejemplo, para
distinguir alelos maternos y fetales, en el caso de ADN sin células aislado de una mujer embarazada, o para
distinguir alelos de anfitrién y donante, en el caso de ADN sin células de un receptor de un trasplante de 6rganos. La
Figura 32 representa dos conjuntos de sondas: un conjunto de sondas para el Alelo 1 y un conjunto de sondas para
el Alelo 2. 1206 y 1207 son moléculas diana correspondientes al Alelo 1 y Alelo 2, respectivamente. Un primer
conjunto de sondas contiene las sondas miembro 1202, 1203. 1202 contiene una marca (1201) de tipo "A". 1203
contiene una etiqueta de afinidad (1205) que se puede utilizar para el aislamiento y la identificacion de la sonda
producto. Un segundo conjunto de sondas con sondas miembro 1209, 1203 tiene caracteristicas respectivas como
en el primer conjunto de sondas. En esta realizacién, 1203 es idéntica para ambos conjuntos de sondas. Sin
embargo, 1209 contiene una marca (1208) de tipo "B", distinguible del tipo "A". En esta realizacion, 1202 y 1209
contienen secuencias que son casi idénticas y difieren en un solo nucleétido en la secuencia. Por lo tanto, las
secuencias de hibridacion de estas dos sondas contienen regiones complementarias para el Alelo 1 (1202) y el Alelo
2 (1209). Adicionalmente, la longitud de cada dominio de hibridaciéon en 1202 y 1209, asi como las condiciones de
hibridacion experimentales, estan disefiadas de tal manera que la sonda 1202 solo hibridara con el Alelo 1y la
sonda 1209 solo hibridara con el Alelo 2. El propdsito de este tipo de ensayo es poder cuantificar con precision la
frecuencia del Alelo 1y el Alelo 2 en una muestra. En esta realizacion, la sonda 1203 contiene una o mas marcas
(1204) de tipo "C". Por lo tanto, la sonda producto contendra una combinacién de etiquetas. Para el Alelo 1, las
sondas producto contendran marcas de tipo "A" y de tipo "C", mientras que las sondas producto del Alelo 2
contendran marcas de tipo "B" y de tipo "C".

La Figura 33 representa una modificacion del procedimiento general descrito en la Figura 21. La Figura 33
representa dos conjuntos de sondas, un conjunto de sondas para el Locus 1 y un conjunto de sondas para el Locus
2, aunque como se mencion6 anteriormente, se pueden disefiar multiples conjuntos de sondas para cada locus
gendémico. 1304 y 1305 son moléculas diana correspondientes al Locus 1 y Locus 2, respectivamente. Un primer
conjunto de sondas contiene las sondas miembro 1301, 1302. 1301 contiene una marca (1300) de tipo "A". 1301
contiene una etiqueta de afinidad (1303) que se puede utilizar para el aislamiento y la identificacion de la sonda
producto. Un segundo conjunto de sondas con sondas miembro 1307, 1308 tiene caracteristicas respectivas como
en el primer conjunto de sondas. Sin embargo, 1307 contiene una marca (1306) de tipo "B", distinguible del tipo "A".
1307 contiene una etiqueta de afinidad (1309) que puede ser idéntica o Unica con respecto a 1303. Se pueden
disefiar muchos conjuntos de sondas que tienen como diana el "Locus 1", que contienen secuencias de sondas
Unicas pero el mismo tipo de marca "A". De manera similar, se pueden disefiar muchos conjuntos de sondas que
tienen como diana el "Locus 2", que contienen secuencias de sondas Unicas pero el mismo tipo de marca "B". En
esta realizacion, las etiquetas de afinidad para los muchos conjuntos de sondas para el Locus 1 pueden ser idénticas
o Unicas, y las etiquetas de afinidad para los muchos conjuntos de sondas para el Locus 2 pueden ser idénticas o
Unicas. En esta realizacion, las sondas 1301 y 1307 tienen estructuras similares. Por ejemplo, en la sonda 1301 hay
dos dominios de hibridacion distintos, de manera que la sonda 1302 puede estar ligada a cada extremo de 1301,
formando una sonda producto que consiste en una molécula de ADN contigua, topolégicamente cerrada (p. €j., una
molécula circular). La secuencia no hibridante en la sonda 1301 puede contener caracteristicas adicionales,
posiblemente sitios de enzimas de restriccion o sitios de unién de cebadores para la amplificacion universal.

Una caracteristica de esta realizacion es que todas las sondas producto son moléculas circulares contiguas. De esta
manera, las sondas producto se pueden aislar de todos los demas acidos nucleicos mediante la degradacion
enzimatica de todas las moléculas de acido nucleico lineal, p. €j., utilizando una exonucleasa.
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La Figura 34 representa una modificacion del procedimiento general descrito en la Figura 21. La Figura 34
representa dos conjuntos de sondas, un conjunto de sondas para el Locus 1 y un conjunto de sondas para el Locus
2, aunque como se mencion6 anteriormente, se pueden disefiar multiples conjuntos de sondas para cada locus
gendémico. 1405 y 1406 son moléculas diana correspondientes al Locus 1 y Locus 2, respectivamente. Un primer
conjunto de sondas contiene las sondas miembro 1401, 1403. 1401 contiene una marca (1400) de tipo "A". 1401
contiene una etiqueta de afinidad (1404) que se puede utilizar para el aislamiento y la identificacion de la sonda
producto. Un segundo conjunto de sondas con sondas miembro 1408, 1410 tiene caracteristicas respectivas como
en el primer conjunto de sondas. Sin embargo, 1408 contiene una marca (1407) de tipo "B", distinguible del tipo "A".
1408 contiene una etiqueta de afinidad (1411) que puede ser idéntica o Unica con respecto a 1404. Se pueden
disefiar muchos conjuntos de sondas que tienen como diana el "Locus 1", que contienen secuencias de sondas
Unicas pero el mismo tipo de marca "A". De manera similar, se pueden disefiar muchos conjuntos de sondas que
tienen como diana el "Locus 2", que contienen secuencias de sondas Unicas pero el mismo tipo de marca "B". En
esta realizacion, las etiquetas de afinidad para los muchos conjuntos de sondas para el Locus 1 pueden ser idénticas
o Unicas, y las etiquetas de afinidad para los muchos conjuntos de sondas para el Locus 2 pueden ser idénticas o
Unicas. En esta realizacion, las sondas 1401 y 1408 tienen estructuras similares. Por ejemplo, en la sonda 1401 hay
dos dominios de hibridacion distintos, de manera que la sonda 1403 se puede ligar a cada extremo de 1401,
formando una sonda producto que consiste en una molécula de ADN contigua, topolégicamente cerrada (p. €j., una
molécula circular). La secuencia no hibridante en la sonda 1401 puede contener caracteristicas adicionales,
posiblemente sitios de enzimas de restriccion, o sitios de unién a cebadores para amplificacion universal.

Una caracteristica de esta realizacion es que todas las sondas producto son moléculas circulares contiguas. De esta
manera, las sondas producto se pueden aislar de todos los demas acidos nucleicos mediante la degradacion
enzimatica de todas las moléculas de acido nucleico lineal, por ejemplo, utilizando una exonucleasa. En esta
realizacion, las sondas 1403 y 1410 contienen una o mas marcas (1402, 1409) de tipo "C". Por lo tanto, las sondas
producto contendran una combinacién de marcas. Para el Locus 1, las sondas producto contendran marcas de tipo
"A" y de tipo "C", mientras que las sondas producto del Locus 2 contendran marcas de tipo "B" y de tipo "C".

La Figura 35 representa una modificacion del procedimiento general descrito en la Figura 21. La Figura 35
representa dos conjuntos de sondas, un conjunto de sondas para el Locus 1 y un conjunto de sondas para el Locus
2, aunque como se mencion6 anteriormente, se pueden disefiar multiples conjuntos de sondas para cada locus
gendémico. 1505 y 1506 son moléculas diana correspondientes al Locus 1 y Locus 2, respectivamente. Un primer
conjunto de sondas contiene la sonda miembro 1501. 1501 contiene una marca (1500) de tipo "A". 1501 contiene
una etiqueta de afinidad (1504) que se puede utilizar para el aislamiento y la identificacion de la sonda producto. Un
segundo conjunto de sondas con la sonda miembro 1508 tiene caracteristicas respectivas como en el primer
conjunto de sondas. Sin embargo, 1508 contiene una marca (1507) de tipo "B", distinguible del tipo "A". 1508
contiene una etiqueta de afinidad (1511) que puede ser idéntica o Unica con respecto a 1504. Se pueden disefar
muchos conjuntos de sondas que tienen como diana el "Locus 1", que contienen secuencias de sondas Unicas pero
el mismo tipo de marca "A". De manera similar, se pueden disefiar muchos conjuntos de sondas que tienen como
diana el "Locus 2", que contienen secuencias de sondas Unicas pero el mismo tipo de marca "B". En esta
realizacion, las etiquetas de afinidad para los muchos conjuntos de sondas para el Locus 1 pueden ser idénticas o
Unicas, y las etiquetas de afinidad para los muchos conjuntos de sondas para el Locus 2 pueden ser idénticas o
Unicas. En esta realizacion, las sondas 1501 y 1508 tienen estructuras similares.

Por ejemplo, en la sonda 1501 hay dos dominios de hibridacion distintos, de modo que cuando hibrida contra una
molécula diana, existe un hueco entre los dos dominios de hibridacién. En esta realizacion, se puede utilizar una
ADN polimerasa u otra enzima para sintetizar una nueva especie de polinucleétido (1503) que llena de manera
covalente el hueco entre los dominios de hibridacion de 1501. Es decir, la sonda producto formada en este ejemplo
es una unica molécula de ADN topoloégicamente cerrada, contigua (p. €j., una molécula circular) con una secuencia
correspondiente al Locus 1, y que porta las marcas y/o etiquetas de afinidad anteriores. Adicionalmente, 1503 puede
contener una o mas marcas de tipo "C", posiblemente como resultado de la incorporacién de un nucleétido que porta
una marca de tipo "C". Este ejemplo también se refiere a la sonda producto formada para el Locus 2, que contiene la
sonda 1508. La secuencia no hibridante en la sonda 1501 y la sonda 1508 puede contener caracteristicas
adicionales, posiblemente sitios de enzimas de restriccion. Una caracteristica de esta realizacién es que todas las
sondas producto son moléculas circulares contiguas. De esta manera, las sondas producto se pueden aislar de
todos los demas acidos nucleicos mediante la degradacion enzimatica de todas las moléculas de acido nucleico
lineales, por ejemplo, utilizando una exonucleasa. Los sondas producto contendran una combinacion de marcas.
Para el Locus 1, las sondas producto contendran marcas de tipo "A" y de tipo "C", mientras que las sondas producto
del Locus 2 contendran marcas de tipo "B" y de tipo "C".

La Figura 36 representa una modificacion del procedimiento general descrito en la Figura 21. La Figura 36
representa dos conjuntos de sondas, un conjunto de sondas para el Locus 1 y un conjunto de sondas para el Locus
2, aunque como se menciond anteriormente, se pueden disefiar multiples conjuntos de sondas para cada locus
gendmico. 1605 y 1606 son moléculas diana correspondientes al Locus 1y Locus 2, respectivamente.

Un primer conjunto de sondas contiene la sonda miembro 1602. 1602 contiene una marca (1600) de tipo "A". 1602
contiene una etiqueta de afinidad (1601) que se puede utilizar para el aislamiento y la identificacion de la sonda
producto.
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Un segundo conjunto de sondas con la sonda miembro 1609 tiene caracteristicas respectivas como en el primer
conjunto de sondas. Sin embargo, 1609 contiene una marca (1608) de tipo "B", distinguible del tipo "A". 1609
contiene una etiqueta de afinidad (1607) que puede ser idéntica o Unica con respecto a 1601. Se pueden disefar
muchos conjuntos de sondas que tienen como diana el "Locus 1", que contienen secuencias de sondas Unicas pero
el mismo tipo de marca "A". De manera similar, se pueden disefiar muchos conjuntos de sondas que tienen como
diana el "Locus 2", que contienen secuencias de sondas Unicas pero el mismo tipo de marca "B". En esta
realizacion, las etiquetas de afinidad para los muchos conjuntos de sondas para el Locus 1 pueden ser idénticas o
Unicas, y las etiquetas de afinidad para los muchos conjuntos de sondas para el Locus 2 pueden ser idénticas o
Unicas.

En esta realizacion, las sondas 1602 y 1609 hibridan con secuencias correspondientes al Locus 1 o Locus 2
respectivamente, y se puede utilizar una ADN polimerasa u otra enzima para sintetizar una nueva secuencia de
polinucledtidos, por ejemplo 1603 en el caso de Locus 1 0 1611 en el caso de Locus 2. En esta realizacion, 1603 y
1611 pueden contener una o mas marcas (1604) de tipo "C", posiblemente como resultado de la incorporacion de
uno o mas nucleétidos que portan una marca de tipo "C". Este ejemplo también se refiere a la sonda producto
formada para el Locus 2. Por lo tanto, las sondas producto contendran una combinacién de marcas. Para el Locus 1,
las sondas producto contendran marcas de tipo "A" y de tipo "C", mientras que las sondas producto del Locus 2
contendran marcas de tipo "B" y de tipo "C". Esta realizacion da como resultado sondas producto con alta
especificidad para secuencias en el Locus 1 o Locus 2, respectivamente.

La Figura 37 representa una modificacion del procedimiento general descrito en la Figura 21. La Figura 37
representa dos conjuntos de sondas, un conjunto de sondas para el Locus 1 y un conjunto de sondas para el Locus
2, aunque como se mencion6 anteriormente, se pueden disefiar multiples conjuntos de sondas para cada locus
gendmico. 1704 y 1705 son moléculas diana correspondientes al Locus 1y Locus 2, respectivamente.

Un primer conjunto de sondas contiene la sonda miembro 1702. 1702 contiene una etiqueta de afinidad (1700) que
se puede utilizar para el aislamiento y la identificacion de la sonda producto.

Un segundo conjunto de sondas con la sonda miembro 1708 tiene caracteristicas respectivas como en el primer
conjunto de sondas. 1708 contiene una etiqueta de afinidad (1706) que puede ser idéntica o Unica con respecto a
1700. Se pueden disefiar muchos conjuntos de sondas que tienen como diana el "Locus 1", que contienen
secuencias de sondas Unicas. De manera similar, se pueden disefiar muchos conjuntos de sondas que tienen como
diana el "Locus 2", que contienen secuencias de sondas Unicas. En esta realizacion, las etiquetas de afinidad para
los muchos conjuntos de sondas para el Locus 1 pueden ser idénticas o Unicas, y las etiquetas de afinidad para los
muchos conjuntos de sondas para el Locus 2 pueden ser idénticas o Unicas.

En esta realizacion, las sondas 1702 y 1708 hibridan con secuencias correspondientes al Locus 1 y Locus 2,
respectivamente. Los disefios de cada sonda para el Locus 1 y el Locus 2 son tales que el primer nucleétido
adyacente junto a los dominios de hibridacion contiene un nucleétido diferente para el Locus 1 que para el Locus 2.
En este ejemplo, el primer nucledtido adyacente junto al dominio de hibridacion de 1702 es una "A", mientras que el
primer nucledtido adyacente al lado del dominio de hibridaciéon de 1708 es una "T". En esta realizacion, todas las
sondas para el Locus 1 se disefiaran de tal manera que el primer nucleétido inmediatamente adyacente al dominio
de hibridacion consistira en uno o varios nucleétidos diferentes del primer nucleétido inmediatamente adyacente al
dominio de hibridacion de las sondas para el Locus 2. Eso es, por disefio, los conjuntos de sondas de Locus 1y
Locus 2 se pueden distinguir entre si en funcion de la identidad del primer nucleétido inmediatamente adyacente al
dominio de hibridacién.

En esta realizacion, se utilizara una ADN polimerasa u otra enzima para afiadir al menos un nucleétido adicional a
cada una de las secuencias de la sonda. En este ejemplo, los sustratos de nucleétidos para la ADN polimerasa son
competentes para una sola adicion, por ejemplo, los nucleétidos pueden ser terminadores de la cadena didesoxi. Es
decir, solo se afiadira un nuevo nucleétido a cada secuencia de la sonda. En este ejemplo, el nucleétido afiadido a la
sonda 1702 contendra una o mas marcas (1703) de tipo "A". El nucledtido afiadido a la sonda 1708 contendra una o
mas marcas (1709) de tipo "B", de manera que las sondas producto para el Locus 1 se pueden distinguir de las
sondas producto del Locus 2.

La Figura 38 representa una modificacion del procedimiento general descrito en la Figura 21. La Figura 38
representa dos conjuntos de sondas, un conjunto de sondas para el Locus 1 y un conjunto de sondas para el Locus
2, aunque como se mencion6 anteriormente, se pueden disefiar multiples conjuntos de sondas para cada locus
gendmico. 1804 y 1805 son moléculas diana correspondientes al Locus 1y Locus 2, respectivamente.

Un primer conjunto de sondas contiene la sonda miembro 1802. 1802 contiene una etiqueta de afinidad (1800) que
se puede utilizar para el aislamiento y la identificacion de la sonda producto.

Un segundo conjunto de sondas con la sonda miembro 1808 tiene caracteristicas respectivas como en el primer
conjunto de sondas. 1808 contiene una etiqueta de afinidad (1806) que puede ser idéntica o Unica con respecto a
1800. Se pueden disefiar muchos conjuntos de sondas que tienen como diana el "Locus 1", que contienen
secuencias de sondas Unicas. De manera similar, se pueden disefiar muchos conjuntos de sondas que tienen como
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diana el "Locus 2", que contienen secuencias de sondas Unicas. En esta realizacion, las etiquetas de afinidad para
los muchos conjuntos de sondas para el Locus 1 pueden ser idénticas o Unicas, y las etiquetas de afinidad para los
muchos conjuntos de sondas para el Locus 2 pueden ser idénticas o Unicas.

En esta realizacion, las sondas 1802 y 1808 hibridan con secuencias correspondientes al Locus 1 y Locus 2,
respectivamente. Los disefios de cada sonda para el Locus 1 y el Locus 2 son tales que el primer nucleétido
adyacente junto a los dominios de hibridacion contiene un nucleétido diferente para el Locus 1 que para el Locus 2.
En este ejemplo, el primer nucledtido adyacente junto al dominio de hibridacion de 1802 es una "A", mientras que el
primer nucleétido adyacente junto al dominio de hibridacion de 1808 es una "T". En esta realizacion, todas las
sondas para el Locus 1 se disefiaran de tal manera que el primer nucleétido inmediatamente adyacente al dominio
de hibridacién consista en uno o varios nucledtidos diferentes del primer nucleétido inmediatamente adyacente al
dominio de hibridacién de las sondas para el Locus 2. Eso es, por disefio, los conjuntos de sondas del Locus 1y el
Locus 2 se pueden distinguir entre si en funcion de la identidad del primer nucleétido inmediatamente adyacente al
dominio de hibridacién.

En esta realizacion, se utilizara una ADN polimerasa u otra enzima para afiadir al menos un nucleétido adicional a
cada una de las secuencias de la sonda. En este ejemplo, los sustratos de nucleétidos para la ADN polimerasa son
competentes para una sola adicién, quizas porque los nucledtidos anadidos a la mezcla de reaccién son didesoxi
nucledtidos. Es decir, solamente se afiadira un nuevo nucleétido a cada secuencia de la sonda. En este ejemplo, el
nucledtido afadido a la sonda 1802 contendra una o mas marcas (1803) de tipo "A". El nucleétido anadido a la
sonda 1808 contendra una o mas marcas (1809) de tipo "B", de manera que las sondas producto para el Locus 1 se
pueden distinguir de las sondas producto del Locus 2.

En esta realizacion, las sondas 1802 y 1808 contienen una o mas marcas (1801, 1806) de tipo "C". Por lo tanto, las
sondas producto contendran una combinacién de marcas. Para el Locus 1, las sondas producto contendran marcas
de tipo "A" y de tipo "C", mientras que las sondas producto del Locus 2 contendran marcas de tipo "B" y de tipo "C".

La Figura 39 representa una modificacion del procedimiento general descrito en la Figura 21. La Figura 39
representa dos conjuntos de sondas, un conjunto de sondas para el Locus 1 y un conjunto de sondas para el Locus
2, aunque como se menciond anteriormente, se pueden disefiar multiples conjuntos de sondas para cada locus
gendmico. 1906 y 1907 son moléculas diana correspondientes al Locus 1y Locus 2, respectivamente.

Un primer conjunto de sondas contiene la sonda miembro 1902. 1902 contiene una etiqueta de afinidad (1901) que
se puede utilizar para el aislamiento y la identificacion de la sonda producto.

Un segundo conjunto de sondas con la sonda miembro 1910 tiene caracteristicas respectivas como en el primer
conjunto de sondas. 1910 contiene una etiqueta de afinidad (1908) que puede ser idéntica o Unica a partir de 1901.
Se pueden disefiar muchos conjuntos de sondas que tienen como diana el "Locus 1", que contienen secuencias de
sondas unicas. De manera similar, se pueden disefiar muchos conjuntos de sondas que tienen como diana el "Locus
2", que contienen secuencias de sondas Unicas. En esta realizacion, las etiquetas de afinidad para los muchos
conjuntos de sondas para el Locus 1 pueden ser idénticas o Unicas, y las etiquetas de afinidad para los muchos
conjuntos de sondas para el Locus 2 pueden ser idénticas o Unicas.

En esta realizacion, las sondas 1902 y 1910 hibridan con secuencias correspondientes al Locus 1 y Locus 2,
respectivamente. Los disefios de cada sonda para el Locus 1 y el Locus 2 son tales que el primer nucleétido
adyacente junto a los dominios de hibridacién contiene un nucleétido diferente para el Locus 1 que el Locus 2. En
este ejemplo, el primer nucleétido adyacente junto al dominio de hibridacion de 1902 es una "A", mientras que el
primer nucleétido adyacente junto al dominio de hibridacion de 1910 es una "T". En esta realizacion, todas las
sondas para el Locus 1 se disefiaran de tal manera que el primer nucleétido inmediatamente adyacente al dominio
de hibridacién consista en uno o varios nucledtidos diferentes del primer nucleétido inmediatamente adyacente al
dominio de hibridaciéon de las sondas para el Locus 2. Esto es, por disefio, los conjuntos de sondas de Locus 1y
Locus 2 se pueden distinguir de uno a otro nucleétido en la identidad del primer nucledtido inmediatamente
adyacente al dominio de hibridacion. Un nucleoétido diferente, que no se utiliza para distinguir las sondas del Locus 1
o Locus 2, servira como un terminador de cadena. En este ejemplo particular, se utiliza un nucleétido "A" en una
molécula diana para distinguir las sondas del Locus 1 y se utiliza un nucleétido "T" para distinguir las sondas del
Locus 2. En este ejemplo, un nucleétido "C" puede servir como terminador de cadena En este caso, se afiadira un
nucledtido "C" al ensayo que no es capaz de alargar la cadena (p. €j., un didesoxi C). Una restriccion adicional es
que las secuencias de la sonda estan disefiadas de tal manera que no hay casos de un nucleétido de identificacion
para el Locus 2 presente en 1906 entre el nucleotido distintivo para el Locus 1 y el nucleétido de terminacion de la
cadena. En este ejemplo, no habra nucleétidos "T" presentes en 1906 después del dominio de hibridacién de 1902 y
antes de la G, que se emparejara con el terminador de cadena C.

En esta realizacion, se utilizara ADN polimerasa o una enzima similar para sintetizar nuevas secuencias de
nucledtidos, y el nucledtido afiadido en la ubicacion del nucledtido distintivo para el Locus 1 contendra una o mas
marcas (1903) de tipo "A". El nucleétido afiadido en la ubicacion del nucleétido distintivo para el Locus 2 contendra 1
o mas marcas (1911) de tipo "B", de tal manera que las sondas producto para el Locus 1 se pueden distinguir de las
sondas producto del Locus 2. En esta realizacion, el nucleétido afiadido en la posicion de terminacién de la cadena
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contendra una o mas marcas (1912) de tipo "C". Por lo tanto, las sondas producto contendran una combinacion de
marcas. Para el Locus 1, las sondas producto contendran marcas de tipo "A" y de tipo "C", mientras que las sondas
producto del Locus 2 contendran marcas de tipo "B" y de tipo "C".

En otra realizacion, el terminador de cadena no puede contener ninguna marca. En esta realizacion, se puede afadir
un cuarto nucledtido al ensayo que contiene una o mas marcas de tipo "C". Este cuarto nucleétido no se empareja
con el nucledtido de identificacion para el Alelo 1 (en este ejemplo, A), no se empareja con el nucleétido de
identificacion para el Alelo 2 (en este ejemplo, T), no se empareja con el nucledtido de terminacién de la cadena (en
este ejemplo G). En este ejemplo, el cuarto nucleétido que llevaria una o mas marcas de tipo "C" es G, y se
emparejara con las ubicaciones C en 1906 y 1907. Por lo tanto, las sondas producto contendran una combinacién de
marcas. Para el Locus 1, las sondas producto contendran marcas de tipo "A" y de tipo "C", mientras que las sondas
producto del Locus 2 contendran marcas de tipo "B" y de tipo "C".

La Figura 40 representa una modificacion del procedimiento general descrito en la Figura 21. La Figura 40
representa dos conjuntos de sondas, un conjunto de sondas para el Locus 1 y un conjunto de sondas para el Locus
2, aunque como se mencion6 anteriormente, se pueden disefiar multiples conjuntos de sondas para cada locus
genomico. 2005 y 2006 son moléculas diana correspondientes al Locus 1y Locus 2, respectivamente.

Un primer conjunto de sondas contiene la sonda miembro 2001. 2001 contiene una etiqueta de afinidad (2000) que
se puede utilizar para el aislamiento y la identificacion de la sonda producto.

Un segundo conjunto de sondas con la sonda miembro 2008 incluye caracteristicas respectivas como en el primer
conjunto de sondas. 2008 contiene una etiqueta de afinidad (2007) que puede ser idéntica o Unica con respecto a
2000. Se pueden disefiar muchos conjuntos de sondas que tienen como diana el "Locus 1", que contienen
secuencias de sondas Unicas. De manera similar, se pueden disefiar muchos conjuntos de sondas que tienen como
dina el "Locus 2", que contienen secuencias de sondas Unicas. En esta realizacion, las etiquetas de afinidad para los
muchos conjuntos de sondas para el Locus 1 pueden ser idénticas o Unicas, y las etiquetas de afinidad para los
muchos conjuntos de sondas para el Locus 2 pueden ser idénticas o Unicas.

En esta realizacion, las sondas 2001 y 2008 hibridan con secuencias correspondientes al Locus 1 y Locus 2
respectivamente. Los disefios de cada sonda para el Locus 1y el Locus 2 son tales que hay uno o mas casos de un
nucledtido distintivo (en este ejemplo, "A" es un nucleoétido distintivo para el Locus 1 y "T" es un nucleodtido distintivo
para el Locus 2) seguido de un nucledtido de terminacién de cadena (en este ejemplo "G") adyacente al dominio de
hibridacion de las sondas. Es importante destacar que no habra casos del nucleétido distintivo para el Locus 2 (en
este ejemplo, "T") presente entre el dominio de hibridacién de 2001 en 2005 y el nucledtido de terminacion de
cadena en 2005. Del mismo modo, no habra ningun caso de nucleétido distintivo para el Locus 1 (en este ejemplo,
"A") presente entre el dominio de hibridacion de 2008 en 2006 y el nucleétido de terminacion de cadena en 2006.

En esta realizacion, se utilizara ADN polimerasa o una enzima similar para sintetizar nuevas secuencias de
nucledtidos (2004, 2011) hasta la adicién de un nucleétido de terminaciéon de cadena, un ejemplo posible seria una
didesoxi C. En esta realizacién, los nucleétidos afiadidos en la Las ubicaciones de nucledtidos distintivos para el
Locus 1 contendran una o mas marcas (2003) de tipo "A". Los nucledtidos afiadidos en las ubicaciones de
nucledtidos distintivos para el Locus 2 contendran 1 o mas marcas (2010) de tipo "B", de manera que las sondas
producto para el Locus 1 se pueden distinguir claramente de las sondas producto del Locus 2.

La Figura 41 representa una modificacion del procedimiento general descrito en la Figura 21. La Figura 41
representa dos conjuntos de sondas, un conjunto de sondas para el Locus 1 y un conjunto de sondas para el Locus
2, aunque como se mencion6 anteriormente, se pueden disefiar multiples conjuntos de sondas para cada locus
gendmico. 2105 y 2106 son moléculas diana correspondientes al Locus 1y al Locus 2, respectivamente.

Un primer conjunto de sondas contiene la sonda miembro 2102. 2102 contiene una etiqueta de afinidad (2100) que
se puede utilizar para el aislamiento y la identificacion de la sonda producto.

Un segundo conjunto de sondas con la sonda miembro 2109 tiene caracteristicas respectivas como en el primer
conjunto de sondas. 2109 contiene una etiqueta de afinidad (2107) que puede ser idéntica o Unica con respecto a
2100. Se pueden disefiar muchos conjuntos de sondas que tienen como diana el "Locus 1", que contienen
secuencias de sondas Unicas. De manera similar, se pueden disefiar muchos conjuntos de sondas que tienen como
diana el "Locus 2", que contienen secuencias de sondas Unicas. En esta realizacion, las etiquetas de afinidad para
los muchos conjuntos de sondas para el Locus 1 pueden ser idénticas o Unicas, y las etiquetas de afinidad para los
muchos conjuntos de sondas para el Locus 2 pueden ser idénticas o Unicas.

En esta realizacion, las sondas 2102 y 2109 hibridan con secuencias correspondientes al Locus 1 y Locus 2,
respectivamente. Los disefios de cada sonda para el Locus 1y el Locus 2 son tales que hay uno o mas casos de un
nucledtido distintivo (en este ejemplo, "A" es un nucleoétido distintivo para el Locus 1 y "T" es un nucleodtido distintivo
para el Locus 2) seguido de un nucledtido de terminacién de cadena (en este ejemplo "G") adyacente al dominio de
hibridacion de las sondas. Es importante destacar que no habra casos del nucleétido distintivo para el Locus 2 (en
este ejemplo, "T") presente entre el dominio de hibridacion 2102 en 2105 y el nucleétido de terminacion de la cadena
en 2105. Del mismo modo, no habra ningun caso de nucleétido distintivo para el Locus 1 (en este ejemplo, "A")
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presente entre el dominio de hibridacion 2109 en 2106 y el nucledtido de terminacion de la cadena en 2106.

En esta realizacion, se utilizara ADN polimerasa o una enzima similar para sintetizar nuevas secuencias de
nucledtidos (2104, 2110) hasta la adicién de un nucleétido de terminaciéon de cadena, un posible ejemplo seria una
didesoxi C. En esta realizacion, los nucleétidos afiadidos en las ubicaciones del nucleétido distintivo para el Locus 1
contendran una o mas marcas (2103) de tipo "A". Los nucledtidos afadidos en las ubicaciones del nucledtido
distintivo para el Locus 2 contendran 1 o mas marcas (2110) de tipo "B", de modo que las sondas producto para el
Locus 1 se puedan distinguir claramente de las sondas producto del Locus 2.

En esta realizacion, las sondas 2102 y 2109 contienen una o mas marcas (2101, 2108) de tipo "C". Por lo tanto, las
sondas producto contendran una combinacién de marcas. Para el Locus 1, las sondas producto contendran marcas
de tipo "A" y de tipo "C", mientras que las sondas producto del Locus 2 contendran marcas de tipo "B" y de tipo "C".

La Figura 42 representa una modificacion del procedimiento general descrito en la Figura 21. La Figura 42
representa dos conjuntos de sondas para identificar varios alelos del mismo locus gendémico. Por ejemplo, para
distinguir alelos maternos y fetales, en el caso de ADN sin células aislado de una mujer embarazada, o para
distinguir alelos de anfitrién y donante, en el caso de ADN sin células de un receptor de un trasplante de 6rganos. La
Figura 42 representa dos conjuntos de sondas - un conjunto de sondas para el Alelo 1 y un conjunto de sondas para
el Alelo 2. 2203 y 2204 son moléculas diana correspondientes al Alelo 1 y Alelo 2, respectivamente.

Un primer conjunto de sondas contiene la sonda miembro 2201. 2201 contiene una etiqueta de afinidad (2200) que
se puede utilizar para el aislamiento y la identificacion de la sonda producto. En esta realizacion, los conjuntos de
sondas utilizados para la identificacion de los dos alelos diferentes son los mismos. Es decir, el conjunto de sondas
para el Alelo 2 consiste en la sonda miembro 2201. En esta realizacién, la sonda 2201 hibrida con una secuencia
correspondiente al Alelo 1 y al Alelo 2, respectivamente, en la Figura 42. El disefio de la sonda 2201 es tal que el
primer nucledtido adyacente junto al dominio de hibridacién contiene un nucleétido diferente para el Alelo 1 que para
el Alelo 2. En otras palabras, el primer nucleétido adyacente al dominio de hibridacién puede ser un polimorfismo de
un solo nucledtido o SNP. En este ejemplo, el primer nucleétido adyacente en 2203 junto al dominio de hibridacién
de 2201 es una "A", mientras que el primer nucleétido adyacente en 2204 junto al dominio de hibridacion de 2201 es
una "T". Es decir, las sondas producto del Alelo 1 y el Alelo 2 se pueden distinguir entre si en funcion de la identidad
del primer nucleétido inmediatamente adyacente al dominio de hibridacion.

En esta realizacion, se utilizara una ADN polimerasa u otra enzima para afiadir al menos un nucleétido adicional a
cada una de las secuencias de la sonda. En este ejemplo, los sustratos de nucleétidos para la ADN polimerasa son
competentes para una sola adicién, quizas porque los nucleétidos anadidos a la mezcla de reaccién son didesoxi
nucledtidos. Es decir, solo se afiadira un nuevo nucledtido a cada secuencia de la sonda. En este ejemplo, el
nucledtido afiadido a la sonda 2201 para el Alelo 1 contendra una o mas marcas (2202) de tipo "A". El nucledtido
afadido a la sonda 2201 para el Alelo 2 contendra una o mas marcas (2205) de tipo "B", de manera que las sondas
producto para el Alelo 1 se pueden distinguir claramente de las sondas producto del Alelo 2. Es decir, la sonda
producto para el Alelo 1 consiste en la sonda 2201 mas un nucleétido adicional que porta una o mas marcas de tipo
"A", y las sondas producto para el Alelo 2 consisten en la sonda 2201 mas un nucleétido adicional que porta una o
mas marcas de tipo "B".

La Figura 43 representa una modificacion del procedimiento general descrito en la Figura 21. La Figura 43
representa dos conjuntos de sondas para identificar varios alelos del mismo locus gendémico. Por ejemplo, para
distinguir alelos maternos y fetales, en el caso de ADN sin células aislado de una mujer embarazada, o para
distinguir alelos de anfitrién y donante, en el caso de ADN sin células de un receptor de un trasplante de 6rganos. La
Figura 43 representa dos conjuntos de sondas - un conjunto de sondas para el Alelo 1 y un conjunto de sondas para
el Alelo 2. 2304 y 2305 son moléculas dianas correspondientes al Alelo 1 y Alelo 2, respectivamente.

Un primer conjunto de sondas contiene la sonda miembro 2302. 2302 contiene una etiqueta de afinidad (2300) que
se puede utilizar para el aislamiento y la identificacion de la sonda producto. En esta realizacion, los conjuntos de
sondas utilizados para la identificacion de los dos alelos diferentes son los mismos. Es decir, el conjunto de sondas
para el Alelo 2 consiste en la sonda miembro 2302. En esta realizacién, la sonda 2302 hibrida con una secuencia
correspondiente al Alelo 1 y al Alelo 2, respectivamente, en la Figura 43. El disefio de la sonda 2302 es tal que el
primer nucledtido adyacente junto a los dominios de hibridacion contienen un nucleétido diferente para el Alelo 1 que
el Alelo 2. En otras palabras, el primer nucleétido adyacente al dominio de hibridacion puede ser un polimorfismo de
un solo nucledtido, o SNP. En este ejemplo, el primer nucleétido adyacente en 2304 junto al dominio de hibridacion
de 2302 es una "A", mientras que el primer nucleétido adyacente en 2305 junto al dominio de hibridacion de 2302 es
una "T". Es decir, las sondas producto del Alelo 1 y el Alelo 2 se pueden distinguir entre si en funcion de la identidad
del primer nucleétido inmediatamente adyacente al dominio de hibridacion.

En esta realizacion, se utilizara una ADN polimerasa u otra enzima para afiadir al menos un nucleétido adicional a
cada una de las secuencias de la sonda. En este ejemplo, los sustratos de nucleétidos para la ADN polimerasa son
competentes para una sola adicién, quizas porque los nucleétidos anadidos a la mezcla de reaccién son didesoxi
nucledtidos. Es decir, solo se afiadira un nuevo nucleétido a cada secuencia de la sonda. En este ejemplo, el
nucledtido afiadido a la sonda 2302 para el Alelo 1 contendra una o mas marcas (2303) de tipo "A". El nucledtido
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afadido a la sonda 2302 para el Alelo 2 contendra una o mas marcas (2306) de tipo "B", de manera que las sondas
producto para el Alelo 1 se puedan distinguir claramente de las sondas producto del Alelo 2. Es decir, la sonda
producto para el Alelo 1 consiste en la sonda 2302 mas un nucleétido adicional que porta una o mas marcas de tipo
"A", y las sondas producto para el Alelo 2 consiste en la sonda 2302 mas un nucleétido adicional que porta una o
mas marcas de tipo "B".

En esta realizacion, las sondas 2302 contienen una o mas marcas (2301) de tipo "C". Por lo tanto, las sondas
producto contendran una combinacién de marcas. Para el Alelo 1, las sondas producto contendran marcas de tipo
"A" y de tipo "C", mientras que las sondas producto del Alelo 2 contendran marcas de tipo "B" y de tipo "C".

La Figura 44 representa una modificacion del procedimiento general descrito en la Figura 21. La Figura 44
representa dos conjuntos de sondas para identificar varios alelos del mismo locus gendémico. Por ejemplo, para
distinguir alelos maternos y fetales, en el caso de ADN sin células aislado de una mujer embarazada, o para
distinguir alelos de anfitrién y donante, en el caso de ADN sin células de un receptor de un trasplante de 6rganos. La
Figura 44 representa dos conjuntos de sondas - un conjunto de sondas para el Alelo 1 y un conjunto de sondas para
el Alelo 2. 2405 y 2406 son moléculas diana correspondientes al Alelo 1 y Alelo 2, respectivamente.

Un primer conjunto de sondas contiene la sonda miembro 2401. 2401 contiene una etiqueta de afinidad (2400) que
se puede utilizar para el aislamiento y la identificacion de la sonda producto. En esta realizacion, los conjuntos de
sondas utilizados para la identificacion de dos alelos diferentes son los mismos. Es decir, el conjunto de sondas para
el Alelo 2 consiste en la sonda miembro 2401. En esta realizacion, la sonda 2401 hibrida con una secuencia
correspondiente al Alelo 1 y Alelo 2, respectivamente, en la Figura 44. El disefio de la sonda para 2401 es tal que el
primer nucleotido adyacente junto a los dominios de hibridacién contiene un nucleétido diferente para el Alelo 1 que
para el Alelo 2. En otras palabras, el primer nucleétido adyacente al dominio de hibridacion puede ser un
polimorfismo de un solo nucleétido, o SNP. En este ejemplo, el primer nucleétido adyacente en 2405 junto al dominio
de hibridacion de 2401 es una "A", mientras que el primer nucledtido adyacente en 2406 junto al dominio de
hibridacion de 2401 es una "T". Es decir, las sondas producto del Alelo 1 y el Alelo 2 se pueden distinguir entre si en
funcién de la identidad del primer nucledtido inmediatamente adyacente al dominio de hibridacion.

En esta realizacion, se utilizara una ADN polimerasa u otra enzima para afiadir al menos un nucleétido adicional a
cada una de las secuencias de la sonda. En este ejemplo, el nucleétido afiadido a la sonda 2401 para el Alelo 1
contendra una o mas marcas (2402) de tipo "A". El nucleétido afadido a la sonda 2401 para el Alelo 2 contendra una
0 mas marcas (2407) de tipo "B", de manera que las sondas producto para el Locus 1 se pueden distinguir
claramente de las sondas producto del Locus 2. Es decir, la sonda producto para el Alelo 1 contiene la sonda 2401
mas un nucledétido adicional que porta una o mas marcas de tipo "A", y la sonda producto para el Alelo 2 contiene la
sonda 2401 mas un nucledtido adicional que tiene una o mas marcas de tipo "B". Un nucleétido diferente, que no se
use para distinguir el Alelo 1 del Alelo 2, servira como terminador de la cadena. En este ejemplo particular, se utiliza
un nucledtido "A" en una molécula diana para identificar el Alelo 1 y se utiliza un nucleétido "T" para identificar el
Alelo 2. En este ejemplo, un nucledtido "C" puede servir como un terminador de cadena. En este caso, se afiadira un
nucledtido "C" al ensayo que no es capaz de alargar la cadena (p. €j., una didesoxi C). Una restricciéon adicional es
que las secuencias de la sonda estan disefiadas de tal manera que no hay casos de un nucleétido identificativo para
el Alelo 2 que esta presente en 2405 entre el nucleétido distintivo para el Alelo 1y el nucleétido d terminacion de la
cadena. En este ejemplo, no habra nucleétidos "T" presentes en 2405 después del dominio de hibridacién de 2401 y
antes de una G, que se empareje con el terminador de cadena C.

En esta realizacion, se utilizara ADN polimerasa o una enzima similar para sintetizar nuevas secuencias de
nucledtidos, y el nucledtido afiadido en la ubicacion del nucleétido distintivo para el Alelo 1 contendra una o mas
marcas (2402) de tipo "A". El nucledtido afiadido en la ubicacion del nucleétido distintivo para el Alelo 2 contendra 1
0 mas marcas (2407) de tipo "B", de tal manera que las sondas producto para el Alelo 1 se pueden distinguir
claramente de las sondas producto del Alelo 2. En esta realizacién, el nucleétido afiadido en la posicién de
terminacion de la cadena contendra una o mas marcas (2403) de tipo "C". Por lo tanto, las sondas producto
contendran una combinacién de marcas. Para el Alelo 1, las sondas producto contendran marcas de tipo "A" y de
tipo "C", mientras que las sondas producto del Alelo 2 contendran marcas de tipo "B" y de tipo "C".

La Figura 45 representa una modificacion del procedimiento general descrito en la Figura 21. La Figura 45
representa dos conjuntos de sondas para identificar varios alelos del mismo locus gendémico. Por ejemplo, para
distinguir alelos maternos y fetales, en el caso de ADN sin células aislado de una mujer embarazada, o para
distinguir alelos de anfitrién y donante, en el caso de ADN sin células de un receptor de un trasplante de 6rganos. La
Figura 45 representa dos conjuntos de sondas - un conjunto de sondas para el Alelo 1 y un conjunto de sondas para
el Alelo 2. 2505 y 2506 son moléculas dianas correspondientes al Alelo 1 y Alelo 2, respectivamente.

Un primer conjunto de sondas contiene la sonda miembro 2501. 2501 contiene una etiqueta de afinidad (2500) que
se puede utilizar para el aislamiento y la identificacion de la sonda producto. En esta realizacion, los conjuntos de
sondas utilizados para la identificacion de dos alelos diferentes son los mismos. Es decir, el conjunto de sondas para
el Alelo 2 consiste en la sonda miembro 2501. En esta realizacion, la sonda 2501 hibrida con una secuencia
correspondiente al Alelo 1 y al Alelo 2, respectivamente, en la Figura 45. El disefio de la sonda para 2501 es tal que
el primer nucleétido adyacente junto a los dominios de hibridacion contiene un nucleétido diferente para el Alelo 1
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que para el Alelo 2. En otras palabras, el primer nucleétido adyacente al dominio de hibridacion puede ser un
polimorfismo de un solo nucledtido, o SNP. En este ejemplo, el primer nucleétido adyacente en 2505 junto al dominio
de hibridacion de 2501 es una "A", mientras que el primer nucledtido adyacente en 2506 junto al dominio de
hibridacion de 2501 es una "T". Es decir, las sondas producto del Alelo 1 y el Alelo 2 se pueden distinguir entre si en
funcion de la identidad de la primera base inmediatamente adyacente al dominio de hibridacion.

En esta realizacion, se utilizara una ADN polimerasa u otra enzima para afiadir al menos un nucleétido adicional a
cada una de las secuencias de la sonda. En este ejemplo, el nucleétido afiadido a la sonda 2501 para el Alelo 1
contendra una o mas marcas (2502) de tipo "A". El nucleétido afadido a la sonda 2501 para el Alelo 2 contendra una
0 mas marcas (2507) de tipo "B", de manera que las sondas producto para el Locus 1 se pueden distinguir
claramente de las sondas producto del Locus 2. Es decir, la sonda producto para el Alelo 1 contiene la sonda 2501
mas un nucledtido adicional que porta una o mas marcas de tipo "A", y la sonda producto para el Alelo 2 contiene la
sonda 2501 mas un nucledtido adicional que tiene una o mas marcas de tipo "B". Un nucleétido diferente, que no se
use para distinguir el Alelo 1 del Alelo 2, servira como terminador de la cadena. En este ejemplo particular, se utiliza
un nucleotido "A" en una molécula diana para identificar el Alelo 1 y se utiliza un nucleétido "T" para identificar el
Alelo 2. En este ejemplo, un nucleétido "C" puede servir como un terminador de cadena. En este caso, se afiadira un
nucledtido "C" al ensayo que no sea capaz de alargar la cadena (p. €j., una didesoxi C). Una restriccion adicional es
que las secuencias de la sonda se disefian de tal manera que no haya casos de un nucleétido identificativo para el
Alelo 2 en 2505 entre el nucledtido distintivo para el Alelo 1 y el nucledtido de terminacion de la cadena. En este
ejemplo, no habra nucleétidos "T" presentes en 2505 después del dominio de hibridacion de 2501 y antes de una G,
que se emparejara con el terminador de cadena C.

En esta realizacion, se utilizara ADN polimerasa o una enzima similar para sintetizar nuevas secuencias de
nucledtidos, y el nucledtido afiadido en la ubicacion del nucleétido distintivo para el Alelo 1 contendra una o mas
marcas (2502) de tipo "A". El nucledtido afiadido en la ubicacion del nucleétido distintivo para el Alelo 2 contendra 1
0 mas marcas (2507) de tipo "B", de manera que las sondas producto para el Alelo 1 se pueden distinguir
claramente de las sondas producto del Alelo 2. En esta realizacion, se puede afiadir un cuarto nucleétido al ensayo
que contiene una o mas marcas (2508, 2503) de tipo "C". Este cuarto nucleétido no se empareja con el nucleétido
identificativo para el Alelo 1 (en este ejemplo, A), no se empareja con el nucleétido identificativo para el Alelo 2 (en
este ejemplo, T), no se empareja con el nucleétido de terminacion de la cadena (en este ejemplo G). En este
ejemplo, el cuarto nucledtido que llevaria una o mas marcas de tipo "C" es G, y se emparejaria con las ubicaciones
C en 2505 y 2506. Por lo tanto, las sondas producto contendran una combinacién de marcas. Para el Alelo 1, las
sondas producto contendran marcas de tipo "A" y de tipo "C", mientras que las sondas producto del Alelo 2
contendran marcas de tipo "B" y de tipo "C".

La Figura 46 representa una modificacion del procedimiento general descrito en la Figura 21. La Figura 46
representa dos conjuntos de sondas para identificar varios alelos del mismo locus gendémico. Por ejemplo, para
distinguir alelos maternos y fetales, en el caso de ADN sin células aislado de una mujer embarazada, o para
distinguir alelos de anfitrién y donante, en el caso de ADN sin células de un receptor de un trasplante de 6rganos. La
Figura 46 representa dos conjuntos de sondas - un conjunto de sondas para el Alelo 1 y un conjunto de sondas para
el Alelo 2. 2605 y 2606 son moléculas dianas correspondientes al Alelo 1 y Alelo 2, respectivamente. Un primer
conjunto de sondas contiene la sonda miembro 2602. 2602 contiene una marca (2601) de tipo "A". 2602 contiene
una etiqueta de afinidad (2600) que se puede utilizar para el aislamiento y la identificacion de la sonda producto.

Un segundo conjunto de sondas con la sonda miembro 2609 tiene caracteristicas respectivas como en el primer
conjunto de sondas. Sin embargo, 2609 contiene una marca (2608) de tipo "B", distinguible del tipo "A". 2609
contiene una etiqueta de afinidad (2607) que puede ser idéntica o Unica con respecto a 2600.

En esta realizacion, 2602 y 2609 contienen secuencias que son casi idénticas, y difieren en un solo nucleétido en la
secuencia. Por lo tanto, las secuencias de hibridacion de estas dos sondas son complementarias al Alelo 1 (2605), o
al Alelo 2 (2606). Adicionalmente, la longitud de cada dominio de hibridacién en 2602 y 2609, asi como las
condiciones de hibridacién experimentales, estan disefiadas de tal manera que la sonda 2602 solo hibridara con el
Alelo 1 y la sonda 2609 solo hibridara con el Alelo 2. El propédsito de este tipo de ensayo es poder cuantificar con
precision la frecuencia del Alelo 1y el Alelo 2 en una muestra.

En esta realizacion, se puede utilizar ADN polimerasa u otra enzima para sintetizar una nueva secuencia de
polinucledtidos, p. €j., 2604 en el caso del Alelo 1 0 2611 en el caso del Alelo 2. En esta realizacion, 2604 y 2611
pueden contener una o mas marcas (2603, 2610) de tipo "C", posiblemente como resultado de la incorporacion de
uno o mas nucledtidos que portan una marca de tipo "C". Por lo tanto, las sondas producto contendran una
combinacién de marcas. Para el Alelo 1, las sondas producto contendran marcas de tipo "A" y de tipo "C", mientras
que las sondas producto del Alelo 2 contendran marcas de tipo "B" y de tipo "C". Esta realizacién da como resultado
sondas producto con alta especificidad para secuencias en el Alelo 1 o el Alelo 2, respectivamente.

Las Figuras 55-58 ilustran una modificacion del procedimiento general descrito con respecto a las Figuras 21-46. La
Figura 55 representa dos conjuntos de sondas; un conjunto de sondas para el Locus 1 y un conjunto de sondas para
el Locus 2 - aunque como se mencion6 anteriormente, se pueden disefiar multiples conjuntos de sondas para cada
locus gendmico. El brazo izquierdo del conjunto de sondas del Locus 1 consiste en una secuencia de cebado
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directo, una secuencia de etiqueta de afinidad y un homdlogo para la secuencia del Locus 1. El brazo derecho del
conjunto de sondas del Locus 1 consiste en un homdlogo para la secuencia del Locus 1 y una secuencia de cebado
inverso para el marcaje del conjunto de sondas del Locus 1 con la marca A. El brazo izquierdo del conjunto de
sondas del Locus 2 consiste en una secuencia de cebado directo, una secuencia de la etiqueta de afinidad y un
homologo para la secuencia del Locus 2. El brazo derecho del conjunto de sondas del Locus 2 consiste en un
homalogo para la secuencia del Locus 2 y una secuencia de cebado inverso para el marcaje del conjunto de sondas
del Locus 2 con la marca B. La secuencia de cebado directo y la secuencia de la etiqueta de afinidad son idénticas
para los conjuntos de sondas para el Locus 1y el Locus 2. Las secuencias homdlogas son especificas de un solo
locus gendmico. Las secuencias homodlogas del locus para cada conjunto de sondas estan inmediatamente
adyacentes entre si, de modo que cuando hibridan con sus loci diana, se apoyan entre si inmediatamente y, por lo
tanto, se pueden ligar para formar una molécula continua. La secuencia de cebado inverso es especifica para la
marca (p. €j., la marca A o la marca B) que se utilizara en el marcaje de sondas producto para un locus en particular
para una secuencia de etiqueta de afinidad particular.

La Figura 56 representa el flujo de trabajo de procedimiento que se aplicaria a la coleccion de conjuntos de sondas,
tales como los conjuntos de sondas ilustrados en la Figura 55. Esta representacion se basa en un conjunto de
sondas para un locus genémico (p. €j., el conjunto de sondas para el Locus 1 que se muestra en Figura 55). En la
Etapa 1, la coleccion de conjuntos de sondas se mezcla con ADN purificado sin células. En la Etapa 2, las
secuencias especificas del locus en cada conjunto de sondas hibridan con sus correspondientes secuencias
homologas en la muestra de ADN sin células. En la Etapa 3, se afiade una enzima ligasa para catalizar la formacion
de un enlace fosfodiéster entre la base 3' en el homologo del brazo izquierdo y el brazo 5' del homdlogo derecho,
cerrando la muesca entre los dos brazos y formando asi una molécula continua que es la sonda producto. En la
Etapa 4, se afiaden los cebadores modificados y los componentes de la reacciéon de PCR (Taq polimerasa, dNTP y
tampon de reaccién) para amplificar la sonda producto ligada. El Cebador Directo se modifica porque tiene un grupo
5' fosfato que lo convierte en una molde preferido para la exonucleasa Lambda utilizada en la Etapa 6 y el Cebador
Inverso se modifica porque contiene la marca (circulo de color azul) que es especifica para las sondas producto para
un locus particular para una etiqueta de afinidad particular. En la Etapa 5, la sonda producto se amplifica por PCR
para producir un producto de PCR de doble hebra en el que la hebra directa contiene un grupo fosfato 5'y la hebra
inversa contiene una marca 5'. En la Etapa 6, se afiade la exonucleasa Lambda para digerir la hebra directa en una
direccion 5' a 3 -; el grupo fosfato 5' en la hebra directa lo convierte en un molde preferido para la digestion con la
exonucleasa Lambda. El material resultante es de hebra sencilla (solo hebra inversa) con una marca 5'. Esto
representa el material diana marcado para la hibridacién con una micromatriz o monocapa.

La Figura 57 representa una version modificada del flujo de trabajo de procedimiento ilustrado en la Figura 56. En
esta realizacion, el brazo izquierdo de cada conjunto de sondas contiene una molécula de biotina terminal que se
indica con una "B" en las Etapas 1 a 6 de la Figura. Esta biotinilacion permite la purificacion de la coleccion de
sondas producto después de completar la reacciéon de hibridacion-ligacion y antes de la amplificacion por PCR. El
flujo de trabajo para esta realizacién es idéntico al descrito en la Figura 57 para las Etapas 1 a 3. En la Etapa 4, se
afiaden cuentas magnéticas recubiertas con estreptavidina a la reaccion de hibridacion-ligacion. La molécula de
biotina contenida en las sondas producto unira los productos a la estreptavidina. En la Etapa 5, las cuentas
magnéticas se lavan para eliminar el ADN no biotinilado (ADN gendmico sin células y oligonucleétidos del brazo
derecho), dando como resultado una sonda producto purificada. Los Etapas 6 a 9 se realizan de la misma manera
que se ha descrito para las Etapas 4 a 7 en la Figura 56.

La Figura 58 proporciona un ejemplo de cémo las sondas producto para el Locus 1y el Locus 2 se pueden marcar
con diferentes moléculas de marcaje. En la Figura 58A, las sondas producto del Locus 1 estan marcadas con la
marca A (color verde) y las sondas producto del Locus 2 estan marcadas con la marca B (color rojo) en una reaccion
de amplificacién por PCR. Los sondas producto para ambos loci contienen la secuencia de la etiqueta de afinidad A.
En la Figura 58B, la mezcla de sondas producto marcadas diferencialmente hibrida con una ubicacion de
micromatriz en la que la secuencia de la sonda de captura es complementaria a la secuencia de la etiqueta de
afinidad A. En la Figura 58C, se genera una imagen de la ubicacion de la micromatriz y se cuenta el nimero de
moléculas de la marca A y la marca B para proporcionar una medida relativa de los niveles de Locus 1y Locus 2
presentes en la muestra.

La Figura 59 proporciona evidencia de que las sondas producto que representan una multitud de ubicaciones
gendmicas para un locus se pueden generar de una manera especifica de la enzima ligasa utilizando el
procedimiento de hibridacion-ligacion. Ocho conjuntos de sondas, que consistian cada uno en un componente del
brazo izquierdo y uno del brazo derecho como se describe en la Figura 55 y, que contenian homdlogos para ocho
ubicaciones del cromosoma 18, se hibridaron con moldes de oligonucledtidos sintéticos (aproximadamente 48
nucledtidos) y se ligaron utilizando una enzima ligasa para unirse a los brazos izquierdo y derecho. Los productos de
reaccion se analizaron utilizando electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante. La Calle 1 del gel contiene
una escala de peso molecular para indicar el tamafio de las bandas de ADN. Las Calles 2 a 9 contienen productos
de la reaccion de hibridacion-ligacion para los ocho conjuntos de sondas del cromosoma 18. Una banda de ADN de
aproximadamente 100 nucleétidos, que representa la sonda producto del brazo izquierdo de aproximadamente 60
nucledtidos y del brazo derecho de aproximadamente 40 nucleétidos, se encuentra presente en cada una de las
Calles 2 a 9. Las Calles 10 y 11 contienen reacciones de control negativo a las que no se les afiadié enzima ligasa.
No se encuentra presente ninguna banda de ADN de aproximadamente 100 nucledtidos en las Calles 10y 11.
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La Figura 60 proporciona datos que indican que los conjuntos de sondas se pueden utilizar para detectar cambios
relativos en el estado del numero de copias. Se utiliz6 una mezcla de ocho conjuntos de sondas que contenian
homologos para ocho ubicaciones distintas del cromosoma X para someter a ensayo las lineas celulares que
contenian diferentes niumeros de cromosoma X indicados en la Tabla 1.

Tabla 1: Lineas celulares que contienen diferentes nimeros de copias del cromosoma X

ID Linea Celular Coriell Numero de copias del cromosoma X

NA12138 1
NA13783 2
NA00254 3
NA01416 4
NA06061 5

La PCR cuantitativa se utilizé para determinar la cantidad sonda producto presente para cada linea celular después
de los procedimientos de hibridacién-ligacion y purificacion descritos en la Figura 57 (Etapas 1 a 5). Como se ilustra
en la Figura 60A, el estado del numero de copias medido para las diversas lineas celulares siguid la tendencia
esperada indicada en la Tabla 1. Por ejemplo, gPCR indic6 un estado de niumero de copias de menos de dos para
NA12138, que tiene una copia del cromosoma X. El estado del nimero de copias medido para NA00254 (tres copias
de X) fue mayor que dos, para NA01416 (cuatro copias de X) fue mayor que tres, y para NA0O6061 (cinco copias de
X) fue mayor que cuatro. La capacidad de respuesta del procedimiento para detectar diferencias en el estado del
numero de copias se ilustra con mas detalle en la Figura 60B, en la que se representa el estado del nimero de
copias medido frente al estado del nimero de copias tedrico.

La Figura 61 proporciona evidencia de que se pueden utilizar mezclas de sondas producto para generar datos
cuantitativos de micromatrices como se describe en las Figuras 56 y 57.

La Figura 61A muestra imagenes representativas de fluorescencia de dos puntos de la matriz en dos canales de
imagenes ortogonales (Alexa 488: color verde, Alexa 594; color rojo). Una regién de interés (ROI) se selecciona
automaticamente (circulo grande), siendo enmascarado cualquier contaminante brillante no deseado de la imagen
(regiones esbozadas mas pequefias dentro de la ROI). Los fluoréforos individuales en los productos de ensayo
hibridados Unicos se visualizan como pequefas caracteristicas punteadas dentro del punto de la matriz. (i) Un punto
"equilibrado" gener6 imagenes (que representan la entrada de dianas gendmicas a una razén de concentracion 1:1
con respecto al ensayo) en el canal verde y (ii) el mismo punto generdé imagenes en el canal rojo. (iii) Un punto
"aumentado" (que representa la entrada de dianas genémicas a una razén de concentracion > 1:1 con respecto al
ensayo) generd imagenes en el canal verde y (iv) el mismo punto generé imagenes en el canal rojo.

La Figura 61B presenta los recuentos sin procesar de los fluoréforos detectados en dos canales para cinco puntos,
cada uno de los estados "equilibrado" y "aumentado”. A pesar de algunas variaciones en el numero absoluto de
fluoros, los numeros en los dos canales siguen de cerca el caso "Equilibrado", pero demuestran una clara
separacion en el caso "Aumentado”.

La Figura 61C presenta valores de la razén calculados para el nimero de fluoros en el canal verde dividido por el
numero de fluoros en el canal rojo, para los cinco puntos de cada una de las condiciones "Equilibrado" y
"Aumentado”. El caso "Equilibrado" se centra en una razén de 1,0 y el caso "Aumentado” se encuentra en una razén
elevada. Considerando el caso "Equilibrado" como la comparaciéon de dos loci gendmicos equilibrados y el caso
"Aumentado” como uno en el que un locus aumenta con respecto al otro, se puede calcular la confianza de
separacion de las dos condiciones mediante un test T, de 2 grupos independiente, que proporciona un valor de p de
8 x 1074,

La Figura 62 ilustra una modificacién del procedimiento general descrito en las Figuras 55 a 58. En esta realizacion,
un segundo conjunto de sondas, el Conjunto de Sondas B esta disefiado para cada ubicacion gendmica de tal
manera que las secuencias homologas del genoma en el Conjunto de Sondas B son un complemento inverso del
secuencias homologas del genoma en el Conjunto de Sondas A. El Conjunto de Sondas A hibridara con la hebra
inversa del ADN gendémico y el Conjunto de Sondas B hibridara con la hebra directa del ADN gendmico. Esta
realizacion proporcionara una mayor sensibilidad con respecto a la realizaciéon descrita en las Figuras 55 a 58, ya
que producira aproximadamente el doble del nimero de sondas producto por locus.
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La Figura 63 ilustra una modificacion del procedimiento general descrito en la Figura 57. En esta realizacion, el
Cebador Inverso utilizado en la Etapa 6 se modifica adicionalmente porque los cuatro enlaces que conectan los
cinco primeros nucleétidos en la secuencia de oligonucledtidos son enlaces fosforotioato. Esta modificacion dara
como resultado que todos los productos de PCR generados durante la amplificacion por PCR (Etapa 7) tengan una
modificacion de fosforotioato en el extremo 5'. Esta modificacion protegera la hebra inversa de cualquier digestion
que pueda ocurrir durante el tratamiento con la exonucleasa Lambda en la Etapa 8.

Aunque el grupo fosfato 5' en la hebra directa la convierte en un molde preferido para la digestién con exonucleasa
Lambda, la hebra inversa ain puede tener alguna vulnerabilidad a la digestion. La modificacién con fosforotioato del
extremo 5' de la hebra inversa reducira su vulnerabilidad a la digestion con exonucleasa Lambda.

La Figura 64 ilustra una modificacién del procedimiento general descrito en las Figuras 55 a 58. En esta realizacion,
la amplificacion por PCR de la sonda producto se reemplaza por una amplificacién lineal al afiadir el Cebador inverso
pero no el Cebador Directo a la reaccion de amplificaciéon en la Etapa 6. Si solo esta presente el Cebador Inverso, el
producto de amplificacién sera de una sola hebra - la hebra inversa con una marca del extremo 5'. Como el producto
de amplificaciéon ya es de una sola hebra, no requiere un procesamiento adicional antes de la hibridacion con una
micromatriz, es decir, se puede omitir la digestion con la exonucleasa Lambda. Como no se utiliza un cebador
directo en esta realizacion, no es necesario que el brazo izquierdo del conjunto de sondas contenga una secuencia
de cebado directo. El brazo izquierdo consistiria en una secuencia de etiqueta de afinidad y una secuencia homdloga
para el locus solamente como se ilustra en la Figura 64.

Una realizacion adicional del procedimiento general descrito en las Figuras 55 a 58 es una en la que el
procedimiento de la reaccion de ligacion unica en la Etapa 3 se reemplaza por un procedimiento de reaccion de
ligacion ciclada. Esto se logra reemplazando la enzima ligasa termolabil (p. €j., ligasa T4) utilizada para catalizar la
reaccion de ligacion por una ligasa termoestable (p. €j., ligasa Taq). Cuando se utiliza una ligasa termoestable, la
reaccion de hibridacion-ligacion se puede calentar a una temperatura que funda todos los duplex de ADN (p. €j.,
95°C) después de que haya ocurrido el ciclo inicial de hibridacion y ligacion. Esto hara que el ADN molde gendmico
esté completamente disponible para otra hibridacion y ligacion de conjuntos de sondas. La reduccion posterior de la
temperatura (p. €j., a 45°C) permitira que ocurra este préximo evento de hibridacion y ligacion. Cada termociclacion
de la reaccion de hibridacion y ligacion entre una temperatura que fundira los duplex de ADN y una que permitira que
se produzca la hibridacién y la ligacion aumentara linealmente la cantidad de sonda producto producida por la
reaccion. Si la reaccion se expone a 30 ciclos de este tipo, se producira hasta 30 veces la cantidad de sonda
producto que a partir de un procedimiento en el que se utilice una Unica reaccion de ligacion.

La Figura 65 representa una realizacién adicional del procedimiento modificado descrito en la Figura 62. Esta
realizacion aprovecha la reacciéon en cadena de la ligasa (LCR) al combinar la presencia del complemento inverso
para cada conjunto de sondas con el uso de una ligasa termoestable para permitir una reaccién de ligacion ciclada
en la que el producto se amplifica exponencialmente. La Figura 65 representa dos conjuntos de sondas, el Conjunto
de Sondas Ay el Conjunto de Sondas B para un locus; donde las secuencias homoélogas del genoma en el Conjunto
de Sondas B son el complemento inverso de las secuencias homdlogas del genoma en el Conjunto de Sondas A. El
brazo 5' de cada Conjunto de Sondas consiste en una secuencia de etiqueta de afinidad y un homoélogo, mientras
que el brazo 3' de cada Conjunto de Sondas consiste en una secuencia homologa con una marca adjunta. En el
primer ciclo de una reaccion de termociclacion, el ADN gendmico sera la tnica molde disponible para permitir que se
produzcan la hibridaciéon y la ligacion para generar una sonda producto como se ilustra en la Figura 65A. Sin
embargo, en el segundo ciclo, la Sonda Producto B generada en el primer ciclo actuara como un molde adicional
para el Conjunto de Sondas A y, de la misma manera, la Sonda Producto A generada en el primer ciclo actuara
como una molde adicional para el Conjunto de Sondas B, como se ilustra en la Figura 65B. De esta misma manera,
las sondas producto de cada ciclo sucesivo actuaran como molde para la hibridacion y la ligaciéon del conjunto de
sondas en el ciclo siguiente. Este procedimiento eliminaria la necesidad de amplificacion por PCR de la sonda
producto, que se puede utilizar directamente como diana de la micromatriz.

Otra realizacion del procedimiento representado en la Figura 65 es aquella que emplea la LCR pero utiliza conjuntos
de sondas que tienen la estructura descrita en la Figura 55, es decir, los brazos izquierdo y derecho estan
flanqueados por secuencias de cebado, el brazo izquierdo contiene una molécula de biotina y el brazo derecho no
contiene una marca. Una vez completada la LCR, las sondas producto se purifican utilizando cuentas magnéticas
(opcional) y a continuacion se amplifican por PCR y se prepara la diana de la micromatriz como se ilustra en las
Figuras 56 y 57.

La Figura 66 representa otra realizacion del procedimiento representado en la Figura 65. El brazo 5' de cada
Conjunto de Sondas consiste en una secuencia de etiqueta de afinidad y un homdlogo, mientras que el brazo 3' de
cada Conjunto de Sondas consiste en una secuencia homologa y una secuencia de cebado sin una marca anclada
como se ilustra en la Figura 66A. Una vez completada la LCR, la sonda producto se puede purificar. El producto de
LCR se amplificaria a continuacién de manera lineal mediante la adicién de un cebador Unico que tiene una marca
anclada, junto con los componentes de la reaccion (polimerasa Taq, dNTP y tampon de reaccion) como se ilustra en
la Figura 66B. El producto de esta amplificacion seria de una sola hebra (solo hebra inversa) con una marca 5' como
se ilustra en la Figura 66C. En consecuencia, no seria necesario tratarlo con la exonucleasa Lambda, sino que
podria utilizarse directamente como diana de la micromatriz.
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En otro aspecto, la variacién genética determinada por los métodos descritos en la presente memoria indica la
presencia o ausencia de cancer, variabilidad farmacocinética, toxicidad de farmaco, rechazo del trasplante o
aneuploidia en el sujeto. En otro aspecto, la variacion genética determinada indica presencia o ausencia de cancer.
Por consiguiente, los métodos descritos en la presente memoria se pueden realizar para diagnosticar cancer.

Un reto importante en oncologia es la deteccion temprana del cancer. Esto es particularmente cierto en los canceres
en los que es dificil obtener imagenes o biopsias (p. €j., cancer de pancreas, cancer de pulmoén). EI ADN tumoral sin
células (ADNsc tumoral) en la sangre de un paciente ofrece un método para detectar un tumor de forma no invasiva.
Estos pueden ser tumores solidos, tumores benignos, micro tumores, tumores liquidos, metastasis u otros
crecimientos somaticos. La deteccion se puede realizar en cualquier estadio del desarrollo del tumor, aunque
idealmente en un estadio temprano (Estadio | o Estadio Il). La detecciéon temprana permite una intervencion (p. ej.,
cirugia, quimioterapia, tratamiento farmacéutico) que puede prolongar la vida o llevar a la remisién. Otros problemas
en oncologia incluyen la verificacion de la eficacia del tratamiento, la titulacion de la dosis de un agente terapéutico,
la recurrencia de un tumor en el mismo 6rgano que el tumor primario o en ubicaciones distales y la deteccion de
metastasis. La presente invencion puede ser utilizada para todas estas aplicaciones.

En algunas realizaciones, los conjuntos de sondas de la presente descripcion se pueden configurar para dirigirlos a
variaciones genéticas conocidas asociadas con tumores. Estas pueden incluir mutaciones, SNP, variantes de
numero de copias (p. €j., amplificaciones, deleciones), variantes de copia neutra (p. €j., inversiones, translocaciones)
y/o combinaciones complejas de estas variantes. Por ejemplo, las variaciones genéticas conocidas asociadas con
los tumores incluyen las enumeradas en cancer.sanger.ac.uk/cancergenome/projects/cosmic;
nature.com/ng/journal/v45/n10/full/ng.2760.htmL#supplementary-information; y las Tablas 2 y 3 a continuacion:
BGEN = valor de p de corregido para FDR dentro del pico; KOncogén amplificado frecuentemente conocido o TSG
eliminado; PGen supuesto de cancer; ERegulador epigenético; MGen asociado a las mitocondrias; ** Inmediatamente
adyacente a la region del pico; TAdyacente al telémero o centromero del cromosoma acrocéntrico.
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En el método de diagnéstico del cancer de acuerdo con algunas realizaciones, las inversiones que se producen en
lugares conocidos (Figura 67A) se pueden dirigir faciimente disefiando sondas que se solapen al menos
parcialmente con el punto de ruptura en un brazo de la sonda. Una primera sonda que se une a la secuencia
"normal" se dirige al material gendmico no invertido (Figura 67B) y porta un primer tipo de marca. Una segunda
sonda que se une a la diana "invertida" porta un segundo tipo de marca (Figura 67C). Un brazo de sonda derecho
comun se une a una secuencia nativa que no es susceptible de inversion, inmediatamente adyacente a las dos
primeras sondas. Este brazo derecho de la sonda porta adicionalmente una etiqueta desplegable comun que localiza
las sondas producto en la misma region de un sustrato de generacion de imagenes. De esta manera, los pares de
sondas pueden hibridar con las dianas gendémicas, ligarse y generar imagenes para obtener recuentos relativos de
las dos especies subyacentes.

De manera similar, también se pueden someter a ensayo translocaciones que tienen puntos de ruptura conocidos.
La Figura 68A muestra dos elementos genéticos que estan en su orden nativo o estan translocados. Los brazos de
sondas que se solapan al menos parcialmente con estos puntos de ruptura de translocacion permiten la
diferenciacion entre los 6rdenes normales y transpuestos de material genético. Como se muestra en las Figuras 68B
y 68C, al elegir marcas Unicas en los dos brazos izquierdos, las sondas producto ligadas resultantes se pueden
distinguir y contar durante la generacion de imagenes.

Estos métodos para detectar cambios de copia neutral (p. €j., inversiones, translocacion) también se pueden utilizar
para detectar variantes de la linea germinal en el cancer o en otras enfermedades o afecciones.

Las mutaciones o los SNP también estan implicados en numerosos canceres, y se eligen como diana de manera
similar a los que son interrogados para determinar la fraccion fetal en la aplicacién de diagnostico prenatal. En
algunas realizaciones mostradas en las Figuras 69A y 69B, los brazos de la sonda izquierda estan disefiados para
aprovechar un desequilibrio energético causado por uno o mas SNP no coincidentes. Esto hace que un brazo de
sonda (1101, que porta una marca) se una mas favorablemente que un segundo brazo de sonda (1107, que porta un
segundo tipo de marca). Ambos disefios estan ligados al mismo brazo derecho de la sonda (1102) que porta la
etiqueta desplegable universal.

La sangre de un paciente dado puede ser sondeada por un método, o un hibrido de mas de un método.
Adicionalmente, en algunos casos, la personalizacion de sondas especificas para un paciente puede ser valiosa.
Esto implicaria caracterizar las caracteristicas del tumor (SNP, translocaciones, inversiones, etc.) en una muestra del
tumor primario (p. €j., una biopsia) y crear uno o mas conjuntos de sondas personalizados que estén optimizados
para detectar aquellas variaciones genéticas especificas del paciente en la sangre del paciente, lo que proporciona
un método de verificacidon no invasivo, de bajo coste. Esto podria tener un valor significativo en el caso de recaida,
donde es ideal detectar una recurrencia a bajo nivel de un tipo de tumor (idéntico o relacionado con el tumor original)
lo antes posible.

Para vias comunes de progresion de la enfermedad, se pueden disefar paneles adicionales para anticipar y verificar
el avance de la enfermedad. Por ejemplo, si las mutaciones tienden a acumularse en un orden dado, las sondas se
pueden disefiar para verificar el estado actual y los "puntos de control" de progresion, y guiar las opciones de
terapia.

Deteccion precoz del cancer: Por ejemplo, la translocacion ALK se ha asociado con el cancer de pulmén. Se puede
utilizar una sonda disefiada para interrogar la translocacion ALK para detectar tumores de este tipo a través de una
muestra de sangre. Esto seria altamente ventajoso, ya que el método convencional para detectar tumores de pulmén
es a través de una radiografia de térax, un procedimiento costoso que puede ser perjudicial para la salud del
paciente y, por lo tanto, no se realiza de manera convencional.

Deteccion de recurrencia del tipo de tumor primario: Por ejemplo, un tumor mamario HER2+ se extrae mediante
cirugia y el paciente estd en remision. Se puede utilizar una sonda dirigida al gen HER2 para verificar las
amplificaciones del gen HER2 en uno o mas puntos temporales. Si se detectan, el paciente puede tener un segundo
tumor HER2+ en el sitio del primario o en otro lugar.

Deteccion de tipos de tumores no primarios: Por ejemplo, un tumor mamario HER2+ se extrae mediante cirugia y el
paciente esta en remision. Se puede utilizar una sonda dirigida al gen EGFR para verificar los tumores EGFR+. Si se
detectan, el paciente puede tener un segundo tumor EGFR+ en el sitio del primario o en otro lugar.

Deteccion de metastasis: Por ejemplo, la paciente tiene un tumor mamario HER2+. Se puede utilizar una sonda
disefiada para interrogar la translocacion ALK para detectar tumores de este tipo a través de una muestra de sangre.
Este tumor puede no estar en la mama y es mas probable que esté en el pulmén. Si se detectan, el paciente puede
tener un tumor metastasico distal con respecto al 6rgano primario.

Determinacion de la heterogeneidad tumoral: Muchos tumores tienen multiples poblaciones clonales caracterizadas
por diferentes variantes genéticas. Por ejemplo, un tumor mamario puede tener una poblaciéon de células que son
HER2+ y otra poblacion de células que son EGFR+. El uso de sondas disefiadas para dirigirse a ambas variantes
permitiria identificar esta heterogeneidad genética subyacente.

54



10

15

20

25

30

ES 2739430 T3

Medicion de la carga tumoral: En todos los ejemplos anteriores, la cantidad de ADNsc del tumor se puede medir y se
puede utilizar para determinar el tamafio, la tasa de crecimiento, la agresividad, el estadio, el prondstico, el
diagndstico y otros atributos del tumor y del paciente. Lo ideal es que las mediciones se realicen en mas de un punto
temporal para mostrar los cambios en la cantidad de ADNsc del tumor.

Verificacion del tratamiento: Por ejemplo, un tumor mamario HER2+ se trata con Herceptin. Se puede utilizar una
sonda dirigida al gen HER2 para verificar la cantidad de ADNsc del tumor, que puede ser un indicador del tamafio
del tumor. Esto se puede utilizar para determinar si el tumor esta cambiando de tamario y el tratamiento se puede
modificar para optimizar el resultado en el paciente. Esto puede incluir cambiar la dosis, interrumpir el tratamiento,
cambiar a otra terapia, combinar mdltiples terapias.

Escrutinio del ADN tumoral: Actualmente no existe un escrutinio universal para detectar el cancer. La presente
invencion ofrece una forma de detectar tumores en algunas o todas las ubicaciones del cuerpo. Por ejemplo, se
desarrolla un panel de sondas con un espaciamiento de 100 kb a través del genoma. Este panel se puede utilizar
como una forma de detectar la variacion genética en todo el genoma. En un ejemplo, el panel detecta cambios en el
numero de copias de un cierto tamafio en todo el genoma. Tales cambios en el nimero de copias estan asociados
con células tumorales y, por lo tanto, la prueba detecta la presencia de células tumorales. Los diferentes tipos de
tumores pueden producir diferentes cantidades de ADNsc tumoral o pueden tener variaciones en diferentes partes
del genoma. Como tal, la prueba puede identificar qué érgano esta afectado. Adicionalmente, la cantidad de ADNsc
tumoral medida puede indicar el estadio o el tamafio del tumor o la ubicacién del tumor. De esta manera, la prueba
es un escrutinio del genoma completo para muchos o todos los tipos de tumores.

Para todas las pruebas anteriores, con el fin de mitigar los falsos positivos, se puede utilizar un umbral para
determinar la presencia o la certeza de un tumor. Adicionalmente, la prueba puede repetirse en multiples muestras o
en multiples puntos temporales para aumentar la certeza de los resultados. Los resultados también se pueden
combinar con otra informacion o sintomas para proporcionar mas informacién o informacion mas segura sobre el
tumor.

Los conjuntos de sondas y cebadores ilustrativos que se pueden utilizar en el método descrito en la presente
memoria para medir el nUmero de copias de las regiones de acido nucleico de interés se enumeran en la Tabla 4 a
continuaciéon. Cada uno de los conjuntos de sondas ilustrativos en la Tabla 4 comprende dos sondas. La primera
sonda (de etiquetado) tiene una estructura que incluye un sitio de cebado directo, etiqueta y homologia 1. La
segunda sonda (de marcaje) tiene una estructura, que incluye la homologia 2 y el sitio del cebador inverso, que se
utiliza en el marcaje. También se muestran las secuencias componentes de las sondas (etiqueta, secuencia de
homologia, etc.).
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Los conjuntos de sondas y cebadores ilustrativos que se pueden utilizar en el método descrito en la presente
memoria para detectar un polimorfismo en un sitio SNP se enumeran en la Tabla 5 a continuacion. Cada uno de los
conjuntos de sondas ilustrativos en la Tabla 5 comprende tres sondas, dos sondas especificas del alelo (que se
utilizan para el marcaje) y una sonda de etiquetado. En estos ejemplos, las dos sondas especificas de alelos tienen
secuencias de homologia que son diferentes en uno o mas nucleétidos. La estructura de la primera sonda alélica
incluye un Alelo 1 del Sitio de Cebador Directo y un Alelo 1 de Homologia; y la estructura de la segunda sonda
alélica incluye un Alelo 2 del Sitio de Cebador Directo y un Alelo 2 de Homologia. En la practica, los cebadores
marcados se pueden utilizar con diferentes marcas en los dos cebadores (por lo tanto, las marcas son especificas
del alelo). En estos ejemplos, también hay una sonda 3'universal que incluye una region de homologia (sin ningun
SNP), la secuencia de etiquetado y un sitio de cebador inverso. También se muestran las secuencias componentes
de las sondas (etiqueta, secuencia de homologia, etc.).
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EJEMPLOS

El siguiente protocolo describe el procesamiento de hasta 24 muestras de ADN sin células a través de la hibridacion-
ligacion, purificacion, amplificacion, preparacion de dianas de micromatrices, hibridacién de micromatrices y lavado
de micromatrices.

Se prepararon u obtuvieron los siguientes materiales: ADN sin células (ADNsc) en un volumen de 20 pL de agua;
Mezcla de Sonda: mezcla de todos los oligonucledtidos de la sonda de Etiquetado y Marcaje a una concentracion 2
nM cada uno; Ligasa Taq (40 U/uL); Cuentas Magnéticas: MyOne Streptavidin C1 Dynabeads; Tampdn de Union y
Lavado de las Cuentas, concentraciones 1X y 2X; Cebador de amplificacion directo, modificado en fosfato 5'
Cebador de amplificaciéon inverso, marcado; Enzima AmpliTag Gold (5 U/uL); Mezcla de dNTP; Exonucleasa
Lambda (5 U/pL); Tampdn de Hibridacion, 1,25X; Oligonucleétidos de control de hibridacion; Tampoén de Lavado de
la Micromatriz A; Tampon de Lavado de la Micromatriz B; Tampén de Lavado de la Micromatriz C.

Reaccion de hibridacion-ligacion: Las muestras de ADNsc (20 pL) se afadieron a los pocillos A3-H3 de una placa
de reaccion de 96 pocillos. Se afadieron los siguientes reactivos a cada muestra de ADNsc para un volumen de
reaccion total de 50 yL y se mezclaron pipeteando arriba y abajo 5-8 veces.

Componente Volumen
H.0 19,33 uL
Mezcla de Sonda 5uL

Tampon Ligasa Taq 10X |5 pL

Ligasa Taq 0,67 uL

La placa se colocé en un termociclador y se ligé utilizando el siguiente perfil de ciclos: (i) 95°C durante 5 minutos; (ii)
95°C durante 30 segundos; (i) 45°C durante 25 minutos; (iv) Repetir las etapas b a ¢ 4 veces; y (v) mantener a 4°C.

Purificacion del producto de hibridacion-ligacion:

Lavado de Dynabeads: se sometié a agitacion vorticial un frasco de Dynabeads en el ajuste mas alto durante 30
segundos. Se transfirieron 260 pyL de cuentas a un tubo de 1,5 mL. Se mezclaron 900 yL de Tampdn de Unién y
Lavado de Cuentas 2X y las cuentas de la mezcla pipeteando arriba y abajo 5-8 veces. El tubo se coloco en un
soporte magnético durante 1 minuto, y el sobrenadante se descart6. Se retird el tubo del soporte magnético y se
resuspendieron las cuentas magnéticas lavadas en 900 pyL de 2X Tampdn de Unién y Lavado de las Cuentas
pipeteando arriba y abajo 5-8 veces. El tubo se colocé en el soporte magnético durante 1 minuto y se descarté el
sobrenadante. El tubo se retiré del soporte magnético y se afiadieron 1.230 pyL de 2X Tampén de Union y Lavado de
las cuentas. Las cuentas se resuspendieron pipeteando arriba y abajo 5-8 veces.

Inmovilizacién de productos HL: se transfirieron 50 yL de cuentas lavadas a cada producto de reaccion de
hibridacién-ligacién en la placa de reaccion de 96 pocillos y la mezcla se pipeted arriba y abajo 8 veces, se incubd
durante 15 minutos a temperatura ambiente, se mezclé dos veces en un iman de placa durante el tiempo de
incubacion. Las cuentas se separaron con un iman de placa durante 3 minutos y después se retiraron y se descarté
el sobrenadante. La placa se retird del iman de la placa, se afiadieron 200 yL de Tampén de Unién y Lavado de
Cuentas 1X, y las cuentas se resuspendieron pipeteando arriba y abajo 5-8 veces. La placa se coloco en el iman de
placa durante 1 minuto, y el sobrenadante se descartd. La placa se retiré del iman de placa, se afadieron 180 yL de
1X SSC y las cuentas se resuspendieron pipeteando arriba y abajo 5-8 veces. La placa se coloco sobre el iman de
placa durante 1 minuto, y el sobrenadante se descarto.

Purificacion de productos de Hib-Ligacion: se afiadieron 50 yL de NaOH 0,15 M recién preparado a cada pocillo y,
las cuentas se resuspendieron pipeteando arriba y abajo 5-8 veces, y se incubaron a temperatura ambiente durante
10 minutos. La placa se coloc6é sobre el iman de placa durante 2 minutos y a continuacion se retird, y el
sobrenadante se descartd. La placa se retiré del iman de la placa, se afiadieron 200 yL de NaOH 0.1 M recién
preparado y las cuentas se resuspendieron pipeteando arriba y abajo 5-8 veces. La placa se coloco sobre el iman de
placa durante 1 minuto, y el sobrenadante se descarté. La placa se retir6 del iman de la placa y se afiadieron 180 uL
de NaOH 0,1 M, y las cuentas se resuspendieron pipeteando arriba y abajo 5-8 veces. La placa se colocé sobre el
iman de la placa durante 1 minuto, y el sobrenadante se descart6. La placa se retird del iman de placa, se afiadieron
200 pL de 1X Tampon de Unidn y Lavado, y las cuentas se resuspendieron pipeteando arriba y abajo 5-8 veces. Se
colocd la placa sobre el iman de placa durante 1 minuto y el sobrenadante se descarté. Se retird la placa del iman de
placa, se afadieron 180 pL de TE, y las cuentas se resuspendieron pipeteando arriba y abajo 5-8 veces. La placa se
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coloco sobre el iman de placa durante 1 minuto, y el sobrenadante se descart6. Se afiadieron 20 pL de agua a cada
pocillo y las cuentas se resuspendieron pipeteando arriba y abajo 5-8 veces. La placa se sell6 y se almacend a 4°C
hasta que se utilizé en las etapas posteriores.

Amplificacion: Se afiadieron los siguientes reactivos a cada producto de reaccion de hibridacién-ligacion en la placa
de reaccion de 96 pocillos para un volumen de reaccion total de 50 L.

Componente Volumen
H20 17,25 uL
Cebador Directo, 10 uM 2,5uL
Cebador Inverso, 10 yM 2,5uL

Mezcla de dNTP 4 mM (L/N 052114) | 2,5 uL
10X Tampon AmpliTaqg Gold 5uL

Enzima AmpliTag Gold 0,25 uL

La placa se coloco en un termociclador y las sondas se ligaron utilizando el siguiente perfil de ciclos: (i) 95°C durante
5 minutos; (ii) 95°C durante 30 segundos; (iii) 45°C durante 25 minutos; (iv) Repetir las etapas b a c 4 veces; y (v)
mantener a 4°C.

Purificacion de producto de hibridacion-ligacion: los reactivos se mezclaron pipeteando arriba y abajo 5-8 veces. La
placa se colocé en un termociclador y las sondas se amplificaron utilizando el siguiente perfil de ciclos: (i) 95°C
durante 5 minutos; (ii) 95°C durante 30 segundos; (iii) 54°C durante 30 segundos; (iv) 72°C durante 60 segundos, (v)
Repetir las etapas b a d 29 veces; (vi) 72°C durante 5 minutos; (vli) Repetir las etapas b a ¢ 4 veces; y (v) mantener
a4°C.

Preparacion de la diana de la micromatriz (digestion de una sola hebra): se afiadieron los siguientes reactivos a
cada producto de reaccion amplificado en la placa de reaccién de 96 pocillos para un volumen de reaccion total de
60 pL.

Componente Volumen
H20 3L
10X Tampon Exonucleasa Lambda |6 uL

Enzima Exonucleasa Lambda 1L

Los reactivos se mezclaron pipeteando arriba y abajo 5-8 veces. La placa se colocd en un termociclador y las
sondas se digirieron utilizando el siguiente perfil de ciclos: (i) 37°C durante 60 minutos; (ii) 80°C durante 30 minutos;
(iii) mantener a 4°C. La placa se coloco en Speed-vac y las muestras se secaron utilizando un ajuste de calor medio
durante aproximadamente 60 minutos o hasta que todo el liquido se evapord. Las muestras se almacenaron a 4°C
en la oscuridad hasta que se utilizaron en las etapas posteriores.

Hibridacion de micromatrices: se afadieron los siguientes reactivos a cada Diana de Micromatriz seca en la placa
de reaccion de 96 pocillos para un volumen de reaccion total de 20 L.

Componente Volumen
H20 3L
1,25X Tampodn de Hibridacion 16 uL
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Componente Volumen

Oligonucledtidos de control de hibridacion |1 pL

Los reactivos se mezclaron pipeteando arriba y abajo 10-20 veces para que se resuspendieran y se centrifugaron
brevemente para llevar el contenido al fondo de los pocillos de la placa. La placa se colocé en un termociclador y las
sondas se desnaturalizaron utilizando el siguiente perfil de ciclos: (i) 70°C durante 3 minutos; (ii) mantener a 42°C. El
cédigo de barras de la micromatriz que se iba a utilizar se registré para cada muestra en la Hoja de Seguimiento. Se
preparé una camara de hibridacion que contenia un Lifter Slip (cubreobjetos con el borde elevado recubierto de
Teflon) para cada micromatriz que se iba a procesar. Para cada muestra, se afadieron 15 yL de Diana de
Micromatriz al centro de un Lifter Slip en una camara de hibridacion, y la micromatriz apropiada se colocé de
inmediato en el fluido diana colocando el borde superior hacia abajo sobre el Lifter Slip y dejando que caiga
lentamente. Las camaras de hibridacion se cerraron y se incubaron a 42°C durante 60 minutos. Las camaras de
hibridaciéon se abrieron y cada micromatriz se retird de los Lifter Slips y se colocd en una gradilla sumergida en el
Tampon de Lavado de Micromatriz A. Una vez que todas las micromatrices estaban en la gradilla, la gradilla se agité
a 650 rpm durante 5 minutos. La gradilla de micromatrices se retird6 del Tampén de Lavado de Micromatriz A, se
elimind el exceso de liquido en una toallita limpia y la gradilla se coloco rapidamente en el Tampoén de Lavado de
Micromatriz B. La gradilla se agit6 a 650 rpm durante 5 minutos. La gradilla de micromatrices se retiré del Tampon
de Lavado de Micromatriz B, el exceso de liquido se extrajo con una toallita limpia y se colocé rapidamente en el
Tampon de Lavado de Micromatriz C. La gradilla se agité a 650 rpm durante 5 minutos. Inmediatamente después de
completar el lavado de 5 minutos en el Tampoén de Lavado de Micromatriz C, la gradilla de micromatrices se retird
lentamente del tampon. Esto llevd de 5 a 10 segundos para maximizar la formacion de laminas del tampén de lavado
desde la superficie del cubreobjetos. El exceso de liquido se elimind en una toallita limpia. Se utilizd un aspirador de
vacio para eliminar las gotas de tampodn restantes presentes en cualquiera de las superficies de cada micromatriz.
Las micromatrices se almacenaron en una gradilla para portaobjetos en nitrégeno y en la oscuridad hasta que se
analizaron las micromatrices.
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ttcctccacc gaacgtgtct cgtatctggg aagacgge

<210> 81

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 81
ttcctccacc gaacgtgtct cctgtaatcce cttgcaatge

<210> 82

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 82
ttcctccacc gaacgtgtct ggtctcagca cggttctg

<210> 83

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 83
ttcctccacc gaacgtgtct gcacctcect accacac

<210> 84

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 84
ttcctccacc gaacgtgtct gectctaget agagagaagt ¢

<210> 85

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 85
ttcctccacc gaacgtgtct ctggcagtct agecgttac

<210> 86

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 86
ttcctccacc gaacgtgtct tgtcttagaa tttggcaact ggc

<210> 87

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 87
ttcctccacc gaacgtgtct gcaggaaagc ctactgaac

<210> 88

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 88
ttcctccacc gaacgtgtct gggagccaga gaaatgtcc 39

<210> 89

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 89
ttcctccacc gaacgtgtct tgtctccagt tccacttcat ttag 44

<210> 90

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 90
ttcctccacc gaacgtgtct cccgttaatt gcctactcg 39

<210> 91

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 91
ttcctccacc gaacgtgtct ctcggtccca ctggaaag 38

<210> 92

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 92
ttcctccacc gaacgtgtct acacccatga ttcagttact g 41

<210> 93

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 93
ttcctccacc gaacgtgtct gctagtatga acatcacagg ¢ 41

<210> 94

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 94
ttcctccacc gaacgtgtct acaaatgagt aagaagcgag tcg 43

<210> 95

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 95
ttcctccacc gaacgtgtct gataagggtt getctgeg 38

<210> 96

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 96
ttcctccacc gaacgtgtct ccatgcacca gcetacce 37

<210> 97

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 97
ttcctccacc gaacgtgtct aactgtaccc tactcccage 40

<210> 98

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 98
ttcctccacc gaacgtgtct aggaccaagg gaccagttta g 41

<210> 99

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 99
ttcctccacc gaacgtgtct agagttcctc caagaaattg cg 42

<210> 100

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 100
ttcctccacc gaacgtgtct acattataca gcatgctggc tatc

<210> 101

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 101
ttcctccacc gaacgtgtct gaggaagaaa gtgaggtttg ¢

<210> 102

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 102
ttcctccacc gaacgtgtct ctgaattatg tgcttaccaa gagc

<210> 103

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 103
ttcctccacc gaacgtgtct tgggttctga taaccttatc aage

<210> 104

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 104
ttcctccacc gaacgtgtct ggttagtcaa acatgctge

<210> 105

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 105
ttcctccacc gaacgtgtct gacactggca gaatcaaatc ac

<210> 106

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 106
ttcctccacc gaacgtgtct agagttacac ctttagctaa ccac 44

<210> 107

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 107
ttcctccacc gaacgtgtct ccaggagttc aagaagcg 38

<210> 108

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 108
ttcctccacc gaacgtgtct accactcctt tctcccatct ¢ 41

<210> 109

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 109
ttcctccacc gaacgtgtct gtcttatggg acaatggttg atag 44

<210> 110

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 110
ttcctccacc gaacgtgtct ctaccctcaa ccctegtc 38

<210> 111

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 111
ttcctccacc gaacgtgtct ccaagactga tcatgccg 38

<210> 112

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 112
gccctattgc aagccctctt agaccagcac aacttactta

<210> 113

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 113
gccctattgc aagccctctt ccaaattcac ctgccca 37

<210> 114

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 114
gccctattgc aagccctctt agtttggaca aaggcgattt a

<210> 115

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 115
gccctattgc aagccctctt tgagcttage caatatcaac aaga

<210> 116

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 116
gccctattgc aagccctctt acgtgaactt tccttggtaa at

<210> 117

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 117
gccctattgc aagccctctt tgaagatgtt ctaatacctt gcta

<210> 118

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 118
gccctattgc aagccctctt cagtgtggag accgaaca 38

<210> 119

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 119
gccctattgc aagccctctt aggcagggta atgtcatgaa gtt 43

<210> 120

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 120
gccctattgc aagccctctt gattgtctgg agggcte 37

<210> 121

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 121
gccctattgc aagccctctt agggagcaat aggcta 36

<210> 122

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 122
gccctattgc aagccctctt ctgcagggta caagaca 37

<210> 123

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 123
gccctattgc aagccctctt cgtatctggg aagatggg 38

<210> 124

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 124
gccctattge aagccctctt cctgtaatce cttgcaataa 40

<210> 125

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 125
gccctattgc aagccctctt ggtctcagca cggtectt 38

<210> 126

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 126
gccctattgc aagccctctt gcacctcect atcacat 37

<210> 127

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 127
gccctattgc aagccctctt gectctaget agagagaagce g 41

<210> 128

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 128
gccctattgc aagccctctt ctggcagtct agccattat 39

<210> 129

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 129
gccctattgc aagccctctt tgtcttagaa tttggcaact agt 43

<210> 130

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 130
gccctattgc aagccctctt gcaggaaagc ctattgaat 39

<210> 131

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 131
gccctattgc aagccctctt gggagccaga gaaatttct 39

<210> 132

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 132
gccctattgc aagccctctt tgtctccagt tccacttcat gtaa 44

<210> 133

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 133
gccctattge aagcecctctt ceegttaatt gectattta 39

<210> 134

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 134
gccctattgc aagccctctt ctcggtccca ctgggaaa 38

<210> 135

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 135
gccctattgc aagccctctt acacccatga ttcagttacc a 41

<210> 136

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 136
gccctattgc aagccctctt gctagtatga acatcacaag t

<210> 137

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 137
gccctattgc aagccctctt acaaatgagt aagaagcgag tta

<210> 138

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 138

41

gccctattgc aagccctctt gataagggtt getctaca 38

<210> 139

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 139

gccctattgc aagccctctt ccatgcacca gctacta 37

<210> 140

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 140
gccctattgc aagccctctt aactgtaccc tactcccaat

<210> 141

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 141
gccctattgc aagccctctt aggaccaagg gaccagttca ¢

<210> 142

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

40
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<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 142
gccctattgc aagccctctt agagttcctc caagaaattg ta

<210> 143

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 143
gccctattgc aagccctctt acattataca gcatgctggt taga

<210> 144

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 144
gccctattgc aagccctctt gaggaagaaa gtgagatttg t

<210> 145

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 145
gccctattgc aagccctctt ctgaattatg tgcttaccag gagt

<210> 146

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 146
gccctattgc aagccctctt tgggttctga taaccttatc aact

<210> 147

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 147
gccctattge aagccctctt ggttagtcaa acatgttgt

<210> 148

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 148
gccctattgc aagccctctt gacactggca gaatcaaacc aa 42

<210> 149

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 149
gccctattgc aagccctctt agagttacac ctttagctaa ctag 44

<210> 150

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 150
gccctattgc aagccctctt ccaggagttc aaggagca 38

<210> 151

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 151
gccctattge aagccctctt accactcctt tctcecgtct t 41

<210> 152

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 152
gccctattgc aagccctctt gtcttatggg acaatggtcg atat 44

<210> 153

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 153
gccctattgc aagccctctt ctaccctcaa ccctcatt 38

<210> 154

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

99



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2739430 T3

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 154
gccctattgc aagccctctt ccaagactga tcatgcta 38

<210> 155

<211> 61

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 155
cacttgacaa agttctcacg cgccgaagtt ctccgaagga tgccctcatc ttettcecectg

c

<210> 156

<211> 61

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 156
cattagggat taacggcttg ggacagactg acggagcttc agccctcatc ttecttcececctg

c

<210> 157

<211> 63

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 157
cacacgttaa gaagactttc tgctgactct gccgcacatg atcgccctca tcecttcettecce

tge

<210> 158

<211> 62

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 158
ctaagtgccc tccatgagaa aggatccgat agccctctge aggccctcat cttcettcecct

gc
<210> 159

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Secuencia sintética
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<400> 159
gcacagattt cccacactct caacaggcct gctaaacacc gecctcatct tcttccetge 60

<210> 160

<211> 61

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 160
cttacaggag gtctggcatc aggtcaacaa ccgagggact cgccctcatc ttecttcecectg

c

<210> 161

<211> 59

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 161
ccacaatgag aaggcagagt tgtcattaat gctggcggceg cccteatctt cttcectge 59

<210> 162

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 162
gctgtggcat agctacactc cggtgacggt ttgcaacttt gccctcatct tettceetge 60

<210> 163

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 163
cagggtaatt tgtgggtctg gtccggcagt taagggtctc geccteatct tettceetge 60

<210> 164

<211> 62

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 164
gggctatcca gaaagataag aatactcaca aacgactgcg cagccctcat cttettceect

gc
<210> 165
<211> 63

<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 165
cataactggt ggagtatttc actcgtatat ggccgactgg agggccctca tcttcecttecc

tge

<210> 166

<211> 64

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 166
cttcaaggaa gaaattcaac agggtagggt ttgcggcgat aagggccctce atcttcettcee

ctgce

<210> 167

<211> 62

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 167
catggattca acacagcaaa caccaagtca accacccgag acgccctcat cttcttcecect

gc

<210> 168

<211> 62

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 168
ctctgaccte cttcactett acacttccet ggeettectt ctgeccctecat cttetteccet

gc

<210> 169

<211> 62

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 169
gctttecattt gtgctaaacce tcgettgggt cctcectcecctga acgcececctcat cttettecect

gc

<210> 170

<211> 58

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
102

60

63

60

64

60

62

60

62

60

62



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2739430 T3

<223> Secuencia sintética

<400> 170
catcccagat gccctcataa cgtccgaacc acaatgctgce cctcatctte ttceetge 58

<210> 171

<211> 62

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 171
gtagaaatcc caaggcaatc agctcctcege atccaacagt cggccctcat cttettecect

gc

<210> 172

<211> 63

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 172
gaacaactaa ctccacagaa cccccaccgt agcactcctt cttgeccctca tettettecce

tge

<210> 173

<211> 59

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 173
gtgcagagga caggaagaac ggagcgtcgg tagtgtaaag ccctcatctt cttccetge 59

<210> 174

<211> 63

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 174
ggtgcttcaa gacatacacc ttaacaactc gacgaaccta ccggccctca tcttcettceccece

tgc

<210> 175
<211> 60
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 175
ggaacctctg tgaccttgga tggcccatcc ttatgtgctg geccteatct tcttcectge 60
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<210> 176

<211> 59

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 176
cccagtggta ccttctgaag gtcgttattg ctcaagcccg ccctcatctt cttceetge 59

<210> 177

<211> 63

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 177
cttctgttge ttatttgggt aacttgattc tggccctccce atcgeccctca tcettettecce

tge

<210> 178

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 178
cccactggat gcctecctca cgecggctat ttaggtgecce tcatcttett ccetge 56

<210> 179

<211> 58

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 179
cggagagacg catctgaaag tctgggtagg tggaggacgc cctcatctte ttccetge 58

<210> 180

<211> 61

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 180
caggatttcc agcttacagg gcgactgagc cacatccaac tgccctcatc ttetteectg

c

<210> 181

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética
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<400> 181
cttgcaagat gtgcctctta gagcctcage cggaattgaa gcccteatct tcttcectge 60

<210> 182

<211> 62

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 182
gggtggtttc tctaaacaca aattgccatt ctgcaccaat gcgccctcat cttcecttcecect

gc

<210> 183

<211> 62

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 183
gcagggtatt gagagaagga tctattggtg ttcgeggetg atgeccctcat cttettecct

gc

<210> 184

<211> 62

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 184
gtgcacattt cttgatgaag ggatgggcgt aacaggagga ctgccctcat cttcttccect

gc
<210> 185
<211> 62

<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 185
gagcaatgcce tgtttcatga gaggaatggc ctacctgcat cagccctcat cttettcecect

gc
<210> 186
<211> 64

<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 186
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gttaacatta tacagcatgg tggccccgtt gttgtcatcg catcgeccctc atcttcecttcece
ctge

<210> 187

<211> 59

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 187
gcagaacatg tcctgaagceg ttcgatgcgt cccatgagtg ccctcatctt cttcectge 59

<210> 188

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 188
cagcttgttc ccaaacccat caacccgegt agatgttcct geectcatcet tettcectge 60

<210> 189

<211> 61

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 189
caaagtgtgg aagttgcttc cgccagctca agagtgtagec cgccctcatc ttettcecectg

c

<210> 190

<211> 58

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 190
ggtcgacttt gtccatectt cttgatcctg cgegatgtge ccteatctte ttccetge 58

<210> 191

<211> 59

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 191
ctetgttgcce tgtggactca tcgcaggegt tcectatacg cecteatctt cttcectge 59

<210> 192

<211> 64

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 192
ctaactagaa ttagtctgcc tgcctattgg acctccgacc acgagccctce atcttcecttcee

ctge

<210> 193

<211> 59

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 193
gtgagccata atcgtgtcaa gccaccattt agatccgegg ccctcatctt cttcectge 59

<210> 194

<211> 63

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 194
gagaattaat gctcecctete ctggaccagt agaagtetge ccggecctceca tcettettece

tge

<210> 195

<211> 59

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 195
gtggtctgct gttgaccaat ttcagaatgg ccgagctgtg ccctecatctt cttcectge 59

<210> 196

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 196
ggttgcaact gctgatctat aggtgacctt cttgtacgcc gccctcatcet tcttcecctge 60

<210> 197

<211> 58

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 197
ctttcccagt caaggcaggg cgcgtcctta tttccatcge ccteatctte ttcectge 58

<210> 198
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 198
agaccagcac aacttactcg

<210> 199

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 199

ccaaatgcac ctgcctg 17

<210> 200

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 200
agtttggaca aaggcaattc g

<210> 201

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 201
tgagcttagc caatatcaag aagg

<210> 202

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 202
acgtgaactt tccttggtac ac

<210> 203

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 203
tgaagatgtt ctaatacctt gccg

<210> 204

20
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<211>18
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 204
cagtgtggag actgaacg 18

<210> 205

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 205
aggcagggta atgtcatgaa atg 23

<210> 206

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 206
gattgtctgg agcgctg 17

<210> 207

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 207
agggagcaat aggccg 16

<210> 208

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 208
ctgcagggta caacacg 17

<210> 209

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 209
cgtatctggg aagacggc 18

<210> 210
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 210
cctgtaatcc cttgcaatge 20

<210> 211

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 211
ggtctcagca cggttctg 18

<210> 212

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 212
gcacctccct accacac 17

<210> 213

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 213
gcctctaget agagagaagt ¢ 21

<210> 214

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 214
ctggcagtct agccgttac 19

<210> 215

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 215
tgtcttagaa tttggcaact ggc 23

<210> 216
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<211>19
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 216
gcaggaaagc ctactgaac 19

<210> 217

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 217
gggagccaga gaaatgtcc 19

<210> 218

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 218
tgtctccagt tccacttcat ttag 24

<210> 219

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 219
cccgttaatt gcctacteg 19

<210> 220

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 220
ctcggtccca ctggaaag 18

<210> 221

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 221
acacccatga ttcagttact g 21

<210> 222
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<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 222
gctagtatga acatcacagg ¢

<210> 223

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 223
acaaatgagt aagaagcgag tcg

<210> 224

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 224

ES 2739430 T3

21

23

gataagggtt gctctgcg 18

<210> 225

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 225

ccatgcacca gctaccc 17

<210> 226

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 226
aactgtaccc tactcccagc

<210> 227

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 227
aggaccaagg gaccagdttta g

<210> 228

20

21
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<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 228
agagttcctc caagaaattg cg

<210> 229

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 229
acattataca gcatgctggc tatc

<210> 230

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 230
gaggaagaaa gtgaggtttg ¢

<210> 231

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 231
ctgaattatg tgcttaccaa gage

<210> 232

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 232
tgggttctga taaccttatc aagc

<210> 233

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 233
ggttagtcaa acatgctgc

<210> 234

19

22

24

21

24

24
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<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 234
gacactggca gaatcaaatc ac

<210> 235

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 235
agagttacac ctttagctaa ccac

<210> 236

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 236

ccaggagttc aagaagcg 18

<210> 237

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 237
accactcctt tctcccatct ¢

<210> 238

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 238
gtcttatggg acaatggttg atag

<210> 239

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 239
ctaccctcaa ccctegtc 18

<210> 240

21

22

24

24
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<211>18
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 240
ccaagactga tcatgccg 18

<210> 241

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 241
agaccagcac aacttactta 20

<210> 242

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 242
ccaaattcac ctgccca 17

<210> 243

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 243
agtttggaca aaggcgattt a 21

<210> 244

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 244
tgagcttagc caatatcaac aaga

<210> 245

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 245
acgtgaactt tccttggtaa at 22

<210> 246

24
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<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 246
tgaagatgtt ctaatacctt gcta

<210> 247

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 247
cagtgtggag accgaaca

<210> 248

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 248
aggcagggta atgtcatgaa gtt

<210> 249

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 249

gattgtctgg agggctc 17

<210> 250

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 250

agggagcaat aggcta 16

<210> 251

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 251
ctgcagggta caagaca

<210> 252
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<211>18
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 252
cgtatctggg aagatggg

<210> 253

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 253
cctgtaatcc cttgcaataa

<210> 254

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 254

ggtctcagca cggtcctt 18

<210> 255

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 255

gcacctccct atcacat 17

<210> 256

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 256
gcctctagcet agagagaagc g

<210> 257

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 257
ctggcagtct agccattat

<210> 258
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<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 258
tgtcttagaa tttggcaact agt

<210> 259

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 259
gcaggaaagc ctattgaat

<210> 260

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 260
gggagccaga gaaatttct

<210> 261

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 261
tgtctccagt tccacttcat gtaa

<210> 262

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 262

cccgttaatt gectattta 19

<210> 263

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 263
ctcggtccca ctgggaaa

<210> 264
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<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 264
acacccatga ttcagttacc a

<210> 265

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 265
gctagtatga acatcacaag t

<210> 266

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 266
acaaatgagt aagaagcgag tta

<210> 267

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 267

gataagggtt gctctaca 18

<210> 268

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 268

ccatgcacca gctacta 17

<210> 269

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 269
aactgtaccc tactcccaat

<210> 270
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<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 270
aggaccaagg gaccagttca c

<210> 271

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 271
agagttcctc caagaaattg ta

<210> 272

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 272
acattataca gcatgctggt taga

<210> 273

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 273
gaggaagaaa gtgagatttg t

<210> 274

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 274
ctgaattatg tgcttaccag gagt

<210> 275

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 275
tgggttctga taaccttatc aact

<210> 276
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<211>19
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 276
ggttagtcaa acatgttgt

<210> 277

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 277
gacactggca gaatcaaacc aa

<210> 278

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 278
agagttacac ctttagctaa ctag

<210> 279

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 279
ccaggagttc aaggagca

<210> 280

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 280
accactcctt tctceegtet t

<210> 281

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 281
gtcttatggg acaatggtcg atat

<210> 282
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<211>18
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 282

ctaccctcaa ccctcatt 18

<210> 283

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 283
ccaagactga tcatgcta

<210> 284

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 284
cacttgacaa agttctcacg c

<210> 285

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 285
cattagggat taacggcttg g

<210> 286

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 286
cacacgttaa gaagactttc tgc

<210> 287

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 287
ctaagtgccc tccatgagaa ag

<210> 288
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 288
gcacagattt cccacactct

<210> 289

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 289
cttacaggag gtctggcatc a

<210> 290

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 290
ccacaatgag aaggcagag

<210> 291

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 291
gctgtggcat agctacactc

<210> 292

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 292
cagggtaatt tgtgggtctg

<210> 293

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 293
gggctatcca gaaagataag aa

<210> 294
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20
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<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 294
cataactggt ggagtatttc act

<210> 295

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 295
cttcaaggaa gaaattcaac aggg

<210> 296

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 296
catggattca acacagcaaa ca

<210> 297

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 297
ctctgacctc cttcactctt ac

<210> 298

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 298
gctttcattt gtgctaaacc tc

<210> 299

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 299
catcccagat gccctcat 18

<210> 300
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<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 300
gtagaaatcc caaggcaatc ag

<210> 301

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 301
gaacaactaa ctccacagaa ccc

<210> 302

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 302
gtgcagagga caggaagaa

<210> 303

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 303
ggtgcttcaa gacatacacc tta

<210> 304

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 304

22

23

19

23

ggaacctctg tgaccttgga 20

<210> 305

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 305
cccagtggta ccttctgaa 19

<210> 306
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<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 306
cttctgttge ttatttgggt aac 23

<210> 307

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 307
cccactggat gcctcc 16

<210> 308

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 308
cggagagacg catctgaa 18

<210> 309

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 309
caggatttcc agcttacagg g 21

<210> 310

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 310
cttgcaagat gtgcctctta 20

<210> 311

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 311
gggtagtttc tctaaacaca aa 22

<210> 312

ES 2739430 T3

126



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 312
gcagggtatt gagagaagga tc

<210> 313

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 313
gtgcacattt cttgatgaag gg

<210> 314

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 314
gagcaatgcc tgtttcatga ga

<210> 315

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 315
gttaacatta tacagcatgg tggc

<210> 316

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 316
gcagaacatg tcctgaagc

<210> 317

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 317
cagcttgttc ccaaacccat

<210> 318
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<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 318
caaagtgtgg aagttgcttc c

<210> 319

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 319
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ggtcgacttt gtccatcc 18

<210> 320

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 320

ctetgttgcee tgtggactc 19

<210> 321

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 321
ctaactagaa ttagtctgcc tgcc

<210> 322

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 322
gtgagccata atcgtgtca

<210> 323

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 323
gagaattaat gctccctctc ctg

<210> 324

24

19

23

128



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<211>19
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 324
gtggtctgct gttgaccaa 19

<210> 325

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 325
ggttgcaact gctgatctat 20

<210> 326

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 326
ctttcccagt caaggcag 18

<210> 327

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 327
gccgaagttc tccgaaggat 20

<210> 328

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 328
gacagactga cggagcttca 20

<210> 329

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 329
tgactctgcc gcacatgatc 20

<210> 330
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 330
gatccgatag ccctctgcag

<210> 331

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 331
caacaggcct gctaaacacc

<210> 332

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 332
ggtcaacaac cgagggactc

<210> 333

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 333
ttgtcattaa tgctggcgge

<210> 334

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 334
cggtgacggt ttgcaacttt

<210> 335

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 335
gtccggceagt taagggtctc

<210> 336

20

20

20

20

20

20

ES 2739430 T3

130



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 336
tactcacaaa cgactgcgca

<210> 337

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 337
cgtatatggc cgactggagg

<210> 338

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 338
tagggtttgc ggcgataagg

<210> 339

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 339
ccaagtcaac cacccgagac

<210> 340

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 340

acttcectgg ccttecttet 20

<210> 341

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 341
gcttgggtcc tctcctgaac

<210> 342
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 342
aacgtccgaa ccacaatgct

<210> 343

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 343
ctcctegceat ccaacagtceg

<210> 344

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 344
ccaccgtagc actccttctt

<210> 345

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 345
cggagcgtcg gtagtgtaaa

<210> 346

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 346
acaactcgac gaacctaccg

<210> 347

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 347
tggcccatcc ttatgtgctg

<210> 348
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 348
ggtcgttatt gctcaagecce 20

<210> 349

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 349
ttgattctgg ccctcccate 20

<210> 350

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 350
ctcacgccegg ctatttaggt 20

<210> 351

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 351
agtctgggta ggtggaggac 20

<210> 352

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 352
cgactgagcc acatccaact 20

<210> 353

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 353
gagcctcagc cggaattgaa 20

<210> 354
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 354
ttgccattct gcaccaatge 20

<210> 355

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 355
tattggtgtt cgcggcetgat 20

<210> 356

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 356

atgggcgtaa caggaggact 20

<210> 357

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 357
ggaatggcct acctgcatca 20

<210> 358

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 358
cccgttgttg tcatcgeate 20

<210> 359

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 359
gttcgatgceg tcccatgagt 20

<210> 360
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 360
caacccgcgt agatgttcct 20

<210> 361

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 361
gccagctcaa gagtgtagece 20

<210> 362

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 362
ttcttgatce tgcgegatgt 20

<210> 363

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 363
atcgcaggcg ttccctatac 20

<210> 364

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 364
tattggacct ccgaccacga 20

<210> 365

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 365
agccaccatt tagatccgeg 20

<210> 366
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 366
gaccagtaga agtctgcccg

<210> 367

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 367
tttcagaatg gccgagctgt

<210> 368

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 368
aggtgacctt cttgtacgcc

<210> 369

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 369
ggcgcgtcct tatttccate
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REIVINDICACIONES
1. Un método para detectar una variacion genética en una muestra genética de un sujeto, que comprende

poner en contacto el primer y el segundo conjuntos de sondas con la muestra genética, en donde el primer
conjunto de sondas comprende una primera sonda de marcaje y una primera sonda de etiquetado, y el segundo
conjunto de sondas comprende una segunda sonda de marcaje y una segunda sonda de etiquetado,

hibridar al menos partes del primer y el segundo conjuntos de sondas con la primera y la segunda regiones
de acido nucleico de interés en moléculas de nucledtidos de la muestra genética, respectivamente,

ligar el primer conjunto de sondas ligando al menos la primera sonda de marcaje y la primera sonda de
etiquetado,

ligar el segundo conjunto de sondas ligando al menos la segunda sonda de marcaje y la segunda sonda de
etiquetado,

opcionalmente amplificar los conjuntos de sondas ligadas,

inmovilizar las sondas de etiquetado y/o las sondas de etiquetado amplificadas de las mismas en una
ubicacién predeterminada sobre un sustrato, en donde

la primera y la segunda sondas de marcaje y/o las sondas de marcaje amplificadas de las mismas
ligadas a las sondas de etiquetado inmovilizadas y/o las sondas de etiquetado amplificadas de las mismas
comprenden una primera y una segunda marcas, respectivamente,

la primera y la segunda marcas son diferentes,
las marcas inmovilizadas se pueden resolver 6pticamente,

la primera y la segunda sondas de etiquetado inmovilizadas y/o las sondas de etiquetado
amplificadas de las mismas comprenden una primera y una segunda etiquetas, respectivamente, y

la etapa de inmovilizacién se realiza inmovilizando las etiquetas en la ubicacion predeterminada,

contar (i) un primer nimero de la primera marca inmovilizada sobre el sustrato, y (ii) un segundo numero de
la segunda marca inmovilizada sobre el sustrato, y

comparar el primer y el segundo nimeros para determinar la variacion genética en la muestra genética.

2. El método segun la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente marcar la primera y la segunda sondas de
marcaje con la primera y la segunda marcas, respectivamente, antes de la etapa de contacto; y/o que comprende
etiquetar la primera y la segunda sondas de etiquetado con la primera y la segunda etiquetas, respectivamente,
antes de la etapa de contacto.

3. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en donde el método comprende amplificar los
conjuntos de sondas ligadas con o sin marcar las sondas durante la amplificacion.

4. El método segun la reivindicacion 1, en donde

cada una de las primeras y las segundas sondas de marcaje comprende una secuencia de cebado directo o
inverso, y cada una de las primeras y las segundas sondas de etiquetado comprende una secuencia de cebado
inversa o directa correspondiente y una secuencia de nucledtidos de etiquetado como etiqueta,

el método comprende amplificar los conjuntos de sondas ligadas,

la etapa de amplificacion comprende amplificar (i) las primeras sondas de marcaje y etiquetado ligadas con
los primeros cebadores directo e inverso que hibridan con las secuencias de cebado directo e inverso,
respectivamente, en donde el primer cebador directo o inverso que hibrida con la primera sonda de marcaje
comprende la primera marca, y (ii) las segundas sondas de marcaje y etiquetado ligadas con segundos cebadores
directos e inversos que hibridan con las secuencias de cebado directo e inverso, respectivamente, en donde el
segundo cebador directo o inverso que hibrida con la segunda sonda de marcaje comprende la segunda marca,

las secuencias de nucleétidos de etiquetado amplificadas de las sondas de etiquetado se inmovilizan en
una ubicacién predeterminada sobre un sustrato, en donde las secuencias de nucledtidos de etiquetado amplificadas
de la primera y la segunda sondas de etiquetado son la primera y la segunda etiquetas,

el primer nimero es el numero de la primera marca en el primer conjunto de sondas amplificadas
inmovilizadas sobre el sustrato, y el segundo nimero es el nimero de la segunda marca en el segundo conjunto de
sondas amplificadas inmovilizadas sobre el sustrato.
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5. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde la etapa de amplificacion comprende poner en
contacto una exonucleasa con la sonda amplificada, digiriendo el extremo 5' del conjunto de sondas amplificadas
que no tiene ninguna marca en el extremo 5', en donde el extremo 5' del conjunto de sondas amplificadas que
comprenden la marca en el extremo 5' esta protegido de la digestion con exonucleasa.

6. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde la variacion genética determinada indica la
presencia o ausencia de cancer, la variabilidad farmacocinética, la toxicidad del farmaco, el rechazo de trasplante o
la aneuploidia en el sujeto.

7. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde el sujeto es un sujeto gestante, y la variacion
genética es una variacion genética en el feto del sujeto gestante.

8. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde el sujeto es un sujeto gestante y la variacion
genética se selecciona del grupo que consiste en la trisomia 13, la trisomia 18, la trisomia 21, la aneuploidia de X y
la aneuploidia de Y en el feto del sujeto gestante.

9. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en donde la muestra genética se selecciona del grupo
que consiste en sangre completa, suero, plasma, orina, saliva, sudor, materia fecal y lagrimas.

10. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde

la primera sonda de marcaje y la primera sonda de etiquetado hibridan con la primera region de acido
nucleico de interés, y

la segunda sonda de marcaje y las segundas sondas de etiquetado hibridan con la segunda region de acido
nucleico de interés.

11. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde la etapa de recuento comprende el filirado
espacial; o la etapa de recuento comprende el analisis de segmentacion de imagenes.

12. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en donde la etapa de comparacion comprende obtener
una estimacién de un numero relativo de las moléculas de nucleétido que tienen la primera y segunda regiones de
acido nucleico de interés.

13. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en donde las marcas inmovilizadas del mismo tipo
estan separadas por una distancia de al menos 250 nm en ambas dimensiones.

14. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en donde las marcas son colorantes fluorescentes.

15. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-14, en donde el sustrato comprende un compafiero de
unién que se pone en contacto, e inmoviliza las etiquetas.

16. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-15, en donde la etapa de inmovilizacion comprende
hibridar al menos una parte de la etiqueta o secuencia de nucleétidos de etiquetado con una molécula de nucleétido
correspondiente inmovilizada sobre el sustrato.

17. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-16, en donde las sondas de etiquetado se inmovilizan en
una matriz de multiples ubicaciones predeterminadas sobre un sustrato.

18. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-17, en donde el sujeto es un sujeto gestante, la variacion
genética es una variacion genética en el feto del sujeto gestante y el método comprende adicionalmente

poner en contacto los conjuntos de sondas maternas y paternas con la muestra genética, en donde el
conjunto de sondas maternas comprende una sonda de marcaje materna y una sonda de etiquetado materna, y el
conjunto de sondas paternas comprende una sonda de marcaje paterna y una sonda de etiquetado paterna,

hibridar al menos una parte de cada uno de los conjuntos de sondas maternas y paternas con una region de
acido nucleico de interés en las moléculas de nucledtidos de la muestra genética, comprendiendo la region de acido
nucleico de interés un sitio predeterminado de Polimorfismo de un Solo Nucleétido (SNP), en donde

la al menos una parte del conjunto de sondas maternas hibrida con un primer alelo en el sitio SNP,
la al menos una parte del conjunto de sondas paternas hibrida con un segundo alelo en el sitio SNP, y el primer y
segundo alelos son diferentes entre si,

ligar los conjuntos de sondas maternas y paternas ligando al menos (i) las sondas de marcaje y etiquetado
maternas, y (ii) las sondas de marcaje y etiquetado paternas,

opcionalmente amplificar los conjuntos de sondas ligadas,

inmovilizar las sondas de etiquetado y/o las sondas de etiquetado amplificadas de las mismas en una
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ubicacién predeterminada sobre un sustrato, en donde

las sondas de marcaje maternas y paternas y/o las sondas de marcaje amplificadas de las mismas
ligadas a las sondas de etiquetado inmovilizadas y/o las sondas de etiquetado amplificadas de las mismas
comprenden marcas maternas y paternas, respectivamente,

las marcas maternas y paternas son diferentes, y
las marcas inmovilizadas se pueden resolver 6pticamente,
contar los nimeros de las marcas maternas y paternas, y

determinar si una razén de material fetal en la muestra genética es suficiente para detectar la variacion
genética en el feto en funcion de los numeros de las marcas maternas y paternas.

19. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-18, en donde el sujeto es un sujeto gestante, la variacion
genética es una variacion genética en el feto del sujeto gestante y el método comprende adicionalmente

poner en contacto conjuntos de sondas del alelo A y B que son especificos del alelo para la muestra
genética, en donde el conjunto de sondas del alelo A comprende una sonda de marcaje del alelo A y una sonda de
etiquetado del alelo A, y el conjunto de sondas del alelo B comprende una sonda de marcaje del alelo B y una sonda
de etiquetado del alelo B,

hibridar al menos una parte de cada uno de los conjuntos de sondas del alelo A y el alelo B con una region
de acido nucleico de interés en moléculas de nucleétidos de la muestra genética, comprendiendo la regién de acido
nucleico de interés un sitio de polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) predeterminado para el cual el perfil alélico
materno difiere de un perfil alélico fetal en el sitio SNP, en donde

la al menos una parte del conjunto de sondas del alelo A hibrida con un primer alelo en el sitio
SNP, la al menos una parte del conjunto de sondas del alelo B hibrida con un segundo alelo en el sitio SNP, y el
primer y segundo alelos son diferentes entre si,

ligar los conjuntos de sondas del alelo A y B ligando al menos (i) las sondas de marcaje y etiquetado del
alelo A, y (ii) las sondas de marcaje y etiquetado del alelo B,

opcionalmente amplificar los conjuntos de sondas ligadas,

inmovilizar las sondas de etiquetado y/o las sondas de etiquetado amplificadas de las mismas en una
ubicacién predeterminada sobre un sustrato, en donde

las sondas de marcaje del alelo A y el alelo B y/o las sondas de marcaje amplificadas de las
mismas ligadas a las sondas de etiquetado inmovilizadas y/o las sondas de etiquetado amplificadas de las mismas
comprenden marcas del alelo Ay el alelo B, respectivamente,

las marcas del alelo A y el alelo B son diferentes, y
las marcas inmovilizadas se pueden resolver 6pticamente,
contar los numeros de las marcas del alelo Ay del alelo B, y

determinar si una razén de un material fetal en la muestra genética es suficiente para detectar la variacion
genética en el feto en funcion de los nimeros de las marcas del alelo A y del alelo B.

20. El método seguin cualquiera de las reivindicaciones 1-19, en donde el método excluye la secuenciacion de las
regiones de acido nucleico de interés y/o las sondas.

21. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-20, en donde el método excluye la lectura de matriz global
o la cuantificacion analogica.

22. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-21, en donde la etapa de recuento comprende
medir sefiales Opticas de las marcas inmovilizadas, y

calibrar los numeros contados que distinguen una sefal 6ptica de una marca Unica del resto de las sefales
opticas del fondo y/o multiples marcas.

23. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-22, en donde la etapa de recuento comprende
adicionalmente confirmar el recuento, en donde la confirmaciéon comprende

poner en contacto el primer y segundo conjunto de sondas de control con la muestra genética, en donde el
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primer conjunto de sondas de control comprende una primera sonda de marcaje de control y la primera sonda de
etiquetado, y el segundo conjunto de sondas de control comprende una segunda sonda de marcaje de control y la
segunda sonda de etiquetado,

hibridar al menos una parte del primer y el segundo conjuntos de sondas de control con la primera y la
segunda regiones de acido nucleico de interés en las moléculas de nucledtidos de la muestra genética,
respectivamente,

ligar el primer conjunto de sondas de control ligando al menos la primera sonda de marcaje de control y la
primera sonda de etiquetado,

ligar el segundo conjunto de sondas de control ligando al menos la segunda sonda de marcaje de control y
la segunda sonda de etiquetado,

opcionalmente amplificar los conjuntos de sondas ligadas,

inmovilizar cada una de las sondas de etiquetado y/o las sondas de etiquetado amplificadas de las mismas
en una ubicacién predeterminada sobre un sustrato, en donde

la primera y segunda sondas de marcaje de control y/o las sondas de marcaje amplificadas de las
mismas ligadas a las sondas de etiquetado inmovilizadas y/o las sondas de etiquetado amplificadas de las mismas
comprenden la primera y segunda marcas de control, respectivamente,

la primera y segunda marcas de control son diferentes, y
las marcas inmovilizadas se pueden resolver 6pticamente,
medir las sefiales Opticas de las marcas de control inmovilizadas sobre el sustrato, y

comparar las sefales oOpticas de la primera y la segunda marcas de control inmovilizadas con las sefiales
opticas de la primera y la segunda marcas inmovilizadas para determinar si existe un error basado en las marcas.

24. El método segun la reivindicacion 23, en donde la primera marca y la segunda marca de control son iguales, y la
segunda marca y la primera marca de control son iguales.
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NUMERO DE COPIAS MEDIDO Cr-X

NUMERO DE COPIAS MEDIDO

4.50
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2.50
2.00
1.50
1.00
0.50
0.00
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NUMERO DE COPIAS MEDIDO
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Figura 60A
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(ii) Mancha equilibrada, Canal rojo

(iv) Mancha aumentada, Canal verde
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61A

igura

F

183



NUMERO DE FLUOROS

RAZON

ES 2739430 T3

EQUILIBRADA
9750 AUMENTADA6
2500 I
CANAL IMAGEN
g ¢ S o VERDE
2250 1 A ROJO
Q
2000
1750 % —
A S
1 2 3 4 5 1 2 3 4
FACTOR (NUMERO DE MANCHAS)
Figura 61B
EQUILIBRADA AUMENTADA
15 O
14 A
TIPO
1.3
o EQUILIBRADA
A AUMENTADA
12
1.1
o o
1.0 ? s
1 2 3 4 5 1 2 3 4

FACTOR (NUMERO DE MANCHAS)

Figura 61C

184



ES 2739430 T3

(B CONJUNTOS DE SONDAS HIBRIDADAS
CONJUNTO DE

SONDAS A
,!" ‘HEBRA EFECTORA

d \/\
/‘ HEBRA ANTI-SENTIDO
CONJUNTO DE
SONDAS B
®
Figura 62

185



ES 2739430 T3

N

0 ETAPA 6: ANADIR CEBADORES Y

CEBADOR H COMPONENTES DE REACCION PCR
~——~ DIRECTO <7

CUENTAN (5)ip

MAGNETICA
ESTREPTA-
VIDINA

< 0O
CEBADOR INVERSO MODIFICADO
CON FOSFOROTIOATO

ETAPA 7: REACCION EN CADENA
DE LA POLIMERASA

[J Xn

PRODUCTO DE PCR

P

~

ETAPA 8: ANADIR EXONUCLEASA
LAMBDA

. AMPLIFICACION PCR

PREPARACION DE DIANA
~ PARA MICROMATRIZ

l

T FETTTTTT ETTTTTT R R N7 4T 45
DIANA PARA MICROMATRIZ

ETAPA 9: HIBRIDAR CON LA
MICROMATRIZ

Figura 63

INVERSO SOLOMAS
V' COMPONENTES REACCION PCR

‘ m-m +O
CEBADOR INVERSO

0 .
0 ETAPA 6: ANADIR CEBADOR
1

/ CUENTA
MAGNETICA
ESTREPTA-
VIDINA

ﬂ ETAPA 7: CICLO TERMICO
(A N E R T I Y
PRODUCTO DE AMPLIFICACION = DIANA PARA MICROMATRIZ |

Jl ETAPA 9: HIBRIDAR CON MICROMATRIZ

Figura 64

186

AMPLIFICACION

LINEAL
oY%



ES 2739430 T3

EVENTOS DE HIBRIDACION-LIGACION CICLO 1
CONJUNTO DE

SONDAS A HEBRA EFECTORA ADNg

CONJUNTO DE HEBRA ANTI-SENTIDO ADNg
SONDAS B

Figura 65A

EVENTOS DE HIBRIDACION-LIGACION CICLO 2
CONJUNTO DE

“ SONDAS A HEBRA EFECTORA ADNg
At O :>/J
o= X~
CONJUNTO DE HEBRA ANTI-SENTIDO ADNg
SONDAS B

CONJUNTO DE

SONDAS A
o O

SONDA
PRODUCTO B

SONDA

PRODUCTO A
U A A 0
o == v
CONJUNTO DE %

SONDAS B

Figura 65B

187



ES 2739430 T3

REACCION EN CADENA DE LA LIGASA
CONJUNTO DE SECUENCIA

SONDAS A DE CEBADO HEBRA EFECTORA ADNg
&~ S gd

CONJUNTO DE E;:ﬁ%iBA 'HEBRA ANTI-SENTIDO ADNg
SONDAS B

Figura 66A

AMPLIFICACION LINEAL Y MARCAJE CON UN CEBADOR

pumununnnpsessssssdannsnnnnle mm - -
[ = - e e wm
s ssssssssjenssnnnnnfe w w w w
H — —mmmmm
[T STT AT TR TATTAT T T W W W]

<- - .
CEBADOR INDIVIDUAL

Figura 66B

DIANA PARA MICROMATRIZ

I.uu.l.l.um.l.mh.l.l.l.l.l.l.l.i.l.l.l.l.l.l.l.lh_l_-_-_l—O
= T NG

Figura 66C

188



ES 2739430 T3

CTACGA _

NORMAL SECUENCIA "NORMAL"
——TGCGTA ..  GATGCT Vl
INVERSION PUNTO DE RUPTURA
CGCATC . TACGCA SECUENCIA "INVERTIDA"
AGCATC _ ... _ TACGCA |
VlPUNTO DE RUPTURA
Figura 67A

A

GATGCT /

PUNTO DE RUPTURA

Figura 67B

ATGCGT _

A

TACGCA /

PUNTO DE RUPTURA

Figura 67C

189



ES 2739430 T3

NORMAL

— TGCGTA - GATGCT |
TRANSLOCACION
GATGCT ,_TQT)_G_T_A__:{’\

PUNTO DE RUPTURA

Figura 68A

SECUENCIA "NORMAL"

9N

PUNTO DE RUPTURA
SECUENCIA "TRANSLOCADA"

,
CTACGA, {-_'

GATGCT A,
PUNTO DE RUPTURA

Figura 68B

A

—_— [
ACGCAT_ ‘

TGCGTA &,
PUNTO DE RUPTURA

Figura 68C

190



ES 2739430 T3

A 1100 03
L1101 —
A 1102 1104
- ——> 4
-
Figura 69A
1106
g : 1103
k107 [
T 1102 1105
- ——> 5
A

Figura 69B

191



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

