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DESCRIPCION
Secuenciacion sin enzimas y sin amplificacion
Remisién a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud de provisional de Estados Unidos n.® 62/082.883, presentada el 21
de noviembre de 2014.

Lista de secuencias

La presente solicitud contiene una lista de secuencias que se ha presentado en formato ASCIl mediante EFS-Web y
se incorpora por la presente por referencia en su totalidad. Dicha copia ASCII, creada el 19 de noviembre de 2015, se
denomina NATE-025_ST25.1xt y es de 20 860 bytes de tamano.

Antecedentes de la invencién

Actualmente hay una diversidad de métodos para secuenciacién de acidos nucleicos, es decir, el proceso de
determinar el orden preciso de nucleétidos dentro de una molécula de &cido nucleico. Los métodos actuales requieren
amplificar un acido nucleico enzimaticamente, por ejemplo, PCR, y/o por clonacién. Se requieren polimerizaciones
enzimaticas adicionales para producir una sefial detectable por un medio de deteccion con luz. Dichas etapas de
amplificacion y polimerizacién son costosas y/o requieren mucho tiempo. La publicacién internacional W0O2013055995
se refiere a secuenciacion mediante ensamblaje de estructuras. Por tanto, hay una necesidad en la técnica de un
método de secuenciacion de acidos nucleicos que sea sin amplificacion y sin enzimas. La presente invencion aborda
estas necesidades.

Compendio de la invencion

La presente invencién se define en las reivindicaciones adjuntas. La presente divulgacion se refiere a sondas de
secuenciacion, métodos, kits y aparatos que proporcionan secuenciacién de acidos nucleicos sin enzimas, sin
amplificacion y sin colecciones que tiene longitudes de lectura largas y con baja tasa de error. Ademas, los métodos,
kits y aparatos tienen una capacidad de muestreo a respuesta rapida. Estos rasgos caracteristicos son particularmente
utiles para secuenciaciéon en un entorno clinico.

En la presente memoria se divulgan sondas de secuenciacion que comprenden un dominio de unién a la diana y un
dominio de cédigo de barras. El dominio de unién a la diana y el dominio de cédigo de barras pueden estar unidos de
forma funcional, por ejemplo, unidos covalentemente. Una sonda de secuenciacion opcionalmente comprende un
espaciador entre el dominio de unién a la diana y el dominio de cédigo de barras. El espaciador puede ser cualquier
polimero con propiedades mecanicas apropiadas, por ejemplo, un espaciador de ADN mono- o bicatenario (de 1 a
100 nucledtidos, por ejemplo, de 2 a 50 nucleotidos). Ejemplos no limitantes de espaciadores de ADN bicatenarios
incluyen las secuencias cubiertas por SEQ ID NO: 25 a SEQ ID NO: 29.

El dominio de unidn a la diana comprende al menos cuatro nucleétidos (por ejemplo, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12 0 mas)
y puede unirse a un acido nucleico diana (por ejemplo, ADN, ARN y APN). El dominio de cédigo de barras comprende
una cadena principal sintética, teniendo el dominio de c6digo de barras al menos una primera posiciéon que comprende
una o mas regiones de fijacion. El dominio de codigo de barras puede tener una, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete,
ocho, nueve, diez, once, doce 0 mas posiciones; teniendo cada posicién una o0 mas (por ejemplo, de una a cincuenta)
regiones de fijacién; cada region de fijacion comprende al menos una (es decir, de una a cincuenta, por ejemplo, de
diez a treinta copias de una o méas secuencias de acido nucleico) que puede unirse de forma reversible a una molécula
de acido nucleico complementaria (ARN o ADN). Determinadas posiciones en un dominio de codigo de barras pueden
tener mas regiones de fijacion que otras posiciones; como alternativa, cada posicién en un dominio de codigo de barras
tiene el mismo numero de regiones de fijacion. La secuencia de &cido nucleico de una primera region de fijacion
determina la posicién e identidad de un primer nucleétido en el acido nucleico diana que se une mediante un primer
nucleétido del dominio de unién a la diana, mientras que la secuencia de acido nucleico de una segunda regién de
fijacién determina la posicion e identidad de un segundo nucleétido en el &cido nucleico diana que se une mediante
un segundo nucleétido del dominio de unién a la diana. Asimismo, la secuencia de acido nucleico de una sexta region
de fijacion determina la posicién e identidad de un sexto nucleétido en el &cido nucleico diana que se une mediante
un sexto nucleétido del dominio de unién a la diana. En realizaciones, la cadena principal sintética comprende un
polisacarido, un polinucleétido (por ejemplo, ADN o ARN mono- o bicatenario), un péptido, un &cido peptidonucleico o
un polipéptido. El numero de nucleétidos en un dominio de unién a la diana es igual a o es mayor de (por ejemplo, 1,
2, 3, 4 0 mas) el numero de posiciones en el dominio de cédigo de barras. Cada region de fijacion en una posicién
especifica del dominio de codigo de barras puede incluir una copia de la misma secuencia de acido nucleico y/o
multiples copias de la misma secuencia de acido nucleico. Sin embargo, una regién de fijacion incluira una secuencia
de acido nucleico diferente de una region de fijacion en una posicion diferente del dominio de cédigo de barras, incluso
cuando ambas regiones de fijacion identifican el mismo tipo de nucleétido, por ejemplo, adenina, timina, citosina,
guanina, uracilo y analogos de los mismos. Una regién de fijacién puede ligarse a un monémero modificado, por
ejemplo, un nucleétido modificado, en la cadena principal sintética, creando de ese modo una ramificacion con
respecto a la cadena principal. Una region de fijacién puede formar parte de una secuencia polinucleotidica de la
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cadena principal. Una o més regiones de fijacion pueden estar adyacentes a al menos un polinucleétido monocatenario
flanqueante, es decir, una region de fijacién puede unirse de forma funcional a un polinucle6tido monocatenario
flanqueante 5' y/o a un polinucleétido monocatenario flanqueante 3'. Una region de fijacion con o sin uno o dos
polinucleétidos monocatenarios flanqueantes puede hibridarse con una molécula de acido nucleico de hibridacion que
carece de un marcador detectable. Una molécula de acido nucleico de hibridacién que carece de un marcador
detectable puede ser entre aproximadamente 4 y aproximadamente 20 nucle6tidos de longitud, por ejemplo, de 12
nucleétidos o mas larga.

Una region de fijacién puede unirse mediante un acido nucleico complementario que comprende un marcador
detectable. Cada &cido nucleico complementario puede comprender un marcador detectable.

Como alternativa, una region de fijacion puede unirse mediante un acido nucleico complementario que forma parte de
un complejo indicador (que comprende marcadores detectables). Un acido nucleico complementario (que comprende
un marcador detectable o de un complejo indicador) puede ser entre aproximadamente 4 y aproximadamente 20
nucleétidos de longitud, por ejemplo, aproximadamente 8, 10, 12 y 14 nucleétidos o mas. En un complejo indicador,
un acido nucleico complementario se liga (directamente o indirectamente) a una molécula de acido nucleico primaria.
Un &cido nucleico complementario puede ligarse indirectamente a una molécula de acido nucleico primaria mediante
un conector de &cido nucleico mono- o bicatenario (por ejemplo, un polinucleétido que comprende de 1 a 100
nucleétidos). Un &cido nucleico primario se hibrida con uno o mas (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6,7, 8, 9, 10 0 mas)
acidos nucleicos secundarios. Cada acido nucleico secundario se hibrida con uno o mas (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8,9, 10 o mas) acidos nucleicos terciarios; los acidos nucleicos terciarios comprenden uno o mas marcadores
detectables. Uno o cada acido nucleico secundario puede comprender una regién que no hibrida con una molécula de
acido nucleico primaria y no hibrida con una molécula de &cido nucleico terciaria (un "mango adicional"); esta region
puede ser de cuatro o mas (por ejemplo, de aproximadamente 6 a aproximadamente 40, por ejemplo,
aproximadamente 8, 10, 12 y 14) nucleétidos de longitud. La regién que no hibrida con una molécula de acido nucleico
primaria y no hibrida con una molécula de &cido nucleico terciaria puede comprender la secuencia de nucledtidos de
la molécula de acido nucleico complementaria que se liga a la molécula de acido nucleico primaria. Esta region puede
estar localizada cerca del extremo del &cido nucleico secundario distal a su extremo que hibrida con el acido nucleico
primario. Al tener "mangos adicionales” que comprenden la secuencia de nucle6tidos del acido nucleico
complementario, se aumenta enormemente la probabilidad y velocidad a la que un complejo indicador se une a una
sonda de secuenciacion. En cualquier realizacion o aspecto de la presente divulgacién, cuando un complejo indicador
comprende "mangos adicionales”, el complejo indicador puede hibridar con una sonda de secuenciacién mediante el
acido nucleico complementario del complejo indicador o mediante el "mango adicional". Por tanto, por ejemplo, la
expresion "unir a la primera regién de fijacién... una primera molécula de acido nucleico complementaria de un primer
complejo indicador" se entenderia de acuerdo con su significado sencillo y también se entenderia que significa "unir a
la primera region de fijacion... un "mango adicional" de un primer complejo indicador".

En realizaciones, las expresiones "dominio de codigo de barras" y "cadena principal sintética" son sindnimas.

En la presente memoria se divulga un método para secuenciar un acido nucleico usando una sonda de secuenciacion
de la presente invencién. El método comprende las etapas de: (1) hibridar al menos una sonda de secuenciacion, de
la presente invencién, con un &cido nucleico diana que se inmoviliza (por ejemplo, en una, dos, tres, cuatro, cinco,
seis, siete, ocho, nueve, diez 0 mas posiciones) en un sustrato; (2) unir a la primera region de fijacion una primera
molécula de acido nucleico complementaria (ARN o ADN) que tiene un marcador detectable (por ejemplo, un marcador
fluorescente) o una primera molécula de &acido nucleico complementaria de un primer complejo indicador que
comprende marcadores detectables (por ejemplo, marcadores fluorescentes); (3) detectar el uno 0 mas marcadores
detectables, y (4) identificar la posicion e identidad del primer nucleétido en el acido nucleico diana inmovilizado.
Opcionalmente, el &cido nucleico diana inmovilizado se elonga antes de unirse por la sonda. El método comprende
ademas las etapas de: (5) poner en contacto la primera regién de fijacién (con o sin uno o dos polinucleétidos
monocatenarios flanqueantes) con una primera molécula de &cido nucleico de hibridaciéon que carece de un marcador
detectable, soltando de ese modo la primera molécula de acido nucleico complementaria que tiene un marcador
detectable o la primera molécula de acido nucleico complementaria de un primer complejo indicador que comprende
marcadores detectables y unir a, al menos, la primera regién de fijacion un primer &cido nucleico de hibridacion que
carece de un marcador detectable; (6) unir a la segunda region de fijacion una segunda molécula de &cido nucleico
complementaria que tiene un marcador detectable o una molécula de acido nucleico complementaria de un segundo
complejo indicador que comprende marcadores detectables; (7) detectar el uno o mas marcadores detectables; y (8)
identificar la posicién e identidad del segundo nucleétido en el acido nucleico diana inmovilizado. Las etapas (5) a (8)
se repiten hasta que cada nucleétido en el acido nucleico diana inmovilizado y correspondiente al dominio de unién a
la diana se ha identificado. Las etapas (5) y (6) pueden producirse simultaneamente o secuencialmente. Cada (por
ejemplo, primera, segunda, tercera, cuarta, quinta, sexta, séptima, octava, novena, décima o superior) molécula de
acido nucleico complementaria (que tiene un marcador detectable o parte de un complejo indicador) tiene la misma
secuencia de acido nucleico que su correspondiente (es decir, primera, segunda, tercera, cuarta, quinta, sexta,
séptima, octava, novena, décima o superior) molécula de acido nucleico de hibridacién que carece de un marcador
detectable. El acido nucleico diana se inmoviliza en un sustrato por unién de una primera posicién y/o segunda posicién
del acido nucleico diana con una primera y/o una segunda sonda de captura; cada sonda de captura comprende una
marca de afinidad que se une selectivamente a un sustrato. La primera y/o segunda posicién pueden estar en o cerca
de un extremo de un acido nucleico diana. El sustrato puede ser cualquier soporte sélido conocido en la técnica, por
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ejemplo, un portaobjetos recubierto y dispositivo de microfluidos (por ejemplo, recubierto con estreptavidina). Otras
posiciones que estan localizadas distantes de un extremo de un acido nucleico diana pueden unirse selectivamente al
sustrato. El acido nucleico puede elongarse aplicando una fuerza (por ejemplo, gravedad, fuerza hidrodinamica, fuerza
electromagnética, estiramiento fluido, una técnica de menisco menguante y combinaciones de los mismos) suficiente
para prolongar el acido nucleico diana.

En la presente memoria se divulga un método para secuenciar un acido nucleico usando una poblacién de sondas de
la presente invencién o una pluralidad de poblaciones de sondas de la presente invencion. EI método comprende las
etapas de: (1) hibridar una primera poblacion de sondas de secuenciacion (de la presente invencién) con un acido
nucleico diana que se inmoviliza en un sustrato (deshibridando, cada sonda de secuenciacién en la primera poblacion,
del &cido nucleico diana inmovilizado en aproximadamente las mismas condiciones, por ejemplo, nivel de agente
caotropo, temperatura, concentracion salina, pH y fuerza hidrodinamica); (2) unir una pluralidad de primeras moléculas
de acido nucleico complementarias que tienen cada una un marcador detectable o una pluralidad de primeras
moléculas de &cido nucleico complementarias de una pluralidad de primeros complejos indicadores, comprendiendo
cada complejo marcadores detectables, a una primera region de fijacién en cada sonda de secuenciacién en la primera
poblacién; (3) detectar el uno o mas marcadores detectables; (4) identificar la posicién e identidad de una pluralidad
de primeros nucle6tidos en el acido nucleico diana inmovilizado hibridado mediante sondas de secuenciacion en la
primera poblacion; (5) poner en contacto cada primera regién de fijacién de cada sonda de secuenciacién de la primera
poblacién con una pluralidad de primeras moléculas de acido nucleico de hibridacién que carecen de un marcador
detectable, soltando de ese modo las primeras moléculas de acido nucleico complementarias que tienen un marcador
detectable o de un complejo indicador y unir a cada primera region de fijacién una primera molécula de acido nucleico
de hibridacién que carece de un marcador detectable; (6) unir una pluralidad de segundas moléculas de acido nucleico
complementarias que tienen cada una un marcador detectable o una pluralidad de segundas moléculas de acido
nucleico complementarias de una pluralidad de segundos complejos indicadores, comprendiendo cada complejo
marcadores detectables, a una segunda region de fijacién en cada sonda de secuenciacion en la primera poblacion;
(7) detectar el uno o mas marcadores detectables; y (8) identificar la posicién e identidad de una pluralidad de
segundos nucleétidos en el acido nucleico diana inmovilizado hibridado mediante sondas de secuenciacién en la
primera poblacion. En la etapa (9), las etapas (5) a (8) se repiten hasta que cada nucleétido en el &cido nucleico diana
inmovilizado y correspondiente al dominio de union a la diana de cada sonda de secuenciacién en la primera poblacién
se ha identificado. Las etapas (5) y (6) pueden producirse simultdneamente o secuencialmente. De ese modo, el orden
lineal de nucle6tidos se identifica para regiones del acido nucleico diana inmovilizado que hibridaron mediante el
dominio de unién a la diana de sondas de secuenciacién en la primera poblaciéon de sondas de secuenciacion.

En realizaciones, cuando se usa una pluralidad de poblaciones (es decir, mas de una poblacién) de sondas, el método
comprende ademas las etapas de: (10) deshibridar cada sonda de secuenciacion de la primera poblacién del acido
nucleico; (11) retirar cada sonda de secuenciacion deshibridada de la primera poblacion; (12) hibridar al menos una
segunda poblacién de sondas de secuenciacion de la presente invencion, donde cada sonda de secuenciacion en la
segunda poblacion se deshibrida del acido nucleico diana inmovilizado en aproximadamente las mismas condiciones
y se deshibrida del acido nucleico diana inmovilizado en diferentes condiciones de las sondas de secuenciacién en la
primera poblacion; (13) unir una pluralidad de primeras moléculas de acido nucleico complementarias que tienen cada
una un marcador detectable o una pluralidad de primeras moléculas de acido nucleico complementarias de una
pluralidad de primeros complejos indicadores, comprendiendo cada complejo marcadores detectables, a una primera
region de fijacion en cada sonda de secuenciacion en la segunda poblacién; (14) detectar el uno 0 mas marcadores
detectables; (15) identificar la posicion e identidad de una pluralidad de primeros nucleétidos en el &cido nucleico diana
inmovilizado hibridado mediante sondas de secuenciacion en la segunda poblacion; (16) poner en contacto cada
primera region de fijacion de cada sonda de secuenciacion de la segunda poblacion con una pluralidad de primeras
moléculas de acido nucleico de hibridacién que carecen de un marcador detectable, soltando de ese modo las primeras
moléculas de acido nucleico complementarias (que tienen un marcador detectable o de un complejo indicador) y unir
a cada primera region de fijacion una primera molécula de acido nucleico de hibridacion que carece de marcador
detectable; (17) unir una pluralidad de segundas moléculas de acido nucleico complementarias que tienen cada una
un marcador detectable o una pluralidad de segundas moléculas de acido nucleico complementarias de una pluralidad
de segundos complejos indicadores, comprendiendo cada complejo marcadores detectables, a una segunda region
de fijacién en cada sonda de secuenciacién en la segunda poblacién; (18) detectar el uno o mas marcadores
detectables; (19) identificar la posicion e identidad de una pluralidad de segundos nucleétidos en el acido nucleico
diana inmovilizado hibridado mediante sondas de secuenciacion en la segunda poblacion; y (20) repetir las etapas
(16) a (19) hasta que el orden lineal de nuclettidos se ha identificado para regiones del acido nucleico diana
inmovilizado que se hibridaron mediante el dominio de unién a la diana de sondas de secuenciacion en la segunda
poblacién de sondas de secuenciacion. Las etapas (16) y (17) pueden producirse simultaneamente o secuencialmente.

Cada sonda de secuenciacion en la segunda poblacién puede deshibridarse del &cido nucleico diana inmovilizado en
una condicion diferente (por ejemplo, una temperatura mayor, nivel mayor de agente ca6tropo, mayor concentracion
salina, mayor caudal y diferente pH) que la condicién promedio para la que las sondas de secuenciacion en la primera
poblacion se deshibridaran del acido nucleico diana.

Sin embargo, cuando se usan mas de dos poblaciones de sondas, entonces las sondas en dos poblaciones
secuenciales pueden deshibridarse en diferentes condiciones y las sondas en poblaciones no secuenciales pueden
deshibridarse en condiciones similares. Como un ejemplo, las sondas en una primera poblacion y tercera poblacion
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pueden deshibridarse en condiciones similares. En realizaciones, poblaciones secuenciales de sondas deshibridadas
en condiciones cada vez mas rigurosas (por ejemplo, mayores niveles de agente caotropo, concentracion salina y
temperatura). Para un dispositivo de microfluidos, usando la temperatura como ejemplo, una primera poblacién de
sondas puede permanecer hibridada a una primera temperatura, pero se deshibridara a una segunda temperatura,
que es mayor que la primera. Una segunda poblacion de sondas puede permanecer hibridada a la segunda
temperatura, pero se deshibridara a una tercera temperatura, que es mayor que la segunda. En este ejemplo, las
soluciones (que comprenden reactivos requeridos por el presente método) que fluyen sobre un acido nucleico diana
para poblaciones de sondas iniciales estan a una temperatura menor que las soluciones que fluyen sobre el acido
nucleico diana para posteriores poblaciones de sondas.

En algunas realizaciones, después de haber usado una poblacion de sondas, la poblacion de sondas se deshibrida
del acido nucleico diana y se usa una nueva alicuota de la misma poblacion de sondas. Por ejemplo, después de
haber hibridado, detectado y deshibridado una primera poblaciéon de sondas, se hibrida una alicuota posterior de la
primera poblacion de sondas. Como alternativa, como ejemplo, una primera poblaciéon de sondas puede deshibridarse
y remplazarse con una segunda poblacion de sondas; una vez se ha detectado y deshibridado la segunda poblacién,
se hibrida una posterior alicuota de la primera poblacion de sondas con el acido nucleico diana. Por tanto, una sonda
en la posterior poblacion puede hibridar con una regién del acido nucleico diana que se habia secuenciado
previamente (obteniendo de ese modo informacion de secuencia redundante y/o de confirmacién) o una sonda en la
posterior poblacion puede hibridar con una regién del acido nucleico diana que no se habia secuenciado previamente
(obteniendo de ese modo nueva informacion de secuencia). Por consiguiente, puede volver a dividirse en alicuotas
una poblaciéon de sondas cuando una lectura previa fue insatisfactoria (por cualquier razén) y/o para mejorar la
precision de la alineacion resultante de las lecturas de secuenciacion.

Las sondas que hibridan y se deshibridan en condiciones similares pueden tener longitudes similares de su dominio
de unién a la diana, contenido de GC o frecuencia de bases repetidas y combinaciones de los mismos. Las relaciones
entre Tm y longitud de un oligonucle6tido se muestran, por ejemplo, en Sugimoto et al., Biochemistry, 34, 11211-6.

Cuando se usan mas de dos poblaciones de sondas, las etapas, como se describe para la primera y segunda poblacién
de sondas de secuenciacion, se repiten con poblaciones adicionales de sondas (por ejemplo, de 10 a 100 a 1000
poblaciones). El nimero de poblaciones de sondas usadas dependera de una diversidad de factores, incluyendo,
aunque sin limitacién, el tamafio del &cido nucleico diana, el nimero de sondas peculiares en cada poblacién, el grado
de solapamiento entre sondas de secuenciacion deseadas, y el enriquecimiento de sondas para regiones de interés.

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

Una poblacién de sondas de secuenciacion puede compartimentarse en combinaciones mas pequefas diferenciadas
de sondas de secuenciacion. La compartimentacion puede basarse en la temperatura de fusion prevista del dominio
de unién a la diana en las sondas de secuenciacion y/o en el motivo de secuencia del dominio de unién a la diana en
las sondas de secuenciacién. La compartimentacion puede basarse en normas obtenidas empiricamente. Las
diferentes combinaciones de sondas de secuenciacion pueden hacerse reaccionar con el acido nucleico diana usando
diferentes condiciones de reaccion, por ejemplo, basadas en la temperatura, la concentracién salina y/o el contenido
de tampédn. La compartimentacion puede realizarse para cubrir el acido nucleico diana con cobertura uniforme. La
compartimentacion puede realizarse para cubrir el &cido nucleico diana con un perfil de cobertura conocido.

Las longitudes de los dominios de union a la diana en una poblacién de sondas de secuenciacion pueden reducirse
para aumentar la cobertura de las sondas en una regién especifica de un &cido nucleico diana. Las longitudes de los
dominios de unién a la diana en una poblaciéon de sondas de secuenciacion pueden aumentarse para disminuir la
cobertura de las sondas en una regién especifica de un acido nucleico diana, por ejemplo, hasta por encima del limite
de resolucion del aparato de secuenciacion.

Como alternativa o adicionalmente, la concentracién de las sondas de secuenciacién en una poblacién puede
aumentarse para aumentar la cobertura de las sondas en una region especifica de un &cido nucleico diana. La
concentracién de las sondas de secuenciacién puede reducirse para disminuir la cobertura de las sondas en una
region especifica de un acido nucleico diana, por ejemplo, hasta por encima del limite de resolucién del aparato de
secuenciacion.

Los métodos para secuenciar un acido nucleico comprenden ademas las etapas de ensamblar cada orden lineal
identificado de nucleétidos para cada region del acido nucleico diana inmovilizado, identificando de ese modo una
secuencia para el acido nucleico diana inmovilizado. Las etapas de ensamblaje usan un medio de almacenamiento
legible por ordenador no transitorio con un programa ejecutable almacenado en el mismo que envia una instruccién al
microprocesador para colocar cada orden lineal identificado de nucleétidos, obteniendo de ese modo la secuencia del
acido nucleico. El ensamblaje puede producirse "de manera instantanea", es decir, mientras se estan recogiendo los
datos de las sondas de secuenciacion en lugar de después de haber recogido todos los datos.
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El acido nucleico diana, es decir, el que se secuencia, puede ser entre aproximadamente 4 y 1 000 000 nucledtidos
de longitud. La diana puede incluir un cromosoma intacto completo o un fragmento del mismo, que es mayor de
1 000 000 nucledtidos de longitud.

En la presente memoria se divulgan aparatos para realizar un método de la presente invencion.

En la presente memoria se divulgan kits que incluyen sondas de secuenciacion de la presente invencion y para realizar
métodos de la presente invencién. En realizaciones, los kits incluyen un sustrato que puede inmovilizar un acido
nucleico mediante una sonda de captura, una pluralidad de sondas de secuenciacion de la presente invencion, al
menos una sonda de captura, al menos una molécula de acido nucleico complementaria que tiene un marcador
detectable, al menos una molécula de acido nucleico complementaria que carece de un marcador detectable, e
instrucciones para su uso. En realizaciones, el kit comprende aproximadamente o al menos 4096 sondas de
secuenciaciéon peculiares. 4096 es el nimero minimo de sondas peculiares necesario para incluir cada posible
combinacion hexamérica (es decir, para sondas que tienen cada una seis regiones de fijacién en el dominio de cédigo
de barras). Aqui, se consigue "4096" ya que hay cuatro opciones de nucleétidos para seis posiciones: 48. Para un
conjunto de sondas que tengan cuatro regiones de fijacién en los dominios de cédigo de barras, solamente se
necesitaran 256 (es decir, 4*) sondas peculiares. Para un conjunto de sondas que tengan ocho nucleétidos en sus
dominios de unién a la diana, se necesitarén 48 (es decir, 65 536) sondas peculiares. Para un conjunto de sondas que
tengan diez nucledtidos en sus dominios de unidén a la diana, se necesitaran 4'° (es decir, 1 048 576) sondas
peculiares.

En realizaciones, el kit comprende aproximadamente o al menos veinticuatro moléculas de &acido nucleico
complementarias distintivas que tienen un marcador detectable y aproximadamente o al menos veinticuatro moléculas
de &cido nucleico de hibridacion distintivas que carecen de un marcador detectable. Un &cido nucleico complementario
puede unirse a una region de fijacion que tenga una secuencia de una de SEQ ID NO: 1 a 24, como ejemplos no
limitantes. Se enumeran secuencias ejemplares adicionales que pueden incluirse en un dominio de coédigo de barras
en SEQ ID NO: 42 a SEQ ID NO: 81. De hecho, la secuencia de nucleétidos no esté limitada; preferiblemente carece
de homologia sustancial (por ejemplo, de un 50 % a un 99,9 %) con una secuencia de nucleétidos conocida; que
ayuda a evitar hibridacién indeseable de un acido nucleico complementario y un &cido nucleico diana.

Cualquiera de los aspectos y realizaciones anteriores puede combinarse con cualquier otro aspecto o realizacion.

Salvo que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen el
mismo significado que el habitualmente comprendido por un experto en la materia a la que pertenece esta invencion.
En la memoria descriptiva, las formas singulares también incluyen el plural, salvo que el contexto indique claramente
lo contrario; como ejemplos, se entiende que los términos "un/o", "una"y "el/la" son singular o plural y se entiende que
el término "0" es inclusivo. A modo de ejemplo, "un elemento” significa uno 0 méas elemento. A lo largo de la memoria
descriptiva se entenderd que la expresiébn "que comprende"”, o variaciones tales como "comprende" o
"comprendiendo”, implica la inclusiéon de un elemento, nimero entero o etapa, o grupo de elementos, nimeros enteros
o etapas indicado, pero no la exclusién de cualquier otro elemento, nUmero entero o etapa, o grupo de elementos,
ndmeros enteros o etapas. "Aproximadamente" puede entenderse como en un 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %,
3 %, 2%, 1%, 0,5 %, 0,1 %, 0,05 % o 0,01 % del valor indicado. Salvo que esté claro de otro modo por el contexto,
todos los valores numéricos proporcionados en la presente memoria estan modificados por el término
"aproximadamente".

Las referencias citadas en la presente memoria no se admiten como técnica anterior a la invencién reivindicada. En
caso de conflicto, prevalecera la presente memoria descriptiva, incluyendo las definiciones. Ademas, los materiales,
métodos y ejemplos son ilustrativos Unicamente y no estan destinados a ser limitantes.

Breve descripcion de los dibujos

El archivo de patente o solicitud contiene al menos un dibujo ejecutado a color. Se proporcionaran copias de esta
publicacion de patente o solicitud de patente con dibujos a color por la Oficina tras peticién y pago de la tasa necesaria.

Los rasgos caracteristicos anteriores y adicionales se apreciaran mas claramente a partir de la siguiente descripcién
detallada tomada conjuntamente con los dibujos adjuntos.

La figura 1 a figura 5 muestran esquemas de sondas de secuenciacion ejemplares de la presente invencion.

La figura 6A a figura 6D son esquemas que muestran variantes de una sonda de secuenciacion de la presente
invencion.

La figura 7 muestra esquemas de dominios de unién a la diana de sondas de secuenciacion de la presente invencion;
los dominios incluyen cero, dos o cuatro nucleétidos que tienen bases universales.

La figura 8A a figura 8E ilustran etapas de un método de secuenciacion de la presente invencién.

La figura 9A muestra una etapa inicial de un método de secuenciacién de la presente invencion.
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La figura 9B muestra un esquema de un complejo indicador que comprende marcadores detectables.
La figura 9C muestra una pluralidad de complejos indicadores que comprenden cada uno marcadores detectables.
Las figuras 9D a 9G muestran etapas adicionales del método de secuenciacion iniciado en la figura 9A.

La figura 10 muestra una ilustracion alternativa de las etapas mostradas en la figura 9D y figura 9E y datos ejemplares
obtenidos a partir de las mismas. El fragmento de la sonda de secuenciacion mostrada tiene la secuencia de SEQ ID
NO: 82.

La figura 11 ilustra una variacién del método mostrado en la figura 10. El fragmento de la sonda de secuenciacion
mostrada, asimismo, tiene la secuencia de SEQ ID NO: 82.

La figura 12 ilustra un método de la presente invencion.

La figura 13 compara las etapas requeridas en un método de secuenciaciéon de la presente invencion con etapas
requeridas con otros métodos de secuenciacion.

La figura 14 y figura 15 ejemplifican las mediciones de funcionamiento obtenibles por la presente invencién.

La figura 16 compara la tasa de secuenciacién, el nimero de lecturas y la utilidad clinica para la presente invencién y
otros diversos métodos/aparatos de secuenciacion.

La figura 17 demuestra la baja tasa de error bruto de métodos de secuenciacién de la presente invencién. La secuencia
de molde mostrada tiene la secuencia de SEQ ID NO: 83.

La figura 18 compara los datos de secuenciacién obtenibles de la presente invencién con otros métodos de
secuenciacion.

La figura 19 demuestra la especificidad de una sola base de los métodos de secuenciacion de la presente invencion.
Las secuencias de molde y sonda mostradas (desde la parte superior a la parte inferior) tienen las secuencias de SEQ
ID NO: 84 a SEQ ID NO: 88.

La figura 20A muestra diversos disefios de complejos indicadores de la presente invencion.

La figura 20B muestra recuentos fluorescentes obtenidos de los complejos indicadores mostrados en la figura 20A.
La figura 20C muestra recetas ejemplares para construir complejos indicadores de la presente invencion.

La figura 21A muestra disefios de complejos indicadores que comprenden "mangos adicionales”.

La figura 21B muestra recuentos fluorescentes obtenidos de los complejos indicadores que tienen "mangos
adicionales”.

La figura 22A y figura 22B muestran la cinética de hibridacion de dos disefios ejemplares de complejos indicadores de
la presente invencion.

La figura 23 muestra un esquema de una sonda de secuenciacién de la presente invenciéon usada en un método
distinto del mostrado en la figura 8 a figura 12.

La figura 24 muestra un esquema de una tarjeta de secuenciacion consumible Util en la presente invencion.

La figura 25 muestra la deteccion de emparejamientos incorrectos de un oligémero decamérico, como se describe en
el ejemplo 3. Los nucle6tidos mostrados (desde la parte superior a la parte inferior) tienen las secuencias de SEQ ID
NO: 89 a SEQ ID NO: 99.

La figura 26 muestra la capacidad de hibridacién dependiendo del tamafio de un dominio de unién a la diana, como
se describe en el ejemplo 3. El fondo es elevado debido a una elevada concentraciéon de indicador y no hubo
purificacién previa. Los nucleétidos mostrados (desde la parte superior a la parte inferior) tienen las secuencias de
SEQ ID NO: 100 a SEQ ID NO: 104.

La figura 27 muestra una comparacién entre un punto individual frente a un indicador de longitud completa. Los
resultados para puntos individuales muestran que la velocidad de hibridacién es 1000 veces mayor que para un cédigo
de barras de longitud completa (condiciones de diana 100 nM, 30 minutos de hibridacion).

Descripcion detallada de la invencion

La presente divulgacion se refiere a sondas de secuenciacién, métodos, kits y aparatos que proporcionan
secuenciacion de acidos nucleicos sin enzimas, sin amplificacion y sin colecciones que tiene longitudes de lectura
largas y con baja tasa de error.
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Sonda de secuenciacién

La presente invencion se refiere a una sonda de secuenciacion que comprende un dominio de unién a la diana y un
dominio de codigo de barras. Ejemplos no limitantes de sondas de secuenciacion de la presente divulgacion se
muestran en las figuras 1 a 6.

La figura 1 muestra un esquema de una sonda de secuenciacion de la presente divulgacion. Esta sonda de
secuenciacion ejemplar tiene un dominio de union a la diana de seis nucleotidos, de los que cada uno de ellos
corresponde a una posicion en el dominio de cédigo de barras (que comprende una 0 mas regiones de fijacién). Se
indica una primera region de fijacion; corresponde al nucleétido de un &cido nucleico diana unido mediante un primer
nucleétido en el dominio de unién a la diana. Se indica la tercera posicion en el dominio de cédigo de barras. Se indica
una quinta posicién que comprende dos regiones de fijacién. Cada posicién en un dominio de cédigo de barras puede
tener multiples regiones de fijacion. Por ejemplo, una posicién puede tener de 1 a 50 regiones de fijacion. Determinadas
posiciones en un dominio de codigo de barras pueden tener mas regiones de fijacién que otras posiciones (como se
muestra aqui en la posicién 5 con respecto a las posiciones 1 a 4 y 6); como alternativa, cada posicion en un dominio
de cédigo de barras tiene el mismo nimero de regiones de fijacion (véanse, por ejemplo, las figuras 2, 3, 5 y 6).
Aunque no se muestra, cada region de fijacion comprende al menos una (es decir, de una a cincuenta, por ejemplo,
de diez a treinta) copias de una 0 mas secuencias de &cido nucleico que pueden unirse de forma reversible a una
molécula de acido nucleico complementaria (ARN o ADN). En la figura 1, las regiones de fijacién estan integradas en
la molécula polinucleotidica lineal que compone el dominio de cddigo de barras.

La figura 2 muestra un esquema de una sonda de secuenciacion de la presente divulgacion. Esta sonda de
secuenciacion ejemplar tiene un dominio de union a la diana de seis nucleotidos, de los que cada uno de ellos
corresponde a una regién de fijacion en el dominio de cédigo de barras. Se indica una primera regién de fijacion;
corresponde al nucleétido de un acido nucleico diana unido mediante un primer nucleétido en el dominio de unién a la
diana. La cuarta posicién en el dominio de codigo de barras, que comprende una parte del dominio de codigo de barras
y dos cuartas regiones de fijacién, esta rodeada por un circulo. Se indican dos sextas regiones de fijacion. Aqui, cada
posicion tiene dos regiones de fijacion; sin embargo, cada posicion en un dominio de codigo de barras puede tener
una region de fijacién o multiples regiones de fijacion, por ejemplo, de 2 a 50 regiones de fijacién. Aunque no se
muestra, cada region de fijacion comprende al menos una (es decir, de una a cincuenta, por ejemplo, de diez a treinta)
copias de una o0 mas secuencias de acido nucleico que pueden unirse de forma reversible a una molécula de acido
nucleico complementaria (ARN o ADN). En la figura 2, el dominio de cddigo de barras es una molécula polinucleotidica
lineal a la que se ligan las regiones de fijacién; las regiones de fijacion no estan integradas en la molécula
polinucleotidica.

La figura 3 muestra otro esquema de una sonda de secuenciacién de la presente divulgacion. Esta sonda de
secuenciacion ejemplar tiene un dominio de unién a la diana de cuatro nucleétidos, correspondiendo estos cuatro
nucleétidos a cuatro posiciones en el dominio de codigo de barras. Cada position se muestra con tres regiones de
fijacion ligadas.

La figura 4 muestra otro esquema mas de una sonda de secuenciacion de la presente divulgacion. Esta sonda de
secuenciacion ejemplar tiene un dominio de unién a la diana de diez nucleétidos. Sin embargo, solamente los seis
primeros nucleétidos corresponden a seis posiciones en el dominio de cédigo de barras. Del séptimo al décimo
nucledtido (indicados por "n1 a n4") se afladen para aumentar la longitud del dominio de unién a la diana, afectando de
ese modo a la probabilidad de que una sonda hibride y permanezca hibridada con un &cido nucleico diana. En
realizaciones, nucledtidos "n" pueden preceder los nucleétidos correspondientes a las posiciones en el dominio de
codigo de barras. En realizaciones, nucleétidos "n" pueden seguir a los nucleétidos correspondientes a las posiciones
en el dominio de cédigo de barras. En la figura 4, se muestran cuatro nucleétidos "n"; sin embargo, un dominio de
unién a la diana puede incluir mas de cuatro nucleétidos "n". Los nucleétidos "n" pueden tener bases universales (por
ejemplo, inosina, derivados de 2'-desoxiinosina (desoxinucleétido de hipoxantina), nitroindol, analogos de nitroazol y
bases aromaticas hidroéfobas que no se unen a hidrégeno) que pueden formar pares de bases con cualquiera de las
cuatro bases canonicas.

Otra sonda de secuenciacién de la presente divulgacion se muestra en la figura 5. Aqui, los nucleétidos "n" preceden
y siguen a los nuclettidos correspondientes a las posiciones en el dominio de cédigo de barras. La sonda de
secuenciacion ejemplar mostrada tiene un dominio de unién a la diana de diez nucle6tidos. Sin embargo, solamente
del tercer al octavo nucleétido en el dominio de unién a la diana corresponden a las seis posiciones (de la primera a
la sexta) en el dominio de cédigo de barras. El primer, segundo, noveno y décimo nucleétido (indicados por "n1 a n4")
se afladen para aumentar la longitud del dominio de unién a la diana. En la figura 5, se muestran cuatro nucleétidos
"n"; sin embargo, un dominio de unién a la diana puede incluir mas o menos de cuatro nucleotidos "n".

La figura 6A a figura 6D muestran variantes de una sonda de secuenciacion de la figura 1. En la figura 6A, el orden
lineal de nucleodtidos en el dominio de unién a la diana y el orden lineal de regiones de fijacion en el dominio de cédigo
de barras progresa de izquierda a derecha (con respecto a la ilustracién). En la figura 6B, el orden lineal de nucleétidos
en el dominio de unién a la diana y el orden lineal de regiones de fijacion en el dominio de cédigo de barras progresa
de derecha a izquierda (con respecto a la ilustracion). En la figura 6C, el orden lineal de nucleétidos en el dominio de
unién a la diana esta invertido con respecto al orden lineal de regiones de fijacién en el dominio de c6digo de barras.
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En cualquier sonda de la presente invencién, puede haber una ausencia de orden estricto de los nucleétidos en el
dominio de unién a la diana y de regiones de fijacion en el dominio de cédigo de barras siempre que la sonda se disefe
de modo que cada nucleétido en el dominio de unién a la diana corresponda a un dominio de fijacion o dominios de
fijacion en el dominio de coédigo de barras; las ausencias de orden estricto se muestran en la figura 6D. Cualquier
sonda de la presente invencion (por ejemplo, las ejemplificadas en las figuras 1 a 5) puede tener una ordenacion de
nucleétidos y regiones de fijacion como se muestra en la figura 6.

El dominio de unioén a la diana tiene al menos cuatro nucleétidos, por ejemplo, al menos, 4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11,120
mas nucledtidos. El dominio de unién a la diana preferible es un polinucleétido. El dominio de unién a la diana puede
unirse a un acido nucleico diana.

Una sonda puede incluir maltiples copias del dominio de unién a la diana unidas de forma funcional a una cadena
principal sintética.

Pueden disefarse sondas para controlar la probabilidad de hibridacion y/o deshibridacién y las tasas a las que estas
se producen. En general, cuanto menor es la Tm de una sonda, mas rapido y mas probablemente se deshibridara esa
sonda con/de un &cido nucleico diana. Por tanto, el uso de sondas de menor Tm disminuird el nimero de sondas
unidas a un &cido nucleico diana.

La longitud de un dominio de unién a la diana, en parte, afecta a la probabilidad de que una sonda hibride y permanezca
hibridada con un acido nucleico diana. En general, cuanto mas largo (mayor nimero de nucleétidos) sea un dominio
de unién a la diana, menos probable sera que una secuencia complementaria esté presente en el nucleétido diana. A
la inversa, cuanto mas corto sea un dominio de union a la diana, mas probable sera que una secuencia complementaria
esté presente en el nucleétido diana. Por ejemplo, hay una probabilidad de 1/256 de que una secuencia tetramérica
esté localizada en un acido nucleico diana frente a una probabilidad de 1/4096 de que una secuencia hexamérica esté
localizada en el acido nucleico diana. Por consiguiente, una coleccion de sondas mas cortas probablemente se unira
en menos localizaciones para un tramo dado de un &cido nucleico en comparacién con una coleccion de sondas mas
largas.

La figura 7 muestra dominios de union a la diana decaméricos. En algunas realizaciones, el dominio de unién a la
diana incluye cuatro bases universales (identificadas como "Ub") que forman pares de bases con cualquiera de los
cuatro nucleétidos canénicos (A, G, C y T). En realizaciones, el dominio de unién a la diana incluye de uno a seis (por
ejemplo, 2 y 4) bases universales. Un dominio de unién a la diana puede no incluir nucleétidos universales. La figura
7 indica que una poblacién "completa" de sondas que tienen 6 nucleotidos especificos en el dominio de unién a la
diana requerira 4096 sondas peculiares y una poblacion "completa" de sondas que tengan 10 nucleotidos especificos
requerird ~1 millén de sondas peculiares.

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

Sin embargo, puede ser preferible tener nimeros menores de sondas unidas a un &cido nucleico diana, ya que hay
ocasiones en que demasiadas sondas en una region pueden provocar solapamiento de su marcador detectable,
evitando de ese modo la resolucion de dos sondas cercanas. Esto se explica como sigue. Dado que un nucleétido es
de 0,34 nm de longitud y dado que la resolucién espacial lateral (x-y) de un aparato de secuenciaciéon es de
aproximadamente 200 nm, el limite de resolucién de un aparato de secuenciacion es de aproximadamente 588 pares
de bases (es decir, 1 nucleétido/0,34 nm x 200 nm). Es decir, el aparato de secuenciacién mencionado anteriormente
no podria resolver sefiales de dos sondas hibridadas con un &cido nucleico diana cuando las dos sondas estan en
aproximadamente 588 pares de bases entre si. Por tanto, dos sondas, dependiendo de la resolucion del aparato de
secuenciacion, tendran que estar espaciadas aproximadamente 600 pb antes de que su marcador detectable pueda
resolverse como "manchas" distintivas. De modo que, en espaciado éptimo, debe haber una sola sonda por 600 pb
de acido nucleico diana. Puede usarse una diversidad de estrategias de programa informatico (por ejemplo, utilizar
valores de intensidad de fluorescencia y relaciones dependientes de longitud de onda) para controlar, limitar y
deconvolucionar potencialmente el nimero de sondas que hibridan dentro de una regién resoluble de un acido nucleico
dianay para disefnar poblaciones de sondas en consecuencia. Ademas, pueden seleccionarse marcadores detectables
(por ejemplo, marcadores fluorescentes) que proporcionen sefales mas diferenciadas. Ademas, métodos de la
bibliografia (por ejemplo, Small y Parthasarthy: "Superresolution localization methods.” Annu. Rev. Phys Chem., 2014;
65:107-25) describen iluminacion estructurada y una diversidad de estrategias de superresolucién que disminuyen el
limite de resolucién de un microscopio de secuenciacion de hasta décimas partes de nanémetros. El uso de aparatos
de secuenciacion de resolucion mayor permite el uso de sondas con dominios de unién a la diana mas cortos.

Como se menciona anteriormente, el disefio de la Tm de las sondas puede afectar al nimero de sondas hibridadas
con un &cido nucleico diana. Como alternativa o adicionalmente, la concentracién de las sondas de secuenciaciéon en
una poblaciéon puede aumentarse para aumentar la cobertura de las sondas en una region especifica de un acido
nucleico diana. La concentracion de las sondas de secuenciacion puede reducirse para disminuir la cobertura de las
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sondas en una region especifica de un acido nucleico diana, por ejemplo, hasta por encima del limite de resolucién
del aparato de secuenciacion.

La expresion "acido nucleico diana" significara una molécula de acido nucleico (ADN, ARN o APN) cuya secuencia
tiene que determinarse mediante las sondas, métodos y aparatos de la divulgacion. En general, la expresion "acido
nucleico diana", "molécula de acido nucleico", "secuencia de acido nucleico", "acido nucleico", "fragmento de acido
nucleico”, "oligonucleétido” y "polinucleétido” se usan indistintamente y se pretende que incluyan, aunque sin
limitacion, una forma polimérica de nucle6tidos que puede tener diversas longitudes, deoxirribonucleétidos o
ribonucleétidos, o analogos de los mismos. Ejemplos no limitantes de &cido nucleicos incluyen un gen, un fragmento
génico, un exoén, un intrén, ADN intergénico (incluyendo, sin limitacién, ADN heterocromatico), ARN mensajero
(ARNm), ARN transferente, ARN ribosémico, ribozimas, ARN interferente pequefrio (ARNip), ARN no codificante
(ARNnNc), ADNc, polinuclettidos recombinantes, polinucleétidos ramificados, plasmidos, vectores, ADN aislado de una
secuencia, ARN aislado de una secuencia, sondas de acido nucleico y cebadores.

Los presentes métodos secuencian directamente una molécula de &cido nucleico obtenida de una muestra, por
ejemplo, una muestra de un organismo y, preferiblemente, sin una etapa de conversion (o amplificacion). Como
ejemplo, para secuenciacion basada en ARN, los presentes métodos no requieren conversién de una molécula de
ARN en una molécula de ADN (es decir, mediante sintesis de ADNc) antes de que pueda obtenerse una secuencia.
Como no se requiere amplificacion o conversién, un acido nucleico secuenciado en la presente invencion retendra
cualquier base peculiar y/o marcador epigenético presente en el &cido nucleico cuando el acido nucleico esté en la
muestra o cuando se obtuviera de la muestra. Dichas bases peculiares y/o marcadores epigenéticos se pierden en
métodos de secuenciacion conocidos en la técnica.

El acido nucleico diana puede obtenerse de cualquier muestra o fuente de acido nucleico, por ejemplo, cualquier
célula, tejido u organismo, in vitro, sintetizador quimico y asi sucesivamente. El acido nucleico diana puede obtenerse
por cualquier método reconocido en la técnica. En realizaciones, el acido nucleico se obtiene de una muestra de
sangre de un sujeto clinico. El acido nucleico puede extraerse, aislarse o purificarse de la fuente 0 muestras usando
métodos y kits bien conocidos en la técnica.

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

Cuando una molécula de acido nucleico que comprende el acido nucleico diana es un cromosoma intacto, deben
adoptarse etapas para evitar la fragmentacién del cromosoma.

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

Las sondas de la presente invencion pueden tener longitudes globales (incluyendo el dominio de unién a la diana, el
dominio de codigo de barras y cualquier dominio opcional) de aproximadamente 20 nanémetros a aproximadamente
50 nanémetros. La cadena principal de una sonda puede ser una molécula polinucleotidica que comprende
aproximadamente 120 nucleotidos.

El dominio de cédigo de barras comprende una cadena principal sintética. La cadena principal sintética y el dominio
de unién a la diana se unen de forma funcional, por ejemplo, se fijan covalentemente o se fijan mediante un conector.
La cadena principal sintética puede comprender cualquier material, por ejemplo, polisacarido, polinucleétido, polimero,
plastico, fibra, péptido, acido peptidonucleico o polipéptido. Preferiblemente, la cadena principal sintética es rigida. En
realizaciones, la cadena principal comprende "origami de ADN" de seis dobles hélices de ADN (véase, por ejemplo,
Lin et al., "Submicrometre geometrically encoded fluorescent barcodes self-assembled from DNA." Nature Chemistry;
oct 2012; 4(10): 832-9). Un cddigo de barras puede generarse de placas de origami de ADN (Jungmann et al.,
"Multiplexed 3D cellular super-resolution imaging with DNA-PAINT and Exchange-PAINT", Nature Methods, vol. 11,
n.? 3, 2014).

El dominio de cédigo de barras comprende una pluralidad de posiciones, por ejemplo, una, dos, tres, cuatro, cinco,
seis, siete, ocho, nueve, diez o mas posiciones. El nimero de posiciones puede ser menor de, igual a o mayor del
nuamero de nucleétidos en el dominio de unién a la diana. Es preferible incluir nucleétidos adicionales en un dominio
de union a la diana del numero de posiciones en el dominio de cadena principal, por ejemplo, uno, dos, tres, cuatro,
cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez 0 més nucleétidos. La longitud del dominio de cédigo de barras no esta limitada
siempre que haya espacio suficiente para al menos cuatro posiciones, como se describe anteriormente.

Cada posicién en el dominio de codigo de barras corresponde a un nucleétido en el dominio de unién a la diana y, por
tanto, a un nucleétido en el acido nucleico diana. Como ejemplos, la primera posicién en el dominio de cédigo de
barras corresponde al primer nucleétido en el dominio de unién a la diana y la sexta posicion en el dominio de cédigo
de barras corresponde al sexto nucleétido en el dominio de unién a la diana.
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Cada posicion en el dominio de codigo de barras comprende al menos una regién de fijacion, por ejemplo, de una a
50, o mas, regiones de fijacion. Determinadas posiciones en un dominio de cédigo de barras pueden tener mas
regiones de fijacion que otras posiciones (por ejemplo, una primera posicion puede tener tres regiones de fijacion
mientras que una segunda posiciéon puede tener dos posiciones de fijacién); como alternativa, cada posicion en un
dominio de codigo de barras tiene el mismo nimero de regiones de fijacién. Cada region de fijacion comprende al
menos una (es decir, de una a cincuenta, por ejemplo, de diez a treinta) copias de una o0 mas secuencias de acido
nucleico que pueden unirse de forma reversible mediante una molécula de &acido nucleico complementaria (por
ejemplo, ADN o ARN). En ejemplos, la secuencia de &acido nucleico en una primera region de fijacion determina la
posicion e identidad de un primer nucleétido en el &cido nucleico diana que se une mediante un primer nucleétido del
dominio de unién a la diana. Cada region de fijacion puede ligarse a un monémero modificado (por ejemplo, nucleétido
modificado) en la cadena principal sintética de modo que la regién de fijacion se ramifique desde la cadena principal
sintética. En realizaciones, las regiones de fijacién estan integradas en una cadena principal polinucleotidica; es decir,
la cadena principal es un polinucleétido individual y las regiones de fijacion son partes de la secuencia del
polinucleétido individual. En realizaciones, las expresiones "dominio de codigo de barras" y "cadena principal sintética"
son sinbnimas.

La secuencia de acido nucleico en una region de fijacion identifica la posicion e identidad de un nucleétido en el acido
nucleico diana que se une mediante un nucleétido en el dominio de unién a la diana de una sonda de secuenciacion.
En una sonda, cada region de fijacién tendra una secuencia global peculiar. De hecho, cada posicién en un dominio
de codigo de barras puede tener una region de fijacion que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica
uno de cuatro nucleétidos, es decir, especifica para uno de adenina, timina/uracilo, citosina y guanina. Ademas, la
region de fijacién de una primera posicion (y que codifica citosina, por ejemplo) incluird una secuencia de acido nucleico
diferente de la region de fijacién de una segunda posicion (y que codifica citosina, por ejemplo). Por tanto, en una
secuencia de acido nucleico en una region de fijacién en una primera posicién que codifica una timina, no habra union
de una molécula de acido nucleico complementaria que identifigue una adenina en un acido nucleico diana
correspondiente al primer nucleétido de un dominio de unién a la diana. Ademas, en una region de fijacion en una
segunda posicién, no habra unién de una molécula de &cido nucleico complementaria que identifique una adenina en
un acido nucleico diana correspondiente al primer nucle6tido de un dominio de unién a la diana.

Cada posicion en un dominio de cédigo de barras puede incluir una o mas (hasta cincuenta, preferiblemente de diez
a treinta) regiones de fijacion; por tanto, cada region de fijacion puede unirse a una o mas (hasta cincuenta,
preferiblemente de diez a treinta) moléculas de acido nucleico complementarias. Como ejemplos, la sonda de la figura
1 tiene una quinta posicién que comprende dos regiones de fijacion y la sonda de la figura 2 tiene una segunda posicion
que tiene seis regiones de fijacion. En realizaciones, las secuencias de acido nucleico de regiones de fijacion en una
posicién son idénticas; por tanto, las moléculas de acido nucleico complementarias que se unen a esas regiones de
fijacion son idénticas. En realizaciones alternativas, las secuencias de &acido nucleico de regiones de fijacién en una
posicién no son idénticas; por tanto, las moléculas de acido nucleico complementarias que se unen a esas regiones
de fijacién no son idénticas, por ejemplo, cada una comprende una secuencia de acido nucleico y/o marcador
detectable diferente. Por lo tanto, en la realizacién alternativa, la combinacién de moléculas de &cido nucleico no
idénticas (por ejemplo, sus marcadores detectables) fijadas a una region de fijacién conjuntamente proporciona un
cadigo para identificar un nucleoétido en el acido nucleico diana.

La tabla 1 proporciona secuencias ejemplares, con propésitos de ilustracion Unicamente, para regiones de fijacion
para sondas de secuenciacion que tienen hasta seis posiciones en su dominio de cédigo de barras y marcadores
detectables en el &cido nucleico complementario que se unen al mismo.

Tabla 1:
Nucleétido en dominio de Nucleétido Secuencia de acido Marcador detectable de SEQ
union a la diana/posicion nucleico (5'a 3') en acido nucleico ID NO:
en dominio de codigo de region de fijacion complementario
barras
1 A ATACATCTAG GFP 1
1 G GATCTACATA RFP 2
1 C TTAGGTAAAG CFP 3
1 uT TCTTCATTAC YFP 4
2 ATGAATCTAC GFP 5
2 TCAATGTATG RFP 6
2 AATTGAGTAC CFP 7
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Nucleoétido en dominio de Nucleoétido Secuencia de acido Marcador detectable de SEQ

union a la diana/posicion nucleico (5'a 3') en acido nucleico ID NO:

en dominio de codigo de region de fijacion complementario

barras

2 u/T ATGTTAATGG YFP 8
3 AATTAGGATG GFP 9
3 ATAATGGATC RFP 10
3 TAATAAGGTG CFP 11
3 ur TAGTTAGAGC YFP 12
4 ATAGAGAAGG GFP 13
4 G TTGATGATAC RFP 14
4 ATAGTGATTC CFP 15
4 u/T TATAACGATG YFP 16
5 TTAAGTTTAG GFP 17
5 G ATACGTTATG RFP 18
5 TGTACTATAG CFP 19
5 uT TTAACAAGTG YFP 20
6 AACTATGTAC GFP 21
6 G TAACTATGAC RFP 22
6 ACTAATGTTC CFP 23
6 uT TCATTGAATG YFP 24

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

En realizaciones, una molécula de acido nucleico complementaria puede unirse mediante un marcador detectable. En
realizaciones alternativas, un acido nucleico complementario se asocia con un complejo indicador que comprende
marcadores detectables.

La secuencia de nucleétidos de un acido nucleico complementario no esta limitada; preferiblemente carece de
homologia sustancial (por ejemplo, de un 50 % a un 99,9 %) con una secuencia de nucleétidos conocida; que ayuda
a evitar hibridacién indeseable de un acido nucleico complementario y un acido nucleico diana.

Un ejemplo del complejo indicador Util en la presente invencion se muestra en la figura 9B. En este ejemplo, un &cido
nucleico complementario se liga a una molécula de acido nucleico primaria que, a su vez, hibrida con una pluralidad
de moléculas de acido nucleico secundarias, de las que cada una de ellas, a su vez, hibrida con una pluralidad de
moléculas de acido nucleico terciarias que tienen fijado a las mismas uno o mas marcadores detectables.

En realizaciones, una molécula de acido nucleico primaria puede comprender aproximadamente 90 nucleétidos. Una
molécula de acido nucleico secundaria puede comprender aproximadamente 87 nucleé6tidos. Una molécula de acido
nucleico terciaria puede comprender aproximadamente 15 nucleétidos.

La figura 9C muestra una poblacién de complejos indicadores ejemplares. En el panel superior de la izquierda de la
figura 9C se incluyen los cuatro complejos que hibridan con la regién de fijacion 1 de una sonda. Hay un tipo de
complejo indicador por cada posible nucledtido que puede estar presente en la posicién nucleotidica 1 del dominio de
unién a la diana de una sonda. Aqui, al realizar un método de secuencia de la presente invencion, si la posicion 1 del
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dominio indicador de una sonda se une mediante un complejo indicador que tiene un marcador detectable "coloreado
de azul", entonces el primer nucleétido en el dominio de unién a la diana se identifica como adenina. Como alternativa,
si la posicién 1 se une mediante un complejo indicador que tiene un marcador detectable "coloreado de verde",
entonces el primer nucleétido en el dominio de unién a la diana se identifica como timina.

Los complejos indicadores pueden ser de diversos disefios. Por ejemplo, una molécula de acido nucleico primaria
puede hibridar con al menos una (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas) moléculas de acido nucleico
secundarias. Cada molécula de &cido nucleico secundaria puede hibridar con al menos una (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8,9, 10 0 mas) moléculas de acido nucleico terciarias. Se muestran complejo indicadores ejemplares en la figura
20A. Aqui, el complejo indicador "4x3" tiene una molécula de acido nucleico primaria (que se liga a una molécula de
acido nucleico complementaria) hibridada con cuatro moléculas de &cido nucleico secundarias, de las que cada una
de ellas hibrida con tres moléculas de acido nucleico terciarias (que comprenden cada una un marcador detectable).
En esta figura, cada acido nucleico complementario de un complejo es de 12 nucleétidos de longitud ("12 bases"); sin
embargo, la longitud del acido nucleico complementario no esta limitada y puede ser de menos de 12 o de méas de 12
nucledtidos. El complejo de la parte inferior a la derecha incluye una region espaciadora entre su &acido nucleico
complementario y su molécula de &cido nucleico primaria. El espaciador se identifica como de 20 a 40 nucleétidos de
longitud; sin embargo, la longitud de un espaciador no es limitante y puede ser mas corta de 20 nucle6tidos o mas
larga de 40 nucleétidos.

La figura 20B muestra los recuentos promedio variables (fluorescentes) obtenidos de los cuatro complejos indicadores
ejemplares mostrados en la figura 20A. En la figura 20B, se fijaron 10 pM de molde diana biotinilado en una superficie
de cubeta de lectura recubierta de estreptavidina, se hicieron fluir 10 nM de un complejo indicador sobre la cubeta de
lectura; después de un minuto de incubacién, se lavo la cubeta de lectura, se tomaron imagenes de la cubeta de
lectura y se contaron los elementos fluorescentes.

En realizaciones, los complejos indicadores se "construyen previamente". Es decir, cada polinucleétido en el complejo
se hibrida antes de poner en contacto el complejo con una sonda. Una receta ejemplar para preconstruir cinco
complejos indicadores ejemplares se muestra en la figura 20C.

La figura 21A muestra complejos indicadores alternativos en que las moléculas de acido nucleico secundarias tienen
"mangos adicionales" que no hibridan con una molécula de acido nucleico terciaria y estan distales de la molécula de
acido nucleico primaria. En esta figura, cada "mango adicional" es de 12 nucleétidos de longitud ("dodecamérico"); sin
embargo, sus longitudes no estan limitadas y pueden ser de menos de 12 o de mas de 12 nucleétidos. En
realizaciones, los "mangos adicionales" comprenden cada uno la secuencia de nuclettidos del acido nucleico
complementario; por tanto, cuando un complejo indicador comprende "mangos adicionales”, el complejo indicador
puede hibridar con una sonda de secuenciaciéon mediante el acido nucleico complementario del complejo indicador o
mediante un "mango adicional". Por consiguiente, se aumenta la probabilidad de que un complejo indicador se una a
una sonda de secuenciacién. El disefio de "mango adicional" también puede mejorar la cinética de hibridacion. Sin
limitarse a teoria alguna, los "mangos adicionales" esencialmente aumentan la concentracion eficaz del acido nucleico
complementario del complejo indicador.

La figura 21B muestra los recuentos promedio variables (fluorescente) obtenidos de cinco complejos indicadores
ejemplares que tienen "mangos adicionales" usando el procedimiento descrito para la figura 20B.

La figura 22A y 22B muestran la cinética de hibridacién y las intensidades fluorescentes para dos complejos
indicadores ejemplares. En aproximadamente 5 minutos, los recuentos totales empiezan a estancarse, lo que indica
que la mayor parte del complejo indicador afadido ha encontrado una diana disponible.

Un resto, marcador o indicador detectable puede unirse a un &cido nucleico complementario o a una molécula de &cido
nucleico terciaria de una diversidad de maneras, incluyendo la fijacion directa o indirecta de un resto detectable tal
como un resto fluorescente, resto colorimétrico y similares. Un experto en la materia puede consultar referencias
referidas al marcaje de acidos nucleicos. Ejemplos de restos fluorescentes incluyen, aunque sin limitacion, proteina
fluorescente amarilla (YFP), proteina fluorescente verde (GFP), proteina fluorescente cian (CFP), proteina
fluorescente roja (RFP), umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamina
fluoresceina, cianinas, cloruro de dansilo, ficocianina, ficoeritrina y similares. Los marcadores fluorescentes y su
fijacion a nucledtidos y/u oligonucledtidos se describen en muchas revisiones, incluyendo Haugland, Handbook of
Fluorescent Probes and Research Chemicals, novena edicion (Molecular Probes, Inc., Eugene, 2002); Keller y Manak,
DNA Probes, 2.2 edicién (Stockton Press, Nueva York, 1993); Eckstein, editor, Oligonucleotides and Analogues: A
Practical Approach (IRL Press, Oxford, 1991); y Wetmur, Critical Reviews in Biochemistry and Molecular Biology,
26:227-259 (1991). Se divulgan metodologias particulares aplicables a la invencién en la siguiente muestra de
referencias: patentes de Estados Unidos n.? 4.757.141; 5.151.507; y 5.091.519. En un aspecto, se usa uno o mas
tintes fluorescentes como marcadores para secuencias diana marcadas, por ejemplo, como se divulga por las patentes
de Estados Unidos n.? 5.188.934 (tintes de 4,7-diclorofluoresceina); 5.366.860 (tintes de rodamina de resolucién
espectral); 5.847.162 (tintes de 4,7-diclororrodamina); 4.318.846 (tintes de fluoresceina sustituida con éter); 5.800.996
(tintes de transferencia de energia); Lee et al. 5.066.580 (tintes de xantina); 5.688.648 (tintes de transferencia de
energia); y similares. El marcaje también puede realizarse con puntos cuanticos, como se divulga en las siguientes
patentes y publicaciones de patente: patentes de Estados Unidos n.? 6.322.901; 6.576.291; 6.423.551; 6.251.303;
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6.319.426; 6.426.513; 6.444.143; 5.990.479; 6.207.392; 2002/0045045; y 2003/0017264. Como se usa en la presente
memoria, la expresion "marcador fluorescente” comprende un resto de sefalizacién que transporta informacion a
través de las propiedades de absorcién y/o emisién fluorescente de una o mas moléculas. Dichas propiedades
fluorescentes incluyen intensidad de fluorescencia, duracion de la fluorescencia, caracteristicas del espectro de
emision, transferencia de energia y similares.

Los analogos nucleotidicos fluorescentes disponibles en el mercado que se incorporan facilmente en secuencias de
nucleétidos y/u oligonucleotidicas incluyen, aunque sin limitacion, Cy3-dCTP, Cy3-dUTP, Cy5-dCTP, Cy5-dUTP
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ), fluoresceina-12-dUTP, tetrametilrodamina-6-dUTP, TEXAS RED™-5-
dUTP, CASCADE BLUE™-7-dUTP, BODIPY TMFL-14-dUTP, BODIPY TMR-14-dUTP, BODIPY TMTR-14-dUTP,
RHODAMINE GREEN™-5-dUTP, OREGON GREENR™ 488-5-dUTP, TEXAS RED™-12-dUTP, BODIPY TM
630/650-14-dUTP, BODIPY TM 650/665-14-dUTP, ALEXA FLUOR™ 488-5-dUTP, ALEXA FLUOR™ 532-5-dUTP,
ALEXA FLUOR™ 568-5-dUTP, ALEXA FLUOR™ 594-5-dUTP, ALEXA FLUOR™ 546-14-dUTP, fluoresceina-12-UTP,
tetrametilrodamina-6-UTP, TEXAS RED™-5-UTP, mCherry, CASCADE BLUE™-7-UTP, BODIPY™ FL-14-UTP,
BODIPY™ R-14-UTP, BODIPY™ TR-14-UTP, RHODAMINE GREEN™-5-UTP, ALEXA FLUOR™ 488-5-UTP, LEXA
FLUOR™ 546-14-UTP (Molecular Probes, Inc. Eugene, OR) y similares. Como alternativa, los fluoréforos anteriores
y los mencionados en la presente memoria pueden anadirse durante sintesis de oligonucledtidos usando, por ejemplo,
quimica de fosforoamidita o NHS. Se conocen protocolos en la técnica para sintesis personalizada de nucleétidos que
tienen otros fluoréforos (véase, Henegariu et al. (2000) Nature Biotechnol. 18:345). La 2-aminopurina es una base
fluorescente que puede incorporarse directamente en la secuencia oligonucleotidica durante su sintesis. El &cido
nucleico también podria tefirse, a priori, con un tinte intercalante tal como DAPI, YOYO-1, bromuro de etidio, tintes de
cianina (por ejemplo, SYBR Green) y similares.

Otros fluoroéforos disponibles para posfijacién sintética incluyen, aunque sin limitacién, ALEXA FLUOR™ 350, ALEXA
FLUOR™ 405, ALEXA FLUOR™ 430, ALEXA FLUOR™ 532, ALEXA FLUOR™ 546, ALEXA FLUOR™ 568, ALEXA
FLUOR™ 594, ALEXA FLUOR™ 647, BODIPY 493/503, BODIPY FL, BODIPY R6G, BODIPY 530/550, BODIPY TMR,
BODIPY 558/568, BODIPY 558/568, BODIPY 564/570, BODIPY 576/589, BODIPY 581/591, BODIPY TR, BODIPY
630/650, BODIPY 650/665, Cascade Blue, Cascade Yellow, dansilo, lisamina rodamina B, Marina Blue, Oregon Green
488, Oregon Green 514, Pacific Blue, Pacific Orange, rodamina 6G, verde de rodamina, rojo de rodamina,
tetrametilrodamina, Texas Red (disponible en Molecular Probes, Inc., Eugene, OR), Cy2, Cy3, Cy3.5, Cy5, Cy5.5, Cy7
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) y similares. También pueden usarse fluoréforos en tandem con FRET
incluyendo, aunque sin limitacion, PerCP-Cy5.5, PE-Cy5, PE-Cy5.5, PE-Cy7, PE-Texas Red, APC-Cy7, tintes PE-
Alexa (610, 647, 680), tintes APC-Alexa y similares.

Pueden usarse particulas metélicas de plata u oro para potenciar la sefal desde secuencias de nucleétidos y/u
oligonucleotidicas marcadas de forma fluorescente (Lakowicz et al. (2003) BioTechniques 34:62).

Otros marcadores adecuados para una secuencia oligonucleotidica pueden incluir fluoresceina (FAM, FITC),
digoxigenina, dinitrofenol (DNP), dansilo, biotina, bromodesoxiuridina (BrdU), hexahistidina (6xHis), fosfoaminoacidos
(por ejemplo, P-tyr, P-ser, P-thr) y similares. En una realizacion, se usan los siguientes pares de hapteno/anticuerpo
para la deteccién, en que cada uno de los anticuerpos se derivatiza con un marcador detectable: biotina/a-biotina,
digoxigenina/a-digoxigenina, dinitrofenol (DNP)/a-DNP, 5-carboxifluoresceina (FAM)/a-FAM.

Los marcadores detectables descritos en la presente memoria son de resolucién espectral. "De resolucion espectral”
en referencia a una pluralidad de marcadores fluorescentes significa que las bandas de emision fluorescente de los
marcadores son suficientemente distintivas, es decir, suficientemente no solapantes, para que las marcas moleculares
a las que se fijan los marcadores respectivos puedan distinguirse basandose en la senal fluorescente generada por
los marcadores respectivos por sistemas convencionales de fotodeteccion, por ejemplo, empleando un sistema de
filtros de paso de banda y tubos fotomultiplicadores, o similares, como se ejemplifica por los sistemas descritos en las
patentes de Estados Unidos n.? 4.230.558; 4.811.218; o similares, o en Wheeless et al., pag. 21-76, en Flow Cytometry:
Instrumentation and Data Analysis (Academic Press, Nueva York, 1985). En un aspecto, tintes organicos de resolucion
espectral, tales como fluoresceina, rodamina y similares, significa que los maximos de emision de longitud de onda
estan espaciados al menos 20 nm, y en otro aspecto, al menos 40 nm. En otro aspecto, compuestos lantanidos
quelados, puntos cuanticos y similares, de resolucion espectral, significa que los maximos de emision de longitud de
onda estan espaciados al menos 10 nm, y en un aspecto adicional, al menos 15 nm.

Método de secuenciacion

La presente invencidn se refiere a métodos para secuenciar un acido nucleico usando una sonda de secuenciacion
de la presente invencion. Ejemplos del método se muestran en las figuras 8 a 12.

El método comprende hibridar de forma reversible al menos una sonda de secuenciacion, de la presente invencion,
con un acido nucleico diana que se inmoviliza (por ejemplo, en una, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve,
diez 0 mas posiciones) en un sustrato.

El sustrato puede ser cualquier soporte sélido conocido en la técnica, por ejemplo, un portaobjetos recubierto y un
dispositivo de microfluidos, que puede inmovilizar un &cido nucleico diana. En determinadas realizaciones, el sustrato
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es una superficie, membrana, microesfera, material poroso, electrodo o matriz. El acido nucleico diana puede
inmovilizarse sobre cualquier sustrato evidente para los expertos en la materia.

En realizaciones, el acido nucleico diana se une mediante una sonda de captura que comprende un dominio que es
complementario a una parte del &cido nucleico diana. La parte puede ser un extremo del &cido nucleico diana o no
hacia un extremo.

Sustratos Utiles ejemplares incluyen los que comprenden un resto de unién seleccionado del grupo que consiste en
ligandos, antigeno, carbohidratos, acidos nucleicos, receptores, lectinas y anticuerpos. La sonda de captura
comprende un resto de uniéon que puede unirse con el resto de unién del sustrato. Sustratos utiles ejemplares que
comprenden restos reactivos incluyen, aunque sin limitacién, superficies que comprenden epoxi, aldehido, oro,
hidrazida, sulfhidrilo, NHS-éster, amina, tiol, carboxilato, maleimida, hidroximetilfosfina, imidoéster, isocianato,
hidroxilo, pentafluorofenil-éster, psoraleno, disulfuro de piridilo o vinilsulfona, polietilenglicol (PEG), hidrogel o mezclas
de los mismos. Dichas superficies pueden obtenerse de fuentes comerciales o prepararse de acuerdo con técnicas
convencionales. Sustratos Utiles ejemplares que comprenden restos reactivos incluyen, aunque sin limitacién,
OptArray de ADN con grupo NHS (Accler8), Nexterion Slide AL (Schott) y Nexterion Slide E (Schott).

En realizaciones, el resto de unién de la sonda de captura es biotina y el sustrato comprende avidina (por ejemplo,
estreptavidina). Sustratos Utiles que comprenden avidina estan disponibles en el mercado, incluyendo TB0200
(Accelr8), SAD6, SAD20, SAD100, SAD500, SAD2000 (Xantec), SuperAvidin (Array-lt), portaobjetos de estreptavidina
(n.® de catalogo MPC 000, Xenopore) y STREPTAVIDINnslide (numero de catalogo 439003, Greiner Bio-one).

En realizaciones, el resto de unién de la sonda de captura es avidina (por ejemplo, estreptavidina) y el sustrato
comprende biotina. Sustratos Utiles que comprenden biotina que estan disponibles en el mercado incluyen, aunque
sin limitacién, Optiarray-biotina (Accler8), BD6, BD20, BD100, BD500 y BD2000 (Xantec).

En realizaciones, el resto de union de la sonda de captura puede comprender un resto reactivo que puede unirse al
sustrato por fotoactivacion. El sustrato podria comprender el resto fotorreactivo, o la primera parte del nanoindicador
podria comprender el resto fotorreactivo. Algunos ejemplos de restos fotorreactivos incluyen arilazidas, tales como
N((2-piridilditio)etil)-4-azidosalicilamida; arilazidas fluoradas, tales como acido 4-azido-2,3,5,6-tetrafluorobenzoico;
reactivos basados en benzofenona, tales como el éster succinimidilico del acido 4-benzoilbenzoico; y 5-bromo-
desoxiuridina.

En realizaciones, el resto de unioén de la sonda de captura puede inmovilizarse en el sustrato mediante otros pares de
unién evidentes para los expertos en la materia.

Después de la union al sustrato, el acido nucleico diana puede elongarse aplicando una fuerza (por ejemplo, gravedad,
fuerza hidrodinamica, fuerza electromagnética de "electroestiramiento”, estiramiento fluido, una técnica de menisco
menguante y combinaciones de los mismos) suficiente para prolongar el &cido nucleico diana.

El &cido nucleico diana puede unirse mediante una segunda sonda de captura que comprende un dominio que es
complementario a una segunda parte del &cido nucleico diana. La parte puede ser un extremo del acido nucleico diana
0 no hacia un extremo. La unién de una segunda sonda de captura puede producirse después o durante la elongacion
del acido nucleico diana o en un acido nucleico diana que no se ha elongado. La segunda sonda de captura puede
tener una unién como se describe anteriormente.

Una sonda de captura puede comprender o estar asociada con un marcador detectable, es decir, una mancha de
referencia.

La sonda de captura puede aislar un acido nucleico diana de una muestra. Aqui, se afiade una sonda de captura a
una muestra que comprende el acido nucleico diana. La sonda de captura se une al acido nucleico diana mediante la
region de la sonda de captura que es complementaria una regién del acido nucleico diana. Cuando el &cido nucleico
diana entra en contacto con un sustrato que comprende un resto que se une al resto de unién de la sonda de captura,
el &cido nucleico queda inmovilizado sobre el sustrato.

Para garantizar que un usuario "captura" tantas moléculas de acido nucleico diana como sea posible de muestras
altamente fragmentadas, es de ayuda incluir una pluralidad de sondas de captura, cada una complementaria a una
region diferente del acido nucleico diana. Por ejemplo, puede haber tres combinaciones de sondas de captura, con
una primera combinacion complementaria a regiones del &cido nucleico diana cerca de su extremo 5', una segunda
combinacion complementaria a regiones en el centro del acido nucleico diana y una tercera combinacion cerca de su
extremo 3'. Esto puede generarse a "n regiones de interés" por acido nucleico diana. En este ejemplo, cada
combinacion individual de &cido nucleico diana fragmentado se unia a una sonda de captura que comprende o estaba
unida a una marca de biotina. Se aisla 1 enésima parte de la muestra introducida (donde n = el nimero de regiones
distintas en el acido nucleico diana) por cada camara de combinacion. La sonda de captura se une al acido nucleico
diana de interés. Entonces, el acido nucleico diana se inmoviliza, mediante la biotina de la sonda de captura, en una
molécula de avidina adherida al sustrato. Opcionalmente, el &cido nucleico diana se estira, por ejemplo, mediante flujo
o fuerza electrostatica. Todas las n-combinaciones pueden estirarse y unirse simultdneamente o, para maximizar el
nuamero de moléculas completamente estiradas, la combinacion 1 (que captura la mayor parte de la regién 5') puede
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estirarse y unirse en primer lugar; entonces, la combinacion 2 (que captura la regién central de la diana) puede estirarse
y unirse; finalmente, la combinacion 3 puede estirarse y unirse.

El nimero de sondas de captura distintas requeridas esta inversamente relacionado con el tamafo del fragmento de
acido nucleico diana. En otras palabras, se requerirdn mas sondas de capturas para un acido nucleico diana muy
fragmentado. Para tipos de muestra con acidos nucleicos diana muy fragmentados y degradados (por ejemplo, tejido
incrustado en parafina fijado en formol) puede ser (il incluir miltiples combinaciones de sondas de captura. Por otro
lado, para muestras con fragmentos de &cido nucleico diana largos, por ejemplo, acidos nucleicos aislados obtenidos
in vitro, puede ser suficiente una sola sonda de captura en un extremo 5'.

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

Se muestra un acido nucleico diana inmovilizado en la figura 12. Aqui, las dos sondas de captura se identifican como
"sonda de captura 5™ y "sonda de captura 3".

La figura 8A muestra un esquema de una sonda de secuenciacién unida a un &cido nucleico diana. Aqui, el acido
nucleico diana tiene una timidina (T). Se muestra una primera combinacion de acidos nucleicos complementarios que
comprenden un marcador detectable o complejos indicadores en la parte superior, cada miembro de la combinacién
tiene un marcador detectable diferente (por ejemplo, se identifica la timidina mediante una sefal verde) y una
secuencia de nucledtidos diferente. El primer nucleétido en el dominio de unién a la diana se une a la T en el acido
nucleico diana. Las primeras regiones de fijacion de la sonda incluyen una o mas secuencias de nucleétidos que
especifican que el primer nucleétido en el dominio de unién a la diana de la sonda se una a timidina. Por tanto,
solamente el acido nucleico complementario para timidina se une a la primera posicién del dominio de cédigo de
barras. Como se muestra, un primer acido nucleico complementario que codifica timidina que comprende un marcador
detectable o complejos indicadores que comprenden marcadores detectables se unen a regiones de fijacion en la
primera posicion del dominio de cédigo de barras de la sonda.

El nimero de combinaciones de &cidos nucleicos complementarios o complejos indicadores es idéntico al numero de
posiciones en el dominio de codigo de barras. Por tanto, para un dominio de cédigo de barras que tiene seis posiciones,
se ciclaran seis combinaciones sobre las sondas.

Como alternativa, antes de poner en contacto un acido nucleico diana con una sonda, la sonda puede hibridarse en
su primera posicién con un acido nucleico complementario que comprende un marcador detectable o un complejo
indicador. Por tanto, cuando se pone en contacto con su acido nucleico diana, la sonda puede emitir una senal
detectable desde su primera posicion y es innecesario proporcionar una primera combinacion de acidos nucleicos
complementarios o complejos indicadores que estén dirigidos a la primera posicién en el dominio de cddigo de barras.

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

En realizaciones, los acidos nucleicos complementarios que comprenden un marcador detectable o complejos
indicadores pueden retirarse de la region de fijacion, pero no se remplazan con un &cido nucleico de hibridacion que
carece de un marcador detectable. Esto puede producirse, por ejemplo, afiadiendo un agente caétropo, aumentando
la temperatura, cambiando la concentracién salina, ajustando el pH y/o aplicando una fuerza hidrodinamica. En estas
realizaciones, se necesitan menos reactivos (es decir, acidos nucleicos de hibridacién que carecen de marcadores
detectables).

La figura 8C continGia con el método de la divulgacion. Aqui, el acido nucleico diana tiene una citidina (C) después de
su timidina (T). Se muestra una segunda combinacién de acidos nucleicos complementarios o complejos indicadores
en la parte superior, cada miembro de la combinacién tiene un marcador detectable diferente y una secuencia de
nucleétidos diferente. Ademas, las secuencias de nucleétidos para los acidos nucleicos complementarios o acidos
nucleicos complementarios de los complejos indicadores de la primera combinacion son diferentes de las secuencias
de nucleodtidos para los de la segunda combinacién. Sin embargo, los marcadores detectables especificos de base
son comunes para las combinaciones de acidos nucleicos complementarios, por ejemplo, se identifican timidinas
mediante sefales verdes. Aqui, el segundo nucleétido en el dominio de unién a la diana se une a la C en el &cido
nucleico diana. Las segundas regiones de fijacion de la sonda tienen una secuencia de nucleétidos que especifica que
el segundo nucleétido en el dominio de unién a la diana de la sonda se une a citidina. Por tanto, solamente los acidos
nucleicos complementarios que comprenden un marcador detectable o complejos indicadores de la segunda
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combinacion y para citidina se unen a la segunda posicion del dominio de cédigo de barras. Como se muestra, el
segundo &cido nucleico complementario que codifica citidina o complejo indicador se une en la segunda posicion del
dominio de cédigo de barras de la sonda.

En realizaciones, las etapas mostradas en la figura 8C son posteriores a las etapas mostradas en la figura 8B. Aqui,
una vez que la primera combinacién de acidos nucleicos complementarios o complejos indicadores (de la figura 8A)
se ha remplazado con los primeros acidos nucleicos de hibridacion que carecen de un marcador detectable (en la
figura 8B), entonces se proporciona una segunda combinacién de &cidos nucleicos complementarios o complejos
indicadores (como se muestra en la figura 8C). Como alternativa, las etapas mostradas en la figura 8C son simultaneas
con las etapas mostradas en la figura 8B. Aqui, los primeros &cidos nucleicos de hibridacion que carecen de un
marcador detectable (en la figura 8B) se proporcionan simultdneamente con una segunda combinacion de acidos
nucleicos complementarios o complejos indicadores (como se muestra en la figura 8C).

La figura 8D continta con el método mostrado en la figura 8C. Aqui, de la primera la quinta posicion en el dominio de
codigo de barras se unieron mediante acidos nucleicos complementarios que comprenden marcadores detectables o
complejos indicadores y se han remplazado con acidos nucleicos de hibridacién que carecen de marcadores
detectables. La sexta posicion del dominio de cédigo de barras se une actualmente mediante un acido nucleico
complementario que comprende un marcador detectable o complejo indicador, que identifica la sexta posicion en el
dominio de unién a la diana como unido a una guanina (G).

Como se menciona anteriormente, los acidos nucleicos complementarios que comprenden marcadores detectables o
complejos indicadores pueden retirarse de las regiones de fijacion, pero no remplazarse con &cido nucleico de
hibridacion que carece de marcadores detectables.

Si se necesita, puede acelerarse la tasa de intercambio de marcador detectable incorporando oligonucleétidos
monocatenarios pequefios que aceleran la tasa de intercambio de marcadores detectables (por ejemplo, "Toe-Hold"
Probes; véase, por ejemplo, Seeling et al., "Catalyzed Relaxation of a Metastable DNA Fuel"; J. Am. Chem. Soc. 2006,
128(37), pag. 12211-12220).

Es posible remplazar los acidos nucleicos complementarios o complejos indicadores en una posicion final en un
dominio de codigo de barras (la sexta posicién en la figura 8D); sin embargo, esto puede ser innecesario cuando tiene
que remplazarse una sonda de secuenciacion con otra sonda de secuenciacion. De hecho, la sonda de secuenciacion
de la figura 8D ahora puede deshibridarse y retirarse del acido nucleico diana y remplazarse con una segunda
(solapante o no solapante) sonda de secuenciacion que aun no se ha unido mediante cualquier acido nucleico
complementario, como se muestra en la figura 8E. La sonda en la figura 8E puede incluirse en una segunda poblacién
de sondas.

Como las figuras 8A a 8E, las figuras 9A y 9D a 9G muestran etapas del método de la presente divulgacion; sin
embargo, las figuras 9A y 9D a 9G muestran claramente que los complejos indicadores (que comprenden marcadores
detectables) se unen a regiones de fijacion de sondas de secuenciacion. Las figuras 9D y 9E muestran sefales
fluorescentes emitidas desde sondas hibridadas con complejos indicadores. Las figuras 9D y 9E muestran que el &cido
nucleico diana tiene una secuencia de "T-A".

La figura 10 resumen las etapas mostradas en las figuras 9D y 9E. En la parte superior de la figura se muestra la
secuencia de nucleotidos de una sonda ejemplar e identifica dominios significativos de la sonda. La sonda incluye un
espaciador de ADN bicatenario opcional entre su dominio de uniéon a la diana y su dominio de coédigo de barras. El
dominio de cédigo de barras comprende, en orden, una parte "Flanc. 1", una parte "RF-1", una parte "RF-1/Flanc. 2",
una parte "RF-2" y una parte "RF-2/Flanc. 3". En la etapa 1, la "RF-1 Detec." se hibrida con las partes "RF-1"y "RF-
1/Flanc. 2" de la sonda. "RF-1 Detec." corresponde a un complejo indicador o &cido nucleico complementario que
comprende un marcador detectable que codifica una timidina en la primera posicion. Por tanto, la etapa 1 corresponde
alafigura 9D. En la etapa 2, la "Car. 1" se hibrida con las partes "Flanc. 1"y "RF-1" de la sonda. "Car. 1" corresponde
al acido nucleico de hibridacién que carece de un marcador detectable que es especifico para la primera region de
fijacion de la sonda (como se muestra en la figura 9E como una barra negra que cubre la primera region de fijacion).
Mediante hibridacion en la posicién "Flanc. 1", que esta 5' al complejo indicador o acido nucleico complementario, el
acido nucleico de hibridacion desplaza de forma mas eficaz el complejo indicador/acido nucleico complementario de
la sonda. Las partes "Flanc." también se muestran como "puntos de apoyo". En la etapa 3, la "RF-2 Detec." se hibrida
con las partes "RF-2" y "RF-2/Flanc. 3" de la sonda. "RF-2 Detec." corresponde a un complejo indicador o acido
nucleico complementario que comprende un marcador detectable que codifica una guanina en la segunda posicion.
Por tanto, la etapa 3 corresponde a la figura 9E. En esta realizacion, el acido nucleico de hibridacion que carece de
un marcador detectable y los acidos nucleicos complementarios que comprenden marcadores detectables/complejos
indicadores se proporcionan secuencialmente.

Como alternativa, el acido nucleico de hibridacion que carece de un marcador detectable y los acidos nucleicos
complementarios que comprenden marcadores detectables/complejos indicadores se proporcionan simultaneamente.
Esta realizacion alternativa se muestra en la figura 11. En la etapa 2, la "Car. 1" (4cido nucleico de hibridacién que
carece de un marcador detectable) se proporciona junto con la "RF-2 Detec." (complejo indicador que codifica una
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guanina en la segunda posicion). Esta realizacion alternativa puede ser mas rapida que la realizacion ilustrada en la
figura 10, porque combina dos etapas en una.

La figura 12 ilustra los métodos de la presente divulgacién. Aqui, se captura un acido nucleico diana y se inmoviliza
en dos posiciones, produciendo de ese modo un "hueco" en que puede unirse una sonda. Se hibrida una primera
poblacién de sondas sobre el acido nucleico diana y se detectan los marcadores detectables. Las etapas iniciales se
repiten con una segunda poblaciéon de sondas, una tercera poblacion de sondas, hasta mas de 100 poblaciones de
sondas. El uso de aproximadamente 100 poblaciones de sondas proporciona una cobertura aproximadamente 5X de
cada nucleétido en un acido nucleico diana. La figura 12 proporciona tasas estimadas de tiempos de lectura basados
en el tiempo requerido para detectar sefales de un campo de vision (FOV - Field of View).

La distribucién de sondas a lo largo de la longitud de un &cido nucleico diana es crucial para la resolucién de la senal
detectable. Como se analiza anteriormente, el limite de resolucion para dos marcadores detectables es de
aproximadamente 600 nucleotidos. Preferiblemente, cada sonda de secuenciacion en una poblacion de sondas se
unird a no mas cerca de 600 nucledtidos entre si. Como se analiza anteriormente, 600 nucleétidos es el limite de
resolucion de un aparato de secuenciacion tipico. En este caso, una sonda de secuenciacion proporcionara una lectura
individual; esto se muestra en la figura 12 en la mancha limitada por resolucién que esta mas a la izquierda.

Aleatoriamente, pero en parte dependiendo de la longitud del dominio de unién a la diana, la Tm de las sondas, y la
concentracién de las sondas aplicadas, es posible que dos sondas de secuenciacion distintas en una poblacion se
unan en 600 nucle6tidos entre si. En este caso, se emitirdn multiples lecturas desorganizadas desde una mancha
limitada por resolucion individual; esto se muestra en la figura 12 en la segunda mancha limitada por resolucion.

Como alternativa o adicionalmente, puede reducirse la concentracién de las sondas de secuenciacién en una
poblacién para disminuir la cobertura de las sondas en una regién especifica de un acido nucleico diana, por ejemplo,
hasta por encima del limite de resolucién del aparato de secuenciacién, produciendo de ese modo una lectura
individual desde una mancha limitada por resolucion.

La figura 23 muestra un esquema de una sonda de secuenciacion distinta de la usada en las figuras 8 a 12. Aqui,
cada posicion en un dominio de codigo de barras se une mediante &cidos nucleicos complementarios que comprenden
marcadores detectables o mediante complejos indicadores. Por tanto, en este ejemplo, una secuencia de seis
nucleétidos puede leerse sin necesidad de remplazar secuencialmente los acidos nucleicos complementarios. El uso
de esta sonda de secuenciacion reduciria el tiempo para obtener informacion de secuencia ya que se omiten muchas
etapas del método descrito. Sin embargo, esta sonda se beneficiaria de los marcadores detectables que no son
solapantes, por ejemplo, los fluoréforos se excitan mediante longitudes de onda de luz no solapantes o los fluoroforos
emiten longitudes de onda de luz no solapantes.

El método comprende ademas etapas de ensamblar cada orden lineal identificado de nucledtidos para cada region
del &cido nucleico diana inmovilizado, identificando de ese modo una secuencia para el acido nucleico diana
inmovilizado. Las etapas de ensamblaje usan un medio de almacenamiento legible en ordenador no transitorio con un
programa ejecutable almacenado en el mismo. El programa envia una instrucciéon al microprocesador para colocar
cada orden lineal identificado de nucleétidos para cada region del acido nucleico diana, obteniendo de ese modo la
secuencia del acido nucleico. El ensamblaje puede producirse "de manera instantanea", es decir, mientras se estan
recogiendo los datos de las sondas de secuenciacion en lugar de después de haber recogido todos los datos.

Cualquiera de los aspectos y realizaciones anteriores puede combinarse con cualquier otro aspecto o realizacion como
se divulga en las secciones de compendio y/o descripcién detallada.

Definiciones:

En determinadas realizaciones ejemplares, los términos "asociacion" e "hibridacion", como se usan en la presente
memoria, se usan indistintamente para indicar la formaciéon de una estructura bicatenaria estable. En un aspecto,
estructura bicatenaria estable significa que no se destruye una estructura bicatenaria mediante un lavado riguroso en
condiciones tales como una temperatura de aproximadamente 5 °C por debajo o aproximadamente 5 °C por encima
de la Tm de una hebra de la estructura bicatenaria y baja concentracién de sal monovalente, por ejemplo, menos de
0,2 M, o menos de 0,1 M o concentraciones de sal conocidas por los expertos en la materia. La expresién "emparejado
perfectamente”, cuando se usa en referencia a una estructura bicatenaria significa que las hebras polinucleotidicas
y/u oligonucleotidicas que componente la estructura bicatenaria forman una estructura de dos hebras entre si de modo
que cada nucledtido en cada hebra experimenta emparejamiento de bases de Watson y Crick con un nucleoétido en la
otra hebra. La expresion "estructura bicatenaria" comprende, aunque sin limitacién, el emparejamiento de analogos
nucleosidicos, tales como desoxiinosina, nucledsidos con bases de 2-aminopurina, APN y similares, que pueden
emplearse. Un "emparejamiento incorrecto" en una estructura bicatenaria entre dos oligonucleétidos significa que un
par de nucleétidos en la estructura bicatenaria no logra experimentar unién de Watson y Crick.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "condiciones de hibridacion", tipicamente incluira concentraciones
de sal de menos de aproximadamente 1 M, mas habitualmente menos de aproximadamente 500 mM e incluso mas
habitualmente menos de aproximadamente 200 mM. Las temperaturas de hibridacién pueden ser tan bajas como 5 °C,
pero tipicamente son mayores de 22 °C, mas tipicamente mayores de aproximadamente 30 °C, y a menudo en exceso
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de aproximadamente 37 °C. Las hibridaciones se realizan habitualmente en condiciones rigurosas, por ejemplo,
condiciones en las que una sonda hibridara especificamente con su subsecuencia diana. Las condiciones rigurosas
son dependientes de la secuencia y son diferentes en diferentes circunstancias. Fragmentos mas largos pueden
requerir mayores temperaturas de hibridacion para hibridacion especifica. Como otros factores pueden afectar a la
rigurosidad de la hibridacion, incluyendo la composiciéon de bases y la longitud de las hebras complementarias, la
presencia de disolventes organicos y el grado de emparejamiento incorrecto de bases, la combinacion de parametros
es mas importante que la medida absoluta de uno cualquiera en solitario.

En general, las condiciones rigurosas se seleccionan para que sean aproximadamente 5 °C inferiores a la Tm para la
secuencia especifica a una fuerza iénica y pH definidos. Condiciones rigurosas ejemplares incluyen concentracion de
sal de al menos 0,01 M a no mas de 1 M de concentraciones de iones de Na (u otras sales) aunpH 7,0a8,3ya
temperatura de al menos 25 °C. Por ejemplo, condiciones de SSPE 5X (NaCl 750 mM, fosfato de Na 50 mM, EDTA
5 mM, pH 7,4) y una temperatura de 25-30 °C son adecuadas para hibridaciones de sondas especificas de alelo. Para
condiciones rigurosas, véase, por ejemplo, Sambrook, Fritsche y Maniatis, "Molecular Cloning A Laboratory Manual,
2.2 Ed." Cold Spring Harbor Press (1989) y Anderson Nucleic Acid Hybridization, 1.2 Ed., BIOS Scientific Publishers
Limited (1999). Como se usa en la presente memoria, las expresiones "que hibrida especificamente con" o "que
especificamente hibrida con" o expresiones similares se refieren a la union, formacién de estructura bicatenaria o
hibridacion de una molécula sustancialmente con una secuencia o secuencias de nucledtidos particulares en
condiciones rigurosas.

Los marcadores detectables asociados con una posicion particular de una sonda pueden "leerse" (por ejemplo,
detectarse su fluorescencia) una vez o mdltiples veces; una "lectura" puede ser sinénima de la expresién "calificacion
de bases". Mdltiples lecturas mejoran la precisién. Una secuencia de acido nucleico diana se "lee" cuando se detecta
un tramo contiguo de informacién de secuencia derivado de una molécula diana original individual; tipicamente, esto
se genera mediante consenso multipase (como se define a continuacion). Como se usa en la presente memoria, la
expresion "cobertura" o "profundidad de cobertura" se refiere al nimero de veces que una regiéon de la diana se ha
secuenciado (mediante lecturas diferenciadas) y alineado con una secuencia de referencia. La cobertura de lectura es
el nimero total de lecturas que cartografian una secuencia diana de referencia especifica; la cobertura de bases es el
namero total de calificaciones de bases realizadas en una posicién gendmica especifica.

Como se usa en la presente memoria, un "ciclo de hib. y sec." se refiere a todas las etapas requeridas para detectar
cada region de fijacién en una sonda o poblacién de sondas particular. Por ejemplo, para una sonda que puede
detectar seis posiciones en un acido nucleico diana, un "ciclo de hib. y sec." incluira, al menos, hibridar la sonda con
el acido nucleico diana, hibridar los acidos nucleicos complementarios/complejos indicadores con la regién de fijacién
en cada una de las seis posiciones en el dominio de codigo de barras de la sonda, y detectar los marcadores
detectables asociados con cada una de las seis posiciones.

La expresion "sonda k-mérica" es sinbnima de una sonda de la presente divulgacion.

Cuando se alinean dos 0 mas secuencias de lecturas diferenciadas, las partes solapantes pueden combinarse para
crear una Unica secuencia consenso. En posiciones donde las partes solapantes tienen la misma base (una Unica
columna de la alineacion), esas bases se convierten en el consenso. Pueden usarse diversas normas para generar el
consenso para posiciones donde hay desacuerdos entre secuencias solapantes. Una norma de mayoria simple usa
la base mas comun en la columna como consenso. Un "consenso multipase" es una alineacion de todas las lecturas
de sonda diferenciadas desde una sola molécula diana. Dependiendo del numero total de ciclos de
poblaciones/combinaciones de sondas aplicadas, cada posicion de base dentro de moléculas diana individuales puede
consultarse con diferentes niveles de redundancia o solapamiento; en general, la redundancia aumenta el nivel de
confianza de una calificacion de bases.

La "precision bruta" es una medida de la capacidad inherente del sistema de identificar correctamente una base. La
precision bruta depende de la tecnologia de secuenciacion. La "precision consenso" es una medida de la capacidad
del sistema de identificar correctamente una base con el uso de lecturas adicionales y la capacidad estadistica.
"Especificidad" se refiere al porcentaje de lecturas que cartografian las dianas pretendidas de las lecturas totales por
ejecucion. "Uniformidad" se refiere a la variabilidad en la cobertura de secuencia entre las regiones diana; una alta
uniformidad se correlaciona con una baja variabilidad. Este rasgo caracteristico se presenta comunmente como la
fraccion de regiones diana cubiertas por 220 % de la profundidad de cobertura promedio entre todas las regiones
diana. Los errores estocasticos (es decir, errores intrinsecos de la quimica de secuenciacion) pueden corregirse
facilmente con secuenciacion de "multipase" del mismo &cido nucleico diana; dado un ndmero suficiente de pases,
puede conseguirse secuenciacion sustancialmente de "consenso perfecto" o "sin errores".

Los métodos descritos en la presente memoria pueden implementarse y/o los resultados registrarse usando cualquier
dispositivo que pueda implementar los métodos y/o registrar los resultados. Ejemplos de dispositivos que pueden
usarse incluyen, aunque sin limitacién, dispositivos de computacion electrénicos, incluyendo ordenadores de todo tipo.
Cuando los métodos descritos en la presente memoria se implementan y/o registran en un ordenador, el programa
informatico que puede usarse para configurar el ordenador para realizar las etapas de los métodos puede estar
contenido en cualquier medio legible por ordenador que pueda contener el programa informatico. Ejemplos de medios
legibles por ordenador que pueden usarse incluyen, aunque sin limitacion, disquetes, CD-ROM, DVD, ROM, RAM,
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medios legibles por ordenador no transitorios y otros dispositivos de memoria y almacenamiento en ordenador. El
programa informatico que puede usarse para configurar el ordenador para realizar las etapas de los métodos,
ensamblar la informacién de secuencia y/o registrar los resultados también puede proporcionarse en una red
electrénica, por ejemplo, en Internet, una red interna u otra red.

Puede incorporarse una "tarjeta de secuenciacién consumible” (figura 24) en un dispositivo de imagenes de
fluorescencia conocido en la técnica. Cualquier microscopio de fluorescencia con varios elementos variables puede
realizar esta lectura de secuenciacion. Por ejemplo: puede usarse lampara de campo amplio, laser, LED, multifoton,
confocal o iluminaciéon de reflejo interno-total para excitacién y/o detecciéon. Es posible una camara (individual o
multiple) y/o tubo fotomultiplicador (individual o mdltiple) con resolucién espectral basada en filtro o basada en gradilla
(una o mas longitudes de onda de emision resueltas espectralmente) en el canal de emision-deteccion del microscopio
de fluorescencia. Los ordenadores convencionales pueden controlar tanto la tarjeta de secuenciacién consumible, los
reactivos que fluyen a través de la tarjeta como la deteccién por el microscopio de fluorescencia.

Los datos de secuenciacion pueden analizarse por muchisimos ensambladores convencionales de secuenciacion de
Ultima generacion (véase, por ejemplo, Wajid y Serpedin, "Review of general algorithmic features for genome
assemblers for next generation sequencers" Genomics, proteomics & bioinformatics, 10 (2), 58-73, 2012). Los datos
de secuenciacién obtenidos dentro de una sola regién limitada por difraccion del microscopio se "ensambla localmente”
para generar una secuencia consenso a partir de las multiples lecturas dentro de una mancha de difraccion. Las
multiples lecturas ensambladas en la mancha de difraccién se cartografian entonces conjuntamente para generar
secuencias contiguas que representan el conjunto génico diana completo, o un ensamblaje de novo de uno o0 mas
genomas completos.

Se describe contenido adicional pertinente a la presente invencién en uno o mas de los siguientes documentos: U.S.
8.148.512, U.S. 7.473.767, U.S. 7.919.237, U.S. 7.941.279, U.S. 8.415.102, U.S. 8.492.094, U.S. 8.519.115, U.S.
2009/0220978, U.S. 2009/0299640, U.S. 2010/0015607, U.S. 2010/0261026, U.S. 2011/0086774, U.S. 2011/01451786,
U.S. 2011/0201515, U.S. 2011/0229888, U.S. 2013/0004482, U.S. 2013/0017971, U.S. 2013/0178372, U.S.
2013/0230851, U.S. 2013/0337444, U.S. 2013/0345161, U.S. 2014/0005067, U.S. 2014/0017688, U.S. 2014/0037620,
U.S. 2014/0087959, U.S. 2014/0154681 y U.S. 2014/0162251.

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

A continuacién se describe la cronologia para las etapas en los métodos de la presente divulgacion y como se muestra
en las figuras 8 a 12.

La presente invencién requiere preparacién minima de las muestras. Por ejemplo, como se muestra en la figura 13,
los &cidos nucleicos en una muestra pueden empezar a leerse después de 2 horas 0 menos de tiempo de preparacion;
esto es significativamente menos tiempo que el requerido para secuenciacion con lon Torrent (AmpliSeq™) o lllumina
(TruSight) que, respectivamente, requieren aproximadamente 12 o 9 horas de tiempo de preparacion.

Los calculos para una ejecuciéon ejemplar se muestran en la figura 14 y los calculos para los tiempos de ciclado se
muestran en la figura 15.

La unién de una poblacion de sondas a un &cido nucleico diana inmovilizado tarda aproximadamente sesenta
segundos. Esta reaccion puede acelerarse utilizando miultiples copias del dominio de unién a la diana en la cadena
principal sintética. Con dispositivo de intercambio de fluidos controlado por microfluidos, retirar por lavado las sondas
soltadas tarda aproximadamente medio segundo.

Anadir una primera combinacion de acidos nucleicos complementarios (que comprenden un marcador detectable) y
unirlos a regiones de fijacion en la primera posicion del dominio de cédigo de barras tarda aproximadamente quince
segundos.

Se toman imagenes de cada campo de vision (FOV) para cuatro colores diferentes, representando cada color una sola
base. Las manchas de referencia colocadas en una sonda de captura 5' o sonda de captura 3' (0 ambas) pueden ser
de ayuda para leer solamente esos codigos de barras 6pticos en una linea (coherentes con la presencia de acido
nucleico diana con huecos) entre las dos localizaciones. Las manchas de referencia también pueden afadirse a cada
campo de visibn para generar una alineacion equitativa de imagenes tras etapas sucesivas en el proceso de
secuenciacion. Las cuatro imagenes pueden obtenerse en un solo FOV y después el dispositivo de lectura éptica
puede moverse a un nuevo FOV, o captar todo el FOV en un color y después tomar imagenes en un segundo color.
Un solo FOV puede leerse en aproximadamente medio segundo. Tarda aproximadamente medio segundo en moverse
a un siguiente FOV. Por lo tanto, el tiempo hasta la lectura de "n" FOV es igual a "n" multiplicado por 1 segundo).

Los acidos nucleicos complementarios que tienen marcadores detectables se retiran de la primera posicién del dominio
de cddigo de barras mediante la adicion de calor o lavado con exceso de &cidos nucleicos complementarios que
carecen marcadores detectables. Si se necesita, puede acelerarse la tasa de intercambio de marcador detectable
incorporando oligonucledtidos monocatenarios pequefios que aceleran la tasa de intercambio de marcadores
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detectables (por ejemplo, "Toe-Hold" Probes; véase, por ejemplo, Seeling et al., "Catalyzed Relaxation of a Metastable
DNA Fuel"; J. Am. Chem. Soc. 2006, 128(37), pag. 12211-12220). Pueden volver a tomarse imagenes de un FOV
para confirmar que todos los acidos nucleicos complementarios que tienen marcadores detectables se retiran antes
de continuar el movimiento. Esto tarda aproximadamente quince segundos. Esta etapa puede repetirse hasta que se
alcanzan niveles de sefal de fondo.

Las etapas anteriores se repiten para las posiciones restantes del dominio de cédigo de barras de las sondas.

El tiempo total hasta la lectura es igual a m (bases leidas) multiplicado por (15 s + n FOV multiplicado por 1 s + 15 s).
Por ejemplo, cuando el niumero de posiciones en el dominio de cédigo de barras es 6 y 20 FOV, el tiempo hasta la
lectura es igual a 6 X (30 + 20 + 15) 0 390 segundos.

Las sondas de la primera poblacién se deshibridan. Esto tarda aproximadamente sesenta segundos.

Las etapas anteriores se repiten para la segunda y posteriores poblaciones de sondas. Si las poblaciones de sondas
de secuenciacion se organizan por la temperatura de fusién (Tm), cada poblacion de sondas requerird multiples
hibridaciones para garantizar que cada base queda cubierta a la profundidad requerida (esto esta motivado por la tasa
de error). Ademas, analizando las lecturas de hibridacion durante una ejecucién, es posible reconocer cada gen
individual que se esta secuenciando mucho antes de que la secuencia completa se haya determinado realmente. Por
tanto, el ciclado puede repetirse hasta que se cumpla una frecuencia de error (o cobertura) deseada particular.

Usando la cronologia descrita anteriormente, junto con algunas estimaciones de densidad de unién de &cido nucleico
con huecos, puede estimarse el rendimiento de un secuenciador Nanostring (NSTG)-Next Generation de la presente
invencion.

El rendimiento neto del secuenciador se da por:

Ocupacion de bases fraccionada X <longitud de hueco> X nimero de huecos por FOV X nimero de bases por cédigo
de barras optico / [ 60 s (sondas que hibridan con acido nucleico diana) + 0,5 s (lavado) + m: posiciones en el dominio
de codigo de barras X (15 s (acidos nucleicos complementarios que se unen) + nfovsX1 + 15 s (acidos nucleicos
complementarios que se sueltan)) + 60 s (sondas que se deshibridan de acido nucleico diana)]

Por lo tanto, en un ejemplo, un "ciclo" total para un &cido nucleico con huecos individual (que se afade conjuntamente
desde el método mostrado en la figura 10):

60 s (sondas que hibridan con &cido nucleico diana) + 0,5 s (lavado) + m-bases X (15 s (&cidos nucleicos
complementarios que se unen) + nFOVs multiplicado por 1 + 15 s (acidos nucleicos complementarios que se sueltan))
+ 60 s (sondas que se deshibridan de acido nucleico diana). Usando m = 6, nFOVs = 20, tiempo de produccion = 60
+0,5+390 +60=510,5s.

Suponiendo: un 1 % de ocupacion de la regién de acido nucleico con huecos, 4000 bases por hueco y 5000 fragmentos
de &cido nucleico con huecos por FOV y una m de 6 y nFOVs de 20 (como se describe anteriormente) se produce un
rendimiento neto de:

0,01 X 4000 X 5000 X 20 = 4 000 000 lecturas de 6 bases por 510,5 s = 47 012,73 bases/s.

Por lo tanto, en este ejemplo, un rendimiento neto por 24 horas de medicién continua = 4,062 gigabases (Gb) por dia.
Como alternativa se estiman hasta 12 Gb por dia. Véase la figura 12.

Como se muestra en la figura 14, el tiempo de ejecucion requerido para secuenciar 100 acidos nucleicos diana
diferentes ("céntuple") es de aproximadamente 4,6 horas; el tiempo de ejecucion requerido para secuenciar 1000
acidos nucleicos diana diferentes ("multiple de 1000") es aproximadamente 16 horas.

La figura 16 compara la tasa de secuenciacion, el nimero de lecturas y la utilidad clinica para la presente divulgacion
y otros diversos métodos/aparatos de secuenciacion.

Ejemplo 2: El presente método tiene una baja tasa de error

La figura 17 muestra que la presente divulgacién tiene una tasa de error bruto de aproximadamente un 2,1 %, cuando
se omiten las posiciones terminales.

Para la divulgacién, una tasa de error asociada con la secuenciacién esté relacionada con la diferencia de energia
libre entre un (m+n)-mero completamente emparejado y un (m-1+n)-mero con emparejamiento incorrecto de una sola
base. La suma de m+n es el nimero de nucleétidos en un dominio de unién a la diana y m representa el nimero de
posiciones en un dominio de cédigo de barras. Una estimacion de la selectividad de hibridacion puede hacerse usando
la ecuacion (véase, Owczarzy, R. (2005), Biophys. Chem., 117:207-215y el sitio web de Integrated DNA Technologies:
en el World Wide Web (www) idtdna.
com/analyzer/Applications/Instructions/Default.aspx?AnalyzerDefinitions=true#Mismatc hMeltTemp):
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donde Ka es la constante en equilibrio de asociacion obtenida de parametros termodinamicos previstos,

S(AH® -TAS®Y)
Ky=exp TJ

Teta representa el porcentaje unido del complemento exacto y las secuencias con emparejamiento incorrecto de una
sola base, que se espera que hibriden con la diana a la temperatura de hibridacion especificada. La T es la temperatura
de hibridacion en grados Kelvin, AH® (entalpia) y AS® (entropia) son los parametros de fusion calculados a partir de la
secuencia y los parametros termodinamicos del vecino mas cercano publicados, R es la constante de gas ideal (1,987
cal-K'mol'), [hebra1/2] es la concentracion molar de un oligonucleétido, y la constante de -273,15 convierte la
temperatura de grados Kelvin en grados Celsius. Los parametros del vecino mas cercano mas precisos se obtuvieron
de las siguientes publicaciones para pares de bases de ADN/ADN (véase, Allawi, H., Santa Lucia, J. Biochemistry, 36,
10581), pares de bases de ARN/ADN (véase, Sugimoto et al., Biochemistry, 34, 11211-6), pares de bases de
ARN/ARN (véase, Xia, T. et al., Biochemistry, 37, 14719).

Como ejemplo de una estimacion de la tasa de error aproximada esperada del secuenciador NSTG como sigue. Para
(m + n) igual a octdmero. Considerando el siguiente cddigo de barras octamérico y su emparejamiento incorrecto de
una sola base.

5'ATCGTACG3'

(regién a la secuencia)

3'TAGCATGCS'

(cédigo de barras 6ptico de secuenciacidon con emparejamiento perfecto)

3TAGTATGCS'

(cédigo de barras 6ptico de secuenciaciéon con un par de emparejamiento incorrecto de una sola base (G-T))
Usando la calculadora de IDT basandose en las ecuaciones anteriores, produce:

A 17,4 °C (la Tm del caso de emparejamiento perfecto), (50 % / 0,3 %) seria la relacién del cédigo de barras 6ptico
correcto hibridado con esa secuencia frente al cédigo de barras incorrecto a la Tm, produciendo una tasa de error
estimada para esa secuencia en un 0,6 %.

Un calculo de secuenciacion con contenido de GC muy alto producir:
5'CGCCGGCC3

(region a la secuencia)

3'GCGGCCGGH

(cédigo de barras 6ptico de secuenciacion con emparejamiento perfecto)
3'GCGGACGGS5'

(cédigo de barras dptico de secuenciacion con un par desemparejado de emparejamiento incorrecto de una sola base
(G-A))

A 41,9 °C (la Tm del caso de emparejamiento perfecto), (50 % / 0,4%) seria la relacién del codigo de barras 6ptico
correcto hibridado con esa secuencia frente al cédigo de barras incorrecto a la Tm, produciendo una tasa de error
estimada para esa secuencia en un 0,8%.

El examen de varios pares de octdmeros produce una distribucion de tasas de error, en el intervalo de un 0,2 % a un
1 %. Aunque los calculos anteriores no seran idénticos para las condiciones usadas, estos calculos proporcionan una
indicacion de que el método de la presente divulgacion tendra una tasa de error intrinseca relativamente baja, en
comparacioén con otras tecnologias de secuenciacion de una sola molécula, tales como Pacific Biosciences y Oxford
Nanopore Technologies donde las tasas de error pueden ser significativas (>> 10 %).
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La figura 18 demuestra que la precision bruta de la presente divulgacién es mayor que en otros métodos de
secuenciacion. Por tanto, la presente divulgaciéon proporciona una secuencia consenso a partir de una sola diana
después de menos pases que los requeridos para otros métodos de secuenciacion. Ademas, la presente divulgacion
puede obtener una secuenciacion de "consenso perfecto"/"sin errores" (es decir, 99,9999 %/Q60) después de 30 o
mas pases mientras que los métodos de secuenciacion PacBio (por ejemplo) no pueden conseguir dicho consenso
después de 70 pases.

Ejemplo 3: La presente divulgacion tiene capacidad de resolucidn de un solo par de bases

La figura 19 muestra que la presente divulgacion tiene resolucion de una sola base y con tasas de error bajas (que
varian de un 0 % a un 1,5 % dependiendo de una sustitucién nucleotidica especifica).

Se realizaron experimentos adicionales usando un ARN diana hibridado con cédigo de barras e inmovilizado en la
superficie del cartucho usando tecnologia de unién de expresion génica NanoString normal (véase, por ejemplo, Geiss
et al., "Direct multiplexed measurement of gene expression with color-coded probe pairs"; Nature Biotechnology, 26,
317 - 325 (2008)). Se midi6 la capacidad de un codigo de barras con diferente longitud del dominio de unién a la diana
y con un emparejamiento perfecto (codigo de barras éptico YGBYGR-2 um conectado a una secuencia de
emparejamiento decamérico perfecto) de hibridar con una diana de ARN (figura 26). Una longitud mas larga del
dominio de unién a la diana da mayores recuentos. También se muestra que el dominio de unién a la diana decamérico
es suficiente para registrar la secuencia por encima del fondo. Cada uno de los emparejamientos alterados de una
sola base individuales se sintetizé con codigos de barras épticos alternativos. Se contd la relacién de cédigos de barras
Opticos correctos con respecto a incorrectos (figuras 24 y 25).

La capacidad de decameros de detectar un SNP en la secuencia real es >15 000 recuentos sobre el fondo, mientras
que las secuencias incorrectas son como mucho >400 sobre el fondo. En presencia de sonda correcta, se espera que
las tasas de error sean <3 % de la secuencia real. Obsérvese que estos datos son (en esencia) un escenario del peor
caso. Se tiene solamente una secuencia de hibridaciéon de 10 pares de bases fijada a un indicador de cédigo de barras
Optico de 6,6 kilobases (Gen2 style). No se realizaron optimizaciones de condiciones especificas. Estos datos, sin
embargo, revelan que el procedimiento de secuenciacion NanoString Next-Generation puede resolver pares de bases
individuales de secuencia.

Los materiales y métodos detallados utilizados en el estudio anterior son como sigue:
Protocolo de hibridaciéon de sonda B mas conjunto de codigos

e Recoger 25 ul de elementos (conjunto de cédigos 194)

e Anadir 5 ul de sonda B + secuencia complementaria a la diana (100 uM)

e Anadir 15 ul de tampon hib. (SSPE 14,56x Tween 20 al 0,18 %)

SSPE (NaCl 150 mM, NaH2POsxH20 10 mM, NazEDTA 10 mM)

e Incubar en hielo durante 10 min

e Anadir 150 ul de microesferas G (40 ul de microesferas G a 10 mg/ml mas 110 ul de SSPE 5x Tween 20 al 0,1 %)
e Incubar durante 10 min a TA

e Lavar tres veces con SSPE 0,1x Tween 20 al 0,1 % usando colector de imanes

e Eluir en 100 ul de SSPE 0,1x durante 10 min a 45 °C.

Protocolo de hibridacion con la diana (NaCl 750 mM)

e Recoger 20 ul por encima de la muestra eluida

e Anadir 10 ul de tamp6n hib.

e Anadir 1 ul de diana (ARN biotinilado 100 nM)

e Incubar en hielo durante 30 min

Recoger 15 ul y unir a portaobjetos de estreptavidina durante 20 min, estiramiento fluido con ganchos en G, recuento
usando nCounter

Materiales

Conjunto de codigos 194 de elementos
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Oligos adquiridos de IDT

SSPE (NaCl 150 mM, NaH2PO4xH20 10 mM, NazEDTA 10 mM)

Tampén hib. (SSPE 14,56x Tween 20 al 0,18 %)

Tabla 2: Secuencias de sonda B para oligomeros de 12, 11, .., 8 monémeros. (SEQ ID NO: 30 a SEQ ID NO: 34)
GBRYBG 5 | GACTGTACCCACGCGATGACGTTCGTCAAGAGTCGCATAATCT 3
YRBYRG 5 | AGACTGTACCACAAGAATCCCTGCTAGCTGAAGGAGGGTCAAAC 3
YGBYGR 5 | GAGACTGTACCCTACGTATATATCCAAGTGGTTATGTCCGACGGC 3
GBRYGB 5 | TGAGACTGTACCACCCCTCCAAACGCATTCTTATTGGCAAATGGAA 3
RYGBRG 5 | CTGAGACTGTACCCGGGAATCGGCATTTCGCATTCTTAGGATCTAAA 3

Tabla 3: Secuencia diana (en negrita; SEQ ID NO: 35)

ARN |5

CAATGTGAGTCTCTTGGTACAGTCTCAGTTAGTCACTCCCTAAG)
Bio TEG\
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REIVINDICACIONES
1. Una sonda de secuenciacion que comprende un dominio de union a la diana y un dominio de cédigo de barras;

en la que dicho dominio de unién a la diana comprende al menos 12 nucleétidos y puede unirse a un acido nucleico
diana;

en la que dicho dominio de cédigo de barras comprende una cadena principal sintética, comprendiendo dicho dominio
de codigo de barras al menos seis posiciones de fijacidn, comprendiendo cada posicién de fijacién al menos una regién
de fijacion, comprendiendo dicha region de fijacion al menos una secuencia de acido nucleico que puede unirse
mediante una molécula de &cido nucleico complementaria,

en la que cada posicion de fijacion de las al menos seis posiciones de fijacién corresponde a un nucleétido en el
dominio de unién a la diana y cada una de las al menos seis posiciones de fijacion tiene una secuencia de &cido
nucleico diferente, y

en la que dicha secuencia de acido nucleico de cada posicion de las al menos seis posiciones de fijacion determina la
posicion e identidad del nucleétido correspondiente en dicho acido nucleico diana que se une mediante dicho dominio
de unién a la diana.

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

3. La sonda de secuenciacion de la reivindicacion 1, en la que dicha sonda de secuenciacion comprende un espaciador
de ADN bicatenario entre el dominio de unién a la diana y el dominio de cédigo de barras.

4. La sonda de secuenciacion de la reivindicacién 1, en la que el nimero de nucleétidos en un dominio de unién a la
diana es al menos dos mas que el nimero de regiones de fijacion en el dominio de codigo de barras.

5. La sonda de secuenciacién de la reivindicacion 1, en la que cada posicién en un dominio de cédigo de barras tiene:
(a) el mismo numero de regiones de fijacién; (b) una region de fijacion; o (c) méas de una regién de fijacién.

6. La sonda de secuenciacion de la reivindicacion 1, en la que cada molécula de acido nucleico complementaria;
(a) por cada posicion de fijacion comprende un marcador detectable;
(b) o se liga indirectamente a una molécula de &acido nucleico primaria mediante un espaciador de acido nucleico; o

(c) por cada posicién de fijacion comprende entre aproximadamente 8 nucle6tidos y aproximadamente 20 nucleétidos,
preferiblemente, en la que cada molécula de acido nucleico complementaria comprende aproximadamente 12
nucledtidos.

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

8. La sonda de secuenciacion de la reivindicacién 7, en la que la molécula o moléculas de acido nucleico secundarias
comprenden al menos un marcador detectable.

9. La sonda de secuenciacion de la reivindicacion 7, en la que cada molécula de acido nucleico secundaria se hibrida
con al menos una, dos, tres, cuatro, cinco, seis 0 siete moléculas de acido nucleico terciarias que comprenden al
menos un marcador detectable.

10. La sonda de secuenciacién de la reivindicacién 1, en la que una o mas posiciones de fijacion en el dominio de
codigo de barras estan adyacentes a al menos un polinucleétido monocatenario flanqueante.

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

12. Un método para secuenciar un acido nucleico, que comprende las etapas de:

(1) hibridar al menos una primera poblacion de primeras sondas de secuenciacion que comprenden una pluralidad de
la sonda de secuenciacién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 con un &cido nucleico diana que se
inmoviliza en un sustrato, en el que el acido nucleico diana se inmoviliza en el sustrato en una 0 mas posiciones;

(2) unir una primera molécula de acido nucleico complementaria que comprende un marcador detectable o una primera
molécula de acido nucleico complementaria de un primer complejo indicador que comprende un marcador detectable
a una primera posicion de fijaciéon de las al menos seis posiciones de fijacion;

(3) detectar el marcador detectable de la primera molécula de acido nucleico complementaria unida o el marcador
detectable de la primera molécula de acido nucleico complementaria unida del primer complejo indicador;
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(4) identificar la posicion e identidad de un primer nucleétido en el &cido nucleico diana inmovilizado;

(5) unir a la primera posicion de fijacion una primera molécula de acido nucleico de hibridacién que carece de un
marcador detectable, soltando de ese modo la primera molécula de acido nucleico complementaria que comprende
un marcador detectable o la primera molécula de acido nucleico complementaria del primer complejo indicador que
comprende un marcador detectable;

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

(7) detectar el marcador detectable de la segunda molécula de acido nucleico complementaria unida o el marcador
detectable de la segunda molécula de &cido nucleico complementaria unida del segundo complejo indicador;

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

(9) repetir las etapas (5) a (8) hasta que cada posicién de fijacion de las al menos seis posiciones de fijacion se haya
unido mediante una molécula de acido nucleico complementaria que comprende un marcador detectable o una
molécula de acido nucleico complementaria de un complejo indicador que comprende un marcador detectable, y se
haya detectado el marcador detectable de la molécula de acido nucleico complementaria unida o el marcador
detectable de la molécula de acido nucleico complementaria unida de un complejo indicador, identificando de ese
modo el orden lineal de al menos seis nucledtidos para al menos una primera region del acido nucleico diana
inmovilizado que se hibridé mediante el dominio de unién a la diana de la sonda de secuenciacion; y

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

13. El método de la reivindicacién 12, en el que las etapas (5) y (6) se producen secuencialmente o simultaneamente.

14. El método de la reivindicaciéon 12, en el que la primera molécula de acido nucleico complementaria y la primera
molécula de acido nucleico de hibridacion que carece de un marcador detectable comprende la misma secuencia de
acido nucleico.

15. El método de la reivindicacion 12, en el que la primera molécula de &acido nucleico de hibridacion que carece de
un marcador detectable comprende una secuencia de &cido nucleico complementaria a un polinucleétido
monocatenario flanqueante adyacente a la primera posicion de fijacion.

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

(11) hibridar al menos una segunda poblacién de segundas sondas de secuenciacion que comprenden una pluralidad
de sondas de secuenciacion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 con un acido nucleico diana que se
inmoviliza en un sustrato, en el que el &cido nucleico diana se inmoviliza en el sustrato en una o mas posiciones, en
el que el dominio de unién a la diana de la primera sonda de secuenciacién y la segunda sonda de secuenciacion son
diferentes;

(12) unir una primera molécula de acido nucleico complementaria que comprende un marcador detectable o una
primera molécula de &cido nucleico complementaria de un primer complejo indicador que comprende un marcador
detectable a una primera posicién de fijacién de las al menos seis posiciones de fijacion;

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

(14) identificar la posicion e identidad de un primer nucleétido en el &cido nucleico diana inmovilizado;

(15) unir a la primera posicion de fijacién una primera molécula de acido nucleico de hibridaciéon que carece de un
marcador detectable, soltando de ese modo la primera molécula de &cido nucleico complementaria que comprende
un marcador detectable o la primera molécula de acido nucleico complementaria del primer complejo indicador que
comprende un marcador detectable;

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

(17) detectar el marcador detectable de la segunda molécula de acido nucleico complementaria unida o el marcador
detectable de la segunda molécula de &cido nucleico complementaria unida del segundo complejo indicador;

(18) identificar la posicién e identidad de un segundo nucleétido en el &cido nucleico diana inmovilizado;
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(19) repetir las etapas (15) a (18) hasta que cada posicién de fijacién de las al menos seis posiciones de fijacion se
haya unido mediante una molécula de &acido nucleico complementaria que comprende un marcador detectable o una
molécula de acido nucleico complementaria de un complejo indicador que comprende un marcador detectable, y se
haya detectado el marcador detectable de la molécula de acido nucleico complementaria unida o el marcador
detectable de la molécula de acido nucleico complementaria unida de un complejo indicador, identificando de ese
modo el orden lineal de al menos seis nucleétidos para al menos una segunda region del acido nucleico diana
inmovilizado que se hibridé mediante el dominio de unién a la diana de la sonda de secuenciacion; y

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

17. El método de la reivindicacion 16, que comprende ademas etapas de ensamblar cada orden lineal identificado de
nucleétidos en la al menos primera region y al menos segunda region del acido nucleico diana inmovilizado,
identificando de ese modo una secuencia para el acido nucleico diana inmovilizado.
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Figura 22A

Cinética de "5x3"
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Figura 22B

Cinética de "mangos adicionales 7x3"
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Figura 23
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