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DESCRIPCION
Secuenciacién sin enzima ni amplificacion
Antecedentes de la invencion

Actualmente hay una variedad de métodos para la secuenciacion de acido nucleico, es decir, el proceso de determinar
el orden preciso de nucledtidos dentro de una molécula de acido nucleico. Los métodos actuales requieren amplificar
un acido nucleico enzimaticamente, por ejemplo, PCR, y/o por clonacién. Se requieren polimerizaciones enzimaticas
adicionales para producir una sefial detectable por un medio de deteccion de luz. Tales etapas de amplificacion y
polimerizacién son costosas y/o requieren mucho tiempo. Por lo tanto, existe una necesidad en la técnica de un método
de secuenciacion de acido nucleico que esté libre de amplificacion y enzimas. El documento WO 2013/055995 A2
divulga una sonda de secuenciacion que tiene un dominio de unién diana hexamero (N1-N6) y una estructura de
estructura de acido nucleico no hibridante (TNH) que tiene seis sitios de hibridaciéon de sonda (B1-B6), en donde cada
uno de los B1-B6 en el TNH corresponden a uno de N1-N6. El documento US 7 745 129 B1 divulga una sonda de
secuenciacion que tiene uno o mas dominios de sonda que se unen a un acido nucleico diana y un dominio de
ensamblaje de etiqueta que tiene un indicador de inicio, regiones codificadoras de bases y un indicador final, en el que
cada una de las regiones codificadoras de bases en el dominio de ensamblaje de etiqueta corresponde a nucledtidos
dentro de los dominios de sonda. Las regiones codificadoras de bases pueden contener sitios de union a proteinas o
sitios de hibridacién de sonda. La presente invencion aborda estas necesidades.

Resumen de la invenciéon

La presente invencion, tal como se define en las reivindicaciones adjuntas, proporciona sondas de secuenciacion,
métodos y kits que proporcionan secuenciacion de acido nucleico libre de enzimas, libre de amplificacion y libre de
bibliotecas que tiene longitudes de lectura largas y con bajo indice error. Ademas, los métodos y kits tienen una rapida
capacidad de muestra a respuesta. Estas caracteristicas son particularmente Utiles para la secuenciaciéon en un
entorno clinico. En el presente documento se proporcionan sondas de secuenciacién que comprenden un dominio de
union diana y un dominio de cédigo de barras. El dominio de union diana y el dominio del cédigo de barras pueden
estar operativamente unidos, por ejemplo, unidos covalentemente. Una sonda de secuenciacion opcionalmente
comprende un espaciador entre el dominio de unién diana y el dominio del cédigo de barras. El espaciador puede ser
cualquier polimero con propiedades mecanicas apropiadas, por ejemplo, un espaciador de ADN de cadena sencilla o
de cadena doble (de 1 a 100 nucledtidos, por ejemplo, de 2 a 50 nucledtidos). Los ejemplos no limitantes de
espaciadores de ADN de cadena dobles incluyen las secuencias cubiertas por SEQ ID NO: 25 a SEQ ID NO: 29.

El dominio de unién diana comprende al menos ocho nucleétidos (por ejemplo, 9, 10, 11, 12 0 mas) y es capaz de
unirse a un acido nucleico diana (por ejemplo, ADN, ARN y PNA), y en el que al menos dos nucleétidos en el dominio
de union diana son bases universales capaces de unirse a cualquier base dentro del acido nucleico diana. El dominio
de codigo de barras comprende una cadena principal sintética, el dominio de cédigo de barras comprende al menos
seis posiciones de unién, por ejemplo, siete, ocho, nueve, diez, once, doce 0 mas posiciones de unién; cada posicion
de union tiene al menos una o mas (por ejemplo, una a cincuenta) regiones de union; dicha region de uniéon comprende
al menos una (es decir, una a cincuenta, por ejemplo, diez a treinta copias de una) secuencia(s) de acido nucleico
capaz de unirse por una molécula de acido nucleico complementaria (ARN o ADN). Cada posicion de unién de las al
menos seis posiciones de unién corresponde a un nucleétido en el dominio de unién diana y cada una de las al menos
seis posiciones de unién tiene una secuencia de acido nucleico diferente, en el que dicha secuencia de acido nucleico
de cada posicion de las al menos seis posiciones de unién determina la posicion y la identidad del nucleétido
correspondiente en dicho acido nucleico diana que esta unido por dicho dominio de unién diana, y en el que las bases
universales preceden y siguen a los nucleétidos correspondientes a las posiciones en el dominio de codigo de barras.
Ciertas posiciones en un dominio de codigo de barras pueden tener mas regiones de conexion que otras posiciones;
alternativamente, cada posicion en un dominio de codigo de barras tiene el mismo nimero de regiones de conexion.
La secuencia de acido nucleico de una primera region de union determina la posicion y la identidad de un primer
nucledstido en el acido nucleico diana que esta unido por un primer nucleétido del dominio de unién a la diana, mientras
que la secuencia de acido nucleico de una segunda region de union determina la posicion y identidad de un segundo
nucleétido en el acido nucleico diana que esta unido por un segundo nucleétido del dominio de unién diana. Del mismo
modo, la secuencia de acido nucleico de una sexta region de unién determina la posicion y la identidad de un sexto
nucleétido en el acido nucleico diana que estd unido por un sexto nucleétido del dominio de unién diana. En
realizaciones, la cadena principal sintética comprende un polisacarido, un polinucleétido (por ejemplo, ADN o ARN de
cadena sencilla o doble), un péptido, un acido nucleico peptidico o un polipéptido. El nimero de nucleétidos en un
dominio de union diana es igual o mayor que (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 o mas) el nimero de posiciones en el dominio de
cédigo de barras. Cada region de unién en una posicion especifica del dominio de cédigo de barras puede incluir una
copia de la misma secuencia de acido nucleico y/o multiples copias de la misma secuencia de acido nucleico. Sin
embargo, una region de union incluira una secuencia de acido nucleico diferente que una regiéon de unién en una
posicion diferente del dominio del codigo de barras, incluso cuando ambas regiones de union identifican el mismo tipo
de nucledtido, por ejemplo, adenina, timina, citosina, guanina, uracilo y analogos de los mismos. Una region de unién
puede estar unida a un monémero modificado, por ejemplo, un nucleétido modificado, en la cadena principal sintética,
creando asi una rama con respecto a la cadena principal sintética. Una region de union puede ser parte de una
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secuencia de polinucledtidos de la cadena principal sintética. Una o mas regiones de unién pueden estar adyacentes
a al menos un polinucleétido de cadena sencilla flanqueante, es decir, una region de unién puede estar operativamente
unida a un polinucleétido de cadena sencilla flanqueante 5’ y/o a un polinucleétido de cadena sencilla flanqueante 3'.
Una region de unién con o sin uno o dos polinucleétidos de cadena sencillas flanqueantes puede hibridarse con una
molécula de acido nucleico hibridante que carece de una etiqueta detectable. Una molécula de acido nucleico
hibridante que carece de una etiqueta detectable puede tener entre aproximadamente 4 y aproximadamente 20
nucleétidos de longitud, por ejemplo, 12 nucleétidos o mas.

Una region de unién puede estar unida por un acido nucleico complementario que comprende una etiqueta detectable.
Cada acido nucleico complementario puede comprender una etiqueta detectable.

Alternativamente, una regién de union puede estar unida por un acido nucleico complementario que es parte de un
complejo indicador (que comprende etiquetas detectables). Un acido nucleico complementario (que comprende una
etiqueta detectable o de un complejo indicador) puede tener una longitud de aproximadamente 4 y aproximadamente
20 nucleodtidos, por ejemplo, aproximadamente 8, 10, 12 y 14 nucleétidos, o mas. En un complejo indicador, un acido
nucleico complementario esta ligado (directa o indirectamente) a una molécula de acido nucleico primario. Un acido
nucleico complementario puede ligarse indirectamente a una molécula de acido nucleico primario a través de un
conector de acido nucleico de cadena sencilla o doble (por ejemplo, un polinucleétido que comprende de 1 a 100
nucledtidos). Un acido nucleico primario se hibrida con uno o mas acidos nucleicos secundarios (por ejemplo, 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 10 o mas). Cada acido nucleico secundario se hibrida con uno o mas (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,
9, 10 o mas) acidos nucleicos terciarios; los acidos nucleicos terciarios comprenden uno o mas etiquetas detectables.
Uno o cada acido nucleico secundario puede comprender una region que no se hibrida con una molécula de acido
nucleico primario y no se hibrida con una molécula de acido nucleico terciario (un “asa adicional”); esta region puede
tener cuatro o mas (por ejemplo, aproximadamente 6 a aproximadamente 40, por ejemplo, aproximadamente 8, 10,
12 y 14) nucledtidos de longitud. La regién que no se hibrida con una molécula de acido nucleico primario y no se
hibrida con una molécula de acido nucleico terciario puede comprender la secuencia de nucleétidos de la molécula de
acido nucleico complementaria que esta unida a la molécula de acido nucleico primario. Esta region puede estar
ubicada cerca del extremo del acido nucleico secundario distal a su extremo que se hibrida con el acido nucleico
primario. Al tener “asas adicionales” que comprenden la secuencia de nucleétidos del acido nucleico complementario,
la probabilidad y la velocidad a la que un complejo indicador se une a una sonda de secuenciacion aumenta
considerablemente. En cualquier realizacion o aspecto de la presente invencién, cuando un complejo indicador
comprende “asas adicionales”, el complejo indicador puede hibridarse con una sonda de secuenciacion a través del
acido nucleico complementario del complejo indicador o mediante el “asa adicional”. Por lo tanto, por ejemplo, la frase
“que se une a la primera regién de unioén ... una primera molécula complementaria de acido nucleico de un primer
complejo indicador “se entenderia de acuerdo con su significado simple y también se entenderia que significa” union
a la primera region de unién ... un 'manejo adicional' de un primer complejo indicador”.

En las realizaciones, los términos “dominio de codigo de barras” y “cadena principal sintética” son sinénimos.

En el presente documento, tal como se define en las reivindicaciones adjuntas, se encuentra un método para
secuenciar un acido nucleico utilizando una sonda de secuenciacion de la presente invencion. Cada uno (por ejemplo,
primero, segundo, tercero, cuarto, quinto, sexto, séptimo, octavo, noveno, décimo o superior) molécula de acido
nucleico complementario (que tiene una etiqueta detectable o parte de un complejo indicador) tiene la misma
secuencia de acido nucleico que su correspondiente (es decir, primero, segundo, tercero, cuarto, quinto, sexto,
séptimo, octavo, noveno, décimo o superior) hibridando la molécula de acido nucleico que carece de una etiqueta
detectable. El acido nucleico diana se inmoviliza en un sustrato uniendo una primera posicion y/o segunda posicion
del acido nucleico diana con una primera y/o una segunda sonda de captura; cada sonda de captura comprende una
etiqueta de afinidad que se une selectivamente a un sustrato. Las posiciones primera y/o segunda pueden estar en o
cerca de un extremo de un acido nucleico diana. El sustrato puede ser cualquier soporte sélido conocido en la técnica,
por ejemplo, un portaobjetos recubierto y un dispositivo microfluidico (por ejemplo, recubierto con estreptavidina).
Otras posiciones que se encuentran distantes de un extremo de un acido nucleico diana pueden unirse selectivamente
al sustrato. El acido nucleico puede alargarse aplicando una fuerza (por ejemplo, gravedad, fuerza hidrodinamica,
fuerza electromagnética, estiramiento por flujo, una técnica de menisco en retroceso y combinaciones de los mismos)
suficiente para extender el acido nucleico diana.

En el presente documento se proporciona un método para secuenciar un acido nucleico utilizando una poblacién de
sondas de la presente invenciéon o una pluralidad de poblaciones de sondas de la presente invencion. EI método
comprende etapas de: (1) hibridar al menos una primera poblacién de primeras sondas de secuenciacion que
comprenden una pluralidad de la sonda de secuenciacion de la presente invencién a un acido nucleico diana que se
inmoviliza en un sustrato, en el que el acido nucleico diana se inmoviliza a el sustrato en una o mas posiciones (con
cada sonda de secuenciacién en la primera poblacién deshibridando del acido nucleico diana inmovilizado en
aproximadamente las mismas condiciones, por ejemplo, nivel de agente caotrépico, temperatura, concentracion de
sal, pH y fuerza hidrodinamica); (2) unir una primera molécula complementaria de acido nucleico que comprende una
etiqueta detectable o una primera molécula complementaria de acido nucleico de un primer complejo indicador que
comprende una etiqueta detectable a una primera posicion de union de las al menos seis posiciones de union; (3)
detectar la etiqueta detectable de la primera molécula de acido nucleico complementaria unida o la etiqueta detectable
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de la primera molécula de acido nucleico complementaria unida del primer complejo indicador; (4) identificar la posicion
e identidad de un primer nucleétido en el acido nucleico diana inmovilizado; (5) unirse a la primera posiciéon de unién
una primera molécula de acido nucleico hibridante que carece de una etiqueta detectable, desuniendo asi las primeras
moléculas de acido nucleico complementarias que comprenden una etiqueta detectable o la primera molécula de acido
nucleico complementario del primer complejo indicador que comprende una etiqueta detectable; (6) unir una segunda
molécula complementaria de acido nucleico que comprende una etiqueta detectable o una segunda molécula
complementaria de acido nucleico de un segundo complejo indicador que comprende una etiqueta detectable a una
segunda posicién de union de las al menos seis posiciones de unién; (7) detectar la etiqueta detectable de la segunda
molécula de acido nucleico complementario unido o la etiqueta detectable de la segunda molécula de acido nucleico
complementario unido del segundo complejo indicador; (8) identificar la posicion e identidad de un segundo nucleétido
en el acido nucleico diana inmovilizado; (9) repetir los pasos (5) a (8) hasta que cada posicion de union de las al menos
seis posiciones de unién haya sido unida por una molécula complementaria de acido nucleico que comprende una
etiqueta detectable o una molécula complementaria de acido nucleico de un complejo indicador que comprende una
etiqueta detectable, y se ha detectado la etiqueta detectable de la molécula complementaria unida de acido nucleico
o la etiqueta detectable de la molécula complementaria unida de acido nucleico de un complejo indicador, identificando
asi el orden lineal de al menos seis nucledtidos para al menos una primera region del acido nucleico inmovilizado de
diana que se hibridd mediante el dominio de union diana de la sonda de secuenciacion; y (10) deshibridar al menos
una primera poblacion de primeras sondas de secuenciacion del acido nucleico diana inmovilizado. Los pasos (5) y
(6) pueden ocurrir concurrente o secuencialmente. De este modo, se identifica el orden lineal de los nucleétidos para
las regiones del acido nucleico diana inmovilizado que se hibridaron mediante el dominio de unién diana de las sondas
de secuenciacion en la primera poblacién de sondas de secuenciacion.

En las realizaciones, cuando se usa una pluralidad de poblaciones (es decir, mas de una poblacién) de sondas, el
método comprende ademas etapas de: (11) hibridar al menos una segunda poblacién de segundas sondas de
secuenciacion que comprenden una pluralidad de la secuenciacién sondas de la presente invenciéon a un acido
nucleico diana que se inmoviliza en un sustrato, en el que el acido nucleico diana se inmoviliza al sustrato en una o
mas posiciones, en donde el dominio de unién diana de las primeras sondas de secuenciacion y la segunda sonda de
secuenciacion son diferentes, y en el que cada sonda de secuenciacion en la segunda poblacion se deshibrida del
acido nucleico diana inmovilizado en aproximadamente las mismas condiciones; y se deshibrida del acido nucleico
diana inmovilizado en diferentes condiciones de las sondas de secuenciacién en la primera poblacion; (12) unir una
primera molécula complementaria de acido nucleico que comprende una etiqueta detectable o una primera molécula
complementaria de acido nucleico de un primer complejo indicador que comprende una etiqueta detectable a una
primera region de union de al menos seis posiciones de union; (13) detectar la etiqueta detectable de la primera
molécula de acido nucleico complementaria unida o la etiqueta detectable de la primera molécula de acido nucleico
complementaria unida del primer complejo indicador; (14) identificar la posicion e identidad de un primer nucleétido en
el acido nucleico diana inmovilizado; (15) unirse a la primera posicion de unién una primera molécula de acido nucleico
hibridante que carece de una etiqueta detectable, desuniendo asi las primeras moléculas de acido nucleico
complementarias (que tienen una etiqueta detectable o de un complejo indicador); (16) unir una segunda molécula
complementaria de acido nucleico que comprende una etiqueta detectable o una segunda molécula complementaria
de acido nucleico de un segundo complejo indicador que comprende una etiqueta detectable a una segunda posicion
de union de las al menos seis posiciones de unién; (17) detectar la etiqueta detectable de la segunda molécula de
acido nucleico complementario unido o la etiqueta detectable de la segunda molécula de acido nucleico
complementario unido del segundo complejo indicador; (18) identificar la posicion e identidad de un segundo nucleétido
en el acido nucleico diana inmovilizado; y (19) repetir los pasos (15) a (18) hasta que cada posicion de union de las al
menos seis posiciones de unién haya sido unida por una molécula complementaria de acido nucleico que comprende
una etiqueta detectable o una molécula de acido nucleico complementaria de un complejo indicador que comprende
una etiqueta detectable, y la etiqueta detectable de la molécula complementaria de acido nucleico unida o la etiqueta
detectable de la molécula complementaria de acido nucleico unida de un complejo indicador se ha detectado,
identificando asi el orden lineal de al menos seis nucleétidos para al menos una segunda regién del acido nucleico
diana inmovilizado que se hibridd mediante el dominio de unién diana de la sonda de secuenciacion; y (20) deshibridar
la al menos una segunda poblacion de segundas sondas de secuenciacion del acido nucleico diana inmovilizado. Los
pasos (16) y (17) pueden ocurrir concurrente o secuencialmente.

Cada sonda de secuenciacion en la segunda poblaciéon puede deshibridarse del acido nucleico diana inmovilizado en
una condicién diferente (por ejemplo, una temperatura mas alta, un nivel mas alto de agente caotrépico, una
concentracion de sal mas alta, una velocidad de flujo mas alta y un pH diferente) que la condicién promedio para la
cual las sondas de secuenciacion en la primera poblacion se deshibridan del acido nucleico diana. Sin embargo,
cuando se usan mas de dos poblaciones de sondas, entonces las sondas en dos poblaciones secuenciales pueden
deshibridarse en condiciones diferentes y las sondas en poblaciones no secuenciales pueden deshibridarse en
condiciones similares. Como ejemplo, las sondas en una primera poblacion y una tercera poblacién pueden
deshibridarse en condiciones similares. En realizaciones, las poblaciones secuenciales de sondas se deshibridan en
condiciones cada vez mas estrictas (por ejemplo, niveles mas altos de agente caotrépico, concentracion de sal y
temperatura). Para un dispositivo microfluidico, utilizando la temperatura como ejemplo, una primera poblacion de
sondas puede permanecer hibridada a una primera temperatura, pero deshibridarse a una segunda temperatura, que
es mas alta que la primera. Una segunda poblacién de sondas puede permanecer hibridada a la segunda temperatura,
pero deshibridarse a una tercera temperatura, que es mas alta que la segunda. En este ejemplo, las soluciones (que
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comprenden los reactivos requeridos por el presente método) que fluyen sobre un acido nucleico diana para las
poblaciones de sonda iniciales estan a una temperatura mas baja que las soluciones que fluyen sobre el acido nucleico
diana para las poblaciones de sonda posteriores.

En algunas realizaciones, después de que se haya usado una poblacidon de sondas, la poblacion de sondas se
deshibrida del acido nucleico diana y se usa una nueva alicuota de la misma poblacion de sondas. Por ejemplo,
después de que una primera poblacién de sondas ha sido hibridada, detectada y deshibridada, se hibrida una alicuota
posterior de la primera poblacién de sondas. Alternativamente, como ejemplo, una primera poblacion de sondas puede
deshibridarse y reemplazarse con una segunda poblacion de sondas; una vez que la segunda poblacion ha sido
detectada y deshibridada, una parte alicuota posterior de la primera poblacién de sondas se hibrida con el acido
nucleico diana. Por lo tanto, una sonda en la poblacién posterior puede hibridarse con una regién del acido nucleico
diana que se habia secuenciado previamente (obteniendo asi informacién de secuencia duplicada y/o confirmatoria)
0 una sonda en la poblacion posterior puede hibridarse con una region del nucleico diana acido que no habia sido
secuenciado previamente (obteniendo asi nueva informacion de secuencia). De acuerdo con lo anterior, una poblacion
de sondas se puede volver a dividir en alicuotas cuando una lectura previa no fue satisfactoria (por cualquier motivo)
y/o para mejorar la precision de la alineacion resultante de las lecturas de secuenciacion.

Las sondas que hibridan y deshibridan en condiciones similares pueden tener longitudes similares de su dominio de
union diana, contenido de GC o frecuencia de bases repetidas y combinaciones de los mismos. Las relaciones entre
Tm y la longitud de un oligonucledtido se ensefian, por ejemplo, en Sugimoto et al., Biochemistry, 34, 11211-6.

Cuando se usan mas de dos poblaciones de sondas, los pasos, como se describe para la primera y segunda
poblaciones de sondas de secuenciacion, se repiten con poblaciones adicionales de sondas (por ejemplo, 10 a 100 a
1000 poblaciones). El nimero de poblaciones de sondas utilizadas dependera de una variedad de factores, que
incluyen, entre otros, el tamafo del acido nucleico diana, el nimero de sondas Unicas en cada poblacion, el grado de
superposicion entre las sondas de secuenciacion deseadas y el enriquecimiento de sondas a regiones de interés.

Una poblacion de sondas puede contener sondas de secuenciacion adicionales dirigidas a una region especifica de
interés en un acido nucleico diana, por ejemplo, una region que contiene una mutacion (por ejemplo, una mutacion
puntual) o un alelo SNP. Una poblacién de sondas puede contener menos sondas de secuenciacion dirigidas a una
region especifica de menor interés en un acido nucleico diana.

Una poblacion de sondas de secuenciacion puede compartimentarse en grupos discretos mas pequefios de sondas
de secuenciaciéon. La compartimentacion puede basarse en la temperatura de fusion prevista del dominio de unién
diana en las sondas de secuenciacion y/o en el motivo de secuencia del dominio de unién diana en las sondas de
secuenciacion. La compartimentacion puede basarse en reglas derivadas empiricamente. Los diferentes grupos de
sondas de secuenciacion pueden hacerse reaccionar con el acido nucleico diana utilizando diferentes condiciones de
reaccion, por ejemplo, en funcién de la temperatura, la concentracion de sal y/o el contenido del regulador. La
compartimentacion puede realizarse para cubrir el acido nucleico diana con una cobertura uniforme. La
compartimentacion puede realizarse para cubrir el acido nucleico diana con un perfil de cobertura conocido.

Las longitudes de los dominios de unién a la diana en una poblacion de sondas de secuenciacion pueden reducirse
para aumentar la cobertura de las sondas en una region especifica de un acido nucleico diana. Las longitudes de los
dominios de unién diana en una poblacién de sondas de secuenciacion pueden aumentarse para disminuir la cobertura
de las sondas en una region especifica de un acido nucleico diana, por ejemplo, por encima del limite de resolucién
del aparato de secuenciacion.

De manera alternativa o adicional, la concentracion de las sondas de secuenciacién en una poblacién puede
aumentarse para aumentar la cobertura de las sondas en una regién especifica de un acido nucleico diana. La
concentracion de las sondas de secuenciacion puede reducirse para disminuir la cobertura de las sondas en una
region especifica de un acido nucleico diana, por ejemplo, por encima del limite de resolucidon del aparato de
secuenciacion. Los métodos para secuenciar un acido nucleico comprenden ademas etapas de ensamblar cada orden
lineal de nucledtidos identificado para cada region del acido nucleico diana inmovilizado, identificando asi una
secuencia para el acido nucleico diana inmovilizado. Los pasos de ensamblaje usan un medio de almacenamiento
legible por ordenador no transitorio con un programa ejecutable almacenado en el mismo que instruye a un
microprocesador para organizar cada orden lineal identificado de nucledtidos, obteniendo asi la secuencia del acido
nucleico. El ensamblaje puede ocurrir en “tiempo real’, es decir, mientras se recopilan datos de sondas de
secuenciacion en lugar de después de que se hayan recopilado todos los datos.

El acido nucleico diana, es decir, que esta secuenciado, puede tener una longitud de entre aproximadamente 4 y
1,000,000 de nucledtidos. La diana puede incluir un cromosoma completo intacto o un fragmento del mismo, cualquiera
de los cuales tiene mas de 1,000,000 de nucledtidos de longitud.

En el presente documento se proporcionan kits que incluyen sondas de secuenciacion de la presente invencion y para
realizar métodos de la presente invencion. En las realizaciones, los kits incluyen un sustrato capaz de inmovilizar un
acido nucleico a través de una sonda de captura, una pluralidad de sondas de secuenciacion de la presente invencion,
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al menos dos sondas de captura, en el que una sonda de captura comprende una secuencia de acido nucleico que se
hibrida a una region de un acido nucleico diana que es diferente de la regién del acido nucleico diana que se hibrida
con una sonda de secuenciacion y una etiqueta de afinidad, al menos seis moléculas de &acido nucleico
complementarias que comprenden una etiqueta detectable, en el que un acido nucleico complementario que
comprende una etiqueta detectable comprende una secuencia de acido nucleico que hibrida con una de las al menos
seis posiciones de union de una sonda de secuenciacion y una etiqueta detectable, al menos seis moléculas de acido
nucleico complementarias que carecen de una etiqueta detectable, en el que un acido nucleico complementario que
carece de una etiqueta detectable comprende una secuencia de acido nucleico que hibrida con una de las al menos
seis posiciones de conexion de una sonda de secuenciacion, e instruye complementos para su uso. En realizaciones,
el kit comprende aproximadamente o al menos 4096 sondas de secuenciacién Unicas. 4096 es el nimero minimo de
sondas Unicas necesarias para incluir cada combinacion hexameérica posible (es decir, para las sondas que tienen seis
regiones de union en los dominios de codigo de barras). Aqui, “4096” se logra ya que hay cuatro opciones de
nucledtidos para seis posiciones: 4. Para un conjunto de sondas que tienen cuatro regiones de union en los dominios
de codigo de barras, solo 256 (es decir, 4* se necesitaran) sondas unicas. Para un conjunto de sondas que tienen
ocho nucledtidos en sus dominios de unién diana, 42 (es decir, se necesitaran 65,536) sondas Unicas. Para un conjunto
de sondas que tienen diez nucleotidos en sus dominios de union diana, 4'° (es decir, se necesitaran 1,048,576) sondas
Unicas.

En las realizaciones, el kit comprende aproximadamente o al menos veinticuatro moléculas de acido nucleico
complementarias distintas que tienen una etiqueta detectable y aproximadamente o al menos veinticuatro moléculas
de acido nucleico hibridante distintas que carecen de una etiqueta detectable. Un acido nucleico complementario
puede unirse a una region de unién que tiene una secuencia de una de las SEQ ID NO: 1 a 24, como ejemplos no
limitantes. Secuencias ejemplares adicionales que pueden incluirse en un dominio de cddigo de barras se enumeran
en SEQ ID NO: 42 a SEQ ID NO: 81. De hecho, la secuencia de nucleétidos no esta limitada; preferiblemente carece
de homologia sustancial (por ejemplo, 50% a 99.9%) con una secuencia de nucleétidos conocida; Esto ayuda a evitar
la hibridacion indeseable de un acido nucleico complementario y un acido nucleico diana.

Cualquiera de los aspectos y realizaciones anteriores se puede combinar con cualquier otro aspecto o realizacion. A
menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento tienen
el mismo significado que comunmente entiende un experto en la materia a la que pertenece esta invencion. En la
Especificacion, las formas singulares también incluyen el plural a menos que el contexto indique claramente lo
contrario; Como ejemplos, los términos “un”, “uno” y “la” se entienden en singular o plural y el término “0” se entiende
que es inclusivo. A modo de ejemplo, “un elemento” significa uno o mas elementos. A lo largo de la especificacion, se
entendera que la palabra “que comprende” o variaciones tales como “comprende” o “que comprende” implica la
inclusion de un elemento, nimero entero o paso, o grupo de elementos, nimeros enteros o pasos, pero no la exclusion.
de cualquier otro elemento, entero o paso, o grupo de elementos, enteros o pasos. Aproximadamente puede
entenderse como dentro del 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0.5%, 0.1%, 0.05% o 0.01% del Valor
establecido. A menos que el contexto indique lo contrario, todos los valores numéricos proporcionados en este
documento se modifican con el término “aproximadamente”.

Breve descripcion de los dibujos

El archivo de patente o solicitud contiene al menos un dibujo ejecutado en color. La Oficina proporcionara copias de
esta patente o publicacion de solicitud de patente con dibujos en color, previa solicitud y pago de la tarifa necesaria.

Las caracteristicas anteriores y adicionales se apreciaran mas claramente a partir de la siguiente descripcion detallada
cuando se toma junto con los dibujos adjuntos.

La Figura 1 a la Figura 5 muestran esquemas de sondas de secuenciacion ejemplares de la divulgacion.
La Figura 6A a la Figura 6D son esquemas que muestran variantes de una sonda de secuenciacion de la divulgacion.

La Figura 7 muestra esquemas de dominios de unién diana de sondas de secuenciacion de la divulgacion; los dominios
incluyen cero, dos o cuatro nucledtidos que tienen bases universales.

La Figura 8A a la Figura 8E ilustran los pasos de un método de secuenciacion de la divulgacion.
La figura 9A muestra un paso inicial de un método de secuenciacion de la divulgacion.
La figura 9B muestra un esquema de un complejo indicador que comprende etiquetas detectables.

La Figura 9C muestra una pluralidad de complejos indicadores, cada uno de los cuales comprende etiquetas
detectables.

Las Figuras 9D a 9G muestran pasos adicionales del método de secuenciacion comenzado en la Figura 9A.
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La figura 10 muestra una ilustracion alternativa de los pasos mostrados en la figura 9D y la figura 9E y datos ejemplares
obtenidos a partir de los mismos. El fragmento de la sonda de secuencia que se muestra tiene la secuencia de SEQ
ID NO: 82.

La Figura 11 ilustra una variacion del método que se muestra en la Figura 10. El fragmento de la sonda de secuencia
que se muestra también tiene la secuencia de SEQ ID NO: 82.

La Figura 12 ilustra un método de la presente invencion.

La Figura 13 compara los pasos requeridos en un método de secuenciacion de la divulgacion con los pasos requeridos
con otros métodos de secuenciacion.

La Figura 14 y la Figura 15 ejemplifican las mediciones de rendimiento obtenibles por los métodos de la divulgacion.

La Figura 16 compara la velocidad de secuenciacion, el nimero de lecturas y la utilidad clinica para la presente
invencion y varios otros métodos/aparatos de secuenciacion.

La Figura 17 demuestra el bajo indice de error bruto de los métodos de secuenciacion de la divulgacion. La secuencia
de plantilla mostrada tiene la secuencia de SEQ ID NO: 83.

La Figura 18 compara los datos de secuencia obtenibles de los métodos de la divulgacion con otros métodos de
secuenciacion.

La Figura 19 demuestra la especificidad de base unica de los métodos de secuenciacion de la divulgacion. Las
secuencias de plantilla y sonda mostradas (de arriba a abajo) tienen las secuencias de SEQ ID NO: 84 a SEQ ID NO:
88.

La Figura 20A muestra varios disefios de complejos indicadores de la divulgacion.

La Figura 20B muestra los recuentos fluorescentes obtenidos de los complejos indicadores mostrados en la Figura
20A.

La figura 20C muestra recetas ejemplares para construir complejos indicadores de la divulgacion.
La Figura 21A muestra disefios de complejos indicadores que comprenden “asas adicionales”.

La Figura 21B muestra los recuentos fluorescentes obtenidos de los complejos indicadores que tienen “asas
adicionales”.

La Figura 22A y la Figura 22B muestran la cinética de hibridacion de dos disefios ejemplares de complejos indicadores
de la divulgacion.

La Figura 23 muestra un esquema de una sonda de secuenciacion de la divulgacion utilizada en un método distinto
del que se muestra en la Figura 8 a la Figura 12.

La Figura 24 muestra un esquema de una tarjeta de secuenciacion consumible Uutil en la divulgacion.

La Figura 25 muestra la deteccién de falta de coincidencia de un 10 mer, como se describe en el Ejemplo 3. Los
nucleétidos mostrados (de arriba a abajo) tienen las secuencias de SEQ ID NO: 89 a SEQ ID NO: 99.

La Figura 26 muestra la capacidad de hibridacion dependiendo del tamafio de un dominio de unién diana, como se
describe en el Ejemplo 3. El fondo es alto debido a una concentracion de indicador muy alta y no hubo purificacién
previa. Los nucledtidos mostrados (de arriba a abajo) tienen las secuencias de SEQ ID NO: 100 a SEQ ID NO: 104.

La Figura 27 muestra una comparacion entre un punto Unico frente a un indicador de longitud completa. Los resultados
para puntos unicos muestran que la velocidad de hibridacion es 1000 veces mayor que para un cédigo de barras de
longitud completa (Condiciones objetivo de 100 nM, hibridacion de 30 minutos).

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencidon proporciona sondas de secuenciacion, métodos, kits y aparatos que proporcionan
secuenciacion de acido nucleico libre de enzimas, libre de amplificacién y libre de bibliotecas que tiene longitudes de
lectura largas y con baja tasa de error.

Sonda de secuencia
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La presente invencion, tal como se define en las reivindicaciones adjuntas, y la divulgacion se refieren a una sonda de
secuenciacion que comprende un dominio de unién diana y un dominio de cadigo de barras. En las figuras 1 a 6 se
muestran ejemplos de sondas de secuenciacion de la divulgacion.

La figura 1 muestra un esquema de una sonda de secuenciacion de la divulgaciéon. Esta sonda de secuenciacion
ejemplar tiene un dominio de union diana de seis nucledtidos, cada uno de los cuales corresponde a una posicién en
el dominio de coédigo de barras (que comprende una o mas regiones de union). Se observa una primera region de
union; corresponde al nucledtido de un acido nucleico diana unido por un primer nucleétido en el dominio de unién
diana. Se anota la tercera posicién en el dominio del cédigo de barras. Se observa una quinta posicién que comprende
dos regiones de unién. Cada posicion en un dominio de codigo de barras puede tener miltiples regiones de unién. Por
ejemplo, una posicién puede tener de 1 a 50 regiones de unién. Ciertas posiciones en un dominio de cédigo de barras
pueden tener mas regiones de unién que otras posiciones (como se muestra aqui en la posicion 5 en relacion con las
posiciones 1 a 4 y 6); alternativamente, cada posicién en un dominio de cédigo de barras tiene el mismo numero de
regiones de union (ver, por ejemplo, Figuras 2, 3, 5y 6). Aunque no se muestra, cada regidon de unién comprende al
menos una (es decir, una a cincuenta, por ejemplo, diez a treinta) copias de una secuencia o secuencias de acido
nucleico capaces de unirse reversiblemente a una molécula complementaria de acido nucleico (ARN o ADN). En la
Figura 1, las regiones de unién son integrales a la molécula de polinucleétido lineal que forma el dominio del codigo
de barras.

La figura 2 muestra un esquema de una sonda de secuenciacion de la divulgaciéon. Esta sonda de secuenciacion
ejemplar tiene un dominio de unién diana de seis nucleétidos, cada uno de los cuales corresponde a una region de
union en el dominio de cédigo de barras. Se observa una primera regiéon de unioén; corresponde al nucleétido de un
acido nucleico diana unido por un primer nucleétido en el dominio de unién diana. La cuarta posicién en el dominio del
cédigo de barras, que comprende una parte del dominio del cddigo de barras y dos cuartas regiones de union estan
rodeadas. Se observan dos sextas regiones de archivos adjuntos. Aqui, cada posicion tiene dos regiones de union;
sin embargo, cada posiciéon en un dominio de cadigo de barras puede tener una regiéon de union o multiples regiones
de unién, por ejemplo, de 2 a 50 regiones de unién. Aunque no se muestra, cada region de unién comprende al menos
una (es decir, una a cincuenta, por ejemplo, diez a treinta) copias de una secuencia o secuencias de acido nucleico
capaces de unirse reversiblemente a una molécula complementaria de acido nucleico (ARN o ADN). En la Figura 2,
el dominio del cddigo de barras es una molécula de polinucledtido lineal a la que estan unidas las regiones de union;
Las regiones de unién no son integrales a la molécula polinucleotidica.

La figura 3 muestra otro esquema de una sonda de secuenciacion de la divulgacion. Esta sonda de secuenciacion
ejemplar tiene un dominio de unién diana de cuatro nucleétidos, con estos cuatro nucleétidos en las cuatro posiciones
correspondientes en el dominio de cadigo de barras. Cada posicion se muestra con tres regiones de union vinculadas.

La figura 4 muestra aun otro esquema de una sonda de secuenciacion de la divulgacion. Esta sonda de secuenciacion
ejemplar tiene un dominio de unién diana de diez nucledtidos. Sin embargo, solo los primeros seis nucleotidos
corresponden a seis posiciones en el dominio del codigo de barras. Los nucleétidos séptimo a décimo (indicados por
“n1 a ng”) se agregan para aumentar la longitud del dominio de unién a la diana, lo que afecta la probabilidad de que
una sonda hibrida y permanezca hibridada con un acido nucleico diana.

En las realizaciones, los nucledétidos “n” pueden preceder a los nucleétidos correspondientes a las posiciones en el
dominio del codigo de barras. En realizaciones, los nucleotidos “n” pueden seguir a los nucleétidos correspondientes
a posiciones en el dominio de cédigo de barras. En la Figura 4, se muestran cuatro nucleétidos “n”; sin embargo, un
dominio de unién diana puede incluir mas de cuatro nucleétidos “n”. Los “n” nucledtidos pueden tener bases
universales (por ejemplo, Inosina, derivados de 2'-desoxiinosina (hipoxantina-desoxinucleétido), nitroindol, analogos
de nitroazol y bases hidréfobas aromaticas sin enlaces de hidrégeno) que pueden emparejarse con cualquiera de las
cuatro bases candnicas.

Otra sonda de secuenciacion de la union se muestra en la Figura 5. Aqui, los nucleétidos “n” preceden y siguen a los
nucleétidos correspondientes a las posiciones en el dominio de cddigo de barras. La sonda de secuenciacion ejemplar
mostrada tiene un dominio de unién diana de diez nucledtidos. Sin embargo, solo los terceros a ocho nucledtidos en
el dominio de unién diana corresponden a seis posiciones (primera a sexta) en el dominio de cédigo de barras. Los
nucleétidos primero, segundo, noveno y décimo (indicados por “n1 a ns”) se agregan para aumentar la longitud del
dominio de unién diana. En la Figura 5, se muestran cuatro nucleétidos “n”; sin embargo, un dominio de unién diana
puede incluir mas o menos de cuatro nucleétidos “n”. La Figura 6A a la Figura 6D muestran variantes de una sonda
de secuenciacion de la Figura 1. En la Figura 6A, el orden lineal de los nucledtidos en el dominio de unién diana y el
orden lineal de las regiones de unidén en el dominio del codigo de barras progresan de izquierda a derecha (con
respecto a la ilustracion) En la Figura 6B, el orden lineal de los nucleétidos en el dominio de unién diana y el orden
lineal de las regiones de unién en el dominio del cédigo de barras progresan de derecha a izquierda (con respecto a
la ilustracion). En la Figura 6C, el orden lineal de los nucleétidos en el dominio de unién diana se invierte con respecto
al orden lineal de las regiones de union en el dominio del codigo de barras. En cualquier sonda de la divulgacion,
puede haber una falta de orden estricto de los nucleétidos en el dominio de unién diana y de las regiones de unioén en
el dominio de codigo de barras, siempre que la sonda esté disefiada de manera que cada nucleétido en el dominio de
union diana corresponda a un dominio de unién o dominios de unién en el dominio de cédigo de barras; la falta de
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orden estricto se muestra en la Figura 6D. Cualquier sonda de la divulgacion (por ejemplo, las ejemplificadas en las
Figuras 1 a 5) puede tener un orden de nucleétidos y regiones de unién como se muestra en la Figura 6.

El dominio de unién diana tiene al menos cuatro nucleétidos, por ejemplo, al menos 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 0o mas
nucleétidos. El dominio de unién diana preferible es un polinucleétido. El dominio de unién diana es capaz de unir un
acido nucleico diana.

Una sonda puede incluir multiples copias del dominio de unién diana operativamente unido a una cadena principal
sintética.

Las sondas pueden disefiarse para controlar la probabilidad de hibridacién y/o deshibridacién y las velocidades a las
que se producen. En general, cuanto mas baja es la Tm de una sonda, mas rapido y mas probable es que la sonda
se hibride a/desde un acido nucleico diana. Por lo tanto, el uso de sondas de Tm mas bajas disminuira el nimero de
sondas unidas a un acido nucleico diana.

La longitud de un dominio de union diana, en parte, afecta la probabilidad de que una sonda hibrida y permanezca
hibridada con un acido nucleico diana. En general, cuanto mas largo (mayor nimero de nucleétidos) es un dominio de
unién diana, menos probable es que una secuencia complementaria esté presente en el nucleétido diana. Por el
contrario, cuanto mas corto es un dominio de unién diana, mas probable es que una secuencia complementaria esté
presente en el nucledtido diana. Por ejemplo, existe una probabilidad de 1/256 de que una secuencia de cuatro meros
se ubique en un acido nucleico diana frente a una probabilidad de 1/4096 de que una secuencia de seis meros se
ubique en el acido nucleico diana. En consecuencia, una coleccidon de sondas mas cortas probablemente se unira en
mas ubicaciones para un tramo dado de un acido nucleico en comparacién con una colecciéon de sondas mas largas.

La figura 7 muestra dominios de unién diana de 10 mer. En algunas realizaciones, el dominio de unién diana incluye
cuatro bases universales (identificadas como “Up”) que se emparejan con cualquiera de los cuatro nucledtidos
canonicos (A, G, C y T). En realizaciones, el dominio de uniéon diana incluye de una a seis (por ejemplo, 2 y 4) bases
universales. Un dominio de unién diana puede incluir nucleétidos no universales. La Figura 7 sefiala que una poblacion
“completa” de sondas que tienen 6 nucledtidos especificos en el dominio de unién diana requerira 4096 sondas Unicas
y una poblacién “completa” de sondas que tienen 10 nucleétidos especificos requerira ~1 millén de sondas Unicas.

En circunstancias, es preferible tener sondas que tengan dominios de unién diana mas cortos para aumentar el nimero
de lecturas en el tramo dado del acido nucleico, enriqueciendo asi la cobertura de un acido nucleico diana o una
porcion del acido nucleico diana, especialmente una porcion de particular interés, por ejemplo, cuando se detecta una
mutacion o un alelo SNP.

Sin embargo, puede ser preferible tener menos nimeros de sondas unidas a un acido nucleico diana ya que hay
ocasiones en que demasiadas sondas en una region pueden causar la superposicion de su etiqueta detectable,
evitando asi la resolucion de dos sondas cercanas. Esto se explica de la siguiente manera. Dado que un nucleétido
tiene una longitud de 0.34 nm y que la resoluciéon espacial lateral (x-y) de un aparato de secuenciacion es de
aproximadamente 200 nm, el limite de resoluciéon de un aparato de secuenciacion es de aproximadamente 588 pares
de bases (es decir, 1 nucledétido/0.34 nm x 200 nm). Es decir, el aparato de secuenciacién mencionado anteriormente
seria incapaz de resolver las sefales de dos sondas hibridadas con un acido nucleico diana cuando las dos sondas
estan dentro de aproximadamente 588 pares de bases entre si. Por lo tanto, dos sondas, dependiendo de la resoluciéon
del aparato de secuenciacién, necesitaran estar separadas aproximadamente 600 pb antes de que su etiqueta
detectable pueda resolverse como “puntos” distintos. Por lo tanto, en una separacién éptima, debe haber una sola
sonda por 600 pb de acido nucleico diana. Se puede utilizar una variedad de enfoques de software (por ejemplo,
valores de intensidad de fluorescencia y relaciones dependientes de la longitud de onda) para monitorizar, limitar y
potencialmente desconvolucionar el nimero de sondas que se hibridan dentro de una regién resoluble de un acido
nucleico diana y para disefiar poblaciones de sondas en consecuencia. Ademas, etiquetas detectables (por ejemplo,
se pueden seleccionar etiquetas fluorescentes) que proporcionan sefiales mas discretas. Ademas, los métodos en la
literatura (por ejemplo, Small y Parthasarthy: “Superresolution localization methods”. Annu. Rev. Phys Chem., 2014;
65: 107-25) describen la iluminacién estructurada y una variedad de enfoques de superresolucion que disminuyen el
limite de resoluciéon de un microscopio de secuenciacion de hasta 10's de nandmetros. El uso de aparatos de
secuenciacion de mayor resolucion permite el uso de sondas con dominios de unién diana mas cortos.

Como se menciond anteriormente, el disefio de la Tm de las sondas puede afectar el nUmero de sondas hibridadas
con un acido nucleico diana. Alternativa o adicionalmente, la concentracion de las sondas de secuenciacion en una
poblacién puede aumentarse para aumentar la cobertura de las sondas en una regién especifica de un acido nucleico
diana. La concentracion de las sondas de secuenciacion puede reducirse para disminuir la cobertura de las sondas
en una region especifica de un acido nucleico diana, por ejemplo, por encima del limite de resolucion del aparato de
secuenciacion.

El término “acido nucleico diana” significara una molécula de acido nucleico (ADN, ARN o ANP) cuya secuencia se
determinara mediante las sondas, métodos y aparatos de la invencion. En general, los términos “acido nucleico diana”,
“molécula de acido nucleico”, “secuencia de acido nucleico”, “acido nucleico”, “fragmento de acido nucleico”,
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“oligonucleotido” y “polinucledtido” se usan indistintamente y estan destinados a incluir, pero no limitado a, una forma
polimérica de nucledtidos que pueden tener varias longitudes, ya sea desoxirribonucledtidos o ribonucleétidos, o
analogos de los mismos. Los ejemplos no limitantes de acidos nucleicos incluyen un gen, un fragmento de gen, un
exon, un intron, ADN intergénico (que incluye, sin limitacién, ADN heterocromatico), ARN mensajero (ARNm), ARN de
transferencia, ARN ribosémico, ribozimas, ARN de interferencia corta (ARNic), ARN no codificante (ARNnc), ADNc,
polinucledtidos recombinantes, polinucleétidos ramificados, plasmidos, vectores, ADN aislado de una secuencia, ARN
aislado de una secuencia, sondas de acido nucleico y cebadores.

Los métodos actuales secuencian directamente una molécula de acido nucleico obtenida de una muestra, por ejemplo,
una muestra de un organismo y, preferiblemente, sin una etapa de conversion (o amplificacion). Como ejemplo, para
la secuenciacién basada en ARN, los presentes métodos no requieren la conversién de una molécula de ARN en una
molécula de ADN (es decir, mediante la sintesis de ADNc) antes de que se pueda obtener una secuencia. Como no
se requiere amplificacién ni conversion, un acido nucleico secuenciado como se describe en este documento retendra
cualquier base unica y/o marcador epigenético presente en el acido nucleico cuando el acido nucleico esta en la
muestra o cuando se obtuvo de la muestra. Tales bases Unicas y/o marcadores epigenéticos se pierden en los métodos
de secuenciacion conocidos en la técnica.

El acido nucleico diana se puede obtener de cualquier muestra o fuente de acido nucleico, por ejemplo, cualquier
célula, tejido u organismo, in vitro, sintetizador quimico, etc. El acido nucleico diana se puede obtener por cualquier
método reconocido en la técnica. En realizaciones, el acido nucleico se obtiene de una muestra de sangre de un sujeto
clinico. El acido nucleico puede extraerse, aislarse o purificarse de la fuente o muestras utilizando métodos y kits bien
conocidos en la técnica.

Una molécula de acido nucleico que comprende el acido nucleico diana puede fragmentarse por cualquier medio
conocido en la técnica. Preferiblemente, la fragmentacion se realiza por medios enzimaticos o mecanicos. Los medios
mecanicos pueden ser sonicacion o cizallamiento fisico. Los medios enzimaticos pueden realizarse mediante digestion
con nucleasas (por ejemplo, desoxirribonucleasa | (DNasa 1)) o una o mas endonucleasas de restriccion.

Cuando una molécula de acido nucleico que comprende el acido nucleico diana es un cromosoma intacto, se deben
tomar medidas para evitar la fragmentacion del cromosoma.

El acido nucleico diana puede incluir nucleétidos naturales o no naturales, que comprenden nucleétidos modificados,
como es bien conocido en la técnica.

Las sondas pueden tener longitudes totales (que incluyen el dominio de unién diana, el dominio del codigo de barras
y cualquier dominio opcional) de aproximadamente 20 nandmetros a aproximadamente 50 nanémetros. La cadena
principal de una sonda puede ser una molécula polinucleotidica que comprende aproximadamente 120 nucleétidos.

El dominio del cédigo de barras comprende una cadena principal sintética. La cadena principal sintética y el dominio
de union diana estan operativamente ligados, por ejemplo, estan unidos covalentemente o unidos mediante un ligador.
La cadena principal sintética puede comprender cualquier material, por ejemplo, polisacarido, polinucleétido, polimero,
plastico, fibra, péptido, acido nucleico peptidico o polipéptido. Preferiblemente, la cadena principal sintética es rigida.
En las realizaciones, la cadena principal comprende “origami de ADN” de seis hélices dobles de ADN (véase, por
ejemplo, Lin et al., “Submicrometre geometrically encoded fluorescent barcodes self-assembled from DNA”. Nature
Chemistry; 2012 Oct; 4 (10): 832- 9) Se puede hacer un codigo de barras con mosaicos de origami de ADN (Jungmann
et al., “Multiplexed 3D cellular super-resolution imaging with DNA-PAINT and Exchange-PAINT”, Nature Methods, Vol.
11, No. 3, 2014).

El dominio de cédigo de barras comprende una pluralidad de posiciones, por ejemplo, una, dos, tres, cuatro, cinco,
seis, siete, ocho, nueve, diez o mas posiciones. El nimero de posiciones puede ser menor, igual o mayor que el
numero de nucleétidos en el dominio de unién diana. Es preferible incluir nucleétidos adicionales en un dominio de
unién diana que el nimero de posiciones en el dominio principal, por ejemplo, uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete,
ocho, nueve, diez o mas nucledtidos. La longitud del dominio del cddigo de barras no esta limitada siempre que haya
espacio suficiente para al menos cuatro posiciones, como se describié anteriormente.

Cada posicion en el dominio de codigo de barras corresponde a un nucleétido en el dominio de unién diana y, por lo
tanto, a un nucledtido en el acido nucleico diana. Como ejemplos, la primera posicion en el dominio de cddigo de
barras corresponde al primer nucleétido en el dominio de union diana y la sexta posicién en el dominio de codigo de
barras corresponde al sexto nucleétido en el dominio de unién diana.

Cada posicion en el dominio de cédigo de barras comprende al menos una regién de union, por ejemplo, una a 50, o
mas, regiones de union. Ciertas posiciones en un dominio de cddigo de barras pueden tener mas regiones de union
que ofras posiciones (por ejemplo, una primera posicion puede tener tres regiones de unién mientras que una segunda
posiciéon puede tener dos posiciones de unioén); alternativamente, cada posicién en un dominio de cédigo de barras
tiene el mismo ndmero de regiones de union. Cada regién de unién comprende al menos una (es decir, una a
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cincuenta, por ejemplo, diez a treinta) copias de una secuencia o secuencias de acido nucleico capaces de unirse
reversiblemente por una molécula de acido nucleico complementaria (por ejemplo, ADN o ARN). En ejemplos, la
secuencia de acido nucleico en una primera region de unién determina la posicion y la identidad de un primer
nucledtido en el acido nucleico diana que esta unido por un primer nucleétido del dominio de unién diana. Cada region
de union puede estar unida a un mondémero modificado (por ejemplo, Nucleétido modificado) en la cadena principal
sintética de tal manera que la regiéon de unién se ramifica desde la cadena principal sintética. En realizaciones, las
regiones de union son integrales a una cadena principal polinucleotidica; es decir, la cadena principal es un
polinucledtido Unico y las regiones de union son partes de la secuencia del polinucleétido unico. En realizaciones, los
términos “dominio de codigo de barras” y “cadena principal sintética” son sindnimos.

La secuencia de acido nucleico en una region de unién identifica la posicion e identidad de un nucleétido en el acido
nucleico diana que esta unido por un nucleétido en el dominio de unién diana de una sonda de secuenciacién. En una
sonda, cada region de unidn tendra una secuencia general Unica. De hecho, cada posicion en un dominio de cédigo
de barras puede tener una region de unién que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica uno de cuatro
nucledtidos, es decir, especifico para uno de adenina, timina/uracilo, citosina y guanina. Ademas, la regién de union
de una primera posicion (y la citosina codificante, por ejemplo) incluira una secuencia de acido nucleico diferente de
la regién de union de una segunda posicion (y la citosina codificante, por ejemplo). Por lo tanto, a una secuencia de
acido nucleico en una region de union en una primera posicion que codifica una timina, no habra unién de una molécula
de acido nucleico complementaria que identifique una adenina en un acido nucleico diana correspondiente al primer
nucleétido de un dominio de unién diana. Ademas, a una region de unién en una segunda posicion, no habra unién de
una molécula de acido nucleico complementaria que identifique una adenina en un &acido nucleico diana
correspondiente al primer nucleétido de un dominio de unién diana.

Cada posicion en un dominio de cédigo de barras puede incluir una o mas (hasta cincuenta, preferiblemente diez a
treinta) regiones de unidn; asi, cada regiéon de unién puede unir una o mas (hasta cincuenta, preferiblemente diez a
treinta) moléculas de acido nucleico complementarias. Como ejemplos, la sonda en la Figura 1 tiene una quinta
posiciéon que comprende dos regiones de union y la sonda en la Figura 2 tiene una segunda posicion que tiene seis
regiones de union. En realizaciones, las secuencias de acido nucleico de las regiones de unién en una posicion son
idénticas; asi, las moléculas de acido nucleico complementarias que unen esas regiones de unién son idénticas. En
realizaciones alternativas, las secuencias de acido nucleico de las regiones de unién en una posicién no son idénticas;
asi, las moléculas de acido nucleico complementarias que se unen a esas regiones de uniéon no son idénticas, por
ejemplo, cada una comprende una secuencia de acido nucleico diferente y/o una etiqueta detectable. Por lo tanto, en
la realizacion alternativa, la combinacion de moléculas de acido nucleico no idénticas (por ejemplo, sus etiquetas
detectables) unidas a una region de unién proporciona un coédigo para identificar un nucleétido en el acido nucleico
diana.

La Tabla 1 proporciona secuencias ejemplares, solo con fines ilustrativos, para regiones de unién para secuenciar
sondas que tienen hasta seis posiciones en su dominio de cadigo de barras y etiquetas detectables en acido nucleico
complementario que se unen al mismo.

Tabla 1:
Nucleétido en i
dominio/posicion de Secuencia de Acido Etiqueta detectable de SEQID
union de diana en Nucleétido Nucleico (5’ a 3’) acido nucleico NO
dominio de cédigo de Region de unién complementario
barras
1 A ATACATCTAG GFP 1
1 G GATCTACATA RFP 2
1 C TTAGGTAAAG CFP 3
1 um TCTTCATTAC YFP 4
2 A ATGAATCTAC GFP 5
2 G TCAATGTATG RFP 6
2 c AATTGAGTAC CFP 7
2 um ATGTTAATGG YFP 8
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3 A AATTAGGATG GFP 9

3 G ATAATGGATC RFP 10
3 c TAATAAGGTG CFP 11
3 urr TAGTTAGAGC YFP 12
4 A ATAGAGAAGG GFP 13
4 G TTGATGATAC RFP 14
4 c ATAGTGATTC CFP 15
4 urT TATAACGATG YFP 16
5 A TTAAGTTTAG GFP 17
5 G ATACGTTATG RFP 18
5 c TGTACTATAG CFP 19
5 urr TTAACAAGTG YFP 20
6 A AACTATGTAC GFP 21
6 G TAACTATGAC RFP 22
6 c ACTAATGTTC CFP 23
6 urr TCATTGAATG YFP 24

Como se ve en la Tabla 1, la secuencia de acido nucleico de una primera regiéon de union puede ser una de SEQ ID
NO: 1 a SEQ ID NO: 4 y la secuencia de acido nucleico de una segunda union puede ser una de SEQ ID NO: 5 a SEQ
ID NO: 8. Cuando el primer nucleétido en el acido nucleico diana es adenina, la secuencia de acido nucleico de la
primera region de union tendria la secuencia de SEQ ID NO: 1 y cuando el segundo nucleétido en el acido nucleico
diana es adenina, la secuencia de acido nucleico de la segunda regién de union tendria la secuencia de SEQ ID NO:
5.

En las realizaciones, una molécula de acido nucleico complementaria puede estar unida por una etiqueta detectable.
En realizaciones alternativas, un acido nucleico complementario esta asociado con un complejo indicador que
comprende etiquetas detectables.

La secuencia de nucledtidos de un acido nucleico complementario no esta limitada; preferiblemente carece de
homologia sustancial (por ejemplo, 50% a 99.9%) con una secuencia de nucleotidos conocida; Esto ayuda a evitar la
hibridacién indeseable de un acido nucleico complementario y un acido nucleico diana.

Un ejemplo del complejo indicador util en la divulgacion se muestra en la Figura 9B. En este ejemplo, un acido nucleico
complementario se une a una molécula de acido nucleico primario, que a su vez se hibrida con una pluralidad de
moléculas de acido nucleico secundario, cada una de las cuales se hibrida a una pluralidad de moléculas de acido
nucleico terciario que se unen a una o etiquetas mas detectables.

En realizaciones, una molécula de acido nucleico primario puede comprender aproximadamente 90 nucleétidos. Una
molécula secundaria de acido nucleico puede comprender aproximadamente 87 nucleétidos. Una molécula de acido
nucleico terciario puede comprender aproximadamente 15 nucleétidos.

La figura 9C muestra una poblacion de complejos indicadores ejemplares. En el panel superior izquierdo de la Figura
9C se incluyen los cuatro complejos que se hibridan con la region de unién 1 de una sonda. Hay un tipo de complejo
indicador para cada nucleétido posible que puede estar presente en la posicion de nucleétido 1 del dominio de unién
diana de una sonda. Aqui, mientras se realiza un método de secuencia de la divulgacion, si la posicién 1 del dominio
indicador de una sonda esta unida por un complejo indicador que tiene una etiqueta detectable de “color azul’,
entonces el primer nucledtido en el dominio de unién diana se identifica como Adenina. Alternativamente, si la posicion
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1 esta unida por un complejo indicador que tiene una etiqueta detectable “de color verde”, entonces el primer nucledtido
en el dominio de unién diana se identifica como Timina.

Los complejos indicadores pueden ser de varios disefios. Por ejemplo, una molécula de acido nucleico primario puede
hibridarse con al menos una (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas) moléculas de acido nucleico secundario.
Cada molécula secundaria de acido nucleico puede hibridarse con al menos una (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10 o mas) moléculas de acido nucleico terciario. Ejemplos de complejos indicadores se muestran en la Figura 20A.
Aqui, el complejo indicador “4x3” tiene una molécula de acido nucleico primaria (que esta unida a una molécula de
acido nucleico complementaria) hibridada con cuatro moléculas de acido nucleico secundarias, cada una de las cuales
se hibrida con tres moléculas de acido nucleico terciario (cada una de las cuales tiene una etiqueta detectable) En
esta figura, cada acido nucleico complementario de un complejo tiene 12 nucledtidos de largo (“12 bases”); sin
embargo, la longitud del nucleico complementario no esta limitada y puede ser inferior a 12 o superior a 12 nucledtidos.
El complejo inferior derecho incluye una region espaciadora entre su acido nucleico complementario y su molécula
primaria de acido nucleico. El espaciador se identifica con una longitud de 20 a 40 nucledtidos; sin embargo, la longitud
de un espaciador no es limitante y puede ser mas corta que 20 nucleétidos o mas larga que 40 nucledtidos.

La figura 20B muestra recuentos promedio variables (fluorescentes) obtenidos de los cuatro complejos indicadores
ejemplares mostrados en la figura 20A. En la Figura 20B, se unieron 10 pM de plantilla diana biotinilada sobre una
superficie de celda de flujo revestida con estreptavidina, se hizo fluir 10 nM de un complejo indicador sobre la celda
de flujo; Después de una incubacién de un minuto, se lavo la celda de flujo, se tomé una imagen de la celda de flujo y
se contaron las caracteristicas fluorescentes.

En realizaciones, los complejos indicadores estan “preconstruidos”. Es decir, cada polinucleétido en el complejo se
hibrida antes de contactar el complejo con una sonda. En la Figura 20C se muestra una receta ejemplar para
preconstruir cinco complejos indicadores ejemplares.

La figura 21A muestra complejos indicadores alternativos en los que las moléculas de acido nucleico secundario tienen
“asas extra” que no se hibridan con una molécula de acido nucleico terciario y son distales a la molécula de acido
nucleico primario. En esta figura, cada “asa extra” tiene 12 nucleétidos de largo (“12 mer”); sin embargo, sus longitudes
no son limitadas y pueden ser menos de 12 o mas de 12 nucledtidos. En realizaciones, las “asas adicionales”
comprenden cada una la secuencia de nucledtidos del acido nucleico complementario; por lo tanto, cuando un
complejo indicador comprende “asas adicionales”, el complejo indicador puede hibridarse con una sonda de
secuenciacion a través del acido nucleico complementario del complejo indicador o mediante un “controlador
adicional”. Por consiguiente, la probabilidad de que un complejo indicador se una a un la sonda de secuenciacion
aumenta. El disefio de “asa extra” también puede mejorar la cinética de hibridacion. Sin estar ligados a la teoria, las
“asas adicionales” esencialmente aumentan la concentracién efectiva del acido nucleico complementario del complejo
indicador.

La Figura 21B muestra recuentos promedio variables (fluorescentes) obtenidos de los cinco complejos indicadores
ejemplares que tienen “asas adicionales” utilizando el procedimiento descrito para la Figura 20B.

Las Figuras 22A y 22B muestran cinética de hibridacion e intensidades fluorescentes para dos complejos indicadores
ejemplares. Alrededor de 5 minutos, los recuentos totales comienzan a estabilizarse, lo que indica que la mayoria del
complejo reportero agregado ha encontrado una diana disponible.

Una fraccidn, etiqueta o indicador detectable puede unirse a un acido nucleico complementario o a una molécula de
acido nucleico terciario en una variedad de formas, que incluyen la unién directa o indirecta de una fraccion detectable
tal como una fraccion fluorescente, una fraccion colorimétrico y similares. Un experto en la materia puede consultar
referencias dirigidas a etiquetar acidos nucleicos. Los ejemplos de restos fluorescentes incluyen, pero no se limitan a,
proteina fluorescente amarilla (YFP), proteina fluorescente verde (GFP), proteina fluorescente cian (CFP), proteina
fluorescente roja (RFP), umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamina
fluoresceina, cianinas, cloruro de dansilo, ficocianina, ficoeritrina y similares. Las etiquetas fluorescentes y su unién a
nucledtidos y/u oligonucledtidos se divulgan en muchas revisiones, incluyendo Haugland, Handbook of Fluorescent
Probes and Research Chemicals, Novena edicion (Molecular Probes, Inc., Eugene, 2002); Keller y Manak, DNA
Probes, 22 edicion (Stockton Press, Nueva York, 1993); Eckstein, editor, Oligonucleotides and Analogues: A Practical
Approach (IRL Press, Oxford, 1991); y Wetmur, Critical Reviews in Biochemistry and Molecular Biology, 26: 227-259
(1991). Se divulgan metodologias particulares aplicables a la invencidon en la siguiente muestra de referencias:
Patentes de los Estados Unidos Nos. 4.757.141; 5.151.507; y 5.091.519. En un aspecto, uno o mas colorantes
fluorescentes se usan como etiqueta para secuencias diana etiquetadas, por ejemplo, como se divulga en las patentes
de los Estados Unidos Nos. 5.188.934 (colorantes de 4,7-diclorofluoresceina); 5.366.860 (colorantes de rodamina
espectralmente resolubles); 5.847.162 (colorantes de 4,7-diclororhodamina); 4.318.846 (colorantes de fluoresceina
sustituidos con éter); 5.800.996 (colorantes de transferencia de energia); Lee y col. 5.066.580 (colorantes de xantina);
5.688.648 (colorantes de transferencia de energia); y similares. El etiquetado también se puede llevar a cabo con
puntos cuanticos, como se divulga en las siguientes patentes y publicaciones de patentes: Patentes de los Estados
Unidos Numeros 6,322,901; 6,576,291; 6,423,551; 6,251,303; 6,319,426; 6,426,513; 6,444,143; 5,990,479; 6,207,392;
2002/0045045; y 2003/0017264. Como se usa en el presente documento, el término “etiqueta fluorescente” comprende

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2770055 T3

una fraccién de sefializacion que transmite informacion a través de las propiedades fluorescentes de absorcion y/o
emision de una o mas moléculas. Dichas propiedades fluorescentes incluyen intensidad de fluorescencia, vida util de
fluorescencia, caracteristicas del espectro de emision, transferencia de energia y similares.

Los analogos de nucledtidos fluorescentes disponibles comercialmente incorporados facilmente en secuencias de
nucledtidos y/u oligonucledtidos incluyen, pero no se limitan a, Cy3-dCTP, Cy3-dUTP, Cy5-dCTP, Cy5-dUTP
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ), fluoresceina - 12-dUTP, tetrametilrodamina-6-dUTP, TEXAS RED™ -5-
dUTP, CASCADE BLUE™-7-dUTP, BODIPY TMFL-14-dUTP, BODIPY TMR-14-dUTP, BODIPY TMTR-14-dUTP,
RHODAMINE GREEN™-5-dUTP, OREGON GREENR™ 488-5-dUTP, TEXAS RED™ - 12-dUTP, BODIPY TM
630/650- 14-dUTP, BODIPY TM 650/665- 14-dUTP, ALEXA FLUOR™ 488-5- dUTP, ALEXA FLUOR™ 532-5-dUTP,
ALEXA FLUOR™ 568-5-dUTP, ALEXA FLUOR™ 594-5-dUTP, ALEXA FLUOR™ 546- 14-dUTP, fluoresceina- 12-
UTP, tetrametilrodamina- 6-UTP, TEXAS RED™-5-UTP, mCherry, CASCADE BLUE™ -7-UTP, BODIPY TM FL-14-
UTP, BODIPY TMR- 14-UTP, BODIPY TM TR-14-UTP, RHODAMINE GREEN™-5-UTP, ALEXA FLUOR™ 488-5-
UTP, LEXA FLUOR™ 546-14-UTP (Molecular Probes, Inc. Eugene, OR) y similares. Alternativamente, los fluoréforos
anteriores y los mencionados en el presente documento pueden afiadirse durante la sintesis de oligonucledtidos
usando, por ejemplo, fosforoamidita o quimica de NHS. Los protocolos son conocidos en la técnica para la sintesis
personalizada de nucleétidos que tienen otros fluoréforos (véase, Henegariu et al. (2000) Nature Biotechnol. 18: 345).
La 2-aminopurina es una base fluorescente que puede incorporarse directamente en la secuencia de oligonucledtidos
durante su sintesis. El acido nucleico también podria tefirse, a priori, con un colorante intercalante como DAPI, YOYO-
1, bromuro de etidio, tintes de cianina (por ejemplo, SYBR Green) y similares.

Otros fluoréforos disponibles para la union post-sintética incluyen, entre otros, ALEXA FLUOR™ 350, ALEXA
FLUOR™ 405, ALEXA FLUOR™ 430, ALEXA FLUOR™ 532, ALEXA FLUOR™ 546, ALEXA FLUOR™ 568, ALEXA
FLUOR™ 594, ALEXA FLUOR™ 647, BODIPY 493/503, BODIPY FL, BODIPY R6G, BODIPY 530/550, BODIPY TMR,
BODIPY 558/568, BODIPY 558/568, BODIPY 564/570, BODIPY 576/581, BODIPY 576/589, BODIPY 581/591,
BODIPY TR, BODIPY 630/650, BODIPY 650/665, Cascade Blue, Cascade Yellow, Dansyl, lissamine rhodamine B,
Marina Blue, Oregon Green 488, Oregon Green 514, Blue Pacific, Orange Pacific, rodamina 6G, verde rodamina,
rodamina roja, tetrametil rodamina, Texas Red(disponible en Molecular Probes, Inc., Eugene, OR), Cy2, Cy3, Cy3.5,
Cy5, Cy5.5, Cy7 (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) y similares. También se pueden usar fluoréforos en tandem
FRET, incluidos, entre otros, PerCP-Cy5.5, PE-Cy5, PE-Cy5.5, PE-Cy7, PE-Texas Red, APC-Cy7, Tintes PE-Alexa
(610, 647, 680), tintes APC-Alexa y similares.

Se pueden usar particulas metalicas de plata u oro para mejorar la sefial de secuencias de nucledtidos y/u
oligonucledtidos etiquetados fluorescentemente (Lakowicz et al. (2003) BioTechniques 34:62).

Otras etiquetas adecuadas para una secuencia de oligonucleétidos pueden incluir fluoresceina (FAM, FITC),
digoxigenina, dinitrofenol (DNP), dansilo, biotina, bromodeoxiuridina (BrdU), hexahistidina (6xHis), aminoacidos
fosforosos (por ejemplo, P-tyr, P-ser, P-thr) y similares. En una realizacién, se usan los siguientes pares de
hapteno/anticuerpo para la deteccién, en el que cada uno de los anticuerpos se deriva con una etiqueta detectable:
biotina/a-biotina, digoxigenina/a-digoxigenina, dinitrofenol (DNP)/a- DNP, 5- Carboxifluoresceina (FAM)/a-FAM.

Las etiquetas detectables descritas en este documento son espectralmente resolubles. “Espectralmente resoluble” en
referencia a una pluralidad de etiquetas fluorescentes significa que las bandas de emision fluorescente de las etiquetas
son suficientemente distintas, es decir, que no se solapan lo suficiente, que las etiquetas moleculares a las que se
unen las etiquetas respectivas se pueden distinguir en funcién de sefial fluorescente generada por las etiquetas
respectivas mediante sistemas de fotodeteccion estandar, por ejemplo, empleando un sistema de filtros de paso de
banda y tubos fotomultiplicadores, o similares, como se ejemplifica en los sistemas descritos en las patentes de los
Estados Unidos numeros 4,230,558; 4,811,218; o similares, o en Wheeless et al., paginas 21-76, en Citometria de
flujo: Instrumentacion y analisis de datos Flow Cytometry: Instrumentation and Data Analysis (Academic Press, Nueva
York, 1985). En un aspecto, los colorantes organicos espectralmente resolubles, tales como fluoresceina, rodamina y
similares, significa que los maximos de emision de longitud de onda estan separados al menos a 20 nm, y en otro
aspecto, al menos a 40 nm. En otro aspecto, los compuestos de lantanidos quelados, los puntos cuanticos y similares,
que se pueden resolver espectralmente significa que los maximos de emisidon de longitud de onda estan separados al
menos a 10 nm, y en un aspecto adicional, al menos a 15 nm.

Método de secuenciacion

La presente invencion, tal como se define por las reivindicaciones adjuntas, y la divulgacion se refieren a métodos
para secuenciar un acido nucleico utilizando una sonda de secuenciacion de la presente invencion o divulgacion,
respectivamente. Se muestran ejemplos del método en las Figuras 8 a 12.

El método comprende hibridar reversiblemente al menos una sonda de secuenciacién a un acido nucleico diana que

esta inmovilizado (por ejemplo, en una, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez 0 mas posiciones) para
un sustrato.
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El sustrato puede ser cualquier soporte solido conocido en la técnica, por ejemplo, un portaobjetos recubierto y un
dispositivo microfluidico, que es capaz de inmovilizar un acido nucleico diana. En ciertas realizaciones, el sustrato es
una superficie, membrana, perla, material poroso, electrodo o matriz. El acido nucleico diana puede inmovilizarse
sobre cualquier sustrato aparente para los expertos en la materia.

En realizaciones, el acido nucleico diana esta unido por una sonda de captura que comprende un dominio que es
complementario a una porciéon del acido nucleico diana. La porcién puede ser un extremo del acido nucleico diana o
no hacia un extremo.

Ejemplos de sustratos utiles incluyen aquellos que comprenden una fracciéon de unién seleccionado del grupo que
consiste en ligandos, antigenos, carbohidratos, acidos nucleicos, receptores, lectinas y anticuerpos. La sonda de
captura comprende una fraccién de unién capaz de unirse con el fracciones de unién del sustrato. Los sustratos Utiles
ejemplares que comprenden fracciones reactivas incluyen, pero no se limitan a, superficies que comprenden epoxi,
aldehido, oro, hidrazida, sulfhidrilo, NHS-éster, amina, tiol, carboxilato, maleimida, hidroximetilfosfina, imidoéster,
isocianato, hidroxilo, pentafluorofeniléster, psoralen, disulfuro de piridilo o vinilsulfona, polietilenglicol (PEG), hidrogel
o0 mezclas de los mismos. Dichas superficies pueden obtenerse de fuentes comerciales o prepararse de acuerdo con
técnicas estandar. Los sustratos utiles ejemplares que comprenden fracciones reactivas incluyen, pero sin limitacion,
el grupo OptArray-DNA NHS (Accler8), Nexterion Slide AL (Schott) y Nexterion Slide E (Schott).

En las realizaciones, la fraccion de unién de la sonda de captura es biotina y el sustrato comprende avidina (por
ejemplo, estreptavidina). Los sustratos Utiles que comprenden avidina estan disponibles comercialmente, incluidos
TB0200 (Accelr8), SAD6, SAD20, SAD100, SAD500, SAD2000 (Xantec), SuperAvidin (Array-It), streptavidin slide
(catalogo #MPC 000, Xenopore) y STREPTAVIDINnslide (catalogo # 439003, Greiner Bio-one).

En realizaciones, el fracciones de union de la sonda de captura es avidina (por ejemplo, estreptavidina) y el sustrato
comprende biotina. Los sustratos Utiles que comprenden biotina que estan disponibles comercialmente incluyen, pero
no se limitan a, Optiarray-biotina (Accler8), BD6, BD20, BD100, BD500 y BD2000 (Xantec). En realizaciones, el
fracciones de unién de la sonda de captura puede comprender una fraccion reactivo que es capaz de unirse al sustrato
por fotoactivacién. El sustrato podria comprender la fraccion fotorreactivo, o la primera porcién del nanoinformador
podria comprender la fraccion fotorreactiva. Algunos ejemplos de fracciones fotorreactivas incluyen aril azidas, tales
como N((2-piridilditio)etil)-4-azidosalicilamida; aril azidas fluoradas, tales como acido 4-azido-2,3,5,6-
tetrafluorobenzoico; reactivos basados en benzofenona, tales como el succinimidil éster del acido 4-benzoilbenzoico;
y 5-bromo-desoxiuridina.

En las realizaciones, el fracciones de unién de la sonda de captura puede inmovilizarse al sustrato a través de otros
pares de unidn aparentes para los expertos en la materia.

Después de unirse al sustrato, el acido nucleico diana puede alargarse aplicando una fuerza (por ejemplo, gravedad,
fuerza hidrodinamica, fuerza electromagnética “electroestiramiento”, estiramiento por flujo, una técnica de menisco en
retroceso y combinaciones de los mismos) suficiente para extenderse el acido nucleico diana

El acido nucleico diana puede estar unido por una segunda sonda de captura que comprende un dominio que es
complementario a una segunda porcién del acido nucleico diana. La porcidon puede ser un extremo del acido nucleico
diana o no hacia un extremo. La unién de una segunda sonda de captura puede ocurrir después o durante el
alargamiento del acido nucleico diana o a un acido nucleico diana que no se ha alargado. La segunda sonda de captura
puede tener una unién como se describié anteriormente.

Una sonda de captura puede comprender o estar asociada con una etiqueta detectable, es decir, un punto fiducial.

La sonda de captura es capaz de aislar un acido nucleico diana de una muestra. Aqui, se agrega una sonda de captura
a una muestra que comprende el acido nucleico diana. La sonda de captura se une al acido nucleico diana a través
de la regién de la sonda de captura que es complementaria a una region del acido nucleico diana. Cuando el acido
nucleico diana entra en contacto con un sustrato que comprende una fraccién que se une a las fracciones de union de
la sonda de captura, el acido nucleico se inmoviliza sobre el sustrato.

Para garantizar que un usuario “captura” tantas moléculas de acido nucleico diana como sea posible de muestras
altamente fragmentadas, es util incluir una pluralidad de sondas de captura, cada una complementaria a una region
diferente del acido nucleico diana. Por ejemplo, puede haber tres grupos de sondas de captura, con un primer grupo
complementario a las regiones del acido nucleico diana cerca de su extremo 5', un segundo grupo complementario a
las regiones en el medio del acido nucleico diana y un tercer grupo cerca de su extremo 3'. Esto puede generalizarse
a “n-regiones de interés” por acido nucleico diana. En este ejemplo, cada grupo individual de acido nucleico diana
fragmentado se une a una sonda de captura que comprende o se une a una etiqueta de biotina. 1/nésimo de la muestra
de entrada (donde n = el nimero de regiones distintas en el acido nucleico diana) se aisla para cada camara de grupo.
La sonda de captura se une al acido nucleico diana de interés. Luego, el acido nucleico diana se inmoviliza, a través
de la biotina de la sonda de captura, en una molécula de avidina adherida al sustrato. Opcionalmente, el acido nucleico
diana se estira, por ejemplo, mediante flujo o fuerza electrostatica. Todos los grupos n pueden estirarse y unirse
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simultaneamente, o, para maximizar el niumero de moléculas completamente estiradas, el pool 1 (que captura la
mayoria de la region 5') puede estirarse y unirse primero; luego el grupo 2 (que captura la region del medio del objetivo)
se puede estirar y unir; finalmente, el grupo 3 se puede estirar y unir.

El nimero de sondas de captura distintas requeridas esta inversamente relacionado con el tamafio del fragmento de
acido nucleico diana. En otras palabras, se necesitaran mas sondas de captura para un acido nucleico diana altamente
fragmentado. Para los tipos de muestra con acidos nucleicos diana altamente fragmentados y degradados (por
ejemplo, Tejido Embebido en Parafina Fijada en Formalina) puede ser util incluir multiples grupos de sondas de
captura. Por otro lado, para muestras con fragmentos de acido nucleico diana largos, por ejemplo, acidos nucleicos
aislados obtenidos in vitro, una sola sonda de captura en un extremo 5' puede ser suficiente.

La region del acido nucleico diana entre dos sondas de captura o después de una sonda de captura y antes de un
extremo del acido nucleico diana se denomina en este documento un “espacio”. El espacio es una porcién del acido
nucleico diana que esta disponible para unirse mediante una sonda de secuenciacion. El espacio minimo es una
longitud del dominio de unién diana (por ejemplo, 4 a 10 nucleétidos) y un espacio maximo es la mayoria de un
cromosoma completo.

En la Figura 12 se muestra un acido nucleico diana inmovilizado. Aqui, las dos sondas de captura se identifican como
“sonda de captura 5" y “sonda de captura 3".

La figura 8A muestra un esquema de una sonda de secuenciacion unida a un acido nucleico diana. Aqui, el acido
nucleico diana tiene una timidina (T). En la parte superior se muestra un primer grupo de acidos nucleicos
complementarios que comprende una etiqueta detectable o complejos indicadores, cada miembro del grupo tiene una
etiqueta detectable diferente (por ejemplo, la timidina se identifica por una sefial verde) y una secuencia de nucleétidos
diferente. El primer nucleétido en el dominio de unién diana se une a la T en el acido nucleico diana. Las primeras
regiones de unién de la sonda incluyen una o mas secuencias de nucleétidos que especifican que el primer nucledtido
en el dominio de unién diana de la sonda se une a una timidina. Por lo tanto, solo el acido nucleico complementario
para la timidina se une a la primera posicion del dominio del codigo de barras. Como se muestra, un primer acido
nucleico complementario que codifica timidina que comprende una etiqueta detectable o complejos indicados que
comprenden etiquetas detectables estan unidos a regiones de unioén en la primera posicion del dominio de cédigo de
barras de la sonda.

El numero de grupos de acidos nucleicos complementarios o complejos indicadores es idéntico al niumero de
posiciones en el dominio de codigo de barras. Por lo tanto, para un dominio de cddigo de barras que tiene seis
posiciones, se agruparan seis grupos sobre las sondas.

Como alternativa, antes de poner en contacto un acido nucleico diana con una sonda, la sonda puede hibridarse en
su primera posiciéon con un acido nucleico complementario que comprende una etiqueta detectable o un complejo
indicador. Por lo tanto, cuando se pone en contacto con su acido nucleico diana, la sonda es capaz de emitir una sefial
detectable desde su primera posicion y no es necesario proporcionar un primer grupo de acidos nucleicos
complementarios o complejos indicadores que se dirigen a la primera posicién en el dominio del cédigo de barras .

La figura 8B continda el método mostrado en la figura 8A. Aqui, los primeros acidos nucleicos complementarios (o
complejos indicadores) para la timidina que se unieron a las regiones de unién en la primera posicion del dominio del
codigo de barras se han reemplazado con un primer acido nucleico hibridante para la timidina y carecen de una
etiqueta detectable. El primer acido nucleico de hibridacion para timidina y que carece de una etiqueta detectable
desplaza los acidos nucleicos complementarios unidos previamente que comprenden una etiqueta detectable o los
complejos indicadores unidos previamente. De este modo, la posicion 1 del dominio de cédigo de barras ya no emite
una sefal detectable.

En las realizaciones, los acidos nucleicos complementarios que comprenden una etiqueta detectable o complejos
indicadores pueden eliminarse de la region de union, pero no reemplazarse con un acido nucleico hibridante que
carece de una etiqueta detectable. Esto puede ocurrir, por ejemplo, agregando un agente caotrépico, aumentando la
temperatura, cambiando la concentracion de sal, ajustando el pH y/o aplicando una fuerza hidrodinamica. En estas
realizaciones menos reactivos (,es decir, se necesitan hibridacion de acidos nucleicos que carecen de etiquetas
detectables).

La figura 8C continta el método de la invencion reivindicada. Aqui, el acido nucleico diana tiene una citidina (C)
después de su timidina (T). En la parte superior se muestra un segundo grupo de acidos nucleicos complementarios
o complejos indicadores, cada miembro del grupo tiene una etiqueta detectable diferente y una secuencia de
nucledtidos diferente. Ademas, las secuencias de nucleétidos para los acidos nucleicos complementarios o los acidos
nucleicos complementarios de los complejos indicadores del primer grupo son diferentes de las secuencias de
nucledtidos para los del segundo grupo. Sin embargo, las etiquetas detectables especificas de la base son comunes
a los grupos de acidos nucleicos complementarios, por ejemplo, las timidinas se identifican mediante sefiales verdes.
Aqui, el segundo nucleétido en el dominio de unién diana se une a la C en el acido nucleico diana. Las segundas
regiones de unién de la sonda tienen una secuencia de nucledtidos que especifica que el segundo nucleétido en el
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dominio de unién diana de la sonda se une a una citidina. Por lo tanto, solo los acidos nucleicos complementarios que
comprenden una etiqueta detectable o complejos indicadores del segundo grupo y para la citidina se unen a la segunda
posicion del dominio del cédigo de barras. Como se muestra, el segundo acido nucleico complementario que codifica
la citidina o el complejo indicador esta unido en la segunda posicién del dominio de cddigo de barras de la sonda.

En las realizaciones, los pasos mostrados en la Figura 8C son posteriores a los pasos mostrados en la Figura 8B.
Aqui, una vez que se ha reemplazado el primer grupo de acidos nucleicos complementarios o complejos indicadores
(de la Figura 8A) con los primeros acidos nucleicos hibridantes que carecen de una etiqueta detectable (en la Figura
8B), se proporciona un segundo grupo de acidos nucleicos complementarios o complejos indicadores ( como se
muestra en la Figura 8C). Alternativamente, los pasos que se muestran en la Figura 8C son concurrentes con los
pasos que se muestran en la Figura 8B. Aqui, los primeros acidos nucleicos hibridantes que carecen de una etiqueta
detectable (en la Figura 8B) se proporcionan simultdneamente con un segundo grupo de &acidos nucleicos
complementarios o complejos indicadores (como se muestra en la Figura 8C).

La figura 8D continda el método mostrado en la figura 8C. Aqui, las posiciones primera a quinta en el dominio del
cédigo de barras estaban unidas por acidos nucleicos complementarios que comprenden una etiqueta detectable o
complejo indicador y han sido reemplazados por acidos nucleicos hibridantes que carecen de etiquetas detectables.
La sexta posicion del dominio de cédigo de barras esta actualmente unida por un acido nucleico complementario que
comprende una etiqueta detectable o complejo indicador, que identifica la sexta posicion en el dominio de union diana
como unida a una guanina (G).

Como se menciond anteriormente, los acidos nucleicos complementarios que comprenden etiquetas detectables o
complejos indicadores se pueden eliminar de las regiones de union, pero no se pueden reemplazar con acido nucleico
hibridante que carece de etiquetas detectables.

Si es necesario, la tasa de intercambio de etiqueta detectable puede acelerarse incorporando pequefios
oligonucledtidos de cadena sencillas que aceleran la tasa de intercambio de etiquetas detectables (por ejemplo,
sondas “Toe-Hold”; ver, por ejemplo, Seeling et al., “Catalyzed Relaxation of a Metastable DNA Fuel”; J. Am. Chem.
Soc. 2006, 128(37), pp12211-12220).

Es posible reemplazar los acidos nucleicos complementarios o complejos indicadores en una posicion final en un
dominio de cédigo de barras (la sexta posicion en la Figura 8D); sin embargo, esto puede ser innecesario cuando una
sonda de secuenciaciéon debe ser reemplazada por otra sonda de secuenciaciéon. De hecho, la sonda de secuenciacion
de la Figura 8D ahora puede deshibridarse y eliminarse del acido nucleico diana y reemplazarse por una segunda
sonda de secuenciacion (superpuesta o no superpuesta) que aun no se ha unido a ningun acido nucleico
complementario, como se muestra en Figura 8E. La sonda en la Figura 8E puede incluirse en una segunda poblacion
de sondas.

Como las Figuras 8A a 8E, las Figuras 9A y 9D a 9G muestran los pasos del método; sin embargo, las Figuras 9A 'y
9D a 9G muestran claramente que los complejos indicadores (que comprenden etiquetas detectables) estan unidos a
las regiones de union de las sondas de secuenciacion. Las Figuras 9D y 9E muestran sefiales fluorescentes emitidas
por sondas hibridadas a complejos indicadores. Las Figuras 9D y 9E muestran que el acido nucleico diana tiene una
secuencia de “TA”.

La Figura 10 resume los pasos mostrados en las Figuras 9D y 9E. En la parte superior de la figura se muestra la
secuencia de nucledtidos de una sonda ejemplar e identifica dominios significativos de la sonda. La sonda incluye un
separador de ADN de doble cadena opcional entre su dominio de unién diana y su dominio de cédigo de barras. El
dominio de coédigo de barras comprende, en orden, una porcién “Flanco 1”7, una porcion “AR-1”, una porcion “AR-
1/Flanco 2", una porcion “AR-2” y una porcién “AR-2/Flanco 3”. En el Paso 1, la “Deteccion AR-1" se hibrida con las
porciones “AR-1" y “AR-1/Flanco 2” de la sonda. “Deteccion AR-1" corresponde a un complejo indicador o acido
nucleico complementario que comprende una etiqueta detectable que codifica una timidina de primera posicién. Por
lo tanto, el Paso 1 corresponde a la Figura 9D. En el Paso 2, “Carece 1” se hibrida con las porciones “Flanco 1" y “AR-
1” de la sonda. “Carece 1” corresponde al acido nucleico de hibridaciéon que carece de una etiqueta detectable que
sea especifico de la primera region de unién de la sonda (como se muestra en la Figura 9E como una barra negra que
cubre la primera region de union). Al hibridarse a la posicion “Flanco 17, que es 5’ del complejo indicador o acido
nucleico complementario, el acido nucleico hibridante desplaza mas eficientemente el complejo indicador/acido
nucleico complementario de la sonda. Las porciones de “Flanco” también se conocen como “Toe-Holds”. En el Paso
3, la “Deteccion AR-2” se hibrida con las porciones “AR-2” y “AR-2/Flanco 3” de la sonda. “Deteccion AR-2”
corresponde a un complejo indicador o acido nucleico complementario que comprende una etiqueta detectable que
codifica una segunda posicién Guanina. Por lo tanto, el Paso 3 corresponde a la Figura 9E. En esta realizacion, el
acido nucleico de hibridacion que carece de una etiqueta detectable y los acidos nucleicos complementarios que
comprenden etiquetas detectables/complejos indicadores se proporcionan secuencialmente.

Alternativamente, el acido nucleico hibridante que carece de una etiqueta detectable y acidos nucleicos
complementarios que comprenden etiquetas detectables/complejos indicadores se proporcionan simultaneamente.
Esta realizacion alternativa se muestra en la Figura 11. En el Paso 2, se proporciona “Carece 1” (acido nucleico
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hibridante que carece de una etiqueta detectable) junto con “Deteccion AR-2” (complejo indicador que codifica una
segunda posicion Guanina). Esta realizacion alternativa puede ser mas efectiva en el tiempo que la realizacion
ilustrada en la Figura 10 porque combina dos pasos en uno.

La figura 12 ilustra los métodos descritos en este documento. Aqui, un acido nucleico diana es capturado e
inmovilizado en dos posiciones, produciendo asi un “espacio” a la que una sonda puede unirse. Una primera poblacién
de sondas se hibrida sobre el acido nucleico diana y se detectan etiquetas detectables. Los pasos iniciales se repiten
con una segunda poblaciéon de sondas, una tercera poblacion de sondas, a mas de 100 poblaciones de sondas. El
uso de aproximadamente 100 poblaciones de sondas proporciona una cobertura de aproximadamente 5X de cada
nucledtido en un acido nucleico diana. La Figura 12 proporciona tasas estimadas de tiempos de lectura en funcion del
tiempo requerido para detectar sefiales de un Campo de Vision (FOV).

La distribucién de sondas a lo largo de una longitud de acido nucleico diana es critica para la resolucion de la sefial
detectable. Como se discutid anteriormente, el limite de resolucién para dos etiquetas detectables es de
aproximadamente 600 nucleétidos. Preferiblemente, cada sonda de secuenciacion en una poblacién de sondas se
unira a no mas de 600 nucledtidos entre si. Como se discutié anteriormente, 600 nucledtidos es el limite de resolucion
de un aparato de secuenciacion tipico. En este caso, una sonda de secuenciacion proporcionara una sola lectura; esto
se muestra en la Figura 12 en el punto de resolucion limitada mas a la izquierda.

Aleatoriamente, pero en parte dependiendo de la longitud del dominio de unién diana, la Tm de las sondas y la
concentracion de las sondas aplicadas, es posible que dos sondas de secuenciacion distintas en una poblacion se
unan dentro de 600 nucledtidos entre si. En este caso, se emitiran multiples lecturas desordenadas de un unico punto
con resolucion limitada; esto se muestra en la Figura 12 en el segundo punto con resolucion limitada.

Alternativa o adicionalmente, la concentracién de sondas de secuenciacién en una poblacion puede reducirse para
disminuir la cobertura de las sondas en una region especifica de un acido nucleico diana, por ejemplo, por encima del
limite de resolucién del aparato de secuenciacion, produciendo asi una sola lectura desde un punto de resolucién
limitada.

La Figura 23 muestra un esquema de una sonda de secuenciacion distinta de la utilizada en las Figuras 8 a 12. Aqui,
cada posicion en un dominio de cédigo de barras esta unida por acidos nucleicos complementarios que comprenden
etiquetas detectables o por complejos indicadores. Por lo tanto, en este ejemplo, se puede leer una secuencia de seis
nucleétidos sin necesidad de reemplazar secuencialmente acidos nucleicos complementarios. El uso de esta sonda
de secuenciacion reduciria el tiempo para obtener informacion de secuencia ya que se omiten muchos pasos del
método descrito. Sin embargo, esta sonda se beneficiaria de las etiquetas detectables que no se superponen, por
ejemplo, los fluoréforos son excitados por longitudes de onda de luz no superpuestas o los fluoréforos emiten
longitudes de onda de luz no superpuestas.

El método comprende ademas etapas de ensamblar cada orden lineal identificado de nucledtidos para cada region
del acido nucleico diana inmovilizado, identificando asi una secuencia para el acido nucleico diana inmovilizado. Los
pasos de ensamblaje utilizan un medio de almacenamiento legible por ordenador no transitorio con un programa
ejecutable almacenado en él. El programa instruye a un microprocesador para organizar cada orden lineal identificado
de nucledtidos para cada regidon del acido nucleico diana, obteniendo asi la secuencia del acido nucleico. El
ensamblaje puede ocurrir en “tiempo real”, es decir, mientras se recopilan datos de sondas de secuenciacion en lugar
de después de que se hayan recopilado todos los datos.

Cualquiera de los aspectos y realizaciones anteriores se puede combinar con cualquier otro aspecto o realizacion
como se describe aqui en las secciones de Resumen y/o Descripcion Detallada.

Definiciones:

En ciertas realizaciones ejemplares, los términos “hibrida” e “hibridacién”, como se usan en el presente documento,
se usan indistintamente para significar la formacion de un duplex estable. En un aspecto, el duplex estable significa
que una estructura duplex no se destruye por un lavado riguroso en condiciones tales como una temperatura de
aproximadamente 5°C por debajo o aproximadamente 5°C por encima de la Tm de una cadena del duplex y baja
concentracion de sal monovalente, por ejemplo, menos de 0.2 M, o menos de 0.1 M o concentraciones de sal
conocidas por los expertos en la técnica. El término “perfectamente emparejado”, cuando se usa en referencia a un
duplex significa que las cadenas de polinucleétidos y/u oligonucleétidos que forman el duplex forman una estructura
de doble cadena entre si, de modo que cada nucleétido en cada cadena experimenta un emparejamiento de bases
Watson-Crick con un nucleétido en la otra cadena. El término “duplex” comprende, pero no se limita a, el
emparejamiento de analogos de nucledsidos, tales como desoxiinosina, nucledsidos con bases de 2-aminopurina,
PNA y similares, que pueden emplearse. Un “emparejamiento incorrecto” en un duplex entre dos oligonucleotidos
significa que un par de nucleétidos en el duplex no puede someterse al enlace Watson-Crick.

Como se usa en el presente documento, el término “condiciones de hibridacién” incluira tipicamente concentraciones
de sal de menos de aproximadamente 1 M, mas usualmente menos de aproximadamente 500 mM e incluso mas
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usualmente menos de aproximadamente 200 mM. Las temperaturas de hibridacion pueden ser tan bajas como 5°C,
pero tipicamente son mayores de 22°C, mas tipicamente mayores de aproximadamente 30°C y, a menudo, superiores
a aproximadamente 37°C. Las hibridaciones se realizan generalmente en condiciones rigurosas, por ejemplo,
condiciones en las que una sonda hibridara especificamente con su subsecuencia diana. Las condiciones estrictas
dependen de la secuencia y son diferentes en diferentes circunstancias. Los fragmentos mas largos pueden requerir
temperaturas de hibridacion mas altas para la hibridacion especifica. Como otros factores pueden afectar la rigurosidad
de la hibridacion, incluida la composiciéon de la base y la longitud de las cadenas complementarias, la presencia de
disolventes organicos y el grado de emparejamiento incorrecto de la base, la combinacién de parametros es mas
importante que la medida absoluta de cualquiera sola.

En general, las condiciones rigurosas se seleccionan para que sean aproximadamente 5°C mas bajas que la Tm para
la secuencia especifica a una fuerza iénica y pH definidos. Las condiciones rigurosas ejemplares incluyen una
concentracion de sal de al menos 0.01 M a no mas de 1 M de concentracion de iones Na (u otras sales) a un pH de
7.0 a 8.3 y una temperatura de al menos 25°C. Por ejemplo, las condiciones de 5X SSPE (NaCl 750 mM, fosfato de
Na 50 mM, EDTA 5 mM, pH 7.4) y una temperatura de 25-30°C son adecuadas para hibridaciones de sonda
especificas de alelo. Para condiciones estrictas, ver, por ejemplo, Sambrook, Fritsche y Maniatis, “Molecular Cloning
A Laboratory Manual, 2nd Ed.” Cold Spring Harbor Press (1989) y Anderson Nucleic Acid Hybridization, 1st Ed., BIOS
Scientific Publishers Limited (1999). Como se usa en el presente documento, los términos “hibridando especificamente
a” o “hibridando especificamente a” o términos similares se refieren a la unién, duplicaciéon o hibridacién de una
molécula sustancialmente a una secuencia o secuencias de nucledtidos particulares en condiciones rigurosas.

Las etiquetas detectables asociadas con una posicion particular de una sonda pueden ser “leidas” (por ejemplo, su
fluorescencia detectada) una o varias veces; una “lectura” puede ser sinonimo del término “identificacion de
nucledtidos”. Las lecturas multiples mejoran la precision. Una secuencia de acido nucleico diana se “lee” cuando se
detecta un tramo contiguo de informacion de secuencia derivada de una Unica molécula diana original; tipicamente,
esto se genera a través del consenso de multiples pasadas (como se define a continuacién). Como se usa en este
documento, el término “cobertura” o “profundidad de cobertura” se refiere al nimero de veces que se ha secuenciado
una regién de destino (mediante lecturas discretas) y se ha alineado con una secuencia de referencia. La cobertura
de lectura es el numero total de lecturas que se asignan a una secuencia objetivo de referencia especifica; La cobertura
base es el numero total de llamadas base realizadas en una posiciéon genémica especifica.

Como se usa en el presente documento, un “ciclo hybe y seq” se refiere a todos los pasos necesarios para detectar
cada region de unién en una sonda particular o poblaciéon de sondas. Por ejemplo, para una sonda capaz de detectar
seis posiciones en un acido nucleico diana, un “ciclo hybe y seq” incluira, al menos, hibridacion de la sonda con el
acido nucleico diana, hibridacion de acidos nucleicos complementarios/complejos indicadores a la regiéon de unién en
cada una de las seis posiciones en el dominio de cédigo de barras de la sonda y detectar las etiquetas detectables
asociadas con cada una de las seis posiciones.

El término “sonda de k-mero” es sinénimo de una sonda de la presente invencion o divulgacion.

Cuando dos o mas secuencias de lecturas discretas estan alineadas, las porciones superpuestas se pueden combinar
para crear una secuencia consenso unica. En las posiciones donde las porciones superpuestas tienen la misma base
(una sola columna de la alineacion), esas bases se convierten en el consenso. Se pueden usar varias reglas para
generar el consenso para las posiciones donde hay desacuerdos entre las secuencias superpuestas. Una regla de
mayoria simple usa la base mas comun en la columna como consenso. Un “consenso de mdltiples pasos” es una
alineacion de todas las lecturas de sonda discretas de una sola molécula objetivo. Dependiendo del numero total de
ciclos de poblaciones de sonda/encuestas aplicadas, cada posicion de base dentro de una sola molécula objetivo
puede consultarse con diferentes niveles de redundancia o superposicion; en general, la redundancia aumenta el nivel
de confianza de una identificacion de nucleétidos.

La “precision bruta” es una medida de la capacidad inherente del sistema para identificar correctamente una base. La
precision bruta depende de la tecnologia de secuenciacion. La “precision de consenso” es una medida de la capacidad
del sistema para identificar correctamente una base con el uso de lecturas adicionales y poder estadistico. La
“especificidad” se refiere al porcentaje de lecturas que se asignan a los objetivos previstos del total de lecturas por
serie. “Uniformidad” se refiere a la variabilidad en la cobertura de secuencia en las regiones diana; alta uniformidad se
correlaciona con baja variabilidad. Esta caracteristica se informa cominmente como la fracciéon de regiones diana
cubiertas por 220% de la profundidad de cobertura promedio en todas las regiones diana. Los errores estocasticos (es
decir, los errores quimicos de secuenciacion intrinseca) pueden corregirse facilmente con la secuenciacion 'multipaso’
del mismo acido nucleico diana; dado un numero suficiente de pases, se puede lograr una secuenciacion
sustancialmente 'consenso perfecto' o 'libre de errores'. Los métodos descritos en este documento pueden
implementarse y/o registrarse los resultados utilizando cualquier dispositivo capaz de implementar los métodos y/o
registrar los resultados. Los ejemplos de dispositivos que se pueden usar incluyen, entre otros, dispositivos
informaticos electrénicos, incluidos ordenadores de todo tipo. Cuando los métodos descritos en este documento se
implementan y/o graban en un ordenador, el programa de ordenador que puede usarse para configurar el ordenador
para llevar a cabo los pasos de los métodos puede estar contenido en cualquier medio legible por ordenador capaz
de contener el programa de ordenador. Los ejemplos de medios legibles por ordenador que se pueden usar incluyen,
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entre otros, disquetes, CD-ROM, DVD, ROM, RAM, medios legibles por ordenador no transitorios y otros dispositivos
de almacenamiento de memoria y ordenador. El programa de ordenador que se puede usar para configurar el
ordenador para llevar a cabo los pasos de los métodos, reunir informacion de secuencia y/o registrar los resultados
también se puede proporcionar a través de una red electrénica, por ejemplo, a través de Internet, una intranet o otra
red.

Se puede incorporar una “Tarjeta de secuencia de consumibles” (Figura 24) en un dispositivo de imagen de
fluorescencia conocido en la técnica. Cualquier microscopio de fluorescencia con varias caracteristicas diferentes es
capaz de realizar esta lectura de secuencia. Por ejemplo: la lampara de campo amplio, laser, LED, multifotdn,
iluminacion de reflexion confocal o interna total se puede utilizar para la excitacion y/o deteccion. La camara (simple o
multiple) y/o el tubo fotomultiplicador (simple o mdltiple) con resolucién espectral basada en filtro o en rejilla (una o
mas longitudes de onda de emision resueltas espectralmente) son posibles en el canal de deteccién de emisiones del
microscopio de fluorescencia. Los ordenadores estandar pueden controlar tanto la tarjeta de secuencia consumible,
los reactivos que fluyen a través de la tarjeta y la deteccién por el microscopio de fluorescencia.

Los datos de secuenciacién pueden ser analizados por cualquier nimero de ensambladores de secuenciacion
estandar de préxima generacion (ver, por ejemplo, Waijid y Serpedin, “Review of general algorithmic features for
genome assemblers for next generation sequencers" Genomics, proteomics & bioinformatics, 10(2), 58-73, 2012). Los
datos de secuenciacion obtenidos dentro de una Unica region limitada por difraccion del microscopio se “ensamblan
localmente” para generar una secuencia de consenso de las lecturas multiples dentro de un punto de difraccion. Las
lecturas ensambladas en el punto de difraccion multiple se mapean juntas para generar secuencias contiguas que
representan el conjunto de genes diana completo, o un ensamblaje de novo de genomas completos.

Se describen ensefianzas adicionales relevantes para la presente invencion y divulgacion en uno o mas de los
siguientes documentos: US 8,148,512, US 7,473,767, US 7,919,237, US 7,941,279, US 8,415,102, US 8,492,094, US
8,519,115, US 2009/0220978, US 2009/0299640, US 2010/0015607, US 2010/0261026, US 2011/0086774, US
2011/0145176, US 2011/0201515, US 2011/0229888, US 2013/0004482, US 2013/0017971, US 2013/0178372, US
2013/0230851, US 2013/0337444, US 2013/0345161, US 2014/0005067, US 2014/0017688, US 2014/0037620, US
2014/0087959, US 2014/0154681 y US 2014/0162251.

Ejemplos
Ejemplo 1: El método de secuenciacion de un acido nucleico diana es rapido

A continuacion, se describe el tiempo para los pasos en los métodos de la presente invencion y como se muestra en
las Figuras 8 a 12.

La presente invencion requiere una preparacion minima de la muestra. Por ejemplo, como se muestra en la Figura 13,
los acidos nucleicos en una muestra pueden comenzar a leerse después de 2 horas o menos o tiempo de preparacion;
esto es significativamente menos tiempo requerido para la secuenciacion lon Torrent (AmpliSeq™) o lllumina
(TruSight), que, respectivamente, requieren aproximadamente 12 o 9 horas de tiempo de preparacion.

Los calculos para una serie ejemplar se muestran en la Figura 14 y los calculos para los tiempos de ciclo se muestran
en la Figura 15.

La union de una poblacién de sondas a un acido nucleico diana inmovilizado tarda aproximadamente sesenta
segundos. Esta reaccion puede acelerarse utilizando multiples copias del dominio de unién diana en la cadena
principal sintética. Con el dispositivo de intercambio de fluidos controlado por microfluidos, el lavado de las sondas no
unidas demora aproximadamente medio segundo.

La adicion de un primer grupo de acidos nucleicos complementarios (Qque comprende una etiqueta detectable) y su
union a las regiones de unién en la primera posicion del dominio del cédigo de barras lleva aproximadamente quince
segundos. Cada campo de vision (FOV) tiene imagenes de cuatro colores diferentes, cada color representa una base
Unica. Las manchas fiduciales colocadas en una sonda de captura de 5 o una sonda de captura de 3' (0 ambas)
pueden ser Utiles para leer solo los codigos de barras épticos en linea (de acuerdo con la presencia de acido nucleico
diana con espacio) entre las dos ubicaciones. También se pueden agregar puntos fiduciales a cada campo de vision
para generar una alineacion igual de las imagenes en pasos sucesivos en el proceso de secuenciacion. Las cuatro
imagenes se pueden obtener en un solo FOV y luego el dispositivo de lectura éptica puede pasar a un nuevo FOV, o
tomar todo el FOV en un color y luego volver a crear una imagen en un segundo color. Un solo campo de visién se
puede leer en aproximadamente medio segundo. Se tarda aproximadamente medio segundo en pasar al siguiente

“n “n

campo de vision. Por lo tanto, el tiempo para leer “n” FOV es igual a “n” por 1 segundo).

Los acidos nucleicos complementarios que tienen etiquetas detectables se eliminan de la primera posicién del dominio
del cadigo de barras mediante la adicion de calor o lavado con exceso de acidos nucleicos complementarios que
carecen de etiquetas detectables. Si es necesario, la tasa de intercambio de etiqueta detectable puede acelerarse
incorporando pequefios oligonucledtidos de cadena sencillas que aceleran la tasa de intercambio de etiquetas

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2770055 T3

detectables (por ejemplo, sondas “Toe-Hold”; ver, por ejemplo, Seeling et al., “Catalyzed Relaxation of a Metastable
DNA Fuel”; J. Am. Chem. Soc. 2006, 128(37), pp 12211-12220). Se puede volver a crear una imagen de FOV para
confirmar que todos los acidos nucleicos complementarios que tienen etiquetas detectables se eliminan antes de
continuar. Esto lleva unos quince segundos. Este paso puede repetirse hasta alcanzar los niveles de sefial de fondo.

Los pasos anteriores se repiten o las posiciones restantes en el dominio de cddigo de barras de las sondas.

El tiempo total para leer iguales m (lecturas bases) por (15 seg + n FOV veces 1 seg + 15 seg). Por ejemplo, cuando
el numero de posiciones en el dominio del cédigo de barras es de 6 y 20 FOV, el tiempo de lectura es igual a 6 X (30
+ 20 + 15) 0 390 segundos.

Las sondas de la primera poblacion se deshibridan. Esto lleva unos sesenta segundos.

Los pasos anteriores se repiten para las segundas y posteriores poblaciones de sondas. Si las poblaciones de sondas
de secuenciacion se organizan por temperatura de fusion (Tm), cada poblacidn de sondas requerira multiples
hibridaciones para garantizar que cada base esté cubierta a la profundidad requerida (esto se debe a la tasa de error).
Ademas, al analizar las lecturas de hibridacién durante una ejecucion, es posible reconocer cada gen individual que
se esta secuenciando mucho antes de que se determine realmente la secuencia completa. Por lo tanto, el ciclo puede
repetirse hasta que se cumpla una frecuencia de error (o cobertura) deseada particular.

Utilizando el tiempo descrito anteriormente, junto con algunas estimaciones de densidad de unién de acido nucleico
con espacios, se puede estimar el rendimiento de un Secuenciador de Nanocadena de Siguiente Generacion (NSTG)
- Next Generation de la presente invencion.

El rendimiento neto del secuenciador viene dado por:

Ocupacién de Base Fraccionaria X <longitud de espacio> X nimero de espacios por FOV X Numero de bases
por cédigo de Barras Optico / [60 s (sondas de hibridacién para acido nucleico diana) + 0.5 s (lavado) + m:
posiciones en el dominio de cédigo de barras X (15 s (acidos nucleicos complementarios de unién) + nfovsX1
+ 15 s (acidos nucleicos complementarios de no unién)) + 60 s (sondas de deshibridacion para acido
nucleico)]

Por lo tanto, en un ejemplo, un “ciclo” total para un solo acido nucleico con espacios (sumando el método que se
muestra en la Figura 10):

60 segundos (sondas de hibridacién con acido nucleico diana) + 0.5 segundos (lavado) + m-bases X (15 s (acidos
nucleicos complementarios de union) + nFOVs por 1 + 15 s (acidos nucleicos complementarios no unidos)) + 60 s
(sondas de deshibridacion al acido nucleico diana). Utilizando m = 6, nFOV = 20, produce tiempo = 60 + 0.5 + 390 +
60=510.5s.

Suponiendo que: 1% de ocupacién de la regiéon de acido nucleico con espacios, 4000 bases por espacio, y 5000
fragmentos de nucledsidos con espacios por FOV y una m de 6 y nFOV de 20 (como se describié anteriormente)
produce un rendimiento neto de:

0.01X 4000 X 5000 X 20 = 4,000,000 6 lecturas base por 510.5 s = 47,012.73 bases/s.

Por lo tanto, en este ejemplo, un rendimiento neto por 24 horas de medicion continua = 4.062 Gigabases (Gb) por dia.
Estimaciones alternativas de hasta 12 Gb por dia. Ver Figura 12.

Como se muestra en la Figura 14, el tiempo de ejecucion requerido para secuenciar 100 acidos nucleicos diana
diferentes (un “100-plex”) es de aproximadamente 4.6 horas; El tiempo de ejecucion requerido para secuenciar 1000
acidos nucleicos diana diferentes (un “1000-plex”) es de aproximadamente 16 horas.

La Figura 16 compara la velocidad de secuenciacion, el nimero de lecturas y la utilidad clinica para la presente
invencion y varios otros métodos/aparatos de secuenciacion.

Ejemplo 2: El método tiene una baja tasa de error

La figura 17 muestra que la presente invencion tiene una tasa de error bruto de aproximadamente 2.1%, cuando se
omiten las posiciones terminales.

Para la invencion reivindicada, una tasa de error asociada con la secuenciacion esta relacionada con la diferencia de
energia libre entre un (m + n) mer completamente emparejado y un emparejamiento erréneo de base Unica (m-1 + n).
La suma de m + n es el numero de nucleétidos en un dominio de unién diana y m representa el nimero de posiciones
en un dominio de codigo de barras. Se puede hacer una estimacion de la selectividad de la hibridacion utilizando la
ecuacion (See, Owczarzy, R. (2005), Biophys. Chem., 117: 207-215 y el sitio Integrated DNA Technologies: en la
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World Wide Web (www)
idtdna.com/analyzer/Applications/Instructions/Default.aspx?AnalyzerDefinitions=true#Mismatc hMeltTemp):

o= 1 K,([cadena2] — [cadenal]) — 1 4 \/Kg([cadenal] — [cadena2])? + 2K, ([cadenal] + [cadena2]) + 1
B 2K,[cadena?] 2K, [cadena?]

donde Kj es la constante de equilibrio de asociacion obtenida de los parametros termodinamicos predichos,

—(AH° — TAS®)
Ka=exp | —fp

Theta representa el porcentaje de union del complemento exacto y las secuencias de emparejamiento erroneo de
base Unica, que se espera que sean recocidas para alcanzar la temperatura de hibridacién especificada. La T es la
temperatura de hibridacion en Kelvins, AH° (entalpia) y AS° (entropia) son los parametros de fusion calculados a partir
de la secuencia y los parametros termodinamicos vecinos mas cercanos publicados, R es la constante de gas ideal
(1.987 cal K-'mol ") [cadena 1/2] es la concentracion molar de un oligonucledtido, y la constante de -273.15 convierte
la temperatura de Kelvin a grados Celsius. Los parametros de vecino mas cercano y mas precisos se obtuvieron de
las siguientes publicaciones para pares de bases de ADN/ADN (Ver, Allawi, H., Santalucia, J. Biochemistry, 36,
10581), pares de bases de ARN/ADN (Ver, Sugimoto et al. ., Biochemistry, 34, 11211-6), pares de bases de ARN/ARN
(Ver, Xia, T. Et al., Biochemistry, 37, 14719),

Como ejemplo de una estimacion de la tasa de error aproximada esperada del secuenciador NSTG sigue. Para (m +
I’,I) es igual a 8" mer. Considere el siguiente cédigo de barras de 8 unidades y su emparejamiento incorrecto de base
Unica.

5'ATCGTACG3'

(regién a secuencia)

3'TAGCATGCS'

(secuencia de codigo de barras éptico con coincidencia perfecta)

3TAGTATGCS'

(secuenciacion de coédigo de barras éptico con emparejamiento incorrecto de base uUnica (GT))

Utilizando la calculadora IDT basada en las ecuaciones anteriores se obtiene:

A 17.4°C (la Tm del caso de coincidencia perfecta), (50%/0.3%) seria la relacion del codigo de barras dptico correcto
hibridado a esa secuencia versus la secuencia cddigo de barras incorrecto en la Tm, produciendo una tasa de error
estimada para esa secuencia de 0.6%.

Un calculo de secuenciacion de contenido de GC muy alto produce:

5'CGCCGGCCT

(regién a secuencia)

3'GCGGCCGGY

(secuenciacion de coédigo de barras dptico con coincidencia perfecta)

3'GCGGACGGS'

(secuenciacion de cédigo de barras optico con error de emparejamiento incorrecto de una sola base (GA) -
emparejamiento)

A 41.9°C (la Tm del caso de coincidencia perfecta), (50%/0.4%) seria la proporcion del codigo de barras dptico correcto
hibridado a esa secuencia frente al cddigo de barras incorrecto en la Tm, produciendo una tasa de error estimada para
que la secuencia sea del 0.8%.

El examen de un nimero de pares de 8 mer produce una distribucion de tasas de error, en el rango de 0.2% a 1%. Si
bien los calculos anteriores no seran idénticos a las condiciones utilizadas, estos calculos proporcionan una indicaciéon
de que el método de la presente invencion tendra una tasa de error intrinseca relativamente baja, en comparacién con
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otras tecnologias de secuenciacién de moléculas individuales, como Pacific Biosciences y Oxford Nanopore
Technologies donde las tasas de error pueden ser significativas (>> 10%). La figura 18 demuestra que la precision
bruta de la presente invencion es mayor que otros métodos de secuenciacion. Por lo tanto, la presente invencion
proporciona una secuencia de consenso de un solo objetivo después de menos pases que los requeridos para otros
métodos de secuenciacion. Ademas, la presente invencion puede obtener un secuenciamiento de “consenso
perfecto”/“libre de errores” (es decir, 99.9999%/Q60) después de 30 o mas pasadas, mientras que los métodos de
secuenciacion PacBio (por ejemplo) no pueden lograr dicho consenso después de 70 pasadas.

Ejemplo 3: Capacidad de resolucion de un solo par base

La figura 19 muestra que la presente invencion tiene una resolucion de base Unica y con tasas de error bajas (que
varian de 0% a 1.5% dependiendo de una sustitucion de nucleétidos especifica).

Se realizaron experimentos adicionales utilizando un ARN diana hibridado con cédigo de barras e inmovilizado en la
superficie del cartucho utilizando tecnologia normal de unidon de expresion génica NanoString (véase, por ejemplo,
Geiss et al, “Direct multiplexed measurement of gene expression with color-coded probe pairs”; Nature Biotechnology,
26, 317 - 325 (2008)). Se midio la capacidad de un cadigo de barras con diferente longitud de dominio de unién diana
y con una coincidencia perfecta (codigo de barras éptico YGBYGR-2um conectado a la secuencia de coincidencia
perfecta de 10 meros) para hibridarse con el ARN diana (Figura 26). Una mayor longitud del dominio de unién diana
proporciona recuentos mas altos. También muestra que el dominio de unién diana de 10 unidades es suficiente para
registrar la secuencia sobre el fondo. Cada una de las coincidencias alteradas de una sola base individual se sintetizé
con cédigos de barras opticos alternativos. Se conté la proporcion de codigos de barras 6pticos correctos a incorrectos
(Figuras 24 y 25).

La capacidad de 10 mer para detectar un SNP, la secuencia real es >15000 cuentas sobre el fondo, mientras que las
secuencias incorrectas son como maximo > 00 sobre el fondo. En presencia de la sonda correcta, se espera que las
tasas de error sean <3% de la secuencia real. Tenga en cuenta que estos datos son (en esencia) un peor escenario.
Tener solo una secuencia de hibridacién de 10 pares de bases unida a un indicador de cédigo de barras 6ptico 6.6
Kilobase (estilo Gen2). No se realizaron optimizaciones de condiciones especificas. Sin embargo, estos datos revelan
que el enfoque de secuenciacion NanoString Next-Generation es capaz de resolver pares de secuencia de una sola
base.

Los materiales y métodos detallados utilizados en el estudio anterior son los siguientes:

Protocolo de hibridacion Sonda B mas conjunto de cédigos

» Tomar elementos 25 ul (conjunto de cédigos 194)

* Agregar 5 ul Sonda B + secuencia complementaria al objetivo (100 uM)

* Agregar 15 ul Hyb Buffer (14.56 X SSPE 0.18% Tween 20)
SSPE (NaCl 150 mM, NaHPO4xH,0 10 mM, Na,EDTA 10 mM)

* Incubar en hielo durante 10 min

* Agregar 150 ul G bolas (40 ul G bolas a 10 mg/ml mas 110 ul 5x SSPE 0.1 % Tween 20)
* Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente

* Lavar tres veces con 0.1SSPE 0.1% Tween 20 utilizando un colector magnético

* Eluir en 100 ul 0.1 x SSPE durante 10 minutos a 45°C.

Protocolo de hibridacion objetivo (NaCl 750 mM)

* Tome 20 ul por encima de la muestra eluida

» Agregue 10 ul de regulador hyb

» Agregue 1 ul Target (ARN biotinilado 100 nM)

* Incubar en hielo durante 30 minutos

Tomar 15 ul y unir en el portaobjetos de estreptavidina durante 20 minutos, estirar el flujo con ganchos G, recuento
utilizando materiales nCounter
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El conjunto de cédigos Elements 194

Oligos comprado de IDT

SSPE (NaCl 150 mM, NaH2PO4xH20 10 mM, Na;EDTA 10 mM)

Tampon Hyb (14.56 X SSPE 0.18% Tween 20)

Tabla 2: Secuencias de la sonda B para 12, 11, .., 8 mers. (SEQ ID NO: 30 a SEQ ID NO: 34)

GBRYBG 5 GACTGTACCCACGCGATGACGTTCGTCAAGAGTCGCATAATCT 3

YRBYRG 5 AGACTGTACCACAAGAATCCCTGCTAGCTGAAGGAGGGTCAAAC 3

YGBYGR 5 GAGACTGTACCCTACGTATATATCCAAGTGGTTATGTCCGACGGC 3

GBRYGB 5 TGAGACTGTACCACCCCTCCAAACGCATTCTTATTGGCAAATGGAA 3

RYGBRG 5 CTGAGACTGTACCCGGGAATCGGCATTTCGCATTCTTAGGATCTAAA 3
Tabla 3: Secuencia objetivo (en negrita; SEQ ID NO: 35)

RNA 5 CAATGTGAGTCTCTTGGTACAGTCTCAGTTAGTCACTCCCTAAG\Bio TEG\ 3

Tabla 4: Secuencias de la sonda B para emparejamiento incorrecto de 10 mer (en negrita; SEQ ID NO: 36 a SEQ ID

NO: 41)

GAGACAGTACCCTGGTCTAGGTATCTAATTCGTGGGTCGGGTAC
T

10mermis2A
GAGACCGTACCGCTCATTTTGAACATACGATTGCGATTACGGAA
10mermis2C A
GAGACGGTACCTTAAAGCTATCCACGAATGTCAAAAATGTGGTT
10mermis2G 4

10mermis 1G

GAGAGTGTACCCAATGCTTGCAGTATGTATCCTGATCGTGCGTG
C

10mermis1A

GAGAATGTACCCTCATACCAATGTAAAGTATAGTTAACGCCCTG
T

10mermis 1T

GAGATTGTACCCTACATATATAGGAAAAGGGAAGGTAGAAGAG
CT

Lista de secuencias

<110> NanoString Technologies, Inc. BEECHEM, Joseph KHAFIZOV, Rustem

<120> SECUENCIACION SIN ENZIMA NI AMPLIFICACION

<130> NATE-025/001
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<150> US 62/082,883
<151>2014-11-21

<160> 104

<170> Patente en la version 3.5
<210> 1

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 1

atacatctag 10

<210> 2

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

< 220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 2

gatctacata 10

<210> 3

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 3

ttaggtaaag 10

<210> 4

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> Polinucledtido sintético
<400> 4

tcttcattac 10

<210>5

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 5

atgaatctac 10

<210> 6

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 6

tcaatgtatg 10

<210>7

<211>10

<212> ADN

< 213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 7

aattgagtac 10

<210> 8

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
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<400> 8

atgttaatgg 10

<210>9

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 9

aattaggatg 10

<210> 10

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 10

ataatggatc 10

<210> 11

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 11

taataaggtg 10

<210> 12

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucleotido sintético

<400> 12
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tagttagagc 10

<210> 13

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 13

atagagaagg 10

<210> 14

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 14

ttgatgatac 10

<210> 15

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 15

atagtgattc 10

<210> 16

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 16

tataacgatg 10
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<210> 17

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 17

ttaagtttag 10

<210> 18

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 18

atacgttatg 10

<210> 19

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 19

tgtactatag 10

<210> 20

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 20

ttaacaagtg 10

<210> 21
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<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 21

aactatgtac 10

<210> 22

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 22

taactatgac 10

<210> 23

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

< 220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 23

actaatgttc 10

<210> 24

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 24

tcattgaatg 10

<210> 25

<211>14
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 25

ctgtctcatc tctt 14

<210> 26

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 26

ctgtctcatc tettgetgea tectgt 26
<210> 27

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 27

ctgtctcatce tettgetgea tectgteggt tcacgttg 38
<210> 28

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223 > Polinucledtido sintético
<400> 28

ctgtctcatc ttgctgeate ctgteggttc acgttg 36
<210> 29

<211> 36

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

<223> Polinucledtido sintético
<400> 29

ctgtctcatt ttgctgcatc ctgtccgttc 36
<210> 30

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucleotido sintético
<400> 30

gactgtaccc acgcgatgac gttcgtcaag agtcgcataa tct 43
<210> 31

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucleodtido

<400> 31

agactgtacc acaagaatcc ctgctagcetg aaggagggtc aaac 44
<210> 32

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 32

gagactgtac cctacgtata tatccaagtg gttatgtccg acggce 45
<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> Polinucledtido sintético

<400> 33

tgagactgta ccacccctcec aaacgcattc ttatt ggcaa atggaa 46
<210> 34

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Polinucledtido sintético

<400> 34

ctgagactgt acccgggaat cggcatttcg cattcttagg atctaaa 47
<210> 35

<211> 44

<212>

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Polinucledtido sintético

<400> 35

caatgtgagt ctcttggtac agtctcagtt agtcactccc taag 44
<210> 36

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Polinucledtido sintético

<400 > 36

gagacagtac cctggtctag gtatctaatt cgtgggtcgg gtact 45
<210> 37

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Polinucledtido sintético
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<400> 37

gagaccgtac cgctcatttt gaacatacga ttgcgattac ggaaa 45
<210> 38

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Polinucledtido sintético

<400> 38

gagacggtac cttaaagcta tccacgaatg tcaaaaatgt ggttt 45
<210> 39

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Polinucledtido sintético

<400> 39

gagagtgtac ccaatgcttg cagtatgtat cctgatcgtg cgtge 45
<210> 40

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Polinucledtido sintético

<400> 40

gagaatgtac cctcatacca atgtaaagta tagttaacgc cctgt 45
<210> 41

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Polinucleotido sintético

<400> 41
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gagattgtac cctacatata taggaaaagg gaaggtagaa gagct 45
<210> 42

<211> 12

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 42

cacgaacgtc ag 12

<210> 43

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 43

catcgcatgc ct 12

<210> 44

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 44

gtcatctcct ac 12

<210> 45

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 45

gtcatccgct ac 12
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<210> 46

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 46

gtcatcgact ac 12

<210> 47

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 47

gtcatcttct ac 12

<210> 48

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 48

gtcatcacct ac 12

<210> 49

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 49

gtcatcactc ac 12

<210> 50
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<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 50

gtcatcttcg ac 12

<210> 51

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223 > Polinucledtido sintético
<400> 51

gtcatcaact ac 12

<210> 52

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 52

gtcatccgta ac 12

<210> 53

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 53

gtcatccgaa ac 12

<210> 54

<211>12
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 54

gtcatcacaa ac 12

<210> 55

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 55

gtcatcttgc ac 12

<210> 56

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 56

gtcatcttgc ct 12

<210 > 57

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 57

gtcatccgtc ct 12

<210> 58

<211> 12

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

<223> Polinucledtido sintético
<400> 58

cttttcacct ct 12

<210> 59

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 59

cttttcctet ct 12

<210> 60

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 60

cttttcgact ct 12

<210> 61

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223>

<400> 61

cttttctget ct 12

<210> 62

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 62

cttttctgta ct 12

<210> 63

<211> 12

<212 > ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 63

cttttctgtg ct 12

<210> 64

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 64

cttttctgtc ct 12

<210> 65

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 65

cttttcactc ct 12

<210> 66

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> Polinucledtido sintético
<400> 66

cttttcgttc ct 12

<210> 67

<211> 12

< 212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 67

cttttcgtac ct 12

<210> 68

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400 > 68

cttttccgte ct 12

<210> 69

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 69

cttttctgac ct 12

<210> 70

<211> 12

<212> ADN

< 213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
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<400> 70

aggcatgcga tg 12

<210> 71

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 71

aggcattgtg ct 12

<210> 72

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 72

aggcattgct ct 12

<210> 73

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 73

aggcatttct ac 12

<210> 74

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucleotido sintético

<400> 74
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aggcatacct ac 12

<210> 75

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 75

aggcatttgc ac 12

<210> 76

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 76

aggcatcgtc ct 12

<210> 77

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 77

tcctgtcggt tc 12

<210>78

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 78

gttcaatgct ct 12
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<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 79

attcggtgct ct 12

<210> 80

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 80

gatgcctgcet ct 12

<210> 81

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 81

tttgcttget ct 12

<210> 82

<211> 100

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético

<400> 82

ttcactgtag ctgtctcatt ttgctgecatc ctgtcegtte acgttggage ttgtcatceccg

tecctetttte actcecctagge atttgectat teggegtect

ES 2770055 T3
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<210> 83

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucleotido sintético
<400> 83

cgatctggtt 10

<210> 84

<211> 10

<212> ADN

<213 > Secuencia Artificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 84

cgatctggtt 10

<210> 85

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 85

gctagaccaa 10

<210 > 86

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 86

gctggaccaa 10

<210> 87
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<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

< 223> Polinucledtido sintético
<400> 87

gctcgaccaa 10

<210> 88

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 88

gcttgaccaa 10

<210> 89

<211> 10

< 212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 89

gagactgtac 10

<210> 90

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucleotido sintético
<400> 90

gagacagtac 10

<210> 91

<211>10
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 91

gagaccgtac 10

<210> 92

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucledtido sintético
<400> 92

gagacggtac 10

<210> 93

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucleotido sintético
<400> 93

gagagtgtac 10

<210> 94

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Polinucleotido sintético
<400> 94

gagaatgtac 10
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REIVINDICACIONES
1. Una sonda de secuenciacion que comprende un dominio de union diana y un dominio de codigo de barras;

en el que dicho dominio de union diana comprende al menos ocho nucleétidos y es capaz de unirse a un acido nucleico
diana, y en el que al menos dos nucledtidos en el dominio de unién diana son bases universales capaces de unirse a
cualquier base dentro del acido nucleico diana;

en el que dicho dominio de cédigo de barras comprende una cadena principal sintética, dicho dominio de cédigo de
barras comprende al menos seis posiciones de unién, cada posicion de unidon comprende al menos una region de
union, dicha region de unién comprende al menos una secuencia de acido nucleico capaz de unirse por una molécula
de acido nucleico complementaria,

en el que cada posicién de unién de las al menos seis posiciones de unién corresponde a un nucleétido en el dominio
de unién diana y cada una de las al menos seis posiciones de union tiene una secuencia de acido nucleico diferente,
y en el que dicha secuencia de acido nucleico de cada posicidn de las al menos seis posiciones de unién determinan
la posicién e identidad del nucleétido correspondiente en dicho acido nucleico diana que esta unido por dicho dominio
de unidn diana, y

en el que las bases universales preceden y siguen a los nucleétidos correspondientes a las posiciones en el dominio
de cddigo de barras.

2. La sonda de secuenciacion de la reivindicacion 1, en la que dicha cadena principal sintética comprende ADN de
cadena sencilla.

3. La sonda de secuenciacién de la reivindicacion 1, en la que dicha sonda de secuenciacion comprende un separador
de ADN de doble cadena entre el dominio de unién diana y el dominio del cédigo de barras.

4. La sonda de secuenciacion de la reivindicacion 1, en la que el nimero de nucleétidos en un dominio de unién diana
es al menos dos mas que el numero de regiones de unién en el dominio de cédigo de barras.

5. La sonda de secuenciacion de la reivindicacion 1, en la que cada posiciéon en un dominio de cédigo de barras tiene:
(a) el mismo numero de regiones de union; (b) una regién de unién; o (c) mas de una region de union.

6. La sonda de secuenciacion de la reivindicacion 1, en la que cada molécula de acido nucleico complementaria;
(a) para cada posicion de uniéon comprende una etiqueta detectable;

(b) o esta indirectamente ligado a una molécula de acido nucleico primario a través de un espaciador de acido nucleico;
o}

(c) para cada posicion de unién comprende entre aproximadamente 8 nucleétidos y aproximadamente 20 nucleétidos,
preferiblemente,

en el que cada molécula complementaria de acido nucleico comprende aproximadamente 12 nucleétidos.

7. La sonda de secuenciacion de la reivindicacion 6 (b), en la que cada molécula de acido nucleico primario se hibrida
con al menos una, dos, tres, cuatro o cinco moléculas de acido nucleico secundario.

8. La sonda de secuenciacién de la reivindicacion 7, en la que la molécula o moléculas secundarias de acido nucleico
comprenden al menos una etiqueta detectable.

9. La sonda de secuenciacion de la reivindicacion 7, en la que cada molécula secundaria de acido nucleico se hibrida
con al menos una, dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete moléculas de acido nucleico terciario que comprenden al menos
una etiqueta detectable.

10. La sonda de secuenciacion de la reivindicacion 1, en la que una o mas posiciones de unién en el dominio de cédigo
de barras son adyacentes a al menos un polinucleétido de cadena sencilla flanqueante.

11. Una poblacién de sondas de secuenciacion que comprende una pluralidad de la sonda de secuenciacion de la
reivindicacion 1.

12. Un método para secuenciar un acido nucleico que comprende etapas de:
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(1) hibridar al menos una primera poblacién de primeras sondas de secuenciacion que comprende una pluralidad de
la sonda de secuenciacién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 a un acido nucleico diana que se inmoviliza
para un sustrato, en el que el acido nucleico diana se inmoviliza al sustrato en una o mas posiciones;

(2) unir una primera molécula complementaria de acido nucleico que comprende una etiqueta detectable o una primera
molécula complementaria de acido nucleico de un primer complejo indicador que comprende una etiqueta detectable
a una primera posicién de union de las al menos seis posiciones de union;

(3) detectar la etiqueta detectable de la primera molécula de acido nucleico complementaria unida o la etiqueta
detectable de la primera molécula de acido nucleico complementaria unida del primer complejo indicador;

(4) identificar la posicion e identidad de un primer nucleétido en el acido nucleico diana inmovilizado;

(5) unirse a la primera posicion de unién una primera molécula de acido nucleico hibridante que carece de una etiqueta
detectable, desuniendo asi la primera molécula complementaria de acido nucleico que comprende una etiqueta
detectable o la primera molécula complementaria de acido nucleico del primer complejo indicador que comprende una
etiqueta detectable;

(6) unir una segunda molécula complementaria de acido nucleico que comprende una etiqueta detectable o una
segunda molécula complementaria de acido nucleico de un segundo complejo indicador que comprende una etiqueta
detectable a una segunda posicion de unién de las al menos seis posiciones de union;

(7) detectar la etiqueta detectable de la segunda molécula de acido nucleico complementario unido o la etiqueta
detectable de la segunda molécula de acido nucleico complementario unido del segundo complejo indicador;

(8) identificar la posicion e identidad de un segundo nucleétido en el acido nucleico diana inmovilizado;

(9) repetir los pasos (5) a (8) hasta que cada posicion de union de las al menos seis posiciones de unién haya sido
unida por una molécula complementaria de acido nucleico que comprende una etiqueta detectable o una molécula
complementaria de acido nucleico de un complejo indicador que comprende una etiqueta detectable, y se ha detectado
la etiqueta detectable de la molécula complementaria unida de acido nucleico o la etiqueta detectable de la molécula
complementaria unida de acido nucleico de un complejo indicador, identificando asi el orden lineal de al menos seis
nucleétidos para al menos una primera region del acido nucleico diana inmovilizado que se hibridé mediante el dominio
de unién diana de la sonda de secuenciacion;

y (10) deshibridar al menos una primera poblacién de primeras sondas de secuenciacion del acido nucleico diana
inmovilizado.

13. El método de la reivindicacién 12, en el que los pasos (5) y (6) ocurren secuencial o concurrentemente.

14. El método de la reivindicacion 12, en el que la primera molécula de acido nucleico complementaria y la primera
molécula de acido nucleico hibridante que carece de una etiqueta detectable comprenden la misma secuencia de
acido nucleico.

15. El método de la reivindicaciéon 12, en el que la primera molécula de acido nucleico hibridante que carece de una
etiqueta detectable comprende una secuencia de acido nucleico complementaria a un polinucleétido de cadena
sencilla flanqueante adyacente a la primera posicién de union.

16. El método de la reivindicacién 12, que comprende, ademas

(11) hibridar al menos una segunda poblacion de segundas sondas de secuenciacion que comprenden una pluralidad
de las sondas de secuenciacion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 a un acido nucleico diana que se
inmoviliza en un sustrato, en el que el acido nucleico diana se inmoviliza en el sustrato en una o mas posiciones, en
el que el dominio de union diana de la primera sonda de secuenciacion y la segunda sonda de secuenciacion son
diferentes, y en el que cada sonda de secuenciacion en la segunda poblacion se deshibrida del acido nucleico diana
inmovilizado en aproximadamente las mismas condiciones; y se deshibrida del acido nucleico diana inmovilizado en
condiciones diferentes que las sondas de secuenciacion en la primera poblacion;

(12) unir una primera molécula complementaria de acido nucleico que comprende una etiqueta detectable o una
primera molécula complementaria de acido nucleico de un primer complejo indicador que comprende una etiqueta
detectable a una primera posicién de unién de las al menos seis posiciones de union;

(13) detectar la etiqueta detectable de la primera molécula de acido nucleico complementaria unida o la etiqueta
detectable de la primera molécula de acido nucleico complementaria unida del primer complejo indicador;

(14) identificar la posicion e identidad de un primer nucleétido en el acido nucleico diana inmovilizado;
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(15) unirse a la primera posicion de unién una primera molécula de acido nucleico hibridante que carece de una
etiqueta detectable, desuniendo asi la primera molécula complementaria de acido nucleico que comprende una
etiqgueta detectable o la primera molécula complementaria de acido nucleico del primer complejo indicador que
comprende una etiqueta detectable;

(16) unir una segunda molécula complementaria de acido nucleico que comprende una etiqueta detectable o una
segunda molécula complementaria de acido nucleico de un segundo complejo indicador que comprende una etiqueta
detectable a una segunda posicion de unién de las al menos seis posiciones de union;

(17) detectar la etiqueta detectable de la segunda molécula de acido nucleico complementario unido o la etiqueta
detectable de la segunda molécula de acido nucleico complementario unido del segundo complejo indicador;

(18) identificar la posicion e identidad de un segundo nucleétido en el acido nucleico diana inmovilizado;

(19) repetir los pasos (15) a (18) hasta que cada posicion de unién de las al menos seis posiciones de unién haya sido
unida por una molécula complementaria de acido nucleico que comprende una etiqueta detectable o una molécula
complementaria de acido nucleico de un complejo indicador que comprende una etiqueta detectable, y se ha detectado
la etiqueta detectable de la molécula de acido nucleico complementario unido o la etiqueta detectable de la molécula
de acido nucleico complementario unido de un complejo indicador, identificando asi el orden lineal de al menos seis
nucledtidos para al menos una segunda region del inmovilizado acido nucleico diana que se hibridé mediante el
dominio de union diana de la sonda de secuenciacion; y

(20) deshibridar la al menos una segunda poblacion de sondas de segunda secuencia del acido nucleico diana
inmovilizado.

17. El método de la reivindicacién 16, que comprende ademas etapas de ensamblar cada orden lineal identificado de
nucledtidos en al menos la primera region y al menos la segunda region del acido nucleico diana inmovilizado,
identificando asi una secuencia para el acido nucleico diana inmovilizado.

18. Un kit que comprende un sustrato, una pluralidad de sondas de secuencia de cualquiera de las reivindicaciones 1
a 10, al menos dos sondas de captura, en el que una sonda de captura comprende una secuencia de acido nucleico
que se hibrida con una region de un acido nucleico diana que es diferente de la region del acido nucleico diana que
se hibrida con una sonda de secuenciacién y una etiqueta de afinidad,

al menos seis moléculas de acido nucleico complementarias que comprenden una etiqueta detectable, en el que un
acido nucleico complementario que comprende una etiqueta detectable comprende una secuencia de acido nucleico
que se hibrida con una de las al menos seis posiciones de union de una sonda de secuenciacion y una etiqueta
detectable,

al menos seis moléculas de acido nucleico complementarias que carecen de una etiqueta detectable, en el que un
acido nucleico complementario que carece de una etiqueta detectable comprende una secuencia de acido nucleico
que se hibrida con al menos una de las seis posiciones de fijacion de una sonda de secuencia,

e instrucciones de uso.

53



ES 2770055 T3

BUBIP UQIUN 8p oluiWwoQg

| einbi4

54



ES 2770055 T3

BUBIP UQIUN 8p oluiwog

Z einbi4

55



Figura 3

ES 2770055 T3

PP ’
@(@ \Qo 1',
0‘;0 (-\\b‘\
60
&
)
&0
&
&

56

4a,

Dominio de unidén diana



Figura 4

ES 2770055 T3

57

6

50

42

3

Dominio de unioén diana



ES 2770055 T3

fy

9 G b £ Z b Zy

S einbi4

58



ES 2770055 T3

«

Yu

fu

9

G

i 4

€

L4

el ‘y

Tu

v9 einbi4

59



ES 2770055 T3

Ry
o/ Y

@

&

y

el

L4

€

4 Q

9

Yu

49 einbi4

60



ES 2770055 T3

i
#
y
P

i

N
%N

Yu

fy

G

44

€

L4

09 enbly

61



ES 2770055 T3

#
4
#
#
F N
4 %

\
y. .
#
Vs Q
&

el

L4

o

fu

Yu

a9 einbi4

62



ES 2770055 T3

(jopur-osjiu A euisou| ‘ojdwala Jod) [esieAiun aseq = °n

SEpUOS |IW { ~ o ‘SEOYJ0adsSa saseq g

SEpUOS |IW GQ ~ of :Seojoadsa saseq g

SEpUOS ap UQ||iW | ~ o, & :Seoyjoadsa saseq

seolyj0adse saseq g

seoyoadsa saseq Ol

I\

[ einbi4

63



ES 2770055 T3

(1L eun apuaidwod)
eue|q 0218joNN OploY

1

U e9 eS eb of mN.mr\

sa|qejos)ap seyanbia
uapualdwoo anb saiopeoipul
solajdwoo ap odnib Jawnd

o

sa|qejoalap

sejanbna uapuaidwod anb
souejuawa|dwod sooIsjonu
sopioe ap odnib Jawnud

aseq ap eoyjoadsa
a|qe1oa)ap eyanbna
eun apuaidwod anb

BIOUSNOSS 8p BPUOS BJaWId Jopeopu) ofeidwon

0
aseq ap eoyjoadsa
.-==  9|qejos}ap ejenbi3

-~

h\
uolun ap ugibasr _ar™

esawud e esed ”
elejuawa|dwod
BIOUBN23S

V8 einbi4

64



ES 2770055 T3

(1 eun spuaidwod)
BUBI( 02I8ONN OpIoY

9 oS eb of eC el

sa|qejosjep
sejanbna ap
uadaied anb sodivoNU
SOpIog 8p uoloeplqly
ap odnub Jawidg

by

- ——— -

L~ 2lqejosjep ou ejenbi3
Cd

g

uoiun N/

ap ugibau esawud e| ,#
eJed euejuawa|dwod X//

elousnoeg

gg einbiy

65



ES 2770055 T3

(1L eun apuaidwod)
BUB|( 00I8[ONN OpIOY

2

n

[T u u 9 e§ eV ef Y YA \.k.mr

$9|qej09)ap seyenbie
uapuaidwod anb saiopeoipul
sola|dwoo ap odnib opunbag
¢}

sa|qejosjep

sejanbie se| apuaidwod anb
souejuawa|dwod sodisjonu
sopioe ap odnib opunbag

uoun ap ugibal

epunbas e| ejed »*

euejuawa|dwod
BIOUSN23S

aseq ap
eo|j|0adsa a|qejoslep

ejanbia eun apuaidwod

anb Jopeoipul ofejdwod

o

e aseq ap eoyjoadsa
« 8|qeoa}ap ejenbig

D8 einbi4

66



ES 2770055 T3

(9 -1-9-v¥-0- 1 eun apuaidwon)
BUEI( 00I9[ONN OpIOY

: %

9 1L 95 v 3

u u u 9 ‘e§ eV of el el
aseq
ap eoyjoadsa ajqejosjep
ejanbpje eun apuaidwod
anb Jopeoipui ole|dwod
. o}
o= wy Lo aseq ap eoyjoadsa
s9|qejos)ep
sejanbije uspualidwod @ 21qeloelep ejanby3
anb saiopeoipul uolun ap
sola|dwod ap odnib ojxeg uoiBou ejxas e| eied .-~
[ euejuawa|dwod
s9|qejos)ep BIOUSN23S

sejanbije apuaidwod
anb soo1a|onu soploe
ap pepauejuawa|dwod
ap odnib o)xag

g einbiy

67



ES 2770055 T3

(1enBi) eueiqg odl@|ONN OpIOY
9 1L 9% v )

U u u u 9 S e € eZ el

BlOUSN0aS ap euoz epunbag

i

38 einbi4

68



ES 2770055 T3

qAH BpUOS « :| O]DID

opejuiolq Nav @p
S9ARJ} B OPEZ||IAOWU|
9 opepuqiy
NAV 8p eJjseniy

V6 einbi4

69



ES 2770055 T3

euejuswaldwod odleonu
OpIog ap e|ndg|o

/

/ ‘ b\ a|qejoelep elenbi3

euewud o0o18[onu
Opiog ap e|nNOYIo0N

eleI0I9) 0219[oNU

A== 0DIOB 9P BINDJION

BLEPUNDIAS 0DIQ[ONU e
OpIog ap E|NOYI0N

a|gejoalap eyanbia eun apualidwod anb Jopeoipul ofadwo)

g6 einbi4

70



ES 2770055 T3

( (LTouw) 79wy Y ( (Usuw (o7saw Y (  (Wruw ©7puy) )
euwiL g euueng” g euwiL g euueng g euwl " p euueng "y
uoIoIsod uoISOd uoIsOd uoIISOd uoIISOd uoIIsod

CUE S S
(07ouy) (v o-uv) (075-uw) {(v5-5v) (07p-uv) (v r-uv)
BUIPNID 9 BUIUBPY g eUIPNID G eUlUSPY § BUIPNID ¢ BulUspY ¥
uoQIvISOd uoQIISOd uoQIISOd uoIISOd uoIIsod uoQIISOd
L LEE b HE L HE

- L - L~ <
uoiun ap 9-ugibey ap ugIun ap G-ugibay ap uowin ap y-ugibey ep
saJopedipu] soleidwo)d saJopeoipu| soleidwon saJopeoipu| sole|dwo)

\ J \. w \ »
ey Oy Y (  (zaw o7y Y ([ Wraw (71w )
eulwi g eulueng g eulwi "z Bulueng gz eulwi "L euueng L
uoIdISOd ugIISOd uoQIoISOd uoIIsod uoIIsod uoQIoISOd
L HE L HE e HE
(07e-uw) (¥ e-uy) (07z-9y) (v 2-uv) (071-4v) (v L-uv)
eupno e BuuapY ¢ BupID 2 Buluapy ¢ BUIPNID | BUIUBDY |
ugIoIsod ugIISOd uoIISOd uoRIsod uoIIsod uoIsod
LEE HE EHE || HE HE
N 4~ £~ <
uoiun ep g-ugibay ap uoiun ap Z-ugibay ep uoiun ap |-ugibay ap
saJopeoipu| solajdwo) saJopeolpu) solejdwon salopeolpu| solejdwon

06 einbi4

71



ES 2770055 T3

(uabew)
gAH ound | ugIisod «— gAH BpUOS « :| 0[01D

//.E
N\ L4
N\

(eunwiy = | ugIIsod)
8/qe)o8}ap BloUL8IS8I0oN|

ae6 einbi4

72



ES 2770055 T3

epeuoisny uabeuw|

#

(uabew)) (uabeuw)
¢ ¢ ¢ ¢ gAHojund Z ugnisod <« QgAH ojund | uoNIsod — QAH epuog < :| 091D
[ ]

9|qejoa)ap ejanbna ap aoaed
‘ugiun ap ugibai esswud e| esed
euejuawa|dwod elpuandasg

N\ =0
N\ =0
NG00 (euopy = ; uowsod) 3 einbi4

8/qejo8Jap BIOUBISION|H

73



ES 2770055 T3

(uabeuw) (uabewy) (uabewy)
gAH OJuNd Q UOPISOd ¢ ¢ <« « GAH OJUNd Z UPIISOd ¢ QAH OJuNd | UQIISOd < QAH BPUOS < ‘L ORID

46 eInbi4

74



ES 2770055 T3

gAH epuos epunbag « :z o210

—

96 einbi4

75



ES 2770055 T3

ejonbna ap a2a1e0 anb ajuepuqly 0218|oNU OpIOE = 8daie)

9|qejoajap ejanbia apuaidwod anb ouejuawaldwod 0218joNU OpIoe = BJ0d}8(Q
uolun ep ugibey = ¥y

B||10Uas euaped ap opnigajonuljod ap oanbue)y = ooue|4

¢ edejg zedej3 | ede3

s — 0
N
N\ — 0002
N o
— 000¥ m
Q.
\ - 0009 M.
NN [}
R 0008
I i 0000l @
15}
000zl @
[ ] .
Z-uv epeleq ‘¢ eder3 —
BRISSAESSVSASTIASERIIIXES » ]
| op aoae) - z ede3 | UQIOISOd
[ o o e o o o o o ‘1 mawum

L-¥V elo91ea

O, BOUIPOD
C UoKIsod

199190 J99011v 10001 [1va00v |00V LI L0100 v oo LOVH D LDV ILLOODLOLIILY IDLIOLLLLYIIDLOL) o
G oduely Al  oduel4 . € oduel4 o Z oduel4 .
ray | TR ppay | ERY gy | 2EY [Ty | bRV (b oouRl e 2p ouwoq

0} einbi4

76



ES 2770055 T3

N edejg

e S ————————
p-¥v eajeq € op 80880 :p edejg
+ :¢ edejg
£-¥yV epsleq Z 9p 8%8.e)
y 'z edejg
Z2-yv epsleq | ®p 8%8ie]
———————m) il mamum
1=y Bjosleq
100090 [992LLVEIDOLL{LVIO9Y | 1010V DLLLID1DDI0D [DLVILOLLIOOVO] DLIHOVILLOOILDLIDLY IDLIDLLLIVDIDLDED | OVIDIOVDLL a%m

ey [T | 2ouv |2 | Ly |4 ooueis

Godiel4 by $oduel4 \—-x<

173y 129y

(leuorado) panQy ap Jopesedag

owog

L1 einbi4

77



ES 2770055 T3

(opewnsa un ap sgAel) B ©] SN SEPeUapIO Sadljew) ,
(b3SIN %007 ~)
U PZ/Ao ZL =98uses Y 2'Z = AO4/uiw g X (uab un ap ojuajwgnd ap X001 esed) AO4 02~

(sauab 0001 9P X00} SojuslIpual) sausb ap seunjos] 000°00} = AO4/seuab 0005 X AO4 02~

(basI %001 ~)
Y $2/99 € = 91as SeIoy 2'Z = AO/UIW g X (uab un ap X0} ojusiwuqnd esed) AOS 02~

(euelp [@ ue opneajoNu

epEeD 9p XG OJuBILILGNO Jed SBuCIve|qod O0L~) SEpUOS UQION|0S8 Bp
ap seuoioe|qod 00| 8P SEW € ‘SEpuos ap ugioe|qod opejiwi| oyund un
©180.8) 'Sepuos ap ugioe|qod epunbas e uoo ayiday S0 9AE|| BPED
(e|I0US UQION|OSaI B
(uoin|osal 8p OJIDUSS  (UQION|OSB B OPEYILUI| uglouajep eun ap  (Uoon|osal ap epejwl|
owund [op 0A1UBP SEPEUBPIO  ound [op OAUSP 0J)UBP SEPEUBPIO OU  UQIDUS}AP B| 8P OJUSP
ou seinjos] saidRININ) ellouss enaT) $eIno3)| SaIdRINI) Elliouss eunjoay)
s N

Lyyoyy ——LOOVLY L1O9VID OOJYLY ~— LYYOL) ~—— LOVOLY e

%E%E%E%Ex%%;&

SBpuos ap ugoe|qod eiswid

£ eimded s 0}9|dWwod BUWOSOWOJD BUN S — G eamdeo
ap BpUOS eisey QY001 & qd ¢ op sjuswbely ap BpuUOS Zl el nbi |

78



ES 2770055 T3

(edejs gjse uBJUBNDAI OU YH UQIOBIOUBNDS OWOD |8} eble
eIN}o8| ap saucioeolde J10ap $9) SeIouandas ap ugioeolde e| ap giapuadap ugoejuswbel; ap pepissosu e ,

({opezpewojne 'sonuil Gi ~ LOH) SBI0Y Z (810} 0dway].
SEIOU 'L sonuI 0g UugIduaAul
Jejnjes ofny eysey - .couu._o.“.om_ﬂ: {juasaid
euejp op eimden P esiSaniy
[(daigoap ue opeziewoine) 4 §°0 ‘(lenuew) § Se ~ LOH] U 6 7810} odwail
Selou gt SoNuIW Gt me.c..m_._N . sonu 06 Gubignat)
: SOINUILL 06 106
{aeiniao ofny us - DD3P . 3p UQIIEIUIIUOD - mo.“__ oqu. ...... SOINUW Gy . aidpinw euwngy
ojuajwedniBe) ¥yod auang el2Iq1 3P UQIORZIBULION: uooEX8pUY| ezaidwi) uod
Dd auend R eraduy
{4840 uoy ue opeznewone) y §°0 ‘(lenuews) 4 ¢ ~ LOHI U 24 1810} odwar).
il (bagiduwy)
_sonuw om.mﬂv_sswo wo-m".__ﬁ. -PEIL ] SOMUIL OF sojnuiw G SOINUILL G sonui 06 JU8110] UO
s Eonbiite < oy op "6 9P UOIDEBUINCS < e A IODKIGRDE ¢ uand | <. eidpinw L uoj
: UQIOBZI|BWIOU e ;
speBieg  AuDde euasqry P >o-_no_n_“.=_._ ! uod P OPELEL uonsebig uOd

492upd ap [sued ap ojdwafg

oo sisuy

(eysandsal eied eJjsanw) 03ajdwod ojuajwedouandas ap ofeqeu; ap ofn|4

£1 'anbiy

79



ES 2770055 T3

57 (u) .bas ugionodala ap edwan (€10 |
& n
§ -
£ ]
(epuos ap sejenbne op 3
BINO8| Bp ,81BISAP, A OJuaNndal ‘AD ugioeubise 9 1
'SOpIQajoNU 8p UQIDEDNIUSPI B| JIDAP S8) olewwud 1
sojep ap ojuaiwesado.d esed odwan |8 uaknoul T ] T sopngajonu ||
OJusIWeIdUaNo8s ap ugiondale ap sodwarn soT , 0 (ST aNboUs 39 GAWAIL| 8p S8uoNIsod ™|
70 g UBOBIep [
o anb sepuog -
xS J OO0 9p |810} 0JOWDN
Y g1 = x3(d-0001 71 05uaNba) A4 9P #) m
000052 AO 10d seamo9| |e0) | T
4 gy =xeid-gol £ ~OpINaI eI 80 # 160 u
0002 {X) sepuanbay euelp seidod ap # mOWW_M MMmm -
100 o o wo.:o_E_._m:rw
-ugionoale ap sodwal) 001 (GY eUBIp G100) 3P OUEWEL ) o eoydy ||
001 BULTY SOUOIB3T IP #
Z Q) enTor ap prousT §051US9]
% % T GRBaId| - soinquly [

OJuaIWE.IDUBND3S ap UgIoedl|de B] ap ugiouny ua ugiondale ap odwan ap Jopendje)

\ 0 euel
A swioju 8 sistipuy L .w._ocw:oow //A el18.q)| ap "daid A .oEm_E_om..wc_ g A VN op openx3 A
(eysandsal eled esjsanw) 0}9|dwod ojualwePuandas ap oleqel) ap oln|4 vie ._Dm_ u_

80



ES 2770055 T3

XG~ OWaIung

L2 uod Je|njad olny ua sopep Se||IUas Se|NJP|ow ap seuel
$0| SOpol Juqnd eJed opuanbas seueq ap obipeo ap 0P ap
XE~ Tt

0y uod Je|njad olny ua sopep Se||IUas Se|NJP|oWw ap seuel

$0| sOpol Juqna eJed opuanbas seueq ap obipgo ap opw ap
ReZ XG~ OJUdIILGND UOD SB||I2UDS SB|NJY|oW ap Seuelp
$0| SOpO1 Juqnad eJed opuanbas seueq ap obipgd ap 0[P ap #
£l XE~ OJUdIWLGND UOD SB||I2UDS SB|NJY|oW ap Seuelp
$0| SOpo1 Juqnd eJed opuanbas seueq ap obiped ap 0010 ap #
8622 bas 0j010 J0d ,$9|qeZINN, SEINOD| P |BI0} CIAWNN
8685 2685 bas 0012 s0d qd g 9p SEPEIYIPOD SBINYDI| AP 810} #
P88 Givl bas 0j012 sod qd G ap SEPEIYIPOD SBINOI)| AP _«.o;_
.mmmm 69¢ bas 0j012 s0d qd ¢ 9p SEPEIYIPOD SBINOI| AP _«.o;_
P8l 26 bas 0010 sod qd ¢ 9p SEPEIYIPOD SBINOI| AP _«_o;_
9pe €z Das 0210 s0d qd Z 9p SEPEJYIPOD SBINYOI| AP _Eo;_
ce 9 095 0j212 ;0d qd | 9p SEPEJNIPOD SEINJOI| AP |BI0) 2
9 9)U1] 9p SaU0IS0d ap 210} CJOWDNN
20 uoised Jod (%) @iy ap ugednaQ
£ Z0A BUDN SCUDLW | Je|N|a2 ofny un ud SBUeIp SO| ap)
%66 < Jeuaoe, esed opuanbas seueq ap obipgo ap 000 ap
G0 bas ap o2 Jed (3%) sewueq ap obipeo ap ugednaQ,
001 (ad) ;sovedsa uod, euelp ap olpaweld pnibuc
0000¢ Je|n|ad ofnyy un ua SajeNpPIAPUI SBINJPOW ap SBUBIp ap # |e10] |

BpuOS B| 8p ugioedndo ap UQIdUN) US SOJ2I0 8p Jope|ndjed

Gl einbi

81



ES 2770055 T3

mms
¢ ¢ Res n.!.wM.vA ODI0
. opibuig
i s
15 R

LI 3 7

3 SRS SRR 5
SRS AERSRAS AR B SRR
Srersat et tsast Rt iaas

o
. PIENODd

Gndaih ity

3
AN
e

& d ndho
gfeats Lited scasl el
AT Y YT OTADTOREOTOTOTO BT TOTORE O,

i
-

BOIUHO DEDIIT

$EIN100] 8D § SBIOY OdWaIL  saseqefio

gteinbiy

82



ES 2770055 T3

(sajeuiuwia} sauooisod [L'£970[8"T 0°2]0°2 1°Z[0°Z 8" 0] (%)
y . Z¢ o'glgtzerzigeoTtfrre L tjerz st} \ 0

uIs ‘o,z ‘olpawoud)

ojniq Jo1Jd ap 321puj (4 eu
OJUBIWEZI|SBP Bp BUBJUSA)
o . mou_%e_g:%v ap seunjoa)
o Jod sepebouwuajul aseq
.mm. UZE U%O'E !U HEIKIBIEIES seuopisod 0}, SB| Sepoy
S5 sc weo [v[EIBIo[w[o[v[a]o
cg %87 %ee [v[v[BIBIv[o[v]i]o
25 wsT %07 [v[v[o[BiEIo[v[z]o
83 %8'E€ %0O'T |[Y|[V|[D|D/FID|V|L|D
g€ %07 %'z [¥[¢[o[o[¥[o®Iz]>
3% %r'e %L1 [v][e[o[o]¥[® B
58 %07 %80 [¥[v[o[o[¥[o]v
mm %7 %51 [¥]e][o]|o|v|o|¥|zBIo} ]
2 oyniqg Joiig p—
‘Bjjue sopioajoNuIp ap
SOpIpaw soprosjonuIp LLODLOLYDD FNE SauUOo|oBUIUIOD
9L 9P 6 9} se| sepoy

LT einbi4

83



ES 2770055 T3

B|[louSS BjR99|OLL BLUSIL B} P SASUSSUOI-JoUSIGO Bied SOSEC-0D -0IpaLiold OIatinN

Jeuiwiab eau)| ap OJUBIWEIOUBNISS

X0L X09 XQ§ {114 X0¢ xQ2
%66
............................................... (739}
%666
e)6ojoouo ap ssjaued
:001UJ[0 OJUSIWEIOUBNDSS (ord)
%6666
elous)sIsay
:BSO0I008)UI pEpaWLIajuT e (0sd)

illl\ %666 66

e (090)

OLSN —O—

‘ %6666 66
AoL1o 8p 8.qyj,/,e108u8d SNSUBSUOD),

oiodoueN - - @ -~ 0lgoEd —@— s BUILIN||j—-O-—

X0l
~ %078
%088 Wl
8
B
%0'26 B}
%096
Dn\.\\.l - \\\Q\\e
- oLn’
050 070 %0001
ejniq
uoIsioald

g1 einbi4

84



ES 2770055 T3

0ZuasmL %} '0/3dSSX| JopejnBas ap sauoidIpuod ofeq eyoay ugepuqly el epoL .,
OpUuOj 9p SOJUSNDAJ 9P BJSal B| 8p Sendsep SOjuandal SO| Bjuasaldal Sojuandal ap OPeAIasqo JOJeA |3 ,

%00T | 9€97
%0 i
%S0 €T
%S'T oY
%86 | €EVST
uoﬂﬂﬂ___.wnu SOpeAIOSqO
op |el0jop g, | SOOI

= g <] << <

= L <] <] <

Q] W O O O

Q) W O O O

L O O O O

~

~
Ll

:je1oy

:(,€ - ,G) BPUOS 9p BlOUANDAG
:(,€ - ,§) epuos op eloUaNIAg
:(,€ - .G) epuos ap elouandag
:(,€ - ) epuOS ap elouUaNDAg

:(.g - ) elpueld ap ejoUBNDAS

i ,0]|IoUSS 0}0a1100U| Ojudjwelesedw3,

4 OY8Bd OJualWElesedWwT,

61 eunbiq

85



ES 2770055 T3

(seseq 0$-02)
eJopesedas ugifay

seseq SN
4 ¢l

womy ¢ el Y

)
N\
)

seseq

ch

e
paonagoong L€

(o

—
&3\ ©
A

Xy

¥ X ¢ Jopesedag VV yXg

(se|qejos)ep sejanbne
UOD SOLIBIDIB) SODIBIONU SOPIOR 8P SBINOYIOW G 'SOLBPUNIAS SODIBIONU
SOPIOR 9P SBINOP|OW G ‘ouewiid 0219[oNU OPIOR 9P BINOYIoW |)

§Xg

v0z einbi4

86



ES 2770055 T3

epJainbz| e| e sopessow sofa|dwod
ap ewesbelp |8 ua $810|00 B UBPUOdSaLI0D BSBW B| US S8I0|00 SO

Sh'ie A4 R4 8l 2.8

A &4 8l Sy 8t Xy

L6816 T4 Sy 8zt 287

L6 8l Sy l £Xg

G226 YA Sy l 1284

02K | (wno1) (wnot) Gwnoy) | (M
euelos9) "e'u | BUEPUNOAS "BU | puewid "e'u {uawnjop
© B|NOYIoN EINOYION BINOYIo0N

$9|qejos)ep sejenbne uapuasdwod anb saiopedipul
sola|dwod Jinyjsuod esed ojdwale ap ejeoay

002 einbi4

9l < O |eued ap see|buIS
pXe £xp I

\ N\ N
/ / %M 0s 3
(.-
W 00si- S
N 0002 3
mf//m 005z &

= 000¢ §

00s€
AO4 / olpawo.d sojuanoay
g0z einbi4

87



ES 2770055 T3

9l < O |eued ap sayd|buIS O

2| g1z eanbiq

BIXd Sese £ X /

vy /w_oe 4}

SENTRA)

elxs sese .y X

V1 Z einbi4

88



ES 2770055 T3

alejusdiod

%0

%00T

£8YE

algjusoiod # 9l < © [eued ap sajlbulg #

{uru) gxg

AO4 / sOjuanday ap olpawoid

£ X G, Sedljguld

SOJUSNJaY 8P OIpaWOId

vz einbi4

89



ES 2770055 T3

%001

%0ZT

slejuadiod # 91 < © [eued ap sele|buig #

{urus) gx7

6805

AO4 / SOjusnday ap olpawold

[eI}Xd sese ¢ X /, ap seanaul)

0007

0008

S0JUBNJaY 8p 0IPaWOId

gzzeinbly

90



ES 2770055 T3

BUBIQ 00I19[NN OpIoY

v

u u u

u 9

2

eS

9 1 o
eV € o

v
el

€2 einbiy

91



Figura 24

ES 2770055 T3

SUEINERIERRES
ap sauabew
ap UQIoBWLIO}

ap ealy

Procesamiento
y fluidos con
tarjeta

92

Reactivos
sin tarjeta




LTL opuo} ap
lelquin
VL9 HEO4YgA
69 OGAUDA
669 AGYDOGA
[4AYA O8AYLA

IVLIDLOYOVD 8L

IVLOOOVOVD 866

DYIDLIVOVD CETL @mm>®x

IVIDIOYOYY  vL09T dOAGOA

SE|OUaNdag|  Sojuanoay 0B1po9)

IVIDLIVOVSL  DHEADY

VLDV <b<0 mm@&@
YIDLOVOVE

ES 2770055 T3

uﬁ.w DOVOVD

-~ o J b R e Ry ~ T
DVIOOOVRVYDE :
v s - ] 2

S S

IVLDYOVOVYD g ®m>um
[RUIBLIO - W1D 1 DVOYD) 4OAGOA
Selouanoas oB1poD

Gz einbiyq

93



ES 2770055 T3

2a9

opuoj 8p |eiquin

006 DdAYED JVLID1IVD oW g
P8ET DgYADd 19VOVILIOIVD O0law L, ap oledsg
ELVT HADEYD J19VOVILDLYD | 018w Z), op oleds]
L991 DYAGYA JVLOIDVOY 19Ul
6EEBT 4OAGDA IVLOLOVOVD 8w 0T
vLvvT goAdd9 IVLIOLOVOVDL JBW TT
S1808 DYEOAY IVLIOLOVOVOLD oW 7T
ojusnoay obipon BIOUBN09S NaV

9z einbi4

94



ES 2770055 T3

AU 0Z 8p ojjiouas ojund = |Nd 0Z 8p SN Jopedipu|

1T v4
ov oz
80¢€ 00¢
000¢T 000C
opeinies 00002
AO4/S01uUaN0ay (] oiouss ojungd

oj|12uas ojund ap Jopedipuj

Aojy/sojuandal gg (soyund Q) wd gz eye|dwod pnyibuo]
ejajdwod pnjibuo| ap Jopedipu|

LT einbi4

95



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

