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DESCRIPCION

Oligonucleétidos para marcar sondas oligonucleotidicas y proteinas.
1. Campo de la invencién

Esta invencion se refiere a sondas oligonucleotidicas y colecciones de sondas oligonucleotidicas para detectar o
localizar dianas génicas de acido nucleico dentro de una muestra celular o tisular. En particular, la invencién se refiere
a colecciones de oligosondas.

2. Antecedentes de la invencion

El andlisis in situ incluye hibridacién in situ e inmunohistoquimica. La hibridacién in situ (ISH) emplea moléculas
sonda de ADN o ARN marcadas que son anti-sentido para una secuencia génica diana o transcrito para detectar o
localizar genes diana de 4cido nucleico diana dentro de una muestra celular o tisular. Se ha demostrado que la ISH
es una herramienta til en varios campos biomédicos, incluyendo biologia del desarrollo, biologia celular, y biologia
molecular. La ISH se ha usado, por ejemplo, para diagnosticar trastornos genéticos, mapear genes, estudiar la expresion
génica, y localizar sitios de expresion de genes diana.

Tipicamente, la ISH se realiza exponiendo una muestra celular o tisular inmovilizada sobre un portaobjetos de
vidrio a una sonda de 4cido nucleico marcada que es capaz de hibridar especificamente con un gen diana dado en la
muestra celular o tisular (/n Siru Hybridization: Medical Applications (G. R. Coulton y J. de Belleroche, eds., Kluwer
Academic Publishers, 1992); In Situ Hybridization: In Neurobiology; Advances in Methodology (J. H. Eberwine, K.
L. Valentino, y J. D. Barchas, eds., Oxford University Press, 1994); In Situ Hybridization: A Practical Approach (D.
G. Wilkinson, ed., Oxford University Press, 1992)). La hibridacién de moléculas sonda marcadas con 4cidos nucleicos
en la muestra celular o tisular después puede detectarse usando, por ejemplo, métodos de deteccion directa basada
en radiactividad, métodos de deteccidn directa basada en fluorescencia, o métodos de deteccion indirecta basados en
la unién de una proteina marcada con fluorescencia que se une a un hapteno tal como BrdU, nucle6tidos marcados
con digoxigenina o marcados con biotina incorporados en sondas. Los métodos basados en haptenos se han ampliado
adicionalmente para que incluyan aquellas moléculas a unir por conjugados proteina-enzima de unién tales como
conjugados anticuerpo-enzima y quimica de deteccién basada en colorimetria. Ademads, pueden analizarse varios genes
diana simultdineamente exponiendo una muestra celular o tisular a una pluralidad de sondas de dcido nucleico que se
ha marcado con una pluralidad de diferentes marcas de dcido nucleico. Por ejemplo, puede marcarse una pluralidad
de sondas de 4cido nucleico con una pluralidad de compuestos fluorescentes que tienen diferentes longitudes de onda
de emisién, permitiendo de este modo el andlisis multicoloreado simultdneo a realizar en una tnica etapa sobre una
Unica muestra celular o tisular diana.

Un problema significativo asociado con la incorporacién de nucledtidos marcados en sondas oligonucleotidicas
es que los restos de conjugacion que se unen al nucleétido habitualmente impiden la formacién de apareamiento de
bases de Watson-Crick, afectando de este modo de forma negativa a la hibridacién de la sonda con su diana. Esto se
ha observado con el uso de marcadores unidos mediante nucleétidos citosina N4-sustituidos, a causa del impedimento
estérico y el desplazamiento esperado al estado menos reactivo de una amina secundaria (como se observa con citosina
N4 marcada), en comparacion con el enlace G-C natural formado con una citosina no sustituida (una amina primaria).
Cualquier pequefio cambio o interferencia con la unién G-C en un pequefio oligonucleétido (de 25 a 50 bases) puede
reducir la capacidad de estos oligos de hibridar con la secuencia diana pretendida.

Sigue existiendo la necesidad en la técnica de desarrollar disefios de sondas adecuadas para incorporar nucleétidos
marcados en sondas oligonucleotidicas. Se demuestra que unas pocas secuencias artificiales son alternativas viables
para el marcaje de sondas y también funcionan tanto individualmente como en mezclas de sondas oligonucleotidicas
complejas para detectar o localizar genes diana de 4cido nucleico dentro de una muestra celular o tisular. El desarrollo
de dichas secuencias genéricas y la estrategia de marcaje para colecciones de sondas tienen amplia aplicacion en las
técnicas médica, genética, y de biologia molecular.

Esta interferencia debida a la quimica de marcaje y la rigurosidad y la cinética de hibridacion se resuelve en este
documento disefiando el oligo para que tenga al menos dos dominio funcionales distintos, un dominio o secuencia
que sea especifico de gen y esté implicado en la formacién de pares de bases, y el segundo dominio que sea una
secuencia artificial, no especifica (con referencia al genoma de la muestra) comprendido de nucleétidos espaciados
y el nucleétido marcado. Estos elementos se posicionan de tal modo que estos oligonucledtidos marcadores son mas
accesibles como haptenos para las proteinas de unién (inmunoglobulina(s) o avidina(s)) y por tanto no impiden el
apareamiento de bases de Watson-Crick en el dominio especifico de gen.

Sumario de la invencion

La presente invencién proporciona una nueva estrategia para incorporar un marcador en sondas oligonucleotidicas
y colecciones de sondas oligonucleotidicas marcadas para detectar o localizar genes diana de 4cido nucleico dentro
de una muestra celular o tisular. En particular, la presente invencién proporciona sondas oligonucleotidicas sintéticas
caracterizadas en las reivindicaciones. La invencion se refiere a secuencias no especificas de gen usando féormulas
de secuencia para hacer polimeros repetitivos de dichas secuencias que pueden incorporarse en colecciones de sondas
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oligonucleotidicas para su uso en andlisis de hibridacién in situ. Ademads, el uso de polimeros oligonucleotidicos sinté-
ticos marcados, basados en férmulas de secuencia, cuando se conjugan con proteinas de unidn, es decir inmunoglobu-
linas, es un proceso muy eficaz y controlado para marcar dichas proteinas usadas en andlisis inmunohistoquimico. La
presente invencion proporciona colecciones o “cécteles” de sondas oligonucleotidicas para detectar o localizar genes
diana de acido nucleico especificos dentro de una muestra celular o tisular. El coctel es util para detectar el gen Kappa
(SEC ID N° 1-16 inclusive).

La invencién también se refiere a un conjunto de sondas para detectar el ARNm de cadena ligera de la inmunoglo-
bulina Kappa o ARN heteronuclear correspondiente donde las sondas se seleccionan entre el grupo compuesto por las
SEC ID N°401 a 416, inclusive.

Las realizaciones preferidas especificas de la presente invencién llegardn a ser evidentes a partir de la siguiente
descripcion mas detallada de ciertas realizaciones preferidas y las reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 ilustra una estructura de sonda genérica del diseiio de sonda de dos dominios. Este es el disefio de
oligonucleétido usado para las sondas en los cdcteles especificos de gen descritos en los siguientes ejemplos. Cada
sonda estd compuesta por dos dominios: un dominio de marcaje 5° y un dominio especifico de gen diana 3’. El
dominio de marcaje consta de esta secuencia especifica (CTATTTT)n, donde cada citosina puede estar marcada con
un fluoréforo o un conjugado citosina-hapteno, siendo el hapteno fluoresceina en esta realizacion. Esta ilustracién
muestra especificamente las secuencias de dcido nucleico para las sondas 301 (SEC ID N° 55) y 302 (SEC ID N° 56),
cada una de las cuales tiene dominios especificos del gen diana correspondientes a secuencias Alu repetitivas humanas
y dominios de marcaje que tienen un hapteno fluoresceina.

La Figura 2 ilustra los resultados obtenidos para el andlisis de hibridacién in situ (ISH) de tejido cutdneo humano
usando una sonda que comprende el dominio de marcaje (sonda 330; SEC ID N° 58). La ausencia de una sefial
detectable indica que la férmula de secuencia, (CTATTTT)n, del dominio de marcaje comun a los oligonucleétidos
usados en estos ejemplos de ISH es no especifica, y no reactiva en su capacidad de formar apareamientos de bases de
Watson-Crick con secuencias de dcido nucleico humanas porque no hibridan.

La Figura 3 ilustra los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de tejido cutdneo humano usando una sonda
que comprende el dominio de marcaje y un dominio especifico de gen diana poli d(T) (sonda 320; SEC ID N° 57). La
presencia de una sefial detectable localizada en el citoplasma indica que esta sonda es capaz de hibridar especificamente
son la regién poliadenilada del ARN mensajero.

Las Figuras 4A-4B ilustran los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de tejido cutdneo humano usando la
sonda 320, donde la muestra tisular no se traté con ribonucleasa A antes de la hibridacion in situ (A), o se traté con
ribonucleasa A antes de la hibridacién in situ (B). La disminucién en la sefial detectable en (B) indica que esta sonda
hibrida especificamente con la regién poliadenilada comtn al ARN mensajero.

Las Figuras 5A-5B ilustran los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de tejido esplénico humano usando
la sonda 320, donde la hibridacién y el lavado riguroso se realizaron a temperatura ambiente (A), o a 37°C (B). Este
resultado ilustra que la intensidad de color estd relacionada con la rigurosidad de las condiciones de hibridacion,
indicando el color més intenso condiciones menos rigurosas.

La Figura 6 ilustra los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de la linea celular Raji humana usando la sonda
320. Esto muestra que este disefio de sonda también es funcional con lineas celulares embebidas asi como tejido
embebido.

La Figura 7 ilustra los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de la linea celular Raji humana usando una
coleccién de sondas compuesta por las sondas 301 y 302.

La Figura 8 ilustra los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de la linea celular HT humana usando una
coleccion de sondas compuesta por las sondas 301 y 302.

La Figura 9 ilustra los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de una linea celular de rata usando una coleccién
de sondas compuesta por las sondas 301 y 302. La ausencia de una sefal detectable indica que esta coleccioén de sondas
es especifica para secuencias de dcido nucleico humanas.

La Figura 10 ilustra los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de una linea celular HT humana negativa al
virus Epstein-Barr (EBV) usando una sonda que tiene un dominio especifico de gen diana correspondiente al ARN
nuclear de EBER de EBV [SEC ID N° 51 a SEC ID N° 54].

La Figura 11 ilustra los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de tejido esplénico humano usando una
coleccion de sondas compuesta por sondas que tienen dominios especificos de gen diana correspondientes al ADN
nuclear de de EBER 1y 2 de EBV [SEC ID N° 51 a SEC ID N° 54].



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2317939 T3

La Figura 12 ilustra los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de tejido de amigdala humano usando una
coleccién de sondas compuesta por sondas que tienen dominios especificos de gen diana correspondientes al ARN
nuclear de EBER 1 y 2 de EBV [SEC ID N° 51 a SEC ID N° 54].

Las Figuras 13A-13B ilustran los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de tejido esplénico humano usando
una coleccién de sondas compuesta por sondas que tienen dominios especificos de gen diana correspondientes al ARN
nuclear de EBER 1y 2 de EBV [SEC ID N°51 a SEC ID N° 54], donde 1a muestra tisular no se traté con ribonucleasa
A antes de la hibridacion in situ (A), o se trat6 con ribonucleasa A antes de la hibridacién in situ (B). La disminucién
en la sefial detectable en (B) indica que esta sonda hibrida especificamente con el ARN nuclear de EBER 1 y EBER 2
humano.

La Figura 14 ilustra los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de tejido de amigdala humano positivo a la
cadena ligera kappa usando una sonda que tiene un dominio especifico de gen diana correspondiente al ARNm de
cadena ligera lambda de inmunoglobulina humana [SEC ID N° 15].

La Figura 15 ilustra los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de tejidos de linfoma usando una coleccién
de sondas compuesta por sondas que tienen dominios especificos de gen diana correspondientes al ARNm de cadena
ligera kappa de inmunoglobulina humana [SECID N°2 -4, SECID N°7 - 12, SEC ID N° 14, 15]. El tejido de linfoma
en (A) sobre-expresa la cadena ligera kappa y el tejido en (B) sobre-expresa la cadena ligera lambda. La ausencia de
una sefial detectable en (B) indica que la coleccion de sondas de cadena ligera kappa es especifica para el ARNm de
cadena ligera kappa.

La Figura 16 ilustra los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de tejido de amigdala humano positivo a la
cadena ligera lambda usando una sonda que tiene un dominio especifico de gen diana correspondiente al ARNm de la
region variable de la cadena ligera lambda de inmunoglobulina humana [SEC ID N° 19 a 29].

La Figura 17 ilustra los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de una linea celular RPMI 8226 humana posi-
tiva a la cadena ligera lambda usando una coleccién de sondas compuesta por sondas que tienen dominios especificos
de gen diana correspondientes al ARNm de cadena ligera lambda de inmunoglobulina humana [SEC ID N° 19 a 29].

Las Figuras 18A-18B ilustran los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de tejido esplénico humano usando
una coleccién de sondas compuesta por sondas que tienen dominios especificos de gen diana correspondientes al
ARNm de cadena ligera lambda de inmunoglobulina humana [SEC ID N° 19 a 29]. El tejido en (A) sobre-expresa la
cadena ligera lambda y el tejido en (B) sobre-expresa la cadena ligera kappa. La ausencia de una sefial detectable en
(B) indica que la coleccion de sondas de cadena ligera lambda es especifica para el ARNm de cadena ligera lambda
humana.

La Figura 19 ilustra los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de tejido pulmonar humano positivo a citome-
galovirus (CMV) usando una coleccién de sondas compuesta por sondas que tienen dominios especificos de gen diana
correspondientes al ARN temprano inmediato de CMV [SEC ID N° 30 - 32, SEC ID N° 34 - 35, SEC ID N° 38, SEC
ID N° 50]. [célula infectada por CMV)]

La Figura 20 ilustra los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de una linea celular 9G de rata en que la
expresion del ARN temprano inmediato de CMV no se ha inducido por ciclohexamida usando una coleccién de sondas
compuesta por sondas que tienen dominios especificos de gen diana correspondientes al ARNm temprano inmediato
de CMV [SEC ID N° 30 - 32, SEC ID N° 34 - 35, SEC ID N° 38, SEC ID N° 50].

Las Figuras 21 A-21B ilustran los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de una linea celular 9G de rata en que
la expresion del ARN temprano inmediato de CMV se ha inducido por ciclohexamida usando una coleccién de sondas
compuesta por sondas que tienen dominios especificos de gen diana correspondientes al ARN temprano inmediato de
CMYV [SECID N°30-32, SECID N° 34 - 35, SEC ID N° 38, SEC ID N° 50]. El tejido en (A) se muestra a un aumento
de 40X y el tejido en (B) se muestra a un aumento de 20X.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

La presente invencién proporciona sondas oligonucleotidicas y colecciones de sondas oligonucleotidicas para de-
tectar o localizar genes diana de 4cido nucleico dentro de una muestra celular o tisular. En particular, la invencién se
refiere a colecciones de sondas oligonucleotidicas para su uso en andlisis de hibridacién in situ.

Mas especificamente, esta invencion se refiere al uso de férmulas de secuencia especificas para polimeros nucleo-
tidicos o dominios marcadores para unir un resto detectable (un marcador) a sondas oligonucleotidicas o proteinas.
La utilidad especifica de estas secuencias o derivados de las mismas, es la caracteristica inerte o no reactiva que no
hibrida con ADN o ARN humano a un nivel detectable en condiciones de hibridacién de rigurosidad convencional. Se
demostré que estos dominios marcadores o polimeros eran secuencias genéricas ttiles para la incorporacién en sondas
oligonucleotidicas para detectar secuencias especificas de gen dentro de muestras celulares o tisulares en andlisis de
hibridacién in situ. Ademads, este conjunto inerte de secuencias es 1til para unir un marcador a inmunoglobulinas u
otras proteinas para detectar haptenos y antigenos en andlisis inmunohistoquimicos.
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Como se usa en este documento, los términos “sonda” o “sonda oligonucleotidica” se refieren a una molécula de
dcido nucleico usada para detectar un gen diana de 4cido nucleico complementario.

Como se usa en este documento, el término “hibridacién” se refiere al proceso por el que secuencias de dcido
nucleico complementarias se unen para formar una molécula de dcido nucleico bicatenaria. Marcando la molécula de
acido nucleico diana con, por ejemplo, una marca radiactiva o fluorescente, pueden detectarse las interacciones entre
la sonda y los genes diana.

Las sondas oligonucleotidicas y las sondas oligonucleotidicas de las colecciones de la presente invencién se sin-
tetizan usando métodos convencionales. Véase, por ejemplo, Methods in Molecular Biology, Vol 20: Protocols for
Oligonucleotides and Analogs 165-89 (S. Agrawal, ed., 1993); Oligonucleotides and Analogues: A Practical Approa-
ch 87-108 (F. Eckstein, ed., 1991).

En una realizacién preferida de la presente invencidn, las sondas oligonucleotidicas tienen dos dominios distintos:
un dominio 5’ (o de marcaje) y un dominio 3’ (o diana especifico de gen) (Véase la Figura 1A). En realizaciones mds
preferidas de la presente invencién, la sonda oligonucleotidica tiene un dominio de marcaje que consta de la secuencia
(CTATTTT)n. También se muestran otras realizaciones en este documento, que incluyen una realizacién de triple do-
minio que tiene dos dominios de marcaje terminales, y un dominio diana especifico de gen central. Especificamente,
las SEC ID N° 125 - 126 representan este esquema de marcaje. Las sondas oligonucleotidicas de la presente invencién
se marcan de tal manera que la hibridacién entre dichas sondas y acidos nucleicos diana en una célula o tejido par-
ticular pueda detectarse. Los marcadores que son aceptables para su uso en andlisis de hibridacion in situ (ISH) son
conocidas para los especialistas en la técnica. Dichos marcadores permiten interacciones entre las sondas y los genes
diana a detectar usando, por ejemplo, métodos de deteccién directa basados en radiactividad, métodos de deteccién
directa basados en fluorescencia, sondas marcadas con digoxigenina o marcadas con biotina acopladas con métodos
de deteccién basados en fluorescencia, o sondas marcadas con digoxigenina o marcadas con biotina acopladas con
métodos de deteccion basados en anticuerpos-enzimas. En realizaciones preferidas de la presente invencion, las son-
das oligonucleotidicas se marcan con fluoresceina. En realizaciones mas preferidas de la presente invencién, la sonda
oligonucleotidica tiene un dominio de marcaje que consta de la secuencia (CTATTTT)n, donde los nucleétidos de ci-
tosina pueden marcarse con un fluoréforo para deteccion directa, o un hapteno para deteccién indirecta. En cualquier
caso, el conjugado de fluoresceina y nucleétido citosina, y la molécula de fluoresceina se unen en la posicién N4 de la
citosina a través de un enlace OBEA (Véase Mishra et al., Patente de Estados Unidos N° 5.684.142). De acuerdo con
la Patente de Estados Unidos N° 5.684.142, un enlace OBEA se basa en 2,2’-oxi-bis(etilamina). En una realizacién
preferida, la densidad de fluoréforo unido al dominio marcador es al menos el 7 por ciento en moles, preferiblemente
al menos el 10 por ciento en moles, y mucho mds preferiblemente al menos el 16 por ciento en moles, cuando se
mide frente al dominio marcador solamente. Por ejemplo, si se considera que la sonda 401 (una sonda de 2 dominios)
comprende un dominio marcador de 30 bases incluyendo una CT 3’ terminal donde la C también estd marcada, el
porcentaje molar es 5/30 = 16,7 por ciento en moles de marcador. En la sonda global, el porcentaje molar es 8,3.

En algunas realizaciones de la presente invencion, se analizan simultdneamente varios genes diana exponiendo
una muestra celular o tisular a una pluralidad de sondas de 4cido nucleico que se han marcado con una pluralidad
de diferentes marcas de dcido nucleico. Por ejemplo, puede marcarse una pluralidad de sondas de 4cido nucleico con
una pluralidad de compuestos fluorescentes que tienen diferentes longitudes de onda de emisién, permitiendo de este
modo realizar el andlisis multicoloreado simultdneo en una tnica etapa sobre una tinica muestra celular o tisular diana.

Las sondas oligonucleotidicas y colecciones de sondas oligonucleotidicas de la presente invencion pueden usarse
en andlisis de ISH para detectar o localizar genes diana de dcido nucleico dentro de una muestra celular o tisular. La
ISH puede realizarse como se describe, por ejemplo, en In Situ Hybridization: Medical Applications (G. R. Coulton
y J. de Belleroche, eds., Kluwer Academic Publishers, 1992); In Situ Hybridization: In Neurobiology; Advances
in Methodology (J. H. Eberwine, K. L Valentino, y J. D. Barchas, eds., Oxford University Press, 1994); o In Situ
Hybridization: A Practical Approach (D. G. Wilkinson, ed., Oxford University Press, 1992)).

La realizacion preferida de las sondas y colecciones de sondas de la presente invencion se entienden mejor por
referencia a las Figuras 1-21 y los Ejemplos 1-2. Los siguientes Ejemplos son ilustrativos de realizaciones especificas
de la invencidn, y diversos usos de las mismas. Se exponen solamente para propdsitos explicatorios, y no deben
adoptarse como limitantes de la invencion.

Ejemplo 1
Preparacion de Coleccion de Sondas

Se disefiaron colecciones de sondas que constan de una pluralidad de sondas oligonucleotidicas de 55 a 60 bases de
longitud del siguiente modo. En este Ejemplo, cada sonda oligonucleotidica tenfa dos dominios distintos: un dominio
5’ (o de marcaje) y un dominio 3’ (o especifico de gen diana) (Véase la Figura 1).

En esta realizacion, el dominio de marcaje consta de la secuencia (CTATTTT)n, donde el nucleétido citosina

representa un conjugado fluoresceina-nucleétido citosina y la molécula fluoresceina se une en la posiciéon N4 de
citosina a través de un enlace OBEA.
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El dominio especifico de gen diana consta de una secuencia de 25-30 bases que es complementaria a un gen diana
de 4cido nucleico especifico. Se disefiaron sondas oligonucleotidicas que tenfan dominios especificos de gen diana
correspondientes a la region variable de cadena ligera kappa de inmunoglobulina humana (Véase la Tabla 1; sondas
oligonucleotidicas 401-416), la regi6n variable de cadena ligera lambda de inmunoglobulina humana (sondas oligonu-
cleotidicas 501-515), secuencias de citomegalovirus humano (CMV) (sondas oligonucleotidicas 221-241), secuencias
de EBER (ARN temprano de Epstein-Barr) del virus Epstein-Barr (EBV) humano (sondas oligonucleotidicas 100A2,
100C2, 100A1, y 100B1), secuencias Alu repetitivas humanas (sondas oligonucleotidicas 301 y 302), y poli d(T)
(sonda oligonucleotidica 320).

Ejemplo 2
Diserio de dominio marcador: sonda de secuencia repetitiva Alu

Se usaron cuatro sondas todas frente a la secuencia repetitiva humana Alu para evaluar el disefio del dominio
marcador. Las sondas numeradas 301 (SEC ID N° 55), 301A (SEC ID N° 116), 301A2/2 (SECID N° 121), y 301A3/2
(SEC ID N° 122) se muestran en la Tabla 1.

Las cuatro sondas se evaluaron a las concentraciones de 100, 75, 50, y 25 ng/ml por ml de sonda en la reaccidn,
respectivamente. Este andlisis de hibridacién se hizo manualmente, usando protocolos convencionales. La diana, la
linea celular embebida en parafina MBA MD 468 (Oncor INFORM™ Portaobjetos de Control Her-2/neu, N° Cat.
S8100, Nivel 1, disponibles en Ventana Medical Systems, Inc., Tucson, AZ) era la muestra diana y se proceso retirando
la parafina por métodos de xileno convencionales. El tejido se someti6 a Proteasa 1 de Ventana durante 12 minutos
a 50 grados C en forma de una dilucién 1:2 con Tampén APK de Ventana. La reaccién de hibridacién se consiguid
con la adicién de diluyente de sonda en forma de 100 u de sonda (formamida al 25%, sulfato de dextrano al 5%, 2X
SSC, Triton al 1%) a un volumen residual de 100 ul de 2XSSC/Triton X-100. El portaobjetos se calent6 a 85 grados
C durante 5 minutos y después se incubé durante 1 h a 37 grados C. Siguieron lavados con SSC convencionales para
retirar el exceso de sonda. Los hibridos se detectaron con un anticuerpo contra FITC. El anticuerpo de ratén se detectd
de forma colorimétrica usando Deteccién Azul con Fosfatasa Alcalina Potenciada de Ventana (n° cat. 760-061). A
menos que se indique otra cosa, todos los reactivos se obtuvieron de Ventana Medical Systems, Inc., Tucson, AZ. Los
resultados se observaron por deteccién colorimétrica usando microscopia de campo claro.

Los resultados de estos experimentos fueron que la intensidad de sefial era una funcién de la cantidad total de
hapteno fluoresceina conjugado con la sonda y la sefal era del disefio de dominio marcador especifico. Cuando mayor
es la cantidad de fluoresceina por molécula sonda, mayor es la sefial observada. La comparacién del disefio y la
colocacién de los haptenos en la sonda mostré que esto no era un factor en la intensidad de sefial. Las dos sondas
que contenian cinco fluoresceinas (301A3/2 (SEC ID N° 122) y 301 (SEC ID N° 55)) produjeron ambas una sefial
equivalente. Estas dos sondas produjeron mayor sefial que la observada para 301A2/2, una sonda con un disefio de
dominio marcador dividido con cuatro fluoresceinas. La sonda 301A2/2 produjo una sefial mayor que la sonda 301A,
una sonda con un disefio de dominio marcador tinico en el extremo 5’ y con tres fluoresceinas.

Ejemplo 3
Diseiio de Dominio Marcador: sondas de EBER

Este experimento comparé dos disefios y secuencias de dominio marcador para determinar si el mayor espaciado
entre los haptenos fluoresceina mejora la produccién de sefial durante las etapas de deteccidon de sondas durante el
andlisis de hibridacion in situ.

El tejido usado era un tejido esplénico humano infectado con EBV fijado en seccién embebida en parafina tampo-
nada con formalina neutra de 4 micrémetros de grosor colocada en portaobjetos de microscopio de vidrio mas silano.
Las secciones tisulares se desparafinaron en una maquina Ventana DISCOVER™, seguido de una digestién de 6 min.
con Proteasa 1 de Ventana, a una temperatura de 37°C. La sonda se disolvi6 en diluyente de tampdn de hibridacién
a una concentraciéon de 50 ng/ml en forma de 100 ul aplicados a un volumen igual de 2 X SSC/Triton X-100 de
volumen residual dejado sobre el portaobjetos después de prepararlo por el sistema de tincién por ISH automatizado
de Ventana Medical Systems, Inc., Discovery. El diluyente de sonda se mezcl6 con el volumen residual sobre el por-
taobjetos durante 6 min. a 37°C, después la solucion se calenté a 85°C y se mantuvo durante un total de 10 min. El
portaobjetos después se llevo a una temperatura de 37°C y se mantuvo a esa temperatura durante 1 hora. Todas estas
reacciones acuosas sobre el portaobjetos se hicieron sobre una pelicula de LIQUID COVERSLIP™, para evitar las
pérdidas por evaporacion de agua durante el procesamiento. Cada portaobjetos después de la hibridacién se lavo 3
veces con 2X SSC/solucién Triton, con una incubacién de 6 min. entre cada lavado, siendo el volumen del portaobje-
tos aproximadamente 300 ul (+/- 10% vol). Los hibridos se detectaron con un anticuerpo contra FITC. El anticuerpo
de ratén se detectd colorimétricamente usando Deteccién Azul con Fosfatasa Alcalina Potenciada de Ventana (n° cat.
760-061).

Las dos sondas oligonucleotidicas usadas para este estudio eran las sondas 100A1 (SEC ID N° 53) y 1002A32
(SEC ID N° 120). Las dos diferencias entre estas sondas eran la secuencia y estructura del dominio marcador. En la
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sonda 100A1 el dominio marcador estaba 5° del dominio de gen diana, contenia 5 fluoresceinas unidas a restos de
citosina mediante un enlazador OBEA, con la férmula de secuencia de (CTATTTT),CT (SEC ID N° 58). El dominio
marcador de la oligosonda 1002A32, era similar (SEC ID N° 125). Mds alld de la diferente secuencia, la diferencia
principal era que las citosinas marcadas con fluoresceina estaban espaciadas por 10 bases en comparacién con el oligo
100A1 donde el espaciado de citosina estaba mas cerca a 7 bases. El resultado de esta comparacién deducido por
andlisis de valores H era que estos oligonucleétidos eran equivalentes en cuanto a la cantidad de sefial generada sobre
el portaobjetos. Los datos fueron que para 100A2, para las 368 células analizadas en un total de 3 campos, el valor
H era 106, y para la sonda 1002A32 para las 345 células analizadas en tres campos, el valor H era 109. El valor H
es un andlisis espectro-grafico hecho con microscopio que toma en consideracién el valor de fondo a una proporcién
de sefial sobre la seccidn tisular para producir una comparacion relativa de sefial especifica de diana total sobre el
portaobjetos. (Véase la referencia Giroud, F. Perrin C, y Simony Lafontaine, J.; Quantitative Immunocytochemistry
and Immunohistochemistry. Third Conference of the European Society for Analytical Cellular Pathology, 1994; y
AutoCyte Quic Immuno User’s Manual, 1998, nimero de documento PA-029, Co AutoCyte Inc. Burlington NC
2721). Los histogramas y la hoja de valores indicaron que cada oligo era igual de eficaz para producir una sefial
colorimétrica. Esto indica que la posicion del dominio marcador puede ser 3 prima o 5 prima a la secuencia de diana
génica o la secuencia de diana génica puede posicionarse entre dos dominios marcadores.

Ejemplo 4
Hibridacion In Situ

Las colecciones de sondas preparadas en el Ejemplo 1 se diluyeron primero en una solucién compuesta por sulfato
de dextrano al 20% (p/vol), formamida al 50% (vol/vol), 2X SSC, Tris-HCI 10 mM, EDTA 5 mM, y Brij-35 al 0,05%,
aun pH final de 7,3. Las colecciones de sondas después se mezclaron con un volumen igual de una solucién compuesta
por 2X SSC y Triton X-100 al 0,05%.

Las muestras para el andlisis de ISH se prepararon cortando muestras celulares o tisulares embebidas en parafina
y fijadas en formalina en secciones de 4 um y colocando las secciones sobre un portaobjetos de vidrio. El posterior
procesamiento e ISH de las muestras se realizé en un dispositivo automatizado, tal como el Instrumento de Tincién
ISH/THC Automatizado DISCOVERY™ (Ventana Medical Systems, Inc., Tucson, AZ) descrito en las Solicitudes
de Patente de Estados Unidos del mismo propietario que la presente y pendientes junto con la presente N° de Serie
60/076.198 y 09/259.240, ambas incorporadas en este documento por referencia. Para retirar la parafina de las mues-
tras, los portaobjetos se sumergieron en una solucioén acuosa, se calentaron durante aproximadamente 20 minutos, y
después se aclararon. El procedimiento de desparafinacion automatizado se describe mas completamente en los docu-
mentos de Estados Unidos N° de Serie 60/099.018, 09/259.240 ambos incorporados en este documento por referencia.
Las muestras después se trataron con proteasa y los portaobjetos se calentaron a 85°C (para hibridacion con genes
diana de ARN) 0 90-95°C (para hibridacién con genes diana de ADN) durante 4 a 10 minutos.

Las reacciones de hibridacién se realizaron tipicamente en un tampé6n de hibridacién compuesto por sulfato de
dextrano al 10% (p/vol), formamida al 25% (vol/vol), 2X SSC, Tris 5 mM, EDTA 2,5 mM, Brij-35 al 0,025%, Triton
X-100 al 0,25%, y entre 25 y 125 ng/ml de cada molécula sonda individual. Las reacciones de ISH se realizaron a
entre 37°C y 54°C. Para ISH usando las colecciones de sondas descritas en el Ejemplo 1, las reacciones de hibridacién
se realizaron de forma 6ptima durante 1 h a 47°C (excepto para la sonda poli d(T), donde la reaccién de hibridacién
se realiz6 de forma 6ptima a 37°C durante 1 h).

La hibridacién de las moléculas de sonda marcadas con fluoresceina con un gen diana particular en la muestra se
detect6 usando una serie secuencial de proteinas de unién, es decir, deteccién de anticuerpo secundario. Sin embargo,
es igualmente posible usar deteccion directa cuando se visualizan sondas unidas. En deteccién secundaria, primero,
se afiadié un anticuerpo monoclonal de ratén anti-fluoresceina dirigido contra la molécula de sonda marcada con
fluoresceina a la muestra. Después, se afiadi6 un anticuerpo de cabra policlonal marcado con biotina dirigido contra el
anticuerpo de ratén a la muestra. Finalmente, las reacciones de hibridacion se detectaron colorimétricamente usando un
sustrato de 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato/nitroazul de tetrazolio (BCIP/NBT). Esta técnica, llamada “deteccion de
anticuerpo secundario” es rutinaria para los especialistas en la técnica. Los anticuerpos primarios y secundarios estan
disponibles en numerosos proveedores, incluyendo Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, que estdn optimizados
para su uso en los sistemas de auto-tincién de Ventana (ES®, NexES®, DISCOVERY™, y BENCHMARK™),

Las Figuras 2-21 ilustran los resultados obtenidos para andlisis de hibridacién in situ de diversas lineas celulares
o muestras tisulares usando las sondas descritas y reivindicadas en este documento que tienen el motivo estructural
ilustrado en la Figura 1 o las colecciones de sondas compuestas por dichas sondas.

La Figura 1 ilustra una estructura de sonda genérica del disefio de sonda de dos dominios. Este es el disefio de
oligonucle6tido usado para las sondas en los cocteles especificos de gen descritos en los siguientes ejemplos. Cada
sonda estd compuesta por dos dominios: un dominio de marcaje 5’ y un dominio especifico de gen diana 3’. El dominio
de marcaje consta de esta secuencia especifica (CTATTTT)n, donde el nucleétido citosina es un conjugado citosina-
hapteno, siendo el hapteno fluoresceina en esta realizacion. Esta ilustracién muestra especificamente secuencias de
dcido nucleico para las sondas 301 (SEC ID N° 55) y 302 (SEC ID N° 56), cada una de las cuales tiene dominios
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especificos de gen diana correspondientes a las secuencias Alu repetitivas humanas y dominios de marcaje que tienen
un hapteno de fluoresceina.

La Figura 2 ilustra los resultados obtenidos para el andlisis de hibridacién in situ (ISH) de tejido cutdneo humano
usando una sonda que comprende el dominio de marcaje (sonda 330; SEC ID N° 58). La ausencia de una sefial
detectable indica que la formula de secuencia, (CTATTTT)n, del dominio de marcaje comtn a los oligonucleé6tidos
usados en estos ejemplos de ISH es no especifico, y no reactivo en su capacidad de formar apareamiento de bases de
Watson-Crick con secuencias de dcido nucleico humanas porque no hibridan.

La Figura 3 ilustra los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de tejido cutineo humano usando una sonda
que comprende el dominio de marcaje y un dominio especifico de gen diana poli d(T) (sonda 320; SEC ID N° 57). La
presencia de una sefial detectable localizada en el citoplasma indica que esta sonda es capaz de hibridar especificamente
con la region poliadenilada del ARN mensajero.

Las Figuras 4A-4B ilustran los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de tejido cutdneo humano usando la
sonda 320, donde la muestra tisular no se trataba con ribonucleasa A antes de la hibridacion in situ (A), o se trataba
con ribonucleasa A antes de la hibridacién in situ (B). La disminucién en la sefial detectable en (B) indica que esta
sonda hibrida especificamente con una regién poliadenilada comin al ARN mensajero.

Las Figuras 5A-5B ilustran los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de tejido esplénico humano usando
la sonda 320, donde la hibridacién y el lavado riguroso se realizaron a temperatura ambiente (A), o a 37°C (B). Este
resultado ilustra que la intensidad de color estd relacionada con la rigurosidad de las condiciones de hibridacion,
indicando el color mas intenso condiciones menos rigurosas.

La Figura 6 ilustra los resultados obtenidos para el analisis de ISH de la linea celular Raji humana usando la sonda
320. Esto muestra que este disefio de sonda también es funcional con lineas celulares embebidas asi como tejido
embebido.

La Figura 7 ilustra los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de la linea celular Raji humana usando una
coleccidn de sondas compuesta por las sondas 301 y 302.

La Figura 8 ilustra los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de la linea celular HT humana usando una
coleccién de sondas compuesta por las sondas 301 y 302.

La Figura 9 ilustra los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de una linea celular de rata usando una coleccién
de sondas compuesta por las sondas 301 y 302. La ausencia de una sefial detectable indica que esta coleccién de sondas
es especifica para secuencias de dcido nucleico humanas.

La Figura 10 ilustra los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de una linea celular HT humana negativa al
virus Epstein-Barr (EBV) usando una sonda que tiene un dominio especifico de gen diana correspondiente al ARN
nuclear de EBER de EBV [SEC ID N° 51 a SEC ID N° 54].

La Figura 11 ilustra los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de tejido esplénico humano usando una
coleccién de sondas compuesta por sondas que tienen dominios especificos de gen diana correspondientes al ARN
nuclear de EBER 1y 2 de EBV [SEC ID N° 51 a SEC ID N° 54].

La Figura 12 ilustra los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de tejido de amigdala humano usando una
coleccién de sondas compuesta por sondas que tienen dominios especificos de gen diana correspondientes al ARN
nuclear de EBER 1y 2 de EBV [SEC ID N° 51 a SEC ID N° 54].

Las Figuras 13A-13B ilustran los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de tejido esplénico humano usando
una coleccién de sondas compuesta por sondas que tienen dominios especificos de gen diana correspondientes al ARN
nuclear de EBER 1y 2 de EBV [SEC ID N° 51 a SEC ID N° 54], donde la muestra tisular no se trat6 con ribonucleasa
A antes de la hibridacién in situ (A), o se trat6 con ribonucleasa A antes de la hibridacion in situ (B). La disminucién
en la sefial detectable en (B) indica que esta sonda hibrida especificamente con el ARN nuclear de EBER 1 y EBER 2
humano.

La Figura 14 ilustra los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de tejido de amigdala humano positivo a la
cadena ligera kappa usando una sonda que tiene un dominio especifico de gen diana correspondiente al ARNm de
cadena ligera lambda de inmunoglobulina humana [SEC ID N° 15].

La Figura 15 ilustra los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de tejidos de linfoma usando una coleccién
de sondas compuesta por sondas que tienen dominios especificos de gen diana correspondientes al ARNm de cadena
ligera kappa de inmunoglobulina humana [SECID N°2 - 4, SECID N°7 - 12, SEC ID N° 14, 15]. El tejido de linfoma
en (A) sobre-expresa la cadena ligera kappa y el tejido en (B) sobre-expresa la cadena ligera lambda. La ausencia de
una sefial detectable en (B) indica que la coleccidn de sondas de cadena ligera kappa es especifica para el ARNm de
cadena ligera kappa.
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La Figura 16 ilustra los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de tejido de amigdala humano positivo a la
cadena ligera lambda usando una sonda que tiene un dominio especifico de gen diana correspondiente al ARNm de la
regién variable de la cadena ligera lambda de inmunoglobulina humana [SEC ID N° 19 a 29].

La Figura 17 ilustra los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de una linea celular RPMI 8226 humana posi-
tiva a la cadena ligera lambda usando una coleccién de sondas compuesta por sondas que tienen dominios especificos
de gen diana correspondientes al ARNm de cadena ligera lambda de inmunoglobulina humana [SEC ID N° 19 a 29].

Las Figuras 18A-18B ilustran los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de tejido esplénico humano usando
una coleccién de sondas compuesta por sondas que tienen dominios especificos de gen diana correspondientes al
ARNm de cadena ligera lambda de inmunoglobulina humana [SEC ID N° 19 a 29]. El tejido en (A) sobre-expresa la
cadena ligera lambda y el tejido en (B) sobre-expresa la cadena ligera kappa. La ausencia de una sefial detectable en
(B) indica que la coleccion de sondas de cadena ligera lambda es especifica para el ARNm de cadena ligera lambda
humana.

La Figura 19 ilustra los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de tejido pulmonar humano positivo a citome-
galovirus (CMV) usando una coleccién de sondas compuesta por sondas que tienen dominios especificos de gen diana
correspondientes al ARN temprano inmediato de CMV [SEC ID N° 30 - 32, SEC ID N° 34 - 35, SEC ID N° 38, SEC
ID N° 50]. La flecha indica la célula infectada por CMV.

La Figura 20 ilustra los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de una linea celular 9G de rata en que la
expresion del ARN temprano inmediato de CMV no se ha inducido por ciclohexamida usando una coleccién de sondas
compuesta por sondas que tienen dominios especificos de gen diana correspondientes al ARN temprano inmediato de
CMV [SEC ID N° 30 - 32, SEC ID N° 34 - 35, SEC ID N° 38, SEC ID N° 50].

Las Figuras 21 A-21B ilustran los resultados obtenidos para el andlisis de ISH de una linea celular 9G de rata en que
la expresion del ARN temprano inmediato de CMV se ha inducido por ciclohexamida usando una coleccion de sondas
compuesta por sondas que tienen dominios especificos de gen diana correspondientes al ARN temprano inmediato de
CMYV [SECID N°30-32, SECID N° 34 - 35, SEC ID N° 38, SEC ID N° 50]. El tejido en (A) se muestra a un aumento
de 40X y el tejido en (B) se muestra a un aumento de 20X.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 2
Id Sonda Secuencia SECID
5-CTATTTTTCTATTTTTCTTTT 123
5-CTATTTTATACTTTATATTTCATATTTTATCT 124
330 S-CTATTTTCTATTTTCTATTTICTATITICT 58
5-CTATTTTATACTTTATATTTCT.....ACTATTTTATACTT-3] 125
5-CTATTTTTCTT...... TTCTTTTTATCTT-3 126

Las Tablas 1y 2, las Figuras y la Lista de Secuencias contienen ejemplos de acuerdo con la presente invencion asi

como ejemplos de referencia.
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REIVINDICACIONES

1. Una sonda oligonucleotidica sintética que comprende un primer dominio que tiene un dominio marcador com-
puesto por una secuencia no especifica de gen de un polimero de la secuencia repetitiva (CTATTTT),, y un segundo
dominio que comprende un dominio diana que tiene una secuencia diana especifica de gen, donde el dominio marcador
estd marcado de forma detectable.

2. La sonda oligonucleotidica de acuerdo con la reivindicacién 1, donde el marcador es fluoresceina, unido al
nitrégeno N4 de la(s) citosina(s) del dominio marcador a través de un enlazador OBEA.

3. La sonda oligonucleotidica de acuerdo con la reivindicacién 1, donde el marcador es un fluoréforo.

4. La sonda oligonucleotidica de acuerdo con la reivindicacién 3, donde el fluoréforo esta presente a una densidad
de maés del 7 por ciento en moles del dominio marcador.

5. La sonda oligonucleotidica de acuerdo con la reivindicacién 1, donde al menos el 7 por ciento en moles de la(s)
citosina(s) del dominio marcador estdn unidas a un resto detectable por un enlazador OBEA.

6. La sonda oligonucleotidica de acuerdo con la reivindicacién 1, donde el dominio marcador estd localizado en el
extremo 5’ de la sonda oligonucleotidica, y la secuencia diana especifica de gen estd 3’ al dominio marcador.

7. La sonda oligonucleotidica de acuerdo con la reivindicacién 1, donde el dominio marcador estd localizado en el
extremo 3’ de la sonda oligonucleotidica, y la secuencia diana especifica de gen estd 5° al dominio marcador.

8. Una serie de sondas sintéticas para detectar el ARNm de cadena ligera de inmunoglobulina Kappa o el ARN

heteronuclear correspondiente, donde las sondas se seleccionan entre el grupo compuesto por la SEC ID N° 1 a 16
inclusive.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Utermohlen, Joseph
<110> Connaughton, John

<120> Férmula de secuencia oligonucleotidica para marcar Sondas Oligonucleotidicas y Proteinas para Andlisis In

Situ
<130> 355/001/PCT

<140>

<141> 06-09-2001
<150> 60/233.177
<151> 15-09-2000

<160> 126
<170> PatentIn Ver. 2.0

<210> 1

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 1

ctattttcta ttttctattt tctatttict ccagagtagc aggagcccca ggagctgage

<210>2

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 2
ctattitcta ttttctattt tctattttct ggatggagac tgggtcaact ggatgtcaca

<210>3

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 3
ctattttcta ttttctattt tctattttct gcaagcgatg gtgactctgt ctectacage

<210> 4
<211> 60
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60
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 4
ctattttcta ttttctattt tctattttct tctgtcccag atccactgec actgaacctt 60

<210>5

<211> 60

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 5
ctattttcta tttictattt tctattttct gcagccacag ttcgcticat ctgcaccttg

<210> 6

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 6
ctattttcta ttttctattt tctattttct tticaactge tcatcagatg gcgggaagat

<210>7

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 7
ctattttcta ttttctattt tctattttct aagttattca gcaggcacac aacagaggca
<210> 8
<211> 60

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

60

60

60
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<400> 8
ctattttcta ttttctattt tctattttct ggcgttatce accttccact gtactttgge 60

<210>9

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 9

ctattttcta ttttctattt tctatttict taggtgetgt ccttgetgte ctgetetgtg 60
<210> 10
<211> 60

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 10

ctattttcta ttttctattt tctattttct gtagtctget ttgctcageg tcagggtget 60

<210> 11

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 11

ctattticta ttttctattt tctattttct gatgggtgac ttcgcaggeg tagactttgt

<210> 12

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 12

ctattttcta ttttctattt tctattttct cteteccectg ttgaagctct ttgtgacggg 60

<210> 13

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

60
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<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400>13
ctattttcta ttttctattt tctattttct tggaactgag gagcaggtgg gggcacttct 60

<210> 14

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 14

ctattttcta ttttctattt tctattttct gaaaaagggt cagaggccaa aggatgggag 60

<210> 15

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 15
ctattticta ttttctattt tctattttct agatgagcetg gaggaccgca ataggggtag 60

<210> 16

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 16

ctattttcta ttttctattt tctattttct gcataattaa agccaaggag gaggaggggg 60

<210> 17

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 17
ctattttcta ttttctattt tctattttct cctgagtgag gagggtgagg agcagcagag 60

<210> 18
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<211> 60
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 18
ctattttcta ttttctattt tctattttct agacccagac acggaggcag gctgagtcag 60

<210> 19

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 19
ctattttcta tittctattt tctattttct tgttggttcc agtgcaggag atggtgatcg 60

<210> 20

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 20

ctattttcta tittctattt tctatttict taaatcatga ttttgggggc tttgectggg 60
<210> 21
<211> 60

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 21
ctattttcta ttttctattt tctattttct igttgccaga cttggagcca gagaagcegat 60

<210> 22

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
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<400> 22
ctattticta ttttctattt tctatttict aataatcage ctegtectca gectggagece

<210> 23

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 23
ctattttcta ttttctattt totattttct ggtcectceg ccgaaaacca cagtgtaact

<210> 24

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 24
ctattttcta ttttctattt tctatttict ttatgagaca caccagtgtg gecttgttgg

<210> 25

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 25
ctattttcta ttttctattt tctattttct ctgctcagge gtcaggcetca gatagetget

<210> 26

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 26
ctattticta tttictattt tctattttct atgcgtgacc tggcagctgt agcttctgtg

<210> 27

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

60

60

60

60

60
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<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 27
ctattttcta ttttctatit tctatttict attctgtagg ggccactgte ttctccacgg

<210> 28

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 28
ctattttcta tittctattt tctatttict ccteecctgg gatcctgeag ctctagtcete

<210> 29

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 29

ctattttcta tittctattt tctattttct tgagggttta ttgagtgcag ggagaagggce

<210> 30

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 30
ctattttcta ttttctattt tctatttict ggaggtcaaa acagcegtgga tggeg

<210> 31

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 31
ctattttcta ttttctattt tctattttct gaggcetggat cggteeceggt gtett

<210> 32

55

55

60

60
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<211> 55
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 32
ctattticta ttttctattt tctattttct aatccgegtt ccaatgcaccgttce

<210> 33

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 33
ctattttcta ttttctattt tctattttct taaaaactge gggcactggg gacgg

<210> 34

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 34
ctattttcta ttttctattt tetatttict acccgagatt cgegtggaga tecca

<210> 35

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 35
ctattttcta ttttctattt tctatttict gagcaaggag ctgccgageg accat

<210> 36

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

55

55

55

55
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<400> 36

ctattticta ttttctattt tctattttct acactggtgg tggtgggceat cgtge

<210> 37

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripciéon de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 37

ctattttcta ttttctattt tctattttct ttccaaatge gtcageggtg caage

<210> 38

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 38

ctattticta ttttctattt tctatttict agctgectge atettcttct gececge

<210> 39

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 39
ctattttcta ttttctattt tctatttict ccctccaceg ttaacagcac cgcaa

<210> 40

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 40

ctattttcta ttttctattt tctattttct ttiggtcacgg gtgtctcggg cctaa

<210> 41

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

55

55
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55
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<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 41
ctattttcta ttttctattt tctatttict tcggeccaact ctggaaacag cgggt

<210> 42

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 42

ctattttcta ttttctattt tctattttct tcgggattct cgttgecaate ctegg

<210>43

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 43
ctattticta ttttctattt tctattttct atctcgatge ccegctcaca tgcaa

<210> 44

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 44
ctattttcta tttictattt tctattttct tgccgcacca tgtccactcg aacct

<210> 45

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 45
ctattttcta ttttctattt tctattttct gttagcggceg cecttgcetca catea

<210> 46

10

55

55

55
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<211> 55
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 46
ctattticta ttttctattt tctattttct tgcagatctc ctcaatgegg cgcett

<210> 47

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 47

ctattttcta ttttctattt tctattttct tctcagagga tcggccccca gaatg
<210> 48
<211> 55

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 48

ctattttcta ttttctattt tetattttct cctcatctga ctectcggeg atgge

<210> 49

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 49
ctattttcta ttttctattt tctatttict cgggtacagg ggactctggg ggtga

<210> 50

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
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<400> 50
ctattttcta ttttctattt tctattttct gggtgggtge tettgectee agagg

<210> 51

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 51

ctattttcta tttictattt tctattttct gacctcgggt cggtagcacc geact

<210> 52

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 52

ctattttcta tittctattt tctattttct ggaagcecitct cttctectee ceegg

<210> 53

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 53

ctattttcta ttttctattt tctattttct ccacagacac cgtcctcace acccg

<210> 54

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 54

ctattttcta ttttctattt tctattttct ggctacagece acacacgtct cctece

<210> 55
<211> 55
<212> ADN

12

55

95

55

55

56



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2317939 T3

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 55
ctattttcta ttttctattt tctattttct cgaggcggge ggatcacctg aggtc

<210> 56

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 56
ctattttcta ttttctattt tctatttict cgggaggegg aggttgecagt gagec

<210> 57
<211> 60
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripciéon de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 57

ctattticta tittctattt tctattttot tttttttitt titttttttt tttttttttt 60

<210> 58

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 58

ctattttcta ttttctattt tctattttct 30

<210> 59

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripciéon de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 59
ccagagtagc aggagcccca ggagcetgage 30
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<210> 60

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 60

ggatggagac tgggtcaact ggatgtcaca 30
<210> 61
<211> 30

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 61

gcaagcgatg gtgactctgt ctcctacagce 30
<210> 62
<211> 30

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 62

tctgtcccag atccactgec actgaacctt 30

<210> 63

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 63

gcagccacag ttcgcttcat ctgcaccttg 30

<210> 64

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
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<400> 64
tttcaactgc tcatcagatg gcgggaagat 30

<210> 65

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 65

aagttatica gcaggcacac aacagaggca 30

<210> 66

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 66
ggcgttatce accttccact gtactttgge 30

<210> 67

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 67
taggtgctgt ccttgetgte ctgetetgtg 30

<210> 68

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 68

gtagtctgct ttgctcageg tcagggtgcet 30

<210> 69

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 69

gatgggtgac ttcgcaggcg tagactttgt 30

<210> 70

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 70

ctctceectg ttgaagctct ttgtgacggg 30

<210> 71

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 71

tggaactgag gagcaggtgg gggcacttct 30

<210> 72

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 72

gaaaaagggt cagaggccaa aggatgggag

<210> 73

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 73
agatgagctg gaggaccgca ataggggtag 30

<210> 74
<211> 30
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 74
gcataattaa agccaaggag gaggaggggg 30

<210> 75

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 75

cctgagtgag gagggtgagg agcagcagag 30

<210> 76

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 76

agacccagac acggaggcag gctgagtcag 30

<210> 77

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 77

tgttggticc agtgcaggag atggtgatcg 30

<210> 178

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
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<400> 78

taaatcatga ttttgggggc tttgcctggg 30

<210> 179

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 79

tgttgccaga cttggagcca gagaagcegat 30

<210> 80

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 80

aataatcagc ctcgtcctca gectggagec 30

<210> 81

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 81

ggtccctceg ccgaaaacca cagtgtaact 30

<210> 82

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 82
ttatgagaca caccagtgtg gccttgttgg 30

<210> 83

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 83
ctgctcaggc gtcaggctca gatagcetgcet 30

<210> 84

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 84

atgcgtgacc tggcagctgt agcttctgtg 30

<210> 85

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 85

attctgtagg ggccactgtc ttctccacgg 30

<210> 86

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 86

ccteeeetgg gatectgeag ctetagtete 30

<210> 87

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 87

tgagggttta ttgagtgcag ggagaagggce 30

<210> 88
<211> 25
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 88

ggaggtcaaa acagcgtgga tggeg 25

<210> 89

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 89

gaggctggat cggtcceggt gtctt 25

<210> 90

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 90
aatccgcegtt ccaatgcacc gttce 25

<210> 91

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 91

taaaaactgc gggcactggg gacgg 25

<210> 92

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
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<400> 92
acccgagatt cgcgtggaga tccca 25

<210>93

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 93
gagcaaggag ctgccgagcg accat 25
<210> 94
<211> 25

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 94

acactggtgg tggtgggcat cgtgc 25

<210> 95

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 95

ttccaaatgc gtcagcggtg caagce 25

<210> 96

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 96

agctgcctge atcttettet gecge 25
<210> 97
<211>25

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 97
ccctccaceg ttaacagcac cgcaa 25

<210> 98

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 98
ttggtcacgg gtgtctcggg cctaa 25

<210> 99

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 99
tcggccaact ctggaaacag cgggt 25

<210> 100

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 100
tcggggtict cgttgcaatc ctcgg 25

<210> 101

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 101
atctcgatgc cccgctcaca tgcaa 25

<210> 102
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<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 102

tgccgeacca tgtccactcg aacct 25

<210> 103

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 103

gttagcggceg ccctigetca catca 25

<210> 104

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 104

tgcagatctc ctcaatgcgg cgctt 25

<210> 105

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 105

tctcagagga tcggecccca gaatg 25

<210> 106

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
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<400> 106
cctcatctga cteeteggeg atgge 25

<210> 107

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 107

cgggtacagg ggactctggg ggtga 25

<210> 108

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 108

gggtgggatgc tettgectce agagg 25
<210> 109
<211> 25

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 109

gacctcgggt cggtagcacc geact 25

<210> 110

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 110
ggaagcctct cttctectee ceegg 25

<210> 111

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 111

ccacagacac cgtcctcacc acccg 25

<210> 112

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 112

ggctacagcc acacacgtct cctccc 26

<210> 113

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripciéon de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 113

cgaggcgggc ggatcacctg aggtc 25

<210> 114

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripciéon de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 114
cgggaggcgg aggttgcagt gagee 25

<210> 115

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 115

tettttittt titttttttt ttttttttt 30

<210> 116
211>
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 116
CTATTTTTCTATTTTTCTTTT CGAGGCGGGCGGATCACCTGAGGTC 46

<210> 117

<211>

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 117
CTATTTTTCTATTTTTCTTTT CGGGAGGCGGAGGTTGCAGTGAGCC 46

<210> 118

<211>

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 118

CTATTTTATACTTTATATTTCATATTTTATCT

CGGGAGGCGGAGGTTGCAGTGAGCC 57
<210> 119
211>

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 119

CTATTTTATATTTATATTTCT CGGGAGGCGGAGGTTGCAGTGAGCC

ACTATTTTATACTT 61

<210> 120

<211>

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica
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<400> 120
CTATTTTATACTTTATATTTCT GACCTCGGGTCGGTAGCACCGCAC

TACTATTTTATACTT 62

<210> 121

<211>

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripciéon de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 121
CTATTTTTCTT CGAGGCGGGCGGATCACCTGAGGTC TTCTTTTTATCTT 49

<210> 122

<211>

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 122
CTATTTTATACTTTATATTTCT CGAGGCGGGCGGATCACCTC3AGGTC

ACTATTTTATACTT 61

<210> 123

<211>

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 123

CTATTTTTCTATTTITTCTTTT 21
<210> 124
<211>
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 124
CTATTTTATACTTTATATTTCATATTTTATCT 32

<210> 125
<211>
<212> ADN
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<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 125

CTATTTTATACTTTATATTT ACTATTTTATACTT

<210> 126

<211>

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 126
CTATTTTTCT TCTTTTTATCTT 49
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