ES 2316 603 T3

@ Numero de publicacién: 2 316 603

OFICINA ESPANOLA DE

PATENTES Y MARCAS @ Int. Cl.:
CO7H 21/02 (2006.01)
ESPANA C12Q 1/68 (2006.01)
@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Numero de solicitud europea: 02763230 .6
Fecha de presentacién : 03.07.2002

Numero de publicacién de la solicitud: 1448581
Fecha de publicacion de la solicitud: 25.08.2004

Titulo: Métodos de deteccion y cuantificacion de analitos en mezclas complejas.

Prioridad: 03.07.2001 US 898743 @ Titular/es: The Institute for Systems Biology
1441 North 34th Street
Seattle, Washington 98103-8904, US

Fecha de publicacién de la mencion BOPI: @ Inventor/es: Dimitrov, Krassen y
16.04.2009 Dunaway, Dwayne

Fecha de la publicacion del folleto de la patente: Agente: Elzaburu Marquez, Alberto
16.04.2009

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicién debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2316 603 T3

DESCRIPCION

Meétodos de deteccidn y cuantificacién de analitos en mezclas complejas.
Antecedentes de la invencion

Esta invencion se refiere, en general, al campo de la gendmica y, de forma mds especifica, a la deteccidn, identifi-
cacién y cuantificacién de analitos diana en mezclas.

Aunque todas las células del cuerpo humano contienen el mismo material genético, los mismos genes no estin
activos de todas esas células. Las alteraciones en los patrones de expresion de genes pueden tener profundos efectos
sobre las funciones biolégicas. Estas variaciones de la expresion de genes se hallan en el centro de los procesos
fisiolégicos y patoldgicos alterados. Por lo tanto, la identificacién y cuantificacion de la expresion de genes en células
normales, comparadas con células enfermas, puede contribuir al descubrimiento de nuevas dianas medicamentosas y
diagndsticas.

Los dcidos nucleicos pueden ser detectados y cuantificados sobre la base de sus secuencias de polinucleétidos
especificas. El principio bdsico subyacente a estos métodos existentes de deteccidn y cuantificacién es la hibridacién
de una secuencia de sonda complementaria marcada con una secuencia diana de interés en una muestra. La formacién
de un hibrido indica la presencia de la secuencia diana en la muestra, y el grado de formacién del hibrido, medido por
la cantidad de marca incorporada en el mismo, es proporcional a la cantidad de la secuencia diana.

Esta técnica, denominada hibridacién molecular, ha sido un instrumento util para identificar y analizar secuencias
de 4cidos nucleicos especificas en mezclas complejas. Esta técnica se ha utilizado en diagndsticos, por ejemplo, para
detectar secuencias de 4cidos nucleicos de diversos microorganismos en muestras biolégicas. Adicionalmente, se han
utilizado técnicas de hibridacién para realizar el mapeado de diferencias genéticas o polimorfismos entre individuos.
Ademads, estas técnicas se han usado para monitorizar variaciones de la expresion de genes en diferentes poblaciones
de células o en células tratadas con diferentes agentes.

En el pasado, sélo era posible detectar unos pocos genes simultdneamente en una muestra compleja. Sin embargo,
las micromatrices de ADN, dispositivos consistentes en miles de secuencias de ADN inmovilizadas, presentes en
una superficie miniaturizada, han hecho que este procedimiento sea mds eficiente. Con el uso de una micromatriz es
posible detectar, en un tnico experimento, la presencia o ausencia de millares de genes en una muestra biolégica. Esto
permite a los investigadores llevar a cabo simultdneamente varios ensayos diagndsticos sobre una muestra, u observar
cambios de los niveles de expresion en millares de genes en un experimento. Por lo general, las micromatrices se
preparan uniendo secuencias de ADN a una superficie tal como una membrana de nailon o una lamina de vidrio en
localizaciones definidas con precisién sobre una cuadricula. A continuacion, se marcan e hibridan los dcidos nucleicos
en una muestra biolégica en la matriz. E1l ADN marcado de la muestra determina la posicién exacta en la matriz en
donde se produce hibridacién, permitiendo la deteccién automatica.

Desgraciadamente, a pesar de la miniaturizacién de los formatos de matriz, este método exige todavia cantidades
importantes de la muestra bioldgica. Sin embargo, en numerosos casos tales como biopsias de tejidos enfermos o
muestras de un tipo de células discretas, la muestra bioldgica esta disponible en una cantidad limitada. Ademds, la
cinética de hibridacién en la superficie de una micromatriz es menos eficaz que la hibridacién en pequefias cantidades
de solucién acuosa. Adicionalmente, las micromatrices requieren un gran intervalo dindmico de deteccién para ex-
poner una diferencia importante en presencia de abundantes especies moleculares diferentes. La consecuencia es un
descenso de la sensibilidad, puesto que se establece un compromiso entre sensibilidad e intervalo dindmico. Un pro-
blema adicional que se presenta con los métodos basados en micromatrices es que el rendimiento es cuantitativamente
andlogo a los datos que han sufrido varias transformaciones intermedias. En las micromatrices, la cantidad de 4cido
nucleico hibridado en cada punto se determina midiendo su marca y, de esta forma, cualquier correlacién no lineal
entre la cantidad de ADN hibridado y la cantidad de marca detectada determinard un sesgo en la obtencién de datos.
Esta ausencia de linealidad ha sido extensamente documentada.

Collins et al. (Nucleic Acids Research 25(15): 2979-2984 (1997)) describen oligonucleétidos especificos para
dianas, denominados extensores de marca, que incluyen una extensién no dianizada que se une con un amplificador
que, a su vez, se une a varios amplificadores para generar una amplificacion de la sefial; la misma marca se une a todos
los extensores de marca, en donde la deteccién se basa en la inmovilizacién (localizacién por inmovilizacién). El
método descrito por Collins et al. no provee una amplificacion de sefial simultdnea (multiplexacién) para la deteccién
directa de 4cidos nucleicos, en particular cuando estdn presentes en mezclas complejas.

Por lo tanto, existe la necesidad de una deteccioén, identificacién y cuantificacidn exacta y sensible de los analitos
en mezclas complejas. La presente invencion satisface esta demanda y ofrece, asimismo, ventajas asociadas.

Resumen de la invencion
La invencidn ofrece una poblacién diversa de sondas marcadas de forma exclusiva, que contiene aproximadamente
treinta 0 mas sondas de 4cidos nucleicos especificas para dianas, cada una unida a una marca tnica, fijada a un acido

nucleico. También se ofrece un método para detectar un analito de acido nucleico. El método consiste en (a) poner en
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contacto una mezcla de analitos de dcidos nucleicos con la poblacién diversa de sondas marcadas de forma exclusiva
de la invencidn, bajo condiciones suficientes para la hibridacién de las sondas con los analitos de 4cido nucleico diana;
(b) medir la sefial resultante de una o varias de las sondas especificas para la diana, hibridadas con un analito, en donde
la sefal identifica de manera inequivoca el analito.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1 muestra los componentes de un especificador. Figura 1A muestra una asociacién entre una diana y un
especificador marcado. Figura 1B muestra la estructura de un genedigit. Figura 1C muestra una asociacion entre un
genedigit y anti-genedigit marcado.

Figura 2 muestra una molécula de sonda de ADN (especificador) que contiene varios tipos diferentes de marcas
espacialmente separadas.

Figura 3 muestra moléculas de sonda de ADN que contienen una marca en un extremo, que han sido estiradas
sobre un cubre-objeto usando una técnica de flow-stretch.

Figura 4 muestra moléculas de sonda de ADN que han sido alineadas usando una técnica de electro-stretch. Figura
4A muestra moléculas de sonda de ADN marcadas en una célula de flujo con el voltaje apagado. Figura 4B muestra
las moléculas de sonda de ADN marcadas en una célula de flujo con el voltaje encendido.

Figura 5 muestra un esquema de sondas alineadas por constriccién en el flujo de un liquido que contiene las sondas,
en presencia de un campo eléctrico oscilante.

Descripcion detallada de la invencion

Esta invencion estd dirigida a una poblacién diversa de sondas marcadas de forma exclusiva, que comprende treinta
o mds sondas de 4cido nucleico especificas para la diana, cada una de ellas unida a una marca exclusiva unida con
un 4cido nucleico, en donde cada sonda de 4cido nucleico es una molécula de dcido nucleico que comprende una
region especifica para la diana y una regién que comprende genedigits, en donde estos genedigits son regiones de
dcido nucleico de secuencias nucleotidicas predeterminadas que se encuentras unidas especificamente por secuencias
nucleotidicas anti-genedigit complementarias, en donde cada una de dichas secuencias nucleotidicas anti-genedigit
estd unida a un monémero de marca o a una combinacién de monémeros de marca, en donde la poblacién estd
en solucidn, y en donde la marca tiene una sefal detectable que es fluorescencia, luminiscencia, colorimétrica, de
voltaje, corriente o un campo magnético que se puede usar para la deteccion, identificacién y cuantificacién directa de
una amplia variedad de analitos diana. La poblacién diversa es ventajosa porque proporciona un nimero elevado de
marcas unicas de aproximadamente la misma sefial unitaria, a partir sélo de un nimero reducido de marcas diferentes.
Se proporcionan marcas suficientes, de forma que cada analito en una mezcla compleja puede unirse de manera tinica
con una marca y ser identificado de este modo. Las marcas estin disefiadas de tal forma que pueden ser usadas en un
pequeflo volumen de solucidn, lo que incrementa la eficacia de la reaccién de unién, y lo cual es de utilidad cuando se
dispone para el andlisis de s6lo cantidades reducidas de la muestra. Después de identificar las moléculas individuales
en una muestra, es posible realizar un recuento directo de las mismas, lo que da como resultado una lectura digital de
cada especie molecular en una mezcla. Dado que las diversas marcas estdn basadas en un nimero reducido de marcas
iniciales, esto permite que el método de deteccién opere dentro de un estrecho intervalo dindmico, con la consecuencia
de una mejora de la sensibilidad del sistema, puesto que se evita el compromiso entre sensibilidad e intervalo dindmico.
Por lo tanto, los métodos de la invencién proporcionan un sistema exacto y sensible para la deteccidn, identificacién y
cuantificacién de analitos en una mezcla.

En una realizacidn, la invencion se dirige a la deteccién de analitos de dcido nucleico en una mezcla compleja me-
diante, en primer lugar, hacer contactar la poblacion diversa de sondas segun la invencién bajo condiciones suficientes
para la hibridacién de las sondas con los analitos de 4cido nucleico diana. Estas sondas de acido nucleico especificas
para la diana, denominadas especificadores, contienen una regioén especifica para la diana y una regién que contiene
una o multiples secuencias “genedigit’ exclusivas. Los genedigits son regiones de acido nucleico de secuencias nu-
cleotidicas predeterminadas, unidas especificamente por secuencias nucleotidicas anti-genedigit complementarias, en
donde cada una de dichas secuencias nucleotidicas anti-genedigit esta unida a un monémero de marca o a una com-
binacién de mondémeros de marca, en donde la marca tiene una sefial detectable que es fluorescencia, luminiscencia,
colorimétrica, de voltaje, corriente 0 un campo magnético.

Como se usa en este documento, el término “unido”, cuando se refiere a una marca exclusiva o un acido nucleico,
significa que un mondémero de marca estd unido a un nucleétido en una correspondencia 1:1. Un monémero de marca,
tal como se usa en este documento, significa un resto mensurable individual, tal como un radiois6topo, fluorocromo,
tincién, enzima, nanoparticula, marca quimiofluorescente, biotina, u otro resto conocido en la técnica, que es men-
surable por métodos analiticos. Un monémero de marca puede unirse directamente a un nucleétido usando métodos
bien conocidos en la técnica. Los nucledtidos pueden ser también modificados o derivatizados quimicamente para fijar
un monémero de marca. Por ejemplo, un mondémero fluorescente tal como una molécula de fluoresceina puede unir-
se a dUTP (trifosfato de desoxiuridina) usando un grupo aminoalquilo de cuatro atomos. Cada monémero de marca
se fija a un nucleétido, formando un complejo mondémero de marca:nucleétido. Este monémero de marca:nucleétido
puede incorporarse en acidos nucleicos de muy diversas formas. Por ejemplo, se puede incorporar un monémero de
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marca:nucleétido en una sola localizacién dentro de un 4dcido nucleico o en dos o multiples localizaciones dentro de
un 4cido nucleico. Es posible unir, en primer lugar, un nucleétido a un monémero de marca, e incorporarlo entonces
en un acido nucleico, o se puede marcar un dcido nucleico existente uniendo un monémero de marca a un nucleétido
dentro del 4cido nucleico. Adicionalmente, por ejemplo, se puede incorporar un monémero de marca:nucleétido en un
acido nucleico y se puede incorporar un tipo diferente de monémero de marca:nucleétido en el mismo acido nucleico.

Como se usa en este documento, “analito” o diana, cuando se refiere a un analito, significa cualquier molécula de
acido nucleico cuya presencia se mide. Una molécula de analito de dcido nucleico puede ser, basicamente, cualquier
molécula de dcido nucleico para la que existe una sonda o ensayo detectable, o puede ser producida por un experto en
la técnica. La medicién puede ser cuantitativa o cualitativa. Un analito puede formar parte de una muestra que contiene
otros componentes, o puede ser el Gnico o principal componente de la muestra. Por lo tanto, un analito puede ser un
componente de una célula o tejido completo, un extracto de célula o tejido, un lisado fraccionado de los mismos,
o una molécula sustancialmente purificada. El analito puede estar unido en solucién o en fase sélida, incluida, por
ejemplo, una superficie s6lida tal como un chip, micromatriz o perla. Asimismo, el analito puede tener una estructura
o secuencia conocida o desconocida.

Como se usa en este documento, la expresién “especifico para la diana” significa un agente que se fija selectiva-
mente a un analito diana. Este agente se unird, con afinidad preferencial, con la diana, exhibiendo al mismo tiempo
escasa o nula reactividad cruzada con otras moléculas. Por ejemplo, cuando la diana es un 4cido nucleico, una secuen-
cia especifica para la diana es aquella que es complementaria para la secuencia de la diana, y es capaz de hibridar
con la secuencia diana, con escasa o nula reactividad cruzada frente a otras moléculas de acido nucleico. Una diana
de 4acido nucleico puede ser fijada, asimismo, de manera especifica para la diana por una proteina, por ejemplo, el
dominio de unién a ADN de un factor de transcripcion.

El término “complementario” se refiere a dos nucleétidos que pueden formar miltiples interacciones termodindmi-
camente favorables entre si. Por ejemplo, la adenina es complementaria a la timina, ya que pueden formar dos enlaces
de hidrégeno. De manera similar, guanina y citosina son complementarias, puesto que pueden formar tres enlaces
de hidrégeno. Una secuencia nucleotidica es el complemento de otra secuencia nucleotidica si los nucleétidos de la
primera secuencia son complementarios a los nucleétidos de la segunda secuencia. El porcentaje de complementa-
riedad (es decir, cudntos nucleétidos de una cadena forman multiples interacciones termodindmicamente favorables
con la otra cadena, en comparacién con el nimero total de nucledtidos presentes en la secuencia) indica el grado de
complementariedad de dos secuencias.

Como se usa en este documento, la expresion “secuencia repetida” significa dos o miiltiples copias de un elemento
central. Una secuencia repetida puede tener una repeticion directa de la secuencia central sin que intervenga ninguna
otra secuencia, o la secuencia repetida puede tener una repeticion no consecutiva del elemento central con secuencias
de intervencién. Un elemento central puede estar constituido por dcidos nucleicos tales como un oligonucleétido o un
aptamero. Por ejemplo, si el elemento central es una secuencia de 4cidos nucleicos de 8 pares de bases, entonces tres
repeticiones directas de esta secuencia serian una secuencia de 24 bases. Una “secuencia repetida complementaria” es
una secuencia que se une especificamente a la secuencia de repeticion. Para el ejemplo anterior, en el que la secuencia
de repeticion es la repeticion de un elemento central de 4cido nucleico, la secuencia de repeticion complementaria pue-
de contener una o multiples copias de la cadena complementaria del elemento central, que hibridaran especificamente
con la secuencia de repeticion.

Como se usa en este documento, el término “genedigit” significa una region de una secuencia nucleotidica prede-
terminada que sirve como punto de unién para una marca. El genedigit puede tener cualquier estructura, incluyendo,
por ejemplo, una secuencia exclusiva tinica o una secuencia que contiene elementos centrales repetidos. Cada genedigit
posee una secuencia exclusiva que lo diferencia de otros genedigits. Un “anti-genedigit” es una secuencia o estructura
nucleotidica que se une especificamente con el genedigit. Por ejemplo, si el genedigit es un dcido nucleico, el anti-
genedigit puede ser una secuencia de dcidos nucleicos que es complementaria para la secuencia del genedigit. Si el
genedigit es un acido nucleico que contiene elementos centrales repetidos, entonces el anti-genedigit puede ser una
serie de secuencias repetidas que son complementarias para las secuencias repetidas en el genedigit. Un anti-genedigit
puede contener el mismo nimero, o un nimero menor de secuencias repetidas comparado con el genedigit, con la
condicién de que el anti-genedigit sea capaz de unirse especificamente con el genedigit.

Como se usa en este documento, el término “especificador” significa el enlace de uno o miltiples genedigits a
una secuencia diana especifica. Los genedigits pueden estar unidos directamente, o se pueden enlazar usando una
secuencia interventora o adaptativa. Un especificador puede contener una secuencia diana especifica que le permitira
unirse a un analito diana. Un “anti-especificador” tiene una secuencia complementaria para la totalidad o parte del
especificador, de manera que se une especificamente con el especificador.

Como se usa en este documento, el término “mezcla” significa una composicién que contiene mas de una molécula.
Una mezcla puede ser homogénea, si contiene una tnica especie, o heterogénea, cuando contiene diferentes especies.
Ejemplos de muestras homogéneas incluyen, por ejemplo, poblaciones aisladas de 4cidos nucleicos. Las mezclas
heterogéneas incluyen extractos de tejidos, células, lisados y porciones fraccionadas de los mismos.

Como se usa en este documento, el término “marca” significa una molécula o moléculas que tornan un analito
detectable por medio de un método analitico. Una marca apropiada depende del formato particular del ensayo, y son
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bien conocidas por los expertos en la técnica. Por ejemplo, una marca especifica para una molécula de dcido nucleico
puede ser una molécula de dcido nucleico complementaria unida a un mondémero de marca o resto mensurable tal como
un radiois6topo, fluorocromo, tincién, enzima, nanoparticula, marca quimioluminiscente, biotina u otro resto cono-
cido en la técnica, y que es mensurable por métodos analiticos. Adicionalmente, una marca puede inducir cualquier
combinacién de monémeros de marca.

Como se usa en este documento, “exclusivo”, cuando se usa en referencia a la marca, significa una marca que
posee una sefial detectable que la distingue de otras marcas en la misma mezcla. Por lo tanto, una marca exclusiva
es un término relativo, ya que depende de otras marcas que se hallan presentes en la mezcla, y de la sensibilidad del
equipo de deteccién utilizado. En el caso de una marca fluorescente, una marca exclusiva es una marca que posee
propiedades espectrales que la diferencias de manera significativa de otras marcas fluorescentes en la misma mezcla.
Por ejemplo, una marca de fluoresceina puede ser una marca exclusiva si estd incluida en una mezcla que contiene una
marca de rodamina, dado que estas marcas fluorescentes emiten luz a longitudes de onda diferentes que basicamente
no se solapan. Sin embargo, si se agregara a la mezcla otra marca fluorescente que emitiera luz a una longitud de onda
igual o muy similar a la de fluoresceina, por ejemplo, el fluoréforo Verde Oregén, entonces la fluoresceina dejaria de
ser una marca exclusiva, puesto que el Verde Oregén y la fluoresceina no se podrian distinguir entre si. Igualmente,
una marca es exclusiva en relacion con la sensibilidad del equipo de deteccidn utilizado. Por ejemplo, se puede usar
un dispositivo FACS para detectar los picos de emisién de diferentes marcas que contienen fluoréforo. Si un conjunto
determinado de marcas tiene picos de emision separados, por ejemplo, por 2 nm, estas marcas no serian exclusivas si
se detectaran en un dispositivo FACS capaz de distinguir picos separados por 10 nm o més, pero si serian exclusivas
si se detectasen en un dispositivo FACS capaz de distinguir picos separados por 1 nm o mas.

Como se usa en este documento, el término “sefial” significa una cantidad o impulso fisico, detectable, por el que
se puede obtener informacion sobre la presencia de un analito. Por lo tanto, una sefial es la lectura de un componen-
te mensurable de deteccion. Una sefal incluye, por ejemplo, fluorescencia, luminiscencia, colorimétrica, densidad,
imagen, sonido, voltaje, corriente, campo magnético y masa. Por lo tanto, la expresion “sefial unitaria”, tal como se
usa en este documento, significa una cantidad especificada de una sefial en cuyos términos se pueden establecer las
magnitudes de otras cantidades de sefiales del mismo tipo. El equipo de deteccidn puede contar sefiales del mismo tipo
y mostrar la cantidad de la sefial en términos de una unidad comun. Por ejemplo, un dcido nucleico puede estar mar-
cado radiactivamente en una posicion nucleotidica, y otro 4cido nucleico puede estar marcado radiactivamente en tres
posiciones nucleotidicas. Las particulas radiactivas emitidas por cada 4cido nucleico se pueden detectar y cuantificar,
por ejemplo, en un contador de gammagrafia, que las muestra como nimero de cuentas por minuto (cpm). El dcido
nucleico marcado en tres posiciones emitird aproximadamente el triple de particulas radiactivas que el 4cido nucleico
marcado en una posicidn y, por consiguiente, se registrard un nimero de cpm aproximadamente tres veces mayor.

Como se usa en este documento, el término “dendrimero” significa un dcido nucleico ramificado. Estas estructu-
ras estdn formadas por capas de 4cidos nucleicos, en donde cada capa estd compuesta por heterohibridos de cadena
parcialmente simple, llamados monémeros de dendrimero. La capa mas externa de un dendrimero determinado puede
tener multiples brazos de cadena simple capaces de hibridar con una secuencia de 4cidos nucleicos complementaria.
Los mondmeros de dendrimero tienen la propiedad de que la adicién secuencial de monémeros da lugar a una estruc-
tura tridimensional, compuesta por dcido nucleico. Distintas configuraciones de moléculas de dcido nucleico pueden
dar origen a un elevado niimero de estructuras dendriticas de diferentes formas. Por ejemplo, con el uso de sintones
dendriméricos disponibles en el comercio es posible sintetizar un dendrimero con 1 tallo y 81 ramas. Igualmente, es
posible formar estructuras en forma de tridente, de peine y de burbuja.

Como se usa en este documento, la expresion “dcido nucleico” significa una molécula de ADN o ARN de cadena
sencilla o doble que incluye, por ejemplo, ADN genémico, ADNc y ARNm. La expresién quiere incluir moléculas
de 4cido nucleico de origen tanto sintético como natural. Una molécula de 4cido nucleico de la invencién puede tener
una configuracion lineal, circular o ramificada, y puede representar la cadena con sentido o antisentido, o ambas de
una molécula nativa de acido nucleico. Adicionalmente, una molécula de dcido nucleico puede incorporar un resto
detectable tal como una marca radiactiva, un fluorocromo, una sustancia ferromagnética, una marca luminiscente o un
resto detectable tal como biotina.

Como se usa en este documento, el término “hibridar” significa unir diferentes componentes entre si. Se puede
unir cualquier nimero de componentes, por ejemplo, es posible unir dos componentes entre si para formar un hibrido
(duplex), tres componentes para formar un triplex, etc. Los dcidos nucleicos pueden formar un hibrido o diplex,
por ejemplo, mediante enlaces de hidrégeno entre nucleétidos complementarios. La formacién de hibridos de acido
nucleico depende de varias condiciones conocidas en la técnica, incluidas temperatura, concentracion salina y pH.

Como se usa en este documento, “complejidad” se refiere al grado de elementos repetidos entre dos dcidos nuclei-
cos que estan hibridando entre si en una solucién (véase Anderson, M.L.M., Nucleic Acid Hybridization, Springer-
Verlag, Nueva York (1999)). Cuando las moléculas de 4cido nucleico que deben hibridar contienen elementos cen-
trales repetidos o regiones homopolimeras, existen muchas oportunidades posibles de apareamiento y, de este modo,
la hibridacién transcurre rdpidamente. Cuando las moléculas de dcido nucleico que deben hibridar no contienen nin-
glin elemento central repetido, existe entonces una sola forma para que las dos secuencias puedan hibridar, y de esta
forma, la hibridacién tiene lugar con mayor lentitud. Se dice que las secuencias que hibridan rdpidamente tienen baja
complejidad, en tanto que las secuencias que tardan mds en hibridar tienen una complejidad mayor. Por ejemplo, una
secuencia de genedigit de 40 pares de bases, formada por cinco repeticiones directas de un elemento central de 8 pares
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de bases, puede hibridar con un anti-genedigit de 24 pares de bases que contiene tres repeticiones de la repeticién cen-
tral de 8 pares de bases en tres registros diferentes (véase, por ejemplo, la Figura 1C). De este modo, el anti-genedigit
puede hibridar con el genedigit de 40 pares de bases a través de una secuencia de 24 pares de bases que sélo tiene una
complejidad de una secuencia de § pares de bases.

La invencidon ofrece una poblacion diversa de sondas marcadas de forma exclusiva, que proporciona un nimero
elevado de marcas exclusivas de aproximadamente la misma sefial unitaria, a partir de tan sélo un nimero reducido de
marcas diferentes. Se ofrecen marcas suficientes de manera que cada analito en una mezcla compleja pueda ser unido
exclusivamente por una marca y, de esta forma, ser identificado. Estas marcas se pueden utilizar en volimenes muy
pequeiios, lo que mejora la cinética en la reaccidn de unién. Ademas, el disefio de estas marcas permite una exactitud
mejorada en la deteccidn.

Puede ser deseable una amplia diversidad de marcas exclusivas para proporcionar una marca Unica a cada especie
en una mezcla compleja. La invencién ofrece métodos para combinar diferentes marcas en proporciones predetermi-
nadas para generar una extensa diversidad de marcas exclusivas. Las marcas estdn disefiadas de manera modular, lo
que permite flexibilizar el nimero de marcas exclusivas generadas. Por ejemplo, si se utiliza un nimero elevado de
mddulos, resulta posible un alto nimero de proporciones de las diferentes marcas, lo cual da lugar a un alto ndmero
de marcas exclusivas. El nimero de marcas generadas se puede ajustar para cubrir mezclas con cantidades diferentes
de especies.

La invencién ofrece una poblacion diversa de marcas que contiene treinta o0 mas marcas exclusivas, en donde cada
marca exclusiva estd unida a un dcido nucleico. Una poblacion diversa de marcas es una mezcla de distintas especies
de marcas. Esta poblacién puede tener desde s6lo aproximadamente treinta especies de marcas diferentes hasta 10"
especies de marcas distintas. El nimero real de moléculas de cada especie de marca puede variar, con la condicién de
que haya presente al menos una molécula de la especie de marca. Ademads, la invencién proporciona una poblacién di-
versa de marcas que contiene 40, 60, 80, 100, 120, 140 o aproximadamente 160 marcas exclusivas. Una porcién de esta
poblacion puede estar formada por diferentes monémeros de marca individuales. La invencién proporciona igualmente
marcas exclusivas, compuestas por combinaciones de diferentes marcas, lo que puede incrementar sustancialmente el
ndmero de marcas exclusivas.

Las marcas de la invencion se unen a dcidos nucleicos. En particular, las marcas se unen a los dcidos nucleicos a
través de la unién de un monémero de marca con un nucleétido en el 4dcido nucleico en una correspondencia 1:1. Un
dcido nucleico puede contener varios mondémeros de marca, si bien cada monémero de marca estd unido directamente
a un nucledétido.

Un mondémero de maca puede estar unido a cualquier nucleétido, incluyendo nucleétidos tanto naturales como no
naturales. Un nucledtido contiene tres partes, un grupo fosfato, una molécula de pentosa, azicar de cinco carbonos,
y una base orgdnica. En el ARN, la pentosa es ribosa y en el ADN, es desoxirribosa y, de este modo, los nucleétidos
para la incorporacién en el ARN se denominan ribonucleétidos y los nucleétidos para la incorporacién en el ADN
se denominan desoxirribonucleétidos. Tanto en el ADN como en el ARN se encuentran tres bases, adenina, guanina
y citosina, mientras que la timina se halla normalmente sélo en el ADN y uracilo se encuentra normalmente s6lo
en el ARN. Los nucleétidos pueden tener uno, dos o tres grupos fosfato unidos y, en ocasiones, se les denomina
nucledsido fosfatos. Los nucledtidos pueden contener nucledsidos modificados que tienen bases modificadas (por
ejemplo, 5-metil-citosina) y grupos azicar modificados (por ejemplo, 2’O-metil ribosilo, 2’ O-metoxietil ribosilo,
2’fluoro ribosilo, 2’amino ribosilo, y similares). Un ejemplo de bases no naturales que se usan en la técnica son
isocitidina e isoguanina.

Como se usa en este documento, un mondémero de marca significa un resto mensurable individual tal como un
radioisétopo, fluorocromo, tincién, enzima, nanoparticula, marca quimioluminiscente u otro resto conocido en la téc-
nica, que es mensurable por métodos analiticos. Un monémero de marca puede unirse a un nucleétido usando métodos
bien conocidos en la técnica y que se ilustran como ejemplos en este documento.

Los radiois6topos son un ejemplo de monémeros de marca que se pueden utilizar en la invencién. Se pueden
usar varios radiois6topos como mondémeros de marca para marcar nucledtidos, incluidos, por ejemplo, 2P, 3P, 38,
H y 1. Estos radioisétopos tienen diferentes semividas, tipos de degradacién y niveles de energfa, que pueden
ser adaptados para satisfacer las necesidades de un experimento determinado. Por ejemplo, *H es un emisor de baja
energia que tiene como resultado bajos niveles de fondo, aunque esta baja energia da como resultado largos periodos de
tiempo para la autorradiografia. Ribonucleétidos y desoxirribonucledtidos marcados radiactivamente estdn disponibles
en el comercio. Hay disponibles nucleétidos que estdn marcados radiactivamente en el primer grupo fosfato, o @, o
el tercer grupo fosfato, o y. Por ejemplo, estdn disponibles en el comercio tanto [@-*>P]dATP como [y-**P]dATP.
Adicionalmente, en el comercio hay disponibles también diferentes actividades especificas para nucle6tidos marcados
radiactivamente, que se pueden adaptar para diferentes experimentos.

Otro ejemplo de mondémeros de marca que se pueden utilizar en la invencién son los fluor6foros. Se pueden usar
varios fluor6foros como monémeros de marca para marcar nucledtidos, incluyendo, por ejemplo, fluoresceina, tetra-
metil-rodamina y Rojo Tejas. Se conocen varios fluor6foros diferentes, y se fabrican continuamente mas, que cubren
la totalidad del espectro. Igualmente, se han producido diferentes formulaciones del mismo fluor6foro para diferentes
aplicaciones. Por ejemplo, la fluoresceina se puede utilizar en su forma isotiocianato (FITC), como isémero mixto o
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formas isémeras simples de carboxifluoresceina succinimidil éster (FAM), o como formas diclorotriazina isémeras de
fluoresceina (DTAF). Estas marcas son quimicamente diferentes, pero todas ellas emiten luz con un pico entre 515-
520 nm. Ademads de las modificaciones quimicas de fluoresceina, se han sintetizado fluor6foros completamente dife-
rentes, que tienen picos de emisién iguales o muy similares a los de fluoresceina. Por ejemplo, la tincién Verde Oregén
presenta espectros de excitacién y emisidn practicamente superponibles frente a la fluoresceina. Otros fluoréforos ta-
les como Verde Rhodol y Verde Rodamina tienen picos de emision s6lo ligeramente desviados y, por lo tanto, actiian
como sustitutos de la fluoresceina. Ademas, se han desarrollado diferentes formulaciones o tinciones relacionadas en
torno a otros fluor6foros que emiten luz en otras zonas del espectro.

Hay disponibles fluoréforos amino-reactivos y tiol-reactivos, que se usan para marcar nucledtidos y biomoléculas.
Generalmente, los nucledtidos se marcan de forma fluorescente durante la sintesis quimica, por ejemplo, la incorpora-
cioén de aminas o tioles durante la sintesis del nucleétido permite la adicién de fluor6foros. Los nucleétidos marcados
con fluorescencia estdn disponibles en el comercio. Por ejemplo, existen trifosfatos de uridina y desoxiuridina que se
encuentran conjugados con diez fluoréforos diferentes, que cubren todo el espectro.

Las tinciones fluorescentes que se pueden unir directamente a los nucleétidos se pueden usar también como mo-
némeros de marca. Por ejemplo, FAM, JOE, TAMRA y ROX son tinciones fluorescentes amino-reactivas que se han
unido a nucledtidos y que se usan en la secuenciacién automdtica de ADN. Estos nucleétidos marcados con fluores-
cencia, por ejemplo, ROX-ddATP, ROX-ddCTP, ROX-ddGTP y ROX-ddUTP, estdn disponibles en el comercio.

Existen también mondmeros de marca no radiactivos y no fluorescentes. Por ejemplo, se puede unir biotina directa-
mente a los nucledtidos, detectdndola por medio de la unién especifica y de alta afinidad con avidina o estreptavidina,
que se ha acoplado quimicamente a una enzima que cataliza la reaccién colorimétrica (tal como fosfatasa, luciferasa
o peroxidasa). Asimismo, se pueden usar nucledtidos etiquetados con digoxigenina para la deteccidn no isotdpica de
acidos nucleicos. En el comercio hay disponibles nucleétidos biotinilados y etiquetados con digoxigenina.

También se pueden usar particulas muy pequefias, designadas nanoparticulas, como monémeros de marca para
marcar dcidos nucleicos. Estas particulas tienen un tamaiio en el intervalo de 1-1000 nm e incluyen diversas estructuras
quimicas tales como particulas de oro y plata y puntos cudnticos.

Cuando se irradian con luz blanca que incide de forma angular, las nanoparticulas de plata u oro, con un tamafio
dentro del intervalo de 40-120 nm diseminan luz monocromadtica con alta intensidad. La longitud de onda de la luz
diseminada depende del tamafio de la particula. Cuatro a cinco particulas diferentes, situadas en estrecha cercania,
diseminardn luz monocromédtica que, cuando se superpone, dard lugar a un color especifico y unico. Compaiiias tales
como Genicon Sciences fabrican particulas de este tipo. Se pueden unir particulas derivatizadas de plata u oro a una
extensa gama de moléculas de sonda molecular que incluyen proteinas, anticuerpos, pequefias moléculas, ligandos
de receptores y dcidos nucleicos. Por ejemplo, la superficie de la particula se puede derivatizar quimicamente para
permitir el apareamiento con un nucleétido.

Otro tipo de nanoparticula que se puede usar como mondémero de marca son los puntos cudnticos. Los puntos
cudnticos son cristales fluorescentes de 1 a 5 nm de didmetro, excitables por una amplia gama de longitudes de onda de
luz. Estos cristales emiten luz tal como luz monocromatica, con una longitud de onda dependiente de su composicién
quimica y tamafio. Puntos cudnticos tales como CdSe, ZnSe, InP o InAs poseen propiedades Opticas exclusivas. Estas
particulas se han usado en la industria de los semiconductores durante muchos afios, pero tan sélo ahora estan siendo
aplicadas en biologia molecular.

Es posible crear muchas docenas de clases de particulas segiin el nimero de clases de tamafo de los cristales de
punto cudntico. Las clases de tamaiio de los cristales se crean 1) por estrecho control de los pardmetros de formacién
del cristal, para generar cada clase de tamafio deseada de particula, o 2) generando lotes de cristales bajo un control méas
laxo de los pardmetros de formacién de los cristales, seguido de una separacion segun el tamafio y/o las longitudes de
onda de emisién deseados. El uso de puntos cudnticos para marcar particulas, en el contexto de la presente invencion,
es nuevo, pero es antiguo en el campo de los semiconductores. Dos ejemplos de referencias anteriores en las que se
incorporan puntos cudnticos en capas epitaxiales intrinsecas de silicio de dispositivos semiconductores emisores de
luz/detectores son las Patentes de Estados Unidos Nos. 5.293.050 y 5.354.707 concedidas a Chapple-Sokol et al.

Debido a su muy pequefio tamafio, los puntos cudnticos se pueden acoplar directamente en oligonucledtidos, sin
afectar a la solubilidad o uso de los oligonucledtidos. La invencién requiere que sélo una molécula de oligonucleétido
se acople a cada nanoparticula. Para sintetizar un complejo de oligonucle6tido: nanoparticula en una relacién 1:1 por
quimica de lote convencional, tanto el oligonucle6tido como la nanoparticula requieren un tnico grupo reactivo de
diferentes tipos que se puedan hacer reaccionar entre si. Por ejemplo, si un oligonucledtido tiene un grupo amino
y una nanoparticula tiene un grupo aldehido, estos grupos pueden reaccionar para formar una base de Schiff. Un
oligonucleétido se puede derivatizar para incorporar un Unico grupo amino u otro grupo funcional, usando métodos
quimicos bien conocidos en la técnica. Sin embargo, cuando se derivatiza una nanoparticula, se le recubre con un
reactivo quimico que da como resultado el revestimiento de toda la superficie de la nanoparticula con varios grupos
funcionales.

En este contexto, se proporciona un método para acoplar un oligonucleétido a una nanoparticula por medio del
acoplamiento quimico del oligonucleétido sobre una superficie sélida tal como el soporte de vidrio usado para la
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sintesis del oligonucledtido. Por ejemplo, se pueden utilizar resinas disponibles en el comercio para la sintesis de
oligonucledtidos tal como el vidrio de porosidad controlada por un alquilamino de cadena larga (Iaa CPG). De manera
alternativa, se puede usar una superficie plana tal como un portaobjetos derivatizado de microscopio. La densidad
superficial de las cadenas del oligonucleétido en desarrollo debe ser menor que el didmetro de la nanoparticula. Esto
se puede lograr seleccionando un soporte de vidrio con una baja densidad de superficie de los grupos reactivos, o
empleando reactivo diluido para la primera etapa de la sintesis del oligonucleétido, de modo que la superficie no esté
saturada. Otro punto que se debe considerar cuando se utilicen matrices de vidrio convencionales para la sintesis de
oligonucleétidos es usar un didmetro de poro mayor que el didmetro de la nanoparticula, para asegurar el flujo de los
reactivos. Por ejemplo, se puede sintetizar un oligonucleétido sobre una base diluida con respecto al soporte sélido,
por ejemplo, una décima parte de una sintesis normal, para garantizar un correcto espaciado de los oligonucleétidos
sobre el soporte de vidrio. Después de haber sintetizado el oligonucleétido con un grupo reactivo funcional, por
ejemplo, un grupo amino, se hacen pasar nanoparticulas derivatizadas sobre el soporte de vidrio para que reaccionen
con los oligonucledtidos. Se puede seleccionar un tamafio de poro suficientemente grande del soporte de vidrio para
prevenir la obturacién con las nanoparticulas. Por ejemplo, se puede usar un tamafio de poro de aproximadamente 200
nm. Después de finalizar la reaccion, los grupos que no han reaccionado en la nanoparticula se pueden bloquear y
desacoplar los complejos del soporte de vidrio.

Las marcas de la invencién estdn unidas a los 4cidos nucleicos por medio de nucledtidos en el dcido nucleico.
Es posible unir, en primer lugar, un nucleétido a un mondémero de marca y, a continuacién, se puede incorporar
el monémero de marca:nucledtido a un acido nucleico, o se puede marcar un acido nucleico existente uniendo un
mondmero de marca a un nucleétido en el interior del 4cido nucleico.

La unién de un monémero de marca a un nucleétido se puede llevar a cabo usando una variedad de métodos
bien conocidos en la técnica, y que se describen en este documento. Por ejemplo, el mondmero de marca se puede
unir directamente al nucledtido en una correspondencia 1:1 mediante la incorporacién de un fosfato radiactivo en el
esqueleto fosfato del nucledtido. Asimismo, se ha comunicado, por ejemplo, un método general para marcar fosfatos
con una marca fluorescente que emplea un derivado de imidazol preparado a partir de una hidrazida BODIPY FL
(Wang y Giese, Anal. Chem. 65: 3518 (1993)).

En funcién del resto de marca usado, puede ser deseable derivatizar o modificar quimicamente un nucleétido para
unir el mondmero de marca. Estos métodos y procedimientos quimicos son conocidos en la técnica. Adicionalmente,
se puede usar un enlazador para unir un mondmero de marca a un nucleétido en una correspondencia 1:1. Por ejemplo,
un nucleétido marcado con fluorescencia tal como una fluoresceina-12-dUTP puede tener un monémero de fluoréforo
unido por medio de un grupo aminoalquilo de cuatro 4tomos a la molécula de dUTP.

Estos nucledtidos unidos a mondémeros de marca se pueden incorporar en un acido nucleico utilizando diversos
métodos para el marcado de 4cidos nucleicos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, se pueden usar enzimas tales
como ADN o ARN polimerasas, Taq polimerasas, desoxinucleotidil-transferasas terminales o transcriptasas inversas
para la incorporacién de nucledtidos marcados en dcidos nucleicos.

Los nucleétidos marcados pueden ser incorporados en dcidos nucleicos, por ejemplo, por medio del método deno-
minado “nick translation”. En este procedimiento, se usa DNAsa I para crear “nicks” de cadena sencilla en ADN de
doble cadena y, a continuacion, se usan las acciones de la exonucleasa 5’ a 3’ y de la polimerasa 5° a 3’ de la ADN
polimerasa I de E. coli para separar los tramos de ADN de cadena sencilla, comenzando en los nicks, sustituyéndolos
por nuevas cadenas preparadas por la incorporacién de nucledtidos marcados. El procedimiento de nick translation
puede utilizar cualquier nucleétido marcado, incluidos los nucle6tidos marcados radiactivamente y los nucleétidos
biotinilados y etiquetados con digoxigenina. De manera similar, se puede usar la ADN polimerasa T4 para incorporar
nucledtidos marcados. Adicionalmente, los nucleétidos marcados se pueden incorporar en 4cidos nucleicos usando la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y Taq polimerasas. El grado de marcado se puede controlar mediante la in-
clusion de uno, o hasta los cuatro nucledtidos marcados. Ademas, el grado de marcado se puede controlar aumentando
o reduciendo la concentracion de nucle6tido(s) marcado(s).

Otros métodos adicionales para marcar acidos nucleicos incluyen la generacién de ADNc de cadena sencilla a
partir de ARN, usando una transcriptasa inversa en presencia de nucleétidos marcados. Ademds, se puede clonar el
ADN en un vector con sitios de la polimerasa SP6 o T7. La transcripcion en presencia de ARN polimerasa SP6 o T7 y
nucledtidos marcados da como resultado un transcripto de ARN marcado. El transcripto se puede marcar en diferentes
grados mediante la inclusién de uno o miltiples nucle6tidos marcados. Ademads, es posible marcar varios nucleétidos
dentro de un 4cido nucleico, por ejemplo, clonando ADN en un vector basado en el bacteriéfago M13. Entonces, se
pueden usar el fragmento Klenow de la ADN polimerasa I y el cebador de la sonda universal M13 para sintetizar la
cadena complementaria, con incorporacién de nucleétidos marcados.

Se han descrito anteriormente varios métodos para incorporar nucleétidos marcados en 4cidos nucleicos recién
sintetizados. Los dcidos nucleicos existentes también se pueden marcar usando diversos métodos conocidos en la
técnica. Por ejemplo, se puede proceder al marcado terminal de ARN o ADN con [y-**P]ATP y T4 polinucleétido
quinasa. Esta quinasa se puede usar para transferir el fosfato radiactivo de ATP a un grupo 5’ OH libre en el ADN
o el ARN. La enzima muestra, ademds, una actividad fosfatasa, por lo que pueden producirse dos reacciones. En la
reaccién hacia delante, la enzima cataliza la fosforilacion tras la separacion de los fosfatos 5° terminales con fosfatasa
alcalina (u otra fosfatasa). En la reaccién de intercambio, la quinasa cataliza el intercambio de un 5’ fosfato existente
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por un tercer o fosfato-y de ATP. Esta ultima reaccién se lleva a cabo en presencia de un exceso de ATP y ADP para
una fosforilacion eficaz. Con el uso de este método, se transfiere el fosfato radiactivo de ATP al extremo de la molécula
de acido nucleico.

Los 4cidos nucleicos se pueden marcar también con desoxinucleotidil-transferasa terminal que afiade nucleétidos
marcados al extremo 3’ de fragmentos de ADN. Como sustratos para esta enzima sirven los ADN tanto de cadena
sencilla como doble. El fragmento grande (Klenow) de la ADN polimerasa I de E. coli se puede usar también para
marcar los extremos de dcidos nucleicos. Dado que esta enzima tiene una actividad de polimerasa 5° a 3°, se la puede
utilizar para “rellenar” los extremos 3’ de fragmentos de ADN opuestos a las extensiones 5’ o proyecciones con
nucledtidos marcados. El marcado terminal de dcidos nucleicos usando polinucleétido quinasa o desoxinucleotidil-
transferasa da como resultado la incorporacién de una marca por dcido nucleico. La reaccién de “relleno” se puede
usar para marcar el dcido nucleico en un nucleétido por dcido nucleico o en mas de un nucleétido por acido nucleico.

Adicionalmente, los 4cidos nucleicos se pueden marcar por medio de la modificacién de nucleétidos en el interior
del 4cido nucleico. Por ejemplo, los residuos citidina en el ADN y ARN se pueden modificar por reaccion con bisulfito
sddico para formar intermedios sulfonato que, entonces, se pueden acoplar directamente con hidrazidas o aminas ali-
faticas. En esta reaccidn, se puede utilizar pricticamente cualquiera de las hidrazidas o aminas alifaticas fluorescentes,
de biotina o de otro tipo. El 4cido citidilico activado por bisulfito se puede acoplar también con diaminas alifaticas
tales como etilendiamina. El ADN o ARN modificado por aminas se puede modificar, entonces, con cualquiera de
las tinciones reactivas con aminas. Ademas, los grupos fosfatasa se pueden dianizar en dcidos nucleicos para el mar-
cado. Aun cuando los grupos fosfato de los nucledtidos no son demasiado reactivos en solucién acuosa, sus grupos
fosfato terminales pueden reaccionar con carbodiimidas y reactivos similares en combinacién con nucleéfilos para dar
fosfodiésteres, fosforamidatos y fosforotioatos marcados. Por ejemplo, se puede hacer reaccionar cuantitativamente el
ADN con carbonildiimidazol y una diamina tal como etilendiamina para dar un fosforoamidato que tiene una amina
primaria libre, la cual puede ser modificada luego con reactivos que reaccionan con aminas. Se han acoplado aminas
fluorescentes o biotiniladas con el 5° fosfato de ARNt usando ditiodipiridina y trifenilfosfina.

La unién entre marcas y dcidos nucleicos pueden ser enlaces covalentes o enlaces no covalentes que son estables
a las condiciones de hibridacién y lavado. Las marcas pueden estar unidas con un 4cido nucleico de una manera
especifica para la secuencia, por ejemplo, mediante la incorporacién de un nucleétido marcado en ADN que ha sido
digerido con una enzima de restriccién. De manera alternativa, las marcas pueden estar unidas a un 4cido nucleico de
forma no especifica para la secuencia, por ejemplo, por la incorporacién de una marca en el fosfato terminal de un
dcido nucleico usando [y-**P]ATP y T4 polinucleétido quinasa.

Se pueden usar varios tipos de acidos nucleicos con esta invencién, incluidos una molécula de ADN de cadena
sencilla o doble o de ARN, que puede incluir, por ejemplo, ADN genémico, ADNc y ARNm. Se pueden utilizar
moléculas de 4cido nucleico de origen tanto sintético como natural. En relacion con la presente invencién, la molécula
de 4cido nucleico puede tener configuracion lineal, circular o ramificada, y puede representar una cadena con sentido o
antisentido, o ambas, de una molécula nativa de 4cido nucleico. Es posible incorporar bases nucleotidicas no halladas
en la naturaleza tales como isocitidina e isoguanina en el dcido nucleico.

Las marcas se pueden unir a los dcidos nucleicos en una serie de formas distintas. Por ejemplo, un monémero
de marca particular puede unirse con un 4cido nucleico en solamente una posicién en el dcido nucleico o en muchas
posiciones en el mismo. Ademds, un mondmero de marca particular puede unirse a un 4cido nucleico, y uno o mul-
tiples mondmeros de marca pueden unirse también al mismo 4cido nucleico. En este caso, la marca puede contener
una mezcla de dos o multiples marcas. Adicionalmente, los 4cidos nucleicos marcados con cualquiera o todas estas
combinaciones pueden unirse a otro dcido nucleico por hibridacién.

Se introduce diversidad adicional cuando el dcido nucleico estd ramificado. Un ejemplo de 4cido nucleico rami-
ficado es un dendrimero. Los dendrimeros estdn compuestos por capas de dcido nucleico, en donde cada capa esta
compuesta por heterohibridos parcialmente monocatenarios que proporcionan una estructura tridimensional compues-
ta por acidos nucleicos. Diversas configuraciones de moléculas de dcido nucleico pueden dar lugar a un elevado nud-
mero de estructuras dendriticas de diferentes formas, incluido, por ejemplo, un dendrimero con un tallo y 81 ramas, o
dendrimeros con estructuras en forma de tridente, peine o burbuja. La capa mas externa de un dendrimero determinado
puede tener multiples brazos monocatenarios capaces de hibridar con una secuencia complementaria de 4cidos nuclei-
cos. Debido al tamafio relativamente grande de las moléculas de dcido nucleico, los dendrimeros de dcidos nucleicos
pueden contener numerosas marcas con un impedimento estérico limitado. El uso de dendrimeros puede multiplicar
la sefial generada por un 4cido nucleico marcado por un factor predeterminado igual al nimero de ramas.

Por medio del uso de dcidos nucleicos ramificados es posible formar varias combinaciones exclusivas de marcas.
Por ejemplo, utilizando diferentes grupos protectores quimicos, un monémero de marca puede unirse a una rama, en
tanto que una o multiples monémeros de marca adicionales se unen a otras ramas. Adicionalmente, los 4cidos nucleicos
marcados pueden enlazarse en distintas combinaciones con las ramas de un dendrimero mediante hibridacién.

La invencién ofrece una poblacion diversa de 30, o aproximadamente 40, 60, 80, 100, 120, 140 6 150 marcas
exclusivas unidas a un 4cido nucleico. Parte de esta poblacién puede estar compuesta por diferentes monémeros de
marca individuales. La invencion proporciona, igualmente, marcas exclusivas formadas por una combinacién de dos
o multiples marcas diferentes. Esto puede incrementar sustancialmente el nimero de marcas exclusivas.
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Una marca exclusiva es una marca que genera una sefial que es distinguible de otras marcas en la misma mezcla.
Por lo tanto, la designacién como marca exclusiva depende de la sensibilidad del equipo de deteccién utilizado. Por
ejemplo, cuando se usan marcas fluorescentes o de nanoparticulas, se puede utilizar una cimara CCD para detectar las
marcas. La sensibilidad de este equipo depende del fabricante, modelo y disefio del equipo. Ademads, el usuario puede
establecer varios pardmetros para lograr la maxima sensibilidad. Por ejemplo, el uso de diferentes conjuntos de filtros
puede aumentar la sensibilidad de deteccidn en ciertos experimentos.

La capacidad para distinguir entre marcas diferentes depende también de las propiedades particulares de la marca.
Por ejemplo, algunos fluor6foros emiten luz dentro de un pico o intervalo extenso de longitudes de onda, en tanto
que otros fluor6foros emiten luz dentro de un pico estrecho. Los fluoréforos que emiten luz dentro de un pico ancho
pueden oscurecer los picos vecinos. Ademads, las formas de los picos de emision de diferentes fluoréforos varian, Por
ejemplo, algunos fluoréforos tienen un pico que posee una elevacion aguda, pero un extremo final ancho que puede
oscurecer los picos vecinos. Si no es posible distinguir dos picos, entonces las dos marcas asociadas con estos picos
no pueden ser consideradas exclusivas. Cuando se usan marcas fluorescentes, las marcas emitirian luz fluorescente a
longitudes de onda distintas, esencialmente no superpuestas, que exhiben una distancia entre ellas de al menos 1 nm,
5 nm, 10 nm, 15 nm, 20 nm, 25 nm y, preferentemente, 30 nm, 35 nm, 40 nm, 45 nm y, mas preferentemente, de al
menos 50 nm. Por ejemplo, el pico de emisién de la tincién n° 1 podria ser de 585 nm, y el pico de emision de la
tincién n° 2 podria ser de 630 nm.

Una marca exclusiva es una marca que genera una sefial que es distinguible de otras marcas en la misma mezcla.
Por consiguiente, una marca exclusiva depende de las otras marcas incluidas en la mezcla. Por ejemplo, la fluoresceina,
que tiene un pico de espectros de emisién de 518 nm, y el rojo rodamina, con un pico de espectros de emision de 590
nm, muestran picos de emisioén claramente distintos y, por lo tanto, se les considera marcas exclusivas cuando estan
incluidas juntas en una mezcla. Sin embargo, si se agrega otro fluor6foro con un pico de emisiéon que se superponga
al de fluoresceina o rojo rodamina, estas marcas dejan de ser exclusivas. Por ejemplo, si se afiade verde Oregén (pico
de espectros de emisién 522 nm) a la mezcla anterior, el pico de emision de fluoresceina y de verde Oregén pueden
solaparse tanto que, en funcién del equipo de deteccién utilizado, no puedan distinguirse claramente entre si y, por
tanto, ni la fluoresceina ni el verde Oregdn pueden actuar como marcas exclusivas en esa mezcla particular.

Con frecuencia, se sintetizan varias formulaciones de la misma marca o marcas relacionadas para ser usadas en
diferentes aplicaciones y, aunque estas marcas tienen diferentes propiedades quimicas, no son distintas en términos de
deteccion. Por ejemplo, la fluoresceina se puede usar en su forma isotiocianato (FITC), como isémero mixto o formas
isémeras unicas de carboxifluoresceina succinimidil éster (FAM), o formas de diclorotriazina isémera de fluoresceina
(DTAF). Estas marcas son quimicamente distintas, pero todas ellas emiten luz con un pico entre 515-520 nm y, por
consiguiente, se superpondrian hasta aparecer como idénticas en la mayor parte de los equipos de deteccion disponibles
actualmente. Ademas de las modificaciones quimicas de la fluoresceina, se han sintetizado fluor6foros completamente
diferentes, que tienen picos de emision iguales o muy similares a los de fluoresceina. Por ejemplo, la tincién Verde
Oregdén muestra espectros de excitacion y emision practicamente superponibles en comparacion con la fluoresceina.
Otros fluoréforos tales como Verde Rhodol y Verde Rodamina sélo exhiben picos de emision ligeramente desviados
y, por tanto, sirven funcionalmente también como sustitutos de la fluoresceina.

Se conoce un nimero limitado de diferentes monémeros de marca que se pueden usar conjuntamente en una
mezcla, proporcionando sefiales exclusivas. Por ejemplo, se pueden marcar de manera distinta cinco analitos usando
el conjunto de fluor6foros BODIPY de Molecular Probes (Eugene, OR). Estos fluoréforos tienen los siguientes picos
de emision distintos: BODIPY FL(513); BODIPY R&G (550), BODIPY TMR (574), BODIPY 581/591 (592), y
BODIPY TR (617). Al objeto de obtener resultados claros usando los equipos de deteccidn actualmente disponibles,
el ndmero de fluoréforos diferentes que se pueden usar es menor que treinta.

También se pueden generar marcas exclusivas combinando dos o multiples mondmeros de marca diferentes para
crear una marca nueva. La sefial de la marca resultante debe ser distinguible de las sefiales de otras marcas empleadas
en el mismo experimento para que sea una marca exclusiva. Por ejemplo, un dcido nucleico marcado con fluoresceina y
rodamina emitird luz a una longitud de onda diferente de la de un 4cido nucleico marcado con fluoresceina o rodamina
por separado.

En esta invencidn, es posible combinar diversas relaciones de diferentes monémeros de marca unidos a 4cidos nu-
cleicos para generar una poblacién diversa de marcas exclusivas, que puede incluir hasta 10" 0 mds marcas exclusivas.
Por ejemplo, un 4cido nucleico marcado con dos nucleétidos marcados con fluoresceina y tres nucleétidos marcados
con rodamina emitird luz en una longitud de onda diferente si se le compara con un dcido nucleico marcado con tres
nucleétidos de fluoresceina y dos nucleétidos de rodamina. En otro ejemplo, se podria marcar un acido nucleico con
relaciones diferentes de tres o mds mondmeros de marca:nucleétidos, lo que aumenta en gran medida la variedad de
marcas exclusivas que pueden ser generadas.

La sefal generada por cada uno de los mondmeros de marca unidos a los nucleétidos se puede homologar para
que alcance aproximadamente la misma sefial unitaria. Por ejemplo, si se sabe que el monémero fluorescente A emite
cuantos de luz diferentes a los del monémero fluorescente B, la sefial de las marcas exclusivas que contienen un
nimero predeterminado de estos monémeros se puede homologar en base a las propiedades conocidas de sefial de los
mondmeros de marca y al nimero de cada mondmero presente en la marca exclusiva. En la invencién se pueden utilizar
nimeros diferentes de marcas y, por lo tanto, se pueden usar diferentes multiplos de la misma sefial unitaria en esta
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invencién. Por ejemplo, un 4cido nucleico se puede marcar con dos fluoréforos y otro dcido nucleico se puede marcar
con seis fluoréforos. El segundo 4cido nucleico tendrd un niimero tres veces mayor de sefiales que el primero. Dado
que se conoce el nimero de monémeros de marca unidos a cada dcido nucleico, las sefiales de los dcidos nucleicos
marcados se pueden homologar en base al niimero de monémeros de marca presentes. Por ejemplo, la sefial del dcido
nucleico con seis fluoréforos se puede dividir por tres, lo que homologa la sefial en relacién con la sefial del acido
nucleico con dos fluoréforos.

Este método para producir marcas da como resultado ventajas importantes con respecto a las técnicas existentes
tales como los formatos de micromatrices. Puesto que cada analito estd identificado de manera exclusiva por una
marca con aproximadamente la misma sefial unitaria, permite efectuar un recuento directo de las marcas, dando lugar
a una lectura digital de cada especie molecular en una mezcla. Por el contrario, los datos de micromatrices deben
ser sometidos a varias transformaciones intermedias para cuantificar el nimero de moléculas, lo que resulta en un
rendimiento analégico menos preciso. Ademds, el uso de una diversidad de marcas con la misma sefial unitaria permite
que el método de deteccién opere dentro de un intervalo dindmico estrecho, lo que conlleva una mejor sensibilidad del
sistema, dado que se evita establecer un compromiso entre sensibilidad e intervalo dindmico.

La invencién ofrece una poblacién diversa de sondas marcadas de forma exclusiva. Esta poblacién de sondas
contiene aproximadamente 30 o mds sondas especificas de dcido nucleico unidas a una marca exclusiva, fijada a
un 4cido nucleico. Adicionalmente, la invencién proporciona una poblacién diversa de sondas marcadas de forma
exclusiva que contienen una diversidad de 50, 100, 200, 500, 1.000, 2.000, 5.000, 1x10*, 3x10* y, aproximadamente
1x10° 0 mds marcas diferentes. Tal como se ha descrito anteriormente, estas marcas exclusivas pueden contener una
mezcla de dos o mds marcas diferentes, y comprende aproximadamente la misma sefial unitaria o multiplos de la
misma.

La invencién propone una poblacién diversa de sondas marcadas de forma exclusiva, en la que un 4cido nucleico
especifico para la diana contiene un dcido nucleico unido a una marca exclusiva. Ademds, la invencioén ofrece una
poblacion diversa de sondas marcadas de forma exclusiva que contiene dos poblaciones unidas de acidos nucleicos,
una poblacion de dcidos nucleicos que contiene treinta o mds sondas de dcidos nucleicos especificas para la diana, y
una segunda poblacién de dcidos nucleicos que contiene un acido nucleico unido por una marca exclusiva.

Una sonda especifica para una diana significa un agente que se fija selectivamente a un analito diana. Este agente
se unird con afinidad preferencial a la diana, mostrando a la vez escasa o nula reactividad cruzada detectable frente a
otras moléculas.

El analito diana es un dcido nucleico. Por ejemplo, una diana puede ser un 4cido nucleico que es reconocido y fijado
especificamente por un 4cido nucleico complementario, que incluye, por ejemplo, un oligonucleétido o un producto
de PCR, o un acido nucleico no natural tal como un 4cido nucleico de alta afinidad (o “cerrado” = locked nucleic acid,
LNA) o un 4cido nucleico peptidico (PNA).

Los aptameros son secuencias de dcidos nucleicos que tienen estructuras tridimensionales capaces de fijar dia-
nas moleculares pequefas, incluidos iones metdlicos, tinciones orgdnicas, medicamentos, aminodcidos, co-factores,
aminoglucésidos, antibidticos, andlogos de bases de nucleétidos, nucleétidos y péptidos (Jayasena, S.D. Clinical Che-
mistry 45:9, 1628-1650, (1999)), incorporado a este documento como referencia. Los dcidos nucleicos pueden estar
unidos directamente con el aptdmero o estar unido mediante el uso de hibridacion.

La poblacién de marcas de la invencién se produce por un método consistente en la sintesis de una poblacién
de 4cidos nucleicos unidos a una relacién predeterminada de al menos dos marcas diferentes. E1 método implica la
incorporacién de nucleétidos marcados a una estructura de dcidos nucleicos repetidos, usando ADN polimerasa. Las
estructuras de dcidos nucleicos repetidos se pueden disefiar para permitir la incorporacion de una relacion predetermi-
nada de marcas. Por el uso de este método es posible generar varias marcas exclusivas a partir de un nimero reducido
de marcas iniciales.

En el Ejemplo 1 se ofrece un ejemplo especifico de este método, en el que se preparan diez marcas exclusivas a
partir de dos marcas diferentes. En pocas palabras, se sintetizan diez moldes tinicos de un ADN monocatenario de
220 pares de bases. Los moldes consisten en una relacién predeterminada de las siguientes repeticiones de 20 pares
de bases, en donde n+m = 11: 5° (ACTCTCTCTCTCTCTCTCTC)n (GCTCTCTCTCTCTCTCTCTC)m 3’ (SEQ ID
NO: 1). La segunda cadena se sintetiza usando el cebador GAGAGAGAGA (SEQ ID NO: 2), polimerasa de Klenow,
ADN ligasa, dGTP, dATP y dCTP y dUTP, cada una marcada con un fluoréforo diferente. Los nucleétidos marcados
se incorporardn en el ADN en una relacién exclusiva, determinada por la relacién de las dos repeticiones. En este
ejemplo, el resultado final es de diez 4cidos nucleicos marcados de forma exclusiva, en donde la relacion establecida
de los dos fluoréforos es 1:10, 2:9, 3:8, 4:7, 5:6, 6:5, 7:4, 8:3,9:2 y 10:1.

En el Ejemplo 1, dos marcas diferentes han dado como resultado diez marcas exclusivas. Usando el mismo pro-
tocolo, tres marcas diferentes resultarian en 30 marcas exclusivas, cuatro marcas diferentes lo harian en 60 marcas
exclusivas, cinco marcas diferentes darian como resultado 100 marcas exclusivas, etc. Para el experto en la técnica
seran evidentes diversas variaciones del método. Por ejemplo, se puede cambiar el niimero de repeticiones para ha-
cerlo menor o mayor que diez. Un nimero incrementado de repeticiones aumentara el niimero de relaciones tinicas
posibles. Esto dard como resultado un incremento del nimero de marcas exclusivas que pueden ser generadas a partir
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del mismo nimero de marcas diferentes iniciales. También en el Ejemplo 1, la relacién entre los dos fluoréforos puede
incluir 0:11 y 11:0, lo que da como resultado dos marcas adicionales que contienen uno u otro fluoréforo.

El experto en la técnica reconocerd que la secuencia de los moldes puede diferir de la que se muestra mds arriba.
Por ejemplo, la secuencia repetida en el molde puede ser (GA), en lugar de (CT),. Ademds, la secuencia repetida
podria ser un Unico homopolimero nucleotidico tal como (A),. Con un molde homopolimero, se pueden incorporar
tres nucleétidos marcados en diferentes relaciones, aumentando de este modo el nimero de marcas exclusivas que
se pueden generar. Usando el método reivindicado, es posible generar un elevado nimero de marcas exclusivas, que
incluye 40, 60, 80, 100, 120, 140, 150, 200, 500, 2.000, 5.000, 1x10*, 3x10*, 1x10° 0 mds marcas. Una vez mds,
tal como se ha descrito anteriormente, estas marcas exclusivas pueden comprender aproximadamente la misma sefial
unitaria o multiplos de ésta.

Otras posibles modificaciones del método consisten en cambiar la longitud de la repeticidn, por ejemplo, a menos
0 a mas de 20 pares de bases. La repeticion sirve para separar los nucleétidos marcados y, por lo tanto, la reducir las
posibles interferencias entre las marcas. En el caso de una marca fluorescente, esto puede reducir la extincion entre
fluoréforos. Ademads, se puede modificar el protocolo para incorporar los nucle6tidos marcados en el ADN, tal como
resulta evidente para un experto en la técnica y se describe en este documento.

En una realizacién, el ADN marcado descrito anteriormente se puede unir con un dendrimero. Se pueden sintetizar
marcas oligonucleotidicas en las ramas del dendrimero, para permitir la unién del ADN marcado. Por ejemplo, se
puede unir un enlazador al ADN marcado anteriormente descrito, que corresponde a una etiqueta oligonucleotidica
en las ramas del dendrimero. El experto en la técnica conoce varios tipos de enlazadores. Por ejemplo, se puede unir
un enlazador de enzima de restriccién al ADN marcado. Estos enlazadores son oligonucleétidos de doble cadena que
contienen la secuencia de reconocimiento de una enzima de restriccion determinada. Estos enlazadores pueden ligarse
sobre ADN de doble cadena usando una ADN ligasa y ser digeridos usando la enzima de restriccién apropiada. El
resultado es una secuencia monocatenaria que se proyecta y que se encuentra disponible para hibridar con otro dcido
nucleico.

El ADN marcado descrito anteriormente se puede unir directamente con una sonda especifica para la diana. Adi-
cionalmente, el ADN marcado se puede unir indirectamente con una sonda especifica para la diana, por ejemplo,
mediante el uso de un dcido nucleico que actda de puente. Una o multiples de estas marcas pueden unirse a cada sonda
especifica para la diana. La unién de una sonda especifica para la diana marcada de forma exclusiva con un analito
diana da como resultado el marcado exclusivo de ese analito. Este marcado permite identificar el analito diana en una
mezcla de analitos.

Adicionalmente, se puede incrementar el nimero de marcas exclusivas combinando las marcas exclusivas descritas
anteriormente en diferentes combinaciones. En relacién con la invencion, se puede unir una marca a una sonda de acido
nucleico a través de un método que comprende hibridar una sonda de acido nucleico que tiene un genedigit a un anti-
genedigit que presenta una marca. Los anti-genedigits que contienen las marcas descritas anteriormente se hibridan
con genedigits. Los genedigits pueden unirse entre si en combinaciones tinicas, creando un niimero todavia mayor de
marcas exclusivas. El disefio modular de los genedigits permite aportar flexibilidad al nimero de marcas exclusivas
generadas. Por ejemplo, si se utiliza un ndmero alto de médulos de genedigit, se dispondra de un nimero también
elevado de moldes Unicos para la unién a marcas exclusivas. El nimero de moldes generados se puede ajustar para
cubrir el nimero de especies en la mezcla.

Un genedigit puede ser una regién de una secuencia nucleotidica o aminodcida predeterminada, que actia como
punto de unién para una marca. El genedigit puede tener cualquier secuencia, incluida, por ejemplo, una tnica se-
cuencia exclusiva o una secuencia que contiene elementos centrales repetidos. Sin embargo, cada genedigit tiene una
secuencia unica que lo diferencia de otros genedigits. Cuando se agrega a una mezcla compleja de dianas, un gene-
digit de 4cido nucleico puede contener bases no naturales tales como isocitidina e isoguanina, que pueden reducir la
hibridacién con secuencias diana de origen natural. La secuencia, la longitud de un elemento central, y el niimero
de elementos centrales repetidos pueden variar de acuerdo con requisitos particulares de un experimento, y resultard
evidente para el experto en la técnica. Por ejemplo, un elemento central de dcido nucleico puede tener entre 5y 12
pares de bases de longitud, y el elemento central puede estar repetido desde una hasta aproximadamente diez veces.

Es posible sintetizar diferentes genedigits que tienen una unidad central que difiere de las unidades centrales de
otros genedigits, por ejemplo, en al menos dos bases. Mediante la combinacién de estos genedigits exclusivos en
diversas combinaciones, se puede sintetizar un alto ndmero de estructuras diversas. Por ejemplo, se pueden sintetizar
50 genedigits con secuencias exclusivas, separdandolos en cinco grupos que contienen diez genedigits en cada grupo.
Los genedigits de cada grupo se pueden sintetizar para que tengan una marca corta en cada extremo. A continuacion,
se une un genedigit de cada grupo usando un oligonucleétido adaptador que es complementario a las marcas que son
comunes para cada grupo. En este ejemplo, son posibles 1x10° (10x10x10x10x10) combinaciones dnicas.

Los genedigits sirven como puntos de acoplamiento para las marcas exclusivas descritas anteriormente. Dado
que los genedigits pueden unirse entre si en combinaciones tnicas, esto aumenta en gran medida el nimero de marcas
exclusivas. Mediante el enlace de genedigits entre si es posible generar un gran nimero de marcas exclusivas, incluidas
200, 500, 2.000, 5.000, 1x10%, 1x10*, 1x10° o m4s marcas exclusivas.
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En relacién con la invencidn, se puede unir una marca a una sonda de 4cido nucleico mediante un método que
comprende hibridar una sonda de 4cido nucleico que tiene un genedigit a un anti-genedigit que posee una marca en la
que el genedigit comprende un conjunto de tres o mds secuencias repetidas, y el anti-genedigit comprende un conjunto
cognado de al menos dos secuencias repetidas complementarias, en donde el anti-genedigit hibrida especificamente
con el genedigit a través de una secuencia que tiene una complejidad menor que el nimero de pares de bases hibridadas.

En el Ejemplo 2 se ofrece un ejemplo de genedigit de dcido nucleico. Brevemente, en este ejemplo se repite cinco
veces un elemento central de ocho pares de bases que contiene las bases no naturales isocitidina e isoguanina. El
resultado es un genedigit de 40 pares de bases. En este ejemplo, el anti-genedigit consiste en una secuencia que es
complementaria para tres de los cinco elementos centrales en el genedigit. Un anti-genedigit puede contener el mismo
nimero, o un nimero menor de secuencias repetidas comparado con el genedigit, con la condicién de que el anti-
genedigit sea capaz de unirse especificamente con el genedigit. En este ejemplo, el anti-genedigit es una secuencia de
24 pares de bases que puede unirse al genedigit de 40 pares de bases en tres registros diferentes (véase la Figura 1C).

El anti-genedigit en este ejemplo especifico es una secuencia de 24 pares de bases que sélo tiene la complejidad
de una secuencia de ocho pares de bases. Complejidad se refiere al grado de elementos repetidos entre dos dcidos
nucleicos que estan hibridando en una solucién. Cuando las moléculas de 4cido nucleico que deben hibridar contienen
elementos centrales repetidos o regiones homopolimeras, existen muchas oportunidades de apareamiento, de forma
que la hibridacién se produce rapidamente. Cuando las moléculas de 4cido nucleico que deben hibridar no contienen
ningln elemento central repetido, existe entonces una sola forma de hibridar dos secuencias, por lo que el procedi-
miento sucede mas lentamente. Se afirma que las secuencias que hibridan rdpidamente tienen una baja complejidad,
en tanto que las secuencias que tardan mds en hibridar tienen una complejidad mayor. En este ejemplo, una secuencia
de genedigit de 40 pares de bases, compuesta por cinco repeticiones directas de un elemento central de 8 pares de
bases, puede hibridar con un anti-genedigit de 24 pares de bases que contiene tres repeticiones del elemento central
de 8 pares de bases en tres registros diferentes. De esta forma, el anti-genedigit puede hibridar con el genedigit de 40
pares de bases a través de una secuencia de 24 pares de bases que sélo tiene una complejidad de una secuencia de 8
pares de bases. La ventaja de este método es que la hibridacién tendra lugar de manera mas rapida y eficaz.

En el ejemplo especifico anterior, se ha descrito un elemento central de 8m pares de bases; sin embargo, un
elemento central puede tener mds o menos de 8 pares de bases. Por ejemplo, un elemento central puede tener entre 5 y
12 pares de bases. En consecuencia, una variacion de las repeticiones en el elemento central cambiard la complejidad.
Por ejemplo, si un elemento central tiene entre 5 y 12 pares de bases, la complejidad estard entre 5 y 12. Ademis,
un anti-genedigit puede unirse a un genedigit usando la totalidad o parte de su secuencia. En el ejemplo anterior, un
anti-genedigit de 24 pares de bases puede unirse al genedigit con menos de 24 bases, por ejemplo, 15 a 23 pares de
bases.

El anti-genedigit sirve como conector entre el genedigit y la marca. El anti-genedigit se fija al genedigit, y el
anti-genedigit se une a una marca directa o indirectamente al estar unido a un dendrimero que tiene una o varias
marcas fijadas. El anti-genedigit contiene también una secuencia enlazadora que permite la unién a un dendrimero.
Por ejemplo, se puede sintetizar una etiqueta oligonucleotidica en el tallo de un dendrimero que es complementario
a la secuencia enlazadora en el anti-genedigit. Tal como se ha descrito anteriormente, se pueden usar varios tipos de
enlazadores. De esta forma, las secuencias repetidas del anti-genedigit son libres para hibridar con su correspondiente
genedigit, dando como resultado la unién especifica de una marca a un genedigit.

Los genedigits y los anti-genedigits pueden estar compuestos por dcidos nucleicos, incluidos aptdmeros.

En relacién con la invencién, se puede unir una sonda especifica para la diana a uno o miiltiples genedigits para
formar un “especificador”. Los genedigits pueden estar unidos directamente o pueden estar unidos a la regién espe-
cifica para la diana, usando una secuencia de intervencién o adaptacién. Tal como se ha descrito anteriormente, el
drea especifica para la diana puede ser un dcido nucleico, incluido un aptdmero. El drea especifica para la diana esta
disefiada para unirse especificamente a un analito en una mezcla. De esta forma, es posible marcar un analito con una
marca exclusiva.

Un especificador puede contener uno o multiples genedigits. Por ejemplo, un especificador puede contener cuatro,
cinco o mas genedigits. El nimero de genedigits en un especificador determinard el nimero de marcas exclusivas
que estdn disponibles para unirse a los analitos en una mezcla. Por lo tanto, para marcar cada analito en una mezcla
compleja, se puede sintetizar una poblacion extensa de especificadores que contengan diversas combinaciones de ge-
nedigits. De manera alternativa, para marcar uno o un nimero reducido de analitos en una mezcla, se puede sintetizar
uno o multiples especificadores que contengan uno o pocos genedigits. Adicionalmente, un especificador puede con-
tener una marca comin tal como una etiqueta de biotina. Estas marcas pueden facilitar la sintesis y purificacién de
especificadores.

Tal como se ha sefialado en este documento, la invencion se refiere a una poblaciéon de sondas de dcido nucleico
marcadas de forma exclusiva. El método para proporcionar dicha poblacién consiste en sintetizar una poblacion de
sondas de 4cido nucleico marcadas de forma exclusiva, en donde cada una de ellas tiene un especificador diferente;
a continuacidn, se sintetiza una poblacion correspondiente de anti-genedigits en donde cada uno de ellos tiene una
marca exclusiva y, finalmente, hibridar las poblaciones de sondas de 4cido nucleico diana con los anti-genedigits para
producir una poblacién en la que cada una de las sondas especificas para la diana estd marcada de forma exclusiva.
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La invencidén proporciona, adicionalmente, un método para detectar un analito de dcido nucleico, haciendo con-
tactar una mezcla de analitos de dcido nucleico con una poblacién de sondas especificas para la diana, cada una fijada
a una marca exclusiva, bajo condiciones suficientes para la hibridacién de las sondas a la diana, y medir la sefial re-
sultante de una o multiples sondas especificas para la diana hibridadas con un analito, en donde la sefial identifica de
manera exclusiva el analito.

El analito de dcido nucleico puede contener cualquier tipo de dcido nucleico, incluida, por ejemplo, una poblacién
de ARN o una poblacién de copias de ADNc. La invencién ofrece al menos una sonda especifica para la diana para
cada analito en una mezcla. La invencién proporciona, igualmente, una sonda especifica para la diana que contiene
un 4cido nucleico unido a una marca exclusiva. Adicionalmente, la invencién proporciona dos poblaciones unidas
de 4cidos nucleicos, una poblacion de dcidos nucleicos que contienen una pluralidad de sondas de 4cido nucleico
especificas para la diana, y una segunda poblacién de 4cidos nucleicos que contiene un 4cido nucleico unido a una
marca exclusiva. Cuando las sondas especificas para la diana se fijan a marcas exclusivas, esto permite la identificacién
exclusiva de los analitos diana.

Los métodos de la invencidn son ventajosos porque la hibridacién se puede llevar a cabo en solucién en un volumen
reducido (0,01-2,0 ul), lo que asegura una alta concentracién de los dcidos nucleicos que controlardn la velocidad
de hibridacién. Los métodos de la invencién utilizan dos tipos diferentes de hibridacién. La primera hibridacién es
entre una mezcla compleja de analitos y los especificadores, y el segundo tipo de hibridacién tiene lugar entre los
especificadores y las marcas.

En el primer tipo de hibridacién entre una mezcla compleja de analitos y una poblacién de especificadores, estos

ultimos estan en exceso. Por ejemplo, los especificadores pueden estar presentes en un exceso de 10 a 100 veces con
respecto a los analitos en la mezcla compleja. La cinética de esta reaccion se puede describir por la ecuacion siguiente:

t1/2 = N In2
3,5x10° x L% x C,

en donde N es la complejidad de la sonda (los especificadores), L es la longitud, C, es la concentracion de la sonda,
ytipes el tiempo necesario para que se complete 50% de la reaccion. Usando esta ecuacion, es evidente que concen-
traciones mayores de la sonda dardn como resultado un tiempo mds breve necesario para que se complete la reaccién
en 50%. La muestra, en esta hibridacién, puede ser ARN o ADN. Si la muestra no es ARN poli A, es necesario
marcarla previamente por algin método, por ejemplo, platino-digoxigenina. Después de completar la hibridacién, los
hibridos (diplex) que contienen el analito y el especificador se separan usando la poli A, o la etiqueta de digoxigenina
como asa, y se retira el exceso de especificador por lavado. A continuacidn, el material lavado se usa para la segunda
hibridacion.

En la segunda hibridacién, se mezclan los especificadores aislados con marcas. Las marcas se encuentran en exceso
con respecto a los especificadores y la cinética es similar a la indicada anteriormente para la primera hibridacién, y se
lleva a cabo a una velocidad todavia mayor, porque la complejidad - N - es muy baja. Los complejos hibridados que
contienen especificadores y marcas se pueden aislar usando una etiqueta de biotina en los especificadores como asa,
procesandolos adicionalmente para la deteccion.

La formacién de hibridos macromoleculares depende de diversas condiciones conocidas en la técnica, incluidos la
temperatura, la concentracion de sales y el pH. En la técnica se conocen bien diferentes condiciones para la formacién
de hibridos de 4cidos nucleicos y pueden ser encontradas, por ejemplo, en Hames y Higgins, Nucleic Acid Hybridisa-
tion: A Practical Approach, IRL Press, Oxford (1991). Ademads, en la técnica se conocen bien las condiciones para las
interacciones de dcido nucleico-proteina y proteina-proteina, que se pueden encontrar, por ejemplo, en Current Proto-
cols in Molecular Biology (ed. Ausubel et al., Greene Publ., Nueva York (1989)), que se incorpora a este documento
por referencia.

Los complejos “especificador-marca” se pueden separar entre si, por ejemplo, extendiéndolos sobre una superficie
bidimensional tal como un vidrio, o dividiéndolos en gotas liquidas en un citdmetro de flujo. En este ejemplo, la
visualizacion se puede lograr escaneando la superficie bidimensional o por citometria de flujo. La co-localizacién
de marcas especificas determinard la identidad del especificador particular, que determinara la identidad del analito
particular fijado inicialmente por el especificador.

Los complejos “especificador-marca” se pueden detectar por medio de diversos dispositivos que incluyen, sin
estar limitados a ellos, la inspeccidn visual, cimaras digitales, cimaras de video, pelicula fotografica, o el uso de los
instrumentos habituales tales como dispositivos de escaneo laser, fluorémetros, luminémetros, fotodiodos, contadores
cudnticos, lectores de placa, microscopios de epifluorescencia, microscopios de barrido, microscopios confocales, o
por otros medios para amplificar la sefial, tales como el tubo fotomultiplicador u otro detector de luz capaz de detectar
la presencia, localizacién, intensidad, espectros de excitacién y emision, polarizacién de la fluorescencia, duracién de
la fluorescencia y otras propiedades fisicas de la sefal fluorescente. Las sefiales no fluorescentes se pueden detectar
usando un contador Geiger, contadores de gammagrafia, quimioluminiscencia, ensayos enzimadticos y autorradiografia.
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Un ejemplo de método de deteccion que se puede usar en la invencion es el de la camara CCD (dispositivo de
cargas interconectadas, sigla en inglés). El uso de este método exige que los complejos de especificador-marca se
diseminen, en primer lugar, sobre una ldmina de vidrio. Dado que todos los complejos tendrdn aproximadamente la
misma intensidad total, esto simplifica la deteccidn, porque la cimara se puede ajustar a maxima sensibilidad (ganancia
maxima) e intervalo dindmico minimo.

Por ejemplo, si se utilizan dendrimeros fluorescentes para marcar, la muestra se puede excitar al nivel maximo
correspondiente de absorcion y ser escaneada al correspondiente nivel mdximo de emisién de cada uno de los, por
ejemplo, 8-10 fluoréforos usados. Un beneficio de las cdmaras CCD es que utilizan rangos de detecciéon muy amplios,
lo que permite seleccionar fluor6foros con picos de emision distantes. Las cdmaras CCD de capa delgada pueden
detectar desde rayos X de baja energia hasta el espectro proximo al infrarrojo.

De forma alternativa, si se utilizan nanoparticulas, la muestra se puede iluminar con luz blanca angular y la de-
teccidn tiene lugar a unas longitudes de onda escasas. El niimero de longitudes de onda dependera de la calidad de la
cémara usada y de su sensibilidad y linealidad. Las cdmaras de buena calidad pueden distinguir de manera reproducible
millones de colores con tnicamente los tres filtros convencionales (rojo, verde y azul).

En el caso de marcas exclusivas que contienen mds de un monémero de marca, se puede determinar la sefial global
generada por la marca exclusiva. Por ejemplo, la sefial global para una marca exclusiva que contiene varios fluoréforos
se puede determinar usando un espectrémetro. Ademads de detectar una sefial global generada por la marca exclusiva, la
invencién proporciona la determinacidn de la localizacion espacial de las marcas iniciales (que pueden ser monémeros
de marca o combinacién de monémeros de marca) dentro de una marca exclusiva. Por ejemplo, las marcas dentro de
una marca exclusiva se pueden separar entre si usando una técnica de estiramiento de flujo (“flow-stretch technique”)
(Henegariu et al., Bio-techniques 31: 246-250 (2001)), una técnica de “receding meniscus” (Yokota et al., Nuc. Acids
Res. 25:1064-1070 (1997)), o una técnica de electro-estiramiento (Matsuura et al., Nuc. Acids Res. 29:E79 (2001)).

El uso de las técnicas de estiramiento de flujo, “receding meniscus” o electro-estiramiento permite separar las
marcas en el interior de una marca exclusiva, de modo que es posible determinar espacialmente dénde estd localizada
una marca particular en la marca exclusiva (Ejemplos V, VI, VII y VIII). Por lo tanto, las marcas exclusivas que
tienen la misma combinacién de marcas iniciales y la misma sefial global se pueden diferenciar entre sf en base a la
localizacién de esas marcas dentro de la marca exclusiva. Esta capacidad de localizar la posicién de una marca dentro
de una marca exclusiva permite utilizar la posicién de la marca inicial como caracteristica distintiva cuando se genera
un conjunto de marcas exclusivas. Por lo tanto, es posible generar un conjunto complejo de marcas exclusivas usando
la misma combinacién de marcas iniciales, variando la posicién de las marcas dentro de una marca exclusiva.

Una sefial observada puede ser modificada usando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, una sefial obser-
vada puede incluir la sustraccién del ruido inespecifico. Asimismo, una sefial observada puede incluir, por ejemplo, el
tratamiento de la cantidad medida por andlisis convencional de los datos y procedimientos estadisticos que permiten
establecer una comparacion y andlisis coherentes de los valores observados. Estos procedimientos incluyen, por ejem-
plo, la homologacién para una comparacién directa de valores que tienen diferentes escalas, y el filtrado para separar
valores aberrantes o artefactuales.

En el primer tipo de hibridacion descrita anteriormente, entre una mezcla compleja de analitos y una poblacion de
especificadores, estos dltimos se encontraban en exceso. Por el contrario, la hibridacién sobre micromatrices conven-
cionales tiene lugar bajo condiciones en las que el analito estd en exceso, comparado con la sonda marcada. Ademas,
en las micromatrices sélo una pequefia fraccién de esta sonda hibridara realmente con la diana cognada en el transcur-
so de la hibridacién, por lo que la cobertura de la diana al final del experimento es, habitualmente, menor que 5%. La
cobertura de la diana usando los métodos de la invencioén es, en teoria, de 100%, porque la marca estd en exceso en
comparacidn con el analito diana.

Una de las ventajas de la cobertura de 100% de la diana es que permite contar directamente los analitos diana,
puesto que cada uno de ellos se encuentra fijado a una marca. Usando los métodos de la invencién, es posible con-
tar directamente especies moleculares una a una. El recuento directo, o un registro digital de salida, es preferible a
los métodos de cuantificacion indirecta usados para las micromatrices, porque no es necesario que los datos sean so-
metidos a diversas transformaciones intermedias. Si el equipo de deteccién puede contar directamente el nimero de
particulas emitidas, se dice que tiene un registro digital de salida; sin embargo, si los recuentos directos se someten a
diversas transformaciones intermedias, entonces los datos tienen un registro de salida analégico. Se sabe que los datos
de cuantificacién de las micromatrices sufren varias distorsiones debido a la extrapolacién de datos.

Otra consecuencia de la baja cobertura de la diana en las micromatrices es que se requiere un equipo altamente sen-
sible para detectar la baja cantidad de la sefial. No obstante, puesto que las micromatrices necesitan un gran intervalo
dindmico para la deteccién de sefiales, la sensibilidad disminuye a causa del compromiso que debe establecerse entre
sensibilidad e intervalo dindmico. Los métodos segtin la invencién usan un nimero limitado de marcas para crear un
gran nimero de combinaciones de marcas exclusivas. Esto permite que los métodos de deteccion operen dentro de un
estrecho intervalo dindmico. Por el contrario, los métodos de micromatrices exigen un elevado intervalo dindmico (4
ordenes de magnitud o mas) para explicar las grandes diferencias en la abundancia de las diferentes especies molecu-
lares. Los bajos requisitos en términos de intervalo dindmico de los métodos de la invencién mejorardn la sensibilidad
del sistema, dado que se evita el compromiso entre sensibilidad e intervalo dindmico.
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La invencién ofrece también un método para detectar un analito de dcido nucleico anterior, en donde el o los
anti-genedigits tienen, cada uno, una marca exclusiva.

Los métodos de la invencién permiten la deteccién de analitos en mezclas. La mezcla puede contener diversos
tipos de analitos o puede contener tan sélo un tipo de analito. Adicionalmente, la mezcla podria contener solamente
una dnica copia de un analito. Si el analito diana tiene una secuencia o estructura desconocida, se puede agregar una
gran poblacién de especificadores especificos para la diana a la mezcla. Esta poblacién puede incluir especificadores
con regiones especificas para la diana de secuencia o estructura predeterminada, o se pueden usar especificadores con
regiones especificas para la diana de secuencia o estructura aleatoria. De manera alternativa, si el analito diana tiene
una secuencia o estructura conocida, se puede usar un especificador particular, que contiene una regién que se una
especificamente a esa secuencia o estructura, ya sea solo o en combinacién con otros especificadores.

Los métodos de la invencién estdn adaptados a analitos de dcido nucleico. Se puede generar una poblacién de
especificadores para cualquier analito en el que se puede hallar una regién especifica diana que interactie especifica-
mente con ese analito. Ademds, la capacidad de los aptdmeros de 4cido nucleico para fijar una extensa variedad de
analitos permiten utilizar estas estructuras en las regiones especificas para la diana de los especificadores. Son posibles
multiples combinaciones, con la condicién de que los especificadores se unan especificamente a los analitos.

Las marcas y métodos descritos en este documento se pueden utilizar con fines diagndsticos y terapéuticos. Los
analitos, o sus combinaciones, que actian como diagnéstico de una enfermedad se pueden detectar y cuantificar a
partir de una muestra obtenida de un sujeto. Usando los métodos de la invencion, se pueden analizar muchos analitos
diferentes al mismo tiempo a partir de una tnica muestra. Esto permite, por ejemplo, llevar a cabo numerosos ensayos
diagndsticos en una muestra. Adicionalmente, los métodos de la invencién pueden proporcionar informacién que
determine un ciclo de tratamiento para un paciente. Por ejemplo, se puede cuantificar exactamente la cantidad de
una marca particular de un tumor, incluso a partir de una pequefia muestra tomada de un paciente. Para algunas
enfermedades tales como el cancer de mama, la sobre-expresion de algunos genes, tales como Her2-neu, indica la
necesidad de aplicar un ciclo de tratamiento mas agresivo.

Ejemplo I
Generacion de Marcas Exclusivas Usando Dos Marcas Diferentes

En este ejemplo, se preparan diez marcas exclusivas a partir de dos marcas fluorescentes diferentes. En primer
lugar, se sintetizan diez moldes exclusivos de un ADN monocatenario de 220 pares de bases. Los moldes consisten en
una relacion predeterminada de las siguientes repeticiones de 20 pares de bases:

5’ (ACTCTCTCTCTCTCTCTCTC)n(GCTCTCTCTCTCTCTCTCTC)m 3’ (SEQ ID NO:1)
en donde n = 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, m = 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, y n+m = 11.

La segunda cadena se sintetiza usando el cebador GAGAGAGAGA (SEQ ID NO:2), polimerasa de Klenow, ADN
ligasa, dGTP, dATP, dUTP-fluoresceina y dCTP-rodamina. Después de finalizar la reaccion, el producto se trata con
nucleasa S1 para digerir el ADN con separaciones y, seguidamente, se purifica el ADN de longitud completa rema-
nente. Los nucledtidos marcados se incorporardn en el ADN en una relacidn Unica determinada por la relacién de
las dos repeticiones. El resultado final es de diez acidos nucleicos marcados de forma exclusiva, en donde la relacién
establecida de fluoresceina a rodamina es 1:10, 2:9, 3:8, 4:7, 5:6, 6:5, 7:4, 8:3,9:2 y 10:1.

Se liga un oligonucleétido enlazador con el ADN marcado y, a continuacién, este enlazador se usa para unir el
ADN marcado a las ramas de un dendrimero. El dendrimero tiene una etiqueta oligonucleotidica de 5 bases en el tallo
para facilitar la unién de un anti-genedigit (véase el Ejemplo II), y marcas de 10 pares de bases en las ramas para
facilitar la unién del ADN marcado.

Ejemplo I
Generacion de un Especificador Marcado

Los especificadores se sintetizan a través de la ligadura de una secuencia especifica de diana (oligonucleé6tido
sintético, 4cido nucleico peptidico (PNA), producto de PCR o &cido nucleico de alta afinidad (LNA)) y diversos
“genedigits” (véase la Figura 1A). En este ejemplo, cada especificador contiene una combinacién tnica de 4 genedigits
diferentes. Se obtiene de este modo la generacién de 10.000 especificadores unicos posibles.

Los genedigits son oligonucledtidos sintéticos que contienen solamente dos de las bases naturales, més dos bases no
halladas en la naturaleza: isocitidina e isoguanina. Esta composicion de bases asegura que los genedigits no hibridaran
de manera no especifica con los analitos en una mezcla compleja. La secuencia de cada genedigit estd compuesta por
5 repeticiones de una secuencia central de 8 pares de bases (véase la Figura 1B). Cada secuencia central difiere de las
restantes en al menos dos bases.
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Al objeto de preparar 10.000 especificadores tinicos, se sintetizan cuarenta genedigits diferentes, que se dividen
en 4 grupos que contienen 10 genedigits cada uno. Los genedigits de cada grupo tienen una etiqueta de 5 pares de
bases en cada extremo. Un genedigit de cada grupo se encuentra presente en cada especificador. Los genedigits se
enlazan con ayuda de oligonucleétidos 10mer adaptadores que son complementarios con las etiquetas de 5 pares de
bases comunes para cada grupo. De este modo, para un especificador con 4 genedigits, habrd 10x10x10x10 = 10.000
combinaciones posibles. Todos los especificadores contienen también una etiqueta de biotina.

El genedigit actia como punto de unién para una marca y, por lo tanto, el nimero de marcas sintetizadas corres-
ponde al nimero de genedigits. Los genedigits se marcan mediante el uso de anti-genedigits. Una secuencia de anti-
genedigits, consistente en 3 repeticiones de 8 pares de bases, complementaria con la repeticion central de 8 pares de
bases del genedigit correspondiente, se liga al tallo de un dendrimero marcado (del Ejemplo I).

El anti-genedigit marcado de 24 pares de bases hibrida con la secuencia de genedigit de 40 pares de bases en
el especificador en uno de los tres registros (véase la Figura 1C). De esta forma, cuando la marca hibrida con el
especificador, lo hard a través de una secuencia de 24 pares de bases que tiene una complejidad de de una secuencia
de 8 pares de bases solamente.

Ejemplo III
Andlisis de Expresion de Genes Usando Especificadores

Al objeto de determinar diferencia en la expresion de genes entre astrocitos y astrocitos activados por LPS, se
aisla ARN de ambas poblaciones de astrocitos, usando la lisis celular en guanidina isotiocinina o fenol/cloroformo.
Se agrega una poblacién de especificadores a cada muestra de ARN bajo condiciones aptas para la hibridacién. Los
complejos de ARNm-especificador se aislan con perlas oligo dT y se lavan de manera exhaustiva para retirar el
exceso de especificadores. Los especificadores se eluyen del ARNm mediante la digestion del ARNm con RNAsa
A. A continuacidn, se procesan los especificadores para marcado, como se describe en los Ejemplos I y II, y estas
marcas se detectan usando una cimara CCD. El nimero de especificadores correspondientes a los ARNm especificos
procedentes de astrocitos no tratados se compara, entonces, con el patrén de especificadores de los astrocitos tratados
con LPS. Dado que se conoce la secuencia de la regién especifica para la diana del especificador, se identifican los
genes que se expresan de manera diferente entre las dos muestras.

Ejemplo IV
Deteccion Microbiana Usando Especificadores

La invencion se puede utilizar para detectar cepas de microorganismos con secuencias conocidas en muestras biol6-
gicas. Se extrae el ADN total de una muestra de sangre de un paciente en el que se sospecha una infeccién microbiana.
A continuacién, el ADN total se etiqueta con digoxigenina. Se desnaturaliza el ADN y se hibrida con una poblacion de
especificadores que contienen regiones diana especificas para un microorganismo particular, o un conjunto de micro-
organismos, en un volumen reducido (0,01-2,0 ul). Se aislan los complejos de ADN de muestra-especificador usando
anticuerpos anti-digoxigenina, y se lavan exhaustivamente para retirar el exceso de especificadores. A continuacion,
se procesan los especificadores para el marcado y obtencidén de imdgenes, como se ha descrito anteriormente.

Ejemplo V
Configuracion de la Marca

Este ejemplo muestra una molécula de sonda de ADN (especificador) que contiene marcas separadas entre si por
una distancia suficiente para la resolucion individual de las marcas (Figura 2). Por ejemplo, en el caso de marcas
fluorescentes, esta separacion espacial considerable entre las marcas permite la identificacion espectral de cada marca
individual.

Como se muestra en la Figura 2, se puede generar una sonda de ADN (especificador) que contiene cuatro marcas
fluorescentes distintas. Estas marcas estdn separadas por una distancia de aproximadamente 1 micrémetro. En este
ejemplo, las marcas estdn separadas por aproximadamente 2.000 a 3.000 bases de ADN, si bien se podrian utilizar
también otros polimeros para separar las marcas.

Se puede generar una poblacién diversa de marcas exclusivas variando la marca fluorescente en cada una de las
cuatro localizaciones. Por ejemplo, se puede utilizar un conjunto de 10 fluoréforos distintos para generar 10.000 mar-
cas exclusivas. De manera especifica, para una sonda con cuatro marcas diferentes, habrd 10x10x10x10 = 10.000
combinaciones posibles. De manera similar, para una sonda que tenga cinco marcas diferentes, habrd 100.000 combi-
naciones posibles.
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Ejemplo VI
Separacion de las Marcas por Estiramiento de Flujo (“Flow-Stretch”)

Este ejemplo muestra una molécula de sonda de ADN (especificador) con un monémero de marca que ha sido
estirado sobre un cubre-objeto usando la técnica de “flow-stretch”. La técnica de “estiramiento de flujo” se puede usar
también para una molécula de sonda con multiples monémeros de marca a lo largo de la molécula de sonda.

Se construyé una sonda de ADN de cadena doble, con una seccién monocatenaria en una localizacion deseada para
la fijacion de la marca. En este ejemplo, la seccién monocatenaria se encuentra al final de la molécula de sonda. La
molécula de marca contiene aproximadamente 300 fluoréforos Cy3 y una seccién de ADN que es complementaria con
el area monocatenaria de la molécula de sonda. Tras la hibridacion, la molécula de sonda se tifie con tincién YOYO1
para verificar que la marca estd unida a la sonda. El procedimiento de tincién no es necesario cuando hay multiples
marcas unidas. Las sondas con marcas hibridadas se estiran, seguidamente, sobre un cubre-objeto usando la técnica
de “estiramiento de flujo” (Henegariu et al., véase antes). Se obtuvo una imagen, Figura 3, usando el microscopio de
fluorescencia inversa. Las sondas se pueden estirar también usando la técnica de “receding meniscus” (Yokota et al.,
véase antes).

Ejemplo VII
Separacion de las Marcas por Electro-Estiramiento ( “Electro-Stretch”)

Este ejemplo demuestra que se puede utilizar un campo eléctrico para alinear las moléculas de sonda (especifica-
dor) unidas a la superficie por un extremo. De este modo, las marcas que se encuentran a lo largo de la molécula de
sonda estdn separadas espacialmente.

Se construy6 una celda de flujo que permitié la obtencién de imédgenes de las moléculas de sonda a través de
un cubre-objeto. La celda de flujo permitid, igualmente, el intercambio de soluciones y la aplicacién de un campo
eléctrico. Para evitar el burbujeo, se utiliz6 un gel para separar los electrodos de la solucién. Con la separacién por
gel de los electrodos y la solucidn, es posible aplicar voltajes mds altos, que mejoran la alineacién de las moléculas
de sonda. EI cubre-objeto se recubrié con albimina de suero bovino (BSA) para minimizar la unién inespecifica. Se
agreg6 ADN al cubre-objeto y se fij6 al mismo principalmente por medio de los extremos del ADN. Se retiré por
lavado el ADN no fijado, y el ADN fijado restante se tifié con YOYOI. La obtencién de imégenes se llevé a cabo
usando un microscopio epi-fluorescente. Al apagar el voltaje, se puede ver el ADN estirado desplazandose de forma
aleatoria (Figura 4A). Sin embargo, con el voltaje activado, el ADN se alinea (Figura 4B).

Ejemplo VIII
Deteccion de las Marcas por Citometria

Otra forma de alinear las sondas de ADN (especificador) espacialmente es usando una constriccion del flujo de un
liquido que contiene el ADN, junto con un campo eléctrico oscilante (Asbury, C.L. y van den Engh, G., Biophys. J. 74:
1024-1030 (1998)). De esta forma, cuando la molécula de sonda pasa a través del punto de constriccidn, las marcas se

separan espacialmente (Figura 5). La 6ptica confocal puede permitir la deteccién con una resolucién espacial suficiente
para determinar la secuencia de las marcas.
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REIVINDICACIONES

1. Una poblacién diversa de sondas marcadas de forma exclusiva, que comprende treinta o mds sondas de 4cido
nucleico especificas para la diana, cada una de ellas unida a una marca exclusiva fijada a un 4cido nucleico, en donde
cada sonda de dcido nucleico es una molécula de dcido nucleico que comprende una region especifica para la diana
y una regién que comprende genedigits, en donde dichos genedigits son regiones de 4cido nucleico de secuencias
nucleotidicas predeterminadas que se unen especificamente a secuencias nucleotidicas de anti-genedigit complemen-
tarias, estando cada secuencia nucleotidica de anti-genedigits unida a un monémero de marca o a una combinacién de
mondmeros de marca, en donde la poblacién se encuentra en solucidn, y en donde la marca tiene una sefial detectable
que es fluorescente, luminiscente, colorimétrica, de voltaje, corriente o un campo magnético.

2. Lapoblacién diversa segin la reivindicacién 1, que comprende treinta o mds sondas de acido nucleico especificas
para la diana, en donde cada sonda de dcido nucleico comprende cuatro o miiltiples genedigits, en donde dichos
genedigits son regiones de dcido nucleico de secuencias nucleotidicas predeterminadas que se unen especificamente
a secuencias nucleotidicas de anti-genedigit complementarias, estando cada secuencia nucleotidica de anti-genedigits
unida a un monémero de marca o a una combinacién de mondémeros de marca, en donde la poblacién se encuentra en
solucién, y en donde la marca tiene una sefial detectable que es fluorescente, luminiscente, colorimétrica, de voltaje,
corriente 0 un campo magnético.

3. La poblacién diversa segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en donde cada sonda es sintética.

4. La poblacion diversa segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde cada sonda es ADN unido a
un dcido nucleico que actda como puente.

5. La poblacidn diversa segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde dichos mondmeros de marca
estan unidos a dendrimeros.

6. La poblacién diversa segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde los genedigits son ADN.

7. La poblacién diversa segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde las sondas comprenden
etiquetas.

8. La poblacién diversa segiin la reivindicacion 7, en donde las etiquetas son etiquetas de biotina.

9. La poblacién diversa segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde se usa un punto cudntico como
mondémero de marca.

10. La poblacién diversa segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde se usa un fluoréforo como
mondmero de marca.

11. La poblacién diversa seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que comprende 50, 100, 200, 500,
1.000, 2.000, 5.000, 1x10*, 3x10*, 1x10° 0 m4s sondas de 4cido nucleico diferentes.

12. La poblacién diversa segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde las sondas de 4cido nucleico
estan separadas entre si.

13. La poblacién diversa segun la reivindicacion 12, en donde las sondas de dcido nucleico estan diseminadas sobre
una superficie bidimensional.

14. La poblacién diversa segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en donde una o multiples de las
sondas especificas para la diana estdn hibridadas con un analito, y en donde la sefial de la sonda especifica para la
diana hibridada identifica de manera exclusiva el analito.

15. Un método para detectar un analito de dcido nucleico, que comprende:

a) hacer contactar una mezcla de analitos de dcido nucleico con la poblacién diversa de sondas marcadas de
forma exclusiva segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, bajo condiciones suficientes para la

hibridacién de las sondas con los analitos de 4cido nucleico diana, y

b) medir la sefial resultante de una o multiples de las sondas especificas para la diana hibridadas con un analito,
en donde la sefial identifica de forma exclusiva el analito.

16. Un método para cuantificar un analito de dcido nucleico, que comprende:
a) hacer contactar una mezcla de analitos de 4cido nucleico con la poblacién diversa de sondas marcadas de

forma exclusiva, seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, bajo condiciones suficientes para la
hibridacién de las sondas con los analitos de acido nucleico diana;
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b) medir la sefial resultante de una o multiples de las sondas especificas para la diana hibridadas con un analito,
en donde la sefial identifica de manera exclusiva el analito, identificando de este modo el analito de acido
nucleico diana; y

c) contar las moléculas individuales del analito de dcido nucleico presentes en la muestra,
cuantificando de esta forma el analito de dcido nucleico.

17. El método segtin una cualquiera de las reivindicaciones 15 y 16, en donde se usa la posicién del mondmero de
marca o de la combinacién de monémeros de marca como caracteristica distintiva.

18. El método segiin una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 17, en donde las sondas de 4cido nucleico se
sometes a una técnica de “estiramiento de flujo” (“flow-stretching”), a una técnica de “receding meniscus”, a una
técnica de electro-estiramiento, o a la constriccién del flujo de un liquido que contiene dichas sondas de 4cido nucleico,
junto con un campo eléctrico oscilante.
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Figura 4
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> Instituto de Biologia de los Sistemas

Dimitrov, Krassen
Dunaway, Dwayne

<120> Métodos de Deteccién y Cuantificacion de Analitos en Mezclas Complejas
<130> FP-IS 5320

<140> documento PCT/US02/21278
<141> 2002-07-03

<150> Documento US09/898.743
<151> 2001-07-03

<160> 11

<170> FastSEQ para Windows, Version 4.0
<210> 1

<211> 220

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Sintético

<400> 1

actctctete totctetote actctctcte totetctete actetctete tetctctecte 60
actctctcte tctetctcte actectctete tcteterete actetetete tetetetete 120
actcrcterce tectctetcte actctctete tctetectcte actetetete tctctetcte 180

actctcrcte tetctotcte getectetete tetctetcte

<210>2
<211> 220
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Sintético

<400> 2

220

actctotete tetctetocte actotctctc tototctete actctctete totectetete 60
actcictcte totctetcte actetotete totoctotcte actotetete tectetetete 120

actctetcte tetetetete actetetete tetectetete actctotete totototete

gotctotete totetotote gotototete tetctctcte

<210>3
<211> 220
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

1

80
2

220
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<220>
<223> Cebador Sintético

<400> 3

actctctcte tectectectete
actctctete tetctoctete
actctctcte tetctctctce
getctctcte tetctctcte

<210> 4

<211> 220

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Sintético

<400> 4

actctectectc tectctetctc
actctctcte tecrctctcte
actctctcte tctctctcte
gctctctete tetctctete

<210>5

<211> 220

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Sintético

<400> 5

actctctete tetetetote
actctctcte tctectotete
getcretete tetetetctc
getctctctc tctctetere

<210> 6

<211> 220

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Sintético

<400> 6

ES 2316 603 T3

actctctcte
actctctcte
actcrctete
gctctetctc

actctctete
actctctete
gctetetete
gctetctcte

tctctctete actctetcte tetctercte 60
tctctetete actectotete tctetctete 120
tctctetecte getctctete tctctctete 180
tctctetcte 220

tctetetete actctectote totctetete 60
tctctetete actectctcte tetctectete 120
tctectetete getectotote totctetete 180
tetctetete 220

actctetetc tctetctete actectetete tctetetete 60
actctctete tctetetete actectetete tetctctete 120
getoctctcte tctetctote getctctete totectetete 180

gctotetcte tectotetetc

220

actctctcte tctctetete actetetete tctectetcte actetetecte totetectcte 60

actctctcte tetctetetc actetctcte tectoctctcte gotctotete tetetectete 120
gectctetete tectetetcte getetctcte tectetetote getctectete tetctectete 180
gctctetcte tctetctete getctotete tetctetcete 220
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<210>7

<211> 220

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Sintético

<400> 7

actctctcte totctctcte actetetete tetetetete
actctctcte tctctetctc getctetete tetetctete
gctctctete totctctetc getctetcre tectetctcte
gctctctete tcteteteto getetetete tetetetcte

<210> 8

<211> 220

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Sintético

<400> 8

actctctcte tctcretcte actctctcte tctctetcte
gctctctetc tcotctoctcte gotctctete tectetctetc
gctctctctc tectectetete gotectetote toctctctete
gerctctctc totctoctcte gotctectete tctetctcte

<210>9

<211> 220

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Sintético

<400> 9

actctCcrcte tctctctcte actectetcte toteretcte
gctctetcte tcetctetete goetctetete totetetete
gctctctere tctctetetc getctoctete tetoctetcto
gctctctcte tctectotetce getctetete tetctetete

<210> 10

<211> 220

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Sintético

60

120
180
220

actctctete tctetecictc
gectcterere tectetcrete
gctectctcte tctetctete

actctctcte vctctctere 60
gctctctcte tctctctcte 120
gctctcrcte tctectctcte %gg

60

120
180
220

getctectete tctctcicte
gctctctete tectctctere
gectctctecte tctctctete



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2316 603 T3

<400> 10

actctctete tctetotcte getctetcte totctctcte gotctotcte tetetetete 60
gctctetcte tctetctcte goetetotocte totctetcte getctctete tctctctete 120
gcrctctete tctctetote getctotote tetctetete getctotete tetctectcte 180
getectectete tctectetete getctctete totctetete 220

<210> 11

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador Sintético

<400> 11

gagagagaga

10
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