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DESCRIPCION

Sonda para su utilizacion en el diagnéstico de porfiria y para la cuantificacion alélica de genes relativos a la porfiria
mediante reacciones de ligamiento y amplificacion.

La presente invencion se refiere a sondas y a la utilizacion de dichas sondas en un método de diagndstico y a un kit
de diagndstico para detectar la presencia de Porfiria, en particular para detectar la cantidad alélica de genes
relativos a la Porfiria.

El término Porfiria incluye un grupo de siete enfermedades debidas a anomalias genéticas, a menudo relacionadas
con un fenotipo clinico grave, que se derivan de defectos hereditarios que implican al menos una de las enzimas de
la via biosintética del hemo, un elemento reactivo de hemoproteinas celulares tales como, por ejemplo, hemoglobina,
citocromos, peroxidase, etc. Las secuencias de los siete genes responsables de la Porfiria en el homo sapiens estan
disponibles en el banco de datos NCBI con los siguientes numeros de identificacion (GenelD):

- aminolevulinato delta dehidratasa (ALAD) — 210;
- hidroximetilbilano sintasa (HMBS) — 3145;

- uroporfirinégeno sintasa (UROS) — 7390;

- uroporfirindgeno decarboxilasa (UROD) - 7389;
- coproporfirinéogeno oxidasa (CPOX) — 1371;

- protoporfirindgeno oxidasa (PPOX) — 5498; y

- ferroquelatasa (FECH) — 2235.

Se sabe que dichos siete genes son responsables en el Homo sapiens de siete formas diferentes de Porfiria, que, en
funcion de los sintomas clinicos, pueden ser clasificadas como agudas o crénicas.

La Porfiria aguda se manifiesta a través de varios sintomas que ocurren de manera aguda esporadicamente,
inducidos por factores exdgenos tales como infecciones intercurrentes, dietas de bajas calorias, ingestion de
productos alcohdlicos y farmacos con accion porfirinogénica (barbituricos, sulfonamidas, anestésicos y
anticonceptivos por via oral), o por factores enddgenos tales como, por ejemplo, estrés fisico o quimico y
fluctuaciones de hormonas esteroideas gonadales (estrogenas y progesteronas) durante los periodos premestruales
y de embarazo. Los ataques tienen inicio principalmente con sintomas neurolégicos que pueden manifestarse tanto
en el sistema nervioso central como en el vegetativo-periférico.

La Porfiria crénica, por el contrario, esta caracterizada por fotosensibilidad cutanea relacionada con la acumulacion
de precursores fotorreactivos principalmente en la epidermis, donde vienen excitados con facilidad por la luz dando
lugar a radicales libres de oxigeno con consiguiente dafio del tejido y una fuerte respuesta inflamatoria.
Generalmente la fotosensibilidad esta restringida a las superficies expuestas directamente a la luz solar (dorso de las
manos, cuello, piernas y tobillos en las mujeres), especialmente si son sometidas a repetidos traumatismos o si
estan caracterizadas por una aumentada fragilidad de la piel. Sin embargo, a menudo los signos externos de dafio
cutaneo pueden no existir o pueden limitarse principalmente a edemas, eritemas y/o urticarias.

La tabla que sigue muestra la relacion entre gen, tipo de Porfiria y sintomas clinicos:

Gen defectuoso Porfiria Sintomas clinicos
HMBS Porfiria aguda intermitente (PAI) Porfiria aguda
PPOX Porfiria diversificada (PV) Porfiria aguda
CPOX Coproporfiria hereditaria (CPH) Porfiria aguda
ALAD Porfiria de deficiencia ALAD (PDA) Porfiria aguda
UROD Porfiria cutanea tardia (PCT) Porfiria crénica
FECH Protoporfiria eritropoiética (PPE) Porfiria crénica
UROS Porfiria eritropoiética congénita (PEC) Porfiria crénica




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 606 689 T3

Asimismo, se sabe que mutaciones especiales de los siete genes antes mencionados pueden implicar genes
adyacentes o regiones intergénicas flanqueantes. Por lo tanto, han sido seleccionadas las correspondientes siete
regiones cromosomicas incluyendo el gen implicado y los genes flanqueantes. En un primer momento, dichas
regiones han sido seleccionadas de modo que las mismas incluyeran al menos un gen antes y un gen después del
gen implicado, para luego extenderlas en base a la densidad génica del locus. En el ambito de la presente invencion,
dichas regiones cromosémicas, listadas abajo, vienen incorporadas en la definicién del mismo gen:

gen ALAD: NC_000009:115174000-115213000 (complemento inverso)
gen HMBS: NC_000011:118442000-118494000
gen UROS: NC_000010:127443000-127533000 (complemento inverso)

gen UROD: NC_000001:45225000-45320000

gen CPOX: NC_000003: 99733000-99863000 (complemento inverso)
gen PPOX: NC_000001:159334500-159451000

gen FECH: NC_000018:53290000-53442000 (complemento inverso).

La preponderancia de Porfiria no puede ser establecida de manera definitiva; sobre todo porque a menudo falta el
diagnéstico. En general, se cree que esas enfermedades tienen baja frecuencia, con preponderancia de las distintas
formas variables de una raza a otra y también de una zona geografica a otra. En Europa hay aproximadamente 75.000
pacientes que padecen Porfiria aguda, pero es posible encontrar una gran preponderancia en algunas zonas geograficas.
Dos ejemplos son Escocia, donde un paciente cada 50.000 padece de una forma de Porfiria, con preponderancia de PAI
(Porfiria aguda intermitente, en inglés Intermittent Acute Porphyria IAP) y PCT (Porfiria cutanea tardia, en inglés
Porphyria Cutanea Tarda), y Sudafrica, donde la forma preponderante es la PV (Porfiria Variegada, en inglés
Variegate Porphyria), con una incidencia de uno cada 1.000 personas entre la poblacién blanca.

En nuestros dias, el diagnostico de la Porfiria no es sencillo debido a la analogia del cuadro clinico con otras
enfermedades de origen diferente. Asimismo, las enfermedades relacionadas con la Porfiria son clasificadas como
raras y la falta de instrumentos de diagndstico faciles de usar a menudo es motivo de errores de diagndstico.

En efecto, actualmente el diagnostico se basa principalmente en la identificacion de una elevada concentracion de
productos intermedios de la via biosintética (porfirinas libres) en eritrocitos, plasma, orinas y heces, que no es siempre
posible en todas las estructuras clinicas y que no es totalmente fiable debido a las fluctuaciones fisioldgicas que sufren
esos metabolitos.

Por otro lado, la determinacién de la actividad enzimatica eritrocitaria de las enzimas individuales puede ser
llevada a cabo unicamente con algunas de ellas. Donde fuera posible, tal determinacidon no es totalmente fiable
debido a la superposicion entre el intervalo de valores normales y valores patoldgicos.

Actualmente la identificacion de anomalias genéticas fundamento de las diferentes formas de Porfiria utiliza un
protocolo de diagndstico, compuesto por una reaccion en cadena de la polimerasa (RCP) (en inglés, PCR = Polymerase
Chain Reaction) y una secuenciacién automatica, que principalmente describe mutaciones puntiformes o pequefias
supresiones — inserciones en las regiones codificantes y en las zonas de unién de los genes implicados. Esos tipos de
defectos genéticos confirman el diagnostico solo en el 80% de los pacientes con sintomas clinicos y bioquimicos que
pueden ser relacionados con la Porfiria. El restante 20%, que por lo tanto no viene diagnosticado, recientes evidencias
sugieren, como causa de la Porfiria, la presencia de reorganizaciones cromosémicas (supresiones y duplicaciones).
Dichos defectos no pueden ser identificados con el protocolo estandar de analisis.

Actualmente, la identificacion de esas mutaciones particulares viene llevada a cabo a través de dos
aproximaciones, las cuales son caras y demandan mucho tiempo.

La primera aproximacion es el estudio sobre la “segregacion familiar de polimorfismos conocidos”. Dicha
aproximacion requiere, obligatoriamente, los padres bioldgicos del paciente y, en caso de defecto de identificacion,
la presencia de polimorfismos con una frecuencia significativa en la poblacion. Ademas, dicha aproximacion no es
bastante decisiva puesto que la presencia de dichos polimorfismos podria no ser suficiente para demostrar la
carencia de segregacion mendeliana, que es absolutamente necesaria para el diagndstico de supresiones génicas.
De todos modos, con dicha aproximacion no es posible identificar las duplicaciones.

La segunda aproximacion es la denominada “dosis génica”, un método de cuantificacion relativa de amplicones
correspondientes al gen implicado. Dicha aproximacion utiliza varios pares de cebadores con un elevado riesgo de
formaciéon de dimeros. Asimismo, la diferente eficacia de asociacion (annealing) de los distintos pares de cebadores
perjudica la reaccion de amplificacion, puesto que las dianas mas cortas son favorecidas termodinamicamente y su
competicion reduce la fiabilidad del ensayo de cuantificacion relativa. Finalmente, no todas las regiones implicadas
pueden ser amplificadas siempre al mismo tiempo, por ende podria ser necesario llevar a cabo mas de una reaccion de
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amplificacion. Las condiciones de RCP de los fragmentos individuales pueden ser efectivamente diferentes y la cantidad
de amplicones en la RCP Multiplex, de todos modos, es reducida.

Groesz U et al. 1999 ofrece una relacion sobre el primer analisis molecular de mutaciones genéticas HMBS en pacientes
A1P clasicos de origen germanico. En particular, las mismas demostraron la heterogeneidad alélica de las mutaciones
HMBS en pacientes AIP de origen germanico.

Sorprendentemente la parte Solicitante ha hallado que los problemas mencionados con anterioridad concernientes al
diagnéstico de Porfiria pueden ser solucionados utilizando pares especificos de sondas en reacciones de ligamiento,
presencia de al menos una enzima ligasa y subsiguiente amplificacion RCP dependiente del ligamiento.

Las reacciones de amplificacion RCP dependiente del ligamiento son conocidas en el sector como MLPA (del inglés
Multiplex Ligation dependent Probe Amplification, en castellano amplificacion multiple de sondas dependientes de
ligamiento), en particular cuando se realizan varias reacciones. Cada uno de los pares de sondas incluye una diferente
secuencia nucleotidica complementaria a la secuencia antisentido humana (secuencia hibridizante) y, en los terminales
de dicha secuencia una secuencia fija nucleotidica no humana (etiqueta o tag). La amplificacién a través de la reaccion
RCP sucede unicamente si el par de sondas reconoce la secuencia diana de tipo nativo (type-wild) y las dos sondas
vienen dispuestas una adyacente a la otra de modo de ser enlazadas. La presencia de la ligasa permite que el enlace de
las sondas pueda crear una secuencia Unica a ser amplificada mediante RCP usando cebadores en acoplamiento con
secuencias de etiquetas.

En funcién de la estructura de las sondas originales y del resultado de la amplificacion de las reacciones RCP, un
técnico experto esta en condiciones de entender de que manera una secuencia de acido nucleico, por ejemplo un
gen, puede presentar diferentes resultados con respecto a la secuencia de tipo nativo.

El resultado de la reaccion RCP permite una cuantificacion relativa de los genes implicados en la Porfiria, con una
elevada sensibilidad y reproducibilidad.

La presente invencion viene dada a conocer a través de la descripcion detallada que sigue y mas adelante gracias
a las figuras anexas.

La figura 1 muestra esquematicamente pares especificos de sondas segun la presente invencion (sonda L y sonda R, en
la cual el terminal 5’ es fosforilato) y como esos se hibridizan a la secuencia de ADN especifica (ADN diana) (1); su
ligamiento en presencia del ADN diana (2); productos amplificados que se derivan de la reaccion RCP (3), y como la
electroforesis capilar permite obtener resultados con relevancia diagnéstica (4) (para mayor informacion, ver el Ejemplo
1). Como puede observarse, las etiquetas presentes en las sondas, denominadas etiqueta F y etiqueta R, siguen
estando en los productos amplificados que se derivan de la amplificacion de la sonda enlazada.

La figura 2 presenta un ejemplo de picos obtenidos por electroforesis capilar de los productos de amplificacion de la
reaccion RCP (productos amplificados) sobre ADN de una muestra de conformidad con el protocolo descrito en el
Ejemplo 1. Nétese que hay 27 picos y 3 de los 27 picos representan sondas de control interno utilizadas para
normalizar los resultados de otros picos. Esos picos vienen denominados con el nombre de gen al cual le
corresponden las sondas de control interno.

La figura 3 muestra los resultados del método de diagnéstico para detectar el estado del gen FECH, esquematicamente y
después de la normalizacion con tres controles intemnos, de varios pacientes (ver el Ejemplo 1). CTRL 1, 2 y 3
representan algunos sujetos sanos sobre los cuales han sido calibrados los demas (control externo). Nétese que
los pacientes 55 y 400 no exhiben anomalias con respecto a los testigos (controles), mientras que los pacientes
399, 744 y 909 presentan anomalias en el gen FECH.

La figura 4 muestra los resultados del método de diagndstico para detectar el estado del gen HMBS, esquematicamente
y después de la normalizacién con tres controles internos de varios pacientes (ver el Ejemplo 2). CTRL 1, 2 y 3
representan algunos sujetos sanos sobre los cuales han sido calibrados los demas resultados (control externo). Los
pacientes 543 y 827 no presentan anomalias con respecto a los testigos (controles), mientras que los pacientes 496, 526
y 642 presentan anomalias en el gen HMBS.

En un primer aspecto la presente invencion se refiere a una asociacion de sondas que comprende un grupo de sondas
que posee en correspondencia de un terminal de la secuencia una etiqueta y en correspondencia del otro terminal una
secuencia que hibridiza al menos una parte de la secuencia del gen HMBS, dichas secuencias hibridizantes siendo SEC
ID NOs: 25-47 y un grupo de sondas que posee en correspondencia de un terminal de la secuencia una etiqueta y en
correspondencia del otro terminal una secuencia que hibridiza al menos una parte de la secuencia del gen HMBS, dichas
secuencias hibridizantes siendo SEC ID NOs: 166-188. Preferentemente, la asociacién de sondas tiene como etiqueta
SEC ID NO: 283 o SEC ID NO: 284. Preferiblemente, la etiqueta esta en el terminal 5° mientras que la secuencia
hibridizante esta en el terminal 3. Mas preferiblemente, la etiqueta esta en el terminal 5’ de SEC ID NOs: 25-47.

De conformidad con una realizacion preferida, la asociacion de sondas tiene la SEC ID NO: 283 como etiqueta en el
terminal 5’ de SEC ID NOs: 25-47. Preferiblemente, la etiqueta esta en el terminal 3’ mientras que la secuencia hibridizante
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esta en el terminal 5'. Mas preferiblemente, la etiqueta esta en el terminal 3' de SEC ID NOs: 166-188. En particular, la
etiqueta en correspondencia del terminal 3' de SEC ID NOs: 166-188 es SEC ID NO: 284.

Otro aspecto de la invencién es un método para determinar la presencia de Porfiria Intermitente Aguda en una muestra de
tejido biolégico que incluye las siguientes etapas operativas:

(i) extraccion de acido nucleico de una muestra;

(ii) introduccion de la asociacion de sondas de conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 8 en
el acido nucleico extraido segun la etapa operativa (i), y reaccién en presencia de al menos una enzima ligasa en
al menos una reaccion de ligamiento;

(iii) ejecucion de al menos una reaccion de amplificacion en las sondas obtenidas a partir de la etapa operativa (ii); y
(iv) determinacion de la presencia y de la cantidad de secuencias nucleotidicas que se derivan del ligamiento y la
amplificacion.

Preferentemente, el par de sondas para control interno viene introducido en la etapa (i), dicho par de sondas
preferiblemente teniendo las secuencias hibridizantes: SEC ID Nos: 285-286 y/o 287-288 y/o 289-290, y la misma etiqueta
de la asociacion de sondas presentes en la etapa operativa (ii). Mas preferiblemente la informacién dada por el par de
sondas teniendo las secuencias hibridizantes SEC ID NOs: 285-286 y/o 287-288 y/o 289-290 viene utilizada para
normalizar los datos determinados segun la etapa operativa (iv).

Un aspecto adicional de la invencion se refiere al uso de la asociacion de sondas en una reaccién de ligamiento y una
reaccion RCP para diagnosticar la presencia de anomalias porfiricas, preferiblemente para diagnosticar anomalias del gen
HMBS.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a un kit para diagnosticar Porfiria Intermitente aguda que incluye al menos
un compartimiento que contiene en su interior los reactivos para llevar a cabo al menos un ligamiento y al menos una
reaccion RCP, y al menos un compartimiento que contiene la asociaciéon de sondas segun se ha descrito arriba.

El acido nucleico extraido en la etapa operativa (i) preferentemente es ADN.

Un técnico experto puede seleccionar un método adecuado entre los métodos conocidos en el sector para extraer
acido nucleico de la muestra. Preferentemente, es posible utilizar un kit disponible en el comercio, tal como, por
ejemplo, Puregene de Qiagen.

En el método segun el presente descubrimiento, la muestra utilizada en la etapa operativa (i) puede ser tomada de
cualquier tipo de tejido bioldgico humano. Preferentemente, el tejido biolégico humano es sangre periférica.

Cada uno de los pares de sondas mencionados en la etapa operativa (ii) tiene una secuencia hibridizante
especialmente para una secuencia nucleotidica diana y una etiqueta F o una etiqueta R en los terminales de dicha
sonda (en los terminales 5’ o 3’, respectivamente; ver la figura 1).

Dichas secuencias hibridizantes vienen elegidas de manera que los pares de sondas se ubiquen adyacentes entre si en
una parte de las secuencias de los siete genes de la via biosintética del hemo de modo de ser enlazados mediante una
ligasa, como puede verse en la figura 1.

Los pares pueden ser disefiados por un técnico experto seleccionando un método apropiado entre los métodos
conocidos en el sector para disefiar secuencias nucleotidicas especificas. Preferentemente, la sonda del par en la
posicion 3’ es fosforilata. Aun mas preferiblemente, las sondas segun el presente descubrimiento presentan las
siguientes propiedades:

- la temperatura de fusién de la secuencia hibridizante es mayor o igual que 67,5°C, y
- el contenido de pares GC (par de bases guanina-citosina) de la secuencia hibridizante es del 30 al 63%, y

- deltaG (termodinamica del plegado) de toda la sonda es mayor o igual que cero a una temperatura de 60°C con
una concentracion de Na* de 0,35 M, y

- al menos una C o G adyacente a la etiqueta (5’ y 3’ respectivamente), y
- max. 4 bases G y/o C adyacentes a la etiqueta.

Preferentemente, las secuencias hibridizantes vienen elegidas entre las secuencias que comprenden SEC ID NOs
1-282.

En el ambito de la presente invencion, las secuencias vienen disefiadas de conformidad con las Normas Internacionales
WIPO ST.25 y su descripcion ha sido desarrollada con el software Patent-In 3.5. La descripcion de las secuencias
mencionadas en la presente invencion esta adjuntada al presente documento.

Preferentemente, las sondas son ADN.
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Un técnico experto puede elegir apropiadamente entre reactivos, métodos, protocolos y etiquetas conocidos en el
sector para realizar e inferir datos a partir de una reaccion de amplificacion conocida en el sector como MLPA y
como se ha expuesto arriba.

Preferentemente, las sondas de conformidad con el descubrimiento pueden ser subdivididas en dos grupos:

1. Sondas L, donde la sonda tiene una etiqueta en el terminal 5’ de la secuencia nucleotidica y en el otro terminal
una secuencia nucleotidica hibridizante segliin se ha descrito con anterioridad y como se puede apreciar en la
figura 1.

Preferentemente, la secuencia hibridizante de la sonda L posee un maximo de dos nucleétidos GC en el
terminal 3’. AUn mas preferentemente, la secuencia hibridizante viene elegida entre las SEC ID NOs de 1 a
141. Preferentemente, las sondas L se componen de una secuencia seleccionada entre las SEC ID NOs de 1
a 141 y una etiqueta F en el terminal 5’ de dicha secuencia. Preferentemente, la etiqueta F para sondas L es
SEC ID NO 283.

2. Sondas R, donde la sonda tiene una etiqueta R en el terminal 3’ de la secuencia nucleotidica y en el otro
terminal una secuencia nucleotidica hibridizante segun se ha descrito con anterioridad, fosforilata en el terminal
5 y en la posicion 3’ con respecto a la sonda L y de modo de ser enlazada a una ligasa, como puede
apreciarse en la figura 1. Preferentemente, la secuencia hibridizante en la posicién 3’ con respecto a la sonda L
de modo de ser enlazadas mediante una ligasa viene elegida entre SEC ID NOs de 142 a 282.
Preferentemente, las sondas R se componen de una secuencia seleccionada entre SEC ID NOs de 142 a 282
y una etiqueta R en el terminal 3’ de dicha secuencia. Preferentemente, la etiqueta para sondas R es SEC ID
NO 284.

Preferentemente, las secuencias de las sondas L y R se componen de SEC ID NOs 1-282 y etiquetas SEC ID NOs
283-284 como se ha indicado arriba, porque de este modo es posible minimizar la longitud total de las sondas L y R,
respectivamente. Una longitud minimizada de las sondas permite su sintesis quimica, en lugar de usar métodos mas
caros, sin menoscabar la idoneidad de dichas sondas en el método segun la presente invencion.

En la etapa operativa (ii) del método segun este descubrimiento hay al menos un par de sondas especificas. Dicho
al menos un par especifico es un par de al menos una sonda L y al menos una sonda R como se ha dicho con
anterioridad. Preferentemente, la sonda L presenta la secuencia hibridizante SEC ID NO n en el terminal 3’ de la
secuencia nucleotidica, donde n es un numero entero comprendido entre 1 y 141, y la sonda R presenta la
secuencia hibridizante SEC ID NO m en el terminal 5’ de la secuencia nucleotidica, donde m es igual a n+141.

En la etapa operativa (iii), para llevar a cabo la por lo menos una amplificaciéon, un técnico experto puede elegir
apropiadamente entre todos los protocolos y los métodos conocidos en el sector. Preferentemente, al menos una
amplificacién es al menos una reacciéon RCP, mas preferentemente de conformidad con un protocolo MLPA.
Preferiblemente, en la por lo menos una reaccion RCP, los cebadores F y R vienen introducidos en acoplamiento
con todas las etiquetas F y R, respectivamente, presentes en las sondas agregadas en la etapa operativa (ii). En
particular, el cebador F es el cebador directo (es decir, correspondiente a la etiqueta F), mientras que el cebador R
es el cebador inverso (por lo tanto, complementario a la etiqueta R).

La etapa operativa (iv) comprende la determinacion de la presencia y la cantidad relativa de acido nucleico
resultante del ligamiento y amplificacién obtenidas en las etapas operativas (ii) y (iii). La presencia puede ser
determinada con métodos conocidos en el sector para dividir secuencias de acido nucleico en funcion de su longitud,
tal como, por ejemplo, mediante un protocolo de electroforesis capilar. Un técnico experto, conociendo la longitud del
par de sondas iniciales y su posicién hibridizante en el ADN, esta en condiciones de calcular la longitud del producto
amplificado resultante. Dicho técnico experto, luego, puede controlar si el producto amplificado resulta ser de esa
longitud o no. La reduccion o el aumento del producto amplificado resultante indica que se tiene una anomalia en el
acido nucleico extraido en la etapa operativa (i) en la posicion en la cual se hibridiza una de las sondas responsable
de dicho producto amplificado en ambos alelos.

En una ejecucion preferente del método segun la presente invencion segun se ha descrito arriba, el cebador F o el
cebador R viene marcado adecuadamente en un terminal. Preferentemente, el cebador marcado es el cebador F
marcado en €l terminal 5. El cebador marcado sigue siendo adecuado para el método segun la presente invencion y
permite, en la etapa operativa (iv), reconocer la secuencia por medio del marcador. El marcador puede ser
seleccionado apropiadamente entre marcadores conocidos en el sector, tales como por ejemplo atomos radiactivos,
fluocromos o anticuerpos adicionalmente marcados, también en funcién del método de determinaciéon empleado en
la etapa operativa (iv), de la presencia y de la cantidad de secuencias de acidos nucleicos que se derivan del
ligamiento y de la amplificacion. En una ejecucion preferente, el marcador enlazado al cebador es un fluocromo, tal
como, por ejemplo, FAM (6-carboxifluorosceina) o HEX. En dicha ejecucion, la presencia y la cantidad de los
productos amplificados resultantes de la etapa operativa (iii) pueden ser medidas a través de electroforesis capilar
con un secuenciador disponible en el mercado, tal como, por ejemplo, Abi Prism 310. Los picos resultantes se
refieren a la presencia y a la cantidad de los productos amplificados resultantes.
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Los ejemplos 1 y 2 describen en detalles ejecuciones ejemplificadoras y, por ende, para nada restrictivas del
método segun la presente invencion.

La cantidad del producto amplificado resultante puede ser la misma, aproximadamente la mitad o aproximadamente
el doble con respecto a los demas productos amplificados resultantes de la misma reaccién y/o con respecto a un
producto amplificado resultante del uso de las mismas sondas en el ADN de tipo nativo (control externo). Si la
cantidad del producto amplificado es aproximadamente la mitad, entonces debe suponerse que hay una anomalia en
una copia del gen, en particular una anomalia en uno de los alelos y no en el otro. Si la cantidad de producto
amplificado es aproximadamente el doble, entonces debe suponerse que hay una anomalia de genotipo
caracterizada por una mutacion por duplicacion de ambas copias del gen o por una mutacion por triplicacion de una
sola copia del gen.

En una ejecucion preferente del método segun la presente invencion, en la etapa operativa (i) se introduce al menos un par
de sondas para control interno, preferentemente junto con dicho al menos un par de sondas. Los pares de sondas para
control interno vienen preparados de manera similar al par de sondas L y R de conformidad con la presente invencion
segun se ha descrito con anterioridad, la Unica diferencia siendo la que dichos pares para control interno tienen secuencias
hibridizantes para porciones de genes que se conocen como no implicadas en enfermedades genéticas humanas.
Preferentemente, las secuencias hibridizantes en las sondas para control interno vienen seleccionadas entre los pares SEC
ID NOs 285-286, 287-288 y 289-290. La utilizacién de dichas sondas para control interno es ventajosa puesto que permite
determinar si la reaccion RCP ocurrié correctamente y/o permite normalizar la cantidad de un producto amplificado, que
representa la cantidad de diploides (2n). El par SEC ID NOs 285-286 corresponde a una parte del gen ILKAP, que codifica
para una fosfatasa conocida por tener una funcion en la regulacion de las sefales intra e/o intercelulares. El par SEC ID
NOs 287-288 corresponde a una parte del gen DACH, que codifica para una proteina conocida por jugar un determinado
papel en el desarrollo de varios organismos. El par SEC ID NOs 289-290 corresponde a una parte del gen DEFB129, que
codifica para una proteina conocida por jugar un papel determinado en el sistema inmunitario. Es atin mas ventajoso usar
los tres pares de control puesto que los tres productos amplificados son de diferentes longitudes y permiten
normalizar productos amplificados de diferentes longitudes. Los productos amplificados resultantes de pares de
sondas que contienen las secuencias hibridizantes SEC ID NOs 285-286, 287-288 y 289-290 tienen una longitud de
132 nucledtidos, 118 nucledtidos y 80 nucledtidos, respectivamente.

En una ejecucion preferente del método segun el presente descubrimiento, dicha al menos una reaccién de ligamiento y
amplificacion de las etapas operativas (i) y (iii) viene seleccionada entre siete posibles reacciones, donde en cada
reaccion al menos un par especifico de sondas reacciona con uno de los siete genes de la via biosintética del hemo
responsable de la Porfiria.

Preferentemente, los pares especificos de sondas en cada una de las siete posibles reacciones pueden ser
seleccionados a partir de los siguientes grupos para las reacciones de ligamiento-RCP:

- reaccion de ligamiento-RCP 1 = par de sondas en las cuales una sonda tiene la secuencia hibridizante ID NO n,
donde n es un numero entero comprendido entre 1y 24, y la otra sonda tiene la secuencia hibridizante SEC ID NO
m, donde m es igual a n+141. La ausencia o presencia de cantidades que son la mitad de los productos
amplificados que se derivan de dichas sondas corresponde a una anomalia resultante para el gen FECH.

- reaccion de ligamiento-RCP 2 = par de sondas en las cuales una sonda tiene una secuencia hibridizante ID NO n,
donde n es un numero entero comprendido entre 25 y 47, y la otra sonda tiene la secuencia hibridizante SEC ID NO m,
donde m es igual a n+141. La ausencia o presencia de cantidades que son la mitad de los productos amplificados que se
derivan de dichas sondas corresponde a una anomalia resultante para el gen HMBS.

- reaccion de ligamiento-RCP 3 = par de sondas en las cuales una sonda tiene una secuencia hibridizante ID NO n, donde
n es un numero entero comprendido entre 48 y 71, y la otra sonda tiene la secuencia hibridizante SEC ID NO m, donde m
es igual a n+141. La ausencia o presencia de cantidades que son la mitad de los productos amplificados que se derivan
de dichas sondas corresponde a una anomalia resultante para el gen PPOX.

- reaccion de ligamiento-RCP 4 = par de sondas en las cuales una sonda tiene una secuencia hibridizante ID NO n, donde
n es un numero entero comprendido entre 72 y 87, y la otra sonda tiene la secuencia hibridizante SEC ID NO m, donde m
es igual a n+141. La ausencia o presencia de cantidades que son la mitad de los productos amplificados que se derivan de
dichas sondas corresponde a una anomalia resultante para el gen CPOX.

- reaccion de ligamiento-RCP 5 = par de sondas en las cuales una sonda tiene una secuencia hibridizante ID NO n, donde
n es un numero entero comprendido entre 88 y 105, y la otra sonda tiene la secuencia hibridizante SEQ ID NO m, donde
m es igual a n+141. La ausencia o presencia de cantidades que son la mitad de los productos amplificados que se derivan
de dichas sondas corresponde a una anomalia resultante para el gen UROD.

- reaccion de ligamiento-RCP 6 = par de sondas en las cuales una sonda tiene una secuencia hibridizante ID NO n,
donde n es un nimero entero comprendido entre 106 y 125, y la otra sonda tiene la secuencia hibridizante SEC ID NO m,
donde m es igual a n+141. La ausencia o presencia de cantidades que son la mitad de los productos amplificados que se
derivan de dichas sondas corresponde a una anomalia resultante para el gen UROS.
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- reaccion de ligamiento-RCP 7 = par de sondas en las cuales una sonda tiene una secuencia hibridizante ID NO n,
donde n es un numero entero comprendido entre 126 y 141, y la otra sonda tiene la secuencia hibridizante SEC ID
NO m, donde m es igual a n+141. La ausencia o presencia de cantidades que son la mitad de los productos
amplificados que se derivan de dichas sondas corresponde a una anomalia resultante para el gen ALAD.

Por consiguiente, la eleccion de cuales reacciones, y en cual secuencia, se tienen que realizar para obtener un diagndstico
preciso se basa substancialmente en los resultados dados por las pruebas bioquimicas y/o en el estudio clinico llevados a
cabo con anterioridad sobre el paciente.

En una ejecucion aun mas preferente, las siete posibles reacciones de ligamiento-RCP, como se ha listado arriba,
incluyen asociaciones de sondas que comprenden todas las secuencias hibridizantes SEC ID NOs 1-282 divididas en
siete asociaciones separadas para las siete reacciones de ligamiento-RCP siguiendo la precedente distribucion. Por
lo tanto, la asociacion para la reaccion de ligamiento-RCP 1 comprende un grupo de sondas L que tiene las secuencias
hibridizantes SEC ID NOs de 1 a 24 y un grupo de sondas R que tienen las secuencias hibridizantes SEC ID NOs de 142 a
165, la asociacion para la reaccion de ligamiento-RCP 2 comprende un grupo de sondas L que tiene las secuencias
hibridizantes SEC ID NOs de 25 a 47 y un grupo de sondas R que tienen las secuencias hibridizantes SEC ID NOs
de 166 a 188, la asociacion para la reaccion de ligamiento-RCP 3 comprende un grupo de sondas L que tiene las
secuencias hibridizantes SEC ID NOs de 48 a 71 y un grupo de sondas R que tienen las secuencias hibridizantes SEC ID
NOs de 189 a 212, la asociacion para la reaccion de ligamiento-RCP 4 comprende un grupo de sondas L que tiene
las secuencias hibridizantes SEC ID NOs de 72 a 87 y un grupo de sondas R que tienen las secuencias
hibridizantes SEC ID NOs de 213 a 228, la asociacion para la reaccion de ligamiento-RCP 5 comprende un grupo
de sondas L que tiene las secuencias hibridizantes SEC ID NOs de 88 a 105 y un grupo de sondas R que tienen las
secuencias hibridizantes SEC ID NOs de 229 a 246, la asociacion para la reaccion de ligamiento-RCP 6 comprende
un grupo de sondas L que tiene las secuencias hibridizantes SEC ID NOs de 106 a 125 y un grupo de sondas R que
tienen las secuencias hibridizantes SEC ID NOs de 247 a 266, y la asociacién para la reaccion de ligamiento-RCP 7
comprende un grupo de sondas L que tiene las secuencias hibridizantes SEC ID NOs de 126 a 141 y un grupo de
sondas R que tienen las secuencias hibridizantes SEC ID NOs de 267 a 282.

Mas preferentemente, las secuencias nucleotidicas de las sondas se componen de una secuencia de acido nucleico
elegida entre secuencias SEC ID NOs 1-282 como se acaba de describir, y una etiqueta SEC ID NOs 283 o 284 si
las sondas son L o R, respectivamente.

La ventaja de usar dichas asociaciones de sondas es que cada secuencia resultante de la amplificacion varia en longitud
total de 80-132 nucledtidos y difiere en longitud con respecto a otras secuencias de la misma asociacion (es decir, para la
misma reaccion RCP) de al menos 2 nucledtidos. Ventajosamente, esto permite usar hasta 27 pares de sondas con el
mismo marcador en una Unica reaccion de ligamiento-RCP y estar en condiciones de discriminar entre los
resultados de los 27 pares de sondas (que corresponden a un area especifica de un gen).

A partir de los resultados obtenidos en la etapa operativa (iv) un técnico experto puede inferir, con una precision de
80-132 nucledtidos, la ubicacion de una anomalia o una diferencia alélica en uno o varios de los siete genes
implicados en la etiologia de la Porfiria.

En el caso que se deban efectuar varias reacciones de ligamiento-RCP, las mismas pueden ser llevadas a cabo en
probetas separadas, simultanea o secuencialmente.

Para reducir las reacciones de ligamiento-RCP, antes de comenzar con el método descrito con anterioridad conviene
determinar si el paciente padece de anomalias génicas por Porfiria aguda o crénica haciendo uso de los métodos
conocidos en el sector. Si el paciente exhibe anomalias génicas por Porfiria aguda, entonces se utilizan las asociaciones
para las reacciones de ligamiento-RCP 2, 3, 4 y 7; mientras que si el paciente exhibe anomalias génicas por Porfiria
cronica, entonces se utilizan las asociaciones para las reacciones de ligamiento-RCP 1, 5y 6. En base al analisis de
las manifestaciones clinicas y bioquimicas del tipo de Porfiria que el paciente padece, en algunos casos el método
puede ser restringido a la utilizacion de Unicamente una asociacion, relacionada con el tipo de enfermedad de Porfiria a
diagnosticar.

En otra ejecucion del método segun la presente invencion, se utilizan dos o mas asociaciones de sondas para las
reacciones de ligamiento-RCP, seleccionadas de 1 a 7 como se ha descrito arriba, en una Unica reaccién de ligamiento-
RCP usando diferentes etiquetas F y R en las sondas pertenecientes a las dos o mas asociaciones de sondas. Las
diferentes etiquetas empleadas son especificas para una de las dos o mas asociaciones y diferentes marcadores vienen
enlazados al grupo de cebadores presentes en la reaccion RCP de la etapa operativa (iii). Utilizando marcadores
especificos asociados a cebadores en acoplamiento a las diferentes etiquetas F y R, el mismo puede ser
discriminado entre las diferentes asociaciones, o sondas, obteniendo de esta manera mas resultados de una sola
reaccion de ligamiento-RCP en las etapas operativas (ii) y (iii).

Otro objetivo del presente descubrimiento incluye sondas que tienen una etiqueta en un terminal de las secuencias y en
el otro terminal una secuencia que se hibridiza a por lo menos parte de las secuencias de los siete genes de la via

biosintética del hemo implicada en la etiologia de la Porfiria. Preferentemente, las sondas estan provistas de las
propiedades en sus secuencias como se ha mencionado arriba. Preferiblemente, la secuencia hibridizante viene
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elegida entre SEC ID NOs 1-282. Aun mas preferiblemente, la secuencia de etiquetas viene elegida entre SEC ID
NOs 283 y 284.

Otro objetivo del presente descubrimiento incluye asociaciones de sondas que tienen secuencias nucleotidicas
segun se ha dado a conocer con anterioridad.

Para las ejecuciones preferentes de dichas sondas, ver las reivindicaciones anexas.

Otro objetivo del presente descubrimiento es un kit de diagnéstico que comprende al menos un compartimiento que
contiene en su interior los reactivos para efectuar el por lo menos un ligamiento de la etapa operativa (ii) y la por lo
menos una amplificacion de la etapa operativa (iii), y al menos un compartimiento que contiene en su interior las
sondas a usar para al menos una de las siete asociaciones para las reacciones de ligamiento-RCP 1-7, como ya se
ha descrito con anterioridad. Preferiblemente hay siete compartimientos que contienen las sondas, cada uno de
ellos incluyendo una de las siete asociaciones para reacciones de ligamiento-RCP 1-7, como se ha descrito con
anterioridad. Preferiblemente, el kit de diagndstico comprende al menos un par de sondas para control interno,
preferentemente sondas que incluyen SEC ID NOs 285-290, como se ha descrito con anterioridad.

Ejemplo 1 — Diagnéstico de la presencia de anomalias relacionadas con la Porfiria en el gen FECH

Se llevo a cabo un andlisis sobre 30 sujetos, de los cuales 15 sanos y 15 con sintomas clinicos que pueden ser
relacionados con la Porfiria. De cada persona se ha tomado una muestra de 7 ml de sangre periférica en EDTA. La
muestra fue centrifugada a 3.000 RPM por 10 minutos a 4°C. Después de quitar el plasma se ha agregado una
solucion fisiolégica, después de lo cual se han mezclado todos los componentes. Posteriormente se ha centrifugado
a 3.000 RPM por un lapso de tiempo de 10 minutos a 4°C y después de extraer la solucion fisiologica, se ha tomado
150 pl de placa leucocitaria (linfominocitos). Se ha extraido ADN con el kit Puregene — Gentra (QUIAGEN)
agregando a la muestra 450 yl de RBC Lysis Solution 1 y agitando por 10 minutos a temperatura ambiente (RT).
Luego fue centrifugado a 14.000 RPM por un lapso de tiempo de 1 minuto a temperatura ambiente, se quito el
sobrenadante y volvid a suspender la pildora. Se agregaron 450 pl de Cell Lysis Solution 2 y se volvio a suspender
la pildora. Se agregaron 150 pl de Protein Precipitation Solution 3 y se movié en remolino por un lapso de tiempo de
20 segundos. Después de la centrifugacion a 14.000 RPM por 3 minutos a temperatura ambiente se recuperd el
sobrenadante. Se agregé isopropanol al 100% v/v. Se centrifugd a 14.000 RPM por un lapso de tiempo de 1 minuto
y después de quitar el sobrenadante, se agregaron 300 pl de etanol al 70%. Se centrifugé a 14.000 RPM por un
lapso de tiempo de 1 minuto a temperatura ambiente y después de quitar el sobrenadante y secar la pildora con
Speed Vacuum por un lapso de tiempo de 2 minutos, se volvié a suspender la pildora en 100 yl de TE (Tris-HCI
10mM y EDTA 1mM). Luego, se diluyé el ADN a una concentracion final de 20 ng/ul en TE.

Las secuencias de las sondas y de los cebadores fueron obtenidas mediante sintesis quimica.

Se preparé la mezcla de pares de sondas para el gen FECH uniendo 2,4 yl de cada sonda (sondas L: SEC ID NO
283 + SEC ID NOs 1-24 y sondas R: SEC ID NOs 142-165 + SEC ID NO 284) con una concentracion de 1 pmol/ul.
(FECH Probe Mix). También fueron agregados a la mezcla los 3 pares de sondas de los genes de control (sondas L:
SEC ID NO 283 + SEC ID NOs 285, 287, 289 y sondas R: SEC ID NOs 286, 288, 290 + SEC ID NO 284) en un
volumen total final de 600 pl de TE.

Los cebadores F (SEC ID NO 283 marcada con fluocromo FAM en el terminal 5°) y R (SEC ID NO 291) fueron
diluidos a una concentracion de 20 pmol/ul en TE y se ha preparado una alicuota concentrada de 10 mM de dNTPs.

Para el experimento se utilizd el kit MLPA reagents 100 reactions (MRC-Holland-RESNOVA) excepto para SALSA
PCR primer mix.

Se desnaturalizaron 100 ng de ADN a 98°C por 5 minutos; se agregaron 2 ul de una mezcla que comprende 1,5 pl
de FECH probe mix y 1,5 yl de SALSA MLPA buffer a 25°C. El todo fue encubado por un lapso de tiempo de 1
minuto a 95°C y por al menos 16 horas a 60°C (hibridacion). Se prepard una mezcla con 3 pl de buffer A, 3 pl de
buffer B de ligamiento, 25 pl de agua estéril y 1 pl de ligasa y se agregé al ADN a 54°C. Luego fue encubado a 54°C
por un lapso de tiempo de 15 minutos, a 98°C por un lapso de 5 minutos y fue almacenado a 4°C (ligamiento).
Fueron alicuotadas en probetas estériles 15 pyl de mezcla 1 de RCP, con 13 pl de agua y 2 pl de SALSA PCR buffer.
Se agregaron 5 pl de producto ligado y con las probetas a 60°C se agregaron 5ul de mezcla de 2 de RCP, con 2,75
pl de agua, 1 pl de Salsa Enzyme dilution buffer, 0,5 pl de dNTPs, 0,25 ul de SEC ID NO 283 y 0,25 yL de SEC ID
NO 291y 0,25 pl de SALSA Polymerase. Luego se dio inicio al protocolo RCP de 35 ciclos: 30 segundos a 95°C; 30
segundos a 60°C; 60 segundos a 72°C con incubacioén final de 20 minutos a 72°C.

Se agregaron 0,75 pl de producto amplificado a 13,5 yl de formamida desionizada, 0,75ul de agua y 0,5 pl de
(500Rox) tamario estandar, y los fragmentos fueron analizados con un secuenciador Abi Prism 310 usando el capilar
de 47 cm y el polimero POP-6. Se establecieron los siguientes parametros de ejecucion: tiempo de inyecciéon 30
segundos, tension de inyeccion 3,0 kV, temperatura de ejercicio 60°C y tiempo de ejecucion 30 minutos. Los picos
resultantes del analisis de los fragmentos, antes de su normalizacion, se exhiben en la figura Il e indican el resultado
obtenido.
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Por cada muestra se seleccionaron los picos correspondientes a los 27 pares de sondas ligadas y amplificadas (24 picos
que representan sondas para el gen FECH y 3 para controles internos) y se exportaron a un fichero Excel los valores de
sus alturas. Después de ordenar los valores de altura de los picos correspondientes al gen implicado de conformidad con
su posicién en el cromosoma, dicho valor fue dividido por la suma de los valores de altura de los picos de control
(normalizacion).

Por cada muestra los valores de los picos normalizados fueron divididos por el valor medio obtenido a partir de los valores
de altura de los correspondientes valores normalizados en sujetos normales (calibracion). Para visualizar los resultados se
cred un grafico para cada muestra. Los picos de 0,8 a 1,2 se hallan en copia doble en el genoma, mientras que si
son de aproximadamente 0,4 — 0,5 son de copia simple, de aproximadamente 1,5 — 1,6 son de copia triple. En la
figura Ill se muestran algunos ejemplos; donde los graficos CRTL 1-3 representan los resultados obtenidos a partir
de sujetos normales y necesarios para la calibracion.

Los resultados ponen de manifiesto que de los 15 pacientes analizados 11 son normales por lo que se refiere al gen
FECH, mientras que 4 de ellos presentan anomalias en el gen FECH vy regiones circunstantes. Como puede verse
en la figura 3, los pacientes 399, 844 y 909 presentan 3 supresiones diferentes en el gen FECH.

Dicho resultado fue confirmado con otras técnicas moleculares, tales como, por ejemplo, RCP larga (Long-PCR) y
secuenciacion de los puntos de rotura de supresion.

Ejemplo 2 — Diagnéstico de la presencia de anomalias relacionadas con la Porfiria en el gen HMBS

Se siguié el mismo protocolo que en el Ejemplo 1 usando 2,4 ul de cada sonda (sondas L: SEC ID NO 283 + SEC ID
NOs 25-47 y sondas R: SEC ID NOs 166-188 + SEC ID NO 284) con una concentracion de 1 pmol/ul (HMBS Probe Mix).
Se agregoé también la sonda HMBS con los 3 pares de sondas de control interno (sondas L: SEC ID NO 283 + SEC ID NOs
285, 287, 289 y sondas R: SEC ID NOs 286, 288, 290 + SEC ID NO 284) en un volumen total final de 600 ul de TE. Se
llevd a cabo un analisis sobre muestras tomadas de 30 sujetos, de los cuales 16 sanos y 14 con sintomas clinicos que
pueden ser relacionados con la Porfiria. Tres pacientes (los pacientes 496, 526 y 642) presentaban una anomalia en
el gen HMBS. La figura 4 exhibe algunos ejemplos de los resultados.

10



ES 2 606 689 T3

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> FONDAZIONE IRCCS "OSPEDALE MAGGIORE POLICLINO: MANGIAGALLI E REGINA ELENA"

<120> Sondas para su utilizacion en el diagnéstico de porfiria y para la cuantificacion alélica de genes relativos a la

10

15

20

25

porfiria mediante reacciones de ligacion y amplificacion
<130> 21.00107.12EP10WD
<160> 291

<170> Patentin version 3.5
<210> 1

<211> 32

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 1

ctgaagacac acggttagta aaaggcagaa cc32
<210>2

<211> 46

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 2

caaatgaaga gltgaatccecg ggaaaagaaa gaggtgagtc ctgacc46
<210> 3

<211>25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<400> 3

ciittaaaaa atgcaggctc caggt25
<210>4

<211> 44

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

11
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<223> Sonda de deteccién
<400> 4
ctiggaacga ttcttaacgt ggatictgaa taggtatcac atcc44
<210>5
<211>25
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> Sonda de deteccion
<400> 5
ccagtcctga gecccctagt gtaat25
<210>6
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> Sonda de deteccién
<400> 6
cctccaagaa atgcacttge caggcetgg28
<210>7
<211> 43
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> Sonda de deteccion
<400>7
cggtgcatat tttataagta cttitgaagt aatcctcatce tccd3
<210>8
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> Sonda de deteccion
<400> 8
ccatggaggt ggaagtcagg tgcagc26
<210=9
12
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<211> 38
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> Sonda de deteccién
<400> 9
cttgactaaa gctticactt cacattctgg aatagagg38
<210> 10
<211> 36
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> Sonda de deteccién
<400> 10
caccctggaa gaaaataaga agigtgacaa atcaac36
<210> 11
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> Sonda de deteccion
<400> 11
ctggcaccat tcategecaa acg23
<210> 12
<211> 41
<212> ADN
<213> Avrtificial
<220>
<223> Sonda de deteccion
<400>12
catigaacag ctgctctgag ggtacgtaag ctaggccagt g41
<210> 13
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
13
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<223> Sonda de deteccion
<400> 13

ctagaaaggg ctattgctit cacacag27
<210> 14

<211> 44

<212> ADN

<213> Avtificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 14

ccittacgag tctgtttttt attticacca taateaaaat gcat44
<210> 15

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<400> 15

cfttatccte ctttcttgtt actcactcag30
<210> 16

<211> 35

<212> ADN

<213> Avrtificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<400> 16

ctcaggaggt aagegcecact glccaaaaag teatg3s
<210> 17

<211> 38

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 17

ctcaaacaga cgaatctatc aaagggcttt gigagagg38
<210> 18
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<211> 35

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<400> 18

catigtictc taaggtatct acagigttac aatcg35
<210>19

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<400> 19

ctgigticca agcagcigac ccigagc27
<210> 20

<211> 47

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 20

ctitggataa tgataaaggt cteettgtgg ccgggtegaa titcagg47
<210> 21

<211> 52

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 21

caaatgttta atcagatctg gggtggtata ctcttgccta acgcaatctg ag52
<210> 22

<211> 42

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<223> Sonda de deteccién
<400> 22

cactattgtc tccatcgcaa cgggagatat agagacaggt aa42
<210> 23

<211> 49

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 23

gacataaaat ggcataacaa aatatacctt gggtttcata agacaagtc49
<210> 24

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 24

cgttggaggt cagtgaacac cagg24
<210> 25

<211> 42

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 25

gccacacctg cttetggate cgctgcttce aagttecttt ged2
<210> 26

<211> 40

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 26

ctgtgcaaca agttcatagc ctatagcacc gictttgagg40
<210> 27
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<211> 33

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<400> 27

ctggctgaca tgeccaggge tecacicica tct33
<210> 28

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 28

cacccacaca cagcctactt tccaag26
<210> 29

<211> 36

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 29

ctgaggaggg cagaaggtac tgaggaaggt taaagg36
<210> 30

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 30

caggaagaaa acagcccaaa gatgag26
<210> 31

<211> 39

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<223> Sonda de deteccién

<400> 31

cagcttgctc gcatacagac ggacagtgtg gtggcaaca39
<210> 32

<211> 31

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion

<400> 32

ctctetectc agttgetatg tccaccacag g31
<210> 33

<211> 34

<212> ADN

<213> Artificial

<220>.

<223> Sonda de deteccion

<400> 33

ctgtccggea gattggagag aaaagcctgt ttac34
<210> 34

<211> 41

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion

<400> 34

ccatctctat agagtggacc tggtigtica ctecttgaag g41
<210> 35

<211> 38

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion

<400> 35

gggaaaaccc tcatgatgct gttgtctttc acccaaaa38
<210> 36
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<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<400> 36

gtaacttctc tctgggeagt gtggtgg27
<210> 37

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 37

ccgacactgt ggtccttage aac23
<210> 38

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<400> 38

cagatcctge accetgagga atg23
<210> 39

<211> 38

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 39

catctiggat ctggigggtg tgctgcacga tccecgaga3s
<210> 40

<211> 28

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<223> Sonda de deteccion

<400> 40

ggctgcagtg tgecagtage cgtgeata28
<210> 41

<211> 39

<212> ADN

<213> Artificial

<223> Sonda de detecci6n

<400=> 41

ctggaggagt ctggagtcta gacggcetcag atageatac39
<210> 42

<211> 38

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién

<400> 42

catgaagatg gccctgagga tgacccacag ttggtagg3s
<210> 43

<211>30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion

<400> 43

caatgatcaa gggactcaga catcatagaa30
<210> 44

<211> 52

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion

<400> 44

ctctaccagg ttgaagacaa tgatggaagce agaaatgact agtgactgge cab2

<210> 45
<211>43
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<212> ADN

<213> Avrtificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<400> 45

cclctctaag geaacctatg ttctgecoeg ctgcaccege cta43
<210> 46

<211> 53

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 46

ctcttcgect tcaagtcttt ccgggagaac tggcageggg cttgggtgeg age53

<210> 47

<211> 49

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 47

ctittctatt tatatgtgtg gettaggace cteegtgaac agatgatag49
<210> 48

<211> 50

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<400> 48

cctatiggta tggcaccctec cgeccaaaac ctttcactct catccacact50
<210> 49

<211> 50

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
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<400=> 49

ccltigectg aagcetgetgt gtcagtgtet caatgatcett cigtatctagb0
<210> 50

<211> 39

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion

<400> 50

ccacaggctc ccecttcteg ctagtaticc agacccagg39
<210> 51

<211> 48

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion

<400> 51

ctgaggcatt tgacttcatt gcacgggacc ctgcagagac gctacacc48
<210> 52

<211> 46

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion

<400> 52

caggtacgca atgctticca gaatcectge tcageagetg caatec46
<210> 53

<211> 44

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion

<400> 53

ctctgggica acacatcata gecacatgte cetactaaat attt44
<210> 54

<211> 25
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<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<400> 54

cgtgttgtgt ctgagatcce ggtge25
<210> 55

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 55

caccigttaa tatccagccc cga23
<210> 56

<211> 39

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 56

ctaacatcaa ggagctgttt atggagccgc cteccecgtg39
<210> 57

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 57

ctaaggtgag tgctccactt gtgc24
<210> 58

<211> 31

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
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<400> 58

ctagtggaga gcagtgageg tetgggagge t31
<210> 59

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 59

ctgcatgecc tacceactgg cctcaggtaa30
<210> 60

<211>23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<400> 60

caaagagcct gatgagactg tgc23
<210> 61

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<400> 61

cgclccttag tectagtcte accet25
<210> 62

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<400> 62

cfttgcttce tetgecaggge ggaz23
<210> 63

<211> 30
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<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 63

ctctcaaatg ttttcatgct ctcaggtatc30
<210> 64

<211> 34

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<400> 64

ctgagtgcca tcactgcagt gtctgtaget gtgg34
<210> 65

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 65

ctccagggat ttggacattt ggt23
<210> 66

<211> 36

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<400> 66

cagctgctac acaattagga ctgaaggaga tgccga3t
<210> 67

<211>28

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
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<400= 67

ccictectct ctictcagaa ctgcattc28

<210> 68

<211> 37

<212> ADN

<213> Avrtificial

<220>

<223> Sonda de deteccion

<400> 68

ctgttaatga ctgtatagag agtgggegec aggeage37?
<210> 69

<211> 42

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion

<400> 69

ctgaggttac tgtagacatc acgagggtga gaatagtcaa at42
<210>70

<211> 50

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion

<400> 70

ccacattgtt gtatccgtac ctgtgtggaa ggagtagatg gggagetcags0
<210>71

<211> 31

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion

<400=> 71

ctgaggggac tgagtgaget gectgagaaa a31
<210> 72

<211> 34
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<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién

<400> 72

gaataccftt aaagtticac cacatgtgat gtag34
<210>73

<211>43

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion

<400> 73

cagcacltgat ctaagatatt caagacctit aggtgaatac aag43
<210>74

<211> 44

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion

<400> 74

gtagegtatc tcagetaaaa cecttattac ttcattgaat taac44
<210> 75

<211> 40

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion

<400> 75

gaaaagcgcec fttgtgtcta actigtaaag acctttaatg40
<210> 76

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
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<400> 76

ccaactitic tgtggaccgg tgg23

<210> 77

<211> 44

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion

<400> 77

gigtgtittc gaaaaggctg gggtgagceat tictgtigtt catg44
<210>78

<211> 36

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién

<400> 78

cattttgtgc tatgggcgtg agctctgtta tccacc36
<210>79

<211> 31

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién

<400> 79

caagcagtgg tagttiggtg gtggatgtga c31
<210> 80

<211> 41

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién

<400> 80

gtacagagct gtgccagggce tgtagttect tettacattc c41
<210> 81

<211> 30
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<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 81

cacaaagttt ggcctcttca ctccaggatc30
<210> 82

<211>29

<212> ADN

<213> Avrtificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<400> 82

catccaaggg actgggtgeg ttgatgcag29
<210> 83

<211> 31

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400=> 83

ccactgtgtt tcatgtctea ctitatgatt g31
<210> 84

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 84

caataccttg tctcacagtt taggtgectc30
<210> 85

<211> 31

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
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ccaaatccta cctgttttag accaatccag g31

<210> 86

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 86

ctacacticc acagctccac cag23
<210> 87

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 87

ctettectee tectggeaaa atctict27
<210> 88

<211> 44

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de detecci6n
<400> 88

ES 2 606 689 T3

gagggaggaa cggtaaactg gggcaggggt gtgcatagct ctagd4

<210> 89

<211> 37

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<400> 88

cgagtaagtc cctcactctc atgccatacc tgtagtc37

<210>90
<211> 37
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<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400=> 90

ctgtcctgec cagagcectac ttacttgaca atggtge37
<210> 91

<211> 44

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<400> 91

cagattcagg ttaaattgtg gattgagcte geagttacag acag44
<210> 92

<211> 36

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 92

gaaacagact acactcccgt ttggtgcatg cgeccag36
<210> 93

<211> 28

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 93

caggacttit tcagcacgtg tcgctctc28
<210=> 94

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de detecci6n
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<400> 94

ctgccaccta geaaccigtc tectg25
<210> 95

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<400> 95

ggatccagaa gtggtagect ctgag25
<210> 96

<211> 30

<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<400> 96

ccatctfict atcctictct agtggacect30
<210> 97

<211> 29

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<400> 97

gcattgcagc tgitigagtc ccatgcagg29
<210> 98

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<400> 98

cggtaagcca tggaagggtg agg23
<210> 99

<211> 27
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<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 99

getggetttg cticcaggga gtgtgtg27
<210> 100

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<400> 100

ggaggagatc gggcagtigg tgaag25
<210> 101

<211> 33

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 101

gaatigttcg gagtctcaaa gtgtctecta tag33
<210> 102

<211> 35

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<400> 102

gttgggcagg cagacgggtg atgctggage ttaag3s
<210> 103

<211>45

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
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<400> 103

gcaaattctt atttgaggtt geigtatcac aactgagtat acatgds
<210> 104

<211> 42

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion

<400> 104

gcacacccat aaagcccctg gaaaataaag caacccatat tc42
<210> 105

<211> 43

<212> ADN

<213> Avrtificial

<220>

<223> Sonda de deteccién

<400> 105

gtctggtcag cctctcccac tagatttcaa gtattcagtt cag43
<210> 106

<211> 40

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccidn

<400> 106

cttattatga cagagcaatt ccaacagtca tgaaggttcc40
<210> 107

<211> 38

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién

<400> 107

caaattgctt ttcacatgty ccacatggag ctgaagag38
<210> 108

<211> 38
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<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 108

cttccacaaa tgtcttacta atcagaaggt aaaagtag3s
<210> 109

<211> 38

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 109

cacactccca atatggttct gtigaattaa gagatctg38
<210> 110

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 110

cttacagtca cgtccagcett gc22
<210> 111

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 111

cagtaaaagg gtgactgttg ttattgctga30
<210> 112

<211> 34

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
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<400> 112

ctgccaggca ataatgaagg ficitttact gaag34
<210> 113

<211> 51

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion

<400> 113

ccaatccaga actatattct ttcatttcag gaattaggat tatatggact t51
<210> 114

<211> 47

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion

<400> 114

citttctcatc ctgaagatta cgggggactc atttttacca gccccagd 7
<210> 115

<211> 37

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién

<400> 115

cagtctggga aagatctctg aaagaaaaat ggaatge37
<210> 116

<211> 26

<212> ADN

<213> Arificial

<220>

<223> Sonda de deteccién

<400> 116

ccagtgagta aaattggcct ggatac26

<210> 117

<211>25
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<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<400> 117

ggattaggac ccagtictct tgttc25
<210> 118

<211> 29

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<400> 118

ctcagcactg ccicttctat ttcccigig29
<210> 119

<211> 32

<212> ADN

<213> Avrtificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<400> 119

gtaaagtctt tcetgetttt gattgtgece ag32
<210>120

<211>.34

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 120

ctctggecte acatacagtic tcaagcacat tcag34
<210>121

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
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<400> 121

catcatgtga gcattcattg acacagg27
<210> 122

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 122

ctctgiggaa geeagcttaa acc23
<210> 123

<211> 44

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 123

gggacagccc tgcaaggtic cccaacaccg caatagtaag gatc44
<210> 124

<211> 41

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<400> 124

cagctggtac tggctitatg aaaatcgaaa caataggaca c41
<210> 125

<211> 51

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 125

gaaaaccgga tittcagtag ctgaagaaaa tatggcactg taagttaaaa c51
<210> 126

<211> 42

38



10

15

20

25

30

35

ES 2 606 689 T3

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<400> 126

ctcagtgcta acaactitgc aatgaaagga aagcggaaga cg42
<210> 127

<211>24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<400> 127

ctaggetggg caaaggaatg clgt24
<210> 128

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<400> 128

ggagttaaca caccagggtt ctagt25
<210> 129

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<400> 129

tccaacctca tctaccecat ctttg25
<210> 130

<211> 43

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
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<400> 130

cttcccacag ctaccaatcc atatcccacce cecgeticitg cag43
<210> 131

<211> 41

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion

<400> 131

gcetacgetg tgtettgate tttggegtee ccageagagt t41
<210> 132

<211> 39

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién

<400> 132

cgaggagtcc ccagctattg aggcaatcca tetgttgag39
<210> 133

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion

<400> 133

gctccccaaa acccagteat cig23

<210> 134

<211> 38

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion

<400> 134

caaggcaggt gagtgaacca ccagcaggga tgggeacc38
<210> 135

<211> 40
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<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 135

gatgtcaggt ggtagccccg teggacatga tggatggacg40
<210> 136

<211> 36

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 136

cataggtaic ggtgatgagc tacagtgcca aattig36
<210> 137

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 137

caccctgatg actctgettt gcagg2s
<210> 138

<211> 28

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400> 138

gacatgctca tggtgaagcc gggaatge28
<210> 139

<211> 44

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
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<400> 139

cafticagce tgtctecctg tetgeticee tgecageaccee tgacd4
<210> 140

<211> 47

<212> ADN

<213> Avrtificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<400=> 140

gcaactttct gcatctctee caacacaggt getgacatea tcatcac4 7
<210> 141

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<400> 141

ctgacccaca aggcctggaa agag24
<210> 142

<211> 34

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada

<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en &'
<400> 142

caggttigta ttccgaagce ctegttettt ccac34
<210> 143

<211> 40

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
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<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en &'
<400> 143

ttgccatcgt gaacgtigtt aaagttagaa ctctggcaac40
<210> 144

<211>21

<212> ADN

<213> Avrtificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en &'
<400> 144

ggccatgagce tgagtigtga c21
<210> 145

<211> 40

<212> ADN

<213> Avrtificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 145

gagacgtgtg cttataccct cgatttgtcc agegtigecac40
<210> 146

<211> 33

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccidn
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<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 146

ctggatggtt ttigtttaat acggatggec age33
<210> 147

<211> 36

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 147

ccticacttt tectaatget cticagtgag tttcac36
<210> 148

<211> 47

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 148

tatgtgatag aaaagtgcca ttatagattt caatacttgt gtatctc47
<210> 149

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial
<220>
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<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 149

tgcageggec gicaccacag aaac24
<210> 150

<211> 40

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 150

ggtgtcagac tggggcttac taatgcgcta ticatcatgc40
<210> 151

<211> 36

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en &'
<400> 151

cgttgtatit tattttatat aggaagcega aaactg36
<210> 152

<211> 29

<212> ADN

<213> Artificial

<220=>
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<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 152

ccgaaccccc aagaticaag agcagtacc29
<210> 153

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5
<400> 153

agtgatgtgt tttgggctca ctctgge27
<210> 154

<211>29

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5
<400> 154

tatccacagt acagctgctc caccacagg2®
<210> 155

<211> 32

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 155

ctactaagtg gictctgtat atitcaggca ge32
<210> 156

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 156

tgctttgcag atcatattct aaaggaactg30
<210> 157

<211> 27

<212> ADN

<213> Avrtificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 157

gaaaggctgg agtactgcaa cccctac27
<210> 158

<211> 32

<212> ADN

<213> Avtificial

<220>
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<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 158

gggaggaaga atatccictt ggttccgata ge32
<210> 159

<211> 39

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 159

ttttagtaga acataccaga gagtaatcct ctgagaaac39
<210> 160

<211> 27

<212> ADN

<213> Arificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5
<400> 160

tgtccgctct gtgtcaatcce tgtctge2?
<210> 161

<211> 33

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 161

gccagcecaaa acaaacatge aagggaaatg cag33
<210> 162

<211> 42

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 162

gtttttctgg aattttggtc tgactitggt ttggacagtg cc42
<210> 163

<211> 50

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en &'
<400> 163

cttttctcaa agatgggget getectectg agtccaaget tggcaaggec50
<210> 164

<211>39

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 164

ttcttggeaa agtgtaacca gecagaccea tgeattgoe39
<210> 165

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 165

cgggacttct tctgggaatt gttc24
<210> 166

<211> 32

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en &'
<400> 166

ctecectectg geatcactgt ctgecgactca gg32
<210> 167

<211> 48

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 167

atgtagtgga tgigcttgct gagtggggct cectgtacgt getgacge48
<210> 168

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en &'
<400> 168

aatgtcacag ccctcagaac taaageg27
<210> 169

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5°
<400> 169

cggagccatg tctggtaacg geaatg26
<210> 170

<211> 42

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 170

gaccagcctt ggagtatitc ccecactctga gactcagetg ge42
<210> 171

<211> 28

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 171

agtgaticgc gtgggtaccc gcaagagc28
<210> 172

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 172

ttgaaagcct cgtaccctgg cctge25
<210> 173

<211> 31

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 173

ggacaagatt ctigatactg cactcictaa g31
<210> 174

<211> 32

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 174

caaggagctt gaacatgccc tggagaagaa tg32
<210> 175

<211> 31

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en &'
<400> 175

acctgcccac tgtgcttect cetggcettea c31
<210> 176

<211> 38

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<2225 (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5
<400> 176

ttigttggga agaccctaga aaccctgcca gagaagag38
<210> 177

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 177

gaaccagctc cctgecgaaga g21
<210> 178

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 178

tctccacage ggggaaacct caacacc27
<210> 179

<211>23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

54



10

15

20

25

30

35

ES 2 606 689 T3

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5
<400> 179

catgtatgct gtgggccagg tac23
<210> 180

<211> 32

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 180

ctctgcttcg ctgeatcget gaaagggect tc32
<210> 181

<211>28

<212> ADN

<213> Avrtificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 181

cagctatgaa ggatgggcaa gtaagtgg28
<210> 182

<211> 29

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5
<400> 182

aagagaccat gcaggctacc atccatgtc29
<210> 183

<211> 42

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 183

catcactgct cgtaacattc cacgagggcec ccagttggcet ge42
<210> 184

<211> 28

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>.

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 184

gagtcgaacg agctgatatc gaatggag28
<210> 185

<211> 38

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 185

gccetctagge cgttaatice tgctaggata tigatgge38
<210> 186

<211> 43

<212> ADN

<213> Avtificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 186

tctactgttt ccgeccggat cttgttcget gaacaaccat tac43
<210> 187

<211> 39

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 187

gctgaacgag caggcctgea gaaacggggt gagttggac3s
<210> 188

<211> 35

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforllacion en 5'
<400> 188

agggcatctc tcccaggtga cectictttt ctgtc3s
<210> 189

<211> 44

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 189

ctcgaaaaac aaaagcctaa gcagattict caggceaattt atcc44
<210> 190

<211> 40

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 190

aggacaagtg acagggatta tataaggaat tcaggactcc40
<210> 191

<211>37

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5"
<400> 191

tgggtaccct gettegegtt ageeactect cacctge37
<210> 192

<211> 38

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 192

tgtctgaacc actgggtggg aaacttttgg aagaatac38
<210> 193

<211> 38

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en §'
<400> 193

ccaccgtact gaaagggcag ggaaagaacc gatgagac38
<210> 194

<211> 48

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 194

ttttacaagt cagtggtagt accagtitag agtaaagcag atctgtic48
<210> 195

<211> 39

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 185

tgaagactaa cgccggacce cgagatcgtg agttgtggg39
<210> 196

<211>23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5"
<400> 196

gtgggatceca agctaccatt tgc23
<210> 197

<211> 35

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 197

gactggcctt aagtgtccct atctaticic cctac35
<210> 198

<211> 28

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 198

cagagggagc ttcatttaat gctcttcc28
<210> 199

<211> 31

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 199

ggattcgcete cgttcgagge cetaatggtg c31
<210> 200

<211> 30

<212> ADN

<213> Avrtificial

<220>
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<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 200

caccagcacc tecgeticctt ttactgtgee30
<210> 201

<211> 43

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en &'
<400> 201

acagtfttgc ccagegecegce cttggacctg aggtgacact tge43
<210> 202

<211> 31

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 202

taaggtggeg tetctageca tggacagtct c31
<210> 203

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 203

ccccacagcec agacicagca cicattc27
<210> 204

<211>24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en &'
<400> 204

tctaagggac agcagtctgg aggc24
<210> 205

<211> 36

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5’
<400> 205

tgaatctgca gtaccaagga gccceatcetge ctgtcc36
<210> 206

<211>25

<212> ADN

<213> Artificial'

<220>
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<223> Sonda de deteccion -
<220>

<221> base modificada
<2225 (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5
<400> 206

gccatctica gaagatccag gagtc25
<210> 207

<211>42

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 207

gccactgctt ggtccatcta cacaaggtaa gttgggataa ac42
<210> 208

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base madificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5
<400> 208

cccagtatac actaggtcac tggcaaaaac30
<210> 209

<211> 31

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 208

agtcagtgtc ctgggcacag aacctaacag c31
<210> 210

<211> 46

<212> ADN

<213> Avrtificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en &'
<400> 210

gtcggtccct gatctcggec aaatagggea ctgagacttc ggaagc46
<210> 211

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 211

gatcacctga atccecteag cettctgage30
<210> 212

<211> 41

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 212

gagggtaggg aacaggtaag gaggcatcaa gagggaagaa c41
<210> 213

<211> 36

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5
<400> 213

gttcttgata aggaticttt attaggctca agtctc36
<210> 214

<211> 35

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en &'
<400=> 214

cacctacttt caatgggtat gagtattagg tigtc3s
<210> 215

<211> 36

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5
<400> 215

citttaacca geciccctit tictaagcect ttagig36
<210> 216

<211> 44

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en &'
<400> 216

gatgttigat aatgccaaag atgatggtga ctaacagctg titg44
<210> 217

<211>23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5
<400> 217

gagaggaagg aaggtaagga ggc23
<210> 218

<211> 32

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<223> Sonda de deteccion

<220>

<221> base modificada.

<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'

<400> 218

gaaalcttic agaggaagct gcaaaacaaa tg32
<210> 219

<211> 32

<212> ADN

<213> Avrtificial

<220>

<223> Sonda de deteccién

<220>

<221> base modificada

<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'

<400> 219

ccaagaatcc tcatgctcct actatccatt tc32
<210> 220

<211> 31

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién <220>
<221> base modificada

<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'

<400> 220

ctcactccaa catacttgaa tcaagaagac g31
<210> 221

<211> 31

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
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<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5
<400> 221

ccttgtgaaa aagcactgtg atgactcatt c31
<210> 222

<211> 36

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<2225 (1)..(1)

<223> Fosforilacién en &'
<400> 222

cagaattgaa agtatcttga tgtctttacc tctaac36
<210> 223

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en &'
<400> 223

gcagaatggc tgtgcagggg titggag27
<210> 224

<211>33

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
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<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 224

ggagattctg aagtiggcaa tgtctacaat tcc33
<210> 225

<211> 28

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 225

cagcccctaa ccattatttg caticaag28
<210> 226

<211> 29

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5
<400> 226

gatattatgt atggcgacct ggtggttac29
<210> 227

<211>29

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
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<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en &'
<400> 227

gcattacact ttgaaaccta aatggaggc29
<210> 228

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 228

gcatgaatga aggtggagag agc23
<210> 229

<211> 40

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 229

gaacaggttt aaggtctagg ctttagagtt ggggaaaggg40
<210> 230

<211> 31

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
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<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5
<400> 230

caggggctit tcatatttgt cagagggctt g31
<210> 231

<211> 35

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<2225 (1)..(1)

<223> Fosforilacién en &'
<400> 231

ccticttcat agtaagcegt acccagtgtt ggcac3s
<210> 232

<211> 26

<212> ADN

<213> Avrtificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5
<400> 232

ctgaccatgg aagcgaatgg gttggg26
<210> 233

<211> 28

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
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<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en &'
<400> 233

gcaggcecgtt acttaccagg taagagtc28
<210> 234

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 234

ctgaggcctg ctgtgaactg actctg26
<210> 235

<211>25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 235

tttcctacag ccactgegte gettc25
<210> 236

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién

73



10

15

20

25

ES 2 606 689 T3

<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5
<400> 236

ctaggctatg tgttccaage catcacc2?
<210> 237

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<2225 (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 237

gatgacatac atggttgagg gtggtg26
<210> 238

<211> 33

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 238

gcatcttgge ccacagctct tcaacaagtt tge33
<210> 239

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
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<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 239

ccttgaggtt gaggtggggg tgt23
<210> 240

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 240

gggaagacgg tgacattgca g21
<210> 241

<211> 33

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en &5'
<400> 241

cagatgctgg atgactttgg accacatcgc tac33
<210> 242

<211> 33

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>
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<221> base modificada
<2225 (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 242

gtgtcaagag aaggggceagg gictatttta aag33
<210> 243

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 243

gtctatctat gctcacctit ggcag2s
<210> 244

<211> 29

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en &'
<400> 244

caaatggctt aggcttcaca taaatatcc29
<210> 245

<211> 38

<212> ADN

<213> Avrtificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

76



10

15

20

25

35

ES 2 606 689 T3

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5
<400> 245

ttaacatctc tcctttgatg tgtgtgtaag ccttaatg3s8
<210> 246

<211> 35

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 246

ctatgtcaag tgagctaggt ataatgcatg aageec35s
<210> 247

<211> 38

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en &'
<400> 247

ctggaaatca cttagagttg atcttgattg aattagtc38
<210> 248

<211> 36

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>
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<221> base modificada
<2225 (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 248

gctgcecttga cttgtiggaa gacattttta catccc36
<210> 249

<211> 32

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 249

cacttcccac atggcttatt ggttctgtgt ge32
<210> 250

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en &'
<400> 250

ttagttctgc agigticaca ggagec26
<210> 251

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>
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<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 251

ggtcceatct tgcttittte ticc24
<210> 252

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 252

tacccagaac accatgacat agaagg26
<210> 253

<211> 32

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5
<400> 253

gatgcgaagg aagatgactg tggccaggat cc32
<210> 254

<211> 41

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>
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<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 254

gaagccactt tgatcectgt tttategttt gagtttttgt c41
<210> 255

<211> 37

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 255

agcagtggaa gcagcagagt tatgtttgga gcaaaac37
<210> 256

<211> 51

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 256

caagtcagtg tatgtggttg gaaatgctac tgctictcta ggtaaggagt c51
<210> 257

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

80



10

15

20

25

30

35

ES 2 606 689 T3

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5
<400> 257

agaaggagaa acctgtggaa atgcag26
<210> 258

<211>25

<212> ADN

<213> Avrtificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 258

ctgggacttt ttaggagtgt ctctg25
<210> 259

<211> 31

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilaciéon en &'
<400> 259

gaaacctcaa aagagaaatc ctgccaaaag c31
<210> 260

<211> 30

<212> ADN

<213> Atificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>
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<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en &'
<400> 260

ggaftgccat ggaaagcata actgtgtatc30
<210> 261

<211> 34

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>
<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 261

gagftatctg gtgacaatat cgatcaaatt aagg34
<210> 262

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en &'
<400> 262

agtgaaaggc tcctgtgaaa aagcetge27
<210> 263

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion

<220>
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<221> base madificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5
<400> 263

ctagccctgt gagagctice tgtge25s
<210> 264

<211> 36

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 264

ctaacagcetg tetggggtgg catecgtgga cttcac36
<210> 265

<211> 31

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 265

gctatgggga ccctatccaa atcctcactg g31
<210> 266

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>
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<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 266

ccaatgggaa aagccttagt tgaac25
<210> 267

<211> 34

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<2225 (1)..(1)

<223> Fosforilacién en &'
<400> 267

ctgaatgcca gtgatgtgct ctecagecatg gaag34
<210> 268

<211> 32

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 268

gaagtgaaac ctgggctgta accgectecg ag32
<210> 269

<211>21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

84



10

15

20

25

35

ES 2 606 689 T3

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 269

ccttttgete getgtgtgge t21
<210> 270

<211>23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 270

tcacgtgagt ctccaagaat ggg23
<210> 271

<211> 35

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<2225 (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 271

ggatgttcet gatgacatac agectatcac cagee3s
<210> 272

<211> 31

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>
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<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 272

cccaaggtga agaatcaaag gaagggcetaa g31
<210> 273

<211> 25

<212> ADN

<213> Avrtificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<2225 (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 273

gaagaccttc cccaacctee tggtg25s
<210> 274

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en &'
<400> 274

tcctgaaggg ctectgagtg aaaacgg2?
<210> 275

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>
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<221> base modificada
<2225 (1)..(1)

<223> Fosforilacion en &'
<400> 275

tctgggteag gaggiggeag agtg24
<210> 276

<211> 28

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5'
<400> 276

cgtggaagcc atcaaagagg ccctgatg28
<210> 277

<211> 30

<212> ADN

<213> Avrtificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 277

cticctgftt ctatggecct ttecggtgag30
<210> 278

<211>29

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién
<220>
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<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5
<400>278

gatgcagcta agtcaagccc agetttigg29
<210> 279

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 279

cctacctgga catcgtgegg gaggtaaagg30
<210> 280

<211> 42

<212> ADN

<213> Avrtificial

<220>

<223> Sonda de detecci6n
<220>

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilaciéon en 5'
<400> 280

ctecclcteg cegtgtacca cgtetetgga gagttigeca tg42
<210> 281

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

88



10

15

20

25

ES 2 606 689 T3

<221> base modificada
<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en 5
<400> 281

ctactacaca ccgeagctge tge23
<210> 282

<211> 386

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion
<220>

<221> base modificada
<2225 (1)..(1)

<223> Fosforilacion en 5'
<400> 282

gtgattgtta ggttgcgcag aggtggtctt atccag36
<210> 283

<211>18

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Tag para Oligo L
<400> 283

ggccgeggga attegatt18
<210> 284

<211> 18

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Tag para Oligo R
<400> 284

cactagtgaa ttcgcgge18
<210> 285

<211> 21

<212> ADN
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<213> Avrtificial

<220>

<223> Sonda de deteccion como control interno
<400> 285

gccaccatca geactatgac c21

<210> 286

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccién como control interno
<220>

<221> base modificada

<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacién en &'

<400> 286

ccaggacaga tcacatacac tge23

<210> 287

<211> 46

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion como conftrol interno
<400> 287

catttaagac ccigagacta tcigtigaag cigcctgttt tagcgid6
<210> 288

<211> 36

<212> ADN

<213> Avrtificial

<220>

<223> Sonda de deteccion como control interno
<220>

<221> base modificada

<222> (1)..(1)

<223> Fosfarilacion en 5'

<400> 288
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cigttctget tgticacgec gtttegtetec aaactc36

<210> 289

<211> 50

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccioén como control interno
<400> 289

citggciggaa getigttiaa ggaacictic atcagtatgce tigaaagtgt50
<210> 290

<211> 46

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda de deteccion como control interno
<220>

<221> base modificada

<222> (1)..(1)

<223> Fosforilacion en &'

<400> 290

ccaaaaggca tetcttcacg gtttteteta cactgattac atctccd6
<210> 291

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador R para la SEQ ID NO. 284
<400> 291

gccgcgaatt cactagtg18
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REIVINDICACIONES

1.- Asociacién de sondas que comprende un grupo de sondas que tienen en un terminal de la secuencia una
etiqueta y en el otro terminal una secuencia hibridizante a por lo menos una parte de la secuencia del gen
HMBS, dichas secuencias hibridizantes siendo SEC ID NOs 25-47 y un grupo de sondas que tienen en un
terminal de la secuencia una etiqueta y en el otro terminal una secuencia hibridizante a por lo menos una parte
de la secuencia del gen HMBS, dichas secuencias hibridizantes siendo SEC ID NOs 166-188.

2.- Asociacion de sondas segun la reivindicacion 1, donde la etiqueta es SEC ID NO 283 o SEC ID NO 284.

3.- Asociacion de sondas segun la reivindicacion 1 o 2, donde la etiqueta esta presente en el terminal 5" y la
secuencia hibridizante en el terminal 3’.

4.- Asociacion de sondas segun una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 3, donde la etiqueta esta presente en
el terminal 5’ de SEC ID NOs 25-47.

5.- Asociacion segun una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 4, donde la etiqueta en el terminal 5’ de SEC ID
NOs 25-47 es SEC ID NO 283.

6.- Asociacion de sondas segun una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 5, donde la etiqueta esta presente en
el terminal 3’ y la secuencia hibridizante esta presente en el terminal 5'.

7. Asociacion de sondas segun una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 6, donde la etiqueta esta presente en el
terminal 3’ de SEC ID NOs 166-188.

8.- Asociacion segun una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 6, donde la etiqueta en el terminal 3’ de SEC ID
NOs 166-188 es SEC ID NO 284.

9.- Método para determinar la presencia de Porfiria Aguda Intermitente en una muestra de tejido biolégico que
incluye las siguientes etapas operativas:

(i) extraccion de acido nucleico de una muestra;

(i) introduccion de la asociacion de sondas segun una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 8 dentro del
acido nucleico extraido segun la etapa operativa (i), y reaccion en presencia de al menos una enzima ligasa en al
menos una reaccion de ligamiento;

(iii) ejecucion de al menos una reaccion de amplificacion en las sondas obtenidas a partir de la etapa operativa
(i), y

(iv) determinacion de la presencia y de la cantidad de secuencias nucleotidicas resultantes del ligamiento y la
amplificacion.

10.- Método segun la reivindicacion 8, donde un par de sondas para el control interno viene introducido en la etapa
operativa (ii), dicho par de sondas preferentemente teniendo secuencias hibridizantes: SEC ID NOs 285-286 y/o
287-288 y/o 289-290, y la misma etiqueta de la asociacion de sondas presente en la etapa operativa (ii).

11.- Método segun la reivindicacion 10, donde la informacién dada por el par de sondas que tienen secuencias
hibridizantes SEC ID NOs 285-286 y/o 287-288 y/o 289-290 viene utlizada para normalizar los datos
determinados de conformidad con la etapa operativa (iv).

12.- Uso de la asociacion de sondas segun una cualquiera de las precedentes reivindicaciones de 1 a 8 en una
reaccion de ligamiento y una reaccion RCP para diagnosticar la presencia de anomalias porfiricas.

13.- Uso segun la reivindicacion 12 para diagnosticar anomalias del gen HMBS.
14.- Kit para diagnosticar Porfiria Aguda Intermitente que incluye al menos un compartimiento que contiene en su
interior los reactivos para efectuar por lo menos un ligamiento y por lo menos una reaccion RCP, y por lo

menos un compartimiento que contiene en su interior la asociacion de sondas segun una cualquiera de las
reivindicaciones de 1 a 8.
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4) Separacion por electroforesis capilar
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2/14

Longitud relativa del producto amplificado expresada en nucleotidos

Cantidad de producto amplificado detectado
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