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DESCRIPCION
Métodos para la deteccion multiplexada de moléculas diana y sus usos
Campo técnico

La presente invencion se refiere a métodos para la deteccidon de una pluralidad de moléculas de proteina diana en una
muestra. Los métodos, kits y sistemas descritos en este documento pueden usarse en aplicaciones de diagndstico,
prondstico, control de calidad y deteccion.

Antecedentes

Un numero creciente de ensayos clinicos, por ejemplo, ensayos para cancer, requieren muestras de pacientes, por
ejemplo, biopsias de tejido, para medir marcadores de respuesta a farmacos individuales [1]. Por ejemplo, los tejidos
recolectados quirdrgicamente a menudo se usan para recolectar datos en dos extremos del espectro celular: (i) analisis
gendmicos que revelan oncogenes conductores y mutaciones especificas [2] y (ii) analisis de proteinas de biomarcadores
seleccionados destinados a monitorizar las respuestas celulares [3, 4]. Idealmente, las muestras clinicas se recolectan en
serie para controlar el cambio en los niveles de expresion de proteinas clave. Esto plantea muchos desafios, en particular
el riesgo de morbilidad con la repeticion de biopsias centrales, el aumento de los costes y las limitaciones logisticas. Los
métodos alternativos de recoleccion de muestras incluyen aspirados de aguja fina (FNA), "biopsias liquidas" de células
tumorales circulantes o analisis de células escasas presentes en otros fluidos faciles de recolectar. Sin embargo, estas
muestras tienen un niumero de células mucho menor que las biopsias, lo que limita el nimero de proteinas que se pueden
analizar.

Después de tomar muestras de tejidos, puede ser dificil seleccionar biomarcadores ubicuos debido a la heterogeneidad y
los cambios dinamicos de la red. Por lo general, los farmacos de molécula pequefia influyen en mas de una proteina
diana, mientras que numerosas proteinas modulan las acciones especificas de los farmacos, desencadenan vias
moleculares alternativas e inducen la muerte o resistencia de las células tumorales [5]. Las herramientas actuales para
perfilar estas proteinas clave en muestras clinicas escasas son limitadas; la practica estandar abarca la inmunocitologia,
que a menudo impide el analisis amplio de proteinas debido a la muestra insuficiente dentro de FNA o biopsias liquidas
[6]. Por lo tanto, el nimero de marcadores a menudo es limitado (<10) y requiere analisis de secciones de tejido que
requieren mucho tiempo. Los analisis protedmicos por espectrometria de masas siguen siendo un desafio técnico para
las células individuales y la deteccion fosfoprotedmica y son costosos para fines clinicos de rutina [7]. En entornos de
investigacion, la citometria de flujo multiplexado y la citometria de masas se han utilizado para examinar un conjunto
ampliado de marcadores (10 a 45) utilizando poblaciones de células individuales. Sin embargo, la citometria de flujo
multiplexada a menudo encuentra limites en la cantidad de marcadores que puede medir debido a la superposicion
espectral. La citometria de masas vaporiza las células durante la preparacion de la muestra, lo que resulta en pérdida de
muestra [8]. Por consiguiente, ambos métodos existentes no permiten aislar una célula rara de interés o realizar analisis
genéticos concurrentes una vez que se usan muestras para analisis protedmicos.

Por lo tanto, sigue existiendo la necesidad de composiciones y métodos para la deteccién simultanea de una gran cantidad
de moléculas diana de una muestra.

Resumen

Las realizaciones de diversos aspectos descritos en el presente documento se basan, en parte, en el desarrollo de un
método que no solo permite el analisis de cientos de proteinas de una cantidad limitada de muestra, por ejemplo, aspirados
de aguja fina (FNA) minimamente invasivos, que contienen cantidades mucho mas pequefias de células que las biopsias
centrales, pero también preserva el material genético de la misma muestra para permitir mediciones simultaneas de
proteinas y materiales genéticos (por ejemplo, ADN, ARN y microARN). En particular, el método se basa en la deteccion
de anticuerpos con cédigo de barras de ADN, donde los cddigos de barras, cadenas simples de ADN, pueden ser
fotoescindidas y detectadas utilizando sondas fluorescentes complementarias sin ningun paso de amplificacion, y se
conoce como un cédigo de barras de anticuerpos con plataforma de ADN fotoescindible (ABCD) en el presente. Para
demostrar la capacidad de la plataforma ABCD, los inventores aislaron células cancerosas dentro de los FNA de los
pacientes y expusieron estas células a una mezcla de aproximadamente 90 anticuerpos con cédigo de barras de ADN,
que cubren los procesos distintivos en el cancer (por ejemplo, apoptosis y dafio en el ADN). Los inventores descubrieron
que el andlisis de proteinas unicelulares de los FNA de los pacientes mostré una alta heterogeneidad intratumoral, lo que
indica la capacidad de la plataforma ABCD para realizar perfiles de proteinas en células individuales raras, incluidas, entre
otras, células tumorales circulantes. Ademas, los inventores descubrieron que los pacientes que mostraban una
histopatologia idéntica mostraban heterogeneidad del paciente en el perfil proteédmico, lo que indica la capacidad de la
plataforma ABCD para identificar objetivos personalizados para el tratamiento. Al perfilar y agrupar la expresion de
proteinas en las muestras de los pacientes, los inventores también mostraron el uso de la plataforma ABCD para
monitorizar y predecir la respuesta al tratamiento en pacientes que reciben quimioterapia, por ejemplo, inhibidores de la
quinasa. El analisis de proteinas determinado por la plataforma ABCD es escalable y puede extenderse para detectar
otras moléculas diana, por ejemplo, metabolitos y lipidos. Por consiguiente, varios aspectos descritos en el presente
documento proporcionan métodos, sistemas y kits para detectar y/o cuantificar una pluralidad de moléculas diana de una
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muestra, asi como sus usos de las mismas en diversas aplicaciones, por ejemplo, diagnostico, prondstico, tratamiento
personalizado y/o seguimiento del tratamiento.

Segun la invencion, se proporciona aqui un método para detectar una pluralidad de moléculas de proteina diana en una
muestra. El método comprende (a) poner en contacto una muestra con una composicion que comprende una pluralidad
de sondas diana, en donde cada sonda diana en la pluralidad comprende: (i) una molécula de unién a diana que se une
especificamente a una molécula diana distinta en la muestra; (ii) una secuencia de nucleétidos de identificacion que
identifica la molécula de union a la diana; y (iii) un enlazador escindible entre la molécula de unién a la diana y la secuencia
de nucledtidos de identificacion; (b) separar las sondas diana no unidas de una pluralidad de complejos en la muestra,
teniendo cada complejo una molécula de proteina diana y una sola sonda diana unida a la misma, en donde el complejo
no tiene una segunda sonda diana que se une a una region diferente de la proteina diana molécula; (c) liberar las
secuencias de nucledtidos de identificacion de la pluralidad de complejos; y (d) detectar sefiales de las secuencias de
nucledtidos de identificacion liberadas con base en un método de electroforesis sin gel sin ningun paso de amplificacion,
en donde las sefales son distinguibles para las secuencias de nucleétidos de identificacion, identificando asi las moléculas
de union a dianas correspondientes y detectando una pluralidad de diferentes moléculas diana en la muestra, y el método
comprende ademas, antes de la etapa de deteccion (d), acoplar las secuencias de nucledtidos de identificacion liberadas
de la etapa de liberacion (c) a una composicion de deteccién que comprende una pluralidad de sondas informadoras, en
donde cada sonda informadora en la pluralidad comprende: una primera region especifica de sonda diana que es capaz
de unirse a una primera porcion de la secuencia de nucleétidos de identificacion; y una etiqueta detectable que identifica
la sonda informadora, en la que la etiqueta crea una sefial distinguible Unica para cada sonda informadora.

En algunas realizaciones, el enlazador escindible no se prehibrida (por ejemplo, mediante emparejamiento de bases) a
ninguna porcion de las secuencias de nucledétidos identificadas.

Como tal, cada complejo que comprende una molécula diana y una sonda diana unida a la misma no requiere dos o mas
sondas diana de diferentes tipos unidas a la misma molécula diana, donde cada una de las sondas diana se une a una
region diferente de la misma molécula diana. Por ejemplo, cada complejo no requiere tanto una primera sonda diana que
se une a una primera region de una molécula diana, como una segunda sonda diana que se une a una segunda region
de la misma molécula diana. Dicho de otra manera, una sola sonda diana como se describe en el presente documento
que se une a una molécula diana es suficiente para permitir los métodos descritos en el presente documento. El método
descrito en este documento no requiere que otra sonda diana se una a la misma molécula diana para unirse a un sustrato
solido (por ejemplo, una perla).

Las sefiales de las secuencias de nucleétidos de identificacion liberadas pueden detectarse mediante diversos métodos
conocidos en la técnica, que incluyen, pero no se limitan a secuenciacion, reaccion en cadena de polimerasa cuantitativa
(PCR), multiplexado (PCR), citometria de masas, multiplexado inmunofluorescencia inactivado con fluoréforo, métodos
basados en hibridacion, métodos basados en hibridacion fluorescente, imagenes y cualquier combinacién de los mismos.
Como se describe aqui, las sefiales de las secuencias de nucleétidos de identificacion liberadas pueden determinarse por
métodos basados en electroforesis. Sin embargo, segun la invencion, las sefiales de las secuencias de nucledtidos de
identificacion liberadas no se determinan por métodos basados en electroforesis.

Las sefiales de los respectivos marcadores detectables de las sondas informadoras que estan acopladas a las secuencias
de nucledtidos de identificacion liberadas se detectan en consecuencia. Dado que las sefiales son distinguibles para cada
una de las sondas informadoras respectivas que estan unidas a las secuencias de nucleétidos de identificacion, las
moléculas de unién a la diana pueden identificarse correspondientemente, detectando asi una pluralidad de moléculas
diana en la muestra.

En algunas realizaciones, el marcador detectable de las sondas informadoras puede comprender una o mas moléculas
marcadoras que crean una sefial Unica para cada sonda informadora. Por ejemplo, una sefial Unica puede ser una sefial
optica. La sefal 6ptica puede ser una sefial emisora de luz o una serie o secuencia de sefiales emisoras de luz. En
algunas realizaciones, las moléculas marcadoras para la generacion de una sefial dptica pueden comprender uno o una
pluralidad de una unidad estructural fluorocromo, una unidad estructural fluorescente, una unidad estructural colorante,
una unidad estructural quimioluminiscente o cualquier combinacion de las mismas.

Como se describe en el presente documento, la composicién de deteccién utilizada en los métodos descritos en el
presente documento puede comprender adicional o alternativamente una pluralidad de sondas de captura. Cada sonda
de captura puede comprender (i) una segunda region especifica de sonda diana que es capaz de unirse a una segunda
porcién de la secuencia de nucleétidos de identificacion; y (ii) una etiqueta de afinidad. La etiqueta de afinidad de la sonda
de captura se usa generalmente para permitir la inmovilizacién de las secuencias de nucledtidos de identificacion
liberadas, después del acoplamiento a la composicién de deteccidén, sobre una superficie de sustrato sdlido. La
inmovilizaciéon de las secuencias de nucledtidos de identificacion liberadas puede proporcionar sefiales espaciales
distinguibles que identifican las sondas de captura acopladas a las secuencias de nucleétidos de identificacion liberadas.
Ejemplos de un sustrato sélido incluyen, entre otros, un dispositivo para microfluidos, un cartucho, una placa de
microtitulacion, un tubo y una matriz.

El método de deteccion en (d) no requiere la amplificacion de las secuencias de nucleétidos de identificacion liberadas, la
primera region especifica de la sonda diana o la segunda region especifica de la sonda diana. Los métodos de deteccion
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sin amplificacién pueden minimizar cualquier desviacion o error introducido durante la amplificacion, por ejemplo, debido
a las eficiencias de amplificacion variables entre las secuencias de nucleétidos.

En algunas realizaciones, las secuencias de nucleétidos de identificacion de las sondas diana descritas en el presente
documento pueden seleccionarse o disefiarse de manera que no reaccionen de forma cruzada con ninguna secuencia de
acidos nucleicos en un genoma de un sujeto, cuya muestra se esta evaluando. Por lo tanto, las secuencias de nucleétidos
de identificacion utilizadas para detectar moléculas diana de la muestra de un sujeto pueden seleccionarse o disefiarse
con base en secuencias de nucleétidos de una especie o género que es diferente del sujeto. Solo a modo de ejemplo, en
algunas realizaciones, las secuencias de nucleétidos de identificacion para uso en la muestra de un animal (por ejemplo,
un mamifero tal como un humano) pueden derivarse de un genoma de planta. En una realizacion, las secuencias de
nucledtidos de identificacion para uso en una muestra humana pueden derivarse de un genoma de patata. En algunas
realizaciones, las secuencias de nucledtidos de identificacion pueden tener secuencias seleccionadas de la Tabla 2 (SEQ
ID NO: 1 a SEQ ID NO: 110), o un fragmento de la misma.

En general, las secuencias de nucleotidos de identificacion de las sondas diana pueden tener cualquier longitud de
secuencia y pueden variar dependiendo de una serie de factores, que incluyen, entre otros, métodos de deteccion y/o el
numero de moléculas diana por detectar. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la longitud de las secuencias de
nucledtidos de identificacion puede aumentar para proporcionar una identificacion suficiente de un gran numero de
moléculas diana en una muestra. En algunas realizaciones, las secuencias de nucleétidos de identificacion pueden tener
una longitud suficiente para proporcionar una unién fiable a sondas informadoras complementarias y generar sefiales
detectables. En algunas realizaciones, las secuencias de nucledtidos de identificacion pueden tener una longitud de
aproximadamente 30-100 nucledtidos. En algunas realizaciones, las secuencias de nucleétidos de identificacion pueden
tener una longitud de aproximadamente 70 nucledtidos.

El enlazador escindible que acopla una molécula de unién a un objetivo a una secuencia de nucledtidos de identificacion
en una sonda diana puede permitir la liberacién de la secuencia de nucleétidos de identificacién de la sonda diana al
unirse a una molécula diana de modo que la secuencia de nucledtidos de identificacion liberada se pueda detectar. Los
enlazadores escindibles son conocidos en la técnica, cuyos ejemplos incluyen, entre otros, los que son sensibles a una
enzima, pH, temperatura, luz, tension de cizallamiento, sonicacién, un agente quimico (por ejemplo, ditiotreitol) o cualquier
combinacién del mismo. En algunas realizaciones, el enlazador escindible puede ser sensible a la luz y a la degradacion
enzimatica.

En algunas realizaciones, el enlazador escindible no comprende una secuencia de polinucleétidos (por ejemplo, una
secuencia de polinucleétidos monocatenarios) que es complementaria (para el emparejamiento de bases) a al menos una
porcion de la secuencia de nucleétidos de identificacion. Es decir, en estas realizaciones, la secuencia de nucleétidos de
identificacion no se libera del complejo separandose de la secuencia de polinucleétidos complementaria acoplada a una
molécula de unién a diana. Por consiguiente, en algunas realizaciones, una sonda diana comprende (i) una molécula de
union a diana que se une especificamente a la molécula diana distinta presente en la muestra; (ii) una secuencia de
nucledtidos de identificacion que identifica la molécula de unién a la diana; y (iii) un enlazador escindible no hibridable
entre la molécula de union a la diana y la secuencia de nucledtidos de identificacion.

En algunas realizaciones, los enlazadores escindibles, no hibridables, se pueden seleccionar del grupo que consiste en
enlazadores hidrolizables, enlazadores escindibles rédox, enlazadores escindibles a base de fosfato, enlazadores
escindibles con acido, enlazadores escindibles a base de éster, enlazadores escindibles a base de péptidos, enlazadores
fotoescindibles y cualquier combinacion de los mismos. En algunas realizaciones, el enlazador escindible puede
comprender un enlace disulfuro, un grupo tetrazina-trans-cicloocteno, un grupo sulfhidrilo, un grupo nitrobencilo, un grupo
nitoindolina, un grupo bromo hidroxicumarina, un grupo bromo hidroxiquinolina, un grupo hidroxifenacilo, un grupo
dimetozibenzoina, o cualquier combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones, el enlazador escindible no hibridable puede comprender un enlazador fotoescindible. Se puede
usar cualquier enlazador fotoescindible reconocido en la técnica para las sondas diana descritas en este documento. El
enlazador fotoescindible de ejemplo se selecciona del grupo que consiste en las moléculas (i)-(xix) y cualquier
combinacién de las mismas, en donde las estructuras quimicas de las moléculas (i)-(xix) se muestran como sigue:
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donde cada uno de los puntos negros en cada molécula representa un punto de conexién o acoplamiento que se conecta,
directa o indirectamente, a una molécula de unién a la diana descrita en el presente documento o una secuencia de
nucledtidos de identificacion descrita en el presente documento. El punto de conexién puede ser un enlace, o comprender
un atomo, una molécula y/o un enlazador descrito aqui. En algunas realizaciones, el punto de conexién es un enlace.

En algunas realizaciones, el enlazador fotoescindible puede comprender la molécula (xiv).

En algunas realizaciones donde se usa un enlazador fotoescindible, las secuencias de nucledtidos de identificacion
pueden liberarse de las sondas diana unidas exponiendo las sondas diana unidas a una luz de una longitud de onda
especificada. En algunas realizaciones, la luz ultravioleta se puede usar para liberar secuencias de nucledtidos de
identificacion de sondas diana unidas.

En algunas realizaciones, el método puede comprender, ademas, antes de poner en contacto la muestra con sondas
diana, separar las células diana de las células que interfieren en la muestra. En la muestra se conocen métodos para
separar las células diana de las células interferentes, por ejemplo, con base en las proteinas de la superficie celular que
distinguen las células diana de las células interferentes. Solo a modo de ejemplo, las células diana o las células
interferentes pueden marcarse con ligandos que se dirigen a células especificas de interés (por ejemplo, anticuerpos
especificos de células). En algunas realizaciones donde los ligandos especificos de la célula estdn marcados
fluorescentemente, las células marcadas pueden clasificarse, por ejemplo, por citometria de flujo. Alternativamente, si los
ligandos especificos de la célula estan unidos a particulas magnéticas, las células marcadas con particulas magnéticas
unidas pueden aislarse de la muestra mediante separacién magnética.

Las células diana pueden ser procariotas o eucariotas, incluidos microbios (por ejemplo, bacterias, hongos, virus y/o
patégenos. En algunas realizaciones, las células diana pueden comprender células normales, células enfermas, células
mutantes, células germinales, células somaticas, y/o células raras. Ejemplos de células raras incluyen, sin limitaciones,
células tumorales circulantes, células fetales, células madre, células inmunes, células clonales y cualquier combinacion
de las mismas. En algunas realizaciones, las células diana pueden comprender células tumorales. En algunas
realizaciones, las células tumorales pueden derivarse de una biopsia de tejido, un aspirado fino o una biopsia liquida (por
ejemplo, peritoneal, pleural, liquido cefalorraquideo y/o sangre), un intercambio de mucosa, una biopsia de piel, una
muestra de heces o cualquier combinacién de los mismos. En algunas realizaciones, se pueden usar células completas
y/o lisados celulares en los métodos y/o sistemas descritos en el presente documento para detectar una pluralidad de
moléculas diana en una muestra. En algunas realizaciones, las células completas se pueden obtener de una muestra
fijada de células o tejidos.
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Normalmente, las sefiales detectadas a partir de las secuencias de nucleétidos de identificaciéon de las sondas diana
correspondientes a las moléculas diana pueden compararse con una referencia de control para tener en cuenta cualquier
unién no especifica. Por consiguiente, en algunas realizaciones, la composicion afadida a la muestra puede comprender
ademas una pluralidad de sondas de control. Cada sonda de control en la pluralidad puede comprender: (i) una molécula
de unidn de control que se une especificamente a una molécula de control en la muestra; (ii) una secuencia de control de
identificacion que identifica la molécula de union de control; y (iii) un enlazador escindible entre la molécula de unién de
control y la secuencia de control de identificacion. La molécula de unién de control puede unirse a una proteina de control
presente en una muestra. Ejemplos no limitantes de proteinas de control incluyen proteinas de limpieza, isotipos de control
IgG, proteinas mutantes no funcionales o no ligantes, y cualquier combinacion de las mismas.

Las sefiales de las sondas de control se pueden usar para generar un umbral para las sefiales de las sondas diana. Por
consiguiente, en algunas realizaciones, el método puede comprender ademas generar un umbral para las sefales diana.
En algunas realizaciones, las sefales diana se pueden restringir con base en la union no especifica. En una realizacion,
el umbral generalmente se establece para que sea mayor que el de las sefales de la unidon no especifica. En algunas
realizaciones, el umbral puede determinarse usando desviacion estandar y error de medicion de al menos una o mas
proteinas de control.

En algunas realizaciones, el método puede comprender ademas cuantificar las sefiales (por ejemplo, sefiales que estan
por encima del umbral predeterminado) normalizando las sefales asociadas con las sondas diana mediante las sefiales
asociadas con las sondas de control. En una realizacion, las sefiales se cuantifican y se expresan como el nimero de
secuencias de nucledtidos de identificacion detectadas por agente de union a la diana.

En algunas realizaciones, el método puede comprender ademas extraer una molécula de acido nucleico para la misma
muestra para un analisis de acidos nucleicos. Ejemplos de deteccion y andlisis de acidos nucleicos pueden incluir, entre
otros, secuenciacion, reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (PCR), PCR multiplexada, secuenciacion de ADN,
secuenciacion de ARN, secuenciacion de novo, secuenciacion de proxima generacion, como secuenciacion de firma
masivamente paralela (MPSS), secuenciacion de polonias, secuenciacion por pirosis, secuenciacion de lllumina (Solexa),
secuenciacion SOLID, secuenciacion de semiconductores idnicos, secuenciacion de nanobalas de ADN, secuenciacion
de una sola molécula de Heliscope, secuenciacion de una sola molécula en tiempo real (SMRT), secuenciacion de ADN
por nanoporos, secuenciacion por hibridacion, secuenciacion por espectrometria de masas, secuenciacion de Sanger por
microfluidos, técnicas de secuenciacion basadas en microscopia, secuenciacion de ARN polimerasa (RNAP) o cualquier
combinacién de las mismas.

Aunque los métodos descritos en el presente documento se describen en el contexto en donde las secuencias de
nucledtidos de identificacion se liberan de las sondas diana unidas antes de la deteccién, en algunos casos, las secuencias
de nucledtidos de identificacion no necesitan liberarse de las sondas diana unidas. Por consiguiente, los métodos descritos
en el presente documento también pueden aplicarse cuando las secuencias de nucleétidos de identificacion permanecen
unidas a las sondas diana durante la deteccion.

Se pueden llevar a cabo diversas realizaciones de los métodos descritos en este documento en uno o mas médulos
funcionales en un sistema o un sistema informatico como se describe en este documento. Por consiguiente, en este
documento se describe un sistema para la detecciéon multiplexada de una pluralidad de moléculas diana en una muestra.
Por ejemplo, el sistema comprende:

(a) al menos un moédulo de procesamiento de muestras que comprende instrucciones para recibir dicha al menos una
muestra de prueba que comprende una muestra y una pluralidad de sondas diana, en donde cada sonda diana en la
pluralidad comprende:

i) una molécula de unién a la diana que se une especificamente a una molécula diana en la muestra;
ii) una secuencia de nucleétidos de identificacion que identifica la molécula de unién a la diana; y
ii) un enlazador escindible entre la molécula de unién a la diana y la secuencia de nucledétidos de identificacion; y

en donde el al menos un moédulo de procesamiento de muestra comprende ademas instrucciones para liberar las
secuencias de nucledtidos de identificacion de las sondas diana que estan unidas a las moléculas diana en la muestra;

(b) un médulo de deteccion de sefial que comprende instrucciones para detectar sefiales de las secuencias de nucledétidos
de identificacion liberadas;(c) al menos un modulo de almacenamiento de datos que comprende instrucciones para
almacenar las sefales detectadas de (b) e informacion asociada con secuencias de nucleétidos de identificacion de las
sondas diana;

(d) al menos un modulo de analisis que comprende instrucciones para determinar la presencia de una o mas moléculas
diana en la muestra en funcion de las sefiales detectadas; y

(e) al menos un médulo de visualizaciéon para mostrar un contenido basado en parte en la salida de analisis de dicho
modulo de analisis, en donde el contenido comprende una sefial indicativa de lo siguiente: (i) la presencia de una o mas
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moléculas diana en la muestra, (ii) la ausencia de una o mas moléculas diana en la muestra, y/o (iii) los niveles de
expresion de una o mas moléculas diana en la muestra.

En algunas realizaciones, el médulo de analisis puede comprender ademas instrucciones para (i) identificar las sondas
detectables de las sondas informadoras que corresponden a las sefiales detectadas; (ii) identificar las secuencias de
nucledtidos de identificacién de las sondas diana que corresponden a las sondas detectables con base en las primeras
regiones especificas de la sonda diana de las sondas informadoras; y (iii) identificar las moléculas de unién a la diana que
corresponden a las secuencias de nucleétidos de identificacion, determinando asi la presencia de una o mas moléculas
diana en la muestra.

En algunas realizaciones, el contenido puede mostrarse en una pantalla de ordenador, una pantalla, un monitor, un correo
electrénico, un mensaje de texto, un sitio web, una impresién fisica (por ejemplo, papel), o proporcionarse como
informacion almacenada en un dispositivo de almacenamiento de datos.

También se describen aqui kits, por ejemplo, para la deteccion multiplexada de una pluralidad de moléculas diana
diferentes de una muestra. En algunas realizaciones, el kit comprende:

(a) una pluralidad de sondas diana, en donde cada sonda diana en la pluralidad comprende:

i) una molécula de unién a la diana que se une especificamente a una molécula diana en la muestra;

ii) una secuencia de nucleétidos de identificacion que identifica la molécula de unién a la diana; y

ii) un enlazador escindible entre la molécula de unién a la diana y la secuencia de nucledétidos de identificacion; y
(b) una pluralidad de sondas informadoras, en donde cada sonda informadora comprende:

i. una primera region especifica de sonda diana que es capaz de unirse a una primera porcion de la secuencia de
nucledtidos de identificacion; y

ii) una etiqueta detectable que identifica la sonda informadora.

En algunas realizaciones, el marcador detectable de las sondas informadoras puede comprender una o mas moléculas
marcadoras que crean una sefal Unica para cada sonda informadora. Una sefal unica de ejemplo puede ser una sefial
optica. La seial 6ptica puede comprender una o una serie 0 una secuencia de sefiales emisoras de luz. En estas
realizaciones, los ejemplos no limitantes de las moléculas marcadoras incluyen unidades estructurales fluorocromos,
unidades estructurales fluorescentes, unidades estructurales colorantes, unidades estructurales quimioluminiscentes y
cualquier combinacion de los mismos.

En algunas realizaciones, el kit puede comprender ademas una pluralidad de sondas de captura, en donde cada sonda
de captura comprende (i) una segunda region especifica de la sonda diana que es capaz de unir una segunda porcion de
la secuencia de nucledtidos de identificacion; y (ii) una etiqueta de afinidad.

En algunas realizaciones, el kit puede comprender ademas una pluralidad de sondas de control, en donde cada sonda de
control en la pluralidad comprende:

(i) una molécula de unién de control que se une especificamente a una molécula de control en la muestra;
(i) una secuencia de control de identificacion que identifica la molécula de unién de control; y
(iii) un enlazador escindible entre la molécula de unién de control y la secuencia de control de identificacion.

En algunas realizaciones, el kit puede comprender ademas al menos un reactivo para uso en una o mas realizaciones de
los métodos o sistemas descritos en este documento. Los reactivos que se pueden proporcionar en el kit pueden incluir
al menos uno o mas de los siguientes: un reactivo de hibridacion, un reactivo de purificacion, un reactivo de inmovilizacion,
un agente de formacion de imagenes, un agente de permeabilizacion celular, un agente de bloqueo, un agente de escision
para el enlazador de escision, cebadores para deteccion de acidos nucleicos, polimerasa de acidos nucleicos y cualquier
combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones, el kit puede incluir ademas un dispositivo para uso en una o mas realizaciones de los métodos
y/o sistemas descritos en este documento. En algunas realizaciones, el dispositivo puede comprender una superficie para
la inmovilizaciéon de las sondas de captura tras el acoplamiento a las secuencias de nucleétidos de identificacion. En
algunas realizaciones, el dispositivo puede comprender un dispositivo para microfluidos para separar células diana de
células interferentes como se describe en el presente documento.

Los métodos, sistemas y kits descritos en este documento pueden usarse para detectar cualquier molécula diana presente
en una muestra, siempre que se usen agentes de union a diana apropiados en las sondas diana empleadas en los métodos
descritos en este documento. Las moléculas diana de ejemplo que pueden detectarse mediante los métodos, sistemas y
kits descritos en el presente documento incluyen, pero no se limitan a proteinas, péptidos, metabolitos, lipidos,
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carbohidratos, toxinas, factores de crecimiento, hormonas, citoquinas, células (por ejemplo, células eucariotas, procariotas
células y microbios), y cualquier combinacion de los mismos. En algunas realizaciones, las moléculas diana por detectar
pueden ser moléculas extracelulares o secretadas. En algunas realizaciones, las moléculas diana por detectar pueden
ser intracelulares, por ejemplo, moléculas citoplasmaticas o moléculas nucleares. Segun el método de la invencion, las
moléculas diana son proteinas.

Para detectar moléculas intracelulares (por ejemplo, proteinas intracelulares), las células diana en la muestra pueden
permeabilizarse o someterse a lisis de manera que las sondas diana puedan contactar las moléculas intracelulares
objetivo para su posterior procesamiento y analisis.

En algunas realizaciones, los métodos, sistemas y kits descritos en este documento pueden permitir mediciones de al
menos dos moléculas diana de diferentes tipos. Por ejemplo, los métodos, sistemas y kits descritos en este documento
pueden usarse para medir, por ejemplo, moléculas de acidos nucleicos y proteinas, o proteinas y metabolitos, o proteinas
y lipidos. Las mediciones de al menos dos moléculas diana de diferentes tipos se pueden realizar de forma simultanea o
secuencial. En otra realizacion, al liberar secuencias de nucleétidos de identificacion de moléculas diana unidas (por
ejemplo, proteinas), el material genético y las secuencias de nucledtidos de identificacion se pueden extraer
simultaneamente de una muestra Unica, permitiendo analisis de interrelaciones proteina-ADN-ARN.

A modo de ejemplo solamente, los métodos, sistemas y kits descritos en este documento aplicados a una muestra pueden
preservar materiales genéticos en una muestra mientras se detectan otros materiales diana no genéticos en la misma
muestra. Por consiguiente, en algunas realizaciones, los métodos, sistemas y/o kits descritos en este documento para la
deteccion de moléculas diana no genéticas (por ejemplo, pero sin limitarse a proteinas) pueden usarse en combinacion
con un analisis de acidos nucleicos para materiales genéticos, por ejemplo, para estudiar las moléculas diana no genéticas
(por ejemplo, pero no limitadas a proteinas) que interactian con materiales genéticos o elementos reguladores genéticos.
En estas realizaciones, los métodos y sistemas descritos en el presente documento para detectar una pluralidad de
moléculas diana en una muestra como se describe en el presente documento pueden comprender ademas extraer una
molécula de acido nucleico de la misma muestra en la que se van a detectar moléculas diana. En algunas realizaciones,
los métodos y sistemas descritos en el presente documento pueden comprender ademas someter la molécula de acido
nucleico extraida a un analisis de acidos nucleicos. Se pueden usar diversos métodos para el analisis de acidos nucleicos,
que incluyen, entre otros, secuenciacion, secuenciacion de proxima generacion, reaccion en cadena de polimerasa
cuantitativa (PCR), PCR multiplexada, secuenciacién de ADN, secuenciacion de ARN, secuenciacion de novo,
secuenciacion de proxima generacion, como la secuenciacion masiva de firma paralela (MPSS), secuenciacion de polonia,
secuenciacion de pirosecuenciacion, secuenciacion de lllumina (Solexa), secuenciacion SOLID, secuenciacion de
semiconductores idnicos, secuenciacion de ADN por nanoesfera, secuenciacion de una sola molécula de Heliscope,
secuenciacion de una sola molécula en tiempo real (SMRT), secuenciacion de ADN por nanoporos, secuenciacion por
hibridaciéon, secuenciacion con espectrometria de masas, secuenciacion Sanger por microfluidos, técnicas de
secuenciacion basadas en microscopia, secuenciacion de ARN polimerasa (RNAP), tecnologia basada en hibridacion de
fluorescencia (por ejemplo, pero sin limitarse a la tecnologia de hibridacion nanoString nCounter®), cualquier método de
deteccién de acidos nucleicos reconocido en la técnica, o cualquier combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones, después de que una muestra y/o moléculas diana no genéticas se hayan marcado con una
pluralidad de sondas diana descritas aqui, las secuencias de nucleétidos de identificacion de las sondas diana se pueden
liberar de las moléculas diana no genéticas unidas simultdaneamente con extraccion de moléculas de acidos nucleicos
(materiales genéticos de las células) de la misma muestra marcada. En estas realizaciones, tanto las moléculas de acidos
nucleicos de interés como las secuencias de nucleétidos de identificacion pueden detectarse simultaneamente en una
mezcla de muestra Unica. En una realizacion, tanto las moléculas de acidos nucleicos de interés como las secuencias de
nucledtidos de identificacion se pueden detectar simultdneamente en una mezcla de muestra Unica usando el sistema de
analisis nanoString nCounter®, por ejemplo, como se describe en la Patente de los Estados Unidos No. 8,415,102. Otros
métodos reconocidos en la técnica para el analisis de acidos nucleicos como se describe en el presente documento
también se pueden usar para la deteccion simultanea de moléculas de acidos nucleicos de interés (materiales genéticos
de las células) y secuencias de nucleétidos de identificacion liberadas de moléculas diana no genéticas unidas.

En realizaciones alternativas, las moléculas de acidos nucleicos se pueden extraer de una primera porciéon de una
muestra, mientras que las moléculas diana no genéticas se pueden derivar u obtener independientemente de una segunda
porcién de la misma muestra. En estas realizaciones, las moléculas de acidos nucleicos de interés y las moléculas diana
no genéticas se pueden detectar por separado para determinar los niveles de expresion de las moléculas de acidos
nucleicos (materiales genéticos de las células) de interés y las moléculas diana no genéticas (por ejemplo, proteinas, pero
sin limitacion) en la misma muestra. Las moléculas de acidos nucleicos de interés pueden someterse a cualquier analisis
de acidos nucleicos reconocido en la técnica, mientras que las moléculas diana no genéticas pueden detectarse mediante
la deteccion e identificacion de las secuencias de nucleétidos de identificacion correspondientes liberadas de las sondas
diana utilizando los métodos, sistemas y/o kits descritos en este documento.

En algunas realizaciones, los métodos, sistemas y kits descritos en este documento pueden adaptarse para medir
proteinas y moléculas de acidos nucleicos en la misma muestra. Por ejemplo, las proteinas pueden detectarse mediante
una o mas realizaciones de las sondas diana descritas en este documento, mientras que las moléculas de acidos nucleicos
pueden detectarse mediante cualquier método conocido en la técnica, creando asi un perfil de expresion integrado para
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la muestra, que puede proporcionar informacién sobre la interaccion entre las proteinas y las moléculas de acidos
nucleicos, por ejemplo, elementos reguladores genéticos como los microARN.

Los métodos, sistemas y kits descritos en este documento pueden usarse en cualquier aplicacion en la que sea deseable
la deteccidon de una pluralidad de moléculas diana en una muestra. Por ejemplo, una muestra puede ser una muestra
bioldgica o una muestra de una fuente ambiental (por ejemplo, agua, suelo, productos alimenticios y/o estanques).

Los inventores han demostrado que, en una realizacion, un cédigo de barras de anticuerpos con la plataforma de ADN
fotoescindible (ABCD) descrita en el presente documento puede permitir el analisis de cientos de proteinas de una sola
célula o un nimero limitado de células, por ejemplo, de aspirados de aguja fina minimamente invasivos (FNA). En
consecuencia, las muestras susceptibles de los métodos descritos en el presente documento pueden comprender menos
de 500 células o menos. En algunas realizaciones, la muestra puede ser una muestra unicelular. En algunas realizaciones,
la muestra puede comprender células aisladas de un aspirado con aguja fina.

Cuando la muestra es una muestra biolégica, en algunas realizaciones, los métodos, sistemas y kits descritos en este
documento pueden usarse en un tratamiento personalizado. Por ejemplo, se puede recolectar una muestra bioldgica de
un sujeto individual que necesita un tratamiento para una afeccion. Usando los métodos, sistemas y/o kits descritos en
este documento, se puede generar un perfil de expresién de moléculas diana asociadas con la condicién del sujeto para
identificar uno o mas objetivos terapéuticos para el sujeto, identificando asi un régimen de tratamiento para el sujeto.

En algunas realizaciones, los métodos, sistemas y kits descritos en este documento pueden usarse para controlar la
respuesta de un sujeto a un tratamiento para su afeccién. Por ejemplo, se pueden recolectar muestras biologicas del
sujeto antes y/o durante el curso del tratamiento. Usando los métodos, sistemas y/o kits descritos en este documento, se
pueden generar perfiles de expresion de moléculas diana asociadas con la condicion del sujeto antes y/o durante el curso
del tratamiento para comparar y determinar cualquier cambio en los niveles de expresion de las moléculas diana en el
sujeto, monitorizando asi la respuesta al tratamiento en el sujeto.

En algunas realizaciones, los métodos, sistemas y kits descritos en este documento pueden usarse para diagnosticar una
afeccion en un sujeto. Por ejemplo, se puede recolectar una muestra bioldgica de un sujeto que esta en riesgo de sufrir
una afeccion. Usando los métodos, sistemas y/o kits descritos en este documento, se puede generar un perfil de expresion
de moléculas diana asociadas con la afeccion por diagnosticar para comparar con uno o mas perfiles de expresion de
referencia (por ejemplo, correspondiente a un sujeto sano normal y/o un sujeto que tiene la condicion a ser diagnosticada),
determinando asi si el sujeto esta en riesgo de la condicion.

Breve descripcion de los dibujos

Las Figuras 1A-1C muestra un esquema de ejemplo de un analisis de proteinas multiplexadas en células individuales de
acuerdo con una o mas realizaciones de los métodos descritos en este documento. (Figura 1A) Las células se cosecharon
de pacientes con cancer mediante FNA. En este caso, se muestra una poblacién heterogénea de células cancerosas
positivas para EpCAM (verde) junto con células mesoteliales (rojo) con nicleos mostrados en azul (Hoechst) de un FNA
de cancer abdominal. Las células cancerosas se enriquecieron y aislaron mediante separacién magnética en dispositivos
para microfluidos de polidimetilsiloxano (PDMS) con canales en espiga utilizando modos de seleccion positivos (por
ejemplo, EpCAM+/CK+) y negativos (por ejemplo, CD45-). (Figura 1B) Las células de interés se incubaron con un céctel
de anticuerpos conjugados con ADN que contienen un enlazador fotoescindible (Figura 2A) para permitir la liberacion de
ADN después de la exposicion a la luz ultravioleta. (Figura 1C) Los conjugados de ADN-anticuerpo liberados de las células
lisadas (Figura 3) se aislaron mediante separacion por tamafio y extraccion de IgG. Los codigos de barras de ADN
"extraterrestres" liberados se procesaron con una plataforma de cddigo de barras de ADN fluorescente (NanoString). Los
cédigos de barras fluorescentes se hibridaron y se tomaron imagenes usando una camara CCD. Los codigos de barras
cuantificados se tradujeron a niveles de expresion de proteinas normalizando a ADN por anticuerpo y proteinas y restando
la union no especifica de las IgG de control. Un perfil representativo de las lineas celulares de cancer de ovario SKOV3
muestra una alta expresion de CD44 y alta Her2, caracteristica de esta linea celular.

Las Figuras 2A-2B muestran un esquema de ejemplo de conjugacion ADN-anticuerpo. (Figura 2A) Se investigaron
diversas estrategias de enlace para conjugar ADN con anticuerpos. En algunas realizaciones, se seleccion6 el enlazador
fotoescindible (PCL) debido a su mejor eficacia de escision en comparacion con DTT, tetrazina-trans-cicloocteno (a través
de quimica de clic, enlazador 1) y el reactivo de Traut (enlazador 2). La escision del enlazador se probd midiendo el ADN
liberado a través de la plataforma NanoString. Los datos son promedios de dos ensayos independientes. **P<0.01, prueba
t emparejada. (Figura 2B) Vinculacion de ADN a un anticuerpo a través de la PCL. El enlazador se hizo reaccionar primero
con los grupos amina (-NHz) en el anticuerpo. Después de eliminar el exceso de molécula pequefia, se afiadié ADN tiolado
con un exceso de 10 veces a la mezcla de anticuerpo-enlazador. La quimera de ADN-anticuerpo final se purificé mediante
separacion por tamario y desplegamiento especifico de 1gG. Posteriormente, el ADN podria liberarse del anticuerpo por
fotoescision a una longitud de onda especifica (365 nm).

La Figura 3 muestra datos experimentales dirigidos a la optimizacion de la lisis y los métodos de bloqueo. (Métodos A a
D) Se utilizaron cuatro métodos diferentes de lisis y bloqueo para recuperar el ADN de las células marcadas. Las
condiciones de lisado incluyeron: (Método A) regulador de lisis de proteinasa K+PKD; (Método B) regulador de lisis de
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proteinasa K+ATL; (Método C) regulador de lisis ATL solo; y (Método D) escision por UV sola (sin lisis celular). Las
condiciones de lisado se probaron por duplicado (eje x) midiendo la sefial de ADN (eje y) y diferentes proteinas
intracelulares (eje z). La mejor condicién de reaccion fue el método B (regulador de lisis de proteinasa K+ATL), con un
aumento del 20% en la sefal sobre los métodos (métodos Ay C).

La Figura 4 es un grafico que muestra las lecturas de ADN por anticuerpo para cada molécula diana. El numero de
fragmentos de ADN extrafios por anticuerpo se midié mediante el método de NanoStrings (que se muestra en el grafico)
y se confirmo de forma independiente mediante la cuantificacion de ADNss y la medicién de la proteina Qubit. Los datos
se muestran a partir de mediciones por triplicado £ SEM.

La Figura 5 muestra un perfil de proteinas multiplexadas de una linea celular de cancer de mama humano. Ejemplo
representativo de 88 anticuerpos diferentes que abarcan vias relevantes para el cancer (codificadas por color) perfiladas
por triplicado (media + SEM) en la linea celular de cancer de mama triple negativo MDAMB-231. Los recuentos de ADN
se convirtieron en unién a proteinas normalizando a la cantidad de ADN por anticuerpo. La uniéon no especifica de la
expresion de seis IgG de control se sustrajo, y la expresion se normalizé mediante el mantenimiento de las proteinas Cox
IV, histona H3, tubulina, actina y deshidrogenasa de gliceraldehido-3-fosfato (GAPDH) (extremo derecho). AU, unidades
arbitrarias; EMT, transicion epitelial a mesenquimal.

Las Figuras 6A-6B son graficos que muestran el efecto de los esquemas de permeabilizacion en el marcado de
anticuerpos. (Figura 6A) La permeabilizacion del metanol y la saponina fueron similares para las proteinas intracelulares
y nucleares. Se representan graficamente ejemplos representativos, tales como fosfohistona H3 (pH3), molécula de
adhesion celular epitelial (EpCAM), Src fosforilada (pSRC) y glucégeno sintasa quinasa fosforilada 3 (pGSK3b). (Figura
6B) La unidn inespecifica fue mucho mayor con la permeabilizacién de metanol.

Las Figuras 7A-7B son datos experimentales que muestran la comparacion de anticuerpos no modificados con conjugados
de ADN-anticuerpo. (Figura 7A) Los conjugados de anticuerpo-ADN muestran una buena correlacion contra los
anticuerpos nativos no conjugados, segun lo determinado por citometria de flujo. Los experimentos se realizaron en
multiples lineas celulares. Se muestra un ejemplo representativo con una comparacion cabeza a cabeza de multiples
anticuerpos en la linea celular humana SKOV3 (R? = 0.92). (Figura 7B) La expresion de proteinas detectada en diferentes
lisados celulares mostré patrones de expresion similares, ya sea detectada por anticuerpos no modificados o conjugados
de ADN. Esto fue valido para p53 y fosfo-S6RP (inmunotransferencia) y Ki67 (transferencia).80+Las Figuras 8A-8C
muestran datos de validacién de conjugados de ADN-anticuerpo. (Figura 8A) Concordancia entre dos clones de
anticuerpos diferentes de EpCAM (MOC-31 y 158206) cuando se conjugan para separar los codigos de barras de ADN.
Los anticuerpos se analizaron en multiples muestras de pacientes (n=22). (Figura 8B) La expresion de anticuerpos se
midio cuando las lineas celulares se tifieron con un solo anticuerpo en comparacion con un coctel (mas de 80 anticuerpos).
Los datos se obtuvieron de 5 anticuerpos (CD44, EGFR, 53BP1, p-S6RP, IgG de conejo) en 3 lineas celulares humanas
diferentes (MDA-MB-231, MDA-MB-436 y A431). El experimento se repiti6 por duplicado y cada punto de datos
corresponde a un marcador en una linea celular dada. Las medidas de expresion se calcularon mediante recuentos de
ADN normalizados para el mismo nimero de células. (Figura 8C) Los cambios en la expresion del marcador antes y
después del tratamiento se analizaron y cuantificaron utilizando el método de los Ejemplos (plataforma ABCD) y una
pantalla de inmunofluorescencia independiente (se muestra un error estandar por triplicado biolégico).

La Figura 9 es un conjunto de graficos que muestran que la expresion del marcador de proteina se correlaciona con la
citometria de flujo. Mdltiples marcadores (CD44, Her2, EGFR, CA19-9, Keratin 7 y Muc 1) se seleccionaron a través de
multiples lineas celulares (SK-OV-3, ES-2, OVCA429, UCI-107, UCI-101, TOV-112D, TOV-21G y A2780). Cada punto de
datos representa la expresion derivada de los recuentos de ADN de NanoString o la citometria de flujo para una linea
celular particular. Los valores de expresion se normalizaron mediante el mantenimiento de las proteinas GAPDH, tubulina
y actina. Se excluyeron las lineas celulares con mediciones inferiores a las del control negativo (anticuerpos IgG) en
citometria de flujo o Nanostring. Estas mediciones se compararon con mediciones de citometria de flujo realizadas
independientemente, que se calcularon a partir de la intensidad de fluorescencia media (sefial/fondo), donde el fondo era
el anticuerpo secundario sin el anticuerpo primario. El recuadro muestra el grafico log-log de los datos.

Las Figuras 10A-10C son datos experimentales sobre la sensibilidad de deteccion utilizando una linea celular de cancer
epidérmico humano. (Figura 10A) Una muestra a granel de 500.000 células de la linea celular de carcinoma epidermoide
A431 se lisé y procesé como se muestra en las Figuras 1A-1C. Las diluciones correspondientes a 5, 15 y 50 células se
compararon luego con la medicién en masa. (Figura 10B) Los valores de correlacion para las células A431 individuales
seleccionadas por micromanipulacion se comparan con las mediciones en masa (500.000 células). (Figura 10C) Perfiles
de expresion de proteinas (valores de expresion log,) de cuatro células individuales en comparacion con la muestra en
masa. Las correlaciones fueron altamente significativas cuando se compararon todas las células individuales con las
mediciones en masa (P <.0001, prueba t pareada; GraphPad Prism 6.0).

Las Figuras 11A-11B son datos experimentales que muestran la variabilidad unicelular en células A431 tratadas y no
tratadas. (Figura 11A) Las mediciones de células individuales en lineas celulares A431 humanas que se trataron o no con
el inhibidor de EGFR gefitinib se agruparon segin una métrica de correlacion (MatLab). (Figura 11B) Se muestran las
pruebas t por pares para cuatro marcadores (FDR = 0.1, *** P <0.001, GraphPad Prism). Se muestran los marcadores
que fueron mas significativos, asi como el EGFR de fésforo, que es el objetivo principal de la inhibicion de gefitinib. Se
muestra la distribucion entre las sefiales de las células no tratadas (azul) y las células tratadas (amarillo). Cada punto
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representa los niveles de expresion calculados a partir de una sola celda, y la media y la desviacion estandar se muestran
en el diagrama de caja.

Las Figuras 12A-12B muestran datos experimentales basados en un analisis de proteinas unicelulares en una muestra
de paciente. Se obtuvo una FNA de un paciente con adenocarcinoma de pulmoén probado por biopsia. (Figura 12A) Once
células recolectadas se analizaron individualmente, y los niveles de expresion de proteinas en cada célula (eje y) se
correlacionaron con los niveles de expresion de la muestra de tumor en masa (eje x). Cada punto de datos representa la
expresion de un marcador dado (n = 85 marcadores, 3 por debajo del umbral de deteccion). (Figura 12B) Valores del
coeficiente de correlacion de Spearman R para cada una de las celdas individuales en (Figura 12A) entre si y con la
medicion en masa.

La Figura 13 muestra la heterogeneidad interpaciente en el cancer de pulmén. Se obtuvieron FNA de seis pacientes con
adenocarcinoma de pulmoén comprobado mediante biopsia, y se procesaron muestras a granel (~100 células cada una)
como se muestra en las Figuras 1A-1C con 88 anticuerpos con codigo de barras. Los datos de expresion se normalizaron
log por fila para mostrar diferencias entre cada paciente. Los perfiles de expresion fueron heterogéneos a pesar del tipo
histolégico idéntico: tras el analisis genético, los pacientes 1y 2 tenian amplificacion EGFR ex6n 19 y mutaciones T790M,
el paciente 3 tenia una mutacion EGON exdn 20, el paciente 4 tenia una mutacion EGFR L858R y una mutaciéon BRAF
adicional, paciente 5 tuvieron una mutacion KRAS, y el paciente 6 tuvo una translocacion EML4-ALK.

Las Figuras 14A-14B muestran datos experimentales sobre el efecto de diferentes terapias en los perfiles de expresion
de proteinas en la linea celular de cancer de mama triple negativo MDA-MB-436. (Figura 14A) Las células MDA-MB-436
se trataron con diferentes agentes y se midieron las proteinas marcadoras. Agrupacion jerarquica no supervisada basada
en tratamientos farmacoldgicos agrupados a distancia euclidiana por sus mecanismos de accion (objetivo molecular frente
a dafo del ADN) y objetivos primarios [EGFR para gefitinib/cetuximab y objetivo mamifero de rapamicina (mTOR)/PI3K
para PKI-587]. Los datos muestran el cambio log, veces de la expresion del marcador en células tratadas en comparacion
con las no tratadas para n=84 marcadores. Todos los experimentos fueron realizados por triplicado. (Figura 14B)
Correlacionando la sensibilidad al farmaco de cuatro lineas celulares diferentes con cambios en el perfil protedémico
después del tratamiento con cisplatino y olaparib. Los valores de ICsq (barras negras) se calcularon sobre la base de
curvas de viabilidad (Figura 15A). El cambio del perfil celular después del tratamiento esta representado por el nimero de
marcadores significativos (barras grises) que se identificaron mediante una prueba t por pares de muestras tratadas versus
no tratadas (FDR = 0.1).Las Figuras 15A-15E son graficos que muestran cambios en los marcadores de proteinas
correlacionados con la sensibilidad a los medicamentos. Las lineas celulares de carcinoma de ovario humano (A2780,
OVCAR429) y cancer de mama (MDA-MB-436, MDA-MB-231) reaccionan de manera diferente a la quimioterapia. Se
espera que aquellos con mayor sensibilidad a un medicamento muestren un mayor grado de cambio en sus perfiles
celulares. (Figura 15A) La sensibilidad se determiné mediante valores de |Csg calculados a partir de las curvas de viabilidad
de MTS en triplicado biolégico para cada linea celular como se muestra. Los valores exactos y el ajuste de las curvas de
viabilidad se determinaron mediante GraphPad Prism 5.0 (curva dosis-respuesta). (Figura 15B) Datos de un estudio de
control donde las lineas celulares fueron tratadas con cetuximab, lo que resulté en la inhibicion del farmaco. (Figuras 15C-
15E) Cambios en un panel seleccionado de varios marcadores de dafio de ADN (pH2A.X, Ku80, pChk2, pChhk1),
marcadores de apoptosis (PARP escindido, caspasa escindida 7) y otros mecanismos comunmente asociados con el
tratamiento con platino (pERK Bim). Los datos son medias + SEM, realizadas por triplicado.

Las Figuras 16A-16D muestran que el tratamiento con taxol y las pantallas de respuesta a la dosis en células HT1080
humanas in vitro. (Figura 16A) Los cambios de marcador seleccionados del tratamiento con taxol de respuesta a la dosis
se muestran con perfiles de codigo de barras de ADN con error estandar de duplicado biolégico. (Figura 16B) Los valores
de ECso de las curvas de respuesta a la dosis se muestran junto con los valores de R?. (Figura 16C) Se mostré que los
marcadores que diferian significativamente de los no tratados (prueba t mdultiple por pares, FDR = 0.2) tenian una
respuesta dependiente de la dosis al tratamiento con taxol. (Figura 16D) Los marcadores que difieren significativamente
entre las condiciones no tratadas y tratadas se muestran en un diagrama de Venn. CDCP1 fue significativamente diferente
en todas las dosis.

Las Figuras 17A-17B muestran perfiles de expresion de varios pacientes con cancer para controlar y predecir la respuesta
al tratamiento en pacientes que reciben inhibidores de PI3K. (Figura 17A) Los perfiles de cinco pacientes con cancer sin
tratamiento farmacolégico se muestran con agrupamiento basado en métricas de correlacion con enlace ponderado. El
cuadro de puntos muestra el clister que incluye el marcador que mejor separ6 a los respondedores y no respondedores
(H3K79me2). Otros marcadores en el grupo incluyen pS6RP (un objetivo aguas abajo de PI3K), pH2A.X (marcador de
dafio de ADN), PARP (proteina de reparacion de ADN) y 4EBP1 (traduccién de proteinas). (Figura 17B) Cuatro pacientes
con adenocarcinoma probado con biopsia fueron tratados con PI3Ki, y los canceres primarios fueron sometidos a biopsia
antes y después del tratamiento. El mapa de calor es un mapa de diferencias antes y después del tratamiento que muestra
cambios log, veces en la expresion de proteinas (normalizados por fila para resaltar las diferencias entre los pacientes).
La segregacion del paciente es por distancia métrica de correlacion (enlace ponderado). El paciente en la tercera columna
recibié una dosis mas alta de PI3Ki (400 mg, dos veces al dia) que el paciente en la cuarta columna (150 mg, dos veces
al dia).

Las Figuras 18A-18B son diagramas de bloques que muestran sistemas de ejemplo para uso en los métodos descritos
en el presente documento, por ejemplo, para la detecciéon multiplexada de moléculas diana en una muestra.
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Descripcion detallada

Los diagndsticos clinicos basados en inmunohistoquimica generalmente requieren biopsias centrales invasivas y usan un
numero limitado de manchas de proteinas para identificar y clasificar los canceres. Los aspirados de aguja fina (FNA)
emplean agujas delgadas para obtener células de masas tumorales y, por lo tanto, el procedimiento es minimamente
invasivo. Si bien los FNA pueden dar una visién tremenda de la malignidad, el nimero de células en los FNA es tan
pequefio (en comparacion con la biopsia central) que las tecnologias actuales para el analisis de proteinas, como la
inmunohistoquimica, son insuficientes. Las realizaciones de varios aspectos descritos en este documento se basan, en
parte, en el desarrollo de un método escalable que no solo permite el andlisis de una pluralidad de proteinas de una
cantidad limitada de muestra, por ejemplo, FNA, sino que también preserva el material genético de la misma muestra para
permitir mediciones simultaneas de proteinas y materiales genéticos (por ejemplo, ADN, ARN, epigenética y microARN).
En una realizacién, el método se basa en la deteccion de anticuerpos con cadigo de barras de ADN, donde los cédigos
de barras, cadenas simples de ADN, pueden fotoescindirse y detectarse usando sondas fluorescentes complementarias
sin ninguna etapa de amplificacion, y se conoce como un cédigo de barras de anticuerpos con ADN fotoescindible (ABCD)
plataforma en este documento. A diferencia del método de deteccién de proteinas descrito en la Publicacién de Solicitud
de Patente de los Estados Unidos No. US 2011/0086774, el cédigo de barras de ADN y el anticuerpo que desarrollaron
los inventores se acoplan entre si a través de un enlazador no hibridable escindible, no un enlace hibridable que se hibrida
de forma reversible (por ejemplo, mediante emparejamiento de bases) a una parte del cédigo de barras de ADN. Ademas,
la deteccion de una proteina objetivo se basa en la unién de un Unico anticuerpo con cédigo de barras de ADN a la
proteina objetivo, que es diferente del método de deteccion de proteinas descrito en la Publicacion de Solicitud Patente
de los Estados Unidos No. US 2011/0086774, donde se requieren dos anticuerpos (uno para la inmovilizacion de un
sustrato sélido, por ejemplo, una perla y otro para fines de deteccion) para la union a diferentes regiones de la proteina
diana.

Para demostrar la capacidad de la plataforma ABCD, los inventores aislaron células cancerosas dentro de los FNA de
pacientes y expusieron estas células a una mezcla de aproximadamente 90 anticuerpos con cédigo de barras de ADN,
que cubren los procesos distintivos en cancer (por ejemplo, apoptosis y dafio en el ADN). Los inventores descubrieron
que el andlisis de proteinas unicelulares de los FNA de los pacientes mostré una alta heterogeneidad intratumoral, lo que
indica la capacidad de la plataforma ABCD para realizar perfiles de proteinas en células individuales raras, incluidas, entre
otras, células tumorales circulantes. Ademas, los inventores descubrieron que los pacientes que mostraban una
histopatologia idéntica mostraban heterogeneidad del paciente en el perfil proteémico, lo que indica la capacidad de la
plataforma ABCD para identificar objetivos personalizados para el tratamiento. Al perfilar y agrupar la expresion de
proteinas en las muestras de los pacientes, los inventores también mostraron el uso de la plataforma ABCD para
monitorizar y predecir la respuesta al tratamiento en pacientes que reciben quimioterapia, por ejemplo, inhibidores de la
quinasa. La plataforma ABCD para generar un perfil de proteinas es escalable y puede ampliarse para detectar otras
moléculas diana, por ejemplo, metabolitos y lipidos. La plataforma ABCD no solo puede medir proteinas cuantitativamente,
sino que la plataforma ABCD también puede permitir mediciones simultaneas de al menos 90 proteinas diferentes o mas
(por ejemplo, aproximadamente 100-200 proteinas diferentes) en una sola muestra. Ademas, debido a la alta sensibilidad
de la plataforma ABCD, la plataforma ABCD puede permitir la deteccién de proteinas raras, por ejemplo, proteinas que
generalmente no estan altamente expresadas, o que no son facilmente accesibles o extraidas, como las proteinas
intracelulares. Por consiguiente, en este documento se describen métodos, sistemas y kits para detectar y/o cuantificar
una pluralidad de moléculas diana de una muestra, asi como sus usos de las mismas en diversas aplicaciones, por
ejemplo, diagndstico, prondstico, tratamiento personalizado y/o monitorizacion del tratamiento.

Métodos para detectar o cuantificar una pluralidad de moléculas diana en una muestra

Segun la invencion, se proporciona aqui un método para detectar una pluralidad de moléculas de proteina diana en una
muestra. El método comprende (a) poner en contacto una muestra con una composicion que comprende una pluralidad
de sondas diana, en donde cada sonda diana en la pluralidad comprende: (i) una molécula de unién a diana que se une
especificamente a una molécula diana distinta en la muestra; (ii) una secuencia de nucleétidos de identificacion que
identifica la molécula de union a la diana; y (iii) un enlazador escindible entre la molécula de unién a la diana y la secuencia
de nucledtidos de identificacion; (b) separar las sondas diana no unidas de una pluralidad de complejos en la muestra,
cada complejo tiene una molécula de proteina diana y una sola sonda diana unida a la misma, en donde el complejo no
tiene una segunda sonda diana que se une a una region diferente de la proteina diana molécula; (c) liberar las secuencias
de nucledtidos de identificacion de la pluralidad de complejos; y (d) detectar sefales de las secuencias de nucledtidos de
identificacion liberadas con base en un método de electroforesis sin gel sin ningln paso de amplificacion, en donde las
sefiales son distinguibles para las secuencias de nucleétidos de identificacion, identificando asi las moléculas de unién a
dianas correspondientes y detectando una pluralidad de diferentes moléculas diana en la muestra, y el método comprende
ademas, antes de la etapa de deteccion (d), acoplar las secuencias de nucleétidos de identificacion liberadas de la etapa
de liberacion (c) a una composicion de deteccion que comprende una pluralidad de sondas informadoras, en donde cada
sonda informadora en la pluralidad comprende: una primera region especifica de sonda diana que es capaz de unirse a
una primera porcion de la secuencia de nucleétidos de identificacion; y una etiqueta detectable que identifica la sonda
informadora, en la que la etiqueta crea una sefal distinguible Unica para cada sonda informadora.

No hay dos sondas diana en la pluralidad que se unan a diferentes regiones de la misma molécula diana.
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En algunas realizaciones, el enlazador escindible no se prehibrida (por ejemplo, mediante emparejamiento de bases) con
ninguna porcion de las secuencias de nucledtidos identificadas.

Como tal, cada complejo que comprende una molécula diana y una sonda diana unida al mismo no requiere dos o mas
sondas diana de diferentes tipos unidas a la misma molécula diana, donde cada una de las sondas diana se une a una
region diferente de la misma molécula diana. Por ejemplo, a diferencia del método de deteccion de proteinas descrito en
la Solicitud de Patente de los Estados Unidos No. US 2011/0086774, cada complejo descrito aqui no requiere una primera
sonda diana que se una a una primera region de una molécula diana, y una segunda sonda diana que se una a una
segunda region de la misma molécula diana. Dicho de otra manera, una sola sonda diana como se describe en el presente
documento que se une a una molécula diana es suficiente para permitir los métodos descritos en el presente documento.
El método descrito en este documento no requiere que otra sonda diana se una a la misma molécula diana para unirse a
un sustrato sélido (por ejemplo, una cuenta), por ejemplo, como se describe en la Solicitud de Patente de los Estados
Unidos No. US 2011/0086774.

En diversas realizaciones de diferentes aspectos descritos en este documento, el enlazador escindible no comprende una
secuencia de polinucledtidos (por ejemplo, una secuencia de polinucleétidos monocatenarios) que es complementaria
(para el emparejamiento de bases) al menos a una porcidn de la secuencia de nucleétidos de identificacion. Es decir, en
estas realizaciones, la secuencia de nucleétidos de identificacion no se libera del complejo separandose de la secuencia
de polinucleétidos complementaria acoplada a una molécula de unién a diana. Por consiguiente, en algunas realizaciones,
una sonda diana comprende (i) una molécula de unién a diana que se une especificamente a la molécula diana distinta
presente en la muestra; (ii) una secuencia de nucleétidos de identificacion que identifica la molécula de union a la diana;
y (iii) un enlazador escindible no hibridable entre la molécula de unién a la diana y la secuencia de nucleétidos de
identificacion.

Las "sondas diana" se describen en detalle en la siguiente seccion "Sondas diana".

Como se usa en el presente documento, el término "sondas diana unidas" se refiere a sondas diana que se unen a
moléculas diana en una muestra.

En algunas realizaciones, el método puede comprender, ademas, antes de poner en contacto la muestra con sondas
diana, separar las células diana de las células que interfieren en la muestra. En la muestra se conocen métodos para
separar las células diana de las células interferentes, por ejemplo, con base en las proteinas de la superficie celular que
distinguen las células diana de las células interferentes. Solo a modo de ejemplo, las células diana o las células
interferentes pueden marcarse con ligandos que se dirigen a células especificas de interés (por ejemplo, anticuerpos
especificos de células). En algunas realizaciones donde los ligandos especificos de la célula estdn marcados
fluorescentemente, las células marcadas pueden clasificarse, por ejemplo, por citometria de flujo. Alternativamente, si los
ligandos especificos de la célula estan unidos a particulas magnéticas, las células marcadas con particulas magnéticas
unidas pueden aislarse de la muestra mediante separaciéon magnética. En algunas realizaciones, la clasificacion o
seleccion de células puede realizarse en un dispositivo para microfluidos. En algunas realizaciones, los métodos para
aislar células diana o células interferentes de una muestra como se describe en la Solicitud Internacional de Patente No.
WO 2013/078332 se puede usar en combinacién con los métodos descritos aqui.

Las células diana pueden ser procariotas o eucariotas (incluyendo microbios tales como bacterias, hongos, virus y/o
patégenos). En algunas realizaciones, las células diana pueden comprender células normales, células enfermas, células
mutantes, células germinales, células somaticas y/o células raras. Ejemplos de células raras incluyen, sin limitaciones,
células tumorales circulantes, células fetales, células madre, células inmunes, células clonales y cualquier combinacion
de las mismas. En algunas realizaciones, las células diana pueden comprender células tumorales. En algunas
realizaciones, las células tumorales pueden derivarse de una biopsia de tejido, un aspirado fino o una biopsia liquida (por
ejemplo, peritoneal, pleural, liquido cefalorraquideo y/o sangre), un intercambio de mucosa, una biopsia de piel, una
muestra de heces, o cualquier combinacion de los mismos. En algunas realizaciones, las células completas y/o los lisados
celulares pueden analizarse mediante los métodos descritos en el presente documento para detectar una pluralidad de
moléculas diana en una muestra. En algunas realizaciones, las células completas se pueden obtener de una muestra
fijada de células o tejidos.

Las moléculas diana de ejemplo que se pueden detectar mediante los métodos descritos en el presente documento
incluyen, pero no se limitan a, proteinas, péptidos, metabolitos, lipidos, carbohidratos, toxinas, factores de crecimiento,
hormonas, citoquinas, células y cualquier combinacion de los mismos. En algunas realizaciones, las moléculas diana por
detectar pueden ser moléculas extracelulares o secretadas. En algunas realizaciones, las moléculas diana por detectar
pueden ser intracelulares, por ejemplo, moléculas citoplasmaticas o moléculas nucleares. Segin el método de la
invencion, las moléculas diana son proteinas.

Para detectar moléculas intracelulares (por ejemplo, proteinas intracelulares), las células diana en la muestra pueden
permeabilizarse o someterse a lisis (por ejemplo, con un regulador de lisis 0 un tensioactivo) de modo que las sondas
diana puedan contactar las moléculas intracelulares diana para su posterior procesamiento y analisis. En algunas
realizaciones, el regulador de lisis puede comprender una proteasa. Una proteasa de ejemplo es una proteasa K.
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Las secuencias de nucleétidos de identificacion pueden liberarse de las sondas diana unidas usando cualquier método
conocido en la técnica, dependiendo de los tipos de los enlazadores escindibles. En algunas realizaciones, el enlazador
escindible no comprende una secuencia de polinucledtidos (por ejemplo, una secuencia de polinucleétidos
monocatenarios) que es complementaria (para el emparejamiento de bases) a al menos una porcion de la secuencia de
nucledtidos de identificacion. Es decir, en estas realizaciones, la secuencia de nucleétidos de identificacion no se libera
del complejo mediante la separacion de la secuencia de polinucleétidos complementaria (enlazador hibridable) acoplada
a una molécula de unién a diana. Los enlazadores no hibridables escindibles son conocidos en la técnica, cuyos ejemplos
incluyen, pero no se limitan a los que son sensibles a una enzima, pH, temperatura, luz, tensién de cizallamiento,
sonicacion, un agente quimico (por ejemplo, ditiotreitol), o cualquier combinacion de los mismos. En algunas realizaciones,
el enlazador escindible puede ser sensible a la luz y a la degradacion enzimatica.

En algunas realizaciones donde se usa un enlazador fotoescindible, las secuencias de nucledtidos de identificacion
pueden liberarse de las sondas diana unidas exponiendo las sondas diana unidas a una luz de una longitud de onda
especificada. En algunas realizaciones, la luz ultravioleta se puede usar para liberar secuencias de nucleotidos de
identificacion de sondas diana unidas.

Las sefales de las secuencias de nucleétidos de identificacion liberadas se pueden detectar mediante diversos métodos
conocidos en la técnica, que incluyen, pero no se limitan a, secuenciacion, reaccion en cadena de polimerasa cuantitativa
(PCR), multiplexado (PCR), citometria de masas, inmunofluorescencia multiplexada inactivada con fluoréforo, métodos
basados en hibridacion, métodos basados en hibridacion fluorescente, imagenes y cualquier combinacién de los mismos.
Como se describe aqui, las sefiales de las secuencias de nucleétidos de identificacion liberadas pueden determinarse por
métodos basados en electroforesis. Sin embargo, segun la invencion, las sefiales de las secuencias de nucledtidos de
identificacion liberadas no se determinan por métodos basados en electroforesis. Los métodos basados en electroforesis
en gel generalmente no son tan cuantitativos o sensibles como otros métodos de deteccion descritos aqui, como PCR,
métodos basados en hibridacion por fluorescencia y tecnologia de hibridacion nanoString nCounter®, por ejemplo, como
se describe en la Patente de los Estados Unidos 8,415,102, y Geiss et al. Nature Biotechnology. 2008. 26(3): 317-325.
Por lo tanto, los métodos basados en electroforesis en gel no necesariamente han requerido sensibilidad para la deteccion
de proteinas raras, por ejemplo, proteinas que generalmente no estan altamente expresadas, o que no son facilmente
accesibles o extraidas, como las proteinas intracelulares. Ademas, la resolucion de tamafio limitado en geles puede limitar
las mediciones simultaneas de un gran numero (por ejemplo, mas de 5 o mas de 10) de diferentes moléculas diana, en
comparacion con otros métodos de deteccion descritos en este documento, como PCR, métodos basados en hibridacion
de fluorescencia, y la tecnologia de hibridacion nanoString nCounter®, por ejemplo, como se describe en la Patente de los
Estados Unidos 8,415,102, y Geiss et al. Nature Biotechnology. 2008. 26(3): 317-325.

La naturaleza de las sefiales de las secuencias de nucleétidos de identificacion liberadas puede variar con la eleccion de
los métodos de deteccion y/o marcadores detectables. En el método basado en la hibridacion de la invencion, las sefiales
de los respectivos marcadores detectables de las sondas informadoras que estan acopladas a las secuencias de
nucledtidos de identificacion liberadas pueden detectarse en consecuencia. Dado que las sefiales son distinguibles para
cada una de las sondas informadoras respectivas que estan unidas a las secuencias de nucleétidos de identificacion, las
moléculas de unién a la diana pueden identificarse correspondientemente, detectando asi una pluralidad de moléculas
diana en la muestra. Se encontrara informacién adicional de "sondas informadoras" en la siguiente seccion "Sondas
informadoras”.

En algunas realizaciones, la composicion de deteccion utilizada en los métodos descritos en el presente documento puede
comprender adicionalmente una pluralidad de sondas de captura como se describe en el presente documento. Se
encontrara informacion adicional de las sondas de captura en la seccion "Sondas de captura" a continuacion.

El método seleccionado para detectar sefiales de las secuencias de nucleétidos de identificacion liberadas no requiere la
amplificacion de las secuencias de nucleétidos de identificacion liberadas, la primera region especifica de la sonda diana
o la segunda region especifica de la sonda diana. Los métodos de deteccion sin amplificacion pueden minimizar cualquier
sesgo o error introducido durante la amplificacion, por ejemplo, debido a las eficiencias de amplificacion variables entre
las secuencias de nucleotidos.

En algunas realizaciones, las secuencias de nucleétidos de identificacion se pueden detectar mediante la tecnologia de
hibridacién nanoString nCounter®, por ejemplo, como se describe en la Patente de los Estados Unidos 8,415,102, y Geiss
et al. Nature Biotechnology. 2008. 26(3): 317-325.

Normalmente, las sefiales detectadas a partir de las secuencias de nucleétidos de identificaciéon de las sondas diana
correspondientes a las moléculas diana pueden compararse con una referencia de control para tener en cuenta cualquier
unién no especifica. Por consiguiente, en algunas realizaciones, la composicion afadida a la muestra puede comprender
ademas una pluralidad de sondas de control. Cada sonda de control en la pluralidad puede comprender: (i) una molécula
de unidn de control que se une especificamente a una molécula de control en la muestra; (ii) una secuencia de control de
identificacion que identifica la molécula de union de control; y (iii) un enlazador escindible entre la molécula de unién de
control y la secuencia de control de identificacion. La molécula de unién de control puede unirse a una proteina de control
presente en una muestra. Ejemplos no limitantes de proteinas de control incluyen proteinas de limpieza, isotipos de control
IgG, proteinas mutantes no funcionales o no ligantes, y cualquier combinacion de las mismas.
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Las sefiales de las sondas de control se pueden usar para generar un umbral para las sefiales de las sondas diana. Por
consiguiente, en algunas realizaciones, el método puede comprender ademas generar un umbral para las sefales diana.
En algunas realizaciones, las sefiales diana se pueden restringir con base en la unién no especifica. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, el umbral se puede determinar usando desviacion estandar y error de medicion de al menos una o
mas proteinas de control. EI umbral generalmente se establece para ser mayor que el de las sefiales de la uniéon no
especifica. En algunas realizaciones, el umbral puede ser al menos 50% o mas (incluyendo, por ejemplo, al menos 60%,
al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 95% o mas) mayor que ese de las sefiales de la unién no
especifica. En algunas realizaciones, el umbral puede ser al menos 1.1 veces o mas (incluyendo, por ejemplo, al menos
1.2 veces, al menos 1.3 veces, al menos 1.4 veces, al menos 1.5 veces, al menos 2 veces, o superior) mayor que el de
las sefales de la unién no especifica.

En algunas realizaciones, el método puede comprender ademas cuantificar las sefiales (por ejemplo, sefiales que estan
por encima del umbral predeterminado) normalizando las sefales asociadas con las sondas diana mediante las sefiales
asociadas con las sondas de control. En algunas realizaciones, las sefiales pueden analizarse y expresarse como nimero
de secuencias de nucledtidos de identificacion por molécula de unién a la diana (o molécula diana).

En algunas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento pueden complementar otras técnicas
protedmicas de células individuales reconocidas en la técnica. Las técnicas protedmicas de células individuales de ejemplo
incluyen, por ejemplo, citometria de masas e inmunofluorescencia multiplexada inactivada con fluoréforo. Véase, por
ejemplo, Bendall et al. Science 332, 687-696 (2011) y Gerdes et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 110, 11982-11987 (2013)
para obtener informaciéon adicional sobre la citometria de masa de células individuales y la inmunofluorescencia
multiplexada inactivada con fluoréforo.

En algunas realizaciones, los métodos, sistemas y kits descritos en este documento pueden permitir mediciones de al
menos dos moléculas diana de diferentes tipos. Por ejemplo, los métodos, sistemas y kits descritos en este documento
pueden usarse para medir, por ejemplo, moléculas de acidos nucleicos y proteinas, o proteinas y metabolitos, o proteinas
y lipidos. Las mediciones de al menos dos moléculas diana de diferentes tipos se pueden realizar de forma simultanea o
secuencial.

A modo de ejemplo solamente, los métodos, sistemas y kits descritos en este documento aplicados a una muestra pueden
preservar materiales genéticos en una muestra mientras se detectan otros materiales diana no genéticos en la misma
muestra. Esta es una de las ventajas sobre los métodos de analisis no genéticos (por ejemplo, protedmicos) existentes,
como la citometria de flujo y la citometria de masas, que generalmente requieren una célula completa para medir
moléculas diana no genéticas (por ejemplo, pero sin limitarse a proteinas). En consecuencia, siguiendo las mediciones no
genéticas (por ejemplo, protedmicas), se pierde toda la célula, incluido su material genético. En la citometria de flujo, la
célula se pierde a medida que atraviesa la camara de flujo para detectar fluorescencia; En citometria de masas, la muestra
celular se vaporiza, destruyendo cualquier material genético que pueda estar disponible. La vaporizacion celular en la
citometria de masas da como resultado la destruccién de ~60% de la muestra incluso para la deteccion proteémica, y
mucho menos para la recuperacion de material genético.

Por el contrario, los métodos y/o sistemas presentados aqui emplean una secuencia de nucleétidos de identificacion (que
comprende nucledtidos) como una etiqueta o codigo de barras para etiquetar y/o medir moléculas diana no genéticas (por
ejemplo, pero sin limitarse a proteinas). Por lo tanto, los métodos y/o sistemas descritos en este documento aseguran que
cualquier material que contenga nucleétidos (por ejemplo, secuencias de nucleétidos de identificacion e incluso material
genético extraido de las células) no se destruira. Como tal, en una realizacién, los métodos para realizar mediciones
simultaneas en las secuencias de nucledtidos de identificacion (codigos de barras para la identificacion de moléculas
diana no genéticas, por ejemplo, pero sin limitarse a proteinas), asi como el material genético de interés de las células
(incluyendo, pero sin limitarse a ADN, ARN, microARN, ARN largos no codificantes, etc.) son esencialmente los mismos,
excepto que el conjunto de sondas complementarias (que comprende sondas informadoras y opcionalmente sondas de
captura) debe expandirse para detectar no solo las secuencias de nucleétidos de identificacion para medir las moléculas
diana no genéticas (por ejemplo, pero sin limitarse a proteinas), pero también los materiales genéticos (por ejemplo, pero
sin limitarse a ADN/ARN) de las células.

Por consiguiente, en algunas realizaciones, los métodos, sistemas y/o kits descritos en este documento para la deteccion
de moléculas diana no genéticas (por ejemplo, pero sin limitarse a proteinas) pueden usarse en combinacién con un
analisis de acidos nucleicos para materiales genéticos, por ejemplo, para estudiar las moléculas diana no genéticas (por
ejemplo, pero no limitadas a proteinas) que interactian con materiales genéticos o elementos reguladores genéticos. En
estas realizaciones, los métodos y sistemas descritos en el presente documento para detectar una pluralidad de moléculas
diana en una muestra como se describe en el presente documento pueden comprender ademas extraer una molécula de
acido nucleico de la misma muestra en la que se van a detectar moléculas diana. En algunas realizaciones, los métodos
y sistemas descritos en el presente documento pueden comprender ademas someter la molécula de acido nucleico
extraida a un analisis de acidos nucleicos. Se pueden usar diversos métodos para el analisis de acidos nucleicos, que
incluyen, entre otros, secuenciacion, secuenciacion de proxima generacion, reaccion en cadena de polimerasa cuantitativa
(PCR), multiplexacion (PCR), secuenciacion de ADN, secuenciacion de ARN, secuenciacion de novo, secuenciacion de
proxima generacion como secuenciacion de firma masivamente paralela (MPSS), secuenciacion de polonia,
secuenciacion por pirosis, secuenciacion lllumina (Solexa), secuenciacion SOLID, secuenciacion de semiconductores
idnicos, secuenciacion de nanobalas de ADN, secuenciacion de una sola molécula de Heliscope, secuenciacion de una
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sola molécula en tiempo real (SMRT), secuenciacion de ADN por nanoporos, secuenciacion por hibridacion,
secuenciacion con espectrometria de masas, secuenciacion Sanger por microfluidos, técnicas de secuenciacion basadas
en microscopia, secuenciacion de ARN polimerasa (RNAP), tecnologia basada en hibridacion de fluorescencia (por
ejemplo, pero sin limitarse a la tecnologia nanoString nCounter®), cualquier deteccion de acidos nucleicos reconocida en
el arte métodos, o cualquier combinacion de los mismos.

En algunas realizaciones, después de que una muestra y/o moléculas diana no genéticas se hayan marcado con una
pluralidad de sondas diana descritas aqui, las secuencias de nucleétidos de identificacion de las sondas diana se pueden
liberar de las moléculas diana no genéticas unidas simultdaneamente con extraccion de moléculas de acidos nucleicos
(materiales genéticos de las células) de la misma muestra marcada. En estas realizaciones, tanto las moléculas de acidos
nucleicos (materiales genéticos de las células) de interés como las secuencias de nucleétidos de identificacion pueden
detectarse simultdneamente en una mezcla de muestra Gnica. En una realizacion, tanto las moléculas de acidos nucleicos
(materiales genéticos de las células) de interés como las secuencias de nucledtidos de identificacion pueden detectarse
simultaneamente en una mezcla de muestra Unica usando el sistema de analisis nanoString nCounter®, por ejemplo, como
se describe en la Patente de los Estados Unidos No. 8,415,102. En esta realizacion, una vez que las moléculas de acidos
nucleicos (materiales genéticos) de las células y las secuencias de nucledtidos de identificacion liberadas estan en
solucién, la mezcla de soluciéon puede ponerse en contacto con conjuntos de sondas que comprenden sondas
informadoras y sondas de captura como se describe en el presente documento para las secuencias de nucledtidos de
identificacion asi como para las moléculas de acidos nucleicos de la célula (materiales genéticos de las células) de interés.
Una de las ventajas de usar la tecnologia de hibridacién nanoString nCounter® es que el analisis se puede realizar en
lisados celulares, asi como en muestras fijas, sin la necesidad de amplificacién que pueda introducir sesgos, y con un
tiempo minimo de preparacién practica. Sin embargo, otros métodos reconocidos en la técnica para analisis de acidos
nucleicos o analisis genético como se describe en el presente documento (por ejemplo, pero sin limitarse a la
secuenciacion) también se pueden usar para la deteccion simultanea de ambas moléculas de acidos nucleicos (materiales
genéticos de las células) de interés y nucledtido de identificacion liberado secuencias de moléculas diana no genéticas
unidas. Por ejemplo, en el caso de la secuenciacion, tanto los materiales genéticos de las células (por ejemplo, ADN y/o
ARNmM) como las secuencias de nucledtidos de identificacion correspondientes a las moléculas diana no genéticas pueden
secuenciarse juntas.

En realizaciones alternativas, las moléculas de acidos nucleicos se pueden extraer de una primera porciéon de una
muestra, mientras que las moléculas diana no genéticas se pueden derivar u obtener independientemente de una segunda
porcién de la misma muestra. En estas realizaciones, las moléculas de acidos nucleicos de interés y las moléculas diana
no genéticas se pueden detectar por separado para determinar los niveles de expresion de las moléculas de acidos
nucleicos de interés y las moléculas diana no genéticas en la misma muestra. Las moléculas de acidos nucleicos de
interés pueden someterse a cualquier analisis de acidos nucleicos reconocido en la técnica, mientras que las moléculas
diana no genéticas pueden detectarse mediante la deteccion e identificacion de las secuencias de nucledtidos de
identificacion correspondientes liberadas de las sondas diana utilizando los métodos, sistemas y/o kits descritos en este
documento.

En algunas realizaciones, los métodos, sistemas y/o kits descritos en el presente documento pueden adaptarse para medir
proteinas y moléculas de acidos nucleicos (materiales genéticos de las células) presentes en la misma muestra. Por
ejemplo, las proteinas pueden marcarse mediante una o mas realizaciones de las sondas diana descritas en el presente
documento y detectarse utilizando los métodos, sistemas y/o kits descritos en el presente documento, mientras que las
moléculas de acidos nucleicos (materiales genéticos de las células) pueden detectarse por separado o simultaneamente
por cualquier método conocido en la técnica (por ejemplo, usando, en una realizacion, el kit de expresion génica
nanoString nCounter®), por ejemplo, para un ensayo de mdltiples analitos en la misma muestra. En una realizacion, la
muestra puede comprender células cancerosas. El ensayo multianalito puede permitir la generacion de un perfil de
expresion integrado para la muestra, que puede proporcionar informacién sobre la interaccion entre las proteinas y las
moléculas de acidos nucleicos, por ejemplo, elementos reguladores genéticos como los microARN. Esto seria valioso o
deseable en los casos en que estén disponibles muestras raras con un tamafio de muestra limitado. Por ejemplo, después
de marcar una muestra o células o moléculas diana no genéticas (por ejemplo, proteinas) con las sondas diana que
comprenden cada una secuencia de nucleétidos de identificacion unica (donde en una realizacién, las secuencias de
nucledtidos de identificacion son codigos de barras de ADN extrafios o foraneos), las secuencias de nucledtidos de
identificacion (por ejemplo, cédigos de barras de ADN extrafios o foraneos) pueden liberarse de las células unidas o
moléculas diana (por ejemplo, proteinas) simultaneamente con las moléculas de acidos nucleicos (por ejemplo, ARN y/o
ADN) de la misma muestra o células, por ejemplo, utilizando regulador de lisis con o sin agentes de escision adicionales
(por ejemplo, pero sin limitarse a, agentes UV y/o quimicos). Una vez que las moléculas de acidos nucleicos (por ejemplo,
ARN y/o ADN) de las células y secuencias de nucleétidos de identificacion unicas (por ejemplo, cédigos de barras de ADN
extrafios) estan en solucion, se puede realizar un ensayo de hibridacion. En una realizacion, el ensayo de hibridacion
puede ser un ensayo de andlisis nanoString nCounter®. En el andlisis de analisis nCounter®, los conjuntos de sondas
pueden tener sondas informadoras y sondas de captura como se describe en este documento para las secuencias de
nucledtidos de identificacion (por ejemplo, cadigos de barras de ADN extrafios), asi como para los genes de interés. Si el
tamano de la muestra no es una preocupacion, una muestra puede dividirse en alicuotas o dividirse de manera que el
analisis de proteinas y el analisis de expresion génica se puedan ejecutar por separado para obtener una lectura de ARNm
y proteinas en la misma muestra (por ejemplo, una determinada poblacién de células).
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En algunas realizaciones, para optimizar la tecnologia de hibridacion nanoString nCounter® para la deteccion de
secuencias de nucledtidos de identificacion y/o materiales genéticos de las células, hay que, por ejemplo, asegurarse de
que todas las sondas caigan en un rango lineal al contarlas en el volumen y la expresiéon de uno no saturan el sistema.
Esto puede hacerse facilmente con la optimizacion por parte de un experto en la materia, dependiendo del kit de interés.

En otra realizacion, al liberar secuencias de nucleétidos de identificacion de moléculas diana unidas (por ejemplo,
proteinas), el material genético y las secuencias de nucleétidos de identificacion pueden extraerse simultaneamente de
una muestra Unica, permitiendo analisis de interrelaciones proteina-ADN-ARN.

Aunque los métodos descritos en el presente documento se describen en el contexto en donde las secuencias de
nucledtidos de identificacion se liberan de las sondas diana unidas antes de la deteccion, en algunos casos, las secuencias
de nucledtidos de identificacion no necesitan liberarse de las sondas diana unidas. Por consiguiente, los métodos descritos
en el presente documento también pueden aplicarse cuando las secuencias de nucleétidos de identificacion permanecen
unidas a las sondas diana durante la deteccion.

En ciertas realizaciones, los métodos de deteccion se realizan en ensayos multiplex, por lo que se detectan una pluralidad
de moléculas diana en el mismo ensayo (una Unica mezcla de reaccién). En una realizacion, el ensayo es un ensayo de
hibridacion en donde la pluralidad de moléculas diana se detectan simultaneamente. En ciertas realizaciones, la pluralidad
de moléculas diana detectadas en el mismo ensayo es, al menos 2 moléculas diana diferentes, al menos 5 moléculas
diana diferentes, al menos 10 moléculas diana diferentes, al menos 20 moléculas diana diferentes, al menos 50 moléculas
diana diferentes, al menos 75 moléculas diana diferentes, al menos 100 moléculas diana diferentes, al menos 200
moléculas diana diferentes, al menos 500 moléculas diana diferentes, o al menos 750 moléculas diana diferentes, o al
menos 1000 moléculas diana diferentes. En otras realizaciones, la pluralidad de moléculas diana detectadas en el mismo
ensayo es de hasta 50 moléculas diana diferentes, hasta 100 moléculas diana diferentes, hasta 150 moléculas diana
diferentes, hasta 200 moléculas diana diferentes, hasta 300 moléculas diana diferentes, hasta 500 moléculas diana
diferentes, hasta 750 moléculas diana diferentes, hasta 1000 moléculas diana diferentes, hasta 2000 moléculas diana
diferentes o hasta 5000 moléculas diana diferentes. En otras realizaciones mas, la pluralidad de moléculas diana
detectadas es cualquier intervalo entre los nimeros anteriores de diferentes moléculas diana, tales como, pero sin
limitacion, de 20 a 50 moléculas diana diferentes, de 50 a 200 moléculas diana diferentes, de 100 a 1000 moléculas diana
diferentes, o de 500 a 5000 moléculas diana diferentes.

Sondas diana

Como se usa en este documento, el término "sonda diana" generalmente se refiere a una molécula sintética que se une
especificamente a una molécula diana para su identificacion y deteccién. De acuerdo con varios aspectos descritos en
este documento, cada sonda diana comprende: (i) una molécula de unioén a diana que se une especificamente a una
molécula diana distinta en una muestra; (ii) una secuencia de nucleétidos de identificacion que identifica la molécula de
union a la diana; y (iii) un enlazador escindible entre la molécula de union a la diana y la secuencia de nucledtidos de
identificacion.

En algunas realizaciones, el enlazador escindible no comprende una secuencia de polinucleétidos (por ejemplo, una
secuencia de polinucleétidos monocatenarios) que es complementaria (para el emparejamiento de bases) a al menos una
porcion de la secuencia de nucleétidos de identificacion. Es decir, en estas realizaciones, la secuencia de nucleétidos de
identificacion no se libera de una molécula de unién a la diana mediante la separacion de la secuencia de polinucleétidos
complementaria acoplada a la molécula de unién a la diana. Por consiguiente, en algunas realizaciones, una sonda diana
comprende (i) una molécula de unién a diana que se une especificamente a la molécula diana distinta presente en la
muestra; (ii) una secuencia de nucledtidos de identificacion que identifica la molécula de union a la diana; y (iii) un
enlazador escindible no hibridable entre la molécula de unién a la diana y la secuencia de nucleétidos de identificacion.

Moléculas de union a dianas: Una molécula de unién a dianas es una molécula que se une especificamente a la molécula
diana en una muestra. Como se usa en el presente documento, el término "unirse(s) especificamente" o "union especifica”
se refiere a una molécula de unién a un objetivo que se une a una molécula diana con una mayor afinidad que cuando se
une a otra molécula no objetivo en las mismas condiciones. La unién especifica generalmente se indica mediante una
constante de disociacion de 1 yM o inferior, por ejemplo, 500 nM o inferior, 400 nM o inferior, 300 nM o inferior, 250 nM o
inferior, 200 nM o inferior, 150 nM o inferior, 100 nM o inferior, 50 nM o inferior, 40 nM o inferior, 30 nM o inferior, 20 nM
o inferior, 10 nM o inferior o 1 nM o inferior. Tipicamente, la naturaleza de la interaccién o unién es no covalente, por
ejemplo, por hidrégeno, electrostatica o interacciones de van der Waals, sin embargo, la uniéon también puede ser
covalente. Las moléculas de unién a la diana pueden ser naturales, recombinantes o sintéticas. Ejemplos de la molécula
de unién a la diana pueden incluir, entre otros, un acido nucleico, un anticuerpo o una porcién del mismo, una molécula
similar a un anticuerpo, una enzima, un antigeno, una molécula pequefia, una proteina, un péptido, un peptidomimético,
un carbohidrato, un aptamero y cualquier combinacién de los mismos. En algunas realizaciones, la molécula de unién a
la diana no incluye una molécula de acido nucleico.

En algunas realizaciones, las moléculas de unién a dianas pueden modificarse por cualquier medio conocido por un
experto en la materia. Los métodos para modificar cada tipo de moléculas de unién a dianas son bien reconocidos en la
técnica. Dependiendo de los tipos de moléculas de unién a dianas, una modificacion de ejemplo incluye, pero no se limita
a modificacién genética, biotinilacion, marcado (para fines de deteccion), modificacion quimica (por ejemplo, para producir
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derivados o fragmentos de la molécula de unién a dianas), y cualquier combinacién de los mismos. En algunas
realizaciones, la molécula de unién a la diana puede modificarse genéticamente. En algunas realizaciones, la molécula
de unién a la diana puede biotinilarse.

En algunas realizaciones, la molécula de unién a la diana puede comprender un anticuerpo o una porcién del mismo, o
una molécula similar a un anticuerpo. Un anticuerpo o una porcién del mismo o una molécula similar a un anticuerpo
puede detectar el nivel de expresion de una proteina celular (incluyendo proteinas de la superficie celular, proteinas
secretadas, proteinas citoplasmaticas y proteinas nucleares), o fosforilacion u otro estado de modificacion posterior a la
traduccién de la misma. En algunas realizaciones, el anticuerpo o una porcién del mismo o una molécula similar a un
anticuerpo puede unirse especificamente a un marcador de proteina presente en una célula rara. Ejemplos de una célula
rara incluyen, entre otros, una célula tumoral circulante, una célula fetal y/o una célula madre. En algunas realizaciones,
el anticuerpo o una porcién del mismo o una molécula similar a un anticuerpo puede unirse especificamente a un marcador
o proteina diana asociada con una afeccion (por ejemplo, un estado saludable normal, o una enfermedad o trastorno). En
algunas realizaciones, el anticuerpo o una porcién del mismo o una molécula similar a un anticuerpo puede unirse
especificamente a un marcador o proteina diana asociada con el cancer. Por ejemplo, los marcadores o proteinas objetivo
asociados con el cancer pueden estar involucrados en apoptosis, epigenética, dafio en el ADN, quinasas/oncogenes,
marcadores de diagnoéstico de cancer, transicion epitelial-mesenquimatosa, autofagia, proliferacion y/o respuesta inmune.

En algunas realizaciones, la molécula de union a la diana puede comprender un ligando receptor de la superficie celular.
Como se usa en este documento, un "ligando receptor de la superficie celular” se refiere a una molécula que puede unirse
a la superficie externa de una célula. Un ejemplo de ligando de receptor de superficie celular incluye, por ejemplo, un
péptido de union a receptor de superficie celular, un glucopéptido de unidn a receptor de superficie celular, una proteina
de union a receptor de superficie celular, una glucoproteina de unién a receptor de superficie celular, un compuesto
organico de union a receptor de superficie celular y una superficie celular farmaco de union al receptor. Los ligandos
adicionales del receptor de la superficie celular incluyen, pero no se limitan a, citoquinas, factores de crecimiento,
hormonas, anticuerpos y factores angiogénicos.

En algunas realizaciones, la molécula de unién a la diana comprende un anticuerpo seleccionado de la Tabla 1 en el
Ejemplo, o un fragmento del mismo.

En algunas realizaciones, las moléculas de union a la diana de las sondas diana utilizadas en los métodos descritos en el
presente documento pueden comprender al menos una parte o todos los anticuerpos enumerados en la Tabla 1 en el
Ejemplo, o fragmentos de los mismos.

Secuencias de nucledtidos de identificaciéon: Como se usa en el presente documento, el término "secuencia de nucledtidos
de identificacion" se refiere a una secuencia de nucleétidos que identifica una molécula de unién a diana especifica. Por
lo tanto, cada secuencia de nucleétidos de identificacion actia como un cédigo de identificacion Unico para cada molécula
de union a la diana a la que se acoplo.

En algunas realizaciones, las secuencias de nucleétidos de identificacion tienen estructuras secundarias minimas o nulas,
como cualquier interaccion estable de apareamiento de bases intramoleculares (por ejemplo, horquillas). Sin desear
limitarse a la teoria, en algunas realizaciones, la estructura secundaria minima en las secuencias de nucleotidos de
identificacion puede proporcionar una mejor hibridacién entre una primera porcion de la secuencia de nucleétidos de
identificacion y la sonda informadora, y/o entre una segunda porcién de la identificacion secuencia de nucleétidos y la
sonda de captura. Ademas, la estructura secundaria minima en la secuencia de nucleétidos de identificaciéon puede
proporcionar una mejor union de la molécula de unién a la molécula diana correspondiente. En algunas realizaciones, las
secuencias de nucledtidos de identificacion descritas aqui no tienen apareamiento intramolecular significativo a una
temperatura de fusionamiento predeterminada. La temperatura de fusionamiento predeterminada puede variar de
aproximadamente 65°C a 80°C o de aproximadamente 70°C a 80°C, o de aproximadamente 70°C a 75°C.

En algunas realizaciones, las secuencias de nucleétidos de identificacion de las sondas diana descritas en el presente
documento pueden seleccionarse o disefiarse de modo que no reaccionen de forma cruzada ni se unan a ninguna
secuencia de acidos nucleicos en un genoma de un sujeto cuya muestra se esta evaluando. Por lo tanto, las secuencias
de nucledtidos de identificacion de las sondas diana utilizadas para detectar moléculas diana en la muestra de un sujeto
pueden seleccionarse o disefiarse con base en secuencias de nucleétidos de una especie o género que comparten una
homologia (identidad de secuencia) con la del sujeto por no mas de 50% o menos, incluyendo, por ejemplo, no mas del
40%, no mas del 30%, no mas del 20%, no mas del 10% o menos. En algunas realizaciones, las secuencias de nucleétidos
de identificacion pueden seleccionarse previamente para que no haya homologia contra organismos principales (por
ejemplo, pero sin limitarse a humanos y/u otros mamiferos) en la base de datos de la secuencia de referencia de NCBI
(RefSeq). Solo a modo de ejemplo, en algunas realizaciones, las secuencias de identificacion de nucleétidos de las sondas
diana utilizadas en la muestra de un animal (por ejemplo, un mamifero tal como un humano) pueden derivarse de un
genoma de planta. En una realizacion, las secuencias de nucleétidos de identificacion de las sondas diana utilizadas en
una muestra humana pueden derivarse de un genoma de patata. En algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos
de identificacion puede comprender una secuencia seleccionada de la Tabla 2 (SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 110), o un
fragmento de la misma.
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En general, las secuencias de nucleotidos de identificacion de las sondas diana pueden tener cualquier longitud de
secuencia y pueden variar dependiendo de una serie de factores, que incluyen, entre otros, métodos de deteccion y/o el
numero de moléculas diana por detectar. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la longitud de las secuencias de
nucledtidos de identificacion puede aumentar para proporcionar una identificacion suficiente de un gran numero de
moléculas diana en una muestra. En algunas realizaciones en las que se usa un método basado en la hibridacion para
detectar secuencias de nucledtidos de identificacion, las secuencias de nucleétidos de identificacion pueden tener una
longitud suficiente para proporcionar una union confiable a sondas informadoras complementarias y/o sondas de captura
y generar sefales detectables. En algunas realizaciones, las secuencias de nucleétidos de identificacion pueden tener
una longitud de aproximadamente 30-150 nucleotidos, o aproximadamente 30-100 nucledtidos, o aproximadamente 50-
100 nucledtidos. En algunas realizaciones, las secuencias de nucleétidos de identificacion pueden tener una longitud de
al menos aproximadamente 30, al menos 40, al menos 50, al menos 60, al menos 70, al menos 80, al menos 90, al menos
100 o mas nucledtidos. En algunas realizaciones, las secuencias de nucleétidos de identificacion pueden tener una
longitud de aproximadamente 70 nucledtidos.

En algunas realizaciones, las secuencias de identificacion de nucleétidos descritas en el presente documento pueden
tener una temperatura de fusion (Tm) bastante consistente. Sin desear limitarse a la teoria, la Tm de las secuencias de
nucleotidos de identificacion descritas en este documento se refiere a la temperatura a la cual el 50% del oligonucledtido
y su complemento estan en duplex. La Tm consistente entre una poblacién de secuencias de nucledtidos de identificacion
permite que los procedimientos de sintesis e hibridacién se optimicen estrechamente, ya que las condiciones 6ptimas son
sustancialmente las mismas para todos los puntos y posiciones. En algunas realizaciones, la Tm de una secuencia de
nucledtidos de identificacion cuando se hibrida con sus sondas informadoras complementarias y/o sondas de captura se
puede seleccionar para minimizar cualquier formacién potencial de estructuras secundarias (por ejemplo, horquillas) que
podrian interferir con la hibridacién de la sonda. En algunas realizaciones, la Tm de una secuencia de nucledtidos de
identificacion cuando se hibrida con sus sondas informadoras complementarias y/o sondas de captura puede variar de
aproximadamente 70-90°C, de aproximadamente 75-85°C, o de aproximadamente 79-82°C. En algunas realizaciones, la
Tm de una secuencia de nucleétidos de identificacion cuando se hibrida con sus sondas informadoras complementarias
y/o sondas de captura puede ser al menos 70°C, al menos 75°C, al menos 80°C, al menos 85°C o mas. En algunas
realizaciones, la Tm de una secuencia de nucleétidos de identificacion cuando se hibrida con sus sondas informadoras
complementarias y/o sondas de captura puede ser de aproximadamente 80°C.

El contenido de GC de las secuencias de nucleétidos de identificacion puede variar dependiendo de una serie de factores
que incluyen, por ejemplo, longitudes deseadas de sondas informadoras y/o sondas de captura descritas y/o temperaturas
Tm deseadas. Por ejemplo, cuando las sondas informadoras y/o de captura son mas cortas, el contenido de GC de las
secuencias de nucledtidos de identificacion puede aumentarse para mantener la Tm deseada consistente entre las sondas
informadoras y/o de captura y las secuencias de nucleétidos de identificacion para minimizar la formacién potencial de
estructuras secundarias (por ejemplo, horquillas) que podrian interferir con la hibridacion de la sonda. En una realizacion,
el contenido de GC de la secuencia de nucleétidos de identificacion se optimiza para mantener la Tm de una secuencia
de nucledtidos de identificacion cuando se hibrida con sus sondas informadoras complementarias y/o sondas de captura
para que sean aproximadamente 80°C.

En algunas realizaciones, las secuencias de nucledtidos de identificacion tienen un contenido de GC equilibrado. Por
ejemplo, en algunas realizaciones, ningin nucleétido individual en la secuencia de nucledtidos de identificacion puede
durar mas de 3 nt. Por ejemplo, ningun nucleétido G o nucledtido C corre mas de 3 nt en la secuencia de nucledtidos de
identificacion. En una realizacion donde las sondas informadoras y/o de captura tienen una longitud de aproximadamente
35 nucledtidos, el contenido de GC se puede optimizar para mantener la Tm de las secuencias de nucleétidos de
identificacion correspondientes a aproximadamente 80°C; donde la secuencia de nucleétidos de identificacion debe tener
un contenido de GC equilibrado tanto como sea posible para evitar regiones locales de muy alta GC o operaciones de poli
Clpoli G.

En algunas realizaciones, las secuencias de nucleotidos de identificacion son secuencias de ADN.

Enlazadores escindibles: Como se usa en el presente documento, el término "enlazador escindible" se refiere a un
enlazador que es suficientemente estable en un conjunto de condiciones, pero que se divide en un conjunto diferente de
condiciones para liberar las dos partes que el enlazador mantiene unidos. En algunas realizaciones, el enlazador
escindible se puede escindir al menos 1.5 veces o mas (incluyendo, por ejemplo, al menos 2 veces, al menos 3 veces, al
menos 4 veces, al menos 5 veces, al menos 6 veces, al menos 7 veces, al menos 8 veces, al menos 9 veces, al menos
10 veces, al menos 20 veces, al menos 30 veces, al menos 40 veces, al menos 50 veces 0 mas) mas rapido bajo una
primera condicién de referencia (por ejemplo, con una division agente) que bajo una segunda condicion de referencia (por
ejemplo, sin un agente de escision).

Por ejemplo, un enlazador escindible acopla una secuencia de nucleétidos de identificacion y un agente de unién a dianas
juntos bajo un conjunto de condiciones y puede escindirse, digerirse o degradarse bajo un conjunto diferente de
condiciones para liberar la secuencia de nucleétidos de identificacion. El enlazador escindible que acopla una molécula
de unién a la diana a una secuencia de nucleétidos de identificacion en una sonda diana puede controlar la liberacion de
la secuencia de nucledtidos de identificacion de la sonda diana cuando sea necesario, por ejemplo, al unirse a una
molécula diana, de modo que el nucleétido de identificacion pueda liberarse para la deteccion Los enlazadores escindibles
son conocidos en la técnica, cuyos ejemplos incluyen, entre otros, los que son sensibles a una enzima, pH, temperatura,
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luz, tensién de cizallamiento, sonicacion, un agente quimico (por ejemplo, ditiotreitol) o cualquier combinacién del mismo.
En algunas realizaciones, el enlazador escindible puede ser sensible a la degradacion de la luz y la proteina, por ejemplo,
por una enzima.

Los enlazadores escindibles son susceptibles a agentes de escision, por ejemplo, hidrolisis, pH, potencial rédox y luz (por
ejemplo, infrarrojo y/o UV) o la presencia de moléculas degradantes. Ejemplos de tales agentes degradantes incluyen:
agentes rédox que se seleccionan para sustratos particulares o que no tienen especificidad de sustrato, que incluyen, por
ejemplo, enzimas oxidativas o reductoras o agentes reductores tales como mercaptanos, presentes en las células, que
pueden degradar un enlazador rédox escindible por reduccion; esterasas; amidasas; endosomas o agentes que pueden
crear un ambiente acido, por ejemplo, aquellos que resultan en un pH de cinco o menos; enzimas que pueden hidrolizar
o degradar un enlazador acido escindible actuando como un acido general, peptidasas (que pueden ser especificas del
sustrato) y proteasas y fosfatasas. En algunas realizaciones, el enlazador escindible puede ser escindible por una enzima
particular.

En algunas realizaciones, el enlazador escindible es un enlazador escindible, no hibridable. Como se usa en este
documento, el término "enlazador escindible, no hibridable" se refiere a un enlazador escindible como se definioé
anteriormente que no comprende una secuencia de polinucleétidos (por ejemplo, una secuencia de polinucleétidos
monocatenarios) complementaria (para emparejamiento de bases) a al menos una porcion de la secuencia de nucleétidos
de identificacion descrita aqui. Es decir, en estas realizaciones, la secuencia de nucleétidos de identificaciéon no se libera
de lamolécula de unién a la diana separandose de la secuencia de polinucleétidos complementaria acoplada a la molécula
de unioén a la diana.

Enlazadores escindibles no hibridables de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, enlazadores hidrolizables, enlazadores
escindibles rédox (por ejemplo, -SS- y -C(R)2-S-S-, en donde R es H o alquilo C1-Cs y al menos un R es alquilo C4-Cs tal
como CH3 o CH>CHg); enlazadores escindibles a base de fosfato (por ejemplo, -O-P(O)(OR)-O-, -O-P(S)(OR)-O-, -O-
P(S)(SR)-O-, -S-P(O)(OR)-O-, -O-P(O)(OR)-S-, -S-P(O)(OR)-S-, -O-P(S)(OR)-S-, -S-P(S)(OR)-O-, -O-P(0O)(R)-O-, -O-
P(S)(R)-O-, -S-P(O)(R)-O-, -S-P(S)(R)-O-, -S-P(O)(R)-S-, -O-P(S)(R)-S-, -O-P(O)(OH)-O-, -O-P(S)(OH)-O-, -O-P(S)(SH)-
O-, -S-P(O)(OH)-0O-, -O-P(O)(OH)-S-, -S-P(O)(OH)-S-, -O-P(S)(OH)-S-, -S-P(S)(OH)-0O-, -O-P(O)(H)-O-, -O-P(S)(H)-O-, -
S-P(O)(H)-O-, -S-P(S)(H)-O-, -S-P(O)(H)-S-, y -O-P(S)(H)-S-, en donde R es opcionalmente alquilo C4-C1o lineal o
ramificado sustituido); enlazadores escindibles con acido (por ejemplo, hidrazonas, ésteres y ésteres de aminoacidos, -
C=NN- y -OC(0O)-); enlazadores escindibles a base de éster (por ejemplo, -C(O)O-); enlazadores escindibles basados en
péptidos, (por ejemplo, enlazadores que se cortan mediante enzimas tales como peptidasas y proteasas en las células,
por ejemplo, -NHCHRAC(O)NHCHREBC(O)-, donde R* y RE son los grupos R de los dos aminoacidos adyacentes),
enlazadores fotoescindibles y cualquier combinacion de los mismos. Un enlazador escindible basado en péptidos
comprende dos o mas aminoacidos. En algunas realizaciones, el enlace de escision basado en péptidos comprende la
secuencia de aminoacidos que es el sustrato para una peptidasa o una proteasa. En algunas realizaciones, un enlazador
escindible con acido es escindible en un entorno acido con un pH de aproximadamente 6.5 o inferior (por ejemplo,
aproximadamente 6.5, 6.0, 5.5, 5.0 o inferior), 0 mediante agentes tales como enzimas que pueden actuar como un acido
general.

En algunas realizaciones, el enlazador no hibridable escindible puede comprender un enlace disulfuro, un grupo tetrazina-
trans-cicloocteno, un grupo sulfhidrilo, un grupo nitrobencilo, un grupo nitoindolina, un grupo bromo hidroxicumarina, un
grupo bromo hidroxiquinolina, un grupo hidroxifenacilo, un grupo dimetocibenzoina, o cualquier combinacion de los
mismos.

En algunas realizaciones, el enlazador escindible no hibridable puede comprender al menos uno de los enlazadores
mostrados en la Figura 2A.

En algunas realizaciones, el enlazador escindible no hibridable puede comprender un enlazador fotoescindible. Un
enlazador fotoescindible es un enlazador que se puede cortar por exposicion a radiacion electromagnética (por ejemplo,
luz visible, luz UV, infrarrojo, etc.). La longitud de onda de la luz necesaria para fotoescindir el enlazador depende de la
estructura del enlazador fotoescindible utilizado. Se puede usar cualquier enlazador fotoescindible reconocido en la
técnica para las sondas diana descritas en este documento. Ejemplos de enlazador fotoescindible incluyen, pero no se
limitan a, moléculas quimicas que contienen una unidad estructural o-nitrobencilo, una unidad estructural p-nitrobencilo,
una unidad estructural m-nitrobencilo, una unidad estructural nitoindolina, una unidad estructural bromo hidroxicumarina,
una unidad estructural bromo hidroxiquinolina, una unidad estructural hidroxifenacilo, una unidad estructural
dimetocibenzoina, o cualquier combinaciéon de los mismos.

Grupos fotoescindibles de ejemplo adicionales se describen y revisan en general en Pelliccioli et al., Photoremovable
protecting groups: reaction mechanisms and applications, Photochem. Photobiol. Sci. 1 441-458 (2002); Goeldner and
Givens, Dynamic Studies in Biology, Wiley-VCH, Weinheim (2005); Marriott, Methods in Enzymology, vol. 291, Academic
Press, San Diego (1998); Morrison, Bioorganic Photochemistry, vol. 2, Wiley, Nueva York (1993); Adams and Tsien, Annu.
Rev. Physiol. 55 755-784 (1993); Mayer et al., Biologically Active Molecules with a "Light Switch", Angew. Chem Int. Ed.
45 4900-4921 (2006); Pettit et al., Neuron 19 465-471 (1997); Furuta et al., Brominated 7-hydroxycoumarin-4-iimethyls:
Photolabile protecting groups with biologically useful cross- sections for two photon photolysis, Proc. Natl. Acad. Sci.
Estados Unidos 96 1 193-1200 (1999); y Patentes de los Estados Unidos Nos. 5,430,175; 5,635,608; 5,872,243;
5,888,829; 6,043,065; y Zebala, Solicitud de Patente de los Estados Unidos No. 2010/0105120.
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En algunas realizaciones, el enlazador fotoescindible puede describirse generalmente como un croméforo. Ejemplos de
cromoforos que son fotorresistentes a tales longitudes de onda incluyen, entre otros, acridinas, nitroaromaticos y
arilsulfonamidas. La eficiencia y la longitud de onda a la que el cromoforo se fotoactiva y, por lo tanto, libera las secuencias
de nucledtidos de identificacion descritas en este documento, variara dependiendo del grupo o grupos funcionales
particulares unidos al croméforo. Por ejemplo, cuando se usan nitroaromaticos, como los derivados de compuestos o-
nitrobencilicos, la longitud de onda de absorcion puede alargarse significativamente mediante la adicion de grupos metoxi.

En algunas realizaciones, el enlazador fotoescindible puede comprender un compuesto nitroaromatico. Los enlazadores
fotoescindibles de ejemplo que tienen un armazén de nucleo orto-nitroaromatico incluyen, pero no se limitan a, orto-
nitrobencilo ("ONB"), 1-(2-nitrofenil)etilo ("NPE"), alfa-carboxi-2-nitrobencilo ("CNB"), 4,5-dimetoxi-2-nitrobencilo
("DMNB"), 1-(4,5-dimetoxi-2-nitrofenil)etil ("DMNPE"), 5-carboximetoxi-2-nitrobencilo ("CMNB") y ((5-carboximetoxi-2-
nitrobencil)oxi)carbonil ("CMNCBZ") nucleos fotolabiles. Se apreciara que los sustituyentes en el nucleo aromatico se
seleccionan para adaptar la longitud de onda de absorcién, con grupos donadores de electrones (por ejemplo, metoxi)
que generalmente conducen a una absorcion de longitud de onda mas larga. Por ejemplo, el nitrobencilo ("NB") y el
nitrofeniletilo ("NPE") se modifican mediante la adicion de dos residuos metoxi en 4,5-dimetoxi-2-nitrobencilo y 1-(4,5-
dimetoxi-2-nitrofenil)etilo, respectivamente, aumentando asi el rango de longitud de onda de absorcion a 340-360 nm.

Ademas, otros andamios de nucleo orto-nitroaromaticos incluyen aquellos que atrapan subproductos nitrosos en una
reaccion hetero Diels Alder como se discute en general en Zebala, Solicitud de Patente de los Estados Unidos No.
2010/0105120 y Pirrung et al., J. Org. Chem 68: 1 138 (2003). El croméforo nitrodibenzofurano ("NDBF") ofrece un
coeficiente de extincion significativamente mayor en la region UV cercana, pero también tiene un rendimiento cuantico
muy alto para la reaccion de desproteccion y es adecuado para la activacion de dos fotones (Momotake et al., The
nitrodibenzofuran chromophore: a new caging group for ultra-efficient photolysis in living cells, Nat. Methods 3 35-40
(2006)). El grupo NPP es una alternativa introducida por Pfleiderer et al. que produce una especie de nitrostiril menos
daiina (Walbert et al., Photolabile Protecting Groups for Nucleosides: Mechanistic Studies of the 2-(2-Nitrofenil)etil Group,
Helv. Chim. Acta 84 1601-161 1 (2001)).

En realizaciones de ejemplo que implican luz UV, los enlazadores fotoescindibles pueden seleccionarse del grupo que
consiste en alfa-carboxi-2-nitrobencilo (CNB, 260 nm), 1-(2-nitrofenil)etilo (NPE, 260 nm), 4,5-dimetoxi-2-nitrobencilo
(DMNB, 355 nm), 1-(4,5-dimetoxi-2-nitrofenil)etil (DMNPE, 355 nm), (4,5-dimetoxi-2-nitrobenzoxi)carbonilo ( NVOC, 355
nm), 5-carboximetoxi-2-nitrobencilo (CMNB, 320 nm), ((5-carboximetoxi-2-nitrobencil)oxi)carbonilo (CMNCBZ, 320 nm),
desoxibenzoinilo (desilo, 360 nm) y antraquino-2-ilmetoxicarbonilo (AQMOC, 350 nm).

Otros enlazadores fotoescindibles adecuados se basan en el sistema de cumarina, tales como BHC (Furuta e Iwamura,
Methods Enzymol. 291 50-63 (1998); Furuta et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96 1 193-200 (1999); Suzuki et al., Org.
Lett. 5: 4867 (2003); Patente de los Estados Unidos No. 6,472,541). Las fotocélulas de enlace DMACM en nanosegundos
(Hagen et al., [7-(Dialkylamino)coumarin-4-yljmethyl- Caged Compounds as Ultrafast and Effective Long-Wavelength
Phototriggers of 8-Bromo- Substituted Cyclic Nucleotides, Chem Bio Chem 4 434 -442 (2003)) y se escinde con luz visible
(Solicitud de Patente de los Estados Unidos No. de serie 11/402,715). Los enlaces fotolabiles a base de cumarina también
estan disponibles para unirse a aldehidos y cetonas (Lu et al., Bhc-diol as a photolabile protecting group for aldehydes
and ketones, Org. Lett. 5 2119-2122 (2003)). Los analogos estrechamente relacionados, como BHQ, también son
adecuados (Fedoryak et al., Brominated hydroxyquinoline as a photolabile protecting group with sensitivity to multiphoton
excitation, Org. Lett. 4 3419-3422 (2002)). Otro enlazador fotoescindible adecuado comprende el grupo pHP (Park and
Givens, J. Am. Chem. Soc. 119: 2453 (1997), Givens et al., New Phototriggers 9: New Phototriggers 9: p -Hydroxyphenacyl
as a C-Terminal Photoremovable Protecting Group for Oligopeptides, J. Am. Chem. Soc. 122 2687-2697 (2000); Zhang et
al., J. Am. Chem. Soc. 121 5625-5632, (1999); Conrad et a., J. Am. Chem. Soc. 122 9346-9347 (2000); Conrad et al., Org.
Lett. 2 1545-1547 (2000)). También es adecuado un enlace fotolabil derivado de ketoprofeno (Lukeman et al., Photocages
mediado por Carbanion: fotorelease rapido y eficiente con compatibilidad acuosa, J. Am. Chem. Soc. 127 7698-7699
(2005)).

En algunas realizaciones, un enlazador fotoescindible es aquel cuya union covalente a una secuencia de nucledtidos de
identificacion y/o agente de unién a la diana se invierte (escinde) por exposicion a la luz de una longitud de onda apropiada.
En algunas realizaciones, la liberacion de las secuencias de nucleétidos de identificacion ocurre cuando el conjugado se
somete a luz ultravioleta. Por ejemplo, la fotoliberacion de las secuencias de nucleétidos de identificacion puede ocurrir
en una longitud de onda que varia de aproximadamente 200 a 380 nm (la longitud de onda exacta o el rango de longitud
de onda dependera del enlazador fotoescindible especifico utilizado, y puede ser, por ejemplo, 200, 210, 220, 230, 240,
250, 260, 270, 280, 290, 300, 310, 320, 330, 340, 350, 360, 370 o 380 o algun rango entre ellos). En algunas realizaciones,
la liberacion de las secuencias de nucleétidos de identificacion ocurre cuando el conjugado se somete a luz visible. Por
ejemplo, la fotoliberacion de las secuencias de nucledtidos de identificacion puede ocurrir a una longitud de onda que
varia de aproximadamente 380 a 780 nm (la longitud de onda exacta o el rango de longitud de onda dependera del
enlazador fotoescindible especifico utilizado, y podria ser, por ejemplo, 380, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750 o 780,
o algun rango entre ellos). En algunas realizaciones, la liberacion de las secuencias de nucleétidos de identificacion ocurre
cuando el conjugado se somete a luz infrarroja. Por ejemplo, la fotoliberacion de las secuencias de nucledtidos de
identificacion puede ocurrir en una longitud de onda que varia de aproximadamente 780 a 1200 nm (la longitud de onda
exacta o el rango de longitud de onda dependera del enlazador fotoescindible especifico utilizado, y podria ser, por
ejemplo, 780, 800, 850, 900, 950, 1000, 1050, 1100, 1150 o 1200, o algun rango entre ellos).
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En algunas realizaciones, se puede seleccionar un enlazador fotoescindible del grupo que consiste en moléculas (i)-(xix)
y cualquier combinacion de las mismas, en donde las estructuras quimicas de las moléculas (i)-(xix) se muestran como
sigue:

donde cada uno de los puntos negros en cada molécula representa un punto de conexién o acoplamiento que se conecta,
directa o indirectamente, a una molécula de unién a la diana descrita en el presente documento o una secuencia de
nucledtidos de identificacion descrita en el presente documento. El punto de conexién puede ser un enlace, o comprender
un atomo, una molécula y/o un enlazador descrito aqui. En algunas realizaciones, el punto de conexién es un enlace.

En algunas realizaciones, el enlazador fotoescindible puede comprender la molécula (xiv).

En algunas realizaciones, el enlazador fotoescindible es un enlazador bifuncional fotoescindible. En algunas realizaciones,
el enlazador fotoescindible es un enlazador multifuncional fotoescindible.

En algunas realizaciones donde se usa un enlazador fotoescindible, las secuencias de nucledtidos de identificacion
pueden liberarse de las sondas diana unidas exponiendo las sondas diana unidas a una luz de una longitud de onda
especificada. En algunas realizaciones, se puede usar luz ultravioleta (UV) o luz ultravioleta cercana para liberar
secuencias de nucledtidos de identificacion de sondas diana unidas. En algunas realizaciones, la liberacion de las
secuencias de nucledtidos de identificacion puede ocurrir a una longitud de onda que varia de aproximadamente 200 nm
a aproximadamente 450 nm.

Los agentes de activacion se pueden usar para activar los componentes que se conjugaran juntos (por ejemplo,
secuencias de nucledtidos de identificacion y/o moléculas de unién a diana). Sin limitaciones, se puede usar cualquier
proceso y/o reactivo conocido en la técnica para la activacion de conjugacion. Ejemplos de métodos de activacion de
superficie o reactivos incluyen, entre otros, hidrocloruro de 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil]lcarbodiimida (EDC o EDAC),
hidroxibenzotriazol (HOBT), N-hidroxisuccinimida (NHS), 2-(1H-7-Azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametil uronio
hexafluorofosfato metanaminio (HATU), silanizacion, sulfosuccinimidil 6-[3'(2-[piridilditio)-propionamido]hexanoato (sulfo-
LC-SPDP), 2-iminotiolano (agente de Traut), éster N-hidroxi-succinimidilico de transcicloocteno (TCO-NHS), activacion
de superficie mediante tratamiento con plasma y similares.

De nuevo, sin limitaciones, cualquier grupo reactivo conocido en la técnica puede usarse para acoplar un enlazador
fotoescindible entre una secuencia de nucleétidos de identificacion y una molécula de unién a diana. Por ejemplo, se
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pueden usar varios grupos reactivos de superficie para el acoplamiento de superficie, que incluyen, pero no se limitan a,
haluro de alquilo, aldehido, amino, bromo o yodoacetilo, carboxilo, hidroxilo, epoxi, éster, silano, tiol y similares.

Sondas de control

Como se usa en este documento, el término "sonda de control" generalmente se refiere a una molécula sintética que se
une especificamente a una molécula de control para identificacion y deteccién. De acuerdo con diversos aspectos
descritos en este documento, cada sonda de control comprende: (i) una molécula de union de control que se une
especificamente a una molécula de control en una muestra; (ii) una secuencia de control de identificacion que identifica
la molécula de union de control; y (iii) un enlazador escindible entre la molécula de unidon de control y la secuencia de
control de identificacion.

Moléculas de unién de control: Una molécula de unién de control es una molécula que se une especificamente a una
molécula de control en una muestra. Ejemplos de una proteina de control incluyen, pero no se limitan a, proteinas de
mantenimiento (por ejemplo, GAPDH, actina y/o tubulina), isotipos de control de IgG, proteinas mutantes no funcionales
o no vinculantes (por ejemplo, anticuerpos no funcionales o no vinculantes, o proteinas mutadas tales como una proteina
G que ha sido mutada en el sitio de union), y cualquier combinacion de las mismas. Tipicamente, la naturaleza de la
interaccidon o unidn es no covalente, por ejemplo, por hidrogeno, electrostatica o interacciones de van der Waals, sin
embargo, la unién también puede ser covalente. Las moléculas de control de unién pueden ser naturales, recombinantes
o sintéticas. Ejemplos de la molécula de union de control pueden incluir, entre otros, un acido nucleico, un anticuerpo o
una porcion del mismo, una molécula similar a un anticuerpo, una enzima, un antigeno, una molécula pequefia, una
proteina, un péptido, un peptidomimético, un carbohidrato, un aptamero y cualquier combinacion de los mismos. En
algunas realizaciones, la molécula de union de control no incluye una molécula de acido nucleico.

En algunas realizaciones, las moléculas de union de control pueden modificarse por cualquier medio conocido por un
experto en la técnica. Los métodos para modificar cada tipo de moléculas de unién de control son bien reconocidos en la
técnica. Dependiendo de los tipos de moléculas de unién de control, una modificacién de ejemplo incluye, pero no se
limita a modificacion genética, biotinilacién, marcacion (para fines de deteccion), modificacion quimica (por ejemplo, para
producir derivados o fragmentos de la molécula de unién de control), y cualquier combinacion de los mismos. En algunas
realizaciones, la molécula de union de control puede modificarse genéticamente. En algunas realizaciones, la molécula
de union de control puede biotinilarse.

En algunas realizaciones, la molécula de unién de control puede comprender un anticuerpo o una porcién del mismo, o
una molécula similar a un anticuerpo. Un anticuerpo o una porcién del mismo o una molécula similar a un anticuerpo
puede detectar el nivel de expresion de una proteina doméstica, por ejemplo, pero sin limitarse a GAPDH, actina y/o
tubulina. En algunas realizaciones, el anticuerpo o una porcién del mismo o una molécula similar a un anticuerpo puede
unirse especificamente a un isotipo IgG de control. En algunas realizaciones, el anticuerpo o una porcion del mismo o una
molécula similar a un anticuerpo puede unirse especificamente a una proteina mutante sin funcién o sin unién, por
ejemplo, una proteina G que ha sido mutada en el sitio de unién.

Secuencias de control de identificacion: Como se usa en el presente documento, el término "secuencia de control de
identificacion" se refiere a una secuencia de nucleétidos que identifica una molécula de unién de control especifica. Por
lo tanto, cada secuencia de control de identificacién actia como un codigo de identificacion Unico para cada molécula de
unién de control a la que estaba acoplada.

En algunas realizaciones, las secuencias de control de identificacion tienen estructuras secundarias minimas o nulas,
tales como cualquier interaccion estable de apareamiento de bases intramoleculares (por ejemplo, horquillas). Sin desear
estar limitados por la teoria, en algunas realizaciones, la estructura secundaria minima en las secuencias de control de
identificacion puede proporcionar una mejor hibridacion entre una primera porcién de la secuencia de control de
identificacion y la sonda informadora, y/o entre una segunda porcion de la identificacion secuencia de control y la sonda
de captura. Ademas, la estructura secundaria minima en la secuencia de control de identificacién puede proporcionar una
mejor union de la molécula de unién de control a la molécula de control correspondiente. En algunas realizaciones, las
secuencias de control de identificacién descritas en este documento no tienen apareamiento intramolecular significativo a
una temperatura de fusionamiento predeterminada. La temperatura de fusionamiento predeterminada puede variar de
aproximadamente 65°C a 80°C o de aproximadamente 70°C a 80°C, o de aproximadamente 70°C a 75°C.

En algunas realizaciones, las secuencias de control de identificacién de las sondas de control descritas en el presente
documento pueden seleccionarse o disefiarse de modo que no reaccionen de forma cruzada ni se unan a ninguna
secuencia de acidos nucleicos en un genoma de un sujeto cuya muestra se esta evaluando. Por lo tanto, las secuencias
de control de identificacion de las sondas de control utilizadas para detectar moléculas de control en la muestra de un
sujeto pueden seleccionarse o disefiarse con base en secuencias de nucledtidos de una especie o género que comparten
una homologia (identidad de secuencia) con la del sujeto por no mas de 50% o menos, incluyendo, por ejemplo, no mas
del 40%, no mas del 30%, no mas del 20%, no mas del 10% o menos. Solo a modo de ejemplo, en algunas realizaciones,
las secuencias de control de identificacion de las sondas de control utilizadas en la muestra de un animal (por ejemplo,
un mamifero como un humano) pueden derivarse de un genoma de planta. En una realizacion, las secuencias de control
de identificacion de las sondas de control usadas en una muestra humana pueden derivarse de un genoma de patata. En
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algunas realizaciones, la secuencia de control de identificacion puede comprender una secuencia seleccionada de la
Tabla 2 (SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 110), o un fragmento de la misma.

En general, las secuencias de control de identificacion de las sondas de control pueden tener cualquier longitud de
secuencia y pueden variar dependiendo de una serie de factores, que incluyen, pero no se limitan a, métodos de deteccion,
y/o la cantidad de moléculas de control a detectar. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la longitud de las secuencias
de control de identificacion puede aumentar para proporcionar una identificacion suficiente de un gran ndmero de
moléculas de control en una muestra. En algunas realizaciones en las que se usa un método basado en hibridacién para
detectar secuencias de control de identificacion, las secuencias de control de identificacion pueden tener una longitud
suficiente para proporcionar una union fiable a sondas informadoras complementarias y/o sondas de captura y generar
sefiales detectables. En algunas realizaciones, las secuencias de control de identificacion pueden tener una longitud de
aproximadamente 30-150 nucleétidos, o aproximadamente 30-100 nucleétidos, o aproximadamente 50-100 nucleétidos.
En algunas realizaciones, las secuencias de control de identificacion pueden tener una longitud de al menos
aproximadamente 30, al menos 40, al menos 50, al menos 60, al menos 70, al menos 80, al menos 90, al menos 100 o
mas nucleétidos. En algunas realizaciones, las secuencias de control de identificacién pueden tener una longitud de
aproximadamente 70 nucleoétidos.

En algunas realizaciones, las secuencias de control de identificacion descritas en el presente documento pueden tener
una temperatura de fusiéon (Tm) bastante consistente. Sin desear limitarse a la teoria, la Tm de las secuencias de control
de identificacion descritas en este documento se refiere a la temperatura a la cual el 50% del oligonucledtido y su
complemento estan en duplex. La Tm constante entre una poblacién de secuencias de control de identificacion permite
que los procedimientos de sintesis e hibridacion se optimicen estrictamente, ya que las condiciones &ptimas son
sustancialmente las mismas para todos los puntos y posiciones. En algunas realizaciones, la Tm de una secuencia de
control de identificacion cuando se hibrida con sus sondas informadoras complementarias y/o sondas de captura puede
variar de aproximadamente 70-90°C, de aproximadamente 75-85°C, o de aproximadamente 79-82°C. En algunas
realizaciones, la Tm de una secuencia de control de identificacion cuando se hibrida con sus sondas informadoras
complementarias y/o sondas de captura puede ser al menos 70°C, al menos 75°C, al menos 80°C, al menos 85°C o mas.

Enlazadores escindibles: Cualquier enlazador escindible usado en las sondas diana puede usarse en las sondas de
control. En algunas realizaciones, el enlazador escindible comprende un enlazador fotoescindible. En algunas
realizaciones, el enlazador fotoescindible se puede seleccionar del grupo que consiste en las moléculas (i)-(xix) mostradas
aqui y cualquier combinacion de las mismas. En algunas realizaciones, el enlazador fotoescindible puede comprender la
molécula (xiv).

Sondas informadoras

Como se usa en el presente documento, el término "sonda informadora" generalmente se refiere a una molécula sintética
que se une a una primera porcion de la secuencia de nucleétidos de identificacion de una sonda diana y genera una sefial
detectable que es distinguible para la sonda informadora y la secuencia de nucleétidos de identificacion unida.

En algunas realizaciones, las sondas informadoras tienen estructuras secundarias minimas o nulas, como cualquier
interaccion estable de apareamiento de bases intramoleculares (por ejemplo, horquillas). Sin desear limitarse a la teoria,
la estructura secundaria minima en las sondas informadoras puede proporcionar una mejor hibridacién entre la columna
vertebral de la sonda informadora y una porcién de las secuencias de nucleétidos de identificacion. Ademas, la estructura
secundaria minima en las sondas informadoras puede proporcionar una mejor deteccion de la etiqueta detectable en las
sondas informadoras. En algunas realizaciones, las sondas informadoras descritas en el presente documento no tienen
apareamiento intramolecular significativo a una temperatura de fusionamiento predeterminada. La temperatura de
fusionamiento predeterminada puede variar de aproximadamente 65°C-80°C o de aproximadamente 70°C-80°C, o de
aproximadamente 70°C-75°C. Las estructuras secundarias se pueden predecir mediante programas conocidos en la
técnica como MFOLD.

La sonda informadora comprende una etiqueta detectable que identifica la sonda informadora. Como se usa en el presente
documento, el término "marcador detectable" se refiere a una composicion capaz de producir una sefal detectable
indicativa de la presencia de un objetivo, por ejemplo, una sonda informadora unida a una secuencia de nucleétidos de
identificacion de una sonda diana. Las etiquetas detectables incluyen cualquier composicion detectable por medios
espectroscopicos, fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos, eléctricos, 6pticos o quimicos. Los marcadores
detectables adecuados pueden incluir moléculas fluorescentes, radioisoétopos, cromoforos de nucledtidos, enzimas,
sustratos, unidades estructurales quimioluminiscentes, unidades estructurales bioluminiscentes y similares. Como tal, un
marcador detectable es cualquier composicién detectable por medios espectroscépicos, fotoquimicos, bioquimicos,
inmunoquimicos, eléctricos, épticos o quimicos necesarios para los métodos y dispositivos descritos en este documento.

En algunas realizaciones, el marcador detectable de las sondas informadoras puede comprender una o mas moléculas
marcadoras que crean una sefial Unica para cada sonda informadora. En algunas realizaciones, el marcador detectable
de las sondas informadoras puede comprender una molécula marcadora. En algunas realizaciones, el marcador
detectable de las sondas informadoras puede comprender al menos dos o mas (por ejemplo, al menos 2, al menos 3, al
menos 4, al menos 5, al menos 6 o mas) moléculas marcadoras. Como se usa en el presente documento, el término
"molécula marcadora" es una molécula que es capaz de producir una sefial detectable, que constituye al menos parte de
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la sefial detectable producida por la etiqueta detectable. En consecuencia, una molécula marcadora puede ser una
molécula fluorescente, un radioisétopo, un cromoéforo nucleétido, una enzima, un sustrato, una unidad estructural
quimioluminiscente, una unidad estructural bioluminiscente, o cualquier combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones, el marcador detectable y/o la(s) molécula(s) marcadora(s) pueden generar una sefial éptica. La
sefial optica puede ser una sefial emisora de luz o una serie o secuencia de sefiales emisoras de luz. En algunas
realizaciones, las moléculas marcadoras para la generacion de una sefial 6ptica pueden comprender uno o una pluralidad
de (por ejemplo, al menos 2 o mas, que incluyen, por ejemplo, al menos 3, al menos 4, al menos 5 o mas) una unidad
estructural fluorocromo, una unidad estructural fluorescente, una unidad estructural colorante, una unidad estructural
quimioluminiscente, o cualquier combinacién de los mismos.

En la técnica se conoce una amplia variedad de tintes fluorescentes informadores. Tipicamente, el fluoréforo es un
compuesto aromatico o heteroaromatico y puede ser un pireno, antraceno, naftaleno, acridina, estilbeno, indol, benzindol,
oxazol, tiazol, benzotiazol, cianina, carbocianina, salicilato, antranilato, cumarina, fluoresceina rodamina u otro compuesto
similar.

Fluoréforos de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, 1,5 IAEDANS; 1,8-ANS; 4-metillumbeliferona; 5-carboxi-2,7-
diclorofluoresceina; 5-carboxifluoresceina (5-FAM); 5-carboxinaptofluoresceina (pH 10); 5-carboxitetrametilrodamina (5-
TAMRA); 5-FAM (5-carboxifluoresceina); 5-hidroxitriptamina (HAT); 5-ROX (carboxi-X-rodamina); 5-TAMRA (5-
carboxitetrametilrodamina); 6-carboxirodamina 6G; 6-CR 6G; 6-JOE; 7-amino-4-metilcumarina; 7-aminoactinomicina D (7-
AAD); 7-hidroxi-4-metilcumarina; 9-amino-6-cloro-2-metoxiacridina; ABQ; Fucsina acido; ACMA (9-amino-6-cloro-2-
metoxiacridina); Naranja de acridina; Rojo de acridina; Amarillo de acridina; Acriflavina; Acriflavina Feulgen SITSA,;
Aequorin (fotoproteina); Alexa Fluor 350™; Alexa Fluor 430™; Alexa Fluor 488™; Alexa Fluor 532™; Alexa Fluor 546™;
Alexa Fluor 568™: Alexa Fluor 594™: Alexa Fluor 633™:; Alexa Fluor 647™; Alexa Fluor 660 ™; Alexa Fluor 680™;
Alizarina complexon; Rojo de alizarina; Aloficocianina (APC); AMC, AMCA-S; AMCA (aminometilcumarina); AMCA-X;
Aminoactinomicina D; Aminocoumarina; Azul anilina; Antrocil estearato; APC-Cy7; APTS; Rojo Astrazon Brillante 4G;
Naranja Astrazon R; Rojo Astrazon 6B; Amarillo Astrazon 7 GLL; Atabrina; ATTO-TAG™ CBQCA; ATTO-TAG™ FQ;
Auramina; Aurofosfina G; Aurofosfina; BAO 9 (bisaminofeniloxadiazol); BCECF (pH alto); BCECF (pH bajo); Sulfato de
berberina; Beta lactamasa; BFP azul GFP desplazado (Y66H); BG-647; Bimano; Bisbenzamida; Blancophor FFG;
Blancophor SV; BOBO™ -1; BOBO™ -3; Bodipy 492/515; Bodipy 493/503; Bodipy 500/510; Bodipy 505/515; Bodipy
530/550; Bodipy 542/563; Bodipy 558/568; Bodipy 564/570; Bodipy 576/589; Bodipy 581/591; Bodipy 630/650-X; Bodipy
650/665-X; Bodipy 665/676; Bodipy FI; Bodipy FL ATP; Bodipy FI-Ceramida; Bodipy R6G SE; Bodipy TMR; Conjugado
Bodipy TMR-X; Bodipy TMR-X, SE; Bodipy TR; Bodipy TR ATP; Bodipy TR-X SE; BO-PRO™ -1; BO-PRO™ -3; Brillante
sulfoflavina FF; Calceina; Calceina Azul; Calcio Crimson™; Verde de calcio; Calcio Verde-1 Ca2+ Tinte; Calcio Verde-2
Ca2+; Calcio Verde-5N Ca2+; Calcio Verde-C18 Ca2+; Naranja de calcio; Calcofluor Blanco; Carboxi-X-rodamina (5-
ROX); Cascade Blue™; Amarillo en cascada; Catecolamina; CFDA; CFP -proteina cian fluorescente; Clorofila;
Cromomicina A; Cromomicina A; CMFDA; Coelenterazina; Coelenterazina cp; Coelenterazina f; Coelenterazina fcp;
Coelenterazina h; Coelenterazina hcp; Coelenterazina ip; Coelenterazina O; Cumarina faloidina; CPM metilcumarina;
CTC; Cy2™:; Cy3.1 8; Cy3.5™; Cy3™; Cy5.1 8; Cy5.5™; Cy5™; Cy7™; Cian GFP; Fluorosensor AMP ciclico (FICRhR);
d2; Dabcyl; Dansil; Dansilamina; Dansil Cadaverina; Cloruro de dansilo; Dansil DHPE; Fluoruro de dansilo; DAPI Dapoxilo;
Dapoxilo 2; Dapoxilo 3; DCFDA; DCFH (diacetato de diclorodihidrofluoresceina); DDAO; DHR (dihidorodamina 123); Di-
4-ANEPPS; Di-8-ANEPPS (sin relacién); DiA (4-Di-16-ASP); DIDS; Dihidorodamina 123 (DHR); DiO (DiOC18(3)); DiR;
DiR (DilC18(7)); Dopamina; DsRed; DTAF; DY-630-NHS; DY-635-NHS; EBFP; ECFP; EGFP; ELF 97; Eosina; Eritrosina;
Eritrosina ITC; homodimero-1 de etidio (EthD-1); Euchrysin; Cloruro de europio (lll); Europio; EYFP; Azul rapido; FDA,;
Feulgen (pararosanilina); FITC; FL-645; Flazo naranja; Fluo-3; Fluo-4; Diacetato de fluoresceina; Fluoro-esmeralda;
Fluoro-oro (hidroxiestilbamidina); Fluor-Ruby; FluorX; FM 1-43™; FM 4-46; Fura Red™ (pH alto); Fura-2, alto en calcio;
Fura-2, bajo en calcio; Genacryl Rojo Brillantre B; Genacryl Amarillo Brillante 10GF; Roda Genacryl 3G; Amarillo Genacryl
5GF; GFP (S65T); GFP rojo desplazado (rsGFP); GFP tipo salvaje, excitacion no UV (WtGFP); GFP tipo salvaje, excitacion
UV (WtGFP); GFPuy; Acido gloxalico; Azul granular; Hematoporfirina; Hoechst 33258; Hoechst 33342; Hoechst 34580;
HPTS; Hidroxicumarina;  Hidroxiestilbamidina  (FluoroGold);  Hidroxitriptamina; Indodicarbocianina  (DiD);
Indotricarbocianina (DiR); Intrawhite Cf; JC-1; JO-JO-1; JO-PRO-1; LaserPro; Laurodan; SUD 751; Leucophor PAF;
Leucophor SF; Leucophor WS; Lisamina rodamina; Lisamina Rodamina B; LOLO-1; LO-PRO-1; Amarillo Lucifer; Verde
Mag; Rojo Magdala (floxina B); Verde de magnesio; Naranja de magnesio; Verde malaquita; Azul Marina; Maxilon Flavina
brillante 10 GFF; Maxilon Brilliant Flavin 8 GFF; Merocianina; Metoxicumarina; Mitotracker Green FM; Mitotracker Orange;
Mitotracker Red; Mitramicina; Monobromobimano; Monobromobimano (mBBr-GSH); Monoclorobimano; MPS (metil verde
pironin estilbeno); NBD; NBD Amina; Rojo del Nilo; Nitrobenzoxadidole; Noradrenalina; Rojo Rapido Nuclear; Amarillo
nuclear; Nylosan Brilliant lavin E8G; Oregon Green™; Oregon Green 488-X; Oregon Green™ 488; Oregon Green™ 500;
Oregon Green™ 514; Pacifico Azul; Pararosanilina (Feulgen); PE-Cy5; PE-Cy7; PerCP; PerCP-Cy5.5; PE-TexasRed
(Rojo 613); Phloxin B (Magdala Red); Phorwite AR; Phorwite BKL; Phorwite Rev; Phorwite RPA; Fosfina 3R; PhotoResist;
Ficoeritrina B [PE]; Ficoeritrina R [PE]; PKH26; PKH67; PMIA; Pontocromo Azul Negro; POPO-1; POPO-3; PO-PRO-1;
PO-PRO-3; Primulina; Amarillo Procion; Yoduro de propidio (Pl); PyMPO; Pireno; Pironina; Pironina B; Pirozal brillante
Flavin 7GF; QSY 7; Mostaza quinacrina; Resorufin; RH 414; Rhod-2; Rodamina; Rodamina 110; Rodamina 123; Rodamina
5 GLD; Rodamina 6G; Rodamina B 540; Rodamina B 200; Rodamina B extra; Rodamina BB; Rodamina BG; Verde de
rodamina; Rodamina Phallicidine; Rodamina Faloidina; Rojo de rodamina; Rodamina WT; Rosa de bengala; R-ficoeritrina
(PE); GFP desplazado al rojo (rsGFP, S65T); S65A; S65C; S65L; S65T; Zafiro GFP; Serotonina; Rojo Brillante Sevron
2B; Rojo Sevron 4G; Rojo Brillante Sevron B; Naranja sevron; Amarillo Sevron L; sgBFP™; sgBFP™ (super bright BFP);
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sgGFP™; sgGFP™ (super brillo GFP); SITS; SITS (Primulina); SITS (acido isotiosulfonico de estilbeno); SPQ (6-metoxi-
N-(3-sulfopropil)-quinolinio); Estilbeno; Sulforrodamina B o C; Sulforrodamina G Extra; Tetraciclina; Tetrametilrodamina;
Texas Red™; Conjugado Texas Red-X™; Tiadicarbocianina (DiSC3); Tiazina roja R; Naranja tiazol; Tioflavina 5; Tioflavina
S; Tioflavina TCN; Tiolito; Tiozol naranja; Tinopol CBS (Blanco Calcofluor); TMR; TO-PRO-1; TO-PRO-3; TO-PRO-5;
TOTO-1; TOTO-3; TriColor (PE-Cy5); TRITC (tetrametilrodamina isotiocianato);; TruRed; Ultralite; Uranina B; Uvitex SFC;
wt GFP; WW 781; XL665; X-rodamina; XRITC; Naranja de xileno; Y66F; Y66H; Y66W; GFP amarillo; YFP; YO-PRO-1;
YO-PRO-3; YOYO-1; y YOYO-3. Muchas formas adecuadas de estos compuestos fluorescentes estan disponibles y
pueden usarse.

Otros ejemplos de marcadores detectables y/o moléculas de marcado incluyen marcadores luminiscentes y
bioluminiscentes (por ejemplo, biotina, luciferasa (por ejemplo, bacteriana, luciérnaga, escarabajo clic y similares),
luciferina y aequorina), radiomarcadores (por ejemplo, 3H, 1251, 35S, 14C o 32P), enzimas (por ejemplo, galactosidasas,
glucorinidasas, fosfatasas (por ejemplo, fosfatasa alcalina), peroxidasas (por ejemplo, peroxidasa de rabano picante) y
colinesterasas) y etiquetas calorimétricas como oro coloidal o vidrio o plastico coloreado (por ejemplo, perlas de
poliestireno, polipropileno y latex). Las patentes que ensefian el uso de tales etiquetas incluyen las Patentes de los
Estados Unidos Nos. 3,817,837, 3,850,752, 3,939,350, 3,996,345, 4,277,437, 4,275,149 y 4,366,241.

Los expertos en la técnica conocen bien los medios para detectar tales marcadores y/o moléculas de marcado detectables.
Asi, por ejemplo, los radiomarcadores pueden detectarse utilizando pelicula fotografica o contadores de centelleo, los
marcadores fluorescentes pueden detectarse utilizando un fotodetector para detectar la luz emitida. Las etiquetas
enzimaticas se detectan tipicamente proporcionando a la enzima un sustrato enzimatico y detectando el producto de
reaccion producido por la accién de la enzima sobre el sustrato enzimatico, y las etiquetas calorimétricas se pueden
detectar visualizando la etiqueta coloreada.

En algunas realizaciones, las moléculas de marcacion y/o marcacion detectable pueden comprender al menos una o mas
(por ejemplo, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al menos seis, al menos o siete 0 mas)
fluoréforos o puntos cuanticos. Sin desear estar sujeto a una teoria, el uso de un reactivo fluorescente puede reducir la
sefial a ruido en la imagen/lectura, manteniendo asi la sensibilidad. La secuencia de color de las moléculas marcadoras
en la etiqueta detectable puede proporcionar una identidad a la sonda informadora correspondiente. Por ejemplo, una
sonda informadora | comprende una etiqueta detectable con tres fluoréforos en el siguiente orden: fluoréforo A; fluoréforo
B y fluoréforo C; mientras que una sonda informadora Il comprende un marcador detectable con los mismos tres
fluoréforos, pero en un orden diferente: fluoréforo A; fluoréforo C y fluoréforo B. Mientras que las sondas informadoras | y
Il tienen los mismos fluoroéforos, las secuencias de color de la sonda informadora | y la sonda informadora Il son distintas,
lo que identifica las sondas informadoras individuales.

En algunas realizaciones, la molécula marcadora puede comprender una enzima que produce un cambio en el color de
un sustrato enzimatico. Se puede usar una variedad de enzimas como la peroxidasa de rabano picante (HRP) y el peréxido
alcalino (AP), con sustratos colorimétricos o fluorogénicos. En algunas realizaciones, la enzima informadora produce un
cambio calorimétrico que puede medirse como absorcién de luz a una longitud de onda particular. Las enzimas de ejemplo
incluyen, pero no se limitan a, beta-galactosidasas, peroxidasas, catalasas, fosfatasas alcalinas y similares.

La sonda informadora comprende una primera region especifica de la sonda diana que se une a una primera porcion de
la secuencia de nucledtidos de identificacion de una sonda diana. En consecuencia, la sonda informadora comprende: (a)
una primera region especifica de la sonda diana que se une a una primera porcion de la secuencia de nucledtidos de
identificacion; y (b) una etiqueta detectable que identifica la sonda informadora.

Como se usa en el presente documento, el término "primera regién especifica de la sonda diana" se refiere a una region
de una sonda informadora que se une a una primera porcion de la secuencia de nucleétidos de identificacion de una
sonda diana. La primera region especifica de la sonda diana puede comprender un patron espaciado con bastante
regularidad de un residuo de nucleétido y/o un grupo (por ejemplo, al menos 2 o mas) de residuos de nucledtidos en la
cadena principal. En algunas realizaciones, un residuo de nucleétido y/o un grupo (por ejemplo, al menos 2 o mas) de
residuos de nucleétido pueden estar separados al menos un promedio de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45 o 50 bases separadas dentro de la primera region especifica de la sonda diana. Esto permite una
primera region especifica de sonda diana que tiene un patréon regularmente espaciado de un nucleétido o un grupo de
nucledtidos que se une a una secuencia de nucleétidos que tiene un nucledtido complementario o un grupo de nucleétidos
complementarios regularmente separados por aproximadamente el mismo numero de bases. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, cuando la primera region especifica de la sonda diana contiene un patrén de residuos de adenina bastante
espaciado regularmente en la columna vertebral, puede unirse a una secuencia de nucledtidos que tiene un residuo de
timina bastante regularmente espaciado por aproximadamente el mismo nimero de bases.

En algunas realizaciones, al menos 30% o mas (incluyendo, por ejemplo, al menos 40%, al menos 50%, al menos 60%,
al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 97%, al menos 99% o 100%) de la primera region
especifica de la sonda diana es complementaria a una primera porcién de la secuencia de nucleétidos de identificacion.
Como se usa en este documento y en toda la memoria descriptiva, el término "complementario” se refiere a una primera
cadena de acido nucleico capaz de formar enlaces de hidrégeno con una segunda cadena de acido nucleico por Watson-
Crick tradicional u otros tipos no tradicionales. Un porcentaje de complementariedad indica el porcentaje de residuos en
una molécula de acido nucleico que puede formar enlaces de hidrégeno (por ejemplo, emparejamiento de bases de
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Watson-Crick) con una segunda secuencia de acidos nucleicos (por ejemplo, 5, 6, 7, 8, 9,10 de 10 siendo 50%, 60%,
70%, 80%, 90% y 100% complementario). La complementariedad "perfectamente complementaria” o 100% significa que
todos los residuos contiguos de una secuencia de acidos nucleicos formaran enlaces de hidrégeno con el mismo nimero
de residuos contiguos en una segunda secuencia de acidos nucleicos. La complementariedad menos que perfecta se
refiere a la situacion en la que algunos, pero no todos, los nucleétidos de dos cadenas pueden formar enlaces de hidrégeno
entre si. "Complementariedad sustancial" se refiere a cadenas de polinucleétidos que exhiben una complementariedad
de 90% o mas, excluyendo regiones de las cadenas de polinucledtidos, tales como voladizos, que se seleccionan para
que no sean complementarias. La unién especifica requiere un grado suficiente de complementariedad para evitar la union
no especifica de la secuencia oligomérica a secuencias no diana en condiciones en las que se desea la union especifica,
es decir, ensayos in vitro, en condiciones en las que se realizan los ensayos. Las secuencias no objetivo tipicamente
difieren en al menos 1, 2, 3, 4 o 5 nucledtidos.

En algunas realizaciones, la primera region especifica de la sonda diana puede identificarse para su uso en la sonda
informadora usando los métodos y sistemas informaticos descritos en la Patente de los Estados Unidos No. 8,415,102 de
NanoString Technologies, Inc.

En algunas realizaciones, la primera region especifica de la sonda diana y un marcador detectable se pueden acoplar
entre si mediante al menos uno o mas enlazadores como se describe en el presente documento. En algunas realizaciones,
el enlazador entre la primera regién especifica de la sonda diana y el marcador detectable puede comprender un enlace
amida. En algunas realizaciones, el enlazador entre la primera region especifica de la sonda diana y el marcador
detectable puede comprender un enlazador quimico como se describe en el presente documento.

En algunas realizaciones, las moléculas de marcacion y/o marcacion detectable pueden detectarse usando un
microscopio epifluorescente. En algunas realizaciones, las moléculas de marcacion y/o marcacion detectable pueden
detectarse usando un microscopio fluorescente.

En algunas realizaciones, el marcador detectable y/o las moléculas de marcado pueden detectarse mediante el uso de
espectroscopia. Se pueden usar numerosos tipos de métodos espectroscopicos. Ejemplos de tales métodos incluyen,
pero no se limitan a, espectroscopia ultravioleta, espectroscopia de luz visible, espectroscopia infrarroja, espectroscopia
de rayos X, espectroscopia de fluorescencia, espectroscopia de masas, resonancia de plasmones (por ejemplo, Cherif et
al., Clinical Chemistry, 52: 255- 262 (2006) y la Patente de los Estados Unidos No. 7,030,989), espectroscopia de
resonancia magnética nuclear, espectroscopia Raman, enfriamiento de fluorescencia, transferencia de energia de
resonancia de fluorescencia, fluorescencia intrinseca, fluorescencia de ligando y similares.

En algunas realizaciones, el marcador detectable y/o las moléculas de marcado pueden detectarse mediante el uso de
anisotropia de fluorescencia. La anisotropia de fluorescencia se basa en la mediciéon de la polarizaciéon en estado
estacionario de la muestra de fluorescencia fotografiada en una disposicién confocal. Una fuente de excitacion laser
polarizada linealmente excita preferentemente moléculas diana fluorescentes con momentos de transiciéon alineados
paralelos al vector de polarizacion incidente. La fluorescencia resultante se recoge y se dirige a dos canales que miden la
intensidad de la fluorescencia polarizada tanto paralela como perpendicular a la del haz de excitaciéon. Con estas dos
mediciones, la anisotropia de fluorescencia, r, se puede determinar a partir de la ecuacion: r = (Intensidad paralela-
Intensidad perpendicular)/(Intensidad paralela+2 (Intensidad perpendicular)) donde los términos | indican mediciones de
intensidad paralelas y perpendiculares a la polarizacion incidente. Se ha descrito la deteccion de anisotropia fluorescente
de moléculas fluorescentes. En consecuencia, la anisotropia de fluorescencia se puede acoplar a numerosos marcadores
fluorescentes como se ha descrito aqui y como se ha descrito en la técnica.

En algunas realizaciones, las moléculas de marcacion y/o marcaciones detectables pueden detectarse mediante el uso
de transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (FRET). La transferencia de energia de resonancia de
fluorescencia se refiere a un mecanismo de transferencia de energia entre dos moléculas fluorescentes. Un donante
fluorescente se excita con su longitud de onda de excitacion fluorescente. Este estado excitado se transfiere de forma no
radiactiva a una segunda molécula, el aceptor fluorescente. La transferencia de energia de resonancia de fluorescencia
se puede usar dentro de numerosas configuraciones para detectar el marcador detectable y/o las moléculas de marcado.
Por ejemplo, en algunas realizaciones, una primera molécula marcadora puede marcarse con un donante fluorescente y
la segunda molécula marcadora puede marcarse con un aceptor fluorescente. Por consiguiente, tales moléculas de
marcacion primera y segunda marcadas pueden usarse dentro de ensayos de competicion para detectar la etiqueta y/o
moléculas de marcacion detectables. Se pueden utilizar numerosas combinaciones de donantes fluorescentes y aceptores
fluorescentes para la deteccion.

En algunas realizaciones, las moléculas detectables y/o marcadoras pueden detectarse mediante el uso de analisis de
polinucledtidos. Ejemplos de tales métodos incluyen, entre otros, los basados en hibridacion de polinucleétidos, ligadura
de polinucleodtidos, amplificacion de polinucleétidos, degradacion de polinucleétidos y similares. Los métodos que utilizan
colorantes de intercalacion, transferencia de energia de resonancia de fluorescencia, deteccidon capacitiva de acido
desoxirribonucleico y amplificacion de acido nucleico se han descrito, por ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos
7,118, 910 y 6,960,437). Dichos métodos se pueden adaptar para proporcionar la deteccion del marcador detectable y/o
las moléculas de marcado. En algunas realizaciones, la extincion de fluorescencia, balizas moleculares, transferencia de
electrones, conductividad eléctrica y similares se pueden usar para analizar la interaccion de polinucleétidos. Dichos
métodos son conocidos y se han descrito, por ejemplo, en Jarvius, DNA Tools and Microfluidic Systems for Molecular
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Analysis, Digital Comprehensive Summary of Uppsala Dissertations from the Faculty of Medicine 161, ACTA
UNIVERSITATIS UPSALIENSIS UPPSALA 2006, ISBN: 91-554-6616-8; Singh-Zocchi et al., Proc. Natl. Acad. Sci, 100:
7605-7610 (2003); Wang et al. Anal. Chem, 75: 3941-3945 (2003); and Fan et al., Proc. Natl. Acad. Sci, 100: 9134-9137
(2003) y en la Patente de los Estados Unidos No. 6,958,216; No. 5,093,268; y 6,090,545. En algunas realizaciones, el
analisis de polinucledtidos es por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Los fundamentos de la PCR son bien
conocidos por los expertos en la técnica, ver, por ejemplo, McPherson, et al., PCR, A Practical Approach, IRL Press,
Oxford, Ing. (1991).

En algunas realizaciones, las sondas informadoras pueden comprender ademas una etiqueta de afinidad, que se describe
en detalle en la seccién "Sondas de captura" a continuacion.

En algunas realizaciones, se coloca una etiqueta de afinidad cerca o en un extremo de la sonda informadora de modo
que la unién de la sonda informadora a una superficie de sustrato solido no interfiere significativamente con la deteccion
del marcador detectable.

En algunas realizaciones, la(s) sonda(s) informadora(s) descrita en el presente documento se refiere a una "sonda
informadora" o "sonda(s) de nanoinformador marcada" o "sonda(s) de nanoinformador" como se describe en la Patente
de los Estados Unidos No. 8519115; y la Solicitud de Patente de los Estados Unidos Pub. Nos. 2014/0017688;
US2014/0037620; US2013/0017971; US 2013/0230851; US 2011/0201515; US 2011/0086774; US 2011/0229888; y US
2010/0261026, todos los cuales estan asignados a Nanostring Technologies, Inc.

Sonda de captura

Como se usa en este documento, el término "sonda de captura" generalmente se refiere a una molécula sintética que se
une a una segunda porcion de la secuencia de nucleétidos de identificacion de una sonda diana y opcionalmente
comprende una etiqueta de afinidad. Como se usa en el presente documento, el término "etiqueta de afinidad" se refiere
a una molécula que permite la inmovilizacion reversible o reversible de la sonda de captura y la secuencia de nucleétidos
de identificacion unida a una superficie de sustrato soélido, por ejemplo, para permitir la visualizacién y/o formacién de
imagenes del complejo unido. En algunas realizaciones, la inmovilizacién de las secuencias de nucledtidos de
identificacion liberadas puede proporcionar sefiales espaciales distinguibles que identifican las sondas de captura
acopladas a las secuencias de nucleétidos de identificacion liberadas. Ejemplos de un sustrato sélido incluyen, pero no
se limitan a, un dispositivo para microfluidos, un cartucho, una placa de microtitulacion, un tubo, una particula magnética,
un andamio y una matriz.

La etiqueta de afinidad de la sonda de captura puede unirse a una superficie de sustrato sélido a través de una interaccion
covalente o no covalente. La inmovilizacién o unién de la etiqueta de afinidad a una superficie de sustrato sélido puede
ocurrir de forma covalente o no covalente usando cualquiera de los métodos conocidos por los expertos en la materia.
Por ejemplo, la inmovilizacién covalente se puede lograr mediante, por ejemplo, el acoplamiento de silano. Véase, por
ejemplo, Weetall, 15 Adv. Mol. Cell Bio. 161 (2008); Weetall, 44 Meths. Enzymol 134 (1976). La interaccién covalente
entre la etiqueta de afinidad y la superficie del sustrato sélido también puede estar mediada por otras reacciones quimicas
reconocidas en la técnica, como la reaccion de NHS o un agente de conjugacion. La interaccion no covalente entre la
etiqueta de afinidad y la superficie del sustrato sélido se puede formar con base en interacciones idnicas, interacciones
de van der Waals, interacciones dipolo-dipolo, enlaces de hidrogeno, interacciones electrostaticas y/o interacciones de
reconocimiento de forma.

En algunas realizaciones, la etiqueta de afinidad puede comprender un enlazador como se describe aqui. Por ejemplo,
en algunas realizaciones, la etiqueta de afinidad puede comprender un miembro de un par de moléculas de acoplamiento
como se describe en la seccion "enlazadores" a continuacion. En algunas realizaciones, la etiqueta de afinidad puede
comprender un miembro del par de acoplamiento biotina-avidina o biotina-estreptavidina. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, la etiqueta de afinidad puede comprender una molécula de biotina, mientras que la superficie sdélida se
puede acoplar con avidina y/o estreptavidina.

En algunas realizaciones, la etiqueta de afinidad puede comprender un enlazador fisico. Por ejemplo, la etiqueta de
afinidad puede comprender una particula magnética, donde la etiqueta de afinidad se inmoviliza en una superficie de
sustrato solido bajo una fuerza magnética.

En algunas realizaciones, las sondas de captura tienen estructuras secundarias minimas o nulas, como cualquier
interaccion estable de apareamiento de bases intramoleculares (por ejemplo, horquillas). Sin desear limitarse a la teoria,
la estructura secundaria minima en las sondas de captura puede proporcionar una mejor hibridacion entre el esqueleto
de la sonda de captura y una parte de las secuencias de nucleétidos de identificacion. Ademas, la estructura secundaria
minima en las sondas de captura puede proporcionar una mejor unién del complejo unido (es decir, un complejo que
comprende una sonda de captura unida a una secuencia de nucledtidos de identificacion) a una superficie de sustrato
solido. En algunas realizaciones, las sondas de captura descritas aqui no tienen apareamiento intramolecular significativo
a una temperatura de fusionamiento predeterminada. La temperatura de fusionamiento predeterminada puede variar de
aproximadamente 65°C-80°C o de aproximadamente 70°C-80°C o de aproximadamente 70°C-75°C.

En algunas realizaciones, la sonda de captura puede comprender una segunda region especifica de la sonda diana que
se une a una segunda porcion de la secuencia de nucleétidos de identificacion de una sonda diana. En consecuencia, en

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2754 177 T3

algunas realizaciones, una sonda de captura puede comprender: (a) una segunda region especifica de la sonda diana
que se une a una segunda porcién de la secuencia de nucleétidos de identificacion; y opcionalmente (b) una etiqueta de
afinidad.

Como se usa en el presente documento, el término "segunda region especifica de la sonda diana" se refiere a una region
de una sonda de captura que se une a una segunda porcion de la secuencia de nucleétidos de identificacion de una sonda
diana. La segunda region especifica de la sonda diana puede comprender un patrén espaciado bastante regularmente de
un residuo de nucleétido y/o un grupo (por ejemplo, al menos 2 o mas) de residuos de nucledtidos en la cadena principal.
En algunas realizaciones, un residuo de nucleétido y/o un grupo (por ejemplo, al menos 2 o mas) de residuos de nucleétido
pueden estar separados al menos un promedio de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 450
50 bases separadas dentro de la segunda regién especifica de la sonda diana. Esto permite una segunda region especifica
de la sonda diana que tiene un patrén regularmente espaciado de un nucleétido o un grupo de nucleétidos que se une a
una secuencia de nucledtidos que tiene un nucleétido complementario o un grupo de nucleétidos complementarios
regularmente separados por aproximadamente el mismo numero de bases. Por ejemplo, en algunas realizaciones, cuando
la segunda region especifica de la sonda diana contiene un patron de residuos de adenina bastante espaciado
regularmente en la columna vertebral, puede unirse a una secuencia de nucledtidos que tiene un residuo de timina
bastante regularmente espaciado por aproximadamente el mismo ndmero de bases.

En algunas realizaciones, al menos 30% o mas (incluyendo, por ejemplo, al menos 40%, al menos 50%, al menos 60%,
al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 97%, al menos 99% o 100%) de la segunda region
especifica de la sonda diana es complementaria a una segunda porcion de la secuencia de nucleétidos de identificacion.

En algunas realizaciones, la segunda region especifica de la sonda diana se puede identificar para usar en la sonda de
captura usando los métodos y sistemas informaticos descritos en la Patente de los Estados Unidos No. 8,415,102 de
NanoString Technologies, Inc.

En algunas realizaciones, la segunda region especifica de la sonda diana y una etiqueta de afinidad se pueden acoplar
entre si por al menos uno o mas enlazadores como se describe en el presente documento. En algunas realizaciones, el
enlazador entre la segunda regién especifica de la sonda diana y la etiqueta de afinidad puede comprender un enlace
amida. En algunas realizaciones, el enlazador entre la segunda region especifica de la sonda diana y la etiqueta de
afinidad puede comprender un enlazador quimico como se describe en el presente documento.

En algunas realizaciones, la(s) sonda(s) de captura descritas en el presente documento se refieren a una "sonda de
captura" o "sonda de nanoinformador no etiquetada" o "sonda(s) de nanoinformador" como se describe en la Patente de
los Estados Unidos No. 8519115; y la Solicitud Publicacion de Patentes de los Estados Unidos Nos. 2014/0017688;
2014/0037620; US2013/0017971; US 2013/0230851; US 2011/0201515; US 2011/0086774; US 2011/0229888; y US
2010/0261026, todas las cuales estan asignadas a Nanostring Technologies, Inc.

Cuando se utilizan sondas informadoras y sondas de captura en los métodos y/o sistemas descritos en este documento,
la primera region especifica de la sonda diana de una sonda informadora y la segunda region especifica de la sonda diana
de una sonda de captura deben hibridarse en una porcion de una secuencia de identificacion de nucleétidos en diferentes
posiciones. Por ejemplo, las porciones de las secuencias de nucleétidos de identificacion a las que hibridan las regiones
especificas del objetivo del indicador y las sondas de captura pueden ser al menos 1, al menos 2, al menos 3, al menos
4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al
menos 14, al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos 19, al menos 20, al menos 30, al menos 40 o
mas pares de bases separados.

Sistemas, por ejemplo, para la deteccion multiplexada de moléculas diana en una muestra

Se pueden llevar a cabo diversas realizaciones de los métodos descritos en este documento en uno o mas médulos
funcionales en un sistema o un sistema informatico como se describe en este documento. Por consiguiente, en este
documento se describe un sistema para la detecciéon multiplexada de una pluralidad de moléculas diana en una muestra.

La Figura 18A representa un dispositivo o un sistema 600 informatico que comprende uno o mas procesadores 630 y una
memoria 650 que almacena uno o mas programas 620 para su ejecucion por uno o mas procesadores 630.

En algunas realizaciones, el dispositivo o sistema 600 informatico puede comprender ademas un medio 700 de
almacenamiento no transitorio legible por ordenador que almacena el uno o mas programas 620 para su ejecucion por
uno o mas procesadores 630 del dispositivo o sistema 600 informatico.

En algunas realizaciones, el dispositivo o sistema 600 informatico puede comprender ademas uno o mas dispositivos de
entrada 640, que pueden configurarse para enviar o recibir informacion a o desde cualquiera del grupo que consiste en:
un dispositivo externo (no mostrado), el uno o mas procesadores 630, la memoria 650, el medio de almacenamiento
legible por ordenador 700 no transitorio, y uno o mas dispositivos 660 de salida.

En algunas realizaciones, el dispositivo o sistema 600 informatico puede comprender ademas uno o mas dispositivos 660
de salida, que pueden configurarse para enviar o recibir informacion a o desde cualquiera del grupo que consiste en: un
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dispositivo externo (no mostrado), el uno o mas procesadores 630, la memoria 650 y el medio 700 de almacenamiento
legible por ordenador no transitorio.

En algunas realizaciones, el dispositivo o sistema 600 informatico para la deteccion multiplexada de moléculas diana en
una muestra comprende: uno o mas procesadores; y memoria para almacenar uno o mas programas, el uno o mas
programas que comprenden instrucciones para:

(a) recibir dicha al menos una muestra de prueba que comprende una muestra y una pluralidad de sondas diana descritas
en el presente documento;

(b) liberar las secuencias de nucleétidos de identificacion de las sondas diana que estan unidas a las moléculas diana en
la muestra;

(c) detectar sefiales de las secuencias de nucleétidos de identificacion liberadas;

(d) determinar la presencia de una o mas moléculas diana en la muestra en funcion de las sefales detectadas realizando
lo siguiente:

i) identificar las sondas detectables de las sondas informadoras que corresponden a las sefiales detectadas;

ii) identificar las secuencias de nucleétidos de identificacion de las sondas diana que corresponden a las sondas
detectables con base en las primeras regiones especificas de la sonda diana de las sondas informadoras; y

iii) identificar las moléculas de unién a dianas que corresponden a las secuencias de nucleétidos de identificacion; y

(e) mostrar un contenido basado en parte en la salida del analisis de dicho médulo de analisis, en donde el contenido
comprende una sefial indicativa de lo siguiente: (i) la presencia de una o mas moléculas diana en la muestra, (ii) la
ausencia de una o mas moléculas diana en la muestra, y/o (iii) niveles de expresion de una o mas moléculas diana en la
muestra.

La Figura 18B representa un dispositivo o un sistema 600 (por ejemplo, un sistema informatico) para obtener datos de al
menos una muestra de prueba obtenida de al menos un sujeto. El sistema se puede utilizar para la deteccién multiplexada
de moléculas diana en una muestra. El sistema comprende:

(a) al menos un médulo 601 de procesamiento de muestras que comprende instrucciones para recibir dicha al menos una
muestra de prueba que comprende una muestra y una pluralidad de sondas diana descritas en el presente documento; y
liberar las secuencias de nucleétidos de identificacién de las sondas diana que estan unidas a las moléculas diana en la
muestra;

(b) un médulo 602 de deteccion de sefal que comprende instrucciones para detectar sefiales de las secuencias de
nucledtidos de identificacion liberadas;

(c) al menos un moédulo 604 de almacenamiento de datos que comprende instrucciones para almacenar las sefiales
detectadas de (b) e informacion asociada con las secuencias de nucledtidos de identificacion de las sondas diana;

(d) al menos un médulo 606 de analisis que comprende instrucciones para determinar la presencia de una o mas
moléculas diana en la muestra con base en las sefiales detectadas; y

(e) al menos un médulo 610 de visualizacion para mostrar un contenido basado en parte en la salida de analisis de dicho
modulo de analisis, en donde el contenido comprende una sefial indicativa de lo siguiente: (i) la presencia de una o mas
moléculas diana en la muestra, (ii) la ausencia de una o mas moléculas diana en la muestra, y/o (iii) los niveles de
expresion de una o mas moléculas diana en la muestra.

En algunas realizaciones, el médulo 601 de procesamiento de muestra puede adaptarse para aislar células diana, como
células individuales o como poblacion, de la muestra. En algunas realizaciones, el moédulo de procesamiento de muestras
puede comprender un dispositivo para microfluidos para la separacion magnética de células diana o células interferentes
de una muestra usando los métodos y dispositivos descritos en la Solicitud Internacional de Patente No. WO 2013/078332.

En algunas realizaciones, el moédulo 601 de procesamiento de muestras puede comprender una placa de multiples pozos
(por ejemplo, 96 pozos, 384 pozos 0 nanopozos o micropozos) para analisis unicelulares.

En algunas realizaciones, el médulo 601 de procesamiento de muestra se puede adaptar para extraer moléculas de acidos
nucleicos de la misma muestra para analisis de acidos nucleicos. Las técnicas para el analisis de acidos nucleicos se
conocen en la técnica y se pueden usar para analizar la muestra de prueba para determinar las medidas de expresion de
genes o acido nucleico, por ejemplo, pero sin limitarse a, secuenciacion de ADN, secuenciacion de ARN, secuenciacion
de novo, secuenciacion de proxima generacion tales como secuenciacion de firma masivamente paralela (MPSS),
secuenciacion de polonias, secuenciacion por pirosis, secuenciacion lllumina (Solexa), secuenciacion SOLID,
secuenciacion de semiconductores idnicos, secuenciacion por nanobalas de ADN, secuenciacion de una sola molécula
de Heliscope, secuenciacion de una sola molécula en tiempo real (SMRT), secuenciacion de ADN por nanoporos,
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secuenciacion por hibridacién, secuenciacion con espectrometria de masas, secuenciacion Sanger por microfluidos,
técnicas de secuenciacion basadas en microscopia, secuenciacion de ARN polimerasa (RNAP) o cualquier combinacion
de las mismas.

Por consiguiente, en algunas realizaciones, el sistema descrito en el presente documento puede usarse para generar
perfiles integrados, por ejemplo, perfiles de expresion de proteinas y moléculas de acidos nucleicos a partir de la misma
muestra.

En algunas realizaciones, el médulo 601 de procesamiento de muestra o el médulo 602 de deteccion de sefial pueden
comprender ademas instrucciones para contactar las secuencias de nucleétidos de identificacién liberadas con sondas
informadoras descritas en el presente documento.

En algunas realizaciones, el médulo 601 de procesamiento de muestra o el médulo 602 de deteccion de sefial pueden
comprender ademas instrucciones para contactar las secuencias de nucleétidos de identificacién liberadas con sondas
de captura descritas en el presente documento.

En algunas realizaciones, el médulo 601 de procesamiento de muestra o el médulo 602 de deteccion de sefial pueden
comprender ademas instrucciones para inmovilizar los nucleétidos de identificacion liberados a un sustrato sélido a través
de la etiqueta de afinidad descrita en este documento. Ejemplos de un sustrato sélido incluyen, entre otros, un dispositivo
para microfluidos, un cartucho, un tubo, una placa de microtitulacién, una particula magnética y cualquier combinacién de
los mismos.

En algunas realizaciones, el mddulo 606 de analisis puede comprender ademas instrucciones para (i) identificar las sondas
detectables de las sondas informadoras que corresponden a las sefiales detectadas; (ii) identificar las secuencias de
nucledtidos de identificacién de las sondas diana que corresponden a las sondas detectables con base en las primeras
regiones especificas de la sonda diana de las sondas informadoras; v (iii) identificar las moléculas de unién a la diana que
corresponden a las secuencias de nucleétidos de identificacion, determinando asi la presencia de una o mas moléculas
diana en la muestra en funcion de las sefales detectadas.

En algunas realizaciones, el mddulo 606 de analisis puede comprender ademas instrucciones para identificar una etiqueta
detectable correspondiente a una pluralidad de sefiales de luz emitidas desde cada etiqueta detectable, en donde un
orden espacial o temporal de la pluralidad de las sefales de luz es Unico para cada etiqueta detectable.

En algunas realizaciones, el modulo 606 de analisis puede comprender ademas instrucciones para generar un umbral
para las sefales detectadas. Por ejemplo, las sefiales se pueden restringir con base en la unién no especifica. En algunas
realizaciones, el umbral es mayor que el de las sefiales de la unién no especifica. Solo a modo de ejemplo, el umbral se
puede determinar utilizando la desviacién estandar y el error de medicion de al menos una proteina de control. En algunas
realizaciones, el umbral puede ser al menos 50% o mas (incluyendo, por ejemplo, al menos 60%, al menos 70%, al menos
80%, al menos 90%, al menos 95% o mas) mayor que ese de las sefiales de la union no especifica. En algunas
realizaciones, el umbral puede ser al menos 1.1 veces o mas (incluyendo, por ejemplo, al menos 1.2 veces, al menos 1.3
veces, al menos 1.4 veces, al menos 1.5 veces, al menos 2 veces, o superior) mayor que el de las sefiales de la unién no
especifica.

En algunas realizaciones, el médulo 606 de analisis puede comprender ademas instrucciones para cuantificar las sefiales
normalizando las senales asociadas con las sondas diana mediante las sefales asociadas con las sondas de control. En
una realizacion, las sefiales se cuantifican y se expresan como el nimero de secuencias de nucleétidos de identificacion
detectadas por agente de union a la diana.

Dependiendo de la naturaleza de las muestras de prueba y/o aplicaciones de los sistemas segun lo deseen los usuarios,
el médulo 610 de visualizacion puede mostrar ademas contenido adicional. En algunas realizaciones donde la muestra
de prueba se recoge o deriva de un sujeto para evaluacion diagnéstica, el contenido visualizado en el médulo 610 de
visualizacion puede comprender ademas una sefial indicativa de un diagnéstico de una afeccioén (por ejemplo, enfermedad
o trastorno tal como cancer).

En algunas realizaciones en las que la muestra de prueba se recoge o deriva de un sujeto para la seleccion y/o evaluacion
de un régimen de tratamiento para un sujeto, el contenido puede comprender ademas una sefial indicativa de un régimen
de tratamiento personalizado para el sujeto. En algunas realizaciones, el contenido puede comprender ademas una sefial
indicativa de la respuesta al tratamiento.

En este documento también se describe un medio 700 legible por ordenador tangible y no transitorio (por ejemplo, sin
formas transitorias de transmision de sefal) que tiene instrucciones legibles por ordenador grabadas en él para definir
modulos de software para implementar un método en un ordenador. En algunas realizaciones, el medio 700 legible por
ordenador almacena uno o mas programas para la deteccion multiplexada de moléculas diana en una muestra. El uno o
mas programas para la ejecucion por uno o mas procesadores de un sistema informatico comprende (a) instrucciones
para determinar la presencia de una o mas moléculas diana en la muestra en funcién de las sefales detectadas de las
secuencias de nucledtidos de identificacion liberadas realizando lo siguiente: (i) identificar las sondas detectables de las
sondas informadoras que corresponden a las sefiales detectadas; (ii) identificar las secuencias de nucledtidos de
identificacion de las sondas diana que corresponden a las sondas detectables con base en las primeras regiones
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especificas de la sonda diana de las sondas informadoras; y (iii) identificar las moléculas de union a la diana que
corresponden a las secuencias de nucleétidos de identificacion; y (b) instrucciones para mostrar un contenido basado en
parte en la salida de andlisis de dicho moédulo de analisis, en donde el contenido comprende una seial indicativa de lo
siguiente: (i) la presencia de una o mas moléculas diana en la muestra, (ii) la ausencia de una o mas moléculas diana en
la muestra, y/o (iii) los niveles de expresion de una o mas moléculas diana en la muestra.

Dependiendo de la naturaleza de las muestras de prueba y/o aplicaciones de los sistemas segun lo deseen los usuarios,
el medio 700 de almacenamiento legible por ordenador puede comprender ademas instrucciones para mostrar contenido
adicional. En algunas realizaciones en las que la muestra de prueba se recoge o deriva de un sujeto para evaluacion
diagndstica, el contenido que se muestra en el médulo de visualizacion puede comprender ademas una sefal indicativa
de un diagndstico de una afeccion (por ejemplo, enfermedad o trastorno) en el sujeto. En algunas realizaciones en las
que la muestra de prueba se recoge o deriva de un sujeto para la seleccion y/o evaluacion de un régimen de tratamiento
para un sujeto, el contenido puede comprender ademas una sefial indicativa de un régimen de tratamiento personalizado
para el sujeto. En algunas realizaciones, el contenido puede comprender ademas una sefal indicativa de la respuesta al
tratamiento.

Las realizaciones de los sistemas descritos en este documento se han descrito a través de mddulos funcionales, que se
definen mediante instrucciones ejecutables por ordenador grabadas en medios legibles por ordenador y que hacen que
un ordenador realice pasos de método cuando se ejecuta. Los médulos han sido segregados por funcién en aras de la
claridad. Sin embargo, debe entenderse que los médulos no necesitan corresponder a bloques discretos de cédigo y que
las funciones descritas pueden llevarse a cabo mediante la ejecucion de varias porciones de cédigo almacenadas en
diversos medios y ejecutadas en varios momentos. Ademas, debe apreciarse que los médulos pueden realizar otras
funciones, por lo tanto, los médulos no se limitan a tener funciones particulares o un conjunto de funciones.

Los dispositivos informaticos incluyen tipicamente una variedad de medios, que pueden incluir medios de almacenamiento
legibles por ordenador y/o medios de comunicaciones, en los que estos dos términos se usan en este documento de
manera diferente entre si de la siguiente manera. Los medios de almacenamiento legibles por ordenador o los medios
legibles por ordenador (por ejemplo, 700) pueden ser cualquier medio tangible disponible (por ejemplo, medios de
almacenamiento tangibles) a los que pueda acceder la ordenador, generalmente son de naturaleza no transitoria y pueden
incluir tanto volatiles como medios no volatiles, medios extraibles y no extraibles. A modo de ejemplo, y sin limitacion, los
medios de almacenamiento legibles por ordenador se pueden implementar en conexién con cualquier método o tecnologia
para el almacenamiento de informacién, como instrucciones legibles por ordenador, médulos de programa, datos
estructurados o datos no estructurados. Los medios de almacenamiento legibles por ordenador pueden incluir, entre otros,
RAM (memoria de acceso aleatorio), ROM (memoria de solo lectura), EEPROM (memoria de solo lectura programable
borrable), memoria instantanea u otra tecnologia de memoria, CD-ROM (disco compacto memoria de solo lectura), DVD
(disco versatil digital) u otro almacenamiento de disco Optico, casetes magnéticos, cinta magnética, almacenamiento en
disco magnético u otros dispositivos de almacenamiento magnético, u otros medios tangibles y/o no transitorios que
pueden usarse para almacenar la informacion deseada. Se puede acceder a los medios de almacenamiento legibles por
ordenador mediante uno o mas dispositivos informaticos locales o remotos, por ejemplo, a través de solicitudes de acceso,
consultas u otros protocolos de recuperaciéon de datos, para una variedad de operaciones con respecto a la informacién
almacenada por el medio.

Por otro lado, los medios de comunicacion tipicamente incorporan instrucciones legibles por ordenador, estructuras de
datos, médulos de programa u otros datos estructurados o no estructurados en una sefial de datos que puede ser
transitoria tal como una sefal de datos modulada, por ejemplo, una onda portadora u otro mecanismo de transporte, e
incluye cualquier entrega de informacién o medios de transporte. El término "sefial de datos modulada" o sefales se
refiere a una sefal que tiene una o mas de sus caracteristicas establecidas o cambiadas de tal manera que codifique
informacion en una o mas sefales. A modo de ejemplo, y sin limitacion, los medios de comunicacion incluyen medios
cableados, como una red cableada o conexion directa, y medios inalambricos como acusticos, radiofrecuencia (RF),
infrarrojos y otros medios inalambricos.

En algunas realizaciones, los medios 700 de almacenamiento legibles por ordenador pueden incluir el sistema "en la
nube", en donde un usuario puede almacenar datos en un servidor remoto, y luego acceder a los datos o realizar un
andlisis adicional de los datos del servidor remoto.

Los datos legibles por ordenador incorporados en uno o mas medios legibles por ordenador, o el medio 700 legible por
ordenador, pueden definir instrucciones, por ejemplo, como parte de uno o mas programas, que, como resultado de ser
ejecutados por un ordenador, instruir a la ordenador para que realice una o mas de las funciones descritas en el presente
(por ejemplo, en relacion con el sistema 600, o el medio 700 legible por ordenador), y/o diversas realizaciones, variaciones
y combinaciones de las mismas. Dichas instrucciones pueden escribirse en cualquiera de una pluralidad de lenguajes de
programacion, por ejemplo, Java, J#, Visual Basic, C, C#, C++, Fortran, Pascal, Eiffel, Basic, lenguaje ensamblador
COBOL y similares, o cualquiera de variedad de combinaciones de los mismos. Los medios legibles por ordenador en los
que se incorporan tales instrucciones pueden residir en uno o mas de los componentes del sistema 600, o el medio 700
legible por ordenador descrito en este documento, pueden distribuirse a través de uno o mas de dichos componentes y
pueden estar en transicion hay entre ellos.
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Los medios legibles por ordenador pueden ser transportables de tal manera que las instrucciones almacenadas alli pueden
cargarse en cualquier recurso informatico para implementar los ensayos y/o métodos descritos aqui. Ademas, debe
apreciarse que las instrucciones almacenadas en el medio legible por ordenador, o el medio 700 legible por ordenador,
descrito anteriormente, no se limitan a instrucciones incorporadas como parte de un programa de aplicacion que se ejecuta
en un ordenador host. Por el contrario, las instrucciones pueden incorporarse como cualquier tipo de coédigo de ordenador
(por ejemplo, software o microcédigo) que puede emplearse para programar un ordenador para implementar los ensayos
y/o métodos descritos aqui. Las instrucciones ejecutables del ordenador pueden estar escritas en un lenguaje de
ordenador adecuado o en una combinacién de varios idiomas. Los expertos en la técnica conocen los métodos basicos
de biologia computacional y se describen, por ejemplo, en Setubal and Meidanis et al., Introduction to Computational
Biology Methods (PWS Publishing Company, Boston, 1997); Salzberg, Searles, Kasif, (Ed.), Computational Methods in
Molecular Biology, (Elsevier, Amsterdam, 1998); Rashidi and Buehler, Bioinformatics Basics: Application in Biological
Science and Medicine (CRC Press, London, 2000) y Ouelette and Bzevanis Bioinformatics: A Practical Guide for Analysis
of Gene and Proteins (Wiley & Sons, Inc., 2nd ed., 2001) .

Los modulos funcionales de ciertas realizaciones del sistema o sistema informatico descritos en el presente documento
pueden incluir un médulo de procesamiento de muestras, un modulo de deteccidon de sefal, un dispositivo de
almacenamiento, un médulo de analisis y un modulo de visualizacion. Los médulos funcionales se pueden ejecutar en
una o varias ordenadores, o mediante el uso de una o varias redes de ordenadores. El médulo 602 de deteccion de senal
puede tener instrucciones ejecutables por ordenador para detectar sefiales de las secuencias de nucledtidos de
identificacion liberadas.

En algunas realizaciones, el modulo 602 de deteccion de sefial puede tener instrucciones ejecutables por ordenador para
proporcionar informacion de secuencia en forma legible por ordenador, por ejemplo, para la secuenciacion de ARN. En
estas realizaciones, el sistema puede permitir mediciones simultaneas de moléculas diana (por ejemplo, proteinas) y
moléculas de acidos nucleicos de la misma muestra. Por ejemplo, los perfiles de expresion integrados de las proteinas y
las moléculas de acidos nucleicos se pueden usar para estudiar proteinas que interactian con elementos reguladores
genéticos como los microARN. Como se usa en el presente documento, "informacion de secuencia" se refiere a cualquier
secuencia de nucleétidos y/o aminoacidos, que incluye, pero no se limita a secuencias de nucledtidos y/o aminoacidos de
longitud completa, secuencias de nucleétidos y/o aminoacidos parciales, o secuencias mutadas. Ademas, la informacion
"relacionada con" la informacion de secuencia incluye la deteccion de la presencia o ausencia de una secuencia (por
ejemplo, deteccion de una mutacion o eliminacion), determinacion de la concentracion de una secuencia en la muestra
(por ejemplo, niveles de expresion de secuencia de aminoacidos, o niveles de expresion de nucleodtidos (ARN o ADN), y
similares. El término "informacién de secuencia" pretende incluir la presencia o ausencia de modificaciones postraduccion
(por ejemplo, fosforilacion, glucosilacion, sumilacion, farnesilacion y similares).

Como ejemplo, los médulos de deteccion de sefial 602 para determinar la informacion de secuencia pueden incluir
sistemas conocidos para andlisis de secuencia automatizado que incluyen pero no se limitan a escaneres fluorescentes
Hitachi FMBIO® e Hitachi FMBIO® Il (disponibles de Hitachi Genetic Systems, Alameda, California); Spectrumedix® SCE
9610 Fully Automated 96Capillary Electrophoresis Genetic Analysis Systems (disponibles en SpectruMedix LLC, State
College, Pennsylvania); ABI PRISM® 377 DNA Sequencer, ABI® 373 DNA Sequencer, ABl PRISM® 310 Genetic Analyzer,
ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer and ABI PRISM® 3700 DNA Analyzer (disponible en Applied Biosystems, Foster City,
California); Molecular Dynamics Fluorimager™ 575, S| Fluorescent Scanners, y Molecular Dynamics Fluorimager™ 595
(disponibles en Amersham Biosciences UK Limited, Little Chalfont, Buckinghamshire, Inglaterra); GenomyxSC™ DNA
Sequencing System (disponible de Genomyx Corporation (Foster City, California); y Pharmacia ALF™ DNA Sequencer y
Pharmacia ALFexpress™ (disponible de Amersham Biosciences UK Limited, Little Chalfont, Buckinghamshire, Inglaterra).

Los métodos alternativos para determinar la informacién de secuencia, es decir, los mdédulos de deteccién de sefial 602,
incluyen sistemas para analisis de proteinas y ADN. Por ejemplo, los sistemas de espectrometria de masas, incluidos los
sistemas de ionizacion por desorcion laser asistida por matriz-Tiempo de vuelo (MALDI-TOF) y los sistemas de perfiles
de matriz ProteinChip SELDI-TOF-MS; sistemas para analizar datos de expresion génica (véase, por ejemplo, la
Publicacion de Solicitud de Patente de los Estados Unidos publicada No. U.S. 2003/0194711); sistemas para analisis de
expresion basados en matriz: por ejemplo, sistemas de matriz HT y sistemas de matriz de cartucho como GeneChip®
AutoLoader, Complete GeneChip® Instrument System, GeneChip® Fluidics Station 450, GeneChip® Hybridization Oven
645, GeneChip® QC Toolbox Software Kit, GeneChip® Scanner Sistema de genotipificacion dirigido 3000 7G plus, escaner
GeneChip® Sistema de asociacion de genoma completo 3000 7G, instrumento GeneTitan™ y estacion de matriz
GeneChip® (cada uno disponible en Affymetrix, Santa Clara, California); sistemas ELISA automatizados (por ejemplo,
DSX® o DS2° (disponible de Dynax, Chantilly, VA) o Triturus® (disponible de Grifols USA, Los Angeles, California), The
Mago® Plus (disponible de Diamedix Corporation, Miami, Florida); densitometros (por ejemplo, X-Rite-508-Spectro
Densitometer® (disponible de RP Imaging™, Tucson, Arizona), el densitdmetro HYRYS™ 2 HIT (disponible de Sebia
Electrophoresis, Norcross, Georgia); sistemas de hibridacion de fluorescencia automatizados in situ (véase por ejemplo,
la Patente de los Estados Unidos 6,136,540); sistemas de imagenes en gel 2D junto con software de imagenes en 2-D;
lectores de microplacas; clasificadores de células activadas por fluorescencia (FACS) (por ejemplo, citdmetro de flujo
FACSVantage SE, (disponible en Becton Dickinson, Franklin Lakes, Nueva Jersey) y analizadores de is6topos de radio
(por ejemplo, contadores de centelleo).

Las sefiales de las secuencias de nucledtidos de identificacion liberadas determinadas en el médulo de deteccion de
sefales pueden ser leidas por el dispositivo 604 de almacenamiento. Como se usa en este documento, el "dispositivo 604

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2754 177 T3

de almacenamiento” esta destinado a incluir cualquier aparato informatico o de procesamiento adecuado u otro dispositivo
configurado o adaptado para almacenar datos o informacion. Ejemplos de aparatos electrénicos adecuados para su uso
con el sistema aqui descrito pueden incluir aparatos informaticos independientes, redes de telecomunicaciones de datos,
incluidas redes de area local (LAN), redes de area amplia (WAN), Internet, Intranet y Extranet, y sistemas de
procesamiento informaticos locales y distribuidos. Los dispositivos 604 de almacenamiento también incluyen, entre otros:
medios de almacenamiento magnéticos, como disquetes, medios de almacenamiento de discos duros, cintas magnéticas,
medios de almacenamiento 6ptico como CD-ROM, DVD, medios de almacenamiento electrénico como RAM, ROM,
EPROM, EEPROM vy similares, discos duros generales e hibridos de estas categorias, tales como medios de
almacenamiento magnéticos/opticos. El dispositivo 604 de almacenamiento esta adaptado o configurado para haber
registrado en él informacién de secuencia o informacién de nivel de expresion. Dicha informacién se puede proporcionar
en forma digital que se puede transmitir y leer electrénicamente, por ejemplo, a través de Internet, en disquete, a través
de USB (bus en serie universal) o mediante cualquier otro modo de comunicacion adecuado, por ejemplo, la "nube".

Como se usa en el presente documento, "informacion de nivel de expresion” se refiere a niveles de expresion de cualquier
molécula diana a medir, por ejemplo, pero sin limitacion, proteinas, péptidos, lipidos, metabolitos, carbohidratos, toxinas,
factores de crecimiento, hormonas, citoquinas, células, y cualquier combinacién de las mismas. En algunas realizaciones,
la informacién del nivel de expresién se puede determinar a partir de las sefales detectadas de las secuencias de
nucledtidos de identificacion liberadas correspondientes a cada molécula diana.

Como se usa en el presente documento, "almacenamiento” se refiere a un proceso para codificar informacion en el
dispositivo 604 de almacenamiento. Los expertos en la materia pueden adoptar faciimente cualquiera de los métodos
actualmente conocidos para registrar informacién en medios conocidos para generar fabricantes que comprenden la
informacion de secuencia o informacion de nivel de expresion.

Se puede usar una variedad de programas y formatos de software para almacenar la informacién de secuencia o
informacion de nivel de expresién en el dispositivo de almacenamiento. Se puede emplear cualquier nimero de formatos
de estructuracion del procesador de datos (por ejemplo, archivo de texto o base de datos) para obtener o crear un medio
que haya grabado en él la informacién de secuencia o informacion de nivel de expresion.

Al proporcionar informacion de secuencia y/o informacion de nivel de expresion en forma legible por ordenador, se puede
usar la informacion de secuencia y/o informacion de nivel de expresion en forma legible en el médulo 606 de analisis para
generar perfiles de expresion para la muestra que se esta probando. El analisis realizado en forma legible por ordenador
proporciona un resultado de analisis legible por ordenador que puede procesarse por una variedad de medios. El
contenido 608 basado en el resultado del analisis se puede recuperar del modulo 606 de analisis para indicar la presencia
0 ausencia de una o mas moléculas diana presentes en una muestra.

El "mdédulo de andlisis" 606 puede usar una variedad de programas y formatos de software disponibles para calcular los
perfiles de expresion de diversas moléculas diana. En una realizacién, el médulo 606 de analisis puede calcular los perfiles
de expresion protedmica como sigue. Primero, los recuentos sin procesar de las secuencias de nucledtidos de
identificacion liberadas se pueden normalizar primero utilizando el software de andlisis nSolver para tener en cuenta las
diferencias de hibridaciéon en un cartucho, antes de la normalizacién a través de la media de los controles positivos
internos, que explican la eficiencia de la hibridacién. Estos recuentos se pueden convertir en valores de expresion usando
los recuentos relativos de secuencias de nucledtidos de identificacion por un agente de unién a la diana (por ejemplo, un
anticuerpo). A continuacion, se puede restar la sefial de fondo promedio de la IgG de control. Los genes de limpieza
pueden usarse para la normalizacion que explica las variaciones en el nimero de células. Las sefales se pueden
normalizar a través de una proteina de limpieza, por ejemplo, GAPDH, actina y/o B-tubulina.

En algunas realizaciones, el médulo 606 de analisis puede comprender, por ejemplo, MATLAB o funcionalmente
equivalente del mismo para generar mapas de calor y clustergramas con una entrada de matriz de valores de expresion
de marcador que se calcularon como se describid anteriormente. En algunas realizaciones, los clustergramas pueden
realizarse como un enlace ponderado. En algunas realizaciones, los clustergramas pueden agruparse usando valores de
correlacion como una métrica de distancia. Si una molécula diana no era detectable, se puede eliminar de la matriz o
mapa de calor y no se muestra.

En algunas realizaciones, el moédulo 606 de analisis puede comprender uno o mas programas para analizar sondas
informadoras y/o sondas de captura como se describe en la Patente de los Estados Unidos No. 7,941,279 de NanoString
Technologies, Inc.

En algunas realizaciones, el médulo 606 de analisis puede comparar perfiles de expresion de proteinas. Se puede usar
cualquier software de comparacion disponible, incluidos, entre otros, el paquete Ciphergen Express (CE) y Biomarker
Patterns Software (BPS) (disponible en Ciphergen Biosystems, Inc., Freemont, California). El analisis comparativo se
puede hacer con el software del sistema de chip de proteina (por ejemplo, The Protein chip Suite (disponible en Bio-Rad
Laboratories, Hercules, California). Los algoritmos para identificar perfiles de expresiéon pueden incluir el uso de algoritmos
de optimizacion como el algoritmo de varianza media (por ejemplo, Algoritmo de JMP Genomics disponible de JMP
Software Cary, Carolina del Norte).
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El médulo 606 de analisis, o cualquier otro modulo del sistema descrito aqui, puede incluir un sistema operativo (por
ejemplo, UNIX) en donde se ejecuta un sistema de gestion de base de datos relacional, una aplicacion de World Wide
Web y un servidor de World Wide Web. La aplicacion World Wide Web incluye el cddigo ejecutable necesario para la
generacion de declaraciones de lenguaje de base de datos (por ejemplo, declaraciones de Lenguaje de Consulta
Estructurado (SQL)). En general, los ejecutables incluiran declaraciones SQL incrustadas. Ademas, la aplicacion World
Wide Web puede incluir un archivo de configuracion que contiene punteros y direcciones a las diversas entidades de
software que comprenden el servidor, asi como a las diversas bases de datos externas e internas a las que se debe
acceder para atender las solicitudes de los usuarios. El archivo de configuracion también dirige las solicitudes de recursos
del servidor al hardware apropiado, ya que puede ser necesario si el servidor se distribuye en dos o mas ordenadores
separadas. En una realizacion, el servidor de la World Wide Web admite un protocolo TCP/IP. Las redes locales como
esta a veces se denominan "Intranets". Una ventaja de tales Intranets es que permiten una facil comunicacién con las
bases de datos de dominio publico que residen en la World Wide Web (por ejemplo, el sitio GenBank o Swiss Pro World
Wide Web). Por lo tanto, en una realizacion particular, los usuarios pueden acceder directamente a los datos (a través de
enlaces de hipertexto, por ejemplo) que residen en bases de datos de Internet utilizando una interfaz HTML proporcionada
por navegadores web y servidores web. En otra realizacion, los usuarios pueden acceder directamente a los datos que
residen en la "nube" proporcionada por los proveedores de servicios de computacion en la nube.

El médulo 606 de analisis proporciona un resultado de analisis legible por ordenador que puede procesarse en forma
legible por ordenador mediante criterios predefinidos, o criterios definidos por un usuario, para proporcionar un contenido
basado en parte en el resultado del analisis que puede almacenarse y enviarse segun lo solicitado por un usuario que
utiliza un moédulo 610 de visualizacion. El médulo 610 de visualizacion permite la visualizacion de un contenido 608 basado
en parte en el resultado de comparacion para el usuario, en donde el contenido 608 es una seial indicativa de la presencia
de una o mas moléculas diana en la muestra, una sefal indicativa de la ausencia de una o mas moléculas diana en la
muestra, una sefial indicativa de los niveles de expresion de una o mas moléculas diana en la muestra, o cualquier
combinacién de las mismas. Dicha sefial puede ser, por ejemplo, una visualizacion del contenido 608 en un monitor de
ordenador, una pagina impresa del contenido 608 desde una impresora, o una luz o sonido indicativo de la ausencia de
una molécula diana en una muestra.

En diversas realizaciones del sistema informatico descrito aqui, el médulo 606 de analisis puede integrarse en el médulo
602 de deteccion de sefial.

Dependiendo de la naturaleza de las muestras de prueba y/o aplicaciones de los sistemas segun lo deseen los usuarios,
el contenido 608 basado en el resultado del analisis también puede incluir una sefal indicativa de un diagndstico de una
afeccion (por ejemplo, enfermedad o trastorno) en el tema. En algunas realizaciones, el contenido 608 basado en el
resultado del analisis puede comprender ademas una sefial indicativa de un régimen de tratamiento personalizado para
el sujeto. En algunas realizaciones, el contenido 608 basado en el resultado del analisis puede comprender ademas una
sefal indicativa de una respuesta de un sujeto a un tratamiento, que proporciona un medio de monitorizar la respuesta al
tratamiento en un sujeto.

En algunas realizaciones, el contenido 608 basado en el resultado del analisis puede incluir una representacion grafica
que refleja los perfiles de expresion de las moléculas diana, por ejemplo, como se muestra en la Figura 5.

En una realizacién, el contenido 608 basado en el resultado del analisis se muestra en un monitor de ordenador. En una
realizacion, el contenido 608 basado en el resultado del andlisis se muestra a través de medios imprimibles. EI médulo
610 de visualizacién puede ser cualquier dispositivo adecuado configurado para recibir de un ordenador y mostrar
informacion legible por ordenador a un usuario. Ejemplos no limitantes incluyen, por ejemplo, ordenadores de uso general,
como las que se basan en el procesador de tipo Intel PENTIUM, Motorola PowerPC, Sun UltraSPARC, procesadores PA-
RISC Hewlett-Packard, cualquiera de una variedad de procesadores disponibles de Advanced Micro Devices (AMD) de
Sunnyvale, California, o cualquier otro tipo de procesador, dispositivos de observacion visual como pantallas planas, tubos
de rayos catddicos y similares, asi como impresoras de ordenador de varios tipos.

En algunas realizaciones, el contenido puede mostrarse en una pantalla de ordenador, una pantalla, un monitor, un correo
electrénico, un mensaje de texto, un sitio web, una impresién fisica (por ejemplo, papel), o proporcionarse como
informacion almacenada en un dato dispositivo de almacenamiento.

En una realizacion, se usa un navegador de World Wide Web para proporcionar una interfaz de usuario para la
visualizacion del contenido 608 basado en el resultado del andlisis. Debe entenderse que otros médulos del sistema
descritos en este documento pueden adaptarse para tener una interfaz de navegador web. A través del navegador web,
un usuario puede construir solicitudes para recuperar datos del médulo de analisis. Por lo tanto, el usuario tipicamente
apuntara y hara clic en elementos de la interfaz de usuario tales como botones, menus desplegables, barras de
desplazamiento y similares empleados convencionalmente en las interfaces graficas de usuario. Las solicitudes
formuladas de esta manera con el navegador web del usuario se transmiten a una aplicacién web que las formatea para
producir una consulta que puede emplearse para extraer la informacion pertinente relacionada con el perfil de expresion
de las moléculas diana en una muestra, por ejemplo, una indicacion de la presencia o ausencia de una o mas moléculas
diana en la muestra, o la visualizacion de informacion basada en ella. En una realizaciéon, también se muestra la
informacion de la referencia de control.

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2754 177 T3

En cualquier realizacién, el modulo de analisis puede ejecutarse mediante un software implementado por ordenador como
se discutié anteriormente. En tales realizaciones, un resultado del médulo de analisis puede mostrarse en una pantalla
electrénica. El resultado puede mostrarse mediante graficos, ndmeros, caracteres o palabras. En realizaciones
adicionales, los resultados del médulo de andlisis pueden transmitirse desde una ubicacién a al menos otra ubicacion.
Por ejemplo, los resultados de la comparacién se pueden transmitir a través de cualquier medio electrénico, por ejemplo,
Internet, fax, teléfono, un sistema "en la nube" y cualquier combinacion de los mismos. Usando el sistema "en la nube",
los usuarios pueden almacenar y acceder a archivos y datos personales o realizar analisis adicionales en un servidor
remoto en lugar de transportar fisicamente un medio de almacenamiento como un DVD o una unidad de memoria USB.

Cada uno de los modulos o programas identificados anteriormente corresponde a un conjunto de instrucciones para
realizar una funcidon descrita anteriormente. Estos modulos y programas (es decir, conjuntos de instrucciones) no
necesitan implementarse como programas de software, procedimientos o modulos separados, y, por lo tanto, varios
subconjuntos de estos modulos pueden combinarse o reorganizarse de otra manera en diversas realizaciones. En algunas
realizaciones, la memoria puede almacenar un subconjunto de los mddulos y estructuras de datos identificados
anteriormente. Ademas, la memoria puede almacenar mdédulos adicionales y estructuras de datos no descritas
anteriormente.

Los aspectos ilustrados de la divulgacion también se pueden practicar en entornos informaticos distribuidos donde ciertas
tareas son realizadas por dispositivos de procesamiento remoto que estan vinculados a través de una red de
comunicaciones. En un entorno informatico distribuido, los médulos de programa pueden ubicarse en dispositivos de
almacenamiento de memoria local y remota.

Ademas, debe apreciarse que diversos componentes descritos en el presente documento pueden incluir circuitos
eléctricos que pueden incluir componentes y elementos de circuitos de valor adecuado para implementar las realizaciones
de las innovaciones objeto. Ademas, se puede apreciar que muchos de los diversos componentes se pueden implementar
en uno o mas chips de circuito integrado (IC). Por ejemplo, en una realizacion, se puede implementar un conjunto de
componentes en un solo chip IC. En otras realizaciones, uno o mas de los componentes respectivos se fabrican o
implementan en chips IC separados.

Lo que se ha descrito anteriormente incluye ejemplos de las realizaciones del sistema aqui descrito. Por supuesto, no es
posible describir todas las combinaciones concebibles de componentes o metodologias con el fin de describir la materia
reivindicada, pero se debe apreciar que son posibles muchas otras combinaciones y permutaciones de la innovacion de
la materia. En consecuencia, €l objeto reivindicado pretende abarcar todas las alteraciones, modificaciones y variaciones
que entran dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas. Ademas, la descripcion anterior de las realizaciones
ilustradas de la divulgacion del tema, incluido lo que se describe en el Resumen, no pretende ser exhaustiva o limitar las
realizaciones divulgadas a las formas precisas divulgadas. Si bien en el presente documento se describen realizaciones
y ejemplos especificos con fines ilustrativos, son posibles diversas modificaciones que se consideran dentro del alcance
de tales realizaciones y ejemplos, como pueden reconocer los expertos en la técnica relevante.

En particular y con respecto a las diversas funciones realizadas por los componentes, dispositivos, circuitos, sistemas y
similares descritos anteriormente, los términos utilizados para describir dichos componentes estan destinados a
corresponder, a menos que se indique lo contrario, a cualquier componente que realice la funcidén especificada del
componente descrito (por ejemplo, un equivalente funcional), aunque no sea estructuralmente equivalente a la estructura
descrita, que realiza la funcion en los aspectos de ejemplo ilustrados en el presente documento de la materia reivindicada.
A este respecto, también se reconocera que la innovacion incluye un sistema, asi como un medio de almacenamiento
legible por ordenador que tiene instrucciones ejecutables por ordenador para realizar los actos y/o eventos de los diversos
métodos del tema reclamado.

Los sistemas/circuitos/médulos mencionados anteriormente se han descrito con respecto a la interaccién entre varios
componentes/bloques. Se puede apreciar que tales sistemas/circuitos y componentes/bloques pueden incluir esos
componentes o subcomponentes especificados, algunos de los componentes o subcomponentes especificados, y/o
componentes adicionales, y de acuerdo con diversas permutaciones y combinaciones de los anteriores. Los
subcomponentes también se pueden implementar como componentes acoplados comunicativamente a otros
componentes en lugar de incluirse dentro de los componentes principales (jerarquico). Ademas, debe tenerse en cuenta
que uno o0 mas componentes se pueden combinar en un solo componente que proporciona funcionalidad agregada o
dividirse en varios subcomponentes separados, y se puede proporcionar una o mas capas intermedias, como una capa
de gestion, para unir comunicativamente a dichos subcomponentes para proporcionar una funcionalidad integrada.
Cualquier componente descrito en el presente documento también puede interactuar con uno o mas componentes no
descritos especificamente en el presente documento, pero conocidos por los expertos en la materia.

Ademas, aunque una caracteristica particular de la innovacién en cuestién puede haberse revelado con respecto a solo
una de varias implementaciones, dicha caracteristica se puede combinar con una o mas caracteristicas de las otras
implementaciones que se deseen y sean ventajosas para cualquier aplicacion dada o particular. Ademas, en la medida
en que los términos "incluye", "que incluye", "tiene", "contiene", variantes de los mismos y otras palabras similares se usan
en la descripciéon detallada o en las reivindicaciones, estos términos tienen la intencién de ser inclusivos en de manera

similar al término "que comprende" como una palabra de transicion abierta sin excluir ningin elemento adicional u otro.
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Tal como se usa en esta solicitud, los términos "componente”, "maédulo”, "sistema" o similares generalmente se refieren a
una entidad relacionada con la ordenador, ya sea hardware (por ejemplo, un circuito), una combinacion de hardware y
software, software o una entidad relacionada con una maquina operativa con una o mas funcionalidades especificas. Por
ejemplo, un componente puede ser, entre otros, un proceso que se ejecuta en un procesador (por ejemplo, un procesador
de sefial digital), un procesador, un objeto, un ejecutable, un hilo de ejecucién, un programa y/o un ordenador. A modo de
ilustracion, tanto una aplicacion que se ejecuta en un controlador como el controlador pueden ser un componente. Uno o
mas componentes pueden residir dentro de un proceso y/o subproceso de ejecucion y un componente puede localizarse
en un ordenador y/o distribuirse entre dos o mas ordenadores. Ademas, un "dispositivo" puede venir en forma de hardware
especialmente disefiado; hardware generalizado hecho especializado por la ejecucion de software al respecto que permite
que el hardware realice una funcion especifica; software almacenado en un medio legible por ordenador; o una
combinacién de los mismos.

En vista de los sistemas de ejemplo descritos anteriormente, las metodologias que pueden implementarse de acuerdo
con el tema descrito se apreciaran mejor con referencia a los diagramas de flujo de las diversas figuras. Para simplificar
la explicacion, las metodologias se representan y describen como una serie de actos. Sin embargo, los actos de acuerdo
con esta divulgacion pueden ocurrir en varias 6rdenes y/o simultdneamente, y con otros actos no presentados y descritos
aqui. Ademas, no todos los actos ilustrados pueden ser necesarios para implementar las metodologias de acuerdo con el
tema revelado. Ademas, los expertos en la materia comprenderan y apreciaran que las metodologias podrian
representarse alternativamente como una serie de estados interrelacionados a través de un diagrama de estado o eventos.
Ademas, debe apreciarse que las metodologias descritas en esta especificacion pueden almacenarse en un articulo de
fabricacion para facilitar el transporte y la transferencia de tales metodologias a dispositivos informaticos. El término
articulo de fabricacion, como se usa en este documento, pretende abarcar un programa informatico accesible desde
cualquier dispositivo legible por ordenador o medio de almacenamiento.

El sistema 600 y el medio 700 legible por ordenador son realizaciones meramente ilustrativas, por ejemplo, para la
deteccion multiplexada de moléculas diana en una muestra y/o para su uso en los métodos de diversos aspectos descritos
en este documento. Son posibles variaciones del sistema 600 y del medio 700 legible por ordenador.

Los mddulos de la maquina, o utilizados en el medio legible por ordenador, pueden asumir numerosas configuraciones.
Por ejemplo, la funcién puede proporcionarse en una sola maquina o distribuirse en multiples maquinas.

Kits, por ejemplo, para la deteccién multiplexada de moléculas diana en una muestra

También se describen kits, por ejemplo, para la deteccion multiplexada de diferentes moléculas diana de una muestra. En
algunas realizaciones, el kit comprende (a) una pluralidad de sondas diana de acuerdo con una o mas realizaciones
descritas en el presente documento; y (b) una pluralidad de sondas informadoras de acuerdo con una o mas realizaciones
descritas en este documento.

En algunas realizaciones, cada subconjunto de las sondas diana en la pluralidad se une a una molécula diana diferente,
en donde las sondas diana en el subconjunto comprenden la misma molécula de unién a diana. Es decir, no hay dos
sondas diana en el subconjunto que se una a diferentes regiones de la misma molécula diana.

En algunas realizaciones, el kit comprende al menos 3 o mas (incluyendo al menos 4, al menos 5, al menos 10, al menos
15, al menos 20, al menos 30, al menos 40, al menos 50, al menos al menos 60, al menos 70, al menos 80, al menos 90,
al menos 100, al menos 150, al menos 200, al menos 250 o mas) diferentes sondas diana descritas en este documento,
en donde cada sonda diana se une especificamente a una molécula diana diferente. Por consiguiente, en algunas
realizaciones, el kit comprende ademas al menos 3 o mas (incluyendo al menos 4, al menos 5, al menos 10, al menos 15,
al menos 20, al menos 30, al menos 40, al menos 50, al menos al menos 60, al menos 70, al menos 80, al menos 90, al
menos 100, al menos 150, al menos 200, al menos 250 o mas) sondas informadoras diferentes, en las que cada sonda
informadora identifica una sonda diana distinta.

En algunas realizaciones, dependiendo del disefio de las secuencias de nucleétidos de identificacion de las sondas diana,
el kit puede comprender ademas al menos una o mas (incluyendo al menos 4, al menos 5, al menos 10, al menos 15, a
captura de al menos 20, al menos 30, al menos 40, al menos 50, al menos 60, al menos 70, al menos 80, al menos 90, al
menos 100, al menos 150, al menos 200, al menos 250 o mas) sondas descritas en este documento. En algunas
realizaciones, puede usarse la misma sonda de captura, por ejemplo, para la inmovilizacion de diferentes secuencias de
nucledtidos de identificacion en una superficie de sustrato solido para visualizacion y/o formacion de imagenes. En algunas
realizaciones, se pueden usar diferentes sondas de captura, por ejemplo, para la inmovilizacion de diferentes secuencias
de nucledtidos de identificacion en una superficie de sustrato sélido para visualizacion y/o formacién de imagenes.

En algunas realizaciones, las sondas informadoras y las sondas de captura pueden proporcionarse en el kit
individualmente o en una mezcla.

En algunas realizaciones, las moléculas de union a la diana de las sondas diana pueden comprender anticuerpos o
fragmentos de los mismos. En algunas realizaciones, los anticuerpos o fragmentos de los mismos se pueden seleccionar
de la Tabla 1.
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En algunas realizaciones, el enlazador escindible de las sondas diana puede comprender un enlazador fotoescindible. En
algunas realizaciones, el enlazador fotoescindible se puede seleccionar de las moléculas (i)-(xiv) como se muestra
anteriormente. En algunas realizaciones, el enlazador fotoescindible puede comprender la molécula (xiv).

En algunas realizaciones, el marcador detectable de las sondas informadoras puede comprender una o mas moléculas
marcadoras que crean una sefal Unica para cada sonda informadora. Una sefal unica de ejemplo puede ser una sefial
optica. La seial 6ptica puede comprender una o una serie 0 una secuencia de sefiales emisoras de luz. En estas
realizaciones, ejemplos no limitantes de las moléculas marcadoras incluyen unidades estructurales fluorocromos,
unidades estructurales fluorescentes, unidades estructurales colorantes, unidades estructurales quimioluminiscentes y
cualquier combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones, el kit puede comprender ademas una pluralidad de (por ejemplo, al menos 2 o mas, que
incluyen, al menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7 o mas) sondas de control de acuerdo con una o
mas realizaciones descritas en este documento.

En algunas realizaciones, el kit puede comprender ademas reactivos para detectar una pluralidad de moléculas de acidos
nucleicos. Los reactivos de ejemplo para la deteccion y analisis de acidos nucleicos pueden incluir, pero no se limitan a,
polimerasa de acidos nucleicos, cebadores, nucledtidos, un agente para la extraccion de acido nucleico, una soluciéon
regulada, secuencias de control de acido nucleico y cualquier combinacion de los mismos. Dicho kit se puede usar para
generar un perfil integrado que combina tanto la molécula diana (por ejemplo, proteinas) como la informacién del material
genético (por ejemplo, ADN, ARN, epigenética y microARN). Por lo tanto, el kit se puede utilizar para estudiar moléculas
diana que interactuan con materiales genéticos como elementos reguladores genéticos.

En algunas realizaciones, el kit puede comprender ademas al menos un reactivo para uso en una o mas realizaciones de
los métodos o sistemas descritos en el presente documento. Los reactivos que se pueden proporcionar en el kit pueden
incluir al menos uno o mas de los siguientes: un reactivo de hibridacion, un reactivo de purificacion, un reactivo de
inmovilizacién, un agente de formaciéon de imagenes, un agente de permeabilizaciéon celular, un agente de bloqueo, un
agente de escision para el enlazador de escision, y cualquier combinacion de los mismos.

En algunas realizaciones, el kit puede incluir ademas al menos uno o mas dispositivos (por ejemplo, cartuchos de muestra
o dispositivos para microfluidos) o tubos para usar en una o mas realizaciones de los métodos y/o sistemas descritos
aqui. En algunas realizaciones, el dispositivo puede comprender una superficie para la inmovilizaciéon de las sondas de
captura tras el acoplamiento a las secuencias de nucleétidos de identificacion. En algunas realizaciones, el dispositivo
puede comprender un dispositivo para microfluidos para separar células diana de células interferentes como se describe
en el presente documento. Por ejemplo, un dispositivo para microfluidos para la separacion magnética de células diana o
células interferentes de una muestra como se describe en la Solicitud Internacional de Patente No. WO 2013/078332 se
puede incluir en el kit.

En algunas realizaciones, el kit puede incluir ademas un medio de almacenamiento legible por ordenador (no transitorio)
de acuerdo con una o mas realizaciones descritas en este documento. Por ejemplo, en una realizacion, el medio de
almacenamiento legible por ordenador (no transitorio) incluido en el kit puede proporcionar instrucciones para determinar
los niveles de presencia o expresion de una o mas moléculas diana en una muestra. El medio de almacenamiento legible
por ordenador (no transitorio) puede estar en un CD, DVD y/o unidad USB.

En todas estas realizaciones del aspecto, el kit incluye los materiales de embalaje necesarios y el material informativo
para almacenar y usar dichos kits. El material informativo puede ser descriptivo, instructivo, de marketing u otro material
relacionado con los métodos descritos aqui y/o el uso de uno o varios agentes descritos aqui para los métodos descritos
aqui. En una realizacion, el material informativo puede incluir instrucciones para realizar una deteccién multiplexada de
moléculas diana en una muestra. En una realizacion, el material de informacién puede incluir instrucciones para analizar
las lecturas de sefal.

El material informativo de los kits no esta limitado en su forma. En muchos casos, el material informativo, por ejemplo,
instrucciones, se proporciona en forma impresa, por ejemplo, un texto impreso, un dibujo y/o una fotografia, por ejemplo,
una etiqueta o una hoja impresa. Sin embargo, el material informativo también se puede proporcionar en otros formatos,
como Braille, material legible por ordenador, grabacién de video o grabacion de audio. En otra realizacion, el material
informativo del kit es informacion de contacto, por ejemplo, una direccion fisica, direccion de correo electronico, sitio web
o numero de teléfono, donde un usuario del kit puede obtener informacién sustancial sobre un compuesto descrito en este
documento y/o su uso en los métodos descritos aqui. Por supuesto, el material informativo también se puede proporcionar
en cualquier combinacién de formatos.

En todas las realizaciones de los aspectos descritos en el presente documento, el kit se proporcionara tipicamente con
sus diversos elementos incluidos en un paquete, por ejemplo, a base de fibra, por ejemplo, un cartén o polimérico, por
ejemplo, una caja de espuma de poliestireno. El recinto se puede configurar para mantener un diferencial de temperatura
entre el interior y el exterior, por ejemplo, puede proporcionar propiedades aislantes para mantener los reactivos a una
temperatura preseleccionada durante un tiempo preseleccionado. El kit puede incluir uno o mas recipientes para la
composicion que contiene uno o mas compuestos descritos aqui. En algunas realizaciones, el kit contiene recipientes
separados (por ejemplo, dos recipientes separados para los dos agentes), divisores o compartimentos para la(s)
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composicion(es) y material informativo. Por ejemplo, la composicion puede estar contenida en una botella, vial o jeringa,
y el material informativo puede estar contenido en una funda o paquete de plastico. En otras realizaciones, los elementos
separados del kit estan contenidos dentro de un contenedor Unico, no dividido. Por ejemplo, la composicién esta contenida
en una botella, vial o jeringa que ha unido al material informativo en forma de etiqueta. En algunas realizaciones, el kit
incluye una pluralidad (por ejemplo, un paquete) de contenedores individuales, cada uno de los cuales contiene una o
mas formas de uso unitario de sondas diana descritas en este documento. Por ejemplo, el kit incluye una pluralidad de
jeringas, ampollas, paquetes de aluminio o paquetes de blister, cada uno de los cuales contiene un uso unitario de las
sondas diana descritas aqui. Los contenedores de los kits pueden ser herméticos, impermeables (por ejemplo,
impermeables a los cambios de humedad o evaporacion) y/o herméticos a la luz.

Usos de ejemplo de los métodos, sistemas y kits descritos aqui

Los métodos, sistemas y kits descritos en este documento pueden usarse en cualquier aplicacion en la que sea deseable
la deteccion de una pluralidad de moléculas diana en una muestra. Por ejemplo, una muestra puede ser una muestra
bioldgica o una muestra de una fuente ambiental (por ejemplo, agua, suelo, productos alimenticios y/o estanques). Otras
muestras que se pueden analizar con los métodos, sistemas y kits descritos en este documento se analizan en la seccion
"Muestra" a continuacion.

Los inventores han demostrado que, en una realizacion, un cédigo de barras de anticuerpos con la plataforma de ADN
fotoescindible (ABCD) descrita en el presente documento puede permitir el analisis de cientos de proteinas de una sola
célula o un numero limitado de células, por ejemplo, de aspirados de aguja fina minimamente invasivas. (FNA). En
consecuencia, las muestras susceptibles de los métodos descritos en el presente documento pueden comprender menos
de 500 células o menos. En algunas realizaciones, la muestra puede comprender menos de 400 células, menos de 300
células, menos de 200 células, menos de 100 células, menos de 50 células, menos de 25 células, menos de 5 células o
menos. En algunas realizaciones, la muestra puede ser una muestra unicelular. En algunas realizaciones, la muestra
puede comprender células aisladas de un aspirado con aguja fina.

Cuando la muestra es una muestra bioldgica, en algunos aspectos, los métodos, sistemas y kits descritos en este
documento pueden usarse en un tratamiento personalizado. Por ejemplo, se puede recolectar una muestra bioldgica de
un sujeto individual que necesita un tratamiento para una afeccion. Usando los métodos, sistemas y/o kits descritos en
este documento, se puede generar un perfil de expresién de moléculas diana asociadas con la condicién del sujeto para
identificar uno o mas objetivos terapéuticos para el sujeto, identificando asi un régimen de tratamiento para el sujeto. En
consecuencia, los métodos para identificar un régimen de tratamiento para un sujeto individual también se describen en
el presente documento. En este aspecto, el método comprende: (i) contactar una muestra derivada de un sujeto que
necesita un tratamiento para una afeccién, con una composicion que comprende una pluralidad de sondas diana que se
unen a las moléculas diana asociadas con la condicion; (ii) liberar las secuencias de nucleétidos de identificacion de las
sondas diana unidas; (iii) detectar sefales de las secuencias de nucleétidos de identificacion liberadas, en donde las
sefiales son distinguibles para las secuencias de nucleétidos de identificacion, identificando asi las moléculas de unién a
dianas correspondientes y determinando la presencia de una o mas moléculas diana en la muestra; y (iv) generar un perfil
de expresion de las moléculas diana detectadas por las sondas diana, seleccionando asi un régimen de tratamiento para
el sujeto individual basado en el perfil de expresion. Los métodos se pueden aplicar a cualquier condicion descrita en la
seccion posterior. En algunas realizaciones, la condicion es cancer. En algunas realizaciones, las sefales de las
secuencias de nucleétidos de identificacion liberadas no se detectan por métodos basados en electroforesis en gel.

En algunos aspectos, los métodos, sistemas y kits descritos en este documento se pueden usar para evaluar como la
dosificacion del farmaco corresponde a la farmacodinamica celular y, por lo tanto, se usa para controlar la respuesta de
un sujeto a un tratamiento para su afeccion. Por ejemplo, se pueden recolectar muestras biologicas del sujeto antes y/o
durante el curso del tratamiento. Usando los métodos, sistemas y/o kits descritos en este documento, se pueden generar
perfiles de expresion de moléculas diana asociadas con la condicion del sujeto antes y/o durante el curso del tratamiento
para comparar y determinar cualquier cambio en los niveles de expresion de las moléculas diana en el sujeto,
monitorizando asi la respuesta al tratamiento en el sujeto. Por consiguiente, otro aspecto descrito en este documento se
refiere a un método para controlar un tratamiento para una afeccién en un sujeto. El método comprende: (i) poner en
contacto una muestra derivada de un sujeto después de un tratamiento para una afeccion, con una composicion que
comprende una pluralidad de sondas diana que se unen a moléculas diana asociadas con la afeccion; (i) liberar las
secuencias de nucledtidos de identificacion de las sondas diana unidas; (iii) detectar sefiales de las secuencias de
nucledtidos de identificacion liberadas, en donde las sefales son distinguibles para las secuencias de nucleétidos de
identificacion liberadas, identificando asi las correspondientes moléculas de union a la diana y determinando la presencia
de una o mas moléculas diana en la muestra; (iv) generar un perfil de expresion de las moléculas diana detectadas por
las sondas diana; (v) comparar el perfil de expresion con un perfil de expresion generado a partir de una muestra derivada
del mismo sujeto antes del tratamiento o después del tratamiento en un punto temporal anterior; y (vi) determinar los
cambios en los niveles de expresion de las moléculas diana, monitorizando asi el tratamiento para la condicién en el
sujeto. En algunas realizaciones, las sefales de las secuencias de nucleétidos de identificacion liberadas no se detectan
por métodos basados en electroforesis en gel.

En algunas realizaciones, el método puede comprender ademas administrar un tratamiento alternativo para la afeccion,
cuando no hay cambios sustanciales en los niveles de expresion de las moléculas diana o los cambios en los niveles de
expresion de las moléculas diana no representan una reduccién en los sintomas asociado con la condicién.
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En algunas realizaciones, el método puede comprender ademas continuar el mismo tratamiento para la afeccion, cuando
los cambios en los niveles de expresion de las moléculas diana representan una reduccién en los sintomas asociados con
la afeccion.

En algunos aspectos, los métodos, sistemas y kits descritos en este documento pueden usarse para diagnosticar una
afeccion en un sujeto. Por ejemplo, se puede recolectar una muestra bioldgica de un sujeto que esta en riesgo de sufrir
una afeccion. Usando los métodos, sistemas y/o kits descritos en este documento, se puede generar un perfil de expresion
de moléculas diana asociadas con la afeccion por diagnosticar para comparar con uno o mas perfiles de expresion de
referencia (por ejemplo, correspondiente a un sujeto sano normal y/o un sujeto que tiene la condicion a ser diagnosticada),
determinando asi si el sujeto esta en riesgo de la condicidon. En consecuencia, aqui se describe también un método para
diagnosticar una afeccion en un sujeto. El método comprende: (i) poner en contacto una muestra derivada de un sujeto
que esta en riesgo de sufrir una afeccién, con una composicion que comprende una pluralidad de sondas diana que se
unen a moléculas diana asociadas con la afeccion; (i) liberar las secuencias de nucleétidos de identificacion de las sondas
diana unidas; (iii) detectar sefiales de las secuencias de nucleétidos de identificacion liberadas, en donde las sefiales son
distinguibles para las secuencias de nucledtidos de identificacion, identificando asi las moléculas de union a dianas
correspondientes y determinando la presencia de una o mas moléculas diana en la muestra; (iv) generar un perfil de
expresion de las moléculas diana detectadas por las sondas diana, (v) comparar el perfil de expresidon con al menos un
perfil de expresion de referencia, determinando asi si el sujeto esta en riesgo de la afeccién. En algunas realizaciones, las
sefales de las secuencias de nucleétidos de identificacion liberadas no se detectan por métodos basados en electroforesis
en gel.

En algunas realizaciones, un perfil de expresion de referencia esta asociado con la condicion. En algunas realizaciones,
un perfil de expresion de referencia esta asociado con un sujeto sano normal.

En algunas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento pueden usarse para determinar la
heterogeneidad intratumoral, que puede usarse como un biomarcador para el diagnéstico y/o prondstico.

Afecciones (por ejemplo, enfermedades o trastornos) susceptibles de diagndstico, prondstico/monitorizacion y/o
tratamiento utilizando métodos, sistemas, kits o diversos aspectos descritos en este documento.

Se pueden usar diferentes realizaciones de los métodos, sistemas y/o kits descritos en este documento para el diagndstico
y/o tratamiento de una enfermedad o trastorno en un sujeto, por ejemplo, una afeccién que afecta a cierto tejido en un
sujeto. Por ejemplo, la enfermedad o trastorno en un sujeto puede asociarse con mama, pancreas, sangre, prostata, colon,
pulmaon, piel, cerebro, ovario, rifidn, cavidad oral, garganta, liquido cefalorraquideo, higado u otros tejidos, y cualquier otra
combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones, la afeccion (por ejemplo, enfermedad o trastorno) susceptible de diagndstico y/o tratamiento
usando cualquier aspecto descrito en el presente documento puede incluir una enfermedad o trastorno de la mama. La
enfermedad o trastorno mamario de ejemplo incluye cancer de mama.

En algunas realizaciones, la afeccion (por ejemplo, enfermedad o trastorno) susceptible de diagndstico y/o tratamiento
usando cualquiera de los aspectos descritos en el presente documento puede incluir una enfermedad o trastorno
pancreatico. Ejemplos no limitantes de enfermedades o trastornos pancreaticos incluyen pancreatitis aguda, pancreatitis
cronica, pancreatitis hereditaria, cancer pancreatico (por ejemplo, tumores endocrinos o exocrinos), etc., y cualquier
combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones, la afeccion (por ejemplo, enfermedad o trastorno) susceptible de diagndstico y/o tratamiento
usando cualquier aspecto descrito en el presente documento puede incluir una enfermedad o trastorno de la sangre.
Ejemplos de enfermedades o trastornos de la sangre incluyen, entre otros, trastornos plaquetarios, enfermedades de von
Willebrand, trombosis venosa profunda, embolia pulmonar, anemia falciforme, talasemia, anemia, anemia aplasica,
anemia de Fanconi, hemocromatosis, anemia hemolitica, hemofilia, purpura trombocitopénica idiopatica, anemia
ferropénica, anemia perniciosa, policitemia vera, trombocitemia y trombocitosis, trombocitopenia y cualquier combinacion
de los mismos.

En algunas realizaciones, la afeccion (por ejemplo, enfermedad o trastorno) susceptible de diagndstico y/o tratamiento
usando cualquiera de los aspectos descritos en el presente documento puede incluir una enfermedad o trastorno de
prostata. Ejemplos no limitantes de una enfermedad o trastorno de la prostata pueden incluir préstata, hiperplasia
prostatica, cancer de prostata y cualquier combinacion de los mismos.

En algunas realizaciones, la afeccion (por ejemplo, enfermedad o trastorno) susceptible de diagndstico y/o tratamiento
usando cualquiera de los aspectos descritos en el presente documento puede incluir una enfermedad o trastorno del
colon. Ejemplos de enfermedades o trastornos del colon pueden incluir, entre otros, cancer colorrectal, pélipos de colon,
colitis ulcerosa, diverticulitis y cualquier combinacion de los mismos.

En algunas realizaciones, la afeccion (por ejemplo, enfermedad o trastorno) susceptible de diagndstico y/o tratamiento
usando cualquier aspecto descrito en el presente documento puede incluir una enfermedad o trastorno pulmonar.
Ejemplos de enfermedades o trastornos pulmonares pueden incluir, entre otros, asma, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, infecciones, por ejemplo, gripe, neumonia y tuberculosis, y cancer de pulmon.
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En algunas realizaciones, la afeccion (por ejemplo, enfermedad o trastorno) susceptible de diagndstico y/o tratamiento
usando cualquiera de los aspectos descritos en el presente documento puede incluir una enfermedad o trastorno de la
piel, o una afeccion de la piel. Una enfermedad o trastorno cutaneo de ejemplo puede incluir cancer de piel.

En algunas realizaciones, la afeccion (por ejemplo, enfermedad o trastorno) susceptible de diagndstico y/o tratamiento
usando cualquiera de los aspectos descritos en el presente documento puede incluir una enfermedad o trastorno cerebral
o mental (o enfermedad o trastorno neural). Ejemplos de enfermedades o trastornos cerebrales (o enfermedad o trastorno
neural) pueden incluir, entre otros, infecciones cerebrales (por ejemplo, meningitis, encefalitis, absceso cerebral), tumor
cerebral, glioblastoma, accidente cerebrovascular, accidente cerebrovascular isquémico, esclerosis multiple (EM) ,
vasculitis y trastornos neurodegenerativos (por ejemplo, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington,
enfermedad de Pick, esclerosis lateral amiotrofica (ELA), demencia y enfermedad de Alzheimer), sindrome de Timothy,
sindrome de Rett, X fragil, autismo, esquizofrenia, atrofia muscular espinal, demencia frontotemporal, cualquier
combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones, la afeccion (por ejemplo, enfermedad o trastorno) susceptible de diagndstico y/o tratamiento
usando cualquiera de los aspectos descritos en el presente documento puede incluir una enfermedad o trastorno hepatico.
Ejemplos de enfermedades o trastornos hepaticos pueden incluir, entre otros, hepatitis, cirrosis, cancer de higado, cirrosis
biliar, higado graso, esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), fibrosis, colangitis esclerosante primaria, sindrome de Budd-
Chiari, hemocromatosis, relacionada con la transtiretina amiloidosis hereditaria, sindrome de Gilbert y cualquier
combinacién de los mismos.

En otras realizaciones, la afeccion (por ejemplo, enfermedad o trastorno) susceptible de diagnéstico y/o tratamiento
usando cualquiera de los aspectos descritos en el presente documento puede incluir cancer. Un "cancer" o "tumor" como
se usa en el presente documento se refiere a un crecimiento incontrolado de células que interfiere con el funcionamiento
normal de los érganos y sistemas corporales. Un sujeto que tiene un cancer o un tumor es un sujeto que tiene células
cancerosas objetivamente medibles presentes en el cuerpo del sujeto. En esta definicion se incluyen canceres benignos
y malignos, asi como tumores latentes o micrometastasis. Los canceres que migran desde su ubicacion original y siembran
organos vitales pueden conducir a la muerte del sujeto a través del deterioro funcional de los 6rganos afectados. Los
canceres hemopoyéticos, como la leucemia, pueden superar a los compartimentos hemopoyéticos normales en un sujeto,
lo que conduce a una falla hemopoyética (en forma de anemia, trombocitopenia y neutropenia) que finalmente causa la
muerte.

Por "metastasis" se entiende la propagacion del cancer desde su sitio primario a otros lugares del cuerpo. Las células
cancerosas pueden separarse de un tumor primario, penetrar en los vasos linfaticos y sanguineos, circular a través del
torrente sanguineo y crecer en un foco distante (metastasis) en tejidos normales en otras partes del cuerpo. La metastasis
puede ser local o distante. La metastasis es un proceso secuencial, que depende de que las células tumorales se
desprendan del tumor primario, viajen a través del torrente sanguineo y se detengan en un sitio distante. En el nuevo sitio,
las células establecen un suministro de sangre y pueden crecer para formar una masa potencialmente mortal. Las vias
moleculares estimulantes e inhibitorias dentro de la célula tumoral regulan este comportamiento, y las interacciones entre
la célula tumoral y las células huésped en el sitio distante también son significativas.

Las metastasis se detectan con mayor frecuencia mediante el uso exclusivo o combinado de exploraciones de resonancia
magnética (MRI), exploraciones de tomografia computarizada (CT), recuentos de sangre y plaquetas, estudios de funcion
hepatica, radiografias de térax y exploraciones 6seas ademas de monitorizacion de sintomas especificos.

Ejemplos de cancer incluyen, entre otros, carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma y leucemia. Ejemplos mas particulares
de tales canceres incluyen, pero no se limitan a, carcinoma de células basales, cancer del tracto biliar; cancer de vejiga;
cancer de hueso; cancer de cerebro y SNC; cancer de mama; cancer del peritoneo; cancer de cuello uterino;
coriocarcinoma; cancer de colon y recto; cancer de tejido conectivo; cancer del sistema digestivo; cancer endometrial;
cancer de esoéfago; cancer de ojo; cancer de cabeza y cuello; cancer gastrico (incluido el cancer gastrointestinal);
glioblastoma; carcinoma hepatico; hepatoma neoplasia intraepitelial; cancer de rifién o renal; cancer de laringe; leucemia;
cancer de higado; cancer de pulmoén (por ejemplo, cancer de pulmén de células pequefas, cancer de pulmén de células
no pequefias, adenocarcinoma de pulmoén y carcinoma escamoso de pulmoén); linfoma incluyendo linfoma de Hodgkin y
no Hodgkin; melanoma; mieloma neuroblastoma; cancer de cavidad oral (por ejemplo, labio, lengua, boca y faringe);
cancer de ovarios; cancer de pancreas; cancer de prostata; retinoblastoma; rabdomiosarcoma; cancer de recto; cancer
del sistema respiratorio; carcinoma de glandulas salivales; sarcoma; cancer de piel; cancer de células escamosas; cancer
de estdbmago; cancer testicular; cancer de tiroides; cancer uterino o endometrial; cancer del sistema urinario; cancer de
vulva asi como otros carcinomas y sarcomas; asi como el linfoma de células B (incluido el linfoma no Hodgkin de bajo
grado/folicular (NHL); NHL linfocitico pequefio (SL); NHL de grado intermedio/folicular; NHL difuso de grado intermedio;
NHL inmunoblastico de alto grado; NHL linfoblastico de alto grado; NHL de células pequefias no escindidas de alto grado;
NHL de enfermedad voluminosa; linfoma de células del manto; linfoma relacionado con el SIDA; y macroglobulinemia de
Waldenstrom); leucemia linfocitica cronica (CLL); leucemia linfoblastica aguda (ALL); leucemia de células pilosas;
leucemia mieloblastica crénica; y el trastorno linfoproliferativo postrasplante (PTLD), asi como la proliferacion vascular
anormal asociada con facomatosis, edema (como el asociado con tumores cerebrales) y el sindrome de Meigs.

En algunas realizaciones, los métodos y sistemas descritos en el presente documento se pueden usar para determinar
en un sujeto una etapa dada de cancer, por ejemplo, con base en el perfil de expresion generado usando los métodos
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descritos en el presente documento. La etapa de un cancer generalmente describe el grado en que el cancer ha
progresado y/o se ha extendido. La etapa generalmente toma en cuenta el tamafio de un tumor, qué tan profundamente
ha penetrado el tumor, si el tumor ha invadido los 6rganos adyacentes, cuantos ganglios linfaticos se ha metastatizado (si
corresponde) y si el tumor se ha diseminado a 6rganos distantes. La estadificacion del cancer generalmente se usa para
evaluar el pronéstico del cancer como predictor de supervivencia, y el tratamiento del cancer se determina principalmente
por la estadificacion.

Muestra

De acuerdo con diversas realizaciones descritas en el presente documento, una muestra, que incluye cualquier fluido o
muestra (procesada o no procesada) u otra muestra bioldgica, puede someterse a los métodos de diversos aspectos
descritos en el presente documento.

En algunas realizaciones, la muestra puede incluir un fluido biolégico obtenido de un sujeto. Los fluidos bioldgicos de
ejemplo obtenidos de un sujeto pueden incluir, entre otros, sangre (incluida sangre completa, plasma, sangre de cordén
umbilical y suero), productos de lactancia (por ejemplo, leche), liquidos amniéticos (por ejemplo, una muestra recolectada
durante la amniocentesis), esputo, saliva, orina, liquido peritoneal, liquido pleural, semen, liquido cefalorraquideo,
aspirado bronquial, transpiraciéon, moco, heces licuadas o muestras de heces, liquido sinovial, liquido linfatico, lagrimas,
aspirado traqueal y fracciones de los mismos. En algunas realizaciones, un fluido biolégico puede incluir un
homogeneizado de una muestra de tejido (por ejemplo, biopsia) de un sujeto. En una realizaciéon, una muestra de prueba
puede comprender una suspension obtenida de la homogeneizacion de una muestra sélida obtenida de un érgano sélido
o un fragmento del mismo. En algunas realizaciones, se puede obtener una muestra de un hisopo de la mucosa. En
algunas realizaciones, se puede obtener una muestra de una biopsia de tejido (por ejemplo, pero sin limitarse a una
biopsia de piel). En algunas realizaciones, una muestra puede ser un aspirado con aguja fina.

En algunas realizaciones, se puede obtener una muestra de un sujeto que tiene o se sospecha que tiene una enfermedad
o trastorno. En algunas realizaciones, la muestra se puede obtener de un sujeto que tiene o se sospecha que tiene cancer,
0 que se sospecha que tiene un riesgo de desarrollar cancer.

En algunas realizaciones, se puede obtener una muestra de un sujeto que esta siendo tratado por una enfermedad o
trastorno. En otras realizaciones, la muestra puede obtenerse de un sujeto cuya enfermedad o trastorno previamente
tratado esta en remisiéon. En otras realizaciones, la muestra de prueba se puede obtener de un sujeto que tiene una
recurrencia de una enfermedad o trastorno previamente tratado. Por ejemplo, en el caso de cancer como el cancer de
seno, se puede obtener una muestra de prueba de un sujeto que esta recibiendo un tratamiento contra el cancer, o cuyo
cancer fue tratado y esta en remision, o que tiene recurrencia del cancer.

Como se usa en el presente documento, un "sujeto” puede significar un humano o un animal. Ejemplos de sujetos incluyen
primates (por ejemplo, humanos y monos). Por lo general, el animal es un vertebrado, como un primate, un roedor, un
animal doméstico o un animal de caza. Los primates incluyen chimpancés, monos cinomolgus, monos arafia y macacos,
por ejemplo, Rhesus. Los roedores incluyen ratones, ratas, marmotas, hurones, conejos y hamsteres. Los animales
domésticos y de caza incluyen vacas, caballos, cerdos, ciervos, bisontes, bufalos, especies felinas, por ejemplo, gatos
domésticos, especies caninas, por ejemplo, especies de perros, zorros, lobos y aves, por ejemplo, pollo, emu, avestruz.
Un paciente o un sujeto incluye cualquier subconjunto de lo anterior, por ejemplo, todo lo anterior, o incluye uno o mas
grupos o especies tales como humanos, primates o roedores. En ciertas realizaciones de los aspectos descritos aqui, el
sujeto es un mamifero, por ejemplo, un primate, por ejemplo, un humano. Los términos "paciente" y "sujeto" se usan
indistintamente en este documento. Un sujeto puede ser hombre o mujer. El término "paciente” y "sujeto" no denota una
edad particular. Por lo tanto, cualquier sujeto de mamiferos, desde adultos hasta recién nacidos, asi como también fetos,
estan cubiertos.

En una realizacion, el sujeto o paciente es un mamifero. El mamifero puede ser un humano, un primate no humano, un
ratén, una rata, un perro, un gato, un caballo o una vaca, pero no se limita a estos ejemplos. En una realizacion, el sujeto
es un ser humano. En otra realizacion, el sujeto puede ser un animal y/o mascota domesticado.

En algunas realizaciones, una muestra que puede analizarse mediante los métodos, sistemas y kits descritos en el
presente documento puede obtenerse de una fuente ambiental. Ejemplos de una fuente ambiental incluyen, entre otros,
agua, suelo, productos alimenticios, estanques, depdsitos y cualquier combinacion de los mismos.

Enlazadores

Como se usa en el presente documento, el término "enlazador" generalmente se refiere a una entidad molecular que
puede conectarse directa o indirectamente en dos partes de una composicion. Por ejemplo, en algunas realizaciones con
respecto a una sonda informadora, el enlazador conecta directa o indirectamente una primera region especifica de sonda
diana a una etiqueta detectable descrita aqui. En algunas realizaciones con respecto a una sonda de captura, el enlazador
conecta directa o indirectamente una segunda regién especifica de la sonda diana a una etiqueta de afinidad descrita
aqui. En algunas realizaciones con respecto a una sonda diana, el enlazador conecta directa o indirectamente una
secuencia de nucledtidos de identificacion a una molécula de union a diana. En algunas realizaciones con respecto a una
sonda de control, el enlazador conecta directa o indirectamente una secuencia de control de identificacién a una molécula
de unién de control.
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En algunas realizaciones, un enlazador puede comprender un péptido o enlazador de acidos nucleicos. El péptido o
enlazador de acidos nucleicos puede configurarse para tener una secuencia que comprende al menos uno de los
aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en glicina (Gly), serina (Ser), asparagina (Asn), treonina (Thr),
metionina (Met) o alanina (Ala), o al menos una de las secuencias de codones que codifican los aminoacidos antes
mencionados (es decir, Gly, Ser, Asn, Thr, Met o Ala). Tales aminoacidos y las secuencias de acido nucleico
correspondientes se usan generalmente para proporcionar flexibilidad a un enlazador. Sin embargo, en algunas
realizaciones, otros aminoacidos polares no cargados (por ejemplo, GIn, Cys o Tyr), aminoacidos no polares (por ejemplo,
Val, Leu, lle, Pro, Phe y Trp) o secuencias de acido nucleico que codifican los aminoacidos de los mismos también se
puede incluir en una secuencia de enlace. En realizaciones alternativas, se pueden agregar aminoacidos polares o
secuencias de acido nucleico de los mismos para modular la flexibilidad de un enlazador. Un experto en la materia puede
controlar la flexibilidad de un enlazador variando los tipos y nimeros de residuos en el enlazador. Véase, por ejemplo,
Perham, 30 Biochem. 8501 (1991); Wriggers et al., 80 Biopolymers 736 (2005).

En realizaciones alternativas, un enlazador puede comprender un enlazador quimico de cualquier longitud. En algunas
realizaciones, los enlazadores quimicos pueden comprender un enlace directo o un atomo como oxigeno o azufre, una
unidad como NH, C(O), C(O)NH, SO, SO, SO2NH o una cadena de atomos, como como alquilo sustituido o no sustituido,
alquenilo sustituido o no sustituido, alquinilo sustituido o no sustituido, arilalquilo, arilalquenilo, arilalquinilo,
heteroarilalquilo, heteroarilalquenilo, heteroarilalquinilo, heterociclilalquilo, heterociclilalquenilo, heterociclilalquinilo, arilo,
heteroarilo, heterociclilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, alquilarilalquilo, alquilarilalquenilo

alquilarilalquinilo, alquenilarilalquilo, alquenilarilalquenilo, alquenilarilalquinilo, alquinilarilalquilo, alquilarilalquenilo,
alquinilarilalquinilo, alquilheteroarilalquilo, alquilheteroarilalquenilo, alquilheteroarilalquinilo, alquenilheteroarilalquilo,
alquenilheteroarilalquenilo, alquenilheteroarilalquinilo, alquinilheteroarilalquilo,

alquinilheteroarilalquenilo, alquinilheteroarilalquinilo, alquilheterociclilalquilo,
alquilheterociclilalquenilo, alquilhererociclilalquinilo, alquenilheterociclilalquilo,

alquenilheterociclilalquenilo, alquenilheterociclilalquinilo, alquinilheterociclilalquilo, alquinilheterociclilalquenilo,
alquinilheterociclilalquinilo, alquilarilo, alquenilarilo, alquinilarilo, alquilheteroarilo, alquenilheteroarilo, alquinilhereroarilo,
donde uno o mas metilenos pueden ser interrumpidos o terminados por O, S, S(0), SOz, NH, C(O)N(R"),, enlazador
escindible, arilo sustituido o no sustituido, heteroarilo sustituido o no sustituido, heterociclico sustituido o no sustituido;
donde R es hidrogeno, acilo, alifatico o alifatico sustituido. En algunas realizaciones, el enlazador quimico puede ser una
cadena polimérica (ramificada o lineal).

En algunas realizaciones, el enlazador quimico puede comprender un enlace o agente de conjugacion estable o labil (por
ejemplo, escindible). Las conjugaciones de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, enlace covalente, enlace amida,
adiciones a enlaces multiples carbono-carbono, cicloadicion de Huisgen azida-alquino, reaccién de Diels-Alder, enlace
disulfuro, enlace éster, adiciones de Michael, enlace silano, uretano, anillo nucledfilo reacciones de apertura: epdxidos,
quimica de carbonilo no aldol, reacciones de cicloadicion: cicloadicion 1,3-dipolar, sensible a la temperatura, radiaciéon
(IR, IR cercano, UV) o agente de conjugacion sensible, enlace sensible al pH o agente de conjugacion, enlaces no
covalentes (por ejemplo, formacion de complejos de carga idnica, enlaces de hidrogeno, interacciones pi-pi, interaccion
ciclodextrina/huésped anfitrion) y similares.

Como se usa en el presente documento, el término "agente de conjugacion” significa una unidad estructural organico que
conecta dos partes de un compuesto. Sin limitaciones, cualquier quimica de conjugacién conocida en la técnica para
conjugar dos moléculas o diferentes partes de una composicién juntas puede usarse para acoplar dos partes de un
compuesto. Las moléculas de acoplamiento y/o grupos funcionales de ejemplo para el acoplamiento de dos partes de un
compuesto incluyen, pero no se limitan a, un polietilenglicol (PEG, NH2-PEGX-COOH que puede tener un brazo
espaciador de PEG de varias longitudes X, donde 1 < X < 100, por ejemplo, PEG-2K, PEG-5K, PEG-10K, PEG-12K, PEG-
15K, PEG-20K, PEG-40K vy similares), agente de conjugaciéon de maleimida, PASilacion, HESilacion,
Bis(sulfosuccinimidilo) agente de conjugacion suberato, agente de conjugacion de ADN, agente de conjugacion de
péptidos, agente de conjugacion de silano, agente de conjugacion hidrolizable y cualquier combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones, el enlazador incluye un par de moléculas de acoplamiento. Los términos "par de moléculas de
acoplamiento” y "par de acoplamiento”, como se usan indistintamente en el presente documento, se refieren a la primera
y segunda moléculas que se unen especificamente entre si. Un miembro del par de acoplamiento se conjuga con una
primera entidad, mientras que el segundo miembro se conjuga con una segunda entidad, que se desea conectar a la
primera entidad. Solo a modo de ejemplo, la primera entidad puede ser una etiqueta detectable de una sonda informadora
descrita en el presente documento, y la segunda entidad puede ser una primera region especifica de la sonda diana de
la sonda informadora. Por lo tanto, el marcador detectable se puede acoplar a la primera region especifica de la sonda
diana mediante un par de moléculas de acoplamiento. Como otro ejemplo, una superficie de sustrato sélido puede
comprender un primer miembro del par de acoplamiento, mientras que una etiqueta de afinidad de una sonda de captura
descrita aqui puede comprender un segundo miembro del par de acoplamiento. Como se usa en el presente documento,
la frase "primera y segunda moléculas que se unen especificamente entre si" se refiere a la union del primer miembro del
par de acoplamiento al segundo miembro del par de acoplamiento con mayor afinidad y especificidad que a otras
moléculas.
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Ejemplos de pares de moléculas de acoplamiento incluyen, sin limitaciones, cualquier compuesto hapteno o antigénico
en combinacién con un anticuerpo o porcién de unién correspondiente o fragmento del mismo (por ejemplo, digoxigenina
y anti-digoxigenina; inmunoglobulina de ratén e inmunoglobulina antirratén de cabra) y pares de unién no inmunoldgica
(por ejemplo, biotina-avidina, biotina-estreptavidina), hormona (por ejemplo, proteina de unién a tiroxina y hormona
cortisol), agonista receptor-receptor, antagonista receptor-receptor (por ejemplo, receptor de acetilcolina-acetilcolina o un
analogo de la misma), proteina A IgG, lectina-carbohidrato, cofactor enzima-enzima, inhibidor enzima-enzima y pares de
oligonucledtidos complementarios capaces de formar duplex de acido nucleico). El par de moléculas de acoplamiento
también puede incluir una primera molécula con carga negativa y una segunda molécula con carga positiva.

Un ejemplo de uso de conjugacion de pares de acoplamiento es la conjugacioén biotina-avidina o biotina-estreptavidina.
En este enfoque, una primera entidad esta biotinilada (es decir, la primera entidad comprende una molécula de biotina) y
una segunda entidad que se desea conectar a la primera entidad puede comprender una avidina o estreptavidina. Muchos
kits comerciales también estan disponibles para moléculas de biotinilacion, como las proteinas. Por ejemplo, una
aminooxi-biotina (AOB) puede usarse para unir covalentemente biotina a una molécula con un grupo aldehido o cetona.

Todavia otro ejemplo del uso de la conjugacién de pares de acoplamiento es la conjugacion de acidos nucleicos
bicatenarios. En este enfoque, una primera entidad puede comprender una primera cadena del acido nucleico bicatenario
y una segunda entidad que se desea conectar a la primera entidad puede comprender una segunda cadena del acido
nucleico bicatenario. Los acidos nucleicos pueden incluir, sin limitacion, segmentos de secuencia definidos y secuencias
que comprenden nucledtidos, ribonucleétidos, desoxirribonucledtidos, analogos de nucledtidos, nucleétidos modificados
y nucleétidos que comprenden modificaciones del esqueleto, puntos de ramificacion y residuos no nucleotidicos, grupos
0 puentes.

En algunas realizaciones, un enlazador puede ser un sustrato fisico, por ejemplo, microparticulas o particulas magnéticas.

Los enlazadores pueden ser de cualquier forma. En algunas realizaciones, los enlazadores pueden ser lineales. En
algunas realizaciones, los enlazadores se pueden plegar. En algunas realizaciones, los enlazadores pueden estar
ramificados. En otras realizaciones, el enlazador adopta la forma del sustrato fisico.

En algunas realizaciones, el enlazador puede comprender un enlazador escindible descrito aqui.
Algunas definiciones seleccionadas

Debe entenderse que esta invencion no se limita a la metodologia, protocolos y reactivos particulares, etc., descritos aqui
y como tales pueden variar. La terminologia utilizada en este documento tiene el propodsito de describir realizaciones
particulares solamente, y no pretende limitar el alcance de la presente invencion, que se define Unicamente por las
reivindicaciones.

Como se usa en este documento y en las reivindicaciones, las formas singulares incluyen la referencia plural y viceversa
a menos que el contexto indique claramente lo contrario. El término "o" es inclusivo a menos que se modifique, por
ejemplo, por "cualquiera". Aparte de en los ejemplos operativos, o donde se indique lo contrario, todos los nimeros que
expresan cantidades de ingredientes o condiciones de reaccion utilizadas en este documento deben entenderse
modificados en todos los casos por el término "aproximadamente". El término "aproximadamente" con respecto a los

valores numéricos significa dentro del 5%.

Como se usa en el presente documento, el término "que comprende" o "comprende(s)" se usa en referencia a
composiciones, métodos y sus respectivos componentes, que son esenciales para la invencion, pero abiertos a la inclusion
de datos no especificados elementos, sean esenciales o no.

Como se usa en el presente documento, el término "que consiste esencialmente en" o "consiste(s) esencialmente en" se
refiere a aquellos elementos requeridos para una realizaciéon dada. El término permite la presencia de elementos
adicionales que no afectan materialmente las caracteristicas basicas y novedosas o funcionales de esa realizacion de la
invencion.

Como se usa en el presente documento, el término "que consiste en" o "consiste(s) en" se refiere a composiciones,
métodos y componentes respectivos de los mismos como se describe en el presente documento, que son exclusivos de
cualquier elemento no mencionado en esa descripcion de la realizacion.

El término "deteccion multiplexada" se refiere a la deteccion de una pluralidad de moléculas diana de una sola muestra
en un unico ensayo. En algunas realizaciones, la deteccion multiplexada se refiere a mediciones simultaneas de al menos
2, al menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 10, al menos 20, al menos 30, al menos 40, al menos 50, al menos 60,
al menos 70, al menos 80, al menos 90, al menos 100, al menos 150, al menos 200, al menos 250, al menos 300, al
menos 350, al menos 400, al menos 450, al menos 500 o mas diferentes moléculas diana de una sola muestra.

Como se usa en el presente documento, el término "muestra fijada de células o tejidos" se refiere a una muestra obtenida
de una célula o tejido que se ha fijado previamente en una solucién de fijacion de células o tejidos y, opcionalmente, luego
se ha incorporado en un sustrato sélido. Se conocen diversas soluciones de fijacion de células o tejidos en la técnica, que
incluyen, pero no se limitan a aldehidos (por ejemplo, pero sin limitarse a formaldehido, formalina), alcoholes (por ejemplo,
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pero no se limitan a, etanol, metanol y/o acetona ), agentes oxidantes (por ejemplo, entre otros, tetradxido de osmio,
dicromato de potasio, acido cromico y/o permanganato de potasio), picratos, mercurial (por ejemplo, entre otros, B-5 y/o
fijador de Zenker), fijador de efecto de proteccion de solvente organico mediado por regulador Hepes-acido glutamico
(HOPE). En algunas realizaciones, una muestra fijada de células o tejidos también abarca una muestra congelada de
células o tejidos.

Como se usa en el presente documento, el término "codigo de barras de ADN extrafio o foraneo" se refiere a una
secuencia de ADN utilizada como cédigo de barras o etiqueta para la identificacion de una molécula diana en una muestra
de un organismo, en donde la secuencia de ADN es una secuencia extrafia o foranea relativo a los genomas del organismo
del cual se deriva u obtiene la muestra. Como se usa en el presente documento, el término "extrafio o foraneo" se refiere
a una secuencia de nucleétidos que muestra poca o ninguna homologia contra un organismo (del que se deriva u obtiene
una muestra) y/u otros organismos principales, por ejemplo, en la secuencia de referencia de NCBI (RefSeq) base de
datos. En algunas realizaciones, una secuencia de nucleétidos es extraiia o foranea cuando comparte una homologia
(identidad de secuencia) con la del organismo en no mas del 50% o menos, incluyendo, por ejemplo, no mas del 40%, no
mas del 30%, no mas del 20%, no mas del 10% o menos. En algunas realizaciones, las secuencias de nucledtidos de
identificacion descritas aqui son cédigos de barras de ADN extrafios o foraneos.

El término "anticuerpo” como se usa en el presente documento se refiere a un anticuerpo de longitud completa o moléculas
de inmunoglobulina, IgG, IgM, IgA, IgD o IgE, o una porcién de proteina del mismo que comprende solo una porcién de
un anticuerpo intacto, que generalmente incluye un antigeno sitio de unién del anticuerpo intacto y, por lo tanto, conserva
la capacidad de unirse a una diana, como un epitopo o antigeno. Ejemplos de porciones de anticuerpos o proteinas de
union al epitopo abarcadas por la presente definicion incluyen: (i) el fragmento Fab, que tiene dominios VL, CL, VH y CHI;
(i) el fragmento Fab', que es un fragmento Fab que tiene uno o mas residuos de cisteina en el extremo C del dominio
CHl; (iii) el fragmento Fd que tiene dominios VH y CHI; (iv) el fragmento Fd' que tiene dominios VH y CHI y uno o mas
residuos de cisteina en el extremo C del dominio CHI; (v) el fragmento Fv que tiene los dominios VL y VH de un solo brazo
de un anticuerpo; (vi) el fragmento dAb (Ward et al., 341 Nature 544 (1989)) que consiste en un dominio VH o un dominio
VL que se une al antigeno; (vii) regiones CDR aisladas o regiones CDR aisladas presentadas en un marco funcional; (viii)
fragmentos F(ab')2 que son fragmentos bivalentes que incluyen dos fragmentos Fab' unidos por un puente disulfuro en la
region bisagra; (ix) moléculas de anticuerpos de cadena sencilla (por ejemplo, cadena simple Fv; scFv) (Bird et a., 242
Science 423 (1988); y Huston et al., 85 PNAS 5879 (1988)); (x) "diacuerpos" con dos sitios de unién a antigeno, que
comprenden un dominio variable de cadena pesada (VH) conectado a un dominio variable de cadena liviana (VL) en la
misma cadena de polipéptidos (véase, por ejemplo, EP 404,097; WO 93/11161; Hollinger et al., 90 PNAS 6444 (1993));
(xi) "anticuerpos lineales" que comprenden un par de segmentos Fd en tandem (VH-CH1-VH-CH1) que, junto con
polipéptidos de cadena liviana complementaria, forman un par de regiones de unién a antigeno (Zapata et al., 8 Protein
Eng. 1057 (1995) y la Patente de los Estados Unidos No. 5,641,870).

Los "anticuerpos"” incluyen porciones de anticuerpos que se unen a antigenos tales como péptidos de epitopo o de union
a antigeno, paratopos, CDR funcionales; anticuerpos recombinantes; anticuerpos quimeéricos; tricuerpos; midicuerpos; o
derivados de unién a antigeno, analogos, variantes, porciones o fragmentos de los mismos.

El término "aptamero" se refiere a una molécula de acido nucleico que es capaz de unirse a una molécula diana, tal como
un polipéptido. Por ejemplo, un aptamero de la invencion puede unirse especificamente a una molécula diana, o a una
molécula en una ruta de sefializacion que modula la expresion y/o actividad de una molécula diana. La generacion vy el
uso terapéutico de aptameros estan bien establecidos en la técnica. Véase, por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos
No. 5,475,096.

Todas las patentes y ofras publicaciones identificadas tienen el propédsito de describir y divulgar, por ejemplo, las
metodologias descritas en tales publicaciones que podrian usarse en conexiéon con la presente invencion. Estas
publicaciones se proporcionan Unicamente para su divulgacion antes de la fecha de presentacion de la presente solicitud.
Nada a este respecto debe interpretarse como una admision de que los inventores no tienen derecho a anteceder dicha
divulgacion en virtud de una invencion previa o por cualquier otro motivo. Todas las declaraciones sobre la fecha o la
representacion del contenido de estos documentos se basan en la informacién disponible para los solicitantes y no
constituyen ninguna admision en cuanto a la exactitud de las fechas o el contenido de estos documentos.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento tienen
el mismo significado que los comunmente entendidos por un experto en la materia a la que pertenece esta invencion.
Aunque cualquier método, dispositivo y material conocido puede usarse en la practica o prueba de la invencion, se
describen en este documento los métodos, dispositivos y materiales a este respecto.

Ejemplos
Ejemplo 1. Optimizacion de métodos para la deteccion multiplex de moléculas diana de una muestra

Evaluaciéon de diferentes enlazadores escindibles: En diversas realizaciones descritas en el presente documento, las
moléculas de unién a dianas pueden conjugarse con secuencias de nucleétidos de identificacion a través de cualquier
enlazador(es) divisible(s) conocido en la técnica. En este ejemplo, se evaluaron tres métodos alternativos para conjugar
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moléculas diana (por ejemplo, anticuerpos) con secuencias de nucledtidos de identificacion (por ejemplo, ADN) a través
de un enlazador escindible utilizando procedimientos de ejemplo que se detallan a continuacion.

En el primer método, las moléculas de unién a la diana (por ejemplo, anticuerpos) se modificaron con carbonato de (E)-
ciclooct-4-enil 2,5-dioxopirro-lidin-1-ilo (N-hidroxi-succinimidilo de trans-cicloocteno éster; TCO-NHS) y sintetizado como
se informé anteriormente en la Ref. 26. Si esta presente, la azida de sodio se eliminé usando una columna de desalacién
Zeba de 2 ml (7 KMWCO). La reaccion se realizé usando 1000 equivalentes molares de TCO-NHS en PBS que contenia
DMF al 10% (v/v) y bicarbonato de sodio 10 mM durante 4 h a temperatura ambiente. Al mismo tiempo, se hizo reaccionar
un Tz-NHS fotoescindible con un grupo amina en el extremo 5' de la cadena de ADN 70-mero (exceso 15 molar) durante
4 h a temperatura ambiente. Después de que las reacciones concluyeron, el conjugado de molécula de unién a la diana-
TCO (por ejemplo, Ab-TCO) se purificé usando una columna Zeba (7000 MWCO), y el conjugado de ADN-Tz se purificd
usando un filtro Amicon 3 K MWCO seguido de tres lavados. con PBS. A continuacion, la molécula de unién a la diana-
TCO (por ejemplo, Ab-TCO) y Tz-DNA se combinaron mediante quimica de clic (26) durante dos horas a temperatura
ambiente. La sonda diana final (por ejemplo, conjugado de anticuerpo-ADN) se purificé por separacion de tamafio usando
filtros Amicon 100 K MWCO seguidos de lavados con PBS.

En el segundo método, el enlazador bifuncional fotoescindible (Figura 2) reaccioné (exceso de 10 molares) con el grupo
amina en el extremo 5' del ADN monocatenario (IDT) 70-mero durante 4 h a temperatura ambiente. Tres horas después
de que comenzara la reaccion de ADN, las moléculas de union a la diana (por ejemplo, anticuerpo) se hicieron reaccionar
con 2-iminotiolano (reactivo de Traut, 10 exceso molar, Thermo Scientific) para convertir grupos amina en grupos
sulfhidrilo (-SH) en PBS con 2 EDTA mM durante 1 hora a temperatura ambiente. Cuando concluyeron las reacciones, las
moléculas de union a diana tioladas (por ejemplo, anticuerpo) se separaron del Reactivo de Traut en exceso usando una
columna de desalacién Zeba (7000 MWCO) que se habia equilibrado con PBS que contenia EDTA 2 mM. El exceso de
enlazador bifuncional fotoescindible (PC) se purificd del ADN con un filtro Amcion 3 K MWCO. Luego, la molécula SH que
se une a la diana (por ejemplo, el anticuerpo SH) y el enlazador de ADN-PC (exceso ~15 molar) se hicieron reaccionar
durante la noche a 4°C. La sonda diana final (por ejemplo, conjugado anticuerpo-ADN) se purificd por separacion de
tamafio usando filtros Amicon 100 K MWCO seguidos de lavados con PBS.

En el tercer método, se hizo reaccionar un enlazador de amina a sulfhidrilo, 6-[3'(2-piridilditio)-propionamido]hexanoato
de sulfosuccinimidilo (sulfo-LC-SPDP, Thermo Scientific), con una molécula de unién a la diana (por ejemplo, anticuerpo)
en PBS-EDTA con un exceso de 50 molares y envejecido durante 1 hora a temperatura ambiente. Al final de la reaccion,
se elimind el exceso de sulfo-LC-SPDP usando una columna de desalacién Zeba (7000 MWCO). EI ADN tiolizado se
redujo con DTT y se purificé a través de una columna NAP-5, como se describio anteriormente en la conjugacion ADN-
anticuerpo en la seccion "Materiales y métodos de ejemplo” a continuacion. Una vez que se purificd el exceso de sulfo-
LC-SPDP usando una columna Zeba, la molécula de unién a la diana (por ejemplo, anticuerpo) se hizo reaccionar con el
ADN tiolizado reducido (exceso de ~15 molar) durante la noche a 4°C. La sonda diana final (por ejemplo, conjugado
anticuerpo-ADN) se purificd por separacion de tamario usando filtros Amicon 100 K MWCO seguidos de lavados con PBS.

Los tres métodos de enlace molécula-ADN de unién a diana escindible por UV (por ejemplo, Ab-ADN) se compararon
marcando primero las células A431 con conjugados de ADN EGFR y EPCAM vy luego determinando qué método produjo
la relacion sefal/ruido mas alto SNR), por ejemplo, a través de Nanostring. La conjugacion de moléculas diana (por
ejemplo, anticuerpos) con el enlazador fotoescindible bifuncional descrito en la figura 2A dio la SNR mas alta. Esta sonda
diana (por ejemplo, conjugado de anticuerpo) se comparo luego con la sonda diana (por ejemplo, conjugado anticuerpo-
ADN que contiene el enlace disulfuro escindible DTT. Las células SKOV3 (5 x 10° células) se marcaron con conjugados
Herceptina-ADN (1 ug) Después de 30 minutos, las células se centrifugaron a 400 x g durante 3 minutos, y el exceso de
Herceptina se eliminé con dos lavados con SB+. El conjugado Herceptina-ADN con el enlazador disulfuro se escindio
agregando DTT (50 mM) durante 15 minutos. a 37°C. Al mismo tiempo, el conjugado Herceptina-ADN con el enlazador
fotoescindible se expuso a la luz UV (longitud de onda) durante 15 minutos. Después de la etapa de escision de 15
minutos, las células se centrifugaron a 400 x g durante 5 minutos, y se retir6 el sobrenadante. EI ADN en el sobrenadante
se midié usando el ensayo de Qubit monocatenario para determinar la cantidad de ADN escindido del anticuerpo. El
enlazador fotoescindible UV tenia 2.4 veces mas ADN que el enlazador disulfuro.

Optimizacion de las condiciones de lisis: Se evaluaron cuatro condiciones de lisis diferentes para determinar cual era la
mas eficiente (Figura 3): (A) Proteinasa K con regulador PKD (Qiagen) y UV; (B) Proteinasa K con regulador ATL (Qiagen)
y UV; (C) regulador ATL con UV; y (D) UV. Segun los métodos probados, el método (B) mostré un aumento del 20% en
la sefal sobre los métodos (A) y (C).

Ejemplo 2. Desarrollo y validacion de métodos para la deteccién multiplex de moléculas diana de una muestra.

En este ejemplo, un cédigo de barras de anticuerpos con plataforma de ADN fotoescindible (ABCD) se disefi6 para realizar
mediciones de proteinas multiplexadas y perfiles de todo el sistema en pequefias cantidades de material de muestra
clinica (por ejemplo, ~100 células). El método fue disefiado para preservar el material genético y permitir el aislamiento
especifico de células individuales raras. Este enfoque interroga a las células individuales marcando anticuerpos de interés
con "codigos de barras" de ADN cortos (~70-mer) -con cada anticuerpo que tiene una secuencia Unica- usando un
enlazador fotoescindible estable. Los enlazadores fotoescindibles conocidos en la técnica (por ejemplo, Ref. 9) se pueden
usar aqui. Después de que el anticuerpo se une a las células, el enlazador fotoescindible libera el codigo de barras de
ADN unico, que luego puede detectarse por varios medios. En algunas realizaciones, se pueden identificar diferentes
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codigos de barras de ADN en funcion del tamafio usando electroforesis en gel. Sin embargo, este método tenia
multiplexacion limitada (8 a 12 marcadores) y solo era semicuantitativo (9). Otros métodos cuantitativos, como la
secuenciacion y la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR), son confiables y se pueden usar para
detectar los codigos de barras de ADN liberados, pero pueden introducir sesgos durante los pasos de amplificacion,
requieren un tiempo de procesamiento prolongado o no son rentables. El gPCR multiplexado solo mide un maximo de
cinco marcadores a la vez. Por lo tanto, se seleccioné una tecnologia de hibridacion de fluorescencia, que se ha utilizado
tradicionalmente para la cuantificacion multiplexada (16.384 cédigos de barras) de cantidades femtomolares de ADN vy
ARN (10, 11), para detectar los cédigos de barras de ADN liberados. Si bien la tecnologia de hibridacion de fluorescencia
se ha utilizado para cuantificar el ADN y el ARN, no se habia extendido previamente para medir proteinas dentro de las
células o muestras clinicas. Este ejemplo y los ejemplos posteriores muestran la aplicacion y validacion de la plataforma
ABCD en lineas celulares y muestras clinicas humanas, asi como la evaluacion de la respuesta al tratamiento
farmacologico y la heterogeneidad inter e intrapaciente en el cancer de pulmén.

Las células se cosecharon primero de aspirados con aguja fina (FNA) de un paciente dado (Figura 1A). Para aislar mejor
las células cancerosas de su medio celular heterogéneo, los aspirados se marcaron con anticuerpos dirigidos contra
marcadores establecidos (por ejemplo, CD45 para agotar los leucocitos infiltrantes de tumores de la muestra). El
anticuerpo se marc6 con nanoparticulas magnéticas y se paso a través de un dispositivo para microfluidos que contenia
una capa magnética autoensamblada para agotar las células marcadas [12]. La poblacion de células cancerosas
purificadas se recupero del dispositivo y se tifié con una mezcla que comprende una pluralidad de una o mas realizaciones
de sondas diana como se describe en el presente documento. En este ejemplo, la poblacién de células cancerosas
purificadas se tifid con una mezcla de sondas diana que contenian cada una un anticuerpo y un cédigo de barras unico
unido mediante un enlazador fotoescindible (denominado "conjugado de anticuerpo” o "conjugado de anticuerpo-ADN" en
este documento) (Figura 1B y Figura 2). Ejemplos de anticuerpos para usar en los conjugados de anticuerpos se enumeran
en la Tabla 1 a continuacién. En este ejemplo, se eligieron mas de 90 anticuerpos en el coctel y se usaron para demostrar
que el marcado masivo produjo resultados similares al marcado con un solo anticuerpo. Los 90 conjugados de anticuerpo-
ADN fueron disefiados especialmente para marcar una secuencia de ADN foranea que no reaccionaria de forma cruzada
con el genoma humano. Los marcadores diana se seleccionaron para cubrir las vias distintivas en el cancer (por ejemplo,
apoptosis, epigenética y dafio en el ADN), los marcadores de diagndstico de cancer conocidos en la técnica, por ejemplo,
los que se usan comunmente en la clinica y las proteinas de limpieza y control. Antes del etiquetado, los conjugados de
ADN-anticuerpo se aislaron mediante una supresion especifica de inmunoglobulina G (IgG) y se agruparon en un coctel.
Después del bloqueo celular, la permeabilizacion y el marcado, y el lavado, el ADN se liberé de las células de interés tanto
con escision proteolitica como con fotoescision para aumentar el rendimiento y, por extension, la sensibilidad (Figura 1C).

Tabla 1: Lista de ejemplos de anticuerpos.

Anticuerpo Especie Catalogo Proveedor
GAPDH (14C10) Conejo 2118BF Cell Signaling
B-Tubulina (9F3) Conejo 2128BF Cell Signaling
Ku80 (C48E7) Conejo 2180BF Cell Signaling
Fosfo-Chk2 (Thr68) (C13C1) Conejo 2197BF Cell Signaling
Proteina ribosémica S6 (54D2) Raton 2317BF Cell Signaling
Fosfo-Chk1 (Ser345) (133D3) Conejo 2348BF Cell Signaling
VE-caderina (D87F2) Conejo 2500BF Cell Signaling
p53 (7F5) Conejo 2527BF Cell Signaling
Fosfo-53BP1 (Ser1778) Conejo 2675BF Cell Signaling
Fosfo-(Ser/Thr) ATM/ATR Substrato Conejo 2851BF Cell Signaling
Fosfo-4E-BP1 (Thr37/46) (236B4) Conejo 2855BF Cell Signaling
Bim (C34C5) Conejo 2933BF Cell Signaling
Ciclina D3 (DCS22 Raton 2936BF Cell Signaling
Ciclina D1 (92G2) Conejo 2978BF Cell Signaling
mTOR (7C10) Conejo 2983BF Cell Signaling
Fosfo-ciclina D1 (Thr286) (D29B3) Conejo 3300BF Cell Signaling
Fosfo-histona H3 (Ser10) (D2C8) Conejo 3377BF Cell Signaling
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ALK (D5F3)
Fosfo-EGF Receptor (Tyr1068) (D7A5)
Fosfo-Akt (Ser473) (D9E)
Anticuerpo CDCP1
Ciclina E1 (HE12)
Fosfo-ciclina E1 (Thr62)
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Especie

Conejo
Conejo
Conejo
Conejo
Ratén

Conejo

Fosfo-p44/42 MAPK (Erkl/2) (Thr202/Tyr204) (D13.14.4E) | Conejo

Keratina 7 (D1E4)

Histona H3 (D1H2)

Fosfo-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) (D3F9)
Fosfo-SEK1/MKK4 (Ser257) (C36C11)
Pan-keratina (C11

Keratina 8/18 (C51)

Keratina 18 (DC10)

Akt (pan) (C67E7)

p44/42 MAPK (Erk1/2) (137F5

COX IV (3E11

Proteina ribosémica Fosfo-S6 (Ser235/236)
53BP1

B-Actina (13E5)

Akt2 (L79B2)

Fosfo-mTOR (Ser2448) (D9C2)

PARP escindido(Asp214) (D64E10)
Vimentina (D21H3)

Caspasa-9 escindida (Asp330) (D2D4)
Met (D1C2)

FGF receptor 4 (D3B12)

Ax| (C89E7)

p38 MAPK (D13E1)

BRCA1 (D54A8)

Fosfo-Stat3 (Tyr705) (D3A7)
Caspasa-7 escindida (Asp198)
Caspasa-8 escindida (Asp391) (18C8)
Caspasa-9 escindida (Asp315)

PARP (46D11)

4E-BP1 (53H11)

Caspasa-3 escindida (Asp175)

Conejo
Conejo
Conejo
Conejo
Ratén

Ratén

Ratén

Conejo
Conejo
Conejo
Conejo
Conejo
Conejo
Ratén

Conejo
Conejo
Conejo
Conejo
Conejo
Conejo
Conejo
Conejo
Conejo
Conejo
Conejo
Conejo
Conejo
Conejo
Conejo

Conejo
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Catalogo

3633BF
3777BF
4060BF
4115BF
4129BF
4136BF
4370BF
4465BF
4499BF
4511BF
4514BF
4545BF
4546BF
4548BF
4691BF
4695BF
4850BF
4858BF
4937BF
4970BF
5239BF
5536BF
5625BF
5741BF
7237BF
8198BF
8562BF
8661BF
8690BF
9025BF
9145BF
9491BF
9496BF
9505BF
9532BF
9644BF
9661BF

Proveedor

Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
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Anticuerpo Especie Catalogo Proveedor

Fosfo-histona H2A.X (Ser139) (20E3) Conejo 9718BF Cell Signaling
FGF receptor 1 (D8E4) Conejo 9740BF Cell Signaling
Caspasa-8 (1C12) Raton 9746BF Cell Signaling
Caspasa-9 Conejo 9502 BF Cell Signaling
Fosfo-B-Catenina (Ser675) (D2F1) Conejo 4176BF Cell Signaling
Fosfo-GSK-3pB (Ser9) (D85E12) Conejo 5558BF Cell Signaling
Dimetil-Histona H3 (Lys9) (D85B4) Conejo 4658BF Cell Signaling
Dimetil-Histona H3 (Lys4) (C64G9) Conejo 9725BF Cell Signaling
Dimetil-Histona H3 (Lys36) (C75H12) Conejo 2901BF Cell Signaling
Dimetil-Histona H3 (Lys27) Conejo 9755BF Cell Signaling
Dimetil-Histona H3 (Lys79) Conejo 9757BF Cell Signaling
Acetil-histona H3 (Lys9) (C5B11) Conejo 9649BF Cell Signaling
Acetil-histona H3 (Lys14) Conejo 4318BF Cell Signaling
Acetil-histona H3 (Lys27) Conejo 4353BF Cell Signaling
Acetil-histona H3 (Lys56) Conejo 4243BF Cell Signaling
Acetil-histona H3 (Lys18) Conejo 9675BF Cell Signaling
LC3A (D50G8) Conejo 4599BF Cell Signaling
LC3B (D11) Conejo 3868BF Cell Signaling
p21waf1/cip1 Conejo 2947BF Cell Signaling
Beclina-1 (D40C5) Conejo 3495BF Cell Signaling
B-Catenina (6B3) Conejo 9582BF Cell Signaling
Babosa (C19G7) Conejo 9585BF Cell Signaling
Caracol (C15D3) Conejo 3897BF Cell Signaling
TCF8/ZEB1 (D80D3) Conejo 3396BF Cell Signaling
c-Myc (D84C12) Conejo 5605BF Cell Signaling
Met (D1C2) Conejo 8198BF Cell Signaling
Familia fosfo-Src (Tyr416) Conejo 6943BF Cell Signaling
Fosfo-Jak2 (Tyr1007) Conejo 4406BF Cell Signaling
Fosfo-Jak3 (Tyr980/981) Conejo 5031BF Cell Signaling
Fosfo-PLCy1 (Tyr783) Conejo 2821BF Cell Signaling
Bcl-2 (D55G8) Conejo 4223BF Cell Signaling
Bcl-xL (54H6) mAb de conejo #2764 Conejo 2764BF Cell Signaling
Control de raton IgG1 Raton 400102 Biolegend
Control de ratén IgG2a Raton 400202 Biolegend
Control de ratén IgG2b Raton 401202 Biolegend
Control de conejo Conejo 550875 BD Bioscience
Control de rata IgG2b Rata 553986 BD Bioscience
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Anticuerpo Especie Catalogo Proveedor
Her2 Humano/Ratén | Herceptina | Genentech
EGFR Humano/Ratén | Cetuximab | Bristol- Meyers
EpCAM Raton MAB9601 |R&D
MUCA1 Raton M01102909 | Fitzgerald
MUC16 Ratén ab1107 abcam
EpHA2 Raton MAB3035 |R&D
FOLR1 Raton MAB5646 | R&D
FSHR Ratén GTX71451 | Genetex
TSPANS Raton MAB4734 |R&D
Claudina-3 Ratén MAB4620 | R&D
Transferrina Ratén MAB2474 | R&D
CD44s Raton BBA10 R&D
CD44 Raton 103002 Biolegend
E-Caderina Raton 324102 Biolegend
CEA 10-C10C Fitzgerald
B7-H3 MAB1027 |R&D
EMMPRIN Raton MAB972 R&D
CD45 Raton 304002 Biolegend
Calretinina Raton sc-135853 | Santa Cruz biotechnology
Ki67 Ratén 556003 BD Bioscience
Control de raton IgG Raton 5414BF Cell Signaling
Control de conejo IgG Conejo 3900BF Cell Signaling

Los conjugados de anticuerpo-ADN se evaluaron primero en células MDA-MB-231 (cancer de mama humano). Las células
se bloquearon para evitar el etiquetado inespecifico de ADN o anticuerpos y luego se "tifieron" con el céctel combinado
siguiendo técnicas similares a la tincion de citometria de flujo estandar conocida en la técnica. A continuacion, se liberd
el ADN con un pulso de luz, se hibridé a codigos de barras fluorescentes y se grabd en un cartucho a través de un
dispositivo de imagen acoplado a carga (CCD) (NanoString Technologies).

Se evaluaron y optimizaron varias conjugaciones de ADN usando varios enlazadores escindibles y los métodos de
liberacion correspondientes (Figuras 2 y 3). Entre los enlazadores escindibles probados, se seleccioné el enlazador
fotoescindible por su rendimiento superior (Figura 2). La cuantificacion de la sonda se tradujo en un perfil de muestra
protedmica (Figura 1C) mediante la normalizacién de acuerdo con el ADN por anticuerpo y las proteinas de limpieza
(Figura 4). En promedio, habia alrededor de tres a cinco fragmentos de ADN por anticuerpo; se marcaron los marcadores
con base en la unién no especifica de los controles de IgG.

Analisis repetidos mostraron resultados consistentes en diferentes lotes de células analizadas en diferentes dias y con el
tiempo (Figura 5). En estudios posteriores, los anticuerpos que no cayeron por encima del umbral de IgG de control de
1.2 veces no se incluyeron [por ejemplo, dimetilhistona H3 (Lys*)]. Excluyendo estos valores atipicos, la mediana de SE
en todos los anticuerpos fue del 6%. Se derivo un perfil de la linea humana MDA-MB-231 de aproximadamente 50 células
y mostro, por ejemplo, alta expresion de queratina 7 y receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), dos
marcadores de diagndstico cominmente utilizados en laboratorios de patologia para identificar subtipos de cancer. Los
marcadores epigenéticos y fosfoprotedmicos tienen una expresion mas baja porque estos ocurren naturalmente en menor
abundancia en las células en relacion con los marcadores extracelulares. También se pudieron detectar marcadores
intracelulares como fosfo-Src (pSrc) y fosfo-glucdégeno sintasa quinasa 38 (pGSK3p), por ejemplo, utilizando el método
de permeabilizacion optimizado (Figuras 6A-6B).
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Se realizaron experimentos de evaluacién comparativa adicionales para demostrar la consistencia y reproducibilidad del
ensayo. Los anticuerpos conjugados se comportaron de manera similar a los anticuerpos nativos, no modificados, como
lo demuestra la comparacion cabeza a cabeza en la citometria de flujo (Figura 7A). Se encontraron resultados similares
al probar anticuerpos intracelulares como p53 y proteina ribosémica fosfo-S6 (pS6RP) con transferencias de puntos e
inmunotransferencia (Figura 7B). Los conjugados de anticuerpo-ADN generaron sefales iguales o mas fuertes en
comparacion con los anticuerpos nativos en las transferencias de puntos. Ademas, los anticuerpos modificados con ADN
mostraron patrones de expresion similares en los lisados celulares en comparacién con los anticuerpos nativos. Para
evaluar la reproducibilidad, se demostré que dos clones de anticuerpos modificados con ADN especificos del mismo
objetivo [por ejemplo, la molécula de adhesion celular epitelial (EpCAM)] dan niveles de expresion casi idénticos (R? =
0.99) a través de multiples lineas celulares y muestras clinicas (Figura 8A) La tincion de anticuerpos se evalud utilizando
un coctel de mas de 60 anticuerpos y como agentes Unicos; los niveles de expresion de ambos métodos, medidos por un
cédigo de barras de anticuerpos con plataforma de ADN fotoescindible (ABCD) como se describe aqui, mostraron una
alta correlacion lineal (R? = 0.93; Figura 8B). Los cambios en el marcador de proteina medidos con la plataforma ABCD
se correlacionaron linealmente con los cambios de expresion medidos por estudios de inmunofluorescencia
independientes en células de fibrosarcoma HT1080 tratadas con taxol (Figura 8C). Las mediciones de citometria de flujo
a través de ocho lineas celulares y seis marcadores diferentes mostraron correlaciones lineales (R? = 0.92 a 0.99) (Figura
9).

Ejemplo 3. Sensibilidad unicelular de una realizacion de los métodos para la deteccion multiple de moléculas diana de
una muestra (cédigo de barras de anticuerpos con plataforma de ADN fotoescindible (ABCD))

La sensibilidad de la plataforma ABCD se evalué mediante la deteccion de diferentes nimeros de células (50, 15, 100 5
células) de una muestra en masa de 500.000 células, en multiples repeticiones, por dilucion en serie (Figura 10A). Las
correlaciones entre los recuentos de ADN en masa y diluidos fueron lineales, con coeficientes de correlacion >0.9 (Figura
10B). Se realizaron experimentos adicionales para validar la plataforma ABCD en células A431 humanas individuales. La
Figura 10C muestra los niveles de expresion de 90 proteinas analizadas para cuatro células individuales elegidas al azar
y en muestras a granel. De acuerdo con informes anteriores (13), hubo cierta heterogeneidad intercelular, pero en general,
los perfiles unicelulares coincidieron con sus respectivos perfiles masivos con correlaciones tan altas como 0.96 y tan
bajas como 0.63. Se excluyeron las células multinucleadas; las células fueron seleccionadas de otra manera al azar.

Para demostrar la variacion biolégica a nivel de células individuales, las células A431 humanas individuales no tratadas
se compararon con las células tratadas con gefitinib, un inhibidor selectivo de la tirosina quinasa del EGFR. La agrupacion
no supervisada de células individuales mostré patrones Unicos para los grupos tratados y no tratados (Figura 11A). Las
lineas celulares A431 sobreexpresan EGFR y son altamente sensibles al gefitinib [concentracion inhibitoria media (ICs)
= 100 nM], como se muestra por la inhibicion generalizada de la via en células A431 tratadas con gefitinib. Se aplicd un
umbral a nivel de células individuales para garantizar que los niveles de expresion del marcador fueran detectables por
encima de los seis controles IgG para todas las lineas celulares. La mayoria del panel todavia era detectable, aunque
algunos marcadores como el fosfo-EGFR cayeron por debajo de los niveles umbral en algunas células, y por lo tanto no
se incluyeron para la agrupacion jerarquica. Sin embargo, las comparaciones por pares entre las dos cohortes mostraron
cambios significativos en los marcadores clave (Figura 11B) como pS6RP, Ku80 y fosfohistona H3 (pH3). Estos cambios
en los marcadores también fueron consistentes con los informes anteriores (14, 15). A diferencia de la mayoria de los
estudios de inhibicion de la sefalizacién, la linea celular no tratada no se estimulé previamente con EGF antes del
tratamiento. Por lo tanto, las condiciones del ensayo imitaron la variabilidad de la sefalizacion natural para aproximar
mejor las muestras de los pacientes.

Ejemplo 4. Medicion de la heterogeneidad inter e intratumoral en muestras clinicas utilizando la plataforma ABCD

Para demostrar las capacidades clinicas de ABCD y explorar la heterogeneidad unicelular, se obtuvieron FNA de
pacientes con adenocarcinoma de pulmon. Las muestras de FNA de un solo paso se procesaron inicialmente usando
seleccion magnética mediada por anticuerpos para aislar células positivas para EpCAM. Se recogieron células
individuales para anadlisis posteriores mediante micromanipulacién, mientras que se eliminaron otras unidades
estructurales de muestra. En un paciente representativo, la expresion del marcador de proteina en 11 células individuales
(EpCAM+/DAPI+/CD45-) se correlaciond con la medicion en masa (aproximadamente 100 células restantes de FNA)
(Figura 12A). Sin embargo, en general, la correlacion entre las células del paciente y los FNA a granel fue menor y variada
en comparacion con las células individuales de las lineas celulares y su respectivo volumen en las Figuras 10A-10C. La
correlacion mas alta con la medicion en masa fue de 0.79 (el cultivo celular mostré R = 0.96), mientras que el valor mas
bajo fue de 0.43 (Figura 12B).

Luego se determiné la heterogeneidad interpaciente en muestras a granel de seis pacientes con adenocarcinoma de
pulmén probado con biopsia (Figura 13). Aunque estos canceres albergaban una histopatologia idéntica, el perfil
protedmico revelo claras diferencias, incluso en esta pequefia cohorte. Se eligieron paneles de marcadores para evaluar
la heterogeneidad de proteinas en una amplia gama de redes de proteinas funcionales (16) relevantes para la evaluacion
de la terapia. La figura 13 muestra similitud visual entre los pacientes 1, 2 y 5 (Spearman Rq2 = 0.94, R15 = 0.96, Ro5 =
0.95). Esto coincidié parcialmente con el genotipificacion porque los pacientes 1 y 2 tenian mutaciones EGFR T790M,
mientras que el paciente 5 tenia una mutacion KRAS (KRAS 35G>T). Esto indica que diferentes genotipos ain pueden
producir fenotipos protedmicos similares. Los pacientes 3, 4 y 6 albergaban perfiles protedmicos distintos y mutaciones
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diferentes (Figura 13). El paciente 3 tenia una mutacion EGFR del exén 20, mientras que el paciente 4 tenia una mutacion
EGFR L858R y una mutacion BRAF adicional. Se observé que el paciente 6 tenia una translocacion EML4-ALK.

La agrupacion de proteinas también mostré posibles objetivos personalizados (Figura 13). Por ejemplo, el paciente 4
(EGFR/BRAF mutante) tenia quinasa 1/2 regulada por sefial fosfoextracelular alta () ERK1/2) y pS6RP, como se esperaba
para un paciente con una mutacion EGFR L588R; sin embargo, este paciente también mostré un alto nivel de los
marcadores de reparacion/dafio del ADN poli(adenosina difosfato-ribosa) polimerasa (PARP), Ku80 y expresion de
fosfohistona H2A.X (pH2A.X), lo que indica que los inhibidores de PARP o el ADN agentes dafiinos (por ejemplo,
cisplatino) podrian ser efectivos para este paciente. Por lo tanto, dicha informacién determinada por métodos para detectar
una pluralidad de moléculas diana como se describe en el presente documento (por ejemplo, plataforma ABCD) puede
usarse para complementar la farmacogendmica.

Ejemplo 5. Discriminacion in vitro de analisis de via durante el tratamiento utilizando la plataforma ABCD

Una vez establecida la viabilidad de los analisis inter e intrapacientes en muestras clinicas, se busco explorar la viabilidad
de controlar el tratamiento del cancer a lo largo del tiempo. Con este fin, primero se buscé determinar si las respuestas
de la via conocida a los diferentes tratamientos farmacoldgicos podrian ser discriminadas. La figura 14A muestra la
validacién de que las células de cancer de mama triple negativo (MDA-MB-436) tratadas con inhibidores de quinasa
(gefitinib y PKI-587), farmacos de anticuerpos (cetuximab) y farmacos que dafian el ADN (olaparib y cisplatino) mostraron
perfiles que se agruparon de acuerdo con el mecanismo de accion del farmaco. Como estudio de control, las lineas
celulares tratadas con cetuximab dieron como resultado la inhibicién esperada del farmaco (Figura 15B). Se demostré la
inhibicion esperada de proteinas en lineas celulares de cancer humano sensibles al farmaco utilizando dosis optimizadas
de farmacos y tiempos de incubacion utilizando la plataforma ABCD. Ejemplos notables incluyen pS6RP para tratamientos
dirigidos y pH2A.X, sustrato pATM/ATR (fosfo-ataxia telangiectasia mutada/ATM- y Rad3), y PARP escindido para
agentes que danan el ADN. También se encontraron resultados inesperados, como modificaciones de histonas
epigenéticas después del tratamiento con un inhibidor de fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3Ki) (Figura 15E). Para la
validacion adicional in vitro del tratamiento, las lineas celulares de fibrosarcoma HT1080 se trataron con cuatro dosis
diferentes de taxol. Varios marcadores del panel mostraron cambios de dosis-respuesta al tratamiento con taxol, incluidos
pERK y fosfo-ciclina D.

El perfil protedmico de los tratamientos con olaparib y cisplatino se realizé para cuatro lineas celulares de cancer humano,
mostrando sensibilidades farmacoldgicas variables medidas mediante ensayos de viabilidad (Figuras 14A-14B y Figura
15A). El grado de cambio en los perfiles de proteinas se cuantificé calculando el nimero de marcadores que eran
significativamente diferentes de la condicién no tratada usando la prueba t por pares [tasa de descubrimiento falso
(FDR)=0.1]. Este perfil indicaba que los cambios farmacodinamicos globales se correlacionaban con la sensibilidad del
tratamiento: a medida que disminuian los valores de ICso, aumentaba el nimero de marcadores proteicos con cambios
significativos (Fig. 14B). Para lineas celulares resistentes (por ejemplo, OVCA429), no se detectaron cambios
significativos. También se detectaron cambios esperados en el dafio del ADN y los marcadores de apoptosis, como la
degradacion de Bim y la regulacion positiva de pERK (Figuras 15C-15D), lo que indica estudios previos de respuesta al
dano del ADN al tratamiento con cisplatino (17).

Para evaluar la capacidad del ensayo para medir incluso pequefios cambios de marcadores, las células de fibrosarcoma
humano HT1080 se trataron con taxol a cinco dosis diferentes. Los cambios en los marcadores a dosis altas se
compararon con los cambios en los marcadores cuantificados por una pantalla de inmunofluorescencia independiente
(Figura 16A). Varios marcadores de proteinas mostraron curvas de dosis-respuesta, incluyendo CDCP1, fosfo-ciclina D,
ciclina E1, factor de crecimiento de fibroblastos 4 (FGF4), BRCA2 y pERK1/2. Estos estudios in vitro establecieron que el
panel de marcadores podria medir los cambios en la via en respuesta a los diferentes mecanismos farmacoldgicos;
ademas, estos cambios podrian detectarse de una manera sensible y dependiente de la dosis. Ademas, las pruebas t por
parejas entre las células dosificadas y no tratadas mostraron un aumento en los cambios significativos de marcadores a
la dosis mas alta (taxol 700 nM) en comparacion con la dosis mas baja de 70 nM (Figuras 16B y 16C).

Ejemplo 6. Seguimiento de la respuesta al tratamiento con PI3Ki en pacientes con cancer

En algunas realizaciones, es deseable traducir estos analisis de ruta a muestras de pacientes, por ejemplo, analizar
biopsias en serie en ensayos clinicos de fase temprana con el objetivo de evaluar mejor la eficacia y la dosificacion del
farmaco. Sin embargo, tales procedimientos invasivos pueden presentar riesgo de morbilidad y altos costes. La capacidad
de analizar pequefas cantidades de células de fuentes alternativas (por ejemplo, FNA) se vuelve primordial cuando los
tumores sensibles se reducen después del tratamiento, lo que dificulta la repeticion de biopsias. Como prueba de
concepto, se realizaron analisis celulares escasos en cuatro pacientes antes y después del tratamiento con PI3Ki durante
los ensayos de aumento de dosis de fase 1 (Figura 17A). Se recogieron muestras de pretratamiento el dia anterior a la
primera dosis del farmaco; las muestras posteriores al tratamiento se recogieron al final del segundo ciclo de tratamiento.
La recoleccion y el procesamiento ocurrieron en el transcurso de un afio para correlacionar los perfiles con la respuesta
del paciente. Los cuatro pacientes tenian canceres metastasicos de varios subtipos y fueron seleccionados sobre la base
de mutaciones genéticas de PI3K que podrian predisponer a sus tumores a la inhibicién de la via mediante el tratamiento
con PI3Ki. En total, dos pacientes respondieron y dos progresaron. El analisis de los datos se realizé6 de manera ciega.
La agrupacion no supervisada separo dos grupos de respondedores versus no respondedores (Figura 17A). Entre los dos
respondedores, un paciente mostré6 cambios de pliegue mas grandes en el panel marcador. El desenmascaramiento
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posterior revelé que este paciente recibié una dosis mas alta del farmaco durante la escalada de la fase 1 que el otro
paciente que respondié. Se pueden usar muestras de pacientes adicionales para medir el impacto clinico de la plataforma
ABCD durante los estudios de la via de dosificacion de medicamentos.

En algunas realizaciones, la exploracion realizada por la plataforma ABCD podria ayudar a predecir el resultado clinico o
identificar marcadores prometedores de respuesta al tratamiento. Para demostrar esto, se perfilaron cinco pacientes sin
tratamiento farmacologico, todos con diversas mutaciones de PI3K, que eventualmente recibieron tratamiento con PI3Ki
de molécula pequefia. Los pacientes fueron categorizados como no respondedores o respondedores (Figura 17B) y se
utilizé un algoritmo de clasificacion de marcadores para determinar los principales marcadores diferenciales. El marcador
superior, la dimetilacion de la histona H3 en Lys79 (H3K79me2), se agrupo con varios marcadores: pS6RP (un objetivo
conocido corriente abajo de PI3K y un biomarcador clave emergente de respuesta al tratamiento) (14), pH2A. X y PARP.
Segun la sefializacion de la via candnica, la seleccién de marcadores de dafio epigenético o de ADN como lecturas de la
respuesta al tratamiento PI3K no seria una decision intuitiva. El dafio en el ADN y los cambios en el marcador epigenético
también se identificaron mediante el perfil in vitro de un PI3Ki (Figuras 15C-15E). Este grupo cubrié diversas proteinas a
través de diversas vias: cambios epigenéticos, dafio en el ADN y vias de crecimiento y supervivencia [PI3K y proteina
quinasa activada por mitégeno (MAPK)], lo que indica el valor potencial de la creacion de perfiles en todo el sistema para
desarrollar mejores diagnosticos complementarios durante el tratamiento.

Discusion basada en los ejemplos 1-6

En algunas realizaciones, se presenta aqui un método sin amplificacién capaz de detectar cientos de proteinas en células
humanas mediante el uso de una o mas realizaciones de sondas diana descritas en este documento (por ejemplo,
anticuerpos con cédigo de barras de ADN) junto con lecturas 6pticas altamente sensibles. El etiquetado celular, el lavado
y el andlisis se pueden completar en cuestion de horas, lo que hace posible el analisis de proteinas en el mismo dia. El
método mide mas marcadores en material limitado que la inmunohistoquimica y preserva el material genético de las
muestras, lo que no es posible con herramientas tradicionales como la citometria multiplexada (18). La cobertura de
proteinas y/o los métodos descritos en este documento pueden extenderse para incluir objetivos de proteinas adicionales
y/u otras moléculas diana a través de la conjugacion de moléculas diana a secuencias de nucleétidos de identificacion
(por ejemplo, Conjugaciones de anticuerpos y ADN), lo que resulta en una molécula diana multiplexada y escalable (por
ejemplo, plataforma de deteccion de proteinas).

En general, el método puede proporcionar analisis de los niveles de expresion de proteinas para poblaciones de células
individuales y en masa. Los estudios in vitro que se muestran en los Ejemplos mostraron que las células individuales de
las lineas celulares mostraron una correlacién mas alta con las mediciones en masa que las aisladas de los tumores de
los pacientes. En los FNA, las células individuales también mostraron correlaciones mas altas entre si que con la poblaciéon
en masa. Esto podria ser, por ejemplo, porque una medicion de volumen promedio es menos probable que se correlacione
fuertemente con un solo fenotipo clonal.

Los resultados presentados en el presente documento mostraron que los métodos descritos en el presente documento
pueden usarse para detectar proteinas extracelulares (por ejemplo, pero sin limitaciéon, CD44, EGFR), proteinas
intracelulares/citosolicas (por ejemplo, pero sin limitarse a, p-S6RP), y/o proteinas intracelulares/nucleares (por ejemplo,
53BP1) en una muestra.

Los hallazgos presentados en el presente documento también mostraron que los modelos actuales de cultivo celular son
una estimacion insuficiente de la heterogeneidad proteémica en muestras clinicas. Por lo tanto, los métodos para detectar
una pluralidad de moléculas diana de una muestra descrita en el presente documento (por ejemplo, la herramienta de
plataforma ABCD) son utiles por su capacidad para estudiar células individuales raras en muestras clinicas, como células
tumorales circulantes, células madre y poblaciones de células inmunes. Como se muestra aqui, incluso las proteinas
escasas, como 53BP1 y pH2A.X, podrian detectarse a nivel de células individuales. El mapeo de proteinas a gran escala
de células aisladas, raras y poblaciones clonales podria arrojar informacion sobre la heterogeneidad del cancer, la
resistencia a los medicamentos y la utilidad clinica de las células tumorales circulantes. La heterogeneidad intratumoral
en si misma puede ser un biomarcador de mal resultado clinico (19). Por lo tanto, los métodos descritos en este documento
(por ejemplo, plataforma ABCD) se pueden usar para determinar la heterogeneidad intratumoral, que se puede usar como
un biomarcador para el diagndstico y/o pronéstico. Establecer correlaciones causales y reactivas entre enfermedades y
biomarcadores alterados también podria mejorar radicalmente la capacidad de los médicos para diagnosticar y tratar
pacientes (20, 21). En algunas realizaciones, los métodos descritos en este documento (por ejemplo, plataforma ABCD)
se pueden usar para determinar correlaciones causales y reactivas entre enfermedades y biomarcadores alterados para
mejorar las capacidades de los médicos para diagnosticar y/o tratar pacientes.

Los inventores han demostrado la facilidad de uso, la reproducibilidad, la compatibilidad del método ABCD con
aplicaciones clinicas, tales como la elaboracion de perfiles de muestras de cancer FNA, y su potencial de traduccion para
controlar el tratamiento del cancer como se demostré en cuatro pacientes. Los hallazgos mostraron que un perfil mas
amplio puede mejorar la comprension sobre los biomarcadores de diagndstico complementarios potencialmente utiles y
ayudar a explorar cémo la dosificacion de medicamentos corresponde a la farmacodinamica celular. Una seleccion de
marcadores de proteinas mas inteligente, como lo demuestra la plataforma ABCD, podria reducir notablemente los costes
de desarrollo de farmacos, reducir las cohortes de pacientes y mejorar el disefio de los ensayos clinicos.
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Los métodos descritos en el presente documento (por ejemplo, Plataforma ABCD) podrian complementar otras técnicas
protedmicas de células individuales reconocidas en la técnica, tales como citometria de masas e inmunofluorescencia
multiplexada inactivada con fluoréforo (8, 22). Una de las ventajas de los métodos descritos en este documento (por
ejemplo, la plataforma ABCD) es que tanto el material genético como los cédigos de barras de proteinas pueden extraerse
simultaneamente de una sola muestra, allanando asi el camino para analisis bioldgicamente mas relevantes de las
interrelaciones proteina-ADN-ARN. Dichas medidas integradoras podrian explicar "piezas faltantes" en la gendmica
asociada con diversas enfermedades o trastornos, por ejemplo, la genémica del cancer. Por ejemplo, en los ejemplos
presentados aqui, no todos los pacientes con mutaciones de ADN PIK3CA respondieron a un PI3Ki dado; esto es
consistente con la experiencia clinica (23, 24). Sin embargo, los biomarcadores protedmicos revelaron cambios
diferenciales entre las cohortes con y sin respuesta. Ejemplos indican que los perfiles de proteinas ayudaran a
complementar el genotipo para dar forma a los avances terapéuticos para el cancer y otras enfermedades.

Los ejemplos presentados en el presente documento demostraron una prueba de principio de que la tecnologia descrita
en el presente documento puede funcionar en muestras clinicas con una amplia gama de aplicaciones, incluyendo perfiles
de células raras y diagnésticos complementarios en ensayos clinicos sobre cancer.

En algunas realizaciones, la tecnologia descrita en este documento (por ejemplo, plataforma ABCD) puede modificarse
para adaptarse a las necesidades de diversas aplicaciones. Por ejemplo, los métodos descritos en este documento (por
ejemplo, Plataforma ABCD) se pueden adaptar para trabajar con células enteras y/o lisados celulares, y el ADN se puede
cuantificar con ofras lecturas (por ejemplo, secuenciacion) para realizar mediciones simultaneas de ARN, ADN,
epigenética y expresion de proteinas. En algunas realizaciones, los métodos descritos en este documento (por ejemplo,
plataforma ABCD) pueden incluir un modulo para aislar y medir rapidamente poblaciones enteras de células individuales.
Por ejemplo, se pueden agregar componentes y pozos adicionales a dispositivos para microfluidos como el que se
describe en los Ejemplos para aumentar el rendimiento del analisis de células individuales.

Los estudios unicelulares se pueden validar con un dispositivo de mayor rendimiento. Por ejemplo, se puede usar un
mayor nimero de células para comparar las diferencias de poblacion y los diferenciales entre los métodos descritos aqui
y otros estandares de oro (por ejemplo, citometria de flujo). En algunas realizaciones, los métodos descritos en este
documento (por ejemplo, plataforma ABCD) se pueden usar para identificar nuevos marcadores de diagndstico
complementarios o marcadores de ruta especificos para el diagnéstico de una enfermedad o trastorno (por ejemplo,
subtipos de cancer) y/o monitorizar la respuesta terapéutica de los pacientes.

Los métodos descritos en este documento (por ejemplo, plataforma ABCD) pueden permitir estudios a mayor escala para
proporcionar informacién mecanicista sobre estrategias terapéuticas nuevas y/o existentes. Ademas, los métodos
descritos en este documento (por ejemplo, Plataforma ABCD) también se pueden usar para perfiles raros de células
individuales (por ejemplo, pero sin limitarse a células tumorales circulantes) para obtener una mayor comprension de su
relevancia biolégica y clinica. Debido a que se conserva el material genético de las muestras, los métodos descritos en
este documento (por ejemplo, la plataforma ABCD) se pueden adaptar para estudiar proteinas que interactian con
elementos reguladores genéticos como los microARN. Los métodos descritos en este documento (por ejemplo, la
plataforma ABCD) se pueden usar para diversas aplicaciones en laboratorios de investigacion, hospitales académicos y
compafiias farmacéuticas para ayudar a impulsar los ensayos farmacolégicos y la investigacion biolégica.

Materiales y métodos de ejemplo para los Ejemplos 1-6

Disefio del estudio. Para determinar si las redes de proteinas (a diferencia de los biomarcadores individuales) revelaran
informacion clinica o bioldégica sobre cdmo una enfermedad o afeccion (por ejemplo, canceres) evoluciona y responde a
los medicamentos, una plataforma multiplexada para detectar la expresion de proteinas, por ejemplo, en muestras clinicas
y en lineas celulares, se desarroll6. Ejemplos en este documento demuestran el uso de los métodos descritos en este
documento (por ejemplo, la plataforma ABCD) para comprender la respuesta al tratamiento en el cancer.

Se realizaron estudios clinicos en cohortes limitadas de pacientes como prueba de principio. El nUmero de pacientes se
selecciond en funcion de un ciclo de inscripcion de 1 afio (marzo de 2012 a marzo de 2013). Todas las mediciones de
proteinas se incluyeron siempre que sus sefales estuvieran por encima de un umbral predeterminado. En una realizacion,
el umbral era ~1.2 veces mayor que el de su correspondiente isotipo de IgG inespecifica. Se establecio que este umbral
era mas de tres veces la mediana de SE de las cohortes de anticuerpos agrupadas. Solo se incluyeron los anticuerpos
que fueron validados (mediante mediciones de citometria de flujo en lineas celulares). Todos los estudios in vitro se
realizaron en réplicas (n=3, a menos que se especifique lo contrario). Después de la optimizacion, los estudios con el
protocolo final se repitieron varias veces en diferentes dias para garantizar la coherencia y la reproducibilidad. Todos los
experimentos en estudios clinicos se realizaron a ciegas durante los procedimientos experimentales y el analisis de datos
sin procesar.

Lineas celulares. Los experimentos de validacion se realizaron en las siguientes lineas celulares, que se compraron de la
American Type Culture Collection (ATCC): SKOV3, ES-2, OVCA429, UCI-107, UCI-101, TOV-112D, TOV-21G, A2780,
MDA -MB-231, MDA-MB-436, A431 y HT1080. Las células se pasaron en medio Eagle modificado por Dulbecco (Cellgro)
o RPMI (Cellgro) segun lo recomendado por ATCC. Las lineas celulares se derivaron de cepillados de epitelio de superficie
ovarica (OSE) cultivados en medio 1:1 199/MCDB 105 (Sigma-Aldrich) con gentamicina (25 ug/ml) y suero inactivado por
calor al 15%. Las lineas celulares TIOSE6 se obtuvieron mediante transfeccion de hTERT en células NOSE mantenidas
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en medio 1:1 199/MCDB 105 con gentamicina (25 pg/ml), suero inactivado por calor al 15% y G418 (500 ug/ml) (25).
Después de la tripsinizacion, las células se fijaron inmediatamente con 1 x regulador Lyse/Fix (BD Bioscience) durante 10
minutos a 37°C y luego se lavaron dos veces con SB+ [solucién salina regulada con fosfato (PBS) con albumina de suero
bovino (BSA) al 2%]. Las células se dividieron en alicuotas en tubos (~1 x 106 células/ml) y se almacenaron a -20°C hasta
el etiquetado. Las repeticiones bioldgicas se sembraron en diferentes pozos y se recolectaron por separado. Las células
cultivadas se procesaron y almacenaron exactamente en las mismas condiciones que las muestras clinicas. Se prepararon
y analizaron un total de 276 muestras de forma independiente mediante el método de cadigo de barras.

Muestras clinicas. El estudio fue aprobado por la Junta de the Institutional Review Board at the Dana-Farber/Harvard
Cancer Center, y se obtuvo el consentimiento informado de todos los sujetos (n=10). Se realizaron catorce procedimientos
minimamente invasivos en los 10 pacientes incluidos. Seis pacientes tenian adenocarcinomas pulmonares primarios. Los
cuatro pacientes sometidos a tratamiento con PI3Ki con biopsias repetidas tenian carcinomas de diversos origenes en el
abdomen, todos con mutaciones subyacentes de PI3K. Todas las biopsias de pretratamiento se recogieron en la semana
anterior al primer ciclo de tratamiento. Todas las biopsias posteriores al tratamiento se recolectaron después de completar
un ciclo, generalmente después de varias semanas o meses. Se obtuvieron FNA guiados por imagenes con una aguja de
calibre 22 antes de las biopsias de rutina del nucleo. La ubicacion correcta de la aguja se confirmé mediante tomografia
computarizada y lectura en tiempo real por citopatologia. Las muestras de FNA se procesaron inmediatamente por
centrifugacion y eliminacion del exceso de PBS. Si habia grupos visuales presentes antes del paso de fijacion, se afiadio
colagenasa (Sigma-Aldrich) a 0.2 mg/ml. Las células se fijaron con regulador Lyse/Fix (BD Biosciences) durante 10
minutos a 37°C y se lavaron dos veces con PBS con BSA al 2%. Todas las centrifugaciones se realizaron a 300 g durante
5 min. Las muestras clinicas se almacenaron a -20°C. Se prepararon y analizaron un total de 24 muestras de forma
independiente mediante el método de cédigo de barras.

Tratamientos farmacoldgicos de lineas celulares. Para probar el efecto del tratamiento farmacolégico en los niveles de
expresion de proteinas, las lineas celulares se trataron con una serie de diferentes farmacos quimioterapéuticos o dirigidos
molecularmente. Las lineas celulares A431 se dosificaron con gefitinib (Selleck Chemicals) en medio con dimetilsulféxido
al 1% (DMSO) durante 12 horas a una concentracion de 10 M. La linea celular de cancer de mama humano triple negativo
MDA-MB-436 se dosifico con el inhibidor de PARP olaparib (10 uM en DMSO al 0.1% en medio), cisplatino (10 puM,
solucion salina equilibrada de Hanks al 1% en medio), la PI3K/mTOR inhibidor PKI-587 (100 nM, 0.1% DMSO/medio) y
los inhibidores EGFR cetuximab (75 pg/ml en medio) y gefitinib (10 pM en 0.1% DMSO/medio). Todos los agentes dirigidos
molecularmente (PKI-587, cetuximab y gefitinib) se aplicaron durante 12 horas. Los agentes que dafian el ADN olaparib
y cisplatino se aplicaron a las células durante 3 dias. Los cambios en los niveles de expresion de proteinas se compararon
con controles medios en condiciones idénticas, pero sin tratamiento farmacoldgico.

Citometria de flujo. La citometria de flujo se utilizé para validar los niveles de expresion de proteinas en muestras a granel.
Las células fijas almacenadas a -20°C se descongelaron y luego se permeabilizaron con un regulador a base de saponina,
PW+ (1x Perm/Wash Phosflow Regulador, BD Biosciences, con 2% de BSA). Se incubaron aproximadamente 200.000
células por tubo con anticuerpos primarios durante 1 hora a 1 yg/ml o la dilucién apropiada segun lo recomendado por
Cell Signaling para aplicaciones de citometria de flujo. Una lista de ejemplos de anticuerpos primarios se muestra en la
Tabla 1 anterior. Después de un lavado con PW+, se aplicaron los anticuerpos secundarios apropiados dirigidos a IgG de
ratén, humano o conejo. Los anticuerpos secundarios especificos utilizados fueron anti-conejo IgG (H+L) F(ab'), Fragment
Alexa Fluor 647 Conjugate (Cell Signaling #4414), anti-ratén IgG (H+L) F(ab'). Fragment Alexa Fluor 647 (Cell Signaling
#4410), y FITC antihumano (Abcam ab98623). Los niveles de expresion para cada proteina se calcularon normalizando
la media geométrica de cada anticuerpo con la IgG de control apropiada. Estos valores se correlacionaron con los valores
de expresion derivados de la técnica de codigo de barras de ADN.

Sintesis del enlazador bifuncional de ADN-anticuerpo fotoescindible. El enlazador fotoescindible se sintetiz6 como se
describio previamente en la Ref. 9. Por ejemplo, el compuesto 1 (Figura 2B, ~0.100 g, 0.334 mmol) se dispers6 en 5 ml
de diclorometano seco (DCM) en un matraz de fondo redondo en atmdsfera de argén. El matraz se enfrio a 0°C
colocandolo en un bafio de hielo. Se afiadieron 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-hexafluorofosfato de tetrametiluronio
(HBTU) (0.139 g, 0.368 mmol) y trietilamina (TEA) (109 ul, 0.835 mmol) a la solucién. La mezcla de reaccion se agitoé a
0°C durante 5 minutos, y posteriormente se afiadié sal de trifluoroacetato de N-(2-aminoetil)maleimida (0.093 mg, 0.368
mmol). Después de agitar a 0°C durante 15 minutos, la mezcla de reaccién se dejo equilibrar a temperatura ambiente
mientras se agitaba durante 18 h. Después de que la mezcla de reaccion se diluyé con DCM (45 ml), la fase organica se
lavé con agua y solucion saturada de NaCl, luego se secé sobre sulfato de sodio. La capa organica se concentré a presion
reducida y se carg6 en una columna de SiO; (eluyente: 100% DCM a 3% metanol en DCM, v/v) para purificacion. El
rendimiento del compuesto 2 fue aproximadamente del 60%. 'H RMN (400 MHz, CDs;OD): 7.58 (s, 1H), 7.37 (s, 1H), 6.77
(s, 2H), 5.44 (q, *J =6 Hz, 1H), 4.03 (t, 3J = 6.4 Hz, 2H), 3.94 (s, 3H), 3.61 (t, 3J = 5.6 Hz, 2H), 3.35 (t, 2H, solapando con
el pico residual del solvente), 2.32 (t, 3J = 7.2 Hz, 2H), 2.05 (m, 3H), 1.46 (d, 2J = 6.4 Hz, 3H). MS (espectrometria de
masas por ionizacion por electroaspersion: ESI-MS) calculado: 421.15, encontrado: 466.18 {M+HCOO}-.

El compuesto 2 (0.010 g, 0.024 mmol) se disolvié en dimetilformamida anhidra (DMF) (1 ml). Se afiadieron sucesivamente
a la solucion carbonato de N,N'-disuccinimidilo (DSC; 0.018 mg, 0.071 mmol) y TEA (12.5 pl, 0.096 mmol). La mezcla de
reaccion se agité a temperatura ambiente durante 18 h. La mezcla de reaccion se cargé directamente en una columna de
fase inversa C18 para purificacion (eluyente: acetonitrilo al 5% en agua a acetonitrilo al 95% en agua, v/v). El rendimiento
del producto enlazador bifuncional fotoescindible fue aproximadamente del 70%. 'H RMN (400 MHz, CDCls): 7.63 (s, 1H),
7.05 (s, 1H), 6.67 (s, 2H), 6.48 (q, J = 6.4 Hz, 1H), 6.03 (br, 1H), 4.08 (t, 3J = 5.8 Hz, 2H), 4.02 (s, 3H), 3.68 (m, 2H), 3.45
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(m, 2H), 2.79 (s, 4H), 2.36 (t, 3J = 7 Hz, 2H), 2.15 (m, 3H), 1.75 (d, 2J = 6.4 Hz, 3H). ESI-MS calculado: 562.15, encontrado:
607.22 {M+HCOO}-.

Conjugaciones de ADN-anticuerpo. Los anticuerpos (por ejemplo, enumerados en la Tabla 1) se conjugaron con
secuencias de ADN foraneas especialmente disefiadas derivadas del genoma de la patata (secuencias de ejemplo
mostradas en la Tabla 2).

Tabla 2. Lista de ejemplos de secuencias foraneas 70-mero utilizadas para codificar una molécula de union a la diana

Secuencia diana Tm Tm sonda
sonda informadora
de (°C)
captura
(°C)
79 79

GCTAAGTTTGGAATTAAGAAAGGAGTTGCTGGAGGTCCTTTCCAGCATAAG
AACCAGCCATATTGCTTAA (SEQ ID NO: 1)

TGCCTTCTGAAAGAGACGTTATTGTTGAAGCAAGAGATAGCTTAGTAACAA 80 &

ATGCTATAGCTCAGGCAGG (SEQ ID NO: 2)

2CTGATCATGCTTTGTCAGCAGACCCAGAAGAATTCATCACAATCACTGGA 82 78
AGATTGAGCTTAGGAAAGT(SEQIDNO:3)

3AGCGGATGTTATTGAGAAGCACTTTACCTTAGATTTCTAAAGCTCTCTTCC 78 82
TCCTCTCTTCTCCGCTCA (SEQIDNO:4)

ATCGGCTGTGCGATTGCTATTGATGTGTTAAGAAATTTGGTTTGTGATTGGC 80 81
AAATCTCTCCTCCAACTC(SEQIDNO:5)

ATTTGGATGAAGTCGGCTTTATGGTGACACAAATCATGATGAGCTGAGGTT 79 82
2TGACAGCAAATACGCTCA(SEQIDNO:6)

ATAGAACCATTTGCTGATGAGGTGACAACAGATCGTTGCACTTATGCTATC 80 78
2CGTTAGACTATCTGCTAT(SEQIDNO:7)

ACTACCATGTACTGCGCGAGACTAGCCTATCATTGGATTGCAGCGATGACT 82 81
ATATCTGAGCACCTGTGAC(SEQIDNO:8)

ATATGAGACGACTAGCACGCCATAGCGTTACATACGTGTCGATCCGAGAAC 80 81
ATCACTCTAATGACGAGTG(SEQIDNO:9)

2ATCATCGACAGTTCGCAGCCCTATAACATGATACTAGATAACGATGCTCC 80 79
ATGTTAGTGAATGCGAGTC(SEQIDNO:10)

ACTCACACATAGTACTGACACGTAAGATAGGATGCTATATGGTCATTGGTC 79 79
ACCCGAGTTACGATCAAAT(SEQIDNO:11)

2AGATAGACTCACCTCGATATACAGGGAGCCACGACTTAGGACTATGGATA 82 78
AGTCATCTAAAGCGTCCGA(SEQIDNO:12)

2ACTGTCTATACATGGACGACACTTTGCACATCATTACCAAAGAGCGCAAC 80 81
3TATCTAGGATTGAGCAGT(SEQIDNO:13)

AGACTAATTGATCGGACCGATGACAGTTCACAGAGGGATACACTGTTGAGC 80 80
2GACCCTATTAGCTGATAT(SEQIDNO:14)

TGATCCACACTGACGAATCATGTACTCACTCGATCGCCACTTCACACAAGA 80 79
ACACAAATTTGGAGTATTG(SEQIDNO:15)
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Secuencia diana Tm Tm sonda
sonda informadora
de (°C)
captura

(°C)
2TCGAGAATCACACACAGTCGTCTAAGACACGACAAGTGCAACAGCAATC 81 78
2ACATCTTAGATGAGATTAG(SEQIDNO:16)
2GATTACAAGGCGTGGTCAGATATTAGACTCCAGGGGATTTAATGCCAGTC 81 81
2AAGCTCTCTTCCACATTC(SEQIDNO:17)
ATCTGCATGAACGGGAAAGGAGTTCGATGAGACTTTCAAACCAACATAATG 82 80
TCTCTCCAACCTCAGGAAG(SEQIDNO:18)
ATAGTCTTTAGAGCCTCAGAATAGGCTGTGACGCGGAAGATAACTCATAAG 82 79
TGCCTCCCTCGGTAATTTG(SEQIDNO:19)
3CCAGGTATGCCGTGAACGAGTTCTTCATTAACTGTTATGTCTCGGGAGTCT 82 80
3ATATTGGTACTTCTCCC(SEQIDNO:20)
ITAGCACCGATATCAATACTGATGATGTCACCGTCGAGCTCGTGTTGAACC 79 82
2TTCAAGTAACAACCTGAC(SEQIDNO:21)
ACTTGTTCGACTGACAGTTTAACGCCTGACATGAACGGCTTGCTTATAATGA 81 81
2TGGCAGGGTTATGAATG(SEQIDNO:22)
AAACTGACCGTACCGTTAGAAGAGAGTTCCGCTTCTCTCATGATGTGCGCA 82 81
TCTCCCACATTATTTGACC(SEQIDNO:23)
TGATGACAGTGACAATTGACCGAATTGCCTGATCATTACCTTACAGTGCGC 81 79
AGATTGGGATAATCGATTT(SEQIDNO:24)
TAGGCGTTGAGGCTTTGTTTCTTTGCCTCTATTGTAAGACTCATTCTGACGG 81 80
2CTCTAGTCGTTGATATG(SEQIDNO:25)
AAGGACATTCTTTCGAATGCAAGTTCAAGGCACATTTTCTATATCAGCCAC 80 79
2ATGGGAGTGACATTTCTT(SEQIDNO:26)
2AATAGCTCCAGTAGTAATTGTTGTCGCTCCGCTGAGCAGTTAATCCTTATG 82 78
TCAACAACCTCAGCATAG (SEQIDNO:27)
ITCACCAAGCTGAACAGGGTTGCGCTGAATAAATTTTACAGGATACTATGG 82 79
ACAGGTTCAGAATCCTCGA(SEQIDNO:28)
3GAATGAATCCATTGCATTTCCATGAGAATGCAGACTTAATCGGACGTATC 79 80
3ACTTTGGGTCCACGATAT(SEQIDNO:29)
3AGGTCTTGTTTCATCTAAACCGAGCAGGATGATAAGCCATAATTCGTAAC 79 79
2CGAGGGTATAATTCGTTA(SEQIDNO:30)
3TCCTTCTGCTTATGACATTCCGTGCATTCCGTAGCTACGTCAAGCGTTACA 82 80
TAGTGACGGAACTGTTAG(SEQIDNO:31)
TCTGTACCTTGGCACTCCATCTGGTAAGTCACTTATAGTTGTATGGTTTCAG 81 80
ATGAGGGAACGTGTAGGA(SEQIDNO:32)
AATTTCTGAGATTGTTGGTAGAGGGAGAAATGGGAAGGACATGTTTCAACA 79 80

ATCACCGGATTAAAGCCTT(SEQIDNO:33)
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Secuencia diana Tm Tm sonda
sonda informadora
de (°C)
captura

(°C)
TGTGGAAGGACTGTGATAAACCAATAGGGTGTCAAGATCTGTAAGTATGGG 80 80
ATTAGGGATGTTCTGCCAG(SEQIDNO:34)
3CCGTCGGACATAACCACTTGGATATATACGTAGTTCATCAACCTTAACTC 80 82
2CTCTGGGTTCATTGGGAG(SEQIDNO:35)
3CTATTGCAGCAAAGAGAACAGACGCTTTAACTGGTATCGAGCGCTTAGAT 81 78
3GCTATATGGTCTACTAGA(SEQIDNO:36)
3AAATCAGATCAGTTCTACATTCGGTGGGAGCCCTCTATATGATTAGATCCT 82 80
3CAGCCGTACTTCCGTCA(SEQIDNO:37)
3GTGGCTTGATTTAACTGAATCAGGCCCTAACCATTTGTATTGTGTCTACAC 82 81
TGGTCCGTTCTTAGACGC(SEQIDNO:38)
3TTGTTTACCTTGTAGATCGACTTCACATCAGCGGCAGAAGGCCCTCAACG 80 81
TAAATCTGCTCCACATTTA(SEQIDNO:39)
TGTTGACATCCGCAACAATGTACCTTATATCGGCATATGGATCTCTTGATCG 81 80
AGCGAACCTCCCTTTAAC(SEQIDNO:40)
AAGGTGATTCACTAACCAGCTCTTACTCCTCGTTCGGTAGCAAATGAAATG 80 81
2CGGATGCTGTTGAAGTAG(SEQIDNO:41)
2GCATAACTCGAACCACAGTTACTATCAGTCGACATCCCACCAGAGAAATT 80 79
3AAGGATATTGTTGAAGCA(SEQIDNO:42)
3AATCTTGGAAGGTTTCCAGTTAAATAGGGCGTGCGAAGATTCCAGGCAGA 81 80
TTTCTCAGGAATTCAGTCA(SEQIDNO:43)
2TGCTAATGCTGATGGCCCACCTTCTCTATTTGTCGCCATTATATGCGTTGA 82 78
3GTTAGTTCAAGCAATAC(SEQIDNO:44)
3AACAGCTTTCCTTGCTCCCTCTAAATCACCATTTCCATTAGATGAAACCGA 80 78
2TTCATTCCAGACTCAAT(SEQIDNO:45)
AATGCATTTGCCAATGTAGCCATTGTATAACCAGATACACTAGTCCAATGT 79 81
2TCAACCAGGGATACCACA(SEQIDNO:46)
2TCAGAGCTTCAAATCTATCCTCTGGAATCTCTGTATAAGCCCTCGAATACA 79 81
ACTTGAGGTATCCCGCAT(SEQIDNO:47)
2TCTTCTGCCCTACATCACTATCGACTATAGCAACATATCTTTCTCGGGTAA 79 78
AGATTAGGCGTCCGATAT(SEQIDNO:48)
3TAACCGTAGTCGCGCAAACCGTTATATTACGGATATGATCCAAGTTATAT 81 79
ACATTAGGACGCGGTTGCT(SEQIDNO:49)
ATGGTTAGTAAACAGCTTTGATTTCTACATCCGCCTAGCAAACCCATAGTTC 79 81
TGCAGTAGATTCACAGCG(SEQIDNO:50)
ITCAGTTATAATGTGTCCAGCAGAAGCAGGAATTGAATTACCCAAGTTGCA 79 78

AGTGGAAGATTTGGAGTTA(SEQIDNO:51)
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Secuencia diana

Tm
sonda
de
captura
(°C)

Tm sonda
informadora
(°C)

ITGCAGAAGCATTCCCAATATGGGTTTCAAGAGTTTAAAGAATGTGGAACA
ITCATGGGAACTGGTGAAG(SEQIDNO:52)

80

79

3CAACAACCTCATCTATACTGTGAATAGTCCCTCCGCTGTCTATATTGGAAC
TGCTGCAATGGTTGCTCT(SEQIDNO:53)

80

82

2CGCAGATTATCGTTTACGATGCATCCATGGTCTCCGACCCATTGAGAGAG
2CAATGGAATTAAGAACTT(SEQIDNO:54)

82

80

2ACCATTCAGCCTGATATTGCGTTTGGTGTTGATGTGGCAACTGCATACTGA
ATAACTCCCTGAAATAGC(SEQIDNO:55)

81

80

2GTTACATACTCAGCCATAGGCTTCGATAACAGCATTATTGGAACCTCTGG
3ACATTAACAGAGACAACA(SEQIDNO:56)

81

79

AGCGTACTAGGCATCTATTGGCTGAACTACCATGTAATTAGTGGTGTTCCA
3CCTCTAAGATGATGTGGT(SEQIDNO:57)

81

80

3ATAGGATGCGACTGCGTATCATATAGGCTGCACATTAGCTGTTGCTTCAA
ATGCCAATCTTACCTCAAC(SEQIDNO:58)

82

79

AATGTATGAGCGGACACTATGCTAAGAGAGACTCCATCAATCCCTCTATGC
AAGATAACAACATCTGGCT(SEQIDNO:59)

80

79

TGCACATCATAGTGCGACGTTGATCCAGATAGACTATAAGACGGCTTGGCA
ITTACCCTAGTCACTATCT(SEQIDNO:60)

81

80

AATGTGTCAGCGGCCTAACTGTAATTGATCCACACCTTAGTTCGGGAGCTA
2CGATCTAATCAACCGTTT(SEQIDNO:61)

82

80

AGACTCCAGGTCGATCATTGGATAACCAACCAGTCGGTTATCCATGACGAG
TGAATAATCTTACCGCAGG(SEQIDNO:62)

82

80

TTTAGATCCTAAGAATGCGAAATGCCGATTCCCGCATATTTCGTAAGCTCGT
TCGGGACTTTGTATCGGC(SEQIDNO:63)

82

81

3AGTGATAGGATCACTCTAAGATCGGCCACTATACGACGCTGAGGTTTATA
TGAACGGCCGCAATTATGA(SEQIDNO:64)

79

81

TCTTGACCAACACCATGTCCGACATACTCCCTAACATGGGTACGGCGACTA
2TGAATCGTTCTTTGAGAG(SEQIDNO:65)

82

82

TGTGTAAATGAAAGCATCTGACTCAACAGGCATCAGTAACGATAATGAGTA
2AACGCCCAATGGTCATAG(SEQIDNO:66)

80

79

3CTTCAACGATTTCAATATACCCATTCGTCAGAGGAAGTAGTAGATCCCGC
2GTCTTAGTCGGATTGAAA(SEQIDNO:67)

79

81

TGTGGTTCCGGTTGCGTATAGATCATGATTCTTTACCCACCTCTTGCTGTAA
TGACCACAATCAACGTAG (SEQIDNO:68)

79

82

3TATCGGCGAACACGAAATCCTCTACTCTTGACAAACTCCCATTCCTACCTC
TCCAAAGTTAGAGGAGAT(SEQIDNO:69)

81

80
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Secuencia diana

Tm
sonda
de
captura
(°C)

Tm sonda
informadora
(°C)

ITGCATTACAATGGCCGATCAAGATAAGGACATTCATAATGGAGCTATAGA
ATACAACACCAACGTCGCA(SEQIDNO:70)

79

79

TAATTCTTCCTTGATTCCGTGATTGGATGTCCCTCAGGAGTAGTAGTGTGGA
TGTTGTTGTTAGACACTT(SEQIDNO:71)

79

78

TGGAGGGTCGTAACCGCTATAGATGTGATTCACTCCAACAACTTCCCTATCT
ITAATCCTCTCACTCCAC(SEQIDNO:72)

81

78

TGAATAAATTCGTTGGCGCTGTAGAGATCGGAGTTCCGGATTCGTACTACT
2GTTTACGGGATTTACAGA(SEQIDNO:73)

80

80

3CTAAAGGAGACTCCGGTTTAAACGTCATCGCAATCTTTGATGGGCAAGCG
AGCACATAGATATGCGTTA(SEQIDNO:74)

81

82

AATATTCTCCGGCATGAATGGCGTGGGAATGAATCCGGCTTTGTGTTTATTG
TACATAGACGTTGTCCCG(SEQIDNO:75)

82

81

3AGAACGAGCGGAGCAAGATAGCCTTTAACTGAATCGTCGTCTTATTCCCA
3TACACATCATTCCAAATG(SEQIDNO:76)

81

79

ATATTCTGTACTCAGTGCCTATCCACCTAATAGGGACCTCAGCGACCTGTCC
3TTACATTAATGAAACAT(SEQIDNO:77)

78

81

2ATTCCGTAGAATTACTACACCGCGGGATCATTATAACGTCGAAGAGCTTC
AGAGGTAAGTGAAACAAGG(SEQIDNO:78)

79

81

2CCGAAGGCATAATCAACATCCATTGTACATCCCTTGTTATAGCTCCAGGG
2CAGAGATTAAAGGAATAG(SEQIDNO:79)

81

79

2TAGGATGTAACTTGCGTTAGTTGCAGATTCGCTATATTGCTTAAGCTCTGA
3CTCCATGTCCAGTAATT(SEQIDNO:80)

79

79

ITCTCGCAGTTGTAAACTTATAGTGTCGCGCCTAGAAATTCATAGCCACAA
ATTCTCTTTGGGCAGAGAT(SEQIDNO:81)

81

78

TATAGTTACCAAGTACTATGGGTTGGTGGAAGCCGAACGTCTGTCCAAATG
3AGCTATAGTTAAGAGGGA(SEQIDNO:82)

80

80

AGACGCACACCGATAGAGGAGAGATCTTACATACCTGCTAAGGTTGTTAAT
3GCATTGCAGATAGCTTAG(SEQIDNO:83)

81

79

2CAGAAAGGTACAGGGCCAATTAACACGTAATCGGCCTCCAACTCTGCCAT
2TTTAAGCATTCTAAAGCT(SEQIDNO:84)

82

80

AATTCTCCGTCATGTGGTCGTCTGATGCCTAACTTTATCTGCTATCAATGTA
3AGGATCGTGCATTACCG(SEQIDNO:85)

82

79

2GCGGGCTAAGTAGTAGGGTTCTAATGCTACTTTAAATACGCTCACAATCC
AGGCTATATCGCTGTAGCT(SEQIDNO:86)

80

81

TAATCACTGTATTTGTTAATCATGGCTAGGCGGGTCCAATAGGGAAACTGA
TACTAACGTAGGAGCACGC(SEQIDNO:87)

79

81
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Secuencia diana

Tm
sonda
de
captura
(°C)

Tm sonda
informadora
(°C)

3TATTCTGGAGAACCTCGTGGCAATGGCAATTCTCCACGAGTGCTAAGATC
TGAGCCGTTTACCAAAGAG(SEQIDNO:88)

82

81

ATAACCTGGTCTCCGGTTGATCGTTTACCTGAAACATGAGATTAGCAACGA
2CCAAACATGCCACTTCAC(SEQIDNO:89)

81

82

2ACAACATGCAGCAGGCAAGTAGGGTTTCTGATTATAAGCATCCAGCAATA
AAGCCTCCTTCAAACCAAC(SEQIDNO:90)

81

81

2CCTAACCATGTTCTACGAGCGGTCACAGATTATATTCAACTACAAGTGTA
AATGTACGAGCGCCGAGAT(SEQIDNO:91)

80

80

3AAAGGCATTTGACGGGAGCATTGACGAAGACATACGGTAATTTGTCGTCG
2ACGGACAATTAGTGAGTT(SEQIDNO:92)

82

81

TAATACTGGGTCACAAGATTAGATTCCAGCTGTGACGGCGATGAAGTCCGC
3AGGATATGTTTCTATATC(SEQIDNO:93)

78

81

3GTTCATTGTCTCATCGTACGGCTAATGTAGATACGAGGTAGCCGAGTATG
ACACACCACAGCAGTTAAT(SEQIDNO:94)

78

82

ITATGGATTCCGATGATCCTCCGCGTGGTACAAATGTTACCTTGATGCAATA
3TCTCTGTATGCGATCGG(SEQIDNO:95)

82

80

AGCGGTACTAATATGCTATGAGCGAGTTCCCTAACGAGAGATAACGACCCT
2TGTCGTAAGCACTTAAGG(SEQIDNO:96)

80

81

3AGGCATCTCTGCTAACTATATGCTGAACAGCTTTTCCACGATATAGGTAC
ATTGGACGCTTACAGGATA(SEQIDNO:97)

80

79

ITTCGGCCCAACTTATATGCTCTCCGAATCTTGGAGCAGTCATCGTAACCTG
ATAGCAATCTACGTCAAG(SEQIDNO:98)

82

80

ACTGCAGTGAGGGCAACCAATACAAATTAAATCTGCCTCCTATTGGGATAC
2TCCCGTCCATTAAGTTAG(SEQIDNO:99)

79

80

ITGGAGAAACAACCATACAGGTGTCTTTAACTACCTGGAACTCTACCAATT
3GAGCTTTCTTAGCTGTCT(SEQIDNO:100)

78

80

3CTATCAACTTCCCTATCCAAACCGTTGGATGAATTGAAAGCATAGATGTT
2CTTGGAGAGGTTTCCCAG(SEQIDNO:101)

80

81

TGAGGAGTAAGTATACGACGCCTGCACTAGTCACTTGCTGGCTTTGAGCCA
ATAGATGTGTTAATGGCTA(SEQIDNO:102)

82

81

2ACAGCCAATCTCTTAGGACAGTACATGGTTAGTAACGTCTGTGGAAGTCA
TGAGCACACGATCTGTAAG(SEQIDNO:103)

79

82

TGAGTATCTACAGGTGTTCTCATGGGATCGTAGTTGGTCTGTCCAACATGAC
3TTATAGGCATAACTCCA (SEQIDNO:104)

79

81

TACCTTAAACTGCGCTGGTAACTTGGATCGTGTAGTCATTGGGAGCAAACC
ATCTGTCTTTCGTATGGAG (SEQIDNO:105)

81

81

61




10

15

20

25

30

35

ES 2754 177 T3

Secuencia diana Tm Tm sonda
sonda informadora
de (°C)
captura
(°C)
3TTAGGTTCAGCCTCATTCCCTAAGAATCCAACTCATAACTCAATCATGCGC 80 81

3TCCAGCAAAGACAAATG(SEQIDNO:106)

ACTGTCTAATACAACCGGATTCTAAGACCACATGGTCTTAGACGCGCGTGC 79 79
AATTCTGAACTATATGATT(SEQIDNO:107)

TGGCTATTGCCGCAGTAGATCAAAGATTGAGAGAGATATAGATTACTCCAT 81 79
3ATACACCCAAGCCTCGAC(SEQIDNO:108)

3CAACAAGTGATGCTGACGCAGTTGTTATAGATGGCCTTTGGCTCACGCTA 81 80
ATTGAGTTACTGTAGGAAA(SEQIDNO:109)

3CTATCTCACCAGCTCCTCACCATGACATTTACTCTCCACATTTATCTGCGA 81 80
2CTGTTTCGTAAACGATG(SEQIDNO:110)

La longitud de la secuencia de 70-mero se seleccion6 para una hibridacion éptima con las sondas de captura e informador
NanoString. También se evaluaron otros tamafios. La longitud de la secuencia de acortamiento tiende a mejorar la sefial,
pero reduce la capacidad de hibridacion. Por ejemplo, aunque las secuencias de 50-mero dieron sefales relativamente
mas altas en comparacién con los controles, las secuencias de 30-mero no se hibridaron de manera confiable. Por lo
tanto, se seleccionaron secuencias de 70-mero para una hibridacion confiable. Sin embargo, las secuencias que son mas
largas o mas cortas que 70 nucleotidos también se pueden usar en los métodos descritos en este documento.

Los anticuerpos (por ejemplo, enumerados en la Tabla 1) se pueden comprar de fuentes comerciales, y se purificaron
inicialmente a partir de BSA y/u otros contaminantes con una columna de centrifugacion Zeba o un filtro centrifugo. Los
anticuerpos se incubaron luego con un enlazador bifuncional fotoescindible en PBS (que contenia 5% de N,N'-
dimetilformamida y 10% de NaHCO3 0.1 M) a temperatura ambiente durante 1.5 horas. Posteriormente, se eliminaron los
reactivos en exceso de los anticuerpos activados con maleimida con una columna de centrifugacion Zeba [7000 de peso
molecular de corte (MWCO), eluyente: PBS].

Los oligos de ADN modificados con tiol (de Integrated DNA Technologies) se redujeron con ditiotreitol (DTT; 100 mM) en
PBS (EDTA 1 mM, pH 8.0) durante 2 horas a temperatura ambiente. Los oligos de ADN reducidos se purificaron luego
con una columna NAP-5 (GE Healthcare), con agua desionizada como eluyente. Se descartaron las fracciones que
contenian DTT (determinado con el ensayo microBCA). Las fracciones de ADN reducidas restantes se agruparon y se
concentraron con un filtro Amicon de 3000 MWCO (Millipore).

Los anticuerpos activados con maleimida se incubaron con los oligos de ADN reducidos en solucion de PBS. En un
proceso de conjugacion tipico, se incubé un exceso molar de 15 veces de oligos de ADN con anticuerpos activados con
maleimida. La reaccion de conjugacion se dejo continuar durante 12 horas a 4°C. Los conjugados de cadigo de barras de
ADN-anticuerpo se purificaron con un filtro centrifugo Millipore 100K MWCO seguido de tres lavados con PBS. Después
de mezclar los anticuerpos, se realizé una purificacion final del exceso de ADN con perlas magnéticas recubiertas con
proteina A/G (Pierce/Thermo Scientific). El protocolo comercial de Thermo para la separacion magnética se modifico solo
livianamente para usar una solucion salina regulada con tris (TBS)/0.1% de Tween Wash Regulador y un Gentle Ag/Ab
Elution Regulador (Thermo Scientific). Se realizaron tres eluciones durante 20 minutos cada una. El anticuerpo disolvente
se intercambié en TBS puro con una columna de desalacion Zeba (7000 MWCO).

Caracterizacion de anticuerpos. Los anticuerpos se dividieron en alicuotas y se almacenaron a concentraciones de 0.25
mg/ml en PBS con BSA (0.15 mg/ml) a -20°C, con un uso adecuado de al menos doce operaciones experimentales (el
numero de operaciones en cada cartucho NanoString) para evitar ciclos de congelacion-descongelaciéon. Se probaron
varios otros métodos de almacenamiento, incluido el glicerol o el almacenamiento a 4°C, pero la division en alicuotas y la
congelacion mostraron el almacenamiento mas consistente y de alta fidelidad durante hasta 9 meses. Las concentraciones
de anticuerpos se determinaron mediante el ensayo microBCA (Thermo Scientific). Las concentraciones de ADN también
se determinaron independientemente usando el kit Qubit ssDNA (Invitrogen) para cuantificar el nimero relativo de ADN
por anticuerpo. Para lograr mediciones relativas de ADN/Ab con mayor sensibilidad en la cohorte de anticuerpos, en
algunas realizaciones, la plataforma NanoString se us6 para agregar cocteles de anticuerpos en dos condiciones: (1)
"Control": los anticuerpos se agregaron en sus formas nativas con ADN aun unido y (2) "ADN liberado": los anticuerpos
se trataron con proteinasa Ky se fotoescindieron. Bajo la condicion de control, el ADN todavia estaba unido al anticuerpo
y, por lo tanto, no podia unirse simultdneamente al informador del ensayo NanoString y a la sonda de captura. La diferencia
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en las lecturas de ADN entre estas dos mediciones reveld asi el nimero relativo de ADN por anticuerpo. Esta diferencia
se dividié por la medicidon de control de isotipo para tener en cuenta el posible error experimental inherente en la
concentracion de proteinas y/o el aislamiento de anticuerpos (véase Figura 6 para el nimero relativo de relacion ADN:ADb).
Los anticuerpos fueron rigurosamente probados y validados antes de su uso. De 110 anticuerpos, 88 fueron seleccionados
para el panel final y todos habian sido previamente validados por proveedores especificos (principalmente Cell Signaling
Technologies, BioLegend; Tabla 1). Los anticuerpos que no funcionaron con conjugados de ADN tampoco funcionaron
en su estado nativo y fueron excluidos; los anticuerpos conjugados con ADN funcionaron tan bien como el anticuerpo
original (Figuras 7A-7B).

Tincion de anticuerpos y recoleccion de ADN para el perfil de proteinas. Antes de la tincion celular, los anticuerpos se
agruparon en un coctel con TBS, 0.1% de Tween y 0.2 mg/ml de cisteina (para evitar la reaccion cruzada del ADN con
otros anticuerpos). Los tubos se recubrieron con regulador de bloqueo de suero durante la noche para evitar que las
muestras se unieran de forma no especifica a las paredes del tubo. Luego, las células se incubaron durante un minimo
de una hora con un regulador de bloqueo a 37°C: suero de conejo al 10% v/v (Jackson Immuno Research Labs, 011-000-
120), 2% de BSA, 1 mg/ml de esperma de salmén SS ADN (Sigma Aldrich, D7656), 0.2 mg/ml de cisteina (Sigma Aldrich),
20X Perm (BD Bioscience) o 0.1% Tween 20 (Sigma Aldrich), todos en PBS para minimizar la unién de anticuerpos o
ADN no especificos. El céctel de anticuerpos se afadio luego a las células fijas y permeabilizadas y se incubd durante
una hora a temperatura ambiente con mezcla intermitente.

Después de la incubacion, las células se lavaron con PW+ con 0.05 mg/ml de ADN de esperma de salmon cizallado con
DS (Life Technology, AM9680). Se realizaron dos lavados de 15 ml en tubos de 15 ml o cuatro lavados de 1.5 ml en tubos
de microcentrifuga de 1.7 ml. Se deseaban pasos de bloqueo y lavado para lograr un fondo bajo incluso con deteccion
femtomolar. Todos los lavados se realizaron en hielo. Las células marcadas podrian contarse y seleccionarse para
lisis/proteinasa K/fotoescision para liberar el ADN. Se us6 regulador de lisis en 10 pl de células (con hasta 50.000 células),
34.2 ul de regulador de lisis ATL (Qiagen) y 5.8 ul de proteinasa K (Qiagen). Esta reaccion continué a 56°C durante un
minimo de 30 min. Luego se realizé la fotoescision utilizando luz de longitud de onda UV larga (modelo) durante 15 min.
Esto dio como resultado una mezcla de lisis celular con ADN liberado. Las muestras se centrifugaron a 14.000 % g durante
10 min. Se recogiod el sobrenadante y se realizaron diluciones en serie en agua libre de nucleasas (Invitrogen, AM9937)
para recoger ADN equivalente a 50-100 células para evitar saturar el cartucho de lectura (Nanostring). Esta cantidad dio
como resultado densidades de unién del cartucho dentro del rango lineal de cuantificacion. Las densidades de unién en
el rango inferior (0.05 -0.2) todavia eran lineales y dieron perfiles de proteinas consistentes comparables a los del rango
mas alto (1.5-2.5). A densidades de union mas bajas (por ejemplo, células individuales), se pudo medir la mayoria de los
marcadores, con la excepcion de los marcadores de baja expresion con anticuerpos mas débiles (pJAK2, pChk2).

Inmunofluorescencia. La inmunofluorescencia proporcioné una medida independiente y cambios de marcadores validados
del tratamiento con paclitaxel (Taxol) (Figuras 16A-16B). Las células HT1080 se sembraron a 4.000 células por pozo en
placas de 96 pozos (Grenier), que eran compatibles con placas de alta resolucion, y se cultivaron durante 24 h en medio
DMEM antes de tratarse con Paclitaxel a 100 nM o mantenerse en medio de control. Después de 24 h, las células se
fijaron durante 15 minutos a temperatura ambiente, luego se lavaron suavemente en un oscilador con PBS/Tween al 0.1%
durante 5 minutos, repetido 3 veces. Todos los lavados posteriores también se realizaron con este regulador, tiempo de
duracién y protocolo de repeticion.

Las células se permeabilizaron luego con metanol helado al 90% durante 20 min. Después del lavado, las células se
bloquearon durante 1 hora a temperatura ambiente con regulador de bloqueo (Odyssey). Los anticuerpos primarios (todos
de Cell Signaling; ver Tabla 1) se agregaron luego en regulador de bloqueo a las diluciones prescritas, se sellaron, se
cubrieron con papel de aluminio y se incubaron durante la noche. Al dia siguiente, después del lavado, se agregaron
anticuerpos secundarios anti-FITC de conejo, 1:500 Hoechst y 1:200 azul de células enteras (Cellomics) (todos los
anticuerpos primarios eran IgG de conejo) a 2 ug/ml y se incubaron durante 2 h. Los pasos finales de lavado se realizaron
solo en PBS, y las células se fotografiaron posteriormente a 20X usando un microscopio Olympus (BX63) con una camara
y software Delta Vision. Todas las imagenes fueron tomadas por triplicado biolégico. La intensidad de fluorescencia para
cada célula se determind utilizando CellProfiler, que utilizé Hoechst y tincion de células completas para delinear los limites
de las células y las restricciones de tamafio para descontar los desechos. Luego se utilizé un cédigo MATLAB (Mathworks)
interno adicional para calcular las sefiales de marcador para cada condicion y calcular los cambios entre las células
tratadas y las no tratadas.

Inmunotransferencia y transferencia de puntos. Las lineas celulares OVCAR3, SKOV3, CAOV3, A2780 y OVCAR429 se
sembraron en placas de 6 pozos y se cultivaron durante 72 h antes de la lisis para el analisis de transferencia Western.
Las células se lavaron dos veces con PBS enfriado con hielo, se rascaron en 200 pl por plato de regulador de ensayo de
radioinmunoprecipitacion (regulador RIPA) (Cell Signaling Technology), que contenia céctel de inhibidor de fosfatasa y
proteasa HALT (Pierce), y se transfirieron a tubos de microcentrifuga de 2 ml. Los lisados se pasaron a través de una
jeringa de 23 g 5 veces, y luego se incubaron 5 minutos en hielo con agitacion vorticial cada minuto. Los lisados se
centrifugaron 15 min a 14.000 x g (4°C). El sobrenadante se transfiri6 a un nuevo tubo de microcentrifuga y se midi6 la
proteina total usando el ensayo BCA. Igual proteina total fue preparada, hervida y cargada en un gel Nove-NuPAGE 4-
12% Bis-Tris y luego transferida a nitrocelulosa.

Las membranas se bloquearon durante 1 hora a temperatura ambiente en regulador SuperBlock T20 (TBS) (Pierce) y
luego se lavaron brevemente en solucién salina regulada con tris (TBS) con Tween-20 al 0.1% (TBST). Las membranas
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fueron incubadas durante la noche a 4°C con oscilacién en p53 (1:1000, Cell Signaling), p53 conjugado con ADN (1:1000),
pS6RP (1:1000, Cell Signaling), o pS6RP conjugado con DNA (1:1000) anticuerpos primarios diluidos en TBST con 10%
de SuperBlock. Las membranas se lavaron tres veces, 5 minutos cada una en TBST y luego se incubaron 1 hora a
temperatura ambiente en anticuerpo secundario conjugado de cabra a-conejo HRP diluido 1:1000 en TBST con 10% de
SuperBlock. Después del lavado, se detecto la sefial utilizando el sustrato quimioluminiscente SuperSignal West Pico
(Pierce). Para los anticuerpos Ki67, los lisados de células arrastradas (antes de la desnaturalizacion) de arriba se cargaron
en nitrocelulosa en un aparato de microfiltracion Bio-Dot (Bio-Rad). Las transferencias se procesaron entonces como
anteriormente, usando un Ki67 o un anticuerpo Ki67 conjugado con ADN (1:1000, BD Biosciences) y un anticuerpo
secundario conjugado con HRP a-ratén diluido como anteriormente. Las manchas de puntos se detectaron como se hizo
anteriormente.

Aislamiento y procesamiento de células individuales. Después de la tincion de anticuerpos, las células individuales se
recogieron con un micromanipulador. Las células se tifieron con Hoechst 3342 (Molecular Probes), se afiadieron a un
plato abierto de 10 cm y se tomaron imagenes con un microscopio TE2000 (Nikon). Se colocaron células individuales
directamente en un tubo de PCR. Se afiadieron cinco microlitros de regulador de lisis/proteinasa K (4.5 ul de regulador
ATL y 0.5 yl de proteinasa K). La lisis/escision enzimatica continué durante 30 minutos a 56°C antes de la fotoescision
durante 15 minutos. Las sondas de captura e informador (Tecnologias NanoString) se agregaron directamente a este tubo
de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

Analisis de datos: Calculo de perfiles de expresion protedmica. Los perfiles de expresion de proteinas se extrajeron de los
datos en bruto de la siguiente manera. Primero, los recuentos de ADN en bruto se normalizaron mediante la media de los
controles positivos internos de NanoString, que explican la eficiencia de la hibridacion. Estos recuentos se convirtieron
luego en valores de expresion de anticuerpos usando los recuentos relativos de ADN/anticuerpo. A continuacion, se resta
la sefial de fondo promedio de la IgG de control. Por ultimo, se utilizaron genes de limpieza para la normalizacion que
explicaban las variaciones en el nimero de células. Las sefiales se normalizaron mediante una proteina de mantenimiento,
por ejemplo, B-tubulina. Para los tratamientos con taxol, las sefiales se normalizaron mediante la media geométrica de
histona H3, GAPDH vy actina en lugar de tubulina, porque la tubulina es un objetivo primario del taxol. Los datos se
transformaron en escala log2 como se indica en los subtitulos.

Analisis de datos: Agrupamiento. Los mapas de calor y los clustergramas se trazaron utilizando MATLAB con una entrada
de matriz de valores de expresion de marcador que se calcularon como se detalla anteriormente. Todos los clustergramas
mostrados se realizaron como un enlace ponderado y se agruparon utilizando valores de correlacion como métrica de
distancia. Algunos clustergramas se normalizaron por fila, como se especifica en los subtitulos, para resaltar las
diferencias de marcadores entre diferentes pacientes. Si un marcador no era detectable en uno de los pacientes, se
eliminé de la matriz o mapa de calor y no se muestra.

Analisis estadistico. Los datos brutos de los recuentos de ADN de NanoString se normalizaron utilizando primero el
software de analisis nSolver para tener en cuenta las diferencias de hibridaciéon en el cartucho. Solo los controles positivos
A a D en el software NanoString se utilizaron en la normalizacién. Los recuentos de ADN estaban dentro del rango lineal
de deteccion y cumplian todos los demas criterios de inclusion segun lo determinado por el software nSolver (campos de
vision maximos, calidad de imagen, etc.). Después de determinar un valor de expresion teniendo en cuenta los genes no
especificos de unién a IgG y mantenimiento (recuento celular), los datos se transformaron en log2.

La correlacion entre el andlisis unicelular y la medicion en masa se calcul6é en GraphPad Prism. Los valores de Spearman
r se calcularon sin suponer una distribucién normal y consistente. Se calcularon los valores de P de dos lados, donde se
identificaron marcadores significativos comparando dos grupos (por ejemplo, tratados versus no tratados) en Prism y
realizando pruebas t por pares con un FDR de 0.2 para el error de correccion de prueba multiple. Los cambios significativos
en el marcador y sus valores de P entre las células individuales A431 tratadas con gefitinib y sin tratar se muestran en la
Tabla 3 a continuacion. Para los mapas de calor, si alguna muestra tenia marcadores por debajo del umbral, se eliminé
toda la fila de marcadores (no se usaron valores de datos imputados). Para identificar marcadores diferenciadores entre
respondedores y no respondedores, se us6 un algoritmo de clasificacion hacia adelante secuencial multiclase. Los
pacientes fueron clasificados como respondedores o no respondedores con base en datos conocidos. La factibilidad de
separacion de clase se midio por la distancia Bhattacharya.

Tabla 3: Marcadores significativos entre células individuales A431 con o sin tratamiento con gefitinib. Seis marcadores de
49 marcadores mostraron una diferencia significativa entre las células individuales A431 tratadas con gefitinib frente a las
no tratadas y los valores de expresion promedio calculados mediante el perfil de NanoString para cada cohorte. La
importancia del marcador se determind mediante pruebas t por pares y se corrigié para multiples errores de prueba
mediante el uso de una tasa de descubrimiento falso de 0.2.

Proteinas P Sin tratamiento | Tratada

Fosfo-S6RP 0.0067212 | 1171.3 58.4
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Proteinas P Sin tratamiento | Tratada
Fosfo-histona H3 0.0091305 | 4920.6 982.0
Ku80 0.0098001 | 770.2 120.6
FGFR4 0.0106319 |914.9 1141
CD56 0.0117795 | 1906.5 334.4
Dimetil-histona H3 (Lys36) | 0.0119939 | 695.7 86.9
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REIVINDICACIONES
1. Un método para detectar una pluralidad de moléculas de proteina diana en una muestra que comprende:

a. poner en contacto una muestra con una composicion que comprende una pluralidad de sondas diana, en donde cada
sonda diana en la pluralidad comprende:

i) una molécula de unién a la diana que se une especificamente a una molécula diana distinta en la muestra;
ii) una secuencia de nucleétidos de identificacion que identifica la molécula de unién a la diana; y
ii) un enlazador escindible entre la molécula de unién a la diana y la secuencia de nucledtidos de identificacion;

b. separar las sondas diana no unidas de una pluralidad de complejos en la muestra, teniendo cada complejo una molécula
de proteina diana y una sola sonda diana unida a la misma, en donde el complejo no tiene una segunda sonda diana que
se una a una region diferente de la molécula de proteina diana;

c. liberar las secuencias de nucledtidos de identificacion de la pluralidad de complejos; y

d. detectar sefales de las secuencias de nucledtidos de identificacion liberadas basadas en un método de electroforesis
sin gel sin ningun paso de amplificacion, en donde las sefiales son distinguibles para las secuencias de nucledtidos de
identificacion, identificando asi las moléculas de unidon a dianas correspondientes y detectando una pluralidad de
moléculas diana diferentes en la muestra 'y

comprendiendo el método ademas, antes de la etapa de deteccion (d), acoplar las secuencias de nucledtidos de
identificacion liberadas de la etapa de liberacién (c) a una composicion de deteccion que comprende una pluralidad de
sondas informadoras, en donde cada sonda informadora en la pluralidad comprende: una primera region diana especifica
de la sonda que es capaz de unir una primera porcion de la secuencia de nucleétidos de identificacion; y una etiqueta
detectable que identifica la sonda informadora, en la que la etiqueta crea una sefial distinguible Unica para cada sonda
informadora.

2. El método de la reivindicacién 1, en donde la molécula de unién a la diana es un anticuerpo.

3. El método de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde el enlazador escindible es un enlazador escindible, no
hibridable.

4. El método de la reivindicacién 3, en donde el enlazador escindible no hibridable es sensible a una enzima, pH,
temperatura, luz, tension de cizallamiento, sonicacién, un agente quimico (por ejemplo, ditiotreitol), o cualquier
combinacién de los mismos.

5. El método de la reivindicacién 3 o la reivindicacion 4, en donde el enlazador escindible, no hibridable comprende un
enlazador fotoescindible seleccionado del grupo que consiste en las moléculas (i)-(xix) y cualquier combinacion de los
mismos, en donde las estructuras quimicas de las moléculas (i)-(xix) se muestran de la siguiente manera:
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en donde cada uno de los puntos negros en cada molécula representa un punto de conexion o acoplamiento que se
conecta, directa o indirectamente, a la molécula de union a la diana o la secuencia de nucleétidos de identificacion.

6. El método de la reivindicacion 5, en donde la liberacién de las secuencias de nucleétidos de identificacion de las sondas
diana unidas comprende exponer las sondas diana unidas a la luz ultravioleta.

7. El método de la reivindicacion 1, en donde la deteccion comprende detectar sefiales de los respectivos marcadores
detectables de las sondas informadoras que se acoplan a las secuencias de nucleétidos de identificacion liberadas, en
donde las sefales son distinguibles para las sondas informadoras respectivas y se unen a las secuencias de nucleétidos
de identificacion, identificando asi las moléculas de unién a dianas correspondientes y detectando una pluralidad de
moléculas diana en la muestra.

8. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde las secuencias de nucleétidos de identificacion se
seleccionan de modo que no reaccionen de forma cruzada con un genoma humano y en donde las secuencias de
nucledtidos de identificacion se derivan de un genoma de patata.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en donde las secuencias de identificacion de nucledtidos;
i) tienen una longitud de aproximadamente 30-100 nucleoétidos;
i) tienen una longitud de aproximadamente 70 nucledtidos; o

iii) tienen una longitud de aproximadamente 70 nucleétidos y tienen una secuencia seleccionada de la Tabla 2 (SEQ ID
NO: 1 a SEQ ID NO: 110).

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde:
i) la muestra comprende menos de 500 células; o

ii) que comprende, ademas, antes del contacto, separar las células diana de las células que interfieren en la muestra y en
donde las células diana comprenden células raras seleccionadas del grupo que consiste en células tumorales circulantes,
células fetales, células madre, células inmunes, células clonales y cualquier combinacion de las mismas.

11. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde la composicién comprende ademas una pluralidad de
sondas de control, en donde cada sonda de control en la pluralidad comprende:
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i). una molécula de unién de control que se une especificamente a una molécula de proteina de control en la muestra;
ii) una secuencia de control de identificacion que identifica la molécula de unién de control; y
ii) un enlazador escindible entre la molécula de unidn de control y la secuencia de control de identificacion,

y en donde el método comprende ademas cuantificar las sefiales normalizando las sefiales asociadas con las sondas
diana mediante las sefiales asociadas con las sondas de control.

12. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-11, que comprende ademas extraer una molécula de acido nucleico
de la misma muestra y someter la molécula de acido nucleico a un analisis de acidos nucleicos detectando de ese modo
moléculas de acidos nucleicos de la misma muestra.
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COLOCAR AL MENOS UNA MUESTRA DE PRUEBA QUE COMPRENDA
MOLECULAS DIANA Y OPCIONALMENTE SONDAS DIANA EN UN MODULO DE
PROCESAMIENTO DE MUESTRA (LAS SONDAS DIANA SE PUEDEN AGREGAR EN
EL MODULO DE PROCESAMIENTO DE MUESTRAS)

NUCLEOTIDOS DE IDENTIFICACION

EL MODULO DE PROCESAMIENTO DE MUESTRAS LIBERA SECUENCIAS DE
DE LAS SONDAS DIANA QUE ESTAN

LIMITADAS A LAS MOLECULAS DIANA

DATOS DE SALIDA

EL MODULO DE DETECCION DE SENALES DETECTA SENALES DE LAS
SECUENCIAS DE NUCLEOTIDOS DE IDENTIFICACION LIBERADAS

EL MODULO DE ANALISIS ANALIZA,
UMBRALES Y COMPARA LAS SENALES
CON LAS SONDAS DIANA RESPECTIVAS;
Y ADEMAS NORMALIZA LA SENAL CON
RESPECTO AL CONTROL

ALMACENAR DATOS DE SALIDA
DEL MODULO DE DETECCION
DE SENAL EN EL MODULO DE

ALMACENAMIENTO

!

(LA SENAL DE LA SONDA DIANA A
MUESTRA UN NIVEL DE EXPRESION
POSITIVA DE LA MOLECULA DIANA A ?

(PROCESO ITERATIVO PARA OTRAS
SONDAS DIANA QUE NO SON A)

si

MODULO DE PANTALLA INDICA LA
AUSENCIA DE MOLECULA DIANA A

EN LA MUESTRA

MODULO DE PANTALLA INDICA LA
PRESENCIA DE MOLECULA DIANA A

EN LA MUESTRA

TRANSMISION DE DATOS DE
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DESIGNADA, POR EJEMPLO, EL USUARIO,
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