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DESCRIPCION
Reaccién en cadena de hibridacion de iniciador fraccionario
Antecedentes
Campo

La presente invencion se refiere en general a composiciones y procedimientos relacionados con el uso de la reaccion
en cadena de hibridacion.

Descripcion de la técnica relacionada

La reaccion en cadena de hibridacién (HCR) es un procedimiento para el autoensamblaje desencadenado de
moléculas de acido nucleico a partir de monémeros metaestables de horquilla u otras estructuras de acido nucleico
mas complicadas. En una version simple de este proceso, los monémeros metaestables de las horquillas se someten
a una reaccion en cadena de eventos de hibridaciéon para formar un polimero de doble cadena mellado cuando se
desencadena por una cadena iniciadora de acido nucleico. Los monémeros de las horquillas almacenan la energia
para impulsar el proceso de polimerizacion en sus bucles y puntos de apoyo monocatenarios.

Sumario

En algunas realizaciones, se proporciona una composicién que comprende: un primer monoémero de horquilla; un
segundo mondémero de horquilla; una primera sonda iniciadora fraccionaria que comprende un primer iniciador
fraccionario; y una segunda sonda iniciadora fraccionaria que comprende un segundo iniciador fraccionario.

En algunas realizaciones, se proporciona una composicion que comprende:
un primer monémero de horquilla, que comprende:

i. un primer dominio de entrada, que comprende un primer punto de apoyo y una primera seccion de vastago,
ii. un primer dominio de salida, que comprende un primer bucle de horquilla y un complemento de la primera
seccion de vastago, y

iii. una primera molécula reportera;

un segundo monémero de horquilla, que comprende:

iv. un segundo dominio de entrada, que comprende un segundo punto de apoyo y una segunda seccion de
vastago,

v. un segundo dominio de salida, que comprende un segundo bucle de horquilla y un complemento de la
segunda seccion de vastago,

vi. una segunda molécula reportera;

una primera sonda iniciadora fraccionaria que comprende un primer iniciador fraccionario; y
una segunda sonda iniciadora fraccionaria que comprende un segundo iniciador fraccionario.

En algunas realizaciones, se proporciona una composicion, en la que la primera seccién de vastago puede tener una
misma secuencia que la segunda seccion de vastago. En algunas realizaciones, se proporciona una composicion, en
la que el complemento de la primera seccion de vastago puede tener una misma secuencia que el complemento de la
segunda seccioén de vastago. En algunas realizaciones, se proporciona una composicion, en la que la primera seccion
de vastago puede tener una misma secuencia que la segunda seccion de vastago.

En algunas realizaciones, se proporciona una composicion en la que el primer punto de apoyo es complementario al
segundo bucle de horquilla. En algunas realizaciones, se proporciona una composicion en la que el segundo punto de
apoyo es complementario al primer bucle de horquilla.

En algunas realizaciones, se proporciona una composicion que ademas comprende una molécula diana que
comprende una primera seccion diana y una segunda seccion diana.

En algunas realizaciones, se proporciona una composicion en la que la primera sonda iniciadora fraccionaria ademas
comprende una primera seccion de union a la diana y la segunda sonda iniciadora fraccionaria ademas comprende
una segunda seccion de unién a la diana, en la que la primera seccion de unién a la diana esta configurada para unirse
a la primera seccioén diana y la segunda seccion de unién a la diana esta configurada para unirse a la segunda seccion
diana.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento que comprende:
a. proporcionar:

i. una primera sonda iniciadora fraccionaria
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ii. una segunda sonda iniciadora fraccionaria
ii. un primer monémero de horquilla

iv. un segundo mondémero de horquilla, y

v. una molécula diana;

b. incubar para permitir la union; y
c. detectar una seial.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento en el que la molécula diana comprende un nucleoétido.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento en el que la primera sonda iniciadora fraccionaria y la
segunda sonda iniciadora fraccionaria se combinan con la molécula diana.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento, en el que la primera sonda iniciadora fraccionaria no unida
y la segunda sonda iniciadora fraccionaria no unida se eliminan de una muestra que contiene la molécula diana por
medio de un primer lavado.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento en el que, tras el primer lavado, la primera y la segunda
sonda iniciadora colocalizadas en la molécula diana se unen al primer monémero de horquilla, que a su vez se une al
segundo mondémero de horquilla, lo que da lugar a la amplificacion de HCR.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento en el que el monémero de horquilla no unido se lava de la
muestra que contiene la molécula diana.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento en el que una cascada alternante de la primera union del
monomero de horquilla y la segunda unién del monémero de horquilla proporciona un evento de polimerizacion.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento para llevar a cabo HCR, el procedimiento comprende:
afadir un primer iniciador fraccionario y un segundo iniciador fraccionario a una muestra, en la que juntos el primer y
el segundo iniciador fraccionario proporcionan un iniciador de HCR completo; y afiadir un conjunto de monémeros de
horquilla de HCR a la muestra para permitir que se produzca HCR en presencia del iniciador de HCR completo.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento, en el que el primer iniciador fraccionario es parte de una
primera sonda iniciadora fraccionaria y en el que el segundo iniciador fraccionario es parte de una segunda sonda
iniciadora fraccionaria.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento, en el que el procedimiento es parte de un proceso in situ
para obtener imagenes de dianas de ADN, ARN, proteinas o moléculas pequefas, que incluyen hibridacion in situ de
ADN (ISH), hibridacion in situ de ARN (ISH), inmunohistoquimica de proteinas (IHC).

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento, en el que el procedimiento comprende un enfoque de 2
etapas con un lavado después de cada etapa, y en el que la diana se inmoviliza, y en el que la muestra se fija.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento en el que una primera etapa es una etapa de deteccion
que comprende la union de sondas a una diana y el lavado de la sonda no unida, y en el que una segunda etapa es
una etapa de amplificacion, en la que se produce la amplificacion de HCR, seguida por el lavado de los monémeros
de horquilla no polimerizados.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento en el que el procedimiento se aplica in vitroy en el que la
diana se inmoviliza en una perla o microarray.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento en el que el procedimiento es in vitro o in vivo y en el que
la diana no esta inmovilizada.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento en el que el procedimiento comprende un protocolo de
una sola etapa sin lavados.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento en el que la diana es al menos una de las moléculas o
complejos diana de ADN, ARN, proteinas o moléculas pequefias in vitro, in situ o in vivo.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento en el que el primer iniciador fraccionario (1151) forma parte
de una primera sonda iniciadora fraccionaria (1190) que ademas comprende una primera seccion de unién a la diana
(1141).

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento en el que el segundo iniciador fraccionario (1251) forma
parte de una segunda sonda iniciadora fraccionaria (1290) que ademas comprende una segunda seccién de unién a
la diana (1241).

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento, en el que la primera seccion de unién a la diana esta
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configurada para unirse adyacente a la segunda secciéon de unién a la diana cuando la primera sonda iniciadora
fraccionaria y la segunda sonda iniciadora fraccionaria estan ambas unidas especificamente a la diana.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento que comprende:
(a) proporcionar:

I. Una primera sonda iniciadora fraccionaria que comprende un primer iniciador fraccionario
Il. Una segunda sonda iniciadora fraccionaria que comprende un segundo iniciador fraccionario
[ll. Un primer monémero de horquilla, que comprende:

a. Un primer dominio de entrada, que comprende un primer punto de apoyo y una primera seccion de
vastago,

b. Un primer dominio de salida, que comprende un primer bucle de horquilla y un complemento de la primera
seccion de vastago, y

c. una primera molécula reportera;

IV. Un segundo monémero de horquilla, que comprende:

a. Un segundo dominio de entrada, que comprende un segundo punto de apoyo y una segunda seccion de
vastago,

b. Un segundo dominio de salida, que comprende un segundo bucle de horquilla y un complemento de la
segunda seccion de vastago, y

c. una segunda molécula reportera:

V. una molécula diana; y
(b) incubar la primera sonda iniciadora fraccionaria y la segunda sonda iniciadora fraccionaria con una diana.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento, en el que la incubacion une la primera sonda iniciadora
fraccionaria a la molécula diana y une la segunda sonda iniciadora fraccionaria a la molécula diana.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento en el que se lleva a cabo un lavado para eliminar la primera
y la segunda sonda iniciadora fraccionaria no unidas de una muestra que contiene la diana.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento en el que las sondas individuales con iniciador fraccionario
que permanecen dentro de la muestra después del lavado y no estan especificamente unidas a la diana no
desencadenan la HCR.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento, en el que la muestra se lava para eliminar al menos del
50 al 99% de las sondas que no estan unidas especificamente a la diana.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento que comprende: a) unir el primer monémero de horquilla
a ambos, el primer iniciador fraccionario y el segundo iniciador fraccionario; b) unir el segundo monémero de horquilla
al primer monémero de horquilla; y c) detectar una sefial.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento que comprende la unién de un primer monémero de
horquilla adicional al segundo monémero de horquilla.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento que comprende la unidon de un segundo monémero de
horquilla adicional al primer monémero de horquilla adicional.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento, en el que hay al menos 10 primeros monémeros de
horquilla adicionales.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento en el que hay al menos 10 mondémeros de segunda
horquilla adicionales.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento, en el que hay al menos 100 primeros monémeros de
horquilla adicionales.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento en el que hay al menos 100 monémeros de segunda
horquilla adicionales.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento, en el que la molécula diana ademas comprende una
primera seccion diana y una segunda seccion diana, en el que la primera sonda iniciadora fraccionaria ademas
comprende una primera seccion de union a la diana y la segunda sonda iniciadora fraccionaria ademas comprende
una segunda seccion de unién a la diana, en el que la primera seccidn diana esta configurada para unirse a la primera
seccion de uniodn a la diana y la segunda seccion diana esta configurada para unirse a la segunda seccién de union a
la diana.
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En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento, en el que la molécula reportera es una molécula
fluorescente.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento en el que la molécula reportera comprende una disposicion
inactivada o FRET, en la que una molécula fluorescente en un monémero de horquilla se desactiva cuando se alcanza
una configuracion de polimero por el primer y el segundo monémero de horquilla.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento en el que el primer y el segundo monémero de horquilla
forman un par FRET cuando se combinan como polimero.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento en el que el par FRET se forma debido a un cambio en la
inactivacion o FRET que se produce cuando los monémeros de horquilla se abren y polimerizan.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento en el que la molécula reportera es una molécula reportera
no fluorescente.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento en el que la molécula reportera es un elemento de tierras
raras.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento que ademas comprende al menos una sonda iniciadora
fraccionaria adicional.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento en el que la molécula diana es cualquier molécula de acido
nucleico.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento en el que la molécula diana es una proteina.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento en el que la molécula diana se selecciona del grupo que
consiste en al menos una de las siguientes: ARNm, ARNmi, ARNin, ARNr, ARN no codificante y ADN genémico.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento en el que la molécula diana esta compuesta por una
secuencia de aminoacidos.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento en el que la molécula diana estda compuesta por un
complejo de moléculas.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento en el que la primera sonda iniciadora fraccionaria
comprende un polimero sintético y la segunda sonda iniciadora fraccionaria comprende un polimero sintético.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento en el que la primera sonda iniciadora fraccionaria
comprende una secuencia de aminoacidos y la segunda sonda iniciadora fraccionaria comprende una secuencia de
aminoacidos.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento en el que el primer y el segundo iniciador fraccionario se
pueden emparejar en base con el primer monémero de horquilla.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento en el que la primera sonda iniciadora fraccionaria
comprende al menos una molécula seleccionada del grupo que consiste en ADN, ARN, 2'0Ome-ARN, ARNL, analogo
de acido nucleico sintético, aminoacido, analogo de aminoacido sintético y ARP y la segunda sonda iniciadora
fraccionaria comprende al menos una molécula seleccionada del grupo que consiste en ADN, ARN, 2'Ome-ARN,
ARNL, analogo de acido nucleico sintético, aminoacido, analogo de aminoacido sintético y ARP.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento o composicion en el que la unién denota hibridacion.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento o composicién en el que la unién denota una interaccion
selectiva proteina-proteina.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento o composicion en el que la unién denota una interaccion
selectiva acido nucleico-proteina.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento en el que los monémeros de HCR comprenden un sitio de
union a la etiqueta.

En algunas realizaciones, el procedimiento incluye ademas: el lavado de la muestra para eliminar los mondémeros de
horquilla de HCR no polimerizados; la adiciéon de una sonda de etiqueta que comprende un complemento del sitio de
unién a la etiqueta y una molécula reportera; el lavado de la sonda de etiqueta no unida; y la deteccion de la presencia
o ausencia de la molécula reportera.

En algunas realizaciones, se proporciona una composicion en la que el primer mondmero de horquilla ademas
comprende un sitio de unién a la etiqueta que esta configurado para hibridarse con un complemento del sitio de unién
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a la etiqueta, en el que el complemento del sitio de unién a la etiqueta ademas comprende una molécula reportera. En
algunas realizaciones, ambos monémeros de horquilla pueden comprender un sitio de union a la etiqueta. En algunas
realizaciones, s6lo uno de los monémeros de horquilla comprende un sitio de unién a la etiqueta.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 representa algunas realizaciones de la amplificacién in situ por medio de la reaccidon en cadena de
hibridacion (HCR).

La FIG. 2 representa esquemas de HCR in situ mediante el uso de protocolos de dos o tres etapas.

La FIG. 3 representa algunas disposiciones para dos secciones diana adyacentes y dos sondas iniciadoras
fraccionarias que se hibridan a estas secciones diana adyacentes para colocalizar dos iniciadores fraccionarios.
La FIG. 4 representa algunas realizaciones de sondas iniciadoras fraccionarias colocalizadas por una molécula
diana.

La FIG. 5 representa algunas realizaciones de sondas iniciadoras fraccionarias colocalizadas por un complejo
diana.

La FIG. 6 representa la obtencién de imagenes de ARNm diana en embriones de pollo montados en su totalidad
mediante el uso de sondas estandar no optimizadas y sondas iniciadoras fraccionarias.

La FIG. 7 representa algunas formas de desencadenar la HCR mediante el uso de sondas iniciadoras fraccionarias
y muestra datos de tubos de ensayo que demuestran el desencadenamiento de la HCR mediante el uso de sondas
iniciadoras fraccionarias colocalizadas por una diana. Soélo se representa una parte de las sondas iniciadoras
fraccionarias y no se representa la diana que coordina las dos sondas iniciadoras fraccionarias. 11 denota un
iniciador completo formado por dos sondas iniciadoras fraccionarias colocalizadas por una diana.

La FIG. 8 representa algunas realizaciones de HCR in situ mediante el uso de sondas iniciadoras fraccionarias.
La FIG. 9 representa el fondo y la relacién sefal/fondo mediante el uso de sondas estandar y sondas iniciadoras
fraccionarias.

La FIG. 10 representa la imagen multiplexada de la expresion de ARNm con una alta relacion sefial/fondo en un
embrion de pollo fijo y completo mediante el uso de sondas iniciadoras de fracciones sin optimizacién del conjunto
de sondas.

La FIG. 11 representa la imagen cuantitativa de la expresion de ARNm con resolucion subcelular en embriones de
pollo fijados y montados en su totalidad mediante el uso de sondas iniciadoras fraccionarias.

La FIG. 12 representa algunas realizaciones de hibridacién de una primera sonda iniciadora fraccionaria y una
segunda sonda iniciadora fraccionaria a una molécula diana.

La FIG. 13 representa algunas realizaciones de autoensamblaje desencadenado de un polimero de amplificacion
de HCR a partir de monémeros de horquilla tras la iniciacién por un iniciador de HCR. 1050 en la FIG. 13 representa
un iniciador completo, de dos partes. Sélo se representa una parte de las sondas iniciadoras fraccionarias. 11
(1050) denota un iniciador completo formado por dos sondas iniciadoras fraccionarias colocalizadas por una diana.
La FIG. 14 representa algunas realizaciones de la amplificacion de HCR mediante el uso de monémeros de
horquilla activados por un iniciador de HCR. Sdlo se representa una parte de las sondas iniciadoras fraccionarias.
I1 denota un iniciador completo formado por dos sondas iniciadoras fraccionarias colocalizadas por una diana.

La FIG. 15 representa algunas formas de realizacion de un protocolo de HCR in situ de tres etapas que utiliza
sondas iniciadoras fraccionarias con monémeros de horquilla que llevan sitios de unién a la etiqueta.

La FIG. 16 representa algunas realizaciones de un mecanismo de HCR mediante el uso de monémeros de horquilla
de HCR simplificados.

Descripcion detallada

La reaccion en cadena de hibridacion (HCR) es un procedimiento para la hibridacion desencadenada de moléculas de
acido nucleico a partir de monémeros de horquilla metaestables u otras estructuras de acido nucleico metaestables.
Véase, por ejemplo, Dirks, R. y Pierce, N. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101(43): 15275 a 15278 (2004), y la Solicitud de
Patente de los Estados Unidos Num. 11/087.937, presentada el 22 de marzo de 2005, la Patente de los Estados
Unidos Nums. US 8.105.778, 31 de enero de 2012, y 8.507.204, del 13 de agosto de 2013. La HCR no requiere
ninguna enzima y puede funcionar de forma isotérmica.

El HCR puede incluir dos 0 mas monémeros de horquilla metaestables. Cada uno de los monémeros de horquilla tiene
por lo menos un punto de apoyo monocatenario, un bucle monocatenario y un vastago bicatenario. La energia que
impulsa la cascada de autoensamblaje se almacena en los segmentos de bucle monocatenario y en los segmentos
de punto de apoyo de las horquillas.

Cada monémero queda atrapado en una trampa cinética, lo que impide que el sistema se equilibre rapidamente. Es
decir, los pares de monémeros no se pueden hibridar entre si en ausencia de un iniciador. La introducciéon de una
hebra iniciadora hace que los monémeros sufran una reacciéon en cadena de eventos de hibridaciéon para formar un
polimero de doble hebra mellado. La HCR se puede utilizar, por ejemplo, para detectar la presencia de un analito de
interés en una muestra, por medio de la deteccion del analito con una sonda que lleva un iniciador de HCR, que a su
vez desencadena la amplificacion de la sefial de HCR. La amplificacién de la sefial de HCR permite aumentar la
relacion sefial/fondo para aplicaciones de deteccién molecular y de imagen, al potenciar la sefial por encima del fondo
procedente de la muestra.
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Algunas realizaciones proporcionadas en la presente memoria proporcionan una relacion sefal/fondo aun mayor
mediante el uso de sondas iniciadoras fraccionarias que dividen el iniciador de HCR entre dos 0 mas sondas. Si estas
sondas individuales se unen de forma inespecifica en la muestra, no activan la HCR. Sin embargo, si se unen
especificamente a su diana afin, los iniciadores fraccionarios se colocalizan para formar un iniciador completo, lo que
permite desencadenar la amplificacion de la sefial de HCR. En algunas realizaciones, la separacion del iniciador en
partes (dos o mas), que solo se colocalizan efectivamente en presencia de una diana, proporciona una supresion
automatica del fondo durante la etapa de deteccidon. Cuando se combina con la supresion de fondo automatica
proporcionada por el HCR durante la amplificacién, el nuevo proceso proporciona una supresion de fondo automatica
durante todo el protocolo (por ejemplo, si un reactivo, ya sea una sonda individual o un mondémero de horquilla
individual se une en la muestra, no dara lugar a la generacién de fondo amplificado).

Las técnicas anteriores no introdujeron iniciadores fraccionarios (o sondas de los mismos) como mecanismo para
lograr la supresiéon automatica del fondo durante la etapa de deteccion. Como resultado, con las técnicas anteriores,
si una sonda que lleva un iniciador de HCR completo se une de forma no especifica en la muestra, podria no obstante
desencadenar la HCR, lo que genera un fondo amplificado que disminuiria la relacion sefal/fondo de la medicion.

Definiciones y realizaciones

Los "Acidos Nucleicos", como se utilizan en la presente memoria, incluyen oligémeros de alguna forma de ADN y/o
ARN. Los acidos nucleicos también pueden incluir analogos del ADN o del ARN con maodificaciones en las bases o en
la columna vertebral. Por ejemplo, el acido nucleico, como se utiliza en la presente memoria, incluye el uso de acidos
nucleicos peptidicos (PNA). El término "acidos nucleicos" también incluye las moléculas quiméricas. La frase incluye
construcciones artificiales, asi como derivados, etc. La frase incluye, por ejemplo, uno o mas de ADN, ARN, 2'Ome-
ARN, ARNL, analogo de acido nucleico sintético y ARNP.

El término "extremo pegajoso” se refiere a una secuencia de acido nucleico que esta disponible para hibridarse con
una secuencia de acido nucleico complementaria. La estructura secundaria del "extremo pegajoso” es tal que el
extremo pegajoso esta disponible para hibridarse con un acido nucleico complementario bajo las condiciones de
reaccion apropiadas sin sufrir un cambio conformacional. Normalmente, el extremo pegajoso es un acido nucleico
monocatenario.

Los "monomeros" son oligémeros individuales de acido nucleico. Tipicamente, se utilizan al menos dos monémeros
en las reacciones de hibridacion en cadena, aunque se pueden utilizar tres, cuatro, cinco, seis 0 mas monémeros.
Tipicamente, cada mondmero comprende al menos una regiéon que es complementaria a al menos otro monémero
que se utiliza para la reaccion HCR.

La composicion puede incluir un primer monémero de horquilla (1510), que comprende: a) un primer dominio de
entrada (1852), que comprende un primer punto de apoyo (1851) y una primera secciéon de vastago, b) un primer
dominio de salida (1854), que comprende un primer bucle de horquilla (1853) y un complemento de la primera seccion
de vastago, y c) una primera molécula reportera (1850). La composicion puede incluir ademas un segundo monémero
de horquilla (1610), que comprende: a) un segundo dominio de entrada (1952), que comprende un segundo punto de
apoyo (1951) y una segunda seccioén de vastago, b) un segundo dominio de salida (1954), que comprende un segundo
bucle de horquilla (1953) y un complemento de la segunda seccion de vastago, y ¢) una segunda molécula reportera
(1950).

En algunas realizaciones, los mondémeros son "metaestables" Es decir, en ausencia de un iniciador estan
cinéticamente desfavorecidos para asociarse con otros mondémeros que comprenden regiones complementarias. Los
mondémeros "HCR" son mondmeros capaces de ensamblarse tras la exposiciéon a un acido nucleico iniciador para
formar un polimero.

Como se utiliza en la presente memoria, la "polimerizacién" se refiere a la asociacion de dos 0 mas monémeros para
formar un polimero. El "polimero" puede comprender enlaces covalentes, enlaces no covalentes o ambos. Por ejemplo,
en algunas realizaciones dos especies de monémeros son capaces de hibridarse en un patron alterno para formar un
polimero que comprende un polimero de doble cadena mellada. Los polimeros también se denominan en la presente
memoria como "productos de HCR"

Un "iniciador completo” proviene de la combinacién de dos o mas iniciadores fraccionarios que, cuando se colocalizan,
son capaces de iniciar la polimerizacion de HCR. Algunos iniciadores comprenden una region de acido nucleico que
es complementaria a la region del complemento del iniciador de un monémero de HCR. Un iniciador fraccionario es
aquel que, por si solo, no es suficiente para desencadenar la polimerizacion de HCR, pero que, cuando se colocaliza
con uno (o mas) de oftros iniciadores fraccionarios para formar un iniciador completo, puede desencadenar la
polimerizacién de HCR.

Los siguientes términos, en la Tabla 1, se indican como opciones alternativas (que pueden variar en amplitud
dependiendo del contexto) para los términos utilizados en la presente memoria. La divulgacion del término mas amplio
no solo denota el concepto mas amplio, sino también el mas estrecho.

TABLA 1
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Sonda iniciadora dividida Sonda iniciadora fraccionaria
Secuencia de union a la diana Seccién de union a la diana
Subsecuencia proximal Seccion diana

Sitio diana proximal cognitivo Seccion diana

Region de unién a la diana Seccion de unién a la diana
Iniciador de HCR 11 Iniciador de HCR completo
Horquilla HI Primer Mondmero de Horquilla
Horquilla H2 Segundo Mondmero de Horquilla
Horquilla de HCR Monoémero de Horquilla

Par de sondas iniciadoras divididas |Par de sondas iniciadoras fraccionarias

Sitio diana cognitivo Seccion diana

Iniciador I1 Iniciador de HCR completo

Sonda 1 Primera sonda iniciadora fraccionaria
Sonda 2 Segunda sonda iniciadora fraccionaria

Los titulos de las secciones utilizados en la presente memoria son soélo para fines de organizacién y no se deben
interpretar como una limitacion de la materia descrita de ninguna manera. Se apreciara que hay un "aproximadamente”
implicito antes de las temperaturas, concentraciones, tiempos, etc. discutidos en las presentes ensefianzas, de forma
que las desviaciones leves e insustanciales estan dentro del alcance de las ensefianzas de la presente memoria. En
esta solicitud, el uso del singular incluye el plural a menos que se indique especificamente lo contrario. Asimismo, el
uso de "comprender”, "comprende"”, "que comprende", "contener”, "contiene”, "que contiene", "incluir", "incluye" e "que
incluye" no pretende ser limitativo. Se debe entender que tanto la descripcion general anterior como la descripcion
detallada que sigue son solamente ejemplares y explicativas y no son restrictivas. A menos que se definan de otro
modo, los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria tienen el mismo significado que los
entendidos comunmente por los expertos en la técnica a la que pertenece esta invencion. Véase, por
ejemplo Singleton et al., Dictionary of Microbiology and Molecular Biology 2da ed., J. Wiley & Sons (New York, N.Y.
1994) Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Springs Harbor Press (Cold Springs Harbor,
N.Y. 1989). Se debe entender que tanto la descripciéon general como la descripcion detallada son sélo ejemplares y
explicativas y no son restrictivas de la invencion como se reivindica. En esta solicitud, el uso del singular incluye el
plural a menos que se indique especificamente lo contrario. En esta solicitud, el uso de "o" significa "y/0" a menos que
se indique lo contrario. Ademas, el uso del término "que incluyen", asi como otras formas, tales como "incluye" e
"incluido”, no es limitativo. Asimismo, términos tales como "elemento” o "componente" abarcan tanto los elementos y
componentes que comprenden una unidad como los elementos y componentes que comprenden mas de una
subunidad, a menos que se indique especificamente lo contrario. Asimismo, el uso del término "porcién" puede incluir
parte de una fraccion o la totalidad de la misma.

Composiciones

Algunas realizaciones de las composiciones se describen en las FIGs. 12 y 13, asi como otras figuras proporcionadas
en la presente memoria. En algunas realizaciones, se proporciona una composicion que comprende una primera sonda
iniciadora fraccionaria (1190) que comprende un primer iniciador fraccionario (1151), y una segunda sonda iniciadora
fraccionaria (1290) que comprende un segundo iniciador fraccionario (1251). En algunas realizaciones, el primer y el
segundo iniciador fraccionario (1151, 1251) forman juntos un iniciador completo (1050), a partir del cual puede
progresar la HCR, a través del primer y el segundo monémero de horquilla (1510, 1610). En algunas realizaciones,
la primera sonda iniciadora fraccionaria (1190) ademas comprende una primera seccion de unioén a la diana (1141) y
la segunda sonda iniciadora fraccionaria (1290) ademas comprende una segunda seccién de union a la diana (1241),
en la que la primera seccion de union a la diana (1141) esta configurada para unirse a una primera seccion de diana
(1100) y la segunda seccion de union a la diana (1241) esta configurada para unirse a una segunda seccion de diana
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(1200). Estas secciones de unidn a la diana estan localizadas efectivamente adyacentes en la molécula diana, de
forma que cuando ambas sondas iniciadoras fraccionarias estan unidas a ambas dianas, el primer y el segundo
iniciador fraccionario (dentro de las sondas iniciadoras fraccionarias) estan lo suficientemente cerca como para formar
un iniciador completo (1050), a partir del cual puede ocurrir la HCR. En algunas realizaciones, estas sondas iniciadoras
fraccionarias se pueden suministrar como un kit, junto con monémeros de horquilla para la polimerizacion de HCR.

En algunas realizaciones, se proporciona una composiciéon que comprende un primer monémero de horquilla (1510),
un segundo monémero de horquilla (1610), una primera sonda iniciadora fraccionaria (1190) que comprende un primer
iniciador fraccionario (1151), y una segunda sonda iniciadora fraccionaria (1290) que comprende un segundo iniciador
fraccionario (1251). En algunas realizaciones, el primer y el segundo iniciador fraccionario (1151, 1251) forman juntos
un iniciador completo (1050), a partir del cual puede progresar la HCR, a través del primer y el segundo monémero de
horquilla (1510, 1610).

En algunas realizaciones, las sondas iniciadoras fraccionarias y los monémeros de horquilla se pueden introducir en
la misma muestra al mismo tiempo. En algunas realizaciones, las sondas iniciadoras fraccionarias se pueden introducir
en la muestra, seguidas por un lavado, y luego los monémeros de horquilla se pueden introducir en la muestra,
seguidos por un lavado. En algunas realizaciones, las sondas iniciadoras fraccionarias y los monémeros de horquilla
se pueden introducir en la muestra en momentos diferentes.

En algunas realizaciones, uno o mas de los monémeros de horquilla pueden incluir una molécula reportera, de forma
que la polimerizacion de los mondmeros de horquilla (primero y segundo, y opcionalmente mas), dara lugar a un
evento de sefializacion que es detectable. En algunas realizaciones, la molécula reportera puede estar asociada
covalentemente con el/los mondémero(s) de la horquilla. En algunas realizaciones, la molécula reportera se puede unir
posteriormente al polimero de HCR después de la polimerizacion (por ejemplo, en un evento de hibridacion posterior).
En algunas realizaciones, el primer monémero de horquilla (1510) comprende un sitio de unién a la etiqueta (no
representado) que esta configurado para hibridarse con un complemento del sitio de uniéon a la etiqueta (no
representado). En algunas realizaciones, el complemento del sitio de union a la etiqueta ademas comprende una
molécula reportera.

En algunas realizaciones, se proporciona una composicion que incluye un primer monémero de horquilla (1510), que
comprende: a) un primer dominio de entrada (1852), que comprende un primer punto de apoyo (1851) y una primera
seccion de vastago (1755), b) un primer dominio de salida (1854), que comprende un primer bucle de horquilla (1853)
y un complemento de la primera seccion de vastago (1756), y c) una primera molécula reportera (1850). La
composicion puede incluir ademas un segundo monémero de horquilla (1610), que comprende: a) un segundo dominio
de entrada (1952), que comprende un segundo punto de apoyo (1951) y una segunda seccién de vastago (1855), b)
un segundo dominio de salida (1954), que comprende un segundo bucle de horquilla (1953) y un complemento de la
segunda seccion de vastago (1856), y ¢) una segunda molécula reportera (1950). La composicion puede incluir
ademas a) una primera sonda iniciadora fraccionaria (1190) que comprende un primer iniciador fraccionario (1151), y
b) una segunda sonda iniciadora fraccionaria (1290) que comprende un segundo iniciador fraccionario (1251). Como
se ha indicado anteriormente, el primer y el segundo monémero de horquilla se pueden introducir en la muestra junto
con la primera y la segunda sonda iniciadora fraccionaria o por separado. En algunas realizaciones, los monémeros
se pueden proporcionar juntos, pero separados de la primera y la segunda sonda iniciadora fraccionaria. En algunas
realizaciones, los monémeros de horquilla y las sondas iniciadoras fraccionarias se pueden introducir en la misma
muestra al mismo tiempo. En algunas realizaciones, los monémeros de horquilla y las sondas iniciadoras fraccionarias
se pueden introducir en la misma muestra, pero en tiempos diferentes y no superpuestos (con un lavado para eliminar
las moléculas no unidas).

En algunas realizaciones, la primera seccion de vastago tiene la misma secuencia que la segunda seccion de vastago.
En algunas realizaciones, el complemento de la primera seccion de vastago tiene la misma secuencia que el
complemento de la segunda seccién de vastago. En algunas realizaciones, el complemento de la primera seccién de
vastago tiene la misma secuencia que el complemento de la segunda seccidn de vastago, y la primera seccion de
vastago tiene la misma secuencia que la segunda seccion de vastago. En algunas realizaciones, la secuencia del
punto de apoyo de los dos monémeros de horquilla es la misma y la secuencia del bucle de los dos mondémeros de
horquilla es la misma (aunque la polaridad de los dos mondmeros de horquilla esta invertida, por lo que los dos
monomeros de horquilla no son idénticos).

En algunas realizaciones, el primer punto de apoyo (1851) es complementario al segundo bucle de horquilla. En
algunas realizaciones, el segundo punto de apoyo es complementario al primer bucle de horquilla. En algunas
realizaciones, esta circularidad permite que se produzca la reaccion en cadena de hibridacién. En algunas
realizaciones, el primer punto de apoyo no es 100% complementario al segundo bucle de horquilla, pero es suficiente
para permitir la hibridacion.

En algunas realizaciones, se pueden emplear mas de dos dominios de entrada diferentes, por ejemplo, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10, 100, 1000, 2000, 4000 o mas dominios de entrada. En algunas realizaciones, se puede utilizar un nimero
correspondiente de subpartes para cada dominio de entrada.

En algunas realizaciones, cualquiera de las composiciones descritas en la presente memoria comprende una molécula
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diana (1020) que comprende una primera seccion diana (1100) y una segunda seccion diana (1200) (como se muestra,
por ejemplo, en la FIG. 12). En algunas realizaciones, la molécula diana comprende secciones diana adicionales, por
ejemplo, tres secciones diana, cuatro secciones diana, cinco secciones diana, seis secciones diana, siete secciones
diana o mas (por ejemplo, 10, 50, 100, etc.). En algunas realizaciones, el niumero de secciones diana significara que
hay un nimero correspondiente de secciones de union a la diana (por ejemplo, 1141, 1241). En algunas realizaciones,
esto permite una mayor especificidad/selectividad para la formacion inicial del iniciador completo (dado que requiere
que mas secciones de union a la diana se unan a las secciones diana). En algunas realizaciones, esto permite ensayar
en paralelo mas de una secuencia diana a la vez (para de ese modo permitir ensayar multiples dianas a la vez, cada
una de ellas con dos o mas secciones de union a la diana/sondas iniciadoras fraccionarias).

En algunas realizaciones, cualquiera de las primeras sondas iniciadoras fraccionarias (1190) descritas en la presente
memoria ademas comprende una primera seccion de unién a la diana (1141) y cualquiera de las segundas sondas
iniciadoras fraccionarias (1290) descritas en la presente memoria ademas comprende una segunda seccion de union
a la diana (1241). En algunas realizaciones, la primera seccion de unién a la diana (1141) esta configurada para unirse
a la primera seccion diana (1100). En algunas realizaciones, la segunda seccion de unién a la diana (1241) esta
configurada para unirse a la segunda seccién diana (1200). En algunas realizaciones, la primera y la segunda sonda
iniciadora fraccionaria comprenden secciones de unién a la diana adicionales, por ejemplo, dos secciones de unién a
la diana, tres secciones de union a la diana, cuatro secciones de unién a la diana, cinco secciones de unién a la diana,
10, 20, 30, 40, 50, 100, 1000, 10.000, 0 mas.

En algunas realizaciones, la primera seccion de union a la diana esta configurada para unirse a la primera seccion
diana a través de interacciones selectivas proteina-proteina (tal como a través de un anticuerpo como la primera
seccion de union a la diana). En algunas realizaciones, la primera seccion de union a la diana esta configurada para
unirse a la primera seccion diana a través de interacciones selectivas acido nucleico-proteina (tal como un aptamero
como la primera seccion de union a la diana). En algunas realizaciones, la segunda seccién de union a la diana esta
configurada para unirse a la segunda seccioén diana a través de interacciones selectivas proteina-proteina (tal como
por medio de un anticuerpo como la segunda seccion de unién a la diana). En algunas realizaciones, la segunda
seccion de unién a la diana esta configurada para unirse a la segunda seccion diana a través de interacciones
selectivas acido nucleico-proteina (tal como un aptamero como la segunda seccién de union a la diana). En algunas
realizaciones, la primera seccion de unién a la diana esta configurada para unirse a la primera seccion diana por medio
de hibridacion. En algunas realizaciones, la segunda seccion de unién a la diana esta configurada para unirse a la
segunda seccion diana por medio de hibridacién. En algunas realizaciones, la primera seccion de union a la diana esta
configurada para unirse a la primera seccion diana a través de la unién covalente o la unién iénica. En algunas
realizaciones, la segunda seccién de union a la diana esta configurada para unirse a la segunda seccion diana a través
de un enlace covalente o idnico.

En algunas realizaciones, se puede emplear cualquier molécula reportera cuya presencia o ausencia pueda ser
monitoreada. En algunas realizaciones, la molécula reportera comprende una molécula fluorescente, tal como un
fluorocromo, o un compuesto colorimétrico, que permite visualizar los polimeros resultantes. En algunas realizaciones,
la molécula reportera es directamente observable. En algunas realizaciones, la molécula reportera es observable
indirectamente. En algunas realizaciones, la molécula reportera comprende una enzima o es enzimatica, y/o puede
mediar la sefializacién enzimatica después de la polimerizacion del HCR. En algunas realizaciones, la presentacion
de informes se logra por medio de la deposicion catalizada del reportero ("CARD"). En algunas realizaciones, un sitio
de unién a la etiqueta en cada mondémero de horquilla puede proporcionar la unién de un complemento al sitio de
union a la etiqueta, en el que el complemento al sitio de unién a la etiqueta lleva una molécula reportera. En algunas
realizaciones, un tipo de molécula reportera transportada por los monémeros de horquilla o el complemento del sitio
de unidn a la etiqueta puede mediar la amplificacion de la sefial enzimatica (CARD) después de la polimerizacion de
HCR) de forma que un segundo tipo de moléculas reporteras depositadas en la vecindad de los polimeros
HCR/moléculas diana seran entonces detectadas. En algunas realizaciones, la molécula reportera es al menos una
de las moléculas luminiscentes, moléculas FRET, pares moleculares fluorocromo/secuenciador u otros marcadores
detectables. En algunas realizaciones, la molécula reportera puede permitir que se emplee una molécula secundaria
(tal como un anticuerpo secundario) para la deteccion del evento de polimerizacion. En algunas realizaciones, los
monomeros de horquilla pueden ser etiquetados con moléculas reporteras (por ejemplo, un fluorocromo y un
inactivador) de forma que los monédmeros de horquilla se inactivan pero el cambio de conformacién que se produce
durante la polimerizaciéon de HCR conduce a polimeros de amplificacion de HCR fluorescentes.

Procedimientos

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento. El procedimiento comprende (i) proporcionar una primera
sonda iniciadora fraccionaria, (1190) una segunda sonda iniciadora fraccionaria (1290), un primer monémero de
horquilla (1510), un segundo mondémero de horquilla (1610), y una molécula diana (1020) (ii) incubar para permitir la
union, y (i) detectar una sefal.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento para llevar a cabo HCR. El procedimiento comprende (i)
afiadir un primer iniciador fraccionario (1151) y un segundo iniciador fraccionario (1251) a una muestra, en la que
juntos el primer iniciador fraccionario (1151) y el segundo iniciador fraccionario (1251) proporcionan un iniciador de
HCR completo vy (ii) afiadir un conjunto de monémeros de horquilla de HCR a la muestra para permitir que se produzca
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la HCR en presencia del iniciador de HCR completo. El conjunto de monémeros de horquilla de HCR esta configurado
para polimerizar por medio de HCR.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento. El procedimiento comprende (a) proporcionar: |. una
primera sonda iniciadora fraccionaria (1190) que comprende un primer iniciador fraccionario (1151), Il. una segunda
sonda iniciadora fraccionaria (1290) que comprende un segundo iniciador fraccionario (1251). El procedimiento puede
comprender ademas proporcionar lll. un primer monémero de horquilla (1510), que comprende: a. un primer dominio
de entrada (1852), que comprende un primer punto de apoyo (1851) y una primera seccién de vastago (1755), b. un
primer dominio de salida (1854), que comprende un primer bucle de horquilla (1853) y un complemento de la primera
seccion de vastago (1756), y c. una primera molécula reportera (1850). Se proporciona ademas IV. un segundo
monomero de horquilla (1610), que comprende: a. un segundo dominio de entrada (1952), que comprende un segundo
punto de apoyo (1951) y una segunda seccion de vastago (1855), b. un segundo dominio de salida (1954), que
comprende un segundo bucle de horquilla (1953) y un complemento de la segunda seccion de vastago (1856), y c.
una segunda molécula reportera (1950). Ademas, se proporciona V. una molécula diana (1020). El procedimiento
ademas comprende (b) incubar la primera sonda iniciadora fraccionaria proporcionada y la segunda sonda iniciadora
fraccionaria con una diana. Como se indica en la presente memoria, las sondas iniciadoras fraccionarias pueden incluir
ademas secciones de union a la diana, para colocalizar dos iniciadores fraccionarios y de ese modo formar el iniciador
completo.

En algunas realizaciones, las sondas iniciadoras fraccionarias se pueden afiadir inicialmente a la muestra que puede
incluir una diana y luego la solucién a granel se lava, manteniendo las sondas iniciadoras fraccionarias unidas, y luego
los mondémeros de horquilla se pueden afiadir de forma que las sondas iniciadoras fraccionarias que estan
especificamente unidas a la diana colocalicen los iniciadores fraccionarios y desencadenen la HCR, pero las sondas
iniciadoras fraccionarias individuales que estan unidas de manera no especifica no colocalizaran un iniciador completo
y no desencadenaran la HCR.

En cualquiera de los procedimientos descritos en la presente memoria, se puede detectar y/o ensayar cualquiera de
los siguientes elementos: moléculas, moléculas de ADN, moléculas de ARN, moléculas de proteinas, moléculas
pequefias, moléculas sintéticas o complejos de moléculas. En algunas realizaciones, la diana es mas de una diana,
tal como un complejo de proteinas, o un complejo de una proteina y un acido nucleico, etc. Por lo tanto, la asociacion
de proteinas se puede ensayar por medio del presente enfoque de iniciador fraccionario. En algunas realizaciones,
también se pueden ensayar materiales inorganicos o no organicos. En algunas realizaciones, se puede detectar
cualquier diana, siempre que haya una seccion de unién a la diana correspondiente que se pueda unir a la diana que
pueda formar parte de la sonda iniciadora fraccionaria. En algunas realizaciones, la diana es cualquier molécula de
acido nucleico. En algunas realizaciones, la diana es una proteina. En algunas realizaciones, la diana consiste en al
menos una de las siguientes: ARNm, ARNmi, ARNin, ARNr, ARN no codificante o ADN gendmico. En algunas
realizaciones, la diana estd compuesta por una secuencia de aminoacidos. En algunas realizaciones, la diana esta
compuesta por un complejo de moléculas. En algunas realizaciones, la diana es al menos uno de: Moléculas o
complejos diana de ADN, ARN, proteinas o moléculas pequefias in vitro, in situ o in vivo. En algunas realizaciones, la
diana es un complejo de moléculas que esta formado por al menos uno de: Moléculas diana de ADN, ARN, proteinas
o moléculas pequefias. En algunas realizaciones, la diana comprende una molécula o un complejo in vitro, in situ o in
vivo.

En algunas realizaciones, la molécula diana puede ser un complejo de moléculas de forma que cuando los sitios de
union a la diana dentro de un par de sondas iniciadoras fraccionarias (también conocidas como iniciador dividido) se
unen especificamente a sus sitios diana dentro del complejo, las dos mitades del iniciador de HCR se ponen en
proximidad, de forma que el iniciador completo se vuelve capaz de iniciar la amplificacion de la sefial de HCR. La
Figura 5 ilustra la deteccion de un complejo diana mediante el uso de sondas iniciadoras fraccionarias (también
conocidas como iniciador dividido) (panel a), la deteccién de un complejo diana de acidos nucleicos mediante el uso
de sondas iniciadoras fraccionarias (también conocidas como iniciador dividido) de acidos nucleicos (panel b), la
deteccion de un complejo diana de proteinas mediante el uso de sondas de anticuerpos de iniciador fraccionario
(también conocido como iniciador dividido) (panel c), deteccién de un complejo diana de proteinas mediante el uso de
sondas de anticuerpos primarios y sondas de anticuerpos secundarios con iniciador fraccionario (también conocido
como iniciador dividido) (panel d), deteccién de un complejo diana de proteinas/acidos nucleicos mediante el uso de
sondas de anticuerpos y acidos nucleicos con iniciador dividido (panel e).

En algunas realizaciones, cualquiera de los procedimientos descritos en la presente memoria se puede utilizar como
parte de un proceso in situ para obtener imagenes de dianas de ADN, ARN, proteinas o moléculas pequefas, que
incluyen la hibridacion in situ de ADN (ISH), la hibridacion in situ de ARN (ISH) o la inmunohistoquimica de proteinas
(IHC).

En algunas realizaciones, cualquiera de los procedimientos descritos en la presente memoria ademas comprende la
aplicacién de uno o mas de los componentes a una diana. En algunas realizaciones, la diana esta hidratada. En
algunas realizaciones, la diana esta en una solucion, pero puede ser inmovilizada a un soporte sélido. En algunas
realizaciones, la diana esta en una solucion. En algunas realizaciones, la diana se inmoviliza en una perla u otro
soporte. En algunas realizaciones, el soporte es una malla o un gel o una superficie rigida. En algunas realizaciones,
la diana no esta inmovilizada. En algunas realizaciones, la deteccién se produce in vivo, in vitro o in situ. En algunas
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realizaciones, se proporciona un procedimiento de HCR que comprende un procedimiento in vitro en el que la diana
se inmoviliza en una perla o microarray. En algunas realizaciones, la diana se inmoviliza en una perla. En algunas
realizaciones, la diana se inmoviliza en un microarray. En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento de
HCR que comprende un procedimiento in vivo o in vitro en el que la diana no estda inmovilizada. En algunas
realizaciones, se proporciona un procedimiento de HCR que comprende un procedimiento in vivo o in vitro en el que
se inmoviliza la diana.

En algunas realizaciones, la incubacion resulta en la union de la primera sonda iniciadora fraccionaria (1190) a la
molécula diana y en la union de la segunda sonda iniciadora fraccionaria (1290) a una molécula diana. La molécula
diana puede ser una sola molécula o multiples moléculas asociadas. En algunas realizaciones, la incubacion se
produce a temperatura ambiente. En algunas realizaciones, la incubacién se produce a 4 °C. En algunas realizaciones,
la incubacion se produce a 37 °C. En algunas realizaciones, la incubacion se produce a 45 °C. En algunas
realizaciones, la incubacién se produce a 50 °C. En algunas realizaciones, la incubacion se produce a 55 °C. En
algunas realizaciones, la incubacién se produce a 60 °C. En algunas realizaciones, la incubacion comprende un
periodo de incubacion de al menos 1 minuto, por ejemplo, 5 minutos, 15 minutos, 30 minutos o 1 hora. En algunas
realizaciones, el periodo de incubacion es superior a 1 hora, por ejemplo, 2 horas, 4 horas, 12 horas, 16 horas o 24
horas. En algunas realizaciones, la incubacion se produce en un tampén de hibridacién que contiene 0% de formamida.
En algunas realizaciones, la incubacion se produce en un tampoén de hibridacion que comprende formamida. En
algunas realizaciones, la concentracion porcentual de formamida esta entre el 1% y el 80%, por ejemplo, entre el 10%
y el 70%, o entre el 30% y el 60%. En algunas realizaciones, el tampoén de hibridacion comprende &cido citrico. En
algunas realizaciones, la concentracion molar de acido citrico esta entre 1nM y 30nM, por ejemplo, entre 5nM y 15nM
o entre 8nM y 12nM En algunas realizaciones, el tampdn de hibridaciéon comprende Tween. En algunas realizaciones,
la concentracion porcentual de Tween esta entre el 0% y el 1,0%, por ejemplo, entre el 0,05% y el 0,5%. En algunas
realizaciones, el tampoén de hibridacion comprende heparina. En algunas realizaciones, la concentracion de heparina
esta entre 20pg/mL y 80ug/mL, por ejemplo, entre 30ug/mL y 70 pg/mL, por ejemplo, entre 40ug/mL y 60ug/mL. En
algunas realizaciones, el tampon de hibridacion comprende una solucion de Denhardt. En algunas realizaciones, el
tampon de hibridacion comprende sulfato de dextrano. En algunas realizaciones, la concentracién porcentual de
sulfato de dextrano esta entre el 1% y el 60%, por ejemplo, entre el 40% y el 60%.

En algunas realizaciones el primer iniciador fraccionario (1151) de cualquiera de los procedimientos descritos en la
presente memoria es parte de una primera sonda iniciadora fraccionaria (1190) y el segundo iniciador fraccionario
(1251) es parte de una segunda sonda iniciadora fraccionaria (1290). En algunas realizaciones, la primera sonda
iniciadora fraccionaria (1190) ademas comprende una primera seccion de union a la diana (1141) y la segunda sonda
iniciadora fraccionaria (1290) ademas comprende una segunda seccion de unién a la diana (1241). En algunas
realizaciones, la primera seccion de union a la diana (1141) esta configurada para unirse de forma adyacente a la
segunda seccion de union a la diana (124 1) en una diana, cuando la primera sonda iniciadora fraccionaria (1190) y la
segunda sonda iniciadora fraccionaria (1290) estan ambas unidas especificamente a una diana (1020).

Si bien el término "adyacente" se utiliza para la union de la primera y la segunda sonda iniciadora fraccionaria (y/o las
secciones de union a la diana primera y segunda), la union no tiene por qué ser inmediatamente adyacente, siempre
que la primera y la segunda sonda iniciadora estén lo suficientemente cerca entre si para formar un iniciador completo
capaz de desencadenar la HCR. En algunas realizaciones, la primera seccion de unién a la diana se une al menos
dentro de 10 aminoacidos de la segunda seccion de unién a la diana, por ejemplo dentro de 5 aminoacidos o dentro
de 1 aminoacido. En algunas realizaciones, la primera seccion de union a la diana se une al menos dentro de 10
nucledtidos de la segunda seccion de union a la diana, por ejemplo dentro de 5 nucleétidos o dentro de 1 nucleétido.
En algunas realizaciones, la primera y la segunda sondas iniciadoras fraccionarias (y/o la primera y la segunda
secciones de union a la diana), estan a una distancia de 2, 5, 10, 50, 100, 1000, Angstroms entre si. En algunas
realizaciones, la primera y la segunda sonda iniciadora fraccionaria pueden incluir espaciadores, para dejar mas
espacio entre las dos secciones diana. Dichos espaciadores podrian incluir una secuencia de acido nucleico adicional,
a fin de proporcionar mas flexibilidad para la ubicacién de la primera y la segunda (o las adicionales) secciones diana.
En algunas realizaciones, cada seccion diana esta lo suficientemente proxima a la otra para permitir que los dos o
mas iniciadores fraccionarios cologuen un iniciador completo.

En algunas realizaciones, la primera sonda iniciadora fraccionaria (1190) comprende mas de una seccién de unién a
la diana, por ejemplo, dos secciones de unién a la diana, tres secciones de union a la diana, cuatro secciones de unién
a la diana o cinco secciones de unién a la diana. Esto puede permitir el ensayo de multiples dianas posibles a la vez.
En algunas realizaciones, la primera sonda iniciadora fraccionaria (1190) comprende mas de cinco secciones de union
a la diana. En algunas realizaciones, la segunda sonda iniciadora fraccionaria (1290) comprende mas de una seccion
de union a la diana, por ejemplo, dos secciones de unién a la diana, tres secciones de unién a la diana, cuatro
secciones de unién a la diana o cinco secciones de union a la diana. En algunas realizaciones, la segunda sonda
iniciadora fraccionaria (1290) comprende mas de cinco secciones de union a la diana.

En algunas realizaciones, la seccion de union a la diana (por ejemplo, la region) dentro de cada uno de los pares de
sondas iniciadoras fraccionarias (también conocidas como iniciador dividido) puede estar hecha de ADN, ARN, 2'OMe-
ARN, ARNP, aminoacidos, o cualquier analogo de acido nucleico sintético, o cualquier analogo de aminoacido
sintético. La Figura 4 ilustra la deteccion de una molécula diana mediante el uso de sondas iniciadoras fraccionarias
(también conocidas como iniciador dividido) (panel a), la deteccion de un ARNm diana mediante el uso de sondas de
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acido nucleico de iniciador fraccionario (también conocido como iniciador dividido) (panel b), la deteccién de una
proteina diana mediante el uso de sondas de anticuerpos de iniciador fraccionario (también conocido como iniciador
dividido) (panel c), y la deteccién de una proteina diana mediante el uso de una sonda de anticuerpo primario y sondas
de anticuerpo secundario de iniciador dividido (panel d). En cada caso, la unién selectiva de la pareja de sondas a la
molécula diana afin colocaliza las dos mitades del iniciador de HCR completo, lo que desencadena el crecimiento de
un polimero de amplificacion de HCR anclado. La molécula diana puede ser una proteina o una molécula pequefia,
de forma que cuando los sitios de union a la diana dentro del par de sondas del iniciador fraccionario (también conocido
como iniciador dividido) se unen especificamente a sus sitios diana en la proteina o molécula pequefia, las dos mitades
del iniciador de HCR se acercan, de forma que el iniciador completo es capaz de iniciar la amplificacion de la sefial de
HCR.

En algunas realizaciones, los monémeros de horquilla de HCR pueden ser etiquetados con moléculas reporteras que
no son fluorescentes (por ejemplo, elementos de tierras raras isotépicamente puros, cromoforos, etc.).

Para el Esquema E, cada sonda dentro de un par de sondas iniciadoras fraccionarias (también conocidas como
iniciador dividido) contiene un sitio de union a la diana y la mitad de un iniciador de HCR de forma que cuando las
sondas iniciadoras fraccionarias (también conocidas como iniciador dividido) se emparejan en base especificamente
a sus secciones diana (por ejemplo, esta funcionalidad se puede lograr por medio de la disposicion de los sitios de
union a la diana y los fragmentos del iniciador dentro del par de sondas del iniciador fraccionario (también conocido
como iniciador dividido) en una variedad de configuraciones (Figura 3).

En algunas realizaciones, el iniciador de HCR dentro de un par de sondas iniciadoras fraccionarias (también conocidas
como iniciador dividido) puede ser dividido entre dos sondas (no necesariamente mitad y mitad) de forma que la
amplificacion de HCR soélo se inicia si ambas sondas son proximales.

En algunas realizaciones, el iniciador de HCR se puede dividir entre dos o mas sondas iniciadoras fraccionarias
(también conocidas como iniciador dividido).

En algunas realizaciones, el ARNm diana se puede detectar mediante el uso de un conjunto de sondas iniciadoras
fraccionarias (o conjunto de sondas) que contiene uno o mas pares de sondas iniciadoras fraccionarias (también
conocidas como iniciador dividido); cada par de sondas contiene sitios de unién a la diana que se dirigen a diferentes
subsecuencias del ARNm diana. Dentro de un conjunto de sondas iniciadoras fraccionarias, cada par de sondas
iniciadoras fraccionarias (también conocidas como iniciador dividido) se colocaliza para formar la misma secuencia de
iniciador de HCR, para de este modo permitir el crecimiento simultaneo de polimeros de amplificaciéon de HCR a partir
de multiples pares de sondas unidas al mismo ARNm diana.

En algunas realizaciones, la molécula diana puede ser un ARNm, un ARNmi, un ARNic, un ARNr, ADN gendmico o
cualquier molécula de acido nucleico.

En algunas realizaciones, el iniciador que se divide entre las dos sondas iniciadoras fraccionarias (también conocidas
como iniciador dividido) dentro de un par podria estar hecho de ADN, ARN, 2'OMe-ARN, PNA, o cualquier polimero
sintético capaz de iniciar la amplificacion de HCR.

En algunas realizaciones, cualquiera de los procedimientos descritos en la presente memoria comprende la adicion
de mas de un primer iniciador fraccionario (1151) y un segundo iniciador fraccionario (1251), por ejemplo, la adicion
de 10, 20, 50, 100, 1000, 10.000, etc.

En algunas realizaciones, cualquiera de los procedimientos descritos en la presente memoria puede comprender un
enfoque de 2 etapas con un lavado después de cada etapa. En algunas realizaciones, la diana esta inmovilizada y/o
la muestra esta fijada. En algunas realizaciones, la primera etapa es una etapa de deteccién que comprende la unién
de la(s) sonda(s) iniciadora(s) fraccionada(s) a una diana y el lavado de la(s) sonda(s) iniciadora(s) fraccionada(s) no
unida(s) y la segunda etapa es una etapa de amplificacion en la que se produce la amplificaciéon de HCR. A
continuacioén se pueden lavar los mondmeros de HCR no polimerizados (tales como los monémeros de horquilla). En
algunas realizaciones, hay mas de un lavado después de cada etapa, por ejemplo, dos lavados, tres lavados, cuatro
lavados o cinco lavados. En algunas realizaciones, el procedimiento de HCR comprende una sola etapa sin lavados.

En algunas realizaciones, los monémeros de horquilla de HCR comprenden un sitio de unién a la etiqueta, en lugar
de incorporar directamente una molécula reportera en el propio monémero de horquilla. En algunas realizaciones,
cualquiera de los procedimientos descritos en la presente memoria ademas comprende el lavado de la muestra para
eliminar los monémeros de horquilla de HCR no polimerizados, la adicién de una sonda de etiqueta que comprende
un complemento del sitio de unidn a la etiqueta y una molécula reportera; el lavado de la sonda de etiqueta no unida,
y la deteccion de la presencia o ausencia de la molécula reportera. En algunas realizaciones, la sonda de etiqueta es
una molécula de horquilla que comprende, ademas, un par fluorocromo/amortiguador, de forma que el fluorocromo se
inactiva cuando el monémero de horquilla esta cerrado, pero cuando la sonda de etiqueta se une al sitio de unién a la
etiqueta en un polimero de HCR, el fluorocromo no se inactiva. En algunas realizaciones, la sonda de etiqueta es un
duplex con una hebra que lleva un fluorocromo y la otra hebra que lleva un inactivador de forma que cuando la sonda
de etiqueta se une al sitio de unién a la etiqueta en un polimero de HCR, la hebra etiquetada con inactivador se
desplaza y la hebra etiquetada con fluorocromo se une al sitio de unién a la etiqueta en el polimero de HCR. En
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algunas realizaciones, los monémeros de horquilla llevan un reportero que es una parte de un par FRET, y la sonda
de etiqueta lleva la otra parte de un par FRET, de forma que tras la unién de la sonda de etiqueta al sitio de unién a la
etiqueta en un polimero de HCR, las dos partes del par FRET se ponen en proximidad y pueden sufrir FRET. En
algunas realizaciones, la eliminacion del monémero de horquilla de HCR no polimerizado a través del lavado da como
resultado la eliminacion de mas del 50% de los monémeros de horquilla de HCR no polimerizados, por ejemplo, mas
del 55%, mas del 60%, mas del 65%, mas del 70%, mas del 75%, mas del 80%, mas del 85%, mas del 90%, mas del
95%, mas del 99%, mas del 99,9%, mas del 99,99%, mas del 99,999% o mas del 99,9999999%.

En algunas realizaciones, cualquiera de los lavados proporcionados en la presente memoria puede dar lugar a la
eliminacion de mas del 50% del iniciador fraccionario (y/o la sonda iniciadora fraccionaria), por ejemplo, mas del 55%,
mas del 60%, mas del 65%, mas del 70%, mas del 75%, mas del 80%, mas del 85%, mas del 90%, mas del 95%, mas
del 99%, mas del 99,9%, mas del 99,99%, mas del 99,999% o mas del 99,9999999%.

En algunas realizaciones, un lavado resulta en la eliminacion de al menos 50 a 99% de las sondas que no estan unidas
especificamente a la diana. En algunas realizaciones, el lavado resulta en la eliminacion de mas del 50% de las
sondas, por ejemplo, mas del 55%, mas del 60%, mas del 65%, mas del 70%, mas del 75%, mas del 80%, mas del
85%, mas del 90%, o mas del 95%, mas del 99%, mas del 99,9%, mas del 99,99%, mas del 99,999%, o mas del
99,9999999%.

Cualquiera de los procedimientos descritos en la presente memoria puede comprender ademas un primer lavado. En
algunas realizaciones, el primer lavado elimina la primera sonda iniciadora fraccionaria no unida (1190) y la segunda
sonda iniciadora fraccionaria no unida (1290) de una muestra que contiene una primera molécula diana. En algunas
realizaciones, tras el primer lavado, la primera y la segunda sonda iniciadora colocalizadas en las moléculas diana se
unen al primer monémero de horquilla (1510), que a su vez se une al segundo monémero de horquilla (1610), lo que
da lugar a la amplificacion de HCR. En algunas realizaciones, tras el primer lavado, los monémeros de horquilla no
ligados son lavados de la muestra. En algunas realizaciones, el procedimiento comprende lavados adicionales, por
ejemplo 2 lavados, 3 lavados, 4 lavados, 5 lavados, 6 lavados o 7 lavados. En algunas realizaciones, el procedimiento
comprende mas de 7 lavados.

En algunas realizaciones, un iniciador fraccionario puede tener una longitud de 1 a 1000 nucledétidos, por ejemplo, de
10 a 80, de 10 a 60, de 10 a 50, de 20 a 50, de 20 a 30 nucledtidos. En algunas realizaciones, puede ser de cualquier
longitud funcional.

En algunas realizaciones, cada seccion diana puede tener una longitud de 1 a 1000 nucleétidos, por ejemplo, de 10 a
80, de 10 a 60, de 10 a 50, de 20 a 50, de 20 a 30 nucledtidos. En algunas realizaciones, puede ser de cualquier
longitud funcional.

En algunas realizaciones, cada seccion de union a la diana puede tener una longitud de 1 a 1000 nucledtidos, por
ejemplo, de 10 a 80, de 10 a 60, de 10 a 50, de 20 a 50, de 20 a 30 nucledtidos. En algunas realizaciones, puede ser
de cualquier longitud funcional. En algunas realizaciones, la seccion de unién a la diana y/o la seccion diana no son
acidos nucleicos, y por lo tanto pueden ser proteinas, etc., como se describe en la presente memoria. En algunas
realizaciones, las secciones de union a la diana pueden ser cada una de atomos individuales hasta cientos de kDa
(por ejemplo, anticuerpos, etc.) o mas grandes.

En algunas realizaciones, cada iniciador completo puede ser tan largo como la suma de los iniciadores fraccionarios
que forman el iniciador completo. En algunas realizaciones, cada iniciador fraccionario puede ser aproximadamente
Y2 del tamafo del iniciador completo. En algunas realizaciones, el tamafio fraccionario del iniciador fraccionario
depende del nimero de iniciadores fraccionarios para completar el iniciador completo. De este modo, cuando se
emplean 2, 3, 4, 5, etc. iniciadores fraccionarios en un solo iniciador completo, entonces %, 1/3, V4, 1/5, etc. del iniciador
estara presente en cada iniciador fraccionario. En algunas realizaciones, el tamarfio del iniciador no necesita ser
dividido uniformemente para cada iniciador fraccionario. El tamafio del iniciador completo es adecuado para permitir
que la HCR se produzca a través del iniciador completo.

En algunas realizaciones, cualquiera de los procedimientos y/o composiciones descritos en la presente memoria
comprenden la adiciéon de al menos una sonda iniciadora fraccionaria adicional, por ejemplo, la adicion de tres
iniciadores fraccionarios, la adicion de cuatro iniciadores fraccionarios, la adiciéon de cinco iniciadores fraccionarios, la
adicion de seis iniciadores fraccionarios, la adicion de siete iniciadores fraccionarios, la adicion de ocho iniciadores
fraccionarios, la adicion de nueve iniciadores fraccionarios, la adicion de 10 iniciadores fraccionarios, la adicién de 11
iniciadores fraccionarios, la adicién de 12 iniciadores fraccionarios, o la adicién de 14 iniciadores fraccionarios, la
adicién de 15 iniciadores fraccionarios. En algunas realizaciones, se afiaden mas de 15 iniciadores fraccionarios, por
ejemplo, entre 16 y 100 iniciadores fraccionarios o mas, por ejemplo, 500, 1000, etc.

En algunas realizaciones, la molécula diana (1020) comprende una primera seccion diana (1100) y una segunda
seccion diana (1200). La primera sonda iniciadora fraccionaria (1190) puede comprender una primera seccién de union
a la diana (1141) y la segunda sonda iniciadora fraccionaria (1290) comprende una segunda seccion de union a la
diana (1241). La primera seccion diana (1100) esta configurada para unirse a (o ser unida por) la primera seccion de
unién a la diana (1141) y la segunda seccion diana (1200) esta configurada para unirse a (o ser unida por) la segunda
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seccion de union a la diana (1241).

En algunas realizaciones, cualquiera de los procedimientos descritos en la presente memoria ademas comprende:
unir el primer monémero de horquilla (1510) al primer iniciador fraccionario (1151) y al segundo iniciador fraccionario
(1251), unir el segundo mondmero de horquilla (1610) al primer monémero de horquilla (1510), y detectar una sefial.
La sefal se puede generar o amplificar por medio del paso del primer y el segundo monémero de horquilla por una
reaccion de hibridacion en cadena para afadir y/o concentrar de este modo una cantidad de molécula reportera que
esté asociada a uno o ambos del primer y/o el segundo mondémero de horquilla.

Las etapas de lavado se pueden llevar a cabo antes de la adicion de los monémeros de horquilla y/o la deteccion. En
algunas realizaciones, el procedimiento comprende un lavado para eliminar la primera y la segunda sonda iniciadora
fraccionaria no unidas de una muestra que contiene una diana. En algunas realizaciones, el procedimiento comprende
mas de un lavado, por ejemplo, 2 lavados, 3 lavados, 4 lavados o 5 lavados. En algunas realizaciones, las sondas
individuales del iniciador fraccionario que permanecen dentro de la muestra y/o la solucion después del lavado y no
estan especificamente unidas a la diana no colocalizan un iniciador completo y, por lo tanto, no desencadenan la HCR.

En algunas realizaciones, cualquiera de los procedimientos descritos en la presente memoria comprende la unién de
un primer monémero de horquilla adicional (1510) al segundo monémero de horquilla (1610) (que ya esta unido a un
primer mondmero de horquilla). De este modo, la extension de la cadena de mondmeros se puede lograr por medio
de la polimerizacion de HCR. En algunas realizaciones, hay al menos 10 primeros monémeros de horquilla adicionales.
En algunas realizaciones hay al menos 100 primeros mondmeros de horquilla adicionales, por ejemplo, 1000, 10000,
etc. En algunas realizaciones, el procedimiento comprende la unién de un segundo monémero de horquilla adicional
al primer monémero de horquilla adicional, que ya esta unido a un segundo monémero de horquilla). En algunas
realizaciones, hay al menos 10 mondmeros de segunda horquilla adicionales. En algunas realizaciones, hay al menos
100 mondmeros de segunda horquilla adicionales, por ejemplo, 1000, 10000, etc. En algunas realizaciones, cualquiera
de los procedimientos descritos en la presente memoria comprende una cascada alternante de eventos de
polimerizacion en la que un iniciador completo se une a un primer monémero de horquilla (1510) que a su vez se une
a un segundo monoémero de horquilla (1610) que a su vez se une a otro primer monémero de horquilla que a su vez
se une a otro segundo monoémero de horquilla, y asi sucesivamente, de forma que el polimero crece a través de la
adicioén alternante de primeros y segundos mondmeros de horquilla. En algunas realizaciones la cascada alternante
comprende la union de mas de dos mondmeros de horquilla, por ejemplo, tres monémeros de horquilla, cuatro
mondmeros de horquilla, cinco monémeros de horquilla, seis monémeros de horquilla, siete monémeros de horquilla,
ocho mondmeros de horquilla, nueve monémeros de horquilla, 10 monémeros de horquilla, 100, 1000, 10000, 100000,
1000000, o mas.

En algunas realizaciones, en cualquiera de las reacciones de union descritas en la presente memoria, la union
comprende la hibridacion. En algunas realizaciones, la union comprende la interaccion selectiva proteina-proteina. En
algunas realizaciones, la unién comprende la interaccion selectiva acido nucleico-proteina. En algunas realizaciones,
la unién comprende la unién iénica. En algunas realizaciones, la unién comprende la unién covalente.

En algunas realizaciones, en cualquiera de los procedimientos o composiciones descritos en la presente memoria, la
molécula reportera es una molécula fluorescente. En algunas realizaciones, la molécula reportera comprende una
disposicion inactivada o FRET, en la que una molécula fluorescente en un monémero de horquilla es activada cuando
se alcanza una configuracion de polimero por el primery el segundo monémero de horquilla. En algunas realizaciones,
la molécula reportera es una molécula no fluorescente. En algunas realizaciones, la molécula reportera es un elemento
de tierras raras.

En algunas realizaciones, los monémeros de la primera y segunda horquilla forman un par FRET cuando se combinan
como polimero. En algunas realizaciones, el par FRET se forma debido a un cambio en la inactivacién o FRET que se
produce cuando los monémeros de horquilla se abren y polimerizan. De este modo, en algunas realizaciones, los
monomeros de horquilla estan configurados para permitir la FRET (por ejemplo, cumpliendo los requisitos de
proximidad y de emparejamiento de la molécula reportera para que los cambios en la FRET sean monitorizados).

En algunas realizaciones, la primera sonda iniciadora fraccionaria (1190) puede comprender una secuencia de
aminoacidos y la segunda sonda iniciadora fraccionaria (1290) puede comprender una secuencia de aminoacidos. En
algunas realizaciones, la sonda también incluira una secuencia de acido nucleico para hibridar con la(s) secuencia(s)
diana. Pueden ser las primeras secciones de unién a la diana y las segundas secciones de union a la diana. En algunas
realizaciones, las secciones de union a la diana son complementarias a las secciones diana primera y segunda (1100
y 1200). En algunas realizaciones, las sondas del primer y el segundo iniciador fraccionario también incluiran el primer
y el segundo iniciador fraccionario, que pueden comprender nucleétidos, para proporcionar una secuencia de acido
nucleico de longitud adecuada, que cuando se colocaliza, forma el iniciador completo. En algunas realizaciones, la
primera sonda iniciadora fraccionaria (1190) comprende una secuencia de acido nucleico y la segunda sonda
iniciadora fraccionaria (1290) comprende una secuencia de acido nucleico. En algunas realizaciones, el primer y el
segundo iniciador fraccionario (1151, 1251) se pueden emparejar en base con el primer monémero de horquilla (1510).
En algunas realizaciones, la primera sonda iniciadora fraccionaria comprende una o mas de las siguientes: ADN, ARN,
2'0me-ARN, LNA, analogo de acido nucleico sintético, aminoacido, analogo de aminoacido sintético y PNA y la
segunda sonda iniciadora fraccionaria comprende uno o mas de los siguientes: ADN, ARN, 2'Ome-ARN, LNA, analogo

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2908919 T3

de acido nucleico sintético, aminoacido, analogo de aminoacido sintético y PNA.

En algunas realizaciones, cualquiera de los tampones de lavado descritos en la presente memoria comprende
formamida. En algunas realizaciones, la concentracion porcentual de formamida esta entre el 0% y el 80%, por
ejemplo, entre el 10% y el 70%, o entre el 30% y el 60%. En algunas realizaciones, el tampdn de lavado comprende
acido citrico. En algunas realizaciones, la concentracion molar de acido citrico esta entre 1nM y 30nM, por ejemplo,
entre 5nM y 15nM o entre 8nM y 12nM En algunas realizaciones, el tampon de lavado comprende Tween. En algunas
realizaciones, la concentracion porcentual de Tween esta entre el 0% y el 1,0%, por ejemplo, entre el 0,05% y el 0,5%.
En algunas realizaciones, el tampdn de lavado comprende heparina. En algunas realizaciones, la concentracion de
heparina esta entre 20ug/mL y 80ugmL, por ejemplo, entre 30pg/mL y 70 pg/mL, por ejemplo, entre 40ug/mL y
60pg/mL.

Un iniciador fraccionario es diferente de otras sondas condicionales. Por ejemplo, en algunas realizaciones, un
iniciador fraccionario no es una sonda que cambia la conformacion (por ejemplo, el Esquema B de la FIG. 2). En
algunas realizaciones, el iniciador fraccionario es uno que implica dos hebras separadas de acidos nucleicos. En
algunas realizaciones, el iniciador fraccionario depende de al menos dos eventos de unién separados a al menos dos
secciones diana diferentes (aunque las dos secciones pueden estar en una sola molécula).

En algunas realizaciones, el procedimiento proporcionado en la presente memoria se puede utilizar para mejorar la
relacion sefal/fondo para la amplificacion de la sefial in situ por medio de la reaccién en cadena de hibridacién (HCR).

La Figura 15 representa otras realizaciones que implican HCR, en particular, un protocolo de HCR in situ de tres etapas
que utiliza sondas iniciadoras fraccionarias con monémeros de horquilla que llevan sitios de unién a la etiqueta. Panel
(a) Etapa de deteccion: los pares de sondas del iniciador fraccionario se hibridan con el ARNm diana y las sondas no
utilizadas se lavan de la muestra. Cada conjunto de sondas iniciadoras fraccionarias contiene uno o mas pares de
sondas que se unen selectivamente a diferentes subsecuencias a lo largo del ARNm diana. Cada sonda dentro de un
par lleva una parte del iniciador de HCR I1 (por ejemplo, '%). La hibridacion selectiva de las dos sondas dentro de un
par a sus sitios de union a la diana afines colocaliza las dos mitades del iniciador 11 de la HCR completa. Panel (b)
Etapa de amplificacion: el iniciador de HCR completo |1 desencadena el autoensamblaje de los polimeros de
amplificacion anclados y los monémeros de horquilla HI y H2 no utilizados son lavados de la muestra. Cada mondmero
de horquilla lleva un sitio de unién a la etiqueta. Los sitios de unién a la etiqueta decoran el polimero de amplificaciéon
de HCR resultante. Panel (c) Etapa de etiquetado: las sondas de etiqueta que comprenden un complemento del sitio
de union a la etiqueta y que ademas comprenden un reportero fluorocromo se hibridan con los polimeros de
amplificacion y luego las sondas de etiqueta no unidas son lavadas de la muestra. Las estrellas denotan los
fluorocromos. Cada una de las etapas se puede repetir, combinar o separar en funcion de los resultados deseados.
En algunas realizaciones, las etapas ocurren en el orden enumerado.

La Figura 16 representa un mecanismo de HCR que utiliza horquillas HCR simplificadas. Las horquillas fluorescentes
metafisicas se autoensamblan en polimeros de amplificacién fluorescentes tras la deteccion de un iniciador afin. El
iniciador 11 se nuclea con la horquilla HI a través del emparejamiento de bases con el punto de apoyo monocatenario
'a', que media una migracion de rama que abre la horquilla para formar el complejo 11eH1 que contiene el segmento
monocatenario 'a*-b~'. Este complejo se nuclea con el segundo monémero de horquilla (horquilla H2) por medio del
emparejamiento de bases con el punto de apoyo 'a’, que media una migracién de rama que abre la horquilla para
formar el complejo [1eH1eH2 que contiene el segmento monocatenario 'b*-a+~'. De este modo, la secuencia del
iniciador se regenera, para proporcionar la base para una reaccion en cadena de etapas de polimerizacion H1 y H2
alternados. Las estrellas denotan los fluorocromos. La punta de la flecha denota el extremo 3' de cada cadena.
Obsérvese que las dos horquillas tienen los mismos dominios de secuencia pero con polaridad de hebra opuesta (a-
b-a*-b* para el monémero de horquilla HI que va de 5' a 3') y (a-b-a*-b* para el monémero de horquilla H2 que va de
3'ab").

En algunas realizaciones, el "dominio a" es el mismo que el dominio "c" (por ejemplo, como se muestra en la FIG. 13).
Es decir, ambas horquillas utilizan las mismas secuencias de bucles y puntos de apoyo. Se trata de un caso especial
del caso HCR estandar que utiliza menos espacio de secuencia para lograr la misma funcionalidad.

FISH

En algunas realizaciones, el procedimiento forma parte de un protocolo biotecnoldgico. En algunas realizaciones, el
procedimiento puede formar parte de la Hibridacion In Situ con Fluorescencia (FISH). Los procedimientos de
hibridacion fluorescente in situ proporcionan a los bidlogos una ventana crucial a la organizacion espacial de los
circuitos bioldgicos endégenos, por medio de la revelacion de los patrones de expresion de los ARNm diana dentro de
las células, los tejidos, los érganos, los organismos y los ecosistemas (1 a 7). Si la autofluorescencia dentro de la
muestra es baja, se puede generar una sefal suficiente mediante el uso de un conjunto de sondas iniciadoras
fraccionarias que contengan una o mas sondas de acido nucleico, cada una de ellas portadora de una o mas moléculas
reporteras fluorescentes, y cada una de ellas con una secuencia de union a la diana complementaria a una porcion
del ARNm diana (8 a 14); en numerosos contextos, que incluyen embriones de vertebrados de montaje completo y
secciones gruesas del cerebro, este enfoque no produce suficiente sefial, por lo que las sondas se utilizan para mediar
en la amplificacion de la sefial in situ para aumentar la relacion sefial/fondo (3, 6, 7, 11, 15 a 31).
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En algunas realizaciones, el procedimiento permite mapear ARNm diana dentro de una muestra con una alta relacion
sefial/fondo. En algunas realizaciones, un procedimiento FISH incorpora la amplificacion de la sefial in situ, en cuyo
caso toda la fluorescencia dentro de la muestra es sefial amplificada o alguna forma de fondo:

Sefial Amplificada. La sefial amplificada se genera cuando las sondas se hibridan especificamente con sus dianas
afines y posteriormente median en la generacién de productos de amplificacion fluorescentes en el lugar de la molécula
diana.

Fondo. El resto de la fluorescencia en la muestra es una forma de fondo:
Autofluorescencia. La autofluorescencia es la fluorescencia de fondo inherente a la muestra.

Fondo Amplificados. El fondo amplificado se genera cuando la unién inespecifica de un reactivo en cualquier etapa de
un protocolo conduce a la generacién de un producto de amplificacion en las etapas posteriores del protocolo.

Fondo no Amplificado. El fondo no amplificado se genera si un reactivo fluorescente se une de forma no especifica en
la muestra, pero no conduce a la generacion de productos de amplificacion.

Por lo tanto, el rendimiento de la técnica depende tanto de lo que va bien (generacion de sefial amplificada) como de
lo que va mal (generacion de fondo de cualquiera de las tres fuentes: autofluorescencia, fondo no amplificado, fondo
amplificado). Para lograr una alta relacion sefial/fondo en un véxel dentro de una imagen, es util generar una sefial
amplificada que sea significativamente mayor que el fondo total dentro del véxel.

La amplificacion in situ programable basada en el mecanismo de reaccion en cadena de hibridacién (HCR) (32) permite
una multiplexacién directa, una penetracion profunda de la muestra, una alta relacion sefal/fondo y una resolucion
subcelular en diversos organismos (33 a 35). Un amplificador de HCR incluye dos moléculas de horquilla de acido
nucleico cinéticamente atrapadas (Hl y H2) que coexisten metaestablemente en ausencia de una hebra iniciadora afin
(Il; Figura 1a). La llegada del iniciador desencadena una reaccién en cadena en la que las horquillas H1 y H2 se
nuclean secuencialmente y se abren para ensamblarse en un largo polimero de amplificacién de doble cadena mellada
(32). Mediante el uso de la HCR in situ, las sondas de ADN complementarias a las dianas de ARNm llevan iniciadores
de HCR de ADN que desencadenan reacciones en cadena en las que horquillas de ADN etiquetadas con fluorocromos
metaestables se autoensamblan en polimeros de amplificacion fluorescentes amarrados (Figura 1b). Se utiliza el
mismo protocolo de hibridacion in situ en dos etapas, independientemente del nimero de ARN diana (Figura 1c): en
la etapa de deteccion, todos los conjuntos de sondas iniciadoras fraccionarias se hibridan en paralelo; en la etapa de
amplificacion, los amplificadores de HCR ortogonales funcionan en paralelo.

La HCR se basa en los principios de las disciplinas de programacién molecular y nanotecnologia dinamica de acidos
nucleicos para proporcionar una amplificacion isotérmica de la sefial sin enzimas en diversos entornos tecnolégicos
(36 a 39) y es particularmente adecuada para las exigencias de la amplificacion in situ (33, 34). En primer lugar, el
HCR es programable, lo que proporciona la base para una multiplexacion directa mediante el uso de amplificadores
ortogonales que funcionan de forma independiente y llevan fluorocromos espectralmente diferentes. El uso de un
protocolo de dos etapas independiente del nimero de ARNm diana es conveniente para cualquier muestra, pero es
esencial para las muestras delicadas, tales como los embriones de erizo de mar, que se dafian facilmente durante los
protocolos de multiplexacion en serie. En segundo lugar, los monémeros de horquilla de HCR no se autoensamblan
hasta que se encuentran con una sonda que lleva el iniciador afin, lo que permite una penetracién profunda de la
muestra antes del crecimiento de los polimeros de amplificacion brillante en el lugar de las moléculas diana. El uso de
reactivos de amplificacién que son horquillas estructuradas con un vastago duplex reduce el potencial de hibridacion
no especifica dentro de la muestra y también aumenta la facilidad de disefiar multiples amplificadores ortogonales. El
hecho de que los polimeros de amplificacion puedan llevar cientos de fluorocromos (34) permite conseguir una alta
relacion sefal/fondo incluso cuando la autofluorescencia es alta (por ejemplo, en embriones de vertebrados montados
en su totalidad (34, 40, 41) o en bacterias contenidas en muestras ambientales u otros organismos (42 a 44)). En
tercer lugar, los polimeros de amplificacion de HCR permanecen amarrados a sus sondas de inicio, lo que impide que
la sefial se difunda fuera de las dianas, y conduce a la resolucién subcelular. En cuarto lugar, dado que las secuencias
del amplificador de HCR son independientes de las secuencias diana del ARNm, los amplificadores previamente
validados (34) se pueden utilizar para nuevos estudios sin necesidad de modificarlos. Para mapear un nuevo ARNm
diana, todo lo que se necesita es un nuevo conjunto de sondas iniciadoras fraccionarias de ADN que lleven iniciadores
de ADN para un amplificador de HCR de ADN existente. En conjunto, las propiedades de la HCR in situ permiten una
multiplexacion sencilla, una penetracion profunda de la muestra, una elevada relaciéon sefial/fondo y una resolucion
subcelular en diversos organismos, lo que ofrece a los bidlogos una ventana espectacularmente mejorada de la
organizacion espacial de los circuitos bioldgicos. A continuacidon se describen cinco Esquemas (A, B, C, D, E) que
adoptan diferentes enfoques para optimizar la relacion sefial/fondo mediante el uso de la amplificacién de la sefal in
situ HCR (Figura 2). Un enfoque estandar de HCR in situ representado en la Figura 1b (34) corresponde al Esquema
A.

Esquema A: Protocolo de dos etapas: Deteccion de la diana con una sonda no estructurada, seguida por la deteccion

de la sonda y la amplificacion de HCR mediante el uso de monémeros de horquilla de HCR. Una sonda no estructurada
contiene una seccién de unién a la diana (por ejemplo, la secuencia de unién a la diana) y una secuencia iniciadora
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de HCR no estructurada. El iniciador es accesible para iniciar la HCR tanto si la sonda esta hibridada con el ARNm
diana afin como si no. Los monémeros de horquilla de HCR no interactian, salvo cuando son iniciados por un iniciador
de HCR afin; la iniciacion desencadena la polimerizacion por medio de la nucleacion y apertura secuencial de la
horquilla, lo que da lugar a un polimero de amplificacion de HCR emparejado por bases con el iniciador.

Etapa 1: Deteccion de dianas por medio de una sonda no estructurada: Las sondas se hibridan dentro de la muestra
fijada y las sondas no utilizadas se eliminan por lavado. Las sondas se unen predominantemente al ARNm diana
correspondiente, pero una fraccién no despreciable de las sondas se unen en otras partes de la muestra. Las sondas
que permanezcan en la muestra desencadenaran la amplificacién durante la Etapa 2, independientemente de que se
unan o no al ARNm diana afin.

Etapa 2: Deteccion de sondas y amplificacion de HCR por medio de monémeros de horquilla de HCR : Los mondmeros
de horquilla de HCR se hibridan dentro de la muestra fijada y las horquillas no utilizadas se eliminan por lavado. Las
sondas dentro de la muestra inician el crecimiento de los polimeros de amplificacion de HCR anclados, para generar
una sefial amplificada en el lugar de las sondas unidas a las moléculas diana y un fondo amplificado en el lugar de las
sondas unidas en otras partes de la muestra. Los monémeros de horquilla de HCR que se unen de forma no especifica
en la muestra no desencadenan la polimerizacion de HCR vy, por lo tanto, no contribuyen a la generacion del fondo
amplificado, sino que aportan una cantidad insignificante de fondo no amplificado.

Implicaciones de rendimiento: El Esquema A es vulnerable a la union inespecifica de la sonda durante la Etapa 1, lo
que conduce a la generacion de un fondo amplificado durante la Etapa 2. Debido a que la sonda no esta estructurada,
el Esquema A tiene la ventaja de que la secuencia de unién a la diana y la secuencia del iniciador de HCR son
independientes; como resultado, los iniciadores de HCR validados y los monémeros de horquilla de HCR se pueden
utilizar para diversas sondas y dianas nuevas sin cambiar las secuencias del iniciador de HCR y del monémero de
horquilla de HCR.

Esquema B: Protocolo de dos etapas: Deteccion de la diana por medio de una sonda de horquilla, seguida por la
deteccion de la sonda y la amplificacion de HCR por medio de mondémeros de horquilla de HCR. Una sonda en forma
de horquilla contiene una seccién de unién a la diana (por ejemplo, la secuencia de unién a la diana) y una secuencia
iniciadora de HCR; el iniciador de HCR es inicialmente inaccesible debido al emparejamiento de bases dentro de la
sonda en forma de horquilla; si la sonda en forma de horquilla se empareja con su ARNm diana correspondiente, la
sonda cambia de conformacion y el iniciador de HCR se vuelve accesible y capaz de iniciar la amplificacion de HCR.
Los monémeros de horquilla de HCR no interactuan, salvo cuando son iniciados por un iniciador de HCR afin; la
iniciacion desencadena la polimerizacion por medio de la nucleacion y apertura secuencial de la horquilla, lo que da
lugar a un polimero de amplificacion de HCR emparejado por bases con el iniciador.

Etapa 1: Deteccion de dianas por medio de una sonda de horquilla: Las sondas se hibridan dentro de la muestra fijada
y las sondas no utilizadas se eliminan por lavado. Las sondas se unen predominantemente al ARNm diana
correspondiente, pero una fraccidon no despreciable de las sondas se unen en otras partes de la muestra. Una sonda
hibridada con un ARNm diana afin cambia de conformacién para exponer un iniciador de HCR accesible, lo que lleva
a la generacion de una sefal amplificada en la Etapa 2. Una sonda unida en otro lugar de la muestra tiene un iniciador
de HCR inaccesible y, por lo tanto, no desencadena la amplificacion de HCR, lo que evita la generacion de fondo
amplificado en la Etapa 2.

Etapa 2: Deteccion de sondas y amplificacion de HCR por medio de monémeros de horquilla de HCR : Los mondmeros
de horquilla de HCR se hibridan dentro de la muestra fijada y las horquillas no utilizadas se eliminan por lavado. Una
sonda hibridada con su diana afin desencadena el crecimiento de un polimero de amplificacién de HCR anclado, para
generar una sefial amplificada en el lugar de la molécula diana. Una sonda unida en otro lugar de la muestra no
desencadena la amplificacion, lo que evita la generacion de un fondo amplificado. Los mondmeros de horquilla de
HCR que se unen de forma no especifica en la muestra no desencadenan la polimerizacion de HCR vy, por lo tanto,
no contribuyen a la generacion del fondo amplificado, sino que aportan una cantidad insignificante de fondo no
amplificado.

Implicaciones de rendimiento: El Esquema B no es vulnerable a la unién inespecifica de la sonda durante la Etapa 1,
dado que las sondas unidas de forma inespecifica no desencadenan la amplificacion de HCR durante la Etapa 2. Por
lo tanto, el Esquema B tiene la propiedad de que incluso si los reactivos se unen de forma no especifica en cualquier
etapa del protocolo, no se generara predominantemente un fondo amplificado. El inconveniente del Esquema B es
que, al utilizar sondas de horquilla, hay cierto grado de complementariedad de secuencia entre la secuencia de unién
a la diana y la secuencia iniciadora de HCR. Como resultado, el cambio de la seccion de unién a la diana (por ejemplo,
la secuencia de unién a la diana) requiere el cambio de las secuencias del iniciador de HCR y del monémero de
horquilla de HCR, lo cual es una desventaja en comparacion con la simplicidad del Esquema A.

Esquema C: Protocolo de tres etapas: Deteccion de la diana con pares de sondas no estructuradas, seguida por la
deteccion de pares de sondas con un puente no estructurado, seguida por la deteccién con un puente y de la
amplificacion de HCR mediante el uso de monémeros de horquilla de HCR. Las sondas no estructuradas vienen en
pares; cada sonda contiene una seccién de union a la diana (por ejemplo, secuencia de unién a la diana) y la mitad
de una secuencia de nucleacién no estructurada; para las dos sondas dentro de un par de sondas, las dos secciones
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de union a la diana (por ejemplo, las dos secciones de union a la diana (por ejemplo, la secuencia de unién a la diana)
son complementarias a las secciones de la diana (por ejemplo, las subsecuencias proximales) del ARNm de la diana,
de forma que cuando las dos sondas se unen especificamente a sus secciones de la diana (por ejemplo, los sitios de
la diana afines), las dos mitades de la secuencia de nucleacidon se aproximan. Una hebra puente no estructurada
contiene secuencias de unién proximal complementarias a las dos mitades de la secuencia de nucleacién; la hebra
puente no estructurada también contiene un iniciador de HCR que es accesible para iniciar la HCR tanto si la hebra
puente esta especificamente emparejada en base a su sitio de nucleacion afin como si no. Los monémeros de horquilla
de HCR no interactian, salvo cuando son iniciados por un iniciador de HCR afin; la iniciacion desencadena la
polimerizaciéon por medio de la nucleacion y apertura secuencial de la horquilla, lo que da lugar a un polimero de
amplificacion de HCR emparejado por bases con el iniciador.

Etapa 1: Deteccion de dianas por medio de pares de sondas no estructuradas: Las sondas se hibridan dentro de la
muestra fijada y las sondas no utilizadas se eliminan por lavado. Los pares de sondas se unen predominantemente a
sus secciones diana (por ejemplo, sitios diana afines), para colocalizar las dos mitades de la secuencia de nucleacion;
una fraccion no despreciable de las sondas se unen en otras partes de la muestra, pero las sondas que se unen de
forma no especifica no colocalizan las dos mitades de la secuencia de nucleacion.

Etapa 2: Deteccién de pares de sondas por medio de un puente no estructurado: Las hebras puente no estructuradas
se hibridan dentro de la muestra fija en condiciones experimentales tales que una hebra puente se empareja
predominantemente de forma estable con la secuencia de nucleacién completa creada por un par de sondas afines
que se emparejan especificamente con las secciones diana proximales (por ejemplo, los sitios diana afines); ademas,
las condiciones experimentales son tales que la hebra puente no se empareja predominantemente de forma estable
con el medio sitio de nucleacion transportado por una sonda individual que no es proximal a su sonda afin. Una fraccion
no despreciable de puentes se une de forma no especifica en la muestra; los puentes unidos de forma no especifica
activaran la amplificacion de HCR durante la Etapa 3, lo que genera un fondo amplificado.

Etapa 3: Deteccion de puentes y amplificacion de HCR mediante el uso de mondémeros de horquilla de HCR: Los
monomeros de horquilla de HCR se hibridan dentro de la muestra fijada y las horquillas no utilizadas se eliminan por
lavado. Las hebras puente dentro de la muestra inician el crecimiento de los polimeros de amplificaciéon de HCR
anclados; para las hebras puente emparejadas por bases con su sitio de nucleacion afin formado por un par de sondas
afines emparejadas por bases con secciones diana proximales (por ejemplo, sitios diana afines), estos polimeros
representan la sefial amplificada. En el caso de las hebras puente unidas en otra parte de la muestra, estos polimeros
corresponden al fondo amplificado. Los monémeros de horquilla de HCR que se unen de forma no especifica en la
muestra no desencadenan la polimerizacion de HCR y, por lo tanto, no contribuyen a la generacion del fondo
amplificado, sino que aportan una cantidad insignificante de fondo no amplificado.

Implicaciones de rendimiento: El Esquema C no es vulnerable a la unién inespecifica de la sonda en la Etapa 1, dado
que los puentes no se emparejan de forma estable con las sondas aisladas en la Etapa 2. Sin embargo, el Esquema
C es vulnerable a la unién inespecifica de los puentes en la Etapa 2, lo que conduce a la generacion de un fondo
amplificado en la Etapa 3. No6tese que el puente no estructurado en la Etapa 2 del Esquema C esta sujeto a la misma
debilidad conceptual que la sonda no estructurada en la Etapa 1 del Esquema A. La ventaja del Esquema C en relacion
con el Esquema A es que mediante el uso del Esquema C se puede optimizar una biblioteca de secuencias de puentes
para su uso en una especie determinada y luego esas secuencias de puentes se pueden reutilizar para diversas
sondas y dianas nuevos sin cambiar las secuencias de los puentes. En comparacion, mediante el uso del Esquema
A, cada nueva secuencia de sonda tendria que ser optimizada para su uso en una especie determinada. Sin embargo,
incluso mediante el uso de secuencias de puentes optimizadas con el Esquema C, una fraccién no despreciable de
puentes se unira de forma no especifica en la muestra, lo que genera un fondo amplificado en la siguiente etapa del
protocolo. Asimismo, incluso mediante el uso de secuencias de sonda optimizadas por medio del Esquema A, una
fraccion no despreciable de sondas se unira de forma no especifica en la muestra, lo que genera un fondo amplificado
en la siguiente etapa del protocolo.

Esquema D: Protocolo de tres etapas: Deteccion de la diana con pares de sondas no estructuradas, seguida por la
deteccion de pares de sondas por medio de un puente de horquillas, seguida por la detecciéon de puentes y la
amplificacién de HCR por medio de monémeros de horquilla de HCR. Las sondas no estructuradas vienen en pares;
cada sonda contiene una seccién de union a la diana (por ejemplo, secuencia de union a la diana) y la mitad de una
secuencia de nucleacién no estructurada; para las dos sondas dentro de un par de sondas, las dos secciones de uniéon
a la diana (por ejemplo, las dos secciones de union a la diana (por ejemplo, la secuencia de unién a la diana) son
complementarias a las secciones de la diana (por ejemplo, las subsecuencias proximales) del ARNm de la diana, de
forma que cuando las dos sondas se unen especificamente a sus secciones de la diana (por ejemplo, los sitios de la
diana afines), las dos mitades de la secuencia de nucleacion se aproximan. Un puente de horquilla contiene secuencias
de unioén proximal complementarias a las dos mitades de la secuencia de nucleacion; el puente de horquilla también
contiene un iniciador de HCR que es inicialmente inaccesible debido al emparejamiento de bases dentro del puente
de horquilla; si el puente de horquilla se empareja con las dos mitades de su secuencia de nucleacion afin, el puente
cambia de conformacion y el iniciador de HCR se vuelve accesible y capaz de iniciar la amplificacion de HCR. Los
mondémeros de horquilla de HCR no interactian, salvo cuando son iniciados por un iniciador de HCR afin; la iniciacion
desencadena la polimerizacion por medio de la nucleacién y apertura secuencial de la horquilla, lo que da lugar a un
polimero de amplificaciéon de HCR emparejado por bases con el iniciador.
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Etapa 1: Deteccion de dianas por medio de pares de sondas no estructuradas: Las sondas se hibridan dentro de la
muestra fijada y las sondas no utilizadas se eliminan por lavado. Los pares de sondas se unen predominantemente a
sus secciones diana (por ejemplo, sitios diana afines), para colocalizar las dos mitades de la secuencia de nucleacion;
algunas sondas se unen en otras partes de la muestra, pero las sondas que se unen de forma no especifica no
colocalizan las dos mitades de la secuencia de nucleacion.

Etapa 2: Deteccién de pares de sondas por medio de un puente de horquilla: Las hebras de los puentes de horquilla
se hibridan dentro de la muestra fijada y los puentes no utilizados se eliminan por lavado. Las hebras de los puentes
de horquilla se emparejan predominantemente con la secuencia de nucleacién completa creada por un par de sondas
afines que se emparejan especificamente con las secciones diana proximales (por ejemplo, los sitios diana afines); un
puente de horquilla especificamente unido cambia de conformacion para exponer un iniciador de HCR accesible, lo
que lleva a la generacion de una sefial amplificada en la Etapa 3. Un puente de horquilla unido en otro lugar de la
muestra tiene un iniciador de HCR inaccesible y no desencadena la amplificacién de HCR, lo que evita la generacion
de fondo amplificado en la Etapa 3.

Etapa 3: Deteccion de puentes y amplificacion de HCR por medio de mondmeros de horquilla de HCR : Los
monomeros de horquilla de HCR se hibridan dentro de la muestra fijada y las horquillas no utilizadas se eliminan por
lavado. Los puentes de horquilla unidos especificamente con iniciadores de HCR expuestos desencadenaran el
crecimiento de polimeros de amplificacion fluorescentes amarrados, lo que genera una sefal amplificada en el lugar
de las moléculas diana. Los monémeros de horquilla de HCR que se unen de forma no especifica en la muestra no
desencadenan la polimerizacién de HCR vy, por lo tanto, no contribuyen a la generacion del fondo amplificado, sino
que aportan una cantidad insignificante de fondo no amplificado.

Implicaciones de rendimiento: El Esquema D no es vulnerable a la unién inespecifica de la sonda en la Etapa 1, dado
que los puentes de horquilla no se emparejan de forma estable con las sondas aisladas en la Etapa 2. Ademas, el
Esquema D no es vulnerable a la unién inespecifica de los puentes de horquilla en la Etapa 2, dado que los puentes
de horquilla unidos de forma inespecifica no desencadenan la amplificacion durante la Etapa 3. Por lo tanto, el
Esquema D comparte la importante propiedad con el Esquema B de que incluso si los reactivos se unen de forma no
especifica en cualquier etapa del protocolo, no se generara predominantemente un fondo amplificado. La ventaja del
Esquema D en relacion con el Esquema B es que los sitios de nucleacion del puente, y por lo tanto las secuencias del
iniciador de HCR y del monémero de horquilla de HCR, son independientes de los sitios de unién a la diana en las
sondas; como resultado, un iniciador de HCR y un amplificador validados se pueden utilizar para diversas sondas y
dianas nuevas sin cambiar las secuencias del iniciador de HCR y del amplificador.

Un inconveniente del Esquema D en relacién con el Esquema B es el aumento del nimero de etapas de dos a tres.

Esquema E: Protocolo de dos etapas: Deteccién de la diana con pares de sondas iniciadoras fraccionarias no
estructuradas (también conocidas como iniciadores divididos), seguida por la deteccién de pares de sondas y la
amplificaciéon de HCR por medio de monémeros de horquilla de HCR. Las sondas iniciadoras fraccionarias no
estructuradas (también conocidas como iniciadores divididos) vienen en pares; cada sonda contiene una seccién de
unioén a la diana (por ejemplo, secuencia de unién a la diana) y la mitad de un iniciador de HCR no estructurado; para
las dos sondas dentro de un par de sondas, las dos secciones de union a la diana (por ejemplo, las dos secciones de
union a la diana (por ejemplo, secuencia de union a la diana) son complementarias a las secciones de la diana (por
ejemplo, subsecuencias proximales) del ARNm de la diana, de forma que cuando las dos sondas se unen
especificamente a sus secciones de la diana (por ejemplo, sitios de la diana afines), las dos mitades del iniciador de
HCR se aproximan. Los monémeros de las horquillas HCR no interactian, excepto cuando son iniciados por un
iniciador de HCR afin (iniciador completo); la iniciacion desencadena la polimerizacion a través de la nucleacion y la
apertura secuencial de las horquillas, lo que da lugar a un polimero de amplificacion de HCR emparejado en base con
el iniciador (iniciador completo).

Etapa 1: Deteccion de dianas por medio de pares de sondas iniciadoras fraccionarias no estructuradas (también
conocidos como iniciadores divididos) : Las sondas se hibridan dentro de la muestra fijada y las sondas no utilizadas
se eliminan por lavado. Los pares de sondas se unen predominantemente a sus secciones diana (por ejemplo, los
sitios diana afines), colocalizar las dos mitades del iniciador de HCR; algunas sondas se unen en otras partes de la
muestra, pero las sondas que se unen de forma no especifica no colocalizar las dos mitades del iniciador de HCR.

Etapa 2: Deteccion de pares de sondas y amplificaciéon de HCR por medio de monémeros de horquilla de HCR: Los
monomeros de horquilla de HCR se hibridan dentro de la muestra fijada y las horquillas no utilizadas se eliminan por
lavado. Los pares de sondas que se hibridan especificamente a sus secciones diana (por ejemplo, sitios diana afines)
colocalizar las dos mitades de un iniciador de HCR, lo que inicia cooperativamente el crecimiento de polimeros de
amplificacion de HCR fluorescentes amarrados, y genera una sefial amplificada en el sitio de las moléculas diana. Las
sondas unidas de forma no especifica no colocalizan las dos mitades de un iniciador de HCR, no desencadenan la
amplificacion de HCR vy, por lo tanto, evitan generar un fondo amplificado. Los monémeros de horquilla de HCR que
se unen de forma no especifica en la muestra no desencadenan la polimerizacion de HCR y, por lo tanto, no
contribuyen a la generacién del fondo amplificado, sino que aportan una cantidad insignificante de fondo no
amplificado.
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Implicaciones de rendimiento: El Esquema E no es vulnerable a la unién inespecifica de la sonda en la Etapa 1, dado
que las sondas aisladas de iniciador fraccionario (también conocido como iniciador dividido) no inician la amplificacion
de HCR en la Etapa 2. Por lo tanto, el Esquema E comparte la importante propiedad con los Esquemas B y D de que
la supresion de fondo activa se proporciona en cada etapa del protocolo: incluso si los reactivos se unen de forma no
especifica en cualquier etapa del protocolo, predominantemente no se generara fondo amplificado.

En comparacion con el Esquema D, el Esquema E tiene, entre otras ventajas, la de que un monémero de horquilla de
HCR cumple la funcién de puente de horquilla, para eliminar de este modo la necesidad de un puente de horquilla
separado y reducir el nimero de etapas del protocolo de tres a dos. En comparacion con el Esquema C, los Esquemas
D y E tienen, entre otras, la ventaja de que el puente no contribuira a la generacion de fondo amplificado si se une de
forma no especifica. En comparacion con el Esquema B, el Esquema E tiene, entre otras, la ventaja de que las
secuencias del iniciador de HCR y de los mondmeros de horquilla de HCR son independientes de la seccion de unidn
a la diana (por ejemplo, las secuencias de unién a la diana) en las sondas. Como resultado, los iniciadores de HCR
validados y los monémeros de horquilla de HCR se pueden utilizar para diversas sondas y dianas nuevos sin cambiar
las secuencias del iniciador de HCR y del monédmero de horquilla de HCR. En general, el Esquema E tiene todos los
beneficios y ninguno de los inconvenientes de los Esquemas A, B, C y D: la simplicidad de un protocolo de dos etapas,
la versatilidad para reutilizar los iniciadores de HCR validados y los mondmeros de horquilla de HCR con nuevas
secuencias diana, y la solidez para evitar la generacién de un fondo amplificado incluso si los reactivos se unen de
forma no especifica en la muestra en cualquier etapa del protocolo.

La Figura 1 describe la amplificacion in situ por medio de la reaccidon en cadena de hibridacion (HCR). (a) Mecanismo
de HCR. Las horquillas fluorescentes metafisicas se autoensamblan en polimeros de amplificacién fluorescentes tras
la deteccién de un iniciador afin. El iniciador |1 se nuclea con el primer monémero de horquilla (por ejemplo, la horquilla
H1) a través del emparejamiento de bases con el punto de apoyo monocatenario 'a', que media una migracion de rama
que abre la horquilla para formar el complejo I1 HI que contiene el segmento monocatenario 'c'*-b*'. Este complejo se
nuclea con el segundo monémero de horquilla (horquilla H2) por medio del emparejamiento de bases con el punto de
apoyo 'c', que media una migracién de rama que abre la horquilla para formar el complejo I1 1 H2 que contiene el
segmento monocatenario 'b*-a*'. De este modo, la secuencia del iniciador se regenera, para proporcionar la base para
una reaccion en cadena de etapas de polimerizacion H1 y H2 alternados. Las estrellas denotan los fluorocromos. La
punta de la flecha denota el extremo 3' de cada cadena. (b) Protocolo de hibridacion in situ (mediante el uso de las
sondas estandar del Esquema A).

Con respecto a la etapa de deteccion: los conjuntos de sondas iniciadoras fraccionarias se hibridan con las dianas de

ARNm y las sondas no utilizadas se lavan de la muestra. En lo que respecta a la etapa de amplificacion: los iniciadores
desencadenan el autoensamblaje de los polimeros de amplificacion fluorescentes anclados y las horquillas no
utilizadas son lavadas de la muestra. (c) Cronologia experimental. Se utiliza el mismo protocolo de dos etapas,
independientemente del numero de ARNm diana. Para los experimentos multiplexados (ejemplo de tres colores
representado), los conjuntos de sondas iniciadoras fraccionarias para diferentes ARNm diana (cinco sondas
representadas por conjunto) llevan iniciadores ortogonales que desencadenan cascadas de amplificacion de HCR
ortogonales etiquetadas por fluorocromos espectralmente diferentes.

La Figura 2 proporciona los esquemas mencionados anteriormente para cinco esquemas, en forma resumida.
Esquema A: Protocolo de dos etapas: Deteccion de la diana con una sonda no estructurada, seguida por la deteccion
de la sonda y la amplificacién de HCR mediante el uso de monémeros de horquilla de HCR. Esquema B: Protocolo de
dos etapas: Deteccion de la diana por medio de una sonda de horquilla, seguida por la deteccion de la sonda y la
amplificaciéon de HCR por medio de monémeros de horquilla de HCR. Esquema C: Protocolo de tres etapas: Deteccion
de la diana con pares de sondas no estructuradas, seguida por la deteccién de pares de sondas con un puente no
estructurado, seguida por la deteccion con un puente y de la amplificacion de HCR mediante el uso de monémeros de
horquilla de HCR. Esquema D: Protocolo de tres etapas: Deteccion de la diana con pares de sondas no estructuradas,
seguida por la deteccion de pares de sondas por medio de un puente de horquillas, seguida por la deteccion de
puentes y la amplificacion de HCR por medio de mondémeros de horquilla de HCR. Esquema E: Protocolo de dos
etapas: Deteccion de la diana con pares de sondas iniciadoras fraccionarias no estructuradas (también conocidas
como iniciadores divididos), seguida por la deteccidon de pares de sondas y la amplificacion de HCR por medio de
mondmeros de horquilla de HCR. La punta de la flecha denota el extremo 3' de cada cadena.

Figura 3: Disposiciones alternativas para dos sitios de unién a la diana y dos iniciadores fraccionarios (fragmentos
iniciadores de HCR) dentro de un par de sondas iniciadoras divididas. Para cada Disposicion (1,2,3,4,5), cada sonda
dentro de un par de sondas lleva la mitad del iniciador de HCR completo (también conocido como la mitad del iniciador
de HCR I1); la union especifica de las dos sondas dentro de un par a la molécula diana afin conduce a la colocalizacion
de las dos mitades del iniciador de HCR completo (también conocido como la mitad del iniciador de HCR Il). La punta
de la flecha denota el extremo 3' de cada cadena.

La Figura 4 proporciona realizaciones adicionales en las que las sondas iniciadoras divididas son colocalizadas por
una molécula diana. (a) sondas iniciadoras fraccionarias (también conocidas como iniciador dividido). La primera
sonda iniciadora fraccionaria (Sonda 1) y la segunda sonda iniciadora fraccionaria (Sonda 2) llevan cada una la mitad
del iniciador de HCR [1; la unién selectiva de la primera sonda iniciadora fraccionaria (Sonda 1) y la segunda sonda
iniciadora fraccionaria (Sonda 2) a la molécula diana colocaliza las dos mitades del iniciador de HCR 11. (b) Sondas
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de acido nucleico con iniciador fraccionario (también conocido como iniciador dividido). La sonda de acido nucleico 1
y la sonda de acido nucleico 2 llevan cada una la mitad del iniciador 11 de la HCR; la union selectiva de la sonda de
acido nucleico 1y la sonda de acido nucleico 2 al ARNm diana colocaliza las dos mitades del iniciador 11 de la HCR.
(c) Sondas de anticuerpos con iniciador fraccionario (también conocido como iniciador dividido). La sonda de
anticuerpos 1y la sonda de anticuerpos 2 llevan cada una la mitad del iniciador 11 de la HCR; la union selectiva de la
sonda de anticuerpos 1y la sonda de anticuerpos 2 a la proteina diana colocaliza las dos mitades del iniciador 11 de
la HCR. (d) Sondas de anticuerpos secundarios con iniciador dividido. La sonda de anticuerpo primario 1 se une
selectivamente a la proteina diana; la sonda de anticuerpo secundario 2 y la sonda de anticuerpo secundario 3 llevan
cada una la mitad del iniciador 11 de la HCR; la unién selectiva de la sonda de anticuerpo secundario 2 y la sonda de
anticuerpo secundario 3 a la sonda de anticuerpo primario 1 colocaliza las dos mitades del iniciador |1 de la HCR.

La Figura 5 ofrece otras realizaciones relativas a las sondas iniciadoras fraccionarias (también conocidas como
iniciador dividido) colocalizadas por un complejo diana. (a) Sondas iniciadoras fraccionarias (también conocidas como
iniciador dividido). El complejo diana comprende la molécula 1 unida a la molécula 2; la primera sonda iniciadora
fraccionaria (sonda 1) y la segunda sonda iniciadora fraccionaria (sonda 2) llevan cada una la mitad del iniciador de
HCR 11; la unién selectiva de la sonda 1 a la molécula 1 dentro del complejo diana y la uniéon selectiva de la sonda 2
a la molécula 2 dentro del complejo diana colocalizan las dos mitades del iniciador de HCR 1. (b) Sondas de acido
nucleico con iniciador fraccionario (también conocido como iniciador dividido). El complejo diana comprende la diana
de acido nucleico 1 unida a la diana de acido nucleico 2; la sonda de acido nucleico 1 y la sonda de acido nucleico 2
llevan cada una la mitad del iniciador de HCR 11; la union selectiva de la sonda de acido nucleico 1 a la diana de acido
nucleico 1 dentro del complejo diana y la union selectiva de la sonda de acido nucleico 2 a la diana de acido nucleico
2 dentro del complejo diana colocalizan las dos mitades del iniciador de HCR I1. (c¢) Sondas de anticuerpos con
iniciador fraccionario (también conocido como iniciador dividido).

El complejo diana comprende la proteina diana 1 unida a la proteina diana 2; la sonda del primer iniciador fraccionario
de anticuerpos (sonda 1) y la sonda del segundo iniciador fraccionario de anticuerpos (sonda 2) llevan cada una la
mitad del iniciador de HCR 11; la unién selectiva de la sonda del primer iniciador fraccionario de anticuerpos (sonda 1)
a la proteina diana 1 dentro del complejo diana y la unién selectiva de la sonda del segundo iniciador fraccionario de
anticuerpos (sonda 2) a la proteina diana 2 dentro del complejo diana colocalizan las dos mitades del iniciador de HCR
I1. (d) Sondas de anticuerpos secundarios con iniciador fraccionario (también conocido como iniciador dividido). El
complejo diana comprende la proteina diana 1 unida a la proteina diana 2; la sonda iniciadora fraccionaria del primer
anticuerpo primario (sonda 1) se une selectivamente a la proteina diana 1 dentro del complejo diana y la sonda
iniciadora fraccionaria del segundo anticuerpo primario (sonda 2) se une selectivamente a la proteina diana 2 dentro
del complejo diana; la sonda de anticuerpo secundario 3 y la sonda de anticuerpo secundario 4 llevan cada una la
mitad del iniciador 11 de la HCR; la unién selectiva de la sonda de anticuerpo secundario 3 a la sonda del primer
iniciador fraccionario del anticuerpo primario (sonda 1) y la unién selectiva de la sonda de anticuerpo secundario 4 a
la sonda del segundo iniciador fraccionario del anticuerpo primario (sonda 2) colocalizan las dos mitades del iniciador
I1 de la HCR. (e) Sondas de anticuerpos y acidos nucleicos con iniciador fraccionario (también conocido como iniciador
dividido). El complejo diana comprende la proteina diana 1 unida a la diana de acido nucleico 2; la sonda de
anticuerpos 1y la sonda de acido nucleico 2 llevan cada una la mitad del iniciador de HCR I1; la unién de la sonda de
anticuerpos 1 a la proteina diana 1 dentro del complejo diana y la unién de la sonda de acido nucleico 2 a la diana de
acido nucleico 2 dentro del complejo diana colocalizan las dos mitades del iniciador de HCR I1.

El esquema de la Figura 8 resume la HCR in situ para la obtencion de imagenes de moléculas diana de acido nucleico
mediante el uso de sondas de acido nucleico con iniciador fraccionario (también conocido como iniciador dividido)
(Esquema E). HCR in situ mediante el uso de sondas iniciadoras fraccionarias (también conocidas como iniciador
dividido) (Esquema E). (a) Protocolo de HCR in situ en dos etapas. Etapa de deteccion: los pares de sondas del
iniciador fraccionario (también conocido como iniciador dividido) se hibridan con el ARNm diana y las sondas que no
se utilizan se eliminan de la muestra. Cada conjunto de sondas iniciadoras fraccionarias contiene uno o mas pares de
sondas que se unen selectivamente a diferentes subsecuencias a lo largo del ARNm diana. Cada sonda dentro de un
par lleva la mitad del iniciador de HCR I1. La hibridacion selectiva de las dos sondas dentro de un par a sus sitios de
unién a la diana afines colocaliza las dos mitades del iniciador |1 de HCR. Etapa de ampilificacion: el iniciador de HCR
completo |1 desencadena el autoensamblaje de los polimeros de amplificacion fluorescentes anclados y las horquillas
Hl y H2 no utilizadas son lavadas de la muestra. Las estrellas denotan los fluorocromos. (b) Linea de tiempo
experimental para un experimento multiplexado. Se utiliza un protocolo de dos etapas, independientemente del nimero
de ARNm diana.

Mondémeros de horquilla

En una reaccién HCR se utilizan preferentemente dos o mas especies diferentes de monémeros de horquilla de acido
nucleico. Cada especie de monémero de horquilla comprende tipicamente al menos una regidon que es complementaria
a una porcioén de otra especie de mondmero de horquilla. Sin embargo, los mondémeros estan disefiados de forma que
estan cinéticamente atrapados y el sistema es incapaz de equilibrarse en ausencia de una molécula iniciadora que
pueda alterar la estructura secundaria de uno de los monémeros. De este modo, los monémeros no pueden polimerizar
en ausencia del iniciador. La introduccion de una especie de iniciador completo desencadena una reacciéon en cadena
de escapes cinéticos alternados por las dos o mas especies de monémeros que dan lugar a la formacion de un
polimero. En algunas realizaciones, dos monémeros de horquilla se polimerizan en presencia de un iniciador para
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formar un polimero mellado de doble cadena.

En algunas realizaciones, se emplean dos 0 mas monémeros de horquilla que tienen una estructura de horquilla. Los
monomeros de horquilla pueden comprender bucles protegidos por vastagos largos. En algunas realizaciones, se
proporcionan monoémeros con una estructura secundaria diferente. Sin embargo, la estructura secundaria puede ser
tal que los monémeros sean metaestables en las condiciones de reaccién en ausencia de un acido nucleico iniciador.
En presencia de un iniciador completo, la estructura secundaria de un primer monémero de horquilla cambia de forma
que es capaz de hibridarse a un extremo pegajoso de una segunda especie de mondémero de horquilla. Esto, a su vez,
conduce a un cambio en la estructura secundaria del segundo monémero de horquilla, que es capaz de hibridarse con
otro mondémero de la primera horquilla y continuar el proceso. De este modo, una vez que una sola copia del primer
mondémero de horquilla interactia con una sola copia del iniciador, se produce una reaccién en cadena tal que los
mondémeros de horquilla son capaces de ensamblarse en un polimero que comprende especies de mondmeros de
horquilla alternados.

Se puede utilizar un nimero de criterios para disefiar los monémeros para conseguir las propiedades deseadas. Estos
incluyen, por ejemplo y sin limitacion, la minimizaciéon de la simetria de la secuencia, la probabilidad de adoptar la
estructura secundaria diana en el equilibrio, el defecto de conjunto correspondiente al nimero medio de nucledtidos
incorrectamente emparejados en el equilibrio en relacion con la estructura diana, el defecto de conjunto de la probeta
correspondiente a la concentracion de nucleétidos incorrectamente emparejados en el equilibrio, y la cinética de
hibridacion.

Los mondmeros se pueden sintetizar mediante el uso de procedimientos estandar, que incluyen sintetizadores de
acidos nucleicos disponibles en el mercado u obtenidos de fuentes comerciales tales como Integrated DNA
Technologies (Coralville, 1A).

En algunas realizaciones, los monémeros se derivatizan con un compuesto o molécula para aumentar el peso
molecular del polimero resultante del HCR. Preferentemente se derivatizan en un lugar que no interfiera con su
capacidad de hibridacion. En algunas realizaciones, los mondémeros se derivatizan con el sitio de union a la etiqueta.
En otras realizaciones los monémeros comprenden un fluorocromo o un compuesto colorimétrico que permite
visualizar los polimeros resultantes.

Iniciador

El iniciador completo puede ser una molécula de acido nucleico. El iniciador completo es complementario a una porcion
de un mondémero de horquilla, preferentemente una porcién del monémero de horquilla que esta disponible para la
hibridacion con el iniciador completo mientras el monémero de horquilla esta en su estado cinéticamente atrapado. El
iniciador completo también comprende preferentemente una secuencia que es complementaria a una porcion del
monomero de horquilla adyacente al extremo pegajoso, de forma que la hibridacion del iniciador completo con el
extremo pegajoso provoca un cambio conformacional en el monémero de horquilla y comienza la reacciéon en cadena
HCR. Por ejemplo, el iniciador completo puede comprender una regiéon complementaria a la primera region
complementaria del monémero de horquilla, como se ha descrito anteriormente.

En algunas realizaciones, la secuencia del iniciador completo es complementaria al extremo pegajoso (region
complementaria del iniciador) y a la primera region complementaria de un primer monémero de horquilla. Como se
describe en la presente memoria, en algunas realizaciones esto también influira en la secuencia de la segunda region
complementaria y el bucle de la segunda especie de monémero de horquilla.

En algunas realizaciones, el iniciador completo es un acido nucleico que se debe detectar en una muestra o una
porcién de un acido nucleico que se debe detectar. En este caso, la secuencia del acido nucleico diana se tiene en
cuenta en el disefio de los monémeros de horquilla de HCR. Por ejemplo, la regién complementaria iniciadora,
preferentemente un extremo pegajoso, de un mondémero de horquilla esta disefiada para ser complementaria a una
porcidon de la secuencia de acido nucleico diana. Dado que el segundo monémero de horquilla se hibridara con el
primer monémero de horquilla, la secuencia del segundo mondémero de horquilla también reflejara al menos una
porcién de la secuencia del acido nucleico diana.

En algunas realizaciones, la amplificacion de diversos eventos de reconocimiento se logra por medio del acoplamiento
de HCR a activadores de aptameros de acido nucleico. Se identifica un aptamero capaz de unirse especificamente a
un analito de interés. El analito no se limita a un acido nucleico, sino que puede ser, por ejemplo, un polipéptido o una
molécula pequefia. El aptamero esta ligado a un acido nucleico que comprende una region iniciadora de forma que el
iniciador no esta disponible para estimular la HCR en ausencia de la unién del analito al aptamero.

Deteccién de HCR

Los productos de HCR son facilmente detectables por procedimientos conocidos por los expertos en la técnica para
la deteccion de acidos nucleicos, que incluyen, por ejemplo, la electroforesis en gel de agarosa, la electroforesis en
gel de poliacrilamida, la electroforesis capilar y la electroforesis capilar en gel. Como los polimeros comprenden acidos
nucleicos, se pueden visualizar por medio de técnicas estandar, tales como la tincion con bromuro de etidio. También
pueden ser adecuados otros procedimientos, que incluyen la espectroscopia de dispersion de luz, tales como la
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dispersion de luz dinamica (DLS), la medicion de la viscosidad, los sistemas colorimétricos y la espectroscopia de
fluorescencia. Como se discute con mas detalle, en algunos procedimientos para la obtencion de imagenes y la
deteccion in situ, los productos de HCR estan etiquetados con fluorescencia.

En algunas realizaciones, la HCR se monitoriza por medio de transferencia de energia por resonancia de fluorescencia
(FRET). Algunos mondémeros estan etiquetados con tintes fluorescentes para que los cambios conformacionales
resultantes de la HCR puedan ser monitorizados por medio de la detecciéon de cambios en la fluorescencia. En una
realizacién, uno de los pares de moléculas de horquilla esta etiquetado con un fluorocromo en la unién de la region
complementaria a la hebra iniciadora y la region duplex y etiquetado en el lado opuesto de la regién duplex con una
molécula inactivadora. Tras la polimerizacion, el fluorocromo y el inactivador se separan espacialmente en la estructura
de acido nucleico agregada, lo que proporciona un alivio de la inactivacion de fluorescencia. En este caso, la presencia
de un unico iniciador se ve amplificada por la cadena de eventos fluorescentes provocados por la HCR. En el contexto
de la obtencién de imagenes in situ, la presencia de una sola molécula diana puede ser amplificada por la cadena de
eventos de fluorescencia. Ademas, para la obtencion de imagenes in situ , la inactivacion de la fluorescencia en los
mondmeros que no han reaccionado reduce el ruido de fondo. De este modo, los monémeros que no reaccionan no
necesitan ser eliminados de la muestra.

La abundancia relativa de la diana se puede cuantificar para diferentes muestras por medio de la inmovilizacién de las
dianas (por ejemplo, por medio de la fijacién dentro de un embridn, o por medio de la reticulacion a un blot, o por medio
de la unién a una perla) y luego la deteccioén de las dianas mediante el uso de sondas iniciadoras fraccionarias que se
colocalizan por la diana para desencadenar la HCR, lo que genera una sefial que escala linealmente con la abundancia
de la diana. Si una o mas de las muestras tiene una abundancia conocida de la diana, se puede llevar a cabo una
cuantificacion absoluta para las otras muestras.

Aplicacion a las imagenes in situ

Algunas realizaciones de HCR proporcionan un enfoque libre de enzimas para la amplificacion in situ que puede ser
multiplexada en paralelo. Ademas, la amplificacion de HCR desencadenada por sondas iniciadoras fraccionarias
proporciona un medio para reducir la sefial de fondo resultante de la union inespecifica de la sonda. Las sondas
iniciadoras fraccionarias colocalizan un iniciador completo solo si se unen especificamente a la diana afin. Por lo tanto,
desencadenan la HCR si, y solo si, se detecta especificamente la diana, lo que conduce al autoensamblaje de un
"polimero" no covalente amarrado (a la diana) construido a partir de monémeros de HCR, preferentemente mondémeros
de horquilla como se ha descrito anteriormente. Los mondémeros de HCR pueden ser etiquetados con fluorescencia
para que los polimeros puedan ser detectados y determinar la presencia y/o localizacién de la diana.

Los monémeros de horquilla de HCR también se denominan en la presente memoria "amplificadores" porque la
polimerizacién de los mondmeros al ser desencadenados por un iniciador de HCR completo produce una sefial
detectable, que se amplifica en comparacion con la sefial que se produciria por la unién de una sola sonda a la diana.
Cada uno de los amplificadores puede estar etiquetado con el mismo o con diferentes fluorocromos. Por ejemplo, el
sistema se puede disefar para utilizar mas de dos especies de mondmeros por diana, con al menos una especie
etiquetada fluorescentemente. Un amplificador de HCR que comprenda dos tipos de monémeros de horquilla puede
tener un tipo de fluorocromo diferente que etiqueta cada uno de los dos tipos de monémeros de horquilla. Un
amplificador de HCR que comprende cuatro tipos de monémeros de horquilla puede tener cuatro fluorocromos
diferentes, uno para cada tipo de monémero de horquilla. En tales casos, los polimeros de amplificacién de HCR
estarian decorados con multiples tipos de fluorocromos en una proporcion conocida (por ejemplo, 1:1 para un polimero
hecho de dos tipos alternados de monémero de horquilla, o 1:1:1 para un polimero hecho de cuatro tipos alternados
de mondmero de horquilla). Las etiquetas fluorescentes son bien conocidas por los expertos en la técnica e incluyen,
por ejemplo, las que aparecen en el "The Handbook - A Guide to Fluorescent Probes and Labeling Technologies",
10ma edicion.

En algunas realizaciones, los amplificadores dentro del sistema estan etiquetados con un fluorocromo y un inactivador
para formar una construccion analoga a una "baliza molecular" (Tyagi et al. Nature Biotechnology 14:303 a 308, 1996).
Por ejemplo, un monémero en forma de horquilla puede comprender tanto un fluorocromo como un inactivador, de
forma que el inactivador reduce la fluorescencia mientras el monémero esta en forma de horquilla pero no cuando el
mondmero se incorpora a un polimero de HCR. De este modo, las versiones de baliza molecular de los monémeros
de HCR pueden reducir la sefal de fondo resultante de cualquier monémero no polimerizado, tales como los que se
unen de forma no especifica o que simplemente permanecen sin reaccionar en la muestra.

Para la obtencion de imagenes de muestras bioldgicas, puede ser ventajoso utilizar componentes de amplificacion
que sean de tamafio pequefio para permitir la penetracion en la muestra. Por ejemplo, en algunas realizaciones, se
utilizan componentes de HCR de menos de aproximadamente 20 nandmetros, por ejemplo, menos de 15 nm, 10 nm,
y entre unos 8 y 16 nm. En algunas realizaciones, los monémeros de horquilla de HCR tienen menos de
aproximadamente 8 nm. Los procedimientos estandar para la obtencion de imagenes in situ se pueden utilizar para
hacer que los productos de HCR entren en la muestra. El artesano experto podra seleccionar los procedimientos
apropiados para hacer que los componentes de HCR entren en la muestra.

Las ventajas de la HCR para la obtencion de imagenes in situ incluyen, sin limitacién, la capacidad de amplificar
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rapidamente una sefal basada en una pequefia cantidad de analito presente y la capacidad de obtener imagenes de
una diversidad de analitos en la misma muestra.

Como se ha descrito en la presente memoria, el uso de HCR para la deteccion e imagen in situ proporciona una
numero de ventajas. La especificidad se puede lograr mediante el uso de sondas iniciadoras fraccionarias que
colocalizan un iniciador completo sélo de dos o mas sondas iniciadoras fraccionarias se unen especificamente a sus
secciones diana (por ejemplo, sitios diana afines). La especificidad se puede lograr mediante el uso de sondas
desencadenadas que protegen los iniciadores hasta que las sondas se unen especificamente a las dianas. Los
mondémeros de HCR de autoinactivacion pueden ser etiquetados con pares fluorocromo/inactivador que se separan
durante el autoensamblaje en polimeros de amplificaciéon amarrados. Esta supresion automatica del fondo es
especialmente util para aplicaciones in vivo en las que los componentes de amplificaciéon no utilizados no se pueden
lavar antes de la obtencion de imagenes. La versatilidad se puede lograr por medio de la seleccidon de aptameros que
cambian de estructura (Ellinton et al. Nature 346:818 a 822, 1990 y Tuerk et al. Science 249:505 a 510, 1990) que
generalizan el concepto de sonda desencadenada a la deteccion de proteinas y moléculas pequefias. Los mondémeros
de sonda y amplificacion pequeiios, preferentemente con dimensiones maximas de 8 a 16 nm facilitan la penetracion
de la muestra. Las condiciones isotérmicas son ideales para la amplificacion de HCR, dado que evitan dafar la
morfologia de las muestras fijadas o sus componentes y facilitan la obtencion de imagenes in vivo. La multiplexacion
se deriva naturalmente del uso de amplificadores de HCR independientes que funcionan simultaneamente, por
ejemplo, mediante el uso de fluorocromos espectralmente diferentes para codificar firmas combinatorias Unicas
directamente en la estructura de cada producto de HCR. La amplificacién cuantitativa sensible se puede lograr
mediante el uso de mecanismos HCR no lineales que ofrecen un crecimiento exponencial en polimeros amarrados de
un tamano finito prescrito. Por ultimo, la biocompatibilidad para aplicaciones in vivo se deriva del uso de componentes
amplificadores de acidos nucleicos.

Obtencion de imagenes de multiples analitos

La amplificacion de HCR permite amplificar mdultiples dianas simultdneamente. La HCR dirigida a un numero de
analitos (por ejemplo, transcritos de genes o proteinas) se puede utilizar simultaneamente. En algunas realizaciones,
cada sistema HCR esta etiquetado con un colorante espectralmente distinguible. En consecuencia, el nimero de
analitos es igual al numero de colorantes espectralmente distinguibles que estan disponibles. Para numerosas
situaciones, esto sera suficiente.

Para estudiar la expresion de multiples ARNm o proteinas, es deseable llevar a cabo una amplificacién multiplexada
de todos los eventos de reconocimiento simultdneamente mediante el uso de amplificadores de HCR ortogonales.
Para aumentar el nimero de dianas diferentes que se pueden visualizar mediante el uso de un suministro limitado de
fluorocromos espectralmente diferentes, el enfoque de multiplexacion combinatoria no amplificada de Levsky y
colaboradores (Levsky et al. Science 297:836 a 840, 2002) se pueden adaptar para la amplificacion de HCR por medio
del etiquetado de los mondmeros de cada amplificador con diferentes combinaciones de colorantes Unicos. El uso de
cédigos de barras con un minimo de dos colores proporciona una base para el cribado de las sefiales de un solo color
resultantes de las sondas que no estan unidas especificamente.

Por lo tanto, en algunas realizaciones soélo se utiliza un Unico par de sondas para cada diana y el multiplexado
combinatorio se lleva a cabo por medio del etiquetado de los mondémeros para cada amplificador de HCR con
diferentes combinaciones unicas de colorantes.

Si las horquillas H1 y H2 estan etiquetadas con diferentes colorantes, el producto de HCR llevara un numero igual de
cada colorante por construccion. En general, se pueden utilizar N fluorocromos espectralmente diferentes para abordar
T: NV/[(N-2)!2!] dianas con amplificadores de dos colores (por ejemplo, 4 tintes para 6 dianas, 5 tintes para 10 dianas).
Sin embargo, dado que los codigos de barras combinatorios no se emplean como diagnéstico de fondo mediante el
uso de este enfoque, el nUmero de dianas se puede aumentar a T= jN![N-2]!2! + N al permitir amplificadores de un
solo color (por ejemplo, 4 tintes para 10 dianas, 5 tintes para 15 dianas). Ademas, es posible etiquetar los monémeros
de HCR con mas de un colorante para aumentar el numero de dianas que se pueden abordar hasta T =5i=1,,)N!/[(N-
i)lil] = 2N - 1 (por ejemplo, 4 tintes para 15 dianas, 5 tintes para 31 dianas). También se pueden disefiar sistemas HCR
que utilicen M horquillas por amplificador.

Ejemplos y descripcion

Ejemplo 1

La Figura 6 muestra la obtencién de imagenes de dos ARNm diana en embriones de pollo montados en su totalidad
mediante el uso de conjuntos de sondas iniciadoras fraccionarias no optimizadas.

Mediante el uso de sondas estandar (Esquema A), la unién no especifica de la sonda conduce a un fondo amplificado,
lo que resulta en una baja relacion sefial/fondo. Mediante el uso de sondas iniciadoras fraccionarias (también
conocidas como iniciador dividido) (Esquema E), la supresion automatica del fondo durante ambas etapas del
protocolo garantiza que la unién no especifica de la sonda no conduzca a un fondo amplificado, lo que resulta en una
alta relacion sefial/fondo incluso mediante el uso de un conjunto de sondas iniciadoras fraccionarias no optimizadas.
La propiedad de supresion automatica del fondo de las sondas iniciadoras fraccionarias (también conocidas como
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iniciador dividido) (Esquema E) es extremadamente beneficiosa cuando se mapea el patron de expresion de un nuevo
ARNmM diana, permitiendo la rapida generacion de resultados de alta calidad sin requerir la tediosa optimizacion del
conjunto de sondas iniciadoras fraccionarias (es decir, la eliminacion de las sondas malas que se han observado que
se unen de forma no especifica en la muestra).

Los beneficios de la supresion de fondo activa se ilustran en la Figura 6, que representa la obtencion de imagenes de
ARNm diana en embriones de pollo montados en su totalidad mediante el uso de conjuntos de sondas iniciadoras
fraccionarias no optimizadas con sondas estandar (Esquema A) o sondas iniciadoras fraccionarias (también conocidas
como iniciador dividido) (Esquema E). Diana ARNm Dmbx1: Embrién en Etapa HH 7; diana ARNm Sox8: Embrién en
Etapa HH10. Con las sondas estandar (Esquema A), se observé una baja relacion sefial/fondo mediante el uso de un
conjunto de sondas iniciadoras fraccionarias no optimizadas debido a la unién inespecifica de la sonda, lo que llevo a
la generacion de un fondo amplificado. Con las sondas iniciadoras fraccionarias (también conocidas como iniciador
dividido) (Esquema E), se consigue una alta relacion sefial/fondo incluso mediante el uso de un conjunto de sondas
iniciadoras fraccionarias no optimizadas; las sondas que se unen de forma no especifica en la muestra no colocalizan
las dos mitades del iniciador de HCR, y por lo tanto no activan la amplificacion de la sefial de HCR, evitando la
generacion de fondo amplificado. El Esquema A utiliza un conjunto de sondas que contiene 12 sondas no
estructuradas, cada una de las cuales contiene un sitio de unién a la diana para una subsecuencia diferente del ARNm
diana. El Esquema E utiliza un conjunto de sondas iniciadoras fraccionarias que contienen 12 pares de sondas; estos
12 pares se dirigen a las mismas subsecuencias diana que las 12 sondas del Esquema A. Imagenes de referencia de
GEISHA (Darmnell, D.K., Kaur, S., Stanislaw, S., Davey, S., Konieczka, J.H., Yatskievych, T.A., y Antin, P.B. (2007).
GEISHA: An In situ hybridization gene expression resource for the chicken embryo. Cytogenet. Genome Res. 117:30
a 35).

Ejemplo 2

Iniciacion cooperativa de HCR mediante el uso de sondas iniciadoras fraccionarias (también conocidas como iniciador
dividido) (Esquema E)(FIG. 7). (a) Mecanismo de HCR activado por un iniciador de HCR completo I1. Las horquillas
fluorescentes metafisicas se autoensamblan en polimeros de amplificacion fluorescentes tras la deteccién de un
iniciador afin. El iniciador 11 se nuclea con el primer monémero de horquilla (horquilla H1) a través de un apareamiento
de bases con el punto de apoyo monocatenario 'a’, que media una migracién de rama que abre la horquilla para formar
el complejo 11 HI que contiene el segmento monocatenario 'c'*-b+'. Este complejo se nuclea con el segundo mondmero
de horquilla (horquilla H2) por medio del emparejamiento de bases con el punto de apoyo 'c', que media una migracion
de rama que abre la horquilla para formar el complejo 111 H2 que contiene el segmento monocatenario 'b+-a+'. De este
modo, la secuencia del iniciador se regenera, para proporcionar la base para una reaccion en cadena de etapas de
polimerizacion H1 y H2 alternados. Las estrellas denotan los fluorocromos. La punta de la flecha denota el extremo 3'
de cada cadena. (b) Colocalizacion mediada por la diana de sondas iniciadoras fraccionarias (también conocidas como
iniciador dividido) (Esquema E). Las sondas P1 y P2 del iniciador fraccionario (también conocido como iniciador
dividido) llevan cada una la mitad del iniciador de HCR I1. La unién selectiva de P1 y P2 al ARNm diana colocaliza las
dos mitades del iniciador 11 de la HCR, lo que permite la iniciacién cooperativa de la cascada de amplificacion de HCR
del panel A.

(c) Validacion in vitro de la iniciacion cooperativa de HCR mediante el uso de sondas iniciadoras divididas P1 y P2
(Esquema E). Condiciones de reaccion: horquillas H1 y H2 a 0,5 pM cada una (Carriles 1 a 7); oligos 11, P1, P2 y/o
Diana a 5 nM cada uno (Carriles como se indica en el gel); tampén 5 SSCT; reaccion de una noche a temperatura
ambiente. Horquillas H1 y H2 etiquetadas con el fluorocromo Alexa 647. Escala de ADNds de 1 kb tefiida previamente
con SYBR Gold. Carril 1: Las horquillas metaestables H1 y H2 presentan una fuga minima de sus estados cinéticos
atrapados en ausencia del iniciador de HCR I1. Carril 2: Conversiéon completa de los mondémeros H1 y H2 de la horquilla
de HCR en polimero de amplificacién en presencia del iniciador de HCR 11 (11 como oligo). Carril 3: Fuerte conversion
de las horquillas H1 y H2 en polimero en presencia de Target y de las sondas Pl y P2 del iniciador fraccionario, lo que
demuestra la iniciacion cooperativa de la HCR. Carriles 4 a 6: Conversion minima de los mondémeros H1 'y H2 de la
horquilla de HCR en polimero en presencia de la sonda P1, la sonda P2 o ambas sondas Pl y P2, lo que demuestra
una supresion de fondo activa. Carril 7: Conversion minima de los mondmeros de horquilla de HCR H1 y H2 en
polimero en presencia de la Diana sola. (d) Cuantificacion de las bandas de polimero en el panel c. Se utilizo el
software Multi Gauge (Fuji Photo Film) para calcular el perfil de intensidad de Alexa 647 que rodea la banda de
polimero para los carriles 1 a 7. Cada perfil de intensidad se muestra para + 3 mm de distancia de migracion del gel
con el valor del pico centrado en 0. Los porcentajes de cuantificacion se calcularon mediante el uso de Multi Gauge
con autodeteccion de sefial y fondo; los valores calculados se normalizaron al valor medido para el Carril 2.

El estudio de gel de la Figura 7c demostro la iniciacion cooperativa de HCR mediante el uso de sondas iniciadoras
fraccionarias (también conocidas como iniciador dividido) (Esquema E). El Carril 1 muestra que hay una fuga minima
de las horquillas H1 y H2 fuera de sus estados cinéticamente atrapados en ausencia del iniciador de HCR 11. Como
control positivo, el Carril 2 demuestra la conversion de los monémeros de horquilla de HCR metaestables H1 y H2 en
polimero en presencia del iniciador de HCR completo 11 (en el que 11 es un oligo simple).

Mediante el uso de sondas iniciadoras fraccionarias (también conocidas como iniciador dividido), se observé una fuerte
conversion de los mondmeros metaestables de horquilla de HCR H1 y H2 en polimero si la diana estaba presente
junto con las sondas iniciadoras fraccionarias (también conocidas como iniciador dividido) Pl y P2. Sin embargo, se
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observé una minima conversion en polimero si Pl o P2 estan presentes solos (Carriles 4 y 5), o si P1 y P2 estan
presentes juntos pero en ausencia de la Diana (Carril 6).

Estos resultados demostraron las propiedades de supresiéon de fondo activo de las sondas iniciadoras fraccionarias
(también conocidas como iniciador dividido) (Esquema E): las sondas que no se colocalizan por medio de hibridacion
selectiva a la diana predominantemente no desencadenan la amplificacién de HCR. El hecho de que, en ausencia de
la diana, P1y P2 no desencadenen la HCR incluso cuando ambos estan presentes en la solucion (carril 6), indica que
las sondas iniciadoras fraccionarias proporcionan una supresién automatica del fondo incluso en ausencia de lavados.

Ejemplo 3

La Figura 9 compara el rendimiento de las sondas estandar (Esquema A) y las sondas iniciadoras fraccionarias
(también conocidas como iniciador dividido) (Esquema E) a medida que se aumenta el tamafio del conjunto de sondas
para la obtencion de imagenes de una diana de ARNm en embriones de pollo de montaje completo. Para las pruebas
con sondas estandar, se utilizé un conjunto de sondas optimizadas de 5 sondas, y luego estas sondas se aumentaron
con sondas adicionales no optimizadas para formar conjuntos de sondas de 10 sondas y 20 sondas. Para las pruebas
con sondas iniciadoras fraccionarias (también conocidas como iniciador dividido), se utilizaron conjuntos de sondas
con 5, 10 y 20 pares de sondas, en el que cada par de sondas se dirige aproximadamente al mismo sitio de unién que
la sonda estandar correspondiente. Mediante el uso de sondas estandar, el aumento del tamafio del conjunto de
sondas dio lugar a un aumento sustancial del fondo (panel a) y a la correspondiente disminucion de la relacion
sefial/fondo, como resultado de que un subconjunto de las sondas adicionales se unen de forma no especifica dentro
de la muestra.

Estos datos ilustran la importancia de la optimizacion del conjunto de sondas mediante el uso de sondas estandar
(Esquema A) que no proporcionan una supresion de fondo activa: si hay alguna sonda mala en el conjunto de sondas,
ésta socavara el rendimiento al generar un fondo amplificado. Por el contrario, mediante el uso de sondas iniciadoras
fraccionarias (también conocidas como iniciador dividido) (Esquema E), a medida que el numero de pares de sondas
aumenta de 5 a 10 a 20, el fondo se mantiene aproximadamente constante (panel a) y la relacion sefial/fondo aumenta
monotdnicamente (panel b).

Estos datos ilustran el beneficio significativo de la supresion automatica del fondo mediante el uso de sondas
iniciadoras fraccionarias (también conocidas como iniciador dividido): incluso si hay sondas malas en el conjunto de
sondas iniciadoras fraccionarias, no generan un fondo amplificado, lo que hace que sea sencillo aumentar la relacién
sefial/fondo por medio del aumento del niumero de sondas sin llevar a cabo la optimizacion del conjunto de sondas.
En el panel c se muestran imagenes representativas mediante el uso de los conjuntos de sondas con 20 sondas
(sondas estandar) o 20 pares de sondas (sondas iniciadoras fraccionarias (iniciador dividido)). En el panel d se
muestran las distribuciones de intensidad de pixeles representativas para estas imagenes.

A continuacioén se proporciona un poco mas de detalle para la FIG. 9, que presenta el fondo y la relacién sefal/fondo
mediante el uso de sondas estandar (Esquema A) y sondas iniciadoras fraccionarias (también conocidas como
iniciador dividido) (Esquema E). (a) Fondo fluorescente mediante el uso de conjuntos de sondas con 5, 10 o 20 sondas
(sondas estandar) frente a 5, 10 o 20 pares de sondas (sondas iniciadoras fraccionarias (también conocidas como
iniciador dividido)). Las sondas estandar no optimizadas dieron lugar a una unién inespecifica de la sonda, lo que llevo
a la generacion de un fondo amplificado. Las sondas iniciadoras fraccionarias no optimizadas (también conocido como
iniciador dividido) que se unen de forma no especifica en la muestra no colocalizan las dos mitades del iniciador de
HCR, y por lo tanto no desencadenan la amplificacion de la sefial de HCR, lo que evita la generacion de fondo
amplificado. (b) Relacién sefal/fondo para los conjuntos de sondas del panel a. Las sondas iniciadoras fraccionarias
(también conocidas como iniciador dividido) con supresion de fondo activa superaron a las sondas estandar no
optimizadas en las mediciones de sefial/fondo. (c) Micrografias confocales en la cresta neural de embriones de pollo
fijados en su totalidad. Conjuntos de sondas: 20 sondas para las sondas estandar del Esquema A, 20 pares de sondas
para las sondas iniciadoras fraccionarias (también conocidas como iniciador dividido) del Esquema E. (d) Histogramas
de intensidad de pixeles para Sefal + Fondo (pixeles dentro del limite sélido en el panel c) y Fondo (pixeles dentro
del limite discontinuo en el panel c). Para cada imagen, el nimero total de pixeles dentro de los limites sdlidos y
discontinuos es el mismo. Embriones fijados: etapa HH10. Diana: Sox10.

Ejemplo 4

La Figura 10 muestra la obtencion de imagenes de 4 ARNm diana en embriones de pollo montados en su totalidad
con una alta relacion sehal/fondo mediante el uso de sondas iniciadoras fraccionarias no optimizadas (también
conocidas como iniciador dividido) (Esquema E).

Debido a la propiedad de supresion automatica del fondo de las sondas iniciadoras fraccionarias (también conocidas
como iniciador dividido), la relacién sefial/fondo oscila entre aproximadamente 25 y 60 para los cuatro ARNm diana
sin llevar a cabo ninguna optimizacion del conjunto de sondas.

Figura 10. Imagen multiplexada de la expresion de ARNm con una alta relacién sefial/fondo en un embrién de pollo
fijo de montaje completo mediante el uso de sondas iniciadoras fraccionarias (también conocidas como iniciador
dividido) sin optimizacién del conjunto de sondas (Esquema E). (a) Esquemas de expresion de cuatro ARNm diana:
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FoxD3, EphA4, Sox10, Dmbx1. (b) Micrografias confocales de cuatro canales en la cabeza y la cresta neural. (c) Zoom
de la region representada en el panel b. (b) Cuatro canales individuales del panel ¢ con mediciones de la relacion
sefial/fondo. Conjuntos de sondas: 12 a 20 pares de sondas iniciadoras fraccionarias no optimizadas (también
conocidas como iniciador dividido) por diana. Amplificadores: cuatro amplificadores de HCR ortogonales que llevan
fluorocromos espectralmente diferentes (un amplificador de HCR por diana). Embridn fijado: etapa HH10.

Ejemplo 5

La Figura 11 demuestra que la HCR in situ mediante el uso de sondas iniciadoras fraccionarias (también conocidas
como iniciador dividido) (Esquema E) permite el analisis cuantitativo de la expresion de ARNm con resolucion
subcelular dentro de embriones de pollo montados en su totalidad.

Cada ARNm diana se detectdé de forma redundante mediante el uso de dos conjuntos de sondas iniciadoras
fraccionarias que desencadenaron cada una un amplificador de HCR espectralmente diferente. El trazado de un
grafico de dispersion de 2 canales de las intensidades normalizadas de los voxeles dio como resultado una estrecha
relacion lineal con una intercepcion de aproximadamente cero, lo que indica que la sefial de HCR se escala linealmente
con el numero de ARNm diana por voxel de imagen. La exactitud mejora a medida que la distribucion se vuelve lineal
y el intercepto desaparece; la precision mejora a medida que la dispersion se hace mas estrecha. Los voxeles de 2x2
Mm proporcionaron una resolucion subcelular.

Estos resultados demuestran que la HCR in situ con sondas iniciadoras fraccionarias (también conocidas como
iniciador dividido) permite una cuantificacion relativa exacta y precisa de la expresién de ARNm con resolucion
subcelular en un contexto anatémico sin necesidad de optimizar el conjunto de sondas.

Figura 11. Imagenes cuantitativas de la expresion de ARNm con resolucion subcelular en embriones de pollo fijados
en su totalidad. (a) Deteccion redundante de dos canales de ARNm diana. Dianas: Dmbx1 y EphA4. Microscopia
confocal: 0,2%0,2 uym pixeles. Conjuntos de sondas: 20 pares de sondas iniciadoras fraccionarias (también conocidas
como iniciador dividido) por canal para cada diana. Amplificadores: dos amplificadores de HCR ortogonales que llevan
fluorocromos espectralmente diferentes para cada diana. Embriones fijados: etapa HH10. (b) Sefial normalizada
altamente correlacionada (coeficiente de correlacién de Pearson, r) para voxeles de 2x2 ym en las regiones
seleccionadas del panel b.
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REIVINDICACIONES

Una composicién que comprende:

un primer monémero de horquilla que comprende:

un primer dominio de entrada que comprende una primera porcién de punto de apoyo y una primera seccion
de vastago, y

un primer dominio de salida que comprende un primer bucle de horquilla y un complemento de la primera
seccion de vastago;

un segundo monémero de horquilla que comprende:

un segundo dominio de entrada que comprende una segunda porcidon de punto de apoyo y una segunda
seccion de vastago, y

un segundo dominio de salida que comprende un segundo bucle de horquilla y un complemento de la
segunda seccion de vastago;

una primera sonda iniciadora fraccionaria que comprende un primer iniciador fraccionario capaz de
hibridarse con una primera porcion del primer dominio de entrada; y

una segunda sonda iniciadora fraccionaria que comprende un segundo iniciador fraccionario capaz de
hibridarse con una segunda porcién del primer dominio de entrada adyacente a dicha primera porcion.

2. La composicion de la reivindicacion 1, en la que:

el primer monémero de horquilla ademas comprende un sitio de union a la etiqueta que esta configurado para
hibridarse con un complemento del sitio de unién a la etiqueta, en el que el complemento del sitio de union a la
etiqueta ademas comprende una molécula reportera;

la primera seccion de vastago tiene la misma secuencia que la segunda seccion de vastago;

el complemento de la primera seccion de vastago tiene la misma secuencia que el complemento de la segunda
seccion de vastago;

el primer punto de apoyo es complementario al segundo bucle de horquilla;

el segundo punto de apoyo es complementario al primer bucle de horquilla; o

que ademas comprende una molécula diana que comprende una primera seccion diana 'y una segunda seccion
diana, en la que la primera sonda iniciadora fraccionaria ademas comprende una primera seccién de unién a
la diana y la segunda sonda iniciadora fraccionaria ademas comprende una segunda seccién de unién a la
diana, en la que la primera seccion de unién a la diana esta configurada para unirse a la primera seccién diana
y la segunda seccion de union a la diana esta configurada para unirse a la segunda seccion diana.

3. Un procedimiento para llevar a cabo la Reaccién en Cadena de Hibridacién (HCR), el procedimiento comprende:

anadir a una muestra:

una primera sonda iniciadora fraccionaria que comprende un primer iniciador fraccionario capaz de
hibridarse con una primera porcion del primer dominio de entrada; y

una segunda sonda iniciadora fraccionaria que comprende un segundo iniciador fraccionario capaz de
hibridarse con una segunda porcién del primer dominio de entrada adyacente a dicha primera porcion,

en el que juntos, el primer y el segundo iniciador fraccionario proporcionan un iniciador de HCR completo;

afadir un conjunto de monémeros de horquilla de HCR a la muestra para permitir que se produzca la HCR
en presencia del iniciador de HCR completo, en el que el conjunto de monémeros de horquilla de HCR
comprende:

un primer monémero de horquilla, que comprende un primer dominio de entrada que comprende una primera
porcién de sujecion y una primera seccion de vastago, y un primer dominio de salida que comprende un primer
bucle de horquilla y un complemento de la primera seccién de vastago; y

un segundo monémero de horquilla, que comprende un segundo dominio de entrada que comprende una
segunda porcidon de sujecion y una segunda seccion de vastago, y un segundo dominio de salida que
comprende un segundo bucle de horquilla y un complemento de la segunda seccién de vastago.

4. El procedimiento de la reivindicacién 3, que comprende:

al menos una copia adicional del primer monémero de horquilla; en el que el primer dominio de salida es capaz
de hibridarse con el segundo dominio de entrada y el segundo dominio de salida es capaz de hibridarse con el
primer dominio de entrada;

en el que tras la hibridacién de los iniciadores fraccionarios con el primer dominio de entrada, el primer dominio
de salida se hibrida con el segundo dominio de entrada, en el que el segundo dominio de salida se hibrida con
el primer dominio de entrada de la al menos una copia adicional del primer monémero de horquilla; y

una molécula diana que comprende una primera seccion diana y una segunda seccion diana, en la que la
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primera sonda iniciadora fraccionaria ademas comprende una primera seccion de union a la diana, y la segunda
sonda iniciadora fraccionaria ademas comprende una segunda seccién de unién a la diana, en la que la primera
seccion de union a la diana esta configurada para unirse a la primera seccion diana y la segunda seccion de
union a la diana esta configurada para unirse a la segunda seccion diana, y en la que la primera seccion de
union a la diana esta configurada para unirse de forma adyacente a la segunda seccion de union a la diana;
incubar para permitir la union; y

detectar una sefal creada a través de HCR.

5. El procedimiento de la reivindicacion 4, en el que:

(a) la molécula diana comprende un nucleétido;

(b) cuando la primera sonda iniciadora fraccionaria y la segunda sonda iniciadora fraccionaria se combinan con
la molécula diana, la primera sonda iniciadora fraccionaria no unida y la segunda sonda iniciadora fraccionaria
no unida se eliminan de una muestra que contiene la molécula diana por medio de un primer lavado, en el que
tras el primer lavado la primera y la segunda sonda iniciadora fraccionaria colocalizadas en la molécula diana
se unen al primer monémero de horquilla, que a su vez se une al segundo monémero de horquilla, lo que da
lugar a la amplificacién de HCR, y el monédmero de horquilla no unido se elimina de la muestra que contiene la
molécula diana; o

(c) una cascada alternante de la unién del primer monédmero de horquilla y la unién del segundo monémero de
horquilla proporciona un evento de polimerizacion.

6. El procedimiento de la reivindicacion 3, en el que opcionalmente:

(a) el procedimiento forma parte de un proceso in situ para obtener imagenes de ADN, ARN, proteinas o
moléculas pequefias, que incluyen la hibridacién in situ de ADN (ISH), la hibridacion in situ de ARN (ISH), la
inmunohistoquimica de proteinas (IHC);

(b) el procedimiento comprende un enfoque de dos etapas con un lavado después de cada etapa, y en el que
la molécula diana se inmoviliza, y en el que la muestra se fija;

(c) el procedimiento se aplica in vitro y en el que la molécula diana se inmoviliza en una perla o microarray;
(d) el procedimiento es in vitro o in vivo y en el que la molécula diana no esta inmovilizada;

(e) el procedimiento comprende un protocolo de una sola etapa sin lavados;

(f) la molécula diana es al menos una de las siguientes: ADN, ARN, proteinas, moléculas pequefias o complejos
de las mismas in vitro, in situ o in vivo;

(g) el primer iniciador fraccionario forma parte de una primera sonda iniciadora fraccionaria que ademas
comprende una primera seccion de unién a la diana;

(h) la molécula diana se selecciona del grupo que consiste en al menos una de las siguientes: ARNm, ARNmi,
ARNin, ARNr, ARN no codificante y ADN genémico; o

(i) en la que los mondémeros de HCR comprenden un sitio de union a la etiqueta.

7. El procedimiento de la reivindicacion 6, en el que

(A) cuando (b), una primera etapa es una etapa de deteccion que comprende la unién de sondas a una molécula
diana y el lavado de la sonda no unida, y en la que una segunda etapa es una etapa de amplificacion, en la
que se produce la amplificacion de HCR, seguida por el lavado de los monémeros de horquilla no polimerizados;
(B) cuando (g), el segundo iniciador fraccionario forma parte de una segunda sonda iniciadora fraccionaria que
ademas comprende una segunda seccion de union a la diana;

(C) cuando (g), la primera seccion de union a la diana esta configurada para unirse adyacente a la segunda
seccion de unidn a la diana cuando la primera sonda iniciadora fraccionaria y la segunda sonda iniciadora
fraccionaria estan ambas unidas especificamente a la molécula diana; o

(D) cuando (i), el procedimiento ademas comprende:

lavar la muestra para eliminar los monémeros de horquilla de HCR no polimerizados;

afiadir una sonda de etiquetado que comprende un complemento del sitio de union a la etiqueta y una
molécula reportera;

lavar la sonda de etiqueta no unida; y

detectar la presencia o ausencia de la molécula reportera.

8. El procedimiento de la reivindicacion 3, que comprende:

proporcionar:

una primera molécula reportera asociada al primer monémero de horquilla;
una segunda molécula reportera asociada al segundo monémero de horquilla; y
una molécula diana; e

incubar la primera sonda iniciadora fraccionaria proporcionada y la segunda sonda iniciadora fraccionaria con
la molécula diana.
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9. El procedimiento de la reivindicacion 8, en el que:

(A) la incubacion une la primera sonda iniciadora fraccionaria a la molécula diana y une la segunda sonda
iniciadora fraccionaria a la molécula diana;

(B) cuando (A), se lleva a cabo un lavado para eliminar la primera y la segunda sonda iniciadora fraccionaria
no unidas de una muestra que contiene la molécula diana;

(C) cuando (B), las sondas individuales del iniciador fraccionario que permanecen dentro de la muestra después
del lavado y no estan especificamente unidas a la molécula diana no activan la HCR;

(D) cuando (B), en el que la muestra se lava para eliminar al menos del 50 al 99% de las sondas que no estan
unidas especificamente a la molécula diana.

(E) que ademas comprende la unién de un primer monémero de horquilla adicional al segundo monémero de
horquilla;

(F) que ademas comprende la unién de un segundo monémero de horquilla adicional al primer monémero de
horquilla adicional; o

(G) la molécula diana ademas comprende una primera seccion diana y una segunda seccion diana,

en la que la primera sonda iniciadora fraccionaria ademas comprende una primera seccién de unién a la diana
y la segunda sonda iniciadora fraccionaria ademas comprende una segunda seccion de union a la diana,

en la que la primera seccion diana esta configurada para unirse a la primera seccion de unién diana y la segunda
seccion diana esta configurada para unirse a la segunda seccién de unioén diana.

10. El procedimiento de la reivindicacion 8, en el que cuando (F), entonces:

(i) hay al menos 10 primeros monémeros de horquilla adicionales;

(i) hay al menos 10 mondmeros de segunda horquilla adicionales;

(iii) hay al menos 100 primeros mondémeros de horquilla adicionales; o
(iv) hay al menos 100 monémeros de segunda horquilla adicionales.

11. El procedimiento de la reivindicacion 8, en el que el procedimiento ademas comprende:

a) unir el primer monémero de horquilla con el primer iniciador fraccionario y el segundo iniciador fraccionario;
b) unir el segundo monémero de horquilla al primer monémero de horquilla; y
c) detectar una sefal.

12. El procedimiento de la reivindicacion 9, en el que cuando uno de (A) a (D), el procedimiento ademas comprende:

a) unir el primer monémero de horquilla con el primer iniciador fraccionario y el segundo iniciador fraccionario;
b) unir el segundo monémero de horquilla al primer monémero de horquilla; y
c) detectar una sefal.

13. El procedimiento de cualquiera de los procedimientos anteriores, en el que:

(A) la molécula reportera es una molécula fluorescente;

(B) la molécula reportera comprende una disposicion inactivada o FRET, en la que una molécula fluorescente
en un monoémero de horquilla es activada cuando se alcanza una configuracion de polimero por el primer y el
segundo mondémero de horquilla;

(C) el primer y el segundo monémero de horquilla forman un par FRET cuando se combinan como polimero,
en el que el par FRET se forma debido a un cambio en la inactivacién o FRET que se produce cuando los
monomeros de horquilla se abren y polimerizan;

(D) la molécula reportera es una molécula reportera no fluorescente;

(E) la molécula reportera es un elemento de tierras raras;

(F) que ademas comprende al menos una sonda iniciadora fraccionaria adicional;

(G) la molécula diana es cualquier molécula de acido nucleico;

(H) la molécula diana es una proteina;

(I) la molécula diana esta compuesta por una secuencia de aminoacidos;

(J) la molécula diana esta formada por un complejo de moléculas;

(K) la primera sonda iniciadora fraccionaria comprende un polimero sintético y la segunda sonda iniciadora
fraccionaria comprende un polimero sintético;

(L) la primera sonda iniciadora fraccionaria comprende una secuencia de aminoacidos y la segunda sonda
iniciadora fraccionaria comprende una secuencia de aminoacidos;

(M) el primer y el segundo iniciador fraccionario se pueden emparejar en base con el primer monémero de
horquilla; o

(N) la primera sonda iniciadora fraccionaria comprende al menos una molécula seleccionada del grupo que
consiste en ADN, ARN, 2'Ome-ARN, ARNL, andlogo de acido nucleico sintético, aminoacido, analogo de
aminoacido sintético y ARP y la segunda sonda iniciadora fraccionaria comprende al menos una molécula
seleccionada del grupo que consiste en ADN, ARN, 2'Ome-ARN, ARNL, analogo de acido nucleico sintético,
aminoacido, analogo de aminoacido sintético y ARP.
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14. El procedimiento o composicién de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que:
(a) la union denota hibridacion;

(b) la union denota una interaccion selectiva proteina-proteina; o
(c) la unién denota una interaccion selectiva acido nucleico-proteina.
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