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DESCRIPCION
Método y productos para producir oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales

La presente invencidn se refiere a un método para producir oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos
funcionales. En particular, la invencién proporciona un método que utiliza nucleétidos con grupos quimicos funcionales
en una reacciéon de amplificaciéon de circulo rodante (RCA) mediada por enzimas para generar una pluralidad (por
ejemplo, una biblioteca) de oligonucleétidos con grupos quimicos funcionales. También se proporciona un kit para
usar en el método.

Los nucleétidos monocatenarios son Utiles en una amplia gama de aplicaciones debido a su capacidad para hibridarse,
mediante el emparejamiento de bases de Watson-Crick, con secuencias complementarias, por ejemplo,
intermolecularmente. Ademas, los oligonucleétidos monocatenarios pueden hibridarse entre si (es decir,
complementariedad intramolecular) para formar geometrias topolégicas complejas y ensamblajes moleculares,
incluidas estructuras secundarias conocidas como aptameros. Estos aptameros pueden unirse con alta afinidad a
objetivos biol6gicos mediante interacciones no covalentes para efectuar una variedad de funciones diferentes. La
utilidad de los oligonucleétidos podria mejorarse mediante la adicién de grupos quimicos funcionales a los nucleétidos,
particularmente en las nucleobases (es decir, la adicion de grupos quimicos reactivos), que no interfieren con el
emparejamiento de bases de Watson-Crick. Sin embargo, la sintesis de dichos oligonucleétidos monocatenarios con
grupos quimicos funcionales puede resultar problematica y esto ha inhibido el crecimiento de las aplicaciones antes
mencionadas.

En la actualidad, los oligonucledtidos monocatenarios se producen normalmente mediante sintesis en fase sélida, en
la que los nucleétidos se afiaden paso a paso a una cadena en crecimiento unida a un soporte sélido. Sin embargo,
este método puede estar muy limitado en términos de la longitud y precisiéon de los oligonucleétidos producidos. La
tasa de error en la produccién de oligonucleétidos mediante sintesis en fase sélida es significativamente mayor que la
tasa de error de las enzimas polimerasas observadas en la naturaleza y aumenta drasticamente con la longitud del
oligonucleétido, de modo que purezas de sélo el 70 % son comunes en oligonucleétidos comerciales de
aproximadamente 50 residuos de longitud. Ademas, la disponibilidad de oligonucleétidos monocatenarios que
contienen una alta densidad de nucledtidos con grupos quimicos funcionales se ha visto restringida debido a
limitaciones en términos de longitud, calidad y costes de la sintesis en fase sélida. En particular, el nimero de
nucleétidos con grupos quimicos funcionales que pueden incorporarse en oligonucleétidos monocatenarios producidos
mediante sintesis en fase sdélida es limitado, por ejemplo, debido a reacciones cruzadas causadas por los grupos
funcionales.

Muchos de los usos de los oligonucleétidos sintéticos requieren altos niveles de pureza, lo que significa que a menudo
se requieren etapas adicionales de purificacién mediante métodos como la cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC) o la electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) para aislar los productos deseados de las reacciones de
sintesis en fase sélida. Esto hace que los métodos actuales requieran mucha mano de obra y sean costosos. Ademas,
incluso después de estas etapas de purificacién adicionales, todavia se pueden observar problemas practicos
atribuibles a las impurezas restantes.

En vista de estos problemas con los métodos en fase sélida, existe el deseo de métodos alternativos para producir
oligonucleétidos con grupos quimicos funcionales, particularmente métodos rentables capaces de producir
oligonucleétidos mas largos con mayor precision.

Los nucleétidos modificados (por ejemplo, con grupos quimicos funcionales) se han utlizado anteriormente en
reacciones enzimaticas para producir oligonucleétidos en el contexto de la produccién de ADN con grupos quimicos
funcionales mediante reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) o reacciones de extensién de cebadores (PE).
Estas reacciones requieren el uso de cebadores especificos, que luego deben eliminarse, y requieren no sélo que la
polimerasa incorpore los nucleétidos modificados, sino también, en el caso de la PCR, que los productos con grupos
quimicos funcionales sean reconocidos como plantillas. Esto puede resultar problematico en el caso de algunas
modificaciones y, portanto, limita la utilidad de estos métodos. Ademés, los cebadores se sintetizan mediante métodos
en fase sélida y no se verifica la secuencia, lo que provoca la amplificacién de errores en el ADN recién sintetizado.
Ademas, los métodos basados en PCR dan como resultado abrumadoramente productos de ADN bicatenario y, por
lo tanto, se necesitan etapas adicionales de elucién y purificacién para obtener oligonucledtidos monocatenarios con
grupos quimicos funcionales.

El documento WO 99/09216 describe métodos para la produccidn de oligonucleétidos marcados en forma detectable
y multimeros que son Utiles como sondas de diagnéstico en aplicaciones médicas, biolégicas y quimicas.

El documento WO 2015/179557 describe métodos para detectar la repeticiones teloméricas circulares que son
indicativas de un alargamiento alternativo del mecanismo de los teldmeros exhibido por algunas células cancerosas.
Las repeticiones teloméricas circulares cortas actian como una plantilla para una reaccién de Amplificacién de Circulo
Rodante.
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El documento WO 2006/108423 describe métodos para producir oligonucleétidos usando replicacién de circulo
rodante, en los que los oligonucleétidos multiméricos sintetizados se reducen hasta mononucleétidos usando un
casete de corte.

Los presentes inventores han descrito previamente un método para la produccién enzimatica de oligonucleétidos de
ADN monocatenario 'estequiométricos monoclonales' (MOSIC) a partir de plantillas de secuencia verificada (Ducani
et al.,, 2013, Nature Methods, 647-652). Sorprendentemente, los inventores han determinado que el método MOSIC
se puede adaptar con éxito para producir oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales.

En un ejemplo representativo, el método implica el disefio y preparaciéon de una secuencia lineal que comprende una
0 mas secuencias de oligonucleétidos, cada una delimitada por secuencias en horquilla que contienen un sitio de
enzima de restriccién. Luego, la secuencia lineal se circulariza en una plantilla de amplificacién de circulo rodante
(RCA) bicatenaria, que se corta y se amplifica mediante RCA en presencia de uno o mas nucleétidos con grupos
quimicos funcionales para producir un concatémero lineal parcialmente monocatenario que comprende nucleétidos
con grupos quimicos funcionales. A continuacién, el producto de RCA se trata con una enzima de restriccién que
reconoce el sitio de restriccion en las regiones en horquilla antes mencionadas y escinde el concatémero para liberar
una pluralidad de oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales, que luego se aislan o purifican,
es decir, para producir una biblioteca de oligonucleétidos con grupos quimicos funcionales.

Como se muestra en los Ejemplos, los inventores han determinado ventajosamente que, contrariamente a lo esperado,
los nucledtidos con grupos quimicos funcionales fueron incorporados eficientemente por ADN polimerasas con
actividad de desplazamiento de cadena, y no impidieron la formacién de estructuras en horquilla ni interfirieron con su
estabilidad o escisién efectiva. Ademas, los inventores descubrieron que se pueden utilizar nucleétidos con grupos
quimicos funcionales en el método MOSIC manteniendo al mismo tiempo las caracteristicas beneficiosas asociadas
con el método. Por ejemplo, a diferencia de los métodos basados en PCR antes mencionados, el presente método no
requiere cebadores y puede producir oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales directamente.
Esto evita la necesidad de etapas adicionales para permitir la hibridacién de cebadores o convertir productos
bicatenarios en oligonucleétidos monocatenarios. Ademas, el presente método no requiere que los nucleétidos con
grupos quimicos funcionales sean reconocidos como plantilla para una amplificacién adicional, o que significa que se
pueden incorporar un mayor numero de residuos con grupos quimicos funcionales.

Por consiguiente, se puede considerar que la invencién proporciona el uso de una molécula de ADN circular que
comprende una secuencia de oligonucleétidos delimitada por dominios de escisiébn en la produccién de un
oligonucleétido monocatenario con grupos quimicos funcionales aislado o purificado, en el que los dominios de
escisién contienen una secuencia que es reconocida por una enzima de escision, y en el que un dominio de escisién
comprende una secuencia capaz de formar una estructura en horquilla, en la que la porcidn bicatenaria de la estructura
en horquilla comprende la secuencia que es reconocida por una enzima de escisién.

Sera evidente que cuando los nucledtidos con grupos quimicos funcionales se usan en combinacién con el nucleétido
convencional equivalente, los nucleétidos con grupos quimicos funcionales pueden incorporarse aleatoriamente en el
concatémero producido por la reaccion de RCA vy, por lo tanto, la escisién del concatémero da como resultado una
pluralidad (por ejemplo, biblioteca) de oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales, es decir,
donde los nucleétidos con grupos quimicos funcionales se incorporan en diferentes posiciones en los oligonucleétidos.
Seré aln mas evidente que la diversidad de los oligonucleétidos con grupos quimicos funcionales producidos puede
aumentarse utilizando una molécula de ADN circular que contenga una pluralidad de secuencias de oligonucleétidos,
cada una de ellas delimitada por dominios de escisién. Las secuencias de oligonucleétidos pueden diferir en su
secuencia y/o longitud. Adicional o alternativamente, la diversidad de los oligonucledtidos con grupos quimicos
funcionales se puede aumentar usando una combinacién de nucledtidos con grupos quimicos funcionales en la
reaccién de RCA. Se puede introducir aiin mas diversidad en la biblioteca de oligonucleétidos con grupos quimicos
funcionales modificando los oligonucleétidos después de su sintesis, por ejemplo, conjugando moléculas o
componentes con los nucleétidos con grupos quimicos funcionales en los oligonucleétidos. Por lo tanto, sera evidente
que la invencién proporciona ventajosamente un nuevo método para la producciéon enzimética de oligonucleétidos de
ADN monocatenario con muchos grupos quimicos funcionales que pueden abrir nuevas aplicaciones en
nanotecnologia de ADN, formacién de imagenes de é&cidos nucleicos y biomedicina. Por lo tanto, en un aspecto
particular, la presente invencidén proporciona un método para producir oligonucleétidos monocatenarios con grupos
quimicos funcionales, comprendiendo dicho método:

(a) proporcionar una molécula de ADN circular que comprende una secuencia de oligonucledtidos delimitada por
dominios de escisién que contienen una secuencia que es reconocida por una enzima de escisién en la que un dominio
de escisién comprende una secuencia capaz de formar una estructura en horquilla, en la que la porcién bicatenaria
de la estructura en horquilla comprende la secuencia que es reconocida por una enzima de escision;

(b) realizar una reaccién de amplificacién de circulo rodante (RCA) con la molécula de ADN circular de (a) como
plantilla y uno o mas nucleétidos con grupos quimicos funcionales (dNTP);
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(c) escindir enziméticamente el producto de la reaccion de RCA en los dominios de escisién para liberar los
oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales; y
(d) aislar o purificar los oligonucledtidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales.

Como se analiza con mas detalle a continuacion, la etapa de proporcionar una molécula de ADN circular se puede
lograr mediante cualquier medio adecuado y puede depender de la estructura de la molécula de ADN circular. A este
respecto, la molécula de ADN circular puede ser una molécula de ADN monocatenaria o una molécula de ADN
bicatenaria.

En realizaciones en las que la molécula de ADN circular es una molécula bicatenaria, sera evidente que la molécula
de ADN circular debe procesarse para proporcionar una plantilla de RCA. Por lo tanto, en algunas realizaciones, el
método comprende una etapa adicional de escindir una cadena sencilla de la molécula de ADN circular para
proporcionar una plantilla de RCA, antes de que se realice la reaccién de RCA.

La presente invencién puede usarse ventajosamente para producir oligonucleétidos con grupos quimicos funcionales
que comprendan cualquier secuencia de oligonucleétidos. Por lo tanto, se puede utilizar cualquier secuencia adecuada
como secuencia de oligonucleétidos en la molécula de ADN circular. Por secuencia adecuada se entiende que el
dominio de secuencia de oligonucledtidos no debe interferir (es decir, inhibir o distorsionar) la produccidén o escisién
del producto de RCA. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la secuencia de oligonucleétidos puede disefiarse para
evitar la generacién de estructuras secundarias que pueden inhibir la progresién o dar como resultado el
desplazamiento de la polimerasa que realiza la reaccién de RCA. Sin embargo, en algunas realizaciones, la secuencia
de oligonucledétidos puede ser, o puede codificar, un aptamero.

Ademas, la secuencia de oligonucleétidos puede disefiarse de manera que no se hibride especificamente con los
dominios de escisién en el producto de RCA. Visto de manera alternativa, los dominios de escisién que delimitan la
secuencia de oligonucleétidos pueden disefiarse de manera que no se hibriden especificamente con la(s) secuencia(s)
de oligonucledtido(s) en el producto de RCA.

En realizaciones donde la molécula de ADN circular comprende una pluralidad de secuencias de oligonucleétidos,
cada secuencia puede disefiarse de manera que no se hibride especificamente con las otras secuencias de
oligonucleétidos en el producto de RCA. Sin embargo, en algunas realizaciones, puede ser deseable producir
oligonucleétidos con grupos quimicos funcionales que contengan regiones de complementariedad, por ejemplo, para
permitir que dichos oligonucleétidos interactlen, particularmente después de su liberacién del producto de RCA. Por
lo tanto, en algunas realizaciones, las secuencias de oligonucleétidos pueden disefiarse para facilitar la interaccion
(por ejemplo, hibridacién) de oligonucleétidos con grupos quimicos funcionales producidos mediante el método en la
medida en que dichas interacciones no interfieran con la produccién o escisiéon del producto de RCA, es decir, la
produccién de los oligonucleétidos con grupos quimicos funcionales.

Por lo tanto, en algunas realizaciones, la secuencia de &cido nucleico de la secuencia de oligonucleétidos de la
molécula de ADN circular tiene menos del 80 % de identidad de secuencia con las secuencias de acido nucleico en el
dominio de escisién y/u otras secuencias de oligonucleétidos en la molécula de ADN circular. Preferiblemente, la
secuencia de oligonucleétidos de la molécula de ADN circular tiene menos del 70 %, 60 %, 50 % o menos del 40 %
de identidad de secuencia con las secuencias de 4cido nucleico en el dominio de escisién y/u otras secuencias de
oligonucleétidos en la molécula de ADN circular. La identidad de secuencia puede determinarse mediante cualquier
método apropiado conocido en la técnica, por ejemplo, el uso del algoritmo de alineacién BLAST.

Por lo tanto, el término "secuencia de oligonucleétidos" no es particularmente limitante y se refiere a la secuencia
plantilla utilizada para producir el oligonucledtido u oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales
de la invencién, o un complemento de los mismos. A este respecto, cuando la molécula de ADN circular es
monocatenaria, la secuencia de la molécula de ADN circular es el complemento inverso de la secuencia repetida (en
tdndem) en el producto de RCA obtenido en la etapa (b). Cuando la molécula de ADN circular es bicatenaria, contiene
tanto la secuencia repetida en el producto de RCA obtenido en la etapa (b) como su complemento inverso. Por
consiguiente, la etapa de procesar el ADN circular para proporcionar una plantilla de RCA puede comprender una
etapa de escindir la cadena de la molécula de ADN circular que contiene la secuencia que se repetira en el producto
de RCA.

La presente invencién se puede utilizar para producir oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos
funcionales de cualquier longitud deseada. Como se muestra en los Ejemplos, los métodos se pueden usar para
producir oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales que superan con creces la longitud de los
oligonucleétidos que se pueden producir con precisién usando métodos de sintesis en fase sélida. Por consiguiente,
una secuencia de oligonucleétidos (y por lo tanto un oligonucleétido con grupos quimicos funcionales producido
mediante el método) puede tener una longitud de entre aproximadamente 6 y aproximadamente 10.000 nucleétidos.
Por lo tanto, en algunas realizaciones, el método puede verse como la producciéon de polinucleétidos con grupos
quimicos funcionales. A este respecto, el limite entre el tamafio de un "oligonucleétido" y un "polinucleétido” no esta
bien definido en la técnica. Por ejemplo, una secuencia de mas de 400 nucleétidos puede denominarse polinucleétido.
Por consiguiente, los términos oligonucleétido y polinucleétido se usan indistintamente en el presente documento para
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referirse a secuencias de nucleétidos dentro del intervalo de tamafio especificado anteriormente. Sin embargo, cuando
se utiliza el término “polinucle6tido”, normalmente se referira a secuencias que contienen mas de 400 nucleétidos. Por
lo tanto, en algunas realizaciones, se puede considerar que el método y el uso producen una pluralidad de moléculas
de ADN monocatenarias con grupos quimicos funcionales.

En algunas realizaciones, la secuencia de oligonucleétidos puede tener una longitud de aproximadamente 6 a
aproximadamente 750 nucleétidos, incluyendo de aproximadamente 6 a aproximadamente 500 nucledtidos de
longitud, por ejemplo, de aproximadamente 6 a aproximadamente 450 nuclebtidos de longitud, tal como de
aproximadamente 8 a aproximadamente 400 nucleétidos de longitud, de aproximadamente 8 a aproximadamente 300
nucleétidos de longitud, de aproximadamente 8 a aproximadamente 250 nucleétidos de longitud, de aproximadamente
10 a aproximadamente 200 nucleétidos de longitud, de aproximadamente 10 a aproximadamente 150 nucleétidos de
longitud, de aproximadamente 12 a aproximadamente 100 nucleétidos de longitud, de aproximadamente 12 a
aproximadamente 75 nucleétidos de longitud, de aproximadamente 14 a aproximadamente 70 nucleétidos de longitud,
de aproximadamente 14 a aproximadamente 60 nucleétidos de longitud, y asi sucesivamente. En algunas
realizaciones, la secuencia de oligonucleétidos contiene aproximadamente 10-400, 11-390, 12-380, 13-370, 14-360 o
15-350 nucledtidos.

Como se sefial6 anteriormente, la invencidn es particularmente eficaz en la produccién de oligonucleétidos mas largos,
por ejemplo, que comprende aproximadamente 30 o mas nucleétidos, tal como aproximadamente 35, 40, 45, 50, 60,
70, 80, 90, 100 o mas nucleétidos. Por ejemplo, los oligonucleétidos producidos por la invencién pueden contener
aproximadamente 30-1000, 40-900, 50-800, 60-700, 70-600, 80-500, 90-450 o 100-400 nucleétidos. En algunas
realizaciones, los oligonucleétidos (por ejemplo, polinucleétidos) producidos por la invencién pueden contener
aproximadamente 400-10000, 500-9000, 600-8000, 700-7000, 800-6000, 900-5000 o 1000-4000 nucleétidos, por
ejemplo, que comprenden aproximadamente 500, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500 o mas nucleétidos.

En algunas realizaciones, la molécula de ADN circular comprende una pluralidad de secuencias de oligonucleétidos,
en las que cada secuencia de oligonucleétidos estd delimitada por dominios de escisién. Las secuencias de
oligonucleétidos pueden ser iguales o diferentes entre si 0 una combinacién de las mismas. Por lo tanto, en algunas
realizaciones, la molécula de ADN circular puede comprender mas de una copia de la misma secuencia de
oligonucleétidos, por ejemplo, 2, 3, 4, 5, etc. copias, como se define a continuacién. En algunas realizaciones, la
molécula de ADN circular puede comprender una copia de cada una de una pluralidad de secuencias de
oligonucleétidos diferentes, por ejemplo, 2, 3, 4, 5, etc. secuencias de oligonucleétidos diferentes, como se define a
continuacién. En algunas realizaciones, la molécula de ADN circular puede comprender una 0 méas copias de una
pluralidad de secuencias de oligonucleétidos diferentes. Como se analiza mas adelante, la presente invencién se
puede usar para generar una pluralidad de oligonucleétidos con grupos quimicos funcionales en estequiometria
controlada en funcién del nimero de copias de secuencias de oligonucleétidos en la molécula de ADN circular.

Sera evidente que la pluralidad de secuencias de oligonucleétidos en la molécula de ADN circular puede estar presente
en cualquier orden. Por ejemplo, varias copias de la misma secuencia de oligonucledtidos pueden estar directamente
adyacentes entre si en la molécula de ADN circular (separadas Unicamente por los dominios de escisién que delimitan
las secuencias de oligonucledtidos). Alternativamente, se pueden intercalar multiples copias de la misma secuencia
de oligonucleétidos con diferentes secuencias de oligonucleétidos. La molécula de ADN circular puede disefiarse (por
ejemplo, el orden de la pluralidad de secuencias de oligonucleétidos) para evitar o minimizar interacciones entre las
secuencias repetidas en el producto de RCA que pueden interferir con la produccién o escisién del producto de RCA
como se definié anteriormente.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término “pluralidad” significa dos o0 més, por ejemplo, al menos 2, 3,
4,5,6,7,8, 9,10, 20 o 30 0 mas, tal como 50, 100, 150, 200, 250 o0 mas dependiendo del contexto de la invencién.
Por ejemplo, la molécula de ADN circular puede contener al menos 2, 3, 4, 5, 6,7, 8, 9, 10, 20 o0 30 0 mas secuencias
de oligonucledétidos, tales como 2-100, 3-90, 4-80, 5-70, 6-60, 7-50, 8-40, 9-30 o 10-20 secuencias de oligonucleétidos.
En algunas realizaciones, el método de la invencién puede producir al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 20 0 30 0 més
oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales, tales como 50, 100, 150, 200, 250 o mas, es decir
oligonucleétidos con diferentes secuencias y/o estructuras. A este respecto, se pueden producir diferentes
oligonucleétidos con grupos quimicos funcionales a partir de la misma secuencia de oligonucledtidos plantilla porque
los nucledtidos con grupos quimicos funcionales pueden incorporarse aleatoriamente en el producto de RCA, es decir,
cuando los nucleétidos con grupos quimicos funcionales estan presentes en una cantidad relativa inferior al 100 %
como se describié anteriormente. Ademas, si la molécula de ADN circular contiene una pluralidad de secuencias de
oligonucledétidos diferentes, cada plantilla dard como resultado una pluralidad de oligonucledtidos monocatenarios con
grupos quimicos funcionales diferentes. Ademas, como una reaccién de RCA puede utilizar una pluralidad de
moléculas de ADN circulares, la reaccién dara como resultado una pluralidad de cada oligonucleétido monocatenario
con grupos quimicos funcionales, por ejemplo, 103 104 105 108 107, 108 10° 10' o mas copias de cada
oligonucleétido monocatenario con grupos quimicos funcionales.

El término "diferente" se refiere a secuencias de oligonucledtidos u oligonucleétidos monocatenarios con grupos

quimicos funcionales que comprenden uno o méas nuclebtidos diferentes. Por lo tanto, diferentes secuencias de
oligonucleétidos pueden diferir en uno o mas, por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas, nucledtidos, por ejemplo,
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20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 o mas nucledtidos. Las diferencias pueden estar en la longitud y/o secuencia de la
secuencia de oligonucledtidos. Visto de manera alternativa, las diferentes secuencias de oligonucleétidos tienen
menos del 100 % de identidad de secuencia entre si, tal como menos del 99 %, 98 %, 97 %, 96 %, 95 %, 90 %, 85 %,
80 %, 70 %, 60 %, 50 % entre si. Diferentes oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales pueden
comprender las mismas secuencias de nucledtidos, pero difieren en la posicidn de los nucleétidos con grupos quimicos
funcionales dentro del oligonucleétido o el tipo de nucleétido con grupos quimicos funcionales en una posicién
particular (por ejemplo, cuando se usa una combinacién de nucleétidos con grupos quimicos funcionales en la reaccién
de RCA). Alternativa o adicionalmente, diferentes oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales
pueden diferir en la secuencia de oligonucledtidos como se definié anteriormente.

Por lo tanto, la presente invencidén puede usarse para producir simultaneamente varios oligonucleétidos
monocatenarios con grupos quimicos funcionales diferentes. En particular, alterando la secuencia de la molécula de
ADN circular, especificamente, controlando el nimero de copias de cada secuencia de oligonucledtidos diferente que
estan presentes, es posible controlar la estequiometria de los oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos
funcionales que finalmente se producen mediante el presente método. Sin embargo, como los oligonucleétidos
monocatenarios con grupos quimicos funcionales derivados de cada secuencia de oligonucleétidos pueden diferir
(debido a la incorporacién aleatoria de nucleétidos con grupos quimicos funcionales en el producto de RCA), la
estequiometria de los oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales puede controlarse con
respecto al niUmero de oligonucleétidos basados en una secuencia de oligonucledtidos particular. La molécula de ADN
circular puede por lo tanto comprender una pluralidad de copias de una pluralidad de diferentes secuencias de
oligonucleétidos.

El término "dominio de escisién" como se utiliza en el presente documento normalmente se refiere a un dominio dentro
de la molécula de ADN circular que da como resultado un dominio dentro del producto de RCA que puede escindirse
enzimaticamente especificamente para liberar los oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales.

"Escisién" incluye cualquier medio de romper un enlace covalente. Por lo tanto, en el contexto de la invencién, la
escision implica la escisién de un enlace covalente en una cadena de nucleétidos (es decir, escisién de una cadena o
rompimiento de una cadena), por ejemplo, mediante escisién de un enlace fosfodiéster.

Por lo tanto, en algunas realizaciones, un dominio de escisién comprende una secuencia que es reconocida por una
0 méas enzimas capaces de escindir una molécula de acido nucleico, es decir, capaz de romper el enlace fosfodiéster
entre dos 0 més nucledtidos.

Por consiguiente, la etapa (c) comprende poner en contacto el producto de la reaccién de RCA con una enzima de
escision.

Por ejemplo, un dominio de escisién puede comprender una secuencia de reconocimiento de la endonucleasa de
restriccion (enzima de restriccion). Las enzimas de restricciéon cortan ADN bicatenario o monocatenario en secuencias
de nucleédtidos de reconocimiento especificas conocidas como sitios de restriccién y las enzimas adecuadas son bien
conocidas en la técnica. Por ejemplo, puede ser particularmente ventajoso usar enzimas de restriccién de corte raro,
es decir, enzimas con un sitio de reconocimiento largo (al menos 8 pares de bases de longitud), para facilitar el disefio
de la(s) secuencia(s) del oligonucleétido en la molécula de ADN circular, por ejemplo, para evitar la inclusiéon de un
sitio de reconocimiento de escisién dentro de la(s) secuencia(s) de oligonucledtidos.

En algunas realizaciones, un dominio de escisién puede comprender una secuencia que es reconocida por una
endonucleasa de restriccién de tipo Il, mas preferiblemente una endonucleasa de restriccién de tipos Il. Si bien en la
invencién se puede usar cualquier dominio de escisién y enzima de escisién adecuados, en algunas realizaciones la
enzima de escisién que reconoce un dominio de escisién que delimita las secuencias de oligonucleétidos puede ser
BseGl, BtsCl o un isoesquizémero de los mismos, por ejemplo, BstF5l o Fokl. Otras enzimas representativas que
pueden usarse incluyen BsrDI, Btsl, BtsIMutl, Mlyl o isoesquizémeros de las mismas.

Por lo tanto, la etapa de escindir el producto de la reaccién de RCA comprende poner en contacto el producto de RCA
con una enzima de escisibn en condiciones adecuadas para escindir selectivamente el producto de RCA en los
dominios de escisién.

Un dominio de escisidn comprende o consiste en una secuencia capaz de formar una estructura en horquilla. Una
estructura en horquilla también se conoce como un bucle de horquilla o un bucle de tallo y estos términos se usan
indistintamente en el presente documento. Una horquilla es un patrén intramolecular de emparejamiento de bases que
puede presentarse en una molécula de ADN o ARN monocatenaria. Una horquilla se presenta cuando dos regiones
de la misma cadena, usualmente complementarias en la secuencia de nucledtidos cuando se lee en direcciones
opuestas, empareja las bases (hibrida) para formar un tallo bicatenario (un ddplex) y un bucle no emparejado, es decir
monocatenario. La estructura resultante se puede describir como con forma de piruleta.

Por lo tanto, ya que el dominio de escisibn comprende o consiste en una secuencia capaz de formar una estructura
en horquilla, el dominio de escisién comprende secuencias que son autocomplementarias. A medida que se extiende
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el producto de RCA, la hibridacién de estas regiones autocomplementarias da como resultado estructuras en horquilla,
en las que la porcidén bicatenaria de la estructura en horquilla comprende una secuencia que es reconocida por una
enzima de escision. Por lo tanto, la escisién de la porcién bicatenaria de las estructuras en horquilla en el producto de
RCA da como resultado la liberacién de los oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales y las
estructuras en horquilla (es decir, oligonucleétidos que forman las estructuras en horquilla).

El término "hibridacién" o "hibrida", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a la formacién de un duplex
entre secuencias de nucledtidos que son suficientemente complementarias para formar diplex mediante el
emparejamiento de bases de Watson-Crick. Dos secuencias de nucleétidos son "complementarias" entre si cuando
esas moléculas comparten homologia de organizacién de pares de bases.

Las secuencias de nucleétidos "complementarias" se combinaran con especificidad para formar un duplex estable en
condiciones de hibridacién apropiadas. Por ejemplo, dos secuencias son complementarias cuando una seccién de una
primera secuencia puede unirse a una secciéon de una segunda secuencia en un sentido antiparalelo en el que el
extremo 3' de cada secuencia se une al extremo 5' de la otra secuencia y cada A, T(U), Gy C de una secuencia se
alinea luego con una T(U), A, C y G, respectivamente, de la otra secuencia. Las secuencias de ARN también pueden
incluir pares de bases complementarias G=U o U=G. Por lo tanto, no es necesario que dos secuencias tengan una
homologia perfecta para ser "complementarias" segln la invencién. Generalmente dos secuencias son
suficientemente complementarias cuando al menos aproximadamente el 90 % (preferiblemente al menos
aproximadamente el 95 %) de los nucleétidos comparten una organizacién de pares de bases a lo largo de una longitud
definida de la molécula.

Tras la escisiéon del producto de RCA, se liberan los oligonucledtidos con grupos quimicos funcionales. Los
oligonucleétidos con grupos quimicos funcionales que se liberan pueden consistir Gnicamente en la secuencia de
oligonucleétidos (es decir, sin nucleétidos adicionales), o pueden comprender uno o mas nucleétidos adicionales de
los dominios de escisién que delimitan las secuencias de oligonucledtidos en uno 0 ambos extremos. Por lo tanto, en
algunas realizaciones, los oligonucleétidos con grupos quimicos funcionales pueden comprender 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,
9 0 10 o mas nucleétidos de los dominios de escisién en uno 0 ambos extremos. Preferiblemente, la secuencia de la
molécula de ADN circular esta disefiada de tal manera que cuando se escinde el producto de RCA, los oligonucleétidos
con grupos quimicos funcionales que se liberan no contienen ningln nucleétido adicional de los dominios de escisién.
Visto de manera alternativa, los dominios de escisién que delimitan la(s) secuencia(s) de oligonucleétidos pueden
disponerse en la molécula de ADN circular de modo que su escisién en el producto de RCA dé como resultado la
liberacion de oligonucleétidos con grupos quimicos funcionales que no contienen ningln nucleétido adicional de los
dominios de escisién.

Como las enzimas de escisién pueden escindir una molécula de acido nucleico en una posicién fuera de la secuencia
de reconocimiento de la enzima de escision, puede haber uno o més nucleétidos entre un dominio de escisién y una
secuencia de oligonucleétidos. Visto de manera alternativa, el dominio de escisién puede contener secuencias de
nucleétidos ademés de la secuencia de reconocimiento de la enzima de escisién para garantizar que la escisién dé
como resultado la liberaciéon de los oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales completos,
preferiblemente sin ningun nucleétido adicional (por ejemplo, nucleétidos que formen parte de los dominios de
escisién).

Por lo tanto, el término "delimitado” se refiere a dominios de escisién que son directa o indirectamente adyacentes a
la secuencia de oligonucleétidos. Visto de forma alternativa, los dominios de escisién estén situados en cualquier
extremo de la secuencia de oligonucleétidos, es decir, los dominios de escisién estan secuencia arriba y secuencia
abajo (en los extremos 5' y 3') de la secuencia de oligonucleétidos. En algunas realizaciones, el sitio de escisién de
los dominios de escision (por ejemplo, el sitio en el que una enzima de escisiéon escinde un dominio de escisidn) esta
directamente adyacente al extremo de la secuencia de oligonucledtidos con el que limita. En algunas realizaciones, la
secuencia de oligonucleétidos y la secuencia del dominio de escisién pueden superponerse, es decir, el extremo de
la secuencia de oligonucledtidos puede formar parte del dominio de escisién, por ejemplo, cuando el sitio de escisidén
es un sitio interno dentro del dominio de escisién, es decir, los dominios de escisién pueden formar los extremos o
parte de los extremos de la secuencia de oligonucleétidos. Por lo tanto, en algunas realizaciones, puede haber uno o
mas, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 o més nucledtidos entre el dominio de escisién y la secuencia de
oligonucleétidos (es decir, entre los extremos de las secuencias). En algunas realizaciones, el dominio de escisién y
la secuencia de oligonucleétidos pueden superponer uno o mas, por ejemplo, 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9 0 10 o més
nucleétidos.

El tamafio de los dominios de escisién en la molécula de ADN circular no esta particularmente limitado y dependera
del tipo de dominio de escisién, como se describié anteriormente. El dominio de escisién puede disefiarse o
seleccionarse de manera que la longitud del dominio de escisién sea diferente de la longitud de las secuencias de
oligonucleétidos, para permitir que las secuencias de oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos
funcionales se purifiquen facilmente una vez que el producto de RCA se haya escindido en el dominio de escisién. Por
lo tanto, en algunas realizaciones, el (los) dominio(s) de escisién pueden seleccionarse para que sean mas cortos que
la secuencia de oligonucleétidos en la molécula de ADN circular. Si la molécula de ADN circular contiene una pluralidad
de secuencias de oligonucleétidos de diferentes longitudes, el (los) dominio(s) de escisién pueden seleccionarse para
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que sean mas cortos que la secuencia mas corta en la molécula de ADN circular. En otras realizaciones, el (los)
dominio(s) de escisiéon pueden seleccionarse para que sean mas largos que la secuencia de oligonucleétidos en la
molécula de ADN circular. Sila molécula de ADN circular contiene una pluralidad de secuencias de oligonucleétidos
de diferentes longitudes, el (los) dominio(s) de escisién pueden seleccionarse para que sean mas largos que la
secuencia de oligonucleétidos mas larga en la molécula de ADN circular. En algunas realizaciones, la longitud del (los)
dominio(s) de escisién y las secuencias de oligonucleétidos difieren en al menos 2 nucleétidos, tal como al menos 3,
4.5 6,7, 8,90 10 nucleétidos.

Si las secuencias de oligonucledtidos deseadas y los dominios de escisién tienen aproximadamente la misma longitud,
los dominios de escisién pueden extenderse de modo que puedan separarse de los oligonucleétidos monocatenarios
finales con grupos quimicos funcionales por tamafio. Por ejemplo, se pueden agregar regiones adicionales de
autocomplementariedad a los extremos de los dominios de escisién para extender la longitud de la regién del tallo de
la estructura en horquilla. Alternativa o adicionalmente, se pueden afiadir nucledtidos a la regién en bucle de la
estructura en horquilla.

En algunas realizaciones, los dominios de escisién pueden tener una longitud de aproximadamente 4-50 nucleétidos,
tal como aproximadamente 5-45, 6-40, 7-35 u 8-30 nucleétidos de longitud. En algunas realizaciones, pueden variar
de aproximadamente 10 a 25 nucleétidos de longitud, incluyendo de aproximadamente 12 a 22 o de aproximadamente
14 a 20. Sin embargo, seré evidente que se puede usar cualquier longitud adecuada de dominio de escisién en la
invencién siempre que cumpla con los requisitos funcionales descritos anteriormente.

Los dominios de escision que delimitan las secuencias de oligonucleétidos pueden ser iguales o diferentes entre si.
Ventajosamente, los dominios de escisién que delimitan la(s) secuencia(s) de oligonucleétidos son los mismos, de
modo que una Unica etapa de escisidn es suficiente para liberar todos los oligonucleétidos monocatenarios con grupos
quimicos funcionales. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la etapa de escindir el producto de RCA comprende
poner en contacto el producto de RCA con una Unica enzima de escisién en condiciones adecuadas para escindir los
dominios de escisidn en el producto de RCA.

Las condiciones adecuadas para escindir los dominios de escisién en el producto de RCA dependeran de los medios
utilizados para lograr la escisiéon. Por ejemplo, cuando la escisién se logra usando una endonucleasa de restriccién,
las condiciones diferiran dependiendo de la enzima seleccionada y las condiciones adecuadas son bien conocidas en
la técnica, por ejemplo, la etapa de escisién puede seguir las instrucciones del fabricante. Un ejemplo de un intervalo
de condiciones adecuadas que puede usarse en la etapa de escision se expone a continuacién.

Una enzima de escisién, por ejemplo, una endonucleasa de restriccién, puede unirse especificamente a su sitio de
reconocimiento de escisién y escindir selectivamente (por ejemplo, especificamente) el acido nucleico en una variedad
de tampones, tales como soluciébn salina tamponada con fosfato (PBS), é&cido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinoetanosulfénico (HEPES), solucidén salina tamponada con HEPES (HBS) y solucién salina tamponada con
Tris (TBS), ambas con y sin EDTA. La escisién puede ocurrir en un intervalo de pH de aproximadamente 3.0-10.0, por
ejemplo, 4.0-9.0, 5.0-8.0, en un amplio intervalo de temperaturas, por ejemplo, 0-70°C. El experto en la materia podra
determinar facilmente otras condiciones adecuadas.

El método de la invencién comprende una etapa de realizar una amplificacién por circulo rodante utilizando la molécula
de ADN circular como plantilla. La amplificacién por circulo rodante (RCA) es bien conocida en la técnica y se describe
en Dean et al., 2001 (Rapid Amplification of Plasmid and Phage DNA Using Phi29 DNA Polymerase and Multiply-
Primed Rolling Circle Amplification, Genome Research, 11, pags. 1095-1099). En resumen, RCA se relaciona con la
sintesis de moléculas de &cido nucleico utilizando una molécula de acido nucleico monocatenaria circular, por ejemplo,
un oligonucledtido de circulo o circular, como plantilla de circulo rodante (una plantilla de RCA) y una polimerasa de
desplazamiento de cadena para extender un cebador que se hibrida con la plantilla. La adicién de una polimerasa y
nucledétidos inicia la reaccién de sintesis, es decir, la polimerizacién. Como la plantilla del circulo rodante es infinita, el
producto resultante es una molécula larga de 4cido nucleico monocatenario compuesta de repeticiones en tAndem
que son complementarias a la plantilla de circulo rodante.

Una mezcla de reaccién de RCA tipica incluye una molécula de ADN circular y uno o mas cebadores que se emplean
en la reaccién de extensién del cebador, por ejemplo, una RCA puede estar formada por un Unico cebador para generar
un unico producto concatemérico o multiples cebadores, cada uno de los cuales se hibrida con una regién diferente
del oligonucleétido circular para producir multiples productos concateméricos por circulo. Los cebadores
oligonucleotidicos con los que se puede poner en contacto el acido nucleico circular tendran una longitud suficiente
para permitir la hibridaciéon con la molécula de ADN circular en condiciones de hibridacién. En algunas realizaciones,
el cebador puede proporcionarse escindiendo (por ejemplo, cortando) una cadena sencilla de una molécula de ADN
circular bicatenaria proporcionada en la etapa (a).

Ademas de los componentes anteriores, la mezcla de reaccién utilizada en la invencién normalmente incluye una
polimerasa (definida més adelante, por ejemplo, ADN polimerasa phi29), uno o més nucleétidos con grupos quimicos
funcionales, uno o méas nucleétidos convencionales y otros componentes necesarios para una reaccién de ADN
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polimerasa como se describe a continuacién. La actividad polimerasa deseada puede ser proporcionada por una o
mas enzimas polimerasas distintas.

La mezcla de reaccién de RCA puede incluir ademas un medio tampén acuoso que incluye una fuente de iones
monovalentes, una fuente de cationes divalentes y un agente de tamponamiento. Puede emplearse cualquier fuente
conveniente de iones monovalentes, tales como KCI, acetato de K, acetato de NHy, glutamato de K, NH4Cl, sulfato de
amonio y similares. El catién divalente puede ser magnesio, manganeso, zinc y similares, donde el catién normalmente
serd magnesio. Puede emplearse cualquier fuente conveniente de catién magnesio, incluyendo MgCl,, acetato de Mg
y similares. La cantidad de Mg?* presente en el tampén puede oscilar entre 0.5 y 10 mM, pero preferiblemente oscilara
entre aproximadamente 3 y 6 mM, e idealmente serd aproximadamente 5 mM. Los agentes tamponantes o sales
representativas que pueden estar presentes en el tampdn incluyen Tris, Tricina, HEPES, MOPS y similares, donde la
cantidad de agente tamponante oscilard tipicamente entre aproximadamente 5 y 150 mM, normalmente entre
aproximadamente 10 y 100 mM, y mas normalmente de aproximadamente 20 a 50 mM, donde en ciertas realizaciones
preferidas el agente tamponante estard presente en una cantidad suficiente para proporcionar un pH que varia de
aproximadamente 6.0 a 9.5. Otros agentes que pueden estar presentes en el medio tamponante incluyen agentes
quelantes, tales como EDTA, EGTA y similares.

En realizaciones en las que una cadena sencilla de la molécula de ADN circular bicatenaria se escinde (por ejemplo,
se corta) para proporcionar la plantilla de RCA (y el cebador para la reaccién de RCA), puede ser Util incluir una
proteina de unién monocatenaria en la mezcla de reaccién de RCA. Por ejemplo, se ha utilizado la proteina de unién
al ADN monocatenario de E. coli para aumentar el rendimiento y la especificidad de las reacciones de extensién del
cebador y de las reacciones de PCR (Patentes de los Estados Unidos Nos. 5,449,603 y 5,534,407). La proteina del
gen 32 (proteina de unién a ADN monocatenario) del fago T4 aparentemente mejora la capacidad de amplificar
fragmentos de ADN mas grandes (Schwartz, et al., Nucl. Acids Res. 18: 1079 (1990)), mejora la fidelidad de la ADN
polimerasa (Huang , DNA Cell. Biol. 15: 589-594 (1996)) y, lo mas importante, evita que la ADN polimerasa cambie de
plantilla, por ejemplo, al ADN monocatenario ya producido, y sintetizar ADN bicatenario (Ducani et al. Nucl. Acids Res.
42: 10596 (2014)). Cuando se emplea, dicha proteina se usara para lograr una concentracién en la mezcla de reaccidén
que oscila entre aproximadamente 0.01 ng/uL y aproximadamente 1 pg/uL; tal como desde aproximadamente 0.1
ng/dL hasta aproximadamente 100 ng/uL; incluyendo desde aproximadamente 1 ng/uL hasta aproximadamente 10
ng/uL.

La reaccién de RCA produce en Ultima instancia un producto polinucleotidico que comprende repeticiones adyacentes
(en tandem) de la secuencia complementaria de la molécula de ADN circular. Este producto puede conocerse como
un concatémero, un producto de RCA o “RCP”. Por lo tanto, el producto de RCA comprende una secuencia lineal
formada por secuencias de oligonucleétidos (0 mas particularmente el complemento inverso de las secuencias de
oligonucleétidos de la plantilla de la molécula de ADN circular) que comprende nuclebtidos con grupos quimicos
funcionales, delimitados por dominios de escisién.

Como se sefial6é anteriormente, cuando la molécula de ADN circular es monocatenaria, la mezcla de reaccién de RCA
puede comprender uno o mas cebadores oligonucleotidicos, que inician la reacciéon de polimerizacién de RCA. Los
cebadores tendran una longitud suficiente para permitir la hibridacién con la molécula de ADN circular en condiciones
de hibridacién. Los cebadores generalmente tendran al menos 10 nucleétidos de longitud, normalmente al menos 15
nucleétidos de longitud y més habitualmente al menos 16 nucleétidos de longitud y pueden tener hasta 30 nucleétidos
de longitud o mas, donde la longitud de los cebadores generalmente variard de 18 a 50 nucleétidos de longitud,
normalmente de aproximadamente 20 a 35 nucleétidos de longitud.

Los cebadores pueden hibridarse con cualquier regiéon dentro de la molécula de ADN circular. En algunas
realizaciones, la molécula de ADN circular puede comprender un dominio especifico (un sitio de unién del cebador de
RCA) con el que el cebador puede hibridarse. En una realizacidn representativa, la molécula de ADN circular puede
comprender una secuencia entre los dominios de escisién que delimitan la secuencia de oligonucleétidos, que no es
la secuencia de oligonucleétidos y que puede funcionar como el sitio de unién del cebador de RCA. El sitio de unién
del cebador de RCA puede disefiarse para que tenga una longitud diferente a la secuencia de oligonucledtidos, similar
a los dominios de escisién discutidos anteriormente, para garantizar que pueda separarse facilmente de los
oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales tras la escisién del producto de RCA. Sera evidente
que en una molécula de ADN circular que comprende una pluralidad de secuencias de oligonucleétidos delimitadas
por dominios de escisién, el sitio de unién del cebador de RCA puede estar entre dos dominios de escision
cualesquiera.

El término "condiciones de hibridacién" se refiere a las condiciones bajo las cuales dos moléculas de acido nucleico
que comprenden secuencias de nuclebdtidos complementarias se hibridaran especificamente entre si. Varios
parametros afectan la hibridacién, incluida la temperatura, la concentracién de sal, la concentraciéon de acido nucleico,
la composicién y longitud, y la composicién del tampén. El experto puede determinar facilmente las condiciones de
hibridacién adecuadas para una combinacion particular de cebador/plantilla para una reaccién de RCA como una
cuestidn de rutina.
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Como se sefialé anteriormente, en algunas realizaciones, la molécula de ADN circular es bicatenaria y el método
comprende una etapa adicional de escindir una cadena sencilla de la molécula de ADN circular para proporcionar una
plantila de RCA, antes de que se realice la reaccién de RCA. Sera evidente que la etapa de escindir una cadena
sencilla de la molécula de ADN circular puede reemplazar la etapa de proporcionar un cebador para iniciar la reaccién
de RCA, es decir, la cadena escindida funciona como cebador de RCA. Por lo tanto, visto de forma alternativa, el
método comprende una etapa adicional de escisién de una cadena sencilla de la molécula de ADN circular para
proporcionar una plantilla y un cebador de RCA, antes de que se realice la reaccién de RCA, es decir, la introduccidn
de una rotura de una sola cadena en la molécula de ADN circular crea un extremo 3' que puede actuar como cebador
para la reaccién de RCA. Sin embargo, en algunas realizaciones, puede ser ventajoso proporcionar uno 0 mas
cebadores de RCA en la mezcla de reaccibn ademdés de escindir una cadena de la molécula de ADN circular
bicatenaria, por ejemplo, para aumentar el nimero de productos de RCA obtenidos por circulo.

En algunas realizaciones, la etapa de escindir una cadena sencilla de la molécula de ADN circular para proporcionar
una plantilla de RCA comprende escindir una cadena sencilla de la molécula de ADN circular con una enzima de
escision. Esta escisién de una sola cadena de la molécula de ADN circular da como resultado una rotura de una sola
cadena (un corte).

En algunas realizaciones, puede ser ventajoso escindir una cadena sencilla de la molécula de ADN circular varias
veces en estrecha proximidad, para facilitar la unién de la ADN polimerasa al extremo 3' generado por la escisiéon. En
consecuencia, una cadena sencilla de la molécula de ADN circular puede escindirse dos 0 més veces, es decir, pueden
generarse dos 0 més cortes, muy préximos entre si. Preferiblemente, los cortes se generan con una diferencia de 20
nucleétidos, més preferiblemente con una diferencia de 10 nucleétidos, mas preferiblemente con una diferencia de 5
nucleétidos entre si, por ejemplo, dentro de 1, 2, 3, 4 0 5 nucleétidos entre si.

En algunas realizaciones, la enzima de escision utilizada para escindir una cadena de la molécula de ADN circular
bicatenaria es una nickasa. Las nickasas son endonucleasas que escinden solo una cadena de un duplex de ADN.
Algunas nickasas introducen cortes monocatenarios sélo en sitios particulares de una molécula de ADN, al unirse y
reconocer una secuencia de reconocimiento de nucleétidos particular. Se han descubierto varias nickasas naturales,
de las cuales hasta la fecha se han determinado las propiedades de reconocimiento de secuencias de al menos cuatro.
Las nickasas se describen en la Patente de los Estados Unidos No. 6,867,028, y se puede utilizar cualquier nickasa
adecuada en los métodos de la invencién. En algunas realizaciones, la enzima de escisién (nickasa) puede ser
Nb.BsrDI, Nt.BspQl o una combinacion de las mismas.

En algunas realizaciones que utilizan una enzima nickasa, la enzima nickasa puede eliminarse del ensayo o inactivarse
después de la escisién de la molécula de ADN circular para evitar la escision no deseada de los productos de RCA.

La enzima de escisién que escinde una sola cadena de la molécula de ADN circular (por ejemplo, nickasa) puede
escindir en cualquier sitio dentro de la molécula de ADN circular. En algunas realizaciones, la molécula de ADN circular
puede comprender un dominio especifico (un sitio o0 dominio de escisién de cadena Unica, por ejemplo, un sitio de
nickasa) en el que puede actuar la enzima de escisién. En una realizacién representativa, la molécula de ADN circular
puede comprender una secuencia entre los dominios de escisién, que no es la secuencia de oligonucleétidos y que
puede funcionar como el sitio o dominio de escisién de una sola cadena. El hecho de que la secuencia reconocida por
la enzima de escisidn (el sitio o dominio de escisién de una sola cadena) no esté en la secuencia del oligonucledtido
garantiza que el oligonucleétido producido a partir del extremo 5' del producto de RCA no se trunca. El sitio o dominio
de escisién monocatenario puede disefiarse para que tenga una longitud diferente a la secuencia de oligonucleétidos,
similar a los dominios de escisidn y al sitio de unién del cebador de RCA discutidos anteriormente, para garantizar que
se pueda separar facilmente de los oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales tras la escisién
del producto de RCA. Por lo tanto, en algunas realizaciones, el sitio de unién del cebador de RCA también funciona
como sitio o dominio de escisién de cadena sencilla o viceversa.

En la reaccién de RCA de la invencién se puede utilizar cualquier ADN polimerasa con al menos cierta actividad de
desplazamiento de cadena. La actividad de desplazamiento de cadenas garantiza que una vez que la polimerasa se
ha extendido aproximadamente la molécula de ADN circular, pueda desplazar la secuencia del cebador y el producto
de elongacién y continuar “girando” aproximadamente la plantilla. En realizaciones en las que la cadena cortada de la
molécula de ADN circular proporciona el cebador para la extension de RCA, la actividad de desplazamiento de la
cadena garantiza que la polimerasa pueda desplazar la cadena cortada. Enzimas ADN polimerasas adecuadas con al
menos alguna actividad de desplazamiento de cadenas incluye ADN polimerasa phi29, ADN polimerasa | de E. colj,
ADN polimerasa Bsu (fragmento grande), ADN polimerasa Bst (fragmento grande) y fragmento Klenow. Tal como se
utiliza en el presente documento, el término "ADN polimerasa" incluye no sélo enzimas naturales sino también todos
esos derivados modificados, incluidos también derivados de enzimas ADN polimerasa naturales. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, la ADN polimerasa puede haberse modificado para eliminar la actividad exonucleasa 5-3".

Las enzimas ADN polimerasa particularmente preferidas para uso en la invencién incluyen ADN polimerasa phi29,
ADN polimerasa Bst y derivados, por ejemplo, derivados de secuencia modificada, o mutantes de las mismas.
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Los derivados de secuencia modificada o mutantes de enzimas ADN polimerasa incluyen mutantes que conservan al
menos parte de la actividad funcional, por ejemplo, actividad de ADN polimerasa y al menos algo de actividad de
desplazamiento de cadena, de la secuencia de tipo silvestre. Las mutaciones pueden afectar el perfil de actividad de
las enzimas, por ejemplo, mejorar o reducir la velocidad de polimerizacién, bajo diferentes condiciones de reaccién,
por ejemplo, temperatura, concentracién de plantilla, concentracién de cebador, etc. Las mutaciones o modificaciones
de secuencia también pueden afectar la actividad exonucleasa y/o la termoestabilidad de la enzima.

Como se sefialé anteriormente, la reaccién de RCA del presente método normalmente se lleva a cabo usando una
mezcla de nucleédtidos convencionales y con grupos quimicos funcionales.

El término "nucledtidos convencionales" como se utiliza en el presente documento se refiere a desoxinucleétidos que
comprenden una de las cuatro bases que se encuentran en el ADN; adenina, guanina, citosina y timina. Por lo tanto,
el término "nucleétidos convencionales" abarca, por ejemplo, dATP, dGTP, dCTP y dTTP. Aunque el uracilo no se
encuentra normalmente en el ADN de forma natural, se puede utilizar dUTP en lugar de, 0 ademas de, dTTP. Por lo
tanto, en el contexto de la presente invencién, el dUTP puede verse como un nucleétido "convencional'. Normalmente,
la mezcla de reaccién incluird al menos tres de los cuatro tipos diferentes de dNTP correspondientes a las cuatro
bases naturales presentes, es decir, dATP, dTTP, dCTP y dGTP. Sin embargo, como se sefialé anteriormente, se
puede utilizar dUTP en lugar de, o ademés de, dTTP. Ademas, en algunas realizaciones, la mezcla de reaccién puede
incluir cuatro o cinco dNTP, es decir, dATP, dCTP, dGTP, dTTP y/o dUTP. En los métodos en cuestidén, cada dNTP
normalmente estara presente en una cantidad que oscila entre aproximadamente 10 y 5000 uM, normalmente entre
aproximadamente 20 y 1000 pM. Cada dNTP puede estar presente en diferentes cantidades o se puede usar una
cantidad igual de cada dNTP.

Los términos “nucleétidos con grupos quimicos funcionales” o “dNTP con grupos quimicos funcionales” se refieren a
nucleétidos que comprenden una modificacién relativa a nucleétidos convencionales no modificados, en donde dicha
modificacién proporciona dichos nucleétidos y/u oligonucleétidos con grupos quimicos funcionales que comprenden
al menos un nucleétido con grupos quimicos funcionales con propiedades o caracteristicas adicionales o alternativas,
es decir con respecto al nucleétido convencional correspondiente. Por ejemplo, la modificacién puede hacer que el
nucleétido sea detectable, por ejemplo, mediante la incorporacién de un marcador, o capaz de interactuar y/o
reaccionar con otro componente, es decir, un componente con el que el nucleétido convencional correspondiente no
interactta ni reacciona. En algunas realizaciones, la modificacién puede hacer que el oligonucleétido que contiene el
nucleétido sea resistente a la degradacién, por ejemplo, degradacién quimica y/o enzimética (por ejemplo, degradacion
de nucleasas), o puede alterar el metabolismo del nucleétido.

Los términos “oligonucleétido monocatenario con grupos quimicos funcionales”, “oligonucleétido con grupos quimicos
funcionales monocatenario” y “oligonucledtido con grupos quimicos funcionales” se utilizan indistintamente en el
presente documento y se refieren a un oligonucledtido monocatenario que contiene al menos un nucleétido con grupos
quimicos funcionales. Por lo tanto, un oligonucleétido con grupos quimicos funcionales tiene propiedades o
caracteristicas adicionales o alternativas con respecto al oligonucleétido correspondiente que contiene soélo
nucleétidos convencionales. Por ejemplo, la incorporacién de uno o mas nucleétidos con grupos quimicos funcionales
puede hacer que el oligonucleétido sea detectable, por ejemplo, mediante la incorporacién de un marcador, o capaz
de interactuar y/o reaccionar con otro componente, es decir, un componente con el que el oligonucleétido
correspondiente que contiene sélo nucleétidos convencionales no interactla ni reacciona. En algunas realizaciones,
la modificaciéon puede hacer que el oligonucleétido sea resistente a la degradacion, por ejemplo, degradacién quimica
y/o enzimética (por ejemplo, degradacién de nucleasa), o puede alterar el metabolismo del oligonucleétido. En algunas
realizaciones, la modificaciéon puede mejorar la estabilidad del oligonucleétido, por ejemplo, mejorar la estabilidad de
los duplex formados por el oligonucledtido, tal como la termoestabilidad de los duplex (por ejemplo, temperatura de
fusién). En algunas realizaciones, la incorporacién de uno o mas nucledtidos con grupos quimicos funcionales puede
hacer que el oligonucleétido sea capaz de formar estructuras secundarias o terciarias que no se forman por un
oligonucleétido correspondiente que contiene sélo nucleétidos convencionales.

Por consiguiente, se entendera que, en el contexto de un oligonucleétido monocatenario con grupos quimicos
funcionales, el término "monocatenario" se refiere a un oligonucleétido que es monocatenario en condiciones
desnaturalizantes, por ejemplo, tras la aplicacién de calor o agentes quimicos desnaturalizantes adecuados, es decir,
un oligonucleétido con una sola cadena principal continua (una cadena). Como se sefialé anteriormente, esto no
excluye que un oligonucleétido monocatenario con grupos quimicos funcionales forme estructuras secundarias o
terciarias. Por ejemplo, el oligonucleétido monocatenario con grupos quimicos funcionales puede comprender regiones
de autocomplementariedad y, por lo tanto, puede ser capaz de formar una estructura en horquilla o de bucle de tallo,
mediada por una regién del oligonucle6tido monocatenario con grupos quimicos funcionales que se hibrida con una
regién complementaria en otra parte del mismo oligonucleétido.

La incorporacién de un grupo quimico funcional de un nucleétido convencional se puede lograr mediante la alteracion
o modificacién de la estructura de cualquier parte del nucleétido. Por lo tanto, un nucleétido con grupos quimicos
funcionales puede contener una modificacion, por ejemplo, una modificacién quimica, sobre la nucleobase, azlcar o
grupo involucrado en el enlace internucleotidico. En algunas realizaciones preferidas, el nucleétido con grupos
quimicos funcionales contiene una modificacién, por ejemplo, una modificacién quimica, en la nucleobase. Las
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modificaciones en diversas posiciones se describen con mas detalle a continuacién y se contempla que cualquiera de
las posiciones especificas descritas a continuacién pueda modificarse con cualquiera de los grupos funcionales
descritos a continuacion.

Por ejemplo, la sustitucién de la posicion C5 en pirimidinas (es decir, citosina, timina y uracilo) con un grupo que es
pequefio, rigido e hidréofobo puede mejorar las interacciones de apilamiento de bases y/o estabilizar los duplex
formados por oligonucledtidos que comprenden nuclebtidos con grupos quimicos funcionales que contienen las
pirimidinas sustituidas. Un grupo pequefio, rigido e hidréfobo puede ser un grupo alquinilo, por ejemplo, metilo, etinilo,
propinilo o un grupo halégeno, por ejemplo, flior, cloro o bromo. Por lo tanto, en algunas realizaciones, el nucledtido
con grupos quimicos funcionales comprende una pirimidina con una sustitucién en la posicién C35, por ejemplo, un
grupo alquinilo o halégeno como se definié anteriormente.

En algunas realizaciones, una modificacion que puede hacer que el nucleétido sea detectable puede implicar la
incorporaciéon de un marcador en el nucleétido. Cualquier marcador puede encontrar utilidad en la invencién y puede
ser una molécula que da sefiales directa o indirectamente. Por ejemplo, los marcadores que producen sefiales
directamente pueden ser moléculas fluorescentes, es decir, los nucledtidos con grupos quimicos funcionales pueden
ser nucleétidos marcados con fluorescencia. Los marcadores que producen sefiales indirectamente pueden ser, por
ejemplo, moléculas de biotina, es decir, los nucleétidos marcados pueden ser nucleétidos marcados con biotina, que
requieren etapas adicionales para proporcionar una sefial, por ejemplo, la adicién de estreptavidina conjugada con
una enzima que puede actuar sobre un sustrato quimico para proporcionar una sefial detectable, por ejemplo, un
cambio de color visiblemente detectable. En algunas realizaciones, el marcador se incorpora (conjugado con) la
nucleobase.

Por lo tanto, en algunas realizaciones, el nucleétido con grupos quimicos funcionales comprende un grupo biotina
conjugado con una nucleobase. En algunas realizaciones, el grupo biotina puede conjugarse indirectamente con la
nucleobase, por ejemplo, mediante un enlazador o dominio de enlace y un enlazador adecuado puede seleccionarse
facilmente entre los bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, el enlazador puede seleccionarse para facilitar la
interaccién entre biotina y estreptavidina, es decir, para minimizar o prevenir el impedimento estérico. En algunas
realizaciones, el grupo biotina esta conjugado con una pirimidina en la posicién C5. En una realizacién representativa,
el nucleétido con grupos quimicos funcionales que contiene biotina puede ser biotina-16-aminoalil-2'-dUTP, biotina-
16-aminoalil-2'-dTTP o biotina-16-aminoalil-2'-dCTP.

En algunas realizaciones, el nucleétido puede estar marcado con un grupo esterol, es decir, el nucledtido puede
comprender un grupo esterol. En algunas realizaciones, el nucleétido puede estar marcado con o puede comprender
un grupo colesterol.

Un marcador directamente detectable es aquel que se puede detectar directamente sin el uso de reactivos adicionales,
mientras que un marcador indirectamente detectable es aquel que se puede detectar empleando uno o mas reactivos
adicionales, por ejemplo, donde el marcador es un miembro de un sistema productor de sefiales compuesto por dos
0 mas componentes. En muchas realizaciones, el marcador es un marcador directamente detectable, donde los
marcadores de interés directamente detectables incluyen, entre otros: marcadores fluorescentes, marcadores
coloreados, marcadores radioisotépicos, marcadores quimioluminiscentes y similares. Puede usarse cualquier
marcador detectable espectrofotométrica u 6pticamente. En otras realizaciones, el marcador puede proporcionar una
sefial indirectamente, es decir, puede requerir la adicion de componentes adicionales para generar la sefial. Por
ejemplo, el marcador puede ser capaz de unirse a una molécula que estéd conjugada con una molécula que produce
sefial.

En algunas realizaciones, el nucledtido con grupos quimicos funcionales es un nucleétido marcado con fluorescencia.
Mientras que los marcadores fluorescentes requieren excitacién para proporcionar una sefial detectable, como la
fuente de excitacién se deriva del instrumento/aparato utilizado para detectar la sefial, los marcadores fluorescentes
pueden verse como etiquetas que producen sefiales directamente.

Las moléculas fluorescentes que pueden usarse para marcar nucleétidos son bien conocidas en la técnica. Se han
identificado fluoréforos con espectros de excitacién y emisién que van desde longitudes de onda UV hasta IR cercano.
Por lo tanto, el fluoréforo puede tener una longitud de onda de excitacién y/o emisién en el intervalo espectral UV,
visible o IR.

El fluoréforo puede ser una proteina, un péptido, un pequefio compuesto orgénico, un oligdmero sintético o un polimero
sintético. En algunas realizaciones, el fluoréforo es un compuesto organico pequefio, por ejemplo, un compuesto
organico con un peso molecular de 5000 Da o menos. Por lo tanto, en algunas realizaciones, el fluoréforo tiene un
peso molecular de 4000 Da o menos, tal como 3500 Da, 3000 Da, 2500 Da, 2250 Da, 2000 Da, 1900 Da, 1800 Da,
1700 Da, 1600 Da, 1500 Da o menos.

Por lo tanto, el fluoréforo puede ser un derivado de xanteno (por ejemplo, fluoresceina, rodamina, verde Oregén,

eosina, rojo Texas), un derivado de cianina (por ejemplo, cianina, indocarbocianina, oxacarbocianina, tiacarbocianina,
merocianina), un derivado de escuaraina (por ejemplo, escuaraina con anillo sustituido, Seta, SeTau), un derivado de
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naftaleno (por ejemplo, derivado de dansil o prodén), un derivado de cumarina, un derivado de oxadiazol (tal como
piridiloxazol, nitrobenzoxadiazol y benzoxadiazol), un derivado de antraceno (tal como una antraquinona, incluidos
DRAQ5, DRAQ7 y CyTRAK Orange), un derivado de pireno (por ejemplo, azul cascada), un derivado de oxazina (por
ejemplo, rojo Nilo, azul Nilo, violeta de cresilo, oxazina 170), un derivado de acridina (tal como proflavina, naranja de
acridina, amarillo de acridina), un derivado de arilmetina (por ejemplo, auramina, violeta cristal, verde de malaquita) o
un derivado de tetrapirrol (tal como porfirina, ftalocianina, bilirrubina).

Ejemplos especificos de fluoréforos o series de fluoréforos que pueden encontrar utilidad en la presente invencion
incluyen Alexa Fluor (tal como Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 647, etc.), Atto, Cianina (Cy), indocianina, sulfocianina,
DyLight, Abberior STAR, Chromeo, Verde Oregén, Fluoresceina, Rojo Texas, Rodamina, Silicio-rodamina (SiR),
Esquaraina, FluoProbes, Tetrapirrol, Bodipy, HiLyte, Quasar, CAL Fluor, Cumarina, Seta, CF, Tracy, IRDye, CruzFluor,
Tide Fluor, Oyster, iFluor, Chromis y Violeta Brilliante y sus derivados fluorescentes o analogos.

En algunas realizaciones, el nucleétido con grupos quimicos funcionales contiene un marcador fluorescente de cianina,
tal como Cy3. En algunas realizaciones particulares, el nucleétido con grupos quimicos funcionales es dATP marcado
con Cy3, por ejemplo, 7-Propargilamino-7-deaza-ATP-Cy3.

En algunas realizaciones, el nucleétido con grupos quimicos funcionales contiene un marcador atto fluorescente, tal
como atto-488. En algunas realizaciones particulares, el nucleétido con grupos quimicos funcionales es dATP marcado
con atto-488, por ejemplo, 7-Propargilamino-7-deaza-ATP-Atto-488.

En algunas realizaciones, una modificacién que puede hacer que el nucleétido sea reactivo implica la incorporacion
de un grupo reactivo, por ejemplo, un grupo capaz de formar un enlace covalente con otro grupo quimico, por ejemplo,
un grupo quimico en una molécula o componente que se va a conjugar con el oligonucledtido con grupos quimicos
funcionales, tal como un marcador como se define en el presente documento. Los grupos reactivos potenciales
incluyen grupos funcionales nucleofilicos (alquinos, alquenilos, aminas, alcoholes, tioles, hidrazidas, azidas), grupos
funcionales electréfilos (aldehidos, ésteres, vinilcetonas, epdxidos, isocianatos, maleimidas), grupos funcionales
capaces de reacciones de cicloadicién, que forman enlaces disulfuro o unién a metales. Los ejemplos especificos
incluyen etino (acetileno), propino, 1-butino, 2-butinazida, vinil (etenilo), propenilo, 1-butenilo, aminas primarias y
secundarias, acidos hidroxamicos, ésteres de N-hidroxisuccinimidilo, carbonatos de N-hidroxisuccinimidilo,
oxicarbonilimidazoles, ésteres de nitrofenilo, ésteres ftriflioretilicos, éteres glicidilicos, vinilsulfonas, azidas vy
maleimidas.

En algunas realizaciones, una modificacién que puede hacer que el nucleétido sea reactivo implica la incorporacion
de un grupo reactivo que es capaz de reaccionar con otro grupo quimico, por ejemplo, un grupo quimico en una
molécula o componente que se conjugara con el oligonucleétido con grupos quimicos funcionales, mediante quimica
clic. Tal como se utiliza en este documento, el término “quimica clic’, generalmente se refiere a reacciones que son
modulares, de amplio alcance, producen altos rendimientos, generan sé6lo subproductos inofensivos, como aquellos
que pueden eliminarse mediante métodos no cromatograficos y son estereoespecificos (pero no necesariamente
enantioselectivos). Véase, por ejemplo, Angew. Chem. Int. Ed., 2001, 40(11): 2004-2021. En algunos casos, la quimica
clic puede describir pares de grupos funcionales que pueden reaccionar selectivamente entre si en condiciones
acuosas suaves. Por consiguiente, los grupos de quimica clic son adecuados para la conjugacién de grupos
funcionales adicionales con los oligonucleétidos del presente método. Las reacciones quimicas clic comunes incluyen
cicloadiciones azida-alquino, cicloadiciones alquino-nitrona, reacciones alqueno-tetrazina y reacciones alqueno-
tetrazol. Por consiguiente, el nucledtido con grupos quimicos funcionales puede comprender un grupo azida, un grupo
alquino, un grupo alqueno, un grupo nitrona, un grupo tetrazina o un grupo tetrazol.

Un ejemplo especifico de reaccién de quimica clic puede ser la cicloadicién 1,3-dipolar de Huisgen de una azida y un
alquino, es decir, la reaccién catalizada por cobre de una azida con un alquino para formar un anillo de heterodtomo
de 5 miembros llamado 1,2 ,3-triazol. La reaccion también puede conocerse como cicloadicién de azida-alquino
catalizada por Cu(l) (CuUAAC), quimica clic de Cu(l) o quimica clic de Cu+. El catalizador para la quimica clic puede
ser sales de Cu(l), o sales de Cu(l) obtenidas in situ reduciendo el reactivo de Cu(ll) a reactivo de Cu(l) con un reactivo
reductor (Pharm Res. 2008, 25(10): 2216-2230). Los reactivos de Cu(ll) conocidos para la quimica clic pueden incluir,
entre otros, complejo Cu(ll) (TBTA) y complejo Cu(ll) (THPTA). TBTA, que es tris-[(1-bencil-1H-1,2,3-triazol-4-
il)metilJamina, también conocida como tris-(benciltriazoliimetil)amina, puede ser un ligando estabilizador para sales de
Cu(l). THPTA, que es tris-(hidroxipropiltriazolilmetil)Jamina, puede ser otro ejemplo de agente estabilizante para Cu(l).
También se pueden lograr otras condiciones para construir el anillo de 1,2,3-triazol a partir de una azida y un alquino
(por ejemplo, un cicloalquino, tal como ciclooctina o ciclononina) usando quimica clic sin cobre, tal como mediante la
reaccién de quimica clic de azida-alquino promovida por tension (SPAAC, véase, por ejemplo, Chem. Commun., 2011,
47: 6257-6259 y Nature, 2015, 519(7544). 486-90).

En algunas realizaciones, el nucleétido con grupos quimicos funcionales contiene un grupo reactivo en el grupo del
azucar, por ejemplo, una modificacién en la posicién 2 en el azlcar desoxirribosa, tal como sustituir el hidrégeno por
un grupo fllor, cloro, bromo o azida. En algunas realizaciones, el nucleétido con grupos quimicos funcionales es un
2'-Azido-dNTP, por ejemplo, 2'-Azido-dATP.
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En algunas realizaciones, el nucleétido con grupos quimicos funcionales contiene un grupo reactivo en la nucleobase,
particularmente seleccionado entre un grupo alquino, alquenilo, tio o halégeno. Como se sefialé anteriormente, el
nucleétido con grupos quimicos funcionales puede comprender una pirimidina que comprende una sustitucién en la
posicién C5. En algunas realizaciones, el grupo alquino es etino, por ejemplo, el nuclebtido con grupos quimicos
funcionales es un etinil-dNTP, tal como 5'-Etinil-dUTP. Alternativamente, el grupo alquino puede ser un grupo propinilo,
por ejemplo, el nuclebtido con grupos quimicos funcionales es un propinilo dNTP, tal como 5'-Propinil-dUTP. En
algunas realizaciones, el grupo alquenilo es vinilo (etenilo), por ejemplo, el nucledtido con grupos quimicos funcionales
es un vinil-dNTP, tal como 5-vinil-dUTP. En algunas realizaciones, el nucleétido con grupos quimicos funcionales es
un tio-dNTP, tal como 4'-tio-dTTP. En algunas realizaciones, el grupo halégeno es bromo, por ejemplo, el nucleétido
con grupos quimicos funcionales es un bromo-dNTP, tal como 5’-Bromo-dUTP. La incorporacidén de grupos halégeno
en oligonucleétidos con grupos quimicos funcionales se puede utilizar para promover sustituciones aromaticas
nucleofilicas o entrecruzamiento mediado por UV, por ejemplo, con proteinas. Por lo tanto, en algunas realizaciones,
los oligonucleétidos con grupos quimicos funcionales producidos mediante el presente método pueden modificarse
adicionalmente para comprender grupos aromaticos o pueden conjugarse con otras moléculas, por ejemplo, proteinas
o péptidos, mediante entrecruzamiento mediado por UV.

En algunas realizaciones, un nucledtido con grupos quimicos funcionales puede contener un grupo capaz de
interactuar con otro componente, por ejemplo, interactuando a través de un enlace no covalente. Por ejemplo, el
nucleétido puede modificarse para incorporar una parte o componente de un par de unién afin, por ejemplo, un
comparfiero de unién por afinidad, por ejemplo, biotina o un hapteno, capaz de unirse a su compafiero de union, es
decir, un compafiero de unién afin, por ejemplo, estreptavidina o un anticuerpo. Dichos nucleétidos con grupos
quimicos funcionales pueden, por ejemplo, encontrar utilidad en la produccién de oligonucleétidos con grupos quimicos
funcionales que pueden inmovilizarse sobre un soporte sélido.

En algunas realizaciones, el nucleétido con grupos quimicos funcionales contiene una modificacién que hace que el
oligonucleétido que contiene el nucledtido sea resistente a la degradacién, por ejemplo, degradaciéon quimica y/o
enzimatica (por ejemplo, degradaciéon por nucleasas). En algunas realizaciones, el nucledtido contiene una
modificacién en el grupo azucar, por ejemplo, una modificacién en la posiciéon 2 en el azlcar desoxirribosa, tal como
sustituir el hidrégeno por un grupo fllor, cloro, O-metilo u O-etilo. Por lo tanto, en algunas realizaciones, el nucleétido
con grupos quimicos funcionales es un 2'-flior-dNTP, por ejemplo, 2-flior-UTP. En algunas realizaciones, el nucleétido
con grupos quimicos funcionales comprende un grupo O-Me, por ejemplo, 2'-O-Metil-ATP. En algunas realizaciones,
el nucleétido contiene una modificacién en el grupo fosfato que forma el enlace internucleotidico, tal como sustituir un
oxigeno por un azufre, por ejemplo, el nucleétido contiene un grupo fosforotionato. Por lo tanto, en algunas
realizaciones, el nucleétido con grupos quimicos funcionales es tiotrifosfato de nucleétido, por ejemplo, 2-
desoxitimidina-5'-O-(1-tiotrifosfato), 2-desoxicitidina-5'-O-(1-tiotrifosfato), 2-desoxiuridina-5'-O-(1-tiotrifosfato), 2-
desoxiadenosina-5'-O-(1-tiotrifosfato) o 2-desoxiguanosina-5'-O-(1-tiotrifosfato). En algunas realizaciones, los
nucleétidos con grupos quimicos funcionales contienen una modificacién en la nucleobase, tal como una modificacién
de amino, metilo, etilo o propinilo, por ejemplo, 2-amino-dATP, 5-metil-dCTP, propinil-dCTP C-5 o propinil-dUTP C-5.

En algunas realizaciones, el nucleétido con grupos quimicos funcionales contiene una modificacién que afecta la
termoestabilidad del oligonucleétido. En algunas realizaciones, el nucleétido comprende un azUcar ribosa bloqueado,
es decir, comprende un enlace covalente adicional entre el oxigeno 2'y el carbono 4' del anillo de pentosa. En algunas
realizaciones, el nucleétido es un nucleétido de LNA (&cido nucleico bloqueado), es decir, LNA-NTP tal como LNA-
ATP. La conformacién de ribosa bloqueada mejora el apilamiento de bases y, por lo tanto, aumenta la temperatura de
fusién de los oligonucleétidos que comprenden nucledtidos de LNA.

Por lo tanto, en algunas realizaciones, los nucleétidos con grupos quimicos funcionales que pueden usarse en la
invencién incluyen: nucleétidos que comprenden un grupo alquino o azida (internalizado), nucleétidos marcados en
forma fluorescente, nucleétidos que comprenden un grupo esterol, nucleétidos que comprenden un grupo poliéter,
nucleétidos que comprenden un complejo metalico, nucleétidos que comprenden un grupo vinilo, nucleétidos que
comprenden un grupo tiol, nucleétidos tionados, nucleétidos modificados para tener mayor resistencia a las nucleasas,
nucleétidos que comprenden un grupo quimico capaz de participar en la quimica clic, nucleétidos que afectan (p. ej.
aumentan) la termoestabilidad del oligonucleétido (por ejemplo, nuclebtidos de LNA) o una combinacién de los
mismos. La incorporacién de estos nucledtidos con grupos quimicos funcionales en los oligonucleétidos
monocatenarios proporcionados por el método de la presente invencién puede proporcionar una variedad de funciones
utiles. Por ejemplo, se pueden usar oligonucleétidos monocatenarios que comprenden fluoréforos como sondas
fluorescentes especificas de secuencia. La inclusién de nucleétidos tiolados en un oligonucleétido monocatenario
permite marcar el oligonucleétido con moléculas reactivas con tiol y utilizarlo como sonda para la detecciéon molecular
de tales moléculas reactivas con tiol.

En algunas realizaciones, los nucleétidos con grupos quimicos funcionales que pueden usarse en la invencién no
incluyen nucleétidos que comprenden un grupo digoxigenina. Dicho de manera alternativa, en algunas realizaciones,
los nucleétidos con grupos quimicos funcionales no son nucleétidos marcados con digoxigenina. En particular, en
algunas realizaciones los nucleétidos con grupos quimicos funcionales no son digoxigenina-11-dUTP.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2977159 T3

En una realizacién preferida, los dNTP con grupos quimicos funcionales son nucleétidos que comprenden un grupo
alquino o un grupo vinilo, por ejemplo, una nucleobase modificada que contiene un grupo alquino (por ejemplo, etinilo)
0 un grupo vinilo, por ejemplo, un nucleétido que comprende una pirimidina con un grupo alquino o vinilo en la posicién
C5. En oftra realizacion preferida, los dNTP con grupos quimicos funcionales son nucleétidos que comprenden un
grupo azida, por ejemplo, que comprenden un azlcar modificado que contiene un grupo azida, por ejemplo, un
nucleétido que comprende un grupo azida en la posicién 2 del azlcar desoxirribosa.

La mezcla de reaccién para la reaccion de RCA debe contener una combinacién de componentes capaces de generar
un producto de RCA a partir de la molécula de ADN circular de plantilla. Por ejemplo, los nucleétidos presentes en la
mezcla de reaccion (por ejemplo, la mezcla de nucleétidos convencionales y con grupos quimicos funcionales) deben
ser capaces de hibridarse con sus respectivos nucleétidos en la plantilla de ADN circular para permitir la amplificacién
por circulo rodante. Las cantidades relativas de nucledtidos con grupos quimicos funcionales y convencionales
presentes en la mezcla de reaccién pueden variar dependiendo de la identidad del nucledtido con grupos quimicos
funcionales y la polimerasa. Ademas, la cantidad relativa de cada nucleétido presente en la mezcla de reaccién puede
usarse para controlar la incorporacién de nucleétidos con grupos quimicos funcionales en el producto de RCA. Por
ejemplo, aumentar la concentracién de los nucleétidos con grupos quimicos funcionales (o disminuir la proporcidén de
nucleétidos convencionales) puede dar como resultado una mayor proporciéon de nucleétidos con grupos quimicos
funcionales en el producto de RCA (por ejemplo, cuando el nucleétido con grupos quimicos funcionales se usa en
combinacién con su nucleétido convencional equivalente). Por el contrario, disminuir la concentracién de nucledtidos
con grupos quimicos funcionales (0 aumentar la proporcion de nucleétidos convencionales) puede dar como resultado
una menor proporcién de nucleétidos con grupos quimicos funcionales en el producto de RCA.

Por lo tanto, los nucleétidos con grupos quimicos funcionales pueden usarse ademés de, o completamente en lugar
de, los nucleétidos convencionales que se hibridan con la misma base de ADN (nucleétido) en el ADN plantilla. En
algunas realizaciones, la mezcla de reaccién puede contener solo un tipo de nucleétido con grupos quimicos
funcionales. En algunas realizaciones, se puede usar una combinacién de diferentes nucledtidos con grupos quimicos
funcionales en la misma reaccidén. En algunas realizaciones, todos los nucledtidos con grupos quimicos funcionales
en la mezcla de reaccién contienen el mismo tipo de grupo funcional, por ejemplo, grupo alquino. En algunas
realizaciones, los nucleétidos con grupos quimicos funcionales en la mezcla de reaccién contienen los diferentes tipos
de grupos funcionales. A modo de ejemplo, los diferentes tipos de nucleétidos con grupos quimicos funcionales pueden
ser capaces de hibridarse con la misma base de ADN (nucleétido), tal como un nucleétido dATP con grupos quimicos
funcionales con un fluoréforo y un segundo nucleétido dATP con grupos quimicos funcionales con un grupo esterol.
En otro ejemplo representativo, los diferentes tipos de nucleétidos con grupos quimicos funcionales pueden ser
capaces de hibridarse con diferentes bases de ADN (nucledtidos), como por ejemplo un nucleétido dATP con grupos
quimicos funcionales con un fluoréforo y un nucleétido dTTP con grupos quimicos funcionales con un grupo esterol (o
un fluordforo diferente al fluoréforo en el nucleétido dATP). Por lo tanto, en la invencién se puede utilizar cualquier
combinacién de nucleétidos con grupos quimicos funcionales y convencionales. En una realizacién preferida, la mezcla
de reaccién de RCA contiene sélo un tipo de nucleétido con grupos quimicos funcionales.

La cantidad de nucleétidos con grupos quimicos funcionales presentes en la mezcla de reaccién se puede medir como
un porcentaje relativo del total de nucleétidos capaces de hibridarse con una base de ADN (nucleétido) particular.
Alternativamente, este valor puede considerarse como el porcentaje en el que el nucleétido con grupos quimicos
funcionales ha reemplazado al correspondiente nucleétido convencional. Por ejemplo, el uso de cantidades iguales de
dATP convencional y un dATP modificado con un fluoréforo podria expresarse como el 50 % del total de nucleétidos
de dATP que se modifican (adicién de grupos funcionales), o el reemplazo del 50 % de los nuclebtidos de dATP
convencionales con nucledtidos de dATP con grupos quimicos funcionales.

La cantidad relativa de nucleétidos con grupos quimicos funcionales en la mezcla de reaccién de RCA se puede variar
para controlar la frecuencia de nucleétidos con grupos quimicos funcionales en los oligonucleétidos monocatenarios
finales. En algunas realizaciones, los nucleétidos con grupos quimicos funcionales pueden representar hasta
aproximadamente el 5 % del total de nucleétidos capaces de hibridarse con una base de ADN (nucleétido) particular,
por ejemplo, aproximadamente el 1 %, 2 %, 3 %, 4 % o0 5 %. Alternativamente, en algunas realizaciones el nucleétido
con grupos quimicos funcionales puede representar una proporcién mayor, tal como 25 %, 50 %, 75 % o 100 % del
total de nucledtidos capaces de unirse a una base de ADN (nucleétido) particular.

La cantidad relativa de nucleétidos con grupos quimicos funcionales presentes puede variar por numerosas razones.
Por ejemplo, algunos nucleétidos con grupos quimicos funcionales, como el dATP modificado con Cy3, no estan
disponibles comercialmente en altas concentraciones. Ademas, como se muestra en los Ejemplos, los inventores han
determinado que la inclusién de nucleétidos con grupos quimicos funcionales puede afectar el rendimiento de los
oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales producidos por la invencién, por ejemplo, el uso de
cantidades relativas elevadas del nucleétido con grupos quimicos funcionales puede inhibir la actividad de la ADN
polimerasa responsable de la reaccién de RCA (por ejemplo, reducir la eficiencia con la que se sintetiza el producto
de RCA), o la enzima de escisibn responsable de escindir el producto de RCA vy liberar los oligonucleétidos
monocatenarios con grupos quimicos funcionales (por ejemplo, reducen la eficacia con la que se escinde el producto
de RCA).
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Sin embargo, cabe destacar que los inventores han determinado sorprendentemente que se pueden lograr altos
rendimientos de oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales incluso cuando se usan cantidades
relativas elevadas de oligonucleétidos con grupos quimicos funcionales, por ejemplo, hasta aproximadamente el 75
%, tal como hasta aproximadamente el 70 %, 65 %, 60 %, 55 % o 50 %. En algunas realizaciones, puede ser posible
utilizar méas del 75 % de los oligonucledtidos con grupos quimicos funcionales, tal como aproximadamente el 80 %, 85
%, 90 %, 95 % o0 100 %. En particular, los inventores han descubierto inesperadamente que los nucledtidos con grupos
quimicos funcionales que contienen grupos alquino o vinilo en la nucleobase son particularmente Utiles en la invencién
ya que pueden incorporarse eficientemente al producto de RCA. Ademas, el producto de RCA podria escindirse
facilmente para producir los oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales, aunque como se
analiza méas adelante, en algunas realizaciones puede requerirse una mayor cantidad de enzima de escisiéon en
relacién con la cantidad necesaria para escindir un producto de RCA equivalente que contiene sélo nucleétidos
convencionales.

De manera similar, los inventores han descubierto que los nucleétidos con grupos quimicos funcionales que contienen
grupos O-metilo en el azucar desoxirribosa pueden sustituir completamente un nucleétido convencional en la reaccién
de RCA y aun producir productos de RCA. Ademas, los inventores determinaron sorprendentemente que la
incorporacién de estos nucleétidos en los productos de RCA no afecta la formacién de los dominios de escisién (por
ejemplo, dominios de escisién en horquilla) o su escisién enzimética (por ejemplo, con endonucleasas de restriccién).

Por consiguiente, la cantidad relativa de nucleétido con grupos quimicos funcionales que esta presente en la mezcla
de reaccién se puede ajustar para optimizar el rendimiento de los oligonucleétidos monocatenarios con grupos
quimicos funcionales deseados o para optimizar la generacidén del producto de RCA. Dichas modificaciones estén
dentro del ambito del experto en la materia basédndose en los métodos descritos en los Ejemplos siguientes. Por lo
tanto, en algunas realizaciones, la cantidad relativa de nucleétidos con grupos quimicos funcionales en la mezcla de
reaccidén puede ser aproximadamente 1-5 %, 1-10 %, 1-25 %, 5-25 %, 10-25 %, 25-50 %, 25-75 %, 25-100 %, 50-75
%, 50-100 % o 75-100 %.

El término "liberacién" se utiliza en el presente contexto para referirse a la escisién del producto de RCA en los
dominios de escisién que delimitan las secuencias de oligonucleétidos para despegar o separar los oligonucledtidos
con grupos quimicos funcionales de los dominios de escisiéon. Es deseable que la liberacién de un oligonucledtido con
grupos quimicos funcionales determinado implique la escisién en ambos dominios de escisién que delimitan la
secuencia del oligonucleétido.

No es necesario que se produzca escisién en todos los dominios de escisiéon en el producto de RCA para generar los
oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales. Como se sefialdé anteriormente, la incorporacién
de nucleétidos con grupos quimicos funcionales en el producto de RCA, particularmente en los dominios de escisién,
puede reducir la eficacia de la etapa de escisién. Sin embargo, la escisién de una parte de los dominios de escision
dara como resultado la liberacién de una parte de oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales.
Por lo tanto, en algunas realizaciones, la etapa de escindir el producto de RCA da como resultado la escisién de al
menos aproximadamente el 30 % de los dominios de escisién en el producto de RCA, por ejemplo, al menos
aproximadamente 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 60 %, 70 % u 80 %. En algunas realizaciones, la etapa de escindir el
producto de RCA da como resultado la escisiéon de al menos aproximadamente el 90 % de los dominios de escision
en el producto de RCA, por ejemplo, 95 % o més.

Visto alternativamente, en algunas realizaciones, la etapa de escindir el producto de RCA da como resultado la
liberacion de al menos aproximadamente el 30 % de los oligonucledtidos monocatenarios con grupos quimicos
funcionales contenidos en el producto de RCA, por ejemplo, al menos aproximadamente 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 60
%, 70 % u 80 %. En algunas realizaciones, |la etapa de escindir el producto de RCA da como resultado la liberacién
de al menos aproximadamente el 90 % de los oligonucledtidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales
contenidos en el producto de RCA, por ejemplo, 95 % o mas.

Una vez que se han liberado los oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales, se aislan, separan
o purifican de la mezcla de reaccidén de escisién (por ejemplo, componentes de reaccién y/o productos de degradacién
tales como dominios de escision, productos de RCA no escindidos, etc.).

Por lo tanto, el método de la presente invencién comprende una etapa de aislar, separar o purificar los oligonucleétidos
monocatenarios con grupos quimicos funcionales. Este aislamiento, separacién o purificacién se puede realizar
mediante cualquier método adecuado conocido en la técnica.

En algunas realizaciones, después de la etapa de aislamiento, separacién o purificacién, los oligonucleétidos
monocatenarios con grupos quimicos funcionales preferiblemente estan sustancialmente libres de cualquier
componente contaminante derivado de los materiales o componentes utilizados en el procedimiento de aislamiento o
en su preparacion (por ejemplo, componentes de reaccidn y/o productos de degradacién tales como como dominios
de escisién, productos de RCA no escindidos, etc.). En algunas realizaciones, los oligonucleétidos monocatenarios
con grupos quimicos funcionales se purifican hasta un grado de pureza de mas de aproximadamente el 50 o el 60 %,
por ejemplo, més de aproximadamente 70, 80 o 90 %, tal como mas de aproximadamente 95 o0 99 % de pureza
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evaluada p/p (peso seco). Dichos niveles de pureza pueden incluir productos de degradacion de los oligonucledtidos
monocatenarios con grupos quimicos funcionales.

En algunas realizaciones, puede ser Util preparar preparaciones enriquecidas de oligonucleétidos monocatenarios con
grupos quimicos funcionales que tengan menor pureza, por ejemplo, contienen menos de aproximadamente el 50 %
de los oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales de interés, por ejemplo, menos de
aproximadamente 40 o 30 %.

Como se analizé anteriormente, la invencién puede dar como resultado una mezcla o pluralidad (por ejemplo, una
biblioteca) de oligonucleédtidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales. Por lo tanto, en algunas
realizaciones, puede ser deseable separar adicionalmente los oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos
funcionales, por ejemplo, por tamafio, para obtener oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales
especificos (es decir, para aislar oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales especificos) o para
generar subgrupos o subbibliotecas de oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales. Se puede
emplear cualquier medio adecuado para separar las mezclas de oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos
funcionales para aislar los oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales especificos o subgrupos
o subbibliotecas de oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales.

Por lo tanto, en algunas realizaciones, el método comprende una etapa adicional de separacién de oligonucleétidos
monocatenarios con grupos quimicos funcionales de una mezcla (por ejemplo, biblioteca) de oligonucledtidos
monocatenarios con grupos quimicos funcionales obtenidos mediante el método descrito anteriormente, para aislar
un oligonucleétido monocatenario con grupos quimicos funcionales especifico o un subgrupo de oligonucleétidos
monocatenarios con grupos quimicos funcionales.

Por ejemplo, los productos de la reacciéon de escisién se pueden separar por tamafio usando electroforesis en gel
usando un gel de agarosa o un gel de poliacrilamida. Los oligonucleétidos con grupos quimicos funcionales deseados
pueden entonces aislarse del gel y purificarse adicionalmente, si es necesario, de acuerdo con métodos conocidos en
la técnica. Otros métodos para purificar, aislar o separar los oligonucleétidos con grupos quimicos funcionales utilizan
cromatografia (por ejemplo, HPLC, exclusién por tamafio, intercambio i6nico, afinidad, interaccién hidréfoba, fase
inversa) o electroforesis capilar.

Como se mencioné anteriormente, los oligonucleétidos con grupos quimicos funcionales producidos mediante el
método descrito anteriormente pueden contener un grupo reactivo que es capaz de reaccionar con otro grupo quimico,
por ejemplo, un grupo quimico en una molécula o componente que se va a conjugar con el oligonucleétido con grupos
quimicos funcionales, por ejemplo, mediante quimica clic. Por ejemplo, conjugar moléculas o componentes adicionales
(que a su vez pueden comprender o verse como grupos funcionales) con los oligonucleétidos monocatenarios puede
ser particularmente atil para incorporar grupos grandes o voluminosos, tales como grupos que pueden inhibir o
disminuir la eficiencia del presente método si estd presente en los nucleétidos con grupos quimicos funcionales
utilizados en la reacciéon de RCA. Por lo tanto, por ejemplo, se pueden producir oligonucleétidos con grupos quimicos
funcionales que contengan moléculas o componentes que una polimerasa no podria incorporar directamente durante
la reaccién de RCA, o que sélo se incorporarian con eficiencias o rendimientos bajos. Adicional o alternativamente,
someter los oligonucleétidos con grupos quimicos funcionales obtenidos mediante el método a una etapa de
conjugacion adicional puede aumentar la diversidad de las estructuras presentes en una biblioteca de oligonucleétidos
con grupos quimicos funcionales.

Por consiguiente, en algunas realizaciones, el método comprende ademas una etapa de conjugar una molécula o
componente con el(los) oligonucleétido(s) con grupos quimicos funcionales mediante un grupo funcional (por ejemplo,
reactivo) en el oligonucleétido, tal como mediante quimica clic. En algunas realizaciones preferidas, la molécula o
componente se conjuga con el oligonucleétido con grupos quimicos funcionales a través de un grupo alquino, vinilo o
azida (es decir, un grupo alquino, vinilo o azida en un nucleétido con grupos quimicos funcionales incorporado al
producto de RCA en el método definido en el presente documento).

El término "conjugacién" en el contexto de la presente invencién con respecto a enlazar o unir una molécula o
componente a un oligonucleétido con grupos quimicos funcionales (por ejemplo, un grupo alquino, vinilo o0 azida en
dicho oligonucleétido con grupos quimicos funcionales) se refiere a unir dicha molécula o componente a dicho
oligonucleétido mediante un enlace covalente. En particular, esta conjugaciéon puede ocurrir mediante una reaccién de
quimica clic.

Un ejemplo de una reaccién de quimica clic especifica que se puede usar para conjugar moléculas o componentes
adicionales a oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales que comprenden uno o méas grupos
alquino es la cicloadicién azida-alquino. Para lograr la conjugacién deseada, el oligonucleétido que comprende el
grupo alquino se puede incubar durante un periodo de tiempo adecuado con una molécula o componente (por ejemplo,
un marcador tal como un fluoréforo) que contenga un grupo azida. La reaccién de cicloadiciéon azida-alquino
comunmente utiliza un catalizador de cobre, particularmente un catalizador de cobre (l). En algunas realizaciones, el
oligonucleétido y la molécula o componente que contiene azida se pueden incubar en presencia de sulfato de cobre.
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También se puede usar un agente reductor para generar el catalizador de cobre(l) activo. El agente reductor puede
ser, por ejemplo, ascorbato de sodio.

Un ejemplo representativo adicional para conjugar moléculas o componentes adicionales a oligonucleétidos
monocatenarios con grupos quimicos funcionales de la presente invencién que comprenden uno 6 méas grupos vinilo
puede utilizar la reacciéon alqueno-tetrazina. Esta reaccién tiene la ventaja de estar libre de cobre. Ademas, es
completamente ortogonal a la reaccién de quimica clic de alquino-azida antes mencionada. En consecuencia, un
oligonucleétido monocatenario con grupos quimicos funcionales que comprende tanto un grupo alquino como un grupo
vinilo podria participar en dos reacciones de quimica clic de forma independiente para conjugar dos moléculas o
componentes adicionales diferentes al mismo oligonucledtido.

Por lo tanto, en algunas realizaciones, se puede considerar que la invencién proporciona un método de dos etapas
para producir oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales que comprende una primera etapa
de incorporacién de nucleétidos con grupos quimicos funcionales (por ejemplo, que comprende grupos reactivos, tales
como grupos capaces de participar en reacciones de quimica clic, por ejemplo, grupos alquino, vinilo o azida) en un
oligonucleétido usando el método descrito en el presente documento, y una segunda etapa de conjugar moléculas o
componentes adicionales a los oligonucleétidos monocatenarios a través de los grupos funcionales en los nucleétidos
con grupos quimicos funcionales.

Sera evidente que cualquier molécula o componente deseable (es decir, entidades) puede conjugarse con los grupos
funcionales en los oligonucleétidos monocatenarios producidos mediante el presente método. Tales moléculas o
componentes simplemente requieren la presencia de un grupo (por ejemplo, grupo reactivo) capaz de reaccionar con
un grupo funcional en el oligonucleétido para formar un enlace covalente. En algunas realizaciones, la molécula o
componente puede ser una molécula de acido nucleico, proteina, péptido, compuesto organico de molécula pequefia
(por ejemplo, un esterol, tal como colesterol), fluordéforo, complejo de metal-ligando, polisacérido, nanoparticula,
nanotubo, polimero, célula, organulo, vesicula, virus, particula similar a virus o cualquier combinacién de estos.

La célula puede ser una célula procariota o eucariota. En algunas realizaciones, la célula es una célula procariota, por
ejemplo, una célula bacteriana.

En algunas realizaciones, el oligonucleétido con grupos quimicos funcionales puede conjugarse o fusionarse con un
compuesto o molécula que tenga un efecto terapéutico o profilactico, por ejemplo, un antibiético, antiviral, vacuna,
agente antitumoral, por ejemplo, un compuesto o isétopo radiactivo, citocina, toxina, oligonucleétido, gen que codifica
un 4cido nucleico o vacuna de acido nucleico.

En algunas realizaciones, el oligonucleétido con grupos quimicos funcionales (por ejemplo, un aptamero) se puede
conjugar o fusionar con un marcador, por ejemplo, un radiomarcador, un marcador fluorescente, un marcador
luminiscente, un marcador croméforo, asi como a sustancias y enzimas que generan un sustrato detectable, por
ejemplo, peroxidasa de rabano picante, luciferasa o fosfatasa alcalina. Esta deteccion se puede aplicar en numerosos
ensayos en los que los anticuerpos se utilizan convencionalmente, incluidos los formatos de transferencia Western
/inmunotransferencia, histoquimica, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) o citometria de flujo (FACS).
También se pueden conjugar marcadores para imagenes por resonancia magnética, sondas de tomografia por emisién
de positrones y boro 10 para terapia de captura de neutrones con los oligonucleétidos con grupos quimicos funcionales
descritos en el presente documento.

En algunas realizaciones, la molécula o componente se puede seleccionar del grupo que consiste en: un fluoréforo,
un esterol (por ejemplo, colesterol), un poliéter, un complejo metélico, una molécula que contiene tiol, una molécula
que contiene un grupo que proporciona una mayor resistencia a las nucleasas y un molécula que contiene un grupo
capaz de participar en una reaccién de quimica clic.

Sera evidente que la molécula o componente conjugado con el oligonucleétido con grupos quimicos funcionales puede
interactuar con otras moléculas y dichas interacciones pueden ser interacciones covalentes o no covalentes. Por
ejemplo, un péptido conjugado con el oligonucledtido puede interactuar con su compafiero de unién afin, tal como un
anticuerpo, de forma no covalente. En un ejemplo adicional, una molécula que contiene un grupo capaz de participar
en una reaccién de quimica clic puede conjugarse con otra molécula o componente como se definié6 anteriormente
mediante reaccidén con un grupo reactivo de dicha molécula o componente para formar un complejo covalente.

La molécula de ADN circular proporcionada en la etapa (a) del presente método se puede producir mediante cualquier
medio adecuado y se conocen bien en la técnica diversos medios. Por consiguiente, el método de la presente invencion
puede comprender etapas adicionales antes de la etapa (a) de proporcionar una molécula de ADN circular.

Por ejemplo, el proceso de produccién de la molécula de ADN circular puede comprender una etapa de disefio de una
secuencia que comprende una o més secuencias de oligonucleétidos deseadas delimitadas por dominios de escisién
(denominados en el presente documento "pseudogén”) in silico. Por lo tanto, el método puede utilizar un método
implementado por ordenador para disefiar el pseudogén y dichos métodos se describen en la técnica, por ejemplo,
Ducani et al. , 2013, citado anteriormente.

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2977159 T3

El término "pseudogén" como se usa en el presente documento se refiere a una secuencia de nucleétidos que
comprende una o0 mas secuencias de oligonucledtidos deseadas, delimitadas por dominios de escisién.
Alternativamente, esta secuencia puede denominarse en el presente documento como la "construcciéon de acido
nucleico".

La secuencia del pseudogén disefiada in silico se puede producir (por ejemplo, sintetizar) usando métodos de sintesis
de genes disponibles comercialmente, o cualquier otro medio adecuado conocido en la técnica, por ejemplo, PCR de
montaje. Por lo tanto, el método puede comprender una etapa de produccién del pseudogén.

El pseudogén puede producirse como una molécula monocatenaria o bicatenaria. El pseudogén se puede circularizar
utilizando cualquier medio adecuado conocido en la técnica para proporcionar la molécula de ADN circular de la etapa
(a). Por ejemplo, se puede ligar una molécula bicatenaria usando una enzima ligasa, como se describe a continuacién.
Se entenderé a este respecto que al menos uno de los extremos 5' del pseudogén esté fosforilado para permitir que
tenga lugar la ligacién. En realizaciones en las que la etapa de producir el pseudogén da como resultado una molécula
de ADN en la que los extremos 5' no estan fosforilados, el método puede comprender una etapa adicional de fosforilar
el(los) extremo(s) 5' del pseudogén, por ejemplo, usando una enzima quinasa, tal como polinucledtido quinasa T4.

De manera similar, cuando el pseudogén se proporciona como una molécula monocatenaria, se puede circularizar
utilizando una enzima ligasa apropiada capaz de catalizar la ligacién intramolecular de moléculas de oligonucleétidos
monocatenarios, tal como CircLigase. Nuevamente, el método puede comprender una etapa adicional de fosforilar
el(los) extremo o extremos 5' del pseudogén, por ejemplo, usando una enzima quinasa, tal como polinucleétido quinasa
T4, para facilitar la reaccién de ligacién.

En algunas realizaciones, puede resultar ventajoso insertar el pseudogén en un plasmido, que puede replicarse en
bacterias, tal como E. coli. Las secuencias de plasmidos adecuadas son bien conocidas en la técnica. Esto permite
comprobar la secuencia del pseudogén (por ejemplo, mediante secuenciacién) y corregir cualquier error en la
secuencia que se va a corregir, por ejemplo, mediante iteraciones de secuenciacién y mutagénesis utilizando cualquier
método adecuado.

La insercion del pseudogén en un plasmido también facilita la generacién de un nimero significativo de copias de la
molécula de ADN circular. Por ejemplo, se puede cultivar una Unica colonia bacteriana que contiene un plasmido que
comprende el pseudogén de secuencia verificada para amplificar el plasmido, que posteriormente se puede purificar
de las bacterias usando cualquier medio adecuado conocido en la técnica.

A continuacién, la secuencia del pseudogén se corta del plasmido, por ejemplo, usando enzimas de restriccién como
se describié anteriormente. La secuencia del pseudogén lineal cortada se puede purificar usando PAGE y extraccién
en gel, u otros métodos adecuados. La secuencia del pseudogén lineal purificada puede luego recircularizarse usando
una enzima ligasa adecuada, tal como ligasa T4, para formar la molécula de ADN circular que se proporcionara en la
etapa (a) del presente método.

Ademas de la amplificacién, el proceso de transfectar el pseudogén que contiene el plasmido en bacterias también
permite producir una reserva bacteriana de glicerol. Las bacterias que comprenden el plasmido del pseudogén
deseado pueden prepararse en glicerol, congelarse y almacenarse de manera estable durante largos periodos de
tiempo.

Por consiguiente, en algunas realizaciones la etapa (a) del presente método comprende:

(i) clonar en un pladsmido de ADN una molécula de ADN lineal que comprende la secuencia de oligonucleétidos
delimitada por dominios de escision;

(ii) amplificar dicho plasmido;

(i) escindir parte del plasmido que contiene la molécula de ADN que comprende la secuencia de oligonucleétidos
delimitada por dominios de escisién; y

(iv) circularizar la parte del plasmido obtenido en la etapa (iii).

En algunas realizaciones, la etapa (ii) comprende transfectar dicho plasmido de ADN en bacterias y hacer crecer las
bacterias.

En algunas realizaciones, la molécula de ADN lineal que comprende la secuencia de oligonucleétidos delimitada por
dominios de escisidbn comprende ademas una regién del extremo 5'y una regién del extremo 3' que comprende cada
una un dominio de escisién y en el que la etapa (iii) comprende escindir los dominios de escisién en las regiones
terminales con una enzima de escision.

Puede usarse cualquier enzima de escisién adecuada como se define en el presente documento para escindir el

pseudogén del plasmido. En algunas realizaciones, la enzima de escision es BsmBI o Bsal o un isoesquizémero de
los mismos.
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En algunas realizaciones particulares de la invencién, el método utiliza una ADN polimerasa phi29 o un derivado de la
misma y un nucledtido con grupos quimicos funcionales que comprende una nucleobase modificada. En algunas
realizaciones, el nucleétido con grupos quimicos funcionales comprende un grupo reactivo en la nucleobase, tal como
un grupo reactivo capaz de participar en una reaccién de quimica clic. En algunas realizaciones, el grupo reactivo en
la nucleobase es un grupo alquino o vinilo como se definié anteriormente. En algunas realizaciones, la cantidad relativa
de nucleétido con grupos quimicos funcionales en la mezcla de RCA es aproximadamente del 25-100 %, por ejemplo,
25-75 %, 50-100 % o 75-100 % o cualquier valor dentro de estos intervalos. En algunas realizaciones, los dominios
de escisidn son capaces de formar estructuras en horquilla en el producto de RCA como se definié anteriormente.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un kit para usar en el método descrito en el presente
documento que comprende:

(i) una molécula de ADN circular que comprende una secuencia de oligonucleétidos delimitada por dominios de
escisién, en donde los dominios de escision comprenden o consisten en una secuencia capaz de formar una estructura
en horquilla y en el que la porcién bicatenaria de la estructura en horquilla comprende una secuencia que es reconocida
por una enzima de escision;

(i) dNTP con grupos quimicos funcionales (por ejemplo, como se define en el presente documento); y

(iii) una o mas enzimas de escisién que escinden los dominios de escisién de (i).

En algunas realizaciones, el kit puede comprender una enzima ADN polimerasa capaz de realizar amplificacién por
circulo rodante, es decir, que comprende al menos algo de actividad de desplazamiento de cadena, como se define
en el presente documento. Por ejemplo, el kit puede comprender una polimerasa phi29 o un derivado de la misma, o
una ADN polimerasa Bst o un derivado de la misma.

En algunas realizaciones, el kit puede comprender una o mas nickasas. Por ejemplo, el kit puede comprender
Nb.BsrDI, Nt.BspQl o una combinacion de las mismas.

En algunas realizaciones, el kit puede comprender una o mas proteinas de unién monocatenarias como se define en
el presente documento. Por ejemplo, el kit puede comprender una proteina de unién a ADN monocatenario de E. colj,
una proteina del gen 32 del fago T4 o una combinacién de las mismas.

En algunas realizaciones, el kit puede comprender una o méas moléculas o componentes que se conjugaran con un
oligonucleétido monocatenario con grupos quimicos funcionales como se definié anteriormente.

La molécula de ADN circular, las enzimas de escisiéon y los dNTP con grupos quimicos funcionales del kit son los
descritos anteriormente.

En algunas realizaciones, al menos el 5 % de los residuos de nucleétidos del oligonucleétido monocatenario con
grupos quimicos funcionales producidos por el método son nucleétidos con grupos quimicos funcionales, es decir,
nucleétidos que contienen un grupo funcional como se define en el presente documento. En algunas realizaciones, al
menos el 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 % o mas de los residuos de nucledtidos del
oligonucleétido monocatenario con grupos quimicos funcionales producidos por el método son nucleétidos con grupos
quimicos funcionales. Por lo tanto, en algunas realizaciones, aproximadamente el 5-100 % de los residuos de
nucleétidos del oligonucleétido monocatenario con grupos quimicos funcionales producidos por el método son
nucleétidos con grupos quimicos funcionales, por ejemplo, aproximadamente 10-95 %, 15-90 %, 20-85 %, 25-80 %,
30-75 %, 35-70 %, 40-65 % o0 45-55 % de los residuos de nucleétidos del oligonucleétido monocatenario con grupos
quimicos funcionales producidos por el método son nucleétidos con grupos quimicos funcionales.

En algunas realizaciones, el oligonucleétido monocatenario con grupos quimicos funcionales producido por el método
puede contener al menos un nucleétido con grupos quimicos funcionales internos, es decir, un nucleétido con grupos
quimicos funcionales que no esté en el extremo 5' o 3' del oligonucledtido. En algunas realizaciones, el oligonucleétido
monocatenario con grupos quimicos funcionales producido por el método puede contener 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10 0
mas nucledtidos con grupos quimicos funcionales internos, por ejemplo, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 o mas
nucleétidos con grupos quimicos funcionales internos.

El oligonucleétido monocatenario con grupos quimicos funcionales producido por el método puede contener uno
cualquiera o mas de los nucleétidos con grupos quimicos funcionales definidos en el presente documento. El
oligonucleétido monocatenario con grupos quimicos funcionales producido por el método puede comprender
nucleétidos con grupos quimicos funcionales que contienen un grupo funcional seleccionado de un grupo alquino, un
grupo alqueno (por ejemplo, un grupo vinilo), un grupo azida, un grupo halégeno, un grupo O-metilo, un azucar ribosa
bloqueado o una combinacién de los mismos.

Por lo tanto, un oligonucleétido monocatenario con grupos quimicos funcionales puede ser obtenido mediante el
método descrito en el presente documento, en el que;
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(i) el oligonucleétido contiene al menos 50 nucleétidos; y

(ii) al menos el 5 % de los residuos de nucleétidos contienen un grupo funcional seleccionado entre un grupo alquino,
un grupo alqueno (por ejemplo, vinilo), un grupo azida, un grupo halégeno, un grupo O-metilo, un azucar ribosa
bloqueado o una combinacién de los mismos, en donde las posiciones preferidas de los grupos funcionales dentro de
los residuos de nucleétidos con grupos quimicos funcionales son como se definieron anteriormente.

Una biblioteca que comprende una pluralidad de oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales
puede obtenerse mediante el método descrito en el presente documento. La biblioteca de una pluralidad de
oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales puede incluir uno o mas oligonucleétidos
monocatenarios con grupos quimicos funcionales como se definié anteriormente.

Aln en un aspecto adicional, la presente invencidén proporciona un método como se define en el presente documento
que es un método para producir un conjunto de oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales
para su uso en hibridacién fluorescente in situ de una sola molécula (smFISH), en el que los nucleétidos con grupos
quimicos funcionales son nucleétidos marcados en forma fluorescente y en el que cada oligonucleétido monocatenario
con grupos quimicos funcionales del conjunto contiene aproximadamente 15-30, preferiblemente aproximadamente
20-25 nucleétidos. En realizaciones preferidas, los nucleétidos con grupos quimicos funcionales estan marcados con
la misma molécula fluorescente.

Como alternativa al uso de nucleétidos con grupos quimicos funcionales marcados directamente con fluorescencia, el
método puede implicar el uso de nucleétidos que comprenden un grupo quimico capaz de participar en la quimica clic,
al que posteriormente se puede conjugar un marcador fluorescente. Los marcadores fluorescentes adecuados son
bien conocidos en la técnica y se definieron anteriormente.

Por consiguiente, en aln un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un método como se define en el
presente documento que es un método para producir un conjunto de oligonucleétidos monocatenarios con grupos
quimicos funcionales para uso en hibridacién fluorescente in situ de una sola molécula (smFISH), en el que los
nucleétidos con grupos quimicos funcionales son nucleétidos que comprenden un grupo quimico capaz de participar
en la quimica clic, y en el que el método comprende ademas una etapa de conjugar un marcador fluorescente con al
menos un nucleétido con grupos quimicos funcionales en cada oligonucleétido con grupos quimicos funcionales
mediante quimica clic, y en el que cada oligonucleétido monocatenario con grupos quimicos funcionales del conjunto
contiene aproximadamente 15-30, preferiblemente aproximadamente 20-25, nucleétidos. Los nucledtidos que
comprenden un grupo quimico capaz de participar en la quimica clic se definieron anteriormente e incluyen nucleétidos
que comprenden un grupo azida, un grupo alquino, un grupo alqueno, un grupo nitrona, un grupo tetrazina o un grupo
tetrazol, o una combinacién de los mismos.

En la técnica de smFISH, los oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales actiian como sondas
de hibridacién para identificar la presencia y ubicacién de moléculas de acido nucleico que comprenden una secuencia
diana especifica que se va a detectar. Por consiguiente, una vez que se ha producido el conjunto de oligonucleétidos
monocatenarios con grupos quimicos funcionales para uso en hibridacién fluorescente in situ de una sola molécula
(smFISH) mediante el método divulgado en el presente documento, los oligonucleétidos con grupos quimicos
funcionales pueden hibridarse con una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia diana para
detectarse en un método de smFISH.

Cuando los oligonucledtidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales producidos por el método comprenden
nucleétidos con grupos quimicos funcionales que comprenden un grupo quimico capaz de participar en la quimica clic,
la etapa de conjugar un marcador fluorescente con los nucleétidos con grupos quimicos funcionales mediante la
quimica clic se puede llevar a cabo antes o después de que los oligonucledtidos con grupos quimicos funcionales se
hibriden con una molécula de 4cido nucleico que comprende una secuencia diana.

Por ejemplo, los oligonucleétidos con grupos quimicos funcionales que comprenden nucleétidos con grupos quimicos
funcionales que comprenden un grupo quimico capaz de participar en la quimica clic pueden someterse a una etapa
de conjugacién de un marcador fluorescente con al menos un nucleétido con grupos quimicos funcionales en cada
oligonucleétido con grupos quimicos funcionales mediante quimica clic, y luego pueden hibridarse con una molécula
de 4cido nucleico que comprende una secuencia diana, una vez que se han conjugado los marcadores fluorescentes.
Alternativamente, los oligonucleétidos con grupos quimicos funcionales que comprenden nucleétidos con grupos
quimicos funcionales que comprenden un grupo quimico capaz de participar en la quimica clic pueden hibridarse
primero con una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia diana, y luego pueden someterse a una
etapa de conjugacién de un marcador fluorescente con al menos un nucleétido con grupos quimicos funcionales en
cada oligonucleétido con grupos quimicos funcionales mediante quimica clic, una vez hibridado con la secuencia
diana.

Por consiguiente, en otro aspecto més, la presente invencién proporciona un método como se define en el presente
documento que es un método para producir un conjunto de oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos
funcionales para uso en hibridacién fluorescente in situ de una sola molécula (smFISH), en el que los nucleétidos con
grupos quimicos funcionales son nucleétidos que comprenden un grupo quimico capaz de participar en la quimica clic,

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2977159 T3

y en el que el método comprende ademés una etapa de conjugar un marcador fluorescente con al menos un nucleétido
con grupos quimicos funcionales en cada oligonucleétido con grupos quimicos funcionales mediante quimica clic, y
en el que cada oligonucleétido monocatenario con grupos quimicos funcionales del conjunto contiene
aproximadamente 15-30, preferiblemente aproximadamente 20-25, nucleétidos, y en el que la etapa de conjugar un
marcador fluorescente con al menos un nucleétido con grupos quimicos funcionales en cada oligonucledtido con
grupos quimicos funcionales mediante la quimica clic se lleva a cabo antes de que los oligonucleétidos con grupos
quimicos funcionales se hibriden con una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia diana.

De manera similar, la presente invencién también proporciona un método como se define en el presente documento
que es un método para producir un conjunto de oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales
para uso en hibridacién fluorescente in situ de una sola molécula (smFISH), en el que los nucledtidos con grupos
quimicos funcionales son nucleétidos que comprenden un grupo quimico capaz de participar en la quimica clic, y en
el que el método comprende ademés una etapa de conjugar un marcador fluorescente con al menos un nucleétido
con grupos quimicos funcionales en cada oligonucleétido con grupos quimicos funcionales mediante quimica clic, y
en el que cada oligonucledtido monocatenario con grupos quimicos funcionales en el conjunto contiene
aproximadamente 15-30, preferiblemente aproximadamente 20-25, nucleétidos, y en el que la etapa de conjugar un
marcador fluorescente con al menos un nucleétido con grupos quimicos funcionales en cada oligonucledtido con
grupos quimicos funcionales mediante quimica clic se lleva a cabo después de que los oligonucleétidos con grupos
quimicos funcionales se hibridan con una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia diana.

Un "conjunto" de oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales se refiere a una pluralidad de
oligonucleétidos con diferentes secuencias, es decir, secuencias que se hibridan con diferentes secuencias (por
ejemplo, no superpuestas) dentro de la diana (la molécula que se va a detectar). En algunas realizaciones, el conjunto
contiene al menos aproximadamente 20 oligonucleétidos, por ejemplo, aproximadamente 22, 25, 27, 30, 35, 40, 45,
50, 60, 70, 80, 90 o 100 oligonucledtidos. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el conjunto contiene
aproximadamente 30-96 oligonucleétidos, por ejemplo, aproximadamente 36, 48, 60, 72, 84 o 96 oligonucleétidos.

Visto de manera alternativa, en algunas realizaciones el pseudogén contiene al menos aproximadamente 20
secuencias de oligonucleétidos delimitadas por dominios de escisidn, por ejemplo, aproximadamente 22, 25, 27, 30,
35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90 o 100 secuencias de oligonucleétidos delimitadas por dominios de escisién. Por ejemplo,
en algunas realizaciones, el pseudogén contiene aproximadamente 30-96 secuencias de oligonucledtidos delimitadas
por dominios de escisidn, por ejemplo, aproximadamente 36, 48, 60, 72, 84 o 96 secuencias de oligonucledbtidos
delimitadas por dominios de escisién.

La invencién se describird ahora con més detalle en los siguientes ejemplos no limitantes con referencia a los
siguientes dibujos:

La Figura 1 muestra fotografias de geles de agarosa visualizados con luz ultravioleta después de la tincién con bromuro
de etidio (arriba) e imagenes fluorescentes utilizando longitudes de onda correspondientes a las longitudes de onda
de emision de los fluordforos (abajo). Los geles de agarosa muestran productos oligonucleotidicos monocatenarios
con grupos quimicos funcionales del método de la invencién (que contienen 378 nucleétidos) que comprenden los
fluoréforos ATTO-488 (A) o Cy3 (B).

La Figura 2 muestra la imagen negativa de una fotografia de un gel de agarosa visualizada con luz ultravioleta después
de la tincién con bromuro de etidio. El gel de agarosa muestra productos de oligonucleétidos monocatenarios con
grupos quimicos funcionales del método de la invencién (que contienen 420 nucleétidos) que comprenden 5-etinil-
dUTP (5-EdUTP) producidos usando diversas cantidades relativas de nucleétidos 5-EdAUTP/dTTP, es decir, 25 %, 50
%, 75 % y 100 % y ADN polimerasa phi29 (A) o ADN polimerasa Bst (B).

La Figura 3 muestra una fotografia de un gel de agarosa visualizado con luz ultravioleta después de la tincién con
bromuro de etidio (izquierda) e imagenes fluorescentes utilizando longitudes de onda correspondientes a las longitudes
de onda de emisién de los fluoréforos Cy3 (derecha). Los geles de agarosa muestran productos de oligonucleétidos
monocatenarios del método de la invencidn (que contienen 420 nucledtidos) que comprenden S-etinil-dUTP (5-EdUTP)
o dTTP convencional que posteriormente se hicieron reaccionar con la molécula de fluoréforo-azida Cy3 (N3-Cy3).
Los cuadros sombreados denotan la presencia de las especies indicadas.

La Figura 4 muestra imagenes negativas de fotografias de geles de agarosa visualizadas con luz ultravioleta después
de la tincién con bromuro de etidio. Los geles de agarosa muestran productos oligonucleotidicos monocatenarios con
grupos quimicos funcionales del método de la invencién (que contienen 420 nucleétidos) que comprenden: (A) 2'-
Flaor-2'-desoxiuridina-5'-trifosfato  (2'F-dUTP); (B) 2'-Desoxitimidina-5'-O-(1-Tiotrifosfato) (a-tiol-dTTP); y (C)
nucledtidos 2-dNTP Alfa S (Alfa S-dATP, Alfa S-dTTP, Alfa S-dCTP, Alfa S-dTTP y una mezcla de Alfa S-dNTP),
producidos utilizando diversas cantidades relativas de nucleétidos con grupos quimicos funcionales. Los paneles de
la derecha en A y B muestran el carril correspondiente al 100 % de nucledtidos con grupos quimicos funcionales
sobreexpuestos para mostrar una banda correspondiente al producto de RCA. El panel derecho en C muestra los
carriles correspondientes a la mezcla Alfa S-dNTP sobreexpuesta para mostrar las bandas correspondientes al
producto de RCA.
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La Figura 5 muestra imagenes negativas de fotografias de geles de agarosa visualizadas con luz ultravioleta después
de la tincién con bromuro de etidio. Los geles de agarosa muestran oligonucledtidos producidos por el método de la
invenciéon sometidos a diversas concentraciones de DNasa |, en los que: (A) muestra los productos de reaccién de un
oligonucleétido que contiene sélo nucleétidos convencionales (ODN natural); (B) muestra los productos de reaccién
de un oligonucleétido que contiene nucleétidos con grupos quimicos funcionales con 2'-Fluoro-2'-desoxiuridina-5'-
trifosfato (2'F-dUTP); y (C) muestra los productos de reaccién de un oligonucleétido que contiene 2'-Desoxitimidina-5'-
O-(1-Tiotrifosfato) (S-ODN).

La Figura 6 muestra una imagen negativa de una fotografia de un gel PAGE desnaturalizante visualizado usando luz
UV después de la tincidn con SybrGold. El gel PAGE muestra productos de oligonucleétidos monocatenarios con
grupos quimicos funcionales del método de la invencién que comprenden 5-Vinil-2'-desoxiuridina-5'-trifosfato (5-Vinil-
dUTP) producido usando diversas cantidades relativas de nucleétidos de 5-Vinil-dUTP, es decir, 25 %, 50 %, 75 % y
100 %.

La Figura 7 muestra una imagen negativa de una fotografia de un gel PAGE desnaturalizante visualizado usando luz
UV después de la tincidn con SybrGold. El gel PAGE muestra productos de oligonucleétidos monocatenarios con
grupos quimicos funcionales del método de la invencién que comprenden 4-Tiotimidina-5'-Trifosfato (4-Tio-dTTP)
producido usando diversas cantidades relativas de nucleétidos 5-Vinil-dUTP, es decir, 25 %, 50 %, 75 % y 100 %.

La Figura 8 muestra versiones anotadas de las secuencias de pseudogenes que se usaron en la produccién de
oligonucleétidos que tienen secuencias correspondientes a las SEQ ID NOs: 1-13. Se identifican las secuencias
reconocidas por las enzimas de escisién y corte, las secuencias en horquilla y las secuencias de oligonucleétidos
finales.

La Figura 9 muestra la estructura de un 2'-Azido-dATP (A) e imagenes negativas de fotografias de geles PAGE
desnaturalizantes visualizados con luz ultravioleta después de la tincién con SybrGold (B y C). Los geles PAGE
muestran productos de oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales del método de la invenciéon
que comprenden 2'-Azido-dATP producido utilizando diversas cantidades relativas de nucleétidos 2'-Azido-dATP, es
decir, 25 %, 50 %, 75 % y 100 % y ADN polimerasa phi29 (B) o ADN polimerasa Bst (C).

La Figura 10 muestra la estructura de una Biotina-16-Aminoalil-2'-dUTP (A) y una imagen negativa de una fotografia
de un gel PAGE desnaturalizante visualizado usando luz UV después de la tincién con SybrGold (B). El gel PAGE
muestra productos de oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales del método de la invencion
que comprenden Biotina-16-Aminoalil-2'-dUTP producido usando diversas cantidades relativas de nucleétidos de
biotina-16-AA-dUTP, es decir, 25 %, 50 %, 75 % y 100 % y ADN polimerasa phi29.

La Figura 11 muestra las estructuras de un nucledtido 5'-Bromo-2'-desoxiuridina-5'-Trifosfato (A) y un nucleétido 5'-
Propinil-2'-desoxicitidina-5'-Trifosfato (B); imagenes negativas de fotografias de geles PAGE desnaturalizantes
visualizadas con luz ultravioleta después de la tincién con SybrGold (C, D, E y F). Los geles PAGE muestran productos
de oligonucledtidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales del método de la invencién que comprenden 5'-
Br-dUTP (C y E) o 5-Propinil-dCTP (D y F) producidos usando diversas cantidades relativas de los respectivos
nucleétidos con grupos quimicos funcionales, es decir, 25 %, 50 %, 75 % y 100 % y ADN polimerasa phi29 o ADN
polimerasa Bst.

La Figura 12 muestra la estructura de un nucleétido 2'-O-Metiladenosina-5'-Trifosfato (A) y una imagen negativa de
una fotografia de un gel PAGE desnaturalizante visualizado con luz ultravioleta después de la tincién con SybrGold
(B). El gel PAGE muestra productos de oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales del método
de la invencién que comprenden 2'-OMe-ATP producido utilizando diversas cantidades relativas de nucledtidos 2'-
OMe-ATP, es decir, 25 %, 50 %, 75 % y 100 % y ADN polimerasa phi29.

La Figura 13 muestra la estructura de un nucleétido LNA-adenosina-5'-trifosfato (A) e imagenes negativas de
fotografias de geles PAGE desnaturalizantes visualizados usando luz UV después de la tincién con SybrGold (B y C).
Los geles PAGE muestran productos de oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales del método
de la invencién que comprenden LNA-ATP producido utilizando diversas cantidades relativas de nucleétidos LNA-
ATP, es decir, 25 %, 50 %, 75 % y 100 % y ADN polimerasa phi29 (B) o ADN polimerasa Bst (C).

Ejemplos

Ejemplo 1 - Produccién enzimatica de oligonucleétidos monocatenarios que comprenden nucleétidos fluorescentes
Se produjeron oligonucledtidos fluorescentes monocatenarios de 378 nucleétidos de longitud (SEQ ID NO: 1)
enzimaticamente usando ADN polimerasa phi29. Esto se hizo a través de incorporacién de dos nucleobases dATP

con grupos quimicos funcionales diferentes, uno que comprende el fluoréforo Cy3 (7-Propargilamino-7-deaza-ATP-
Cy3) y otro que comprende el fluoréforo ATTO-488 (7-Propargilamino-7-deaza-ATP-ATTO-488).
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Se prepard una plantilla de ADN circular bicatenaria que contenia la SEQ ID NO: 1 y dominios de escisiéon en horquilla
como se describe en Ducani et al., 2013, Nature Methods, 647-652. La plantilla (1 ng/uL) se corté con Nb.BsrDl y
Nt.BspQl (0.25 U/uL) y se realizé varias veces una reaccion de amplificaciéon en circulo rodante (0.1-0.25 ng/uL de
ADN plantilla, ADN polimerasa phi29 0.25 U/uL, 0.1 ug del gen T4 32) con diferentes proporciones de dATP naturales
y dATP con grupos quimicos funcionales en cada reaccién (es decir, diferentes cantidades relativas de dATP con
grupos quimicos funcionales, 2 %, 3 % 0 5 %). Los productos de RCA resultantes se diluyeron cinco veces en agua
desionizada y tampén de digestién 1X (acetato de potasio 50 mM, acetato de Tris 20 mM, acetato de magnesio 10
mM, 100 pg/mL de BSA, pH 7.9 a 25 °C) y luego se digirieron con enzima de restriccién BtsCl (0.5 U/uL) durante la
noche a 50 °C y los productos de la digestién se procesaron en geles de agarosa. Las imagenes se realizaron utilizando
las longitudes de onda de emisién correspondientes a los dos fluordforos y, después de la tincion con bromuro de
etidio, mediante visualizacion con UV.

Las imagenes resultantes se muestran en las Figuras 1A y B para ATTO-488 y Cy3, respectivamente. Se puede
observar que el aumento del porcentaje de nucleétidos dATP-ATTO-488 dio como resultado oligonucledtidos con
mayor fluorescencia. Sin embargo, la cantidad total de producto de RCA disminuyd aproximadamente un 60 % cuando
el 5 % de los nucledtidos dATP eran dATP-ATTO-488.

Sorprendentemente y a diferencia del uso de dATP-ATTO-488, el porcentaje de nucledtidos dATP-Cy3 presentes no
pareci6 afectar la eficiencia de la ADN polimerasa phi29; los productos de ADN monocatenario fueron visibles con un
5 % de dATP-Cy3 en la mezcla de RCA (Figura 1 B). Ademas, la incorporacién de los nucleétidos modificados no
impidié ni redujo la eficacia de la enzima de restriccion BtsCl y, en consecuencia, la liberacién de las horquillas
disefiadas que comprenden los dominios de escision.

SEQ ID NO: 1:

CCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCAT
TGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTT
CGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTT

CTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACAC
GGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTA

TTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCC
GCGCACATTTCCCCGAAAAGTG

Ejemplo 2 - Produccién enzimatica de oligonucleétidos monocatenarios que comprenden nucleétidos con grupos
alquino internalizados, es decir, grupos alquino en la nucleobase.

Se produjeron enzimaticamente oligonucleétidos monocatenarios de 420 nucleétidos de longitud (SEQ ID NO: 2) que
comprenden nucleétidos con grupos alquino usando ADN polimerasa phi29.

Se prepard una plantilla de ADN circular bicatenaria que contenia la SEQ ID NO: 2 y dominios de escisiéon en horquilla
como se describe en Ducani et al., 2013, Nature Methods, 647-652. Se realizaron cortes de las reacciones de RCA de
plantilla usando las condiciones descritas en el Ejemplo 1, pero usando cantidades relativas crecientes de 5'-Etinil-
dUTP (5'-EdUTP), es decir, reemplazando dTTP con 5'-EdUTP de modo que la cantidad relativa de 5'-EdUTP fuera 0
% (reaccién de control), 25 %, 50 %, 75 % o 100 %. Después de la amplificacién, los productos de RCA se digirieron
con la enzima de restricciéon BtsCl y se cargaron en un gel de agarosa como se describe en el Ejemplo 2.

Los resultados de la Figura 2A muestran sorprendentemente que incluso cuando se reemplazé el 100 % de los
nucleétidos dTTP con dUTP con grupos quimicos funcionales alquino, los rendimientos de RCA cayeron solo entre un
15-20 %. Por lo tanto, la Figura 2A también demuestra que BtsCl escindid exitosa y eficientemente el producto de
RCA. La incorporacion del nucleétido dUTP con grupos quimicos funcionales alquino se confirmé por el hecho de que
se observé una menor movilidad del oligonucleétido con grupos quimicos funcionales.

Se realizé un experimento adicional reemplazando la ADN polimerasa phi29 con ADN polimerasa Bst. La electroforesis
en gel no mostré cambios en el rendimiento de amplificacién hasta el 50 % de dUTP con grupos quimicos funcionales,
con el producto final desplazado respecto al 25 % de dUTP modificado, confirmando la incorporacién del nucleétido
modificado que tiene mayor peso molecular que su correspondiente nucleétido natural (dTTP) (Figura 2B).

SEQ ID NO: 2:
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ATTGAAGCATGCGGCGTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATGCGTAAGATACCACCA
CACCCGCATTCGCCATTCAGGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTCCAGCTGCTGTTTC
CTGTGTAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGTCATATTTGTTCCCTTTAGATCCGCCTCCAT
CTACAGGGCGCGTCCCCGCGCTTAATGCGCGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGA
CTTACCTTCGGAAAAGAAATTGTTATCCGCTCACAAAAGCCAGAGTATTTAAGCTCCCTC
GTGCGCTCTCCTGTTCCGGGTTATTGTCTCATCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCTTATCA
GACCCTGCCGCTTACAAGTGGTCGCCAGTCTATTAACAGCACTCAATACGGGATAATTT
TTCAATATT

Ejemplo 3 - Reaccién de quimica clic para conjugar azida-fluor6foro con un nucleétido monocatenario que comprende
grupos alquino internalizados

La incorporacién exitosa de los nuclebtidos 5-Etinil-dUTP con grupos quimicos funcionales en el oligonucleétido
producido en el Ejemplo 2 se demostré ademés realizando una reaccién de quimica clic.

El oligonucleétido con grupos quimicos funcionales de la reaccién con el 75 % del nucledtido dUTP con grupos
quimicos funcionales alquino se incubd con una Cy3-azida (50 pM). La solucién de quimica clic también incluia sulfato
de cobre (50 uM) como catalizador, ascorbato de sodio (50 mM)y THPTA (250 pM). Como control negativo, también
se incubd con la Cy3-azida un oligonucleétido producido por el mismo método a partir de la misma plantilla, pero con
dNTP convencionales. Ademas, el oligonucleétido con grupos quimicos funcionales que comprende grupos alquino
internalizados también se incubé en ausencia de Cy3-azida. Las mezclas de reaccién de las tres reacciones se
procesaron en un gel de agarosa y se tomaron imagenes (Figura 3). Se observaron oligonucleétidos monocatenarios
fluorescentes de la longitud esperada sélo para la reaccién que comprende el oligonucledtido con grupos quimicos
funcionales y el fluoréforo-azida. Ademés, no se observé degradacién visible del ADN debido a la presencia del sulfato
de cobre.

Ejemplo 4 - Produccién enzimética de oligonucleétidos monocatenarios que comprenden nucleétidos resistentes a
endonucleasas

El 2'-Fldor-2'-desoxiuridina-5'-trifosfato (2'F-dUTP) o el 2'-Desoxitimidina-5'-O-(1-Tiotrifosfato) (dTTP con fosforotioato)
se han utilizado previamente para modificar oligonucledtidos de ARN y ADN para aplicaciones biomédicas y
terapéuticas, por su capacidad de conferir estabilidad a las nucleasas. Estos nucleétidos modificados se incorporaron
en oligonucleétidos de ADN monocatenario mediante RCA utilizando los esquemas experimentales descritos
anteriormente. Los nucleétidos dTTP convencionales fueron reemplazados por los nucledtidos con grupos quimicos
funcionales en porcentajes crecientes del 0 al 100 %. Los productos de RCA repetidos en tdndem fueron luego
digeridos por la enzima de restriccion BtsCl en oligonucleétidos con grupos quimicos funcionales monocatenarios
discretos de 420 bases (SEQ ID NO: 2).

En el experimento realizado con los nuclebtidos con grupos quimicos funcionales 2'F-dUTP, se hicieron visibles
rendimientos similares de RCA desde el 0 % hasta el 75 % del nuclebtido con grupos quimicos funcionales,
observandose una caida drastica en el rendimiento con el 100 % del nucleétido con grupos quimicos funcionales
(Figura 4A).

En el experimento de dTTP con fosforotioato, el rendimiento de RCA disminuyé gradualmente a medida que
aumentaba la cantidad de nucleétido con grupos quimicos funcionales, hasta aproximadamente una caida del 65 %
con el 75 % del nucleétido con grupos quimicos funcionales, en relaciéon con el rendimiento solo con nucleétidos
convencionales (Figura 4B).

Sin embargo, la sobreexposicidén de los geles de agarosa mostré cémo se produjeron oligonucleétidos monocatenarios
con grupos quimicos funcionales incluso con el 100 % de nucleobases con grupos quimicos funcionales - véanse los
paneles a la derecha de las Figuras 4A y B.

Otros dNTP con fosforotioato (indicados como dNTP Alfa S) se probaron en experimentos adicionales, ya sea
agregados uno por uno o en combinacién (Figura 4C). Incluso en el ultimo caso, en el que el 75 % de todos los
nucleétidos convencionales fueron reemplazados por sus correspondientes nucleétidos con grupos quimicos
funcionales Alfa S, los productos de RCA se sintetizaron y se escindieron enziméticamente para producir
oligonucleétidos visibles en el gel de agarosa.
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Se investig6 la resistencia a la endonucleasa de los oligonucleétidos con grupos quimicos funcionales en relacién con
los oligonucleétidos de control producidos Gnicamente con nucleétidos convencionales. Se incubé un oligonucleétido
de control de 420 nt de longitud producido Unicamente con nucleétidos convencionales, los oligonucleétidos con
grupos quimicos funcionales 2'-F-dUTP y los oligonucleétidos con grupos quimicos funcionales dTTP con fosforotioato
(ambos producidos usando una cantidad relativa del 75 % del nucleétido con grupos quimicos funcionales) con
concentraciones crecientes de ADNasa | (Figuras 5A-C). El oligonucleétido de control se digiri6 completamente con
18 mU/mL de ADNasa |, pero tanto los oligonucleétidos de ADN con grupos quimicos funcionales con 2'-F-dUTP y
dTTP con fosforotioato producidos enzimaticamente todavia eran visibles en geles de agarosa después de la
incubacién con la misma concentracién de endonucleasa.

Ejemplo 5 - Produccién enzimatica de oligonucleétidos monocatenarios que comprenden nucleétidos con grupos vinilo

Se produjeron oligonucleétidos de ADN monocatenario enzimaticamente con longitudes de 76-81 bases (SEQ ID NOs:
3 - 13), con grupos quimicos funcionales con el analogo de timidina 5-Vinil-2'-desoxiuridina-5'-trifosfato (5-Vinil-dUTP)
mediante una reaccién de RCA de acuerdo con los esquemas experimentales descritos anteriormente. Todos los
oligonucledtidos se codificaron en un Unico pseudogén (SEQ ID NO: 16). La incorporacién de dicho nucleétido con
grupos quimicos funcionales en oligonucleétidos monocatenarios permite utilizar reacciones de quimica clic sin cobre
para conjugar moléculas similares a tetrazina con el oligonucleétido. Esta reaccién de alqueno-tetrazina puede ser
completamente ortogonal a la reaccién de quimica clic de alquino-azida realizada anteriormente.

El aumento de la cantidad de nucleétido con grupos quimicos funcionales en la mezcla de reaccién de RCA, en relacién
con el nucleétido convencional dTTP, condujo a la incorporacién exitosa del 5-Vinil-dUTP en el producto de RCA
monocatenario y a la digestién exitosa de las estructuras en horquilla. Sin embargo, los niveles de actividad tanto de
la ADN polimerasa phi29 como de la endonucleasa tipo |l utilizadas para escindir el producto de RCA fueron mas bajos
que en ausencia del nucleétido con grupos quimicos funcionales, lo que en consecuencia condujo a bandas de mayor
peso molecular con estructuras en horquilla no digeridas cuando los nucleétidos con grupos quimicos funcionales
reemplazaron completamente los nucleétidos dTTP convencionales (Figura 6).
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SEQ ID NO | Sanusnoiy

3 GAACCGTCCCAAGCGTTGCGCCACATCTGCTGGAAGGTGGAC
AGTGAGAGGACACCTACGAATCGCAACGGGTATCCT

4 GAACCGTCCCAAGCGTTGCGCCTGGGTACATGGTGGTACCAC
CAGACAGGACACCTACGAATCGCAACGGGTATCCT

5 GAACCGTCCCAAGCGTTGCGGAGAGCATAGCCCTCGTAGATG
GGCAAGGACACCTACGAATCGCAACGGGTATCCT

6 GAACCGTCCCAAGCGTTGCGGTCCCAGTTGGTAACAATGCCA
TGTTCAATGAGGACACCTACGAATCGCAACGGGTATCCT

7 GAACCGTCCCAAGCGTTGCGCGGACTCATCGTACTCCTGCTT
GCTGAGGACACCTACGAATCGCAACGGGTATCCT

8 GAACCGTCCCAAGCGTTGCGTTCTCTTTGATGTCACGCACGAT
TTCCCAGGACACCTACGAATCGCAACGGGTATCCT

9 GAACCGTCCCAAGCGTTGCGCTCGGTCAGGATCTTCATGAGG
TAGTCTGTAGGACACCTACGAATCGCAACGGGTATCCT

10 GAACCGTCCCAAGCGTTGCGTTTCACGGTTGGCCTTAGGGTT
CAGGGGAGGACACCTACGAATCGCAACGGGTATCCT

11 GAACCGTCCCAAGCGTTGCGGTACTTCAGGGTCAGGATACCT
CTCTTGAGGACACCTACGAATCGCAACGGGTATCCT

12 GAACCGTCCCAAGCGTTGCGCTGCTCGAAGTCTAGAGCAACA
TAGCACAAGGACACCTACGAATCGCAACGGGTATCCT

13 GAACCGTCCCAAGCGTTGCGCCTCGTCACCCACATAGGAGTC
CTTCAGGACACCTACGAATCGCAACGGGTATCCT

Ejemplo 6 - Produccién enzimatica de oligonucledtidos monocatenarios que comprenden nucleétidos tiolados

Se produjeron enziméticamente oligonucleétidos de ADN monocatenario con grupos quimicos funcionales con un
dTTP tiolado (4-Tiotimidina-5'-Trifosfato) mediante una reaccién de RCA usando el esquema de reaccién y las
plantillas descritas anteriormente (SEQ ID NOs: 3-13). Todos los oligonucleétidos se codificaron en un Unico
pseudogén (SEQ ID NO: 16).

La incorporacién del nucledtido tiolado en el oligonucleétido monocatenario mediante la incorporacién de la ADN
polimerasa phi29 fue muy exitosa en cantidades del nucleétido con grupos quimicos funcionales de hasta el 75 % de
reemplazo del correspondiente nucleétido convencional (dTTP) (Figura 7), es decir, una cantidad relativa del 75 % del
nucleétido con grupos quimicos funcionales.

Los productos de RCA se digirieron mediante enzimas de restricciéon de tipo [l como se describié anteriormente; sin
embargo, una digestion completa de los productos de RCA con grupos quimicos funcionales requirid una
concentracién de enzima 10 veces mayor que la concentracién utilizada en los productos de RCA que comprenden
sélo nucleétidos convencionales. Cuando el nucleétido dTTP convencional se reemplazé completamente con el
nucleétido tiolado con grupos quimicos funcionales, no se observaron oligonucleétidos monocatenarios después del
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tratamiento con las enzimas de restriccion de tipo I, aunque solo se observé una acumulacién muy débil de productos
de RCA no digeridos en el pocillo, lo que sugiere que la actividad de la polimerasa también se vio afectada.

Ejemplo 7 - Produccién enzimatica de oligonucleétidos monocatenarios que comprenden nucleétidos de azida

Se produjeron enziméaticamente oligonucleétidos monocatenarios de 420 nucleétidos de longitud (SEQ ID NO: 2) que
comprenden porcentajes crecientes de nucleétidos 2'-Azido-dATP con grupos quimicos funcionales (Figura 9A), que
reemplazan a los correspondientes nucleétidos dATP convencionales usando ADN polimerasa phi29 (Figura 9B) y
ADN polimerasa Bst (Figura 9C).

Los grupos azido de alta densidad en las cadenas de ADN recién sintetizadas permiten la introduccién de grupos
funcionales después de la sintesis con moléculas de alquino, ya sea mediante una cicloadicién de Huisgen catalizada
por Cu(l) (quimica "clic") o mediante una cicloadicion [3 + 2] promovida por cepa de azidas y cicloalquinos, por ejemplo,
ciclooctino o ciclononino.

En la etapa de amplificacién se utilizaron dos polimerasas diferentes con actividad de desplazamiento de cadena: ADN
polimerasa phi29 o ADN polimerasa Bst. Ambas polimerasas pudieron incorporar el nucleétido con grupos quimicos
funcionales en los productos de amplificacién, que luego se digirieron y se procesaron en un gel de agarosa.

Los productos de ADN producidos con las ADN polimerasas phi29 fueron visibles en el gel hasta el 75 % de los
nucleétidos modificados (Figura 9B), mientras que los productos de las ADN polimerasas Bst fueron visibles hasta el
100 % (Figura 9C), aunque las sales del tampén de amplificaciéon de Bst produjeron un efecto de manchado (incluso
en el carril correspondiente al 0 % de 2'-Azido dATP). Los nucleétidos con grupos quimicos funcionales se incorporaron
con éxito y no afectaron significativamente a la formacién de estructuras en horquilla, que permiten la escisién del
producto de amplificacion.

Ejemplo 8 - Produccién enzimatica de oligonucledtidos monocatenarios que comprenden nucleétidos biotinilados

Se utilizaron oligonucleétidos monocatenarios de 420 nucleétidos de longitud (SEQ ID NO: 2) que comprenden
porcentajes crecientes (25 %-100 %) de biotina-16-Aminoalil-2'-dUTP con grupos quimicos funcionales (Figura 10A),
que reemplazan el correspondiente nucleétido convencional dTTP producidos enzimaticamente usando ADN
polimerasa phi29 (Figura 10B).

La incorporacidén de los nucleétidos biotinilados sélo afectd ligeramente a la reaccién de amplificacién del ADN vy,
sorprendentemente, a pesar del potencial de impedimento estérico debido al gran tamafio del nucledtido con grupos
quimicos funcionales, no interfirié con la formacién de las estructuras en horquilla, que permiten la escisién de los
productos de RCA. La incorporacién de multiples biotinas internas en un polinucleétido con grupos quimicos
funcionales permite la conjugacién con moléculas con grupos quimicos funcionales con estreptavidina.

Ejemplo 9 - Produccién enzimética de oligonucleétidos monocatenarios que comprenden pirimidinas modificadas en
5: 5-Bromo-2'-desoxiuridina-5'-Trifosfato y 5-Propinil-2'-desoxicitidina-5'-Trifosfato

Oligonucledtidos monocatenarios de 420 nucleétidos de longitud (SEQ ID NO: 2) que comprenden porcentajes
crecientes (25 %-100 %) de pirimidinas modificadas en 5 no naturales: 5-Bromo-2'-desoxiuridina-5'-Trifosfato (Figura
11A) y 5-Propinil-2'-desoxicitidina-5'-Trifosfato (Figura 11 B), que reemplazan los correspondientes nucleétidos
convencionales dTTP y dCTP, respectivamente, se produjeron enziméticamente usando ADN polimerasa phi29
(Figuras 11C y 11 D) y ADN polimerasa Bst (Figuras 11 E y 11 F). Sorprendentemente, ambos nucleétidos con grupos
quimicos funcionales se incorporaron con éxito en la secuencia de ADN recién sintetizada sin afectar la formacién de
las estructuras en horquilla en el producto de RCA, permitiendo asi que se produjera la reaccién de escisién.

Ejemplo 10 - Produccién enzimatica de oligonucleétidos monocatenarios que comprenden 2'-O-Metil-ATP

Se produjeron enziméticamente oligonucleétidos monocatenarios de 420 nucleétidos de longitud (SEQ ID NO: 2) que
comprenden porcentajes crecientes (25 %-100 %) de 2'-O-Metil-ATP (Figura 12A), que reemplazan al nucleétido
convencional correspondiente dATP, usando ADN polimerasa phi29 (Figura 12B). Incluso con el 100 % del nucleétido
con grupos quimicos funcionales presente, el producto de la amplificacién seguia siendo visible. Este resultado fue
contrario a estudios previos que demostraron que ninguna polimerasa natural conocida es capaz de aceptar
eficientemente estos sustratos modificados (Romesberg, JACS 2004, 10.1021/ja038525p).

Ademas, no se observaron bandas de ADN no digerido de mayor peso molecular en el gel, lo que demuestra que la
presencia de los nucleétidos con grupos quimicos funcionales no afecté la formacién de la estructura en horquilla ni
su digestion por la enzima de restriccién. Este fue un resultado sorprendente en vista de la resistencia a las nucleasas
que los grupos O-metilo confieren a las moléculas de ADN.

Ejemplo 11 - Produccidén enzimatica de oligonucleétidos monocatenarios que comprenden LNA-adenosina-5'-trifosfato
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Se produjeron enziméticamente oligonucleétidos monocatenarios de 420 nucleétidos de longitud (SEQ ID NO: 2) que
comprenden porcentajes crecientes (25 %-100 %) de LNA-adenosina-5'-trifosfato (Figura 13A), que reemplazan al
correspondiente nucleétido convencional dATP, usando ADN polimerasa phi29 (Figura 13B) y ADN polimerasa Bst
(Figura 13C).

Aunque los monémeros de LNA imitan estructuralmente al ARN, incluso con el 100 % del nucleétido con grupos
quimicos funcionales, la eficacia de las polimerasas, tanto la ADN polimerasa phi29 como las ADN polimerasas Bst,
no se vio afectada significativamente. Ademas, el nucleétido con grupos quimicos funcionales no interfiri6 con la
formacién de las estructuras en horquilla que permiten la digestion de los productos de amplificacién.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales, comprendiendo dicho
método:

(a) proporcionar una molécula de ADN circular que comprende una secuencia de oligonucledtidos delimitada por
dominios de escisién que contienen una secuencia que es reconocida por una enzima de escisién en la que un dominio
de escisién comprende una secuencia capaz de formar una estructura en horquilla, en la que la porcién bicatenaria
de la estructura en horquilla comprende la secuencia que es reconocida por una enzima de escision;

(b) realizar una reaccién de amplificacién de circulo rodante (RCA) con la molécula de ADN circular de (a) como
plantilla y uno o mas nucleétidos con grupos quimicos funcionales (dNTP);

(c) escindir enziméticamente el producto de la reaccion de RCA en los dominios de escisién para liberar los
oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales; y

(d) aislar o purificar los oligonucledtidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que la molécula de ADN circular es bicatenaria y en el que el método
comprende una etapa adicional de escindir una cadena sencilla de la molécula de ADN circular para proporcionar una
plantilla de RCA, antes de que se realice la reaccién de RCA, opcionalmente en el que la etapa de escindir una cadena
sencilla de la molécula de ADN circular para proporcionar una plantilla de RCA comprende escindir una cadena sencilla
de la molécula de ADN circular con una enzima de escision, preferiblemente en el que la enzima de escisién es una
nickasa, opcionalmente en el que la enzima de escisién es Nb.BsrDI, Nt.BspQl o una combinacién de las mismas,
mas preferiblemente en el que la molécula de ADN circular contiene una secuencia que es reconocida por la enzima
de escisién, opcionalmente en el que la secuencia que es reconocida por la enzima de escisién esté entre los dominios
de escisién que delimitan la secuencia de oligonucleétidos y no esté en la secuencia de oligonucledtidos.

3. El método de la reivindicaciéon 1 o 2, en el que los dNTP con grupos quimicos funcionales: (i) se seleccionan del
grupo que consiste en: nucleétidos que comprenden un grupo alquino, nucleétidos marcados en forma fluorescente,
nucleétidos que comprenden un grupo esterol, nucleétidos que comprenden un grupo poliéter, nucleétidos que
comprenden un complejo metélico, nucleétidos que comprenden un grupo vinilo, nucledtidos que comprenden un
grupo tiol, nucleétidos tionados, nucleétidos modificados para tener mayor resistencia a la nucleasa, nucleétidos que
comprenden un grupo quimico capaz de participar en una reaccién de quimica clic, y nucleétidos que afectan la
termoestabilidad del oligonucledtido; y/o (ii) nucledtidos que comprenden un grupo alquino, un grupo alqueno, un grupo
azida, un grupo halégeno, un grupo O-metilo, o un azUcar ribosa bloqueado.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que los dNTP con grupos quimicos funcionales son
nucleétidos que comprenden un grupo alquino, un grupo vinilo o un grupo azida.

5. El método de la reivindicacién 3 o 4, en el que el método comprende ademas una etapa de conjugar una molécula
o0 componente con el oligonucleétido mediante el grupo alquino, vinilo o azida, opcionalmente en el que la molécula o
componente se selecciona del grupo que consiste en: un fluoréforo, un esterol, un poliéter, un complejo metalico, una
molécula que contiene un grupo tiol, una molécula que contiene un grupo que proporciona mayor resistencia a la
nucleasa y una molécula que contiene un grupo capaz de participar en una reaccién de quimica clic.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que los dominios de escisién: (i) estan directamente
adyacentes a la secuencia de oligonucleétido; y/o (ii) que delimita la secuencia de oligonucledtido son los mismos.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la enzima de escisién es una endonucleasa de
restriccidn tipo |, opcionalmente una endonucleasa de restriccion tipo 11S, tal como BseGl o BtsCl.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la reaccién de RCA usa ADN polimerasa phi29
o ADN polimerasa Bst.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la molécula de ADN circular comprende una
pluralidad de secuencias de oligonucleétidos, en el que cada secuencia de oligonucleétido estad delimitada por
dominios de escisidn, opcionalmente en el que las secuencias de oligonucleétidos son diferentes.

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que la etapa (a) comprende:

(i) clonar en un pladsmido de ADN una molécula de ADN lineal que comprende la secuencia de oligonucleétidos
delimitada por dominios de escision;

(ii) amplificar dicho plasmido, que opcionalmente comprende transfectar dicho plasmido de ADN en bacterias y cultivar
las bacterias;

(i) escindir parte del plasmido que contiene la molécula de ADN que comprende la secuencia de oligonucleétidos
delimitada por dominios de escisién; y

(iv) circularizar la parte del plasmido obtenido en la etapa (iii),
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opcionalmente en el que la molécula de ADN lineal que comprende la secuencia de oligonucleétidos delimitada por
dominios de escisibn comprende ademas una regién del extremo 5'y una regién del extremo 3' comprendiendo cada
una un dominio de escisién y en el que la etapa (iii) comprende escindir los dominios de escisién en las regiones del
extremo con una enzima de escisién, opcionalmente en el que dicha enzima de escisién es BsmBI o Bsal.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que la molécula de ADN circular comprende una
secuencia entre los dominios de escisién que delimitan la secuencia de oligonucleétidos, que no es la secuencia de
oligonucledtidos, y que funciona como: (a) un sitio de unién al cebador de RCA; y/o (b) un sitio de escisién para una
enzima nickasa.

12. Uso de una molécula de ADN circular que comprende una secuencia de oligonucleétidos delimitada por dominios
de escisién en la produccién de un oligonucleétido monocatenario con grupos quimicos funcionales, en la que los
dominios de escision contienen una secuencia que es reconocida por una enzima de escisién, y en la que el dominio
de escisién comprende una secuencia capaz de formar una estructura en horquilla, en la que la porcién bicatenaria
de la estructura en horquilla comprende la secuencia que es reconocida por una enzima de escisién.

13. El uso de la reivindicacién 12, en la que los dominios de escisién son como se definen en la reivindicacion 6 o 7
y/o la molécula de ADN es como se define en la reivindicacion 9.

14. Un kit para uso en el método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 que comprende:

(i) una molécula de ADN circular que comprende una secuencia de oligonucleétidos delimitada por dominios de
escisién, en donde los dominios de escision comprenden o consisten en una secuencia capaz de formar una estructura
en horquilla y en el que la porcién bicatenaria de la estructura en horquilla comprende una secuencia que es reconocida
por una enzima de escision;

(i) dNTP con grupos quimicos funcionales, opcionalmente como se define en la reivindicacién 3 0 4; y

(iii) una o mas enzimas de escisién que escinden los dominios de escisién de (i),

opcionalmente en el que los dominios de escisién son como se definen en las reivindicaciones 6 o 7 y/o la molécula
de ADN es como se define en la reivindicacion 9.

15. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a4 o0 6 a 11, que es un método para producir un conjunto
de oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales para uso en hibridacién fluorescente in situ de
una sola molécula (smFISH), en el que los nucleétidos con grupos quimicos funcionales son nucleétidos marcados en
forma fluorescente y en el que cada oligonucleétido monocatenario con grupos quimicos funcionales en el conjunto
contiene aproximadamente 15-30, preferiblemente aproximadamente 20-25, nucledtidos.

16. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, que es un método para producir un conjunto de
oligonucleétidos monocatenarios con grupos quimicos funcionales para uso en hibridacién fluorescente in situ de una
sola molécula (smFISH), en el que los nucleétidos con grupos quimicos funcionales son nucledtidos que comprenden
un grupo quimico capaz de participar en quimica clic, y en el que el método comprende ademés una etapa de conjugar
un marcador fluorescente con al menos un nucleétido con grupos quimicos funcionales en cada oligonucleétido con
grupos quimicos funcionales mediante quimica clic, y en el que cada oligonucledtido monocatenario con grupos
quimicos funcionales en el conjunto contiene aproximadamente 15-30, preferiblemente aproximadamente 20-25,
nucleétidos.

17. El método de la reivindicacién 16, en el que: (i) los nucleétidos que comprenden un grupo quimico capaz de
participar en la quimica clic son nucleétidos que comprenden un grupo azida, un grupo alquino, un grupo alqueno, un
grupo nitrona, un grupo tetrazina o un grupo tetrazol, o una combinacidn de los mismos; y/o (ii) la etapa de conjugar
un marcador fluorescente con al menos un nucleétido con grupos quimicos funcionales en cada oligonucleétido con
grupos quimicos funcionales mediante quimica clic se lleva a cabo antes o después de que los oligonucleétidos con
grupos quimicos funcionales se hibriden con una molécula de &cido nucleico que comprende una secuencia diana.
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Lavenda

Negrita {sscuencia de la srwima de restricidn Bsab)

Heousdre T raouacdro des seauencia de enzima de gorte Niv.Berl

C refvar Qursiva de secuenaia de enzima de corle NELBspQi

TS estructras an hwwquiia

Subravads: secuancia de oligoniciadtide despuds de asciaidn con BiaUiRseGt

BEL HY N{} 14 Ssmsmia de proudogén paraSEL D NO: 4

T CCOGCETOAATALGGE
ATAATRCC uCG{?CA GATA@C&JAI& CITTAAAAQTGCICATCATTCCAAAALCTITCTICE

GRGTGCARAACTICTCAARBATCTTACCGLIGTTGAGATCCAGTTCOATGTAARLCALICE
*GCN"C* ASACTCATCTICAGCATCTTTTACTITCACCAGCRTTICTGGET GAGC#\&\AA&

CAGRAAGGLAARATOLLELRAASAAAGHGAATAAGRRLGAGATGGAARTRTTORAATAL
CA“M‘“?&;T’”CC?‘”TY“O}»&T LAY TGAAGCATTTATCARCGEITATIGQTCICATGAGT G*\
TACGATATTTIOAATGTATTTAGAAMAATAAACAAATARGEGTTCCGCGRACATITOCCCGA

AAAGTEE FOTCTTCTGCATTGGAGATC

SEQ 1D NO; 15 ~ Secuencia de pseudogsn para SEQ 1D NO: 2 _
GGTOTCATAT TGCATARATTTY ATTGAAGLATOURG
COTGCATAATTC T TAL TG TCATRUCATGURTAAGATACCACLACALCUREATIOGCE
;a ? CARRCGGLOGLLACLBCAETGRAGCTCCAGOTGUTRITTCCTETGTAGAGTTIGGET
GLTeTTOATLCEGTCATATT TG TCCCTTTAGATCCRRCTGRA TCT#XC’AmGG“”‘C{JE G
{‘ SR CELITAATRLOLEEEETARLTALOROTACARTAGAAGGARTTACCTTCORAAAA
GARATTGTIATLLRCTCALARAAGCLAGARTATITAAGLTCLCTORTGUREIRICCTG
?CwaC A TG T CA T GCRARCRAB T TG TCTTGU T TATCAGAL L TRCCEG “i“‘?»s
CAABTGOTOGUCAGTUTATTAACAGCACTOAATACGRRATAATITTTCAATATY 3
AGCTCTTCATGCATTGGAGACT

SEQ I i\K} 16 ~ Secaes\cia de p

“““““““““““““

GAALOETCCCALMGD
ITGAG > ACG,&RY{,GCAA{‘GG
Q&M&&CT&: {:A%ammc COTOOG

CAGGA{M&JUT \,xsm*‘(‘uomcsGammm‘:g-
OTCTTCATGCATTGGAGACT
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Figura 10
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Figura 12
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