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DESCRIPCION

Polinucleétidos para su utilizacion como etiquetas y complementos de etiqueta, fabricaciéon y utilizacion de los
mismos.

Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a familias de etiquetas de oligonucleétido para su utilizacién, por ejemplo, en la
clasificacion de moléculas. Los miembros de una familia dada de etiquetas pueden distinguirse entre si mediante
hibridacion especifica con sus complementos de etiqueta.

Antecedentes de la invencion

La hibridacién especifica de oligonucleétidos y sus analogos es un procedimiento fundamental que se emplea en
una amplia variedad de aplicaciones de investigacion, médicas e industriales, incluyendo la identificacién de
polinucleétidos relacionados con enfermedades en ensayos de diagndstico, examen para seleccionar clones de
polinucleétidos diana novedosos, identificacion de polinucleétidos especificos en transferencias de mezclas de
polinucleétidos, bloqueo terapéutico de genes expresados de manera inapropiada y secuenciacion de ADN. La
hibridacion especifica de secuencia es critica en el desarrollo de ensayos de &cidos nucleicos multiplexados de alto
rendimiento. A medida que los formatos para estos ensayos se expanden para abarcar cantidades mayores de
informacién de secuencia adquirida mediante proyectos tales como el proyecto del genoma humano, el desafio de la
hibridacion especifica de secuencia con alta fidelidad se vuelve cada vez mas dificil de lograr.

En gran parte, el éxito de la hibridacién utilizando oligonucleétidos depende de minimizar el numero de falsos
positivos y falsos negativos. Tales problemas han hecho que sea muy dificil la utilizacion simultanea de mdltiples
sondas de hibridacién en un Unico experimento, es decir el multiplexado, particularmente en el andlisis de multiples
secuencias génicas en un microalineamiento génico. Por ejemplo, en determinados ensayos de unién, se unen
varias moléculas de acido nucleico a un chip con el deseo de que una secuencia “diana” dada se una selectivamente
a su complemento unido al chip. Se han desarrollado enfoques que implican la utilizacién de etiquetas de
oligonucledtido unidas a un soporte sélido que pueden utilizarse para hibridarse especificamente a los
complementos de etiqueta que se acoplan a secuencias sonda. Chetverin et al. (documento WO 93/17126) utilizan
alineamientos de oligonuclettidos binarios, seccionados, para clasificar y analizar acidos nucleicos. Estos
alineamientos presentan una secuencia de nucledtidos constante unida a una secuencia de nucle6tidos variable
adyacente, ambas unidas a un soporte so6lido mediante un resto de unién covalente. Estos alineamientos binarios
presentan ventajas en comparacion con alineamientos habituales porque pueden utilizarse para clasificar cadenas
segln sus secuencias terminales de manera que cada cadena se une a una ubicacion fija en un alineamiento. El
disefo de las secuencias terminales en este enfoque comprende la utilizacién de secuencias constantes y variables.
Las patentes estadounidenses US n® 6.103.463 y n°® 6.322.971 concedidas a Chetverin et al. el 15 de agosto de
2000 y el 27 de noviembre de 2001, respectivamente.

Este concepto de utilizar etiqguetas moleculares para clasificar una mezcla de moléculas es andlogo a etiquetas
moleculares desarrolladas para genética bacteriana y de levaduras (Hensel et al., Science; 269, 400-403: 1995 y
Schoemaker et al., Nature Genetics; 14, 450-456: 1996). En este caso, se utiliza un procedimiento denominado
mutagénesis “etiquetada con firma” en el que cada mutante se etiqueta con una secuencia de ADN diferente para
recuperar genes mutantes de una mezcla compleja de aproximadamente 10.000 colonias bacterianas. En el enfoque
de etiquetado de Barany et al. (documento WO 9731256), conocido como el “chip postal’, una familia de moléculas
de acido nucleico, las “direcciones de codigo postal”’, cada una diferente de las otras, se exponen en una rejilla. Se
unen moléculas diana a secuencias de oligonucledtido complementarias a las “direcciones de codigo postal”,
denominadas “cédigos postales”, que se utilizan para hibridarse especificamente a las locaciones de direccién en la
rejilla. Aunque la seleccion de estas familias de secuencias de polinucledtido utilizadas como direcciones es critica
para un correcto rendimiento del ensayo, no se ha descrito el rendimiento.

Trabajar en un entorno de hibridaciéon altamente paralela que requiere hibridacion especifica impone muchos
criterios de seleccion rigurosa para el disefio de familias de oligonucleétidos que van a utilizarse. El éxito de estos
enfoques depende de la hibridacion especifica de una sonda y su complemento. Surgen problemas ya que la familia
de moléculas de &cido nucleico se hibrida de manera cruzada o se hibrida incorrectamente con las secuencias
diana. Aunque es comun obtener una hibridaciéon incorrecta que da como resultado falsos positivos o una
incapacidad de formar hibridos que da como resultado falsos negativos, la frecuencia de tales resultados debe
minimizarse. Para lograr este objetivo deben considerarse determinadas propiedades termodinamicas de formacion
de hibridos de éacido nucleico. La temperatura a la que los oligonuclettidos forman duplex con sus secuencias
complementarias conocida como la Tn, (la temperatura a la que el 50% del duplex de acido nucleico esta disociado)
varia segun varias propiedades dependientes de la secuencia incluyendo las energias de formacion de puentes de
hidrogeno de los pares convencionales A-T y G-C (reflejada en GC o composicién de bases), energia libre de
apilamiento y, en menor medida, las interacciones entre vecinos mas proximos. Estas energias varian ampliamente
entre oligonucleétidos que se utilizan normalmente en ensayos de hibridacion. Por ejemplo, la hibridacion de dos
secuencias de sonda compuestas por 24 nucleétidos, una con un contenido en GC del 40% y la otra con un
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contenido de GC del 60%, con su diana complementaria en condiciones convencionales puede presentar
teéricamente una diferencia de 10°C en la temperatura de fusién (Mueller et al., Current Protocols in Mol. Biol.; 15,
5:1993). Se producen problemas en la hibridacién cuando se permite que se formen los hibridos en condiciones de
hibridacion que incluyen una Unica temperatura de hibridacion que no es éptima para una hibridaciéon correcta de
todas las secuencias de oligonucleétido de un conjunto. Puede producirse hibridacién de apareamiento erréneo de
sondas no complementarias formando duplex con una estabilidad de apareamiento erréneo medible (Santalucia et
al., Biochemistry; 38: 3468-77, 1999). Puede producirse apareamiento erréneo de dlplex en un conjunto particular
de oligonucleétidos en condiciones de hibridacion en las que el apareamiento erroneo da como resultado una
disminucion de la estabilidad del duplex que da como resultado una T; superior al duplex correcto menos estable de
ese conjunto particular. Por ejemplo, si se lleva a cabo la hibridacién en condiciones que favorecen la secuencia de
duplex de apareamiento perfecto rica en AT, existe la posibilidad de hibridacion de una secuencia de duplex rica en
GC que contiene una base con apareamiento erréneo que presenta una temperatura de fusién que todavia es
superior al duplex rico en AT formado correctamente. Por tanto, el disefio de familias de secuencias de
oligonucleotido que pueden utilizarse en reacciones de hibridaciéon multiplexadas debe incluir la consideracion de las
propiedades termodinamicas de los oligonucleétidos y la formacion de duplex que reduciran o eliminaran el
comportamiento de hibridacion cruzada dentro del conjunto de oligonucleétidos disefiados.

Se ha intentado el desarrollo de tales familias de etiquetas a lo largo de los afios con diversos grados de éxito. Hay
varios enfoques diferentes para seleccionar secuencias para su utilizacion en ensayos de hibridacion multiplexados.
La seleccién de secuencias que pueden utilizarse como cddigos postales o etiquetas en un alineamiento
direccionable se ha descrito en la bibliografia de patentes en un enfoque adoptado por Brenner y colaboradores. La
patente US n? 5.654.413 describe una poblacion de etiquetas de oligonucledtido (y complementos de etiqueta
correspondientes) en la que cada etiqueta de oligonucleétido incluye una pluralidad de subunidades, consistiendo
cada subunidad en un oligonucleétido que presenta una longitud de desde tres hasta seis nucleétidos y
seleccionandose cada subunidad de un conjunto que presenta hibridacion cruzada minima, en el que una subunidad
del conjunto presentara al menos dos apareamientos erréneos con cualquier otra secuencia del conjunto. La tabla I
de la memoria descriptiva de la patente de Brenner describe grupos a modo de ejemplo de subunidades de 4 meros
que presentan hibridaciéon cruzada minima segun los criterios mencionados anteriormente. En el enfoque adoptado
por Brenner, la construccion de oligonucleétidos que no presentan hibridacién cruzada se basa en la utilizacién de
subunidades que forman un dlplex que presenta al menos dos apareamientos erréneos con el complemento de
cualquier otra subunidad del mismo conjunto. No se define especificamente la ordenaciéon de subunidades en la
construccion de etiquetas de oligonucledtido.

Los parametros utilizados en el disefio de etiquetas basandose en subunidades se comentan en Barany et al.
(documento WO 9731256). Por ejemplo, en el disefio de secuencias de polinucleétido que presentan por ejemplo 24
nucleétidos de longitud (24 meros) derivadas de un conjunto de cuatro posibles tetrameros en los que cada
“direccion” de 24 meros se diferencia de su vecino de 24 meros mas préximo en 3 tetrameros. Comentan ademas
que, si cada tetramero se diferencia de los otros en al menos dos nuclebtidos, entonces cada 24 meros se
diferenciaran de los siguientes en al menos seis nucleotidos. Esto se determina sin tener consideracién de las
inserciones o deleciones cuando se forma la alineacién entre dos secuencias cualesquiera del conjunto. De esta
manera se genera una secuencia de “cddigo postal” Unica. El cédigo postal se une a un marcador de una manera
dependiente de diana, dando como resultado un “codigo postal” Unico que entonces se permite que se hibride con
su direccién en el chip. Para minimizar la hibridacion cruzada de un “codigo postal” a otras “direcciones”, la reaccion
de hibridacion se lleva a cabo a temperaturas de 75-80°C. Debido a las condiciones de alta temperatura para la
hibridaciéon, 24 meros que presentan homologia parcial se hibridan en menor medida que secuencias con una
complementariedad perfecta y representan “zonas muertas”. Este enfoque de implementar condiciones de
hibridacion rigurosas por ejemplo, que suponen hibridacién a alta temperatura, también se pone en practica por
Brenner et al.

El actual estado de la tecnologia para disefar etiquetas que no presentan hibridacion cruzada basandose en
subunidades no proporciona directrices suficientes para construir una familia de nimeros relativamente grandes de
secuencias con un valor practico en ensayos que requieren un comportamiento que no presenta hibridacion cruzada
riguroso.

Se ha descrito un procedimiento de secuenciacién de de miltiplex en la patente US n? 4.942.124, que se concedi6 a
Church el 17 de julio de 1990. El procedimiento requiere al menos dos vectores que se diferencian entre si en una
secuencia de etiqueta. Se menciona que una secuencia de etiqueta en un vector no se hibridara en condiciones de
hibridacion rigurosa con una secuencia de etiqueta (es decir, las sondas complementarias no se hibridan de manera
cruzada) en otro vector. Se proporcionan condiciones de hibridacion rigurosa a modo de ejemplo como 42°C en
tampon de fosfato de sodio 500-1000 mM. En la figura 3 de la memoria descriptiva se proporciona un conjunto de 42
secuencias de etiquetas de 20 meros, todas las cuales carecen de residuos de G. No se proporcionan detalles sobre
como se obtuvieron las secuencias, aunque Church menciona que inicialmente se eligieron 92 basandose en que
presentaban suficiente diversidad de secuencia para garantizar su singularidad.

Por tanto aunque es posible para un experto en la materia disefiar un pequefio nimero de etiquetas que no
presentan hibridacion cruzada, es dificil disefiar un gran ndmero de tales etiquetas. Una solicitud en tramite junto con

3



10

15

20

25

30

35

ES 2382542 T3

la presente del propietario de esta solicitud de patente describe un conjunto de este tipo de 210 etiquetas que no
presentan hibridacién cruzada que presentan un valor practico. Se describe un procedimiento en la solicitud de
patente internacional n® PCT/CA 01/00141 publicada como documento WO 01/59151 el 16 de agosto de 2001. Sin
embargo, se proporcionan pocas directrices para proporcionar un conjunto mayor, de por ejemplo 1000
aproximadamente, etiquetas que no presentan hibridacion cruzada. Dado que disponer de conjuntos de
aproximadamente 1000 etiquetas que no presentan hibridacién cruzada, o mas, presentaria un valor practico
considerable, seria util desarrollar un conjunto de este tipo.

Por tanto, aunque es deseable con tales alineamientos disponer, al mismo tiempo, de un gran nimero de moléculas
de direccién, las moléculas de direccion deben ser cada una altamente selectiva para su propia secuencia de
complemento. Aunque un alineamiento de este tipo proporciona la ventaja de que la familia de moléculas que
constituye la rejilla se disefia completamente, y no se basa en secuencias tal como se producen en la naturaleza,
proporcionar una familia de moléculas, que sea suficientemente grande y en la que cada miembro individual sea
suficientemente selectivo para su complemento con respecto a todas las demas moléculas de codigo postal (es
decir, en la que haya una hibridacion cruzada, o interferencia (“cross-talk”), suficientemente baja) contina eluyendo
a los investigadores.

Sumario de invencion

Se obtuvo una familia de 1168 secuencias utilizando un algoritmo informatico para presentar propiedades de
hibridacion deseables para su utilizacion en ensayos de deteccion de acido nucleico. El conjunto de secuencias de
1168 oligonucleétidos se caracterizd parcialmente en ensayos de hibridacién, demostrando la capacidad de los
miembros de la familia para hibridarse correctamente con sus secuencias complementarias con una hibridacién
cruzada minima. Estas son las secuencias que presentan SEC ID n%: 1 a 1168 de la tabla I.

Las familias variantes de secuencias (consideradas etiquetas o complementos de etiqueta) de una familia de
secuencias tomada de la tabla | también son parte de la invencion. Para fines de evaluacién, una familia o conjunto
de oligonucleodtidos se describiran con frecuencia como una familia de complementos de etiqueta, pero se entendera
que un conjunto de este tipo puede ser facilmente una familia de etiquetas.

Una familia de complementos se obtiene a partir de un conjunto de oligonucleétidos basado en una familia de
oligonucledtidos tales como los de la tabla |. Para simplificar la evaluacion, se describira proporcionar una familia de
complementos basados en los oligonucle6tidos de la tabla I.

En primer lugar, los grupos de secuencias basadas en los oligonucle6tidos de la tabla | pueden representarse tal
como se muestra en la tabla IA.

Tabla IA: Secuencias numéricas que corresponden a patrones de bases de nucleétidos de un conjunto de
oligonucleétidos

, L. Identificador de
Patron numérico

secuencia
111223231113 122322232321 1
3 22131322112232122231231 2
1232211132113 232231112372 3
2312322131122 121221323112 4
222323213112 123232232211 5
1211323211323 11121131131 &
11313212223223231322111z:2 7
3 23222123221212323113222 a
111321311213 1121232321132 9
21 2311131322313 12112322221 10
1232131112123 22131123231232 11
2213223223123 2221321322%2:2 12
3 2111312212113 2223123121 13
11132113112 3123211211323 14
3 2131112132 2212231231223 15
23 2113231112132 31322122232 16
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Tabla IA: Secuencias numéricas que corresponden a patrones de bases de nucleétidos de un conjunto de

oligonucleétidos

secuencia

Identificador de
17

Patrén numérico
111213123 1212113223121123

121132212113 2322122323132

18

13
20

2121312111313 12312223223

l1313223131123212132122123:2

21

l13213222321131123122321

22

2212311122313 23113122312
3 2121232111223 2212322313

23

24

3l1223212111321221312323

25

2131231312211323221222231
322113222322212321213113
313212213211132312123121
323112312221321112312231

26

27

28

29

3 l2231132212121112312213
132312111223 2213223112232

30

31

2121213211123 222232323223

32

22113232213 2212223223213

33

3 2132112123113 2313112121

34

213232121311232131222132:2

a5

2232131221312323222232111
213212131321313123121223:2

36

a7

12232311131113.1311311122
2223131122113 1.2211311232
121221322113 111311231322273
22321322313 11121223213222
213132232211131323211121

38

39
40

41

a3

3 22123123232121132112123
2 2232213112313 1131222123
132121322 2111311321322131
3 23131212131222131113211

43

44

45

46

2232 2212132311323 1121321

47

1132113212 2112132323223211

48

1222323132 22123111312121131
3111321313211211131211311
122211312232211313213113

49

50

51

3222111312232113112322321
222323113 12311321222321:2
232322213112221321232321
312112312212131113232223
3 22122232113221131213213

52

53

54

55

56

1322212231113 13222311213

57

2232 32221223232132221113
122323131131212311132212
2313112321113 11232221223
12323211132212312322717122313
322213212213223221131223
31223121222311232223222:23

58

59

&0

&1
- 82

63

2311223111323 21123223212
312232122322313112131121

64

111222313122232312131321

65
66
67

2

322232122322132311212133:2
1+23213213213123222123112

3211221312223 2223223223

68

69

232221113123122311311123
2323121123123 22122232321

70

71
T2

12132232313 1122232112213
1213123211313 11122323111
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Tabla IA: Secuencias numéricas que corresponden a patrones de bases de nucleétidos de un conjunto de

oligonucleétidos

secuencia

Identificador de
73

Patrén numérico
1312211313113 22112131321

311321112232311231113111

T4

75
76
77
78

112321131113 11231223=22321

222312221232322123223132
3 212231311122232113112311
311223212311123112232113
212222131132 111322131132

79

80

2221232112312 1132232132273

81
82
B3
B4

1212132231112232312132232

121131112213 131322321113
3112232311123 23122312121

111211321322 211231313113.-
312211131132 11323112232272
212323232232 221323221221
3 l3izz21212321322131322121

85
Be

87
=1

311131112113 232211322111
213 212213211321232312232

B
50

223 232312231121223231112

a1

1232311131322 11323122111
312231123122313121232111
113123121322113232113221
213223221223 131122213113
222121323112 212313231113

o2

23
- 94

85

96

312131222131123112211323
222311311313 1222311122231
123112113132231211123231

97

o8

29

2322212321323 21212231122
222113231322121311321321

100
101
102

312221232322231132211312

2132213131113 23121113221

103
104
los
los
107
108
108
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123

3 21123121123113232121213

112311323221321213121321
2111223 1322232223122321373

211231131121132212231322322
1112321121323 2232213221313

1313221323111 23223221112

311121311123 212232223231
132212113222 323131122113

313222121322131121232232

131322122131131131222113

3132211231112 113212221323

123123112132 23113212121313
121312123131231113221321

2122211131113 23111311311

2 31123213111231123223111
112231121323 23231322211%2

131212232223 122112311313

111222321113 223113121113

3 221131312212313.12321221

131131212113 113122311223:3
321311122231122312323111
113132131223 121132121231
23121213221323113111211232
1312112312313 11123113121
123231113 212223231212132
1'12113131122312123113123:3

124
125
12s
127
128
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Tabla IA: Secuencias numéricas que corresponden a patrones de bases de nucleétidos de un conjunto de

oligonucleétidos

secuencia

128
130
131
132
133
134
135
138
137
138
1395
140
141
142
143
144
145

Identificador de
146

Patrén numérico
2113232122213 212112311732

2123221312223 2231312231:2
1322232123113 1312132122z2,
3131112322123 2122213213?:2

2123231311232 32223122211
3 212322232221213112321¢=23
313212121311311131112223
1231323113 21112321322122
2211211 32313221223223231212z2

1231112313 11212232232223

3 l221123123212323112223123
311123221113 121231113213

2122322312223 121221323273
2221232223232 12321132132
1122311121122 32323112231
2313222311222 32223122112
3123212112312 32323211122
123231312113 112223222122

147
148

3 231211132122232231213111
311321311213 11123222112131
2232321322113 13223222112
2132132112 22322132321121322
1122231132121123112232232323

149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159

2131112232 132212223121311
2342121222211231312322321

2122231211313 11231131132

22311213232112311212312373
3213222323112 13112213222
1113123122 32112223232311
3113122322313 22112131211

131221232132312321112322:2
3112221312321 31212311232

160
161
12
163
le4
165
166
167
168
1659
170
171
172
173
174
175
176
177
178
175
180
181
182
183
184

3121311323212 21132113221
2123112212313 1123112131232
222322123113 231222322232

311123

2232312132132 212121222133:2
3112211312111211321311321
3 12232131123112223213212
111211313132 13112312221232

3 21112321223 23221212

112212323112131223223113
2211312221232312132212313232

2211131213 23222322323221
2122312221231131322121323
111222312313 2132221131231
12111322232 22312322231123
3122323123 112112322122231
3123113111.21231212311213
221113221223 113231132231
2232113111213 13122232322

3 131223132221132122132122
1 3231211213112 3121112323

3121121323_11222313223212
13121222232 132131113212232
3221231123223 11222311232
1231113122 21322323131212



ES 2382542 T3

Tabla IA: Secuencias numéricas que corresponden a patrones de bases de nucleétidos de un conjunto de

oligonucleétidos

secuencia

185
186
187
lgs
189
190
191
192
193
1594
195
196
157
198
199
200
. 201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
21%

Identificador de
220

Patrén numérico
11121313113 2212312323121

2213231311123 22211232312

2311311212323 111221232223
3222312132221123132122131

21132112312111321231
2113132132112 232232221131
22.2313131321232123122122
1223122323112 21312131131
3122132122213 21321121313

3223

2123212213131 21223111323

2123231113211 23121112313

3211221321123 122231122313
3 zz2212232111312321132311

213213112232232211131123
212232213221232132323211

313231113 221212311132121

121213113223123132221223231

112113231321
2323212113 12122232113113

213113132232 122322121132

222131132113

3 23221221232 22211322131321

11212132 3123231112231123
2213131121313 =23122121322
311323132211231222321112:2
11232111322111311132312231
3 2213=22123122311212232321
1112313221313 21311221232:2
312121311312213221323121
1213222322313 12221231321
213112132213213211313212

311222321223231132221321

3213211311313 11221312211

l112323221232123211121323
3 1122132213132 1112232223
3111223211312132113111231

3 23212212323122212312131
2122123131113 22311213213
2 12321223212231321312311

221

222
223
224
225
226
227
228

3 23122311213213122322211
1321132232223 12231112223

3 11322231222113222113113
3131131211123 1212232212313

12312313 2232211213221322

212312122231131323221131

229
230

3131231221113 23122212311

1213221131323 123132112111
222122322131211131322313

231
232

1311212221213 22311322311

233
234

212322321113 23213122321112
132132312123122231121223
232122311221311213231311
2312123131213 11322211233:2
311311321132121113211123
222112232312113111312131
2122322311.23232221113131

235

236
237
238

239
240

311211231231312312212231



ES 2382542 T3

Tabla IA: Secuencias numéricas que corresponden a patrones de bases de nucleétidos de un conjunto de

oligonucleétidos

secuencia

241
242

Identificador de
243

Patrén numérico
2131311131313 11223212211

1232121123131 2123222131231
112121211312 23122323222713
2223112312112 13113213112231
1312311211322 32311232221

244
245
246
247
248

1312311131113 23213112122
23221112321232132112231373
2132132323113 2212223221:2

249
250
251
252
253
254
255
256

122311232223-211131322211
3121112313 112231321122237:2

2'3123121311122322211323222

111211321323231321121321
212311121232312132113131
122321131323 12212131231:2
131321131123 111313121121

21132113213 1.232211131312
111213111311223213132132
1213122211323 11313132212
31123222321112321213121313

257
258
259
2560
26l
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
2ag
285
290
291
292
283
254
285
296

1112131123132 13231112123
223112212321313111321113

213211122313 132132231122

£23211132322212132323232112
121231222313 123131123211
112122312123 232232311321

1323131122123 132122312221
223212221312132313122123
1213111231113 12131213113

3 12232121232111321322213
212311232212232323223122
3121221321313 211321212273

231312311222323221231212
21231123112211131232123211

3132311222322 32112223222

1311122321313 22112232321
3232211231113 2232311211232
232312223221131131221123
1321321223%321113212111313
23122 3223212132212232321

*

il22321322211232211311273

1231112113111223132213131
2123123121222322321232237:2
222131322231221321232223

11211313122323123131_1121
1123112131121313112321131
321321321122231123222311

1323132211223 122312232211
3112112322213 23232223111
121231113213 131113232212
231322122321222132223113
213223132221113223111311
211131323123 21112131132%22
232132322213132113221221
1313122112323 2231113122.1
32112113223 2311131131221
313123221213121123111311



ES 2382542 T3

Tabla IA: Secuencias numéricas que corresponden a patrones de bases de nucleétidos de un conjunto de

oligonucleétidos

secuencia

297
258
299
300
301
302
303
304
305
308
307
308
309
310
311
312
313
314
315
3ila
317

Identificador de
318

Patrén numérico
22213 2231223223112 131321
122122311132 131232221131:23

222123232312 231323222112

212221322213121231212313132

1232322212323 11131222321
121322112213113121131123232

2123132312213 1122321222:23

221123 21223222111313222323

1213131122113 112232222313
3221211321232 1112321213113

13211221322231112323213372

3 1113122123122 3211132312

2 21131221311322112311311

3131123223112 113211321122

221131323222311213232221

121113111313 212313122123
132212231223113123131112

3 2223232223212 11322232211

22321232313 2221312211231

213221113212 1322322231132

1 1122232322313 1222321213

2122132 32212312111313113

315

2121131132112 22313113132
211322 3213123222322231211

320

321
322
323
324

3 2321312221231 1223132112

212131211323 222132232121

121113113112 1322322232321

131223111213 122131113227:3

325
326

3 22322121131112132223223
1311121313 21131323222111

327
328
3zo
330
331
332
333
334

131312132132111213221223
11123122323211322123212.3

1131132113 13131112223112

3 2323212221322311211222312
1223223223223 13111232122
1312113221113 211123131123

2132231132213 222112323221
132113112321121231231213
1231312231113 12221231123

335

336
337
338

231223112213 13121122322121
132213211313 112121323112

1221131223 21213221323123

335

313121113112231112131131

340

131321112322113111311322

341

1113222322123 23231121122
1223 23222113111212312313

342
343
344

2122311123232 13123212321322

1222323231 23222311121231

345

21131211213=223131311122231

346
347

1 2221231221323 211323223132

3 1221131121113 2323113112
3 21122312311313221322212

348

349
aso
a5l
352

232322123221211311323121

1313111223112 221311122323

221223112323131113212223
2322112313113 122112312132:2

10



ES 2382542 T3

Tabla IA: Secuencias numéricas que corresponden a patrones de bases de nucleétidos de un conjunto de

oligonucleétidos

Identificador de

Patrén numérico
311132122232231221223223
213222123213 22112232213173

3 2231113121322 2312123213:2

secuencia

353
354

355
356
357
358
353
360
3el
362
3ge3
364
365
366
367
368
369
370
a7l
a7z
373
374
375
376
377
378
375
380
381
382
383
384
385
386
387
388
cf: 1
390
391
392
333

2213113121312 21223131113

i112112322323111213123231

13211311132 2213=222132213
213222112313 123222312123

2211131232211131123132231

11132323 2121232213111321

122113221232 32221232322:23

222311311323 222321221237:2
2322113113 2221132211132273
2 2211321211312 2323231312

1312122231212 12131131113

122213132232113113121223

3 1311122321122322131321212

311321212322113123211213

112122311312 321323132212

3 1322213111221211123211223
211311123132212123223131

2231212113113 22323121132
113232221123 2112321311z2311
322322131122131112132121

222132223123 232221231312

3 2112231113 2123132132112
213223112113 1222131321112

2211322311323 223222122311
1 22312223 223111213113232273
23112232231211232221231131

3 2223221223132 1132231122
2 3-12221321232122131322131
211121313123 131121131113

1311232212123 21313111223

1 22212321322313132312111

32111312132 2231321122231

3 1112132121123 2211323131

122321212232322311311132
31322113 23211123211123211

12131223232311123111321122

221121311322232132123123
223212323131121113222137:2
3 2312213121221231312123112:2
231131131122213122232113

is4 .
395
396
397
398

23212312212231221232232322:2

232311131311231213121222
112231112313 232322211311
122121313 221322213112313

399
© 400

1113121311122 31323212312

401
402
403
404
405
406
407
408

3 2132223221123 2232121123

12131212213 1123221131121373

131132223111212312131123
213112321113 222132121313
132131232123 221123231121

2311122311121231112322332
1213212122313 22232123113

311311123222321311211321

11



ES 2382542 T3

Tabla IA: Secuencias numéricas que corresponden a patrones de bases de nucleétidos de un conjunto de

oligonucleétidos

secuencia

409
410
411
412
413
414
415
418
417
418
419
420
421
422
423
424

Identificador de
425

Patrén numérico
112 31321223113 1112321213

3 2312123112223 23222112311
232132123113 112112311123
1213113221123 12112232323
323122321132 113211131211

2123213222323 22122231131

23132113=2223212322211321
2111232212313 232321113111
3211313221223 111221321131

3223132321113 1=2212231211

1321231322122 12121113231
1222322121313 22323223212
2112212213232 32231112223
2321223131223 2212232122313

3221221311313 12112231322

223132232312211321321212
312122121123 12231132112373

426
427
428
429
430
431
432
433
434
435

3231113121222 31313121112

1322123122223 113111223223

32113212223112223123132732

211213232212 113231113132

1112311223123 23212123113

121113231322 32213113212221
2221232323112 23232121217:3

321121231213111232111313

313112232221113121322321

3l12222322112112313222312

436
437
438
439
440
441
4432

121-322123122111313112223
121312322213 223131221223
113132321112 131113231212

232321223122322313121112

213212132313 111313221112%2"
1113121131113 131231223222

311322122311121313113212

443
444
445
4486
447
448
449
450
451
452
453
454
455
456
457
458
4585
460
461
462
463
464

123212321213 1113123221112323
3123222321113 122311122321
1122213131322 122232322232:2.:1

11222322231113111321132313

111313213232 212232213121
3 2123223212123 2232231212

321311222322 313212223211
1 2311222132213 2321131113
1231211311123 22312311321

2231231223113 121123213121
131221212312 12131221312313
2231112322131113121212322

322211232213 22131112322113

3131222113222 31132311121
222322132132232212113131
21231311213 2-22322123223112:2

2223111322211 121131312113
1132313223111231112123232
3221311123111 2313213221232

2113212232122 23232323212

2321221321113 11313131121
3l12113131112113223111211

12



ES 2382542 T3

Tabla IA: Secuencias numéricas que corresponden a patrones de bases de nucleétidos de un conjunto de

oligonucleétidos

Identificador de

Patrén numérico
2211132131112 13112231322z2

secuencia

465
466
467
468
469
470
471
472
473
474
475
476
477
478
4785
480
481
482
483

3 23232212223222321113212

222312321231 12121321231373
l113122323231121322311122
2121113 22231131231323121

1.3 1 211132131222 1131232123

311311221132 231311221131
213131112223121113111313
1113222123113 22122313213

l111213232113211131312312

2123123122213221211313213

213121112322 123123132113

1 312231223223123122232121
2211311321122321212313132

2 21211232221313223112121
3131112132113 11221112131

l1223113223221232311321222
211123223232 121321122131

111211213222313113223222
1322 3211211311323 1222113

484
485
486
487
488
489
490
491
492
493
454
495
496
497
498
499

322131123 212121313221312:2

2231212231113 13111322123

221113121311123222312213
232311222313 212213211311
211222311232 311132232213

1232322231113 12312312221

11322123 2231212231323111
213121113113 121313122213

312311232131 2121232112231
311311213222 12321112312713
22132121213 2211131231322

2212223232123 1221231-223
1313212213111223131311:221
32123121313 2221213231211

3 22131113112311122311321
113112313112121313123112
11121311213 2322211311312
3 12223232221223121311122131

500
501
502
503
504

213132212131312122321231
313132231121122211131212
131212311121312232213131
313231121311131212322112
111312121223 1132131121113

505
506
507
508
508
510
511
512
513
514
515
516
517
" 518

3221213112113 22321113232

231213212312112323222123
222322322113 21232231222173

211132322323 22111231221123

2323 22231223122112322123

1221123112313 23223211232:2
213123222323132223121221

31123112132 11213123122273

112132323223221212312213

2131221311212 322323212221

112323232322111231122232
311221132121231323213111

519
520

221223232321132132321112

13



ES 2382542 T3

Tabla IA: Secuencias numéricas que corresponden a patrones de bases de nucleétidos de un conjunto de

oligonucleétidos

Identificador de

Patrén numérico
3 2132111313112 2322213212
1 1322232113113 2132231121

1322121321213213221213131

secuencia

521
522
523

524
525
528
527
528
528
530
531
532
533

3111311123232 12132221123

223231321123 112312321221
3213132232111213132112111

i221123213122232113131213
2 21323232223213121311221
1 31313222323212123212111
2211322213223 131222322113

1231132221223 11213213231

1212223232232 12322232311

1113232221213 11312223123

534
535
5386

1121212123122 232213221321
1131131112313 23121123211

2132322231212 32211311322
3 21311132312131221321121

3121112322113 22132123123

537
538
535

1312213113112 223222131123

540
541
542
543
544
545
S48
547
548

121222313113 232311123112

2313211121322 21231321321

2213131321321211131222312
1223222113223 223121131223
322321113221113232311222

1213122323 23222322121321
3211322122313 11231211213
213122132231211323232112
1112221112311 3132322233232
3121211311123 21212132312

549
550
551
552

212121323212322123121113
21231132321211321231131122
232231311213211213112221
213121123231132112113231

553
554
555

3 212212312312 13213211321
1312123122213 21223112323
1122113 22232131323122231
113111213123 213211312322
223131132232232112113112
132323111213 231113222111
2 2212321321312 2212323113

556
557

558
558
560

561
562
563
564
565
566
567
568
5689
570
571
572
573

1221123132111221323232213

123221121323121321113231
2123223121112 31221231323
221221313223232323121212
232232212312231322131121

1122231322113 11311323211
1113121113 22113232223213

232231312312122321211322
2111213231123 132212131137:2

121312322123121322132213
3221132311312 123212:23221

2113111321113 22232131233:2

1121311132223 12231121113

574

121221312323132212123233:2
1322231322213 21223231121

575
578

123221112313 131223232121

14



ES 2382542 T3

Tabla IA: Secuencias numéricas que corresponden a patrones de bases de nucleétidos de un conjunto de

oligonucleétidos

Identificador de

Patrén numérico
211123223 2312212232313 12,.

secuencia

577
578
575
580
5B1
582
583
584
585
586
587
588
589
590
591
E92
593
594
595
596
597
598
595
600
601
602
603
604
605
606
607
608
602
610
611
612
613
614
615
616
617
618
612
620
621
622
623

211311223113 211312221223
1321312131122113222322312

3 11311232211311121232113

212223231221131132231311

1322131122232 32132131122

113222122 32231232232122713

3 11231222211313222121321

1323113212232 123213212111

132231112313 212211321123
12323221222313123132112:2

111213232 232231132232212

321313111312121232132221

313132122231231123122121
313212113 2221323212122231
1211232 31221223122313131

22132232221232313132211211

1112321321212 2311222323123
1122131132113 2131322221113

2321122221113 211311122323

3111231211322 31212113113

112313213 2223212223132232232
1323112321131 22123212223
3 21122311223111312113232
2123222113213 2311121313232

3 212231112231122131132173

11212321123 2132231113231
2311212231311 2212313113232232

213232111231 2231121113212

321232321113 111222312321

1122322231113 22232231311

11223222313 2132122132132%2
2112231322231121132131322
2322312232113 23222122327:2

311122232313 212321222311

2113112311232 31132311212
2112 3 221132 2232311131212
2232121231113 21131121132

212121211311311121131121
122231112322112313131312

2232323212121321221321123

1223221321223 12323113221

232223212223112311123113
232213122323 221112321322
212121321223 212131313111
1112132113112 32132232231
231323231222123122113221
1311222 322321323221231232

624
625

312231131113111213222311

626
627
628

3 12112131311213213132211

3122311122232 13221213231

312221131123 1231121123213

629
630

2223131311132 13112113121
312211313211123132121131

2223121311223 111222313123

631
632

23111311313 23221211312221

15



ES 2382542 T3

Tabla IA: Secuencias numéricas que corresponden a patrones de bases de nucleétidos de un conjunto de

oligonucleétidos

Identificador de

Patrén numérico
3 2311123122213 13211211232

secuencia

633

634
635
636

111211311213 131313111322

32232211122 11213131112213
132312221312 21232231223122

1 3132121322213 12221
123122131213 231112232217:3

637

1

2 3

€38
633

1 2311123 2122132221313223
121223132313 132212232211
1 31232321222112211311322
211232322312131121313121
1112213223 11132123131113

640
641
642
643

2221313223113 11122221123

544
645
646
647
E4B
549

3 12232231221223123112223
2 3223223223112 23113211221

1221132113112 23121322231
3 2123223211232 1221131113

213223231222123211231223

650
651
652
653
654

2312112311132 22121313131

3211312232223 21231211312
223112211313 211312322213
113232223222131321113121

131313121113 212131132211
122123112132213111313132

655
656
657
658
659
660
661
662
663
664
665
666
667
668
669
670
671
672

223223121221313112323222

222122313132 22322122232:27:3

132322113113 223122122312
3131112312231 1212322312112

312113212212 212313232112
2223122211313 23223112321

113221321112 131321311131

321113212311212323111232

2112113232322 32311232112
111312221313213111313112
2213222313 22311121321113

211213212313 211312231113

3l1312213122312322132211

211131213113221321121311
21132212313 11123123232212

313222322232213221223121
113211131112 322113132132
1231311223223 22311123211

673
674
675
676
677
678
679
680
681
682
683
684
685
686
687
€88

221312213132132131131121
21323123113 1132213111221
2112321321123 23123121132
22313111311211232213232111

211231323131221213122322
321211311123232322231221

3i23112323221123113121212
3i11122212213213221113123

2131122323 22231211323121
231222131223731322111231

122122313222311232231213

121321322123 2223122212323

1212113113112 11132213131
312322311132 112311222321

3 1312231213213 1112312111
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ES 2382542 T3

Tabla IA: Secuencias numéricas que corresponden a patrones de bases de nucleétidos de un conjunto de

oligonucleétidos

Identificador de

Patrén numérico
2313131121113 21231122231

secuencia

1:1
6390
631
692
693
694
635
696
697
698
699
700

2121112123123 23112213213:3
2212321131123 22231313111

132111231231 123121231231
3 11122232322111322311231

312311231223 232221132121
311121132313 132211231112

23223111213 2212213222323
222313132121223121231311

1223232321113 21131222113

212132223113 232312321222

323113221213 232121113112

701
702
703
704

iz1l1232231121321112131223-°
2213111322323 122232321222
222132112123 21123213123231
13212321213 12312322223222

705

122211321113 232131312113
122232322311223211132311
123221221312 232312311231
2.1 22132121121231112212313
222112313113 132213132.321
11132 2213213132321232111
12121231213 2131321312213
2313111322112 232121312231

706
707
T08

705
710

711
712
713
714
715
716
717
718
719
720

212121312322 121231132237:2

1112223221132 23223223223

223223113123 111321311221
1131312113213 23222123%22:2:

112113113113 231113122312
2113221113 22312312231213
121211312113 1323211322312

3221112 32232232221132312
3132211322212213221131132
212213132223131121132132
2112322322123 23221312322

721
T22
723
T24

311122231213112321123223:2

725
726
727

2312131231122 31223122212132
1231213132111 311211322332
132113232213 121321223112
1232131221113 21323212322

728
729
730
731
C 732

221223121123131313221113

122232212312 111232321323

2231131112113 13211211313

23232112113 2132113122131

733

12321112 2213132221223212113
1221322113132 132223213122
2321321223212 31221113232
1322312111311321123132121232

734
735
736
737
738
738
740
T4l
742
Td3
T44

3 211231312111321313121122

23232231131 21113222122312

112113132132 213112231221

3112321131231132222322211:21

111223223132 1211312132312
231223222112312323231221

1231132122322 31323122211

3 23211123222313123212122
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ES 2382542 T3

Tabla IA: Secuencias numéricas que corresponden a patrones de bases de nucleétidos de un conjunto de

oligonucleétidos

secuencia

745
746
747

Identificador de
748

Patrén numérico
1122312313222 1113133%22312

2223232112123 12231313222:2

3 21321312312211311312111
2221123231112 223223213132
321112112213 121113132312
1121322113222 113132232232

749
750

751
752
753
T54

3 23231232221213122232212
3 21213232312213122232111
3 2232113111312 1232113111
121221312232111313132311
3 13231212231112213122321

755
756
757
758

21131132211132113132132221

3lz2322131211132221132132
3231223212313 11123221112
2312212232113 11131223131

759
760
761
762
763
764
765
T66
767
768
TE9
770
771
772
773
774
775
7176
777
778
7759
780
781
782
783
784
785
-1
787
788
7889
790
791
792
793
794
735
796
797
798
7839
BOO

113112232 321132221231321
223212221311312223213:}.23'
2121232223232 11311311123

3 12112323231122232311211

2213111232313 12221131322
1323213112223 212221322732.

213221131213 132111231213

311323121223211122312113
3211223232213 12221131132
23121222323 1122312132123

113211131312121322113223
122132211322 122232313231
1312311321322 21231122131
2313221322113 23121322111
221223213122 213131131231

412223232223 223122131213
3 21211232323231113221211
212123223132121113131311
2213221322221113122323132

222131121132312323123111

l131321123232111213221312
232312111313 111221322322
311222132311232223131221

232312323211321212311122:2
223231123122112311213113
112322322213122313111322
131223232213212213212113:3
223123212213111322212323
212312232323221313112221
2132321312122231213221273
132221123232 221322322127:3
232321113213111321113122
322123121213231322322122
22231223112322112132323?2

1313212213213 221223211232:2
211321311131131131212223

131113131122123211231113
2213122232213 23231222113
31231221131212131312113%22

121222313231221131321123
232122323132211321211322
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ES 2382542 T3

Tabla IA: Secuencias numéricas que corresponden a patrones de bases de nucleétidos de un conjunto de

oligonucleétidos

Identificador de

Patrén numérico
11 222132131113 23223%2322:22:2

secuencia

801
802
803
804
BOS
808
807
goa

3 2212113122113 2231121123

2111321232313 12312221232:2
2311123122111312311312131
221221312322313232223222

213232221113 132132121231

132212113211123123223123

2211313131112 11323212233:2

809
810
811
812
B13
Bl4
815
8ls
a17
818
815
820

3121223111232 32111231231

1231231122113 1113111232131
3 1121322231222 32322213221
1322322213 12223122232113
.3 2123131222312 121211312213

2 2212132313212 1323123122
2121232311312 12113232223

1223121312312 13211223132

231213123231121122231222

3 1131212231113 11222312232

3r12322213232131212131222:2

3112122313 22121132132132

821
B22

132313211321121311131222
32131112113 21122232313121

823

313221222313 122213123222

824

3111231231223 11222131312

825

111213232313 112132211321
1232322113223 21311311211

B26

827

12112313 2211213232113113

828

1211313 12322211322131113

232213232213111212311131

B25

B30

222131131223 22123212113223

831
B32
B33
B34
B35S
838
837
B38

3 2321123212113 1213221132

2122132131311122321313122

2132213121113 211132222123

223231113221132113221322

1113222113223 11311212231

3 11213132322122231112131

212113131313 121132112113

231323111 223121313211122

B39
840

312311211322211323131112

3232312123 222212231221132

B41

21113231323211121231211231

B42

3 21313222312223111311212

843
844
845

3112122322123222322122313

3 232112113123 212232%2223222:2

211122312232313223113112

846

231312132212132211322213

847

1 3222322113122 1232131113

848
845

3 1123232131121 1313122111

3Iz212212311131132232213227:2

850
851
B52
B53

3 23221213113221112322113

221131321323112123121321

1123221211312 3131322213:2

121211312223123213232132:2

854

2123222322322 32211322231

B55
BS56

31 2132221321213 113121113

3 2231121213131 21321112173
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ES 2382542 T3

Tabla IA: Secuencias numéricas que corresponden a patrones de bases de nucleétidos de un conjunto de

oligonucleétidos

secuencia

857
858
8535

Identificador de
B&D

Patrén numérico
1313112122213 21131123121

2311231311131 21223132122
231131221213 213223212131

3 1221321321223 1131221223232

861
862

231112323212 223212322213713

122111322312 1231113113273
1123221313122321323112122

B63
BG4
B65

221222322313 23211123.2312

12321122323 1121123212323

BE6
867

3122232121313 12213211321
i112122322322213131113113
123123123212223211131321
112321222323 231223=232111
1 323221223211232112132113112

=110
869
B70
871
872
873
874
875
876
877
878
879
880
B8l
882
B8B83
B84
B85
88s
887
BEB
ages
890
821
892
B93
894
895
896
897
==l
859
200
s01
s02
903
504
905
J0s
207

iz2z2123213131231113111221
iz2232122131211123132232

231222123131221131311131

222323232212232112231312
3123232312122 12211131112
13122121312 22321313211132:

3 1121321232112 1321223212:2
222321123223 223132221131
132111213213 212311211313

31_12322I3112231112123'1322
132132211223 1213211322273
1 3123211131112 31123112113

2322131212223 23111232311
23212322313 22231122132212

2313231122123 221232232212
3113111311123 1311132122132
221132113223 232231212213
l123123232223122231122311

1132113223111223223222311
1231132321113 22231113111
131313211312 112232121321

2221231312131 22311121132373
1311122132132 11231222323
3 12223131223112313112121
312213111312311211131231
213121311132 121232232132:2
3113121321113 211132111322:2
111232 2323222132132232111

2232231132113 13123112111

212223131311131113132221
212221323123 112223231232
221213231231231211322312
2111312112232 1311132132313
322213212231212232323211

3 2322323112112 1223111212
111311132121113231312131

2122232113113 23213121223

ao08
s09
910

213113123111223231222322:2
121121321132311231231312
1122323112113 121113232321

211
912

1223113121113 12322322213

423111213113 2313122121321
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ES 2382542 T3

Tabla IA: Secuencias numéricas que corresponden a patrones de bases de nucleétidos de un conjunto de

oligonucleétidos

secuencia

313
914
215
91s
217
918
518

Identificador de
920

Patrén numérico
l1 3221223231113 13222121312

l1112132132231213131131222

1323212311323 21121131221
231221131223 232132322121
l132221231212223213123132

2123232123113 12212132213

311122322321213132312121

21311121322211321213232?3

921
522
923
924
925
926
927
928
929

231222131232221223231311

l113223121222322322131231
231232312112 313112111311

1113222213222 321221321313

132223123231213211121311
112232212231123231232212

11122311323 23121123222372
322213231221113121312213

121132321211313113232211
1231122232223 23123113221

230

931
932
933
934
935
936
937
538

1113112232 2131112311212113221373

1323211313212 11132212223131

311221131223221212323132

2123111323223 22211321131

211132211123 22123231321311
111312122312231312131322
l113231212311212323131112

11121313.222322112321132732

939

312221312313 221131122213

940
941

2232111231323 23112122321

132132321222313121121311
2312322111.31322322312122232

942
943
944
945
9486
247
948

111213232122131112132223

322213221222312313121123

1132321112211211131322332

112111322312 2131132321122

212231322232321113113121
222121322322 323223111322
1231112123122 32322213223?:2

245

950
951
982
953

1113131232111 32313221221

223113111322131231231122
1232212223222132221323231

11121231122223113131132231

954

312213121213112122311313

8955

221311211313 1121232123232
222123111313 113232122123

956
957
958

3 2113212211323 2312221321
121113131132111313211132

855

1223221122311 32321231113

960
961
962
963
964
965
966
967
968

212121322313 223132113122
213123131212123111312137:2
121131131231222323211123

221321121131113123113131

312223231321113211121311

1112132123213 11222323232:22

311122132322 232323212212

1222312212312132113122322

121313223113 212321113222
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ES 2382542 T3

Tabla IA: Secuencias numéricas que corresponden a patrones de bases de nucleétidos de un conjunto de

oligonucleétidos

Identificador de

Patrén numérico
2112223231123 22322122323

secuencia

969
870
971
972
973
974
975
976
977
978

2213222123131322313122211

3223221313232 22123111222
222122323123231112113131
3 21132112123121323122113
231312312321212321321121
1122313111313 12111231213
222311323123 221311232221
l132232232321122322132111
1212231311322 12113121222

a7g
9B0D
981
982
983
984
985
986
s87

3 2323121132112 2313221112

2132212232223 23112223131
1213223112132 112222311313
1 23222323222311213131121
2312111312122 13131223211

2111312313123 22322111322:2
1132311122232113112212323

3111231313 22122312132221

2223211123212 121213232213
3221122323121 222312213223
1313 23223121113 123222121
112232313111 223121131131

988
288
230
891

22111313112231311231231112
2232213113112 231123212232

952
2993
994
8385
996
297
958

1322113121232 32312322211

23 1322123223211213111223
221312113222131312231311

12313 2112113132122231132
2322211323 211231222232213

2 2311311312 2322122322311

99%

212131113122111213231123
2111223221311 12223132323
1 2232213232322 1223122123

1000

1001
1002

3 1311221232323 1121213111
2231223121113 21113132321
3 23232111223112123221123
1113211131113 11322231113

1003

1004

1005
1006

2221322231131 121311131113
3 2321121131323 1121321122
2122311121131 313122232231

1007

1008
1009

1231211132113113221131222
1131323132121 22322111311
222321113231231232113121
3 12322123231231112123212:2

1010

1011

1012
1013

3213112111323 22111323221

1014
1015
1016
1017
1018

1113132123232 321223121222

1113121131322 132211122323

113112213131121132323121

3121131113 23111232111223
3 1231113123222111322232272
132321132112113222313111

1019

1020
1021
1022
1023
1024

3 22313:112212112223121113
2211311122232 1232322322 3
131131222131231112313222

2113222313121113122312123

23131213222321121232223:2
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ES 2382542 T3

Tabla IA: Secuencias numéricas que corresponden a patrones de bases de nucleétidos de un conjunto de

oligonucleétidos

Identificador de

Patrén numérico
1322 2311122221132 2231231

secuencia
1025
1028

21311223122112312313213272
131312223211 211321223113

1027

1211231232112 32113213233:2

1028

1029

231112223123131312123221

1030

232321113 212132221232213
231121132311121311231123

1031

ip3z.

11123211131 222211211321313

1033
1034

112311121323 22111232132132

3213121113123 23112212312

1035
1036

3121321212323 23212223222

12322223221311123222311312
111222321313 131112223223
213112113 122132113232131
23122213213111212321321311

1037
1038

1039
1040

1121313 21232232221231311
312312311313 222122321112
11321113113 1131112323221

1041

1042
1043

2231131122113 223222132321

1044

1311131123 22312221231237332

1045

3122111213 12322312231112
1123121122322 31313132112z2

1046
© 1047

322232231112232111321212

1048

2313221212313 11132321122
22323131113 1132121213112

1049
© 1050

3211322213132 22121313222121

1051
1052

312131213121132211223113

13131231223 2221232122123
111322113111 223213231213

1053
1054
1055
1056
1057
1058
1053
1060

2223121223222 32313232121

122232131113 223221231322
3122232132113 222121312311
1131211132313 22312221312

3121223211312 12322321113

3 2113132321223 21132z221122
323231221321123113212221

1061

32112111312 2113232213211

1062

132131113223111223122123
211313113 2231321123212232

1063

1064
1085

3221131112132 131211322311

2113211122311 13232121323

1066
1087

113123212322212232232321

1222131121213 23113131213
3221231113132 12323221112
2122123231131 131123212213

1068

1068
1070
1071
1072

2112113223113 13112232232=2
2312232223123 2112232211123
3 231113212223132223212112
131311212131223131222322
2223 13123232122321211122211

1073

1074

1075
1076
1077

32232111223 2132111311321

32322123123 2232223212212
1221223232131 23212211313

1078

32212111212 2213113221323:2
223232122113131323111212

1078
1080

322211312131113132312221
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ES 2382542 T3

Tabla IA: Secuencias numéricas que corresponden a patrones de bases de nucleétidos de un conjunto de

oligonucleétidos

secuencia

1081

Identificador de
1082

Patrén numérico
112312111213121322122323

2311223112113 11222322323
11211312231122132313211S3
112322231313 122213211131

1083
1084
1085
1086
1087

132221311213 111232322231

2121132113232211312223173
321323112113 221323221121
113232322111321112321312

losas
1085

1 31312322212322323112211

1090
1081
1052

132231121223123121131131

232112 3231312322213112112
112112312321132223132223
11131232231121211121131311

1083
1094

1121113 22122313131322213

1055

1321323223213 22213212121
32113112321221312122232323
3 1211123222312 11132132273

1056

1097
1058
1099
1100
1i01
1102

121321232123232311312221
123112321313 231221322211
321321222122312321131121

131122321223113113112123
2 2212131122313 1311322113
111321321313 122231311221

1103

1104

22211131113 212232112321323

1105

111223131113 231123113222
11311121132123121321321S3

1106
1107
1108

1 2223112232122 321322231213

113131121123213131212113
232321121322 322112313211

1108

1110
1111

1112

212132232132221312311232
122323221311 231232211213
322232121321222312231232

1113

13132111321223213221231121

1114

31113222113 2312321212233:2

1115

2211123121113132132311232

11lle
1117

2211123232313 11312311211

122232121113 231131131311
231221321222323113131222

1118
1119
1120

222311231112 231231213123

13132211312211321121131113

1121

122311223131132311321112
222131311321223222311131
211132311131 222311123123

1122

1123
1124

3 11132213131112321311122

1125
1126

3231121123113 11322123221

2232231121113 213123232212:2

2212123121231322223232231
223122232323132122132212
111323122113 221322231312

1127
1128

1129

1130
1121

[l
[u
L B |
L B |
Lat il |
[ B ]
[a I |
=1 ™M
[a BNy
N ™M
ialy
MM
Ll |
™M™
™M ™
[x Mo
™ o
[y M
N m
[ I
™M o
[ IS
™M

1132

112322313122312112322311

1133

2132132132122 32232112113

1134
1135

32232112223 132322132212:2

2311212312132 21321122321273
23121321232223231'2211131

1136

24
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ES 2382542 T3

Tabla IA: Secuencias numéricas que corresponden a patrones de bases de nucleétidos de un conjunto de
oligonucleétidos

Identificador de
secuencia
1137

1138
1139
1140
1141
1142
1143
1144
1145
1146
1147
1148
1149
1150
1151
1152
1153
1154
1155
1156
1157
1158
1152
1160
1161
1162
1163
1164
1165
1166
1167
1168

Patrén numérico

WHHFRBRHFMNMPRNPEPNDLDRHNWOERRERDRE RGO WWODRE B W
NREPRNHEFNRNENNRNNHEONWRERNNRNRD S R REE RS RNN R D W
ORI B R B0 BD BI L L o R R R RS L BI LD B R L B B L B B W L B R
G W L R R R e B R LD R B e b e e B R B L W B W L) R LD LD
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En la tabla IA, cada uno de los nimeros de 1 a 3 (identificadores numéricos) representa una base de nucledtido y el
patron de nimeros de 1 a 3 de las secuencias en la lista anterior corresponde al patron de bases de nucledtido
presente en los oligonucledtidos de la tabla |, oligonucleétidos que se ha encontrado que no presentan hibridacién
cruzada, tal como se describe adicionalmente en los ejemplos detallados. Cada base de nucleétido se selecciona del
grupo de bases de nucle6tido que consiste en A, C, G y T/U. Una forma de realizacion particularmente preferida de
la invencion, en la que se asigna una base especifica a cada identificador numérico, se muestra en la tabla I, a
continuacion.

En un aspecto amplio, la invencién es una composicion que comprende moléculas para su utilizacién como etiquetas
o complementos de etiqueta en la que cada molécula comprende un oligonucleétido seleccionado de un conjunto de
oligonucledtidos basandose en un grupo de secuencias tal como se especifica mediante identificadores numéricos
expuestos en la tabla IA. En las secuencias, cada uno de 1 a 3 es una base de nucleétido seleccionada para ser
diferente de los otros de 1 a 3 con la condicion de que hasta tres bases de nucleétido de cada secuencia pueden
sustituirse por cualquier base de nucleétido siempre que:

para cualquier par de secuencias del conjunto:

M1 <16, M2 <13 M3 <20, M4 <16,y M5 <19, en los que:

M1 es el nimero maximo de apareamientos para cualquier alineacién en la que no hay indeles internos;

M2 es la longitud méaxima de un bloque de apareamientos para cualquier alineacion;
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M3 es el nimero maximo de apareamientos para cualquier alineacién que presenta una puntuaciéon maxima;

M4 es la suma maxima de las longitudes de los dos bloques mas largos de apareamientos para cualquier alineacion
de puntuacién maxima; y

M5 es la suma méaxima de las longitudes de todos los bloques de apareamientos que presentan una longitud de al
menos 3, para cualquier alineacion de puntuacion maxima;

en los que:

la puntuacién de una alineacion se determina segun la ecuacién (A x m) - (B x mm) - (C x (og + eg))- (D x eg)), en la
que:

para cada uno de (i) a (iv):

(i)m=6,mMm=6,0g=0yeg=56,

(i)m=6,mMm=6,09=5yeg=1,

(iil)m=6,mMm=2,0g=5yeg=1,y

(vym=6,mMm=6,09=6yeg=0,

A es el numero total de pares apareados de bases en la alineacion;

B es el nimero total de pares apareados de manera erronea internos en la alineacion;

C es el numero total de huecos internos en la alineacion; y

D es el nimero total de indeles internos en la alineacién menos el nimero total de huecos internos en la alineacion;

y

en la que la puntuacién maxima se determina de manera separada para cada uno de (i), (i), (iii) y (iv).

En la seccion que describe formas de realizacién detalladas se facilita una explicacion de los significados de los
parametros expuestos anteriormente.

En otro aspecto amplio, la invencién es una composiciéon que contiene moléculas para su utilizaciéon como etiquetas
o0 complementos de etiqueta en la que cada molécula comprende un oligonucleétido seleccionado de un conjunto de
oligonucledtidos basandose en un grupo de secuencias tal como se expone en la tabla IA en el que cada uno de 1 a
3 es una base de nucleétido seleccionada para ser diferente de los otros de 1 a 3 con la condicién de que hasta tres
bases de nucleétido de cada secuencia pueden sustituirse por cualquier base de nucleétido siempre que:

para cualquier par de secuencias del conjunto:

M1 <19, M2<17, M3 <21, M4 £18, y M5 <20, en los que:

M1 es el nUmero maximo de apareamientos para cualquier alineacién en la que no hay indeles internos;

M2 es la longitud maxima de un bloque de apareamientos para cualquier alineacion;

M3 es el nimero maximo de apareamientos para cualquier alineacién que presenta una puntuacién maxima;

M4 es la suma maxima de las longitudes de los dos bloques mas largos de apareamientos para cualquier alineacion
de puntuacién maxima; y

M5 es la suma méaxima de las longitudes de todos los bloques de apareamientos que presentan una longitud de al
menos 3, para cualquier alineacion de puntuacion maxima;

en los que

la puntuacién de una alineacién se determina segun la ecuaciéon (A x m) - (B x mm) - (C x (og + eg)) - (D x eg)), en la
que:

para cada uno de (i) a (iv):
fm=6,mm=6,090=0yeg-=6,
iilm=6,mMm=6,0g=5yeg=1,

(
(
(iil)m=6,mMm=2,09=5yeg=1,y
(vym=6,mm=6,0g=6yeg=0,
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A es el numero total de pares apareados de bases en la alineacion;
B es el nimero total de pares apareados de manera erronea internos en la alineacion;
C es el nimero total de huecos internos en la alineacion; y

D es el niumero total de indeles internos en la alineacion menos el numero total de huecos internos en las
alineaciones; y

en la que la puntuacién maxima se determina por separado para cada uno de (i), (i), (iii) y (iv).

En otro aspecto amplio, la invencién es una composicién que comprende moléculas para su utilizacion como
etiqguetas o complemento de etiqueta en la que cada molécula comprende un oligonucleétido seleccionado de un
conjunto de oligonucledtidos basandose en un grupo de secuencias expuestas en la tabla IA en el que cada uno de
1 a 3 es una base de nucleétido seleccionada para ser diferente de los otros de 1 a 3 con la condicion de que hasta
tres bases de nucle6tido de cada secuencia pueden sustituirse por cualquier base de nucleétido siempre que:

para cualquier par de secuencias del conjunto:

M1 <19, M2<17, M3 <21, M4 <18,y M5 <20, en los que:

M1 es el nimero maximo de apareamientos para cualquier alineacién en la que no hay indeles internos;

M2 es la longitud méaxima de un bloque de apareamientos para cualquier alineacion;

M3 es el nimero méaximo de apareamientos para cualquier alineacién que presenta una puntuacion maxima;

M4 es la suma maxima de las longitudes de los dos bloques mas largos de apareamientos para cualquier alineacion
de puntuacién maxima; y

M5 es la suma maxima de las longitudes de todos los bloques de apareamientos que presentan una longitud de al
menos 3, para cualquier alineaciéon de puntuacién maxima, en los que:

la puntuacién de una alineacién se determina segun la ecuacioén 3A - B - 3C - D, en la que:

A es el numero total de pares apareados de bases en la alineacion;

B es el nimero total de pares apareados de manera erronea internos en la alineacion;

C es el numero total de huecos internos en la alineacion; y

D es el numero total de indeles internos en la alineacién menos el nimero total de huecos internos en la alineacion.

En aspectos preferidos, la invencion proporciona una composicién en la que, para el grupo de secuencias de 24
meros en las que 1 = A, 2 =T y 3 = G, en un conjunto definido de condiciones en las que el grado maximo de
hibridacién entre una secuencia y cualquier complemento de una secuencia diferente del grupo de secuencias de 24
meros no supera el 30% del grado de hibridacion entre dicha secuencia y su complemento, para todos de dichos
oligonucleotidos de la composicién, el grado maximo de hibridacion entre un oligonucleétido y un complemento de
cualquier otro oligonucleétido de la composicidén no supera el 50% del grado de hibridacién del oligonucledtido y su
complemento.

Mas preferentemente, el grado maximo de hibridacion entre una secuencia y cualquier complemento de una
secuencia diferente no supera el 30% del grado de hibridacién entre dicha secuencia y su complemento, el grado de
hibridacion entre cada secuencia y su complemento varia en un factor de entre 1 y hasta 10, mas preferentemente
entre 1 y hasta 9, mas preferentemente entre 1 y hasta 8, mas preferentemente entre 1 y hasta 7, mas
preferentemente entre 1 y hasta 6, y mas preferentemente entre 1 y hasta 5.

También se prefiere que el grado maximo de hibridacion entre una secuencia y cualquier complemento de una
secuencia diferente no supere el 25%, mas preferentemente no supere el 20%, mas preferentemente no supere el
15%, mas preferentemente no supere el 10%, méas preferentemente no supere el 5%.

Incluso mas preferentemente, el conjunto definido al que se hizo referencia anteriormente de condiciones da como
resultado un nivel de hibridacion que es el mismo que el nivel de hibridacion obtenido cuando las condiciones de
hibridacion incluyen 0,2 M NaCl, 0,1 M Tris, Triton X-100 al 0,08%, pH 8,0 a 37°C.

En la composicion, el conjunto definido de condiciones puede incluir que el grupo de secuencias de 24 meros estén
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unidas covalentemente a perlas.

En un aspecto preferido particular, para el grupo de 24 meros el grado maximo de hibridacién entre una secuencia y
cualquier complemento de una secuencia diferente no supera el 15% del grado de hibridacién entre dicha secuencia
y su complemento y el grado de hibridacion entre cada secuencia y su complemento varia en un factor de entre 1y
hasta 9, y para todos los oligonucleétidos del conjunto, el grado maximo de hibridacion entre un oligonucleétido y un
complemento de cualquier otro oligonucleétido del conjunto no supera el 20% del grado de hibridacién del
oligonucledtido y su complemento.

Es posible que cada 1 seauno de A, T/U, Gy C; cada2 seaunode A, T/U, Gy C;y cada 3seaunode A, T/U, Gy
C; y cada uno de 1, 2 y 3 se selecciona para ser diferente de todos los demas de 1, 2 y 3. Mas preferentemente, 1
esAoT/U,2esAoT/Uy3esGoC. Incluso mas preferentemente, 1 es A, 2es T/U, y 3 es G.

En determinada composicién preferida, cada uno de los oligonucleétidos presenta desde veintidds hasta veintiséis
bases de longitud, o desde veintitrés hasta veinticinco, y preferentemente, cada oligonucleétido presenta la misma
longitud que todos los demas de dichos oligonucleétidos.

En una forma de realizacién particularmente preferida, cada oligonucleétido presenta veinticuatro bases de longitud.
Se prefiere que ningun oligonucleétido contenga mas de cuatro bases contiguas que sean idénticas entre si.

También se prefiere que el nimero de G en cada oligonucle6tido no supere L/4 en el que L es el nimero de bases
en dicha secuencia.

Por motivos descritos a continuacion, se prefiere que el nimero de G en cada uno de dichos oligonucleétidos no
varie del nimero promedio de G en todos los oligonucleétidos en mas de uno. Incluso méas preferentemente, el
namero de G en cada uno de dichos oligonucleétidos es el mismo que en todos los demas de dichos
oligonucledtidos. En la realizacion dada a conocer a continuacién en la que se sometieron a prueba oligonucleétidos,
la secuencia de cada uno presentaba veinticuatro bases de longitud y cada oligonucleétido contenia 6 G.

También se prefiere que, para cada nucleétido, haya como méaximo seis bases distintas de G entre cada par de
pares vecinos de G.

Ademas, se prefiere que, en el extremo 5’ de cada oligonucledtido al menos una de la primera, segunda, tercera,
cuarta, quinta, sexta y séptima bases de la secuencia del oligonucleétido sea una G. De manera similar, se prefiere
que en el extremo 3’ de cada oligonucleétido al menos una de la primera, segunda, tercera, cuarta, quinta, sexta y
séptima bases de la secuencia del oligonucleétido sea una G.

Es posible disponer de composiciones de secuencias que incluyen ciento sesenta de dichas moléculas, o que
incluyen ciento setenta de dichas moléculas, o que incluyen ciento ochenta de dichas moléculas, o que incluyen
ciento noventa de dichas moléculas, o que incluyen doscientas de dichas moléculas, o que incluyen doscientas
veinte de dichas moléculas, 0 que incluyen doscientas cuarenta de dichas moléculas, o que incluyen doscientas
sesenta de dichas moléculas, o que incluyen doscientas ochenta de dichas moléculas, o que incluyen trescientas de
dichas moléculas, o que incluyen cuatrocientas de dichas moléculas, o que incluyen quinientas de dichas moléculas,
0 que incluyen seiscientas de dichas moléculas, o que incluyen setecientas de dichas moléculas, o que incluyen
ochocientas de dichas moléculas, o que incluyen novecientas de dichas moléculas, o que incluyen mil de dichas
moléculas.

Es posible, en determinadas aplicaciones, que cada molécula esté unida a un soporte de fase sélida de modo que
pueda distinguirse de una mezcla que contiene otras de las moléculas mediante hibridacién con su complemento.
Una molécula de este tipo puede unirse a una ubicacién definida en un soporte de fase sélida de tal manera que la
ubicacion definida para cada molécula es diferente de la ubicacion definida para otras diferentes de las moléculas.

En determinadas formas de realizacién, cada soporte de fase sélida es una microparticula y cada una de dichas
moléculas se une covalentemente a una microparticula diferente de cada una de dichas otras moléculas diferentes.

En otro aspecto amplio, la invencion es una composicion que comprende un conjunto de 150 moléculas para su
utilizacién como etiquetas o complementos de etiqueta en la que cada molécula incluye un oligonucleétido que
presenta una secuencia de al menos dieciséis bases de nucleétido en la que para cualquier par de secuencias del
conjunto:

M1 <19/24 x L1, M2 < 17/24 x L1, M3 < 21/24 x L1, M4 < 18/24 x L1, M5 < 20/24 x L1, en los que L1 es la longitud
de la secuencia mas corta del par, en los que:

M1 es el numero maximo de apareamientos para cualquier alineacion del par de secuencias en el que no hay
indeles internos;
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M2 es la longitud méaxima de un bloque de apareamientos para cualquier alineacion del par de secuencias;

M3 es el nUmero maximo de apareamientos para cualquier alineacion del par de secuencias que presenta una
puntuacion maxima;

M4 es la suma maxima de las longitudes de los dos bloques mas largos de apareamientos para cualquier alineacion
del par de secuencias de puntuaciéon maxima; y

M5 es la suma méaxima de las longitudes de todos los bloques de apareamientos que presentan una longitud de al
menos 3, para cualquier alineacion del par de secuencias de puntuacién maxima, en los que:

la puntuacién de una alineacién se determina segun la ecuacién (A x m) - (B x mm) - (C x (og + eg)) - (D x eg)), en la
que:

para cada uno de (i) a (iv):
iim=6,mMm=6,0g=0yeg-=6,
ilm=6,mMm=6,0o0g=5yeg=1,

iilm=6,mMm=2,0o0ga5yeg=1,y
ivym=6,mm=6,0g9=6yeg=0,

(
(
(
(
A es el numero total de pares apareados de bases en la alineacion;

B es el numero total de pares apareados de manera erronea internos en la alineacion;
C es el numero total de huecos internos en la alineacion; y

D es el nimero total de indeles internos en la alineacién menos el nimero total de huecos internos en la alineacion;
y

en las que la puntuacién maxima se determina por separado para cada uno de (i), (i), (iii) y (iv).

En ain otro aspecto amplio, la invencién es una composicién que incluye un conjunto de 150 moléculas para su
utilizacién como etiquetas o complementos de etiqueta en la que cada molécula presenta un oligonucleétido que
presenta una secuencia de al menos dieciséis bases de nucleétido en la que para cualquier par de secuencias del
conjunto:

M1 <19, M2<17, M3 <21, M4 <18,y M5 <20, en los que:

M1 es el numero maximo de apareamientos para cualquier alineacion del par de secuencias en la que no hay
indeles internos;

M2 es la longitud maxima de un bloque de apareamientos para cualquier alineacién del par de secuencias;

M3 es el nUmero maximo de apareamientos para cualquier alineacion del par de secuencias que presenta una
puntuacion maxima;

M4 es la suma maxima de las longitudes de los dos bloques mas largos de apareamientos para cualquier alineacion
del par de secuencias de puntuaciéon maxima; y

M5 es la suma méaxima de las longitudes de todos los bloques de apareamientos que presentan una longitud de al
menos 3, para cualquier alineacion del par de secuencias de puntuacién maxima, en los que:

la puntuacién de dicha alineacién se determina segun la ecuaciéon 3A - B - 3C - D, en la que:

A es el numero total de pares apareados de bases en la alineacion;

B es el numero total de pares apareados de manera erronea internos en la alineacion;

C es el nimero total de huecos internos en la alineacion; y

D es el numero total de indeles internos en la alineacion menos el nimero total de huecos internos en la alineacion.

En determinadas formas de realizacién de la invencion, cada secuencia presenta entre dieciocho y treinta bases de
longitud, o entre veinte y veintiocho bases de longitud, o entre veintiuna y veintisiete bases de longitud, o entre
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veintidos y veintiséis bases de longitud.

Con frecuencia, cada secuencia presenta la misma longitud que cada una de las otras de dichas secuencias. En
realizaciones particulares dadas a conocer en la presente memoria, cada secuencia presenta veinticuatro bases de
longitud.

De nuevo, ninguna secuencia contiene mas de cuatro bases contiguas que son idénticas entre si, etc., tal como se
describié anteriormente.

La composicion es de tal manera que, en un conjunto definido de condiciones, el grado maximo de hibridacién entre
un oligonucleétido y cualquier complemento de un oligonucleétido diferente de la composicion no supere
aproximadamente el 30% del grado de hibridacién entre dicho oligonucledtido y su complemento, mas
preferentemente el 20%, mas preferentemente el 15%, mas preferentemente el 10%, mas preferentemente el 6%.

El conjunto de condiciones da como resultado un nivel de hibridacion que es el mismo que el nivel de hibridacién
obtenido cuando las condiciones de hibridacién incluyen 0,2 M NaCl, 0,1 M Tris, Triton X-100 al 0,08%, pH 8,0 a
37°C, y preferentemente los oligonucle6tidos estan unidos covalentemente a microparticulas. Evidentemente, es
posible que esas condiciones especificas se utilicen para determinar el nivel de hibridacion.

También se prefiere que en tal conjunto definido de condiciones, el grado de hibridacion entre cada oligonucleétido y
su complemento varie en un factor de entre 1 y hasta 8, mas preferentemente hasta 7, mas preferentemente hasta
6, mas preferentemente hasta 5. En una realizacién particular dada a conocer, la varianza observada en el grado de
hibridacion era un factor de tan solo 5,3, es decir, el grado de hibridacion entre cada oligonucleétido y su
complemento vari6 en un factor de entre 1y 5,6.

En determinadas formas de realizacion preferidas, en el conjunto definido de condiciones, el grado maximo de
hibridacion entre uno de dichos oligonucleétidos y cualquier complemento de un oligonucleétido diferente de la
composicién no supera aproximadamente el 15%, mas preferentemente el 10%, mas preferentemente el 6%.

En una forma de realizacion preferida, el conjunto de condiciones da como resultado un nivel de hibridacion que es
el mismo que el nivel de hibridacién obtenido cuando las condiciones de hibridacién incluyen 0,2 M NaCl, 0,1 M Tris,
Triton X-100 al 0,08%, pH 8,0 a 37°C, y los oligonucledétidos estan covalentemente unidos a microparticulas.

Ademas, en el conjunto definido de condiciones, se prefiere que el grado de hibridacién entre cada oligonucleétido y
su complemento varia en un factor de entre 1 y hasta 8, mas preferentemente hasta 7, mas preferentemente hasta
6, mas preferentemente hasta 5.

Cualquier composicion de la invencion puede incluir ciento sesenta de las moléculas de oligonucleétido, o ciento
setenta de las moléculas de oligonucleétido, o ciento ochenta de las moléculas de oligonucleétido, o ciento noventa
de las moléculas de oligonucleétido, o doscientas de las moléculas de oligonucleétido, o doscientas veinte de las
moléculas de oligonucleétido, o doscientas cuarenta de las moléculas de oligonucleétido, o doscientas sesenta de
las moléculas de oligonucleétido, o doscientas ochenta de las moléculas de oligonucle6tido, o trescientas de las
moléculas de oligonucleétido, o cuatrocientas de las moléculas de oligonucleétido, o quinientas de las moléculas de
oligonucledtido, o seiscientas de las moléculas de oligonucleétido, o setecientas de las moléculas de oligonucleétido,
u ochocientas de las moléculas de oligonucleétido, o novecientas de las moléculas de oligonucleétido, o mil o mas
de las moléculas de oligonucleoétido.

Una composicién de la invencién puede ser una familia de etiquetas, o puede ser una familia de complementos de
etiqueta.

Una molécula de oligonucledtido que pertenece a una familia de moléculas de la invencion puede presentar
incorporados en la misma uno 0 mas analogos de bases de nucledtido, siendo preferibles aquellos que se someten
a un apareamiento de bases de Watson-Crick normal.

La invencién incluye kits para clasificar e identificar polinucleétidos. Un kit de este tipo puede incluir uno o mas
soportes de fase soélida presentando cada uno una o mas regiones espacialmente diferenciadas, presentando cada
una de tales regiones una poblacion uniforme de complementos de etiqueta sustancialmente idénticos unidos
covalentemente. Los complementos de etiqueta estan constituidos por un conjunto de oligonucleétidos de la
invencion.

El uno o mas soportes de fase sélida pueden ser un sustrato plano en el que la una o mas regiones espacialmente
diferenciadas es una pluralidad de regiones espacialmente direccionables.

Los complementos de etiqueta también pueden acoplarse a microparticulas. Las microparticulas presentan
preferentemente cada una un diametro en el intervalo de desde 5 hasta 40 um.
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Un kit de este tipo incluye preferentemente microparticulas que son espectrofotométricamente Unicas, y por tanto
pueden distinguirse entre si segun técnicas de laboratorio convencionales. Evidentemente, para que tales kits
funcionen, cada tipo de microparticula presentara generalmente sélo un complemento de etiqueta asociado con la
misma, y habitualmente habra un complemento de etiqueta de oligonucleétido diferente asociado con (unido a) cada
tipo de microparticula.

La invencion incluye procedimientos de utilizacion de familias de oligonucleétidos de la invencion.

Uno de tales procedimientos es de analisis de una muestra biolégica que contiene una secuencia biol6gica para
determinar la presencia de una mutacién o polimorfismo en un locus del &cido nucleico. El procedimiento incluye:

(A) amplificar la molécula de acido nucleico en presencia de un primer cebador que presenta una secuencia en 5’
que presenta la secuencia de una etiqueta complementaria a la secuencia de un complemento de etiqueta que
pertenece a una familia de complementos de etiqueta de la invencién para formar una molécula amplificada con
un extremo 5’ con una secuencia complementaria a la secuencia de la etiqueta;

(B) extender la molécula amplificada en presencia de una polimerasa y un segundo cebador que presenta un
extremo 5’ complementario al extremo 3’ de la secuencia amplificada, extendiéndose el extremo 3’ del segundo
cebador hasta inmediatamente adyacente a dicho locus, en presencia de una pluralidad de derivados de
nucleésido trifosfato cada uno de los cuales: (i) puede incorporarse durante la transcripcién mediante la
polimerasa en el extremo 3’ de una cadena de nucle6tidos en crecimiento; (ii) provoca la terminacion de la
polimerizacion; y (iii) puede detectarse de manera diferencial, entre si, en el que hay uno de dichos derivados
complementario a cada posible nucleétido presente en dicho locus de la secuencia amplificada;

(C) hibridar especificamente el segundo cebador con un complemento de etiqueta que presenta la secuencia de
complemento de etiqueta de (A); y

(D) detectar el derivado de nucleétido incorporado en el segundo cebador en (B) para identificar la base situada en el
locus del acido nucleico.

En otro procedimiento de la invencion, se analiza una muestra biolégica que contiene una pluralidad de moléculas
de &cido nucleico para determinar la presencia de una mutacién o polimorfismo en un locus de cada molécula de
acido nucleico, para cada molécula de acido nucleico. Este procedimiento incluye las etapas siguientes:

(A) amplificar la molécula de &cido nucleico en presencia de un primer cebador que presenta una secuencia en 5’
que presenta la secuencia de una etiqueta complementaria a la secuencia de un complemento de etiqueta que
pertenece a una familia de complementos de etiqueta de la invencién para formar una molécula amplificada con
un extremo 5’ con una secuencia complementaria a la secuencia de la etiqueta;

(B) extender la molécula amplificada en presencia de una polimerasa y un segundo cebador que presenta un
extremo 5’ complementario al extremo 3’ de la secuencia amplificada, extendiéndose el extremo 3’ del segundo
cebador hasta inmediatamente adyacente a dicho locus, en presencia de una pluralidad de derivados de
nucleédsido trifosfato cada uno de los cuales: (i) puede incorporarse durante la transcripcibn mediante la
polimerasa en el extremo 3’ de una cadena de nucle6tidos en crecimiento; (ii) provoca la terminacion de la
polimerizacion; y (iii) puede detectarse de manera diferencial, entre si, en el que hay uno de dichos derivados
complementario a cada posible nucleétido presente en dicho locus de la molécula amplificada;

(C) hibridar especificamente el segundo cebador con un complemento de etiqueta que presenta la secuencia de
complemento de etiqueta de (A); y

(D) detectar el derivado de nucleétido incorporado en el segundo cebador en (B) para identificar la base situada en el
locus del acido nucleico;

en el que cada etiqueta de (A) es Unica para cada molécula de acido nucleico y las etapas (A) y (B) se llevan a cabo
con dichas moléculas nucleicas una en presencia de otra.

Otro procedimiento incluye analizar una muestra biolégica que contiene una pluralidad de moléculas de éacido
nucleico complementarias bicatenarias para determinar la presencia de una mutacién o polimorfismo en un locus de
cada molécula de acido nucleico, para cada molécula de acido nucleico. El procedimiento incluye las etapas de:

(A) amplificar la molécula bicatenaria en presencia de un par de primeros cebadores, presentando cada cebador una
secuencia en 5’ idéntica que presenta la secuencia de una etiqueta complementaria a la secuencia de un
complemento de etiqueta que pertenece a una familia de complementos de etiqueta de la invencién para formar
moléculas amplificadas con extremos 5’ con una secuencia complementaria a la secuencia de la etiqueta;

(B) extender las moléculas amplificadas en presencia de una polimerasa y un par de segundos cebadores
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presentando cada segundo cebador un extremo 5’ complementario al extremo 3’ de la secuencia amplificada,
extendiéndose el extremo 3’ de cada uno de dichos segundos cebadores hasta inmediatamente adyacente a
dicho locus, en presencia de una pluralidad de derivados de nucletsido trifosfato cada uno de los cuales: (i)
puede incorporarse durante la transcripcion mediante la polimerasa en el extremo 3 de una cadena de
nucleétidos en crecimiento; (ii) provoca la terminacién de la polimerizacion; y (iii) puede detectarse de manera
diferencial, entre sf;

(C) hibridar especificamente cada uno de los segundos cebadores con un complemento de etiqueta que presenta la
secuencia de complemento de etiqueta de (A); y

(D) detectar el derivado de nucleétido incorporado en los segundos cebadores en (B) para identificar la base situada
en dicho locus;

en el que la secuencia de cada etiqueta de (A) es Unica para cada molécula de acido nucleico y las etapas (A) y (B)
se llevan a cabo con dichas moléculas nucleicas una en presencia de otra.

En adn otro aspecto, la invencion es un procedimiento de andlisis de una muestra biolégica que contiene una
pluralidad de moléculas de acido nucleico para determinar la presencia de una mutacion o polimorfismo en un locus
de cada molécula de acido nucleico, para cada molécula de acido nucleico, incluyendo el procedimiento las etapas
de:

(a) hibridar la molécula y un cebador, presentando el cebador una secuencia en 5’ que presenta la secuencia de una
etiqueta complementaria a la secuencia de un complemento de etiqueta que pertenece a una familia de
complementos de etiqueta de la invencion y un extremo 3’ que se extiende hasta inmediatamente adyacente al
locus;

(b) extender enzimaticamente el extremo 3’ del cebador en presencia de una pluralidad de derivados de nucledsido
trifosfato cada uno de los cuales: (i) puede incorporarse enzimaticamente en el extremo 3’ de una cadena de
nucleétidos en crecimiento; (ii) provoca la terminacién de dicha extension; y (iii) puede detectarse de manera
diferencial, entre si, en el que hay uno de dichos derivados complementario a cada posible nucleétido presente
en dicho locus;

(c) hibridar especificamente el cebador extendido formado en la etapa (b) con un complemento de etiqueta que
presenta la secuencia de complemento de etiqueta de (a); y

(d) detectar el derivado de nucleétido incorporado en el cebador en la etapa (b) para identificar la base situada en el
locus de la molécula de &cido nucleico;

en el que cada etiqueta de (a) es Unica para cada molécula de acido nucleico y las etapas (a) y (b) se llevan a cabo
con dichas moléculas nucleicas una en presencia de otra.

El derivado puede ser un didesoxi-nucledsido trifosfato.

Cada complemento respectivo puede unirse como una poblaciéon uniforme de complementos sustancialmente
idénticos en regiones espacialmente diferenciadas en uno o mas soportes de fase sélida.

Cada complemento de etiqueta puede incluir un marcador, siendo cada uno de tales marcadores diferente para
complementos respectivos, y la etapa (d) puede incluir detectar la presencia de los marcadores diferentes para
complejos de hibridacién respectivos de etiquetas y complementos de etiqueta unidos.

Otro aspecto de la invencion incluye un procedimiento de determinacion de la presencia de una diana que se
sospecha que esta contenida en una mezcla. El procedimiento incluye las etapas de:

(i)  marcar la diana con un primer marcador;

(ii) proporcionar un primer resto de deteccion que puede unirse especificamente a la diana y que incluye una
primera etiqueta;

(iii) exponer una muestra de la mezcla al resto de deteccion en condiciones adecuadas para permitir (o0 provocar)
dicha unién especifica de la molécula y la diana;

(iv) proporcionar una familia de complementos de etiqueta de la invencién en la que la familia contiene un primer
complemento de etiqueta que presenta una secuencia complementaria a la de la primera etiqueta;

(v) exponer la muestra a la familia de complementos de etiqueta en condiciones adecuadas para permitir (o
provocar) la hibridacion especifica de la primera etiqueta y su complemento de etiqueta;
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(vi) determinar si un dicho primer resto de deteccion hibridado a un primer dicho complemento de etiqueta esta
unido a una dicha diana marcada para determinar la presencia o ausencia de dicha diana en la mezcla.

Preferentemente, el primer complemento de etiqueta esta unido a un soporte sélido en una ubicacién especifica del
soporte y la etapa (vi) incluye detectar la presencia del primer marcador en dicha ubicacién especifica.

Ademas, el primer complemento de etiqueta puede incluir un segundo marcador y la etapa (vi) incluye detectar la
presencia de los marcadores primero y segundo en un complejo hibridado del resto y el primer complemento de
etiqueta.

Ademas, la diana puede seleccionarse de entre el grupo constituido por moléculas organicas, antigenos, proteinas,
polipéptidos, anticuerpos y acidos nucleicos. La diana puede ser un antigeno y la primera molécula puede ser un
anticuerpo especifico para ese antigeno.

El antigeno es habitualmente un polipéptido o una proteina y la etapa de marcaje puede incluir la conjugacién de
moléculas fluorescentes, digoxigenina, biotinilacién y similares.

La diana puede ser un acido nucleico y la etapa de marcaje puede incluir la incorporacion de moléculas
fluorescentes, nucleétido radiomarcado, digoxigenina, biotinilacion y similares.

Descripcion detallada de la invencion
Figuras
Se hace referencia a las figuras adjuntas, en las que

La figura 1 ilustra generalmente las etapas seguidas para obtener una familia de secuencias de la presente
invencion;

la figura 2 muestra la intensidad de la sefal (MFI) para cada secuencia de apareamiento perfecto (secuencias de
sonda indicadas en la tabla |) y su complemento (diana, a 50 fmol) obtenido tal como se describe en el ejemplo 1;

la figura 3 es una representacion tridimensional que muestra hibridacién cruzada observada para las secuencias de
la figura 2 tal como se describe en el ejemplo 1. Los resultados mostrados en la figura 2 se reproducen a lo largo de
la diagonal del dibujo; y

la figura 4 es ilustrativa de los resultados obtenidos para una diana individual (SEC ID n®:90, n® de diana 90) cuando
se expone a las 100 sondas del ejemplo 1. Se representa graficamente la MFI para cada perla.

Formas de realizacion detalladas

La invencion proporciona un procedimiento para clasificar mezclas complejas de moléculas mediante la utilizacion
de familias de etiquetas de secuencia de oligonucleétido. Las familias de etiquetas de secuencia de oligonuclettido
se disefian de modo que proporcionen una hibridacién cruzada minima durante el proceso de clasificacion. Por
tanto, cualquier secuencia dentro de una familia de secuencias no presentara hibridacién cruzada significativamente
con ninguna otra secuencia derivada de esa familia en condiciones de hibridacion apropiadas conocidas por los
expertos en la materia. La invencién es particularmente Util en el procesamiento altamente paralelo de analitos.

Familias de etiquetas de secuencia de oligonucleétido

La presente invencién incluye una familia de polinucleétidos de 24 meros que han demostrado que presentan
hibridaciéon cruzada minima entre si. Esta familia de polinucleétidos es, por tanto, Util como familia de etiquetas, y
sus complementos como complementos de etiqueta.

Con el fin de considerarse para su inclusion en la familia, una secuencia debia satisfacer un determinado nimero de
reglas referentes a su composicion. Por ejemplo, estaban prohibidas las regiones de repeticion que presentan
posibles problemas de hibridacion tales como cuatro o mas de una base similar (por ejemplo, AAAA o TTTT) o pares
de G. Otra regla es que cada secuencia contiene exactamente seis G y ninguna C, con el fin de presentar
secuencias que son mas o menos isotérmicas. También se requiere para que se incluya una molécula de 24 meros
que sea de como mucho seis bases entre cada par vecino de G. Otra manera de expresar esto es que haya como
mucho seis bases distintas a G entre dos G cualesquiera consecutivas. Ademas, se requirié6 que cada G mas
proxima al extremo 5’ (resp. el extremo 3’) de su oligonucleétido (el lado izquierdo (resp. el lado derecho) tal como
esta escrito en la tabla |) ocupase una de las primeras siete posiciones (contando la posicion 5’-terminal (resp. 3'-
terminal) como la primera.)
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El proceso utilizado para designar familias de secuencias que no muestran comportamiento de hibridacion cruzada
se ilustra generalmente en la figura 1). Dependiendo de la aplicacion para la que se utilizaran estas familias de
secuencias, se disenan diversas reglas. Un determinado nimero de reglas pueden especificar limitaciones para la
composicién de secuencia (tales como las descritas en el parrafo anterior). Las demas reglas se utilizan para evaluar
si dos secuencias son demasiado similares. Basandose en estas reglas, un programa informatico puede derivar
familias de secuencias que muestran un comportamiento de hibridacion cruzada minimo o no lo muestran. El
procedimiento exacto utilizado por el programa informatico no es crucial puesto que diversos programas informaticos
pueden derivar familias similares basandose en estas reglas. Por ejemplo, se describe un programa de este tipo en
la solicitud de patente internacional n® PCT/CA 01/00141 publicada como WO 01/59151 el 16 de agosto de 2001.
Otros programas pueden utilizar procedimientos diferentes, tales como los resumidos a continuacion.

Un primer procedimiento de generacion de un nimero maximo de secuencias de polinucleétido que presentan
hibridacién cruzada minima comienza con cualquier nimero de secuencias sin hibridacién cruzada, por ejemplo sélo
una secuencia, y aumenta la familia tal como sigue. Se genera un determinado nimero de secuencias y se compara
con las secuencias ya en la familia. Se omiten las secuencias generadas que muestran demasiada similitud con
secuencias ya en la familia. Entre las “secuencias candidatas” que quedan, se selecciona una secuencia y se afade
a la familia. Las demas secuencias candidatas se comparan entonces con la secuencia seleccionada, y se omiten
las que muestran demasiada similitud. Se selecciona una nueva secuencia de las secuencias candidatas restantes,
si las hubiera, y se anade a la familia, y asi sucesivamente hasta que no quede ninguna secuencia candidata. En
esta fase, puede repetirse el proceso (generando un determinado nimero de secuencias y comparandolas con las
secuencias en la familia, etc.) tan a menudo como se desee. La familia obtenida al final de este procedimiento sélo
contiene secuencias que presentan hibridaciéon cruzada minima.

Un segundo procedimiento de generacion de un niumero maximo de secuencias de polinucleétido que presentan
hibridaciéon cruzada minima comienza con una familia de tamafo fijado de secuencias de polinucleétido. Las
secuencias de esta familia pueden generarse aleatoriamente o disefiarse mediante algun otro procedimiento.
Muchas secuencias en esta familia pueden no ser compatibles entre si, porque muestran demasiada similitud y no
presentan hibridacion cruzada minima. Por tanto, es necesario sustituir algunas secuencias por nuevas, jcon menos
similitud! Una manera de lograr esto consiste en sustituir repetidamente una secuencia de la familia por la mejor
secuencia (es decir, la de menor similitud) entre un determinado nimero de secuencias (por ejemplo, generadas
aleatoriamente) que no son parte de la familia. Este proceso puede repetirse hasta que la familia de secuencias
muestre una minima similitud, de ahi presente una hibridacion cruzada minima, o hasta que se haya producido un
nuamero establecido de sustituciones. Si, al final del proceso, algunas secuencias no obedecen las reglas de similitud
que se han establecido, pueden sacarse de la familia, proporcionando por tanto una familia algo menor que sélo
contiene secuencias que presentan hibridacion cruzada minima. Pueden afadirse algunas reglas adicionales a este
procedimiento con el fin de hacer que sea mas eficaz, tales como reglas para determinar qué secuencia se
sustituira.

Se han utilizado procedimientos de este tipo para obtener las 1168 etiquetas que no presentan hibridacién cruzada
de la tabla | que son el objeto de esta solicitud de patente.

Una forma de realizacién de la invencion es una composicién que comprende moléculas para su utilizacion como
etiquetas o complementos de etiqueta en la que cada molécula comprende un oligonucleétido seleccionado de un
conjunto de oligonucleétidos basandose en el grupo de secuencias expuesto en la tabla IA, en el que cada uno de
los identificadores numéricos 1 a 3 (véase la tabla) es una base de nucleétido seleccionada para ser diferente de las
otras de 1 a 3. Segln esta realizacion, se describen varias familias diferentes de conjuntos especificos de
secuencias de oligonucleotido, dependiendo de la asignacion de bases realizada a los identificadores numéricos 1 a
3.

Las secuencias contenidas en la tabla | presentan una relacion matematica entre si, descrita tal como sigue.

Supéngase que S y T son dos secuencias de ADN de longitudes s y t, respectivamente. Aunque el término
“alineacion” de secuencias de nucleétidos se utiliza ampliamente en el campo de la biotecnologia, en el contexto de
esta invencion el término presenta un significado especifico ilustrado en este caso. Una alineacién de Sy T es una
matriz 2xp A (siendo p = s y p = t) de manera que la primera (o segunda) fila de A contiene los caracteres de S (0 T
respectivamente) en orden, intercalados con espacios p-s (0 p-t respectivamente). Se supuso que ninguna columna
de la matriz de alineacién contenia dos espacios, es decir, que se ignora cualquier alineacién en la que una columna
contiene dos espacios y no se considera en este caso. Las columnas que contienen la misma base en ambas filas
se denominan apareamientos, mientras que las columnas que contienen bases diferentes se denominan
apareamientos erroneos. Cada columna de una alineacion que contiene un espacio en su primera fila se denomina
una insercion y cada columna que contiene un espacio en su segunda fila se denomina una delecion, mientras que
una columna de la alineacion que contiene un espacio en cualquier fila se denomina un indel. Las inserciones y
deleciones dentro de una secuencia se presentan mediante el caracter . Un hueco es una secuencia continua de
espacios en una de las filas (que ni precede inmediatamente ni va seguido inmediatamente por otro espacio en la
misma fila) y la longitud de un hueco es el nimero de espacios en ese hueco. Un hueco interno es uno en el que su
primer espacio esté precedido por una base y su Ultimo espacio va seguido por una base y un indel interno es un
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indel que pertenece a un hueco interno. Finalmente, un bloque es una secuencia continua de apareamientos (que ni
precede inmediatamente ni va seguido inmediatamente por otro apareamiento), y la longitud de un bloque es el
numero de apareamientos en ese bloque. Con el fin de ilustrar estas definiciones, se consideran dos secuencias S =
TGATCGTAGCTACGCCGCG (de longitud s = 19; SEC ID n%:1169) y T = CGTACGATTGCAACGT (de longitud t =
16; SEC ID n%1170). La alineacién a modo de ejemplo R1 de Sy T (siendo p = 23) es:

Alineacion R:

-!l-}/-1-1T|G{(A|T|C|G |T|A |G |C|T|A|C|G|CI|C |G |C |G

cigiT;AajCc|GlAa}T|-j- |T |~ |G |C|A|A|CIG|T|~-|=-1|~-]-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Las columnas 1 a 4,9, 10, 12y 20 a 23 son indeles, las columnas 6, 7, 8, 11, 13, 14, 16, 17 y 18 son apareamientos,
y las columnas 5, 15 y 19 son apareamientos erroneos. Las columnas 9 y 10 forman un hueco de longitud 2,
mientras que las columnas 16 a 18 forman un bloque de longitud 3. Las columnas 9, 10 y 12 son indeles internos.

Se asigna una puntuacion a la alineacion A de dos secuencias asignando pesos a cada uno de los apareamientos,
apareamientos erroneos y huecos tal como sigue:

e larecompensa para un apareamiento m,

e la penalizacidn para un apareamiento erroneo mm,
e la penalizacion para la apertura de un hueco og,

e la penalizacion para la extension de un hueco eg.

Una vez que se establecen estos valores, se asigna una puntuacién a cada columna de la alineacion segun las
siguientes reglas:

1. asignar 0 a cada columna que precede al primer apareamiento y a cada columna que sigue al ultimo
apareamiento.

2. para cada una de las columnas restantes, asignar m si es un apareamiento, -mm si es un apareamiento erroneo,
-0g-eg si es el primer indel de un hueco, -eg si es un indel pero no el primer indel de un hueco.

La puntuacion de la alineacion A es la suma de las puntuaciones de sus columnas. Se dice que una alineacion es de
maxima puntuacion si ninguna otra alineacién de las dos mismas secuencias presenta una mayor puntuacién (con
los mismos valores de m, mm, og y eg). Una persona entendida en el campo reconocera este procedimiento de
puntuacion de una alineacion como la puntuacién de una alineacién local (en oposicion a una global) con
penalizaciones por huecos afines (es decir, penalizaciones por huecos que pueden distinguirse entre el primer indel
de un hueco y los demas indeles). Se apreciara que el nimero total de indeles que abren un hueco es el mismo que
el numero total de huecos y que un indel interno no es una de las que se les asigné un 0 en la regla (1) anterior.
También se observard que la regla (1) anterior asigna un 0 para apareamientos erréneos no internos. Un
apareamiento erréneo interno es un apareamiento erroneo que esta precedido y va seguido (no necesariamente de
forma inmediata) por un apareamiento.

Como ilustracion, si los valores de m, mm, og y eg se establecen en 3, 1, 2 y 1 respectivamente, la alineacion Ry
presenta una puntuacién de 19, determinadas tal como se muestra a continuacion:

Puntuacion de la alineacion R4

-{-t-|-iTlGA}JT|C |G |T|A |G|C|T |AjCiG|C|C|jG|C]|GC

cigiTiAaA|CiGlA|T|- |~ |T|-}lGgjCciAaA|A|C|G|T |~-{-{~-1]-

o o o o o 3 3-3.-.3 -13 -33 3 -13 3 3 0 0 o0 0o

Obsérvese que para dos secuencias dadas S y T, existen numerosas alineaciones. Existen a menudo varias
alineaciones de maxima puntuacién.

Basandose en estas alineaciones, se definen cinco medidas de similitud de secuencia tal como sigue. Para dos
secuencias Sy T, y pesos {m, mm, og, eg }:
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e M1 es el maximo nimero de apareamientos a lo largo de todas las alineaciones libres de indeles internos;
e M2 es la maxima longitud de un bloque a lo largo de todas las alineaciones;
e MB3 es el maximo nimero de apareamientos a lo largo de todas las alineaciones de maxima puntuacion;

e M4 es la maxima suma de las longitudes de los dos bloques mas largos a lo largo de todas las alineaciones de
maxima puntuacion;

e M5 es la maxima suma de las longitudes todos los bloques de longitud al menos 3, a lo largo de todas las
alineaciones de maxima puntuacién.

Obsérvese que, por definicion, se obtienen las siguientes desigualdades entre estas medidas de similitud: M4 < M3 y
M5 < M3. Ademas, con el fin de determinar M2 es suficiente con determinar la maxima longitud de un bloque a lo
largo de todas las alineaciones libres de indeles internos. Para dos secuencias dadas, los valores de M3 a M5
pueden variar dependiendo de los valores de los pesos {m, mm, og, eg }, pero no de M1y M2.

Para los pesos {3, 1, 2, 1}, la alineacion ilustrada no es una alineacion de maxima puntuacién de las dos secuencias
de ejemplo. Pero para los pesos {6, 6, 0, 6} lo es; de ahi que esta alineacién muestra que para estas dos secuencias
de ejemplo, y los pesos {6, 6, 0, 6}, M2=3, M3 =9, M4 26 y M5 = 6. Con el fin de determinar los valores exactos de
M1 a M5, es necesario considerar todas las alineaciones necesarias. M1 y M2 pueden hallarse examinando las s+t-1
alineaciones libres de indeles internos, en las que s y t son las longitudes de las dos secuencias consideradas.
Pueden implementarse herramientas matematicas conocidas como programaciéon dindmica en un ordenador y
utilizarse para determinar M3 a M5 de manera muy rapida. Utilizando un programa informatico para realizar estos
calculos, se determin6 que:

e con los pesos {6, 6, 0,6}, M1 =8, M2=4, M3 =10, M4 =6y M5 =6;
e conlospesos{3,1,2,1),M1 =8, M2=4 M3=10,M4 =6y M5 =4.

Segun la realizacion preferida de esta invencién, dos secuencias S y T cada una de longitud 24 son demasiado
similares si sucede al menos uno de los siguientes:

M1 > 160
M2 > 130
M3 >20o0
M4 > 16 0
M5 > 19

cuando se utilizan cualquiera de los pesos {6, 6, 0, 6}, 0 {6, 6, 5, 1}, 0 {6, 2, 5, 1}, 0 {6, 6, 6, 0}. En otras palabras, se
determinan las cinco medidas de similitud entre S y T para cada uno de los cuatro conjuntos anteriores de pesos, y
se comprueban frente a estos umbrales (para un total de 20 pruebas).

Se utilizaron los umbrales anteriores de 16, 13, 20, 16 y 19, y los conjuntos anteriores de pesos, para obtener las
secuencias enumeradas en la tabla I. Por tanto, pueden anadirse secuencias adicionales a las de la tabla | siempre
que se sigan las reglas de alineacion anteriores para todas las secuencias.

También es posible alterar los umbrales M1, M2, etc., mientras permanezcan dentro del alcance de esta invencion.
Por tanto, es posible sustituir o afadir secuencias a las de la tabla I, 0 mas generalmente a las de la tabla IA para
obtener otros conjuntos de secuencias que mostrarian una hibridacion cruzada relativamente baja. Mas
especificamente, un conjunto de secuencias de 24 meros en las que no existen dos secuencias que sean
demasiado similares, en las que demasiado similares se define como:

M1>190
M2>170
M3 >210
M4 > 18 0
M5 > 20

cuando se utilizan cualquiera de los pesos {6, 6, 0, 6}, o {6, 6, 5, 1), 0 {6, 2, 5, 1}, 0 {6, 6, 6, 0}, también mostrarian
baja hibridacién cruzada. La reduccién de cualquiera de los valores umbral proporciona conjuntos de secuencias con
hibridacion cruzada incluso menor. Alternativamente, “demasiado similares” también puede definirse como:

e Mi>190
e M2>170
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e M3>210
e M4>180
e M5>20

cuando se utilizan cualquiera de los pesos {3, 1, 2, 1}. Alternativamente, otras combinaciones de pesos conduciran a
conjuntos de secuencias con baja hibridacion cruzada.

Obsérvese que utilizar los pesos {6, 6, 0, 6} es equivalente a utilizar los pesos {1, 1, 0, 1}, o pesos {2, 2,0, 2} , ... (es
decir, para dos secuencias cualesquiera, los valores de M1 a M5 son exactamente los mismos ya se utilicen los
pesos {6, 6, 0,6} 0{1,1,0, 1} 0 {2, 2, 0, 2} o cualquier otro multiplo de {1, 1, 0, 1}).

Cuando se trata con secuencias de longitud distinta a 24, o secuencias de diversas longitudes, la definicién de
similitud puede ajustarse. Tales ajustes son obvios para los expertos en la materia. Por ejemplo, cuando se compara
una secuencia de longitudes L1 con una secuencia de longitud L2 (siendo L1<L2), pueden considerarse como
demasiado similares cuando

M1 > 19/24 x L1
M2 > 17/24 x L1
M3 > 21/24 x L1
M4 > 18/24 x L1
M5 > 20/24 x L1

Cuando se utilizan cualquiera de los pesos {6, 6, 0, 6}, 0 {6, 6, 5, 1}, 0 {6, 2, 5, 1} 0 {6, 6, 6, 0}.

Las secuencias de polinucledtido pueden componerse de un subconjunto de bases naturales, lo mas
preferentemente A, T y G. Las secuencias que son deficientes en una base presentan caracteristicas utiles, por
ejemplo, en la reduccion de la formacion potencial de estructuras secundarias o un potencial reducido para presentar
hibridacion cruzada con acidos nucleicos en la naturaleza. Ademas, es preferible presentar secuencias de etiqueta
que se comportan de manera isotérmica. Esto puede lograrse, por ejemplo, manteniendo una composicion de bases
constante para todas las secuencias tales como seis G y dieciocho A o T para cada secuencia. Pueden disefiarse
conjuntos adicionales de secuencias extrapolando en la familia original de secuencias que no presentan hibridacién
cruzada mediante procedimientos sencillos conocidos por los expertos en la materia.

Con el fin de validar el conjunto de secuencias, se seleccion6 y se caracterizé un subconjunto de secuencias de la
familia de 1168 etiquetas de secuencia, en cuanto a la capacidad de estas secuencias para formar estructuras
duplex especificas con sus secuencias complementarias, y el potencial para hibridacién cruzada dentro del conjunto
de secuencias. Véase el ejemplo 1, a continuacion. Se selecciond aleatoriamente el subconjunto de 100 secuencias,
y se analizé utilizando la plataforma Luminex'®® LabMAP™. Se inmovilizaron quimicamente las 100 secuencias
sobre el conjunto de 100 poblaciones de microesferas Luminex diferentes, de manera que se acopl6 cada secuencia
especifica con una poblaciéon de microesferas espectralmente distinta. Entonces se hibridé la combinacion de 100
sondas inmovilizadas en microesferas con cada de una las 100 secuencias complementarias correspondientes. Se
examin6 individualmente cada secuencia para determinar su hibridacion especifica con su secuencia
complementaria, asi como para determinar su hibridaciéon no especifica con las otras 99 secuencias presentes en la
reaccion. Este analisis demostrd la propensién de cada secuencia a hibridarse sélo con su complemento
(apareamiento perfecto), y a no presentar hibridacién cruzada de manera apreciable con ninguno de los demas
oligonucledtidos presentes en la reaccién de hibridacion.

Se encuentra dentro de la capacidad de un experto en la materia, dada la familia de secuencias de la tabla |,
modificar las secuencias, o anadir otras secuencias mientras que conservan ampliamente la propiedad de minima
hibridacion cruzada que han demostrado presentar los polinucleétidos de la tabla I.

Hay 1168 secuencias de polinuclettido facilitadas en la tabla I. Puesto que los 1168 de esta familia de
polinucledtidos pueden actuar entre si como un conjunto que presenta hibridacion cruzada minima, entonces
cualquier pluralidad de polinucleétidos que sea un subconjunto de los 1168 también puede actuar como un conjunto
de polinucleétidos que presenta hibridacién cruzada minima. Una aplicacién en la que, por ejemplo, van a
clasificarse 30 moléculas utilizando una familia de etiquetas y complementos de etiqueta de polinucleétido podria
utilizar por tanto cualquier grupo de 30 secuencias mostradas en la tabla |. Esto no quiere decir que puede
encontrarse en un sentido practico que algunos subconjuntos sean mas preferidos que otros. Por ejemplo, puede
encontrarse que un subconjunto particular es mas tolerante a una variedad mas amplia de condiciones en las que se
realizan la hibridacién antes de que el grado de hibridacion cruzada se vuelva inaceptable.

Puede ser deseable utilizar polinucleétidos que son de longitud mas corta que las 24 bases de aquéllos en la tabla I.
Podria elegirse una familia de subsecuencias (es decir, submarcos de las secuencias ilustradas) basandose en las
contenidas en la tabla | que presentan tan sélo 10 bases por secuencia, siempre que se elijan las subsecuencias
para conservar las propiedades de homologia entre dos cualesquiera de las secuencias de la familia importantes
para su carencia de hibridacién cruzada.
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La seleccion de secuencias utilizando este enfoque seria adecuado para un proceso computerizado. Por tanto, por
ejemplo, podria seleccionarse una sucesion de 10 bases contiguas de la primera molécula de 24 meros de la tabla I:
AAATTGTGAAAGATTGTTTGTGTA (SEC ID n2:1).

Entonces podria seleccionarse la misma sucesion de bases contiguas de la segunda molécula de 24 meros y
compararse para determinar la similitud frente a la primera secuencia elegida: GTTAGAGTTAATTGTATTTGATGA
(SEC ID n%2). Una comparacién por parejas sistematica podria llevarse a cabo entonces para determinar si se
violan los requisitos de similitud. Si el par de secuencias no viola ninguna propiedad establecida, puede
seleccionarse una subsecuencia de 10 meros de la tercera secuencia de 24 meros de la tabla |, y compararse con
cada una de las dos primeras secuencias de 10 meros (de un modo por parejas para determinar su compatibilidad
con las mismas, etc. De esta manera, puede desarrollarse una familia de secuencias de 10 meros.

Esta dentro del alcance de esta invencion, obtener familias de secuencias que contienen secuencias de 11 meros,
12 meros, 13 meros, 14 meros, 15 meros, 16 meros, 17 meros, 18 meros, 19 meros, 20 meros, 21 meros, 22 meros
y 23 meros en analogia a lo mostrado para secuencias de 10 meros.

Puede ser deseable presentar una familia de secuencias en las que hay secuencias de mayor longitud que las
secuencias de 24 meros mostradas en la tabla |. Se encuentra dentro de la capacidad de un experto en la materia,
dada la familia de secuencias mostrada en la tabla |, obtener una familia de secuencias de este tipo. Un posible
enfoque seria insertar en cada secuencia en una o mds ubicaciones un nucleétido, base no natural o anélogo de
manera que la secuencia mas larga no debiera presentar una similitud mayor que dos cualesquiera de las
secuencias originales que no presentan hibridacion cruzada de la tabla | y la adicion de bases adicionales a las
secuencias de etiqueta no debe dar como resultado un cambio principal en las propiedades termodindmicas de las
secuencias de etiqueta de ese conjunto, por ejemplo, el contenido de GC debe mantenerse entre el 10%-40% con
una varianza con respecto al promedio del 20%. Este procedimiento de insercién de bases podria utilizarse para
obtener, por ejemplo, una familia de secuencias de hasta 40 bases de longitud.

Dada una familia de secuencias particular que puede utilizarse como familia de etiquetas (0 complementos de
etiqueta), por ejemplo, las de la tabla |, un experto reconocera familias variantes que funcionan igualmente bien.

Tomando de nuevo las secuencias de la tabla | por ejemplo, cada T podria convertirse en una A y viceversa y no se
esperaria que se observase un cambio significativo en las propiedades de hibridacion cruzada. Esto también seria
cierto si cada G se convirtiese en una C.

Ademas, podrian tomarse todas las secuencias de una familia para construirse en el sentido 5-3’, tal como es la
convencién, o todas las construcciones de secuencias podrian ser en el sentido opuesto (3’-5’).

Existen modificaciones adicionales que pueden llevarse a cabo. Por ejemplo, C no se ha utilizado en la familia de
secuencias. La sustitucion de C en lugar de una 0 mas G de una secuencia particular produciria una secuencia que
presenta al menos una homologia tan baja con cualquier otra secuencia de la familia como que la que presentaba la
secuencia particular elegida para la modificacién. Por tanto, es posible sustituir C en lugar de una o mas G en
cualquiera de las secuencias mostradas en la tabla I. De forma analoga, es posible sustituir C en lugar de una o mas
A, o0 es posible sustituir C en lugar de unao T.

Se prefiere que las secuencias de una familia dada sean de la misma longitud, o aproximadamente igual. Todas las
secuencias de una familia de secuencias de esta invencién presentan una longitud que presenta una tolerancia de
cinco bases de la longitud de bases del media de la familia. Mas preferentemente, todas las secuencias presentan
una tolerancia de cuatro bases de la longitud de bases promedio. Mas preferentemente, todas o casi todas las
secuencias presentan una tolerancia de tres bases de la longitud de bases promedio de la familia. Todavia mejor,
todas o casi todas las secuencias presentan una longitud que presenta una tolerancia de dos de la longitud de bases
del promedio de la familia, e incluso todavia mejor, una tolerancia de una de la longitud de bases del promedio de la
familia.

También es posible para un experto en la materia derivar conjuntos de secuencias a partir de la familia de
secuencias descritas en esta memoria descriptiva y eliminar las secuencias que se esperaria que presentasen
propiedades de hibridacién no deseables.

Procedimientos para la sintesis de familias de oligonucleétidos

Preferentemente, se sintetizan secuencias de oligonucleétido de la invencién directamente mediante enfoques de
sintesis de fosforamidita convencionales y similares (Caruthers et al, Methods in Enzymology; 154, 287-313: 1987;
Lipshutz et al, Nature Genet.; 21, 20-24: 1999; Fodor et al, Science; 251, 763-773: 1991). También pueden utilizarse
quimicas alternativas, que implican bases no naturales tales como acidos nucleicos peptidicos o nucledsidos
modificados que ofrecen ventajas en la estabilidad de duplex (Hacia et al; Nucleic Acids Res; 27: 4034-4039, 1999;
Nguyen et al, Nucleic Acids Res.; 27, 1492-1498: 1999; Weiler et al, Nucleic Acids Res.; 25, 2792-2799:1997).
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También es posible sintetizar las secuencias de oligonucledtido de esta invencién con estructuras principales de
nucleétidos alternas tales como nucleétidos de fosforotioato o fosforoamidato. También pueden emplearse
procedimientos que implican la sintesis a través de la adicion de bloques de secuencia de manera gradual (Lyttle et
al, Biotechniques, 19: 274-280 (1995). Puede llevarse a cabo la sintesis directamente sobre el sustrato que va a
utilizarse como soporte de fase sélida para la aplicacion o puede escindirse el oligonucleétido del soporte para su
utilizacién en disolucion o acoplamiento a un segundo soporte.

Soportes de fase sélida

Existen varios soportes de fase sélida diferentes que pueden utilizarse con la invencion. Incluyen pero no se limitan
a portaobjetos, placas, chips, membranas, perlas, microparticulas y similares. Los soportes de fase sélida también
pueden variar en los materiales de los que se componen incluyendo plastico, vidrio, nailon, poliestireno, gel de silice,
latex y similares. La superficie del soporte se recubre con las secuencias de etiqueta complementarias mediante
cualquier medio de unién convencional.

En realizaciones preferidas, la familia de secuencias de complemento de etiqueta se derivatiza para permitir la union
a un soporte sélido. Se conocen muchos procedimientos de derivatizacién de un &cido nucleico para la unién a un
soporte sélido en la técnica (Hermanson G., Bioconjugate Techniques; Acad. Press: 1996). La etiqueta de secuencia
puede unirse a un soporte solido a través de enlaces covalentes o no covalentes (lannone et al, Cytometry; 39: 131-
140, 2000; Matson et al, Anal. Biochem.; 224: 110-106, 1995; Proudnikov et al, Anal Biochem; 259: 34-41, 1998;
Zammatteo et al, Analytical Biochemistry; 280:143-150, 2000). La etiqueta de secuencia puede derivatizarse
convenientemente para la unién a un soporte solido incorporando acidos nucleicos modificados en las ubicaciones 5’
0 3'-terminal.

Se conocen en la técnica una variedad de restos Utiles para la uniéon a un soporte sélido (por ejemplo, biotina,
anticuerpos, y similares), y procedimientos para unirlos a acidos nucleicos. Por ejemplo, puede unirse una base de
acido nucleico modificada con amina (disponible de, por ejemplo, Glen Research) a un soporte sélido (por ejemplo,
Covalink-NH, una superficie de poliestireno injertada con grupos amino secundarios, disponible de Nunc) a través de
un agente de reticulacién bifuncional (por ejemplo, bis(suberato de sulfosuccinimidilo), disponible de Pierce). Puede
anadirse restos espaciadores adicionales para reducir el impedimento estérico entre el resto de captura y la
superficie del soporte sélido.

Unién de etiguetas a analitos para clasificacién

Una familia de secuencias de etiqueta de oligonucleétido puede conjugarse a una poblacion de analitos, lo mas
preferentemente secuencias de polinucleétido de varias maneras diferentes incluyendo pero sin limitarse a sintesis
quimica directa, acoplamiento quimico, ligamiento, amplificacion, y similares. Las etiquetas de secuencia que se han
sintetizado con secuencias de cebadores pueden utilizarse para extension enzimatica del cebador en la diana, por
ejemplo en amplificacion por PCR.

Deteccién de polimorfismos de un solo nucleétido utilizando extensién de cebadores

Existen varias areas del analisis genético en las que pueden aplicarse familias de secuencias que no presentan
hibridacion cruzada incluyendo diagnéstico de enfermedades, andlisis de polimorfismos de un solo nucleétido,
genotipado, andlisis de la expresion y similares. Un enfoque de este tipo para andlisis genético, denominado el
procedimiento de extensién de cebadores (también conocido como andlisis de bits genéticos (Nikiforov et al, Nucleic
Acids Res.; 22, 4167-4175: 1994; Head et al Nucleic Acids Res.; 25, 5065-5071: 1997)), es un procedimiento
extremadamente preciso para la identificacién del nucleétido ubicado en un sitio polimérfico especifico dentro del
ADN gendmico. En reacciones de extensiéon de cebadores convencionales, se amplifica por PCR una parte de ADN
gendémico que contiene un sitio polimérfico definido utilizando cebadores que flanquean el sitio polimérfico. Con el fin
de identificar qué nucleétido esta presente en el sitio polimoérfico, se sintetiza un tercer cebador de manera que se
ubica la posicion polimoérfica inmediatamente en 3’ con respecto al cebador. Se configura una reaccién de extension
de cebadores que contiene el ADN amplificado, el cebador para la extension, hasta 4 didesoxinucleésidos trifosfato
(cada uno marcado con un colorante fluorescente diferente) y una ADN polimerasa tal como la subunidad Klenow de
la ADN polimerasa 1. La utilizacién de didesoxinucleétidos garantiza que se afade una sola base al extremo 3’ del
cebador, un sitio correspondiente al sitio polimérfico. De esta manera, puede determinarse la identidad del
nucleétido presente en un sitio polimérfico especifico mediante la identidad del nucleétido marcado con colorante
fluorescente que se incorpora en cada reaccion. Un inconveniente principal de este enfoque es su bajo rendimiento.
Cada reaccion de extensién de cebadores se lleva a cabo independientemente en un tubo separado.

Pueden utilizarse secuencias universales para potenciar el rendimiento del ensayo de extensién de cebadores tal
como sigue. Se amplifica por PCR una region de ADN gendmico que contiene mlltiples sitios polimorficos.
Alternativamente, se amplifican juntas varias regiones genémicas que contienen uno o mas sitios polimérficos cada
una en una reaccion de PCR multiplexada. La reaccion de extension de cebadores se lleva a cabo tal como se
describié anteriormente excepto en que los cebadores utilizados son quiméricos, conteniendo cada uno una etiqueta
universal Unica en el extremo 5’ y la secuencia para la extensién en el extremo 3'. De esta manera, cada secuencia
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especifica de gen estaria asociada con una secuencia universal especifica. Se hibridarian los cebadores quiméricos
con el ADN amplificado y la extensién de cebadores se lleva a cabo tal como se describid anteriormente. Esto daria
como resultado una combinacion mezclada de cebadores extendidos, cada uno con un colorante fluorescente
especifico caracteristico del nucleétido incorporado. Tras la reaccién de extension de cebadores, se hibridan las
reacciones de extension mezcladas con un alineamiento que contiene sondas que son complementos inversos de
las secuencias universales en los cebadores. Esto segregaria los productos de varias reacciones de extension de
cebadores en combinaciones diferenciadas. El colorante fluorescente presente en cada mancha identificaria
entonces el nucleétido incorporado en cada ubicacion especifica. Pueden realizarse varios procedimientos
adicionales para la deteccion de polimorfismos de un solo nucleétido, incluyendo pero sin limitarse a, reaccion en
cadena de la polimerasa especifica de alelo (ASPCR), extension de cebadores especifica de alelo (ASPE) y ensayo
de ligamiento de oligonucleétidos (OLA) por algun experto en la materia en combinacion con las secuencias de
descritas en la presente memoria.

Kits que utilizan familias de secuencias de etiqueta

Las familias de secuencias que no presentan hibridacion cruzada pueden proporcionarse en kits para su utilizacion
en, por ejemplo, analisis genético. Tales kits incluyen al menos un conjunto de secuencias que no presentan
hibridacion cruzada en disolucidon o sobre un soporte soélido. Preferentemente, las secuencias se unen a
microparticulas y se proporcionan con tampones y reactivos que son apropiados para la aplicaciéon. Los reactivos
pueden incluir enzimas, nucleétidos, marcadores fluorescentes y similares que se requeririan para aplicaciones
especificas. Se proporcionaran instrucciones para la utilizacion correcta del kit para una aplicacion dada.

Ejemplos

EJEMPLO 1 - Comportamiento de interferencia de secuencia en perlas

Se someti6 a prueba un grupo de 100 secuencias, seleccionadas aleatoriamente de la tabla |, para determinar la
viabilidad para su utilizacién como familia de oligonucleétidos que presentan hibridacién cruzada minima. Las 100
secuencias seleccionadas se indican por separado en la tabla | junto con los nimeros asignados a las secuencias
en las pruebas.

Se realizaron las pruebas utilizando la plataforma Luminex LabMAP™ disponible de Luminex Corporation, Austin,
Texas, USA Se sintetizaron las cien secuencias, utilizadas como sondas, como oligonucleétidos por Integrated DNA
Technologies (IDT, Coralville, lowa, USA). Cada sonda incluia un grupo de unién de amino Cs acoplado al extremo
5’ del oligonucleétido a través de un espaciador de etilenglicol Cy2. La molécula de uniéon de amino Cs e€s un
espaciador de seis carbonos que contiene un grupo de amina que puede utilizarse para unir el oligonucleétido a un
soporte solido. También se sintetizaron cien dianas de oligonucleétido (complementos de sonda), siendo la
secuencia de cada una el complemento inverso de las 100 secuencias de sonda, por IDT. Se marcé cada diana en
su extremo 5 con biotina. Se purificaron todos los oligonucleétidos utilizando procedimientos de desalacién
convencionales, y se reconstituyeron hasta una concentracion de aproximadamente 200 uM en agua destilada,
estéril para su utilizacién. Se determinaron espectrofotométricamente las concentraciones de oligonucleétido
utilizando los coeficientes de extincion proporcionados por el proveedor.

Se acopl6 cada sonda por su grupo de unién de amino a una microesfera fluorescente carboxilada del sistema
LapMAP segun el protocolo de Luminex'®. La microesfera, o perla, para cada secuencia de sonda presenta
caracteristicas de absorcion de luz Unicas, o espectralmente distintas, lo que permite que se distinga cada sonda de
las demas sondas. Se dispersaron sedimentos de perlas de disolucion madre mediante sonicacion y luego agitacién
en vortex. Para cada poblacion de perlas, se retiraron cinco millones de microesferas (400 pl) del tubo de disolucion
madre utilizando puntas con filtro y se afiadieron a un tubo Eppendorf de 1,5 ml (USA Scientific). Entonces se
centrifugaron las microesferas, se retird el sobrenadante, y se resuspendieron las perlas en 25 pul de MES (acido 2-
(N-morfolino)etanosulfénico) (Sigma) 0,2 M, pH 4,5, seguido por agitacion en vortex y sonicacion. Se afadié un nmol
de cada sonda (en un volumen de 25 pl) a su correspondiente poblacion de perlas. Se afadié un volumen de 2,5 pl
de agente de reticulacion EDC (clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (Pierce), preparado
inmediatamente antes de su utilizacion afadiendo 1,0 ml de ddH2O estéril a 10 mg de polvo de EDC, a cada
poblacién de microesferas. Entonces se incubaron las mezclas de perlas durante 30 minutos a temperatura
ambiente en la oscuridad con agitacién periédica en vértex. Entonces se afiadié una segunda alicuota de 2,5 ul de
disolucién de EDC recién preparada seguido por una incubacion adicional durante 30 minutos en la oscuridad. Tras
la segunda incubacion con EDC, se afadié 1,0 ml de Tween-20 al 0,02% (BioShop) a cada mezcla de perlas y se
agité en vortex. Se centrifugaron las microesferas, se retir6 el sobrenadante, y se resuspendieron las perlas en 1,0
ml de dodecilsulfato de sodio al 0,1% (Sigma). Se centrifugaron de nuevo las perlas y se retird el sobrenadante. Se
resuspendieron las perlas acopladas en 100 ul de MES 0,1 M pH 4,5. Se determinaron entonces las concentraciones
de perlas diluyendo cada preparacion 100 veces en ddH>O y enumerandola utilizando un hemocitémetro Neubauer
BrightLine. Se almacenaron las perlas acopladas como poblaciones individuales a 8°C protegidas de la luz.

Se evaluo la densidad relativa de sondas de oligonucleétido en cada poblacién de perlas mediante marcaje de
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extremos mediante desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) con biotina-ddUTP. Se utilizé6 TdT para marcar los
extremos 3’ de ADN “monocatenario” con un ddNTP marcado. Brevemente, se pipetearon 180 ul de la combinacion
de 100 poblaciones de perlas (equivalentes a aproximadamente 4000 de cada tipo de perla) que iban a utilizarse
para las hibridaciones en un tubo Eppendorf y se centrifugaron. Se retiré el sobrenadante, y se lavaron las perlas en
tampon 1x TdT. Entonces se incubaron las perlas con una mezcla de reacciéon de marcaje, que consistia en tampdn
5x TdT, CoClz 25 mM, y 1000 pmol de biotina-16-ddUTP (se adquirieron todos los reactivos de Roche). Se enraso el
volumen de reaccion total hasta 85,5 ul con H>O destilada, estéril y se incubaron las muestras en la oscuridad
durante 1 hora a 37°C. Se afiadi6 una segunda alicuota de enzima, seguido por una segunda incubacién durante 1
hora. Se hicieron correr las muestras por duplicado, como se hizo con el control negativo, que contenia todos los
componentes excepto la TdT. Con el fin de eliminar el biotina-ddUTP no incorporado, se lavaron las perlas 3 veces
con 200 pl de tampdn de hibridacion, y se resuspendieron las perlas en 50 pl de tampon de hibridacién tras el lavado
final. Se detectd espectrofotométricamente el marcador de biotina utilizando SA-PE (conjugado de estreptavidina-
ficoeritrina). La estreptavidina se une a biotina y la ficoeritrina es espectralmente distinta de las perlas de sonda. Se
diluyé la disolucién madre 10 mg/ml de SA-PE 100 veces en tampén de hibridacién, y se afiadieron 15 pl del SA-PE
diluido directamente a cada reaccion y se incubd durante 15 minutos a 37°C. Se analizaron las reacciones en el
aparato Luminex'® LabMAP. Se fijaron los parametros de adquisicion para medir 100 acontecimientos por perla
utilizando un volumen de muestra de 50 pl.

Se muestran los resultados obtenidos en la figura 2. Tal como puede observarse, la intensidad media de
fluorescencia (MFI) de las perlas varia desde 840,3 hasta 3834,9, un intervalo de 4,56 veces. Suponiendo que las
reacciones de marcaje son completas para todos los oligonucleétidos, esto ilustra la intensidad de sefial que se
obtendria para cada tipo de perla a esta concentracién si la diana (es decir, el complemento marcado) se uniera a la
secuencia de sonda en toda la extension posible.

Se evalud la hibridacion cruzada de las dianas a las sondas tal como sigue. Se combinaron 100 sondas de
oligonucledtido unidas a 100 poblaciones de perlas diferentes, tal como se describidé anteriormente, para generar
una mezcla madre de perlas maestra, que permitiese que se llevasen a cabo reacciones multiplexadas. Entonces se
hibridé individualmente la combinacién de microesfera-sondas inmovilizadas con cada diana biotinilada. Por tanto,
se examinod cada diana individualmente para determinar su hibridaciéon especifica con su secuencia complementaria
inmovilizada en perla, asi como para determinar su hibridacién no especifica con las otras 99 secuencias universales
inmovilizadas en perla presentes en la reaccion. Para cada reaccion de hibridacion, se anadieron 25 ul de mezcla de
perlas (que contenia aproximadamente 2500 de cada poblacion de perlas en tampdn de hibridacién) a cada pocillo
de una placa para PCR Thermowell de 96 pocillos y se equilibr6 a 37°C. Se diluy6 cada diana hasta una
concentracién final de 0,002 fmol/ul en tampén de hibridacion, y se afnadieron 25 ul (50 fmol) a cada pocillo,
proporcionando un volumen de reaccion final de 50 pl. El tamp6én de hibridacion consistia en NaCl 0,2 M, Tris 0,1 M,
Triton X-100 al 0,08%, pH 8,0 y se realizaron las hibridaciones a 37°C durante 30 minutos. Se analizé cada diana por
triplicado y se incluyeron seis muestras de fondo (es decir, sin diana) en cada placa. Se utilizé un conjugado SA-PE
como indicador, tal como se describié anteriormente. Se diluyé la disolucion madre 10 mg/ml de SA-PE 100 veces
en tampon de hibridacion, y se afiadieron 15 pl del SA-PE diluido directamente a cada reaccién, sin eliminacién de la
diana no unida, y se incubd durante 15 minutos a 37°C. Finalmente, se afadieron 35 pl adicionales de tampén de
hibridaciéon a cada pocillo, dando como resultado un volumen final de 100 pl por pocillo antes del andlisis en el
aparato Luminex'® LabMAP. Se fijaron los parametros de adquisicion para medir 100 acontecimientos por perla
utilizando un volumen de muestra de 80 pl.

Se calcul6 la hibridacion en porcentaje para cualquier acontecimiento en el que la MFI neta era al menos 3 veces el
fondo cero de la diana. En otras palabras, se realiz6 un céalculo para cualquier muestra en la que (MFlnuestra-MFliondo
cero de diana) / MF'fondo cero de diana = 3.

Se calcul6 la mediana de la intensidad de fluorescencia neta (MFlmuestra-MF liondo cero de diana) generada para las 10.000
posibles combinaciones de diana/sonda. Como hay 100 sondas y 100 dianas, hay 100 x 100 = 10.000 posibles
interacciones diferentes posibles de las que 100 son el resultado de hibridaciones perfectas. Las 9900 restantes
resultan de la hibridacién de una diana con una sonda de apareamiento erroneo. Un acontecimiento de hibridacion
cruzada se define entonces como un acontecimiento no especifico cuya mediana de la intensidad de fluorescencia
neta supera 3 veces el fondo cero de la diana. En otras palabras, sélo va a realizarse un calculo de interferencia
para cualquier muestra en la que (MFlnuestra-MFliondo cero de diana) / MFliondo cero de diana = 3. Se cuantificaron los
acontecimientos de hibridacién cruzada expresando el valor de la sefial de hibridaciéon cruzada como un porcentaje
de la sefal de hibridaciéon de apareamiento perfecto con la misma sonda.

Se ilustran los resultados obtenidos en la figura 3. Se muestra la capacidad de cada diana para reconocerse
especificamente por su sonda de apareamiento. De los posibles 9900 acontecimientos de hibridacion no especifica
que podrian haber sucedido cuando se expusieron cada una de las 100 dianas a la combinacién de 100 sondas, se
observaron 6 acontecimientos. De estos 6 acontecimientos, el mayor acontecimiento no especifico generé una sefal
equivalente al 5,3% de la sefial observada para el par de apareamiento perfecto (es decir, acontecimiento de
hibridacion especifica).
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Por tanto, se examind cada una de las 100 dianas individualmente para determinar la hibridacién especifica con su
secuencia complementaria incorporada sobre una microesfera, asi como para determinar la hibridacion no
especifica con los complementos de las otras 99 secuencias diana. Se muestran resultados de hibridacion
representativos para la diana (complemento de la sonda 90, tabla I) en la figura 4. Se encontré que la sonda 90 se
hibridaba sélo con su diana de apareamiento perfecto. No se observo hibridaciéon cruzada con ninguna de las otras
99 dianas.

Los resultados anteriores demuestran la posibilidad de incorporar las 1168 secuencias de la tabla I, o cualquier
subconjunto de las mismas, en un sistema multiplexado con las expectativas de que la mayoria si no todas las
secuencias puedan distinguirse de las demas mediante hibridacién. Es decir, es posible distinguir cada diana de las
demas dianas mediante hibridacion de la diana con su complemento preciso e hibridacion minima con
complementos de las demas dianas.

EJEMPLO 2 - Secuencias de etiqueta utilizadas en la clasificaciéon de polinucleétidos

La familia de etiquetas de secuencia sin hibridacién cruzada o un subconjunto de las mismas puede unirse a
secuencias de sonda de oligonucledtido durante la sintesis y utilizarse para generar secuencias de sonda
amplificadas. Con el fin de someter a prueba la viabilidad de la amplificacién por PCR con etiquetas de secuencia sin
hibridacion cruzada y posteriormente dirigir cada secuencia respectiva hasta su ubicacion apropiada en
alineamientos bidimensionales o de perlas, se concibié el siguiente experimento. Puede conectarse una secuencia
de etiqueta de 24 meros de manera especifica 5’-3’ a una secuencia especifica de exdn p53 (cebador inverso de 20
meros). La secuencia de p53 de conexién representa el complemento inverso de la secuencia génica de nucleotidos.
Para facilitar la posterior generacién de ADN monocatenario tras la amplificacion puede sintetizarse el etiqueta-
cebador inverso con una modificacion de fosfato (PO4) en el extremo 5. También puede generarse un segundo
cebador de PCR para cada ex6n deseado, representado por el cebador de amplificacion directo (5'-3’). En este
caso, el cebador directo puede marcarse con una modificacion de 5-biotina para permitir la deteccion con Cy3-
avidina o equivalente.

Un ejemplo practico de la descripcién mencionada anteriormente es tal como sigue: para el exén 1 de la secuencia
del gen supresor de tumores p53, puede generarse el siguiente etiqueta-cebador inverso (SEC ID n%:1171):
222087 222063
57 -PO4A-ATGTTAAAGTAAGTGTTGAAATGT —-TCCAGGGAAGCGTGTCACCGTCGT-3’

Secuencia de etiqueta n® 3 Inverso de exdn 1

La numeracion anterior, el cebador inverso de exén 1 representa las posiciones genémicas de nucle6tido en las
bases indicadas.

La correspondiente secuencia de cebador directo de ex6n 1 (SEC ID n%:1172) es tal como sigue:

221873 221896
5’ ~Biotina -TCATGGCGACTGTCCAGCTTTGTG-3’

En combinacion, estos cebadores amplificaran un producto de 214 pb méas una extension de etiqueta de 24 pb
produciendo un tamario total de 238 pb.

Una vez amplificado, puede purificarse el producto de PCR utilizando un kit de purificacion de PCR QIlAquick y
puede cuantificarse el ADN resultante. Para generar ADN monocatenario, se somete el ADN a digestién con A-
exonucleasa dando como resultado de ese modo la exposicién de una secuencia monocatenaria (anti-etiqueta)
complementaria a la secuencia de etiqueta unida covalentemente al alineamiento de fase sélida. Se calienta el
producto resultante hasta 95°C durante 5 minutos y luego se aplica directamente al alineamiento a una
concentracién de 10-50 nM. Tras la hibridacion y clasificacién concurrente, se visualizan las secuencias de etiqueta-
exon 1 utilizando Cy3-estreptavidina. Ademas de la visualizacion directa del producto biotinilado, el propio producto
puede actuar ahora como sustrato para el andlisis adicional de la regién amplificada, tal como deteccion de SNP y
determinacion del haplotipo.

Definiciones

Sin hibridacién cruzada: describe la ausencia de hibridacién entre dos secuencias que no son complementos
perfectos la una de la otra.
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Hibridacién cruzada: los enlaces de hidrégeno de una secuencia de ADN monocatenaria que es parcialmente
complementaria, pero no totalmente, a un sustrato monocatenario.

Homologia o similitud: cémo de estrechamente relacionadas estéan entre si dos 0 mas cadenas separadas de ADN,
basandose en sus secuencias de bases.

Analogo: los simbolos A, G, T/U, C toman su significado habitual en la técnica en la presente memoria. En el caso
de Ty U, un experto en la materia entenderia que éstas son equivalentes entre si con respecto a las propiedades de
unién del enlace de hidrégeno intercatenario (Watson-Crick) en juego en el contexto de esta invencion. Las dos
bases son, por tanto, intercambiables y de ahi la designacion de T/U. Un compuesto quimico, que se asemeja a una
base de nucleétido es un analogo de la misma. Una base que no aparece normalmente en el ADN pero que puede
sustituir las que si lo hacen, a pesar de diferencias menores en la estructura. Analogos particularmente Utiles en esta
invencion son los de bases que se producen de manera natural que pueden insertarse en sus respectivos lugares
cuando se desee. Un andlogo de este tipo es cualquier base no natural, tal como acidos nucleicos peptidicos y
similares que experimentan apareamiento normal de Watson-Crick de la misma manera que la base de nucleétido
que se produce de manera natural a la que corresponde.

Complemento: la imagen opuesta o “especular” de una secuencia de ADN. Una secuencia de ADN complementaria
presenta una “A” para cada “T” y una “C” para cada “G”. Dos cadenas complementarias de ADN monocatenario, por
ejemplo una secuencia de etiqueta y su complemento, se uniran para formar una molécula bicatenaria.

ADN complementario (ADNc): ADN que se sintetiza a partir de un molde de ARN mensajero; la forma monocatenaria
se utiliza a menudo como sonda en mapeo fisico.

Oligonucledtido: se refiere a un polimero corto de nucleétidos mediante el cual los nucledtidos pueden ser bases de
nucleétido naturales o analogos de las mismas.

Etiqueta: se refiere a un oligonucleétido que puede utilizarse para clasificar especificamente analitos con al menos
otro oligonucleétido que cuando se utilizan juntos no presentan hibridacion cruzada.

Tabla |
Secuencia SEC ID n% N.2enegj. 1
AAATTGTGAAAGATTGTTTGTGTA 1 1
GCGTTAGAGTTAATTGTATTTGATGA 2 -
ATGTTAAAGTAAGTGTTGAARARATGT 3 -
TGATGTTAGAAGTATATTGTGAAT 4 -
TTTGTGTAGAATATGTGTTGTTARA 5 -
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Secuencia

ATAAGTGTAAGTGAAATAAGAAGA
AAGAGTATTTGTTGTGAGTTAAAT
GTGTTTATGTTATATGTGAAGTTT
AAAGAGAATAGAATATGTGTAAGT

_~____2_______4____________7_____M__.______.__
s R R g e B NI N e i i g Bl B g b B i B I S g I
CHHEQUUOUHUOHUOUBRRCBPHPUOUAURAAOVHUOUUORKHCHBHHODHSQOUKALSSGGOSHLD

HAHBHPEHEBHREHEHUOUBNRRHEASPOAQHPORUOHABHUOURKBHBUOBMBHBPRHNBHOSHSO G CHCEH M

HOHRCUBPHARSBEHUOUODUOUBRACABHPHFPEREEHEALALBHSCHBEPHASCHOBHCULKLSODEHDY M

FHUOUOUAAASCOOREBEBBHFRHEHODOHBPBHBMUOUORHHEASLAODOLHHHOMHSCSODEHDHR

VUOUAHEHADHUBPBHAHBPAHSAHFAASCHEAPUBEAAARAALCLCBHUSCBHORLCCODHDD

HFHEBRBEPHBERUBPRFAAUVURABELAUURQUBRAHEBEFRSAUOUODUBHBRABHRARSCCHRHBEHBEEHEBH
CCV UL CQUUOHHUOUVUBHRSEHSCHEHOBHUODUORCBHORRKKCUOUBRKBHERSCCODOCOCHCD &
AP RUOAHASAHEARAHAHNAASCHOBPQUOUPHSCASEHBHOUOVDODUOUEAUDASLEHQSD
HBOHHBHUUOBPHUBRRCACSHRFUOUOUAABHHFHEOCOCODEBHUOAOASACHOUDASDODOEHUD A
CACHHOHHAHPBHACUBPRKBHEAQUHNBPEHEBHFHFUOSHABRS S CBHUOUAARK UL
VHHUOBPRAUAURABHUOBHUOUHUOAUBPHUOURHEFAVODUOUUOURUCEAADBUODUOBCABOSCCSEHORN
CHOUOAARAHCAHHODUOURKUOBHORKHAOAHUOBABHBUOSOr € BH/AREHBBHBBHREBH
GGT_AGTTAGATAATAATAATTTTAAAAAAGAATGAAGAAATGGTTG
FEHSHBHBHAHAUOCHUOURCKCHAEABPFAOACAVDOCUOBHACAAAUAOBHSQUOUBBHBASAOBHB S
UAUR AU AU BRAAHOBHHHEALHUOUCUODOBHSRABESHCODOVBHOBERASHA
ATTTAAAGTAGTTATATGTTAATAATAATTGTGATTAAGATA.GGTT
OUORBOUBHUHSAA (A HASAPAUOUHAAOUAHBBHMNBHDSCRABHOBHOHABEEHACODSOULS A
AAURARRACHAHPOPFPAUBEBRAHHUSA SOOI SUBHBEHGCLCOBHCOVDAULS A HOBR
AAHUOUAQUVUOUBHABHURKHOVDUUBHBHABABMCHOBHUOUURAUOBHBUOBSSBHLHBESSOHBR
CUOUHFABHACCQUVOHAQURCHELASAAURCHUOUHUOUARSHNEAABHAOHBHAPOBALADOSAHBH
UK URRUVOORBPFEAAQUBHBHHEHALCHRCAHOUOAALAOPRERHHFNOVDOBRMARAODSAAHEHBERSGHBHD U
HORARKRKIRAHASHERQURAAQURUUOBHEBPHRSAQUOUUPBHRAUOUUOBEBEBMOUOUOBRSEBEBHBHBR
ATTTATGATAGATTAATATAGATTATATGTTATTGTTATATTTGAT
HEAPRPUOUORKUOUHRALCHCAAHUOOBHUOUVDUOUURAEHBHOBRMBPFBERSABERAAHHFUOBELAUBEACOCSOBEREDD
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SEC ID n%

Secuencia
TGCGAATTGAAAGTGTAATGT T GTAT
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T A

A

AGA
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A
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120
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TTGATGTGAAARA

PTTGATAAGTATATGA
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TTAAAGTTATTGAAGTGAAGT TGA

TTGTAAGAAATAGAGATTTGTGTT

177

178

179
180
181
182
183

TTAGATT
AAATGTG
TGAATTTGAGTTGTAT
GTAGTAGAAAGTATGT

A
T
GAATGTTGAATTTGARATGT

AGTTTAAGT
ATAGAATGA
G
T

U B
HEHBB
R A
S O S
OEHBHA R
AUV H
VLU RO

184
185
186

[
g B
B
<O
(G =]
<O
O
A
0o
B R
B <
0P
g B
BO
B
= <
<O
U

GAAATGTTTAATGTGAT

TGAAGAATATGTGAAATTAGTTTG

A B
< EHOD
U
B H
A B

187
188

GTTTGATAGTTTAATGAGTATTGA

)
T )
ANO-HONM
o 0V O\ O\ Oy
e A
KCBEQO
VOHU«
S I R U]
CHEB A
HEHEHUH
OBF QA
COUEA
SHBALH
SEHQUO
HOBHAA
CHOHB
OBHBHEBHOD
Badacd
fo I S R
CEHUOODH
BFOCKBHH
UVCUUK
BB BH
EH O ON SR V)
B
OVLUVUH
S
[ o S
OBHEHEAQO

194
195
196

GTATTAGAGATATTGAAAGTG
T
A

32

197
198
199
200

GTAAAGATGTAAGTGAA
ATTGTTGTTAAAGAATG

TATT
TAGA
TATTGTTAGTTATGTAGTGTGTAA

GAGTGAAAGTTATATGAAAGTATA

HO
B o
OH

201
202
203
204

ARG

G A
A G

G

T

T
TTGTATTGTTATA

TTATGA

GT

AA

AG
GTGTTATTAGTTTAAGTTAGAGTA

H o

205
206

33
34

207
208
209
210

UBH B«
HEHQO
CHEC I
G
OMEHUD
HQGOH
HEBEBUOH
S HB A
G HAH
O A
VEHUVLOA
HOBAOD
IO P
HOA
AGBHED
OHBHUHR
BFCUR
O K
U HB
HCEHHD
<CVDVU«
B HB
L S i
ABHUOAO

TGTGTA

TAGAGTAGAATTATGT

211
212
213
214
215

AGATTAGTTAGTGATA
TTGAGATTTATGAGTA
TTAGTAGTAAGAGTAT
ATTGTGAAGTTTAGTA

GTAGTAAGAAGAGAATTAGATTAA

O
DOHALD
@B
OHHAQH
B O
< B O
QB R
KOLHY

G
T

216
217
218

AATGTGTTATGTATGTARAATAGTG

ATTGTTTG

p
<

GAATTAGTTAGAGT

35

219
220
221
222

(OIS
A <
BO
(U2
< <

(VU]
B
€ H
<
<O
O K
S
SHOD
HEHE
OB H
AU
HO
B
vso«
L HO
S
OHO
HEBR
B
A HH
RUOBH &
O S
OUOHH

GTATTGTATTGAGTA
GTGATTGAATAGTAGATTGTTTA

36

223
224
225

~

AGTAAGTTGTTTGATTGARAAATTTG
GAAGTTTGATTTAAGTTTAAGAAG

226
227
228

TAAATGATATTGTTATG
GTTGTTAATAGTTAGTT

AAGA
ATGA

G
G

& B
(ORI

TGATATTTGAAGAGTGTTAAGA

229
230
231
232
233

(G 2
A &R
VO

HEHHBH
LU o
T o]
U &
LUK
CHU
& H
HOH
S )
OB
S O]
H O
B REHBH
A CUEHA
(G2 o S
HEHEBEBRHD
A O
VR BHLQU
CABHBHUA
U BB

TAAAGTGATTTATGAARA
GAGTGATGAGAATAARA

B

47
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N.2en ej. 1

SEC ID n%

Secuencia
AGTAGTGATATGATTTGAATATT TG

TGTATTGAATTAGAATAGTGAGAA

TGATATGAGATAGAAGTT
GAAGAAGTAAGTATAAAG

234

235

236

H

VEHUOUDLOUA

B
<
o

HBHOALP BH

237

O]

g
<
«

38
39

238
239
240
241
242
243

I

o
BOHBK
L

LB O
& BHAaH
CHUOH
VHBACA
QU B
CKHUOLUA
HOA QU
LEHLOUA
UL EHRU
HACAOH
VOUA
HEB A
OIS
KOO
< BHB B
HEHSDO
HAAH
BRUOBHALL

TGTTTGTG

ATAGATAAGATTGATTGTGTTTG
TTTGATGATAATAGAAGAGAATGA

244

41

245
246
247

TATGTAGTAATTGAG

AARARGTTGTGAATGTTTA
TAGTGTGAAGT

GAAAGTGTAGAATATT

G

GAAT
GAARA
AAAT

HEHHB
< QB
(WO
o

248

TTTGTTAT

<
H

(&)
&
H

249
250
251
252

< H
< O
BB
BB
B <
O
B
0o
&
40
& H
BB
OB
B
HUSO
B A
VDU E
HBEHODOU
[
R Gy
UABHH
HBH
VO
€O HL

A
A

GTTTAAGTGTTT
TGTGAGTAATAGT

ATATGTGATAGTARAG

AG 253
254
255

AGAGTGATTATAGATGAT
AGAATGAAAGAGATAATA

TAAGTAAGTAGATGTTAAAGAGAT

& &
& BB
voo
HEH
<HOU
H A

256
257

AAATAGAAAGAATTGTAGAGTAGT

42
43

258
259
260
261

HODODY
Ll S
HB A
HaCHA
VUl
AU
B
<O«
B
(VRG]
B
<HOD
L0
S
HOO
OB H
B
I ]
HOH
O
BB
S )
& B
RGN

TAGATTTAAGTGAAGAG

[ _M_
223888
N AN NN
BB D
B B
AU H
AHUORLHH
bUBAdgH
HECOD O
HORBHBHO
DHO O
RO H LD
B R BB
DEHHOD OO
A B g
DEHDODO M
B CH B
VHUL QO
HOREMEBHR
HEHEHH
COHO QB
Al HUR
A R ORI
Hd QDB
OHABHBHO
COHACOH
I N

45

268
269
270

GAAATGAAAGATAGATAGAAG
TGTATATGTAAAGTAGTTTAG
GAATGTTATTGTGTGTTGATT

ATA
GAT
TAT

271
272
273

o«
H
S
O
< B
B
O H
&
L
BB
0o
& B
UEBHOY
Ko
B
OO
QO
HH
B
CRON]
B B
O
(G

TAAAGAGATGTARA

GAGTGAATTTGTTGTAATTTGTTT

274
275

AGAAATTGTAGAGTTAATTGTGTA

276
277
278

GTGTTAATGAAAGTTGTGAATAAT
TGTGATTTGTTAAGAAGATT
AGTAGTATTGTAAAGTATARA
TGATTGTTGTATAGTTATT
GATTGTAGTTTAATGTTA

279
280
281
282

<O H
HEHODO
UV
HCOU
O &

G

O BR
A0
O H
H B
=0
Q& H
<
& B
o <
&
@ <
HO
& B
<
< W
v H
H
& B

47

283
284
285
286

U
HEHDO
B
BB
UV
HOUOH
A
SION
OERHO
R
HOO
HHA
RO
OB
HEH A
H<gO
H O
O H
CO0AA
I S
L OO
HBHBA
BB
Bt QD

GTAATTTGAATGTTTGAARA
GAGTAATTGATTGATTGTTARA

287

B
)
<

288
289
290

& O
& <
B
20
OB
HEH
OB
40
& <
B
OB
g H
O
& H
HO
Oe
< B

GTTTAGTGTGTTTGAAA

R ]
<O H
HHOD
R
<BD
LB

48
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N.2en ej. 1

SEC ID n%

Secuencia

291
292
293
294

GTTGAARAGA AA
AATAGAAGTT

GTaA
TTG

0«
<
BB

295
296
297

A€
HEHBAH
HEHBD
S
(G
I
g0
OH
e
<
& B
U
BHO
O«
B H
o
on
< B
<O
B
<
HEgCO B
VUbB LB
HC OO H

AGCGTT
AAAG

TTGATTGTTGAATAGAG

G
ATTATTGAAAGTAGATGTTAGATG

GAGATTAATGTG

298
299
300
301

TTTATGTGTGATTGAGTGTTTAAT

302
303
304
305

GATTTGTA
AAGAATGT

<O

TAGAGAATTAAGAATTGTTTGAG
GTTATAAGTAGAAATGTATAGAAG
AGTAATTAGTTTGAAATGTGTAGT

306
307

48

TTGTAAAGTGAT 308
309

AAGATTATGA
AAGATTAGAA

G A
GT

GTTAATGAAGAA

310
311
312

GAAGTAATT

313
314
315

AGTTATTGATTGAAGATGAGARAAT
GTTTGTGTTTGTATAAGTTGTTAA
TTGTATGTGAGT TTAGATTAATGA

50

31e
317
318
319
320

GTATAGTTGTTTGAGT
GTTGAGATTTGTATAG

QB U
B
CHSRURG]
BEH
HEBHB
ORBHH
&
B E

TAAGTTGAGATGTTTGTTTGATARA

321
322

GTGTAGATTTATGAATTGAGTAAT
TATAGAGAAGTGTTTAGTTGTATA

323
324
325
326
327

GTTATTG

GTTTGTTG
AAATGATTGTGTAAGTTATGTATG

328
329
330

AAGAAGTAAGAGAGAAATTTGAAT

GTGTGTATTTAGTTGATAATTGAT

e~ NMm< N0
[aa I o0 B 02 B 00 TN 0 B o |
MM MmN
HOLDOU
HEHBAHB
A
HQOAAB
VDOEBHDOLOYD
HQUOHBHRH
UG
A0 B
CKHBHBHOD
OSBHAH
<KHEB QU
VVULUA
B aO
B BHHACJ
UL QM
HEEHUOBOH
HEH A HA
VOB
HELOOQO
HdHgOH
UHBHCCH
HSUOBHOA
HOCUEHD
TS S

337
338

AGTTAGTAAGAGARATATAGTG

ATTAAGATTGTATAGTTAGTGATG

339
340
341
342
343

GAGATAAAGAATTGAAATAGAAGHS 2

AGAGTAAATGTTARAGAAAGAAGTT
AAAGTTTGTTATGTGTGAAGAATT

ATTGTGTTTAAGAAATATGATGAG
TATTGAARARATGAGATGTATGTAGTT

344
345
346
347

ATTTGTGTGATGTTTGAAATATGA
TAAGATAATAGTGAGAGAAATTGA
ATTTATGATTAGTGTAAGTGTTGT

GATTAAGAATAARAAGTGTGAAGAAT

49



N.2en ej. 1
56

348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364

SEC ID n%

TG
G A

TGATA
TGAGT

ES 2382542 T3

GATGTT
AAAGAA
GTGTGTATATGTTAGAAAGTA

T

Secuencia
AGTTTAGTTTAGTTAG

TGTGAAATAGATGTGA

TGT
GAA

TTTATGTAGTTAATTGTTGAG
A
A

AGTATTTGTT
AAGATGT

A
G
T A
T A

GTTGARARAGATAGTTTGATATGTA AT
A
G

TTAGAARAGATAGATTATTGAGAAAG
ATTAAGTTATGTGTTTATGTGTTG®G

TTTGAAGAAGTGTTTGTATTATGT
TGTTAAGAAGTTTAGTTAAAGTTG

TGTTAATGAGAARG
TAGTTTAATGA

G A
TA
TTA
AAA

A
A

(o] —
L O e I e e R I e I D T D A A R A R N R R R Y
NOVULOAOOHNMNHENLOVOCTDIAOHNMMTMOCTONNOEHNMCCL Y
vwvwwovownsbbMMDMMDDOOOODDDOONDOOOOOODOANAAONNNNGOON
MO MOMMmMMNMOMMmOae0 MmO MMM EOMmMmMmMmeaonmmnm

HFOOHUOUBHORKHAARABMNHHAOLHADU L HSBHOEHEBDYH
AAHAACHDULHLLRAALHORHUODLHAODDOLHEBED B
OURFHPHHBPFPRSAURKUORKRKAURRARAHRABELHARKBHRARLSL O
AV B BHHLAHAHNOLLHALHBOAODLYBHO B H
DUHAA UL HEHECODODVDOHNHODUODUALAHEAHOBNBREHDD
FRECUPRKUBRAAABNSCSCUFHASAOLUDO A HEH
VAU DUAdUVDUOUHCAHDRALCHOUAUBHLSLLLEHODEHBD
FUOAHHMHARMHECALHUAHAHOLHAUBRAS €O EH L
VAU VDU AU CORLOEHDOORLCO M
HEODUOURAHBHBHARBNUNUORAUOURHACAORBHEHBHABHCH OB
HFACHAHACHAVODHHFHNASHAOUVHALADOBHLLDH &L
CORKHERAOUOHUOHRHRRS ISR AOHECOUBHBHUORKEHAGOEHDY
VA HALHHEHHAOHODHOOUOEBHAUOUOHHOG B OBHCHBHH
CHOULHAADVALHRHHULHHEADHNHAHHAUOBHBED £ H B
AAPHODURRKUKSARCSACAUHOBHLSLHUOODBEHDO UL H &
HFOHODHAAODL SO HRAUBMHHOACSSAHBEHRCY & @ B
CHUHAAOHLHOHRA A HBDCOLHHEHEHHCDOAEHOD OB
FHRAHHOAAHHRLHOLCUONOHAOHUORKOHRLHDUOA & &
DHOCAHHLLHOHBEBOHRHHEHLO RO EHCEHEHQD
A HHHCHOHOMHUABHOHBHBNASHRBHABHAGBHUDB
AHHEKURCHURLHUORKRABECAORCHERARLHLAKLOBHOR B R
FlHUOUALHUOUCUOODRHAULHABHRAACHACHODACODU @B
HUOUBHAAAAACHAHHEHNCHHUOHOLOHHL A HEHEBOU
FALOURKUBHRAUMOHHCHUOUBMBACOORKORLHBHUOKMEB

64

397
398
399
400
401
402
403
404

AGAA
TGAG

GTTTA
TAGARA
50

GATAGAAATTGAGTGTATGAT
GTTTAGTATAGAG

GTTTGTTAATGTTGTATAATG

TTGAAATGAGTGT
TATAGAGTTAGTT

GTGAAAGAGAATGATAGATATTT
A
A

T
A A
AT
A A
GT



ES 2382542 T3

N.2en ej. 1

SEC ID n%

Secuencia

\0
[ -
NnwVes~oOMNhNO~N
OO0 00O HHNH
R AR
REHEUQULOO
HOUOABHAQSEHH
CEHQUEO A0
CEHU G
DUOHABHACGO
HHAHUOUSU M
O HAHBBBH
BECUCAEHQR
AU BHAGR
COBEAQUOBHH
HEBHBHOBHCR
FELOURAUADY
OVEHABHCHDH
BFECOHUOBR AR
< BHBBHBAA
HAHOBSOH
VUG BB
HEHASARHOCUO
CHECRC A R O o S
U BHACAGBHOA
KCOVODUAAD
HRARBEUEBHA
VOEHACAAEHOH
AEQODQOEQ

413
414
415
416

TAAGTAAGTAARARAGATAA

TATGTAGTTTGTGTTATTTGAAGA A

V]
H
B
<L
v}
]
o

TTTGTATGTTTAAGTA
TGAGTGTGTAAAGARAA

G
A
GTAAGAGTATTGAAAT TAGTAAGA

TARA

TGT
GTTGAGTGTAARA
AGTATGAGTTAT

TGAG
TAADRA

68

417
418
419
420
421
422
423

ATTGATAA
TAAAGTGA

ATTTGTTATAGAGTTGTGTTGTAT

TAATTAGTAGTGTGTTGAAATTTG®G

TTGTATTG
ATTGAGTT

G
G

GATT TTA
AAGA ATA
GTGATTAAGTAGTATAT

GTATAATGATTGAAGTAATG
AAGATATTTGAGAGATAAAT

A
G

U«
= =
BB
e
S
OB
=0

424

B
3

TTGAG

425
426
427
428

T A
G A
AGTTATGATTTGAAGAAATTGTTG

GTAAGTATTTGAATTTGATGAGTT

G A
G T

429
430

TAATAGTGTTATAAGTGAAAGAGT
AAATGAATTGATGTGTATATGAAG

431
432
433

GTGAGTTGTTAAGTATTTA
GTGTGAATTGTGTATATAG

GTAATATGATAGAAATGTAAAGAG

AGAARA
TTTAT

434
435
436

GTTGTA A
TTGAT
ATTTG

<00
B
LUO
OB
& & s
A
< U B
H e
B
HHOU
obH
HU
HHO
< B
& H
O
S
(G U}

ATAGT

MO MNO - NM
SISIIIT
OHBBRBEHD
B B B
BB AR
A OO A
HFUOHBHEBHAA
HBE A H LA
KODTVLOLODDOV
UK B R R
CEODOUCD O
G R
HOBMCK B
HRL OO o
UVHHUOUA SO
@B
HL OO
I RURIECR A
HEHEHO A
VOEHAC D
HFEPABHBBER
QOB LA
OV BHVLOH
ROUBPLULAKOD
B O B
MR D

T RT3 )
B )
o P
AU CH
OHBHBA
OO QH
HEHAOA
CHAQO
CAUHHBK
AHUOBHH
VUKLVLY
HBEHALHH
HEBE QBB
CSHUOUKCU
U BB
QH QB
L CRC G o
CLOUERA
HOBOH
UG BHAD
HOBMBB
HS O UK
HEHEBHCQO
OFRBHOH
HEHAQ
AR H
O QU

o dHN
< 0NN W
< <f oH
AU
S
HCO A
O O
HUO R
HOUB
HCBHO
A BB
HUOOUA
OHEBE
COH M
OO
HEBEBHO
HEH
vuga
HaA AU
HBEOH
BB A
<BHAQU
A g HH
U ar
R CRCRY)
Il o
O K

A

453
454
455
456

G

HOK
S
O
BB
€O
U0
&
HCO
< U
U
S EHD
< B
LR
O«
< H
H B
BHO
O
< <
<
& B
ov
(SN
< EBD

T

G

GATGATATGATATAGATTA

AGATTTAAGTTT

G

~0o 0O
ntwn n \o o
o o o
KB OHB
O
<O
DOHBEE
CHAQD
COOBHC
A
CHUOLO
HE QA
HORK DO
OB UHEH
N
HEH G
R ORI
CLEHDO
HRHHHHMH
O HHA
KOO A
RO
BALOO
VOB A
PEHOOH
BB AE
FHB QO

51
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SEC ID n%

Secuencia
TAAGTATTGTATTTGTGTGTGTAT

462
463
464
465
466
467
468
469
470

TGTATTAGTAAAGAAGAGAGAATA

GAGAAGAGAARAATAAGTTGAA
GTAAAGTAGAAATAGARATTG

A
A
AGTA

69

HOUOH

G A A

GTTT T

GTGTGTTATTT
TTTGATGTATG

ATGA

T G T
AAGATTGTGTGAATAGTTGAAAT

AATA A

71

AGTTTGAAGATGAGTGATA
AAGAGATTTAAGATGTATG

&

471

ATTAAGTTGAGAATTARAGA

IS

472
473
474
475

AAGARARAAGAG
ATTGAGTAG

ATA
GTT

ATTTG
ATGAA
GTGTAAGTAAAGAGATGAT

TGATTTAGTTATAAGAGTG

A
T

& B
U B

CAHUCOBHOD
B
O
HEUOHA B

476
477
478
479
480

TAGATAAATGTTATGATGAGTARAG
AGATTGATTGTGATGATTTGTATA

73

AAGAAGAATTGTATATGAGAGT
AGAATGTTTAGAGTTGAATATA
GAAATAGTAAGAAGTAAATAGA

H B

T
G
G

481
482
483

GAAGTTGTTATGTGAAGATTT
ATGTTGTGTAGAGTAATTAGA
TAAGAGTTTGAGAAGTTGTTT
AGTTGTAARATAAGAAGTGATTTAAG
GTTAGAATGTATATARAGAGTTAGAT
TTGATATTGAARAGAGARAAGTTATG
TTAAAGAGAGAAATGTTTGATTAG®G

T T
A A
A A

B

484
485
486
487
488
489
490
491

74

TGTGAATTTGAGTATTAGTAAGAA
TAATTTGAATGTGAAAGTTGTTAG
ATGTGTTTGAAAGATGATGATTTA

492
493
494
495

TGTTGATATTGAGTGARAA
AGAAGATAGAGATTTAG
TAGATATATGTAATGA
TTTATGTAAATGATG®G
AGTTAAAGATGAGTT

496
497
498
499
500

U € H
I S
HEHBHUR
S QU
O OB
HOBUA
KCUBD
HUAHA
HLEBEAD
L0
ObHBHAQH
HEHBHO
L ol S
BHRAUA
U
SEOCRURG]
U
BHHEBH A
HE A
BELOO
<COE L
(N
HOHBH®R
OO

AAGAATGAGAATA

501
502
503
504
505

BB
LUVUAU
O HB R
AEHAQO

A
T
G
A

A G
A A

TAGAGTTATAGAGATATTGT

GAGAGTTGAATAAGTT
AGATATGAAATAGATT

AAA
GTT

AAAGAGAATAGTGTTTA
GATGTGTTATTGATAGA

506
507
508

&0
LY
< A
B«
B b
U«
S
S0
<
<O
O &
&
£ 0
< B
(O S

AAGTTGTAAAGTGT
ATAATGTGTTTATG-

BB A
LA U]
< O«
OCH
HO
UH
g < H
L0

509
510
511
512
513
514

AGTATGTGATTTAG

TATG
GTTA

GATAG
TTGTT

T
T

TAAAGTGTTGTGTTAAAGATTAAG
TGTGTTTGATTGATTAATGTTAT®G

ATTAATGAATGAGTGTTG

TAGATGTTTGTGAGTTTG

515
516
517
518

TGAATAGTAATAGATGATT

AGTGTGTTGTTATATGATTAG
ATTAGAAGATGTTGTGTATTA
GTGTGTGTTAAATGAATTTGT

52
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SEC ID n%

Secuencia

518
520

TATGAGTGTAGAAARA
GTAGTGTAAAT
TTGTTTAGTAT

AGTAGTTGAATA-A

80

521
522
523
524
525

GTATAGAGA
AGTTTAATG
GATGTATTA

GCGTAGAGTTGTAARATAGAGAATARARA
ATTAATGTAGATTGTAAGAGATA AG

526
527
528

TTAGTGTGTTTGTAGATAGAATTA

81

529
530

AGTTTGTGTATATGTATAAARA
GTTTAGTGAGATTTGTTAAG

A G
A A
ATGAAGTTTATTGAATAGTAGTGA

A G
TT

531
532

TATGTTTGTGARA

G
A
T

ATATTTGTGTT

AAGATTTGATG

533
534
535
536

TGTTAGTTGTA

G
T

T
A
ATGAGTGATAATGTARA

AGTGTTTGATATGTTAAGAAGTT
GTAGAAAGTGATAGATTAGTAATA

€O

537
538

GATAAATGTTAAGTTAGTATGATG®G

539
540
541
542

UEHaH
Het B
<O
QUL H
UEHBHH
A OB
B R
HS OO
HO B
O
HOBRA
O
<O B
<L VO
(G -
O HH
(o
CIRGI
ABHQO
T
HEROO
< <
OHO M
€ B

543
544
545
546

TTGATAAGATG
AGTGTGAATTT
TTTGTTATAGTA A

TATTGAGAATGATAATAG
TAGTTGATAAGTGTGTAAT

83

547

]

548
549
550

<
O

GAAGAGTGTTTGTT

U]
B oA
voo

84

551
552
553
554
555

< <
<O
O«
BHO
<
(VI
AHAED
<O
HCODOUOH
ARBEHBBH
OO H
HRABHO
VUAHD
SR
COHHA

GTAATAAGTGA
AGTAGTAAGTA
TATTGAATGTG

TTTGTAGAGTGATTTGA
AGCATGTAGTAAGATGTT

AHAQUOBH B E
ORKHBBHBHOA
AC L AOCEB O
HAOBHHRUORKACHABEAAHHBESAQH

556
557
558

B4
«
N
O
G
L

G
T

&
<
[
&0
& & E

GAGAAGTTGTTGTAAT

@
| S N = I |
FEPRRFEIE
N N W W wn Wi wn
AODOUAUVUBHACCOH
R R Ul N G G
AHHOBERCHBD
HOBHUOUAACOU A
HEHEOAOBPOBHEA
HUOBAEBALOBHH
OHOARKOBAHA
SAAEBEBEHBEHBHEAQOH
REHEOUVBODUVUBHD
AEACCHACD B
OFPBHBHODDOAAH
HAPFPABHBHBOAQRA
VURKCUQUBHAQBHE
KRB GHASGH
FECOSQBHOBQOUW
AOUAEHOBBAQEHM
ARAGHAG UK
AHOLULAVDOLEHAAD
VDOBHACBHAQBHOREA
HEAHBBHUOUBAQOD
U CABHUEBRBHBHUH
HEHEBHOBHACGEHBQEH

UEHBBHELKBHUARQU

569
570
571

ATAGTGAATGAGTTATAGAGT
GATGTTATGATAGTTAGTTAG
TTAAGTGAAGATATGTATTGTTA

AA
T A

HaSO

572
573
574
575

HObB
OO
BB
QO
OHH

A
A
A

AAAGTTTGATTGA

AGATGTGAGTTAT
TTTGAGTTTAGTATTGTGAATA

OB

GAAAGTARAGTTTGT

53
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Secuencia
AATGAGAGATTGTGTATA

576
577
578
579
580
581
582

TGTTGAT
TATGTARAG
GTTGAGAA

TTAGAATTTGTGTAGTAGAATT

GTTATTG
AAGTTTATTGTTGATGTTGTATTG

G A
TT
A
A

<O &
A0
B
OB A
< B R
< & B
O &
OO
B
CHAQ
& o
DOV
U B
UL
CHEBH QDB

TTGTGATTATTGTGAGAT

A
G
TTGTGATT

TT
AT

583
584

GAATGAGTTTAAGAGT TTATAGTA

585
586
587
588
589

AGATTGTATGTAGTATAARA
AAATGAGTATTAAGTAATG
GTGTTATTTGAGATGAGTARATT
ATAGTGTTGTTGAAGTTGTTA AT
AGAGAAAGATATATGTAGTTTA

T GA
TTG

G
G
T
A
T

A R

590
591
592

593
594

TTAGTTGTTATGTGAGAGTAATA

AAATGAGTATATTGAATTGTGATO®G

595
596
597
598
599

TTTAAAGTAAGAARATGTG
GATAAGTTGATATAAGARAG
AGTAGTTTGTATTTGAGTTT

GAAGTAAGTAGAGTTTARAG
GTGAATGTAAGATTATGTATTTG

600
601
602
603
604

T

A

G
GTAGTTGAAAGTGA

605
606

0«
& B
BO

DOONOMNMOSLN W
CoLbLoo0oT
BB H BB A
VHHERA LU M
COVOHHA
HAaHHQS
DOHBELOD O
R N N N A
HOHCEMGQA
FEABHBHODAOERE

RO N
KB
VOUOKEA
OO
(O S
HBHCR
KOO
GO
U B
HHORO
HCHB

VHUBMCOUAD

HHBEPQUOHEBECL
PHAHAAQAOUH
QU ALEH AR
AABHBHOBHBEHBCA

TGTTTGAAAGTTTGTTGAGAAR A

GTA

ATRA

TGT
GTGAGTATGTATTTGAARA
TGAAATGTTAATGAGAGAGAT
TTGTGTGTATATAGTATTAGAATG
ATTGTTAGTATTGATGTGAAGTTA

TGTTTGTATTTGAATG

617
618

619

620
621
622
623

TGTGATTTATGATTAAGTT

G
T
AGTAAGAATGT

HCHD

624
625
626
627

T
G
TTATAGTGA

AGCGATGAATAATGTAG
AAGTAGAATAAGATA

A HE
OO
S o
Lol o
S
VUK
B R
BB
HOQO
B H

GTTGTAGTGTTATGATT
T
T

628
629

AGA
AGA

T A
A G

5O

HHAASHBHEBR
U OO A B
HEHESCHQOOOUMH

630
631
632

TTGAAATTTGAGAG
TGTTATAAGATTTA

AGAA
AGAG

A
G

GATTAAGAGTAAATGAGTATAAGA
TTTG T
TGARA A

54
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633
634
635
636

AGAGTAATADAGT
AGAGAGAAAGTT

TTT
TAG

& &
U
B O
&
&
< H
U«
SIS
0«

AGAAATTAG
GTGATGATT

TAATAG
GATTAT
TTAGATTTATGTAG

T

U«
& B
< B
& B

2=

0o
B H
BO
U

637
638
639

QU
< B

T
T

=0
0«
HO
B
<& B
& B
< B
0o

T

A
ATATTGAGTGAGAGTTATTGTTAARA
AGATGTGTATTGAATTARGAAGTT
TAATGTGTTGATAGARTAGAGATA

o E
< B
B
OB
<OV
B B
< B
BB o
CR
CRUNC]
OB
< R

640

641

642

643
644

ATGAGARAAG
ATGTTAATG

GTTGAAAGT
GTTGAAGAA
GATTGTTGATTATTGATGAATTTG

TTA
AGA

AAA
TTT

645

TGTTGTTGTTGAATTGAAGAATTA
ATTAAGTAAGAATTGAGAGTTTGA

646

12
15

647

648

GTATGTTGTAATGTATTARAGAARAG
TAGTTGTGATTTATGTAATGATTG

649

650
651
652

AATGAAAGTTTATAGAGAGA
T
A

653
654
655
656
657

AAGTGTTTGTTTAGAGTARARAAGATA
AGAGAGATAAAGTATAGAAGTTAA

ATTATGAATAGTTAGAAAGAGAGT

TTGTTGATATTAGAGAATGTGTTT

TTTATTGAGAGT TTGTTATTTGTG

658

ATGATTGAATGTTGATAAT
GTATTAGTATGAGTGTAAT

AGTGTTAAGAAGTTGATTATTGAT

659
660

<
&

661
662
663
664

A RHB
HOUOR
OB
A i
A0
LU H
O O
HEBHBRQ
HODUO
O B
HUQO
OB B
< BHaB
(U O)
O
ALEHD
BB B
HOBRO
B O
Sl S
OB QB

665
666
667
668
669
670

FOUAAB
LS
4RO
(G S I
KBEOUOERDUD
VOHAAH
ACHBECOD
AEHAQB BB
KCEUVOOUR
UK BAU
AR BB
HOBHOBA
VHODEHULA
AHCHAL
VLU RD
ACEHOLUL
HEUOACKU
HFEERHBEOH
HHUB QR
CAHGQU R
VOHUAD

ODHHUAAAAA A

&
0o

BB A
HGOH

AEH AR
AEHBUHH

671
672
673

[
3

AAATGTTAAGAGTAGT
TGTTGTTGAAATGT

AG
AT

AGTTTGTTTGTTAGTTATTGA
T
A

G
AAG A A
ATG G A

674
675
676

G
G
TGTAGTAATGTGATGATAAGT

677
678
" 679
680
681

AGTAGTGTAANA
TATAGATTGTT
GTGTTTGATTA
TGAAGATATAT

GTTATTAGTAGTTAAAGATG

T A
AT
G T
A A

CUOBRHB
A & B
(O ON )
o I
COVO
SRR S
VO
BB
VAU
HL BB
HEHOODO

682
683

< <
HO
&
O <
B
o <
< H
< B
HD
< <
(VR O]
)
HO
HEH
UK
Mo
o
FIP]
EH B
< B
& B4
O «
O]
O

684
685
686
687
688
689

S
B
O <
BB
B
HO
& B
&
U
B
<0
HBHAQUO
U BB
HLDO A
L0
HAQHH
A
voovoL«
L ol S )
HG A
LODUACO
HLCHUD A
HEHHCAQOD
A O Ol

ATTTAGTG
GTTAGAGA
TATGAATTTGA

TTGAGTTTGAATGTTGATAG
TTG
A AR

55
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650
691
692
693
694
695
696
€97
698

TGTGTTTAAGTATA
AGAGTTAATGABRAT
GTTATTAGTTTGTG

TGAGAGTATATTGATATGAGAA
TTGTGTGTAAAGTAAGATTTAAG

GATGTGAATTAGTAG
TATAGTTTGAAGTGTGATGTATTT

AATGTTTGAGAGAAA
TGAATGATATGATGA
GTTAAAGTTGAATGA

AT
T G
T A

ACVVOUK
URHEBREBAA
AHAB R
AOABHABO
AHCSOAH
Bt b BB
AU CCUH
FEECQOVUOHBA

699
700

GTGAAGTTATAGTGTATAARAGRAAT

GTATGTTGAATAGTAAAT
TTAGAAAGTGTGATTTGT

701
702
703

G
T
A

HBO

AT
AT

A G
GT
TTTAGTAATATGTAAGAGATGT

AGTATGTATAGATGATGTTTGTTT

704
705
706
707
708

ATTTAAGTAAAGTGTAGAGATAAG

ATTTGTGTTGAATTGTAARAGTGAA

ATGTTATTAGATTGTGATG
TAGTAGTAGAATATGAARAT

AATGA
T A A G

G

709
710
711
712
713

AGAAMGAGTTAGAGTATA
AGTAGAGTGTATGTAAARA
ATAGTAGAGTAGATTAG
TTAATTGTATAGATTGA
ATGTTATATGAAGTTGT

ATTTGTTAAGTTGTTGTTGTTG

VEHDODOY
HEHEH S
QB
COBHOUA
BB
HaGEHOA

714
715
716

<

GATGAAAGTAGAATTA
AGTAGTGTTTATGTTT

A A
T A

U«
BoO
&
[V V)
B A

BB SRR

21

717
718
719
720
721
722

TGAT
ATAG
AT
GT

AGTG
AGAA

TTTGAGAATAAGTAGT
TGTTATGTGTTAGATGTT

T A
T A
TGATAGAATGTAATGTTT

AAGAGTGTAAGTGAT

GTTGATGATTG
TTGTTGTT

AAGTGAAAGAT

TTATTAGT

ORC
KL VOO
CCOEHA
OHARAD
REAQER
OB HH
BECLBHUOH
BB
AEHQOOH

723
724
725
726

TTGATTGATTAGT
AAGAATAAGTTGT

A A
T A

TG
A G

HEHUOA

27

727
728
729
730

AAAG
AGTG

AAAGTAGTGTATGTT
ATGAGAGAGTT
GATAAATGTGT

GTTAGATAGTATTGAAT
TTGAAGAAATAAGAGTAATAAGAG

731
732
733

37

AGTTTATGATAAG

TAGTAAGATTAGNA
TAAGAGAGTTTGTAGATT

ATAAG
GTTAG

& A
B
O
BHO
(ON
B

734

B
Q0

735
736
737

TTAAAGTGT
AGAGTATAT
AGAGAGATAATT

GATAAAGTTTATGAT

738

A A

739
740
741

AGTTTGTTAATA
TAAGATAGTGAT

A
A

GTTAGAATTGATTA
TGATTGTTTAATGATGTGTGATTA

A
TG
AG

Hg O
VOH
< B
UV
<O H
S
O
<
<O

742
743
744
745
746

ATGAAGTATTGTTGAGTGATTTAA
GTGTAAATGTTTGAGATGTATATT

46

AATTGATGAGTT TTAAAGAGTTGAT
TTTGTGTAATATGATTGAGAGTTT

56
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GTAGTAGATGATTAAGAAGATAAR
TTTAATGTGAAATTTGTTGTGAGT

747
748

749
750
751
752
753
754
755
756
757
758

AGTTGTGT
ATTTGTTAT
ATTTGTAANA
TGTAAGAANA
GAGAGTGARA
TAGATTGTA

AGAGAGTTTA

GTTAGATAAAGTTTAAGTAGT
GTGATTGTATGAGAAATGTT TAAAT
TGATTATTGTAAGAAAGATTGAGESA
AAGAATTGTGTAAGTTTATGAGTA A
TTGTATTTAGAAGATTTGTAGATG
TATATGTTTGTGTAAGA

AGAGTGAT
GATAATGTGTGAATTTG

GATAA
TTAAG

A
T

ATT
AAG

AAAGA
TAGTT

G T
A A

V)
e
B

GCGTGTGATGTTTA

49

O
B
B
HOHBHAA
AL OO
O HEBHR
HSBHBB
0O
HROHD
O
QRO
HOBHBO
AEH O
HHEBEAQAA
GGAGTHG

AAA
AAT
G A

759
760
761
762
763

764
765
766
767
768
769
770
771

G
A
T

TTAGAAATGTGAGATTTAA

AGTGTAGAATTTGTATTTAGTTGT

< o
B o
< B
v «
(S
< B
B
d e
H e E

TTAAGAAGT

TATTTGTGAATTGATAGTATG

<HO
Vo<
QBB
HEHEB
E N )
OHH
A0
<O B
BB
HO
O
(S = =
HOOD

GATATAGTTAAGTTG
GTTATTTGTGAGTGA

G A
A A
AGTAGTTTATGAATTAGA

AGTTAAGTGATAGTTAARSA

AANA
GTT

T
A

£ U H
U A H
B

772
773
774
775
776
777
778
779
780
781
782
783
784
785
786
787

G A
TT

GAT
GAG
TTATTGTAGATTT

TATTTGTGTTTG

& B

GAAGATGA

TAGATAG

< B

T

TTATAA
AGAGAA
TGTGAGT
GATGARAA
GTTAGAT

o

GTATAATGTGTG
TATATGTTG

)

I
AU H
DOALOHALH
OBEARSARQD
HG GO H

H
0]
<

B
HE
U H
B
B0
U
<O
H B
B H

B
B
<
«
«

©
]
<
B
o
B
v
CEHBOUAA
HOUAA A
FESCHOOH
HAUORKEHD
VEHBHAOH
SRR
HS S BHBHB
HOBAEB A
VCVOHOD
CEHREH R
HHODURKD
FPHAHOH

B

‘51

AGAAG
AAGTT

TTGTGTTAGTATTAGTATARAG
ATGTATTAGAAAGTTTATGTG
TATGATTGTGTGTTAGAGAATTTA

B
<O
& <
0o
HEB
& B
&
HO
I
< E
ov
B B
LG
& e
[ )
BHO
0w
B
B &

<O
OK
< B

788

N ™ A

w1 N oW
O HNMSIP N WO
DA O RO
[l B S S 2 Rl o B )
VOHHHHD OO
HEHHHOOH QA
C R
HEHOBHOAH N
HEHCEHER QOB
VORKOOUHEHH
REH R A
FHHEHBHOQO
RVDOR R E
VA HADO
HEROBHBUHHA
HHRABBEORSAD
HEODOU A E
RO B HY R
FHHEROD
AVURRRRRD
UOFMCSBHUBRAQOH

A HEBEUAH
FC OB OB
OHBHAHBGQAQ
HHOAO DO LD
VHEHMBHCC
CVOHHOALDH
HRAHODBHQHQH

798
799
800
801
802
803

BOBHB
HOEH B
IR
L0
BB
AOHD
IR Y
4O HH
UK OOHY
AR EH R
HECOOR
AHEHA S0
FEdHRS A
CUOULHY
OHQOHH
COUALQY
ACHBOBR
HOOOUAA
HEHH A
A EHEEHOD
VOHAGCHAL
B HEE A
O A
IR O

OH
HO
< B
(L
BB
& B
& B
O«

57
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TGAAATGATTAAAGATGAAGATGA
TTATTAGATGTTGAGTGTTTGTTT

804
805
806
807

TAGTGTTTAAAGAGTAGTATATGA

AGTTATAAGTAAATGATGTTGATG

808
809
810
811

< o
Lo
H e
<O
o<
b
<
< U
< o
B R
o
BHO
O
B
<& E
< B
<
o<

GAGAAATAAGTGTATTGT
GTTTGATTTGTGTTTGTTA

AGTTGTTTAGATTTGATTTGTARG

OBHA
A
<MD
HaB <
HUOCOD

812

n
[ R T R A 7o D |
MmO~ o0 o
e Ao A AN
W mmOoowOaoaMmmaMo

OBHUOBHBHBH
KHEHOBOHBHD
HRABHAQBHBHBA
HOBHUO QLB
CHUOUEHDODOLDOD
O BHBERBEAEA
COOAHBBM
AHALHBAU
HUOABAAHA
AEBPOUOA A
B gOODOBH
ARHBACGAGRR
VPR AEBH
HOODVDUOUALUH
HFASCHEBHUBO
FURQUBOUOL
KEODUEHBQU
VOB LAHB
AKODBHULDEBHBB
VEHEEHA LB
HAAOHDOR

AHBHHACGSHA
HESBD AL AR
OUHEHLSBHDLDOOU

821
822

AGTAATAGAAAGATTT
AGTAATTTGTGAGATA A

T A
T A

‘0

&
0o
B <
Oop
<O

823
824
825

AATTTAGAGAT
ATAGTTAAGTA

TGCGAGATTTAGATGTTT
TTG
AGA

G A
TG

B B0
BB
SO0
S
BHAH
U«
S
VO«

826
827
828
829
830
831

A G
A A

TGTTAGATAAGTTG

A A
A G
TAAGATAGTTAAGT

GAAGAATAA
TGTAAGAAG

G
T
AGATGTTTAAGTTAG

TAGAAATATGA

T
A
TATTAGAGAGAAATTGTAGAGATT

TGT
AGA
TGT

U
CHULU
Bl HAQH
O BB
HHHUOBHEBH
B BU

57

832
833

TAGTGAGATAAAGTAAAGTTTATG

834
835
836
837

TGAAATAGA
AGTAATAAG

T
A
T T
T A

<0
ABBHO
HEHBHA
HOOO
O B«
g4 O
e SN
DO
OB A&
HUBA
U AH
BHaad
BEgOH

838
839

BB
B
< o
<
< ©
B
oo
< H
0o
< e
B oo
< B
O H
BB
HO
< e
& o
S
O
B
oo
< B
o«
HO

840
841
842
843
844
845
846
847
848
849

vo
< o
)
B
oo
o «
B
<O
HEOE
He O
OB A
BB R
B
<O
R
B
OEHEHDY
G &HOH
HOEB
HLSBHUM
HCOBHERSOHB M
VLD
HABHSECOO L H
DVHOUOUOBHHACDWY

AGATTAARA
TGTTGTTT

TGAGTGTAAATGATAATGA
TGTTATAGAAGTTAAARARTGTTARAG
A
T

GATATGTTTATTGATTAAGT
GTTTGATTTGAAAGAATAT
ATTGTTATGTTTGTTATGAG
AATAAGATGTATTGTTGTTT
TGATTGTGAGTTGAAGAAT

G
A
T

©

[T T R N T N A |
O -HNMGI LN
nwiwn wnnwnin
@ ®omowOomOonoD

TGATAGTA
AGTTTAGT

A

G
AAGATTTGATGTAGTGTAGT
TTTGTTGTTGTTAAGTTTGA
TTTAGTATAGAAGATAAAG
ATATAGAGATAGTAAATAG

G
A
GAGAAGATTTAGTAAGAATGATA
G A
GT

AOVBHUACO
SBHAGBHBBH
B BB
UHARABOU

857
ATTGAGTATT 858
GTTGTATAGA 859
860

T
A
TAGTATTGAAGATTATGT

< o
& B
@ o
(O]
< H
OO
B O
PR
< H
OO
CSEHHBHD

58
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&) 3] [} tn o o~ n

[V T L Vo T O (o T N R R A Y+ I R T T A O O AN H SN N A R T T R T T T T T T ST SN NN SN Y SN N NN SO N S SN N |
R o S I S L P A SRR F Y
© @ 0 a 0 0 0 MO MO®DOK MOmOWIOOBOM®MIOO®DOKOHMOODOMmO®D®MWOWM®MDM®MOONDODWOMOMOWMMODDMOVDODVDDARMNANNONONGNON
VDOBRBHUAUOUCCBEAHABHHEBEAOBUOULHBEPPRPOAA ALV ABHEPSSTHBEORLEBERQD
AEHABHAHMALHBOUORKAURURABPPFRARRAARIRAAAAHERHUOURARBHOAEHSCQOH
HOQUUOUURKUARKPFHQUCRKRBHCUOEBEROVBHFHHPFODURKUODURKEHECAOSAAEHBHOODBERHAQCH
FAHHBERAUORABMUAHARACAOCLCCHBEHEHHHHHHOAAABHCHABHBHBEGHSO QB A
FldUOURdAAUUOACURAUVUCHHCQOURAUVUUVURGAHERLHAPFPRLUOUURKOUCOOBHBPARH
VORBPHERAQHARAAUBHCUOBHBEHBRARAFHFHUOFRBHACBHHEASCHBERFSASHDODODA U A
FCUORAOVUCAUBPBUOUABHAACHACAODABPHARACUCHASOLEHUOUEHODOUSAHDAD
AECHCHAUORCHULCHFORMAUHUORABHBERRACUCOUHOVUOUADOSACOCUBLBHLASUHDL
FCUOURRKHFAHAPARKALIAHAUARAUOURURARRSEHERABHHBEHECAHUORHARARS S EHBHQEHBHBHH
VDUORBPARAHODUOABPLARAAPHFHEQUOUPAACUVUOAUBHBUOBPHURABMAAABHOABHAODERLDO
HFRHEHUOUBARCAHUOURAUOUAHUAUOBEHACHUOUBPRRECAUORBHHAHFASGABPHEHUOUQUSUAAAU A H
HAOHAQUHHHFABRHRBERHUHAHHORCBPUEBRPRUOBEAPUOUSAABHAUCUAUOLSHBHLAD
HHHUORAAFPFOURKRKCHHHQUUHUOKCHBOHUURKCKHOUDUBBEBAHSCAUAUOUAAAR
ACHCUVUOBPERHERCUVUVURACBEHEHABERABPUOCAPERCAAAFLAOLBHACHOMNUYEERBECA
HOAUHAKODHUORKARACHHRAUHHNRAHA B HRAHHRACOHHENUASHHUAHHBECAD
VHOHROHHUOHUOODHUBRCCUOBHUOUORCQUAUBAUODBRHUOBRLAUSALSEHODUAUASHSEHA
FHAHMHSHBEPPRFBPRAMPHUOUCAKAHEAUOARAFFAURAODEHEUORURRURARAUBERQUBHUSCOU R
VOUVUHBPURHRABPERACABHHHHEAHHPFAABRBLAAABHUHFAHACUSCUAAUHEBBENHQCH
BFRAAHAUOHORQPHOBRUUOUAUCASHHAVUVUOVUOUCHUAUVUUOHUOVUOUAHEDDAUADUACD
AAPFPBRPCHEHEHBHHUOBRHBHHESCPHPQOUEBEAHEQUEHEASSBESBHEABHSUOBBHBECGO <M
AAUBPHHRAUVUORMHMHUOUVHUUORHAUBPRFRAVORARAHEAURACHFHEQUBRBHEPRHBEAREHOR
ARHHRQUOBPBUOBBPHEBECAHHARCHAOCHHPBHHRASCRKOUUOURKBHERAHEHUORRQUBHBHCGSGEUOAH
UHAHBEAAHAQOHRFOHFAOCHOSQOVUVUUUOUMHHEAPFPUOBRUODA A CHAQ/AB/QCEHEBACA
HACAHAQUA LSOV UHHOQUOBHRAUOAABHHHOHAAALCHSUVOBHOCHHBHBBHDODOAB

76

908
909
910
911
912
913
914
915
916
917

A
T

A AAGATAAAGTGTGTA

G AAAGATGTTGTTTAG

GAAGTGTAATAAGATTA
59

T G AT
A A AT
GAAATAGAAGTGAGATTATAGTA

AGTTATTGTGAAAGAGT T TATGAT

ATG
TTG
AAATAGTAGTGATAGAGAAGATTT

TAGAAGATGARATTGTGATTTGTT
ATAATAGTAAGTGAATGATGAGAT

A
A
T
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[+ ]

™~ v 1
00O -HN
g A
ORI
CHBHAQD
HLOWH
A
UKLV
AU H
HEHOHR
<O H B
HAHEHD
HO U
& HB
UHAHD
s
CHEO®
VOHBHH
HEHODA A
A HQWH
HOBH
OHACHD
BB
U
HFG OO
AAAGA
HOHEBCQ

79

923
924

ATGTGATAATGAGAATAARAGAALA
AGTTTPTAGTTTGTATTAGTAGAG

U«
B <

82

925

926

ATGTTTGT 927
TAGATTAG 928
AAGAGAAGTGTTAA 929

GAATTTGTTTGTGATGAAGTTA
A
A
T
T

U B
[l S
U
RO
B0
VOH
OHAY
HEHB A
HOABH A
(ORI i
L O

TTGATGTGATAGTAAATAGAA
TTATTGAATGTGATGT-TAT

T

G

930
931
932
933
934

< BB
HCORA
LGl

935
936
937
938
939

GTAAATGTTATGTGAGAGAA
ATATTGATTGAGATAGAGTT
GATATGAATATGTGAGAAAT
AGAGTTTGTTAATGTARAGTG
TTAGATGAGTTAAGAATTTAG
TTGTAAATGAGTGTGAATATTGTA
AGTAGTGTATTTGAGATAATAGAA

A
G
T
T

LSO o
A
A0

940

941

942
943
944
945
946

AGAGTTGT
GTAGAAGTGTAATT

GAGTTTGTGTAAAGAAGATA

AGATAATG
TAGTTGTTGTGTTGARAAGTT

ATAGTTTG

" GAGTTAAAGAGTTGTTGATATTT
A
G
A

947
948
949
950
951

TGAGTTATTA
ATGATGAATT

AG
AG

ATGATTGTGTTTGTTGT
TAA
GTT

952
953
954
955
956

QAU
Do«
HEBO
VO
B
OO
OB
B
HOH
UL BHQO
SR R
HOU«A
EBDOOD
A
HOU

GTATGTGT
TGTATTATG

AGTGTGATTTAGTA

ATGTTATTTGT
AAATATGAATT

957
958

GTAAAGAGTAAAGT

<

859

GAAGTGTATGAAAG

]

KA BHQB
HASEBEOA
A B AaS AR
UQUBHUOH
<CEBHUABH
PURALO
B BB
SHEHBHBH
OBPROUAGq

960
961
962
963
964

6O
OHD
&
HqO
R
OB«
<K<V
OB HA
O H
VDUEBHDBLD
HEBHACA
BB
UBHAA A
KLV OH
OFBHAQO
B
HOOHDOD
o i
LUARKO
HHOHB
AU
HUOCSAH
A o

TAAGATT
AATAGAA

AGATGTAGAATTTGTGTGTT

965
266

TTAGTGTTTGTGTGTATTAT

B
& A
& <

967
968
969

B O
B o
HEA

T

T
ATTTGTGAATGTTGTTATTGTG®G
TTAGTTTATGAGAGTGAGATTTAARA

EFERERABHPOCSOAQB

970

971
972
973
974

B
HO
B R
<O
< &
o o
OUEHO
Mo e
<O
B
HOB A
HEH /B
LOLL L
BB
OO
<O HH
OB
<UL
HEHEBHER
HEHOA
R
B
HRBO
OHUYH

TGTAGTAATA

60
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AATTGAGAAADLAGAGATAAAT GATAG
TTTGAAGTGATGTTAGAATGT
AGTTGTTGTGTARATTGTTAG
ATAGTGAGAAGTGATAAGAT

975
976
977
978

< H

T
A
T

BB

T
A

9795

GTGTGATAAGTAATTGAGTTAAAT

980
981
982

GTTATTGTTTGTGAATTTGAGA
AGTTGAATAGTAATTTGAAGAG
GTTTGTGTTTGAATAGAG-AATA

TGATAAAG

S BB

T
A
A

283

TATGAGAGATTGTAA-A

984
985
986

ATGTTGTTAAAGTT
TGTAAGAATTAGTG G
GAGTTATTGATAGTTTA

TTTGTAAATGAGATATAGTGTTAG

(U

987

988
989
990

<
B0
< o
B
B0
B
o A
| ]
&
U O)
< B
< B
<
B
/&
vo
B
HO
O 3]
B O
U H
& B
O «

TTAATTGTGATATTTGATTAGTG

991
9292
993
994
995
996
997
998

TTAAAGAGAATTGAGAAGAGAAAT
TTGTTAGAAGAATTGAATGTATGT

AGTTAAGATATGTGTGATGTTTAA

TGAGTTATGTTGTAATAGAAATTG
TTAGATAAGTTTAGAGATTGAGAR-A
ATGAGTAATAAGAGTATTTGAAGT

TGTTTAAGTGTAATGATTTGTTAG

TTGAAGAAGATTGT TATTGTTGAA

999

1000
1001
1002

TTAGTGTGTTATTGATTATSG
AATTATGTGTGAATATAGARAA

TTGTTAGAAATTTGAGTGTG
TTGATTGATAAAGTAAAGAGTGTA

TAGAAAGATTAAAGAGTGAATG
A
G

A

A A
TT
A G

HEEHAO

1003
1004
1005
1006
1007
1008

Vo
< o
<
< o
0o
B
B o
B oo
[V U]
<
< < B
<O A
O« A
B
B e
< O
<
< B
M B
OO
O
O H
B
OB

TATGTTAATG

GTGTAATAAGAGTGAATAGTAATT

1009
1010
1011
1012
1013
1014

AGATTT
AAAGANA

AAAGAAGAAGTTA

TGAGTATATTGTT
TGTAAAGTGATGATGTARGATA
GATGTTATGTGATGAAATATGTAT

AG
A G

ATTGAAATAAGAGAGATTTGTGA
G
G

T
A
A
T

1015
1016
1017
1018

TATGTGTGTATGATATTT
AAGAGTTAGTAAATTGTG

G
T
AATTAGAGAATAAGTGTGATA

GAATAAAGTGTTAAAGTGTTA
A
A

A
A G
A G

e
U

G

e
o

86

1019
1020

GTAAATTG
AGTTTGTT

A
T
TGTAAGTAATAAGTTTGAGAARANA

87

1021
1022
1023
1024
1025

AATTAGAATTTGATARARAG
TTTGTATGTGTTGTTG

A

G

TGAGATAGTTTGTAATATGTTTGT

1026
1027

TAAGTTTGATGA
ATGATGAGTAGT
ATAAGTATTGAAG
ATGTAAGTAGTGT
TTTGATGAGAGATATGTTA
AAARAGTATAGTTTATGTTAG

TGAATAAGTGAAATAGAATGAATG

O

1028

1029
1030

TGAARA
TGTGT

1031
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N.2en ej. 1

SEC ID n%

Secuencia
GATTGTAATAAGTAGA ARG

TAGTGTTAAATGAGTGT

89

1032
1033
1034
1035

AADA
AAA

0o
&
< <
< <

1036
1037
1038

TGTAGA

TGATTTAGAGAAATATGAGTAGAA

TTGTTG
AATAGAGTATGTTGTTTATGAGAASA

TGAAGAT

HO

GATGTGAATTATGAT
GTGTGTATTTGTTT

T

A

A

1039
1040

1041
1042
1043
1044

GATGATGAAGAGTTTATTGTAAAT

AAGTAAAGAAGAAGAAATGTGTTA

TTGAAGAATTAAGTGTTTAGTGTA

S0

1045
1046
1047
1048
1049
1050
1051
1052
1053

TGTTGATTTATGATGT
AGATGTTGATTGAAAT
A
A
G

COCOHA
ACQEHQU
U BHHEH
ACCUHD
AHOHU
KEBPEHRD
VLB OR
COQUEBB

AGTTATAGAGTTTA

GATAGATAGATAAGTTAATTGAAG

AGAGATGATTGTTTATGTATTATG

AGAAATTGTAGTGATAG

1054
1055
1056
1057
1058
1059
1060
1061
1062
1063
1064
1065
1066

TTGTGAGTGTATA
GTTGTTATGAGTT
AGTTTATAGATGARA
TGAGTTGATTTAGAT
AGATATGTTGTAAAG
TGTATTGTAAGTTAATT

GTGTGATTAGTAATGAAGTATTTA

B

POV O

91

92
93

1067
1068
1069
1070

LU0 H
S S S
VDOUEHL
HaO B A
OEHDODOUOHBH
K BQH
KBPBHOO
HOUOAH
CHBEAOD
VUOEHOKH
& €A
HAHUOH
O BHAOD
A OB HC
HEHEUOQULK
UK BHBPHAQD
Lo T I
K Ha D
ALV CODOUHRH
VUARBHBEAQHCA
R O O I R
AP COBHB
HOCBHQAQGHEB A
URBHUOUBHARQU M

GATTAAGTGTTAGTA AA
GTTGAAATTGATTATG
TTGAGTAATGTATTT
AGAAGAATGATTAG
TAATAAGTTGAAGAGAATTGTTGT

1071
1072
1073

TGATGTTTGATGTAATTGTTARAAG
GTGAAAGATTTGAGTTTGTATAAT

AGAGAMLTATAGATTGAGATTTGTT

_M».J____
AL I Al )}
SS5555
el -
ALHOB B
QBB
HOEFHUDOH
HaHAQLA
OB
COUBEBHHA
CCOUOBHDU
L SR
HABHBHQO
KEHEBHDOR
OovuUuERU
BHaHAEHA
SHBHOUBO
VDUOUAB
BHBHACR
OBCUVOUH
HECOBHAB
CCEHUR
DA /AABHAH

CHEBEBHOOD
OU KA R
HBEHOBBDO
HEHBRHBBHH
HBOUAKOH

1080
1081
1082

GTTTAAGATAGAAAGAGTGATTTA

95

AGAAATAGATAGTT TATTGTG
TTGAATAAGAATTTGTTGTG

AATG
TGAR-A

1083
1084
1085
1086
1087
1088

CRCI S
< EHO R
BB
& B BB
HOB B
UVHROD
A0 OB
HEHCDA
B
Bt o/ BB
CELEHEBED
OB CRCE O
< B
OB
& BB
U B
HOBAO
HADOH
HECHD
UHCUH
HEHBHQO
€A H &
QD

TGTAGAT

TAAGATTGAATTAGTGAGTAAG
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N.2en ej. 1

SEC ID n%

Secuencia

AGAGATGTTTATGTTGT
AGTTGAATATTGATGAT

1089

AATTAARA
AAGA

G
A

TGAATGTGCGAGATGTTTAGAATAAT
AATAATGATGTAAGTTTGAGTTTG

1090
1091
1092
1083
1094
1095
1096
1097
1098

A G

AAAGAGTGAATAGAAATAAGAGANSA
AAMTAARARAGTTATTGAGAGAGTTTAG
AGTAGTGTTGTAGTTTAGTATATA

ATTTGTG
GTAGTTG

A AT
T A A

T G

: A A
ATAGTATGTATGTGTGAAGATTTA
ATGAATGTAGAGTGATTAGTTTAARA

ATGTAT
TGTTTG

G A
A A

GTARA
GATA

1099
1100

GTAGTATTTAGTGATGTAAGAATA

1101
1102
1103
1104
1105

GAATATG
AGTTAAG
AGAATTA

TTGTAAGAGTG

AAATTGAGAAAGTGAATGAAGTTT

4 A0
LHRON 2
OB
< OB
&
OOV H
B O
HUO«
& A
& B
VVo
& QA
HEB
<O
HAB
HH
HaBH

AGAATTGTATT

1106

AAGARARATAAGTATGATAGTAGTAG

ATTTGAATTGTATTGTAGTTTGTG

1107

1108
1108
1110
1111
1112

OUREHOH
SRR R )
KEHBHBH
HOR
CE R
HUOOUO ™
a4 H
(O
&
UB
< B
HO
(& ]
BB
L)
&
HH
&
gy
(O =
O]
OB
<0
< B

T

TATAGTTGTAGTTTAGAT
ATTGTGTTAGAATGATGT
GTTTGTATAGTATTTGAT
AGAGTAAAGTATGAGTTATGARATA

1113
-1114

%6

1115
1116

CTTTAAGTGATGTATATTGT
ATGATAAAGAGTAGTGAAGT

GAAA
TTAA

TTAAATGTGTGAGAAGATGAATAA
ATTTGTATAAAGTGAAGAAGAGAA

97

1117

1118
1119
1120
1121
1122

VOB
B O
(S
O g
O S
HLOO
R ]
OUHAH
HLAOH
A QB0
VYoo r
BB
A
LfHOB
L 2RO
L Ol
VUHK
BFEABOD
& A
HaGBHALQO
HODODOA
<CHACHB
OHUBHE
HELSEB

GTATTTGTGAAGAGATTT

1123

TAAAGTGAAAGATTTGAAATGATG

GAAAGTTAGAGA
GTGAATAATGAA

1124

98

1125

1126

TAGATGTGTTAT

G

A

T
TTGATTTGTGTGAGTATTAGTTAT

AAAGTGATTAAGT TAGTTTGAGAT

&

1127

GAGTTTGTGTTGA

oo

1128

1129
1130
1131

TTGTATTTGTATAATGTTGAAGAG

GTTTGAAATTAGT

1132
1133
1134
1135

<OHY
€ ¢ H K
(CR A )
BHEH
B HH
[CIE O
B e
<O HE
CHEHD
B e
<O KM
Ho®
HaD
<O A
B
UH
< EHO
R
RO A
-
H O
U
< HOD

ATGTTGAGATTG

A
T
G
T

1136

TGATAGTATGTTTGTGATTAAAGASA
GATGTATAAAGAGTATGTTATARAG

1137

1138
1139
1140
1141
1142

H e
VVU
o
<OH
S BHY
UL
<O H
U4
& H B
L o
& OB
HEHO

GATTT
GTTATTT
TTGATTO®G

(O =
(S
& <
B
Lo ]
& &
U«
<O«
RN ARG
OB
R o)

GTTGTAT
GTAGAATGATTGTTTAG

TGAGATTTAGAAGATGTTATTA
GTTTATGTTTG

1143
1144
1145

AAGA

A G

GTTA

A A

TAGAAGTTTGRA2

GATGAAGAGTATTTGTTATATGTA
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_ Secuencia SEC ID n% N.2enegj. 1
GATGAATATAGTAAGTATTGAGTA 1l46 100
TAGTGATGAAATTTGAGATAGATA 1147 -
GAAAGAAATTGAAGAGTTTGATA AT 1148 -
ATTTGAGTATTTGTGTATTGAATG 1149 -
ATGAGTTGAAATTTGAAGTATTGT 1150 -
TTAATAGTGAGAGAGTATATGTARA 1151 -
ATTAAGAGAGTGAGTAAATGTARLA 1152 -
AAGAATAGATGAGATTAGAAATADALG 1153 -
AGTTTAAAGAGTTAGAATTGAAAG 1154 ~
GTAAGATTTGTTGAATAAAGAAGA 1155 -
AGAG_‘AAAGAAGTTAAAG_TGATATT 1156 -
TAATAGAGAAGAGATGTATGAATA 1157 -
TTATTAGTGATAAGTGAAGTTTAG 1158 -
ATAATGTAAAGATGAGTTTATGARG 1159 -
TTGATTTGAGAGTTGATAAGATTT 1160 -
ATGATTATTGTGTGTAGAATTAGA 1161l -
TATAAAGATATAGTAGATGATGT®G 1162 -
TTTAGTTGAGATGAAGTTATTAGA 1163 -
ATTGAATTGATATAGTGTAAAGTG 1164 -
GAAGAAAGATTATTGTATTGAGTT 1165 -
ATTGAGTGTAGTGATTTAGAAATA 1166 -
AATAAAGTGTTTAAGAGTAGAGTA 1167 -
GTAGAGATAATTGATGTGTAATTT 1168 -

Toda la bibliografia a la que se hace referencia en esta memoria descriptiva se incorpora como referencia a la
presente memoria.

El alcance de proteccion buscado para la invencién descrita en la presente memoria esta definido por las
reivindicaciones adjuntas. También se entenderd que cualquier elemento citado anteriormente o en las
reivindicaciones, puede combinarse con los elementos de cualquier reivindicacion. En particular, pueden combinarse
elementos de una reivindicacion dependiente con cualquier elemento de una reivindicacion de la que dependa, o con
cualquier otro elemento compatible de la invencion.

Esta solicitud reivindica la prioridad de las solicitudes provisionales de patente US n° 60/263.710 y n® 60/303.799,

presentadas el 25 de enero de 2001 y el 10 de julio de 2001. Estos dos documentos se incorporan como referencia a
la presente memoria.
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REIVINDICACIONES

1. Composicién que comprende una pluralidad de complementos de etiqueta de oligonucleétido que presentan
hibridacion cruzada minima, en la que:

(a) cada oligonucle6tido esta libre de residuos o bien de citosina o bien de guanina,

(b) no hay dos residuos de citosina o de guanina situados adyacentes entre si en un oligonucleétido y dos residuos
de citosina o de guanina cualesquiera estan separados como maximo por 6 residuos distintos de citosina o
distintos de guanina, respectivamente,

(c) el numero de residuos de citosina o de guanina en cada oligonucleétido no supera L/4 en el que L es el nimero
de bases en el oligonucleoétido,

(d) la longitud de cada oligonucleétido se diferencia en no mas de cinco bases de la longitud media de todos los
oligonucledtidos en la composicion,

(e) cada oligonucle6tido no contiene 4 0 mas nucleétidos idénticos contiguos,

(f) el numero de residuos de guanina o de citosina en cada oligonucle6tido no varia del nimero medio de residuos
de guanina o de citosina en todos los demas oligonucleétidos de la composicién en mas de uno,

(g) cada complemento de etiqueta contiene un residuo de guanina o un residuo de citosina respectivamente, dentro
de siete residuos de un extremo del oligonucleétido,

(h) cuando cada complemento de etiqueta de oligonucleétido se expone a condiciones de hibridacion que
comprenden NaCl 0,2 M, Tris 0,1 M, Triton X-100 al 0,08%, pH 8,0 a 37°C, el grado maximo de hibridacion entre
el complemento de etiqueta y una etiqueta que no es totalmente complementaria al complemento de etiqueta no
supera el 30% del grado de hibridacion entre el complemento de etiqueta y su etiqueta totalmente
complementaria; y

(i) enla que cada oligonucleétido presenta entre 18 y 30 nucleétidos de longitud.
2. Composicion segun la reivindicacion 1, en la que cada oligonucleoétido esté libre de residuos de citosina.

3. Composicidon segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que cuando cada complemento de
etiqueta de oligonucleétido se expone a condiciones de hibridacion que comprenden NaCl 0,2 M, Tris 0,1 M, Triton
X-100 al 0,08%, pH 8,0 a 37°C, el grado maximo de hibridacién entre el complemento de etiqueta y una etiqueta que
no es totalmente complementaria al complemento de etiqueta no supera el 25% del grado de hibridacién entre el
complemento de etiqueta y su etiqueta totalmente complementaria.

4. Composicidon segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que cuando cada complemento de
etiqueta de oligonucle6tido se expone a condiciones de hibridacion que comprenden NaCl 0,2 M, Tris 0,1 M, Triton
X-100 al 0,08%, pH 8,0 a 37°C, el grado maximo de hibridacién entre el complemento de etiqueta y una etiqueta que
no es totalmente complementaria al complemento de etiqueta no supera el 20% del grado de hibridacién entre el
complemento de etiqueta y su etiqueta totalmente complementaria.

5. Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que cuando cada complemento de
etiqueta de oligonucle6tido se expone a condiciones de hibridacion que comprenden NaCl 0,2 M, Tris 0,1 M, Triton
X-100 al 0,08%, pH 8,0 a 37°C, el grado maximo de hibridacién entre el complemento de etiqueta y una etiqueta que
no es totalmente complementaria al complemento de etiqueta no supera el 15% del grado de hibridacién entre el
complemento de etiqueta y su etiqueta totalmente complementaria.

6. Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la longitud de cada oligonucleétido
en la composicién es idéntica.

7. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el niumero de residuos de guanina o
de citosina en cada oligonucleétido es el mismo.

8. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que cada oligonucleétido presenta entre
22 y 26 nucledtidos de longitud.

9. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que cada oligonucleétido comprende 24
residuos.

10. Composicién segun la reivindicacién 9, en la que cada oligonucleétido contiene 6 residuos de guanina o de
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citosina.

11. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que los complementos de etiqueta estan
fijados a un soporte de fase soélida.

12. Composicién segun la reivindicacién 11, en la que el soporte es un sustrato plano que comprende una pluralidad
de regiones espacialmente direccionables.

13. Composicién segun la reivindicacion 11, en la que los complementos de etiqueta estan covalentemente unidos a
microparticulas.

14. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la composicién comprende 150
complementos de etiqueta.

15. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ciento sesenta complementos
de etiqueta, o que comprende ciento setenta complementos de etiqueta, o que comprende ciento ochenta
complementos de etiqueta, o que comprende ciento noventa complementos de etiqueta, o que comprende
doscientos complementos de etiqueta, o que comprende doscientos veinte complementos de etiqueta, o que
comprende doscientos cuarenta complementos de etiqueta, o que comprende doscientos sesenta complementos de
etiqueta, o que comprende doscientos ochenta complementos de etiqueta, 0 que comprende trescientos
complementos de etiqueta, o que comprende cuatrocientos complementos de etiqueta, o que comprende quinientos
complementos de etiqueta, 0 que comprende seiscientos complementos de etiqueta, 0 que comprende setecientos
complementos de etiqueta, o que comprende ochocientos complementos de etiqueta, o que comprende novecientos
complementos de etiqueta, o que comprende mil complementos de etiqueta.

16.Kit para clasificar e identificar polinucleétidos que comprende uno o mas soportes de fase sélida que
comprenden una pluralidad de regiones espacialmente diferenciadas, presentando cada region una poblacién
uniforme de complementos de etiqueta sustancialmente idénticos covalentemente fijados a la misma y
seleccionandose cada uno de los complementos de etiqueta a partir de una composicién de oligonucleétidos que
presentan hibridacién cruzada minima segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15.

17.Kit segun la reivindicacion 16, en el que uno o mas soportes de fase sélida son un sustrato plano y en el que una
0 mas regiones espacialmente diferenciadas son una pluralidad de regiones espacialmente direccionables.

18. Kit segun la reivindicacion 16, en el que uno o mas soportes de fase solida son una pluralidad de microparticulas.

19. Kit seguln la reivindicacion 18, en el que dichas microparticulas presentan cada una un diametro en el intervalo
comprendido entre 5y 40 um.

20. Kit segun la reivindicacién 18 o 19, en el que cada microparticula es espectrofotométricamente Unica respecto a
cada otra microparticula que presenta un oligonucleétido diferente unido a la misma.

21.Procedimiento de analisis de una muestra biol6gica que comprende una pluralidad de moléculas de é&cido
nucleico para determinar la presencia de una mutacién o polimorfismo en un locus de cada molécula de acido
nucleico, para cada molécula de &cido nucleico, comprendiendo el procedimiento: (a) hibridar la molécula y un
cebador, presentando el cebador una secuencia en 5’ que presenta la secuencia de una etiqueta complementaria a
la secuencia de un complemento de etiqueta que pertenece a una familia de complementos de etiqueta segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 y un extremo 3’ que se extiende de manera inmediatamente adyacente al
locus; (b) extender enzimaticamente el extremo 3’ del cebador en presencia de una pluralidad de derivados de
nucleédsido trifosfato cada uno de los cuales: (i) puede incorporarse enzimaticamente en el extremo 3’ de una cadena
de nucledtidos en crecimiento; (ii) provoca la terminacion de dicha extensién; y (iii) puede detectarse de manera
diferencial, entre si, en el que uno de dichos derivados es complementario a cada posible nucleétido presente en
dicho locus; (c) hibridar especificamente el cebador extendido formado en la etapa (b) con un complemento de
etiqueta que presenta la secuencia de complemento de etiqueta de (a); y (d) detectar el derivado de nucleétido
incorporado en el cebador en la etapa (b) para identificar la base situada en el locus de la molécula de acido
nucleico; en el que cada etiqueta de (a) es Unica para cada molécula de acido nucleico y las etapas (a) y (b) se
llevan a cabo con dichas moléculas nucleicas una en presencia de otra.

22.Procedimiento segun la reivindicacion 21, en el que cada complemento respectivo estd unido como una
poblacién uniforme de complementos sustancialmente idénticos en una region espacialmente diferenciada en uno o
mas de dichos soportes de fase sélida.

23. Procedimiento segun la reivindicacion 21, en el que cada uno de dichos complementos de etiqueta comprende
un marcador, siendo cada uno de dichos marcadores diferente para los complementos respectivos, y la etapa (d)
incluye detectar la presencia de los diferentes marcadores para complejos de hibridacion respectivos de etiquetas y
complementos de etiqueta unidos.
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24.Procedimiento de determinacién de la presencia de una diana que se sospecha que esta contenida en una
mezcla, comprendiendo el procedimiento las etapas siguientes: (i) marcar la diana con un primer marcador; (ii)
proporcionar un primer resto de deteccion que puede unirse especificamente a la diana y que incluye una primera
etiqueta; (iii) exponer una muestra de la mezcla al resto de deteccion en condiciones aptas para permitir dicha union
especifica del resto y la diana; (iv) proporcionar una familia de complementos de etiqueta segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 15, conteniendo la familia un primer complemento de etiqueta que presenta una secuencia
complementaria a la de la primera etiqueta; (v) exponer la muestra a la familia de complementos de etiqueta en
condiciones aptas para permitir la hibridacion especifica de la primera etiqueta y su complemento de etiqueta; (vi)
determinar si dicho primer resto de deteccion hibridado a un primer dicho complemento de etiqueta esta unido a
dicha diana marcada para determinar la presencia o ausencia de dicha diana en la mezcla.

25. Procedimiento segun la reivindicacién 24, en el que dicho primer complemento de etiqueta esta unido a un
soporte sélido en una ubicacion especifica del soporte y la etapa (vi) incluye detectar la presencia del primer
marcador en dicha ubicacién especifica.

26. Procedimiento segun la reivindicacion 24 o 25, en el que dicho primer complemento de etiqueta comprende un
segundo marcador y la etapa (vi) incluye detectar la presencia del primer y segundo marcadores en un complejo
hibridado del resto y el primer complemento de etiqueta.

27. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 24 a 26, en el que dicha diana se selecciona de entre el
grupo constituido por moléculas organicas, antigenos, proteinas, polipéptidos, anticuerpos y acidos nucleicos.

28. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 24 a 27, en el que dicha diana es un antigeno y dicha
primera molécula es un anticuerpo especifico para dicho antigeno.

29. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 24 a 28, en el que el antigeno es un polipéptido o una
proteina y la etapa de marcaje incluye la conjugacion de moléculas fluorescentes, digoxigenina, biotinilacion y
similares.

30. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 24 a 27, en el que dicha diana es un &cido nucleico y la

etapa de marcaje incluye la incorporacion de moléculas fluorescentes, nucleétido radiomarcado, digoxigenina,
biotinilacién y similares.
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reglas para composicidn de
secuencia

reglas que definen cuando
dos secuencias son
demasiado similares

programa informatico

conjuntos de secuencias
que presentan hibridacidn
cruzada minima

Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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