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DESCRIPCION
Método de identificacion de compuestos que se unen a una molécula diana bioldgica.
Antecedentes de la invencién

La busqueda de métodos mas eficaces de identificacién de compuestos con actividades biolégicas utiles ha
conducido al desarrollo de métodos para cribar un gran nimero de compuestos distintos, presentes en colecciones
denominadas bibliotecas combinatorias. Tales bibliotecas pueden incluir 10° 0 mas compuestos distintos. Existe una
variedad de métodos para producir bibliotecas combinatorias, y se han descrito sintesis combinatorias de péptidos,
peptidomiméticos y moléculas organicas pequenias.

Los dos desafios principales en el uso de enfoques combinatorios en el descubrimiento de farmacos son la
sintesis de bibliotecas de suficiente complejidad y la identificacion de moléculas que sean activas en los cribados
utilizados. En general se reconoce que a mayor grado de complejidad de una biblioteca, es decir, el nimero de
estructuras distintas presentes en la biblioteca, mayor probabilidad de que la biblioteca contenga moléculas con la
actividad de interés. Por lo tanto, la quimica empleada en la sintesis de bibliotecas debe ser capaz de producir un
gran nimero de compuestos dentro de un plazo de tiempo razonable. Sin embargo, para una concentracion formal o
global dada, el aumento del nimero de miembros distintos dentro de la biblioteca disminuye la concentracion de
cualquier miembro concreto de la biblioteca. Esto complica la identificacion de moléculas activas de las bibliotecas
de alta complejidad.

Un enfoque para superar estos obstaculos ha sido el desarrollo de bibliotecas codificadas, y especialmente
bibliotecas en las que cada compuesto incluye una etiqueta amplificable. Tales bibliotecas incluyen bibliotecas
codificadas por ADN, en las que puede amplificarse una etiqueta de ADN que identifica un miembro de la biblioteca
utilizando técnicas de biologia molecular, tal como la reaccién en cadena de la polimerasa. Sin embargo, el uso de
tales métodos para producir bibliotecas muy grandes esta aun por demostrar, y esta claro que para la realizacion del
potencial de este enfoque para el descubrimiento de farmacos se necesitan métodos mejorados para producir tales
bibliotecas.

El documento WO 2004/039825 se refiere a la codificacion enzimética. El documento describe un método
para obtener un complejo bifuncional que comprende una parte de molécula de presentacién y una parte codificante,
en el que un complejo bifuncional naciente que comprende un sitio de reaccion quimica y un sitio de cebado para la
adicion enzimatica de una etiqueta se hace reaccionar en el sitio de reaccién quimica con uno o mas reaccionantes,
y provisto de la(s) etiqueta(s) respectiva(s) que identifica(n) el(los) reaccionante(s) en el sitio de cebado utilizando
una o0 mas enzimas. Ademas, el documento describe un método para identificar una molécula de presentacion que
tiene una propiedad preseleccionada, que comprende las etapas de: (i) someter la biblioteca formada a una
circunstancia, en la que una molécula de presentacion o un subconjunto de moléculas de presentacion que tienen
una propiedad predeterminada se separa del resto de la biblioteca, y (ii) identificar la(s) molécula(s) de presentacion
que tenga(n) una propiedad preseleccionada codificando la parte codificante del complejo.

El documento WO 2004/083427 se refiere a la codificacion por ligacion de moléculas pequefas. El
documento describe un método para sintetizar un complejo bifuncional que comprende una molécula codificada y un
polinucleétido identificador que identifica las entidades quimicas que han participado en la sintesis de la molécula
codificada, comprendiendo dicho método una serie de etapas.

El Journal of the American Chemical Society, 126, 5090-5092 (2004) se refiere a la traduccion de ADN a
N-aciloxazolidinas sintéticas. EI documento describe que la sintesis organica con molde de ADN (DTS) puede
intervenir en diversas reacciones de sintesis para generar estructuras no relacionadas con la cadena principal de
ADN, dirigir la sintesis en varias etapas de polimeros y moléculas pequefias, permitir nuevos modos de controlar la
reactividad de la sintesis que no pueden realizarse utilizando los métodos de sintesis tradicionales, y permitir la
traduccion, la seleccion in vitro, y la amplificacién de las bibliotecas de oligonucleétidos de ADN que codifican
moléculas pequefias sintéticas. El documento también describe que el desarrollo de una sintesis con molde de ADN
en varias etapas cada vez mas sofisticada es fundamental para maximizar el potencial funcional de las moléculas
descubiertas por métodos basados en la seleccion y la DTS.

Science, 305, 1601-1605 (2004) se refiere a la sintesis organica con molde de ADN y a la seleccién de una
biblioteca de macrociclos. El documento describe un estudio en el que la traduccién de bibliotecas de acidos
nucleicos a los correspondientes compuestos sintéticos permite la aplicacién de los principios de seleccién y
amplificacion a moléculas hechas por el ser humano.

Nature, 431, 545-549, (2004) se refiere al descubrimiento de reacciones posibilitado por la sintesis con
molde de ADN vy la seleccion in vitro. El documento describe una reaccion eficaz y moderada formadora de enlaces
carbono-carbono que genera una enona a partir de un alquino y alqueno utilizando un catalizador inorganico de
paladio.

Angewandte Chemie, International Edition, 41, 4104-4108 (2002) se refiere a dirigir reacciones, de otro
modo incompatibles, en una Unica solucién utilizando la sintesis organica con molde de ADN. El documento describe
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que los moldes de ADN pueden dirigir con especificidad de secuencia una amplia variedad de reacciones quimicas
sin ninguin requisito estructural aparente.

Current Opinion in Chemical Biology, 8, 645-653 (2004) se refiere a la sintesis con molde de éacidos
nucleicos como un sistema modelo para la antigua traduccion. El documento describe que la traduccion de acidos
nucleicos a estructuras sintéticas con potencial funcional ampliado ha sido objeto de una considerable investigacion,
con aplicaciones que incluyen la deteccion, el descubrimiento de la reaccion y la evolucién de polimeros y moléculas
pequefias. En este caso, los autores revisan las propiedades de la sintesis con molde de acidos nucleicos en el
contexto de los requisitos para la traduccién prebiética. Este andlisis destaca las posibilidades quimicas de los
antiguos sistemas de traduccion, asi como los retos que estos sistemas pueden haber enfrentado.

El documento WO 2004/016767 se refiere a la evoluciéon de una nueva funcion molecular. EI documento
describe que la naturaleza hace evolucionar moléculas biolégicas tales como las proteinas por rondas repetidas de
diversificacion, seleccion y amplificacion. El poder de la naturaleza y la flexibilidad de la sintesis organica se
combinan en una sintesis con molde de acidos nucleicos. El documento describe una variedad de arquitecturas de
molde para llevar a cabo la sintesis con molde de acidos nucleicos, métodos para aumentar la selectividad de las
reacciones con molde de &cidos nucleicos, métodos para llevar a cabo reacciones con molde de acidos nucleicos
estereoselectivas, métodos de seleccion de los productos de reaccion resultantes de la sintesis con molde de acidos
nucleicos y métodos de identificacion de nuevas reacciones quimicas basadas en la sintesis con molde de acidos
nucleicos.

El Journal of the American Chemical Society, 115, 3808-9, (1993) se refiere a la ligacién quimica de
oligonucledtidos en presencia y en ausencia de una molde. El documento describe un procedimiento para la
construcciéon de sistemas de polinucle6tidos complejos, permitiendo la metodologia de sintesis el acoplamiento
eficaz de los bloques de oligonucleétidos en ausencia, asi como en presencia, de un molde.

El Journal of the American Chemical Society, 123, 8618-5619, (2001) se refiere al ensamblaje dirigido por
molde de &cidos nucleicos de conjugados de metalosalen-ADN. El documento describe un esquema para la sintesis
dirigida por molde de metalosalen-ADN.

El documento WO 2005/026387 se refiere a un método para obtener informacion estructural acerca de una
molécula codificada y un método para seleccionar compuestos. El documento describe un método para obtener
informacién estructural sobre una molécula codificada que puede producirse mediante una reacciéon de una
pluralidad de entidades quimicas y puede ser capaz de estar conectada a un oligonucleétido identificador que
contiene codones informativos de la identidad de las entidades quimicas que han participado en la formacién de la
molécula codificada.

Resumen de lainvencién

La presente invencion proporciona un método de sintesis de bibliotecas de moléculas que incluyen una
etiqueta de oligonucleétidos codificante. El método utiliza una estrategia de "separar y agrupar” en la que se divide
("se separa") en fracciones multiples una solucion que comprende un iniciador, que comprende un primer
componente basico unido a un oligonucleétido codificante. En cada fraccién, se hace reaccionar el iniciador con un
segundo componente basico Unico, y un segundo oligonucleétido Unico que identifica el segundo componente
basico. Estas reacciones pueden ser simultineas o secuenciales y, si son secuenciales, cualquiera de las
reacciones puede preceder a la otra. Las moléculas diméricas producidas en cada una de las fracciones se
combinan ("se agrupan”) y a continuacién se dividen de nuevo en fracciones multiples. A continuacion se hace
reaccionar cada una de estas fracciones con un tercer componente basico Unico (especifico de fraccion) y un tercer
oligonucledtido Unico que codifica el componente béasico. El nUmero de moléculas Unicas presentes en la biblioteca
de productos es una funcion (1) del nimero de diferentes componentes basicos utilizados en cada etapa de la
sintesis, y (2) del nimero de veces que se repite el proceso de division y agrupacion.

En una forma de realizacion, la invencién proporciona un método para sintetizar una molécula que
comprende o consiste en un resto funcional que esta unido operativamente a un oligonucleétido codificante. El
método incluye las etapas de: (1) proporcionar un compuesto iniciador que consiste en un resto funcional que
comprende n componentes basicos, donde n es un nimero entero igual a 1 o mayor, en el que el resto funcional
comprende al menos un grupo reactivo y en el que el resto funcional esta unido operativamente a un oligonucle6tido
inicial; (2) hacer reaccionar el compuesto iniciador con un componente basico que comprende al menos un grupo
reactivo complementario, en el que el al menos un grupo reactivo complementario es complementario al grupo
reactivo de la etapa (1), en condiciones adecuadas para la reaccién del grupo reactivo y el grupo reactivo
complementario para formar un enlace covalente; (3) hacer reaccionar el oligonucle6tido inicial con un
oligonucleétido entrante que identifica el componente basico de la etapa (b) en presencia de una enzima que cataliza
la ligacion del oligonucledtido inicial y el oligonucledtido entrante, en condiciones adecuadas para la ligacion del
oligonucledtido entrante y el oligonucleétido inicial, produciendo de ese modo una molécula que comprende o
consiste en un resto funcional que comprende n+1 componentes basicos que esta unida operativamente a un
oligonucledtido codificante. Si el resto funcional de la etapa (3) comprende un grupo reactivo, pueden repetirse las
etapas 1-3 una o mas veces, formando de este modo los ciclos 1 a i, donde i es un nimero entero igual a 2 o0 mayor,
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convirtiéndose el producto de la etapa (3) de un ciclo s, donde s es un nimero entero igual a i-1 o menor, en el
compuesto iniciador del ciclo s+1.

En una forma de realizacién, la invencidon proporciona un método para sintetizar una biblioteca de
compuestos, en la que los compuestos comprenden un resto funcional que comprende dos 0 mas componentes
béasicos que esta unido operativamente a un oligonucleétido que identifica la estructura del resto funcional. El método
comprende las etapas de (1) proporcionar una soluciéon que comprende m compuestos iniciadores, en la que m es
un nimero entero igual a 1 o mayor, en la que los compuestos iniciadores consisten en un resto funcional que
comprende n componentes basicos, donde n es un nimero entero igual a 1 0 mayor, que esta unido operativamente
a un oligonucleétido inicial que identifica los n componentes basicos; (2) dividir la soluciéon de la etapa (1) en r
fracciones, donde r es un niumero entero igual a 2 o mayor; (3) hacer reaccionar los compuestos iniciadores en cada
fraccion con uno de los r componentes basicos, produciendo de ese modo r fracciones que comprenden compuestos
gue consisten en un resto funcional que comprende n+1 componentes bdsicos unidos operativamente al
oligonucledtido inicial; (4) hacer reaccionar el oligonucleétido inicial en cada fracciéon con uno de un conjunto de r
oligonucledtidos entrantes distintos en presencia de una enzima que cataliza la ligaciéon del oligonucleétido entrante
y el oligonucledtido inicial, en condiciones adecuadas para la ligacién enzimatica del oligonuclettido entrante y el
oligonucleétido inicial, produciendo asi r alicuotas que comprenden moléculas que consisten en un resto funcional
gue comprende n+1 componentes basicos unidos operativamente a un oligonucledétido alargado que codifica los n+1
componentes basicos. Opcionalmente, el método puede incluir adicionalmente la etapa de (5) recombinar las r
fracciones producidas en la etapa (4), produciendo de ese modo una solucidon que comprende compuestos que
consisten en un resto funcional que comprende n+1 componentes basicos, que estid unido operativamente a un
oligonucleétido alargado. Las etapas (1) a (5) pueden llevarse a cabo una o més veces para producir los ciclos 1 a i,
donde i es un nimero entero igual a 2 o mayor. En el ciclo s+1, donde s es un nimero entero igual a i-1 o0 menor, la
solucion que comprende m compuestos iniciadores de la etapa (1) es la solucion de la etapa (5) del ciclo s.
Analogamente, los compuestos iniciadores de la etapa (1) del ciclo s+1 son los compuestos de la etapa (5) del ciclo
S.

En una forma de realizacién preferente, los componentes béasicos se acoplan en cada etapa utilizando
reacciones quimicas convencionales. Los componentes basicos pueden acoplarse para producir oligbmeros o
polimeros lineales o ramificados, tales como péptidos, peptidomiméticos, y peptoides, o moléculas no oligoméricas,
tales como moléculas que comprenden una estructura de armazén a la que se fijan uno o mas restos quimicos
adicionales. Por ejemplo, si los componentes béasicos son restos de aminoacidos, los componentes basicos pueden
acoplarse utilizando estrategias convencionales de sintesis de péptidos, tales como la sintesis en fase de solucioén o
en fase solida utilizando estrategias de proteccion/desproteccion adecuadas como las conocidas en el campo.
Preferentemente, los componentes bésicos se acoplan utilizando la quimica en fase de solucion. Los
oligonucledtidos codificantes son oligonucleétidos monocatenarios o bicatenarios, preferentemente oligonucleétidos
bicatenarios. Los oligonucle6tidos codificantes son preferentemente oligonucleétidos de 4 a 12 bases o pares de
bases por componente basico; los oligonucleétidos codificantes pueden acoplarse utilizando la metodologia
convencional de sintesis de oligonucleétidos en fase de solucién o en fase sélida, pero preferentemente se acoplan
utilizando un proceso enzimatico en fase de solucion. Por ejemplo, los oligonucledtidos pueden acoplarse utilizando
una topoisomerasa, una ligasa, o una ADN polimerasa, si la secuencia de los oligonucleétidos codificantes incluye
una secuencia de iniciacion para la ligacion mediante una de estas enzimas. El acoplamiento enzimatico de los
oligonucledtidos codificantes ofrece las ventajas de (1) mayor precision de adicion en comparacién con el
acoplamiento sintético (no enzimatico) convencional; y (2) el uso de una estrategia de proteccion/desproteccion mas
simple.

En otro aspecto, la invencién proporciona compuestos de Férmula I:

Y. X
~ ~
C\F D/A
\S/
|
3
l
|
z )

en la que X es un resto funcional que comprende uno o mas componentes basicos; Z es un oligonucledétido fijado en
su extremo terminal 3’ a B; Y es un oligonucleétido que esta fijado en su extremo terminal 5 a C; A es un grupo
funcional que forma un enlace covalente con X; B es un grupo funcional que forma un enlace con el extremo 3' de Z;
C es un grupo funcional que forma un enlace con el extremo 5’ de Y; D, F y E son cada uno, independientemente, un
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grupo de union bifuncional; y S un atomo o un armazén molecular. Tales compuestos incluyen aquellos que se
sintetizan utilizando los métodos de la invencion.

La invencion se refiere adicionalmente a una biblioteca de compuestos que comprende compuestos que
comprenden un resto funcional que comprende dos o mas componentes basicos que esta unido operativamente a
un oligonucleétido %ue codifica la estructura del resto funcional. Tales bibliotecas E)ueden comprender de
aproximadamente 10° a aproximadamente 10* 0 mas miembros distintos, por ejemplo, 10°, 10°, 10*, 10°, 10°, 10,
10%, 10°, 10", 10", 10" 0 mas miembros distintos, es decir, distintas estructuras moleculares.

En una forma de realizacién, la biblioteca de compuestos comprende compuestos que tienen cada uno
independientemente la Férmula I:

Y. X
™~ ~
c\F . P
\s/’
l
E
|
B
I
z @

en la que X es un resto funcional que comprende uno o0 mas componentes basicos; Z es un oligonucledtido fijado en
su extremo terminal 3’ a B; Y es un oligonucledtido que esta fijado en su extremo terminal 5" a C; A es un grupo
funcional que forma un enlace covalente con X; B es un grupo funcional que forma un enlace con el extremo 3' de Z;
C es un grupo funcional que forma un enlace con el extremo 5’ de Y; D, F y E son cada uno, independientemente, un
grupo de unién bifuncional; y S un a&tomo o un armazdén molecular. Tales bibliotecas incluyen aquellas que se
sintetizan utilizando los métodos de la invencion.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método para identificar un compuesto que se une a una diana
biologica, comprendiendo dicho método las etapas de: (a) poner en contacto la diana biolégica con una biblioteca de
compuestos de la invencion, en la que la biblioteca de compuestos incluye compuestos que comprenden un resto
funcional que comprende dos 0 mas componentes basicos que esta unido operativamente a un oligonucledétido que
codifica la estructura del resto funcional. Este etapa se lleva a cabo en condiciones adecuadas para que al menos un
miembro de la biblioteca de compuestos se una a la diana; (2) separar los miembros de la biblioteca que no se unen
a la diana; (3) amplificar los oligonucleétidos codificantes del al menos un miembro de la biblioteca de compuestos
que se une a la diana; (4) secuenciar los oligonucleétidos codificantes de la etapa (3); y utilizar las secuencias
determinadas en la etapa (5) para determinar la estructura de los restos funcionales de los miembros de la biblioteca
de compuestos que se unen a la diana bioldgica.

La presente invencion proporciona varias ventajas en la identificacion de moléculas que tienen una
propiedad deseada. Por ejemplo, los métodos de la invencion permiten el uso de una variedad de reacciones
quimicas para construir las moléculas en presencia de la etiqueta de oligonucleétidos. Los métodos de la invencién
también proporcionan un medio de gran fidelidad de incorporacion de etiquetas de oligonucleétidos en las
estructuras quimicas asi producidas. Ademas, permiten la sintesis de bibliotecas que tienen un gran nimero de
copias de cada miembro, permitiendo de ese modo rondas multiples de seleccién contra un diana biologica dejando
al mismo tiempo un namero suficiente de moléculas tras la ronda final para la amplificacion y la secuencia de las
etiquetas de oligonucledtidos.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una representacion esquematica de la ligacién de oligonucleétidos bicatenarios, en la que el
oligonucledtido inicial tiene una protuberancia que es complementaria a la protuberancia del oligonucleétido
entrante. La hebra inicial se representa como libre, conjugada a un conector aminohexilo o conjugada a un
resto de fenilalanina por medio de un conector aminohexilo.

La Figura 2 es una representacién esquematica de la ligacion de oligonucledtidos utilizando una hebra tablilla.
En esta forma de realizacion, la tablilla es un oligonucledtido 12-mer con secuencias complementarias al
oligonucledtido monocatenario inicial y al oligonucleotido entrante monocatenario.
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La Figura 3 es una representacion esquematica de la ligacion de un oligonucleétido inicial y un
oligonucleétido entrante, cuando el oligonucleétido inicial es bicatenario con hebras unidas covalentemente, y
el oligonucleétido entrante es bicatenario.

La Figura 4 es una representacion esquematica del alargamiento de oligonucledtidos utilizando una
polimerasa. La hebra inicial se representa como libre, conjugada a un conector aminohexilo o conjugada a un
resto de fenilalanina por medio de un conector aminohexilo.

La Figura 5 es una representacion esquematica del ciclo de sintesis de una forma de realizacion de la
invencion.

La Figura 6 es una representacion esquematica de un proceso de seleccion de rondas multiples utilizando las
bibliotecas de la invencion.

La Figura 7 es un gel que resulta de la electroforesis de los productos de cada uno de los ciclos 1 a 5
descritos en el Ejemplo 1 y tras la ligacién del cebador de cierre. Los estandares de peso molecular se
muestran en la calle 1, y las cantidades indicadas de un HiperLadder, para la cuantificacion del ADN, se
muestran en las calles 9 a 12.

La Figura 8 es una representacion esquematica del acoplamiento de los componentes basicos utilizando la
cicloadicion de azida-alquino.

Las figuras 9 y 10 ilustran el acoplamiento de los componentes basicos por medio de la sustitucion aromatica
nucledfila en una triazina clorada.

La Figura 11 muestra las estructuras heteroarométicas cloradas representativas adecuadas para uso en la
sintesis de los restos funcionales.

La Figura 12 ilustra la ciclacién de un péptido lineal utilizando la reaccion de cicloadicion de azida/alquino.

La Figura 13a es un cromatograma de la biblioteca producida como se describe en el Ejemplo 2 después del
Ciclo 4.

La Figura 13b es un espectro de masas de la biblioteca producida como se describe en el Ejemplo 2 tras el
Ciclo 4.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se refiere a métodos de produccion de compuestos y bibliotecas combinatorias de
compuestos, a los compuestos y a las bibliotecas producidas por medio de los métodos de la invencién, y a métodos
para utilizar las bibliotecas para identificar compuestos que tienen una propiedad deseada, tal como una actividad
biologica deseada. La invencion se refiere adicionalmente a los compuestos identificados utilizando estos métodos.

Se han adoptado una variedad de enfoques para producir y cribar bibliotecas combinatorias quimicas. Los
ejemplos incluyen métodos en los que los miembros individuales de la biblioteca estan fisicamente separados uno
del otro, como cuando se sintetiza un Unico compuesto en cada uno de una multitud de recipientes de reaccion. Sin
embargo, estas bibliotecas se criban por lo general para un compuesto a la vez, o en a lo sumo, varios compuestos
a la vez y, por lo tanto, no dan como resultado el proceso de cribado mas eficaz. En otros métodos, los compuestos
se sintetizan sobre soportes sélidos. Tales soportes sdlidos incluyen microplacas en las que los compuestos
especificos ocupan zonas especificas de la microplaca o membrana ("de posiciones direccionables"). En otros
métodos, los compuestos se sintetizan en perlas, conteniendo cada perla una estructura quimica diferente.

Dos dificultades que surgen en el cribado de bibliotecas grandes son (1) el nimero de compuestos distintos
gue pueden cribarse; y (2) la identificacion de los compuestos que sean activos en el cribado. En un método, los
compuestos que son activos en el cribado se identifican reduciendo la biblioteca original a fracciones y subfracciones
cada vez mas pequeiias, seleccionando en cada caso la fraccién o subfraccién que contenga compuestos activos y
subdividiendo adicionalmente hasta lograr una subfraccién activa que contenga un conjunto de compuestos que sea
suficientemente pequefio para que todos los miembros del subconjunto puedan ser individualmente sintetizados y
evaluados para la actividad deseada. Esta es una actividad tediosa y lenta.

Otro método de realizar la deconvolucion de los resultados de un cribado de la biblioteca combinatoria es
utilizar bibliotecas en las que los miembros de la biblioteca estdn marcados con un marcador de identificacion, es
decir, cada marcador presente en la biblioteca se asocia con una estructura de compuesto discreta presente en la
biblioteca, de manera que la identificacién del marcador indica la estructura de la molécula marcada. Un enfoque
para las bibliotecas marcadas utiliza etiquetas de oligonucledtidos, tal como se describe, por ejemplo, en las
patentes de EE.UU. N°. 5.573.905, 5.708.153, 5.723.598, 6.060.596, las solicitudes PCT publicadas WO 93/06121,
WO 93/20242, WO 94/13623, WO 00/23458, WO 02/074929 y WO 02/103008, y de Brenner y Lerner (Proc. Natl.
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Acad. Sci. EE.UU. 89, 5381-5383 (1992), Nielsen y Janda (Métodos: A Companion to Methods in Enzymology 6,
361-371 (1994), y Nielsen, Brenner y Janda (J. Am. Chem. Soc. 115, 9812-9813 (1993)).

Tales etiquetas pueden amplificarse utilizando, por ejemplo, la reacciéon en cadena de la polimerasa, para
producir muchas copias de la etiqueta e identificar la etiqueta por secuenciaciéon. La secuencia de la etiqueta
identifica a continuacion la estructura de la molécula de union, que puede sintetizarse en forma pura y someterse a
ensayo. La presente invencion proporciona una mejora en los métodos para producir bibliotecas codificadas por
ADN, asi como los primeros ejemplos de bibliotecas grandes (105 miembros o mas) de moléculas codificadas por
ADN en las que el resto funcional se sintetiza utilizando métodos de sintesis en fase de solucion.

La presente invencién proporciona métodos que permiten una sintesis facil de bibliotecas combinatorias
codificadas por oligonucleétidos, y permite un medio eficaz y de gran fidelidad de afiadir una etiqueta de
oligonucleétidos de este tipo a cada miembro de una vasta coleccion de moléculas.

Los métodos de la invencién incluyen métodos para sintetizar moléculas bifuncionales que comprenden un
primer resto ("resto funcional”) compuesto por componentes basicos, y un segundo resto unido operativamente al
primer resto, que comprende una etiqueta de oligonucleétidos que identifica la estructura del primer resto, es decir,
la etiqueta de oligonucledtidos indica qué componentes basicos se utilizaron en la construccién del primer resto, asi
como el orden en el que se unieron los componentes basicos. En general, la informacion proporcionada por la
etiqueta de oligonucleétidos es suficiente para determinar los componentes basicos utilizados para construir el resto
activo. En determinadas formas de realizacion, la secuencia de la etiqueta de oligonucleétidos es suficiente para
determinar la disposicion de los componentes basicos en el resto funcional, por ejemplo, para los restos peptidicos,
la secuencia de aminoacidos.

La expresion "resto funcional" tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un resto quimico
que comprende uno o mas componentes basicos. Preferentemente, los componentes bésicos en el resto funcional
no son &cidos nucleicos. El resto funcional puede ser un oligémero o polimero lineal o ramificado o ciclico o una
molécula orgénica pequefia.

La expresion "componente béasico”, tal como se utiliza en el presente documento, es una unidad estructural
guimica que esta unida a otras unidades estructurales quimicas o puede estar unida a otras unidades de este tipo.
Cuando el resto funcional es polimérico u oligomérico, los componentes béasicos son las unidades monoméricas del
polimero u oligdbmero. Los componentes bésicos pueden incluir también una estructura de armazon ("componente
basico de armazo6n") a la que estan, o pueden estar, fijadas una o méas estructuras adicionales ("componentes
bésicos periféricos”).

Debe entenderse que la expresion "componente basico" se utiliza en el presente documento para referirse
a una unidad estructural quimica tal como existe en un resto funcional y también en la forma reactiva utilizada para la
sintesis del resto funcional. Dentro del resto funcional, existira un componente basico sin que se pierda ninguna
porcién del componente basico como consecuencia de la incorporacion del componente basico en el resto funcional.
Por ejemplo, en los casos en los que la reaccion de formacion del enlace libera una molécula pequefia (véase mas
adelante), el componente basico tal como existe en el resto funcional es un "resto de componente basico", es decir,
el remanente del componente basico utilizado en la sintesis tras la pérdida de los &tomos con los que contribuye a la
molécula liberada.

Los componentes basicos pueden ser cualquier compuesto quimico que sea complementario, es decir, los
componentes basicos deben ser capaces de reaccionar entre si para formar una estructura que comprenda dos o
mas componentes basicos. Por lo general, todos los componentes basicos utilizados tendran al menos dos grupos
reactivos, aunque es posible que algunos de los componentes basicos utilizados (por ejemplo, el Gltimo componente
béasico en un resto funcional oligomérico) tengan sélo un grupo reactivo cada uno. Los grupos reactivos en dos
componentes basicos diferentes deberian ser complementarios, es decir, capaces de reaccionar entre si para formar
un enlace covalente, opcionalmente con la pérdida concomitante de una molécula pequefia, tal como agua, HCI, HF,
y asi sucesivamente.

Para los fines presentes, dos grupos reactivos son complementarios si son capaces de reaccionar entre si
para formar un enlace covalente. En una forma de realizacion preferente, las reacciones formadoras de enlaces se
dan rapidamente en condiciones ambientales sin formacion sustancial de productos secundarios. Preferentemente,
un grupo reactivo dado reaccionara con un grupo reactivo complementario dado exactamente una vez. En una forma
de realizacion, los grupos reactivos complementarios de dos componentes basicos reaccionan, por ejemplo, por
medio de la sustitucion nucledfila, para formar un enlace covalente. En una forma de realizacién, un miembro de un
par de grupos reactivos complementarios es un grupo electréfilo y el otro miembro del par es un grupo nucledfilo.

Los grupos electréfilos y nucledéfilos complementarios incluyen dos grupos cualesquiera que reaccionan por
medio de la sustitucion nucledfila en condiciones adecuadas para formar un enlace covalente. En la técnica se
conoce una variedad de reacciones adecuadas formadoras de enlaces. Véase, por ejemplo, March, Advanced
Organic Chemistry, cuarta edicién, Nueva York: John Wiley and Sons (1992), capitulos 10 a 16; Carey y Sundberg,
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Advanced Organic Chemistry, Parte B, Plenum (1990), capitulos 1-11; y Collman et al., Principles and Applications of
Organotransition Metal Chemistry, Universidad Science Books, Mill Valley, California (1987), capitulos 13 a 20.

Ejemplos de grupos electrofilos incluyen grupos carbonilo reactivos, tales como grupos cloruro de acilo,
grupos éster, incluyendo ésteres de pentafluorofenilo carbonilo y ésteres de succinimida, grupos cetona y grupos
aldehido; grupos sulfonilo reactivos, tales como grupos cloruro de sulfonilo, y grupos fosfonilo reactivos. Otros
grupos electréfilos incluyen grupos isocianato, grupos haluro de alquilo y grupos epo6xido terminales. Grupos
nucledfilos adecuados incluyen grupos amino primarios y secundarios y grupos hidroxilo y grupos carboxilo.

Mas adelante se exponen grupos reactivos complementarios adecuados. Un experto en la materia puede
determinar facilmente otros pares de grupos reactivos que pueden utilizarse en el presente método, y los ejemplos
proporcionados en el presente documento no pretenden ser limitativos.

En una primera forma de realizacion, los grupos reactivos complementarios incluyen grupos carboxilo
activados, grupos sulfonilo reactivos o grupos fosfonilo reactivos, o una combinacién de los mismos, y grupos amino
primarios o secundarios. En esta forma de realizacion, los grupos reactivos complementarios reaccionan en
condiciones adecuadas para formar un enlace amida, sulfonamida o fosfonamidato.

En una segunda forma de realizacion, los grupos reactivos complementarios incluyen grupos epoxido y
grupos amino primarios o secundarios. Un componente basico que contiene epéxido reacciona con un componente
bésico que contiene amina, en condiciones adecuadas para formar un enlace carbono-nitrégeno, lo que da como
resultado un R-aminoalcohol.

En otra forma de realizacion, los grupos reactivos complementarios incluyen grupos aziridina y grupos
amino primarios o secundarios. En condiciones adecuadas, un componente basico que contiene aziridina reacciona
con un componente béasico que contiene amina para formar un enlace carbono-nitrégeno, lo que da como resultado
una 1,2-diamina. En una tercera forma de realizacién, los grupos reactivos complementarios incluyen grupos
isocianato y grupos amino primarios o secundarios. Un componente basico que contiene isocianato reaccionara con
un componente basico que contiene amino en condiciones adecuadas para formar un enlace carbono-nitrogeno, lo
gue da como resultado un grupo urea.

En una cuarta forma de realizacion, los grupos reactivos complementarios incluyen grupos isocianato y
grupos hidroxilo. Un componente basico que contiene isocianato reaccionar4 con un componente béasico que
contiene hidroxilo, en condiciones adecuadas para formar un enlace carbono-oxigeno, lo que da como resultado un
grupo carbamato.

En una quinta forma de realizacion, los grupos reactivos complementarios incluyen grupos amino y grupos
gue contienen carbonilo, tales como grupos aldehido o cetona. Las aminas reaccionan con tales grupos por medio
de la aminacion reductora para formar un nuevo enlace carbono-nitrégeno.

En una sexta forma de realizacion, los grupos reactivos complementarios incluyen grupos iluro de fosforo y
grupos aldehido o cetona. Un componente basico que contiene iluro de fosforo reaccionard con un componente
béasico que contiene aldehido o cetona en condiciones adecuadas para formar un doble enlace carbono-carbono, lo
que da como resultado un alqueno.

En una séptima forma de realizacion, los grupos reactivos complementarios reaccionan por medio de la
cicloadicion para formar una estructura ciclica. Un ejemplo de tales grupos reactivos complementarios son alquinos y
azidas orgéanicas, que reaccionan en condiciones adecuadas para formar una estructura de anillo de triazol. En la
Figura 8 se ilustra un ejemplo del uso de esta reaccion para unir dos componentes bésicos. Las condiciones
adecuadas para tales reacciones son conocidas en la técnica e incluyen las descritas en el documento
WO 03/101972.

En una octava forma de realizacion, los grupos reactivos complementarios son un haluro de alquilo y un
nucledfilo, tal como un grupo amino, un grupo hidroxilo o un grupo carboxilo. Tales grupos reaccionan en
condiciones adecuadas para formar un carbono-nitrégeno (haluro de alquilo mds amina) o un carbono oxigeno
(haluro de alquilo mas un grupo hidroxilo o carboxilo).

En una novena forma de realizacion, los grupos funcionales complementarios son un grupo
heteroaromatico halogenado y un nucledfilo, y los componentes basicos se unen en condiciones adecuadas por
medio de la sustituciéon nucledfila aromatica. Grupos heteroaromaticos halogenados adecuados incluyen pirimidinas
cloradas, triazinas y purinas, que reaccionan con nucleofilos, tales como aminas, en condiciones moderadas en
solucién acuosa. En las Figuras 9 y 10 se muestran ejemplos representativos de la reaccién con aminas de una
triclorotriazina marcada con oligonucleétido. En la Figura 11 se muestran ejemplos de grupos heteroaromaticos
clorados adecuados.

Reacciones formadoras de enlaces adicionales que pueden utilizarse para unir componentes basicos en la
sintesis de las moléculas y bibliotecas de la invencién incluyen las que se muestran mas adelante. Las reacciones
que se muestra mas adelante enfatizan los grupos funcionales reactivos. En los reaccionantes pueden estar
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presentes diversos sustituyentes, incluyendo aquellos denominados Ri, Rz, R3 y R4. Las posiciones posibles que
pueden estar sustituidas incluyen, pero no se limitan a, las indicadas mediante Ri, Rz, R3 y R4. Estos sustituyentes
pueden incluir cualquier resto quimico adecuado, pero se limitan preferentemente a los que no interfieran con o
inhiban significativamente la reaccion indicada, y, a menos que se especifique lo contrario, pueden incluir hidrégeno,
alquilo, alquilo sustituido, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, alcoxi, ariloxi, arilalquilo, arilalquilo
sustituido, amino, amino sustituido y otros como se conoce en la técnica. Los sustituyentes adecuados en estos
grupos incluyen alquilo, arilo, heteroarilo, ciano, halégeno, hidroxilo, nitro, amino, mercapto, carboxilo, y
carboxamida. Cuando se especifique, los grupos aceptores de electrones adecuados incluyen nitro, carboxilo,
haloalquilo, tal como trifluorometilo y otros como se conoce en la técnica. Ejemplos de grupos donadores de
electrones adecuados incluyen alquilo, alcoxi, hidroxilo, amino, halégeno, acetamido y otros como se conoce en la
técnica. La adicion de una amina primaria a un alqueno:

o] 0
& T /\)"\
' \—-NHz ¥ \)kgz Rt/\u Rz

Sustitucion nucledfila:

g o
R B R, d
1 R OH ______ ~ on
——NH, X

Ry
La alquilacion reductora de una amina:

R + - //o NaBH(QAc), H
AN <\ /> \ N~
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R.‘,/ Ry Ry Rz Ry

Reacciones formadoras de enlaces carbono-carbono catalizadas por paladio:
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Reacciones de sustitucién aromatica electrofila:

—
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- A — Ok
g Ry R, N ‘

X es un grupo donador de electrones.

Reacciones formadoras de imina/iminio/enamina:
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Reacciones de cicloadicion:
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Cicloadicion de Diels-Alder

Reacciones de sustitucién aromatica nucledfila:

AW

R
l\NH + A

Ry

4 \__/

W es un grupo aceptor de electrones

Ci N X
S
I Rg\ /Rz
+ N
N P N H

Ejemplos de sustituyentes X e Y adecuados incluyen amino sustituido o no sustituido, alcoxi sustituido o no
sustituido, tioalcoxi sustituido o no sustituido, ariloxi sustituido o no sustituido y tioariloxi sustituido y no sustituido.

Reaccién de Heck:
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. ' \

Formacién de acetal:

2

Y
. ( w X z
’ — X
z
Ry Ry X K, R,

Ejemplos de sustituyentes X e Y adecuados incluyen amino sustituido y no sustituido, hidroxilo y sulfhidrilo;
Y es un conector que conecta X e Y, y es adecuado para formar la estructura de anillo que se encuentra en el
producto de la reaccion.

Reacciones alddlicas:

=

Ry Ra X R4

Ejemplos de sustituyentes X adecuados incluyen O, Sy NRs.

Los componentes béasicos de armazén que pueden utilizarse para formar las moléculas y bibliotecas de la
invencién incluyen aquellos que tienen dos o mas grupos funcionales que pueden participar en reacciones
formadoras de enlaces con componentes basicos periféricos precursores, por ejemplo, utilizando una o mas de las
reacciones formadoras de enlaces analizadas anteriormente. También pueden sintetizarse restos de armazén
durante la construccion de las bibliotecas y las moléculas de la invencion, por ejemplo, utilizando precursores de
componentes basicos que pueden reaccionar de maneras especificas para formar moléculas que comprenden un
resto molecular central al que se afiaden grupos funcionales periféricos. En una forma de realizacion, una biblioteca
de la invencion comprende moléculas que comprenden un resto de armazoén constante, pero diferentes restos
periféricos o diferentes disposiciones de restos periféricos. En determinadas bibliotecas, todos los miembros de la
biblioteca comprenden un resto de armazon constante; otras bibliotecas pueden comprender moléculas que tienen
dos 0 méas restos de armazon diferentes. En la Tabla 8 se exponen ejemplos de reacciones formadoras de resto de
armazoén que pueden utilizarse en la construccion de las moléculas y bibliotecas de la invencion.

Los grupos Ri, Rz, Rz y R4 estan limitados sélo en cuanto a que no deben interferir con, o inhibir
significativamente, la reacciéon indicada, y pueden incluir hidrégeno, alquilo, alquilo sustituido, heteroalquilo,
heteroalquilo sustituido, cicloalquilo, heterocicloalquilo, cicloalquilo sustituido, heterocicloalquilo sustituido, arilo, arilo
sustituido, arilalquilo, heteroarilalquilo, arilalquilo sustituido, heteroarilalquilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo
sustituido, halégeno, alcoxi, ariloxi, amino, amino sustituido y otros como se conoce en la técnica. Los sustituyentes
adecuados incluyen, pero no se limitan a, alquilo, alcoxi, tioalcoxi, nitro, hidroxilo, sulfhidrilo, ariloxi, S-arilo, halégeno,
carboxi, amino, alquilamino, dialquilamino, arilamino, ciano, cianato, nitrilo, isocianato, tiocianato, carbamilo, y
carbamilo sustituido.

Debe entenderse que la sintesis de un resto funcional puede continuar por medio de un tipo concreto de
reaccion de acoplamiento, tal como, pero sin limitarse a, una de las reacciones analizadas anteriormente, o por
medio de una combinacién de dos 0 mas reacciones de acoplamiento, tales como dos o mas de las reacciones de
acoplamiento analizadas anteriormente. Por ejemplo, en una forma de realizacion, los componentes basicos se unen
mediante una combinacién de formacién de enlace amida (grupos complementarios amino y acido carboxilico) y
aminacion reductora (grupos complementarios amino y aldehido o cetona). Puede utilizarse cualquier quimica de
acoplamiento, siempre que sea compatible con la presencia de un oligonucleétido. Las etiquetas de oligonucleétidos
bicatenarios (diplex), tal como se utilizan en determinadas formas de realizacién de la presente invencion, son
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quimicamente mas robustas que las etiqguetas monocatenarias, y, por lo tanto, toleran una variedad mas amplia de
condiciones de reacciéon y permiten el uso de reacciones formadoras de enlaces que no serian posibles con
etiquetas monocatenarias.

Un componente béasico puede incluir uno o mas grupos funcionales ademas del grupo o grupos reactivos
empleados para formar el resto funcional. Uno o mas de estos grupos funcionales adicionales pueden estar
protegidos para evitar reacciones no deseadas de estos grupos funcionales. En la técnica se conocen grupos
protectores adecuados para una variedad de grupos funcionales (Greene y Wuts, Protective Groups in Organic
Synthesis, segunda edicion, Nueva York: John Wiley and Sons (1991), incorporado en el presente documento por
referencia). Los grupos protectores especialmente Utiles incluyen éteres y ésteres de t-butilo, acetales, aminas y
éteres de tritilo, ésteres de acetilo, éteres de trimetilsililo, ésteres y éteres de tricloroetilo y carbamatos.

En una forma de realizacién, cada componente basico comprende dos grupos reactivos, que pueden ser
iguales o diferentes. Por ejemplo, cada componente béasico afiadido en el ciclo s puede comprender dos grupos
reactivos que son iguales, pero que son ambos complementarios a los grupos reactivos de los componentes basicos
afadidos en las etapas s-1 y s+1. En otra forma de realizacidon, cada componente basico comprende dos grupos
reactivos que son a su vez complementarios. Por ejemplo, puede producirse una biblioteca que comprenda
moléculas de poliamida por medio de reacciones entre componentes basicos que comprenden dos grupos amino
primarios y componentes béasicos que comprenden dos grupos carboxilo activados. En los compuestos resultantes
no hay extremo terminal N- o C-, ya que los grupos amida alternos tienen direccionalidad opuesta. Como alternativa,
puede producirse una biblioteca de poliamida utilizando componentes béasicos que comprendan cada uno un grupo
amino y un grupo carboxilo activado. En esta forma de realizacion, los componentes basicos afadidos en la etapa n
del ciclo tendrén un grupo reactivo libre que es complementario al grupo reactivo disponible en el componente basico
n-1, mientras que, preferentemente, el otro grupo reactivo en el componente basico de orden n esta protegido. Por
ejemplo, si los miembros de la biblioteca se sintetizan de la direccion C a la N, los componentes béasicos afiadidos
comprenderan un grupo carboxilo activado y un grupo amino protegido.

Los restos funcionales pueden ser restos poliméricos u oligoméricos, tales como péptidos,
peptidomiméticos, acidos nucleicos peptidicos o peptoides, o pueden ser moléculas pequefias no poliméricas, por
ejemplo, moléculas que tienen una estructura que comprende un armazon central y estructuras dispuestas alrededor
de la periferia del armazén. Las bibliotecas oligoméricas o poliméricas lineales seran el resultado del uso de
componentes basicos que tienen dos grupos reactivos, mientras que las bibliotecas oligoméricas o poliméricas
ramificadas seran el resultado del uso de componentes béasicos que tienen tres 0 mas grupos reactivos,
opcionalmente en combinaciéon con componentes basicos que tienen sélo dos grupos reactivos. Tales moléculas
pueden representarse mediante la Férmula general XiXz... X, en la que cada X es una unidad monomeérica de un
polimero que comprende n unidades monoméricas, donde n es un nimero entero mayor que 1. En el caso de los
compuestos oligoméricos o poliméricos, los componentes béasicos terminales no necesitan comprender dos grupos
funcionales. Por ejemplo, en el caso de una biblioteca de poliamida, el componente basico C-terminal puede
comprender un grupo amino, pero la presencia de un grupo carboxilo es opcional. Andlogamente, el componente
basico en el extremo N-terminal puede comprender un grupo carboxilo, pero no necesita contener un grupo amino.

También pueden sintetizarse compuestos poliméricos u oligoméricos ramificados siempre que al menos un
componente béasico comprenda tres grupos funcionales que reaccionen con otros componentes bésicos. Una
biblioteca de la invencion puede comprender moléculas lineales, moléculas ramificadas o una combinacion de las
mismas.

Las bibliotecas también pueden construirse utilizando, por ejemplo, un componente basico de armazon que
tenga dos 0 mas grupos reactivos, en combinacién con otros componentes basicos que tengan solo un grupo
reactivo disponible, por ejemplo, en los que cualquier grupo reactivo adicional esté protegido o no reaccione con los
demas grupos reactivos presentes en el componente basico de armazoén. En una forma de realizacion, por ejemplo,
las moléculas sintetizadas pueden representarse mediante la Férmula general X(Y)n, en la que X es un componente
basico de armazén; cada Y es un componente basico unido a X y n es un ndamero entero al menos igual a dos, y
preferentemente un nimero de 2 a aproximadamente 6. En una forma de realizacion preferente, el componente
bésico inicial del ciclo 1 es un componente basico de armazén. En las moléculas de la Férmula X(Y),, cada Y puede
ser igual o diferente, pero en la mayoria de los miembros de una biblioteca tipica, cada Y sera diferente.

En una forma de realizacion, las bibliotecas de la invencién comprenden compuestos de poliamida. Los
compuestos de poliamida puede estar compuestos de componentes basicos derivados de cualquier aminoéacido,
incluyendo los veinte a-aminoacidos de origen natural, tales como alanina (Ala; A), glicina (Gly; G), asparagina (Asn;
N), acido aspartico (Asp; D), acido glutamico (Glu; E), histidina (His; H), leucina (Leu; L), lisina (Lys; K), fenilalanina
(Phe; F), tirosina (Tyr; Y), treonina (Thr; T), serina (Ser; S), arginina (Arg; R), valina (Val; V), glutamina (GIn; Q),
isoleucina (lle; 1), cisteina (Cys; C), metionina (Met; M), prolina (Pro; P) y triptéfano (Trp; W), en los que se dan los
cédigos de tres letras y de una letra para cada aminoacido. En su forma natural, cada uno de los aminoacidos
anteriores existe en la configuracion L, que debe presumirse en el presente documento a menos que se indique lo
contrario. Sin embargo, en el presente método, también pueden utilizarse las formas de configuracién D de estos
aminoacidos. Estos D-aminoacidos se indican en el presente documento mediante un cédigo de una o tres letras en
mindscula, es decir, ala (a), gly (g), leu (), gin (q), thr (t), ser (s), y asi sucesivamente. Los componentes basicos
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también pueden derivarse de otros a-aminodacidos, incluyendo, pero sin limitarse a, 3-arilalaninas, tales como
naftilalanina, fenilalaninas sustituidas con fenilo, incluyendo 4-fluoro, 4-cloro, 4-bromo y 4-metilfenilalanina;
3-heteroarilalaninas, tales como 3-piridilalanina, 3-tienilalanina, 3-quinolilalanina, y 3-imidazolilalanina; ornitina;
citrulina; homaocitrulina; sarcosina; homoprolina; homocisteina; prolina sustituida, tal como la hidroxiprolina y
fluoroprolina; denidroprolina; norleucina; O-metiltirosina; O-metilserina; O-metiltreonina y 3-ciclohexilalanina. Cada
uno de los aminoacidos anteriores puede utilizarse en la configuracion D- o en la configuracién L-.

Los componentes basicos también pueden ser aminoacidos que no sean a-aminoacidos, tales como los
a-aza-aminoacidos; B, v, 9, €,-aminoacidos, y aminoacidos sustituidos en N, tales como glicina sustituida en N, en la
que el sustituyente en N puede ser, por ejemplo, un grupo heteroarilalquilo, arilalquilo, heteroarilo, arilo o alquilo
sustituido o no sustituido. En una forma de realizacién, el sustituyente en N es una cadena lateral de un
a-aminoécido de origen natural o de origen no natural.

El componente béasico también puede ser una estructura peptidomimética, tal como un mimético de
dipéptido, tripéptido, tetrapéptido o pentapéptido. Tales componentes basicos peptidomiméticos se derivan
preferentemente de compuestos aminoacilo, de manera que la quimica de adicién de estos componentes basicos al
grupo poli(aminoacilo) en crecimiento es la misma que, o similar a, la quimica utilizada para los demas componentes
bésicos. Los componentes béasicos también pueden ser moléculas que sean capaces de formar enlaces que sean
isostéricos con un enlace peptidico, para formar restos funcionales peptidomiméticos que comprenden una
modificacién de la cadena principal del péptido, tales como W[CHS], w[CH2NH], y[CSNH;], y[NHCO], y[COCH,], y
W[(E) o (Z) CH=CH]. En la nomenclatura utilizada anteriormente, y indica la ausencia de un enlace amida. La
estructura que reemplaza al grupo amida se especifica dentro de los corchetes.

En una forma de realizacién, la invencion proporciona un método para sintetizar un compuesto que
comprende o consiste en un resto funcional que esta unido operativamente a un oligonucleétido codificante. El
método incluye las etapas de: (1) proporcionar un compuesto iniciador que consiste en un resto funcional inicial que
comprende n componentes basicos, donde n es un nimero entero igual a 1 o mayor, en el que el resto funcional
inicial comprende al menos un grupo reactivo, y en el que el resto funcional inicial esta unido operativamente a un
oligonucledtido inicial que codifica los n componentes basicos; (2) hacer reaccionar el compuesto iniciador con un
componente basico que comprende al menos un grupo reactivo complementario, en el que el al menos un grupo
reactivo complementario es complementario al grupo reactivo de la etapa (1), en condiciones adecuadas para que la
reaccion del grupo reactivo y el grupo reactivo complementario forme un enlace covalente; (3) hacer reaccionar el
oligonucleétido inicial con un oligonucledtido entrante en presencia de una enzima que cataliza la ligacién del
oligonucledtido inicial y el oligonucledtido entrante, en condiciones adecuadas para la ligacion del oligonucle6tido
entrante y el oligonucledtido inicial, produciendo de ese modo una molécula que comprende o consiste en un resto
funcional que comprende n+1 componentes béasicos que esta unido operativamente a un oligonucleétido codificante.
Si el resto funcional de la etapa (3) comprende un grupo reactivo, las etapas 1-3 pueden repetirse una o0 mas veces,
formando de este modo los ciclos 1 a i, donde i es un nimero entero igual a 2 o mayor, convirtiéndose el producto de
la etapa (3) de un ciclo s-1, donde s es un numero entero igual a i 0 menor, en el compuesto iniciador de la etapa (1)
del ciclo s. En cada ciclo, se afiade un componente béasico al resto funcional en crecimiento y se afiade una
secuencia de oligonucleétidos, que codifica el nuevo componente basico, al oligonucleétido codificante en
crecimiento.

En una forma de realizacion, el(los) compuesto(s) iniciador(es) inicial(es) se genera(n) por reaccion de un
primer componente basico con un oligonuclettido (por ejemplo, un oligonucleétido que incluye secuencias de
cebador de PCR o un oligonucleétido inicial) o con un conector al que se fija un oligonucledtido de dicho tipo. En la
forma de realizacion expuesta en la Figura 5, el conector comprende un grupo reactivo para la fijacion de un primer
componente basico y esta fijado a un oligonucledtido inicial. En esta forma de realizacién, la reaccion de un
componente basico, o en cada una de varias alicuotas, uno de una coleccion de componentes béasicos, con el grupo
reactivo del conector y la adicién de un oligonucleétido que codifica el componente basico al oligonucleétido inicial
produce el uno o0 mas componentes iniciadores del proceso expuesto anteriormente.

En una forma de realizacion preferente, cada componente bésico individual esti asociado con un
oligonucledtido distinto, de manera que la secuencia de nucleétidos en el oligonucleétido afiadido en un ciclo dado
identifica el componente béasico afiadido en el mismo ciclo.

El acoplamiento de los componentes bésicos y la ligacion de los oligonucleétidos se daran generalmente a
concentraciones similares de reactivos y materiales de partida. Por ejemplo, para tener un acoplamiento eficaz de
los componentes basicos, resultan preferentes concentraciones de los reaccionantes del orden de micromoles a
milimoles, por ejemplo de aproximadamente 10 uM a aproximadamente 10 mM.

En determinadas formas de realizacién, el método comprende adicionalmente, tras la etapa (2), la etapa de
neutralizacion de cualquier resto funcional inicial sin reaccionar. La neutralizacion de cualquier resto funcional inicial
sin reaccionar en un ciclo concreto evita que el resto funcional inicial del ciclo reaccione con un componente basico
afnadido en un ciclo posterior. Tales reacciones podrian conducir a la generacion de restos funcionales a los que les
falta uno 0 mas componentes basicos, conduciendo potencialmente a una variedad de estructuras de resto funcional
gue corresponden a una secuencia de oligonuclettidos concreta. Tal neutralizacion puede lograrse por reaccion de
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cualquier resto funcional inicial restante con un compuesto que reacciona con el grupo reactivo de la etapa (2).
Preferentemente, el compuesto neutralizante reacciona rapidamente con el grupo reactivo de la etapa (2) y no
incluye grupos reactivos adicionales que puedan reaccionar con los componentes basicos afiadidos en ciclos
posteriores. Por ejemplo, en la sintesis de un compuesto en el que el grupo reactivo de la etapa (2) es un grupo
amino, un compuesto neutralizante adecuado es un éster de N-hidroxisuccinimida, tal como el éster de
N-hidroxisuccinimida de acido acético.

En otra forma de realizacién, la invencion proporciona un método para producir una biblioteca de
compuestos, en la que cada compuesto comprende un resto funcional que comprende dos o mas restos de
componente basico que esta unido operativamente a un oligonucleétido. En una forma de realizacion preferente, el
oligonucleétido presente en cada molécula proporciona informacion suficiente para identificar los componentes
béasicos dentro de la molécula y, opcionalmente, el orden de adicién de los componentes basicos. En esta forma de
realizacién, el método de la invencion comprende un método para sintetizar una biblioteca de compuestos, en la que
los compuestos comprenden un resto funcional que comprende dos o mas componentes basicos que esta unido
operativamente a un oligonucleétido que identifica la estructura del resto funcional. El método comprende las etapas
de (1) proporcionar una solucién que comprende m compuestos iniciadores, donde m es un nimero entero igual a 1
0 mayor, en los que los compuestos iniciadores consisten en un resto funcional que comprende n componentes
bésicos, donde n es un nimero entero igual a 1 o mayor, que esta unido operativamente a un oligonucledtido inicial
gue identifica los n componentes basicos; (2) dividir la solucién de la etapa (1) en al menos r fracciones, donde r es
un ndmero entero igual a 2 o mayor, (3) hacer reaccionar cada fraccién con uno de los r componentes basicos,
produciendo de ese modo r fracciones que comprenden compuestos que consisten en un resto funcional que
comprende n+1 componentes basicos unidos operativamente al oligonucle6tido inicial; (4) hacer reaccionar cada
una de las r fracciones de la etapa (3) con uno de un conjunto de r oligonucleétidos entrantes distintos en
condiciones adecuadas para la ligacion enzimatica del oligonucleétido entrante al oligonucledétido inicial, produciendo
de ese modo r fracciones que comprenden moléculas que consisten en un resto funcional que comprende n+1
componentes basicos unidos operativamente a un oligonucleétido alargado que codifica los n+1 componentes
béasicos. Opcionalmente, el método puede incluir adicionalmente la etapa de (5) recombinar las r fracciones,
producidas en la etapa (4), produciendo de ese modo una soluciéon que comprende moléculas que consisten en un
resto funcional que comprende n+1 componentes béasicos, que esta unido operativamente a un oligonucleétido
alargado que codifica los n+1 componentes basicos. Las etapas (1) a (5) pueden llevarse a cabo una 0 méas veces
para producir los ciclos 1 a i, donde i es un numero entero igual a 2 o mayor. En el ciclo s+1, donde s es un nimero
entero igual a i-1 o menor, la solucién que comprende m compuestos iniciadores de la etapa (1) es la solucion de la
etapa (5) del ciclo s. Andlogamente, los compuestos iniciadores de la etapa (1) del ciclo s+1 son los productos de la
etapa (4) del ciclo s.

Preferentemente, la solucién de la etapa (2) se divide en r fracciones en cada ciclo de la sintesis de la
biblioteca. En esta forma de realizacion, cada fraccion se hace reaccionar con un Unico componente bésico.

En los métodos de la invencidn, el orden de adicién del componente basico y el oligonucleétido entrante no
es fundamental, y las etapas (2) y (3) de la sintesis de una molécula, y las etapas (3) y (4) de la sintesis de la
biblioteca pueden invertirse, es decir, el oligonucledtido entrante puede ligarse al oligonucleétido inicial antes de
afiadir el nuevo componente basico. En determinadas formas de realizacion, puede ser posible llevar a cabo estas
dos etapas simultdneamente.

En determinadas formas de realizacién, el método comprende adicionalmente, tras la etapa (2), la etapa de
neutralizacion de cualquier resto funcional inicial sin reaccionar. La neutralizacion de cualquier resto funcional inicial
sin reaccionar en un ciclo concreto evita que el resto funcional inicial de un ciclo reaccione con un componente
basico afiadido en un ciclo posterior. Tales reacciones pueden conducir a la generacion de restos funcionales a los
que le falta uno o mas componentes béasicos, conduciendo potencialmente a una variedad de estructuras de resto
funcional que corresponden a una secuencia de oligonucleétidos concreta. Tal neutralizacion puede lograrse por
reaccion de cualquier resto funcional inicial restante con un compuesto que reaccione con el grupo reactivo de la
etapa (2). Preferentemente, el compuesto neutralizante reacciona rapidamente con el grupo reactivo de la etapa (2)
y no incluye grupos reactivos adicionales que puedan reaccionar con los componentes basicos afiadidos en ciclos
posteriores. Por ejemplo, en la sintesis de un compuesto en el que el grupo reactivo de la etapa (2) es un grupo
amino, un compuesto neutralizante adecuado es un éster de N-hidroxisuccinimida, tal como éster de
N-hidroxisuccinimida de acido acético.

En una forma de realizacion, los componentes bésicos utilizados en la sintesis de la biblioteca se
seleccionan a partir de un conjunto de componentes basicos candidatos evaluando la capacidad de los componentes
basicos candidatos para reaccionar con los grupos funcionales complementarios adecuados en las condiciones
utilizadas para la sintesis de la biblioteca. A continuacidon pueden seleccionarse los componentes basicos que
demuestren ser adecuadamente reactivos en tales condiciones para su incorporacion a la biblioteca. Opcionalmente,
los productos de un ciclo dado pueden purificarse. Cuando el ciclo es un ciclo intermedio, es decir, cualquier ciclo
antes del ciclo final, estos productos son productos intermedios y pueden purificarse antes de iniciarse el siguiente
ciclo. Si el ciclo es el ciclo final, los productos del ciclo son los productos finales, y pueden purificarse antes de
cualquier uso de los compuestos. Esta etapa de purificacién puede separar, por ejemplo, los reaccionantes sin
reaccionar o en exceso y la enzima empleada para la ligacion de oligonucleétidos. Puede utilizarse cualquier método
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que sea adecuado para la separacion de los productos de otras especies presentes en solucion, incluyendo la
cromatografia de liquidos, tal como la cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC) y la precipitacion con un
codisolvente adecuado, tal como etanol. Los métodos adecuados para la purificacion dependeran de la naturaleza
de los productos y del sistema disolvente utilizado para la sintesis.

Las reacciones se llevan a cabo, preferentemente, en solucién acuosa, tal como una solucién acuosa
tamponada, pero también pueden llevarse a cabo en medios mixtos acuosos/organicos coherentes con las
propiedades de solubilidad de los componentes basicos, los oligonucleétidos, los productos intermedios y los
productos finales y la enzima utilizada para catalizar la ligacién de oligonucleétidos.

Debe entenderse que el nimero tedrico de compuestos producidos por un ciclo dado en el método descrito
anteriormente es el producto del nimero de compuestos iniciadores diferentes; m, utilizado en el ciclo y el nUmero
de componentes basicos distintas afiadidos en el ciclo, r. El nUmero real de compuestos distintos producidos en el
ciclo puede ser tan alto como el producto de r y m (r x m), pero podria ser menor, dadas las diferencias de
reactividad de determinados componentes basicos con determinados otros componentes basicos. Por ejemplo, la
cinética de adicién de un componente basico concreto respecto a un compuesto iniciador concreto puede ser tal que
en la escala de tiempo del ciclo de sintesis, puede producirse poco o nada del producto de esa reaccion.

En determinadas formas de realizacion, se afiade un componente basico comun antes del ciclo 1, después
del ultimo ciclo o entre dos ciclos cualesquiera. Por ejemplo, cuando el resto funcional es una poliamida, puede
afadirse un componente béasico de proteccién N-terminal comun tras el ciclo final. También puede introducirse un
componente basico comun entre dos ciclos cualesquiera, por ejemplo, para afadir un grupo funcional, tal como un
grupo azida o alquino, que puede utilizarse para modificar los restos funcionales, por ejemplo, por ciclacién, tras la
sintesis de la biblioteca.

La expresién "unido operativamente”, tal como se utiliza en el presente documento, significa que dos
estructuras quimicas estan unidas entre si de tal manera que permanecen unidas a través de las diversas
manipulaciones que se espera que experimenten. Por lo general, el resto funcional y el oligonucleétido codificante
estan unidos covalentemente por medio de un grupo de union apropiado. El grupo de unién es un resto bivalente con
un sitio de fijacion para el oligonucleétido y un sitio de fijacion para el resto funcional. Por ejemplo, cuando el resto
funcional es un compuesto de poliamida, el compuesto de poliamida puede fijarse al grupo de unién en su extremo
N-terminal, su extremo C-terminal o por medio de un grupo funcional en una de las cadenas laterales. El grupo de
union es suficiente para separar el compuesto de poliamida y el oligonucledtido al menos un &tomo, y
preferentemente, mas de un atomo, tal como al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco o al
menos seis atomos. Preferentemente, el grupo de union es suficientemente flexible para permitir que el compuesto
de poliamida se una a las moléculas diana de una manera que sea independiente del oligonucledtido.

En una forma de realizacion, el grupo de union esta fijado al extremo N-terminal del compuesto de
poliamida y al grupo 5'-fosfato del oligonucleétido. Por ejemplo, el grupo de union puede derivarse de un precursor
de grupo de unidén que comprenda un grupo carboxilo activado en un extremo y un éster activado en el otro extremo.
La reaccién del precursor de grupo de unién con el &tomo de nitrdgeno N-terminal formard un enlace amida que
conecta el grupo de unién al compuesto de poliamida o al componente basico N-terminal, mientras que la reaccion
del precursor de grupo de unién con el grupo hidroxilo 5' del oligonucledtido dard lugar a la fijacion del
oligonucleétido al grupo de unién por medio de un enlace éster. El grupo de unién puede comprender, por ejemplo,
una cadena de polimetileno, tal como una cadena -(CHz),- 0 una cadena de poli(etilenglicol), tal como una cadena
-(CH2CH20),, en la que en ambos casos n es un numero entero de 1 a aproximadamente 20. Preferentemente, n es
de 2 a aproximadamente 12, mas preferentemente de aproximadamente 4 a aproximadamente 10. En una forma de
realizacion, el grupo de uniéon comprende un grupo hexametileno (-(CH2)s-).

Cuando los componentes basicos son restos de aminoacidos, el resto funcional resultante es una
poliamida. Los aminoéacidos pueden acoplarse utilizando cualquier quimica adecuada para la formacién de enlaces
amida. Preferentemente, el acoplamiento de los componentes basicos de aminoédcidos se lleva a cabo en
condiciones que sean compatibles con la ligacién enzimética de los oligonucleétidos, por ejemplo, de pH neutro o
casi neutro, y en solucidon acuosa. En una forma de realizacion, el compuesto de poliamida se sintetiza de la
direccion C-terminal a la N-terminal. En esta forma de realizacion, el componente basico primero, o C-terminal, esta
acoplado en su grupo carboxilo a un oligonucleétido por medio de un grupo de unién adecuado. Se hace reaccionar
el primer componente basico con el segundo componente basico, que preferentemente tiene un grupo carboxilo
activado y un grupo amino protegido. Puede utilizarse cualquier estrategia de grupo activador/protector que sea
adecuada para la formacion de enlaces amida en fase de solucion. Por ejemplo, las especies carboxilo activado
adecuadas incluyen fluoruros de acilo (Patente de EE.UU. N° 5.360.928, incorporada en el presente documento por
referencia en su totalidad), anhidridos simétricos y ésteres de N-hidroxisuccinimida. Los grupos acilo también
pueden activarse in situ, como se conoce en la técnica, por reaccidon con un compuesto activador adecuado. Los
compuestos activadores adecuados incluyen diciclohexilcarbodiimida (DCC), diisopropilcarbodiimida (DIC),
1-etoxicarbonil-2-etoxi-1,2-dihidroquinolina (EEDQ), clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC),
anhidrido  n-propano-fosfénico  (PPA), cloruro de  N,N-bis(2-oxo-3-oxazolidinil)imido-fosforil  (BOP-CI),
hexafluorofosfato de bromo-tris-pirrolidino fosfonio (PyBrop), difenilfosforilazida (DPPA), reactivo de Castro (BOP,
PyBop), sales de O-benzotriazolil-N,N,N,N-tetrametiluronio (HBTU), cianuro de dietilfosforilo (DEPCN), didxido de
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2,5-difenil-2,3-dihidro-3-oxo-4-hidroxi-tiofeno (reactivo de Steglich; HOTDO), 1,1'-carbonil-diimidazol (CDI), y cloruro
de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio (DMT-MM). Los reactivos de acoplamiento pueden emplearse
en solitario o en combinaciéon con aditivos tales como N,N-dimetil-4-aminopiridina (DMAP), N-hidroxi-benzotriazol
(HOBLt), N-hidroxibenzotriazina (HOOBt), N-hidroxisuccinimida (HOSu) N-hidroxiazabenzotriazol (HOAt), sales de
azabenzotriazolil-tetrametiluronio (HATU, HAPyU) o 2-hidroxipiridina. En determinadas formas de realizacion, la
sintesis de una biblioteca requiere el uso de dos o mas estrategias de activacion, para permitir el uso de un conjunto
estructuralmente diverso de componentes basicos. Para cada componente basico, un experto en la materia puede
determinar la estrategia de activacién adecuada.

El grupo protector N-terminal puede ser cualquier grupo protector que sea compatible con las condiciones
del proceso, por ejemplo, grupos protectores que sean adecuados para las condiciones de sintesis en fase de
solucién. Un grupo protector preferente es el grupo fluorenilmetoxicarbonilo ("Fmoc"). Cualquier grupo funcional
potencialmente reactivo en la cadena lateral del componente basico aminoacilo también puede necesitar estar
adecuadamente protegido. Preferentemente, el grupo protector de cadena lateral es ortogonal al grupo protector
N-terminal, es decir, el grupo protector de cadena lateral se elimina en condiciones que sean diferentes de las
necesarias para la eliminacién del grupo protector N-terminal. Los grupos protectores de cadena lateral adecuados
incluyen el grupo nitroveratrilo, que puede utilizarse para proteger los grupos carboxilo de cadena lateral y los grupos
amino de cadena lateral. Otro grupo protector amina de cadena lateral adecuado es el grupo N-pent-4-enoilo.

Los componentes basicos pueden modificarse tras la incorporacién en el resto funcional, por ejemplo,
mediante una reaccion adecuada que implica un grupo funcional en uno o mas de los componentes basicos. La
modificacién del componente basico puede tener lugar tras la adicién del componente basico final o en cualquier
punto intermedio de la sintesis del resto funcional, por ejemplo, después de cualquier ciclo del proceso de sintesis.
Cuando se sintetiza una biblioteca de moléculas bifuncionales de la invencion, la modificacion de los componentes
basicos puede llevarse a cabo en toda la biblioteca o en una parte de la biblioteca, aumentando de ese modo el
grado de complejidad de la biblioteca. Las reacciones adecuadas de modificacion de los componentes basicos
incluyen aquellas reacciones que pueden realizarse en condiciones compatibles con el resto funcional y el
oligonucledtido codificante. Ejemplos de tales reacciones incluyen la acilacion y la sulfonacion de grupos amino o
grupos hidroxilo, la alquilacién de grupos amino, la esterificacion o tioesterificacion de grupos carboxilo, la amidacion
de grupos carboxilo, la epoxidacion de alquenos, y otras reacciones como se conocen la técnica. Cuando el resto
funcional incluye un componente béasico que tiene un grupo funcional azida o alquino, puede utilizarse la reaccién de
cicloadicion de azida/alquino para derivatizar el componente basico. Por ejemplo, puede hacerse reaccionar un
componente basico que incluye un alquino con una azida organica, o puede hacerse reaccionar un componente
bésico que incluye una azida con un alquino, formandose en cualquiera de los casos un triazol. Las reacciones de
modificacién de los componentes basicos pueden tener lugar después de la adicion del componente bésico final o en
un punto intermedio del proceso de sintesis, y pueden utilizarse para afiadir una variedad de estructuras quimicas al
resto funcional, incluyendo hidratos de carbono, restos de unién metdlicos, y estructuras que se dirijan a
determinadas biomoléculas o tipos de tejidos.

En otra forma de realizacion, el resto funcional comprende una serie lineal de componentes bésicos y esta
serie lineal se cicla utilizando una reacciéon adecuada. Por ejemplo, si al menos dos componentes basicos de la serie
lineal incluyen grupos sulfhidrilo, los grupos sulfhidrilo pueden ser oxidados para formar un enlace disulfuro, ciclando
de ese modo la serie lineal. Por ejemplo, los restos funcionales pueden ser oligopéptidos que incluyen dos o mas
restos cisteina L o D y/u homocisteina L o D. Los componentes basicos también pueden incluir otros grupos
funcionales capaces de reaccionar entre si para ciclar la serie lineal, tales como grupos carboxilo y grupos amino o
hidroxilo.

En una forma de realizacion preferente, uno de los componentes béasicos en la serie lineal comprende un
grupo alquino y otro componente basico en la serie lineal comprende un grupo azida. Los grupos azida y alquino
pueden introducirse para que reaccionen por medio de cicloadicién, lo que da como resultado la formacion de una
estructura macrociclica. En el ejemplo ilustrado en la Figura 9, el resto funcional es un polipéptido que comprende un
componente basico de propargilglicina en su extremo C-terminal y un grupo azidoacetilo en su extremo N-terminal.
La reaccion del alquino y el grupo azida en condiciones adecuadas da como resultado la formacion de un compuesto
ciclico, que incluye una estructura triazol en el macrociclo. En el caso de una biblioteca, en una forma de realizacion,
cada miembro de la biblioteca comprende componentes basicos que contienen alquino y azida y pueden ciclarse de
esta manera. En una segunda forma de realizacién, todos los miembros de la biblioteca comprenden componentes
basicos que contienen alquino y azida, pero sélo se cicla una porcion de la biblioteca. En una tercera forma de
realizacién, sélo determinados restos funcionales incluyen componentes basicos que contienen alquino y azida, y
sélo se ciclan estas moléculas. En las formas de realizacion segunda y tercera anteriores, la biblioteca, tras la
reaccion de cicloadicion, incluird restos funcionales ciclicos y lineales.

En algunas formas de realizacion de la invencion en las que se afiade el mismo resto funcional, por
ejemplo, triazina, a todas y cada una de las fracciones de la biblioteca durante una etapa de sintesis concreta, puede
no ser necesario afiadir una etiqueta de oligonucleétidos que codifique ese resto funcional.

Los oligonucleétidos pueden ligarse por métodos quimicos o enzimaticos. En una forma de realizacion, los
oligonucleétidos se ligan por medios quimicos. La ligacién quimica de ADN y ARN puede realizarse utilizando
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reactivos tales como bromuro de cianégeno y carbodiimida soluble en agua tal como se ilustra en, por ejemplo,
Shabarova, et al. (1991) Nucleic Acids Research, 19, 4247-4251), Federova, et al. (1996) Nucleosides and
Nucleotides, 15, 1137-1147, y Carriero y Damha (2003) Journal of Organic Chemistry, 68, 8328-8338. En una forma
de realizacion, la ligaciéon quimica se realiza utilizando bromuro de ciandgeno, 5 M en acetonitrilo, con una relaciéon
1:10 v/v con oligonucledtido fosforilado en 5" en un tamp6n pH 7,6 (MBS 1 M + MgCl, 20 mM) a 0 grados durante 1 a
5 minutos. En otra forma de realizacion, los oligonucledtidos se ligan utilizando métodos enzimaticos. En cualquiera
de las formas de realizacion, los oligonucleétidos pueden ser bicatenarios, preferentemente con una protuberancia
de aproximadamente 5 a aproximadamente 14 bases. El oligonucleétido también puede ser monocatenario, en cuyo
caso se emplea una tablilla con un solapamiento de aproximadamente 6 bases con cada uno de los oligonucleétidos
a ligar para situar los restos 5’y 3' reactivos proximos entre si.

En una forma de realizacion, el componente basico inicial esta unido operativamente a un oligonucle6tido
inicial. Antes o después del acoplamiento de un segundo componente basico al componente basico inicial, se liga al
oligonucledtido inicial una segunda secuencia de oligonucleétido que identifica el segundo componente basico. En
las Figuras 1 y 2 se exponen los métodos para ligar la secuencia de oligonucledtido inicial y la secuencia de
oligonucledtido entrante. En la Figura 1, el oligonucleétido inicial es bicatenario, y una hebra incluye una secuencia
protuberante que es complementaria a un extremo del segundo oligonucleétido y pone en contacto el segundo
oligonucledtido con el oligonucledtido inicial. Preferentemente, la secuencia protuberante del oligonucleétido inicial y
la secuencia complementaria del segundo oligonucledtido tienen ambas al menos aproximadamente 4 bases; mas
preferentemente ambas secuencias tienen la misma longitud. El oligonucleétido inicial y el segundo oligonucleétido
pueden ligarse utilizando una enzima adecuada. Si el oligonucleétido inicial estd unido al primer componente basico
en el extremo 5’ de una de las hebras (la "hebra superior"), entonces la hebra que es complementaria a la hebra
superior (la "hebra inferior") incluira la secuencia protuberante en su extremo 5’, y el segundo oligonucleétido incluird
una secuencia complementaria en su extremo 5'. Tras la ligacion del segundo oligonucleétido, puede afiadirse una
hebra que sea complementaria a la secuencia del segundo oligonucledtido que esta en direccion 3’ respecto a la
secuencia complementaria protuberante, y que incluye una secuencia protuberante adicional.

En una forma de realizacion, el oligonucledtido se alarga como se expone en la Figura 2. El oligonucleétido
unido al resto funcional en crecimiento y el oligonucledtido entrante se sitian para la ligacion utilizando una
secuencia "tablilla", que incluye una regién que es complementaria al extremo 3’ del oligonucledétido inicial y una
regiébn que es complementaria al extremo 5 del oligonucleétido entrante. La tablilla aproxima el extremo 5 del
oligonucleétido al extremo 3' del oligonucleétido entrante y la ligacién se logra utilizando la ligacién enzimatica. En el
ejemplo ilustrado en la Figura 2, el oligonucleédtido inicial consiste en 16 bases nitrogenadas y la tablilla es
complementaria a las 6 bases en el extremo 3’. El oligonucleétido entrante consiste en 12 bases nitrogenadas, y la
tablilla es complementaria a las 6 bases en el extremo 5. La longitud de la tablilla y las longitudes de las regiones
complementarias no son fundamentales. Sin embargo, las regiones complementarias deben ser lo suficientemente
largas como para permitir la formacién de un dimero estable en las condiciones de la ligacion, pero no tan largas
como para producir un nucleétido codificante excesivamente grande en las moléculas finales. Resulta preferente que
las regiones complementarias tengan una longitud de aproximadamente 4 bases a aproximadamente 12 bases, méas
preferentemente de aproximadamente 5 bases a aproximadamente 10 bases, y lo mas preferentemente de
aproximadamente 5 bases a aproximadamente 8 bases.

Los métodos de “separacion y agrupacion” utilizados para los métodos de sintesis de la biblioteca
expuestos en el presente documento garantizan que cada resto funcional Unico esté unido operativamente a al
menos una secuencia de oligonucledtidos Unica que identifica el resto funcional. Si se utilizan 2 0 mas etiquetas de
oligonucledtidos diferentes para al menos un componente basico en al menos uno de los ciclos de sintesis, cada
resto funcional diferente que comprende un componente basico sera codificado por multiples oligonucleétidos. Por
ejemplo, si se utilizan 2 etiquetas de oligonucledtidos Para cada componente basico durante la sintesis de una
biblioteca de 4 ciclos, habrd 16 secuencias de ADN (2") que codifican cada resto funcional Unico. Existen varias
ventajas potenciales para la codificacion de cada resto funcional Unico con mdltiples secuencias. En primer lugar, la
seleccidn de una combinacion diferente de secuencias de etiqueta que codifican el mismo resto funcional garantiza
gue aquellas moléculas fueron seleccionadas de forma independiente. En segundo lugar, la seleccion de una
combinacion diferente de secuencias de etiqueta que codifican el mismo resto funcional elimina la posibilidad de que
la seleccion se basara en la secuencia del oligonucleétido. En tercer lugar, puede reconocerse un artefacto técnico si
el andlisis de la secuencia sugiere que un resto funcional concreto esta altamente enriquecido, pero aparece sélo
una combinacién de secuencias de entre muchas posibilidades. El marcado multiple puede lograrse teniendo
reacciones de separacion independientes con el mismo componente basico pero una etiqueta de oligonucledtidos
diferente. Como alternativa, el marcado mdltiple puede lograrse mezclando una relacion adecuada de cada etiqueta
en una Unica reaccion de marcado con un componente basico individual.

En una forma de realizacion, el oligonucledtido inicial es bicatenario y las dos hebras estan unidas
covalentemente. En la Figura 3 se muestra un medio de unir covalentemente las dos hebras, en el que se utiliza un
resto de union, por ejemplo, un conector, para unir las dos hebras y el resto funcional. El resto de unién puede ser
cualquier estructura quimica que comprenda un primer grupo funcional que esté adaptado para reaccionar con un
componente basico, un segundo grupo funcional que esté adaptado para reaccionar con el extremo 3’ de un
oligonucleétido, y un tercer grupo funcional que esté adaptado para reaccionar con el extremo 5 de un
oligonucleétido. Preferentemente, los grupos funcionales segundo y tercero estan orientados para situar las dos
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hebras de oligonucleétido en una orientacion relativa que permita la hibridaciéon de las dos hebras. Por ejemplo, el
resto de union, por ejemplo, el conector, puede tener la estructura general (1):

A
c\.F -
\S/

00 e [T)

@

en la que A, es un grupo funcional que puede formar un enlace covalente con un componente basico, B es un grupo
funcional que puede formar un enlace con el extremo 5’ de un oligonucleétido, y C es un grupo funcional que puede
formar un enlace con el extremo 3' de un oligonucleétido. D, F y E son grupos quimicos que unen los grupos
funcionales A, C y B a S, que es un atomo central o armazon. Preferentemente, D, E y F son cada uno
independientemente una cadena de 4tomos, tal como una cadena de alquileno o una cadena de oligo(etilenglicol), y
D, E y F pueden ser iguales o diferentes, y son preferentemente eficaces para permitir la hibridacion de los dos
oligonucledtidos y la sintesis del resto funcional. En una forma de realizacién, el resto de unién trivalente es un
conector que tiene la estructura

o) 0
o O 4
0-P-0" N0 TN “PL
o) d °°

0 0
/
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o- / 0=
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En esta forma de realizacion, el grupo NH esta disponible para fijarse a un componente basico, mientras que los
grupos fosfato terminales estan disponibles para fijarse a un oligonucleotido.

En las formas de realizacion en las que el oligonucledtido inicial es bicatenario, los oligonucleétidos
entrantes son también bicatenarios. Como se muestra en la Figura 3, el oligonucleétido inicial puede tener una hebra
mas larga que la otra, proporcionando una secuencia protuberante. En esta forma de realizacion, el oligonucleétido
entrante incluye una secuencia protuberante que es complementaria a la secuencia protuberante del oligonucleétido
inicial. La hibridacién de las dos secuencias protuberantes complementarias coloca en posicion el oligonucleétido
entrante para la ligacién al oligonucleétido inicial. Esta ligacion puede realizarse enzimaticamente utilizando una
ADN o ARN ligasa. Las secuencias protuberantes del oligonucleétido entrante y el oligonucleétido inicial son
preferentemente de la misma longitud y consisten en dos o mas nucleétidos, preferentemente de 2 a
aproximadamente 10 nucleétidos, mas preferentemente de 2 a aproximadamente 6 nucleétidos. En una forma de
realizacién preferente, el oligonucleétido entrante es un oligonucledtido bicatenario que tiene una secuencia
protuberante en cada extremo. La secuencia protuberante en un extremo es complementaria a la secuencia
protuberante del oligonucleétido inicial, mientras que, después de la ligacion del oligonucledtido entrante y el
oligonucleétido inicial, la secuencia protuberante en el otro extremo se convierte en la secuencia protuberante del
oligonucledtido inicial del siguiente ciclo. En una forma de realizacion, las tres secuencias protuberantes tienen una
longitud de 2 a 6 nucledtidos, y la secuencia codificante del oligonucleétido entrante tiene una longitud de 3 a 10
nucleétidos, preferentemente una longitud de 3 a 6 nucleétidos. En una forma de realizacion concreta, todas las
secuencias protuberantes tienen una longitud de 2 nucleétidos y la secuencia codificante tiene una longitud de 5
nucledtidos.

En una forma de realizacion ilustrada en la Figura 4, la hebra entrante tiene una region en su extremo 3’
que es complementaria al extremo 3' del oligonucledtido inicial, dejando las protuberancias en los extremos 5’ de
ambas hebras. La extremos 5 puede rellenarse utilizando, por ejemplo, una ADN polimerasa, tal como polimerasa
Vent, lo que da como resultado un oligonucleétido alargado bicatenario. Puede eliminarse la hebra inferior de este
oligonucledtido, y afadirse la secuencia adicional al extremo 3’ de la hebra superior utilizando el mismo método.
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La etiqueta de oligonucleétidos codificante se forma como resultado de la adicion sucesiva de
oligonucleétidos que identifican cada componente basico sucesivo. En una forma de realizacién de los métodos de la
invencion, las etiquetas de oligonucledtidos sucesivas pueden acoplarse mediante ligacion enzimatica para producir
un oligonucledtido codificante.

Puede realizarse la ligacion de oligonucledtidos catalizada por enzimas utilizando cualquier enzima que
tenga la capacidad de ligar fragmentos de acido nucleico. Las enzimas ejemplares incluyen ligasas, polimerasas, y
topoisomerasas. En formas de realizacion especificas de la invencion, se utilizan la ADN ligasa (EC 6.5.1.1), la ADN
polimerasa (EC 2.7.7.7), la ARN polimerasa (EC 2.7.7.6) o la topoisomerasa (EC 5.99.1.2) para ligar los
oligonucleétidos. Las enzimas contenidas en cada clase EC pueden encontrarse, por ejemplo, como se describe en
Bairoch (2000) Nucleic Acids Research 28:304-5.

En una forma de realizacion preferente, los oligonucledtidos utilizados en los métodos de la invencion son
los oligodesoxinucleétidos y la enzima utilizada para catalizar la ligacién de oligonucleétidos es la ADN ligasa. A fin
de que la ligacion se de en presencia de la ligasa, es decir, para que se forme un enlace fosfodiéster entre dos
oligonucleétidos, un oligonucledtido debe tener un grupo fosfato 5’ libre y el otro oligonucleétido debe tener un grupo
hidroxilo 3' libre. Las ADN ligasas ejemplares que pueden utilizarse en los métodos de la invencién incluyen la ADN
ligasa de T4, la ADN ligasa de Taq, la ARN ligasa de T4, la ADN ligasa (E. coli) (todas disponibles en, por ejemplo,
New England Biolabs, MA).

Un experto en la materia comprendera que cada enzima utilizada para la ligacion tiene una actividad 6ptima
en condiciones especificas, por ejemplo, temperatura, concentracion de tampén, pH y tiempo. Puede ajustarse cada
una de estas condiciones, por ejemplo, segun las instrucciones del fabricante, para obtener la ligacién 6ptima de las
etiquetas de oligonucleétidos.

El oligonucleétido entrante puede tener cualquier longitud deseable, pero tiene preferentemente una
longitud de al menos tres bases nitrogenadas. Mas preferentemente, el oligonucleétido entrante tiene una longitud
de 4 o mas bases nitrogenadas. En una forma de realizacién, el oligonucledétido entrante tiene de una longitud de 3 a
aproximadamente 12 bases nitrogenadas. Resulta preferente que los oligonucleétidos de las moléculas en las
bibliotecas de la invencién tengan una secuencia terminal comin que pueda servir de cebador para la PCR, como se
conoce en la técnica. Puede incorporarse una secuencia terminal comdn de este tipo como extremo terminal del
oligonucledtido entrante afiadido en el ciclo final de la sintesis de la biblioteca, o puede afiadirse tras la sintesis de la
biblioteca, por ejemplo, utilizando los métodos de ligacién enzimética descritos en el presente documento.

En la Figura 5 se expone una forma de realizacion preferente del método de la invencion. El proceso
comienza con una secuencia de ADN sintetizada que se fija en su extremo 5’ a un conector que termina en un grupo
amino. En la etapa 1, esta secuencia de ADN de partida se liga a una secuencia de ADN entrante en presencia de
una hebra de ADN tablilla, una ADN ligasa y ditiotreitol en tampén Tris. Esto produce una secuencia de ADN
marcado, que a continuacion puede utilizarse directamente en la siguiente etapa o purificarse, por ejemplo, utilizando
HPLC o precipitacion con etanol, antes de continuar a la siguiente etapa. En la etapa 2 se hace reaccionar el ADN
marcado con un aminoacido activado protegido, en este ejemplo, un fluoruro de aminoacido protegido con Fmoc,
produciendo un conjugado de ADN-aminoacido protegido. En la etapa 3, se desprotege el conjugado de
ADN-aminoé&cido protegido, por ejemplo, en presencia de piperidina, y el conjugado desprotegido resultante se
purifica opcionalmente, por ejemplo, por HPLC o precipitacion con etanol. El conjugado desprotegido es el producto
del primer ciclo de sintesis, y se convierte en el material de partida para el segundo ciclo, que afiade un segundo
resto de aminodcido al grupo amino libre del conjugado desprotegido.

En las formas de realizacion en las que se va a utilizar la PCR para amplificar y/o secuenciar los
oligonucledtidos codificantes de las moléculas seleccionadas, los oligonucleétidos codificantes pueden incluir, por
ejemplo, secuencias de cebador de PCR y/o cebadores de secuenciacion (por ejemplo, cebadores tales como, por
ejemplo, 3-GACTACCGCGCTCCCTCCG-5 y 3-GACTCGCCCGACCGTTCCG-5’). Puede incluirse una secuencia
de cebador de PCR, por ejemplo, en el oligonucleétido inicial antes del primer ciclo de sintesis, y/o puede incluirse
con el primer oligonucledtido entrante, y/o puede ligarse al oligonucledétido codificante tras el ciclo final de la sintesis
de la biblioteca, y/o puede incluirse en el oligonucleétido entrante del ciclo final. Las secuencias de cebador de PCR
afadidas después del ciclo final de sintesis de la biblioteca y/o en el oligonucleétido entrante del ciclo final se
denominan en el presente documento "secuencias de proteccién terminal”.

En una forma de realizacion, la secuencia de cebador de PCR se disefia en la etiqueta de oligonucleétidos
codificante. Por ejemplo, puede incorporarse una secuencia de cebador de PCR en la etiqueta de oligonucleétidos
inicial y/o puede incorporarse en la etiqueta de oligonucleétidos final. En una forma de realizacion se incorpora la
misma secuencia de cebador de PCR en la etiqueta de oligonucleétidos inicial y final. En otra forma de realizacién,
se incorpora una primera secuencia de cebador de PCR en la etiqueta de oligonucleétidos inicial y se incorpora una
segunda secuencia de cebador de PCR en la etiqueta de oligonucledtidos final. Como alternativa, puede
incorporarse la segunda secuencia de cebador de PCR en la secuencia de proteccion terminal como se describe en
el presente documento. En las formas de realizacion preferentes, la secuencia del cebador de PCR tiene al menos
una longitud de aproximadamente 5, 7, 10, 13, 15, 17, 20, 22, 6 25 nucledtidos.
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Las secuencias de cebador de PCR adecuadas para su uso en las bibliotecas de la invencién son
conocidas en la técnica; métodos y cebadores adecuados se exponen, por ejemplo, en Innis, et al., eds, PCR
Protocols: A Guide to Methods and Applications, San Diego: Academic Press (1990).

Otros cebadores adecuados para su uso en la construccién de las bibliotecas descritas en el presente
documento son aquellos cebadores descritos en las publicaciones PCT WO 2004/069849 y WO 2005/003375.

El término "polinucledtido” tal como se utiliza en el presente documento en referencia a los cebadores, las
sondas y los segmentos o fragmentos de acidos nucleicos a sintetizar mediante la extensién del cebador, se define
como una molécula compuesta de dos 0 mas desoxirribonucleétidos, preferentemente mas de tres.

El término "cebador", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un polinucleétido purificado
a partir de una digestién restrictiva de acidos nucleicos o producido sintéticamente, que es capaz de actuar como
punto de iniciacién de la sintesis de acidos nucleicos cuando se coloca en condiciones en las que se induce la
sintesis de un producto de extension del cebador que es complementario a una hebra de acido nucleico, es decir, en
presencia de nucleétidos y de un agente para la polimerizacion tal como la ADN polimerasa, la transcriptasa inversa
y similares, y a una temperatura y pH adecuados. El cebador es preferentemente monocatenario para una eficacia
méxima, pero como alternativa puede estar en forma bicatenaria. Si es bicatenario, el cebador se trata primero para
separarlo de su hebra complementaria antes de utilizarse para preparar los productos de extension.
Preferentemente, el cebador es un polidesoxirribonucleétido. El cebador debe ser suficientemente largo para cebar
la sintesis de productos de extension en presencia de los agentes para la polimerizacion. Las longitudes exactas de
los cebadores dependeran de muchos factores, incluyendo la temperatura y la fuente del cebador.

Los cebadores utilizados en el presente documento estdn seleccionados para ser "sustancialmente"
complementarios a las diferentes hebras de cada secuencia especifica a amplificar. Esto significa que el cebador
debe ser suficientemente complementario para hibridar de manera no aleatoria con su hebra molde respectiva. Por
lo tanto, la secuencia del cebador puede o no reflejar la secuencia exacta del molde.

Pueden prepararse cebadores de polinucleétidos utilizando cualquier método adecuado, tal como, por
ejemplo, los métodos fosfodiéster o fosfotriéster descritos en Narang et al., (1979) Meth. Enzymol, 68:90; la Patente
de EE.UU. N°4.356.270, la patente de EE.UU. N° 4.458.066, la patente de EE.UU. N°4.416.988, la patente de
EE.UU. N° 4.293.652; y Brown et al., (1979) Meth. Enzymol., 68:109.

En los casos en los que las secuencias de cebador de PCR se incluyen en un oligonucleétido entrante,
estos oligonucledtidos entrantes seran preferentemente significativamente mas largos que los oligonucleétidos
entrantes afiadidos en los demas ciclos, ya que incluirdn una secuencia codificante y una secuencia de cebador de
PCR.

En una forma de realizacion, la secuencia de proteccion terminal se afiade después de la adicion del Gltimo
componente basico y el oligonucleétido entrante final, y la sintesis de una biblioteca tal como se expone en el
presente documento incluye la etapa de ligar la secuencia de proteccion terminal al oligonucleétido codificante, de
manera que la parte de oligonuclettido de sustancialmente todos los miembros de la biblioteca termine en una
secuencia que incluya una secuencia de cebador de PCR. Preferentemente, la secuencia de proteccién terminal se
afiade mediante ligacion a las fracciones agrupadas que son productos del ciclo final de sintesis. La secuencia de
proteccion terminal puede afiadirse utilizando el proceso enzimatico utilizado en la construccion de la biblioteca.

En una forma de realizacion, se liga la misma secuencia de proteccion terminal a cada miembro de la
biblioteca. En otra forma de realizacion, se utilizan una pluralidad de secuencias de proteccién terminal. En esta
forma de realizacion, las secuencias de proteccion terminal de oligonucleétido que contienen bases variables se
ligan, por ejemplo, sobre los miembros de la biblioteca tras el ciclo final de sintesis. En una forma de realizacion, tras
el ciclo final de sintesis, las fracciones se agrupan y a continuacion se separan de nuevo en fracciones, teniendo
cada fraccion una secuencia de terminacion diferente afiadida. Como alternativa, puede afiadirse multiples
secuencias de protecciéon terminal a la biblioteca agrupada tras el ciclo final de sintesis. En ambas formas de
realizacién, los miembros de la biblioteca final incluirdn moléculas que comprenden restos funcionales especificos
unidos a oligonucleétidos de identificacion que incluyen dos o mas secuencias de proteccion terminal diferentes.

En una forma de realizacion, el cebador de proteccién terminal comprende una secuencia de
oligonucledtido que contiene nucleotidos variables, es decir, degenerados. Tales bases degeneradas dentro de los
cebadores de proteccion terminal permitiran la identificacion de moléculas de la biblioteca de interés determinando si
una combinacién de componentes basicos es la consecuencia de la duplicacion por PCR (secuencia idéntica) o de
apariciones independientes de la molécula (secuencia diferente). Por ejemplo, tales bases degeneradas pueden
reducir el numero potencial de falsos positivos identificados durante el cribado bioldgico de la biblioteca codificada.

En una forma de realizacién, un cebador de proteccion terminal degenerado comprende o tiene la siguiente
secuencia:
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5’-CAGCGTTCGA-3’
3’-AA GTCGCAAGCT NNNNN GTCTGTTCGAAGTGGACG-5’

A N

2 Region Secuenda Regién constante
Sg:_;:}pli;mlento constante para degenerada parala
bara & la extension amplificacion
ligacion sobre del cebador L
la biblioteca

en la que N puede ser cualquiera de las 4 bases, permitiendo 1024 secuencias diferentes (45). El cebador tiene la
siguiente secuencia después de su ligacion sobre la biblioteca y la extension del cebador:

5'.CAGCGTTCGA N'N’N’'N’'N"CAGACAAGCTTCACCTGC-3’
3’-AA GTCGCAAGCT N N N N N GTCTGTTCGAAGTGGACG-5’

En otra forma de realizacion, el cebador de proteccién terminal comprende o tiene la siguiente secuencia:

3’-AA GTCGCAAGCTACG ABBBABBBABBBA GACTACCGCGCTCCCTCCG

A0 R

Region s ) Region constante
Solapamiento ecuenda parala

para la constante degenerada amplificacién
ligacion parala

sobre B extension

biblioteca del cebador

en la que B puede ser cualquiera de C, G o T, permitiendo 19.683 secuencias diferentes (39). El disefio de la region
degenerada en este cebador mejora el andlisis de la secuencia del ADN, ya que las bases A que flanquean y
puntlian las bases degeneradas B evitan tramos homopoliméricos de mas de 3 bases, y facilitan el alineamiento de
secuencia.

En una forma de realizacion, el oligonucleétido de proteccion terminal degenerado se liga a los miembros
de la biblioteca utilizando una enzima adecuada y posteriormente se polimeriza la hebra superior del oligonucleétido
de proteccién terminal degenerado utilizando una enzima adecuada, tal como una ADN polimerasa.

En otra forma de realizacion, la secuencia de cebado de PCR es un "adaptador universal" o "cebador
universal”. Tal como se utiliza en el presente documento, un "adaptador universal* o "cebador universal" es un
oligonucledtido que contiene una regién de cebado de PCR Unica, que tiene, por ejemplo, una longitud de
aproximadamente 5, 7, 10, 13, 15, 17, 20, 22, 6 25 nucledtidos, y se encuentra adyacente a una region de cebado de
secuenciacion Unica que tiene, por ejemplo, una longitud de aproximadamente 5, 7, 10, 13, 15, 17, 20, 22 6 25
nucleétidos, y que va seguido opcionalmente de una secuencia clave discriminadora Unica (0 secuencia
identificadora de muestra) que consiste en al menos uno de cada uno de los cuatro desoxirribonucleétidos (es decir,
A C G T).
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Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion "secuencia clave discriminadora " o "secuencia
identificadora de muestra" se refiere a una secuencia que puede utilizarse para marcar de manera exclusiva una
poblacién de moléculas de una muestra. Pueden mezclarse, secuenciarse y reclasificarse muestras mdltiples, que
contienen cada una secuencia identificadora de muestra Unica, después de secuenciar el ADN para el analisis de
muestras individuales. Puede utilizarse la misma secuencia discriminadora para una biblioteca completa o, como
alternativa, pueden utilizarse diferentes secuencias clave discriminadoras para rastrear bibliotecas diferentes. En una
forma de realizacién, la secuencia clave discriminadora esté en el cebador de PCR 5, en el cebador de PCR 3', 0 en
ambos cebadores. Si ambos cebadores de PCR contienen una secuencia identificadora de muestra, el numero de
muestras diferentes que pueden agruparse con secuencias identificadoras de muestra Unicas es el producto del
numero de secuencias identificadoras de muestra en cada cebador. De esta manera, pueden combinarse 10
cebadores de secuencia identificadora de muestra 5’ diferentes con 10 cebadores de secuencia identificadora de
muestra 3’ diferentes para producir 100 combinaciones de secuencias identificadoras de muestra diferentes.

Los ejemplos no limitativos de cebadores de PCR 5 y 3' Unicos que contienen secuencias clave
discriminadoras incluyen los siguientes:

Cebadores 5’ (posiciones variables en negrita y en cursiva):

5’ A—- GCCTTGCCAGCCCGCTCAGATGACTCCCAAATCGATGTG;

5’ C— GCCTTGCCAGCCCGCTCAGCTGACTCCCAAATCGATGTG;

5’ G- GCCTTGCCAGCCCGCTCAGGTGACTCCCAAATCGATGTG;

5' T— GCCTTGCCAGCCCGCTCAGTITGACTCCCAAATCGATGTG;

5" AA — GCCTTGCCAGCCCGCTCAGAHATGACTCCCAAATCGATGTG;

5’ AC- GCCTTGCCAGCCCGCTCAGACTGACTCCCAAATCGATGTG;

5" AG - GCCTTGCCAGCCCGCTCAGAGTGACTCCCAAATCGATGTG;
5’ AT - GCCTTGCCAGCCCGCTCAGATTGACTCCCAAATCGATGTG;

5’ CA - GCCTTGCCAGCCCGCTCAGCATGACTCCCAAATCGATGTG.

Cebadores SID 3’ (posiciones variables en negrita y en cursiva):

3’ A - GCCTCCCTCGCGCCATCAGAGCAGGTGAAGCTTGTCTG;

3’ C— GCCTCCCTCGCGCCATCAGCGCAGGTGAAGCTTGTCTG;

3’ G- GCCTCCCT CGCGCCATCAGGGCAGGTGAAGC’I'I‘ GTCTG;

3’ T - GCCTCCCTCGCGCCATCAGTGCAGGTGAAGCTTGTCTG;

3’ AA - GCCTCCCTCGCGCCATCAGAAGCAGGTGAAGCTTGTCTG;
3’ AC - GCCTCCCTCGCGCCATCAGACGCAGGTGAAGCTTGTCTG;
3’ AG - GCCTCCCTCGCGCCATCAGAGGCAGGTGAAGCTTGTCTG;

3’ AT - GCCTCCCTCGCGCCATCAGATGCAGGTGAAGCTTGTCTG;
y

3'CA-GCCTCCCTCGCGCCATCAGCAGCAGGTGAAGCTTGTCTG

En una forma de realizacién, la secuencia clave discriminadora tiene una longitud de aproximadamente 4,
5, 6, 7, 8,9 6 10 nucledtidos. En otra forma de realizacion, la secuencia clave discriminadora es una combinacién de
aproximadamente 1 a 4 nucleétidos. En otra forma de realizacién més, cada adaptador universal tiene una longitud
de aproximadamente cuarenta y cuatro nucleétidos. En una forma de realizacién, los adaptadores universales se
ligan, utilizando ADN ligasa de T4, sobre el extremo del oligonucleétido codificante. Pueden disefiarse
especificamente diferentes adaptadores universales para cada preparacion de bibliotecas y, por lo tanto,
proporcionaran un identificador Gnico para cada biblioteca. El tamafio y la secuencia de los adaptadores universales
pueden modificarse segun el experto en la materia lo considere necesario.
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Como se ha indicado anteriormente, puede determinarse la secuencia de nucleétidos de la etiqueta de
oligonucleétidos como parte de los métodos de la presente invencion utilizando la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR).

La etiqueta de oligonucleétidos se compone de polinucle6tidos que identifican los componentes basicos que
componen el resto funcional tal como se describe en el presente documento. La secuencia de acidos nucleicos de la
etiqueta de oligonucledtidos se determina sometiendo la etiqueta de oligonucleétidos a una reaccién de PCR de la
siguiente manera. Se pone en contacto la muestra apropiada con un par de cebadores de PCR, teniendo cada
miembro del par una secuencia de nucleétidos preseleccionada. El par de cebadores de PCR es capaz de iniciar las
reacciones de extension del cebador mediante hibridacién con un sitio de unién al cebador de PCR en la etiqueta de
oligonucleétidos codificante. El sitio de unién al cebador de PCR se disefia preferentemente en la etiqueta de
oligonucledtidos codificante. Por ejemplo, puede incorporarse un sitio de unidn al cebador de PCR en la etiqueta de
oligonucledtidos inicial y el segundo sitio de unién al cebador de PCR puede estar en la etiqueta de oligonucledétidos
final. Como alternativa, puede incorporarse el segundo sitio de unién al cebador de PCR en la secuencia de
proteccion terminal como se describe en el presente documento. En las formas de realizacién preferentes, el sitio de
uniéon al cebador de PCR tiene al menos una longitud de aproximadamente 5, 7, 10, 13, 15, 17, 20, 22 6 25
nucleoétidos.

La reaccion de PCR se realiza mezclando el par de cebadores de PCR, preferentemente una cantidad
predeterminada de los mismos, con los &cidos nucleicos de la etiqueta de oligonucleétidos codificante,
preferentemente una cantidad predeterminada de la misma, en un tampén de PCR para formar una mezcla de
reaccion de PCR. La mezcla se termocicla durante un nimero de ciclos, que por lo general esta predeterminado,
suficiente para la formacion de un producto de reacciéon de PCR. Una cantidad suficiente de producto es una que
puede aislarse en cantidad suficiente para permitir la determinacion de la secuencia de ADN.

La PCR se lleva a cabo por lo general por termociclado es decir, aumentando y disminuyendo de forma
repetida la temperatura de una mezcla de reaccion de PCR dentro de un intervalo de temperaturas cuyo limite
inferior es de aproximadamente 30°C a aproximadamente 55°C y cuyo limite superior es de aproximadamente 90°C
a aproximadamente 100°C. El aumento y disminuciéon puede ser continuo, pero es preferentemente fasico con
periodos de tiempo de relativa estabilidad de la temperatura en cada una de las temperaturas favoreciendo la
sintesis, la desnaturalizacién y la hibridacién de polinucleétidos.

La reaccién de PCR se realiza utilizando cualquier método adecuado. Generalmente se da en una solucién
acuosa tamponada, es decir, un tampon de PCR, preferentemente a un pH de 7-9. Preferentemente, se encuentra
presente un exceso molar del cebador. Resulta preferente un gran exceso molar para mejorar la eficacia del
proceso.

El tampén de PCR también contiene los desoxirribonucledtidos trifosfato (sustratos de sintesis de
polinucleétidos) dATP, dCTP, dGTP, y dTTP y una polimerasa, por lo general termoestable, todos en cantidades
adecuadas para la reaccion de extension del cebador (sintesis de polinucleétidos). La solucién resultante (mezcla de
PCR) se calienta a aproximadamente 90°C-100°C durante aproximadamente 1 a 10 minutos, preferentemente de 1 a
4 minutos. Después de este periodo de calentamiento, se deja enfriar la solucidon a 54°C, que es preferente para la
hibridacion del cebador. La reaccion de sintesis puede darse a una temperatura comprendida entre la temperatura
ambiente hasta una temperatura por encima de la cual la polimerasa (agente inductor) ya no funciona de manera
eficaz. De esta manera, por ejemplo, si se utiliza la ADN polimerasa, generalmente la temperatura no es superior a
aproximadamente 40°C. El termociclado se repite hasta que se produce la cantidad deseada de producto de PCR.
Un tampo6n de PCR ejemplar comprende los siguientes reactivos: KCI 50 mM; Tris-HCI 10 mM de pH 8,3; MgCl»
1,5 mM; gelatina al 0,001% (peso/volumen), dATP 200 pM, dTTP 200 pM; dCTP 200 pM; dGTP 200 pM; y 2,5
unidades de ADN polimerasa | de Thermus aquaticus (Taq) por 100 microlitros de tampon.

Las enzimas adecuadas para alargar las secuencias de cebador incluyen, por ejemplo, la ADN polimerasa |
de E. coli, la ADN polimerasa de Taq, el fragmento Klenow de la ADN polimerasa | de E. coli, la ADN polimerasa de
T4, otras ADN polimerasas disponibles, transcriptasa inversa y otras enzimas, incluyendo enzimas termoestables,
que facilitaran la combinacion de los nucleétidos de la manera apropiada para formar los productos de extension del
cebador que son complementarios a cada hebra de acido nucleico. Generalmente, la sintesis se iniciara en el
extremo 3’ de cada cebador y continuara en la direccién 5' a lo largo de la hebra molde, hasta que la sintesis
termine, produciendo moléculas de diferentes longitudes.

La hebra de ADN recién sintetizada y su hebra complementaria forman una molécula bicatenaria que puede
utilizarse en las sucesivas etapas del proceso de andlisis.

Los métodos de amplificacion de PCR se describen en detalle en las patentes de EE.UU. N°°4.683.192;
4.683.202; 4.800.159 y 4.965.188, y al menos en PCR Technology: Principles and Applications for DNA
Amplification, H. Erlich, ed, Reservaton Press, Nueva York. (1989); y PCR Protocols: A Guide to Methods and
Applications, Innis et al., eds, Academic Press, San Diego, California (1990).
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Una vez que se ha amplificado la etiqueta de oligonucleétidos codificante, puede determinarse la secuencia
de la etiqueta, y en Ultima instancia la composicién de la molécula seleccionada, utilizando el analisis de secuencias
de acidos nucleicos, un procedimiento bien conocido para determinar la secuencia de las secuencias de nucleétidos.
El analisis de secuencias de &acidos nucleicos se aborda mediante una combinacion de (a) técnicas fisicoquimicas,
basadas en la hibridacién o desnaturalizacion de una hebra sonda mas su diana complementaria, y (b) reacciones
enzimaticas con polimerasas.

La invencién se refiere adicionalmente a los compuestos que pueden producirse utilizando los métodos de
la invencién y las colecciones de tales compuestos, ya sea como especies aisladas o agrupados para formar una
biblioteca de estructuras quimicas. Los compuestos de la invencién incluyen compuestos de la Férmula

en la que X es un resto funcional que comprende uno o0 mas componentes basicos, Z es un oligonucledtido fijado en
su extremo terminal 3’ a B e Y es un oligonucleétido que se fija a C en su extremo terminal 5. A es un grupo
funcional que forma un enlace covalente con X, B es un grupo funcional que forma un enlace con el extremo 3’ de Z
y C es un grupo funcional que forma un enlace con el extremo 5' de Y. D, F y E son grupos quimicos que unen los
grupos funcionales A, Cy B a S, que es un atomo central o armazon. Preferentemente, D, E y F son cada uno
independientemente una cadena de 4tomos, tal como una cadena de alquileno o una cadena de oligo(etilenglicol), y
D, E y F pueden ser iguales o diferentes, y son preferentemente eficaces para permitir la hibridacion de los dos
oligonucledtidos y la sintesis del resto funcional.

Preferentemente, Y y Z son sustancialmente complementarios y estan orientados en el compuesto para
permitir el apareamiento de bases de Watson-Crick y la formacion de un duplex en condiciones adecuadas. Yy Z
tienen la misma longitud o longitudes diferentes. Preferentemente, Y y Z tienen la misma longitud, o uno de entre Y y
Z es de 1 a 10 bases més largo que el otro. En una forma de realizacion preferente, Y y Z tienen cada uno una
longitud de 10 o mas bases y tienen regiones complementarias de diez 0 mas pares de bases. Mas preferentemente,
Y y Z son sustancialmente complementarios en toda su longitud, es decir, no tienen méas de un desapareamiento por
cada diez pares de bases. Lo méas preferentemente, Y y Z son complementarios en toda su longitud, es decir, a
excepcion de cualquier region protuberante en Y o Z, las hebras hibridan por medio del apareamiento de bases de
Watson-Crick sin desapareamientos en toda su longitud.

S puede ser un solo atomo o un armazén molecular. Por ejemplo, S puede ser un 4&tomo de carbono, un
atomo de boro, un 4&tomo de nitrdgeno o un atomo de fésforo, 0 un armazdén poliatémico, tal como un grupo fosfato o
un grupo ciclico, tal como un cicloalquilo, cicloalquenilo, heterocicloalquilo, heterocicloalquenilo, arilo o grupo
heteroarilo. En una forma de realizacion, el conector es un grupo de estructura

OR Q) 20- = (CH2CH0)y——0FO0 3-——
—N-——(CHz

OP(0) 20 — (CH2CH,0)p—OF0

3

en la que cada uno de n, m y p es, independientemente, un numero entero de 1 a aproximadamente 20,
preferentemente de 2 a ocho, y mas preferentemente de 3 a 6. En una forma de realizaciéon concreta, el conector
tiene la estructura que se muestra a continuacion.
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En una forma de realizacion, las bibliotecas de la invencion incluyen moléculas que consisten en un resto funcional
compuesto por componentes basicos, en el que cada resto funcional esta unido operativamente a un oligonucleétido
codificante. La secuencia de nucleétidos del oligonucleétido codificante es indicativa de los componentes basicos
presentes en el resto funcional, y en algunas formas de realizacién, la conectividad o la disposicién de los
componentes basicos. La invencién proporciona la ventaja de que la metodologia utilizada para construir el resto
funcional y la utilizada para construir la etiqueta de oligonucleétidos puede realizarse en el mismo medio de reaccion,
preferentemente un medio acuoso, simplificando asi el método de preparacion de la biblioteca frente a los métodos
de la técnica anterior. En determinadas formas de realizacion en las que las etapas de ligacién de oligonucledtidos y
las etapas de adicién de componente bésico pueden ser llevadas a cabo en medios acuosos, cada reaccion tendra
un pH optimo diferente. En estas formas de realizacion, la reaccion de adicién de componentes bésicos puede
llevarse a cabo a una temperatura y pH adecuados en un tamp6n acuoso adecuado. A continuacion puede
intercambiarse el tamp6n por un tampon acuoso que proporcione un pH adecuado para la ligacién de
oligonucledtidos.

En otra forma de realizacion, la invenciéon proporciona compuestos, y bibliotecas que comprenden tales
compuestos, de Férmula Il

Z-L-A-X(Y)n (I

en la que X es un armazén molecular, cada Y es independientemente, un resto periférico, y n es un nimero entero
de 1 a 6. Cada A es independientemente, un componente basico y n es un niumero entero de 0 a aproximadamente
5. L es un resto de unién y Z es un oligonucledtido monocatenario o bicatenario que identifica la estructura A-X(Y)n.
La estructura X(Y), puede ser, por ejemplo, una de las estructuras de armazén que se exponen en la Tabla 8 (ver
mas adelante). En una forma de realizacion, la invencién proporciona compuestos, y bibliotecas que comprenden
tales compuestos, de Formula Il1:

Rl (e

PR

Rz (HI)

en la que t es un nimero entero de 0O a aproximadamente 5, preferentemente de 0 a 3, y cada A es,
independientemente, un componente basico. L es un resto de unién y Z es un oligonucledtido monocatenario o
bicatenario que identifica cada A y R1, Rz, Rz y Ra. R1, Rz, Rz y R4 son cada uno independientemente un sustituyente
seleccionado de entre hidrégeno, alquilo, alquilo sustituido, heteroalquilo, heteroalquilo sustituido, cicloalquilo,
heterocicloalquilo, cicloalquilo sustituido, heterocicloalquilo sustituido, arilo, arilo sustituido, arilalquilo,
heteroarilalquilo, arilalquilo sustituido, heteroarilalquilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, alcoxi, ariloxi,
amino y amino sustituido. En una forma de realizacién, cada A es un resto de aminoécido.

Las bibliotecas que incluyen compuestos de Foérmula Il o Férmula 1l pueden comprender al menos
aproximadamente 100; 1.000; 10.000; 100.000; 1.000.000 o 10.000.000 compuestos de Férmula Il o Férmula Ill. En
una forma de realizacion, la biblioteca se prepara por medio de un método disefiado para producir una biblioteca que
comprenda al menos aproximadamente 100; 1.000; 10.000; 100.000; 1.000.000 o 10.000.000 compuestos de
Formula Il o Férmula 1l.
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Una ventaja de los métodos de la invencion es que pueden utilizarse para preparar bibliotecas que
comprenden un gran numero de compuestos. La capacidad de amplificar secuencias de oligonucle6tidos
codificantes utilizando métodos conocidos, tal como la reaccion en cadena de la polimerasa ("PCR") significa que las
moléculas seleccionadas pueden identificarse incluso si se recuperan relativamente pocas copias. Esto permite el
uso practico de bibliotecas muy grandes, que, como consecuencia de su alto grado de complejidad, comprenden
relativamente pocas copias de cualquier miembro de la biblioteca dado, o requieren el uso de volimenes muy
grandes. Por ejemplo, una biblioteca que consiste en 108 estructuras unicas en la que cada estructura tiene 1 x 10™
copias (aproximadamente 1 picomol), requiere aproximadamente 100 | de solucion a una concentracion eficaz de
1 uM. Para la misma biblioteca, si cada miembro esta representado por 1.000.000 copias, el volumen requerido es
de 100 pl a una concentracion eficaz de 1 uM.

En una forma de realizacién preferente, la biblioteca comprende de 10°a aproximadamente 10" copias de
cada miembro de la biblioteca. Teniendo en cuenta las diferencias en la eficacia de la sintesis entre los miembros de
la biblioteca, es posible que los diferentes miembros de la biblioteca tengan diferentes nimeros de copias en
cualquier biblioteca dada. Por lo tanto, aunque el nimero de copias de cada miembro teéricamente presente en la
biblioteca pueda ser el mismo, el nimero real de copias de cualquier miembro dado de la biblioteca es independiente
del numero de copias de cualquier otro miembro. Mas preferentemente, las bibliotecas de compuestos de la
invencion incluyen al menos aproximadamente 10°, 10° 6 10’ copias de cada miembro de la biblioteca, o de
sustancialmente todos los miembros de la biblioteca. La expresion "sustancialmente todos los miembros de la
biblioteca" se refiere a al menos aproximadamente el 85% de los miembros de la biblioteca, preferentemente al
menos aproximadamente el 90%, y mas preferentemente al menos aproximadamente el 5% de los miembros de la
biblioteca.

Preferentemente, la biblioteca incluye un ndmero suficiente de copias de cada miembro de manera que
puedan realizarse rondas mdltiples (es decir, dos 0 mas) de selecciébn contra una diana bioldgica, quedando
cantidades suficientes de moléculas de union tras la ronda final de seleccion para permitir la amplificacion de las
etiquetas de oligonucleétidos de las moléculas restantes y, por lo tanto, la identificacion de los restos funcionales de
las moléculas de unién. En la Figura 6 se ilustra una representacién esquematica de un proceso de seleccion de
este tipo, en la que 1 y 2 representan miembros de la biblioteca, B es una molécula diana y X es un resto unido
operativamente a B que permite la eliminacion de B del medio de seleccion. En este ejemplo, el compuesto 1 se une
a B, mientras que el compuesto 2 no se une a B. El proceso de seleccion, tal como se representa en la Ronda 1,
comprende (l) poner en contacto una biblioteca que comprende los compuestos 1 y 2 con B-X en condiciones
adecuadas para la unién del compuesto 1 a B; (ll) eliminar el compuesto no unido 2, (lll) disociar el compuesto 1 de
B y eliminar BX del medio de reaccion. El resultado de la Ronda 1 es una coleccién de moléculas enriquecida en
compuesto 1 respecto al compuesto 2. Las rondas posteriores que emplean las etapas I-1ll dan como resultado un
mayor enriquecimiento de compuesto 1 respecto al compuesto 2. Aungue en la Figura 6 se muestran tres rondas de
seleccion, en la préactica puede emplearse cualquier nimero de rondas, por ejemplo de una ronda a diez rondas,
para conseguir el enriquecimiento deseado de moléculas de union respecto a las moléculas sin capacidad de union.

En una forma de realizacion mostrada en la Figura 6, no hay amplificacion (sintesis de mas copias) de los
compuestos restantes después de cualquiera de las rondas de seleccion. Tal amplificacion puede conducir a una
mezcla de compuestos que no sea coherente con las cantidades relativas de los compuestos restantes después de
la seleccion. Esta falta de coherencia se debe al hecho de que determinados compuestos pueden ser mas
facilmente sintetizados que otros compuestos, y por tanto pueden amplificarse de una manera que no sea
proporcional a su presencia tras la seleccion. Por ejemplo, si el compuesto 2 se sintetiza mas facilmente que el
compuesto 1, la amplificacion de las moléculas restantes después de la Ronda 2 dara como resultado una
amplificacion desproporcionada del compuesto 2 respecto al compuesto 1, y una mezcla resultante de compuestos
con un enriguecimiento mucho mas bajo (en caso de haberlo) del compuesto 1 respecto al compuesto 2.

En una forma de realizacién, la diana se inmoviliza sobre un soporte sélido mediante cualquier técnica de
inmovilizacién conocida. El soporte sélido puede ser, por ejemplo, una matriz insoluble en agua contenida dentro de
una membrana o columna de cromatografia. La biblioteca codificada puede aplicarse a una matriz insoluble en agua
contenida dentro de una columna de cromatografia. A continuacion se lava la columna para eliminar los ligantes no
especificos. A continuacién, pueden disociarse los compuestos no unidos a la diana cambiando el pH, la
concentracion de sales, la concentracion de disolvente organico, u otros métodos, como la competicion con un
ligando conocido para la diana.

En otra forma de realizacion, la diana esta libre en solucién y se incuba con la biblioteca codificada. Los
compuestos que se unen a la diana (también denominados en el presente documento "ligandos") se aislan
selectivamente mediante una etapa de separacion por tamafios, tales como la ultrafiltracion o la filtracién en gel. En
una forma de realizacion, se hace pasar la mezcla de compuestos codificados y la biomolécula diana a través de una
columna de cromatografia de exclusion por tamafios (filtracion en gel), que separa cualquier complejo ligando-diana
de los compuestos no unidos. Los complejos ligando-diana se transfieren a una columna de cromatografia en fase
inversa, que disocia los ligandos de la diana. A continuacion se analizan los ligandos disociados mediante
amplificacion por PCR y analisis de secuencias de los oligonucleétidos codificantes. Este enfoque resulta
especialmente ventajoso en situaciones en las que la inmovilizacién de la diana puede dar como resultado una
pérdida de actividad.
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En algunas formas de realizacion de la invencién, el método de seleccion puede comprender amplificar el
oligonucleétido codificante de al menos un miembro de la biblioteca de compuestos que se une a una diana antes de
la secuenciacion.

En una forma de realizacion, la biblioteca de compuestos que comprende oligonucleoétidos codificantes se
amplifica antes del analisis de secuencias con el fin de minimizar cualquier sesgo potencial en la distribucion de la
poblacién de moléculas de ADN presente en la mezcla de la biblioteca. Por ejemplo, s6lo se recupera una pequefia
cantidad de la biblioteca después de una etapa de seleccion y por lo general se amplifica utilizando PCR antes del
analisis de secuencias. La PCR tiene el potencial de producir un sesgo en la distribucion de la poblacion de
moléculas de ADN presente en la mezcla de la biblioteca seleccionada. Esto resulta especialmente problematico
cuando el numero de moléculas de entrada es pequefio y las moléculas de entrada son moldes de PCR pobres. Los
productos de la PCR producidos en ciclos tempranos son moldes mas eficaces que la biblioteca de duplex
covalentes, y por lo tanto la frecuencia de estas moléculas en la poblacion final amplificada puede ser mucho mayor
que en la molde de entrada original.

Por consiguiente, con el fin de minimizar este sesgo potencial de la PCR, en una forma de realizacién de la
invencion, se produce una poblacién de oligonucledtidos monocatenarios correspondientes a los miembros
individuales de la biblioteca utilizando, por ejemplo, un cebador en una reaccion, seguido de la amplificacién por
PCR utilizando dos cebadores. De este modo, hay una acumulacion lineal de producto de extension de cebador
monocatenario antes de la amplificacion exponencial utilizando PCR, y la diversidad y distribucion de las moléculas
en el producto de extension de cebador acumulado refleja con mas precision la diversidad y distribucion de las
moléculas presentes en la molde de entrada original, ya que la fase exponencial de la amplificacion se da sélo
después de que gran parte de la diversidad molecular original presente esté representada en la poblacion de
moléculas producidas durante la reacciéon de extensién del cebador.

Una vez se identifican los ligandos individuales mediante el proceso anteriormente descrito, pueden
aplicarse diversos niveles de analisis para producir informacion sobre la relacion estructura-actividad y para guiar la
optimizacion adicional de la afinidad, especificidad y actividad bioldgica del ligando. Para los ligandos derivados del
mismo armazén, puede emplearse el modelado molecular tridimensional para identificar caracteristicas estructurales
significativas comunes a los ligandos, generando de ese modo familias de ligandos de molécula pequefia que se
supone que se unen en un sitio comun en la biomolécula diana.

Puede utilizarse una variedad de enfoques de cribado para obtener ligandos que posean una afinidad
elevada por una diana pero una afinidad significativamente mas débil para otra diana estrechamente relacionada.
Una estrategia de cribado es identificar ligandos para ambas biomoléculas en experimentos paralelos y eliminar
posteriormente los ligandos comunes mediante una comparacion de referencias cruzadas. En este método, pueden
identificarse por separado los ligandos para cada biomolécula, como se ha descrito anteriormente. Este método es
compatible con las biomoléculas diana inmovilizadas y con las biomoléculas diana libres en solucion.

Para las biomoléculas diana inmovilizadas, otra estrategia es afiadir una etapa de preseleccion que elimine
todos los ligandos que se unen a la biomolécula no diana de la biblioteca. Por ejemplo, puede ponerse en contacto
una primera biomolécula con una biblioteca codificada como se ha descrito anteriormente. A continuacion, los
compuestos que no se unen a la primera biomolécula se separan de cualquier primer complejo biomolécula-ligando
que formen. A continuacion, se pone en contacto la segunda biomolécula con los compuestos que no se unen a la
primera biomolécula. Pueden identificarse los compuestos que se unen a la segunda biomolécula como se ha
descrito anteriormente y que tienen una afinidad significativamente mayor para la segunda biomolécula que para la
primera biomolécula.

También puede utilizarse un ligando para una biomolécula de funcién desconocida que se identifica por el
método descrito anteriormente para determinar la funcion bioldgica de la biomolécula. Esto resulta ventajoso porque
aunque se siguen identificando nuevas secuencias de genes, las funciones de las proteinas codificadas por estas
secuencias y la validez de estas proteinas como dianas para el descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos son
dificiles de determinar y representan quizas el obstaculo mas importante para la aplicaciéon de la informacion
gendmica al tratamiento de la enfermedad. Los ligandos especificos de diana obtenidos a través del proceso descrito
en la presente invencion pueden emplearse de manera eficaz en ensayos bioldgicos de célula entera o en modelos
animales apropiados para comprender la funciéon de la proteina diana y la validez de la proteina diana para la
intervencion terapéutica. Este enfoque puede confirmar también que la diana es especificamente sensible al
descubrimiento de farmacos de molécula pequeiia.

En una forma de realizacion, uno o0 mas compuestos dentro de una biblioteca de la invencién se identifican
como ligandos para una biomolécula concreta. A continuacion pueden evaluarse estos compuestos en un ensayo in
vitro para determinar su capacidad de unién a la biomolécula. Preferentemente, los restos funcionales de los
compuestos de unidn se sintetizan sin la etiqueta de oligonucleétidos o el resto de enlace, y se evallan estos restos
funcionales para determinar su capacidad de union a la biomolécula.

También puede evaluarse el efecto de la unién de los restos funcionales a la biomolécula sobre la funcion
de la biomolécula utilizando ensayos in vitro basados en células o libres de células. Para una biomolécula con una
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funcién conocida, el ensayo puede incluir una comparacién de la actividad de la biomolécula en presencia y en
ausencia del ligando, por ejemplo, por medicion directa de la actividad, tal como la actividad enzimatica, o por
medicion indirecta, tal como una funcion celular que se vea influida por la biomolécula. Si la biomolécula tiene una
funcién desconocida, puede ponerse en contacto una célula que exprese la biomolécula con el ligando y se evalda el
efecto del ligando sobre la viabilidad, la funcién, el fenotipo y/o la expresion génica de la célula. El ensayo in vitro
puede ser, por ejemplo, un ensayo de muerte celular, un ensayo de proliferacion celular o un ensayo de replicacién
viral. Por ejemplo, si la biomolécula es una proteina expresada por un virus, puede ponerse en contacto una célula
infectada con el virus con un ligando para la proteina. A continuacion puede evaluarse el efecto de la union del
ligando a la proteina sobre la viabilidad del virus.

También puede evaluarse un ligando identificado por el método de la invencién en un modelo in vivo o en
un ser humano. Por ejemplo, puede evaluarse el ligando en un animal u organismo que produzca la biomolécula.
Puede determinarse cualquier cambio resultante en el estado de salud (por ejemplo, progresion de la enfermedad)
del animal o del organismo.

Para una biomolécula, tal como una proteina o una molécula de acido nucleico, de funcién desconocida, el
efecto de un ligando que se une a la biomolécula en una célula u organismo que produce la biomolécula puede
proporcionar informacion respecto a la funcion biologica de la biomolécula. Por ejemplo, la observacion de que un
proceso celular concreto queda inhibido en presencia del ligando indica que el proceso depende, al menos en parte,
de la funcion de la biomolécula.

Los ligandos identificados utilizando los métodos de la invencién también pueden utilizarse como reactivos
de afinidad para la biomolécula a la que se unen. En una forma de realizacién, se utilizan tales ligandos para
efectuar la purificacion por afinidad de la biomolécula, por ejemplo, por medio de la cromatografia de una solucién
que comprende la biomolécula utilizando una fase sélida a la que se fijan uno o mas de tales ligandos.

Ejemplos
Ejemplo 1: Sintesis y caracterizacion de una biblioteca del orden de 10° miembros

Se llevo a cabo la sintesis de una biblioteca que comprende del orden de 10° miembros distintos utilizando
los siguientes reactivos:

Compuesto 1:

fP\O “-TGACTCCCAAATCAATGTG-3'

. O -D
HoN
0

O’I?'O/\‘/O\/\OA" O~ p’:‘
O- _0-’ O-ACTGAGGGTTTAGTTAC-PQO,-5

0
0f- OAVO-\_/\ 0/\\,.0\ 19

1

Caddigos de una sola letra para los desoxirribonucleétidos:
A = adenosina
C = citidina
G = guanosina
T = timidina

Precursores de componentes basicos:
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Fmoc OH
O - \N/\Ir

o}

Etiquetas de oligonucledtidos:

OH
0
BB1 BB2
He nm, NHz
T o
(o]
N OH Fmoo OH
H
o o
BB4 BB5
Fmoe OH N OH

N Fmoc””
H o

o}
BB7 BB8

S/ !i'moc [e]
N
OH
Fmoc \N OH

H

o]

BB10 BB11

Secuencia

5 -PO,-GCAACGAAG (SEQ | D NO:1)
ACCGTTGCT-POs-5' (SEQ ID NO:2)

5'-PO3-GCGTACAAG (SEQ | D NO:3)
ACCGCATGT-POs-5' (SEQ ID NO:4)

5-PO3-GCTCTGTAG (SEQ ID NO:5)
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ACCGAGACA-PO;-5' (SEQ ID NO:6)

5’-PO3-GTGCCATAG (SEQ ID NO:7).
ACCACGGTA-POs-5' (SEQ ID NO:8)

5’-POs-GTTGACCAG (SEQ ID NO:9)
ACCAACTGG-POs-5’ (SEQ ID NO:10)

5'-PO3-CGACTTGAC (SEQ ID NO:11)
CAAGTCGCA-PO;-5' (SEQ ID NO:12)

5’-PO3-CGTAGTCAG (SEQ ID NO:13)
ACGCATCAG-POs-5’ (SEQ ID NO:14)

5'-P03-CCAGCATAG (SEQ ID NO:15)
ACGGTCGTA-POs-5' (SEQ ID NO:16)

5'-PO3-CCTACAGAG (SEQ ID NO:17)
ACGGATGTC-POs-5' (SEQ ID NO:18)

5-PO3-CTGAACGAG (SEQ ID NO:19)
CGTTCAGCA-PO3-5' (SEQ ID NO:20)

5'-P03-CTCCAGTAG (SEQ ID NO:21)
ACGAGGTCA-PO3-5' (SEQ ID NO:22)

5'-POs-TAGGTCCAG (SEQ ID NO:23)
ACATCCAGG-PO3-5' (SEQ ID NO:24)

5-POs-GCGTGTTGT (SEQ ID NO:25)
TCCGCACAA-PO3-5' (SEQ ID NO:26)

5-POs-GCTTGGAGT (SEQ ID NO:27)
TCCGAACCT-PO;-5’ (SEQ ID NO:28)

5'-POs-GTCAAGCGT (SEQ ID NO:29)
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TCCAGTTCG-POs-5’ (SEQ ID NO:30)

5'-P0O3-CAAGAGCGT (SEQ ID NO:31)
TCGTTCTCG-POs-5' (SEQ ID NO:32)

5’-PO3-CAGTTCGGT (SEQ ID NO:33)
TCGTCAAGC-POs-5 (SEQ ID NO:34)

5-POs-CGAAGGAGT (SEQ ID NO:35)
TCGCTTCCT-PO:-5 (SEQ ID NO:36)

5-POs-CGGTGTTGT (SEQ ID NO:37)
TCGCCACAA-PO3-5' (SEQ ID NO:38)

5-PO3-CGTTGCTGT (SEQ ID NO:39)
TCGCAACGA-POs-5' (SEQ ID NO:40)

5'-P03-CCGATCTGT (SEQ ID NO:41)
TCGGCTAGA-PO3-5' (SEQ ID NO:42)

5’ -PO3-CCTTCTCGT (SEQ ID NO:43)
TCGGAAGAG-POs-5’ (SEQ ID NO:44)

5 -POs-TGAGTCCGT (SEQ ID NO:45)
TCACTCAGG-PO3-5' (SEQ ID NO:46)

5 -PO3-TGCTACGGT (SEQ ID NO:47)
TCAGATTGC-POs-5' (SEQ ID NO:48)

5-P0O3-GTGCGTTGA (SEQ ID NO:49)
CACACGCAA-POs-5' (SEQ ID NO:50)

5'-P0O3-GTTGGCAGA (SEQ ID NO:51)
CACAACCGT-PO3-5' (SEQ ID NO:52)

5-POs-CCTGTAGGA (SEQ ID NO:53)
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CAGGACATC-PO3-5’ (SEQ ID NO:54)

5’-PO3-CTGCGTAGA (SEQ ID NO:55)
CAGACGCAT-PO3-5’ (SEQ ID NO:56)

5 -POs-CTTACGCGA (SEQ ID NO:57)
CAGAATGCG-PO;-5' (SEQ ID NO:58)

5-POs-TGGTCACGA (SEQ ID NO:59)
CAACCAGTG-POs-5' (SEQ ID NO:60)

5’-PO3-TCAGAGCGA (SEQ ID NO:61)
CAAGTCTCG-POs-5' (SEQ ID NO:62)

5 -POs-TTGCTCGGA (SEQ ID NO:63)
CAAACGAGC-POs-5 (SEQ ID NO:64)

5-PO3-GCAGTTGGA (SEQ ID NO:65)
CACGTCAAC-PO;-5' (SEQ ID NO:66)

5'-PO3-GCCTGAAGA (SEQ | D NO:67)
CACGGACTT-PO3-5' (SEQ ID NO:68)

5'-PO3-GTAGCCAGA (SEQ ID NO:69)
CACATCGGT-PO3-5' (SEQ ID NO:70)

5-P0O3-GTCGCTTGA (SEQ ID NO:71)
CACAGCGAA-PO3-5' (SEQ ID NO:72)

5' -PO3-GCCTAAGTT (SEQ | D NO:73)
CTCGGATTC-PO;-5' (SEQ ID NO:74)

5'-P0O3-GTAGTGCTT (SEQ ID NO:75)
CTCATCACG-PO;-5' (SEQ ID NO:76)

5-PO3-GTCGAAGTT (SEQ I D NO:77)
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CTCAGCTTC-POs-5 (SEQ ID NO:78)

5-PO3-GTTTCGGTT (SEQ ID NO:79)
CTCAAAGCC-POs-5' (SEQ ID NO:80)

5’-PO3-CAGCGTTTT (SEQ | D NO:81)
CTGTCGCAA-PO3-5 (SEQ ID NO:82)

5-POs-CATACGCTT (SEQ ID NO:83)
CTGTATGCG-PO3-5 (SEQ ID NO:84)

5’ -PO3-CGATCTGTT (SEQ ID NO:85)
CTGCTAGAC-POs-5' (SEQ ID NO:86)

5-POs-CGCTTTGTT (SEQ | D NO:87)
CTGCGAAAC-POs-5' (SEQ ID NO:88)

5-PO3-CCACAGTTT (SEQ ID NO:89)
CTGGTGTCA-PO3-5' (SEQ ID NO:90)

5’-PO3-CCTGAAGTT (SEQ ID NO:91)
CTGGACTTC-PO3-5’ (SEQ ID NO:92)

5'-P03-CTGACGATT (SEQ ID NO:93)
CTGACTGCT-PO;-5' (SEQ ID NO:94)

5’-PO3-CTCCACTTT (SEQ ID NO:95)
CTGAGGTGA-POs-5 (SEQ ID NO:96)

5'-POs-ACCAGAGCC (SEQ ID NO:97)
AATGGTCTC-POs-5' (SEQ ID NO:98)

5'-PO3-ATCCGCACC (SEQ ID NO:99)
AATAGGCGT-PO3-5' (SEQ ID NO:100)

5'-PO3-GACGACACC (SEQ ID NO:101)
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AACTGCTGT-POs-5 (SEQ ID NO:102)

5 -PO3-GGATGGACC (SEQ ID NO:103) 5.4
AACCTACCT-PO3-5' (SEQ ID NO:104)

5’-PO3-GCAGAAGCC (SEQ ID NO:105) 5.5
AACGTCTTC-PO3-5’ (SEQ ID NO:106)

5-POs-GCCATGTCC (SEQ ID NO:107) 5.6
AACGGTACA-POs-5' (SEQ ID NO:108)

5’-POs-GTCTGCTCC (SEQ ID NO:109) 5.7
AACAGACGA-POs-5' (SEQ ID NO:110)

5-PO3-CGACAGACC (SEQ ID NO:111) 5.8
AAGCTGTCT-POs-5 (SEQ ID NO:112)

5-PO3-CGCTACTCC (SEQ ID NO:113) 5.9
AAGCGATGA-POs-5' (SEQ ID NO:114)

5’-PO3-CCACAGACC (SEQ ID NO:115)  5.10
AAGGTGTCT-POs-5' (SEQ ID NO:116)

5'-P03-CCTCTCTCC (SEQ ID NO:117)  5.11
AAGGAGAGA-PO;-5' (SEQ ID NO:118)

5’-PO3s-CTCGTAGCC (SEQ ID NO:119)  5.12
AAGAGCATC-POs-5 (SEQ ID NO:120)

Tampon de ligasa 1X: Tris 50 mM, pH 7,5; ditiotreitol 10 mM; MgCl, 10 mM; ATP 2,5 mM; NaCl 50 mM.
Tampon de ligasa 10X: Tris 500 mM, pH 7,5; ditiotreitol 100 mM; MgCl, 100 mM; ATP 25 mM, NaCl 500 mM.
Ciclo 1

A cada uno de doce tubos de PCR se afiadieron 50 pl de una solucion 1 mM del Compuesto 1 en agua;
75 pl de una solucién 0,80 mM de una de las Etiquetas 1.1-1.12; 15 pl de tamp6n de ligasa 10X y 10 pl de agua
desionizada. Se calentaron los tubos a 95°C durante 1 minuto y a continuacion se enfriaron a 16°C durante 10
minutos. A cada tubo se afadieron 5.000 unidades de ADN ligasa de T4 (2,5 pl de una solucién de 2.000.000
unidades/ml (New England Biolabs, Cat. N°® M0202)) en 50 pl de tampon de ligasa 1X y se incubaron las soluciones
resultantes a 16°C durante 16 horas.
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Tras la ligacion, se transfirieron las muestras a tubos Eppendorf de 1,5 ml y se trataron con 20 ul de NaCl
acuoso 5M y 500 pl de etanol frio (-20°C), y se mantuvieron a -20°C durante 1 hora. Tras la centrifugacién, se
separ6 el sobrenadante y se lavo el sedimento con etanol acuoso al 70% a -20°C. A continuacion se disolvié cada
uno de los sedimentos en 150 pl de tampdn borato sédico 150 mM, pH 9,4.

Las soluciones de reserva que comprendian uno de cada uno de los precursores de componentes basicos
BB1 a BB12, N,N-diisopropiletanolamina y hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio,
cada uno a una concentracion de 0,25 M, se prepararon en DMF y se agitaron a temperatura ambiente durante 20
minutos. Se afiadieron las soluciones de precursores de componentes basicos a cada una de las soluciones de
sedimento descritas anteriormente para proporcionar una cantidad 10 veces mayor de precursor de componente
basico respecto al conector. Se agitaron las soluciones resultantes. Se afiadieron a la mezcla de reacciéon 10
equivalentes adicionales de precursor de componente basico al cabo de 20 minutos, y otros 10 equivalentes al cabo
de 40 minutos. La concentracion final de DMF en la mezcla de reaccion fue del 22%. A continuacion se agitaron las
soluciones de reaccién durante toda la noche a 4°C. Se supervisé el desarrollo de la reaccion mediante RP-HPLC
utilizando acetato de tetraetilamonio acuoso 50 mM (pH =7,5) y acetonitrilo, y un gradiente del 2%-46% de
acetonitrilo durante 14 minutos. Se detuvo la reaccion cuando ~95% del material de partida (conector) estaba
acilado. Tras la acilacién, las mezclas de reaccion se agruparon y se liofilizaron a sequedad. A continuacion se
purificé el material liofilizado por HPLC, y se agruparon vy liofilizaron las fracciones correspondientes a la biblioteca
(producto acilado).

Se disolvio la biblioteca en 2,5 ml de tampdn fosfato sddico 0,01 M (pH = 8,2) y se afiadieron a la misma
0,1 ml de piperidina (4% v/v). La adicion de piperidina da como resultado una turbidez que no se disuelve por
mezclado. Se agitaron las mezclas de reaccién a temperatura ambiente durante 50 minutos, y a continuacion se
centrifugé la solucion turbia (14.000 rpm), se separ0 el sobrenadante utilizando una pipeta de 200 pl, y se
resuspendid el sedimento en 0,1 ml de agua. Se combiné el lavado acuoso con el sobrenadante y se desechd el
sedimento. La biblioteca desprotegida se hizo precipitar de la solucion por adicion de un exceso de etanol helado
para llevar la concentracion final de etanol en la reaccion al 70% v/v La centrifugacion de la mezcla de etanol acuoso
dio un sedimento blanco que comprendia la biblioteca. Se lavd el sedimento una vez con etanol acuoso al 70% frio.
Después de la eliminacion del disolvente, se seco el sedimento al aire (~5 minutos) para eliminar las trazas de etanol
y a continuacion se utilizé en el ciclo 2. Las etiquetas y los correspondientes precursores de componentes basicos
utilizados en la Ronda 1 se exponen en la siguiente Tabla 1:

Tabla 1

Precursor de Etiqueta

Componente

béasico

BB1 1.11
BB2 1.6
BB3 1.2
BB4 1.8
BB5 1.1
BB6 1.10
BB7 1.12
BB8 1.5
BB9 1.4
BB10 1.3
BB11 1.7
BB12 1.9
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Ciclos 2-5

Para cada uno de estos ciclos, se dividio la solucion combinada resultante del ciclo anterior en 12 alicuotas
iguales de 50 ul cada una y se colocaron en tubos de PCR. Se afiadi6 a cada tubo una soluciéon que comprendia una
etiqueta diferente, y se realizaron la ligacion, la purificacion y la acilacion como se ha descrito para el Ciclo 1, salvo
que para los ciclos 3-5, se omiti6 la etapa de purificacion por HPLC descrita para el Ciclo 1. La correspondencia
entre las etiquetas y los precursores de componentes basicos para los Ciclos 2-5 se presenta en la Tabla 2.

Los productos del Ciclo 5 se ligaron con el cebador de cierre que se muestra a continuacion, utilizando el
método descrito anteriormente para la ligacion de las etiquetas.

5’ -P0O3-GGCACATTGATTTGGGAGTCA
GTGTAACTAAACCCTCAGT- PC:,- 57

Tabla 2

Precursor de Etiqueta Etiqueta Etiqueta Etiqueta

Componente del del del del
béasico Ciclo2 Ciclo3 Ciclo4 Ciclo5
BB1 2,7 3,7 4,7 5,7
BB2 2,8 3.8 4,8 5,8
BB3 2,2 3,2 4,2 5,2
BB4 2,10 3,10 4,10 5,10
BB5 2,1 3,1 4,1 51
BB6 2,12 3,12 4,12 5,12
BB7 2,5 3,5 4,5 5,5
BB8 2,6 3,6 4,6 5,6
BB9 2,4 3,4 4.4 5,4
BB10 2,3 3,3 4,3 5,3
BB11 2,9 3,9 4,9 5,9
BB12 2,11 3,11 4,11 5,11

Resultados:

El procedimiento de sintesis descrito anteriormente tiene la capacidad de producir una biblioteca que
comprende 12° (aproximadamente 249.000) estructuras diferentes. La sintesis de la biblioteca se superviso
mediante electroforesis en gel del producto de cada ciclo. En la Figura 7 se ilustran los resultados de cada uno de
los cinco ciclos y la biblioteca final tras la ligacién del cebador de cierre. EIl compuesto denominado "cabecera" es el
Compuesto 1. La Figura muestra que cada ciclo da como resultado el aumento esperado del peso molecular y que
los productos de cada ciclo son sustancialmente homogéneos en cuanto al peso molecular.

Ejemplo 2: Sintesis y caracterizacién de una biblioteca del orden de 10 miembros

Se llevo a cabo la sintesis de una biblioteca que comprende del orden de 108 miembros distintos utilizando
los siguientes reactivos:

Compuesto 2:
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O- 0 0-ACTQAG-P04-5
Cadigos de una sola letra para los desoxirribonucleétidos:
A = adenosina
C = citidina
G = guanosina
T = timidina

Precursores de componentes basicos:
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Tabla 3: Etiquetas de oligonucleétidos utilizadas en el ciclo 1:

Secuencia de la hebra superior
5’-PO3-
AAATCGATGTGGTCACTCAG
(SEQ ID NO:121)

5’-PO3-
AAATCGATGTGGACTAGGAG
(SEQ ID NO:123)

5’-P0O3-
AAATCGATGTGCCGTATGAG
(SEQ ID NO:125)

5’-PO3-
AAATCGATGTGCTGAAGGAG
(SEQ ID NO:127)

5’-PO3-
AAATCGATGTGGACTAGCAG
(SEQ ID NO:129)

>°-PU3- :
AAATCGATGTGCGCTAAGAG
(SEQ ID NO:131)

5’-PO3-

AAATCGATGTGAGCCGAGAG
(SEQ ID NO:133)
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Secuencia de |la hebra inferior
5’-PO3-
GAGTGACCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:122)

5’-PO3-
CCTAGTCCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:124)

5'-PO3-
CATACGGCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:126)

5’-PO3-
CCTTCAGCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:128)

5*-PO3-
GCTAGTCCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:130)

5’-PO3-
CTTAGCGCACATCGATTTGG
{SEQ ID NO:132)

5’-PO3-
CTCGGCTCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:134)
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Secuencia de la hebra superior
5’-PO3-

AAATCGATGTGCCGTATCAG
(SEQ ID NO:135)

5°-PO3-
AAATCGATGTGCTGAAGCAG
(SEQ ID NO:137)

5’-PO3-
AAATCGATGTGTGCGAGTAG
(SEQ ID NO:139)

5’-PO3-
AAATCGATGTGTTTGGCGAG
(SEQ ID NO:141)

5’-PO3-
AAATCGATGTGCGCTAACAG
(SEQ ID NO:143)

5’-PO3-
AAATCGATGTGAGCCGACAG
(SEQ ID NO:145)

5’-PO3-
AAATCGATGTGAGCCGAAAG
(SEQ ID NO:147)

5’-PO3-
AAATCGATGTGTCGGTAGAG
(SEQ ID NO:149)

5’-PO3-
AAATCGATGTGGTTGCCGAG
(SEQ ID NO:151)

5’-P0O3-
AAATCGATGTGAGTGCGTAG
(SEQ ID NO:153)

5-PO3-
AAATCGATGTGGTTGCCAAG
(SEQ ID NO:155)

5’-PO3-
AAATCGATGTGTGCGAGGAG
(SEQ ID NO:157)

5’-PO3-
AAATCGATGTGGAACACGAG
(SEQ ID NO:159)

5’-PO3-
AAATCGATGTGCTTGTCGAG
(SEQ ID NO:161)

5’-PO3-
AAATCGATGTGTTCCGGTAG
(SEQ ID NO:163)

5’-PO3-
AAATCGATGTGTGCGAGCAG
{SEQ ID NO:165)

5’-PO3-
AAATCGATGTGGTCAGGTAG
(SEQ ID NO:167)
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Secuencia de la hebra inferior
5’-P0O3-
GATACGGCACATCGATTTGG

(SEQ ID NO:136)

5*-PO3-

GCTTCAGCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:138)

5*-PO3-
ACTCGCACACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:140)

5*-PO3-

CGCCAAACACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:142)

5’-PO3-
GTTAGCGCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:144)

5’-PO3-
GTCGGCTCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:146)

5’-PO3-
TTCGGCTCACATCGATTTIGG
(SEQ ID NO:148)

5’-PO3-
CTACCGACACATCGATTTGG
(SEQ. ID NO:150)

5°-PO3-
CGGCAACCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:152)

5’-PO3-
ACGCACTCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:154)

5’-PO3- .
TGGCAACCACATCGATTT
(SEQ ID NO:156)

5’-PO3- )
CCTCGCACACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:158) ’
5’-PO3-
CGTGTTCCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:160)

5’-PO3-
CGACAAGCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:162)

5’-PO3-
AOCCGGAACACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:164)

5’-PO3-
GCTCGCACACATCGATTTGG
{(SEQ ID WO:1909)

5-PO3-
ACCTGACCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:168)
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Secuencia de la hebra superior
5’-PO3-
AAATCGATGTGGCCTIGTTAG
(SEQ ID NO:169)

5’-PO3-
AAATCGATGTGGAACACCAG
(SEQ ID NO:171)

5-PO3-AAATCGATGTGCTTGTCCAG (SEQ ID NO:

173)

5’-PO3-
AAATCGATGTGTGCGAGAAG
(SEQ ID NO:175)

5’-PO3-
AAATCGATGTGAGTGCGGAG
(SEQ ID NO:177)

5’-PO3-
AAATCGATGTGTTGTCCGAG
(SEQ ID NO:179)

5'-PO3-
AAATCGATGTGTGGAACGAG
(SEQ ID NO:181)

5’-PO3-
AAATCGATGTGAGTGCGAAG
(SEQ ID NO:183)

5’-PO3-
AAATCGATGTGTGGAACCAG
(SEQ ID NO:185)

5’-PO3-
AAATCGATGTGITAGGCGAG
(SEQ ID NO:187)

5’-PO3-
AAATCGATGTGGCCTGTGAG
(SEQ ID NO:189)

5’-PO3-AAATCGATGTGCTCCTGTAG
(SEQ ID NO:191)

5"-PO3-
AAATCGATGTGGTCAGGCAG
(SEQ ID NO:193)

5*-PO3-
AAATCGATGTGGTCAGGAAG
(SEQ ID NO:195)

5'.PO3-
AAATCGATGTGGTAGCCGAG
(SEQ ID NO:197)

5*.PO3-
AAATCGATGTGGCCTGTAAG
(SEQ ID NO:199)

5".PO3-
AAATCGATGTGCTTTCGGAG
(SEQ ID NO:201)
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Secuencia de la hebra inferior
5-PO3-
AACAGGCCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:170)

5’-PO3-
GGTGTTCCACATCGATTTIGG
(SEQ ID NO:172)

5'-PO3-
GGACAAGCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:174)

5’-PO3-
TCTCGCACACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:176)

5’-PO3-
CCGCACTCACATCGATTTIGG
(SEQ ID NO:178)

5’-PO3-
CGGACAACACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:180)

5’-PO3-
CGTTCCACACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:182)

5’-PO3-
TCGCACTCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:184)

5-PO3-
GGTTCCACACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:186)

5’-PO3-
CGCCTAACACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:188)

5'-PO3-
CACAGGCCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:190)

5'-PO3-
ACAGGAGCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:192)

5’-PO3-
GCCTGACCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:194)

5'-PO3-
TCCTGACCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:196)

5'-PO3-
CGGCTACCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:198)

5'-PO3-
TACAGGCCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:200)

5’-PO3-
CCGAAAGCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:202)
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Secuencia de la hebra superior
5'-PO3-
AAATCGATGTGCGTAAGGAG
(SEQ ID NO:203)

5’-P0O3-
AAATCGATGTGAGAGCGTAG
(SEQ ID NO:205)

5’-P0O3-
AAATCGATGTGGACGGCAAG
(SEQ ID NO:207)

5°'-PO3-AAATCGATGTGCTTTCGCAG (SEQ ID NO:

209)

5'-PO3-
AAATCGATGTGCGTAAGCAG
(SEQ ID NO:211)

5"-PO3-
AAATCGATGTGGCTATGGAG
(SEQ ID NO:213)

5'-PO3-
AAATCGATGTGACTCTGGAG
(SEQ ID NO:215)

5-PO3-AAATCGATGTGCTGGAAAG (SEQ ID NO:217)
5*-PO3-
AAATCGATGTGCCGAAGTAG
(SEQ ID NO:219)

5’-PO3-
AAATCGATGTGCTCCTGAAG
(SEQ ID NO:221)

5°-PO3-
AAATCGATGTGTCCAGTCAG
(SEQ ID NO:223)

5*-PO3-
AAATCGATGTGAGAGCGGAG
(SEQ ID NO:225)

5*-PO3-
AAATCGATGTGAGAGCGAAG
(SEQ ID NO:227)

5*-PO3-
AAATCGATGTGCCGAAGGAG
(SEQ ID NO:229)

5’-PO3-
AAATCGATGTGCCGAAGCAG
(SEQ ID NO:231)

5°-PO3-
AAATCGATGTGTGTTCCGAG
(SEQ ID NO:233)

5'-PO3-
AAATCGATGTGTCTGGCGAG
(SEQ ID NO:235)
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Secuencia de la hebra inferior
5’-PO3-
CCTTACGCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:204)

5"-PO3-
ACGCTCTCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:206)

5'-PO3-
TGCCGTCCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:208)

5’-PO3-
GCGAAAGCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:210)

5'-PO3-
GCTTACGCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:212)

5'-PO3- -
CCATAGCCACATCGATTTG
(SEQ ID NO:214)

5-PO3-
CCAGAGTCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:216)

5’-PO3- '
TTCCAGCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:218)

5’-PO3-
ACTTCGGCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:220)

5'-PO3-
TCAGGAGCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:222)

5'-PO3- -
GACTGGACACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:224)

5’-PO3-
CCGCTCTCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:226)

5’-PO3- ]
TCGCTCTCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:228)

5’-PO3-
CCTTCGGCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:230)

5’-PO3-
GCTTCGGCACATCGATTITGG
(SEQ ID NO:232)
5’-PO3-
CGGAACACACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:234)

5’-PO3-
CGCCAGACACATCGATTTGG

- T e e
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Secuencia de la hebra superior
5’-PO3-
AAATCGATGTGCTATCGGAG
(SEQ ID NO:237)

5’-PO3-

AAATCGATGTGCGAAAGGAG

(SEQ ID NO:239)

5'-PO3-
AAATCGATGTGCCGAAGAAG
(SEQ ID NO:241)

5’-PO3-
AAATCGATGTGGTTGCAGAG
(SEQ ID NO:243)

5’-PO3-
AAATCGATGTGGATGGTGAG
(SEQ ID NO:245)

5’-PO3-
AAATCGATGTGCTATCGCAG
(SEQ ID NO:247)

5’-PO3-
AAATCGATGTGCGAAAGCAG
(SEQ ID NO:249)

5'-PO3-

AAATCGATGTGACACTGGAG
(SEQ ID NO:251)

5’-PO3-
AAATCGATGTGTCTGGCAAG
(SEQ ID NO:253)

5’-PO3-

AAATCGATGTGGATGGTCAG
(SEQ ID NO:255)

5’-PO3-
AAATCGATGTGGTTGCACAG
(SEQ ID NO:257)

5’-PO3-
AAATCGATGTGGGCATCGAG
(SEQ ID NO:259)

5’-PO3-
AAATCGATGTGTGCCTCCAG
(SEQ ID NO:261)

5’-PO3-
AAATCGATGTGTGCCTCAAG
(SEQ ID NO:263)

5’-PO3-
AAATCGATGTGGGCATCCAG
(SEQ ID NO:265)

5’-PO3-
AAATCGATGTGGGCATCAAG
(SEQ ID NO:267)

5’-PO3-
AAATCGATGTGCCTGTCGAG
(SEQ ID NO:269)

Secuencia de |la hebra inferior
5’-PO3-
CCGATAGCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:238)

5°-PO3-
CCTTTCGCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:240)

5’-PO3-
TCTTCGGCACATCGATITGG
(SEQ ID NO:242)

5’-PO3-
CTGCAACCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:244)

5’-PO3-
CACCATCCACATCGATTTIGG
(SEQ ID NO:246)

5’-PO3-
GCGATAGCACATCGATTTGG-
(SEQ ID NO:248)

5'-PO3-
GCTTTCGCACATCGATTITGG
(SEQ ID NO:250)

5’-PO3-
CCAGTGTCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:252)

5°-PO3-
TGCCAGACACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:254)

5’-PO3-
GACCATCCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:256)

5'-PO3-
GTGCAACCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:258)
5’-PO3-CGATGCCCCATCCGA
TTT GG .
(SEQ ID NO:260)

5’-PO3-
GGAGGCACACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:262)

5°-PO3-
TGAGGCACACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:264)

5’-PO3-
GGATGCCCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:266)
5’-PO3-TGATGCCCA CAT CGA
TTT GG
(SEQ ID NO:268)
5*-PO3-CGA CAG GCA CAT
CGATTIT GG

(SEQ ID NO:270)
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Secuencia de la hebra superior
5’-P0O3-
AAATCGATGTGGACGGATAG
(SEQ ID NO:271)

5’-PO3-
AAATCGATGTGCCTGTCCAG
(SEQ ID NO:273)

5'-PO3-
AAATCGATGTGAAGCACGAG
(SEQ ID NO:275)

5°-PO3-
AAATCGATGTGCCTGTCAAG
(SEQ ID NO:277)

5°-PO3-
AAATCGATGTGAAGCACCAG
(SEQ ID NO:279)

5-PO3-AAATCGATGTGCCTTCGTAG (SEQ ID NO:
281)

5’-PO3-
AAATCGATGTGTCGTCCGAG
(SEQ ID NO:283)

5'-PO3-
AAATCGATGTGGAGTCTGAG
(SEQ ID NO:285)

5*-PO3-
AAATCGATGTGTGATCCGAG
(SEQ ID NO:287)

5°-PO3- .
AAATCGATGTGTCAGGCGAG
(SEQ ID NO:289)

5*-PO3-
AAATCGATGTGTCGTCCAAG
(SEQ ID NO:291)

5*-PO3-
AAATCGATGTGGACGGAGAG
(SEQ ID NO:293)

5’-PO3- :
AAATCGATGTGGTAGCAGAG
(SEQ ID NO:295) '
5*-PO3-
AAATCGATGTGGCTGTGTAG
(SEQ ID NO:297)

5*-PO3-
AAATCGATGTGGACGGACAG
(SEQ ID NO:299)

5°-PO3-
AAATCGATGTGTCAGGCAAG
(SEQ ID NO:301)

5*.PO3-
AAATCGATGTGGCTCGAAAG
(SEQ ID NO:303)

Secuencia de la hebra inferior
5’-PO3-ATC CGT CCA CAT
CGATITGG

(SEQ ID NO:272)
5’-PO3-GGA CAG GCA CAT
CGATITGG

(SEQ ID NO:274)
5'-PO3-CGT GCT TCA CAT
CGATITGG

(SEQ ID NO:276)

5°.PO3-TGA CAG GCA CAT
CGA TIT GG

(SEQ ID NO:278)
5".PO3-GGT GCT TCA CAT
CGA TTT GG

(SEQ ID NO:280)
5"-PO3-ACG AAG GCA CAT
CGA TTT GG

(SEQ ID NO:282)
5*.PO3-CGG ACG ACA CAT
CGA TTT GG

(SEQ ID NO:284)
5"-PO3-CAG ACT CCA CAT
CGA TTT GG

(SEQ ID NO:286)
5’-PO3-CGG ATC ACA CAT
CGA TTT GG

(SEQ ID NO:288)
5*-PO3-CGC CTG ACA CAT
CGA TTT GG

(SEQ ID NO:290)
5°-PO3-TGG ACG ACA CAT
CGA TTT GG

(SEQ ID NO:292)
5*-PO3-CTC CGT CCA CAT
CGA TTT GG

(SEQ ID NO:294)
5°-PO3-CTG CTA CCA CAT
CGA TTT GG

(SEQ ID NO:296)
5’-PO3-
ACACAGCCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:298)
5°-PO3-GTC CGT CCA CAT
CGA TTT GG

(SEQ ID NO:300)
5’-PO3-TGC CTG ACA CAT
CGA TTT GG

(SEQ ID NO:302)
5*-PO3-
TTCGAGCCACATCGATTTGG
(SEQ ID NO:304)
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Secuencia de |la hebra superior
5’-PO3-
AAATCGATGTGCCTTCGGAG
(SEQ ID NC:305)

5’-PO3-
AAATCGATGTGGTAGCACAG
(SEQ ID NO:307)

5’-PO3-
AAATCGATGTGGAAGGTCAG
(SEQ ID NO:309)

5’-PO3-
AAATCGATGTGGTGCTGTAG
(SEQ ID NO:311)

N° etiqueta Secuencia de la hebra superior

Secuencia de |la hebra inferior

5’-PO3-CCG AAG GCA CAT
CGATTT GG

fcon TR NN..2NCN
APy AL L OVO)

5'-PO3-GTG CTA CCA CAT
CGATTT GG

(SEQ ID NO:308)
5’-PO3-GAC CTT CCA CAT
CGA TTT GG

(SEQ ID NO:310)
5’-PO3-ACA GCA CCA CAT
CGATIT GG

(SEQ ID NO:312)

Tabla 4: Etiquetas de oligonucleoétidos utilizadas en el ciclo 2:

Secuencia de la hebra inferior

21
2.2
2.3
2.4
25
2.6
2.7
2.8
2.9
2.10
211
2.12
2.13
2.14
2.15
2.16
2.17
2.18
2.19
2.20
221
2.22

2.23

5-PO3-GTT GCC TGT (SEQ ID NO:313)
5-PO3-CAG GAC GGT (SEQ ID NO:315)
5-PO3-AGA CGT GGT (SEQ ID NO:317)
5'-PO3-CAG GAC CGT (SEQ ID NO:319)
5-PO3-CAG GAC AGT (SEQ ID NO:321)
5-PO3-CAC TCT GGT (SEQ ID NO:323)
5-PO3-GAC GGC TGT (SEQ ID NO:325)
5-PO3-CAC TCT CGT (SEQ ID NO:327)
5-PO3-GTA GCC TGT (SEQ ID NO:329)
5-PO3-GCC ACT TGT (SEQ ID NO:331)
5-PO3-CAT CGC TGT (SEQ ID NO:333)
5'-P03-CAC TGG TGT (SEQ ID NO:335)
5-PO3-GCC ACT GGT (SEQ ID NO:337)
5-PO3-TCT GGC TGT (SEQ ID NO:339)
5-PO3-GCC ACT CGT (SEQ ID NO:341)
5-PO3-TG CTC TGT (SEQ ID NO:343)
5-PO3-CAT CGC AGT (SEQ ID NO:345)
5-PO3-CAG GAA GGT (SEQ ID NO:347)
5-PO3-GGC ATC TGT (SEQ ID NO:349)
5-PO3-CGG TGC TGT (SEQ ID NO:351)
5-PO3-CAC TGG CGT (SEQ ID NO:353)
5-PO3-TCTCCTCGT (SEQ ID NO:355)
5'PO3-CCT GTC TGT (SEQ ID NO:357)
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5-PO3-AGG CAA CCT (SEQ ID NO:314)
5'-PO3-CGT CCT GCT (SEQ ID NO:316)
5'-PO3-CAC GTC TCT (SEQ ID NO:318)
5-PO3-GGT CCT GCT (SEQ ID NO:320)
5-PO3-TGT CCT GCT (SEQ ID NO:322)
5'-PO3-CAG AGT GCT (SEQ ID NO:324)
5'-PO3-AGC CGT CCT (SEQ ID NO:326)
5'-PO3-GAG AGT GCT (SEQ ID NO:328)
5'-PO3-AGG CTA CCT (SEQ ID NO:330)
5'-PO3-AAG TGG CCT (SEQ ID NO:332)
5'-PO3-AGC GAT GCT (SEQ ID NO:334)
5'-PO3-ACC AGT GCT (SEQ ID NO:336)
5'-PO3-CAG TGG CCT (SEQ ID NO:338)
5'-PO3-AGC CAG ACT (SEQ ID NO:340)
5'-PO3-GAG TGG CCT (SEQ ID NO:342)
5'-PO3-AGA GGC ACT (SEQ ID NO:344)
5'-PO3-TGC GAT GCT (SEQ ID NO:346)
5'-PO3-CTT CCT GCT (SEQ ID NO:348)
5'-PO3-AGA TGC CCT (SEQ ID NO:350)
5'-PO3-AGC ACC GCT (SEQ ID NO:352)
5'-PO3-GCC AGT GCT (SEQ ID NO:354)
5'-PO3-GAGGAGACT (SEQ ID NO:356)

5'-PO3-AGA CAG GCT (SEQ ID NO:358)
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2.39
2.40
241
2.42
2.43
2.44
2.45
2.46
2.47
2.48
2.49
2.50
2.51
2.52
2.53
2.54
2.55
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5-PO3-CAA CGC TGT (SEQ ID NO:359)
5-PO3-TGC CTC GGT (SEQ ID NO:361)
5-PO3-ACA CTG CGT (SEQ ID NO:363)
5-PO3-TCG TCC TGT (SEQ ID NO:365)
5-PO3-GCT GCC AGT (SEQ ID NO:367)
5-PO3-TCA GGC TGT (SEQ ID NO:369)
5-PO3-GCC AGG TGT (SEQ ID NO:371)
5-PO3-CGG ACC TGT (SEQ ID NO:373)
5-PO3-CAA CGC AGT (SEQ ID NO:375)
5-PO3-CAC ACG AGT (SEQ ID NO:377)
5-PO3-ATG GCC TGT (SEQ ID NO:379)
5-PO3-CCA GTC TGT (SEQ ID NO:381)
5-PO3-GCC AGG AGT (SEQ ID NO:383)
5-PO3-CGG ACC AGT (SEQ ID NO:385)
5-PO3-CCT TCG CGT (SEQ ID NO:387)
5-PO3-GCA GCC AGT (SEQ ID NO:389)
5-PO3-CCA GTC GGT (SEQ ID NO:391)
5-PO3-ACT GAG CGT (SEQ ID NO:393)
5-PO3-CCA GTC CGT (SEQ ID NO:395)
5-PO3-CCA GTC AGT (SEQ ID NO:397)
5'-PO3-CAT CGA GGT (SEQ ID NO:399)
5'-PO3-CCA TCG TGT (SEQ ID NO:401)
5-PO3-GTG CTG CGT (SEQ ID NO:403)
5-PO3-GAC TAC GGT (SEQ ID NO:405)
5-PO3-GTG CTG AGT (SEQ ID NO:407)
5-PO3-GCTGCATGT (SEQ ID NO:409)
5-PO3-GAGTGGTGT (SEQ ID NO:411)
5-PO3-GACTACCGT (SEQ ID NO:413)
5-PO3-CGGTGATGT (SEQ ID NO:415)
5-PO3-TGCGACTGT (SEQ ID NO:417)
5-PO3-TCTGGAGGT (SEQ ID NO:419)
5-PO3-AGCACTGGT (SEQ | D NO:421)
5-PO3-TCGCTTGGT (SEQ ID NO:423)
5-PO3-AGCACTCGT (SEQ ID NO:425)
5-PO3-GCGATTGGT (SEQ ID NO:427)
5-PO3-CCATCGCGT (SEQ ID NO:429)
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5'-PO3-AGC GTT GCT (SEQ ID NO:360)
5'-PO3-CGA GGC ACT (SEQ ID NO:362)
5-PO3-GCA GTG TCT (SEQ ID NO:364)
5-PO3-AGG ACG ACT (SEQ ID NO:366)
5-PO3-TGG CAG CCT (SEQ ID NO:368)
5-PO3-AGC CTG ACT (SEQ ID NO:370)
5'-PO3-ACC TGG CCT (SEQ ID NO:372)
5'-PO3-AGG TCC GCT (SEQ ID NO:374)
5-PO3-TGC GTT GCT (SEQ ID NO:376)
5-PO3-TCG TGT GCT (SEQ ID NO:378)
5'-PO3-AGG CCA TCT (SEQ ID NO:380)
5'-PO3-AGA CTG GCT (SEQ ID NO:382)
5'-PO3-TCC TGG CCT (SEQ ID NO:384)
5-PO3-TGG TCC GCT (SEQ ID NO:386)
5'-PO3-GCG AAG GCT (SEQ ID NO:388)
5-PO3-TGG CTG CCT (SEQ ID NO:390)
5'-PO3-CGA CTG GCT (SEQ ID NO:392)
5'-PO3-GCT CAG TCT (SEQ ID NO:394)
5'-PO3-GGA CTG GCT (SEQ ID NO:396)
5'-PO3-TGA CTG GCT (SEQ ID NO:398)
5'-PO3-CTC GAT GCT (SEQ ID NO:400)
5-PO3-ACG ATG GCT (SEQ ID NO:402)
5'-PO3-GCA GCA CCT (SEQ ID NO:404)
5'-PO3-CGT AGT CGT (SEQ ID NO:406)
5'-PO3 TCA GCA CCT (SEQ ID NO:408)
5'-PO3-ATGCAGCCT (SEQ ID NO:410)
5'-PO3-ACCACTCCT (SEQ ID NO:412)
5-PO3-GGTAGTCCT (SEQ ID NO:414)
5'-PO3-ATCACCGCT (SEQ ID NO:416)
5-PO3-AGTCGCACT (SEQ ID NO:418)
5'-PO3-CTCCAGACT (SEQ ID NO:420)
5'-PO3-CAGTGCTCT (SEQ ID NO:422)
5'-PO3-CAAGCGACT (SEQ ID NO:424)
5'-PO3-GAGTGCTCT (SEQ ID NO:426)
5'-PO3-CAATCGCCT (SEQ ID NO:428)
5'-PO3-GCGATGGCT (SEQ ID NO:430)
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2.63
2.64
2.65
2.66
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2.69
2.70
271
2.72
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2.82
2.83
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2.85
2.86
2.87
2.88
2.89
2.90
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5-PO3-TCGCTTCGT (SEQ ID NO:431)
5-PO3-AGTGCCTGT (SEQ ID NO:433)
5-PO3-GGCATAGGT (SEQ ID NO:435)
5-PO3-GCGATTCGT (SEQ ID NO:437)
5-PO3-TGCGACGGT (SEQ ID NO:439)
5-PO3-GAGTGGCGT (SEQ ID NO:441)
5-PO3-CGGTGAGGT (SEQ ID NO:443)
5-PO3-GCTGCAAGT (SEQ ID NO:445)
5-PO3-TTCCGCTGT (SEQ ID NO:447)
5-PO3-GAGTGGAGT (SEQ ID NO:449)
5-PO3-ACAGAGCGT (SEQ ID NO:451)
5-PO3-TGCGACCGT (SEQ ID NO:453)
5-PO3-CCTGTAGGT (SEQ ID NO:455)
5-PO3-TAGCCGTGT (SEQ ID NO:457)
5-PO3-TGCGACAGT (SEQ ID NO:459)
5-PO3-GGTCTGTGT (SEQ ID NO:461)
5-PO3-CGGTGAAGT (SEQ ID NO:463)
5-PO3-CAACGAGGT (SEQ ID NO:465)
5'-PO3-GCAGCATGT (SEQ ID NO:467)
5-PO3-TCGTCAGGT (SEQ ID NO:469)
5-PO3-AGTGCCAGT (SEQ ID NO:471)
5-PO3-TAGAGGCGT (SEQ ID NO:473)
5-PO3-GTCAGCGGT (SEQ) ID NO:475)
5-PO3-TCAGGAGGT (SEQ ID NO:477)
5-PO3-AGCAGGTGT (SEQ ID NO:479
5-PO3-TTCCGCAGT (SEQ ID NO:481)
5-PO3-GTCAGCCGT (SEQ ID NO:483)
5-PO3-GGTCTGCGT (SEQ ID NO:485)
5-PO3-TAGCCGAGT (SEQ ID NO:487)
5-PO3-GTCAGCAGT (SEQ ID NO:489)
5-PO3-GGTCTGAGT (SEQ ID NO:491)
5-PO3-CGGACAGGT (SEQ ID NO:493)

§*-PO3-TTAGCCGGTS -

PO3-3'

(SEQ ID NO:495)

5-PO3-GAGACGAGT (SEQ ID NO:497)
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5-PO3-GAAGCGACT (SEQ ID NO:432)
5-PO3-AGGCACTCT (SEQ ID NO:434)
5’-PO3-CTATGCCCT (SEQ ID NO:436)
5’-PO3-GAATCGCCT (SEQ ID NO:438)
5’-PO3-CGTCGCACT (SEQ ID NO:440)
5’-PO3-GCCACTCCT (SEQ ID NO:442)
5-PO3-CTCACCGCT (SEQ ID NO:444)
5-PO3-TTGCAGCCT (SEQ ID NO:446)
5-PO3-AGCGGAACT (SEQ ID NO:448)
5’-PO3-TCCACTCCT (SEQ ID NO:450)
5’-PO3-GCTCTGTCT (SEQ ID NO:452)
5’-PO3-GGTCGCACT (SEQ ID NO:454)
5’-PO3-CTACAGGCT (SEQ ID NO:456)
5’-PO3-ACGGCTACT (SEQ ID NO:458)
5-PO3-TGTCGCACT (SEQ ID NO:460)
5’-PO3-ACAGACCCT (SEQ ID NO:462)
5’-PO3-TTCACCGCT (SEQ ID NO:464)
5-PO3-CTCGTTGCT (SEQ ID NO:466)
5’-PO3-ATGGTGCCT (SEQ ID NO:468)
5-PO3-CTGACGACT (SEQ ID NO:470)
5-PO3-TGGCACTCT (SEQ ID NO:472)
5-PO3-GCCTCTACT (SEQ ID NO:474)
5’-PO3-CGCTGACCT (SEQ ID NO:476)
5’-PO3-CTCCTGACT (SEQ ID NO:478)
5’-PO3-ACCTGCTCT (SEQ ID NO:480)
5’-PO3-TGCGGAACT (SEQ ID NO:482)
5-PO3-GGCTGACCT (SEQ ID NO:484)
5-PO3-GCAGACCCT (SEQ ID NO:486)
5-PO3-TCGGCTACT (SEQ ID NO:488)
5-PO3-TGCTGACCT (SEQ ID NO:490)
5’-PO3-TCAGACCCT (SEQ ID NO:492)
5’-PO3-CTGTCCGCT (SEQ ID NO:494)
5’-PO3-CGGCTAACTS’-PO3-
3

(SEQ ID NO:496)

5'-PO3-TCGTCTCCT (SEQ ID NO:498)



2.94

2.95

2.96
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5-PO3-CGTAACCGT (SEQ ID NO:499)

5'-PO3-TTGGCGTGTS5'-
PO3-3

(SEQ ID NO:501)

5-PO3-ATGGCAGGT (SEQ ID NO:503)

5-PO3-GGTTACGCT (SEQ ID NO:500)

5"-PO3-ACGCCAACTS'-PO3-
3!

(SEQ ID NO:502)

5-PO3-CTGCCATCT (SEQ ID NO:504)

Tabla 5. Etiquetas de oligonucleétidos utilizadas en el ciclo 3

N2 etiqueta Secuencia de la hebra superior

Secuencia de la hebra inferior

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.8
3.9
3.10
3.11
3.12
3.13
3.14
3.15
3.16
3.17
3.18
3.19
3.20
3.21
3.22
3.23
3.24
3.25
3.26

5-PO3-CAG CTA CGA (SEQ ID NO:505)
5-PO3-CTC CTG CGA (SEQ ID NO:507)
5-PO3-GCT GCC TGA (SEQ ID NO:509)
5-PO3-CAG GAA CGA (SEQ ID NO:511)
5-PO3-CAC ACG CGA (SEQ ID NO:513)
5-PO3-GCA GCC TGA (SEQ ID NO:515)
5-PO3-CTG AAC GGA (SEQ ID NO:517)
5-PO3-CTG AAC CGA (SEQ ID NO:519)
5-PO3-TCT GGA CGA (SEQ ID NO:521)
5-PO3-TGC CTA CGA (SEQ ID NO:523)
5-PO3-GGC ATA CGA (SEQ ID NO:525)
5-PO3-CGG TGA CGA (SEQ ID NO:527)
5'-PO3-CAA CGA CGA (SEQ ID NO:529)
5-PO3-CTC CTC TGA (SEQ ID NO:531)
5-PO3-TCA GGA CGA (SEQ ID NO:533)
5-PO3-AAA GGC GGA (SEQ ID NO:535)
5-PO3-CTC CTC GGA (SEQ ID NO:537)
5-PO3-CAG ATG CGA (SEQ ID NO:539)
5'-PO3-GCA GCA AGA (SEQ ID NO:541)
5-PO3-GTG GAG TGA (SEQ ID NO:543)
5-PO3-CCA GTA GGA (SEQ ID NO:545)
5-PO3-ATG GCA CGA (SEQ ID NO:547)
5-PO3-GGA CTG TGA (SEQ ID NO:549)
5-PO3-CCG AAC TGA (SEQ ID NO:551)
5-PO3-CTC CTC AGA (SEQ ID NO:553)
5-PO3-CAC TGC TGA (SEQ ID NO:555)
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5-PO3-GTA GCT GAC (SEQ ID NO:506)
5'-PO3-GCA GGA GAC (SEQ ID NO:508)
5-PO3-AGG CAG CAC (SEQ ID NO:510)
5-PO3-GTT CCT GAC (SEQ ID NO:512)
5-PO3-GCG TGT GAC (SEQ ID NO:514)
5'-PO3-AGG CTG CAC (SEQ ID NO:516)
5-PO3-CGT TCA GAC (SEQ ID NO:518)
5-PO3-GGT TCA GAC (SEQ ID NO:520)
5'-PO3-GTC CAG AAC (SEQ ID NO:522)
5-PO3-GTA GGC AAC (SEQ ID NO:524)
5-PO3-GTA TGC CAC (SEQ ID NO:526)
5'-PO3-GTC ACC GAC (SEQ ID NO:528)
5-PO3-GTC GTT GAC (SEQ ID NO:530)
5'-PO3-AGA GGA GAC (SEQ ID NO:532)
5-PO3-GTC CTG AAC (SEQ ID NO:534)
5-PO3-CGC CTT TAC (SEQ ID NO:536)
5'-PO3-CGA GGA GAC (SEQ ID NO:538)
5-PO3-GCA TCT GAC (SEQ ID NO:540)
5-PO3-TTG CTG CAC (SEQ ID NO:542)
5'-PO3-ACT CCA CAC (SEQ ID NO:544)
5'-PO3-CTA CTG GAC (SEQ ID NO:546)
5'-PO3-GTG CCA TAC (SEQ ID NO:548)
5'-PO3-ACA GTC CAC (SEQ ID NO:550)
5-PO3-AGT TCG GAC (SEQ ID NO:552)
5-PO3-TGA GGA GAC (SEQ ID NO:554)
5-PO3-AGC AGT GAC (SEQ ID NO:556)
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5'-PO3-AGC AGG CGA (SEQ ID NO:557)
5'-PO3-AGC AGG AGA (SEQ ID NO:559)
5'-PO3-AGA GCC AGA (SEQ ID NO:561)
5-PO3-GTC GTT GGA (SEQ ID NO:563)
5'-PO3-CCG AAC GGA (SEQ ID NO:565)
5'-PO3-CAC TGC GGA (SEQ ID NO:567)
5-PO3-GTG GAG CGA (SEQ ID NO:569)
5-PO3-GTG GAG AGA (SEQ ID NO:571)
5'-PO3-GGA CTG CGA (SEQ ID NO:573)
5'-PO3-CCG AAC CGA (SEQ ID NO:575)
5'-PO3-CAC TGC CGA (SEQ ID NO:577)
5'-PO3-CGA AAC GGA (SEQ ID NO:579)
5-PO3-GGA CTG AGA (SEQ ID NO:581)
5'-PO3-CCG AAC AGA (SEQ ID NO:583)
5'-PO3-CGA AAC CGA (SEQ ID NO:585)
5-PO3-CTG GCT TGA (SEQ ID NO:587)
5'-PO3-CAC ACC TGA (SEQ ID NO:589)
5'-PO3-AAC GAC CGA (SEQ ID NO:591)
5-PO3-ATC CAG CGA (SEQ ID NO:593)
5-PO3-TGC GAA GGA (SEQ ID NO:595)
5-PO3-TGC GAA CGA (SEQ ID NO:597)
5-PO3-CTG GCT GGA (SEQ ID NO:599)
5'-PO3-CAC ACC GGA (SEQ ID NO:601)
5'-PO3-AGT GCA GGA (SEQ ID NO:603)
5'-PO3-GAC CGT TGA (SEQ ID NO:605)
5-PO3-GGT GAG TGA (SEQ ID NO:607)
5-PO3-CCT TCC TGA (SEQ ID NO:609)
5-PO3-CTG GCT AGA (SEQ ID NO:611)
5-PO3-CAC ACC AGA (SEQ ID NO:613)
5-PO3-AGC GGT AGA (SEQ ID NO:615)
5'-PO3-GTC AGA GGA (SEQ ID NO:617)
5'-PO3-TTC CGA CGA (SEQ ID NO:619)
5'-PO3-AGG CGT AGA (SEQ ID NO:621)
5'-PO3-CTC GAC TGA (SEQ ID NO:623)
5-PO3-TAC GCT GGA (SEQ ID NO:625)
5-PO3-GTT CGG TGA (SEQ ID NO:627)
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5'-PO3-GCC TGC TAC (SEQ ID NO:558)
5'-PO3-TCC TGC TAC (SEQ ID NO:560)
5-PO3-TGG CTC TAC (SEQ ID NO:562)
5'-PO3-CAA CGA CAC (SEQ ID NO:564)
5-PO3-CGT TCG GAC (SEQ ID NO:566)
5'-PO3-CGC AGT GAC (SEQ ID NO:568)
5'-PO3-GCT CCA CAC (SEQ ID NO:570)
5'-PO3-TCT CCA CAC (SEQ ID NO:572)
5'-PO3-GCA GTC CAC (SEQ ID NO:574)
5-PO3-GGT TCG GAC (SEQ ID NO:576)
5-PO3-GGC AGT GAC (SEQ ID NO:578)
5-PO3-CGT TTC GAC (SEQ ID NO:580)
5'-PO3-TCA GTC CAC (SEQ ID NO:582)
5-PO3-TGT TCG GAC (SEQ ID NO:584)
5-PO3-GGT TTC GAC (SEQ ID NO:586)
5'-PO3-AAG CCA GAC (SEQ ID NO:588)
5-PO3-AGG TGT GAC (SEQ ID NO:590)
5-PO3-GGT CGT TAC (SEQ ID NO:592)
5-PO3-GCT GGA TAC (SEQ ID NO:594)
5-PO3-CTT CGC AAC (SEQ ID NO:596)
5-PO3-GTT CGC AAC (SEQ ID NO:598)
5'-PO3-CAG CCA GAC (SEQ ID NO:600)
5-PO3-CGG TGT GAC (SEQ ID NO:602)
5'-PO3-CTG CAC TAC (SEQ ID NO:604)
5'-PO3-AAC GGT CAC (SEQ ID NO:606)
5'-PO3-AGT CAC CAC (SEQ ID NO:608)
5-PO3-AGG AAG GAC (SEQ ID NO:610)
5-PO3-TAG CCA GAC (SEQ ID NO:612)
5-PO3 TGG TGT GAC (SEQ ID NO:614)
5'-PO3-TAC CGC TAC (SEQ ID NO:616)
5'-PO3-CTC TGA CAC (SEQ ID NO:618)
5-PO3-GTC GGA AAC (SEQ ID NO:620)
5'-PO3-TAC GCC TAC (SEQ ID NO:622)
5'-PO3-AGT CGA GAC (SEQ ID NO:624)
5-PO3-CAG CGT AAC (SEQ ID NO:626)
5'-PO3-ACC GAA CAC (SEQ ID NO: 628)
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5-PO3-GCC AGC AGA (SEQ ID NO:629)
5-PO3-GAC CGT AGA (SEQ ID NO:631)
5-PO3-GTG CTC TGA (SEQ ID NO:633)
5-PO3-GGT GAG CGA (SEQ ID NO:635)
5-PO3-GGT GAG AGA (SEQ ID NO:637)
5-PO3-CCT TCC AGA (SEQ ID NO:639)
5-PO3-CTC CTA CGA (SEQ ID NO:641)
5'-PO3-CTC GAC GGA (SEQ ID NO:643)
5-PO3-GCC GTT TGA (SEQ ID NO:645)
5-PO3-GCG GAG TGA (SEQ ID NO:647)
5-PO3-CGT GCT TGA (SEQ ID NO:649)
5-PO3-CTC GAC CGA (SEQ ID NO:651)
5'-PO3-AGA GCA GGA (SEQ ID NO:653)
5-PO3-GTG CTC GGA (SEQ ID NO:655)
5-PO3-CTC GAC AGA (SEQ ID NO:657)
5-PO3-GGA GAG TGA (SEQ ID NO:659)
5-PO3-AGG CTG TGA (SEQ ID NO:661)
5-PO3-AGA GCA CGA (SEQ ID NO:663)
5'-PO3-CCA TCC TGA (SEQ ID NO:665)
5-PO3-GTT CGG AGA (SEQ ID NO:667)
5-PO3-TGG TAG CGA (SEQ ID NO:669)
5-PO3-GTG CTC CGA (SEQ ID NO:671)
5-PO3-GTG CTC AGA (SEQ ID NO:673)
5-PO3-GCC GTT GGA (SEQ ID NO:675)
5-PO3-GAG TGC TGA (SEQ ID NO:677)
5-PO3-GGT CCT TGA (SEQ ID NO:679)
5-PO3-CCG AAA GGA (SEQ ID NO:681)
5'-PO3-CAC TGA GGA (SEQ ID NO:683)
5-PO3-CGT GCT GGA (SEQ ID NO:685)
5-PO3-CCG AAA CGA (SEQ ID NO:687)
5-PO3-GCG GAG AGA (SEQ ID NO:689)
5-PO3-GCC GTT AGA (SEQ ID NO:691)
5-PO3-TCT CGT GGA (SEQ ID NO:693)
5-PO3-CGT GCT AGA (SEQ ID NO:695)

5-PO3-TGC TGG CAC (SEQ ID NO:630)
5-PO3-TAC GGT CAC (SEQ ID NO:632)
5-PO3-AGA GCA CAC (SEQ ID NO:634)
5-PO3-GCT CAC CAC (SEQ ID NO:636)
5-PO3-TCT CAC CAC (SEQ ID NO:638)
5-PO3-TGG AAG GAC (SEQ ID NO:640)
5-PO3-GTA GGA GAC (SEQ ID NO:642)
5-PO3-CGT CGA GAC (SEQ ID NO:644)
5-PO3-AAA CGG CAC (SEQ ID NO:646)
5-PO3-ACT CCG CAC (SEQ ID NO:648)
5'-PO3-AAG CAC GAC (SEQ ID NO:650)
5-PO3-GGT CGA GAC (SEQ ID NO:652)
5-PO3-CTG GTC TAC (SEQ ID NO:654)
5'-PO3-CGA GCA CAC (SEQ ID NO:656)
5-PO3-TGT CGA GAC (SEQ ID NO:658)
5-PO3-ACT CTC CAC (SEQ ID NO:660)
5-PO3-ACA GCC TAC (SEQ ID NO:662)
5-PO3-GTG CTC TAC (SEQ ID NO:664)
5-PO3-AGG ATG GAC (SEQ ID NO:666)
5-PO3-TCC GAA CAC (SEQ ID NO:668)
5-PO3-GCT ACC AAC (SEQ ID NO:670)
5-PO3-GGA GCA CAC (SEQ ID NO:672)
5-PO3-TGA GCA CAC (SEQ ID NO:674)
5'-PO3-CAA CGG CAC (SEQ ID NO:676)
5-PO3-AGC ACT CAC (SEQ ID NO:678)
5-PO3-AAG GAG CAC (SEQ ID NO:680)
5-PO3-CTT TCG GAC (SEQ ID NO:682)
5-PO3-CTC AGT GAC (SEQ ID NO:684)
5'-PO3-CAG CAC GAC (SEQ ID NO:686)
5-PO3-GTT TCG GAC (SEQ ID NO:688)
5-PO3-TCT CCG CAC (SEQ ID NO:690)
5-PO3-TAA CGG CAC (SEQ ID NO:692)
5'-PO3-CAC GAG AAC (SEQ ID NO:694)
5-PO3-TAG CAC GAC (SEQ ID NO:696)

Tabla 6. Etiquetas de oligonucledtidos utilizadas en el ciclo 4
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N° etiqgueta  Secuencia de la hebra superior Secuencia de la hebra inferior

4.1 5-PO3-GCCTGTCTT (SEQ ID NO:697) 5-PO3-GAC AGG CTC (SEQ ID NO:698)
4.2 5-PO3-CTCCTGGTT (SEQ ID NO:699) 5-PO3-CCA GGA GTC (SEQ ID NO:700)
4.3 5-PO3-ACTCTGCTT (SEQ ID NO:701) 5-PO3-GCA GAG TTC (SEQ ID NO:702)
4.4 5-PO3-CATCGCCTT (SEQ ID NO:703) 5-P0O3-GGC GAT GTC (SEQ ID NO:704)
4.5 5-PO3-GCCACTATT (SEQ ID NO:705) 5-PO3-TAG TGG CTC (SEQ ID NO:706)
4.6 5-PO3-CACACGGTT (SEQ ID NO:707) 5-P0O3-CCG TGT GTC (SEQ ID NO:708)
4.7 5-P0O3-CAACGCCTT (SEQ ID NO:709) 5-P0O3-GGC GTT GTC (SEQ ID NO:710)
4.8 5-PO3-ACTGAGGTT (SEQ ID NO:711) 5-PO3-CCT CAG TTC (SEQ ID NO:712)
4.9 5-PO3-GTGCTGGTT (SEQ ID NO:713) 5’-PO3-CCA GCA CTC (SEQ ID NO:714)
4.10 5-PO3-CATCGACTT (SEQ ID NO:715) 5-PO3-GTC GAT GTC (SEQ ID NO:716)
4.11 5-PO3-CCATCGGTT (SEQ ID NO:717) 5-P0O3-CCG ATG GTC (SEQ ID NO:718)
4.12 5-PO3-GCTGCACTT (SEQ ID NO:719) 5-PO3-GTG CAG CTC (SEQ ID NO:720)
4.13 5-PO3-ACAGAGGTT (SEQ ID NO:721) 5-PO3-CCT CTG TTC (SEQ ID NO:722)
4.14 5-PO3-AGTGCCGTT (SEQ ID NO:723) 5-P0O3-CGG CAC TTC (SEQ ID NO:724)
4.15 5-PO3-CGGACATTT (SEQ ID NO:725)  5-PO3-ATGTCCGTC (SEQ ID NO:726)
4.16 5-PO3-GGTCTGGTT (SEQ ID NO:727) 5’-PO3-CCA GAC CTC (SEQ ID NO:728)
4.17 5-PO3-GAGACGGTT (SEQ ID NO:729) 5-PO3-CCG TCT CTC (SEQ ID NO:730)
4.18 5-PO3-CTTTCCGTT (SEQ ID NO:731) 5-P0O3-CGG AAA GTC (SEQ ID NO:732)
4.19 5-PO3-CAGATGGTT (SEQ ID NO:733) 5-PO3-CCA TCT GTC (SEQ ID NO:734)
4.20 5-PO3-CGGACACTT (SEQ ID NO:735) 5-PO3-GTG TCC GTC (SEQ ID NO:736)
4.21 5-PO3-ACTCTCGTT (SEQ ID NO:737) 5-PO3-CGA GAG TTC (SEQ ID NO:738)
4.22 5-PO3-GCAGCACTT (SEQ ID NO:739) 5-PO3-GTG CTG CTC (SEQ ID NO:740)
4.23 5-PO3-ACTCTCCTT (SEQ ID NO:741) 5-PO3-GGA GAG TTC (SEQ ID NO:742)
4.24 5-PO3-ACCTTGGTT (SEQ ID NO:743) 5-PO3-CCA AGG TTC (SEQ ID NO:744)
4.25 5-PO3-AGAGCCGTT (SEQ ID NO:745) 5-PO3-CGG CTC TTC (SEQ ID NO:746)
4.26 5-PO3-ACCTTGCTT (SEQ ID NO:747) 5-PO3-GCA AGG TTC (SEQ ID NO:748)
4.27 5-PO3-AAGTCCGTT (SEQ ID NO:749) 5-P0O3-CGG ACT TTC (SEQ ID NO:750)
4.28 5-P0O3-GGA CTG GTT (SEQ ID NO:751) 5-PO3-CCA GTC CTC (SEQ ID NO:752)
4.29 5-PO3-GTCGTTCTT (SEQ ID NO:753) 5-PO3-GAA CGA CTC (SEQ ID NO:754)
4.30 5-PO3-CAGCATCTT (SEQ ID NO:755) 5-PO3-GAT GCT GTC (SEQ ID NO:756)
4.31 5-PO3-CTATCCGTT (SEQ ID NO:757) 5-P0O3-CGG ATA GTC (SEQ ID NO:758)
4.32 5'-PO3-ACACTCGTT (SEQ ID NO:759) 5'-PO3-CGA GTG TTC (SEQ ID NO:760)
4.33 5-PO3-ATCCAGGTT (SEQ ID NO:761) 5-PO3-CCT GGA TTC (SEQ ID NO:762)
4.34 5-PO3-GTTCCTGTT (SEQ ID NO:763) 5-PO3-CAG GAA CTC (SEQ ID NO:764)
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5'-PO3-ACACTCCTT (SEQ ID NO:765)
5'-PO3 -GTTCCTCTT (SEQ ID NO:767)
5'-PO3-CTGGCTCTT (SEQ ID NO:769)
5'-PO3-ACGGCATTT (SEQ ID NO:771)
5'-PO3-GGTGAGGTT (SEQ ID NO:773)
5'-PO3-CCTTCCGTT (SEQ ID NO:775)
5'-PO3-TACGCTCTT (SEQ ID NO:777)
5'-PO3-ACGGCAGTT (SEQ ID NO:779)
5'-PO3-ACTGACGTT (SEQ ID NO:781)
5'-PO3-ACGGCACTT (SEQ ID NO:783)
5'-PO3-ACTGACCTT (SEQ ID NO:785)
5'-PO3-TTTGCGGTT (SEQ ID NO:787)
5'-PO3-TGGTAGGTT (SEQ ID NO:789)
5'-PO3-GTTCGGCTT (SEQ ID NO:791)
5'-PO3-GCC GTT CTT (SEQ ID NO:793)
5'-PO3-GGAGAGGTT (SEQ ID NO:795)
5'-PO3-CACTGACTT (SEQ ID NO:797)
5'-PO3-CGTGCTCTT (SEQ ID NO:799)
5'-PO3-AATCCGCTT (SEQ ID NO:801)
5-PO3-AGGCTGGTT (SEQ ID NO:803)
5-PO3-GCTAGTGTT (SEQ ID NO:805)
5-PO3-GGAGAGCTT (SEQ ID NO:807)
5'-PO3-GGAGAGATT (SEQ ID NO:809)
5'-PO3-AGGCTGCTT (SEQ ID NO:811)
5'-PO3-GAGTGCGTT (SEQ ID NO:813)
5'-PO3-CCATCCATT (SEQ ID NO:815)
5'-PO3-GGTAGTCTT (SEQ ID NO:817)
5'-PO3-AGGCTGATT (SEQ ID NO:819)
5'-PO3-ACAGACGTT (SEQ ID NO:821)
5-PO3-GAGTGCCTT (SEQ ID NO:823)
5'-PO3-ACAGACCTT (SEQ ID NO:825)
5'-PO3-CGAGCTTT (SEQ ID NO:827)
5'-PO3-TTAGCGGTT (SEQ ID NO:829)
5'-PO3-CCTCTTGTT (SEQ ID NO:831)
5-PO3-GGTCTCTTT (SEQ ID NO:833)
5'-PO3-GCCAGATTT (SEQ ID NO:835)
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5-PO3-GGA GTG TTC (SEQ ID NO:766)
5-PO3-GAG GAA CTC (SEQ ID NO:768)
5-PO3-GAG CCA GTC (SEQ ID NO:770)
5-PO3-ATG CCG TTC (SEQ ID NO:772)
5-PO3-CCT CAC CTC (SEQ ID NO:774)
5-PO3-CGG AAG GTC (SEQ ID NO:776)
5-PO3-GAG CGT ATC (SEQ ID NO:778)
5-PO3-CTG CCG TTC (SEQ ID NO:780

5-PO3-CGT CAG TTC (SEQ ID NO:782)
5-PO3-GTG CCG TTC (SEQ ID NO:784)
5-PO3-GGT CAG TTC (SEQ ID NO:786)
5'-PO3-CCG CAA ATC (SEQ ID NO:788)
5'-PO3-CCT ACC ATC (SEQ ID NO:790)
5'-PO3-GCC GAA CTC (SEQ ID NO:792)
5-PO3-GAA CGG CTC (SEQ ID NO:794)
5'-PO3-CCT CTC CTC (SEQ ID NO:796)
5-PO3-GTC AGT GTC (SEQ ID NO:798)
5-PO3-GAG CAC GTC (SEQ ID NO:800)
5-PO3-GCGGATTTC (SEQ ID NO:802)

5-PO3-CCA GCC TTC (SEQ ID NO:804)
5'-PO3-CAC TAG CTC (SEQ ID NO:806)
5-PO3-GCT CTC CTC (SEQ ID NO:808)
5-PO3-TCT CTC CTC (SEQ ID NO:810)

5-PO3-GCA GCC TTC (SEQ ID NO:812)
5-PO3-CGC ACT CTC (SEQ ID NO:814)
5-PO3-TGG ATG GTC (SEQ ID NO:816)
5-PO3-GAC TAG CTC (SEQ ID NO:818)
5'-PO3-TCA GCC TTC (SEQ ID NO:820)
5-PO3-CGT CTG TTC (SEQ ID NO:822)
5-PO3-GGC ACT CTC (SEQ ID NO:824)
5-PO3-GGT CTG TTC (SEQ ID NO:826)
5-PO3-AAG CTC GTC (SEQ ID NO:828)
5-PO3-CCG CTA ATC (SEQ ID NO:830)
5'-PO3-CAA GAG GTC (SEQ ID NO:832)
5-PO3-AGA GAC CTC (SEQ ID NO:834)
5-PO3-ATC TGG CTC (SEQ ID NO:836)
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5-PO3-GAGACCTTT (SEQ ID NO:837)
5'-PO3-CACACAGTT (SEQ ID NO:839)
5'-PO3-CCTCITCTT (SEQ ID NO:841)

5-PO3-TAGAGCGTT (SEQ ID NO:843)
5-PO3-GCACCTTTT (SEQ ID NO:845)
5-PO3-GGCTTGTTT (SEQ ID NO:847)
5-PO3-GACGCGATT (SEQ ID NO:849)
5-PO3-GGAGCTGTT (SEQ ID NO:851)
5-PO3-TAGAGCCTT (SEQ ID NO:853)
5-PO3-CATCCGTTT (SEQ ID NO:855)
5-PO3-GGTGTCGTT (SEQ ID NO:857)
5'-PO3-GCCAGAGTT (SEQ ID NO:859)
5'-PO3-GAGACCGTT (SEQ ID NO:861)
5'-PO3-CGAGCTATT (SEQ ID NO:863)
5-PO3-GCAAGTGTT (SEQ ID NO:865)
5-PO3-GGTCTCCTT (SEQ ID NO:867)
5-PO3-GCCAGACTT (SEQ ID NO:869)
5-PO3-GGTCTCATT (SEQ ID NO:871)
5'-PO3-GAGACCATT (SEQ ID NO:873)
5-PO3-CCTTCAGTT (SEQ ID NO:875)
5-PO3-GCACCTGTT (SEQ ID NO:877)
5-PO3-AAAGGCGTT (SEQ ID NO:879)
5-PO3-CAGATCGTT (SEQ ID NO:881)
5-PO3-CATAGGCTT (SEQ ID NO:883)
5-PO3-CCTTCACTT (SEQ ID NO:885)
5-PO3-GCACCTCTT (SEQ ID NO:887)

5-PO3-AGG TCT CTC (SEQ ID NO:838)
5-PO3-CTG TGT GTC (SEQ ID NO:840)
5-PO3-GAA GAG GTC (SEQ ID NO:842)
5-PO3-CGC TCT ATC (SEQ ID NO:844)
5-PO3-AAG GTG CTC (SEQ ID NO:846)
5-PO3-ACA AGC CTC (SEQ ID NO:848)
5-PO3 TCG CGT CTC (SEQ ID NO:850)
5-PO3-CAG CTC GTC (SEQ ID NO:852)
5-PO3-GGC TCT ATC (SEQ ID NO:854)
5-PO3-ACG GAT GTC (SEQ ID NO:856)
5'-PO3-CGA GAC CTC (SEQ ID NO:858)
5-PO3-GTC TGG GTC (SEQ ID NO:860)
5-PO3-CGGTCTCTC (SEQ ID NO:862)

5-PO3-TAG CTC GTC (SEQ ID NO:864)
5-PO3-CAC TTG CTC (SEQ ID NO:866)
5-PO3-GGA GAC CTC (SEQ ID NO:868)
5-PO3-GTC TGG GTC (SEQ ID NO:870)
5-PO3-TGA GAC GTC (SEQ ID NO:872)
5-PO3-TGG TCT CTC (SEQ ID NO:874)
5-PO3-CTG AAG GTC (SEQ ID NO:876)
5 PO3-CAG GTG CTC (SEQ ID NO:878)
5-PO3-CGC CTT TTC (SEQ ID NO:880)
5-PO3-CGA TCT GTC (SEQ ID NO:882)
5-PO3-GCC TAT GTC (SEQ ID NO:884)
5-PO3-GTG AAG GTC (SEQ ID NO:886)
5-PO3-GAG GTG CTC (SEQ ID NO:888)

Tabla 7: Correspondencia entre componentes basicos y etiquetas de oligonucleétidos para los Ciclos 1-4.

Componente basico Ciclol Ciclo2 Ciclo3 Ciclo4

BB1 11 2.1 3.1 4.1
BB2 1.2 2.2 3.2 4.2
BB3 13 2.3 3.3 4.3
BB4 1.4 2.4 3.4 4.4
BB5 15 2.5 3.5 4.5
BB6 1.6 2.6 3.6 4.6
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BB7 1.7 2.7 3.7 4.7

BB8 1.8 2.8 3.8 4.8

BB9 1.9 29 3.9 4.9

BB10 1.10 2.10 3.10 4.10
BB11 111 211 3.11 4.11
BB12 1.12 2.12 3.12 4.12
BB13 1.13 2.13 3.13 4.13
BB14 1.14 2.14 3.14 4.14
BB15 1.15 2.15 3.15 4.15
BB16 1.16 2.16 3.16 4.16
BB17 1.17 2.17 3.17 4.17
BB18 1.18 2.18 3.18 4.18
BB19 1.19 2.19 3.19 4.19
BB20 1.20 2.20 3.20 4.20
BB21 121 221 3.21 4.21
BB22 1.22 2.22 3.22 4.22
BB23 1.23 2.23 3.23 4.23
BB24 1.24 2.24 3.24 4.24
BB25 1.25 2.25 3.25 4.25
BB26 1.26 2.26 3.26 4.26
BB27 1.27 2.27 3.27 4.27
BB28 1.28 2.28 3.28 4.28
BB29 1.29 2.29 3.29 4.29
BB30 1.30 2.30 3.30 4.30
BB31 1.31 231 3.31 4.31
BB32 1.32 2.32 3.32 4.32
BB33 1.33 2.33 3.33 4.33
BB34 1.34 2.34 3.34 4.34
BB35 1.35 2.35 3.35 4.35
BB36 1.36 2.36 3.36 4.36
BB37 1.37 2.37 3.37 4.37
BB38 1.38 2.38 3.38 4.38
BB39 1.39 2.39 3.39 4.39
BB40 1.44 2.44 3.44 4.44
BB41 1.41 241 341 4.41
BB42 1.42 2.42 3.42 4.42
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BB43 1.43 2.43 3.43 4.43
BB44 1.40 2.40 3.40 4.40
BB45 1.45 2.45 3.45 4.45
BB46 1.46 2.46 3.46 4.46
BB47 1.47 2.47 3.47 4.47
BB48 1.48 2.48 3.48 4.48
BB49 1.49 2.49 3.49 4.49
BB50 1.50 2.50 3.50 4.50
BB51 151 251 3.51 4.51
BB52 1.52 2.52 3.52 4.52
BB53 1.53 2.53 3.53 4.53
BB54 154 2.54 3.54 4.54
BB55 1.55 2.55 3.55 4.55
BB56 1.56 2.56 3.56 4.56
BB57 1.57 2.57 3.57 4.57
BBS58 1.58 2.58 3.58 4.58
BB59 1.59 2.59 3.59 4.59
BB60 1.60 2.60 3.60 4.60
BB61 161 2.61 3.61 4.61
BB62 1.62 2.62 3.62 4.62
BB63 1.63 2.63 3.63 4.63
BB64 1.64 2.64 3.64 4.64
BB65 1.65 2.65 3.65 4.65
BB66 1.66 2.66 3.66 4.66
BB67 1.67 2.67 3.67 4.67
BB68 1.68 2.68 3.68 4.68
BB69 1.69 2.69 3.69 4.69
BB70 1.70 2.70 3.70 4.70
BB71 1.71 271 3.71 4.71
BB72 1.72 2.72 3.72 4.72
BB73 1.73 2.73 3.73 4.73
BB74 1.74 2.74 3.74 4.74
BB75 1.75 2.75 3.75 4.75
BB76 1.76 2.76 3.76 4.76
BB77 1.77 2.77 3.77 4.77
BB78 1.78 2.78 3.78 4.78
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BB79 1.79 2.79 3.79 4.79
BB80 1.80 2.80 3.80 4.80
BB81 1.81 281 3.81 481
BB82 1.82 2.82 3.82 4.82
BB83 1.96 2.96 3.96 4.96
BB84 1.83 2.83 3.83 4.83
BB85 1.84 2.84 3.84 4.84
BB86 1.85 2.85 3.85 4.85
BB87 1.86 2.86 3.86 4.86
BB88 1.87 2.87 3.87 4.87
BB89 1.88 2.88 3.88 4.88
BB90 1.89 2.89 3.89 4.89
BB91 1.90 2.90 3.90 4.90
BB92 191 291 3.91 4.91
BB93 1.92 2.92 3.92 4.92
BB94 1.93 2.93 3.93 4.93
BB95 1.94 2.94 3.94 4.94
BB96 1.95 2.95 3.95 4.95

Tampon de ligasa 1X: Tris 50 mM, pH 7,5; ditiotreitol 10 mM; MgCl, 10 mM; ATP 2 mM; NaCl 50 mM.
Tampon de ligasa 10X: Tris 500 mM, pH 7,5; ditiotreitol 200 mM; MgCl, 100 mM; ATP 20 mM; NaCl 500 mM.
Fijacion del espaciador soluble en agua al Compuesto 2

A una solucién de Compuesto 2 (60 ml, 1 mM) en tampon borato sédico (150 mM, pH 9,4) que se enfrié a
4°C, se afiadieron 40 equivalentes de acido N-Fmoc-15-amino-4,7,10,13-tetraoxaoctadecanoico (S-Ado) en
N,N-dimetilformamida (DMF) (16 ml, 0,15M) seguido de 40 equivalentes de cloruro de
4-(4,6-dimetoxi[1.3.5]triazin-2-il)-4-metilmorfolinio hidratado (DMTMM) en agua (9,6 ml, 0,25 M). Se agitd
suavemente la mezcla durante 2 horas a 4°C antes de afadir 40 equivalentes adicionales de S-Ado y DMTMM y se
agitd durante otras 16 horas a 4°C.

Tras la acilacion, se afiadi6 0,1 veces el volumen de NaCl acuoso 5 My 2,5 veces el volumen de etanol frio
(-20°C) y se dejé reposar la mezcla a -20°C durante al menos una hora. A continuacion se centrifugd la mezcla
durante 15 minutos a 14.000 rpm a 4°C en una centrifuga para dar un sedimento blanco que se lavé con EtOH frio y
a continuacién se sec6 en un liofilizador a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se disolvié el sélido en 40 ml
de agua y se purific6 por HPLC de fase inversa con una columna Waters Xterra RPis. Se utilizé un perfil de
gradiente de la fase movil binario para eluir el producto utilizando un tampdn acetato de trietilamonio acuoso 50 mM
de pH 7,5 y una solucion de acetonitrilo al 99%/agua al 1%. Se concentrd el material purificado por liofilizacion y se
disolvié el residuo resultante en 5 ml de agua. Se afiadi6 a la solucién 0,1 veces el volumen de piperidina y se agitd
suavemente la mezcla durante 45 minutos a temperatura ambiente. A continuaciéon se purificé el producto por
precipitacion con etanol como se ha descrito anteriormente y se aisld por centrifugacion. Se lavo el sedimento
resultante dos veces con EtOH frio y se secé por liofilizacion para dar el Compuesto 3 purificado.

Ciclo 1

A cada pocillo de una placa de 96 pocillos se afiadieron 12,5 pl de una solucién 4 mM del Compuesto 3 en
agua; 100 pl de una solucion 1 mM de una de las etiquetas de oligonucleédtidos 1.1 a 1.96, como se muestra en la
Tabla 3 (la relacion molar entre el Compuesto 3 y las etiquetas fue 1:2). Se calentaron las placas a 95°C durante 1
minuto y a continuacion se enfriaron a 16°C durante 10 minutos. A cada pocillo se afadieron 10 pl de tampon de
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ligasa 10X, 30 unidades de ADN ligasa de T4 (1 pl de una solucién de 30 unidades/pl (FermentasLife Science, Cat.
N° BL0013)), 76,5 ul de agua y se incubaron las soluciones resultantes a 16°C durante 16 horas.

Después de la reaccion de ligacion, se afiadieron directamente a cada pocillo 20 pl de NaCl acuoso 5 M,
seguido de 500 pl de etanol frio (-20°C), y se mantuvo a -20°C durante 1 hora. Se centrifugaron las placas durante 1
hora a 3.200 g en una centrifuga Beckman Coulter Allegra 6R utilizando Beckman Microplus Carriers. Se separ6
cuidadosamente el sobrenadante poniendo la placa al revés y se lavé el sedimento con etanol frio acuoso al 70% a
-20°C. A continuacién se disolvié cada uno de los sedimentos en tampoén borato sédico (50 ul, 150 mM, pH 9,4) a
una concentracion de 1 mM y se enfrié a 4°C.

A cada solucion se afiadieron 40 equivalentes de uno de los 96 precursores de componentes basicos en
DMF (13 ul, 0,15 M) seguido de 40 equivalentes de DMT-MM en agua (8 pl, 0,25 M), y se agitaron suavemente las
soluciones a 4°C. Al cabo de 2 horas, se afadieron 40 equivalentes adicionales de uno de cada precursor de
componente basico y DMTMM, y se agitaron suavemente las soluciones durante 16 horas a 4°C. Tras la acilacion,
se afadieron a cada solucion 10 equivalentes de acido acético-éster de N-hidroxi-succinimida en DMF (2 pl, 0,25 M)
y se agitdé suavemente durante 10 minutos.

Tras la acilacion, se agruparon las 96 mezclas de reaccién y se afiadieron 0,1 volimenes de NaCl acuoso
5 My 2,5 volumenes de etanol absoluto frio y se dejo reposar la solucion a -20°C durante al menos una hora. A
continuacion se centrifugd la mezcla. Tras la centrifugacion, se separ6 con una micropipeta tanto sobrenadante
como fue posible, se lavo el sedimento con etanol frio y se centrifugd de nuevo. Se separé el sobrenadante con una
pipeta de 200 pl. Se afiadio6 al tubo etanol frio al 70%, y se centrifug6 la mezcla resultante durante 5 minutos a 4°C.

Se separo el sobrenadante y el etanol restante se elimind por liofilizacién a temperatura ambiente durante
10 minutos. A continuacion se disolvio el sedimento en 2 ml de agua y se purificé por HPLC de fase inversa con una
columna Waters Xterra RP1g. Se utiliz6 un perfil de gradiente de la fase movil binario para eluir la biblioteca utilizando
un tampodn acetato de trietilamonio acuoso 50 mM de pH 7,5 y una solucién de acetonitrilo al 99%/ agua al 1%. Las
fracciones que contenian la biblioteca se recogieron, se agruparon, y se liofilizaron. Se disolvié el residuo resultante
en 2,5 ml de agua y se afiadieron 250 pl de piperidina. Se agit6 la solucion suavemente durante 45 minutos y a
continuacion se hizo precipitar con etanol como se ha descrito anteriormente. Se seco por liofilizacion el sedimento
resultante y a continuacion se disolvié en tampon borato sédico (4,8 ml, 150 mM, pH 9,4) a una concentracion de
1 mM.

Se enfrié la solucion a 4°C y se afiadieron 40 equivalentes de cada uno de N-Fmoc-propargilglicina en DMF
(2,2 ml, 0,15 M) y DMT-MM en agua (7,7 ml, 0,25 M). Se agit6 suavemente la mezcla durante 2 horas a 4°C antes
de afiadir 40 equivalentes adicionales de N-Fmoc-propargilglicina y DMT-MM y se agitd la solucién durante otras 16
horas. Mas tarde se purificd la mezcla por precipitacion con EtOH y HPLC de fase inversa como se ha descrito
anteriormente y se eliminé el grupo N-Fmoc mediante tratamiento con piperidina como se ha descrito anteriormente.
Tras la purificacion final por precipitacion con EtOH, se sec6 por liofilizacion el sedimento resultante y se llevo al
siguiente ciclo de sintesis.

Ciclos 2-4

Para cada uno de estos ciclos, se disolvié en agua el sedimento seco del ciclo anterior y se determiné la
concentracion de la biblioteca por espectrofotometria en base al coeficiente de extincion del componente de ADN de
la biblioteca, en el que el coeficiente de extincion inicial del Compuesto 2 es 131.500 L/(mol.cm). Se ajusto la
concentracién de la biblioteca con agua de manera que la concentracion final en las reacciones de ligacion
posteriores fuera 0,25 mM. A continuacion se dividio la biblioteca en 96 alicuotas iguales en una placa de 96 pocillos.
A cada pocillo se afiadio una solucién que comprendia una etiqueta diferente (la relacion molar entre la biblioteca y
la etiqueta fue 1:2), y se realizaron las ligaciones como se ha descrito para el Ciclo 1. En las Tablas 4, 5y 6 se
exponen, respectivamente, las etiquetas de oligonucle6tidos utilizadas en los ciclos 2, 3 y 4. En la Tabla 7 se
proporcionan las correspondencias entre las etiquetas y los precursores de componentes basicos para cada uno de
los Ciclos 1 a 4. Se hizo precipitar la biblioteca por adicion de etanol como se ha descrito anteriormente para el Ciclo
1, y se disolvi6 en tampén borato sodico (150 mM, pH 9,4) a una concentracién de 1 mM. Las acilaciones y
purificaciones posteriores se realizaron como se ha descrito para el Ciclo 1, salvo que durante el Ciclo 3 se omitio la
purificacion por HPLC.

Los productos del Ciclo 4 se ligaron con el cebador de cierre que se muestra a continuacion, utilizando el
método descrito anteriormente para la ligacion de las etiquetas.

5’-P0O3-CAG AAG ACA GAC AAG CTT CAC CTG C (SEQ ID NO:889)
5-PO3-GCA GGT GAA GCT TGT CTG TCT TCT GAA (SEQ ID NO:890)
Resultados:

El procedimiento de sintesis descrito anteriormente tiene la capacidad de producir una biblioteca que
comprende 96* (aproximadamente 10°) estructuras diferentes. La sintesis de la biblioteca se supervisé por medio de
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electroforesis en gel y LC/MS del producto de cada ciclo. Tras la finalizacién, se analizé la biblioteca utilizando varias
técnicas. La Figura 13a es un cromatograma de la biblioteca tras el Ciclo 4, pero antes de la ligacién del cebador de
cierre. La Figura 13b es un espectro de masas de la biblioteca en la misma etapa de sintesis. Se determiné el peso
molecular medio mediante analisis LC/MS en modo ion negativo. Se realizé la deconvolucion de la sefial ionica
utilizando el software ProMass. Este resultado es coherente con la masa media predicha de la biblioteca.

Se analiz6 el componente de ADN de la biblioteca por electroforesis en gel de agarosa, que mostr6 que la
mayoria de los materiales de la biblioteca se corresponde con el producto ligado del tamafio correcto. El analisis de
secuencias de ADN de los clones moleculares del producto de PCR derivados de un muestreo de la biblioteca
muestra que la ligacion de ADN se daba con gran fidelidad y hasta casi la finalizacion.

Ciclacion de la biblioteca

Al finalizar el Ciclo 4, una porcion de la biblioteca se protegié en el extremo N-terminal utilizando acido
azidoacético en las condiciones de acilacion habituales. El producto, después de la purificacion por precipitacion con
EtOH, se disolvié en tampodn fosfato sédico (150 mM, pH 8) a una concentraciéon de 1 mM y se afiadieron 4
equivalentes de cada uno de CuSO4 en agua (200 mM), acido ascérbico en agua (200 mM), y una cantidad catalitica
del compuesto que se muestra a continuacibn como una solucion en DMF (200 mM). A continuacién se agité
suavemente la mezcla de reaccion durante 2 horas a temperatura ambiente.

-
A N N
N, ]/\ N—Ph
N - N
Ph ll:] -N
Ph

Para someter a ensayo el grado de ciclacion, se separaron alicuotas de 5 pl de la reaccion de ciclacion de
la biblioteca y se trataron con una azida o alquino marcado fluorescentemente (1 pl de las reservas de DMF
100 mM) preparado como se describe en el Ejemplo 4. Al cabo de 16 horas, ninguno de los marcadores azida o
alguino habia sido incorporado en la biblioteca por andlisis de HPLC a 500 nm. Este resultado indicaba que la
biblioteca ya no contenia grupos azida o alquino capaces de cicloadicién y que por lo tanto la biblioteca debia haber
reaccionado consigo misma, bien por reacciones intermoleculares o de ciclacion. Se purifico la biblioteca ciclada por
HPLC de fase inversa como se ha descrito anteriormente. Los experimentos testigo que utilizaban la biblioteca no
ciclada mostraron una incorporacion completa de las etiquetas fluorescentes mencionadas anteriormente.

Ejemplo 4: Preparacion de etiquetas fluorescentes para el ensayo de ciclacion:

En tubos separados, se combind propargilglicina o 2-amino-3 fenilpropilazida (8 umol de cada uno) con
FAMOSu (Molecular Probes Inc.) (1,2 equivalentes) en tampon borato de pH 9,4 (250 ul). Se dejo que las reacciones
continuasen durante 3 horas a temperatura ambiente, y a continuacion se liofilizaron durante toda la noche. La
purificacion por HPLC proporcioné la azida y el alquino fluorescente deseados con un rendimiento cuantitativo.
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UN
borato a pH 9,5

FAM-CSu

borato a pH 9,5

Agente marcador
Agente marcador alquino fluorescente
azida fluorescente

Ejemplo 5: Ciclacion de compuestos individuales utilizando la reaccion de cicloadicion azida/alquino
Preparacion de azidoacetil-Gly-Pro-Phe-Pra-NHz:

Utilizando 0,3 mmol de resina Rink-amida, se sintetiz6 la secuencia indicada utilizando técnicas

5 convencional de sintesis en fase solida con aminoacidos protegidos con Fmoc y HATU como agente de activacion

(Pra = C-propargilglicina). Se utilizé acido azidoacético para proteger el tetrapéptido. El péptido se escindio de la

resina con TFA/DCM al 20% durante 4 horas. La purificacion por RP HPLC proporcioné el producto como un sélido

blanco (75 mg, 51%). "H RMN (DMSO-ds, 400 MHz): 8,4 - 7,8 (m, 3H), 7,4 - 7,1 (m, 7H), 4,6 - 4,4 (m, 1H), 4.4 - 4,2

(m, 2H), 4,0 - 3,9 (m, 2H), 3,74 (dd, 1H, J = 6 Hz, 17 Hz), 3,5 - 3,3 (m, 2H), 3,07 (dt, 1H, J = 5 Hz, 14 Hz), 2,92 (dd,

10  1H,J=5Hz, 16 Hz), 2,86 (t, 1H, J = 2 Hz), 2,85 - 2,75 (m, 1H), 2,6 - 2,4 (m, 2H), 2,2 -1,6 (M, 4H). IR (Suspension)

2900, 2100, 1450, 1300 cm™. ESIMS 497,4 ([M+H], 100%), 993,4 ([2M+H], 50%). ESIMS con fragmentacion en la

fuente de iones: 519,3 ([M+Na], 100%), 491,3 (100%), 480,1 ([M-NH], 90%), 452,2 ([M-NH,-CO], 20%), 424,2
(20%), 385,1 ([CM-Pra], 50%), 357,1 ([M-Pra-CO], 40%), 238,0 ([M-Pra-Phe], 100%).

Ciclacién de azidoacetil-Gly-Pro-Phe-Pra-NHz:

. Cu{MaCN),FFs
_(}—N{-I_(O u——( DIEA, MaCN
Ny p ONH,
ﬁmﬂ
(O)NH,
"¢

Nep

15

Se disolvio el péptido azidoacetilo (31 mg, 0,62 mmol) en MeCN (30 ml). Se afiadieron diisopropiletilamina
(DIEA, 1 ml) y Cu(MeCN)4PFs (1 mg). Después de agitar durante 1,5 horas, se evaporé la solucion y se recogio el
residuo resultante en MeCN/H,0 al 20%. Después de la centrifugacion para eliminar las sales insolubles, se sometio

68



10

15

20

25

30

35

40

ES 2401485713

la solucién a HPLC preparativa en fase inversa. Se aislé el péptido ciclico deseado como un sélido blanco (10 mg,
32%). *H RMN (DMSO-ds, 400 MHz): 8,28 (t, 1H, J = 5 Hz), 7,77 (s, 1H), 7.2-6.9 (m, 9H), 4,98 (m, 2H), 4,48 (m, 1H),
4,28 (m, 1H), 4.1-3.9 (m, 2H), 3,63 (dd, 1H, J =5 Hz, 16 Hz), 3,33 (m, 2H), 3,0 (m, 3H), 2,48 (dd, 1H;. J =11 Hz,
14 Hz), 1,75 (m, 1HO, 1,55 (m, 1H), 1,32 (m, 1H), 1,05 (m, 1H) IR (suspension) 2900, 1475, 1400 cm™. ESIMS 497,2
([M+H], 100%), 993,2 ([2M+H], 30%), 1015,2 ([2M+Na], 15%) ESIMS con fragmentacién en la fuente de iones: 535.2
(70%), 519,3 ([M+Na], 100%), 497,2 ([M+H], 80%), 480,1 ([M-NH], 30%), 452,2 ([M-NH2-CO], 40%), 208,1 (60%).

Preparacion de azidoacetil-Gly-Pro-Phe-Pra-Gly-OH:

Utilizando 0,3 mmol de glicina-resina de Wang, se sintetizé la secuencia indicada utilizando aminoacidos
protegidos con Fmoc y HATU como agente de activacién. En la Ultima etapa de acoplamiento se utilizé acido
azidoacético para proteger el pentapéptido. La escision del péptido se consiguié utilizando TFA/DCM al 50% durante
2 horas. La purificacion por RP HPLC proporcioné el péptido como un sélido blanco (83 mg, 50%). 'H RMN
(DMSO-dg, 400 MHz): 8.4 - 7,9 (m, 4H), 7,2 (m, 5H), 4,7 a 4,2 (m, 3H), 4,0 - 3,7 (m, 4H), 3,5 - 3,3 (m, 2H), 3,1 (m,
1H), 2,91 (dd, 1H, J =4 Hz, 16 Hz), 2,84 (t, 1H, J=2,5Hz), 2,78 (m, 1H), 2,6 - 2,4 (m, 2H), 2,2 -1,6 (m, 4H). IR
(suspension) 2900, 2100, 1450, 1350 cm™. ESIMS 555,3 ([M+H], 100%). ESIMS con fragmentacion en la fuente de
iones: 577,1 ([M+Na], 90%), 555,3 ([M+H], 80%), 480,1 ([M-Gly], 100%), 385,1 ([M-Gly- Pra], 70%), 357,1
([M-Gly-Pra-CQ], 40%), 238,0 ([M-Gly-Pra-Phe], 80%).

Ciclacién de azidoacetil-Gly-Pro-Phe-Pra-Gly-OH:

Se disolvié el péptido (32 mg, 0,058 mmol) en MeCN (60 ml). Se afiadieron diisopropiletilamina (1 ml) y Cu
(MeCN)4PFs (1 mg) y se agit6 la solucion durante 2 horas. Se evaporo el disolvente y se sometio el producto bruto a
RP HPLC para eliminar los dimeros y los trimeros. Se aisl6 el monémero ciclico como un cristal incoloro (6 mg,
20%). ESIMS 555,6 ([M+H], 100%), 1109,3 ([2M+H], 20%), 1131,2 ([2M+Na], 15%). ESIMS con fragmentacién en la
fuente de iones: 555,3 ([M+H], 100%), 480,4 ([M-Gly], 30%), 452,2 (IM-Gly-CO], 25%), 424,5 ([M-Gly-2CO ], 10%,
sdlo es posible en una estructura ciclica).

Conjugacion del péptido lineal al ADN:

Se disolvio el Compuesto 2 (45 nmol) en 45 pl de tampon borato sédico (pH 9,4; 150 mM). A 4°C, se afadio
el péptido lineal (18 pl de una reserva 100 mM en DMF; 180 nmol; 40 equivalentes), seguido de DMT-MM (3,6 ml de
una reserva 500 mM en agua; 180 nmol; 40 equivalentes). Después de agitar durante 2 horas, la LCMS mostré la
completa reaccion, y se aislé el producto por precipitacion con etanol. ESIMS 1823,0 ([M-3H]/3, 20%), 1367,2
(IM-4H1/4, 20%), 1093,7 ([M-5H]/5, 40%), 911,4 ([M-6H]/6, 100%).

Conjugacion del péptido ciclico al ADN:

Se disolvié el Compuesto 2 (20 nmol) en 20 pl de tamp6n borato sédico (pH 9,4, 150 mM). A 4°C, se afadio
péptido lineal (8 pl de una reserva 100 mM en DMF; 80 nmol; 40 equivalentes), seguido de DMT-MM (1,6 pl de una
reserva 500 mM en agua; 80 nmol; 40 equivalentes). Después de agitar durante 2 horas, la LCMS mostro la reaccion
completa, y se aislé el producto por precipitacion con etanol. ESIMS 1823,0 ([M-3H]/3, 20%), 1367,2 ([M-4H]/4,
200%), 1093,7 ([M-5H]/5, 40%), 911,4 ([M-6H]/6, 100%).

Ciclacion del péptido unido a ADN:

Se disolvié el conjugado de péptido lineal-ADN (10 nmol) en tampdn fosfato sédico de pH 8 (10 pl,
150 mm). A temperatura ambiente, se afiadieron 4 equivalentes de cada uno de CuSQOy, 4cido ascorbico, y el ligando
Sharpless (0,2 ul de las reservas 200 mM). Se dej6 que la reacciéon continuase durante toda la noche. La RP HPLC
mostré que no habia péptido lineal-ADN presente, y que el producto co-eluia con el péptido-ADN ciclico auténtico.
No se observaron trazas de dimeros o de otros oligdmeros.
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MeCn en TEAA ac. 40mM durante 8 min.

Ejemplo 6: Aplicacion de reacciones de sustitucion aromaticas nucledfilas a la sintesis del resto funcional
Procedimiento general para la arilacion del Compuesto 3 con cloruro cianurico:

Se disuelve el Compuesto 2 en tampon borato sodico de pH 9,4 a una concentracién de 1 mM. Se enfria la
solucion a 4°C y a continuacién se afiaden 20 equivalentes de cloruro cianidrico como una solucién 500 mM en
MeCN. Al cabo de 2 horas, se confirma la reaccibn completa mediante LCMS y se aisla el conjugado de
diclorotriazina-ADN resultante por precipitacion con etanol.

Procedimiento para la sustitucion amina del diclorotriazina-ADN:

Se disuelve el conjugado de diclorotriazina-ADN en tamp6n borato de pH 9,5 a una concentracion de 1 mM.
A temperatura ambiente, se afiaden 40 equivalentes de una amina alifatica como una solucion de DMF. Se hace
seguimiento de la reaccion mediante LCMS y estd terminada al cabo de 2 horas. El conjugado de
alquilamino-monoclorotriazina-ADN resultante se aisla por precipitacién con etanol.

Procedimiento para la sustitucion amina del monoclorotriazina-ADN:

Se disuelve el conjugado alquilamino-monoclorotriazina-ADN en tampo6n borato de pH 9,5 a una
concentracion de 1 mM. A 42°C, se afiaden 40 equivalentes de una segunda amina alifatica como una solucién en
DMF. Se hace seguimiento de la reaccion mediante LCMS y esta terminada al cabo de 2 horas. El conjugado de
diaminotriazina-ADN resultante se aisla por precipitacion con etanol.

Ejemplo 7: Aplicacion de reacciones de aminacion reductora a la sintesis del resto funcional

Procedimiento general para la aminacion reductora del ADN-conector que contiene una amina secundaria con un
componente basico aldehido:

Se acoplé el Compuesto 2 a un resto de prolina N-terminal. Se disolvié el compuesto resultante en tampdn
fosfato sddico (50 ul, 150 mM, pH 5,5) a una concentracion de 1 mM. A esta solucién se afiadieron 40 equivalentes
de cada uno de un componente béasico aldehido en DMF (8 pl, 0,25 M) y cianoborohidruro sédico en DMF (8 pl,
0,25 M) y se calentd la solucion a 80°C durante 2 horas. Tras la alquilacion, se purificé la solucién por precipitacion
con etanol.

Procedimiento general para las aminaciones reductoras del ADN-conector que contiene un aldehido con
componentes basicos amina:
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Se disolvié el Compuesto 2 acoplado a un componente basico que comprende un grupo aldehido en
tampon fosfato sodico (50 pl, 250 mM, pH 5,5) a una concentracion de 1 mM. A esta solucion se afiadieron 40
equivalentes de cada uno de un componente basico amina en DMF (8 pl, 0,25 M) y cianoborohidruro sédico en DMF
(8 ul, 0,25 M) y se calentd la solucion a 80°C durante 2 horas. Tras la alquilacién, se purificé la solucién por
precipitacion con etanol.

Ejemplo 8: Aplicacion de reacciones de construccion de peptoide a la sintesis del resto funcional

Procedimiento general para la sintesis de peptoide en el ADN conector:

o)

o]
B N
° ! le) HzNAR Rﬁ O
HzNAADN-conecfor —— Br.\)LNAADN-conec?or-—-——- e

”A ADN-conector
40 equivalentes 40 equivalentes

Se disolvio el Compuesto 2 en tampon borato sédico (50 pl, 150 mM, pH 9,4) a una concentraciéon de 1 mM
y se enfrid a 4°C. A esta solucion se afiadieron 40 equivalentes de bromoacetato de N-hidroxisuccinimidilo en DMF
(A3 ul, 0,15 M) y se agitd la solucion suavemente a 4°C durante 2 horas. Tras la acilacion, se purifico el
ADN-conector por precipitacion con etanol y se volvié a disolver en tampén borato sédico (50 pl, 150 mM, pH 9,4) a
una concentracién de 1 mM y se enfrid a 4°C. A esta solucion se afadieron 40 equivalentes de un componente
bésico amina en DMF (13 pl, 0,15 M) y se agit6 la solucion suavemente a 4°C durante 16 horas. Tras la alquilacion,
se purific6 el ADN-conector por precipitacion con etanol y se volvié a disolver en tampon borato sédico (50 pl,
150 mM, pH 9,4) a una concentracion de 1 mM y se enfrié a 4°C. La sintesis de peptoide se continGa por adicion
progresiva de bromoacetato de N-hidroxisuccinimidilo seguida de adicion de un componente basico amina.

Ejemplo 9: Aplicacion de la reaccién de cicloadicién de azida-alquino a la sintesis del resto funcional
Procedimiento general

Se disuelve un conjugado de ADN que contiene alquino en tampén fosfato de pH 8,0 a una concentracion
de aproximadamente 1 mM. A esta mezcla se afiaden 10 equivalentes de una azida organica y 5 equivalentes de
cada uno de sulfato de cobre (ll), acido ascorbico, y el ligando (tris-((1-benzyltriazol-4-il)metil)amina, todos a
temperatura ambiente. Se hace seguimiento de la reaccién mediante LCMS, y habitualmente esta terminada al cabo
de 1-2 horas. El conjugado de triazol-ADN resultante puede aislarse por precipitacién con etanol.

Ejemplo 10: Identificacion de un ligando para la Abl quinasa en el seno de una biblioteca codificada.

La capacidad de enriquecer las moléculas de interés en una biblioteca codificada por ADN por encima de
los miembros no deseables de la biblioteca es primordial para la identificacion de compuestos individuales con
propiedades definidas contra las dianas terapéuticas de interés. Para demostrar esta capacidad de enriquecimiento,
se sintetiz6 una molécula de unién conocida (descrita por Shah et al., Science 305, 399-401 (2004), incorporado en
el presente documento por referencia) para la rhAbl quinasa (GenBank U07563). Se fij6 este compuesto a un
oligonucledtido de ADN bicatenario por medio del conector descrito en los ejemplos anteriores utilizando métodos de
guimica convencionales para producir una molécula similar (resto funcional unido a un oligonucleétido) a las
producidas por medio de los métodos descritos en los Ejemplos 1 y 2. Se disefiaron una biblioteca producida en
general como se ha descrito en el Ejemplo 2 y el ligante Abl quinasa unida a ADN con secuencias de ADN Unicas
que permitieron el andlisis por gPCR de ambas especies. Se mezcl6 el ligante Abl quinasa unida a ADN con la
biblioteca en una relacion de 1:1.000. De esta manera se equilibré la mezcla con a la quinasa rhAble, y se capturé la
enzima en una fase sélida, se lavé para separar los miembros de la biblioteca sin capacidad de unién y se eluyeron
las moléculas de unién. La relacion entre las moléculas de la biblioteca y el inhibidor de la Abl quinasa unida a ADN
en el eluato fue de 1:1, lo que indica un enriqguecimiento méas de 500 veces superior del ligante Abl quinasa unida a
ADN en una cantidad 1.000 veces superior de moléculas de la biblioteca

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Praecis Pharmaceuticals, Inc.

<120> METODOS PARA LA SINTESIS DE BIBLIOTECAS CODIFICADAS
<130> PPI-156CPPC

<150> 11/015458
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<151> 2004-12-17
<150> 60/530854
<151> 2003-12-17
<150> 60/540681
<151> 2004-01-30
<150> 60/553715
<151> 2004-03-15
<150> 60/588672
<151> 2004-07-16
<150> 60/689466
<151> 2005-06-09
<150> 60/731041
<151> 2005-10-28
<160> 890

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0

<210>1

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 1

gcaacgaag 9
<210> 2

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 2

tcgttgecca 9
<210>3

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
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<400> 3

gcgtacaag 9
<210>4

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 4

tgtacgcca 9
<210>5

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400>5

gctctgtag 9
<210>6

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 6

acagagcca 9
<210>7

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 7

gtgccatag 9
<210> 8

<211>9

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 8

atggcacca 9
<210>9

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400>9

gttgaccag 9
<210> 10

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 10

ggtcaacca 9
<210> 11

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 11

cgacttgac 9
<210> 12

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 12

acgctgaac 9
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<210> 13

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 13

cgtagtcag 9
<210> 14

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 14

gactacgca 9

<210> 15

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 15

ccagcatag 9
<210> 16

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 16

atgctggca 9
<210> 17

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> constructo sintético
<400> 17

cctacagag 9
<210> 18

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 18

ctgtaggca 9
<210> 19

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 19

ctgaacgag 9
<210> 20

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 20

acgacttgc 9
<210> 21

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 21

ctccagtag 9
<210> 22

<211>9
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 229

actggagca 9
<210> 23

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 23

taggtccag 9
<210> 24

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 24

ggacctaca 9
<210> 25

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 25

gcgtgttgt 9
<210> 26

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético

<400> 26
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aacacgcct 9
<210> 27

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 27

gcttggagt 9
<210> 28

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 28

tccaagcct 9
<210> 29

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 29

gtcaagcgt 9
<210> 30

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 30

gcttgacct 9
<210> 31

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> constructo sintético
<400> 31

caagagcgt 9
<210> 32

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 32

gctcttgct 9
<210> 33

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 33

cagttcggt 9
<210> 34

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 34

cgaactgct 9
<210> 35

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 35

cgaaggagt 9
<210> 36
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<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 36

tcetteget 9

<210> 37

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 37

cggtgttgt 9
<210> 38

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 38

aacaccgct 9
<210> 39

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400>

cgttgctgt 9
<210> 40

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
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<400> 40

agcaacgct 9
<210>41

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 41

ccgatctgt 9

<210> 42

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 42

agatcggct 9

<210> 43

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 43

ccttctegt 9

<210> 44

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 44

gagaaggct 9

<210> 45

<211>9

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 45

tgagtccgt 9
<210> 46

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 46

ggactcact 9
<210> 47

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 47

tgctacggt 9
<210> 48

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 48

cgttagact 9
<210> 49

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 49

gtgcgttga 9
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<210>50

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 50

aacgcacac 9
<210> 51

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 51

gttggcaga 9

<210> 52

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 52

tgccaacac 9
<210> 53

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 53

cctgtagga 9

<210> 54

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2401485713
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<223> constructo sintético
<400> 54

ctacaggac 9
<210> 55

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 55

ctgcgtaga 9
<210> 56

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 56

tacgcagac 9
<210> 57

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 57

cttacgcga 9
<210> 58

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 58

gcgtaagac 9
<210> 59

<211>9
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 59

tggtcacga 9
<210> 60

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 60

gtgaccaac 9
<210> 61

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 61

tcagagcga 9
<210> 62

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 62

gctctgaac 9
<210> 63

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético

<400> 63
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ttgctcgga 9
<210> 64

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 64

cgagcaaac 9
<210> 65

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 65

gcagttgga 9
<210> 66

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 66

caactgcac 9
<210> 67

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 67

gcctgaaga 9
<210> 68

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> constructo sintético
<400> 68

ttcaggcac 9
<210> 69

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 69

gtagccaga 9
<210> 70

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 70

tggctacac 9
<210>71

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 71

gtcgcttga 9
<210> 72

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 72

aagcgacac 9

<210>73
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<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 73

gcctaagtt 9
<210> 74

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 74

cttaggctc 9
<210> 75

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 75

gtagtgctt 9
<210> 76

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 76

gcactactc 9
<210> 77

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
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<400> 77

gtcgaagtt 9
<210> 78

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 78

cttcgactc 9
<210> 79

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 79

gtttcggtt 9
<210> 80

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 80

ccgaaactc 9
<210> 81

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 81

cagcgtttt 9
<210> 82

<211>9

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 82

aacgctgtc 9
<210> 83

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 83

catacgctt 9
<210> 84

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 84

gcgtatgtc 9
<210> 85

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 85

cgatctgtt 9
<210> 86

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 86

cagatcgtc 9
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<210> 87

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 87

cgctttgtt 9
<210> 88

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 88

caaagcgtc 9
<210> 89

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 89

ccacagttt 9
<210> 90

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 90

actgtggtc 9
<210>91

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> constructo sintético
<400> 91

cctgaagtt 9
<210> 92

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 92

cttcaggtc 9
<210> 93

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 93

ctgacgatt 9
<210> 94

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 94

tcgtcagtc 9
<210> 95

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 95

ctccacttt 9
<210> 96

<211>9
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 96

agtggagtc 9
<210> 97

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 97

accagagcc 9
<210> 98

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 98

ctctggtaa 9
<210> 99

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 99

atccgcacc 9
<210> 100

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético

<400> 100

ES 2401485713
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tgcggataa 9
<210> 101

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 101

gacgacacc 9
<210> 102

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 102

tgtcgtcaa 9
<210> 103

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 103

ggatggacc 9
<210> 104

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 104

tccatccaa 9
<210> 105

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

ES 2401485713
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<220>

<223> constructo sintético
<400> 105

gcagaagcc 9
<210> 106

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 106

cttctgcaa 9
<210> 107

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 107

gccatgtcc 9
<210> 108

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 108

acatggcaa 9
<210> 109

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 109

gtctgctce 9
<210> 110
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<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 110

agcagacaa 9
<210> 111

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 111

cgacagacc 9
<210> 112

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 112

tctgtcgaa 9
<210> 113

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 113

cgctactcc 9
<210> 114

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético

ES 2401485713

96



10

15

20

25

30

35

<400> 114

agtagcgaa 9
<210> 115

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 115

ccacagacc 9
<210> 116

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 116

tctgtggaa 9
<210> 117

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 117

cctctctce 9
<210> 118

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 118

agagaggaa 9
<210> 119

<211>9

<212> ADN

ES 2401485713
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 119

ctcgtagcc 9
<210> 120

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 120

ctacgagaa 9
<210> 121

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 121.

aaatcgatgt ggtcactcag 20
<210> 122

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 122

gagtgaccac atcgatttgg 20
<210> 123

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 123

aaatcgatgt ggactaggag 20
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<210> 124

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 124

cctagtccac atcgatttgg 20
<210> 125

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 125

aaatcgatgt gccgtatgag 20
<210> 126 6

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 126

catacggcac atcgatttgg 20
<210> 127

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 127

aaatcgatgt gctgaaggag 20
<210> 128

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> constructo sintético
<400> 128

ccttcagcac atcgatttgg 20
<210> 129

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 129

aaatcgatgt ggactagcag 20
<210> 130

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 130

gctagtccac atcgatttgg 20
<210> 131

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 131

aaatcgatgt gcgctaagag 20
<210> 132

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 132

cttagcgcac atcgatttgg 20
<210> 133

<211>20
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 133

aaatcgatgt gagccgagag 20
<210> 134

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 134

ctcggctcac atcgatttgg 20
<210> 135

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 135

aaatcgatgt gccgtatcag 20
<210> 136

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 136

gatacggcac atcgatttgg 20
<210> 137

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético

<400> 137
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aaatcgatgt gctgaagcag 20
<210> 138

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 138

gcttcagcac atcgatttgg 20
<210> 139

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 139

aaatcgatgt gtgcgagtag 20
<210> 140

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 140

actcgcacac atcgatttgg 20
<210> 141

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 141

aaatcgatgt gtttggcgag 20
<210> 142

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> constructo sintético
<400> 142

cgccaaacac atcgatttgg 20
<210> 143

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 143

aaatcgatgt gcgctaacag 20
<210> 144

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 144

gttagcgcac atcgatttgg 20
<210> 145

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 145

aaatcgatgt gagccgacag 20
<210> 146

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 146

gtcggctcac atcgatttgg 20
<210> 147
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<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 147

aaatcgatgt gagccgaaag 20
<210> 148

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 148

ttcggctcac atcgatttgg 20
<210> 149

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 149

aaatcgatgt gtcggtagag 20
<210> 150

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 150

ctaccgacac atcgatttgg 20
<210> 151

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
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<400> 151

aaatcgatgt ggttgccgag 20
<210> 152

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 152

cggcaaccac atcgatttgg 20
<210> 153

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 153

aaatcgatgt gagtgcgtag 20
<210> 154

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 154

acgcactcac atcgatttgg 20
<210> 155

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 155

aaatcgatgt ggttgccaag 20
<210> 156

<211> 20

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 156

tggcaaccac atcgatttgg 20
<210> 157

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 157

aaatcgatgt gtgcgaggag 20
<210> 158

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 158

cctcgcacac atcgatttgg 20
<210> 159

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 159

aaatcgatgt ggaacacgag 20
<210> 160

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 160

cgtgttccac atcgatttgg 20
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<210> 161

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 161

aaatcgatgt gcttgtcgag 20
<210> 162

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 162

cgacaagcac atcgatttgg 20
<210> 163

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 163

aaatcgatgt gttccggtag 20
<210> 164

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 164

accggaacac atcgatttgg 20
<210> 165

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> constructo sintético
<400> 165

aaatcgatgt gtgcgagcag 20
<210> 166

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 166

gctcgcacac atcgatttgg 20
<210> 167

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 167

aaatcgatgt ggtcaggtag 20
<210> 168

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 168

acctgaccac atcgatttgg 20
<210> 169

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 169

aaatcgatgt ggcctgttag 20
<210> 170

<211>20

108



10

15

20

25

30

35

ES 2401485713

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 170

aacaggccac atcgatttgg 20
<210> 171

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 171

aaatcgatgt ggaacaccag 20
<210> 172

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 172

ggtgttccac atcgatttgg 20
<210> 173

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 173

aaatcgatgt gcttgtccag 20
<210> 174

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético

<400> 174
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ggacaagcac atcgatttgg 20
<210> 175

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 175

aaatcgatgt gtgcgaguag 20
<210> 176

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 176

tctcgcacac atcgatttgg 20
<210> 177

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 177

aaatcgatgt gagtgcggag 20
<210> 178

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 178

ccgcactcac atcgatttgg 20
<210> 179

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> constructo sintético
<400> 179

aaatcgatgt gttgtccgag 20
<210> 180

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 180

cggacaacac atcgatttgg 20
<210> 181

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 181

aaatcgatgt gtggaacgag 20
<210> 182

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 182

cgttccacac atcgatttgg 20
<210> 183

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 183

aaatcgatgt gagtgcgaag 20
<210> 184
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<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 184

tcgcactcac atcgatttgg 20
<210> 185

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 185

aaatcgatgt gtggaaccag 20
<210> 186

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 186

ggttccacac atcgatttgg 20
<210> 187

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 187

aaatcgatgt gttaggcgag 20
<210> 188

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
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<400> 188

cgcctaacac atcgatttgg 20
<210> 189

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 189

aaatcgatgt ggcctgtgag 20
<210> 190

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 190

cacaggccac atcgatttgg 20
<210> 191

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 191

aaatcgatgt gctcctgtag 20
<210> 192

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 192

acaggagcac atcgatttgg 20
<210> 193

<211> 20

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 193

aaatcgatgt ggtcaggcag 20
<210> 194

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 194

gcctgaccac atcgatttgg 20
<210> 195

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 195

aaatcgatgt ggtcaggaag 20
<210> 196

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 196

tcctgaccac atcgatttgg 20
<210> 197

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 197

aaatcgatgt ggtagccgag 20
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<210> 198

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 198

cggctaccac atcgatttgg 20
<210> 199

<211> 20

<212> ADN.

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 199

aaatcgatgt ggcctgtaag 20
<210> 200

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 200

tacaggccac atcgatttgg 20
<210> 201

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 201

aaatcgatgt gctttcggag 20
<210> 202

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> constructo sintético
<400> 202

ccgaaagcac atcgatttgg 20
<210> 203

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 203

aaatcgatgt gcgtaaggag 20
<210> 204

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 204

ccttacgcac atcgatttgg 20
<210> 205

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 205

aaatcgatgt gagagcgtag 20
<210> 206

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 206

acgctctcac atcgatttgg 20
<210> 207

<211>20
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 207

aaatcgatgt ggacggcaag 20
<210> 208

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 208

tgccgtccac atcgatttgg 20
<210> 209

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 209

aaatcgatgt gctttcgcag 20
<210> 210

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 210

gcgaaagcac atcgatttgg 20
<210> 211

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético

<400> 211
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aaatcgatgt gcgtaagcag 20
<210> 212

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 212

gcttacgcac atcgatttgg 20
<210> 213

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 213

aaatcgatgt ggctatggag 20
<210> 214

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 214

ccatagccac atcgatttgg 20
<210> 215

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 215

aaatcgatgt gactctggag 20
<210> 216

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> constructo sintético
<400> 216

ccagagtcac atcgatttgg 20
<210> 217

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 217

aaatcgatgt gctggaaag 19
<210> 218

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 218

ttccagcaca tcgatttgg 19
<210> 219

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 219

aaatcgatgt gccgaagtag 20
<210> 220

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 220

acttcggcac atcgatttgg 20
<210> 221
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<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 221

aaatcgatgt gctcctgaag 20
<210> 222

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 222

tcaggagcac atcgatttgg 20
<210> 223

<211> 20

<212> ADN.

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 223

aaatcgatgt gtccagtcag 20
<210> 224

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 224

gactggacac atcgatttgg 20
<210> 225

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
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<400> 225

aaatcgatgt gagagcggag 20
<210> 226

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 226

ccgctctcac atcgatttgg 20
<210> 227

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 227

aaatcgatgt gagagcgaag 20
<210> 228

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 228

tcgctctcac atcgatttgg 20
<210> 229

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 229

aaatcgatgt gccgaaggag 20
<210> 230

<211> 20

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 230

ccttcggcac atcgatttgg 20
<210> 231

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 231

aaatcgatgt gccgaagcag 20
<210> 232

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 232

gcttcggceac atcgatttgg 20
<210> 233

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 233

aaatcgatgt gtgttccgag 20
<210> 234

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 234

cggaacacac atcgatttgg 20
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<210> 235

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 235

aaatcgatgt gtctggcgag 20
<210> 236

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 236

cgccagacac atcgatttgg 20
<210> 237

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 237

aaatcgatgt gctatcggag 20
<210> 238

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 238

ccgatagcac atcgatttgg 20
<210> 239

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> constructo sintético
<400> 239

aaatcgatgt gcgaaaggag 20
<210> 240

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 240

cctttcgcac atcgatttgg 20
<210> 241

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 241

aaatcgatgt gccgaagaag 20
<210> 242

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 242

tcttcggcac atcgatttgg 20
<210> 243

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 243

aaatcgatgt ggttgcagag 20
<210> 244

<211>20
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 244

ctgcaaccac atcgatttgg 20
<210> 245

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 245

aaatcgatgt ggatggtgag 20
<210> 246

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 246

caccatccac atcgatttgg 20
<210> 247

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 247

aaatcgatgt gctatcgcag 20
<210> 248

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> synthetic.construct

<400> 248
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gcgatagcac atcgatttgg 20
<210> 249

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 249

aaatcgatgt gcgaaagcag 20
<210> 250

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 250

gctttcgcac atcgatttgg 20
<210> 251

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 251

aaatcgatgt gacactggag 20
<210> 252

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 252

ccagtgtcac atcgatttgg 20
<210> 253

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> constructo sintético
<400> 253

aaatcgatgt gtctggcaag 20
<210> 254

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 254

tgccagacac atcgatttgg 20
<210> 255

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 255

aaatcgatgt ggatggtcag 20
<210> 256

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 256

gaccatccac atcgatttgg 20
<210> 257

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 257

aaatcgatgt ggttgcacag 20
<210> 258

127



10

15

20

25

30

35

ES 2401485713

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 258

tgcaaccac atcgatttgg 20
<210> 259

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 259

aaatcgatgt gggcatcgag 20
<210> 260

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 260

cgatgcccca tccgatttgg 20
<210> 261

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 261

aaatcgatgt gtgcctccag 20
<210> 262

<211> 20

<212> ADN.

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
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<400> 262

ggaggcacac atcgatttgg 20
<210> 263

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 263

aaatcgatgt gtgcctcaag 20
<210> 264

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 264

tgaggcacac atcgatttgg 20
<210> 265

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 265

aaatcgatgt gggcatccag 20
<210> 266

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 266

ggatgcccac atcgatttgg 20
<210> 267

<211> 20

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 267

aaatcgatgt gggcatcaag 20
<210> 268

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 268

tgatgcccac atcgatttgg 20
<210> 269

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 269

aaatcgatgt gcctgtcgag 20
<210> 270

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 270

cgacaggcac atcgatttgg 20
<210> 271

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 271

aaatcgatgt ggacggatag 20
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<210> 272

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 272

atccgtccac atcgatttgg 20
<210> 273

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 273

aaatcgatgt gcctgtccag 20
<210> 274

<211> 20.

<212> ADN..

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 274

ggacaggcac atcgatttgg 20
<210> 275

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 275

aaatcgatgt gaagcacgag 20
<210> 276

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

131



10

15

20

25

30

35

ES 2401485713

<223> constructo sintético
<400> 276

cgtgcttcac atcgatttgg 20
<210> 277

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 277

aaatcgatgt gcctgtcaag 20
<210> 278

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 278

tgacaggcac atcgatttgg 20
<210> 279

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 279

aaatcgatgt gaagcaccag 20
<210> 280

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 280

ggtgcttcac atcgatttgg 20
<210> 281

<211>20
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 281

aaatcgatgt gccttcgtag 20
<210> 282

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 282

acgaaggcac atcgatttgg 20
<210> 283

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 283

aaatcgatgt gtcgtccgag 20
<210> 284

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 284

cggacgacac atcgatttgg 20
<210> 285

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético

<400> 285
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aaatcgatgt ggagtctgag 20
<210> 286

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 286

cagactccac atcgatttgg 20
<210> 287

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 287

aaatcgatgt gtgatccgag 20
<210> 288

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 288

cggatcacac atcgatttgg 20
<210> 289

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 289

aaatcgatgt gtcaggcgag 20
<210> 290

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> constructo sintético
<400> 290

cgcctgacac atcgatttgg 20
<210> 291

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 291

aaatcgatgt gtcgtccaag 20
<210> 292

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 292

tggacgacac atcgatttgg 20
<210> 293

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 293

aaatcgatgt ggacggagag 20
<210> 294

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 294

ctcecgtecac atcgatttgg 20
<210> 295
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<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 295

aaatcgatgt ggtagcagag 20
<210> 296

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 296

ctgctaccac atcgatttgg 20
<210> 297

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 297

aaatcgatgt ggctgtgtag 20
<210> 298

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 298

acacagccac atcgatttgg 20
<210> 299

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
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<400> 299

aaatcgatgt ggacggacag 20
<210> 300

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 300

gtccgtccac atcgatttgg 20
<210> 301

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 301

aaatcgatgt gtcaggcaag 20
<210> 302

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 302

tgcctgacac atcgatttgg 20
<210> 303

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 303

aaatcgatgt ggctcgaaag 20
<210> 304

<211> 20

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 304

ttcgagccac atcgatttgg 20
<210> 305

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 305

aaatcgatgt gccttcggag 20
<210> 306

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 306

ccgaaggcac atcgatttgg 20
<210> 307

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 307

aaatcgatgt ggtagcacag 20
<210> 308

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 308

gtgctaccac atcgatttgg 20
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<210> 309

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 309

aaatcgatgt ggaaggtcag 20
<210> 310

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 310

gaccttccac atcgatttgg 20
<210> 311

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 311

aaatcgatgt ggtgctgtag 20
<210> 312

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 312

acagcaccac atcgatttgg 20
<210> 313

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> constructo sintético
<400> 313

gttgcctgt 9
<210> 314

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 314

aggcaacct 9
<210> 315

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 315

caggacggt 9
<210> 316

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 316

cgtcctgcet 9
<210> 317

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 317

agacgtggt 9
<210> 318

<211>9
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 318

cacgtctct 9
<210> 319

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 319

caggaccgt 9
<210> 320

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 320

ggtcctgcet 9
<210> 321

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 321

caggacagt 9
<210> 322

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético

<400> 322
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tgtcctgcet 9
<210> 323

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 323

cactctggt 9
<210> 324

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 324

cagagtgct 9
<210> 325

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 325

gacggctgt 9
<210> 326

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 326

agccgtcct 9
<210> 327

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

ES 2401485713
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<220>

<223> constructo sintético
<400> 327

cactctcgt 9
<210> 328:

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 328

gagagtgct 9
<210> 329

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 329

gtagcctgt 9
<210> 330

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 330

aggctacct 9
<210> 331

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 331

gccacttgt 9
<210> 332
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<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 332

aagtggcct 9
<210> 333

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 333

catcgctgt 9
<210> 334

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 334

agcgatgct 9
<210> 335

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 335

cactggtgt 9
<210> 336

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético

ES 2401485713
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<400> 336

accagtgct 9
<210> 337

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 337

gccactggt 9
<210> 338

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 338

cagtggcct 9
<210> 339

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 339

tctggctgt 9
<210> 340

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 340

agccagact 9
<210> 341

<211>9

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 341

gccactcgt 9
<210> 342

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 342

gagtggcct 9
<210> 343

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 343

tgcctetgt 9
<210> 344

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 344

agaggcact 9
<210> 345

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 345

catcgcagt 9

ES 2401485713
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<210> 346

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 346

tgcgatgct 9
<210> 347

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 347

caggaaggt 9

<210> 348

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 348

cttcctgcet 9

<210> 349

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 349

ggcatctgt 9

<210> 350

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2401485713
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<223> constructo sintético
<400> 350

agatgccct 9
<210> 351

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 351

cggtgcetgt 9
<210> 352

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 352

agcaccgct 9
<210> 353

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 353

cactggcgt 9
<210> 354

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 354

gccagtgct 9
<210> 355

<211>9
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 355

tctectegt 9

<210> 356

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 356

gaggagact 9
<210> 357

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 357

cctgtctgt 9
<210> 358

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 358

agacaggct 9
<210> 359

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético

<400> 359

ES 2401485713
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caacgctgt 9
<210> 360

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 360

agcgttgct 9
<210> 361

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 361

tgccteggt 9
<210> 362

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 362

cgaggcact 9
<210> 363

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 363

acactgcgt 9
<210> 364

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> constructo sintético
<400> 364

gcagtgtct 9
<210> 365

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 365

tcgtecetgt 9
<210> 366

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 366

aggacgact 9
<210> 367

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 367

gctgccagt 9
<210> 368

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 368

tggcagcct 9
<210> 369
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<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 369

tcaggctgt 9
<210> 370

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 370

agcctgact 9
<210> 371

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 371

gccaggtgt 9
<210> 372

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 372

acctggcct 9
<210> 373

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
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<400> 373

cggacctgt 9
<210> 374

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 374

aggtccgct 9
<210> 375

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 375

caacgcagt 9
<210> 376

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 376

tgcgttgct 9
<210> 377

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 377

cacacgagt 9
<210> 378

<211>9

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 378

tcgtgtgcet 9
<210> 379

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 379

atggcctgt 9
<210> 380

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 380

aggccatct 9
<210> 381

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 381

ccagtctgt 9
<210> 382

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 382

agactggct 9
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<210> 383

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 383

gccaggagt 9
<210> 384

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 384

tcetggcect 9

<210> 385

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 385

cggaccagt 9
<210> 386

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 386

tggtccgct 9
<210> 387

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> constructo sintético
<400> 387

ccttcgegt 9
<210> 388

<211>9

<272> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 388

gcgaaggct 9
<210> 389

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 389

gcagccagt 9
<210> 390

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 390

tggctgect 9
<210> 391

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 391

ccagtcggt 9
<210> 392

<211>9
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 392

cgactggct 9
<210> 393

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 393

actgagcgt 9
<210> 394

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 394

gctcagtct 9
<210> 395

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 395

ccagtccgt 9
<210> 396

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético

<400> 396
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ggactggct 9
<210> 397

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 397

ccagtcagt 9
<210> 398

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 398

tgactggct 9
<210> 399

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 399

catcgaggt 9
<210> 400

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 400

ctcgatgct 9
<210> 401

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> constructo sintético
<400> 401

ccatcgtgt 9
<210> 402

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 402

acgatggct 9
<210> 403

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 403

gtgctgegt 9
<210> 404

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 404

gcagcacct 9
<210> 405

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 405

gactacggt 9
<210> 406
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<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 406

cgtagtcct 9
<210> 407

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 407

gtgctgagt 9
<210> 408

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 408

tcagcacct 9
<210> 409

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 409

gctgcatgt 9
<210> 410

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
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<400> 410

atgcagcct 9

<210> 411

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 411

gagtggtgt 9

<210> 412

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 412

accactcct 9

<210> 413

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 413

gactaccgt 9

<210> 414

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 414

ggtagtcct 9

<210> 415

<211>9

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 415

cggtgatgt 9
<210> 416

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 416

atcaccgct 9
<210> 417

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 417

tgcgactgt 9
<210> 418

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 418

agtcgcact 9
<210> 419

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 419

tctggaggt 9
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<210> 420

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 420

ctccagact 9
<210> 421

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 421

agcactggt 9

<210> 422

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 422

cagtgctct 9

<210> 423

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 423

tcgcttggt 9
<210> 424

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> constructo sintético
<400> 424

caagcgact 9
<210> 425

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 425

agcactcgt 9
<210> 426

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 426

gagtgctct 9
<210> 427

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 427

gcgattggt 9
<210> 428

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 428

caatcgcct 9
<210> 429

<211>9
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 429

ccatcgcgt 9
<210> 430

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 430

gcgatggct 9
<210> 431

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 431

tcgcttegt 9
<210> 432

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 432

gaagcgact 9
<210> 433

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético

<400> 433
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agtgcctgt 9

<210> 434

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 434

aggcactct 9

<210> 435

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 435

ggcataggt 9

<210> 436

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 436

ctatgccct 9

<210> 437

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 437

gcgattcgt 9

<210> 438

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> constructo sintético
<400> 438

gaatcgcct 9
<210> 439

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 439

tgcgacggt 9
<210> 440

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 440

cgtcgcact 9
<210> 441

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 441

gagtggcgt 9
<210> 442

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 442

gccactcct 9

<210> 443
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<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 443

cggtgaggt 9
<210> 444

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 444

ctcaccgct 9
<210> 445

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 445

gctgcaagt 9
<210> 446

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 446

ttgcagcct 9
<210> 447

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
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<400> 447

ttccgcetgt 9

<210> 448

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 448

agcggaact 9

<210> 449

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 449

gagtggagt 9

<210> 450

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 450

tccactcct 9

<210> 451

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 451

acagagcgt 9

<210> 452

<211>9

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 452

gctctgtct 9
<210> 453

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 453

tgcgaccgt 9
<210> 454

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 454

ggtcgcact 9
<210> 455

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 455

cctgtaggt 9
<210> 456

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 456

ctacaggct 9
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<210> 457

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 457

tagccgtgt 9
<210> 458

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 458

acggctact 9

<210> 459

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 459

tgcgacagt 9
<210> 460

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 460

tgtcgcact 9
<210> 461

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> constructo sintético
<400> 461

ggtctgtgt 9
<210> 462

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 462

acagaccct 9
<210> 463

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 463

cggtgaagt 9
<210> 464

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 464

ttcaccgct 9
<210> 465

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 465

caacgaggt 9
<210> 466

<211>9
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 466

ctegttgct 9
<210> 467

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 467

gcagcatgt 9
<210> 468

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 468 9

atgctgcct 9
<210> 469

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 469

tcgtcaggt 9
<210> 470

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético

<400> 470
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ctgacgact 9

<210> 471

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 471

agtgccagt 9

<210> 472

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 472

tggcactct 9

<210> 473

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 473

tagaggcgt 9

<210> 474

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 474

gcctctact 9

<210> 475

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> constructo sintético
<400> 475

gtcagcggt 9
<210> 476

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 476

cgctgacct 9
<210> 477

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 477

tcaggaggt 9
<210> 478

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 478

ctcctgact 9
<210> 479

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 479

agcaggtgt 9
<210> 480
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<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 480

acctgctct 9
<210> 481

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 481

ttccgcagt 9
<210> 482

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 482

tgcggaact 9
<210> 483

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 483

gtcagccgt 9
<210> 484

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
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<400> 484

ggctgacct 9

<210> 485

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 485

ggtctgegt 9

<210> 486

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 486

gcagaccct 9

<210> 487

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 487

tagccgagt 9

<210> 488

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 488

tcggctact 9

<210> 489

<211>9

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 489

gtcagcagt 9
<210> 490

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 490

tgctgacct 9

<210> 491

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 491

ggtctgagt 9

<210> 492

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 492

tcagaccct 9
<210> 493

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 493

cggacaggt 9
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<210> 494

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 494

ctgtcegcet 9

<210> 495

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 495

ttagccggt 9

<210> 496

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 496

cggctaact 9

<210> 497

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 497

gagacgagt 9
<210> 498

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> constructo sintético
<400> 498

tcgtctect 9
<210> 499

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 499

cgtaaccgt 9
<210> 500

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 500

ggttacgct 9
<210> 501

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 501

ttggcgtgt 9
<210> 502

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 502

acgccaact 9
<210> 503

<211>9
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 503

atggcaggt 9
<210> 504

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 504

ctgccatct 9
<210> 505

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 505

cagctacga 9
<210> 506

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 506

gtagctgac 9
<210> 507

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético

<400> 507
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ctcectgega 9
<210> 508

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 508

gcaggagac 9
<210> 509

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 509

gctgectga 9
<210>510

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 510

aggcagcac 9
<210>511

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 511

caggaacga 9
<210>512

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> constructo sintético
<400> 512

gttcctgac 9
<210> 513

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 513

cacacgcga 9
<210> 514

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 514

gcgtgtgac 9
<210> 515

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 515

gcagcctga 9
<210> 516

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 516

aggctgcac 9
<210> 517
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<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 517

ctgaacgga 9
<210> 518

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 518

cgttcagac 9
<210>519

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 519

ctgaaccga 9
<210> 520

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 520

ggttcagac 9
<210> 521

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
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<400> 521

tctggacga 9
<210> 522

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 522

gtccagaac 9
<210> 523

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 523

tgcctacga 9
<210> 524

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 524

gtaggcaac 9
<210> 525

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 525

ggcatacga 9
<210> 526

<211>9

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 526

gtatgccac 9
<210> 527

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 527

cggtgacga 9
<210> 528

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 528

gtcaccgac 9
<210> 529

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 529

caacgacga 9
<210> 530

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 530

gtcgttgac 9

ES 2401485713

186



10

15

20

25

30

35

<210> 531

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 531

ctcctetga 9
<210> 532

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 532

agaggagac 9

<210> 533

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 533

tcaggacga 9
<210> 534

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 534

gtcctgaac 9

<210> 535

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> constructo sintético
<400> 535

aaaggcgga 9
<210> 536

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 536

cgcctttac 9
<210> 537

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 537

ctcctcgga 9
<210> 538

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 538

cgaggagac 9
<210> 539

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 539

cagatgcga 9
<210> 540

<211>9
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 540

gcatctgac 9
<210> 541

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 541

gcagcaaga 9
<210> 542

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 542

ttgctgcac 9
<210> 543

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 543

gtggagtga 9
<210> 544

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético

<400> 544

ES 2401485713

189



10

15

20

25

30

35

actccacac 9
<210> 545

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 545

ccagtagga 9
<210> 546

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 546

ctactggac 9
<210> 547

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 547

atggcacga 9
<210> 548

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 548

gtgccatac 9
<210> 549

<211>9

<212> ADN.

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> constructo sintético
<400> 549

ggactgtga 9
<210> 550

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 550

acagtccac 9
<210> 551

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 551

ccgaactga 9
<210> 552

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 552

agttcggac 9
<210> 553

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 553

ctcctcaga 9

<210> 554
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<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 554

tgaggagac 9
<210> 555

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 555

cactgctga 9
<210> 556

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 556

agcagtgac 9
<210> 557

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 557

agcaggcga 9
<210> 558

<211>9

<212> ADN

<213> Artificial Sequance
<220>

<223> constructo sintético
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<400> 558

gcctgcetac 9
<210> 559

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 559

agcaggaga 9
<210> 560

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 560

tcetgcetac 9
<210> 561

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 561

agagccaga 9
<210> 562

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 562

tggctctac 9
<210> 563

<211>9

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 563

gtcgttgga 9
<210> 564

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 564

caacgacac 9
<210> 565

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 565

ccgaacgga 9
<210> 566

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 566

cgttcggac 9
<210> 567

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 567

cactgcgga 9
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<210> 568

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 568

cgcagtgac 9
<210> 569

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 569

gtggagcga 9

<210> 570

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 570

gctccacac 9
<210> 571

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 571

gtggagaga 9
<210> 572

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> constructo sintético
<400> 572

tctccacac 9
<210> 573

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 573

ggactgcga 9
<210> 574

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 574

gcagtccac 9
<210> 575

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 575

ccgaaccga 9
<210> 576

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 576

ggttcggac 9
<210> 577

<211>9

196



10

15

20

25

30

35

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 577

cactgccga 9
<210> 578

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 578

ggcagtgac 9
<210> 579

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 579

cgaaacgga 9
<210> 580

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 580

cgtttcgac 9
<210> 581

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético

<400> 581
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ggactgaga 9
<210> 582

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 582

tcagtccac 9
<210> 583

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 583

ccgaacaga 9
<210> 584

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 584

tgttcggac 9
<210> 585

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 585

cgaaaccga 9
<210> 586

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> constructo sintético
<400> 586

ggtttcgac 9
<210> 587

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 587

ctggcttga 9
<210> 588

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 588

aagccagac 9
<210> 589

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 589

cacacctga 9
<210> 590

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 590

aggtgtgac 9
<210> 591
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<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 591

aacgaccga 9
<210> 592

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 592

ggtcgttac 9
<210> 593

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 593

atccagcga 9
<210> 594

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 594

gctggatac 9
<210> 595

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
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<400> 595

tgcgaagga 9
<210> 596

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 596

cttcgcaac 9
<210> 597

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 597

tgcgaacga 9
<210> 598

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 598

gttcgcaac 9
<210> 599

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 599

ctggctgga 9
<210> 600

<211>9

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 600

cagccagac 9
<210> 601

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 601

cacaccgga 9
<210> 602

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 602

cggtgtgac

<210> 603

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 603

agtgcagga

<210> 604

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 604

ctgcactac
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<210> 605.

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 605

gaccgttga 9
<210> 606

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 606

aacggtcac 9

<210> 607

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 607

ggtgagtga 9

<210> 608

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 608

actcaccac 9
<210> 609

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2401485713

203



10

15

20

25

30

35

ES 2401485713

<223> constructo sintético
<400> 609

ccttcctga 9
<210> 610

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 610

aggaaggac 9
<210>611

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 611

ctggctaga 9
<210> 612

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 612

tagccagac 9
<210> 613

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 613

cacaccaga 9
<210> 614

<211>9

204



10

15

20

25

30

35

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 614

tggtgtgac 9
<210> 615

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 615

agcggtaga 9
<210> 616

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 616

taccgctac 9
<210> 617

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 617

gtcagagga 9
<210> 618

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético

<400> 618
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ctctgacac 9
<210> 619

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 619

ttccgacga 9
<210> 620

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 620

gtcggaaac 9
<210> 621

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 621

aggcgtaga 9
<210> 622

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 622

tacgcctac 9
<210> 623

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> constructo sintético
<400> 623

ctcgactga 9
<210> 624

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 624

agtcgagac 9
<210> 625

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 625

tacgctgga 9
<210> 626

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 626

cagcgtaac 9
<210> 627

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 627

gttcggtga 9
<210> 628
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<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 628

accgaacac 9
<210> 629

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 629

gccagcaga 9
<210> 630

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 630

tgctggcac 9
<210> 631

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 631

gaccgtaga 9
<210> 632

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
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<400> 632

tacggtcac 9
<210> 633

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 633

gtgctctga 9
<210> 634

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 634

agagcacac 9
<210> 635

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 635

ggtgagcga 9
<210> 636

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 636

gctcaccac 9
<210> 637

<211>9

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 637

ggtgagaga 9
<210> 638

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 638

tctcaccac 9
<210> 639

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 639

ccttccaga 9
<210> 640

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 640

tggaaggac 9
<210> 641

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 641

ctcctacga 9
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<210> 642

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 642

gtaggagac 9
<210> 643

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 643

ctcgacgga 9

<210> 644

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 644

cgtcgagac 9
<210> 645

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 645

gccgtttga 9
<210> 646

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> constructo sintético
<400> 646

aaacggcac 9
<210> 647

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 647

gcggagtga 9
<210> 648

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 648

actccgcac 9
<210> 649

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 649

cgtgcttga 9
<210> 650

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 650

aagcacgac 9
<210> 651

<211>9
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 651

ctcgaccga 9
<210> 652

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 652

ggtcgagac 9
<210> 653

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 653

agagcagga 9
<210> 654

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 654

ctgctctac 9
<210> 655

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético

<400> 655

ES 2401485713

213



10

15

20

25

30

35

gtgctcgga 9
<210> 656

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 656

cgagcacac 9
<210> 657

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 657

ctcgacaga 9
<210> 658

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 658

tgtcgagac 9
<210> 659

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 659

ggagagtga 9
<210> 660

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> constructo sintético
<400> 660

actctccac 9
<210> 661

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 661

aggctgtga 9
<210> 662

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 662

acagcctac 9
<210> 663

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 663

agagcacga 9
<210> 664

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 664

gtgctctac 9
<210> 665
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<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 665

ccatcctga 9
<210> 666

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 666

aggatggac 9
<210> 667

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 667

gttcggaga 9
<210> 668

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 668

tccgaacac 9
<210> 669

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
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<400> 669

tggtagcga 9
<210> 670

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 670

gctaccaac 9
<210> 671

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 671

gtgctccga 9
<210> 672

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 672

ggagcacac 9
<210> 673

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 673

gtgctcaga 9
<210> 674

<211>9

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 674

tgagcacac 9
<210> 675

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 675

gccgttgga 9
<210> 676

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 676

caacggcac 9
<210> 677

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 677

gagtgctga 9
<210> 678

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 678

agcactcac 9
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<210> 679

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 679

gctccttga 9
<210> 680

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 680

aaggagcac

<210> 681

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 681

ccgaaagga 9
<210> 682

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 682

ctttcggac 9

<210> 683

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> constructo sintético
<400> 683

cactgagg 9

<210> 684

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 684

ctcagtgac 9
<210> 685

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 685

cgtgctgga 9
<210> 686

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 686

cagcacgac 9
<210> 687

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 687

ccgaaacga 9
<210> 688

<211>9

220
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 688

gtttcggac 9
<210> 689

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 689

gcggagaga 9
<210> 690

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 690

tctcecgeac 9
<210> 691

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 691

gccgttaga 9
<210> 692

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético

<400> 692
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taacggcac 9
<210> 693

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 693

tctcgtgga 9
<210> 694

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 694

cacgagaac 9
<210> 695

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 695

cgtgctaga 9
<210> 696

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 696

tagcacgac 9
<210> 697

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> constructo sintético
<400> 697

gcctgtctt 9
<210> 698

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 698

gacaggctc 9
<210> 699

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 699

ctcctggtt 9
<210> 700

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 700

ccaggagtc 9
<210> 701

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 701

actctgctt 9
<210> 702
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<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 702 gcagagttc 9
<210> 703

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 703

catcgcctt 9
<210> 704

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 704

ggcgatgtc 9
<210> 705

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 705

gccactatt 9
<210> 706

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético

<400> 706
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tagtggctc 9
<210> 707

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 707

cacacggtt 9
<210> 708

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 708

ccgtgtgtc 9
<210> 709

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 709

caacgcctt 9
<210> 710

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 710

ggcgttgtc 9
<210> 711

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> constructo sintético
<400> 711

actgaggtt 9
<210> 712

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 712

cctcagttc 9
<210> 713

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 713

gtgctggtt 9
<210> 714

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 714

ccagcactc 9
<210> 715

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 715

catcgactt 9

<210> 716
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<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 716

gtcgatgtc 9
<210> 717

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 717

ccatcggtt 9
<210> 718

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 718

ccgatggtc 9
<210> 719

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 719

gctgcactt 9
<210> 720

<211>

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
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<400> 720

gtgcagctc 9
<210> 721

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 721

acagaggtt 9
<210> 722

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 722

cctctgttc 9
<210> 723

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 723

agtgccegtt 9
<210> 724

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 724

cggcacttc 9
<210> 725

<211>9

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 725

cggacattt 9
<210> 726

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 726

atgtccgtc 9
<210> 727

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 727

ggtctggtt 9
<210> 728

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 728

ccagacctc 9
<210> 729

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 729

gagacggtt 9
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<210> 730

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 730

ccgtctete 9
<210> 731

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 731

ctttcegtt 9
<210> 732

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 732

cggaaagtc 9
<210> 733

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 733

cagatggtt 9

<210> 734

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> constructo sintético
<400> 734

ccatctgtc 9
<210> 735

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 735

cggacactt 9
<210> 736

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 736

gtgtccgtc 9
<210> 737

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 737

actctcgtt 9
<210> 738

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 738

cgagagttc 9
<210> 739

<211>9
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 739

gcagcactt 9
<210> 740

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 740

gtgctgctc 9
<210> 741

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 741

actctcctt 9
<210> 742

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 742

ggagagttc 9
<210> 743

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético

<400> 743
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accttggtt 9
<210> 744

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 744

ccaaggttc 9
<210> 745

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 745

agagccgtt 9
<210> 746

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 746

cggctcttc 9
<210> 747

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 747

accttgctt 9
<210> 748

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> constructo sintético
<400> 748

gcaaggttc 9
<210> 749

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 749

aagtccgtt 9
<210> 750

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 750

cggactttc 9
<210> 751

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 751

ggactggtt 9
<210> 752

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 752

ccagtcctc 9

<210> 753
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<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 753

gtcgttett 9
<210> 754

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 754

gaacgactc 9
<210> 755

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 755

cagcatctt 9
<210> 756

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 756

gatgctgtc 9
<210> 757

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
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<400> 757

ctatccgtt 9
<210> 758

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 758

cggatagtc 9
<210> 759

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 759

acactcgtt 9
<210> 760

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 760

cgagtgttc 9
<210> 761

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 761

atccaggtt 9
<210> 762

<211>9

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 762

cctggattc 9
<210> 763

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 763

gttcctgtt 9
<210> 764

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 764

caggaactc 9
<210> 765

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 765

acactcctt 9
<210> 766

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 766

ggagtgttc 9
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<210> 767

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 767

gttcctett 9
<210> 768

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 768

gaggaactc 9

<210> 769

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 769

ctggctctt 9

<210> 770

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 770

gagccagtc 9
<210> 771

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> constructo sintético
<400> 771

acggcattt 9
<210> 772

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 772

atgccgttc 9
<210> 773

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 773

ggtgaggtt 9
<210> 774

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 774

cctcacctc 9
<210> 775

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 775

ccttcegtt 9
<210> 776

<211>9
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 776

cggaaggtc 9
<210> 777

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 777

tacgctctt 9
<210> 778

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 778

gagcgtatc 9
<210> 779

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 779

acggcagtt 9
<210> 780

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético

<400> 780
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ctgccegttc 9
<210> 781

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 781

actgacgtt 9
<210> 782

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400>'782

cgtcagttc 9
<210> 783

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 783

acggcactt 9
<210> 784

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 784

gtgccgttc 9
<210> 785

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> constructo sintético
<400> 785

actgacctt 9
<210> 786

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 786

ggtcagttc 9
<210> 787

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 787

tttgcggtt 9
<210> 788

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 788

ccgcaaatc 9
<210> 789

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 789

tggtaggtt 9
<210> 790
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<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 790

cctaccatc 9
<210> 791

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 791

gttcggctt 9
<210> 792

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 792

gccgaactc 9
<210> 793

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 793

gccgttctt 9
<210> 794

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético

ES 2401485713

243



10

15

20

25

30

35

<400> 794

gaacggctc 9
<210> 795

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 795

ggagaggtt 9
<210> 796

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 796

cctectecte 9
<210> 797

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 797

cactgactt 9
<210> 798

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 798

gtcagtgtc 9
<210> 799

<211>9

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 799

cgtgctctt 9
<210> 800

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 800

gagcacgtc 9
<210> 801

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 801

aatccgctt 9
<210> 802

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 802

gcggatttc 9
<210> 803

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 803

aggctggtt 9
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<210> 804

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 804

ccagccttc 9
<210> 805

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 805

gctagtgtt 9

<210> 806

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 806

cactagctc 9

<210> 807

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 807

ggagagctt 9
<210> 808

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> constructo sintético
<400> 808

gctctccte 9
<210> 809

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 809

ggagagatt 9
<210> 816

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 816

tggatggtc 9
<210> 817

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 817

gctagtctt 9
<210> 818

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 818

gactagctc 9
<210> 819

<211>9
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 819

aggctgatt 9
<210> 820

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 820

tcagccttc 9
<210> 821

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 821

acagacgtt 9
<210> 810

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 810

tctetecte 9
<210> 811

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético

<400> 811
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aggctgctt 9
<210> 812

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 812

gcagccttc 9
<210> 813

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 813

gagtgcgtt 9
<210> 814

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 814

cgcactctc 9
<210> 815

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 815

ccatccatt 9
<210> 822

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> constructo sintético
<400> 822

cgtctgttc 9
<210> 823

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 823

gagtgcctt 9
<210> 824

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 824

ggcactctc 9
<210> 825

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 825

acagaccitt 9
<210> 826

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 826

ggtctgttc 9
<210> 827
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<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 827

cgagctttt 9
<210> 828

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 828

aagctcgtc 9
<210> 829

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 829

ttagcggtt 9
<210> 830

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 830

ccgctaatc 9
<210> 831

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
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<400> 831

cctcttgtt 9
<210> 832

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 832

caagaggtc 9
<210> 833

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 833

ggtctcttt 9

<210> 834

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 834

agagacctc 9
<210> 835

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 835

gccagattt 9
<210> 836

<211>9

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 836

atctggctc 9
<210> 837

<211>

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 837

gagaccttt 9
<210> 838

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 838

aggtctctc 9
<210> 839

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 839

cacacagtt 9
<210> 840

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 840

ctgtgtgtc 9
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<210> 841

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 841

cctettett 9
<210> 842

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 842

gaagaggtc 9

<210> 843

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 843

tagagcgtt 9
<210> 844

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 844

cgctctatc 9

<210> 845

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> constructo sintético
<400> 845

gcacctttt 9
<210> 846

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 846

aaggtgctc 9
<210> 847

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 847

ggcttgttt 9
<210> 848

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 848

acaagcctc 9
<210> 849

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 849

gacgcgatt 9
<210> 850

<211>9
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 850

tcgcegtcte 9
<210> 851

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 851

cgagctgtt 9
<210> 852

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 852

cagctcgtc 9
<210> 853

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 853

tagagcectt 9
<210> 854

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético

<400> 854
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ggctctatc 9
<210> 855

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 855

catccgttt 9
<210> 856

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 856

acggatgtc 9
<210> 857

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 857

ggtctcgtt 9
<210> 858

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 858

cgagacctc 9
<210> 859

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> constructo sintético
<400> 859

gccagagtt 9
<210> 860

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 860

ctctggctc 9
<210> 861

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 861

gagaccgtt 9
<210> 862

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 862

cggtctctc 9
<210> 863

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 863

cgagctatt 9
<210> 864
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<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 864

tagctcgtc 9
<210> 865

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 865

gcaagtgtt 9
<210> 866

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 866

cacttgctc 9
<210> 867

<211>

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 867

ggtctectt 9
<210> 868

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
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<400> 868

ggagacctc 9
<210> 869

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 869

gccagactt 9
<210> 870

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 870

gtctggctc 9
<210> 871

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 871

ggtctcatt 9
<210> 872

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 872

tgagacctc 9
<210> 873

<211>9

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 873

gagaccatt 9
<210> 874

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 874

tggtctctc 9
<210> 875

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 875

ccttcagtt 9
<210> 876

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 876

ctgaaggtc 9
<210> 877

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 877

gcacctgtt 9
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<210> 878

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 878

caggtgctc 9
<210> 879

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 879

aaaggcgtt 9

<210> 880

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 880

cgccttttc 9

<210> 881

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 881

cagatcgtt 9

<210> 882

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> constructo sintético
<400> 882

cgatctgtc 9
<210> 883

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 883

cataggctt 9
<210> 884

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 884

gcctatgtc 9
<210> 885

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 885

ccttcactt 9
<210> 886

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 886

gtgaaggtc 9
<210> 887

<211>9
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 887

gcacctctt 9
<210> 888

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 888

gaggtgctc 9
<210> 889

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 889

cagaagacag acaagcttca cctgc
<210> 890

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> constructo sintético
<400> 890

gcaggtgaag cttgtctgtc ttctgaa
PPI-156CP

2

25

27
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REIVINDICACIONES

1. Método de identificacién de un compuesto que se une a una diana biolégica, comprendiendo dicho método las
etapas de

(&) poner en contacto la diana biolégica con una biblioteca de compuestos que comprende al menos
aproximadamente 10° compuestos distintos, comprendiendo dichos compuestos un resto funcional que
comprende dos o mas componentes basicos que estan unidos operativamente a un oligonucleétido que
identifica la estructura del resto funcional en condiciones adecuadas para que al menos un miembro de la
biblioteca de compuestos se una a la diana, en el que la biblioteca de compuestos consiste esencialmente en
una multiplicidad de compuestos de Formula I:

N oo @ e [T v (f)

0

en la que:
X es un resto funcional que comprende uno o0 mas componentes basicos;
Z es un oligonucledtido fijado en su extremo terminal 3’ a B;
Y es un oligonucledtido que esté fijado en su extremo terminal 5' a C;
A es un grupo funcional que forma un enlace covalente con X;
B es un grupo funcional que forma un enlace con el extremo 3’ de Z;
C es un grupo funcional que forma un enlace con el extremo 5' de Y;
D, F y E son cada uno, independientemente, un grupo de unién bifuncional; y
S un &tomo o un armazo6n molecular; en la que Y y Z estan unidos covalentemente; y

en la que uno o ambos de Y y Z comprende una secuencia de proteccién terminal, comprendiendo dicha
secuencia de proteccion terminal una secuencia de nucleétidos que comprende nucleétidos degenerados;

(b) separar los miembros de la biblioteca que no se unen a la diana;

(c) amplificar los oligonucleétidos codificantes del al menos un miembro de la biblioteca de compuestos que
se une a la diana;

(d) secuenciar los oligonucleétidos codificantes de la etapa (c); y

(e) utilizar las secuencias determinadas en la etapa (d) para determinar la estructura de los restos funcionales
de los miembros de la biblioteca de compuestos que se unen a la diana biolégica;

identificando de este modo uno 0 mas compuestos que se unen a la diana bioldgica.

2. Método segun la reivindicacién 1, en el que la biblioteca comprende al menos aproxmadamente 10° copias de
cada uno de los distintos compuestos; opcionalmente al menos aproximadamente 10° copias de cada uno de los
distintos compuestos.

3. Método segun la reivindicacién 1, en el que la biblioteca comprende al menos aproximadamente 10 compuestos
distintos o al menos aproximadamente 10 compuestos distintos o al menos aproximadamente 10 compuestos
distintos o al menos aproximadamente 10 compuestos distintos 0 al menos aproximadamente 10 compuestos
distintos.
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4. Método segun la reivindicacion 1, en el que A, B, C, D, E, Fy S tienen cada uno la misma identidad para cada
compuesto de Férmula I.

5. Método segun la reivindicacién 1, en el que:
A es un grupo amino;
B es un grupo fosfato; y
C es un grupo fosfato.

6. Método segun la reivindicacion 1, en el que D, E y F son cada uno independientemente una cadena de alquileno o
una cadena de oligo(etilenglicol).

7. Método segun la reivindicacién 1, en el que (i) Y y Z son sustancialmente complementarios y estan orientados en
el compuesto para permitir el apareamiento de bases de Watson-Crick y la formacién de un diplex en condiciones
adecuadas, o (ii) Y y Z tienen la misma longitud o diferentes longitudes, opcionalmente en el que Y y Z tienen la
misma longitud, o (iii) Y y Z tienen cada uno una longitud de 10 o mas bases y tienen regiones complementarias de
diez 0 més pares de bases.

8. Método segun la reivindicacién 1, en el que S es un &tomo de carbono, un atomo de boro, un a&tomo de nitrégeno,
un atomo de fésforo, 0 un armazén poliatdmico, o un armazon poliatdmico, opcionalmente en el que S es un grupo
fosfato o un grupo ciclico, opcionalmente en el que S es un grupo cicloalquilo, cicloalquenilo, heterocicloalquilo,
heterocicloalquenilo, arilo o heteroarilo.

9. Método segun la reivindicacién 1, en el que el resto conector tiene la estructura

OF{0) ,0- —(CHCH,0)y——OQF0 3-——
——N——{CHz}s
OR(Q) 20- —{(CH2CH,0)pp——0F0 35—

en la que cada uno de n, m y p es, independientemente, un nimero entero de 1 a aproximadamente 20,
opcionalmente en el que cada uno de n, m y p es independientemente un nimero entero de 2 a ocho, opcionalmente
en el que cada uno de n, my p es independientemente un namero entero de 3 a 6.

10. Método segun la reivindicacion 9, en el que el resto conector tiene la estructura

? o o f
-O-')?'"O/\/ TN TN \F’\
o} 0/ o—

e} O
i y
o- / TOo—
O .

11. Método segun la reivindicacion 1, en el que X y Z comprenden una secuencia de cebador de PCR.

12. Método segun la reivindicacion 1, en el que dicha secuencia de proteccién terminal comprende la siguiente
secuencia: 3'-AA GTCGCAAGCT NNNNN GTCTGTTCGAAGTGGACG - 5, en la que N es cualquierade A, T, G o
C.

13. Método segun la reivindicacion 1, en el que dicha secuencia de proteccién terminal comprende la siguiente

secuencia: 3'-AA GTCGCAAGCTACG ABBBABBBABBBA GACTACCGGGCTCCCTCCG - 5, en la que B es
cualquierade T, Go C.
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Fig. 9
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