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DESCRIPCION
Método para la sintesis enzimatica geométrica de acidos nucleicos sin molde
CAMPO DE LA DIVULGACION

La presente divulgacion proporciona composiciones y métodos para la sintesis enzimatica geométrica de acidos
nucleicos sin molde de una secuencia programada arbitrariamente. La presente invencion se define por las
reivindicaciones adjuntas. Las composiciones mencionas en el presente documento no son parte de la presente
invencién.

ANTECEDENTES

En la dltima década se ha producido un aumento de la demanda de moléculas de ADN sintético, que se utilizan en
una serie de aplicaciones de biologia molecular. Este aumento ha sido impulsado en parte por los avances en la
tecnologia de secuenciacion de ADN. Sin embargo, aunque ha habido desarrollos significativos en la tecnologia
de secuenciacién de ADN, la tecnologia de sintesis de ADN no ha progresado a un ritmo comparable y, por
consiguiente, la tecnologia del estado de la técnica no cumple las necesidades actuales del mercado. La presente
divulgacion proporciona composiciones y métodos para la sintesis enzimatica geométrica de ADN sin molde que
proporciona una solucién a las necesidades sin cumplir en la técnica para la producciéon de secuencias de ADN
largas, econémicas y sin error que tienen exactitud y velocidad de sintesis superiores demostradas por las
composiciones y los métodos de la presente divulgacién. Los documentos de patente WO0188173 A2,
wW02011056866 A2, W0O2012078312 A2, DE4343591 A1 y W02013036810 A1 describen métodos de ligacién para
la preparacion de acidos nucleicos.

SUMARIO

La presente divulgacién proporciona una composicion que comprende una secuencia del acido nucleico (AN)
capaz de participar en reacciones de sintesis geométrica o sintesis paralelas, en donde el acido nucleico
comprende una longitud arbitraria. En algunos aspectos de las composiciones de la divulgacion, que incluye los
que comprenden una pluralidad de secuencias de AN, cada secuencia de AN de la pluralidad de secuencias de
AN comprende o consiste en un oligonucleétido de 3 nucleétidos (un 3-mero), un oligonucleétido de 4-nucleétidos
(un 4-mero), o un oligonucledtido de 5-nucleétidos (un 5-mero). En algunos aspectos, cada secuencia de AN de la
pluralidad de secuencias de AN comprende o consiste en un 3-mero y en donde la pluralidad de secuencias de AN
comprende 64 secuencias de AN dnicas. En algunos aspectos, cada secuencia de AN de la pluralidad de
secuencias de AN comprende o consiste en un 4-mero y en donde la pluralidad de secuencias de AN comprende
256 secuencias de AN Unicas. En algunos aspectos, cada secuencia de AN de la pluralidad de secuencias de AN
comprende o consiste en un 5-mero y en donde la pluralidad de secuencias de AN comprende 1024 secuencias
de AN Unicas. En algunos aspectos, la pluralidad de secuencias de AN comprende o consiste en cada secuencia
de AN 3-mera Unica, cada secuencia de AN 4-mera Unica y cada secuencia de AN 5-mera Unica, y la pluralidad de
secuencias de AN comprende 1344 secuencias de AN Unicas.

En algunos aspectos de las composiciones de la divulgacion, cada secuencia de AN de la pluralidad de secuencias
de AN comprende un monofosfato en un extremo 3' 0 en un extremo 5' de la secuencia de AN. En algunos aspectos,
cada secuencia de AN de la pluralidad de secuencias de AN comprende un monofosfato en un extremo 3'y en un
extremo 5' de la secuencia de AN.

En algunos aspectos de las composiciones de la divulgacion, cada secuencia de AN de la pluralidad de secuencias
de AN esta adenilada en 5.

En algunos aspectos de las composiciones de la divulgacion, cada secuencia de AN de la pluralidad de secuencias
de AN comprende un grupo hidroxilo en un extremo 3' 0 en un extremo 5' de la secuencia de AN. En algunos
aspectos, cada secuencia de AN de |a pluralidad de secuencias de AN comprende un grupo hidroxilo en un extremo
3'y enun extremo 5' de la secuencia de AN.

En algunos aspectos de las composiciones de la divulgacion, cada secuencia de AN de la pluralidad de secuencias
de AN comprende un grupo de blogueo fotoconvertible en un extremo 3' 0 en un extremo 5' de la secuencia de AN.
En algunos aspectos, cada secuencia de AN de la pluralidad de secuencias de AN comprende un grupo de bloqueo
fotoconvertible en un extremo 3' 0 en un extremo 5' de la secuencia de AN.

En algunos aspectos de las composiciones de la divulgacién, cada secuencia de AN de la pluralidad de secuencias
de AN comprende un blogueante de O-2-nitrobencilo en un extremo 3' 0 en un extremo 5' de la secuencia de AN.
En algunos aspectos, cada secuencia de AN de la pluralidad de secuencias de AN comprende un bloqueante de
O-2-nitrobencilo en un extremo 3'y en un extremo 5' de la secuencia de AN.
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En algunos aspectos de las composiciones de la divulgacion, cada secuencia de AN de la pluralidad de secuencias
de AN comprende un trifosfato en un extremo 5' de la secuencia de AN.

La divulgacién proporciona una composicién que comprende una secuencia del acido nucleico que comprende
una secuencia del cebador de anclaje, en donde la secuencia del cebador de anclaje comprende una secuencia
del acido nucleico que comprende un espaciador y un resto y en donde el espaciador y el resto unen la secuencia
del cebador de anclaje a un soporte sélido en un primer extremo, y un elemento de liberacién, en donde el elemento
de liberacién comprende al menos una secuencia del acido nucleico que facilita la liberacién de una secuencia
distal en un segundo extremo, en donde la secuencia distal esta localizada 3' del elemento de liberacién. En
algunos aspectos, €l resto esta situado en un extremo 5' de la secuencia del cebador de anclaje 0 en un extremo
5' de la secuencia del acido nucleico. En algunos aspectos, el resto esta situado en un extremo 3' de la secuencia
del cebador de anclaje o en un extremo 3' de la secuencia del acido nucleico. En algunos aspectos, el resto permite
la unién covalente directa de la secuencia del cebador de anclaje al soporte sélido. En algunos aspectos, el resto
permite la unién indirecta o no covalente de la secuencia del cebador de anclaje al soporte sélido. En algunos
aspectos, el resto comprende una azida. En algunos aspectos, el resto comprende un alquino. En algunos
aspectos, el resto comprende un dibenzociclooctino (DBCO). En algunos aspectos, el resto comprende una biotina.
En algunos aspectos, el espaciador comprende un polietilenglicol (PEG). En algunos aspectos, el elemento de
liberacion o la secuencia distal comprende una desoxiuridina. En algunos aspectos, el elemento de liberacién o la
secuencia distal comprende una pendltima desoxiinosina en un extremo 5' del elemento de liberacién, la secuencia
distal o la secuencia del &cido nucleico. En algunos aspectos, el elemento de liberaciéon o la secuencia distal
comprende una desoxirribosa abdasica. En algunos aspectos, el elemento de liberacién o la secuencia distal
comprende un sitio de endonucleasa S de tipo I, un sitio de endonucleasa cortadora oblicua, o un sitio de
endonucleasa de restriccién. En algunos aspectos, el elemento de liberacién o la secuencia distal comprende un
sitio de endonucleasa de restriccién. En algunos aspectos, el elemento de liberacion o la secuencia distal
comprende un sitio Mlyl de endonucleasa de restriccién. En algunos aspectos, el elemento de liberacién o la
secuencia distal comprende una secuencia capaz de ser escindida por una endonucleasa Cas9 especifica
monocatenaria.

En algunos aspectos de las composiciones de la divulgacion, la secuencia del cebador de anclaje o la secuencia
del acido nucleico que comprende la secuencia del cebador de anclaje tiene estructura secundaria minima. En
algunos aspectos, la secuencia del cebador de anclaje comprende un tramo homopolimérico largo o un tramo
bipolimérico simple. En algunos aspectos, la secuencia del cebador de anclaje comprende un tramo bipolimérico
largo que comprende una forma [CT]n.

En algunos aspectos de las composiciones de la divulgacion, la composicion comprende una pluralidad de
secuencias del acido nucleico que comprenden una secuencia del cebador de anclaje o una pluralidad de
secuencias de cebadores de anclaje, en donde al menos una secuencia del acido nucleico de la pluralidad de
secuencias del acido nucleico o al menos una secuencia del cebador de anclaje de la pluralidad de secuencias de
cebadores de anclaje comprende una secuencia de AN o un N-mero de la divulgacion. En algunos aspectos, cada
secuencia del acido nucleico de la pluralidad de secuencias del acido nucleico o cada secuencia del cebador de
anclaje de la pluralidad de secuencias de cebadores de anclaje comprende una secuencia de AN o un N-mero de
la composicién. En algunos aspectos, la secuencia del cebador de anclaje de la al menos una secuencia de
nucleétidos o de cada nucleétido de la pluralidad de secuencias del acido nucleico que comprende una secuencia
del cebador de anclaje se ha extendido para comprender la secuencia de AN o un N-mero de la divulgacién. En
algunos aspectos, la al menos una secuencia del cebador de anclaje o cada secuencia del cebador de anclaje de
la pluralidad de secuencias de cebadores de anclaje se ha extendido para comprenden la secuencia de AN o un
N-mero de la divulgacién. En algunos aspectos, la composicién comprende una pluralidad de 64, 256, 1024 o 1344
secuencias del acido nucleico Unicas. En algunos aspectos, la composicién comprende una pluralidad de 64, 256,
1024 o 1344 secuencias del acido nucleico Unicas. En algunos aspectos, cada secuencia del acido nucleico Unica
comprende un monofosfato en un extremo 3' 0 en un extremo 5'. En algunos aspectos, cada secuencia del acido
nucleico Unica comprende un grupo hidroxilo en un extremo 3' 0 en un extremo 5'.

La divulgacién proporciona una composiciéon que comprende un soporte sélido para la unién de una secuencia del
cebador de anclaje o una pluralidad de secuencias de cebadores de anclaje. En algunos aspectos, el soporte sélido
comprende una pluralidad de perlas monodispersas. En algunos aspectos, cada una de la pluralidad de perlas
monodispersas comprende poliacrilamida. En algunos aspectos, cada una de la pluralidad de perlas
monodispersas comprende agarosa. En algunos aspectos, cada una de la pluralidad de perlas monodispersas
comprende poliestireno. En algunos aspectos, cada una de la pluralidad de perlas monodispersas comprende
particulas ferromagnéticas. En algunos aspectos, el soporte sélido comprende un pocillo o camara. En algunos
aspectos, el soporte sélido comprende una pluralidad de pocillos o camaras. En algunos aspectos, la pluralidad de
pocillos comprende una placa multipocillo. En algunos aspectos, el soporte sélido comprende un vidrio. En algunos
aspectos, el soporte sélido comprende un portaobjetos de vidrio. En algunos aspectos, el soporte sélido comprende
un cuarzo. En algunos aspectos, el soporte sélido comprende un portaobjetos de cuarzo. En algunos aspectos, el
soporte sélido comprende un poliestireno. En algunos aspectos, el soporte sélido comprende un portaobjetos de
poliestireno. En algunos aspectos, el soporte so6lido comprende un recubrimiento y en donde el recubrimiento
previene la unién no especifica de proteinas no deseadas, acidos nucleicos no deseados, u otras biomoléculas no
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deseadas. En algunos aspectos, el recubrimiento comprende polietilenglicol (PEG). En algunos aspectos, el
recubrimiento comprende trietilenglicol (TEG).

La divulgacién proporciona una composicion que comprende una enzima, uno 0 mas componentes de reaccién y
sustratos N-meros especificos, en donde cada sustrato N-mero es capaz de una y solo una extensién de unidades
desde cualquiera de un extremo 3' o extremo 5' de un cebador de anclaje en una reaccién de sintesis geométrica
de AN. En algunos aspectos, el uno o mas componentes de reaccién comprenden acetato de potasio, tris-acetato,
acetato de magnesio o albumina de suero bovino. En algunos aspectos, el uno o mas componentes de reaccion
comprenden polietilenglicol 8000, cloruro de hexaminecobalto o trifosfato de adenosina. En algunos aspectos, la
enzima se selecciona del grupo que consiste en una ribozima, una ARN ligasa T4, una ADN ligasa T4, una fosfatasa
alcalina intestinal de ternero, una fosfatasa alcalina de camarén, un fragmento grande de Klenow (exonucleasa 3'-
5, una exonucleasa lambda (exonucleasa 5'-3'), una polinucleétido cinasa, una desoxinucleotidil transferasa
terminal (TdT), una ADN polimerasa theta, una endonucleasa V, una uracil ADN glicosilasa, una endonucleasa VIII,
una 5' desadenilasa 0 una transposasa. En algunos aspectos, la enzima es una ribozima. En algunos aspectos, la
transposasa es una transposasa piggyBac, una transposasa Bella durmiente, o una transposasa Tn10. En algunos
aspectos, la enzima comprende una mutacioén o una variante de secuencia que tiene una actividad nueva deseada
0 una selectivamente eliminada.

La divulgacién proporciona una composicion que comprende cualquier secuencia del &cido nucleico derivada de
sintesis geométrica de extensién en 3', sintesis geométrica de extensién en 5', sintesis paralela de extensién en 3'
o co-sintesis 5', 3.

La divulgacion proporciona una composicion, en donde cada secuencia de AN de longitud arbitraria capaz de
participar en reacciones de sintesis geométrica o sintesis paralela comprende ADN, ARN o una combinacion de
los mismos. En algunos aspectos, la secuencia de AN comprende una base en el extremo 5' que es una base de
ADN y una base en el extremo 3' que es una base de ARN. En algunos aspectos, cualquiera o ambos de los
nucleétidos en los extremos 5' y 3' de cada secuencia de AN posee un grupo dimetoxitritil-fosfato reversible. En
algunos aspectos, cada secuencia de AN posee un nimero arbitrario de nucleétidos de ADN o ARN en un orden
arbitrario.

La divulgacién proporciona un vector que comprende una composicion de la divulgacion. En algunos aspectos, €l
vector comprende ademas una repeticién terminal invertida (ITR) en 5' y una 3' ITR. En algunos aspectos, de 5' a
3, el vector comprende la 5' ITR, al menos una secuencia de N-meros y la 3' ITR. En algunos aspectos, el vector
comprende ademas un marcador de seleccion. En algunos aspectos, el marcador de seleccién comprende una
secuencia que codifica un gen de resistencia a antibiéticos. En algunos aspectos, la secuencia que codifica un gen
de resistencia a antibiéticos comprende una secuencia que codifica un gen de resistencia a ampicilina.

La divulgacién proporciona una composicién que comprende un vector de la divulgacion.

La divulgacién proporciona un método que comprende: a) poner en contacto al menos una primera pluralidad de
soportes solidos y al menos una primera pluralidad de cebadores de anclaje, en condiciones que permiten la unién
de un extremo 3' de al menos un cebador de anclaje de la al menos una primera pluralidad de cebadores de anclaje
a al menos un soporte sélido de la al menos una primera pluralidad de soportes sélidos para producir al menos un
primer complejo de cebador de anclaje-sustrato; b) poner en contacto el al menos un primer complejo de cebador
de anclaje-sustrato y al menos una primera pluralidad de N-meros en condiciones que anexan un extremo 3' del al
menos un N-mero de la al menos una primera pluralidad de N-meros a un extremo 5' del al menos un primer
cebador de anclaje-sustrato para producir al menos un primer complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido;
c) poner en contacto el al menos un primer complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido y al menos una
segunda pluralidad de N-meros en condiciones que anexan un extremo 3' del al menos un N-mero de la al menos
una segunda pluralidad de N-meros a un extremo 5' del al menos un primer complejo de cebador de anclaje-
sustrato extendido para producir al menos un primer complejo donante; d) poner en contacto al menos una segunda
pluralidad de soportes sélidos y al menos una segunda pluralidad de cebadores de anclaje, en condiciones que
permiten la unién de un extremo 3' de al menos un cebador de anclaje de la al menos una segunda pluralidad de
cebadores de anclaje a al menos un soporte sélido de la al menos una segunda pluralidad de soportes sélidos
para producir al menos un segundo complejo de cebador de anclaje-sustrato; e) poner en contacto el al menos un
segundo complejo de cebador de anclaje-sustrato y al menos una tercera pluralidad de N-meros en condiciones
que anexan un extremo 3' del al menos un N-mero de la al menos una tercera pluralidad de N-meros a un extremo
5' del al menos un segundo cebador de anclaje-sustrato para producir al menos un segundo complejo de cebador
de anclaje-sustrato extendido; f) poner en contacto el al menos un segundo complejo de cebador de anclaje-
sustrato extendido y al menos una cuarta pluralidad de N-meros en condiciones que anexan un extremo 3' del al
menos un N-mero de la al menos una cuarta pluralidad de N-meros a un extremo 5' del al menos un segundo
complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido para producir al menos un primer complejo diana; g) liberar al
menos una composicion que comprende el al menos un N-mero de la al menos una primera pluralidad de N-meros
y el al menos un N-mero de la al menos una segunda pluralidad de N-meros del al menos un primer complejo
donante para producir al menos un complejo intermedio liberado; y h) poner en contacto el al menos un primer
complejo diana y el al menos un complejo intermedio liberado en condiciones que anexan un extremo 3' del al
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menos un complejo intermedio liberado a un extremo 5' del al menos un complejo diana para producir al menos un
primer complejo diana extendido.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, la anexién comprende ligaciéon enzimatica en condiciones
que permiten actividad ligasa. En algunos aspectos, la anexién comprende ligacién que no es enzimética. En
algunos aspectos, la ligacion enzimatica comprende actividad ARN ligasa T4.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacion, el método comprende ademas, después de la producciéon
del al menos un primer complejo de cebador de anclaje-sustrato, retirar al menos un cebador de anclaje no unido.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, el método comprende ademas, antes de retirar el al menos
un cebador de anclaje no unido, desadenilar el al menos un primer complejo de cebador de anclaje-sustrato.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, el método comprende ademas, después de producir el al
menos un segundo complejo de cebador de anclaje-sustrato, retirar los cebadores de anclaje no unidos.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacion, el método comprende ademas, antes de retirar el al menos
un cebador de anclaje no unido, desadenilar el al menos un segundo complejo de cebador de anclaje-sustrato.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, retirar el al menos un cebador de anclaje no unido
comprende actividad exonucleasa. En algunos aspectos, la exonucleasa comprende una exonucleasa 5' a 3'
especifica. En algunos aspectos, la exonucleasa 5' a 3' no puede digerir moléculas del acido nucleico que
comprenden un grupo OH en 5.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacion, el método comprende ademas, después de producir el al
menos un primer complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido, retirar al menos un N-mero no anexado.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, el método comprende ademas, antes de retirar el al menos
un N-mero no anexado, desadenilar el al menos un primer complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacion, el método comprende ademas, después de producir el al
menos un primer complejo donante, retirar al menos un N-mero no anexado.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacion, el método comprende ademas, antes de retirar el al menos
un N-mero no anexado, desadenilar el al menos un primer complejo donante.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, el método comprende ademas, después de producir el al
menos un segundo complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido, retirar al menos un N-mero no anexado.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacion, el método comprende ademas, antes de retirar el al menos
un N-mero no anexado, desadenilar el al menos un segundo complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacion, el método comprende ademas, después de producir el al
menos un primer complejo diana, retirar al menos un N-mero no anexado.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, el método comprende ademas, antes de retirar el al menos
un N-mero no anexado, desadenilar el al menos un primer complejo diana.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacion, el método comprende ademas, después de producir el al
menos un primer complejo diana extendido, retirar al menos un N-mero no anexado.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacion, el método comprende ademas, antes de retirar el al menos
un N-mero no anexado, desadenilar el al menos un primer complejo diana extendido.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacion, retirar el al menos un N-mero no anexado comprende
actividad exonucleasa. En algunos aspectos, la exonucleasa comprende una exonucleasa 5' a 3' especifica. En
algunos aspectos, la exonucleasa 5' a 3' no puede digerir moléculas del acido nucleico que comprenden un grupo
OH en 5'. En algunos aspectos, la exonucleasa 5' a 3' comprende una exonucleasa lambda, una exonucleasa
XRN-1 0 una combinacién de las mismas.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, desadenilar comprende una actividad enzimatica. En
algunos aspectos, la actividad enzimética comprende una actividad desadenilasa. En algunos aspectos, la
desadenilasa comprende una desadenilasa en 5' de S. cerevisiae.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, desadenilar comprende una actividad no enzimatica.
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En algunos aspectos de los métodos de la divulgacion, la al menos una primera pluralidad de N-meros, la al menos
una segunda pluralidad de N-meros, la al menos una tercera pluralidad de N-meros, la al menos una cuarta
pluralidad de N-meros o cualquier combinacién de las mismas comprende(n) al menos un N-mero que comprende
un grupo OH en el extremo 3'y el extremo 5' del N-mero.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacion, el método comprende ademas, después de producir el al
menos un primer complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido y antes poner en contacto el al menos un
primer complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido con al menos una segunda pluralidad de N-meros,
anexar un grupo PO4 al extremo 5' del al menos un N-mero de la al menos una primera pluralidad de N-meros.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, el método comprende ademas, después de producir el al
menos un segundo complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido y antes poner en contacto el al menos un
segundo complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido y al menos una cuarta pluralidad de N-meros, anexar
un grupo PO4 al extremo 5' del al menos un N-mero de la al menos una tercera pluralidad de N-meros.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacion, el método comprende ademas, antes de poner en contacto
el al menos un primer complejo diana y el al menos un complejo intermedio liberado, anexar un grupo PO al
extremo 5' del al menos un N-mero de la al menos una cuarta pluralidad de N-meros.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, anexar un grupo PO4 comprende fosforilacién enzimatica.
En algunos aspectos, la fosforilacién enzimatica comprende actividad T4 polinucleétido cinasa.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, anexar un grupo PO4 comprende fosforilacién no
enzimatica.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacion, liberar la al menos una composicion ocurre en condiciones
que preservan el grupo OH en el extremo 3'y el grupo OH en el extremo 5' del al menos un N-mero.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, la al menos una primera pluralidad de N-meros, la al menos
una segunda pluralidad de N-meros, la al menos una tercera pluralidad de N-meros, la al menos una cuarta
pluralidad de N-meros o cualquier combinacién de las mismas comprende(n) al menos un N-mero que comprende
un grupo OH en el extremo 3'y un grupo PO4 en el extremo 5' del N-mero.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, el grupo PO4 estd unido operativamente a un grupo
protector. En algunos aspectos, el grupo protector comprende fosfato de 4,4'-dimetoxitritilo.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, el método comprende ademas, después de producir el al
menos un primer complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido y antes de producir el al menos un primer
complejo donante, retirar el grupo protector del menos un primer complejo de cebador de anclaje-sustrato
extendido.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacion, el método comprende ademas, después de producir el al
menos un segundo complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido y antes de producir el al menos un primer
complejo diana, retirar el grupo protector del menos un segundo complejo de cebador de anclaje-sustrato
extendido.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, el método comprende ademas, antes de producir el al
menos un primer complejo diana extendido, retirar el grupo protector del al menos un primer complejo diana.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacion, la liberacién de la al menos una composicion ocurre en
condiciones que preservan el grupo OH en el extremo 3'y el grupo PO4 en el extremo 5' del N-mero.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, el método comprende ademas, después de producir el al
menos un primer complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido y antes de producir el al menos un primer
complejo donante, adenilar el extremo 5' del al menos un primer complejo de cebador de anclaje-sustrato
extendido.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacion, el método comprende ademas, después de producir el al
menos un segundo complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido y antes de producir el al menos un primer
complejo diana, adenilar el extremo 5' del al menos un segundo complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, el método comprende ademas, antes de producir el al
menos un primer complejo diana extendido, adenilar el extremo 5' del al menos un primer complejo diana.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, adenilar comprende actividad enzimatica. En algunos
aspectos, actividad enzimatica comprende una actividad ARN ligasa Mth.
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En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, la adenilacién comprende actividad no enzimatica.

La divulgacién proporciona un método que comprende: a) poner en contacto al menos una primera pluralidad de
soportes sélidos y al menos una primera pluralidad de cebadores de anclaje, en condiciones que permiten la unién
de un extremo 5' de al menos un cebador de anclaje de la al menos una primera pluralidad de cebadores de anclaje
a al menos un soporte sélido de la al menos una primera pluralidad de soportes sélidos para producir al menos un
primer complejo de cebador de anclaje-sustrato; b) poner en contacto el al menos un primer complejo de cebador
de anclaje-sustrato y al menos una primera pluralidad de N-meros en condiciones que anexan un extremo 5' del al
menos un N-mero de la al menos una primera pluralidad de N-meros a un extremo 3' del al menos un primer
cebador de anclaje-sustrato para producir al menos un primer complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido;
¢) poner en contacto el al menos un primer complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido y al menos una
segunda pluralidad de N-meros en condiciones que anexan un extremo 5' del al menos un N-mero de la al menos
una segunda pluralidad de N-meros a un extremo 3' del al menos un primer complejo de cebador de anclaje-
sustrato extendido para producir al menos un primer complejo donante; d) poner en contacto al menos una segunda
pluralidad de soportes sélidos y al menos una segunda pluralidad de cebadores de anclaje, en condiciones que
permiten la unién de un extremo 5' de al menos un cebador de anclaje de la al menos una segunda pluralidad de
cebadores de anclaje a al menos un soporte sélido de la al menos una segunda pluralidad de soportes sélidos
para producir al menos un segundo complejo de cebador de anclaje-sustrato; e) poner en contacto el al menos un
segundo complejo de cebador de anclaje-sustrato y al menos una tercera pluralidad de N-meros en condiciones
que anexan un extremo 5' del al menos un N-mero de la al menos una tercera pluralidad de N-meros a un extremo
3' del al menos un segundo cebador de anclaje-sustrato para producir al menos un segundo complejo de cebador
de anclaje-sustrato extendido; f) poner en contacto el al menos un segundo complejo de cebador de anclaje-
sustrato extendido y al menos una cuarta pluralidad de N-meros en condiciones que anexan un extremo 5' del al
menos un N-mero de la al menos una cuarta pluralidad de N-meros a un extremo 3' del al menos un segundo
complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido para producir al menos un primer complejo diana; g) liberar al
menos una composicion que comprende el al menos un N-mero de la al menos una primera pluralidad de N-meros
y el al menos un N-mero de la al menos una segunda pluralidad de N-meros del al menos un primer complejo
donante para producir al menos un complejo intermedio liberado h) poner en contacto el al menos un primer
complejo diana y el al menos un complejo intermedio liberado en condiciones que anexan un extremo 5' del al
menos un complejo intermedio liberado a un extremo 3' del al menos un complejo diana para producir al menos un
primer complejo diana extendido.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacion, la anexién comprende ligacion enzimatica en condiciones
que permiten actividad ligasa. En algunos aspectos, la ligacion enzimatica comprende una actividad ARN ligasa
T4.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacion, la anexién comprende ligaciéon que no es enziméatica.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, el método comprende, después de la produccion del al
menos un primer complejo de cebador de anclaje-sustrato, retirar al menos un cebador de anclaje no unido.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacion, el método comprende ademas, después de la producciéon
del al menos un segundo complejo de cebador de anclaje-sustrato, retirar al menos un cebador de anclaje no
unido.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, retirar el al menos un cebador de anclaje no unido
comprende actividad exonucleasa. En algunos aspectos, la exonucleasa comprende una exonucleasa 3' a 5'
especifica. En algunos aspectos, la exonucleasa 3' a 5' no puede digerir moléculas del acido nucleico que
comprenden un grupo PO4 en 3.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacion, el método comprende ademas, después de producir el al
menos un primer complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido, retirar al menos un N-mero no anexado.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, el método comprende ademas, después de producir el al
menos un donante complejo, retirar al menos un N-mero no anexado.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacion, el método comprende ademas, después de producir el al
menos un segundo complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido, retirar al menos un N-mero no anexado.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, el método comprende ademas, después de producir el al
menos un complejo diana, retirar al menos un N-mero no anexado.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacion, el método comprende ademas, después de producir el al
menos un primer complejo diana extendido, retirar al menos un N-mero no anexado.
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En algunos aspectos de los métodos de la divulgacion, retirar el al menos un N-mero no anexado comprende
actividad exonucleasa. En algunos aspectos, la exonucleasa comprende una exonucleasa 3' a 5' especifica. En
algunos aspectos, la exonucleasa 3' a 5' no puede digerir moléculas del acido nucleico que comprenden un grupo
PO4 en 3'. En algunos aspectos, la exonucleasa 3' a 5' comprende una polimerasa de Klenow.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacion, la al menos una primera pluralidad de N-meros, la al menos
una segunda pluralidad de N-meros, la al menos una tercera pluralidad de N-meros, la al menos una cuarta
pluralidad de N-meros o cualquier combinacién de las mismas comprende(n) al menos un N-mero que comprende
un grupo PO« en el extremo 3'y el extremo 5' del N-mero.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, el método comprende ademas, después de producir el al
menos un primer complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido y antes de producir el al menos un primer
complejo donante, retirar el grupo PO4 en el extremo 3' del al menos un primer complejo de cebador de anclaje-
sustrato extendido.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacion, el método comprende ademas, después de producir el al
menos un segundo complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido y antes de producir el al menos un primer
complejo diana, retirar el grupo PO4 en el extremo 3' del al menos un primer complejo de cebador de anclaje-
sustrato extendido.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, el método comprende ademas, antes de producir el al
menos un primer complejo diana extendido, retirar el grupo POs en el extremo 3' del al menos un primer complejo
diana.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, retirar el grupo PO4 comprende actividad enzimatica
fosfatasa. En algunos aspectos, la actividad enzimatica fosfatasa comprende actividad fosfatasa alcalina intestinal
de ternero (CIP), actividad fosfatasa alcalina de camarén (SAP) o cualquier combinacion de las mismas.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, retirar el grupo PO4 comprende actividad enzimatica no
fosfatasa.

La divulgacién proporciona un método que comprende, a) proporcionar una primera composicién que comprende
una primera pluralidad de cebadores de anclaje, en donde un extremo 5' de al menos un cebador de anclaje esta
unido operativamente a al menos un sustrato sélido y en donde el al menos un cebador de anclaje comprende un
grupo de bloqueo reversible en un extremo 3' para formar un primer complejo de cebador de anclaje-sustrato
blogueado y una segunda composicién que comprende al menos una segunda pluralidad de cebadores de anclaje,
en donde un extremo 5' de al menos un cebador de anclaje esta unido operativamente a al menos un sustrato
sélido y en donde el al menos un cebador de anclaje comprende un grupo de bloqueo reversible en un extremo 3'
para formar un segundo complejo de cebador de anclaje-sustrato bloqueado, b) retirar el grupo de bloqueo
reversible de cualquiera del primer complejo de anclaje-sustrato de cebador bloqueado o el segundo complejo de
anclaje-sustrato de cebador para producir al menos un complejo de cebador de anclaje-sustrato no bloqueado; ¢)
poner en contacto el complejo de cebador de anclaje-sustrato no bloqueado y al menos una primera pluralidad de
N-meros, comprendiendo cada N-mero un grupo de bloqueo reversible en un extremo 3' del N-mero, en
condiciones que anexan un extremo 5' del al menos un N-mero de la al menos una primera pluralidad a un extremo
3' del al menos un complejo de cebador de anclaje-sustrato no bloqueado para formar al menos un complejo de
cebador de anclaje-sustrato extendido bloqueado; d) retirar el grupo de bloqueo reversible del menos un complejo
de cebador de anclaje-sustrato extendido bloqueado para producir al menos un complejo de cebador de anclaje-
sustrato extendido no bloqueado; y e) poner en contacto el complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido no
blogueado y al menos una segunda pluralidad de N-meros, comprendiendo cada N-mero un grupo de bloqueo
reversible en un extremo 3' del N-mero, en condiciones que anexan un extremo 5' del al menos un N-mero de la al
menos una primera pluralidad a un extremo 3' del al menos un complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido
no bloqueado para formar al menos un complejo donante bloqueado.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, una porcién de los cebadores de anclaje de la primera
pluralidad de cebadores de anclaje esta unida operativamente a al menos un sustrato sélido.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacion, una porcién de los cebadores de anclaje de la segunda
pluralidad de cebadores de anclaje esta unida operativamente a al menos un sustrato sélido.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacion, cada uno cebador de anclaje de la primera pluralidad de
cebadores de anclaje esta unida operativamente a al menos un sustrato sélido.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, cada cebador de anclaje de la segunda pluralidad de
cebadores de anclaje esta unida operativamente a al menos un sustrato sélido.
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En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, cada cebador de anclaje de la primera pluralidad de
cebadores de anclaje estd unida operativamente a un primer sustrato sélido. En algunos aspectos, cada cebador
de anclaje de la segunda pluralidad de cebadores de anclaje esta unida operativamente a un segundo sustrato
sélido. En algunos aspectos, el primer sustrato y el segundo sustrato son el mismo. En algunos aspectos, el primer
sustrato y el segundo sustrato no son los mismos.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacion, la al menos primera pluralidad de cebadores de anclaje o
la al menos segunda pluralidad de cebadores de anclaje esta dispuesta en una matriz. En algunos aspectos, la al
menos primera pluralidad de cebadores de anclaje esta dispuesta en una primera matriz y la al menos segunda
pluralidad de cebadores de anclaje esta dispuesta en una segunda matriz. En algunos aspectos, la primera matriz
y la segunda matriz son la misma. En algunos aspectos, la primera matriz y la segunda matriz no son la misma.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgaciéon, el grupo de bloqueo reversible es un grupo de blogueo
fotolabil. En algunos aspectos, retirar comprende exponer el grupo de blogueo fotolabil a luz con una longitud de
onda suficiente para inducir la retirada del grupo de bloqueo fotolabil.

La divulgacién proporciona un método que comprende: a) poner en contacto al menos una primera pluralidad de
soportes solidos y al menos una primera pluralidad de cebadores de anclaje, en condiciones que permiten la unién
de un extremo de al menos un cebador de anclaje de la al menos una primera pluralidad de cebadores de anclaje
a al menos un soporte sélido de la al menos una primera pluralidad de soportes sélidos para producir al menos un
primer complejo de cebador de anclaje-sustrato; b) poner en contacto el al menos un primer complejo de cebador
de anclaje-sustrato y al menos una primera pluralidad de N-meros en condiciones que anexan al menos un N-mero
de la al menos una primera pluralidad de N-meros a al menos un primer cebador de anclaje-sustrato, en donde el
al menos un N-mero de la al menos una primera pluralidad de N-meros comprende una secuencia que codifica
una repeticion invertida en el extremo (ITR) 5' y una secuencia que codifica una repeticién invertida en el extremo
(ITR) 3' que estan orientadas de forma inversa entre si, para producir al menos un primer complejo de cebador de
anclaje-sustrato extendido; ¢) poner en contacto el al menos un primer complejo de cebador de anclaje-sustrato
extendido y al menos una segunda pluralidad de N-meros en condiciones que anexan al menos un N-mero de la
al menos una segunda pluralidad de N-meros a al menos un primer complejo de cebador de anclaje-sustrato
extendido, en donde el al menos un N-mero de la al menos una segunda pluralidad de N-meros comprende una
secuencia que codifica una repeticién invertida en el extremo (ITR) 5' y una secuencia que codifica una repeticion
invertida en el extremo (ITR) 3' que estan orientadas de forma inversa entre si, para producir al menos un primer
complejo alargado; d) corta del al menos un primer complejo alargado una secuencia del acido nucleico situada
entre la ITR de orientacién inversa en 3' del al menos un N-mero de la al menos una primera pluralidad de N-meros
y la ITR de orientacion inversa en 5' del al menos un N-mero de la al menos una segunda pluralidad de N-meros
para producir al menos un primer complejo donante; €) poner en contacto al menos una segunda pluralidad de
soportes sélidos y al menos una segunda pluralidad de cebadores de anclaje, en condiciones que permiten la unién
de un extremo de al menos un cebador de anclaje de la al menos una segunda pluralidad de cebadores de anclaje
a al menos un soporte solido de la al menos una segunda pluralidad de soportes sélidos para producir al menos
un segundo complejo de cebador de anclaje-sustrato; f) poner en contacto el al menos un segundo complejo de
cebador de anclaje-sustrato y al menos una tercera pluralidad de N-meros en condiciones que anexan al menos
un N-mero de la al menos una tercera pluralidad de N-meros a al menos un segundo cebador de anclaje-sustrato,
en donde el al menos un N-mero de la al menos una tercera pluralidad de N-meros comprende una secuencia que
codifica una repeticién invertida en el extremo (ITR) 5' y una secuencia que codifica una repeticién invertida en el
extremo (ITR) 3' que estan orientadas de forma inversa entre si, para producir al menos un segundo complejo de
cebador de anclaje-sustrato extendido; g) poner en contacto el al menos un segundo complejo de cebador de
anclaje-sustrato extendido y al menos una cuarta pluralidad de N-meros en condiciones que anexan al menos un
N-mero de esa al menos una cuarta pluralidad de N-meros a al menos un segundo complejo de cebador de anclaje-
sustrato extendido, en donde el al menos un N-mero de la al menos una cuarta pluralidad de N-meros comprende
una secuencia que codifica una repeticion invertida en el extremo (ITR) 5' y una secuencia que codifica una
repeticion invertida en el extremo (ITR) 3' que estan orientadas de forma inversa entre si, para producir al menos
un segundo complejo alargado; h) liberar una composicion que comprende la ITR de orientacion inversa en 5', el
al menos un N-mero de la al menos una primera pluralidad de N-meros, la al menos una segunda pluralidad de N-
meros, y una ITR de orientacién inversa en 3' del al menos un primer complejo donante para producir al menos un
complejo intermedio liberado; i) poner en contacto el al menos un primer complejo diana y el al menos un complejo
intermedio liberado en condiciones que anexan el al menos un complejo intermedio liberado a al menos un primer
complejo diana para producir al menos un primer complejo diana extendido; y j) cortar del al menos un primer
complejo diana extendido una secuencia del &cido nucleico entre el al menos un N-mero de la al menos una cuarta
pluralidad de N-meros y el al menos un N-mero de la al menos una primera pluralidad de N-meros situados para
producir al menos un primer complejo diana extendido cortado.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, la secuencia que codifica la 5' ITR y secuencia que codifica
la 3' ITR del al menos un N-mero derivan de un transposén que corta con precision.
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En algunos aspectos de los métodos de la divulgacion, la liberacion comprende una actividad enzimatica. En
algunos aspectos, la liberaciéon comprende una rotura en una secuencia de uno o mas de una 3' ITR, un extremo
3, un extremo 5' o una 5' ITR. En algunos aspectos, la liberacién produce nucleétidos protuberantes en 5' o0 a 3'.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacion, la liberacién comprende una actividad no enzimatica.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacion, la anexion comprende una actividad enzimatica. En algunos
aspectos, la anexién comprende una ligacion.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, la anexién comprende una actividad no enzimatica.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, al menos un cebador de anclaje comprende una
composicién de la divulgacién.

La divulgacién proporciona un método que comprende: a) proporcionar una complejo molde que comprende al
menos un molécula del acido nucleico molde, en donde un primer extremo de la molécula del acido nucleico molde
esta unido operativamente a un soporte solido, en donde el primer extremo comprende una primera region de
unién al cebador y, en donde un segundo extremo de la molécula del acido nucleico molde comprende una segunda
regién de unién al cebador; b) poner en contacto el complejo molde y al menos un primer cebador de amplificacion,
en donde el al menos un primera cebador de amplificacién comprende una secuencia del acido nucleico que es
complementaria a la segunda regién de union al cebador en condiciones suficientes para la hibridacion del menos
un primer cebador de amplificacién a la segunda regién de unién al cebador; c) extender el al menos un primer
cebador de amplificacion para producir al menos una primera molécula del acido nucleico replicada; d) poner en
contacto la al menos una primera molécula del acido nucleico replicada y al menos un complejo de sustrato-
cebador unido, en donde el al menos un complejo de sustrato-cebador unido comprende al menos un segundo
cebador de amplificacién unido operativamente a un soporte solido, en donde el al menos un segundo cebador de
amplificacién comprende una secuencia del acido nucleico complementaria a la primera regién de unién al cebador
en condiciones suficientes para la hibridacién de ese al menos un segundo cebador de amplificacién a al menos
una primera molécula del acido nucleico replicada; y e) extender el al menos un segundo cebador de amplificacién
para producir al menos un primer duplex replicado.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacion, al menos un soporte sélido comprende una composicién
de la divulgacion.

La divulgacién proporciona un método que comprende: (a) poner en contacto una pluralidad de secuencias del
acido nucleico en condiciones adecuados para al menos una primera secuencia para formar el primer diplex con
una segunda secuencia y la primera secuencia para formar un segundo diplex con una tercer secuencia, en donde
cada secuencia que comprende una primera regién de complementariedad y una segunda regién de
complementariedad, en donde la primera region de complementariedad comprende una porcién de la secuencia
que puede formar un primer ddplex en presencia de la segunda secuencia, en donde la segunda regién de
complementariedad comprende una porcion de secuencia que puede formar un segundo duplex con una tercer
secuencia, en donde la segunda secuencia y la tercera secuencia son distintas; y (b) inducir la sintesis desde un
extremo 3’ de al menos una secuencia del primer diplex o el segundo diplex en condiciones adecuadas para la
polimerizacion del acido nucleico para formar al menos 1 secuencia extendida.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacién, la pluralidad de secuencias del acido nucleico comprende
secuencias codificantes y secuencias no codificantes. En algunos aspectos, la pluralidad de secuencias del &cido
nucleico comprende al menos 2 secuencias codificantes 0 al menos 2 secuencias no codificantes. En algunos
aspectos, la pluralidad de secuencias del acido nucleico comprende al menos 2 secuencias codificantes o al menos
2 secuencias no codificantes. En algunos aspectos, el método forma al menos 2 secuencias codificantes
extendidas o al menos 2 secuencias no codificantes extendidas. En algunos aspectos, el método comprende
ademas la anexion de al menos 2 secuencias codificantes extendidas o al menos 2 secuencias no codificantes
extendidas para formar una hebra codificante unificada o una hebra no codificante unificada. En algunos aspectos,
la anexién comprende una actividad enzimatica. En algunos aspectos, la anexién comprende una ligacién o una
actividad ligasa. En algunos aspectos, la anexién comprende una actividad no enzimatica.

En algunos aspectos de los métodos de la divulgacion, al menos una secuencia de la pluralidad de secuencias del
acido nucleico comprende un N-mero. En algunos aspectos, el N-mero es un 3-mero o un 5-mero. En algunos
aspectos, al menos una secuencia de la pluralidad de secuencias del acido nucleico se produce segin el método
de la divulgacion. En algunos aspectos, una porcién de las secuencias de la pluralidad de secuencias del acido
nucleico se produce segun el método de la divulgacién. En algunos aspectos, cada secuencia de la pluralidad de
secuencias del acido nucleico se produce segun el método de la divulgacién.

La divulgacién proporciona una secuencia del acido nucleico producida segun el método de la divulgacion.
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La divulgacién proporciona un vector que comprende una secuencia del acido nucleico de la divulgacién, que
incluye las producidas segun el método de la divulgacién.

La divulgacién proporciona una composicién que comprende una secuencia del acido nucleico de la divulgacién,
que incluye las producidas segun el método de la divulgacion.

La divulgacién proporciona una composicion que comprende el vector de la divulgacién.

La divulgacién proporciona una célula que comprende una secuencia del acido nucleico de la divulgacion, que
incluye las producidas segun el método de la divulgacién.

La divulgacién proporciona una célula que comprende el vector de la divulgacién.

La divulgacién proporciona una célula que comprende la composicién de la divulgacion.
La divulgacién proporciona una composicion que comprende una célula de la divulgacion.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La patente o archivo de solicitud contiene al menos un dibujo realizado en color. La oficina proporcionara copias
de esta patente o publicacién de solicitud de patente con dibujo(s) en color tras la solicitud y pago de la tasa
necesaria.

La Fig. 1 es un diagrama esquematico que representa la idea central tras la sintesis geométrica. En este
ejemplo, ocho N-meros diferentes y las secuencias de cebadores de anclaje unidas al sustrato solido son
los materiales de partida. La primera fila representa la situacién después de las dos primeras rondas de
ligacion, en donde dos N-meros se han afiadido a cebadores de anclaje. En etapas posteriores, tales
como la fila dos, hay muestras diana, y muestras donantes. La muestra diana sigue unida a soportes
sélidos y las muestras donantes son liberadas y usadas para extender muestras diana correspondientes.
Después de varias rondas, una Unica muestra diana posee la sintetizada completa. Aqui, la cadena
sintética completa comprende el 16 N-mero en una configuracién Unica.

La Fig. 2A-D es un diagrama que muestra cuatro secuencias de cebadores de anclaje posibles diferentes.
A) para la extension de 3' y B) para la extensiéon de 5' son ejemplos de secuencias de baja complejidad
que poseen un sitio de enzima de restriccion S de tipo II, Mlyl. C) para la extensién de 3' es una secuencia
de baja complejidad que posee una desoxiuridina (U} para la liberacién usando una combinacién de uracil
ADN glicosilasa y ADN glicosilasa-liasa endonucleasa VIII. Finalmente, D) la combinacién de
desoxiadenosina (A} y desoxiinosina (1) en el extremo 5’ de una secuencia del cebador de anclaje de baja
complejidad es una diana de la endonucleasa V para la liberacién del producto de AN sintético.

La Fig. 3A-B destaca un fragmento de ADNc de GFP, usado en la presente divulgacion para demostrar el
método de sintesis geométrico en 3'. A} muestra una representacién de FASTA de la secuencia de ADNc
completa para la proteina verde fluorescente (GFP) (nimero de acceso NCBI L29345). El fragmento de
demostracién comprende las ocho primeras secuencias 21-meras. Estas estan destacadas en una gama
de colores. B) muestra la distribucién de secuencias 21-meras en dos conjuntos de placas para el
ensamblaje usando el método de sintesis geométrico en 3'. Los ocho primeros 21-meros estan
destacados en los colores correspondientes a la representacién del archivo de FASTA.

La Fig. 4 es una representacion esquematica de la primera etapa de ligacion. En este ejemplo, los pocillos
1A1, 1A2, 1A3 y 1A4 reciben un fragmento 21-mero con -PO4 en 3'y &', se afiade ligasa a las reacciones.
Después de la ligacion, la polimerasa de Klenow con actividad exonucleasa 3'-5' se afiade para retirar los
cebadores de anclaje no ligacién. Finalmente, se afiade fosfatasa alcalina intestinal de ternero (CIP) para
retirar los grupos -POa4 en 3' para preparar el AN para la segunda ronda de ligacion.

La Fig. 5 es una representacién esquematica de la segunda etapa de ligacién. Al igual que con la primera
etapa de ligacion, cada uno de los pocillos 1A1, 1A2, 1A3 y 1A4 recibe un fragmento 21-mero que lleva
grupos -PO4en 3'y 5', se afiade ligasa a las reacciones. Después de la elongacion por ligacion, se afiade
polimerasa de Klenow con actividad exonucleasa 3'-5' para retirar los cebadores de anclaje no ligacion.
Finalmente, se afiade fosfatasa alcalina intestinal de ternero (CIP) a 1A1 y 1A3 para retirar los grupos -
PO4 en 3' para preparar el AN en los pocillos como dianas para la siguiente ligacion. Los pocillos 1A2 y
1A4 se dejan con grupos -POs en 3'.

La Fig. 6 es una representaciéon esquematica de la primera reaccién de liberaciéon. En primer lugar se
mezclan muestras donantes 1A2 y 1A4 con oligonucleétidos complementarios inversos cortos, que
generan sitios Mlyl bicatenarios en ADN parcialmente bicatenario. Estas muestras se digieren a
continuacion con endonucleasa de restriccion Mlyl, momento en el que el fragmento monocatenario
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liberado recién sintetizado esta listo para la ligacién a la muestra diana apropiada. En este caso, el
fragmento liberado de 1A2 se ligara a la muestra diana 1A1 y el fragmento de 1A4 se unira a la muestra
diana 1A3.

La Fig. 7 es una representacién esquematica de la tercera ligacién, que combinara extender el AN en 1A1
por ligacién del AN sintetizado de 1A2, asi como extender el AN de 1A3 con el AN de 1A4. Finalmente, el
AN producto de 1A3 se libera por escision con Miyl.

La Fig. 8 es una representacion esquematica de la cuarta ligacién y final para este ejemplo. El producto
de AN de la muestra 1A3 se liga al AN extendido del pocillo 1A1. Después de la purificacién, el AN
producto final se libera de los soportes sélidos por digestion con Miyl.

La Fig. 9 muestra una disposicién de placas y movimientos de pipeteo. En este ejemplo, una placa de
384 pocillos se representa usando 16 x 16 pocillos (A1-P16). Las transferencias se realizan en dos fases.
En primer lugar, las transferencias de columna (la columna inicial destacada en rojo) tienen lugar durante
4 ciclos (después de la adicion inicial de dos N-meros a cada pocillo). En el primer ciclo, los contenidos
de los pocillos de la columna 16 sirven de donantes para la columna 15, la columna 14 para la columna
13 y asi sucesivamente. En el segundo ciclo, los pocillos de la columna 15 sirven de donantes para la
columna, etc. En el ciclo 4, los pocillos de la columna 9 sirven de donantes para la columna 1. En la
segunda fase, todas las transferencias ocurren dentro de la columna 1. En primer lugar, para el ciclo 5, el
pocillo P1 (destacado en verde) sirve de donante para el pocillo O1, el pocillo N1 para el pocillo M1 y asi
sucesivamente. Por ultimo lugar, el pocillo 11 es el donante para el pocillo A1 dando un producto final. Si
los N-meros iniciales fueran todos 3-meros, el producto final seria de 1536 bases de longitud. Asimismo,
con 5-meros, el producto final seria de 2560 bases de longitud.

Fig 10. Se puede variar el tamafio del N-mero. En 4 ciclos, los 3-meros generaran 96 bases, 4-meros ->
128 bases y 5-meros -> 160 bases. Se pueden variar el nimero y la longitud de los fragmentos, asi como
el tamafio de superposiciéon. En este ejemplo con 6 fragmentos, 96 bases cada uno y 24 pb de
superposicion, el producto resultante seria de 456 pb de longitud, 160 fragmentos de bases y 24 pb de
superposicién darian un producto de 840 pb.

La Fig. 11 representa la sintesis rapida y acelerada de AN largos usando una co-sintesis mixta 3', ' con
relleno de ADN polimerasa y ligacion. En este ejemplo, se lleva a cabo una reaccion de hibridacion con
16 fragmentos complementarios parcialmente superpuestos. En una reaccién de polimerasa posterior, se
extiende cada extremo 3’ de superposicion. Finalmente, en una reaccion de ligasa, se resuelven las
roturas entre fragmentos.

La Fig. 12 es un mapa genérico de plasmidos para la sintesis geométrica mediada por transposasa. El
plasmido lleva un transposén modificado. En lugar de la orientacion normal de las secuencias de
repeticiones invertidas en los extremos (ITR) izquierdo (verde con triangulo violeta) y derecho (rojo con
triangulo violeta), aqui las ITR estan orientadas de forma inversa con la secuencia de N-meros entre ellas.
La secuencia a la izquierda y a la derecha de las ITS (gris) esta presente para cumplir un requisito para
un tamafio de transposon minimo mas un sitio de endonucleasa de restriccion apropiado. Ademas del
transposoén y las secuencias N-meras, la construccién también tiene un plasmido troncal, tal como pUC19
que lleva un gen LacZ alfa con un sitio de clonacién multiple, un origen de replicacién y un marcador de
seleccion, tal como un gen de resistencia a ampicilina.

La Fig. 13 representa la sintesis geométrica de ADN bicatenario mediada por ligacién y la actividad de
transposasas de corte con precisién. 1) La ligacién de un N-mero que lleva un transposén inverso en
cebadores de anclaje va seguida de la purificacién de la reaccién. 2) Un segundo N-mero que lleva un
transposo6n inverso se liga a continuacion a la cadena de AN en extension en el soporte sélido seguido de
purificacion. 3) El tratamiento de la cadena de AN en extensidén con transposasa conduce al corte de la
secuencia intercalada entre las dos secuencias de N-meros. 3) La cadena de AN cortada ligada puede
ser liberada de las perlas por una reaccién de RE y a continuacién puede servir de 'donante' para una
reacciéon de ligacion posterior. 4) Ciclos de escisioén y transferencia, ligacién y purificacion, seguidos de
corte usando 'donantes' y 'dianas' apropiados conduciran con el tiempo a la secuencia de AN deseada.

La Fig. 14 representa composiciones y métodos para la amplificacion de AN por amplificacién por
transferencia de superficie a superficie. En este ejemplo, el molde (rosa oscuro con un extremo verde
oscuro y un extremo negro) se hace reaccionar sobre una perla (circulo pequefio azul) (superficie
donante). Las moléculas de AN molde (rosa oscuro) poseen secuencias Unicas en el extremo proximal
(cerca de la perla, representado en negro) y el extremo distal (lejos de la perla, representado en verde
oscuro). En el caso de una reaccién de sintesis geométrica, la secuencia Unica distal (verde oscuro) se
puede ligar en la secuencia molde. Estas secuencias se usan como dianas para cebadores: cebadores
negros unidos a las perlas (circulo pequefio azul y semicirculo grande azul), que en el caso de sintesis
geométrica, seria esencialmente los cebadores de anclaje, y los cebadores de color verde claro que estan
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libres en disolucién. En la reaccién de amplificacion, que puede estar mediada por PCR o RPA, una
polimerasa (flecha violeta) que se sintetiza a partir de un cebador libre unido al molde (verde claro) hara
una copia del complemento inverso (rosa claro con un extremo verde claro y un extremo gris) del AN
molde. La cadena replicada (copia) liberada, por ejemplo, durante la fase de fusién de un ciclo de PCR,
se puede hibridar a continuacién con los cebadores unidos a la superficie aceptora (semicirculo grande
azul) (superficie aceptora). Las cadenas de la copia sirven entonces de moldes para la nueva generacion
de moléculas de AN originales mediada por polimerasa que se sintetizan a partir de cebadores unidos a
la superficie (negro).

La Fig. 15 es una vision general esquematica de sintesis geométricas. En este ejemplo, los materiales de
partida son ocho N-meros diferentes y las secuencias de cebadores de anclaje unido al sustrato sélido.

La Fig. 16 es una visién general esquematica del método de sintesis geométrica por extensién de 5' de
la presente divulgacién.

La Fig. 17 es una imagen de un gel de poliacrilamida usado para analizar los productos del método de
sintesis geométrica por extension de 5' de la presente divulgacion.

La Fig. 18 es una visién general esquematica del método de sintesis lineal modular de 5' de la presente
divulgacion.

La Fig. 19 es un diagrama y una imagen que demuestra que un aptamero de ARN de espinaca baby
sintetizado usando los métodos de la presente divulgacién es activo y potencia la fluorescencia de DRHBI.

La Fig. 20 es una imagen de un gel de poliacrilamida usado para analizar los productos del método de
sintesis lineal modular de 5' de la presente divulgacion.

La Fig. 21 es una imagen de un gel de poliacrilamida usado para analizar los productos del método de
sintesis lineal modular de 5' con adenilacién en 5'.

La Fig. 22 es una imagen de un gel de poliacrilamida usado para analizar los productos del método de
sintesis lineal modular de 5' con fosforilacion en 5'.

La Fig. 23 es una imagen de un gel de poliacrilamida usado para analizar los productos del método de
sintesis geométrica por extension de 3' de la presente divulgacion.

La Fig. 24 es una imagen de un gel de poliacrilamida usado para analizar los productos de diversas
reacciones de ligacién que comprenden 3-meros, 6-meros y 12-meros de la presente divulgacion.

La Fig. 25 es una imagen de un gel de poliacrilamida usado para analizar los productos de reacciones de
digestion de XRN-1 tras diversas reacciones de ligacién que comprenden N-meros de la presente
divulgacion.

La Fig. 26 es una imagen de un gel de poliacrilamida usado para analizar los productos de diversas
reacciones de unién de N-meros que comprenden ADN, ARN y combinaciones de los mismos.

La Fig. 27 es un grafico que muestra la eficiencia de ligacién de diversos N-meros que comprenden ADN,
ARN o combinaciones de los mismos.

La Fig. 28 es un grafico que muestra la eficiencia de ligacion de diversas reacciones de ligacion en las
que el nucleétido ligado en 5' es un desoxinucleétido y el nucleétido ligado en 3' es un ribonucleétido.

La Fig. 29 es una imagen de un gel de poliacrilamida usado para analizar los productos de las reacciones
de ligacién que comprenden cebadores de anclaje unidos a perlas usando quimica de Click o biotina.

DESCRIPCION DETALLADA

La presente divulgacién proporciona composiciones, Kits y métodos para la sintesis enzimatica geométrica de
acidos nucleicos sin molde de una secuencia programada arbitrariamente.

La presente divulgacién proporciona composiciones y métodos para la sintesis enzimatica e independiente de
molde de polimeros de acido nucleico (AN) usando fragmentos de AN cortos sin error, ensamblados
sistematicamente para formar cadenas de AN arbitrariamente larga. Se pueden sintetizar secuencias de AN Unicas
por la unién sistematica de secuencias de AN mas cortas usando amplias bibliotecas de oligonucleétidos cortos
purificados y secuencias constantes de cebadores. Las bibliotecas de secuencias de fragmentos de AN cortos sin
error pueden variar en tamafio, pero una amplia cobertura de todas las posibles secuencias es mas factible con 3-
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meros, que tiene 64 secuencias posibles, 4-meros, con 256 secuencias posibles y 5-meros con 1024 secuencias
posibles. Se puede ensamblar cualquier secuencia mas larga por una combinacién secuencial de 3-meros, 4-
meros o0 5-meros, denominados conjuntamente N-meros. La presente divulgacién también proporciona
composiciones de bibliotecas de plasmidos que contienen todos los posibles 3-meros, 4-meros y 5-meros en forma
de elementos enzimaticamente cortables. La presente divulgacién proporciona composiciones de N-meros
modificados, secuencias ensambladas, construcciones de plasmido, condiciones de reaccion, sustratos de
reaccion y secuencias de oligonucleétidos cortas patentadas. Ademas, la presente divulgacién proporciona varios
métodos diferentes para la generacién rapida y precisa de cadenas de AN largas arbitrarias, asi como amplificacién
de superficie a superficie de moléculas de AN.

La presente divulgacion proporciona composiciones que comprenden N-meros para tanto la extension en 3' como
en 5' en sintesis de AN sin molde. Estos N-meros incluyen todos los posibles 3-meros (64), 4-meros (256) y 5-
meros (1024) que comprenden ARN o ADN. Durante la extension en ' sin molde, los oligonucleétidos N-meros no
requieren un grupo fosfato en ninguno del extremo 3' 0 5'. Durante la extensién en 3' sin molde, los N-meros pueden
poseer un grupo fosfato en tanto los extremos 3'y como 5' de cada oligonucleétido. Ademas, los N-meros pueden
incluir grupos de bloqueo de extension reversible, tales como grupos de bloqueo fotolabiles o el grupo fosfato de
4,4'-dimetoxitritilo (DMT-PQa), en cualquiera del extremo 5', el extremo 3', 0 ambos extremos del oligonucleétido
N-mero. Ademas, los extremos 5' se pueden activar por adenilacién en 5' para la ligaciéon posterior con enzimas
apropiadamente selectivas. La adenilacién en 5' se puede realizar, por ejemplo, por tratamiento del N-mero con
ARN ligasa Mth.

La presente divulgacién proporciona composiciones que comprenden N-meros de cualquier posible 3-mero (64),
4-mero (256) y 5- mero (1024) que comprenda ARN, ADN o una combinacién de los mismos. Estos N-meros
pueden ser moléculas de AN quiméricas con un extremo 5' de desoxirribosa (ADN) y un extremo 3' de ribosa
(ARN). Estos N-meros pueden estar comprendidos completa o parcialmente en esqueletos de ADN, ARN.

La presente divulgacién proporciona composiciones que comprenden modulos ensamblados de N-meros en
oligonucleétidos de AN de longitud y secuencia arbitrarias. Estos oligonucleétidos pueden comprender completa o
parcialmente ADN o ARN.

La presente divulgacion proporciona composiciones que comprenden N-meros para la extensién en 3' en la sintesis
de AN sin molde. Estos N-meros incluyen todos los posibles 3-meros (64), 4-meros (256) y 5-meros (1024} que
comprenden ARN o ADN. Estos N-meros poseen grupos trifosfato en 5' que pueden ser un sustrato para la
actividad transferasa terminal.

La presente divulgacién proporciona composiciones que comprenden secuencias de cebadores de anclaje, que
son secuencias de oligonucleétidos cortas patentadas unidas generalmente a un soporte sélido con el extremo 3'
o 5’ distal al soporte sélido. Estas secuencias de oligonucleétidos se disefian para permitir la retirada especifica de
secuencias adicionales que se han extendido desde el extremo de la secuencia del cebador de anclaje. La retirada
especifica desde el extremo distal de la secuencia del cebador de anclaje se puede llevar a cabo de varias formas.

La presente divulgacién proporciona composiciones que comprenden uniones de cebadores de anclaje a soportes
solidos. Las uniones pueden estar mediadas no covalentemente, tales como por interacciones de biotina y avidina,
o pueden ser enlaces covalentes, tales como una variedad de quimicas de 'click’. Las uniones pueden incluir
moléculas espaciadoras, tales como polietilenglicol (PEG) o trietilenglicol (TEG).

En ciertos aspectos de las composiciones de la presente divulgacion, para la liberacién precisa de AN sintéticos,
se incluyen AN de cebadores de anclaje con sitios abasicos situados apropiadamente, que se pueden cortar con
la ADN glicosilasa-liasa endonucleasa VIIl. Ademas, los sitios de desoxiuridina (U) situados apropiadamente
pueden hacerse abasico por primera vez mediante la actividad de uracil ADN glicosilasa, a continuacién el sitio
abasico resultante se puede cortar usando la ADN glicosilasa-liasa endonucleasa VIII.

En ciertos aspectos de las composiciones de la presente divulgacion, para la liberacién precisa de AN sintéticos,
se incluyen AN de cebadores de anclaje con sitios de desoxiinosina (I) situados apropiadamente, que se pueden
cortar con la endonucleasa V.

En ciertos aspectos de las composiciones de la presente divulgacién, para la liberacién precisa de AN sintéticos,
se incluyen AN de cebadores de anclaje con sitios situados apropiadamente para la escisién mediante una variedad
de endonucleasas de restriccion (RE). Estos sitios de nucleasa de restriccion pueden ser para las RE de corte
oblicuo, denominadas endonucleasas de restriccién S de tipo Il, tales como la enzima Miyl.

En ciertos aspectos de las composiciones de la presente divulgacion, para la liberacién precisa de AN sintéticos,

seincluyen AN de cebadores de anclaje con sitios situados apropiadamente para el corte monocatenario especifico
por Cas9 y ARN guia apropiados.
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La presente divulgacion proporciona composiciones que comprenden soportes solidos. Varios soportes soélidos son
eficaces en el contexto de la sintesis geométrica. Especificamente, los soportes solidos incluyen perlas
microscopicas, magnéticas o no magnéticas, hechas de poliacrilamida, poliestireno, agarosa reticulada u otros
materiales similares. Los soportes sélidos también pueden incluir superficies de plastico o vidrio, tales como las
superficies de pocillos de placas multipocillo. Los soportes sélidos se pueden tratar para potenciar las propiedades
de unién de AN o permitir las actividades enzimaticas especificas. Asimismo, las superficies se pueden tratar para
prevenir la unién no especifica o no deseada.

La presente divulgacion proporciona composiciones que comprenden ADN o ARN ligasas, ya sea ribozima o
proteina, tal como ARN ligasa T4, que incluye ADN o ARN ligasas mutantes o modificadas, que requieren sustratos
N-meros adenilados en 5'. La ligasa se mezcla con cebadores de anclaje unidos a la superficie sélida y / o AN
extendido y N-meros en disoluciones de reaccién apropiadas para afectar la extension de la cadena de AN por una
y solo una unidad N-mera.

En ciertos aspectos de las composiciones de la presente divulgacién, la extensién de la cadena de AN sintética
esta mediada por enzimas transferasas terminales, tales como la desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT),
miembros de la familia X de ADN polimerasas o ADN polimerasa Pol theta.

La presente divulgacién proporciona composiciones que comprenden secuencias de AN obtenidas por primera vez
a partir de un proceso de sintesis geométrica. En ciertos aspectos de la presente divulgacién, las secuencias de
AN se generan por combinaciones de N-meros. Estas secuencias de AN se pueden generar por el método
geométrico en 3', por el método geométrico en 5', por el método geométrico de transposasa o por el método de
co-sintesis geométrica de 3', 5'.

La presente divulgacién proporciona composiciones que comprenden secuencias de AN obtenidas por primera vez
de una sintesis paralela por extensién en 3' usando N-meros. Se prepara una multiplicidad de secuencias de AN
generadas en paralelo por una extension de uno en uno de los cebadores de anclaje unidos al soporte sélido.

La presente divulgacion proporciona composiciones de secuencias plasmidicas que poseen secuencias N-meras
para la adicién enzimética de N-meros usando elementos de transposasa. La actividad de transposasas conduce
al corte de secuencias especificas del transposon a partir de la cadena de AN sintética que se alarga, dejando solo
adiciones N-meras. El disefio de plasmidos basicos incluye 1) elementos de repeticiones invertidas en los extremos
(ITR) derecho e izquierdo derivados de transposon de orientacion inversa situados en cualquier lado de una
secuencia de N-meros, 2) un marcador de seleccion, tal como resistencia a ampicilina, 3) un origen de replicacién
y 4) un sitio de clonacién multiple que contiene un conjunto apropiado de sitios de endonucleasa de restriccion. La
presente divulgacién proporciona composiciones para una pluralidad de secuencias plasmidicas, cada una de las
cuales posee una secuencia de N-meros Unica, asi como secuencias especificas de transposén y elementos para
la propagacion del plasmido en células bacterianas.

La presente divulgacién proporciona composiciones que comprenden un sistema para la amplificacion de
productos intermedios o productos finales de la sintesis geométrica de AN. Los soportes sélidos, por ejemplo
perlas, superficies de placas de micropocillos o superficies de portaobjetos de vidrio, estan recubiertas con
cebadores de oligonucleétidos, que también son cebadores de anclaje para las reacciones de sintesis en curso.
Se ponen juntos una superficie que lleva un molde y una superficie que lleva el cebador de anclaje en un tampén
de reaccién comun, junto con cebadores de oligonucleétidos libres, que son la secuencia complementaria inversa
del extremo distal del AN molde. La amplificacién se lleva a cabo por reaccién en cadena de la polimerasa, reaccién
de recombinasa-polimerasa o una replicaciéon de AN similar, amplificacién sistema.

La presente divulgacion proporciona un método de sintesis geométrica por extension en 5'. Inicialmente, se
configura un nimero apropiado de muestras, por ejemplo en placas multipocillo. Cada muestra contiene en primer
lugar cebadores de anclaje, que llevan -POa en los extremos 5' y se han fijado a soportes s6lidos. 1) El proceso
empieza con la ligacion de una especie de N-mero en cebadores de anclaje. Los N-meros llevan un -OH en cada
uno de los extremos 3' y 5°. 2) Después de la primera ligacién, una exonucleasa 5' a 3' especifica, tal como la
exonucleasa lambda, se usa para retirar los cebadores de anclaje no ligados de los soportes sélidos. Lambda no
puede digerir los AN que llevan un -OH en 5'. 3) Después de la digestion con exonucleasa, las muestras se tratan
con el polinucledtido cinasa (PNK), para producir un - PO4 en cada extremo 5'. 4) Se lleva a cabo una segunda
ronda de ligacién con otra especie de N-mero como en la primera ligacién, esto va seguido de una digestién similar
con exonucleasa 5' a 3'. 5) Después de las dos primeras rondas de ligacién y tratamiento con exonucleasa, las
muestras se convierten en 'dianas' o 'donantes'. 5a) Las muestras diana reciben tratamiento con PNK. 5b) Las
muestras donantes son liberadas del soporte sélido, preservando los grupos -OH tanto en los grupos 3' como 5/,
usando los métodos descritos, tales como una enzima de restriccidon para cortar un cebador de anclaje
parcialmente bicatenario. En las rondas posteriores, las muestras 'donantes’ se ligan a las muestras 'diana’ segin
1), 2) y 5).

La presente divulgacion proporciona un método de sintesis geométrica por extension en 3'. Inicialmente, se
configura un nimero apropiado de muestras, por ejemplo en placas multipocillo. Cada muestra contiene en primer

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2993016 T3

lugar cebadores de anclaje, que llevan -OH en los extremos 3' y se han fijado a soportes solidos. 1) El proceso
empieza con la ligacién de una especie de N-mero en cebadores de anclaje. Los N-meros llevan un -PO4 en cada
uno de los extremos 3'y 5'. 2) Después de la primera ligacién, una exonucleasa 5' a 3' especifica, tal como Klenow,
se usa para retirar los cebadores de anclaje no ligados de los soportes sélidos. Klenow no puede digerir los AN
que llevan un -PO4en 3'. 3) Después de la digestién con exonucleasa, las muestras se tratan con fosfatasa, tal
como fosfatasa alcalina intestinal de ternero (CIP) o fosfatasa alcalina de camarén (SAP), para retirar -POas de 3'.
4) Se lleva a cabo una segunda ronda de ligacién con otra especie de N-mero como en la primera ligacién, esto
va seguido de una digestién similar con exonucleasa 3' a 5'. 5) Después de las dos primeras rondas de ligacién y
tratamiento con exonucleasa, las muestras se convierten en 'dianas’ o0 'donantes'. 5a) Las muestras diana reciben
tratamiento con fosfatasa. 5b) Las muestras donantes son liberadas del soporte sélido, preservando los grupos -
PO tanto en 3' como en 5' usando los métodos descritos, tales como una enzima de restriccién que corta un
cebador de anclaje parcialmente bicatenario. En las rondas posteriores, las muestras 'donantes' se ligan a las
muestras 'diana’ segun 1), 2) y 5).

La presente divulgacién proporciona un método de sintesis paralela por extensién en 3' usando N-meros. Los N-
meros descritos en la presente divulgacion también pueden poseer bloques reversibles en el grupo hidroxilo de 3/,
que hacen que el sitio no esté disponible para la incorporacién enzimatica de nucleétidos adicionales, N-meros u
oligonucleotidos mas largos. El bloque reversible se puede retirar mediante una variedad de métodos, que incluyen
exposicion a luz o reactivos quimicos. En la sintesis paralela, se pueden controlar especificamente muchas
reacciones diferentes permitiendo la incorporacién arbitraria de N-meros especificos. En una rejilla bidimensional,
las regiones son tratadas especificamente por luz enfocada en elementos de rejilla. Las areas expuestas se activan
y a continuacién son capaces de incorporar la secuencia de oligonucleétidos corta disponible. La rejilla
bidimensional puede empezar con la unién general de secuencias de cebadores de anclaje bloqueadas
reversiblemente en 3'. Si se requiere la incorporacion de un N-mero especifico, tal como ACG, entonces la regién
de la rejilla bidimensional donde se requiere ACG se expone a la luz, que invertira el bloqueo y permitira que el N-
mero de ACG se incorpore Unicamente alli. Dicho proceso ocurre para los 64 3-meros posibles bloqueados
adecuadamente en el extremo 3'. Cualquier combinacién de secuencias posible se puede manifestar en cualquier
ubicacién especifica en la rejilla. La rejilla puede ser una camara con regiones activadas sobre un vidrio plano o
superficie similar. Ademas, la rejilla puede ser una camara capaz de contener una matriz de perlas con cebadores
de anclaje unidos. En cualquier caso, los reactivos de las reacciones se suministran por un sistema microfluidico.

La presente divulgacién proporciona un método de sintesis geométrica bicatenaria mediada por transposasas.
Este método se basa en un conjunto de plasmidos con repeticiones en los extremos izquierdo y derecho orientadas
de forma inversa de un transposén de corte con precision, tal como piggyBac. Cada plasmido en el conjunto lleva
una secuencia de N-meros diferente (3-, 4- y 5-meros). Antes de las reacciones de sintesis, cada secuencia de N-
meros requerida es cortada de su plasmido troncal por endonucleasa de restriccién (RE) apropiada o digestién
similar. Al igual que con los métodos de sintesis geométricos de extension en 5'y 3', se llevan a cabo reacciones
paralelas mdultiples. Cada reaccidon posee un soporte sélido que lleva una secuencia del cebador de anclaje
bicatenaria con un sitio de RE distal compatible con la RE usada para cortar la secuencia de N-meros de los
plasmidos. 1) El proceso empieza con la ligacién de un N-mero que lleva transposén inverso en cebadores de
anclaje, seguido de purificacién de la reaccion. Al colocar la secuencia de repeticiones invertidas en los extremos
(ITR) de lado izquierdo normal en el lado derecho y la ITR de lado izquierdo en el lado izquierdo de la secuencia
de N-meros, el transposon inverso resultante no es una actividad transposasa diana. 2} Un segundo N-mero que
lleva un transposén inverso se liga a continuacién a la cadena de AN en extension en el soporte sélido seguido de
purificacion. 3) El tratamiento de la cadena de AN en extension con transposasa conduce al corte de la secuencia
intercalada entre las dos secuencias de N-meros. 3) La cadena de AN cortada ligada puede ser liberada de las
perlas por una reacciéon de RE y a continuacién puede servir de 'donante' para una reaccién de ligacién posterior.
4) Ciclos de escision y transferencia, ligacion y purificacién, seguidos de corte usando 'donantes' y 'dianas’
apropiados conduciran con el tiempo a la secuencia de AN deseada.

La presente divulgacion proporciona un método de co-sintesis geométrica por extensién en 5' y extension en 3.
Esto permite la sintesis de AN largo acelerada y rapida usando una co-sintesis mixta de 3', 5' con relleno y ligacién
de ADN polimerasa. Inicialmente, se genera un conjunto de fragmentos de AN parcialmente superpuestos usando
otro método. Se lleva a cabo una reaccion de hibridacién con los fragmentos complementarios parcialmente
superpuestos. Una reaccién de polimerasa extiende cada uno de los extremos 3’ que se extienden. El producto
final se genera por una reaccién de ligasa que resolvi6 las roturas entre fragmentos.

La presente divulgacion proporciona un método de amplificacion por transferencia de superficie a superficie. La
amplificacién empieza con moléculas molde, que se hacen reaccionar sobre un soporte sélido. Las moléculas de
AN molde llevan secuencias Unicas en los extremos proximal y distal. En el caso de una reaccion de sintesis
geométrica, la secuencia distal inica se puede ligar en la secuencia molde. Estas secuencias se usan como dianas
para los cebadores: cebadores unidos a las perlas, que en el caso de la sintesis geométrica serian esencialmente
los cebadores de anclaje, y cebadores opuestos que estan libres en disolucién. En la reaccién de amplificacién,
que puede estar mediada por PCR o RPA, una polimerasa que se sintetiza a partir de un cebador libre unido al
molde hara una copia del complemento inverso del AN molde. La cadena replicada se libera, por ejemplo, durante
la fase de fusién de un ciclo de PCR, y a continuacién se puede hibridar con cebadores unidos a la superficie
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aceptora. Las cadenas de la copia sirven entonces de moldes para la nueva generaciéon de moléculas de AN
originales mediada por polimerasa que se sintetizan a partir de cebadores unidos a la superficie (negro). En la
amplificacién por transferencia de superficie a superficie, muchas superficies funcionaran. La superficie donante
podria ser una perla pequefia y la aceptora una perla mas grande. Si la perla mas pequefia tuviera 20 um de
diametro y la perla mas grande 150 pum de diametro, el grado de amplificacién seria superior a 50 veces.
Alternativamente, el molde puede estar inicialmente sobre la superficie de un pocillo de una placa multipocillo y la
superficie aceptora podria ser una perla introducida en el pocillo. Asimismo, la superficie donante puede ser una
perla pequefia introducida en un pocillo de gran superficie 0 en una superficie plana de un portaobjetos de
microscopio. Los AN son tanto amplificados como transferidos en la reaccion.

Cualquiera de los anteriores aspectos se puede combinar con cualquier otro aspecto.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que cominmente es entendido por un experto habitual en la técnica a la que pertenece
la presente divulgacién. En la memoria descriptiva, las formas singulares también incluyen el plural a menos que
el contexto dicte claramente lo contrario; como ejemplos, los términos "un”, "una" y "el" se entienden en singular o
pluraly el término "o0" se entiende como inclusivo. A modo de ejemplo, "un elemento"” significa uno o mas elementos.
A lo largo de la memoria descriptiva, se entendera que la palabra "que comprende" o variaciones de la misma,
como "comprende" o "que comprende" implica la inclusion de un elemento, nimero entero o paso indicado, un
grupo de elementos, nimeros enteros o pasos, pero no la exclusién de cualquier otro elemento, nimero entero o
paso, o grupo de elementos, nimeros enteros o pasos. Aproximadamente se puede entender dentro del 10%, 9%,
8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05% o 0,01% del valor indicado. A menos que quede claro lo
contrario a partir del contexto, todos los valores numéricos proporcionados en el presente documento se modifican
por el término "aproximadamente”.

N-meros

En algunos aspectos, la presente divulgacién proporciona una composicién que comprende un N-mero, como se
describe en detalle en el presente documento. Un N-mero puede comprender un polinucleétido. Un N-mero puede
comprender al menos aproximadamente 1 nucleétido, o al menos aproximadamente 2 nucleétidos, o al menos
aproximadamente 3 nucleétidos, o al menos aproximadamente 4 nucleétidos, o al menos aproximadamente 5
nucleétidos, o al menos aproximadamente 6 nucleétidos, o al menos aproximadamente 7 nucleétidos, o al menos
aproximadamente 8 nucleétidos, o al menos aproximadamente 9 nucleétidos, o al menos aproximadamente 10
nucleétidos, o al menos aproximadamente 11 nucleétidos, o al menos aproximadamente 12 nucleétidos, o al menos
aproximadamente 13 nucleétidos, o al menos aproximadamente 14 nucleétidos, o al menos aproximadamente 15
nucleétidos, o al menos aproximadamente 16 nucleétidos, o al menos aproximadamente 17 nucleétidos, o al menos
aproximadamente 18 nucleétidos, o al menos aproximadamente 19 nucleétidos, o al menos aproximadamente 20
nucleétidos, o al menos aproximadamente 21 nucleétidos, o al menos aproximadamente 22 nucleétidos, o al menos
aproximadamente 23 nucleétidos, o al menos aproximadamente 24 nucleétidos, o al menos aproximadamente 25
nucleétidos, o al menos aproximadamente 26 nucleétidos, o al menos aproximadamente 27 nucleétidos, o al menos
aproximadamente 28 nucleétidos, o al menos aproximadamente 29 nucleétidos, o al menos aproximadamente 30
nucleétidos, o al menos aproximadamente 31 nucleétidos, o al menos aproximadamente 32 nucleétidos, o al menos
aproximadamente 33 nucleétidos, o al menos aproximadamente 34 nucleétidos, o al menos aproximadamente 35
nucleétidos, o al menos aproximadamente 40 nucleétidos, o al menos aproximadamente 45 nucleétidos, o al menos
aproximadamente 50 nucleétidos, o al menos aproximadamente 60 nucleétidos. Un N-mero que comprende 1
nucleétidos se denomina en el presente documento un 1-mero, un N-mero que comprende 2 nucleétidos se
denomina en el presente documento un 2-mero, etc.

En algunos aspectos, un N-mero puede comprender un grupo -PO4 en 3'. En algunos aspectos, un N-mero puede
comprender un grupo -PO4 en 5'. En algunos aspectos, un N-mero puede comprender un grupo -PO4 en 3'y un
grupo -POsen 5.

En algunos aspectos, un N-mero puede comprender un grupo -OH en 3'. En algunos aspectos, un N-mero puede
comprender a un grupo -OH en 5'. En algunos aspectos, un N-mero puede comprender un grupo -OH en 3’y un
grupo -OHen 5.

En algunos aspectos, un N-mero puede comprender un grupo trifosfato en 3'. En algunos aspectos, un N-mero
puede comprender un grupo trifosfato en 5'. En algunos aspectos, un N-mero puede comprender un grupo trifosfato
en 3'y un grupo trifosfato en 5'.

En algunos aspectos, un N-mero puede comprender ARN. En algunos aspectos, un N-mero puede comprender
ADN. En algunos aspectos, un N-mero puede comprender ADN y ARN, denominado en el presente documento un
N-mero quimérico. Un N-mero pueden estar comprendido completa o parcialmente de ADN o ARN. Un N-mero
puede ser aproximadamente 1 %, 0 aproximadamente 5 %, 0 aproximadamente 10 %, o aproximadamente 15 %,
o aproximadamente 20 %, 0 aproximadamente 25 %, o aproximadamente 30 %, o aproximadamente 35 %, 0
aproximadamente 40 %, o aproximadamente 45 %, o aproximadamente 50 %, o aproximadamente 55 %, o
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aproximadamente 60 %, 0 aproximadamente 65 %, o aproximadamente 70 %, o aproximadamente 75 %, o
aproximadamente 80 %, o aproximadamente 85 %, 0 aproximadamente 90 %, o aproximadamente 95 % de ARN.
Un N-mero puede ser aproximadamente 1%, o0 aproximadamente 5%, o0 aproximadamente 10 %,
aproximadamente 15 %, o aproximadamente 20 %, o aproximadamente 25 %, o aproximadamente 30 %,
aproximadamente 35 %, o aproximadamente 40 %, o aproximadamente 45 %, o aproximadamente 50 %,
aproximadamente 55 %, 0 aproximadamente 60 %, o aproximadamente 65 %, o aproximadamente 70 %,
aproximadamente 75 %, o0 aproximadamente 80 %, o aproximadamente 85 %, o0 aproximadamente 90 %
aproximadamente 95 % de ADN.

OO0 O0OO0Oo0

En algunos aspectos, un N-mero puede ser un N-mero quimérico que comprende un extremo 5' (ADN) de
desoxirribosa y un extremo de 3' (ARN) de ribosa. En algunos aspectos, un N-mero puede ser un N-mero quimérico
que comprende un extremo 3' (ADN) de desoxirribosa y un extremo 5' (ARN) de ribosa. En algunos aspectos, un
N-mero puede ser un N-mero quimérico que comprende un extremo 5' (ADN) de desoxirribosa y un extremo 3'
(ADN) de desoxirribosa. En algunos aspectos, un N-mero puede ser un N-mero quimérico que comprende un
extremo 5' (ARN) de ribosa y un extremo de 3' (ARN) de ribosa.

En algunos aspectos, un N-mero puede comprender un grupo de bloqueo de la extension reversible. Un grupo de
bloqueo de la extensidn reversible es un grupo quimico que previene la ligacién y/o extensién en los extremos de
la molécula del acido nucleico al que esta unido y que se puede retirar, por ejemplo, por exposicién a luz de una
longitud de onda especifica 0 a sustancias quimicas particulares. En algunos aspectos, un grupo de bloqueo de la
extensién reversible puede ser un grupo de bloqueo fotolabil o un fosfato de 4,4'-dimetoxitritilo (DMT-PQO4). Un N-
mero puede tener un grupo de bloqueo reversible en el extremo 5'. Un N-mero puede tener un grupo de bloqueo
reversible en el extremo 3'. Un N-mero puede tener un grupo de bloqueo reversible en tanto el extremo 5' como 3.
Como se usa en el presente documento, los términos "grupo de bloqueo”" y "grupo protector" se usan
indistintamente. Como se usa en el presente documento, los términos "retirar el grupo de bloqueo” y "desproteger”
se usan indistintamente.

En algunos aspectos, el extremo 5' de un N-mero se puede activar por adenilacién en 5' para la posterior ligacién
con enzimas selectivas apropiadamente.

Los N-meros como se describen en el presente documento se pueden usar en cualquier método de la presente
divulgacion, como se describe en el presente documento.

Bibliotecas de N-meros

En algunos aspectos, la presente divulgacion proporciona una composicion que comprende una biblioteca de N-
meros. Una biblioteca de N-meros comprende una pluralidad de especies de N-meros, de forma que existe al
menos un N-mero que comprende cada posible secuencia del acido nucleico para la longitud dada de N-meros en
la biblioteca. Por ejemplo, en una biblioteca de N-meros, en donde los N-meros comprenden 3 nucleétidos (3-
mero), existen 64 secuencias posibles de 3 nucledtidos. Asi, una biblioteca de 3-meros de la presente divulgacién
comprende al menos 64 especies de 3-meros. En otro ejemplo, en una biblioteca de N-meros, en donde los N-
meros comprenden 4 nucleétidos (4-mero), existen 256 secuencias posibles de 4 nucleétidos. Por lo tanto, una
biblioteca de 4-meros de la presente divulgacion comprende al menos 256 especies de N-meros. En otro ejemplo,
en una biblioteca de N-meros, en donde los N-meros comprenden 5 nucleétidos (5-mero), existen 1024 secuencias
posibles de 5 nucleétidos. Por lo tanto, una biblioteca de 5-meros de la presente divulgacion comprende al menos
1024 especies de N-meros. Esto se puede extrapolar a bibliotecas de N-meros con cualquier nimero de
nucleétidos en cada N-mero: una biblioteca de N-meros que comprenden x nucleétidos (x-mero) comprenden al
menos 4* especies diferentes de x-meros.

En algunos aspectos, la presente divulgacion proporciona bibliotecas de N-meros que comprenden todos los
posibles 3-meros (64), o 4-meros (256), o 5-meros (1024), o 6-meros (4096), o 7-meros (16,384), u 8-meros
(65,536), 0 9-meros (262,144}, o 10-meros (1,048,576), etc., en donde los N-meros en la biblioteca comprenden
ADN, ARN o una combinacién de ARN y ADN.

En algunos aspectos, en las bibliotecas de la presente divulgacion, cada especie de N-mero puede estar presente
en la misma cantidad. En algunos aspectos, en las bibliotecas de la presente divulgacion, cada especie de N-mero
puede estar presente en cantidades diferentes. En algunos aspectos, en las bibliotecas de la presente divulgacion,
algunas especies de N-mero estan presentes en la misma cantidad y otras especies de N-meros estan presentes
en cantidades diferentes.

Cada N-mero en una biblioteca de N-meros puede comprender cualquier atributo o caracteristica como se describe
en el presente documento.

Las bibliotecas de N-meros como se describe en el presente documento se pueden usar en cualquier método de
la presente divulgacién, como se describe en el presente documento.
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Cebadores de anclaje

En algunos aspectos, la presente divulgacién proporciona composiciones que comprenden secuencias de
cebadores de anclaje. Los términos "secuencias de cebadores de anclaje" y "cebadores de anclaje" se usan
indistintamente en el presente documento.

Las secuencias de cebadores de anclaje pueden comprender un polinucleétido. Las secuencias de cebadores de
anclaje pueden comprender al menos aproximadamente 1 nucleétido, o al menos aproximadamente 2 nucleotidos,
o al menos aproximadamente 3 nucleétidos, o al menos aproximadamente 4 nucleodtidos, o al menos
aproximadamente 5 nucleétidos, o al menos aproximadamente 6 nucleétidos, o al menos aproximadamente 7
nucleétidos, o al menos aproximadamente 8 nucleétidos, o al menos aproximadamente 9 nucleétidos, o al menos
aproximadamente 10 nucleétidos, o al menos aproximadamente 11 nucleétidos, o al menos aproximadamente 12
nucleétidos, o al menos aproximadamente 13 nucleétidos, o al menos aproximadamente 14 nucleétidos, o al menos
aproximadamente 15 nucleétidos, o al menos aproximadamente 16 nucleétidos, o al menos aproximadamente 17
nucleétidos, o al menos aproximadamente 18 nucleétidos, o al menos aproximadamente 19 nucleétidos, o al menos
aproximadamente 20 nucleétidos, o al menos aproximadamente 21 nucleétidos, o al menos aproximadamente 22
nucleétidos, o al menos aproximadamente 23 nucleétidos, o al menos aproximadamente 24 nucleétidos, o al menos
aproximadamente 25 nucleétidos, o al menos aproximadamente 26 nucleotidos, o al menos aproximadamente 27
nucleétidos, o al menos aproximadamente 28 nucleétidos, o al menos aproximadamente 29 nucleétidos, o al menos
aproximadamente 30 nucleétidos, o al menos aproximadamente 31 nucleétidos, o al menos aproximadamente 32
nucleétidos, o al menos aproximadamente 33 nucleétidos, o al menos aproximadamente 34 nucleétidos, o al menos
aproximadamente 35 nucleétidos, o al menos aproximadamente 40 nucleétidos, o al menos aproximadamente 45
nucleétidos, o al menos aproximadamente 50 nucleétidos, o al menos aproximadamente 60 nucledtidos, o
aproximadamente 70 nucleétidos, o aproximadamente 80 nucledtidos, o aproximadamente 90 nucleétidos, o
aproximadamente 100 nucledtidos.

En algunos aspectos, una secuencia del cebador de anclaje puede comprender ARN. En algunos aspectos, una
secuencia del cebador de anclaje puede comprender ADN. En algunos aspectos, una secuencia del cebador de
anclaje puede comprender ADN y ARN. Una secuencia del cebador de anclaje puede estar comprendida completa
o parcialmente de ADN o ARN. Una secuencia del cebador de anclaje puede ser aproximadamente 1 %, o
aproximadamente 5 %, o aproximadamente 10 %, 0 aproximadamente 15 %, o aproximadamente 20 %, o
aproximadamente 25 %, 0 aproximadamente 30 %, o aproximadamente 35 %, o aproximadamente 40 %, o
aproximadamente 45 %, 0 aproximadamente 50 %, o aproximadamente 55 %, o aproximadamente 60 %, o
aproximadamente 65 %, 0 aproximadamente 70 %, o aproximadamente 75 %, o aproximadamente 80 %, o
aproximadamente 85 %, 0 aproximadamente 90 %, o aproximadamente 95 % de ARN. Una secuencia del cebador
de anclaje puede ser aproximadamente 1%, o0 aproximadamente 5%, o aproximadamente 10 %,
aproximadamente 15 %, o aproximadamente 20 %, o aproximadamente 25 %, o aproximadamente 30 %,
aproximadamente 35 %, o aproximadamente 40 %, o aproximadamente 45 %, o aproximadamente 50 %,
aproximadamente 55 %, 0 aproximadamente 60 %, o aproximadamente 65 %, o aproximadamente 70 %,
aproximadamente 75 %, 0 aproximadamente 80 %, o aproximadamente 85 %, o aproximadamente 90 %,
aproximadamente 95 % de ADN.
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En algunos aspectos, una secuencia del cebador de anclaje puede ser bicatenaria. Una secuencia del cebador de
anclaje puede ser monocatenaria. Una secuencia del cebador de anclaje puede ser parcialmente bicatenaria. Una
secuencia del cebador de anclaje puede ser parcialmente monocatenaria.

En algunos aspectos, una secuencia del cebador de anclaje puede comprender un sitio de endonucleasa de
restriccion. Los términos "sitio de endonucleasa de restriccion” y "sitio de restriccién" se usan indistintamente en el
presente documento. En algunos aspectos, una secuencia del cebador de anclaje puede comprender al menos
aproximadamente 1 sitio de restriccion, o al menos aproximadamente 2 sitios de restriccion, o al menos
aproximadamente 3 sitios de restriccién, o al menos aproximadamente 4 sitios de restriccion, o al menos
aproximadamente 5 sitios de restriccidn, o al menos aproximadamente 6 sitios de restriccion, o al menos
aproximadamente 7 sitios de restricciéon, o al menos aproximadamente 8 sitios de restriccién, o al menos
aproximadamente 9 sitios de restriccién, o al menos aproximadamente 10 sitios de restriccién.

En algunos aspectos, una secuencia del cebador de anclaje puede comprender un sitio de restriccion EcoRlI. En
algunos aspectos, una secuencia del cebador de anclaje puede comprender un sitio de restriccion Mlyl. En algunos
aspectos, una secuencia del cebador de anclaje puede comprender un sitio de restriccién EcoRV. En algunos
aspectos, una secuencia del cebador de anclaje puede comprender un sitio de restriccidon Sbfl. Los sitios de
restriccion de endonucleasas incluyen, pero no se limitan a, sitios Acll, Hindlll, Sspl, MIuCl, Pcil, Agel, BspMI,
BfuAl, SexAl, Miul, BceAl, HpyCH4l1V, HpyCHA4III, Bael, BsaXl, Afllll, Spel, Bsrl, Bmrl, Bglll, Afel, Alul, Stul, BspDI,
Clal, PI-Scel, Nsil, Asel, Swal, CspCl, Mfel, Nb.BssSI, BssSal, BmgBlI, Pmll, Alel, EcoP15I, Pvull, AlwNI, BtsIMutl,
Ndel, CviAll, Fatl, Nlalll, Msll, FspEl, Xcml, BstXI, PfIMI, Bccl, Ncol, BseYl, Faul, TspMI, Xmal, Smal, Nt.CviPII,
LpnPI, Acil, Sacll, BsrBI, Hpall, Mspl, ScrFl, StyD4l, BsaJdl, Bsll, Bigl, Ncil, Avrll, Mnll, Nt.BovCl, Nb.BbvCl, BbvCl,
Sbfl, Bpu10I, Bsu36l, EcoNI, HpyAV, BstNI, PspGl, Styl, Begl, Pvul, BstUI, Eagl, Rsrll, BsiEl, BsiwI, BsmBlI, Esp3l,
Hpy99I, MspAll, AbaSI, MspJl, SgrAl, Bfal, BspCNI, Xhol, PaeR7I, Earl, Acul, Pstl, Bpml, Ddel, Sfcl, Aflll, BpuEl,
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Smil, Aval, BsoBlI, Mboll, Bbsl, Xmnl, Bsml, Nb.Bsml, EcoRI, Hgal, Zral, Aatll, Tth111l, PflFl, PshAl, Ahdl, Drdl,
Eco53kl, Sacl, BseRl, Mlyl, Plel, Nt.BstNBI, Hinfl, EcoRV, Sau3Al, Mbol, Dpnll, Dpnl, BsaBl, Tfil, BsrDI, Nb.BsrDlI,
Bbvl, Nb.Btsl, Btsal, BstAPI, SfaNI, Sphl, Srfl, NmeAlll, Nael, NgoMIV, Bgll, AsiSI, BtgZIl, Hhal, HinPIl, BssHII, Notl,
Fnu4HlI, Cac8l, Mwol, Bmtl, Nhel, Nt.BspQl, BspQl, Sapl, Blpl, Tsel, ApeKl, Bsp12861, Alwl, Nt.Alwl, BamHlI, BtsCl,
Fokl, Haelll, Fsel, Sfil, Narl, PluTI, Sfol, Kasl, Ascl, Ecil, BsmFI, Apal, PspOMI, Sau96l, NlalV, Kpnl, Acc65l, Bsal,
Hphl, BstEll, Avail, Banl, BaeGl, BsaHlI, Banll, CviQl, Rsal, BciVI, Sall, Nt.BsmAl, BcoDI, BsmAl, Apall, Bsgl, Accl,
Hpy166ll, Tsp45l, Hpal, Pmel, Hincll, BsiHKAI, TspRI, Apol, Apol-HF, Nspl, BsrFal, BstYl, Haell, CviKI-1,
EcoO109I, PpuMl, I-Ceul, SnaBl, I-Scel, BspHI, BspEIl, Mmel, Taqal, Nrul, Hpy188I, Hpy188lll, Xbal, Bcll, Bcll-HF,
HpyCH4V, Fspl, PI-Pspl, Mscl, BsrGl, Msel, Pacl, Psil, BstBl, Dral, PspXl, BsaWI|, BsaAl o Eael. Un sitio de
restriccion puede ser un sitio de restriccion para las enzimas de restriccién de corte oblicuo, también denominadas
endonucleasa de restricciéon S de tipo Il. Un ejemplo no limitante de una endonucleasa de restriccién S de tipo Il
es la enzima Miyl.

Una secuencia del cebador de anclaje puede estar unida directa o indirectamente a un soporte sélido. Las uniones
pueden estar mediadas no covalentemente, tales como por interacciones de biotina y avidina, o pueden ser enlaces
covalentes, tales como una variedad de quimicas de 'click’. Las uniones pueden incluir moléculas espaciadoras,
tales como polietilenglicol (PEG) o trietilenglicol (TEG).

Una secuencia del cebador de anclaje puede comprender al menos aproximadamente 1, o al menos
aproximadamente 2, o al menos aproximadamente 3, o al menos aproximadamente 4, o al menos
aproximadamente 5, o al menos aproximadamente 6, o al menos aproximadamente 7, o al menos
aproximadamente 8, o al menos aproximadamente 9, o al menos aproximadamente 10 moléculas abasicas del
acido nucleico. Los términos "molécula abasica del acido nucleico” y "sitio abasico” se usan indistintamente en el
presente documento. Una molécula abésica del acido nucleico es una molécula del acido nucleico que no tiene ni
una base purina ni pirimidina. Un polinucleétido que comprende una molécula basica del acido nucleico se puede
escindir con ADN glucosilato-liasa endonucleasa VIII.

Una secuencia del cebador de anclaje puede comprender al menos aproximadamente 1, o al menos
aproximadamente 2, o al menos aproximadamente 3, o al menos aproximadamente 4, o al menos
aproximadamente 5, o al menos aproximadamente 6, o al menos aproximadamente 7, o al menos
aproximadamente 8, o al menos aproximadamente 9, o al menos aproximadamente 10 moléculas del acido
nucleico desoxiuridina. Los términos "moléculas del acido nucleico desoxiuridina" y "sitios de desoxiuridina" se
usan indistintamente en el presente documento. Un sitio de desoxiuridina se puede transformar en uno abésico
mediante tratamiento con uracil ADN glicosilasa, a continuacion el sitio abasico resultante se puede escindir usando
ADN glucosilato-liasa endonucleasa VIII.

Una secuencia del cebador de anclaje puede comprender al menos aproximadamente 1, o al menos
aproximadamente 2, o al menos aproximadamente 3, o al menos aproximadamente 4, o al menos
aproximadamente 5, o al menos aproximadamente 6, o al menos aproximadamente 7, o al menos
aproximadamente 8, o al menos aproximadamente 9, o al menos aproximadamente 10 moléculas del acido
nucleico desoxiinosina. Los términos "molécula del acido nucleico desoxiinosina" y "sitio de desoxiinosina" se usan
indistintamente en el presente documento. Un sitio de desoxiinosina se puede escindir con endonucleasa V.

Una secuencia del cebador de anclaje puede comprender una secuencia del &cido nucleico diana que es
complementaria a un ARN guia. La secuencia del acido nucleico diana se puede escindir entonces por Cas9 y el
ARN guia complementario.

En algunos aspectos, los cebadores de anclaje se disefian para permitir la retirada especifica de cualquier
secuencia y/o fragmento de acido nucleico adicional que se haya extendido desde el extremo de la secuencia del
cebador de anclaje. La retirada especifica de la secuencia y/o fragmento de acido nucleico adicional se puede
llevar a cabo de varias formas. En un ejemplo no limitante, un sitio de restriccién ubicado entre la
secuencia/fragmento de acido nucleico adicional y la secuencia del cebador de anclaje se puede escindir con la
endonucleasa de restriccién apropiada. En algunos aspectos, el sitio de restriccién situado entre la
secuencia/fragmento de acido nucleico adicional y la secuencia del cebador de anclaje se puede formar
hibridandose un oligonucleétido complementario inverso corto con la secuencia del cebador de anclaje. En otro
ejemplo no limitante, un sitio abasico situado entre la secuencia/fragmento de acido nucleico adicional y la
secuencia del cebador de anclaje se puede escindir usando la ADN glucosilato-liasa endonucleasa VIII. En otro
ejemplo no limitante, un sitio de desoxiuridina situado entre la secuencia/fragmento de acido nucleico adicional y
la secuencia del cebador de anclaje puede convertirse en primer lugar en un sitio abasico usando la uracil ADN
glicosilasa, y el sitio abasico se escinde a continuacién usando la ADN glucosilato-liasa endonucleasa VlII. En otro
ejemplo no limitante, un sitio de desoxiinosina entre la secuencia/fragmento de éacido nucleico adicional y la
secuencia del cebador de anclaje se puede escindir usando endonucleasa V.

La Figura 2 muestra cuatro secuencias de cebadores de anclaje a modo de ejemplo de la presente divulgacién
unidas a soportes sélidos. En estos ejemplos no limitantes, los soportes sélidos son perlas.
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La Figura 2A muestra una secuencia del cebador de anclaje para su uso en el método de sintesis geométrica por
extensién en 3' de la presente divulgacion. La secuencia del cebador de anclaje comprende un polinucleétido de
baja complejidad que esta unido a la perla de soporte sélido en su extremo 5'. Por lo tanto, el extremo 3' se expone
para la ligacioén y extension de fragmentos de acido nucleico. Con la secuencia del cebador de anclaje se hibrida
un oligonucledtido complementario inverso corto. El oligonucledtido complementario inverso corto se hibrida de
forma que la estructura bicatenaria resultante comprenda un sitio de restriccién Mlyl, mostrado en letra roja.

La Figura 2B muestra una secuencia del cebador de anclaje para su uso en un método de sintesis geométrica por
extensién en §' de la presente divulgacion. La secuencia del cebador de anclaje comprende un polinucleétido de
baja complejidad que esta unido a la perla de soporte sélido en su extremo 3'. Por lo tanto, el extremo 5' se expone
para la ligacién y extensién de fragmentos de acido nucleico. Con la secuencia del cebador de anclaje se hibrida
un oligonucledtido complementario inverso corto. El oligonucledtido complementario inverso corto se hibrida de
forma que la estructura bicatenaria resultante comprenda un sitio de restriccion Mlyl (mostrado en letra roja), un
sitio de restricciéon EcoRI (mostrado en letra verde), un sitio ECORV (mostrado en letra azul) y Sbfl (mostrado en
letra violeta).

La Figura 2C muestra una secuencia del cebador de anclaje para su uso en un método de sintesis geométrica por
extensién en 3' de la presente divulgacion. La secuencia del cebador de anclaje comprende un polinucleétido de
baja complejidad que esta unido a la perla de soporte sélido en su extremo 5'. Por lo tanto, el extremo 3' se expone
para la ligacién y extensién de fragmentos de acido nucleico. La secuencia del cebador de anclaje comprende un
sitio de desoxiuridina (U) en el extremo 3' (mostrado en rojo) que se puede transformar en un sitio abasico mediante
la actividad de uracil ADN glicosilasa. El sitio abésico resultante sitio se puede cortar entonces usando la ADN
glucosilato-liasa endonucleasa VIII.

La Figura 2D muestra una secuencia del cebador de anclaje para su uso en un método de sintesis geométrica por
extensién en §' de la presente divulgacion. La secuencia del cebador de anclaje comprende un polinucleétido de
baja complejidad que esta unido a la perla de soporte sélido en su extremo 3'. Por lo tanto, el extremo 5' se expone
para la ligacién y extensién de fragmentos de acido nucleico. La secuencia del cebador de anclaje comprende una
combinacién de desoxiadenosina (A) y desoxiinosina () en el extremo 5' (mostrado en letra roja) que se puede
escindir por endonucleasa V.

Los cebadores de anclaje como se describen en el presente documento se pueden usar en cualquier método de
la presente divulgacién, como se describe en el presente documento.

Soportes sodlidos

En algunos aspectos, la presente divulgacién proporciona composiciones que comprenden soportes sélidos. Los
soportes sélidos pueden incluir, pero no se limitan a, perlas microscépicas magnéticas o perlas microscépicas no
magnéticas. Las perlas pueden comprender poliacrilamida, poliestireno, agarosa reticulada, u otros materiales
similares. Los soportes solidos pueden incluir, pero no se limitan a, superficies de plastico o vidrio, tales como las
superficies de pocillos de placas multipocillo. En algunos aspectos, los soportes solidos se pueden tratar para
potenciar las propiedades de union del acido nucleico o permitir actividades enzimaticas especificas. En algunos
aspectos, los soportes sélidos se pueden tratar para prevenir la unién no especifica o no deseada.

En algunos aspectos, un soporte sélido de la presente divulgacién puede comprender una pluralidad de camaras.
Las camaras se pueden disponer en una rejilla. Por ejemplo, un soporte sélido de la presente divulgaciéon puede
ser una microplaca de 6, 12, 24, 48, 96, 384 o0 1536 pocillos. Las camaras pueden contener una matriz de perlas
con cebadores de anclaje unidos.

En algunos aspectos, un soporte sélido de la presente divulgacion se puede conectar a un sistema microfluidico
para el suministro de reactivos.

Los soportes sélidos como se describe en el presente documento se pueden usar en cualquier método de la
presente divulgacién, como se describe en el presente documento.

Conjuntos superpuestos de fragmentos de dcido nucleico

La presente divulgacion proporciona una composicién que comprende un conjunto de fragmentos de acido nucleico
superpuestos. Un conjunto de fragmentos de acido nucleico superpuestos puede comprender una pluralidad de
fragmentos de acido nucleico. Cada fragmento de acido nucleico en la pluralidad de fragmentos de acido nucleico
puede comprender al menos aproximadamente 2, o al menos aproximadamente 5, 0 al menos aproximadamente
10, o al menos aproximadamente 20, 0 al menos aproximadamente 25, o al menos aproximadamente 30, o al
menos aproximadamente 35, o al menos aproximadamente 40, o al menos aproximadamente 45, o al menos
aproximadamente 50, o al menos aproximadamente 55, o al menos aproximadamente 60, o al menos
aproximadamente 65, o al menos aproximadamente 70, o al menos aproximadamente 75, o al menos
aproximadamente 80, o al menos aproximadamente 85, o al menos aproximadamente 90, o al menos
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aproximadamente 95, o al menos aproximadamente 100, o al menos aproximadamente 105, o al menos
aproximadamente 110, o al menos aproximadamente 115, o al menos aproximadamente 120, o al menos
aproximadamente 125, o al menos aproximadamente 130, o al menos aproximadamente 135, o al menos
aproximadamente 140, o al menos aproximadamente 145, o al menos aproximadamente 150 nucleétidos. En
algunos aspectos, cada fragmento de acido nucleico en la pluralidad de fragmentos de acido nucleico puede
comprender al menos aproximadamente 96 nucleotidos.

En un conjunto de fragmentos de acido nucleico superpuestos, un primer fragmento de acido nucleico puede
comprender una primera region que es complementario a un segundo fragmento de acido nucleico, el segundo
fragmento de acido nucleico puede comprender una primera regién que es complementaria a al primer fragmento
de acido nucleico y una segunda regién que es complementario a un tercer fragmento de &cido nucleico, el tercer
fragmento de acido nucleico puede comprender una primera regién que es complementaria al segundo fragmento
de acido nucleico y una segunda regién que es complementaria a un cuarto fragmento de acido nucleico, etc. Las
regiones de un fragmento de acido nucleico que son complementarias a otro fragmento de acido nucleico en un
conjunto se pueden denominar las regiones superpuestas. Las regiones superpuestas pueden comprender al
menos aproximadamente 1 nucleétido, o al menos aproximadamente 2 nucleétidos, o al menos aproximadamente
3 nucledtidos, o al menos aproximadamente 4 nucleétidos, o al menos aproximadamente 5 nucleétidos, o al menos
aproximadamente 6 nucleétidos, o al menos aproximadamente 7 nucleétidos, o al menos aproximadamente 8
nucleétidos, o al menos aproximadamente 9 nucleétidos, o al menos aproximadamente 10 nucleétidos, o al menos
aproximadamente 11 nucleétidos, o al menos aproximadamente 12 nucleétidos, o al menos aproximadamente 13
nucleétidos, o al menos aproximadamente 14 nucleétidos, o al menos aproximadamente 15 nucleétidos, o al menos
aproximadamente 16 nucleétidos, o al menos aproximadamente 17 nucleétidos, o al menos aproximadamente 18
nucleétidos, o al menos aproximadamente 19 nucleétidos, o al menos aproximadamente 20 nucleétidos, o al menos
aproximadamente 21 nucleétidos, o al menos aproximadamente 22 nucleétidos, o al menos aproximadamente 23
nucleétidos, o al menos aproximadamente 24 nucleétidos, o al menos aproximadamente 25 nucleétidos, o al menos
aproximadamente 26 nucleétidos, o al menos aproximadamente 27 nucleétidos, o al menos aproximadamente 28
nucleétidos, o al menos aproximadamente 29 nucleétidos, o al menos aproximadamente 30 nucleétidos, o al menos
aproximadamente 31 nucleétidos, o al menos aproximadamente 32 nucleétidos, o al menos aproximadamente 33
nucleétidos, o al menos aproximadamente 34 nucleétidos, o al menos aproximadamente 35 nucleétidos, o al menos
aproximadamente 40 nucleétidos, o al menos aproximadamente 45 nucleétidos, o al menos aproximadamente 50
nucleétidos, o al menos aproximadamente 60 nucleétidos. En algunos aspectos, las regiones superpuestas pueden
comprender 24 nucleotidos.

Las regiones de un fragmento de acido nucleico que no son complementarias a otro fragmento de acido nucleico
pueden comprender al menos aproximadamente 30 nucleotidos, o al menos aproximadamente 31 nucleétido, o al
menos aproximadamente 32 nucleétidos, o al menos aproximadamente 33 nucledtidos, o al menos
aproximadamente 34 nucleétidos, o al menos aproximadamente 35 nucleétidos, o al menos aproximadamente 36
nucleétidos, o al menos aproximadamente 37 nucleétidos, o al menos aproximadamente 38 nucleétidos, o al menos
aproximadamente 39 nucleétidos, o al menos aproximadamente 40 nucleétidos, o al menos aproximadamente 41
nucleétidos, o al menos aproximadamente 42 nucleétidos, o al menos aproximadamente 43 nucleotidos, o al menos
aproximadamente 44 nucleétidos, o al menos aproximadamente 45 nucleétidos, o al menos aproximadamente 46
nucleétidos, o al menos aproximadamente 47 nucleétidos, o al menos aproximadamente 48 nucleotidos, o al menos
aproximadamente 49 nucleétidos, o al menos aproximadamente 50 nucleétidos, o al menos aproximadamente 51
nucleétidos, o al menos aproximadamente 52 nucleétidos, o al menos aproximadamente 53 nucleétidos, o al menos
aproximadamente 54 nucleétidos, o al menos aproximadamente 55 nucleétidos, o al menos aproximadamente 56
nucleétidos, o al menos aproximadamente 57 nucleétidos, o al menos aproximadamente 58 nucleétidos, o al menos
aproximadamente 59 nucleétidos, o al menos aproximadamente 60 nucleétidos, o al menos aproximadamente 61
nucleétidos, o al menos aproximadamente 62 nucleétidos, o al menos aproximadamente 63 nucleétidos, o al menos
aproximadamente 64 nucleétidos, o al menos aproximadamente 65 nucleétidos, o al menos aproximadamente 70
nucleétidos, o al menos aproximadamente 75 nucleétidos, o al menos aproximadamente 80 nucleétidos, o al menos
aproximadamente 85 nucleotidos.

Los conjuntos superpuestos de fragmentos de acido nucleico como se describen en el presente documento se
pueden usar en cualquier método de la presente divulgacién, como se describe en el presente documento.

En algunos aspectos, en un conjunto de fragmentos de acido nucleico superpuestos, al menos uno de los
fragmentos de acido nucleico puede ser un fragmento de acido nucleico quimérico que comprende un extremo 5'
(ADN) de desoxirribosa y un extremo 3' (ARN) de ribosa. En algunos aspectos, al menos uno de los fragmentos
de acido nucleico puede ser un fragmento de acido nucleico quimérico que comprende un extremo 3' (ADN) de
desoxirribosa y un extremo 5' (ARN) de ribosa. En algunos aspectos, al menos uno de los fragmentos de acido
nucleico puede ser un fragmento de acido nucleico quimérico que comprende un extremo 5' (ADN) de desoxirribosa
y un extremo 3' (ADN) de desoxirribosa. En algunos aspectos, al menos uno de los fragmentos de acido nucleico
puede ser un fragmento de acido nucleico quimérico que comprende un extremo 5' (ARN) de ribosa y un extremo
3' (ARN) de ribosa.
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En algunos aspectos, los fragmentos de acido nucleico en un conjunto de fragmentos de acido nucleico
superpuestos pueden ser un N-mero de la presente divulgacion.

Métodos de la presente divulgacion
Sintesis geométrica

La presente divulgacién proporciona métodos de sintesis geométrica de secuencias del acido nucleico. Los
métodos de sintesis geométrica incluyen un método geométrico en 3' (también denominado el método de sintesis
geométrica por extension en 3'), un método geométrico en 5' (también denominado el método de sintesis
geométrica por extensién en 5'), un método geométrico de transposasa, un método de co-sintesis de 3', 5' (también
denominado la co-sintesis geométrica por extensién en 5' y extensién en 3'), un método de sintesis paralela por
extensién en 3'y un método de sintesis paralela por extensién en 5'.

Las Figuras 1y 15 representan una visién general esquematica de los métodos de sintesis geométrica de la
presente divulgacion. En primer lugar, se proporciona una pluralidad de N-meros como se ha descrito
anteriormente. En las Figuras 1y 15, se proporcionan 8 especies diferentes de N-meros. También se proporcionan
cebadores de anclaje que estan unidos a soportes solidos. En ligacién 1, un Unico N-mero se liga sobre los
cebadores de anclaje que estan unidos al soporte sélido para crear un complejo de N-mero-cebador de anclaje.
En ligacién 2, se liga un segundo N-mero al extremo opuesto del primer N-mero para extender el primer N-mero y
crean un complejo de N-meroo-cebador de anclaje. Después de la ligacién, un subconjunto de los complejos de N-
meroz-cebador de anclaje se designa como muestras donantes y el otro subconjunto de los complejos de N-meroz-
cebador de anclaje se designa como muestras diana. Los N-meros ligados se escinden de los cebadores de anclaje
en las muestras donantes, liberando un fragmento de &cido nucleico que comprende dos N-meros ligados. En
ligacién 3, los fragmentos de acido nucleico liberados se ligan entonces sobre el extremo expuesto de un N-mero
en una muestra diana para extender la muestra diana complejo de N-mero-cebador de anclaje, formando asi un
complejo de N-mero-cebador de anclaje. Después de la ligacion, un subconjunto de los complejos de N-mero-
cebador de anclaje se designa como muestras donantes y el otro subconjunto de los complejos de N-mero-cebador
de anclaje se designa como muestras diana. Los N-meros ligados se escinden de los cebadores de anclaje en las
muestras donantes, liberando un fragmento de &acido nucleico que comprende cuatro N-meros ligados. En ligacién
4, los fragmentos de acido nucleico liberados entonces se ligan entonces sobre el extremo expuesto de un N-mero
en una muestra diana para extender la muestra diana complejo de N-mers-cebador de anclaje, formando asi un
complejo de N-mero8-cebador de anclaje. Después de la ligacion, un subconjunto de los complejos de N-meros-
cebador de anclaje se designa como muestras donantes y el otro subconjunto de los complejos de N-meros-
cebador de anclaje se designa como muestras diana. Los N-meros ligados se escinden de los cebadores de anclaje
en las muestras donantes, liberando un fragmento de acido nucleico que comprende ocho N-meros ligados. En
ligacién 5, los fragmentos de acido nucleico liberado se ligan entonces sobre el extremo expuesto de un N-mero
en una muestra diana para extender la muestra diana el complejo de N-meros-cebador de anclaje, formando asi
un complejo de N-merois-cebador de anclaje.

Sintesis geométrica por extension en 3’

La presente divulgacion proporciona un método de sintesis geométrica por extension en 3'. Un método de sintesis
geométrica por extensién en 3' es una sintesis geométrica como se describe en las Figuras 1 y 15, en donde los
cebadores de anclaje estan unidos al soporte sélido mediante sus extremos 5', dejando asi sus extremos 3’
expuestos para la ligacién y extensién.

En un método de sintesis geométrica por extensién en 3', se proporciona una pluralidad de N-meros como se ha
descrito anteriormente, en donde los N-meros comprenden un grupo -P0O4 en el extremo 3'y el extremo 5'. También
se proporcionan cebadores de anclaje que estan unidos a un soporte sélido mediante su extremo 5'. Por lo tanto,
los extremos 3' de los cebadores de anclaje, que comprenden un grupo -OH, se exponen para la ligacion y
extension.

Un método de sintesis geométrica por extensién en 3' puede comprender las etapas:
1) ligar una especie de N-meros en el extremo 3' expuesto de los cebadores de anclaje;
2) opcionalmente, incubar los productos de ligacion de la etapa (1) con una endonucleasa 3' a 5' especifica,
tal como polimerasa de Klenow, para retirar los cebadores de anclaje no ligados de los soportes solidos.
Una polimerasa, tal como una polimerasa de Klenow, no puede digerir moléculas del acido nucleico que
comprenden un grupo -PO4 en 3';

3} incubar las muestras de la etapa (2) con una fosfatasa, tal como fosfatasa alcalina intestinal de ternero
(CIP) o fosfatasa alcalina de camarén (SAP) para retirar el -PO4 en 3' de los N-meros ligados;

4) ligar un segundo N-mero al extremo 3' de un N-mero ligado en la etapa 1;
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5) opcionalmente, incubar los productos de ligacion de la etapa (4) con una endonucleasa 3' a 5' especifica,
tal como polimerasa de Klenow, para retirar los cebadores de anclaje no ligados de los soportes sdélidos;

6) designar un subconjunto de las muestras de la etapa (5) como muestras donantes y un subconjunto de
muestras de la etapa (5) como muestras diana;

7) incubar las muestras diana de la etapa (6) con una fosfatasa, tal como fosfatasa alcalina intestinal de ternero
(CIP) o fosfatasa alcalina de camarén (SAP), para retirar los grupos -PO4 en 3,

8) liberar los N-meros ligados en las muestras donantes del cebador de anclaje al que estan ligados, en donde
la liberacion preserva los grupos -PQO4 tanto de 3' como de 5/,

9) ligar los N-meros ligados liberados de la etapa (8) a las muestras diana de la etapa (7);
10) repetir las etapas 5-9 con los productos de ligacién de la etapa (9).

En un método de sintesis geométrica por extension en 3', la etapa (10) se puede repetir hasta que se haya
sintetizado el fragmento de acido nucleico deseado. A continuacién, el fragmento de acido nucleico deseado se
puede liberar del cebador de anclaje al que esta ligado.

Las Figuras 3-8 muestran una visién general esquematica de una sintesis a modo de ejemplo de una molécula del
acido nucleico usando un método de sintesis geométrica por extensién en 3' de la presente divulgacion. El &cido
nucleico a sintetizar comprende un fragmento de la proteina verde fluorescente (GFP) de Aequorea victoria. La
Figura 3A muestra toda la regién codificante de GFP de A. victoria. El fragmento a sintetizar se representa en letra
de color y comprende la secuencia:

TACACACGAATAAAAGATAACAAAGATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGG
AGTTGTCCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGCGATGTTAATGGGCAAAAATTCTICT
GTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCAACATACGGAAAACTTACCCTTAAATTT

ATTTGCACTACTGGGAAGCTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCAC (SEQ ID NO:

1).

El fragmento a sintetizar se subdivide en ocho N-meros, en donde cada N-mero comprende 21 nucleétidos. Los
N-meros se representan en letras de diferentes colores en la Figura 3A. El resto de la secuencia de GFP de A.
victoria también puede subdividirse en N-meros que comprenden 21 nucleotidos.

A efectos de explicar este ejemplo, a cada N-mero se le asigna un cédigo identificador como se muestra en la Tabla
1.

Tabla 1. Secuencias de N-meros y codigos identificadores

TACACACGAATAAAAGATAAC |2

{ACTTTTCACTGGAGTTGTCCC |3
{CGATGTTAATGGGCAAAAATT 14
|AGGTGATGCAACATACGGAAA 15
|AAAGATGAGTAAAGGAGAAGA |6

7

AATTCTTGTTGAATTAGATGG

{CTCTGTCAGTGGAGAGGGTGA |8

El método de sintesis sigue proporcionando una pluralidad de cebadores de anclaje unidos a soportes sélidos,
como se muestra en la Figura 4. En este ejemplo, los soportes soélidos son perlas y los cebadores de anclaje
comprenden la secuencia GATATCGAGTCTTAAG (SEQ ID NO: 91).

Los N-meros 1aA1, 1aA2, 1aA3 y 1aA4 se proveen a continuacion de un grupo -PO4en 3'y 5'. Los N-meros 1aA1,
1aA2, 1aA3y 1aA4 se ligan a continuacion en el extremo 3' expuesto de los cebadores de anclaje como se muestra
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en la Figura 4. Tras la ligacion, se afiade una polimerasa con actividad exonucleasa 3'-5', tal como polimerasa de
Klenow, para retirar cualquiera de los cebadores de anclaje no ligados. A continuacién, se afiade fosfatasa alcalina
intestinal de ternero (CIP) para retirar el grupo -PO4 en 3' en cada uno de los fragmentos ligados. Esta etapa de
sintesis da como resultado fragmentos de acido nucleico que comprenden el cebador de anclaje y uno de los N-
meros 1aA1, 1aA2, 1aA3 y 1aA4 unido a una perla sélida, como se muestra en el panel derecho de la Figura 4.

El método de sintesis sigue en la Figura 5. Los N-meros 1bA1, 1bA2, 1bA3 y 1bA4 se proveen a continuacion de
un grupo -PO4 en 3'y 5'. El extremo 5' del N-mero 1bA1 se liga en el extremo 3' del N-mero 1aA1, el extremo &'
del N-mero 1bA2 se liga en el extremo 3' del N-mero 1aA2, el extremo 5' del N-mero 1bA3 se liga en el extremo 3'
del N-mero 1aA3, el extremo 5' del N-mero 1bA4 se liga en el extremo 3' del N-mero 1aA4, como se muestra en el
panel izquierdo de la Figura 5. Tras la ligacién, se afiade una polimerasa con actividad exonucleasa 3'-5', tal como
polimerasa de Klenow, para retirar cualquiera de los cebadores de anclaje no ligados. Para el fragmento 1aA1-
1bA1 ligado y el fragmento 1aA3-1bA3 ligado, se afiade a continuacién fosfatasa alcalina intestinal de ternero (CIP)
para retirar el grupo -POs en 3' en cada uno de los fragmentos ligados. Esta etapa de sintesis da lugar a los
siguientes fragmentos de acido nucleico ligados a un cebador de anclaje que esta unido a una perla sélida: un
fragmento 1aA1-1bA1 (fragmento 1A1), un fragmento 1aA2-1bA2 (fragmento 1A2), un fragmento 1aA3-1bA3
(fragmento 1A3) y un fragmento 1aA4-1bA4 (fragmento 1A4). El cebador de anclaje-fragmento 1aA1-1bA1 y el
cebador de anclaje-fragmento 1aA3-1bA3 no tienen un grupo -PO4 en 3'. El cebador de anclaje-fragmento 1aA2-
1bA2 y el cebador de anclaje-fragmento 1aA4-1bA4 tienen un grupo -PO4 en 3'. Los productos de esta etapa de
sintesis se muestran en el panel derecho de la Figura 5.

El método de sintesis sigue en la Figura 6. La muestra 1A2 y las muestras 1A4 van a ser muestras donantes en la
siguiente ronda de sintesis. Por lo tanto, un oligonucleétido complementario inverso corto se mezcla con la muestra
1A2 y la muestra 1A4. El oligonucle6tido complementario inverso corto comprende la secuencia
CTATAGCTCAGAATTC (SEQ ID NO: 96) y es complementario al cebador de anclaje. El oligonucleétido
complementario inverso corto se hibrida con el cebador de anclaje de forma que se forma un sitio de endonucleasa
de restriccién bicatenario. En este ejemplo, el sitio de endonucleasa de restriccién es un sitio de endonucleasa de
restriccion Mlyl. Después de la hibridacién del oligonucleétido complementario inverso corto, la muestra 1A2 y la
muestra 1A4 se incuban con la endonucleasa de restriccién Mlyl, que escinde en el sitio de restriccion Mlyl, dando
como resultado |a liberacion del fragmento 1A2 y el fragmento 1A4.

El método de sintesis sigue en la Figura 7. El extremo 5' del fragmento 1A2 se liga en el extremo 3' del fragmento
1A1 que esta unido al soporte sélido para formar un fragmento 1A1-1A2 y el extremo 5' del fragmento 1A4 se liga
en el extremo 3' del fragmento 1A3 que esta unido al soporte sélido para formar un fragmento 1A3-1A4. Tras la
ligacion, se afiade una polimerasa con actividad exonucleasa 3'-5', tal como polimerasa de Klenow, para retirar
cualquiera de los cebadores de anclaje no ligados. Para el fragmento 1A1-1A2 ligado, a continuacién se afiade
fosfatasa alcalina intestinal de ternero (CIP) para retirar el grupo -POs en 3' en el fragmento. A continuacién, el
fragmento 1A3-1A4 se incuba con el oligonucleétido complementario inverso corto, que se hibrida con el cebador
de anclaje para formar un sitio de endonucleasa de restriccion bicatenario. En este ejemplo, el sitio es un sitio Mlyl.
Después de la hibridacion del oligonucleétido complementario inverso corto, la muestra se incuba con la
endonucleasa de restriccion Mlyl, que escinde el sitio de restriccién Mlyl para liberar el fragmento 1A3-1A4, como
se muestra en el panel inferior de la Figura 7.

El método de sintesis sigue en la Figura 8. El extremo 5' del fragmento 1A3-1A4 se liga al extremo 3' del fragmento
1A1-1A2 que esta unido al soporte sélido para formar un fragmento 1A1-1A2-1A3-1A4. Tras la ligacion, se afiade
una polimerasa con actividad exonucleasa 3'-5', tal como polimerasa de Klenow, para retirar cualquiera de los
cebadores de anclaje no ligados. Para el fragmento 1A1-1A2-1A3-1A4, a continuacién se incuba con
oligonucleodtido complementario inverso corto, que se hibrida con el cebador de anclaje para formar un sitio de
endonucleasa de restriccion bicatenario. En este ejemplo, el sitio es un sitio Mlyl. Después de la hibridacion del
oligonuclettido complementario inverso corto, la muestra se incuba con la endonucleasa de restriccién Mlyl, que
escinde el sitio de restriccién Mlyl para liberar el fragmento 1A1-1A2-1A3-1A4 (el fragmento que se iba a sintetizar),
como se muestra en el panel inferior de la Figura 8.

Método de sintesis paralela por extension en 3'

La presente divulgacion proporciona un método de sintesis paralela por extensioén en 3'. En un método de sintesis
paralela por extension en 3', se realiza una pluralidad de reacciones de sintesis geométrica por extension en 3',
como se ha descrito anteriormente, usando N-meros y/o0 cebadores de anclaje que comprenden un bloque
reversible en el grupo -OH en 3'. La pluralidad de reacciones se puede realizar sobre un soporte sélido que
comprende camaras que estan dispuestas en una rejilla bidimensional. En las diferentes etapas de la sintesis, se
deja que ciertas reacciones avancen al retirar el bloque reversible en el grupo -OH en 3' en una camara particular
dentro de la rejilla, lo que permite asi que el usuario controle qué N-mero se incorpora en cada etapa.

En un ejemplo no limitante, una rejilla bidimensional de reacciones puede empezar con la unién general de
cebadores de anclaje blogueado reversiblemente en 3'. Si se requiere la incorporacién de un N-mero especifico,
tal como ACG, entonces se desbloquea la regién de la rejilla bidimensional donde se requiere el N-mero con la
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secuencia ACG, lo que permite que el N-mero de ACG se incorpore solo alli. Dicho proceso ocurre para los 64 3-
meros posibles bloqueados adecuadamente en el extremo 3'. Cualquier combinacién de secuencias posible se
puede manifestar en cualquier ubicacion especifica en la rejilla.

En un ejemplo no limitante, el bloque reversible se puede retirar por exposicién a la luz. Por lo tanto, una rejilla
bidimensional de reacciones puede empezar con la unidon general de cebadores de anclaje bloqueados
reversiblemente en 3'. Si se requiere la incorporacion de un N-mero especifico, tal como ACG, entonces se expone
alaluz la region de la rejilla bidimensional donde se requiere el N-mero con la secuencia ACG, retirando el bloque
reversible en esa region, lo que permite que el N-mero de ACG se incorpore solo alli.

Método de sintesis geométrica por extension en 5'

La presente divulgacion proporciona un método de sintesis geométrica por extension en 5'. Un método de sintesis
geométrica por extensién en 5' es una sintesis geométrica como se describe en las Figuras 1 y 15, en donde los
cebadores de anclaje estan unidos al soporte sélido mediante sus extremos 3', dejando asi sus extremos 5'
expuestos para la ligacién y extension. En algunos aspectos del método de sintesis geométrica por extension en
5') se proporciona una pluralidad de N-meros como se ha descrito anteriormente, en donde los N-meros
comprenden un grupo -OH en el extremo 3’ y el extremo 5'. También se proporcionan cebadores de anclaje que
estan unidos a un soporte soélido mediante su extremo 3'. Por lo tanto, los extremos 5' de los cebadores de anclaje,
que comprenden un grupo -PO4, se exponen para la ligacién y extensién.

Un método de sintesis geométrica por extensién en 5' puede comprender las etapas:
1) ligar una especie de N-meros en el extremo 5' expuesto de los cebadores de anclaje;
2) opcionalmente, incubar los productos de ligacién de la etapa (1) con una exonucleasa 5' a 3' especifica, tal
como exonucleasa lambda, para retirar los cebadores de anclaje no ligados de los soportes sélidos. La

exonucleasa lambda no puede digerir moléculas del acido nucleico que comprenden un grupo -OH en 5'.

3) opcionalmente, incubar las muestras de la etapa (2) con polinucleétido cinasa (PNK), para producir un grupo
-PQO4 en cada extremo 5,

4) ligar un segundo N-mero al extremo 5' de un N-mero ligado en la etapa 1,

5) opcionalmente, incubar los productos de ligacién de la etapa (4) con una exonucleasa 5' a 3' especifica, tal
como exonucleasa lambda, para retirar los cebadores de anclaje no ligados de los soportes solidos;

6) designar un subconjunto de las muestras de la etapa (5) como muestras donantes y un subconjunto de
muestras de la etapa (5) como muestras diana;

7) opcionalmente, incubar las muestras diana de la etapa (6) con polinucleétido cinasa (PNK), para producir
un grupo -PO4 en cada extremo 5",

8) liberar los N-meros ligados en las muestras donantes del cebador de anclaje al que estan ligados, en donde
la liberacion preserva los grupos -OH tanto de 3' como de 5';

9) ligar los N-meros ligados liberados de la etapa (8) a las muestras diana de la etapa (7);
10) repetir las etapas 5-9 con los productos de ligacién de la etapa (9).

En un método de sintesis geométrica por extension en 5', la etapa (10) se puede repetir hasta que se haya
sintetizado el fragmento de acido nucleico deseado. A continuacién, el fragmento de acido nucleico deseado se
puede liberar del cebador de anclaje al que esta ligado.

En algunos aspectos del método de sintesis geométrica por extensién en 5' de la presente divulgacién, se
proporciona una pluralidad de N-meros como se ha descrito anteriormente, en donde los N-meros comprenden un
grupo -OH en el extremo 3'y un -PO4 en el extremo 5'. El grupo -PO4 se pueden unir al grupo protector.

Meétodo de sintesis paralela por extension en 5'

La presente divulgacién proporciona un método de sintesis paralela por extensién en 5'. En un método de sintesis
paralela por extensién en 5', se realiza una pluralidad de reacciones de sintesis geométrica por extensién en 5',
como se ha descrito anteriormente, usando N-meros y/o cebadores de anclaje que comprenden un bloque
reversible en el grupo -PO4 en §'. La pluralidad de reacciones se puede realizar sobre un soporte solido que
comprende camaras que estan dispuestas en una rejilla bidimensional. En las diferentes etapas de la sintesis, se
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deja que ciertas reacciones avancen al retirar el bloque reversible en el grupo -PO4 en 5' en una cdmara particular
dentro de la rejilla, lo que permite asi que el usuario controle qué N-mero se incorpora en cada etapa.

En un ejemplo no limitante, una rejilla bidimensional de reacciones puede empezar con la unién general de
cebadores de anclaje bloqueado reversiblemente en 5'. Si se requiere la incorporacién de un N-mero especifico,
tal como ACG, entonces se desbloquea la regién de la rejilla bidimensional donde se requiere el N-mero con la
secuencia ACG, lo que permite que el N-mero de ACG se incorpore solo alli. Dicho proceso ocurre para los 64 3-
meros posibles bloqueados adecuadamente en el extremo 5'. Cualquier combinacién de secuencias posible se
puede manifestar en cualquier ubicacion especifica en la rejilla.

En un ejemplo no limitante, el bloque reversible se puede retirar por exposicién a la luz. Por lo tanto, una rejilla
bidimensional de reacciones puede empezar con la unién general de cebadores de anclaje blogueados
reversiblemente en 5'. Si se requiere la incorporacién de un N-mero especifico, tal como ACG, entonces se expone
alaluz la regién de la rejilla bidimensional donde se requiere el N-mero con la secuencia ACG, retirando el bloque
reversible en esa region, lo que permite que el N-mero de ACG se incorpore solo alli.

Meétodo geométrico de transposasa
La presente divulgacion proporciona un método geométrico de transposasa. Un método geométrico de transposasa
comprende el uso de un conjunto de plasmidos con repeticiones en los extremos izquierdo y derecho orientadas
de forma inversa de un transposén de corte con precisién, tal como piggyBac, como se muestra en el panel inferior
de la Figura 12. Cada plasmido en el conjunto lleva un N-mero diferente (por ejemplo, un 3-, 4- y 5-mero) que esta
flanqueado por repeticiones de los extremos izquierdo y derecho orientadas de forma inversa. Un N-mero
flanqueado por repeticiones de los extremos izquierdo y derecho orientadas de forma inversa se denomina en el
presente documento un N-mero transponible.
En un método geométrico de transposasa, cada N-mero transponible requerido se corta de su plasmido troncal por
una endonucleasa de restriccién (RE) apropiada o digestiéon similar junto con las repeticiones de los extremos
izquierdo y derecho orientadas de forma inversa flanqueantes, como se muestra en el panel superior de la de
Figura 12. Entonces se proporciona una pluralidad de cebadores de anclaje unidos a un soporte sélido.
En algunos aspectos, un método geométrico de transposasa puede comprender:

1) ligar un N-mero transponible a cebador de anclaje unido a un soporte sélido;

2) opcionalmente, purificar la reaccidon de la etapa (1);

3) ligar un segundo N-mero transponible a un N-mero transponible ligado en la etapa (1);

4) opcionalmente, purificar la reaccidon de la etapa (3);

5) incubar los productos de etapa (4) con una transposasa para cortar la secuencia intercalada entre las dos
secuencias de N-meros ligadas;

6) designar un subconjunto de las muestras de la etapa (5) como muestras donantes y un subconjunto de
muestras de la etapa (5) como muestras diana;

7) liberar los N-meros en las muestras donantes del cebador de anclaje al que estan ligados;
8) ligar los N-meros ligados liberados de la etapa (8) a las muestras diana de la etapa (7);

9) purificar la reaccién de la etapa (8);

10) repetir las etapas 5-9 con los productos de etapa (9).

La Figura 13 muestra una visién general esquematica de un método geométrico de transposasa de la presente
divulgacion.

En un método geométrico de transposasa, la etapa (10) se puede repetir hasta que se haya sintetizado el fragmento
de acido nucleico deseado. A continuacién, el fragmento de acido nucleico deseado se puede liberar del cebador
de anclaje al que esta ligado.

Método de co-sintesis de 3', 5'

La presente divulgacion proporciona un método de co-sintesis de 3', 5. Un método de co-sintesis de 3', 5'
comprende el uso de un conjunto de fragmentos de &cido nucleico superpuestos, como se ha descrito
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anteriormente. En panel inferior de la Figura 10 muestra un conjunto de seis fragmentos de acido nucleico
superpuestos.

El panel superior de la Figura 11 muestra un conjunto de 16 fragmentos de &acido nucleico superpuestos. Un método
de co-sintesis de 3', 5' puede comprender:

1) hibridar juntos el conjunto solapado de fragmentos de &cido nucleico;

2) realizar reacciones de extension de polimerasa para extender el extremo 3' de cada uno de los fragmentos
de &cido nucleico hibridados;

3} ligar juntos los fragmentos extendidos de la etapa (2).
La Figura 11 muestra una visién general esquematica de un método de co-sintesis de 3', 5'.

En un método de co-sintesis de 3', §', el conjunto de fragmentos de acido nucleico superpuestos se puede generar
usando cualquier método de la presente divulgacién, que incluye, pero no se limitan a, un método geométrico de
transposasa de la presente divulgacion, un método de sintesis geométrica por extension en 3' de la presente
divulgacion, un método de sintesis geométrica por extensién en 5' o cualquier combinacion de las mismas.

Método de sintesis lineal modular en 5’

La presente divulgacién también proporciona un método de sintesis lineal modular en 5'. La Figura 18 representa
una vision general esquematica del método de sintesis lineal modular en 5' de la presente divulgacion. En un
método de sintesis lineal modular en &', se une en primer lugar un cebador de anclaje a un soporte sélido, ya sea
directa o indirectamente, mediante el extremo 3' del cebador de anclaje. Después de que se haya unido el cebador
de anclaje, la siguiente etapa del método de sintesis modular en 5' es ligar el extremo 3' de un N-mero de la
presente divulgacion al extremo 5' del cebador de anclaje unido al soporte sélido. Esta etapa se muestra en el
panel A de la Figura 18, donde un N-mero marcado "A" se liga en un cebador de anclaje denominado un "anclaje
T7". Tras la primera etapa de ligacién, se puede retirar cualquier grupo protector opcional en el extremo 5' del N-
mero ligado antes de la siguiente etapa de ligacién.

El método sigue con la ligacién del extremo 3' de un segundo N-mero al extremo 5' del primer N-mero ligado. Esta
etapa se muestra en el panel B de la Figura 18, donde un N-mero marcado "B" se liga en el N-mero "A". Tras esta
segunda etapa de ligacién, se puede retirar cualquier grupo protector opcional en el extremo 5' del N-mero recién
ligado antes de la siguiente etapa de ligacién.

El método sigue con la ligacion del extremo 3' de un tercer N-mero al extremo 5' del segundo N-mero ligado. Esta
etapa se muestra en el panel C de la Figura 18, donde un N-mero marcado "C" se liga en el N-mero "B". Tras esta
tercera etapa de ligacién, se puede retirar cualquier grupo protector opcional en el extremo 5' del N-mero recién
ligado antes de la siguiente etapa de ligacion.

El método sigue con la ligacién del extremo 3' de un cuarto N-mero al extremo 5' del tercer N-mero ligado. Esta
etapa se muestra en el panel D de la Figura 18, donde un N-mero marcado "D" se liga en el N-mero "C".

En algunos aspectos, las etapas de ligaciéon del método de sintesis lineal modular en 5' se pueden repetir tantas
veces como sea necesario usando los N-meros apropiados para generar cualquier secuencia de nucleétidos de
longitud completa.

Método de sintesis lineal modular en 3'

La presente divulgacién también proporciona un método de sintesis lineal modular en 3'. En un método de sintesis
lineal modular en 3', se une en primer lugar un cebador de anclaje a un soporte sélido, ya sea directa o
indirectamente, mediante el extremo 5' del cebador de anclaje. Después de que se haya unido el cebador de
anclaje, la siguiente etapa del método de sintesis modular en 3' es ligar el extremo 5' de un N-mero de la presente
divulgacion al extremo 3' del cebador de anclaje unido al soporte sélido. Tras la primera etapa de ligacién, se puede
retirar cualquier grupo protector opcional en el extremo 3' del N-mero ligado antes de |a siguiente etapa de ligacién.

El método sigue con la ligacién del extremo 5' de un segundo N-mero al extremo 3' del primer N-mero ligado. Tras
esta segunda etapa de ligacion, se puede retirar cualquier grupo protector opcional en el extremo 3' del N-mero
recién ligado antes de la siguiente etapa de ligacién.

El método sigue con la ligacién del extremo 5' de un tercer N-mero al extremo 3' del segundo N-mero ligado. Tras

esta tercera etapa de ligacion, se puede retirar cualquier grupo protector opcional en el extremo 3' del N-mero
recién ligado antes de la siguiente etapa de ligacion.
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El método sigue con la ligacién del extremo 5' de un cuarto N-mero al extremo 3' del tercer N-mero ligado.

En algunos aspectos, las etapas de ligaciéon del método de sintesis lineal modular en 3' se pueden repetir tantas
veces como sea necesario usando los N-meros apropiados para generar cualquier secuencia de nucleétidos de
longitud completa.

Meétodos generales

En todos los métodos de la presente divulgacién, los N-meros y/o cebadores de anclaje pueden comprender un
extremo 5' (ADN) de desoxirribosa y un extremo 3' (ARN) de ribosa. Los N-meros y/o cebadores de anclaje que
comprenden extremos 5' (ADN) de desoxirribosa y extremos 3' (ARN) de ribosa presentan elevadas eficiencias de
ligacién en comparaciéon con la ligacién de dos fragmentos a ambos extremos 5' y 3' (ADN) de desoxirribosa y a
ambos extremos 5' y 3' (ARN) de ribosa.

En todos los métodos de la presente divulgacion, tras cualquier reaccion de ligacién, cualquier N-mero ligado puede
adenilarse en el extremo 5'. Los N-meros pueden adenilarse usando métodos conocidos en la técnica, que
incluyen, pero no se limitan a, tratar los N-meros con ARN ligasa Mth.

En todos los métodos de la presente divulgacion, tras cualquier reaccion de ligacién, cualquier N-mero ligado puede
fosforilarse en el extremo 5'. Los N-meros pueden fosforilarse usando métodos conocidos en la técnica, que
incluyen, pero no se limitan a, tratar los N-meros con T4 polinucleétido cinasa.

En todos los métodos de la presente divulgacion, los N-meros no ligados y los cebadores de anclaje no unidos se
pueden digerir y retirar usando una exonucleasa. En algunos aspectos de los métodos de extensién en 5' de la
presente divulgacién, se puede usar una exonucleasa 5' a 3' para digerir y retirar N-meros no anexados y los
cebadores de anclaje no unidos. En algunos aspectos de los métodos de extension en 3' de la presente divulgacion,
se puede usar una exonucleasa 3' a 5' para digerir y retirar N-meros no ligados.

En todos los métodos de la presente divulgacion, antes de cualquier reaccién de digestién con exonucleasa, los
N-meros y/o los N-meros no unidos a digerir pueden ser desadenilados. La desadenilacién se puede llevar a cabo
usando métodos conocidos en la técnica, que incluyen, pero no se limitan a, tratar los N-meros con desadenilasa
en 5'de S. cerevisiae.

En todos los métodos de la presente divulgacion, los grupos protectores ubicados en el extremo 5' o0 3' de un N-
mero se pueden retirar usando métodos conocidos en la técnica. Estos métodos pueden incluir, pero no se limitan
a, etapas de lavado con acido y base.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Sintesis geométrica por extension en 5'

Lo siguiente es un ejemplo que usa el método de sintesis geométrica por extensién en 5' de la presente divulgacion
para generar una secuencia molde de un aptdmero de ARN denominado "espinaca baby". Espinaca baby potencia
la fluorescencia de la 3,5-difluoro-4-hidroxibencilidenoimidazolinona (DFHBI), un compuesto que imita el nicleo
fluorescente de proteinas fluorescentes, como proteinas verdes fluorescentes (GFP).

En primer lugar, se establecieron dos reacciones distintas en las que un cebador de anclaje biotinilado en 3' que
comprende ADN monocatenario se uni6 a perlas magnéticas recubiertas de estreptavidina.

En la primera reaccién, denominada en el presente documento la "reaccion AB", el cebador de anclaje comprendia
un grupo fosfato en 5' seguido por una secuencia promotora T7 (CTATAGTGAGTCGTATTA, SEQ ID NO: 10),
seguido por una secuencia de ADN espaciador, seguido por un espaciador de tetraetilenglicol (TEG) unido
covalentemente a un resto de biotina. Este cebador de anclaje, denominado en el presente documento el "cebador
de anclaje AB" comprendia la secuencia CTATAGTGAGTCGTATTACCGTAGTGCTGCGTCGAGTGT (SEQ ID: 11).

En la segunda reaccion, denominada en el presente documento la "reaccién CD", el cebador de anclaje
comprendia un grupo fosfato en 5' unido a un nucleétido de desoxiuracilo, seguido por una secuencia de ADN
espaciador, seguido por un espaciador de tetraetilenglicol (TEG) unido covalentemente a un resto de biotina. Este
cebador de anclaje, denominado en el presente documento el "cebador de anclaje CD", comprendia la secuencia
dUCCATTGTGAGTCTTATTTCCGTAGTGCTGCGTCGAGTGTC (SEQ ID NO: 12).

En lareaccién AB y la reaccién CD, cada cebador de anclaje biotinilado se unié a las perlas magnéticas recubiertas
de estreptavidina (Mione Dynal, Invitrogen) incubando 500 pmoles del cebador de anclaje por cada 1 mg de perlas
usado, de forma que la concentracion de cebador de anclaje en la reaccion fue 1 UM y la concentracién de perlas
fue 2 mg/ml. El tampo6n de incubacién comprendia solucién salina tamponada con fosfato (PBS) con 0,01 % de
Tween20. Las reacciones se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente y se agitaron con vortex.
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Después de la incubacion, las perlas se lavaron tres veces con 0,7 ml de tampén de lavado que comprendia
(HEPES 20 mM, 0,01 % de Tween20, pH 8,0). A continuacion, las perlas se suspendieron en el tampén de lavado
a una concentracién de 10 mg/ml y se guardaron a 4 °C hasta uso posterior.

Para codificar el aptamero completo de espinaca baby, se disefiaron y generaron cuatro N-meros quiméricos
modificados. Cada N-mero comprendia un grupo DMT-PO4 en 5' unido a un desoxirribonucleétido inicial (dN) y un
ribonucledtido (rN) en el extremo 3'. El grupo DMT-PQO4 proporciona un blogueo a las ligaciones posteriores
después de que un Unico oligonucleétido se ligue a la cadena en crecimiento.

En este ejemplo, la secuencia de espinaca baby se dividié en tres 12-meros (fragmentos A, B y C) y un 15-mero
(fragmento D). Las secuencias de los fragmentos A-D se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Secuencias de N-meros

.....................................................................................................................................

.....................................................................................................

{Fragmento A CGTCCTTCACIC

T R R R

AACTACTGGArC

......................................................................................................

{Fragmento C TCAACAGTAGIC

......................................................................................................

:Fragmento D GAGCTCACACTCTr

iFragmento B

En la primera etapa de sintesis geométrica, el fragmento A se ligb en el extremo 5' del cebador de anclaje AB unido
a las perlas magnéticas y el fragmento C se ligd sobre el extremo 5' del cebador de anclaje CD unido a las perlas
magnéticas, como se muestra en panel A de la Figura 16. Para las reacciones de ligacién, se incubaron 2,5 uM de
cebador de anclaje/perlas con 0,5 uM del fragmento (A o C) respectivo en presencia de 1,5 unidades/ul de ARN
ligasa T4 1 en un tampdn que comprendia HEPES 20 mM pH 8,0, acetato de potasio 50 mM, acetato de magnesio
10 mM, 0,1 mg/ml de BSA y 0,01 % de Tween 20. Las reacciones de ligacién se incubaron a 21 °C durante 30
minutos. Después de la reaccién de ligacion, las perlas se lavaron usando un separador magnético lavando tres
veces con 0,7 ml de un tampén que comprendia HEPES 20 mM pH 8,0 y 0,01 % de Tween 20, seguido por un
lavado con 0,7 ml de 0,01 % de Tween 20.

Tras la primera ligacién, el grupo PO4 en 5' de cada fragmento Ay fragmento C ligados se desprotegieron mediante
un lavado con acido/base para permitir una segunda ronda de ligacién. Para desproteger el grupo POs en 5', las
perlas se lavaron una vez con el tampén de ligacién, a continuacién una vez con 0,01 % de Tween 20, y a
continuacion finalmente una vez brevemente con tampo6n acido de 3 % de acido dicloroacético (DCA) en H20.
Después de estos lavados, las perlas se incubaron a continuacién en tampén acido de 3 % de acido dicloroacético
(DCA) en H20 durante 30 minutos con agitacién constante. A continuacion, las perlas entonces se lavaron con
tampon basico que comprendia 1:9 de carbonato:bicarbonato (-pH 9,0) y 0,01 % de Tween 20 y a continuacién se
incubaron con el mismo tampo6n durante 10 minutos con agitacién constante. Finalmente, las perlas se lavaron una
vez con 0,01 % de Tween 20 y a continuacién se lavaron dos veces con el tamp6n de ligacion.

Después de la desproteccion, se realizé una segunda ronda de ligacién en donde el fragmento B se ligb al extremo
5' del fragmento A ligado (unido al cebador de anclaje AB y perlas) para formar un fragmento AB ligado y el
fragmento D se ligd al extremo 5' del fragmento C ligado (conectado al cebador de anclaje CD y perlas) para formar
un fragmento CD ligado, como se muestra en el panel B de Figura 16. Las condiciones de la reaccioén de ligacion
fueron las mismas que para la primera ligacion descrita anteriormente.

Tras la ligacién, el grupo PO4 en §' sobre el fragmento AB ligado se desprotegidé usando el mismo lavado con
acido/base descrito anteriormente, como se muestra en el panel C de la Figura 16. Ademas, las perlas CD, ahora
unidas al cebador de anclaje CD ligado al fragmento CD, se trataron con uracil-N-deglicosilasa (UNG) para retirar
la base de uracilo, dejando un nucleétido abasico. A continuacion, las perlas se trataron con Endo IV 0 APE-1, que
son endonucleasas capaces de cortar en un sitio abasico monocatenario, liberando asi el fragmento CD del
cebador de anclaje y perlas, como se muestra en el panel C de la Figura 16.

El fragmento CD no conectado se ligd entonces sobre extremo 5' del fragmento AB (unido al cebador de anclaje
AB y perlas) usando las condiciones de ligacién descritas anteriormente para generar la secuencia molde completa
para espinaca baby, como se muestra en el panel D de la Figura 16.

El molde de espinaca baby se amplificé a continuacién mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

usando un cebador complementario a la secuencia promotora T7 en el cebador de anclaje AB y un cebador
complementario a una porcion de fragmento D, como se muestra en el panel D de la Figura 16.
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La Figura 17 muestra el analisis en gel de poliacrilamida de la sintesis geométrica por extensién en 5' de la
secuencia molde de espinaca baby descrita anteriormente. El contenido de cada carril del gel se describe en la
Tabla 3.

Tabla 3. Descripciones de carriles

‘Carril | Descripcion
n.2 |

1 §Marcador de 100 pb

f2 §PCR de control positivo, construccién de espinaca baby de longitud completa

3 §Cebadores de anclaje AB (perlas AB)

4 Perlas AB después de la ligacién del fragmento A sobre el cebador de anclaje (1.2 ligacion)

5 PerlasABdespuesdeIaIlgamondelfragmentoBsobreelfragmentoA(zaI|ga0|on) .........................................
6 CebadoresdeancIaJeCD(perlasCD)
7 Perlas CD después de la ligacion del fragmento C sobre el cebador de anclaje y fragmento D sobre el
fragmento C (1.2 y 2.2 ligaciones)
8 ................. Muestradecarrll7despuesdeltratamlentoconUDGyesmswnconEndoIV ........................................................
9 Muestra de carril 8 despuss de la ligacion de fragmento CD liberado sobre el fragmento AB (3.2 ligacion) |

.............................................................................................................................................................................................................................................

110 mplificacion por PCR del carril 9 ‘
11 .............. e despues BT yeSCISIOﬂCOﬂAPE1 ............................................................
12 ............... MuestradecarnlﬁdespuesdeIa||ga0|onde|fragmentoCDI|beradosobree|fragmentoAB(33
ligacion) :
13mp||f|ca0|onporPCRdeIcarnI12

Ejemplo 2: Sintesis lineal modular en 5'

Lo siguiente es un ejemplo que usa el método de sintesis lineal modular en 5' de la presente divulgacién para
generar secuencia molde de un aptamero de ARN denominado "espinaca baby". Espinaca baby potencia la
fluorescencia de DFHBI. En este ejemplo, las reacciones de ligacién y de desproteccion se realizan en las mismas
condiciones que se describen en el Ejemplo 1 de la presente memoria descriptiva.

En primer lugar, se unieron un cebador de anclaje biotinilado que comprendia una secuencia promotora T7 y un
grupo PO4 en 5' grupo a perlas magnéticas recubiertas de estreptavidina, usando el método de unién de cebadores
de anclaje descrito en el Ejemplo 1.

Para este ejemplo, se usaron los cuatro mismos fragmentos de espinaca baby (fragmentos A-D) como se describe
en el Ejemplo 1 como N-meros en la reaccién de sintesis lineal modular. En una primera reaccién de ligacion, el
fragmento A se ligé al extremo 5' del cebador de anclaje unido a las perlas magnéticas, como se muestra en el
panel A de la Figura 18. A continuacién, se desprotegié el grupo POs en 5' del fragmento A ligado.

Tras la desproteccién, se realizé una segunda reaccion de ligacion en donde el fragmento B se ligb al extremo 5'
del fragmento A ligado (enlazado al cebador de anclaje y perlas) para formar un fragmento AB ligado, como se
muestra en el panel B de la Figura 18. A continuacion, se desprotegio el grupo PO4 en §' del fragmento AB ligado.

Tras la desproteccion, se realizé una tercera reaccion de ligacién en donde el fragmento C se ligé al extremo 5' del
fragmento AB ligado (enlazado al cebador de anclaje y perlas) para formar un fragmento ABC ligado, como se
muestra en el panel C de la Figura 18. A continuacién, se desprotegié el grupo PO4 en 5' del fragmento ABC ligado.

Tras la desproteccién, se realizé una cuarta reaccién de ligaciéon en donde el fragmento D se ligd al extremo 5' del
fragmento ABC ligado (enlazado al cebador de anclaje y perlas) para formar un fragmento ABCD ligado, como se
muestra en el panel D de la Figura 18. El fragmento ABCD ligado corresponde a la secuencia molde de espinaca
baby de longitud completa. A continuacién, se desprotegié el grupo PO4 en 5' del fragmento ABCD ligado.

Tras la desproteccion, se realizé una quinta reaccion de ligacion en donde un oligonucleétido adaptador en 5' se
ligd al extremo 5' del fragmento ABCD ligado, como se muestra en el panel E de la Figura 18. El oligonucleétido
adaptador en 5' comprendia un grupo DMT-PO4 en 5'.

Tras la quinta reaccion de ligacién, el fragmento ABCD ligado se amplific6 por PCR usando un cebador
complementario a la secuencia promotora T7 ubicada en el cebador de anclaje y un cebador complementario al
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oligonucleotido adaptador en 5', como se muestra en el panel F de la Figura 18. El cebador complementario al
oligonuclettido adaptador en 5' también comprendia un resto TEG y de biotina en 5'. La reacciéon de PCR se
purificé usando perlas de estreptavidina.

Tras la purificacién por PCR, el molde de espinaca baby de longitud completa amplificado se usé para sintetizar el
aptamero de ARN de espinaca baby usando ARN polimerasa |. El aptamero sintetizado y un aptamero de control
(sintetizado a partir de un oligonucleodtido de ADN sintetizado usando los presentes métodos en la técnica) se
incubaron a continuacién con DFHBI 20 uM. Como se muestra en la Figura 19, tanto el aptamero sintetizado como
el aptamero de control potenciaron la fluorescencia de DFHBI, mostrando que los métodos de la presente
divulgacion se pueden usar para sintetizar eficazmente moléculas de polinucleétidos que se pueden usar en una
variedad de aplicaciones diferentes.

La Figura 20 muestra un analisis en gel de poliacrilamida del método de sintesis lineal modular en §' de la secuencia
molde de espinaca baby descrita anteriormente. El contenido de cada carril del gel se describe en la Tabla 4.

Tabla 4. Descripciones de carriles

.....................................................................................................................................................................................................................................

iCarril n.2 | Descripcion

: : H
.....................................................................................................................................................................................................................................

‘Marcador de 100 pb

:Cebador de anclaje

EConstruccién de espinaca baby de control de longitud completa

éPerIas después de la ligacion del fragmento B al fragmento A (2.2 ligacién)

p
2
i3
4 éPerIas después de la ligacion del fragmento A al cebador de anclaje (1.2 ligacion)
5
6

éPerIas después de la ligacién del fragmento C al fragmento AB (3.2 ligacién)

....................................................................................................................................................................................................................................

i7 ‘Perlas después de la ligacion del fragmento D al fragmento ABC (4.2 ligacion)

Ejemplo 3: Sintesis lineal modular en 5' con adenilacién en 5'

Lo siguiente es un ejemplo que usa el método de sintesis lineal modular en 5' de la presente divulgaciéon en
combinacién con adenilacién en 5' para generar una secuencia molde de un aptamero de ARN denominado
"espinaca baby".

En primer lugar, se unieron un cebador de anclaje biotinilado que comprendia un grupo PO4 en 5', una secuencia
espaciadora de ADN y un espaciador TEG enlazado covalentemente a un resto de biotina a perlas magnéticas
recubiertas de estreptavidina, usando el método de unién de cebadores de anclaje descrito en el Ejemplo 1. Este
cebador de anclaje comprendia la secuencia CTATAGTGAGTCGTATTACCGTAGTGCTGCGTCGAGTGT (SEQ ID:
11).

Para codificar el aptamero completo de espinaca baby, se disefiaron y generaron cuatro N-meros quiméricos
modificados. Cada N-mero comprendia un grupo PO4 en 5 unido a un desoxirribonucleétido inicial (dN) y un
ribonucleétido (rN) en el extremo 3.

En este ejemplo, la secuencia de espinaca baby se dividié en tres 12-meros (fragmentos A, B y C) y un 15-mero
(fragmento D). Las secuencias de los fragmentos A-D se muestran en la Tabla 2.

La reaccion de sintesis lineal modular en 5' usando estos fragmentos se realizé6 como se describe en el Ejemplo
2, con la excepcién de que después de cada etapa de ligacién, no se realizé etapa desproteccién. En su lugar,
antes de la primera etapa de ligacién y después de cada etapa de ligacién a partir de aqui, la muestra se tratdé con
ARN ligasa Mth, que adenila el extremo 5' de los fragmentos ligados unidos a las perlas mediante su grupo PO
en 5'. A continuacion, el extremo 5' adenilado se cebd para la siguiente ligacion.

La Figura 21 muestra el analisis en gel de poliacrilamida del método de sintesis lineal modular con adenilacion en
5' de la secuencia molde de espinaca baby descrita anteriormente. El contenido de cada carril del gel se describe
en la Tabla 5.

Tabla 5. Descripciones de carriles
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éCarriI n.2 éDescripcién
1 éMarcador de 100 pb

{Cebador de anclaje

i3 ‘Después de la 4.2 etapa de ligacién (fragmento ABCD unido a perlas

Este ejemplo muestra que los métodos de la presente divulgaciéon se pueden controlar por adenilacién en 5' de los
extremos 5’ en crecimiento.

Ejemplo 4: Sintesis lineal modular en 5' con fosforilaciéon en 5'

Lo siguiente es un ejemplo que usa el método de sintesis lineal modular en 5' de la presente divulgaciéon en
combinacion con fosforilacion en 5' para generar una secuencia molde de un aptamero de ARN denominado
"espinaca baby".

En primer lugar, se unieron un cebador de anclaje biotinilado que comprendia un grupo PO4 en 5°, una secuencia
espaciadora de ADN y un espaciador TEG enlazado covalentemente a un resto de biotina a perlas magnéticas
recubiertas de estreptavidina, usando el método de unién de cebadores de anclaje descrito en el Ejemplo 1. Este
cebador de anclaje comprendia la secuencia TGGAATTCTCGGGTGCCAAGGATGTTTTTTTTTTT (SEQ ID: 17).

Para codificar el aptamero completo de espinaca baby, se disefiaron y generaron cuatro N-meros quiméricos
modificados. Cada N-mero comprendia un desoxirribonucleétido inicial (dN) en 5'y un ribonucleétido (rN) en el
extremo 3'.

En este ejemplo, la secuencia de espinaca baby se dividié en tres 12-meros (fragmentos A, By C) y un 15-mero
(fragmento D). Las secuencias de los fragmentos A-D se muestran en la Tabla 2.

La reaccién de sintesis lineal modular en 5' usando estos fragmentos se realizé6 como se describe en el Ejemplo
2, con la excepcién de que después de cada etapa de ligacion, no se realizé etapa desproteccion. En su lugar,
después de cada etapa de ligacién, la muestra se traté con polinucleétido cinasa T4 para fosforilar el extremo 5'
en crecimiento, facilitando asi la siguiente etapa de ligacién.

La Figura 22 muestra el analisis en gel de poliacrilamida del método de sintesis lineal modular en 5’ con
fosforilacién en 5' de la secuencia molde de espinaca baby descrita anteriormente. El contenido de cada carril del
gel se describe en la Tabla 6.

Tabla 6. Descripciones de carriles

‘Carril n.2 { Descripcion

1 ‘Marcador de 100 pb

2 :Cebador de anclaje

3 éDespués de 1.2 etapa de ligacién (fragmento A unido a perlas)

4 éDespués de 2 2 etapa de ligacién (fragmento AB unido a perlas)

5 ....................... espuesdesaetapadeIlga0|on(fragmentoABCunldoaperlas) ......

Este ejemplo muestra que los métodos de la presente divulgacion se pueden controlar por fosforilacion en 5' de
los extremos 5' en crecimiento.

Ejemplo 5: Sintesis geométrica por extension en 3'

Lo siguiente es un ejemplo que usa el método de sintesis geométrica por extensién en 3' de la presente divulgacién
para generar un oligonucleétido sintético.

En primer lugar, se unié un cebador de anclaje biotinilado que comprendia un grupo de resto de biotina en 5' unido
a un espaciador TEG, seguido por secuencia espaciadora de ADN, seguido por un ribonucleétido terminal en 3'
(rN) a perlas magnéticas recubiertas de estreptavidina, usando el método de unién de cebadores de anclaje en el
Ejemplo 1. Este cebador de anclaje comprendia la secuencia TTTTTTTTTTGTAGTGCTGCGTGCTCTTCrA (SEQ
ID: 18).
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Para las reacciones de ligacién posteriores, se usé un fragmento de oligonucleétido, denominado en el presente
documento "sustrato A". El sustrato A comprendia un grupo PO4 en 5', seguido por una secuencia de
ribonucleétidos, seguido por un grupo PO4 en 3'. La secuencia de ribonucleétidos del sustrato A comprendia la
secuencia: rGrGrUrGrArArGrGrArCrGrG (SEQ ID NO: 19).

En una primera reaccién de ligacion, el sustrato A se uni6 sobre el extremo 3' del cebador de anclaje ligado en las
perlas magnéticas usando las condiciones de reaccion de ligacion descritas en el Ejemplo 1. En una segunda
reaccion de ligacion posterior, otro sustrato A se ligé al extremo 3' del sustrato A ligado a los cebadores de anclaje,
creando un "fragmento AA". Después de esta reaccion de ligacién, las perlas magnéticas se dividieron en dos
conjuntos: conjunto 1 y conjunto 2.

El conjunto 1 se incubé con un oligonucleétido de ADN monocatenario denominado en el presente documento un
oligonucledtido complementario inverso corto, que comprende la secuencia de nucleétidos:
GAAGAGCACGCAGCACTAC (SEQ ID NO: 20). El oligonucleétido complementario inverso corto comprende una
secuencia de forma que el oligonucleétido complementario inverso corto se hibrida con el cebador de anclaje para
crear una molécula de ADN bicatenario que es escindible por la endonucleasa de corte Nt.BspQl. Después de la
incubacion e hibridacién del oligonucledtido complementario inverso corto, la muestra del conjunto 1 se tratdé con
Nt.BspQl, liberando asi los fragmentos A ligados y los fragmentos AA ligados.

El conjunto 2 se incub6 con fosfatasa alcalina de camarén (rSAP) para retirar los grupos POs en 3' para preparar
la ligacién posterior.

Los fragmentos A ligados y AA ligados liberados se incubaron a continuacién con el conjunto 2 tratado con rSAP y
la reaccion de ligacién se realizo para ligar los fragmentos liberados con los fragmentos AA unidos a los cebadores
de anclaje. El resultado es la sintesis de fragmentos AAAA completos, asi como varios productos de menor peso
molecular.

La Figura 23 muestra el andlisis en gel de poliacrilamida del método de sintesis geométrica por extensién en 3'
descrito anteriormente. El contenido de cada carril del gel se describe en la Tabla 7.

Tabla 7. Descripciones de carriles

.................... e e e e e e e e e e e e

.Carril n.2 | Descripcion

e T e e e e e e e e e e e e e e e

1 ‘Marcador de 100 pb

:Después de 2.2 etapa de ligacion (fragmento AA unido a perlas)

§Después de la incubacién con oligonucleétido complementario inverso corto y Nt.BspQl (liberado
§Después de 3.2 etapa de ligacién :

Este ejemplo demuestra que el método de sintesis geométrica por extension en 3' de la presente divulgacién se
puede usar para sintetizar oligonucleétidos

Ejemplo 6: Ligacion de N-meros quiméricos v retirada de contaminantes no ligados

Lo siguiente es un ejemplo que demuestra que una variedad de N-meros que comprenden quimeras ARN-ADN,
asi como N-meros que comprenden solo ARN, se pueden ligar a un cebador de anclaje de ADN fosforilado en 5',
que se ha unido a perlas magnéticas en el extremo 3' del cebador de anclaje.

En primer lugar, se unié un cebador de anclaje biotinilado que comprendia un grupo PO4 en 5', seguido por una
secuencia espaciadora de ADN, seguido por un espaciador TEG unido a un resto de biotina a perlas magnéticas
recubiertas de estreptavidina, usando el método de unién de cebadores de anclaje en el Ejemplo 1. Este cebador
de anclaje comprendia la secuencia TGGAATTCTCGGGTGCCAAGGATGTTTTTTTTTTT (SEQ ID: 17).

En este experimento, se probé un conjunto de seis N-meros diferentes. Las secuencias de los N-meros se
muestran en la Tabla 8. Quimera 1, quimera 2 y quimera 3 comprendieron una combinacién de desoxinucleétidos
(sin prefijo) y ribonucleétidos (rC, rG, rA o rU).

Tabla 8. Secuencias de N-meros
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‘Quimera3  |CCGTCCTTCACIC

..........................................................................................................................

EARN 12-mero §rGrArGrUrGrUrGrArGrCrUrC 22

EARN 6-mero §rCrArGrCrUrU
EARN 3-mero §rCrUrG

Se realizd una reaccién de ligacién separada para cada uno de los seis N-meros diferentes usando las de
condiciones de reaccion de ligacion descritas en el Ejemplo 1 para ligar el extremo 3' de cada N-mero a el extremo
5' expuesto del cebador de anclaje unido a las perlas magnéticas. La Figura 24 muestra el andlisis en gel de
poliacrilamida de estas reacciones de ligacién. El contenido de cada carril del gel se describe en la Tabla 9. La
Figura 24 muestra que todos los N-meros probados se pueden ligar a los cebadores de anclaje unidos a las perlas
magnéticas.

Tabla 9. Descripciones de carriles

iCarril n.® fDescripcién

..............................................................................................................

‘Marcador de 100 pb

..............................................................................................................

{Cebador de anclaje

..............................................................................................................

{Cebador de anclaje + ligasa

..............................................................................................................

iReaccién de ligacion a la quimera 1

iReaccion de ligacion a la quimera 2

iReaccion de ligacion a la quimera 3

‘Reaccion de ligacién al 6-mero de ARN |

4
5
.6 i
7 gReaccién de ligacion al 12-mero de ARN§
5 -
9

iReaccién de ligacién al 3-mero de ARN |
Para productos mas limpios, podria ser ventajoso retirar los acidos nucleicos no ligados después de cada reaccién
de ligacién. Esto se puede llevar a cabo, por ejemplo, usando exonucleasas 5' a 3' (en el caso de extensién en 5')
o exonucleasas 3' a 5' (durante la extensién en 3’). Para este fin, XRN-1, una exonucleasa de S. cerevisiae que
depende de la presencia de un grupo PO4 en 5°', se prob6 para determinar si la enzima podria retirar los &cidos
nucleicos no ligados en las reacciones descritas anteriormente. XRN-1 es capaz de digerir tanto ARN como ADN
y es capaz de digerir acidos nucleicos monocatenarios.

Como el tratamiento con ligasa deja algunos extremos 5' adenilados, después de cada etapa de ligacion, la muestra
se tratd con desadenilasa en 5' de S. cerevisiae, que retira la caperuza de adenilo y deja un monofosfato en los
extremos 5’, que los hace mas susceptible a la digestion con XRN-1. Las muestras de los carriles 3-6 de la Figura
24 se trataron en primer lugar con 5' desadenilasa de S. cerevisiae, luego con XRN-1, y el resultado se analizé
usando analisis en gel de poliacrilamida como se muestra en la Figura 25. El contenido de cada carril del gel se
describe en la Tabla 10. Estos resultados demuestran que la digestién con exonucleasa se puede usar para
enriguecer eficazmente los productos de ligacién deseados en los métodos de la presente divulgacioén.

Tabla 10. Descripciones de carriles

‘Carril n.2 iDescripcion

h iMarcador de 100 pb

2 §Cebador de anclaje

3 §Cebador de anclaje + ligasa después de la digestién con XRN-1

4 Reaccion de ligacion a la quimera 1 después de la digestion con XRN-1
5 Reaccion de ligacion a la quimera 2 después de la digestion con XRN-1
6 ‘Reaccion de ligacion a la quimera 3 después de la digestion con XRN-1

Ejemplo 7: Ligacion de ADN a nucleétidos terminales de ARN
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Lo siguiente es un ejemplo que demuestra que las ligaciones ADN a ARN tienen una mayor eficiencia que las
ligaciones de ADN a ADN cuando se usa T4 ARN ligasa |. Mas especificamente, la combinacién mas eficiente es
un ribonucleétido en 3' y un desoxirribonucleétido en 5', independientemente de si el ribonucleétido en 3' es parte
de una molécula quimérica (una combinacién de ADN y ARN) o una molécula de ARN.

En un primer conjunto de experimentos, se usaron cuatro N-meros diferentes para probar la eficiencia de ligacién.
La secuencia de los N-meros se muestran en la Tabla 11. EI N-mero donante de POs en 5' comprendia ademas un
grupo PO4 en 5' y un conector TEG en 3' unido a un resto de biotina. EI N-mero de quimera adicional comprendia
un resto de biotina en 5’ unido a una desoxirribonucledtido inicial (T) y un 3' ribonucleétido terminal (rG).

Tabla 11. Secuencias de N-meros

.................................................................................................................................................................................................................................

‘N-mero :Secuencia

R SR

§N-mero donante de PO4 en 5'

TACACGACGCTCTCTGAAGACACTCGATCCCTACACGACGCCGT
{ CCGTTCTACCTCTTT

\EN-mero de ADN {GACACATGAAAGCTTGAATTCACGGCATATGAGTCCATGG

STTTTTTTTTTCTTCCGATCTGAGTCCAGCIG

...............................................................................................................................................................................................................................

\EN-mero de ARN

‘N-mero de quimera

En una reaccién de ligacién, el N-mero donante de PO4 en 5' se ligé al N-mero de ADN. En una segunda reaccién
de ligacion, el N-mero donante de PO4 en 5' se ligd al N-mero de quimera. En una tercera reaccion de ligacion, el
N-mero donante de PO4 en 5' se ligé al N-mero de ARN. Los resultados de estas reacciones se analizaron usando
analisis en gel de poliacrilamida como se muestra en la Figura 26. El contenido de cada carril del gel se describe
en la Tabla 12.

Tabla 12. Descripciones de carriles

5 :Ligacion de N-mero donante de PO4 en 5' + N-mero de quimera
6

‘Ligacion de N-mero donante de PO4 en 5' + N-mero de ARN

La Figura 26 muestra que donde existe un grupo OH en 3' en un ribonucleétido y un grupo PO4 en 5' en un
desoxinucleétido existe mucha mayor conversion en producto, que indica mayor eficiencia de ligacién. Un acido

nucleico con ribonucledtido en 3', ya sea ARN puro o una quimera con un ribonucleétido terminal en 3', tiene mayor
eficiencia de ligacion.

En un segundo conjunto de experimentos, se usé un conjunto de 11 N-meros diferentes. Las secuencias de los 11
N-meros diferentes se muestran en la Tabla 13.

Los N-meros Fluor. Interna 5' PO4 A, Fluor. Interna 5' POs C, Fluor. Interna 5' PO4 G y Fluor. Interna 5' POs4 T
comprendian un nucleétido interno marcado con fluoresceina (una timidina marcada con base; Fluor-T), un grupo
PO4 en 5'y un conector TEG en 3' unidos a un resto de biotina.

Los N-meros 5' Cy5 Desoxi C, 5' Cy5 Desoxi G y 5' Cy5 Desoxi T (denominados conjuntamente en el presente
documento N-meros de 5' Cy5 Desoxi) comprendian a marca fluorescente 5' Cy5.

El N-mero 5' Cy5 Ribo A, El N-mero Cy5 Ribo C, EI N-mero Cy5 Ribo G y El N-mero Cy5 Ribo T (denominados
conjuntamente en el presente documento los N-meros 5' Cy5 Ribo) comprendian una marca fluorescente 5' Cy5 y
un ribonucleétido en el extremo 3' (rA, rC, rG o rT).

Tabla 13. Secuencias de N-meros
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‘N-mero :Secuencia 'SEQID NO |
EN-mero Fluor. Interna 5' PO4 A 27 :
' . AAGTAGCGAACTACTGGACCCG-Fluor-T- |
CCTTCACC ]
EN-mero Fluor. Interna 5' PO4 C 28
| . CAGTAGCGAACTACTGGACCCG-Fluor-T- |
{ CCTTCACC !
NmeroFIuorInterna5P04G ....................................................................................... S
GAGTAGCGAACTACTGGACCCG-Fluor-T-
| CCTTCACC =
NmeroFIuorInterna5P04T30 .....................
: . TAGTAGCGAACTACTGGACCCG-Fluor-T- |
. CCTTCACC
EN-mero 5' Cy5 Desoxi C EACTAGTTACGGAGCTCAC _
EN-mero 5' Cyb Desoxi G ETGAATGAAATGGTGAAGG :
\N-mero 5' Cy5 Desoxi T .CGCTTTAGGTTAAGACT _
\N-mero 5' Cy5 Ribo A . GGAGCTCACACTCTACTCArA _
\N-mero 5' Cy5 Ribo C . GGAGCTCACACTCTACTCAIC
\N-mero 5' Cy5 Ribo G . GGAGCTCACACTCTACTCAIG 36
\N-mero 5' Cy5 Ribo T . GGAGCTCACACTCTACTCAIT 37

....................................................................................................................................................................................

En primer lugar, se unieron los N-meros Fluor. Interna 5' PO4 A, N-mero Fluor. Interna 5' PO4 C, N-mero Fluor.
Interna 5' PO4 G y N-mero Fluor. Interna 5' PO4 T para separar perlas magnéticas de estreptavidina usando el
método de unién de perlas descrito en el Ejemplo 1. Esto dio 4 poblaciones de perlas diferentes.

La poblacién de perlas unida a los N-meros Fluor. Interna 5' PO4 C se incubé por separado con cada uno de los
N-meros Cy5 Desoxi y los N-meros Cy5 Ribo y se realizaron reacciones de ligacién posteriores. El rendimiento de
ligacion de cada reaccion se monitorizé usando citometria de flujo. Como calibracién, se determinaron en primer
lugar niveles de fluorescencia relativa de Cy5 en un N-mero marcado frente a fluoresceina en otro N-mero a varias
relaciones entre fluoresceina y Cy5.

La Figura 27 muestra que cuando la base del extremo 3' y la base del extremo 5' que estan siendo ligadas son
ambas ADN, el rendimiento de ligacién (eficiencia) es significativamente inferior a cuando la base del extremo 3'
es un ribonucleétido y las base en 5' es un desoxirribonucleétido.

Para probar el posible sesgo de secuencias (es decir, hay nucleétidos terminales preferidos que aumentan la
eficiencia de ligacién), cada una de las 4 poblaciones de perlas diferentes se incubé a continuacién por separado
con cada uno de los N-meros Cy5 Ribo y se realizé una reaccién de ligacién. Figura 28, hay poco o ningln sesgo
entre los cuatro ribonucleétidos diferentes en términos de rendimiento de ligacién (eficiencia), que indica de poco
a ningun sesgo de en la ligacion.

Ejemplo 8: Unién de cebadores de anclaje a un soporte soélido usando quimica de Click

Lo siguiente es un ejemplo que demuestra que oligonucleotidos, tales como los cebadores de anclaje, se puede
unir a una perla usando quimica de click (véase, por ejemplo, Hao, J., Huang, L. L., Zhang, R., Wang, H. Z. & Xie,
H. Y. A mild and reliable method to label enveloped virus with quantum dots by copper-free click chemistry. Anal
Chem 84, 8364-8370, 2012) y usar en los métodos de sintesis de la presente divulgacién.
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En este ejemplo, se usé un cebador de anclaje que comprende un grupo PO4 en 5', seguido por una secuencia
espaciadora de ADN, seguido de un grupo dibencilciclooctino (DBCO) en 3. La secuencia espaciadora de ADN
comprendia la secuencia de nucleétidos:

CCATGGACTCATATGCCGTGAATTCAAGCTTTCATGTGTCTTCATAGTCCGTCGTG
TA (SEQ ID NO: 38).

El cebador de anclaje se uni6é en primer lugar mediante su extremo 3' a perlas magnéticas recubiertas de azida
quimica de click. Después de la union del cebador de anclaje, el extremo 3' de un N-mero de ARN
(rArGrUrUrCrUrGrCrArGrUrCrUrGrCrArGrArArA, SEQ ID NO: 39) se ligdé al extremo 5' expuesto del cebador de
anclaje.

Para comparacion, un cebador de anclaje que comprende un grupo PO4 en 5', seguido de un ribonucleétido en el
extremo 5' (rU), seguido de una secuencia espaciadora de ADN (CCATGGACTCATATGCCGTGAA, SEQ ID NO:
X}, seguido de un conector TEG unido a un resto de biotina, se unié a perlas recubiertas de estreptavidina y se ligd
al mismo N-mero de ARN.

La Figura 29 muestra el analisis en gel de poliacrilamida de las dos reacciones de ligacién descritas anteriormente.
Contenidos de cada uno carril se describen en la Tabla 14.

Table 14. Descripciones de carriles

\§Carril n.2  Descripcion
Ny Marcador de 100 pb

2 N-mero de ARN

5 Cebador de anclaje de DBCO en perlas de azida :

............................................................................................................................................................... :

iN-mero de ARN ligado a cebador de anclaje de DBCO en perlas§

La Figura 29 muestra que tanto el cebador de anclaje unido por click como el cebador de anclaje unido por biotina
son adecuados para la ligacion del N-mero de ARN. Por lo tanto, tanto los cebadores de anclaje unidos por click
como los cebadores de anclaje unidos por biotina se pueden usar en los métodos de la presente divulgacién.
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LISTA DE SECUENCIAS

Camena Bioscience Limited
Fraser, Andrew G Stemple, Derek L Mankowska, Sylwia A

COMPOSICIONES Y METODOS PARA LA SINTESIS ENZIMATICA GEOMETRICA DE ACIDOS

NUCLEICOS SIN MOLDE

<130>

<150>
<151>

<160>
<170>
<210>
<211>
212>
<213>

<400>

DNWR-003/001W0

US 62/617,148
2018-01-12

104

PatentIn versidén 3.5
1

210

ADN

Aequorea victoria

1

tacacacgaa taaaagataa caaagatgag taaaggagaa gaacttttca ctggagttgt

cccaattctt gttgaattag atggcgatgt taatgggcaa aaattctctg tcagtggaga

gggtgaaggt gatgcaacat acggaaaact tacccttaaa tttatttgca ctactgggaa

gctacctgtt ccatggccaa cacttgtcac

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

2

21

ADN

Secuencia artificial

N-mero

2

tacacacgaa taaaagataa c

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

3

21

ADN

Secuencia artificial

N-mero

3

acttttcact ggagttgtcc ¢

<210>

4

39

60

120

180

210

21

21
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<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>
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21
ADN
Secuencia artificial

N-mero

4

cgatgttaat gggcaaaaat t

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5

21

ADN

Secuencia artificial

N-mero

5

aggtgatgca acatacggaa a

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

6

21

ADN

Secuencia artificial

N-mero

6

aaagatgagt aaaggagaag a

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

7

21

ADN

Secuencia artificial

N-mero

7

aattcttgtt gaattagatg g

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

8

21

ADN

Secuencia artificial

N-mero

8

ctctgtcagt ggagagggtg a

40

21

21

21

21

21
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<210> 9

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> N-mero

<400> 9
acttaccctt aaatttattt g 21

<210> 10
<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

220>
<223> Secuencia promotora T7

<400> 10
ctatagtgag tcgtatta 18

<210> 11

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

220>
<223> Cebador de anclaje

<400> 11
ctatagtgag tcgtattacc gtagtgctgc gtcgagtgt 39

<210> 12
<211> 41
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

220>
<223> Cebador de anclaje

220>

<221> caracteristica_misc
222> (1)..(1)

<223> ribonucleétido

220>

<221> caracteristica_misc
222> (2)..(41)

<223> desoxirribonucleétido

<400> 12
uccattgtga gtcttatttc cgtagtgctg cgtcgagtgt ¢ 41
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<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<400>
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13
12
ADN
Secuencia artificial

N-mero

caracteristica_misc

(1)..(11)

desoxirribonucledétido

caracteristica_misc

(12)..(12)
ribonucledétido
13

ccgteccttca cc

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

14
12
ADN
Secuencia artificial

N-mero

caracteristica_misc

(1)..(11)

desoxirribonucledétido

caracteristica_misc

(12)..(12)
ribonucledétido
14

gaactactgg ac

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<220>

15
12
ADN
Secuencia artificial

N-mero

42

12

12
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<221>
222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<400>
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caracteristica_misc

(1)..(11)

desoxirribonucledétido

caracteristica_misc

(12)..(12)
ribonucledétido
15

ctcaacagta gc

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

16
15
ADN
Secuencia artificial

N-mero

caracteristica_misc

(1)..(11)

desoxirribonucledétido

caracteristica_misc

(12)..(12)
ribonucledétido
16

ggagctcaca ctcta

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

17
35
ADN
Secuencia artificial

Cebador de anclaje

17

tggaattctc gggtgccaag gatgtttttt ttttt

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<220>

18
30
ADN
Secuencia artificial

Cebador de anclaje

43

12

15

35
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<221>
222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

caracteristica_misc

(1)..(29)

desoxirribonucledétido

caracteristica_misc

(30)..(30)
ribonucledétido
18

tttttttttt gtagtgectge gtgctcttca

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

19
12
ARN
Secuencia artificial

N-mero

19

ggugaaggac gg

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

20
19
ADN
Secuencia artificial

ES 2993016 T3

30

12

Oligonucledétido complementario inverso corto

20

gaagagcacg cagcactac

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

21
12
ADN
Secuencia artificial

N-mero

caracteristica_misc

(1)..(11)

desoxirribonucledétido

caracteristica_misc

(12)..(12)
ribonucledétido
21

ccgteccttca cc

19

12

44
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<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

22
12
ARN
Secuencia artificial

N-mero

22

gagugugagc uc

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

tacacgacgc tctctgaaga cactcgatcc ctacacgacg ccgtccgttc tacctcttt

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

23
59
ADN
Secuencia artificial

N-mero

23

24
40
ADN
Secuencia artificial

N-mero

24

ES 2993016 T3

gacacatgaa agcttgaatt cacggcatat gagtccatgg

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

25
30
ADN
Secuencia artificial

N-mero

caracteristica_misc

(1)..(29)

desoxirribonucledétido

caracteristica_misc

(30)..(30)
ribonucledétido
25

45



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2993016 T3

tttttttttt cttccgatct gagtccageg

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

26
26
ARN
Secuencia artificial

N-mero

26

guucagaguu cuacaguccg acgauc

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

27
31
ADN
Secuencia artificial

N-mero

caracteristica_misc
(23)..(23)
base marcada con fluoresceina

27

aagtagcgaa ctactggacc cgtccttcac ¢

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

28
31
ADN
Secuencia artificial

N-mero

caracteristica_misc
(23)..(23)
base marcada con fluoresceina

28

cagtagcgaa ctactggacc cgtccttcac ¢

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

29
31
ADN
Secuencia artificial

N-mero

46

30

26

31

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2993016 T3

220>

<221> caracteristica_misc

222> (23)..(23)

<223> base marcada con fluoresceina

<400> 29
gagtagcgaa ctactggacc cgtccttcac ¢

<210> 30
<211> 31
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> N-mero

220>

<221> caracteristica_misc

222> (23)..(23)

<223> base marcada con fluoresceina

<400> 30
tagtagcgaa ctactggacc cgtccttcac ¢

<210> 31
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> N-mero

<400> 31
actagttacg gagctcac

<210> 32
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> N-mero

<400> 32
tgaatgaaat ggtgaagg

<210> 33
<211> 17
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

47

31

31

18

18
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ES 2993016 T3

<220>
<223> N-mero

<400> 33
cgctttaggt taagact

<210> 34
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> N-mero

220>

<221> caracteristica_misc
222> (1)..(19)

<223> desoxirribonucleétido

220>

<221> caracteristica_misc
222> (20)..(20)

<223> ribonucleétido

<400> 34
ggagctcaca ctctactcaa

<210> 35
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> N-mero

220>

<221> caracteristica_misc
222> (1)..(19)

<223> desoxirribonucleétido

220>

<221> caracteristica_misc
222> (20)..(20)

<223> ribonucleétido

<400> 35
ggagctcaca ctctactcac

<210> 36
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

48

17

20

20
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<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

N-mero

caracteristica_misc

(1)..(19)

desoxirribonucledétido

caracteristica_misc

(20)..(20)
ribonucledétido
36

ggagctcaca ctctactcag

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

37
20
ADN
Secuencia artificial

N-mero

caracteristica_misc

(1)..(19)

desoxirribonucledétido

caracteristica_misc

(20)..(20)
ribonucledétido
37

ggagctcaca ctctactcat

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ccatggactc atatgccgtg aattcaagct ttcatgtgtc ttcatagtcc gtcgtgta

<210>
<211>
212>
<213>

38
58
ADN
Secuencia artificial

Cebador de anclaje

38

39
20
ARN
Secuencia artificial

ES 2993016 T3

49
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<220>
<223>

<400>

ES 2993016 T3

N-mero

39

aguucugcag ucugcagaaa

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ctctctctct ctctctctet ctcectectctet ccctteccttt ctctgagtct gtag

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

40
54
ADN
Secuencia artificial

Cebador de anclaje

40

41
24
ADN
Secuencia artificial

Oligonucledétido complementario inverso corto

41

gggaaggaaa gagactcaga catc

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

42
52
ADN
Secuencia artificial

Cebador de anclaje

42

cttaagactc gatatccctg caggctctct ctctctctct ctctectectet ct

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

43
24
ADN
Secuencia artificial

Oligonucledétido complementario inverso corto

43

gaattctgag ctatagggac gtcc

<210>
<211>
212>

44
55
ADN

50

20

54

24

52

24
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<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

ES 2993016 T3

Secuencia artificial

Cebador de anclaje

caracteristica_misc

(1)..(54)

desoxirribonucledétido

caracteristica_misc

(55)..(55)
ribonucledétido
44

ctctctctct ctctctctect ctctcectcectect ctctctctcet ctctctcectet ctctu

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

45
47
ADN
Secuencia artificial

Cebador de anclaje

base_modificada

(2)..(2)
I

caracteristica_misc

(2)..(2)

nesa,c, got

45

anctctctct ctctctctcc tctctctcte tctctctcte tctctcet

<210>
<211>
212>
<213>

<400>

46
922
ADN
Aequorea victoria

46

tacacacgaa taaaagataa caaagatgag taaaggagaa gaacttttca

cccaattctt gttgaattag atggcgatgt taatgggcaa aaattctctg

gggtgaaggt gatgcaacat acggaaaact tacccttaaa tttatttgca

gctacctgtt ccatggccaa cacttgtcac tactttctct tatggtgttc

aagataccca gatcatatga aacagcatga ctttttcaag agtgccatgc

51

ctggagttgt
tcagtggaga
ctactgggaa
aatgcttttc

ccgaaggtta

55

47

60

120

180

240

300
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tgtacaggaa
caagtttgaa
agatggaaac
catggcagac
agatggaagc
tgtcctttta
cgaaaagaga
catggatgaa
attactaaat
agattcatta
taaataggct
<210> 47
<211> 21
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 47

agaactatat
ggtgataccc
attcttggac
aaaccaaaga
gttcaattag
ccagacaacc
gatcacatga
ctatacaaat
tctcagggtt
aaattttatg

actggagtgt

N-mero

tttacaaaga
ttgttaatag
acaaaatgga
atggaatcaa
cagaccatta
attacctgtc
tccttcttga
aaatgtccag
cctggttaaa
aataatttat

at

Secuencia artificial

tacacacgaa taaaagataa c

<210> 48
<211> 21
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 48

N-mero

Secuencia artificial

acttttcact ggagttgtcc ¢

<210> 49
<211> 21
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 49

N-mero

Secuencia artificial

cgatgttaat gggcaaaaat t

ES 2993016 T3

tgacgggaac

aatcgagtta
atacaactat
agttaacttc
tcaacaaaat
cacacaatct
gtttgtaaca
acttccaatt
ttcaggctga

tgatgttatt

52

tacaagacac
aaaggtattg
aactcacata
aaaattagac
actccaattg
gccctttceca
gctgetggga
gacactaaag
gactttattt

aataggggct

gtgctgaagt
attttaaaga
atgtatacat
acaacattaa
gcgatggcecc
aagatcccaa
ttacacatgg
tgtccgaaca
atatatttat

attttcttat

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

922

21

21

21
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<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ES 2993016 T3

50
21
ADN
Secuencia artificial

N-mero

50

aggtgatgca acatacggaa a

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

51
21
ADN
Secuencia artificial

N-mero

51

cactactggg aagctacctg t

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

52
21
ADN
Secuencia artificial

N-mero

52

tactttctct tatggtgttc a

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53
21
ADN
Secuencia artificial

N-mero

53

tcatatgaaa cagcatgact t

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

54
21
ADN
Secuencia artificial

N-mero

53

21

21

21

21
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<400>

54

aggttatgta caggaaagaa c

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

55
21
ADN
Secuencia artificial

N-mero

55

gaactacaag acacgtgctg a

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

56
21
ADN
Secuencia artificial

N-mero

56

ccttgttaat agaatcgagt t

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

57
21
ADN
Secuencia artificial

N-mero

57

agatggaaac attcttggac a

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

58
21
ADN
Secuencia artificial

N-mero

58

ctcacataat gtatacatca t

<210>
<211>
212>
<213>

<220>

59
21
ADN
Secuencia artificial

ES 2993016 T3

54

21

21

21

21

21
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<223>

<400>

N-mero

59

aatcaaagtt aacttcaaaa t

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

60
21
ADN
Secuencia artificial

N-mero

60

aagcgttcaa ttagcagacc a

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

61
21
ADN
Secuencia artificial

N-mero

61

tggcgatgge cctgtecttt t

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

62
21
ADN
Secuencia artificial

N-mero

62

cacacaatct gccctttcca a

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

63
21
ADN
Secuencia artificial

N-mero

63

tcacatgatc cttcttgagt t

<210>
<211>
212>
<213>

64
21
ADN
Secuencia artificial

ES 2993016 T3

55

21

21

21

21

21
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<220>
<223> N-mero

<400> 64
acatggcatg gatgaactat a

<210> 65
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> N-mero

<400> 65
aattgacact aaagtgtccg a

<210> 66
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> N-mero

<400> 66
ttcctggtta aattcaggect g

<210> 67
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> N-mero

<400> 67
agattcatta aaattttatg a

<210> 68
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> N-mero

<400> 68
taggggctat tttcttatta a

<210> 69
<211> 21

ES 2993016 T3

56

21

21

21

21

21
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> N-mero

<400> 69
aaagatgagt aaaggagaag a

<210> 70
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> N-mero

<400> 70
aattcttgtt gaattagatg g

<210> 71
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> N-mero

<400> 71
ctctgtcagt ggagagggtg a

210> 72
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> N-mero

<400> 72
acttaccctt aaatttattt g

<210> 73
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> N-mero

<400> 73
tccatggcca acacttgtca ¢

ES 2993016 T3

57

21

21

21

21

21
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<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ES 2993016 T3

74
21
ADN
Secuencia artificial

N-mero

74

atgcttttca agatacccag a

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

75
21
ADN
Secuencia artificial

N-mero

75

tttcaagagt gccatgcccg a

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

76
21
ADN
Secuencia artificial

N-mero

76

tatattttac aaagatgacg g

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

77
21
ADN
Secuencia artificial

N-mero

77

agtcaagttt gaaggtgata ¢

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

78
21
ADN
Secuencia artificial

N-mero

78

aaaaggtatt gattttaaag a

58

21

21

21

21

21
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<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ES 2993016 T3

79
21
ADN
Secuencia artificial

N-mero

79

Ccaaaatggaa tacaactata a

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

80
21
ADN
Secuencia artificial

N-mero

80

ggcagacaaa ccaaagaatg g

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

81
21
ADN
Secuencia artificial

N-mero

81

tagacacaac attaaagatg g

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

82
21
ADN
Secuencia artificial

N-mero

82

ttatcaacaa aatactccaa t

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

83
21
ADN
Secuencia artificial

N-mero

59

21

21

21

21
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<400>

83

accagacaac cattacctgt ¢

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

84
21
ADN
Secuencia artificial

N-mero

84

agatcccaac gaaaagagag a

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

85
21
ADN
Secuencia artificial

N-mero

85

tgtaacagct gctgggatta c

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

86
21
ADN
Secuencia artificial

N-mero

86

caaataaatg tccagacttc c

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

87
21
ADN
Secuencia artificial

N-mero

87

acaattacta aattctcagg g

<210>
<211>
212>
<213>

<220>

88
21
ADN
Secuencia artificial

ES 2993016 T3

60
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21

21
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ES 2993016 T3

<223> N-mero

<400> 88
agactttatt tatatattta t

<210> 89
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> N-mero

<400> 89
ataatttatt gatgttatta a

<210> 90
<211> 19
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> N-mero

<400> 90
ataggctact ggagtgtat

<210> 91
<211> 16
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

220>
<223> Cebador de anclaje

<400> 91
gatatcgagt cttaag

<210> 92
<211> 37
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

220>
<223> Producto de ligacidn

<400> 92
gatatcgagt cttaagtaca cacgaataaa agataac

<210> 93
<211> 37
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

61

21

21
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ES 2993016 T3

220>
<223> Producto de ligacidn

<400> 93
gatatcgagt cttaagactt ttcactggag ttgtccc 37

<210> 94
<211> 37
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

220>
<223> Producto de ligacidn

<400> 94
gatatcgagt cttaagcgat gttaatgggc aaaaatt 37

<210> 95
<211> 37
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

220>
<223> Producto de ligacidn

<400> 95
gatatcgagt cttaagaggt gatgcaacat acggaaa 37

<210> 96
<211> 16
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

220>
<223> Oligonucledétido complementario inverso corto

<400> 96
ctatagctca gaattc 16

<210> 97
<211> 42
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

220>
<223> Producto de ligacidén liberado

<400> 97
acttttcact ggagttgtcc caattcttgt tgaattagat gg 42

<210> 98
<211> 41

62
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212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ES 2993016 T3

ADN
Secuencia artificial

Producto de ligacidén liberado

98

aggtgatgca acatacggaa aacttaccct taaatttatt t

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

99
100
ADN
Secuencia artificial

Producto de ligacidn

99

gatatcgagt cttaagtaca cacgaataaa agataacaaa gatgagtaaa ggagaagaac

ttttcactgg agttgtccca attcttgttg aattagatgg

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

100
99
ADN
Secuencia artificial

Producto de ligacidn

100

gatatcgagt cttaagcgat gttaatgggc aaaaattctc tgtcagtgga gagggtgaag

gtgatgcaac atacggaaaa cttaccctta aatttattt

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

101
83
ADN
Secuencia artificial

Producto de ligacidén liberado

101

cgatgttaat gggcaaaaat tctctgtcag tggagagggt gaaggtgatg caacatacgg

aaaacttacc cttaaattta ttt

<210>
<211>
212>
<213>

<220>

102
153
ADN
Secuencia artificial

63

41

60

100

60

99

60

83
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Producto de ligacidn

102

gatatcgagt cttaagtaca cacgaataaa agataacaaa gatgagtaaa ggagaagaac

ttttcactgg agttgtccca attcttgttg aattagatgg cgatgttaat gggcaaaaat

tctctgtcag tggagagggt gaaggtgatg caa

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

103
167
ADN
Secuencia artificial

Producto de ligacidén liberado

103

tacacacgaa taaaagataa caaagatgag taaaggagaa gaacttttca ctggagttgt

cccaattctt gttgaattag atggcgatgt taatgggcaa aaattctctg tcagtggaga

gggtgaaggt gatgcaacat acggaaaact tacccttaaa tttattt

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

104
22
ADN
Secuencia artificial

Secuencia espaciadora de ADN

104

ccatggactc atatgccgtg aa

64

60

120

153

60

120

167

22
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REIVINDICACIONES

1. Un método que comprende:

a) poner en contacto al menos una primera pluralidad de soportes sélidos y al menos una primera pluralidad de
cebadores de anclaje, en condiciones que permiten la unién de un extremo 3’ de al menos un cebador de anclaje
de la al menos una primera pluralidad de cebadores de anclaje a al menos un soporte sé6lido de la al menos una
primera pluralidad de soportes sélidos para producir al menos un primer complejo de cebador de anclaje-sustrato,
en donde los cebadores de anclaje en la primera pluralidad de cebadores de anclaje comprenden al menos un
desoxiuridina en el extremo 5';

b) poner en contacto el al menos un primer complejo de cebador de anclaje-sustrato y al menos una primera
pluralidad de N-meros en condiciones que anexan un extremo 3' del al menos un N-mero de la al menos una
primera pluralidad de N-meros a un extremo 5' del al menos un primer cebador de anclaje-sustrato para producir
al menos un primer complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido, en donde la primera pluralidad de N-meros
comprenden un grupo PO4 en el extremo 5', en donde el grupo PO4 esta unido operativamente a un grupo protector;
c) retirar el grupo protector del menos un primer complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido;

d) poner en contacto el al menos un primer complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido y al menos una
segunda pluralidad de N-meros en condiciones que anexan un extremo 3' del al menos un N-mero de la al menos
una segunda pluralidad de N-meros a un extremo 5' del al menos un primer complejo de cebador de anclaje-
sustrato extendido para producir al menos un primer complejo donante, en donde la segunda pluralidad de N-
meros comprenden un grupo PO4 en el extremo 5', en donde el grupo PO4 esta unido operativamente a un grupo
protector,;

e) poner en contacto al menos una segunda pluralidad de soportes sélidos y al menos una segunda pluralidad de
cebadores de anclaje, en condiciones que permiten la union de un extremo 3' de al menos un cebador de anclaje
de la al menos una segunda pluralidad de cebadores de anclaje a al menos un soporte sélido de la al menos una
segunda pluralidad de soportes solidos para producir al menos un segundo complejo de cebador de anclaje-
sustrato;

f} poner en contacto el al menos un segundo complejo de cebador de anclaje-sustrato y al menos una tercera
pluralidad de N-meros en condiciones que anexan un extremo 3' del al menos un N-mero de la al menos una
tercera pluralidad de N-meros a un extremo 5' del al menos un segundo cebador de anclaje-sustrato para producir
al menos un segundo complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido, en donde el tercer pluralidad de N-meros
comprenden un grupo PO4 en el extremo 5', en donde el grupo PO4 esta unido operativamente a un grupo protector;
g) retirar el grupo protector del menos un segundo complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido;

h) poner en contacto el al menos un segundo complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido y al menos una
cuarta pluralidad de N-meros en condiciones que anexan un extremo 3' del al menos un N-mero de la al menos
una cuarta pluralidad de N-meros a un extremo 5' del al menos un segundo complejo de cebador de anclaje-
sustrato extendido para producir al menos un primer complejo diana, en donde la cuarta pluralidad de N-meros
comprenden un grupo PO4 en el extremo 5', en donde el grupo PO4 esta unido operativamente a un grupo protector

i} liberar al menos una composicion que comprende el al menos un N-mero de la al menos una primera pluralidad
de N-meros y el al menos un N-mero de la al menos una segunda pluralidad de N-meros del al menos un primer
complejo donante para producir al menos un complejo intermedio liberado poniendo en contacto el al menos un
primer complejo donante con una combinacién de uracil ADN glicosilasa y al menos uno de ADN glucosilato-liasa
endonucleasa VI, Endo IV y APE-1; y

j) retirar el grupo protector del al menos un primer complejo diana;

K) poner en contacto el al menos un primer complejo diana y el al menos un complejo intermedio liberado en
condiciones que anexan un extremo 3' del al menos un complejo intermedio liberado a un extremo 5' del al menos
un complejo diana para producir al menos un primer complejo diana extendido,

en donde los cebadores de anclaje de la primera y segunda pluralidades de cebadores de anclaje comprenden un
extremo 5° (ADN) de desoxirribosa, y

en donde los N-meros de la primera, segunda, tercera y cuarta pluralidades de N-meros son N-meros quiméricos
que comprenden un extremo 5’ (ADN) de desoxirribosa y un extremo 3' (ARN) de ribosa.

2. El método de la reivindicacién 1, en donde la anexién:

a) comprende ligacién enzimatica en condiciones que permiten actividad ligasa, preferentemente en donde la
ligacién enzimatica comprende actividad ARN ligasa T4; o

b) comprende ligacion que no es enzimatica.

3. El método de la reivindicaciéon 1 o la reivindicacién 2, que comprende ademas:

a) después de la produccién del al menos un primer complejo de cebador de anclaje-sustrato, retirar al menos un
cebador de anclaje no unido; o

b) después de la produccién del al menos un segundo complejo de cebador de anclaje-sustrato, retirar los
cebadores de anclaje no unidos.

4. El método de la reivindicacion 3, en donde retirar el al menos un cebador de anclaje no unido comprende
actividad exonucleasa, preferentemente en donde la actividad exonucleasa comprende una exonucleasa 5' a 3'
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especifica, preferentemente en donde la exonucleasa 5 a 3’ no puede digerir moléculas del acido nucleico que
comprenden un grupo -OH en 5'.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende ademas:

a) después de producir el al menos un primer complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido, retirar al menos
un N-mero no anexado;

b) después de producir el al menos un primer complejo donante, retirar al menos un N-mero no anexado;

c) después de producir el al menos un segundo complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido, retirar al menos
un N-mero no anexado;

d) después de producir el al menos un primer complejo diana, retirar al menos un N-mero no anexado; o

e) después de producir el al menos un primer complejo diana extendido, retirar al menos un N-mero no anexado.

6. El método de la reivindicaciéon 5, en donde retirar el al menos un N-mero no anexado comprende actividad
exonucleasa, preferentemente en donde la exonucleasa comprende una exonucleasa 5' a 3' especifica,
preferentemente en donde la exonucleasa 5' a 3' no puede digerir moléculas del acido nucleico que comprenden
a 5' grupo -OH.

7. El método de la reivindicacion 4 o reivindicacién 6, en donde la exonucleasa 5' a 3' comprende una exonucleasa
lambda, una exonucleasa XRN-1 o0 una combinacién de las mismas.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la al menos una primera pluralidad
de N-meros, la al menos una segunda pluralidad de N-meros, la al menos una tercera pluralidad de N-meros, la al
menos una cuarta pluralidad de N-meros o cualquier combinacion de las mismas comprende(n) al menos un N-
mero que comprende un grupo OH en el extremo 3'y el extremo 5' del N-mero.

9. El método de la reivindicaciéon 8, que comprende ademas,

a) después de producir el al menos un primer complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido y antes poner en
contacto el al menos un primer complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido con al menos una segunda
pluralidad de N-meros, anexar un grupo POs al extremo 5' del al menos un N-mero de la al menos una primera
pluralidad de N-meros;

b) después de producir el al menos un segundo complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido y antes poner
en contacto el al menos un segundo complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido y al menos una cuarta
pluralidad de N-meros, anexar un grupo POa al extremo 5' del al menos un N-mero de la al menos una tercera
pluralidad de N-meros; o

c) antes de poner en contacto el al menos un primer complejo diana y el al menos un complejo intermedio liberado,
anexar un grupo POg4 al extremo 5' del al menos un N-mero de la al menos una cuarta pluralidad de N-meros,
preferentemente en donde anexar un grupo PO4 comprende:

i}y fosforilacion enzimatica, preferentemente en donde fosforilacion enzimatica comprende actividad T4
polinucleétido cinasa; o

iiy fosforilacién no enzimatica.

10. ElI método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el grupo protector comprende
fosfato de 4,4'-dimetoxitritilo.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende ademas:

a) después de producir el al menos un primer complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido y antes de
producir el al menos un primer complejo donante, adenilar el extremo 5' del al menos un primer complejo de
cebador de anclaje-sustrato extendido;

b) después de producir el al menos un segundo complejo de cebador de anclaje-sustrato extendido y antes de
producir el al menos un primer complejo diana, adenilar el extremo 5' del al menos un segundo complejo de cebador
de anclaje-sustrato extendido;

c) antes de producir el al menos un primer complejo diana extendido, adenilar el extremo 5' del al menos un primer
complejo diana,

preferentemente en donde adenilar comprende:

a) actividad enzimatica, preferentemente en donde la actividad enzimatica comprende actividad ARN ligasa Mth; o
b) actividad no enzimatica.

12. Una molécula del acido nucleico producida segun el método de una cualquiera de las reivindicaciones
precedentes.

66



ES 2993016 T3

1 einsi

SOIBUW-N 8
S8 GT 8p BIIUN UCITBUIGLIOT

slejoure ap saiopegad
uod soplos seyiodog

Z
Z
%
.M%
%

%
S
%

\\\\\‘”’“?g\\

&

&

% b

SeJ1J}19WO0a3 SISaUIS

67



ES 2993016 T3

¢ eindi

_..,,_.,_,8M,S:o.ﬁ.ﬁ.ﬁ._.o.«.o.w.o._.u._.u,..o,SSu.m.o,ﬂ.u,SBS._.o.SSm@\ 57 0N 01038 ‘a
pad B B £ UD UOIN Bjtad 8] £ g 1 LoWN
Yo ON QD “
£ NLOLDIDIDIDLIDIDLOLOLOLOLOLOIOLDLDLOLD101040101010.0M10lio -
| LIV JLOENEIL L L e ON QIS
-kt QHSSoSSSEEBSSEm@@mwg \\w .,_w YOOLOYOY LIS T ON DS d
gpad Bl 2 ,¢ Ud UDIUN
w%ME epad ﬁ G ua uoin
] | S
S-DIVOVEY D LOVOVOYYYOOVYYODD It ON QI DS @\%
S OVLOLDIDYELOLIDLLIDDLLIODDOLOLDLOLDLDIDIDLIDOIDIDLIDLIDLIOMIDILD cemmenssmnins v
4 07 :ON QI DS

G A € us uoisuaixa esed ojdwals sp afejpue ap salopeqa)

68



ES 2993016 T3

eingi
e WYL m n_

.&\ru LE SR

F0F 2 G

Wwﬁw oy \.@;,“

A \\.. i

LR

EIEY

Tonen

\«vV. ﬂw ~fa«\f\ v
FIGIN

Wy
2%;
i

s AL
£
Yol

RN

T W tbdand

.ﬁh« ,wo

9% ‘ON G D38

SIS b OE LAY L A, P
Bididd LML 2Ly

,
, .,m e e

gi«\?

vy 0 f, sl! Snf 'y ¢ ATV YI Ny s \.,

i mm»w\\a IR [ S .A m\\r A mw\ 3
Py Ty TRy

\":wu,m Fr A SiwnCuaLly I

ST LIS LB
WY wx{«v\v S%G
\‘(w\\ WhIE 1L

w LY

5

=
™

3

34 17y
A a
IO T Qwﬁ»% ?«‘\\9
Tfﬁ\(o\xﬁ }

&3

H

ks

¢ QE.%

Fudhad

YA
N& k4 w.\\.. o {Jﬂ(

23
=

TR

PERYONBIVOLO0 1,
LIVAOIDOINLIGINGD oY L o
DOLOLUOONIRLLN TE nosiye vt% 19 \,gé@&%uw%tﬁ«@:w,\,&\w,@\

VBl WVIVOWWWIVYOIWIYOYL  LvEl LAy Q e A )
(066558 1 G35 . sm5eid op CynfiaD  {o9-LON G BlE) e, sEvEd ap oyunfias seraidion P> B0 BRIONbEY 3P (d40) AFIRRION] BpIan FUIROI 2P WINKY | S6C621<

g 'y
J0OJ0O UB BPEIISOW BUBIP BIDUSNIAS ‘40 dp SISDIUIS ap uoidelisowa(

it
peai i

mEmF%ﬁu:uﬁB«
YO0 LG

Lhinbidd

&7
¥

IR N AN
3(\:%.\..(. .w»}\ 2%

69



ES 2993016 T3

EOWLYOYYYYLYYDOYOVOVIOVYLLD 55

t eindi

dip  ox3 esedn pyel, 80 v
OSSO OO L LD . AI.. Al AI._M&@%%@M YOYYIRIYRLOY g S + EOWYLLD
560N Q1038 . 050N QIDIS
di3  ox3 esesn Evi

£yel e

4 4 ROWLIO

o]
e

6 ON Q1038 6% ‘0N Q1038

di>  ox3 esedn Zvel &g
s G e E O DONGLINOOIIVILLIIN DS 4 EOWLLDS
87 ‘ON G103

£ O00IDLVODLIOVRLILLOMOWLLY S
£6 <ON Q1035

di3  oxg esedn el 8 170N Q1 D35 Wi

s, A A SOV SOV IVOVLPOAS S OVLLD
V0N GID3S

uoIDESI| BIBWIIG 1€ UD BI1II2WOB3 SISIUIS 3P OPOIBN

6 ONQID3S

70



ES 2993016 T3

¢ 2indiy

ZLoNgiDIs  PYEL A
ox3 eseSn TOELLVILVWLONINDM + A

. e mﬁ%@ﬁ%ﬁmﬁ%}mmﬁ&gs

BYOd-LLIVLLIWY L 0DV L OYWYYaO DY LYY ODLYOLO0YOWYLLD
560N Q1D

TLoNainIs VL 80 oVl
0XJ mmmmmdmém SUHFNOBLNGIBINDT04S 4

YDA ONDDBY 3L
¥6 10N QI D3S

0z N aI03s 2va: 5
mxmmmmms\m%:.

LYO03IBLLOYODEOYILLLLYOVYLLD e S IRSUDYOIVALLLIONALD

L

did  0xX3

2 Y LYOTY YOO VDY LWL - < -

uolesd|| epundas ;€ U BI1IIPW 033 SIS9IUIS 3P OPOIBIN

71



ES 2993016 T3

g eingdi4

e - 26 ON I D35 PV L
AN SOLIWVOYIL0Y .
S0 LLIYLLIVWYLLYIOY LLOVYVYOOOVLYIVYIOLYOLIOYH0d S atfommmmmnns £'0dl- LLIVLLIVYYLIO00Y LLOWYYOIOY LYOVYODLYOLODYOVYLIOLOVOS:
86 10N €I 035 f ss:0n aroas
£Vl
EYDIDSOYDYIOLDYISIID)
AT
: LIADLIGLELYAO00LDLIOYODLOVILLLLOV OGS e 577520 555 65 [0 910001 OLLOVOD LOVOLLLIOVOVYLEDLOVAY .
16 1ON a_dmm 1 50N aro3s

YOV IVOVYWIVYOOVIYOVIOWLLD O
Z6 Dz m_ .Dmm

a140dos [9p uoloeIaqI] ;€ U BD1J1DWODS SIS2IUIS 2P OPOIdIN

72



ES 2993016 T3

[ eandiyg

10108 G D35
IR T s e b e g e

07 O 01035 | wonoion

. L..W‘msm. {‘%
A LE LR L LU e L IR e IR S0 L s Qmﬁrﬁm}mﬁ
860N G D #4950 -
PO LIV R R e B s + :
S A L L

Q:ﬂ.&ﬁm IR 4T o

IO R LS,
26 ONGIDES

uotoesaqgl] A uoesi| '€ 1€ US BD1I1DWOD3 SIS91UIS 8P OPOIBIA

# " *

73



ES 2993016 T3

Q einsi

EOTON QLU3s
A L Y DO K B L O D A DI 0D SR LV L

~ 201ON QDS h 960N QI dmm
S0d LALLM STV
gk IR S BN a2 ; RN IO LE Y

!

0X3 101 0N Q1035 AR
£10d- LY LI OO0V L DY R oYL YD DO VDL OONYRL 0OV OR IO DIBEDI0L 1oy

SRS 001 S VOO OYOLLLIOY:
66 ON Q1 D35

A K
\\k

esedr s

L\\\

uolelaql| A uolun g’y ;€ US BOIIIDWOAE SISDIUIS Bp OPOIBIN

YN DY 04S

74



ES 2993016 T3

& eingdi

- X a3 Z 0o

9 xT

LR+ T T 4 S £ R T

¥Z E8

e AT, w\.! .., s \.\.e \\.i Vet .,.._.
«M\ ,,{m % w é\l s LA f:\
w.\le . 24 \&j \\-}\\\i \\af..,

-t Tfk f\ (NP L A M.‘. s,\
uﬁ.... \.\:.av u,\\)z \\).. \sf.\ \.)
%, ..w VAN 2% S
“.i\\... \},\ \\ / \\r/.r %&.}.n »\; \x
Sl A F{ WL
VOIS
(NP AN 2P AY

N

o

RS,

o N g, g e,
H { 7
«.,.c\\w m.).(.\ Yot

R
’
Y
£
X
o~

§

\

LI kA
allelilididid ool b
SIS INIPIS /
et B e St it Y d i Y H
S80S IaIelS J
il N AL NI

£ WA AR A e

IO ?\:,.

i Ryl S i Y N e NP

LW AL S g \m

et f{\ ol b,

slelelelelelolet 1 oaladid ap
SojuaIWIAOW
A seoe|d ap

uoisodsiq

75



ES 2993016 T3

0T eindi4

m,
saseq 96

"ZoA Biad

qd pg ap uppisodiadng 10d SEPIUIND BOUBNIBS B] 8P $B5€Y
3
5 £ g oGy adgno upisodiadns ap gd $z uoa

SOPID 7 U SOIDU-¢ LoD opeiausd oun
epex ‘soysandisdns sojuawdes) sg

saseq Qp
3lepue sp Jjopegad
{3 U3 U0 AP SEPUD 50(]
q O—Umu N D—Umu .M Q—u WU \ it e ;.\..‘\,«u.k.x\\;f,.,\m

S5 MD 96 4 v

L O e -
—r

€ /.G 9p SISIUIS-0))

76



ES 2993016 T3

1T eandy
LoR3l ap soling
esesBuod Bp UoBURIXY
£ UB PRUIBI0038 SISBILLS B ap solsuifely

G ua eouyawoad ssajun e op sojuawie]

jeul 0)anpoid un 2isuad A uoedy sp opindas Ssucinsodasdng

e Ug ¢ SOWBLIXS 50| Bp Mied B epRGSD NY Sp SISBIUIE ‘UDDepLIgiH

, 194 eiawiid J0d SEDIURIGO BIDUBNDAS

ap sased poE z axand uopsodiadng op qd pz 1) sosBw-G ap ied B

sopesausi soysandiadns sojuawdesg s195Pa1p uod ‘g’

5 BP SISBIUS-07)

L3

uomedn

UQREPLGIH e

73
e

77



ES 2993016 T3

Sintesis geométrica con transposasa
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Tratamiento con desader

Figura 2
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Base en el extremo 5

Figura 27
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