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REIVINDICACIONES MODIFICADAS BAJO EL ARTICULO 41 DEL PCT

Un método para crear un miultiplex de acido nucleico, donde dicho método
comprende las etapas de:

1) Crear una mezcla que comprende agua, un diplex Watson-Crick, un
namero suficiente de moléculas de bases mixtas de secuencia de Unica
hebra para formar un miiltiplex que incluye el diplex Watson-Crick, y un
agente acelerador que aumenta una velocidad o cantidad de formacion de
maltiplex, dicho multiplex es un triplex o cuadruplex, en donde dicha
molécula o moléculas de (inica hebra se seleccionan de manera tal, que si
es en un miliplex, van a estar cada una relacionadas a todas las demas
hebras del mdltiplex por adherencia a las reglas de par base, donde
dichas reglas son ya sean reglas de pareamiento de base de Watson-
Crick o las reglas de pareamiento de base de unién homologa; y

2) Incubar dicha mezcla para permitir que se forme el multiplex, cada hebra
de dicho multiplex estd relacionada a todas las demas hebras del
multiplex por adherencia a las reglas de pareamiento de base; con la
salvedad que, dentro del miiltiplex, el daplex Watson-Crick adicionado en
el paso 1 es heteropolimérico con un contenido G-C entre 10% y 90%.

El método de la Reivindicacién 1 en donde el daplex retiene sustancialmente su
estructura de doble hélice y la molécula de anica hebra reside en un surco de
dicha estructura de doble hélice.

El método de la Reivindicacibn 2 en donde la molécula de dnica hebra se
relaciona con una hebra del dlplex por reglas de pareamiento de base de
Watson-Crick y a la segunda hebra del duplex por reglas de pareamiento de
base de unién homologa.

El método de la Reivindicacién 3 en donde el dliplex retiene sustancialmente su
estructura de doble hélice y la molécula de Gnica hebra reside en un surco de
dicha estructura de doble hélice.

Un método de acuerdo a cualquiera de las anteriores Reivindicaciones, en
donde, dentro del maitiplex, el duplex Watson-Crick adicionado en el paso (1)
es heteropolimérico con un contenido G-C entre 10% y 90%, y ademés las
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frecuencias combinadas entre dimeros purinas-piriminida y dimeros pirimidina-
purina exceden el 25%.

Un método de acuerdo a cualquiera de las anteriores Reivindicaciones en
donde los pasos (1) y (2) se llevan a cabo con las hebras y/o duplexes de acido
nucleico que no estan en una célula.

Un método de acuerdo a cualquiera de las anteriores Reivindicaciones en
donde el paso (2) se lleva a cabo sin la ayuda de una proteina.

Un método de acuerdo a cualquiera de las anteriores Reivindicaciones en
donde en el paso (1), el agua se agrega de manera que acumule, con base en
el volumen, al menos el 50% del volumen final de la mezcla.

Un método de acuerdo a cualquiera de las anteriores Reivindicaciones en
donde el paso (2) se lleva a cabo a una temperatura o a temperaturas por
encima de la temperatura de congelamiento de la solucién acuosa y a no méas
de 85°C.

Un método de acuerdo con la Reivindicacién 9, en donde el paso (2) se lleva a
cabo a una temperatura o temperaturas entre 5°C y 30°C.

Un método de acuerdo a cualquiera de las anteriores Reivindicaciones, en
donde en el paso (1), se agrega un catién como agente acelerador.

Un método de acuerdo con la Reivindicacién 15, donde dicho catibn se
selecciona del grupo que consiste de Na* suministrado a una concentracion de
50mM a 125mM, Mn*2 suministrado a una concentracién de 10 mM a 45mM,
Mg*? suministrado a una concentracién de 10mM a 45mM y Ni*2 suministrado a
una concentracién de 20mM.

Un método de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 10 , en
donde en el paso (1) se agrega un intercalador como agente acelerador.

Un método de acuerdo con la Reivindicacién 13, en donde el intercalador es un
intercalador fluorescente.
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Un método de acuerdo a la Reivindicacién 14, en donde el intercalador
fluorescente se selecciona del grupo gue consiste de YOYO-1, TOTO-1 YOYO-
3, TOTO-3, POPO-1, BOBO-1, POPO-3, BOBO-3, LOLO-1, JOJO-1, dimeros
de cianina, YO-PRO-1,TO-PRO-1, YO-PRO-3, TO-PRO-3, TO-PRO-5, PO-
PRO-1, PO-PRO-3, BO-PRO-3, LO-PRO-1, JO-PRO-1, mondmeros de cianina,
bromoro de etidio, etidiohomodimero-1, etidiohomodimero-2, derivados de
etidio, acridina, acridina naranja, derividos de acridina, eterodimero etidio-
acridina, monoacida de etidio, yoduro de propidio, colorantes SYTO, verde1
SYBR, colorantes SYBR, Verde Pico, colorantes SYTOX, y 7-
aminoactinomicina D.

Un método de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 10, en donde
el agente acelerador es un fluorSforo no-intercalante.

Un método de acuerdo a la Reivindicacién 16, en donde el fluoréforo no-
intercalante se selecciona del grupo que consiste de biotina, rodamina,
colorantes Alexa, colorantes BODIPY, conjugados de biotina, sondas
tiolreactivas , floreceina y derivados que incluyen pero no se limitan a las
sondas en jaulas, Verde Oragon, Verde Rodamina, colorantes QSY.

Un meétodo de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 10, en donde
en el pasc (1) el agenta acelerador es un intercalador que se liga al surco
menor y/o mayor del diplex de Watson-Crick.

Un método de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 10, en donde
en el paso (1) se adiciona un agente acelerador que es un agente de
condensacién con relacién al ddplex Watson-Crick.

Un método de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 10, en donde
en el paso (1) se agrega un agente acelerador que es un agente de
descondensacion con relacién al daplex Watson-Crick.

Un método de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones anteriores, en
donde en el paso (1) el agente acelerador a 25°C es un liquido.

El método de la Reivindicacién 21, en donde en el paso (1) el agente acelerador
es un liquido organico soluble en agua.
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Un método de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones anteriores en
donde el multiplex creado es un triplex, en el paso (1) el nimero suficiente de
moléculas de Gnica hebra es 1, y en el paso (2) se forma el triplex.

Un método para detectar un triplex, donde dicho método comprende el método
de la Reivindicaciéon 23 y ademas comprende un paso adicional (3) en el cual el
triplex es detectado.

Un método de acuerdo con la reivindicacion 24 en donde dicho meétodo
discrimina entre una complementacién perfecta por reglas de pareamiento de
base, una mala-complementacién ¢ eliminacién de una base, y una mala-
complementacién o eliminacién de dos bases, entre el duplex y la molécula de
Unica hebra en el triplex.

Un método de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 22, en donde
el multiplex creado es un cuadruples, en el paso (1) el duplex Watson-Crick es
un primer Watson-Crick duplex, y en el paso (1) el nimero suficiente de hebras
moleculares simples es 2, esas hebras simples se encuentran en otro duplex
Watson-Crick, y el paso (2) se forma el cuédruples a partir del primer y
segundo duplex.

Un método para detectar un cuadruples, que involucra los pasos para crear un
cuadruples de acuerdo con la reivindicacion 26, y presentando un paso
adicional (3) en el cual el cuadruples es detectado.

Un método de acuerdo con la reivindicacién 27, en donde dicho método
discrimina entre una complementacién perfecta por reglas de pareamiento de
base, una mala-complementacién o eliminacion de una base, y una mala-
complementacién o eliminacion de dos bases, entre el primero y segundo
duplex de Watson-Crick.

Un triplex que comprende una sonda de (nica hebra unida a un blanco de 4cido
nucleico de doble hebra, en donde dicha sonda comprende un 4cido nucleico
heteropolimérico o un analogo de &cido nucleico heteropolimérico, y todas las
tripletas de base de dicho triples son miembros seleccionados del grupo que
consiste de A-T-A, T-A-T, U-A-T, T-A-U, A-U-A, U-A-U, G-C-G y C-G-C.

Un triplex de acuerdo con la Reivindicacién 29, en donde el blanco de acido
nucleico de doble hebra retiene sustanciaimente su estructura de doble hélice y
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el &cido nucleico o anélogo heteropolimérico se encuentra en un surco de dicha
estructura de doble hélice.

Un triplex de de acuerdo con la Reivindicacién 29 o 30, en donde el acido
nucleico y anélogo heteropolimérico cada uno tiene un contenido G-C entre 10 y
90%.

Un cuadruplex que comprende: una primera hebra que contiene una primera
sacuencia de nucleobases; una segunda hebra que contiene una segunda
secuencia de nucleobases, en donde dicha segunda hebra esta asociada con
dicha primera hebra por enlace Watson-Crick; una tercera hebra que contiene
una tercera secuencia de nucleobases; y una cuarta hebra que contiene una
cuarta secuencia de nucleobases, en donde dicha cuarta hebra esta asociada
con dicha tercera hebra por enlace Watson-Crick.

Un cuadruplex de acuerdo con la Reivindicacién 32, en donde cada una de
dichas cuatro hebras es heteropolimérica con un contenido G-C entre el 10% y

el 90%.

Un cuadruplex de acuerdo con la Reivindicacién 32 o 33, en donde ya sea (1) la
segunda y cuarta hebras estdan alineadas en una direccion paralela 3' a ' y el
ligamiento entre dichas dos hebras se hace de acuerdo a reglas de pareamiento
de base homélogas o (2) la primera y tercera hebras estdn alineadas en una
direccion paralela de 5' a 3' y el ligamiento entre dichas dos hebras se hace de
acuerdo a las reglas de pareamiento de bases homologas o (3) la segunda y
cuarta hebra estén alineadas en una direccién paralela de 3’ a &' y el ligamiento
entre dichas segunda y cuarta hebras se hace de acuerdo a reglas de
pareamiento de bases homélogas y ademés la primera y tercera hebras estan
alineadas en una direccién paralela de 5' a 3 y el ligamiento entre dichas
primera y tercera hebras se hace de acuerdo a reglas de pareamiento de bases
homdlogas.

Un cuadruplex de acuerdo con la Reivindicacién 32 o 33, en donde ya sea (1) la
segunda y cuarta hebras estén alineadas en una direccién paralela 3' a 5' y el
ligamiento entre dichas dos hebras se hace de acuerdo a reglas de pareamiento
de base Watson-Crick o (2) la primera y tercera hebras estén alineadas en una
direccion paralela de 5’ a 3'y el ligamiento entre dichas dos hebras se hace de
acuerdo con reglas de pareamiento de base Watson-Crick o (3) la segunda y
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cuarta hebras estan alineadas en una direccién paralela 3' a 5' y el ligamiento
entre dichas segunda y cuarta hebras se hace de acuerdo con reglas de
pareamiento de base Watson-Crick y ademas la primera y tercera hebras estan
alineadas en una direccion paralela de 5 a 3' y el ligamiento entre dichas
primera y tercera hebras se hace de acuerdo a reglas de pareamiento de base
Watson-Crick.

Un cuédruplex de acuerdo con la Reivindicacién 32 o0 33 en donde ya sea (1) la
primera y cuarta hebras estan alineadas en direcciones anti-paralelas 5'a 3'y 3'
a 5', respectivamente, y el ligamiento entre las dos hebras se hace de acuerdo a
reglas de pareamiento de base Watson-Crick o (2) la segunda y tercera hebras
estan alineadas en una direcciones anti-paralelas 3' a 5' y 5 a 3,
respectivamente, y el ligamiento entre dichas dos hebras se hace de acuerdo a
las reglas de pareamiento de base Watson-Crick o (3) la primera y cuarta
hebras estan alineadas en direcciones anti-pararelas 5' a 3' y 3' a %,
repectivamente, y el ligamiento entre dichas primera y cuarta hebras de hace de
acuerdo a reglas de pareamiento de base Watson-Crick y ademas la segunda y
tercera hebra estan alineadas en direcciones anti-paralelas de 3'a 5’ y 5' a 3',
respectivamente y el ligamiento entre dichas segunda y tercera hebras se hace
de acuerdo a reglas de pareamiento de base Watson-Crick.

Un cuadruplex de acuerdo con la Reivindicacién 32 o 33 en donde ya sea (1) la
primera y cuarta hebras estan alineadas en direcciones anti-paralelas de 5’ a 3'
y 3' a &, respectivamente, y el ligamiento entre las dos hebras se hace de
acuerdo a reglas de pareamiento de bases homdlogas o (2) la segunda y
tercera hebras estan alineadas en una direccién anti-paralelade 3'a%’ y5' a
3', respectivamente, y el ligamiento entre dichas dos hebras se hace de acuerdo
a las reglas de pareamiento de bases homdlogas o (3) la primera y cuarta
hebras estan alineadas en direcciones anti-paralelas de 5 a 3' y 3' a &',
repectivamente, y el ligamiento entre dichas primera y cuarta hebras se hace de
acuerdo a reglas de pareamiento de bases homdlogas y ademés la segunda y
tercera hebra estdn alineadas en direcciones anti-paralelas de 3'a 5'y 5’ a 3/,
respectivamente y el ligamiento entre dichas segunda y tercera hebras se hace
de acuerdo a reglas de pareamiento de bases homdlogas.

El cuadruplex de acuerdo con la Reivindicacion 32 o 33, en donde cada base
que interactta de de dicha primera hebra interactia especificamente con
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ambas, la base adyacente en dicha tercera hebra y con la base en dicha cuarta
hebra, la base a la cual la base de la dicha tercera hebra se liga.

39. El cuadruplex de acuerdo con la Reivindicacién 32 o 33, en donde cada base
que interactia de dicha segunda hebra interactia especlificamente con ambas,
la base adyacente en dicha cuarta hebra y con la base en dicha tercera hebra,
la base a la cual la base de dicha cuarta hebra esta ligada.

40. Un método para detectar un triplex, donde dicho método comprende:

Proporcionar un acido nucleido o analogo de acido nucleico blanco de doble
hebra que comprende una secuencia blanco, en donde dicha secuencia blanco
contiene al menos una base purina y al menos una base piriminina;

Suministrar una sonda que comprenda una secuencia de acido nucleico o una
secuencia de anélogo de acido nucleico;

Suministrar un agente acelerador;

Adicionar dicha sonda, dicha secuencia blanco y dicho agente acelerador a un
medio para proporcionar un muestra de prueba que contiene un complejo triplex que
comprende dicha sonda ligada a dicha secuencia blanco, en donde todas las tripletas
de base de dicho complejo son miembros seleccionados del grupo que consiste de A-
T-A, T-A-T, U-A-T, T-A-U, A-U-A, U-A-U, G-C-G y C-G-C;

Imadiar dicha muestra de prueba con radiacién excitante para hacer que la
muestra de prueba emita radiacion fluorescente;

Detectar una intensidad de dicha radiacién fluorescente, en donde dicha
intensidad esta correlacionada con una afinidad de ligamiento entre dicha sonda y
dicha secuencia blanco; y

Determinar de dicha intensidad una extension de coincidencia entre dicha sonda
y dicha secuencia blanco;

En donde dicho método es un ensayo homogéneo llevado a cabo sin
proporcionar un agente de extincién de sefial en dicha secuencia blanco o en dicha
sonda.

41.  Un método para detectar un triplex, dicho método comprende:

Suministrar un écido nucleido blanco o un anélogo de acido nucleico que tiene
una secuencia blanco, en donde dicha secuencia blanco contiene al menos una base
purina y al menos una base piriminina;

Suministrar una sonda de doble hebra que comprende o una secuencia de 4cido
nucleico 0 una secuencia de analogo de acido nucleico;

Suministrar un agente acelerador de hibridacién;
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adicionar dicha sonda, dicho blanco y dicho agente acelerador de hibridacién a
un medio para suministrar una muestra de prueba que contiene un triplex Watson-Crick
que comprende dicha sonda ligada a dicha secuencia blanco;

Iradiar dicha muestra de prueba con radiacién excitante para hacer que la
muestra de prueba emita radiacién fluorescente;

Detectar una intensidad de dicha radiacién fluorescente, en donde dicha
intensidad esta comelacionada con una afinidad de ligamiento entre dicha sonda y
dicha secuencia blanco, y

Determinar de dicha intensidad una extension de oorhplementacién entre dicha
sonda y dicha secuencia blanco;

En donde dicho método es un ensayo homogéneo que se lleva a cabo sin
proporcionar un agente de extincion de sefial en dicha secuencia blanco o en dicha
sonda.

42. Un método para detectar un cuadruplex, donde dicho método comprende:

Suministrar un acido nucleico blanco o un anéalogo de acido nucleico que tiene
una secuencia blanco, en donde dicha secuencia blanco contiene al menos una base
purina y al menos una base piriminina;

Suministrar una sonda de doble hebra que comprende una secuencia de acido
nucleico o una secuencia de analogo de &cido nucleico;

Suministrar un agente acelerador de hibridacion;

Adicionar dicha sonda, dicho blanco y dicho agente acelerador de hibridacion a
un medio para suministrar una muestra de prueba que contiene un cuadruplex Watson-
Crick que comprende dicha sonda ligada a dicha secuencia blanco;

Imadiar dicha muestra de prueba con radiaciébn excitante para hacer que la
muestra de prueba emita radiacién fluorescente;

Detectar una intensidad de dicha radiaciébn fluorescente, en donde dicha
intensidad esta comelacionada con una afinidad de ligamiento entre dicha sonda y
dicha secuencia blanco, y

Determinar de dicha intensidad una extensién de complementacién entre dicha
sonda y dicha secuencia blanco;

En donde dicho método es un ensayo homogéneo que se lleva a cabo sin
proporcionar un agente de extincién de sefial en dicha secuencia blanco o en dicha
sonda.
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