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DESCRIPCION

Obtencién de imagenes de moléculas de ARNm individuales, usando multiples sondas marcadas con un solo
marcador

Campo de la invencién

Esta invencion esta definida por las reivindicaciones adjuntas.
Antecedentes

A medida que ha ido quedando cada vez mas claro que la expresion génica en las células, tomadas de una en una,
se aleja significativamente del comportamiento promedio de las poblaciones de células, se precisa de métodos
nuevos que proporcionen recuentos exactos, en forma de ndimeros enteros, de los nimeros de copias de ARNm
contenidos en cada célula. En el caso idéneo, dichos métodos deberian asimismo revelar las localizaciones
intracelulares de los ARNm, puesto que la localizacién del ARNm es a menudo usada por las células para restringir
espacialmente el gen de actividad.

La hibridacion in situ, seguida de analisis mediante microscopia, es una manera bien establecida de estudiar la
expresion génica. La primera generacion de hibridaciones in situ se llevo a cabo con sondas radiactivas. Pronto se
introdujeron mejoras en las que se unian las sondas a enzimas que catalizan reacciones cromogénicas o
fluorogénicas. Sin embargo, dado que los productos de dichas reacciones eran pequefias moléculas o precipitados
que se alejan, por difusién, de la sonda, no podia determinarse con precision la localizacion de las moléculas diana.
Y si bien las sondas marcadas directamente con unos pocos fluoréforos mantenian la resolucién espacial, la
sensibilidad que se puede lograr con ellas es relativamente escasa.

Robert Singer et col. desarrollaron un procedimiento de hibridacion in situ que no solo era lo suficientemente
sensible para posibilitar la deteccion de moléculas unicas de ARNm, sino que, ademas, restringia las sefiales a las
cercanias mas inmediatas de las dianas. Hibridaron cinco sondas de oligonucleétidos simultdaneamente con cada
ARNm diana; cada sonda tenia unos 50 nucledtidos de longitud y se marcé con cinco fracciones fluoréforo. Pese a
que los autores demostraron convincentemente que se obtenia sensibilidad a un nivel de molécula unica, y pese a
que otros grupos han usado de manera satisfactoria estas sondas, el sistema no ha sido adoptado ampliamente.
Uno de los motivos de la no adopcion de dicho procedimiento es la dificultad de la sintesis y purificacion de
oligonucledtidos abundantemente marcados. Habitualmente, las fracciones fluoréforo se introducen mediante grupos
amino primario que se incorporan a los oligonucleétidos durante la sintesis de estos ultimos. Cuando se introducen
varios grupos amino en el mismo oligonucledétido, algunos se pierden a causa de reacciones secundarias tales como
la transamidacion. La union de los fluoréforos a los grupos amino que quedan es ineficiente y exige llevar a cabo
varias reacciones de unién consecutivas; ademas, resulta dificil purificar, a partir de oligonucleétidos unidos
parcialmente, oligonucleétidos en los que todos los sitios disefiados estén unidos a fluoréforos. Asimismo, cuando
algunos fluoréforos estan presentes en forma de varias copias en el mismo oligonucleétido, interaccionan entre si,
de modo tal que alteran las caracteristicas de hibridacién de los oligonucleétidos y realizan una severa
autosupresion. Estos problemas se evitarian si cada sonda tuviese unicamente un solo grupo amino terminal que
sirviese de sitio de union.

Otro problema que surge cuando se usan cantidades pequefias de sondas abundantemente marcadas es que se
pierde una porcion significativa de fluorescencia por cada sonda que no se une a la diana; ademas, cada instancia
de unién no especifica aumenta el “ruido de fondo” (o “fondo”). Esto conduce a una distribuciéon mas diseminada del
numero de sondas unidas a cada ARNm diana. Por ejemplo, Femino ef al. calcularon que, cuando se usaban 5
sondas fluorescentes que tenian como diana un unico ARNm, la mayoria de los puntos fluorescentes observados
tenian intensidades que indicaban la presencia de tan solo 1 o 2 sondas. Science 280, 585-590 (1998). Ello dificulta
la identificacion no ambigua de dichos puntos fluorescentes como moléculas de ARNm, puesto que es imposible
determinar si la deteccidon de una sonda individual se deriva de una union deseada al ARNm diana o de una uniéon
no especifica. Estos problemas de “procesamiento mediante umbrales” limitan la capacidad de dichos métodos para
proporcionar recuentos fiables de los nimeros de moléculas de ARNm presentes en una célula concreta. En otros
documentos se describen sondas para métodos de hibridizacién in situ: W097/14816 A1, US6329152 B1,
W02007/001986 A2, WO02/22874 A2, Lee Sanghoon et al., Marine Ecology Progress Series, 101, pag. 193. 04-11-
1993, Kosman D. et al., Science, 305, pag. 846, 06.08.2004.

Por ello, existe la necesidad de lograr métodos mejorados que proporcionen recuentos fiables de los numeros de
moléculas de ARNm presentes en células individuales, asi como la necesidad de lograr sondas que sean faciles de
sintetizar y de purificar.

Sumario de la invencién

Esta descripcion da a conocer un método para detectar moléculas de acidos nucleicos individuales, como, por
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ejemplo, moléculas de ARN, por ejemplo, moléculas de ARNm en células permeabilizadas fijadas, usando varias
sondas de hibridacién de acidos nucleicos que se marcan fluorescentemente con un solo marcador, como, por
ejemplo, con el mismo fluoréforo. Los inventores han descubierto algo sorprendente: que si al menos 30,
preferiblemente de 40 a 60, y muy preferiblemente 48 sondas diferentes, todas marcadas con el mismo fluoréforo,
se hibridan simultaneamente con una secuencia diana de una molécula de ARNm, se crea un punto fluorescente
que puede detectarse a partir de las fluorescencias combinadas de las multiples sondas. Las sondas no se solapan;
es decir, que la regién de la secuencia diana con la que se hibrida cada sonda es Unica (no se solapa con otra de
tales regiones). Las sondas, de un conjunto de 30 o mas, destinadas a hibridarse con una secuencia diana
seleccionada, pueden disefiarse de modo que se hibriden, de manera adyacente o no adyacente entre si, con
tramos de la secuencia diana (desde con un solo nucleétido hasta con cien nucleétidos o0 mas) no complementarios
de ninguna de las sondas. Por consiguiente, en uno de sus aspectos, la descripciéon da a conocer un método para la
aplicacion de sondas a una secuencia diana de moléculas de acido nucleico como, por ejemplo, ARNm en una
célula permeabilizada fijada, incluyendo dicha secuencia diana al menos 30 regiones de unién a sondas de 15-100
nucledtidos, no solapadas. Dicho método comprende: sumergir la célula en un exceso de al menos 30 sondas de
hibridacién de acidos nucleicos, cada una de dichas sondas marcada individualmente con el mismo marcador
fluorescente y cada una de dichas sondas contiene una secuencia de acidos nucleicos que es complementaria de
una region de unién a sondas diferente de dicha secuencia diana; lavar la célula fijada para retirar las sondas no
unidas; y detectar la fluorescencia a partir de dichas sondas.

Las sondas utiles en esta invencion pueden ser ADN, ARN o mezclas de ADN y ARN. Pueden incluir nucleétidos no
naturales, asi como uniones internucleétido no naturales. Los nucleétidos no naturales que incrementan la afinidad
de union de las sondas incluyen 2’-O-metil-ribonucledtidos. Las longitudes de sonda utiles en esta descripcion son
de 15 a 40 nucledtidos en el caso de las sondas tipicas de ADN o ARN con afinidad de unién promedio. Las
longitudes preferidas de las sondas de ADN y de ARN estan comprendidas en el intervalo de 15 a 20 nucledtidos;
mas preferiblemente, en el intervalo de 17 a 25 nucleédtidos; y aun mas preferiblemente, en el intervalo de 17 a 22
nucledtidos. Los inventores han construido las sondas de modo que tengan unos 20 nucleétidos de longitud. Si se
incluyen formas de aumentar la afinidad de unién de una sonda, la sonda puede ser mas corta (de tan solo siete
nucledtidos), como comprenderan los entendidos en la materia. Puede acoplarse un fluoréforo a una sonda en
cualquier posicion; por ejemplo, entre otras posibilidades, en un extremo de una sonda; preferiblemente, en el
extremo 3. Pueden incluirse las sondas en una soluciéon de hibridaciéon que contenga un exceso de las multiples
sondas; comunmente, en el intervalo de 0,2 nanogramos a 1 nanogramo por microlitro. Se afiade suficiente solucion
para cubrir y humedecer la célula de modo que ésta quede sumergida en la solucidon que contiene las sondas.

Se pueden aplicar simultdneamente a una sola célula sondas para multiples secuencias diana de ARNm: para mas
de una secuencia diana de una molécula de ARNm, o para una o mas secuencias de diferentes moléculas de
ARNm. Ademas, puede aplicarse, a una secuencia diana de una molécula de ARNm, mas de un conjunto de
sondas, y cada uno de esos conjuntos se marca con un fluoréforo distinguible, y los fluoréforos son distinguibles
entre si. Por ejemplo, al aplicar sondas a la secuencia de un gen, se pueden usar al menos 30 sondas marcadas en
verde que tengan una porcion de la secuencia del gen como su secuencia diana, asi como al menos 30 sondas
marcadas en rojo que tengan una porcion diferente de la secuencia del gen como su secuencia diana. El uso de
mas de un color para cada una de varias dianas permite usar esquemas de codificacién por colores en los métodos
de aplicacion de multiples sondas conformes con esta descripcion.

Los métodos de esta descripcion pueden incluir la simple comprobacién de si estan presentes uno o mas puntos
que representan una secuencia diana. Ademas, los métodos conformes con esta descripcion incluyen contar los
puntos de un color determinado, correspondientes a una especie de ARNm determinada. En los casos en los que se
desea detectar mas de una especie de ARNm, se pueden usar, en la misma mezcla para hibridacion, diferentes
conjuntos de sondas marcadas con fluoréforos distintos. Contando los puntos de diferentes colores se elabora un
perfil de expresién génica correspondiente a cada especie de ARNm.

Los puntos pueden detectarse utilizando microscopia. No resulta necesario usar un microscopio confocal; basta con
un microscopio de fluorescencia de campo amplio. A fin de distinguir los puntos que reflejan indudablemente una
secuencia diana a partir de los puntos difusos que pueden reflejar fluorescencia de fondo o uniones no especificas,
los métodos conformes a esta descripcion incluyen la deteccion. En una realizacion, la deteccion comprende filtrar
las imagenes mediante un filtro Laplaciano de la funcion Gaussiana (filiro LoG) lineal tridimensional y aplicar un
umbral de deteccion. Si se representa graficamente el numero de puntos en tres dimensiones, correspondientes a
todos los umbrales que oscilan entre cero y la intensidad de pixel maxima, de la imagen filtrada, se observa una
meseta ancha, indicativa de una region en la que el nimero de puntos detectado no es sensible al umbral. Asi, €l
método comprende, ademas, representar graficamente el nimero de puntos, determinar los limites de una region
meseta y seleccionar el umbral (preferiblemente, dentro de esa region).

En otro de sus aspectos, esta invencion incluye conjuntos de sondas para hibridacion in situ que permiten detectar
moléculas de ARNm individuales presentes en las células. Las sondas hacen que cada molécula devenga tan
intensamente fluorescente que puede ser vista, en forma de pequefio punto fluorescente, mediante microscopia de
fluorescencia.
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Se puede usar un programa informatico para identificar y contar todas las moléculas de ARNm presentes en la
célula, a partir de la imagen de microscopio. Las hibridaciones in situ que se llevan a cabo con los conjuntos de
sondas que se han descrito anteriormente permiten el analisis exacto y sencillo de la expresién génica, asi como la
deteccion de patégenos y de estados patogénicos tales como el cancer.

Por consiguiente, en otro aspecto, se da a conocer un método para detectar compuestos que alteran la cantidad de
una distribucion subcelular de la secuencia diana. Este método incluye: incubar una célula con un compuesto de
prueba durante un periodo de tiempo suficiente para generar una respuesta; detectar la cantidad del patron de
distribucion de la secuencia diana; y comparar dicha cantidad o dicha distribucién con una cantidad o distribucién del
ARNmM diana en una célula de control tratada de forma idéntica, pero que no se incubd con el compuesto de prueba.

En otro aspecto, la descripcion da a conocer un soporte legible por ordenador, que comprende instrucciones para:
obtener una pila 3-D de imagenes fluorescentes 2-D; filtrar dicha pila 3-D usando un filtro para 3-D; contar un
numero total de puntos 3-D en dicha pila 3-D filtrada, correspondientes a cada uno de una diversidad de umbrales
de intensidad; obtener un umbral de intensidad 6ptimo, representativo de una regidon meseta, en una representacion
grafica de dicho numero total de puntos 3-D frente al umbral de intensidad al que se cont6 dicho numero total; y usar
el numero total de puntos 3-D obtenido con dicho umbral éptimo como representativo de un ndmero de particulas
fluorescentes detectadas en dicha pila 3-D.

La invencién también da a conocer un kit que, en general, comprende el conjunto de sondas y los soportes legibles
por ordenador, como se han descrito anteriormente.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra la deteccion simultanea de una sola secuencia, y de una secuencia repetida, en moléculas de
ARNm individuales. La Figura 1A es una ilustracion esquematica del constructo empleado. Las 48 sondas usadas
para detectar la secuencia codificadora de la GFP (proteina fluorescente verde) fueron marcadas con Alexa-594, y
las cuatro sondas diferentes usadas para detectar la repeticion en tandem en la UTR (regién no traducida) 3’ fueron
marcadas con TMR (tetrametilrodamina). La Figura 1B ilustra las fusiones de intensidad maxima de un par de pilas z
de imagenes fluorescentes de células CHO (células ovaricas de hamster chino), tomadas en el canal del Alexa-594
(izquierda) y en el canal de la TMR (derecha), correspondientes a las sondas de la region codificadora de la GFP y
de la UTR, respectivamente. La Figura 1C ilustra una fusion, en color falso, de las imagenes de la Figura 1B,
circundadas por los recuadros de color rojo (GFP) y verde (UTR), con circulos de color rojo que representan
particulas de ARNm de GFP, identificadas informaticamente, circulos de color verde que representan particulas de
la UTR, y circulos de color amarillo que representan particulas situadas en los mismos lugares (“colocalizadas”).
Todas las barras de escala son de 5 ym de longitud.

La Figura 2 muestra el analisis de intensidades de los puntos colocalizados. Las intensidades de punto
correspondientes a las sondas que tienen como diana la GFP (canal del Alexa 594, eje y) y a las sondas
multiméricas que tienen como diana la UTR (canal de la TMR, eje x) se calcularon restando, de la intensidad
maxima presente en la region de puntos identificada informaticamente, la intensidad media de una regién anular que
rodea al punto. Los histogramas de los margenes muestran las distribuciones de las intensidades de punto
correspondientes a la GFP (derecha) y a la UTR (parte superior).

La Figura 3 muestra la sensibilidad del método en funcion de los diferentes nimeros de sondas empleados. La
Figura 3A ilustra la intensidad de punto (definida como intensidad maxima dentro del punto, menos la intensidad de
fondo media registrada en una regién anular que rodea al punto), como funcién del nimero de sondas elegido. Las
intensidades correspondientes a 12 y 24 sondas “presentan artefacto” (ruido), en cuanto a que no se podia
identificar sin dificultades los puntos en esos casos, por lo que los puntos identificados se sesgaban hacia una
mayor brillantez. La Figura 3B ilustra el nimero de puntos (es decir, componentes conectados) encontrado al
establecer umbrales para la imagen filtrada; dicho niUmero de puntos se representa como funcién del valor umbral,
que oscila entre 0 y la intensidad maxima de la imagen filirada (normalizada a 1), correspondiente a diferentes
numeros de sondas. La barra gris indica el umbral usado para el analisis de la Figura 3A.

La Figura 4 muestra una comparacion con el método de deteccion de ARNm empleado en Femino et al. (Science
1998). La Figura 4A es un esquema que ilustra el método que se describe en este manuscrito, con 48 sondas
marcadas con un solo marcador (izquierda), y el método de Femino et al., en el que cada sonda de 45 pb (pares de
bases) contiene cinco fluoréforos y tiene como diana un elemento de secuencia que se repite 32 veces en la UTR 3’
del ARNm diana que se expresa a partir de un transgén en células ovaricas de hamster chino. La Figura 3B ilustra
una comparacion de las intensidades de punto que se obtienen usando 48 sondas marcadas con un solo marcador
o usando una sonda de 45 pb marcada con cinco fluoréforos. Las barras de error representan una desviacion
estandar.

La Figura 5 muestra la identificacion informatica de los puntos de ARNm. La Figura 5A ilustra los datos de la imagen
sin procesar (fusion de intensidad maxima) obtenidos al tomar imagenes de particulas de ARNm de FKBP5
(proteina 5 de unidn a FK506) en células A549 inducidas con dexametasona. La Figura 5B ilustra la MAGE (fusion
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maxima) obtenida al filtrar los datos sin procesar mediante un filtro Laplaciano de la funcién Gaussiana a fin de
mejorar los puntos. La Figura 5C ilustra el nimero de puntos (es decir, componentes conectados) encontrados al
procesar mediante umbrales la imagen filtrada de la Figura 5B, representados como funcién del valor umbral, que
oscila entre 0 y la intensidad maxima de la imagen filirada (normalizada a 1). La Figura 5D es una imagen que
muestra los resultados del uso del umbral representado por la linea gris de la Figura 5C; a cada punto bien
diferenciado se le asigna un color al azar. Todas las barras de escala son de 5 ym de longitud.

La Figura 6 muestra la toma de imagenes simultanea de moléculas Unicas de tres ARNm diferentes en células de
mamifero. Las Figuras 6A-6C ilustran imagenes que muestran particulas de ARNm de FLJ11127, Cox-2 y FKBPS5,
en el mismo conjunto de células A549, no tratadas con dexametasona. Las Figuras 6D-6F ilustran imagenes que
muestran particulas de FLJ11127, Cox-2 y FKBP5, en células tratadas durante 8 horas con dexametasona 24 nM.
La Figura 6G ilustra la induccién (multiplicacién por un nimero de veces) de la totalidad de los tres genes, conforme
a lo medido mediante FISH (hibridacion in situ fluorescente) y mediante RT-PCR (reaccién en cadena de la
polimerasa con transcripcion inversa) en tiempo real; las barras de error correspondientes a la FISH se obtuvieron
mediante “bootstrapping” (remuestreo de datos), y las correspondientes a la RT-PCR se obtuvieron mediante
repeticion, conforme a lo descrito en la informacion suplementaria. Todas las imagenes son fusiones maximas de
una pila z de imagenes fluorescentes que abarcan la extension de las células con contratincion nuclear con DAPI en
morado, y todas las barras de escala tienen 5 ym de longitud.

La Figura 7 muestra el examen de la “bleedthrough” (transferencia no intencionada) de los puntos fluorescentes. La
Figura 7A es una ilustracion de las imagenes de un punto de ARNm de FLJ11127 marcado con TMR, tal y como se
ve a través de los canales de filtrado TMR, Alexa 594 y Cy5. Debajo se proporcionan digitalizaciones lineales de la
intensidad fluorescente correspondiente a la linea que atraviesa la imagen; las diferentes digitalizaciones lineales
son las correspondientes a las mediciones tomadas al aumentar z (espaciado de 0,25 ym). La digitalizacion lineal
verde es la correspondiente al corte z que aparece en la imagen en si. Se realiz6 un analisis similar respecto de un
punto de ARNm de Cox-2 marcado con Alexa 594 (Figura 7B) y respecto de una particula de ARNm de FKBP5
marcada con Cy5 (Figura 7C). En todas las mediciones de la intensidad de las digitalizaciones lineales, se resto la
intensidad de fondo de la camara; dichas mediciones oscilan entre 0 y 200 unidades de fluorescencia arbitrarias.

La Figura 8 ilustra la demostracion de que el captador de oxigeno incrementa la fotoestabilidad del Cy5. La Figura
8A ilustra la media de la fluorescencia de punto maxima de una serie de ARNm de FLJ11127 marcados usando
sondas conjugadas con TMR; se represent6 dicha fluorescencia como funcién del nimero de exposiciones de 2
segundos usando un filtro especifico para TMR. Se generaron curvas correspondientes a las imagenes tomadas
tanto con (azul) como sin (rojo) el sistema captador de oxigeno. Se realizé un analisis similar respecto de ARNm de
Cox-2 marcados usando sondas conjugadas con Alexa-594, con exposiciones de 2 segundos (Figura 8B) y respecto
de ARNm de FKBP5 marcados usando sondas conjugadas con Cy5, con exposiciones de 2,5 segundos (Figura 8C).
La Figura 8D ilustra el porcentaje de blanqueado por exposicion (en unidades de fraccion de fluorescencia perdida
por exposicion) correspondiente a las sondas conjugadas con TMR, Alexa-594 y Cy5 (Figuras 8A-8C), tanto con
como sin el sistema anti-blanqueado captador de oxigeno. El porcentaje de blanqueado se calculd ajustando la
curva de degradacion de cada particula individual a un exponencial y tomando la media de las constantes de
degradacion ajustadas. Las barras de error corresponden a una desviacion estandar. Se seleccioné un minimo de 6
particulas en cada condicion.

La Figura 9 muestra la obtencion de imagenes de ARNm localizados en C. elegans y en D. melanogaster. La Figura
9A es una ilustracion de moléculas de ARNm (rojo) de elt-2 en un embrion en estadio temprano (estadio de ~100
células) de C. elegans; los nucleos han sido contratefiidos con DAPI (azul). La Figura 9B es una ilustracion de
moléculas de ARNm de elf-2 en una larva L1 (larva de primer estadio) de C. elegans. Dentro del recuadro azul, se
muestra un solo plano focal en el que resulta visible el tracto intestinal. La Figura 9C es una ilustracion esquematica
de la expresion de los genes dpp y engrailed en los discos imaginales alares de larvas de tercer estadio de D.
melanogaster. La Figura 9D es una imagen que muestra las ubicaciones de las moléculas de ARNm de dpp
(circulos de color azul claro) y de la expresion de Engrailed detectadas mediante inmunofluorescencia (azul oscuro),
identificadas informaticamente. La Figura 9E es una imagen que contiene sefiales mejoradas de moléculas de
ARNm de dpp (azul claro) y de la expresidon mejorada de la proteina Engrailed detectadas mediante
inmunofluorescencia (azul oscuro). Todas las imagenes, excepto la porcion recuadrada de la Figura 9B, son
fusiones maximas de una pila z de imagenes fluorescentes, y todas las barras de escala tienen 5 ym de longitud.

La Figura 10 muestra las imagenes obtenidas de moléculas unicas de ARNm en levaduras y en neuronas. La Figura
10Ay la Figura 10B ilustran particulas de ARNm de STL1 tanto en células inalteradas (Figura 10A) como en células
sometidas a un choque de sal con NaCl 0,4M durante 10 minutos, con contratincién nuclear mediante DAPI en color
morado (Figura 10B). La Figura 10C ilustra la expresién de ARNm de B-actina (verde) y de Map2 (rojo) en neuronas
de hipocampo de rata en un cultivo de neuronas disociadas. La Figura 10D ilustra una imagen, ampliada y con
contraste, de un segmento de una dendrita, que en la Figura 10C aparece rodeado por el recuadro rojo. Todas las
barras de escala son de 5 ym de longitud.

La Figura 11 es una ilustracién de las secuencias diana y sondas empleadas en la presente invencion.
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Descripcion detallada de la invenciéon

Esta invencion se refiere, en parte, a la concepcion de un algoritmo de analisis de imagenes que hace uso de una
estrategia rigurosa, objetiva, de procesamiento mediante umbrales, y demuestra que podemos identificar y contar,
de manera exacta y no ambigua, todas las moléculas de ARNm diana presentes en la célula. La simplicidad y
robustez de este enfoque permite la deteccion fiable de tres especies diferentes de ARNm dentro de las mismas
células. Empleando un conjunto riguroso de criterios, los inventores han demostrado que el método permite obtener
imagenes extremadamente especificas de ARNm Unicos, en un amplio espectro de tipos de células y de organismos
modelo.

Los inventores han aprovechado la disponibilidad de los sintetizadores de ADN de 96 pocillos para sintetizar muchas
sondas mas pequefias, marcadas en el extremo, diferentes, que tienen establecida la misma diana. Los resultados
obtenidos muestran que, cuando un conjunto de al menos 30, preferiblemente de al menos 40, mas preferiblemente,
de unos 48 (la mitad de una placa de 96 pocillos que se usa para la sintesis de grandes cantidades de ADN), o de
mas sondas, marcadas con un solo marcador, se unen a la misma molécula de ARNm, la tornan lo suficientemente
fluorescente para que se pueda ver como un punto, limitado por difraccién, en un microscopio de campo amplio. Los
sitios no especificos Unicamente se asocian con una sonda o con unas pocas sondas, y producen sefiales difusas,
mientras que las dianas deseadas (especificas) se unen a la totalidad de las sondas, o a la mayoria de las sondas, y
producen un punto claramente detectable correspondiente a cada molécula de ARNm.

Ademas, los inventores han desarrollado un algoritmo de analisis de imagenes que hace uso de una estrategia de
procesamiento mediante umbrales rigurosa, objetiva, y que demuestra que es posible identificar y contar de manera
exacta y no ambigua todas las moléculas de ARNm diana presentes en la célula. La simplicidad y robustez de este
enfoque permite la deteccion fiable de tres especies diferentes de ARNm dentro de las mismas células. Empleando
un conjunto riguroso de criterios, los inventores demuestran que el método permite obtener imagenes
extremadamente especificas de ARNm unicos, en un amplio espectro de tipos de células y de organismos modelo.

Por lo tanto, 48 o mas sondas de oligonucleé6tidos marcadas con un solo marcador permiten detectar moléculas de
ARNm individuales. Las moléculas de ARNm se visualizaron como puntos limitados por difraccion que se pueden
detectar facilmente mediante una configuracion de microscopia de campo amplio estandar. Los puntos eran lo
suficientemente brillantes para poder contarlos de manera exacta mediante el algoritmo de procesado de imagenes
para deteccidon de la presente invencion. Los inventores obtuvieron recuentos cuantitativos de tres especies de
moléculas de ARNm diferentes, dentro de células individuales. Tal analisis facilita la determinacion exacta de
multiples perfiles de expresion génica de incluso genes que apenas se expresan, en una miriada de organismos
modelo.

La base de la especificidad del sistema que aqui se describe es que la mayoria de las sondas, o la totalidad de las
mismas, se unen al ARNm diana deseado, y producen una sefial particulada, mientras que los sitios de unién no
especifica del resto de la célula se unen con una cantidad menor de moléculas de sonda y producen una sefial
difusa que el algoritmo de recuento de puntos ignora. Ello viene a subrayar una ventaja clave del presente método
frente a otros métodos de hibridacién in situ, en los que se usan sondas abundantemente marcadas, tales como los
dendrimeros. Si cada molécula de sonda es detectable, cada instancia de unién no especifica ocasionara un falso
positivo y todo ARNm al que no se una la sonda ocasionara un falso negativo. En cambio, la probabilidad de falsos
negativos y falsos positivos disminuye a medida que se incrementa el nimero de sondas y, en general, cuando se
tiene una eficiencia de hibridacién dada, aumentar el nimero de sondas diferentes estrecha la distribucion de las
sondas unidas por molécula. El andlisis de imagenes conforme a la presente invencion mostré que, aumentando el
numero de sondas se obtiene una robusta detecciébn de puntos que no depende de umbrales elegidos
arbitrariamente. Ello resulta crucial para contar con exactitud el niumero de ARNm por célula, que es una
caracteristica clave del método de la invencion.

Una cuestion relacionada es el disefio de la sonda configurada; en dicho disefio, un posible factor es la uniformidad
en las afinidades de hibridacion. Puesto que la afinidad de los oligonucleétidos esta dominada en gran medida por
su contenido relativo en GC, los inventores han creado un programa informatico con el que disefar un conjunto de
sondas con un contenido total en GC 6ptimamente uniforme. Dicho programa informatico esta a la disposicion del
publico.

Desde un punto de vista practico, el método aqui reivindicado proporciona ademas notables ventajas frente al
método FISH para moléculas Unicas de ARNm que se conocia anteriormente, tanto en términos de tiempo como en
términos de coste. Gracias a los avances logrados en la sintesis en general, los investigadores pueden comprar, con
facilidad y a un coste bajo, grandes cantidades de oligonucleétidos con modificadores amino 3. Después, se puede
agrupar, acoplar y purificar en masa dichos oligonucleétidos, lo que reduce notablemente el tiempo y la mano de
obra asociados a los multiples acoplamientos y a las multiples purificaciones necesarias para generar una sonda
marcada con multiples marcadores. La simplicidad y la rentabilidad resultantes del presente método facilitaran los
estudios de nivel genémico en los que haya que detectar muchos ARNm diferentes. Ademas, la flexibilidad del
procedimiento de hibridacion permite combinar éste con ofras técnicas estandar como, por ejemplo, la
inmunofluorescencia.
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En otra realizacion, se pueden incorporar los fluoréforos a las sondas durante la sintesis automatizada de ADN.

Otros métodos para la cuantificaciéon del nimero de ARNm en células individuales son, entre otros, la RT-PCR de
una sola célula y la RT-PCR digital. Uno de los problemas que presentan dichos métodos lo constituyen las
dificultades practicas asociadas al ensamblaje de grandes cantidades de reacciones individuales que exigen usar
dispositivos microfluidicos o robéticos. Ademas, dichos métodos adolecen de problemas en cuanto a las variaciones
estocasticas en la amplificacién exponencial, cuando las entradas diana son Unicamente unas pocas moléculas. Tal
comportamiento estocastico complica el analisis de la expresion de los genes de una sola célula, y dicha expresion
en si esta sujeta a fuerzas estocasticas. Asimismo, dichos métodos no proporcionan informacién alguna sobre la
ubicacién espacial de los ARNm.

Dada la simplicidad y la amplia capacidad de aplicacion de nuestro método de deteccion de moléculas de ARNm
Unicas, dicho método resulta adecuado para una amplia diversidad de estudios. Obteniendo recuentos exactos de
ARNm en células individuales, se pueden realizar determinaciones exactas, tanto de las diferencias en la expresién
en condiciones diferentes, como de la variabilidad entre células en cuanto a la expresidon génica. Dado que este
método proporciona mediciones cuantitativas, espaciales de los ARNm individuales en células individuales, resulta
valioso en muchos estudios de los ambitos de la biologia de sistemas, la biologia celular, la neurobiologia y la
biologia del desarrollo.

De igual modo, este método puede utilizarse en multitud de ensayos, incluido, entre otros, un ensayo de
determinacién. En una realizacién, el ensayo de determinacion determina si un compuesto de prueba afecta a una
cantidad de una distribucion de una secuencia diana de moléculas de acido ribonucleico mensajero (moléculas de
ARNm); dicha secuencia diana incluye al menos 30 regiones, de 15-100 nucledtidos, no solapadas, de unién a
sondas, en una célula. En general, el ensayo comprende los siguientes pasos: incubar una célula con un compuesto
de prueba durante un periodo de tiempo suficiente para generar una respuesta; permeabilizar la célula; sumergir
dicha célula en un exceso de al menos 30 sondas de hibridacion de acidos nucleicos (cada una de dichas sondas se
marca con un solo marcador —el mismo marcador fluorescente—, y cada una de dichas sondas contiene una
secuencia de acidos nucleicos que es complementaria de una region de union a sondas diferente de dicha
secuencia diana); lavar dicha célula fijada, a fin de retirar las sondas no unidas; detectar una cantidad de una
distribucion de fluorescencia a partir de dichas sondas; comparar dicha cantidad o dicha distribucién con una
cantidad de una distribucion, respectivamente, obtenida a partir de una célula de control tratada de manera igual a la
descrita, salvo por el hecho de que no se incuba con el compuesto de prueba.

Los compuestos que resultan adecuados como compuestos de prueba son, entre otros posibles, los siguientes:
compuestos basados en péptidos (por ejemplo, anticuerpos o nanocuerpos), compuestos que interfieren con el ARN
(por ejemplo, ARNsi, ARNsh, ARNmi, etc.), y pequefias moléculas. Todos estos compuestos se pueden producir de
conformidad con los métodos conocidos en este campo del conocimiento. Por ejemplo, Naito (US 20080113351) y
Khvorova (US 20070031844) proporcionan métodos para seleccionar compuestos que interfieren activamente con el
ARN. Asimismo, pueden prepararse anticuerpos mediante técnicas conocidas como, entre otras posibles, las
siguientes: uso de hibridomas, seleccion de anticuerpos monoclonales, uso de bibliotecas de exposiciéon a fagos,
humanizacion de anticuerpos y otras técnicas similares.

Los compuestos “pequefias moléculas” pueden seleccionarse mediante analisis de las bibliotecas adecuadas. En un
aspecto, se sintetizan bibliotecas de pequefias moléculas conforme a métodos bien conocidos y puestos en practica
rutinariamente en este campo del conocimiento. Véase, por ejemplo, Thompson y Ellman, Chem. Rev. 1996, 96,
555-600, Shipps, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 94, paginas 11833-11838, octubre de 1997, y Combinatorial
Library Design and Evaluation — Principles, Software Tools and Applications in Drug Discovery, Ghose y
Viswanadhan (eds), Marcel Dekker 2001. Como alternativa, se pueden obtener bibliotecas de pequefias moléculas
de cualquiera de una serie de fuentes que incluye, por ejemplo, el “NIH Molecular Libraries Small Molecule
Repository” (repositorio de pequefias moléculas de las bibliotecas moleculares del NIH [Instituto Nacional de la
Salud] estadounidense). Otras fuentes alternativas son, entre otras, las siguientes: AnalytiCon Discovery GmbH
(Potsdam, Alemania), que comercializa MEGADbolite®, bibliotecas de pequefias moléculas obtenidas de productos
naturales puros, y NatDiverse™, bibliotecas de pequefias moléculas obtenidas de productos semisintéticos
analogos de productos naturales; Quantum Pharmaceuticals Ltd. (Moscu, Federacion Rusa); y Praecis
Pharmaceuticals Incorporated (Waltham, Massachusetts, Estados Unidos de América).

En otro aspecto, la invencion da a conocer un software que pone en practica el algoritmo de procesamiento
mediante umbrales que se ha descrito anteriormente. Por consiguiente, en una realizaciéon, se da a conocer un
soporte legible por ordenador que comprende instrucciones para: obtener una pila 3-D de imagenes fluorescentes
en 2-D; filtrar dicha pila 3-D usando un filtro para 3-D; contar un numero total de puntos 3-D en dicha pila 3-D
filtrada, correspondientes a cada uno de una diversidad de umbrales de intensidad; obtener un umbral de intensidad
optimo, representativo de una region meseta, en una representacion grafica de dicho numero total de puntos 3-D
frente al umbral de intensidad al que se conté dicho nimero total; y usar el nimero total de puntos 3-D obtenido con
dicho umbral éptimo como representativo de un nimero de particulas fluorescentes detectadas en dicha pila 3-D.
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En una realizacion, el procesamiento mediante umbrales puede llevarse a cabo usando un filtro Laplaciano de la
(funcién) Gaussiana (filtro LoG) lineal tridimensional.

En otro aspecto, se da a conocer un kit. El kit comprende un soporte legible por ordenador que ponga en practica el
algoritmo de procesamiento mediante umbrales, de la manera descrita, y un conjunto de sondas que tengan
establecida como diana una secuencia diana previamente seleccionada. Las sondas descritas en relaciéon con el
método reivindicado son también adecuadas para dicho kit.

A continuacién se describen, en los siguientes ejemplos, realizaciones concretas conformes con los métodos de la
presente descripcion. Los ejemplos son meramente ilustrativos y no tienen como finalidad limitar el resto de la
descripcion en modo alguno.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Materiales y métodos

Los procedimientos que se describen en esta seccién son aplicables a la totalidad de los ejemplos, a menos que se
indique lo contrario.

Diseio de las sondas

Se disefiaron conjuntos de sondas de manera tal que comprendiesen al menos 48 oligonucleétidos cada una, con
longitudes que oscilasen entre 17 y 22 nucledtidos, y una modificacién amino 3’ (se aplicaron sondas a ARNm de
FKBPS5, FLJ11127 y Map2 usando 63, 53 y 72 oligonucleotidos respectivamente). Ademas, se mantuvo el contenido
en GC de los oligonucleoétidos lo mas cercano posible a un 45%. Se agruparon los oligonucleétidos y se acoplaron a
un fluordforo, todo ello en una sola reaccion; después, los oligonucledtidos no acoplados y los fluoréforos libres
restantes se retiraron mediante purificacion con HPLC.

Hibridacion in situ fluorescente

De cara a la FISH (hibridacién in situ fluorescente), se fijaron todas las muestras en formaldehido al 3,7% y se
permeabilizaron con etanol. La hibridacion se llevé a cabo usando tampones y condiciones similares a los que se
describen en Femino et al., con una diferencia principal: la astringencia de la hibridacién, que se redujo reduciendo
la cantidad de formamida al 10%. Se determiné empiricamente la concentracion de sonda que proporcionaba una
sefal 6ptima.

Obtencion de imagenes y analisis de los datos

Todas las imagenes se adquirieron usando un microscopio de fluorescencia de campo amplio estandar. La
deteccion y el recuento de particulas, asistidos por ordenador, se llevaron a cabo con filtros lineares disefiados para
mejorar las sefales particuladas.

Ejemplo 2: Aplicacion de sondas a secuencias repetidas y Unicas presentes en la misma molécula de ARNm

Utilizando pequefias sondas de oligonucledtidos marcadas con una sola fraccion fluoréforo, los inventores han
demostrado que las moléculas de ARNm individuales disefiadas de manera que contengan 32-96 copias en tandem
de una secuencia que se une a sondas pueden detectarse mediante hibridacién in situ. Ademas, los inventores
demostraron que los puntos individuales que aparecen en la imagen representan moléculas unicas de ARNm; para
ello, emplearon una serie de enfoques diferentes, entre ellos, correlacionar el nimero medio de copias de ARNm
obtenido mediante recuento directo de los puntos limitados por difraccion con una medicién del nimero de
moléculas diana obtenidas mediante RT-PCR en tiempo real. Asi, si se utilizan muchas sondas diferentes, y cada
una de ellas tiene como diana una region distinta de un ARNm natural, seria posible obtener sensibilidad a un nivel
de molécula unica sin tener que hacer uso de genes “disefiados”.

Para la prueba inicial de esta hipétesis, los inventores construyeron un gen controlado por doxiciclina que producia
un ARNm que codificaba la denominada “proteina fluorescente verde” (GFP, por sus siglas en inglés) y que
presentaba 32 secuencias repetidas en tandem, cada una de ellas, de 80 nucleétidos de longitud, en su UTR 3’;
después, este gen “disefiado” se integro de manera estable en el genoma de una linea celular de células ovaricas
de hamster chino. Al ARNm expresado a partir de este gen se le aplicaron simultaneamente 48 oligonucleétidos
diferentes, cada uno de ellos, complementario de una regién Unica (una sola regién) de la secuencia codificadora,
asi como un conjunto de cuatro oligonucledtidos, cada uno de ellos con una secuencia complementaria en el motivo
repetido (un total de 128 sondas unidas) (Figura 1A). Cada oligonucledtido del conjunto de sondas que era
especifico de la secuencia codificadora se marcé con un solo fluoréforo Alexa-594, y cada oligonucleétido del
conjunto especifico de la secuencia repetida se marcé con un solo fluoréforo tetrametilrodamina (TMR). El uso de
los conjuntos de filtros adecuados garantizé que la fluorescencia emitida por los fluoréforos TMR no se detectaba en
el canal del Alexa-594, y viceversa, como se describe a continuacion.
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Tras efectuar FISH con estas sondas, los inventores descubrieron que muchas “particulas” con un diametro de unos
0,25 micrémetros eran visibles tanto en el canal de la TMR como en el canal del Alexa-594 (Figura 1B). Las
particulas se identificaron informaticamente usando un programa de procesamiento de imagenes (que se describe
en la siguiente seccidn) que categoriza las particulas como marcadas con las sondas que tienen como diana la
secuencia codificadora de la GFP (TMR), o como marcadas con las sondas especificas de UTR (Alexa-594), o como
marcadas con ambos tipos de sondas (Figura 1C). Tras identificar y localizar las particulas en cuatro campos de
visiéon similares a los que se ilustran en la Figura 1C, se contd un total de 599 particulas correspondientes a las
sondas que tienen como diana la secuencia codificadora de la GFP, y de 565 particulas correspondientes a las
sondas especificas de UTR. De dichas particulas, el 85% de las “particulas de la UTR” estaban localizadas en el
mismo lugar que (“colocalizadas con”) las “particulas de la GFP”; a su vez, el 81% de las particulas de la GFP
estaban colocalizadas con las particulas de la UTR. El elevado grado de colocalizacion entre las particulas
detectadas mediante el método de deteccion de la repeticion en tandem determinada previamente y las particulas
detectadas mediante aplicacion simultanea de sondas (48 oligonucledtidos diferentes marcados con un solo
marcador) demuestra la validez del uso de multiples sondas marcadas con un solo marcador, para la deteccion de
transcriptos endoégenos. Es probable que la fraccion de particulas que no mostraban colocalizacion se corresponda
a moléculas de ARNm que habian perdido su secuencia codificadora o su UTR 3’ en el transcurso de los procesos
naturales de degradacion del ARNm.

Los inventores analizaron también la intensidad de la fluorescencia de los puntos colocalizados, tanto en el canal de
la TMR como en el canal del Alexa-594, y descubrieron que las intensidades de punto mostraban una distribucion
unimodal (Figura 2); argumentan que las particulas detectadas no son grupos de muchos ARNm, sino moléculas
individuales. Las intensidades de punto mostraron una fuerte correlacion entre ambos canales (Figura 3). Puesto
que no hay comunicacién/contacto entre ambos canales, la fuerte correlacion observada indica que la variabilidad
en cuanto a la intensidad de punto no se debia principalmente a una variabilidad aleatoria en la hibridacién de las
sondas (que no estaria correlacionada entre diferentes conjuntos de sondas), sino a otros factores, tales como la
integridad o accesibilidad del ARNm, que afectan a ambos tipos de sondas por igual.

Ademas, los inventores exploraron cémo la intensidad de sefal variaria en funcién del nimero de sondas; para ello,
efectuaron hibridaciones in situ usando las primeras 12, 24 o 36 sondas, o la totalidad de las 48 sondas del
conjunto. En el caso de este ARNm diana concreto, se descubrié que se podia detectar las particulas con nimeros
(cantidades) menores de sondas, si bien la intensidad disminuia (Figura 3A). No obstante, el algoritmo de deteccion
automatica de puntos (que se describe detalladamente en la siguiente seccién) proporciondé un rendimiento
particularmente bueno con 48 sondas: detecté el mismo nimero de puntos usando un amplio intervalo de umbrales
(Figura 3B, véase informacion detallada adicional en la siguiente seccion). Sin embargo, es probable que el nimero
de sondas necesario para obtener una senal robusta dependa de la secuencia diana, puesto que los inventores han
obtenido sefiales de ARNm claras usando cantidades de sondas menores: por ejemplo, con tan solo 30 sondas.
Cuando se comparé el método de la presente invencion con el método de Femino et al. mediante el uso de un
oligonucledtido de 45 pb de longitud marcado con 5 fluoréforos y complementario de una secuencia repetida 32
veces en la UTR 3’ de un gen, lo que producia potencialmente 160 fluoréforos por ARNm (Figura 4A), se descubri6
que la relacion sefal/fondo era mas o menos igual en ambos métodos (Figura 4B), lo que indica que el método
reivindicado en la presente invenciéon es como minimo igual de sensible, pese a que en él se usan menos
fluoréforos.

Ademas, células CHO que carecian del gen informador no produjeron sefial alguna, mientras que con células CHO
con el gen informador, que se desactivé mediante adicion de doxiciclina, se obtuvieron particulas de ARNm en tan
solo unas pocas células, lo que indica que las sefales observadas eran especificas.

Ejemplo 3: Algoritmo informatico para la deteccion de puntos

A fin de identificar fiablemente numeros altos de moléculas de ARNm, los inventores concibieron un algoritmo
informatico semiautomatizado para la deteccion de puntos en una pila tridimensional de imagenes fluorescentes.
Una de las dificultades asociadas a la deteccion de puntos es el “ruido de fondo” (o “fondo”) no uniforme derivado de
la autofluorescencia celular y de los niveles bajos de hibridacion no especifica de las sondas. Para superar estas
dificultades, los inventores filtraron pilas de imagenes usando un filtro Laplaciano de la (funcién) Gaussiana (filtro
LoG) lineal tridimensional disefiado para mejorar las sefales tipo punto del tamafio y de la forma geométrica
correctos (Figura 5A y Figura 5B) y que, a la vez, elimina el fondo que varia con lentitud. En un paso posterior en el
algoritmo, los inventores aplicaron un umbral a la imagen filtrada, a fin de definir los puntos. Para poder elegir
racionalmente un umbral, se conté el nimero de puntos en tres dimensiones correspondiente a todos los umbrales
de un intervalo comprendido entre cero y la intensidad de pixel maxima presente en la imagen filtrada. Cuando los
inventores representaron graficamente el nimero de particulas como funcién del umbral, se observé una meseta
ancha, lo que indica que hay una regién por encima de la cual el nimero de particulas detectado es bastante
independiente del (no es sensible al) umbral concreto elegido (Figura 5C). Cuando se elige un umbral dentro de esa
region, los puntos detectados se corresponden muy bien con los que se identifican visualmente, lo que demuestra la
eficacia del algoritmo de deteccion de puntos (Figura 5D).
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Ejemplo 4: Determinacion de los perfiles de expresion génica de tres especies de ARNm diferentes

Un posible uso del método reivindicado en la presente invencién es la deteccion simultanea de moléculas Unicas de
multiples ARNm en células individuales. A fin de demostrar que el método tiene esa capacidad, los inventores
disefiaron sondas especificas de tres ARNm codificadores de proteina 5 de unién a FK506 (FKBP5), de Cox-2 y de
FLJ11127 en la linea celular de carcinoma humano A549. Dichas sondas se acoplaron a los fluoréforos
espectralmente distintos Cy5, Alexa 594 y TMR, respectivamente. Al efectuar FISH con la totalidad de las tres
sondas simultdneamente, fueron visibles puntos individuales en los tres canales de fluorescencia diferentes
(Figuras 6A-6F); un analisis de intensidades reveld que los puntos fluorescentes no se transfieren a los otros
canales (Figura 7).

Para demostrar que el método reivindicado de deteccion del ARNm era especifico y cuantitativo, se incubaron las
células con el glucocorticoide dexametasona, que atraviesa la membrana celular; con ello, se aumento la expresion
de FKBP5 y de FLJ1127, y se redujo ligeramente la expresién de Cox-2 en esta linea celular concreta Los
inventores descubrieron que el niumero medio de ARNm de FKBP5 y de FLJ1127, medido combinando FISH con el
algoritmo de deteccion de puntos de la presente invencion, aumentd; en cambio, el nimero medio de ARNm de
Cox-2, medido de la forma indicada, disminuy6 (comparense las Figuras 6A-6C con las Figuras 6D-6F). Estos
numeros se correspondian bien con las mediciones, efectuadas mediante RT-PCR, de la induccién (multiplicacion
por un nimero de veces) y represion (division por un nimero de veces) de la expresion de estos genes llevadas a
cabo con las mismas muestras, lo que demuestra que los puntos fluorescentes son los ARNm correctos y que con
los métodos reivindicados en la presente invencion (Figura 6G) se detectd la mayoria de las moléculas de ARNm.
Ademas, ello supone una demostracion adicional de la eficacia del método de deteccion de puntos en lo referente a
la cuantificacion exacta de la expresion génica.

Una dificultad técnica que surgié a la hora de obtener imagenes de varios ARNm simultaneamente fue la
fotolabilidad del fluoréforo; en particular, la del Cy5. A fin de obtener imagenes de la totalidad de las moléculas de
ARNm presentes dentro de una sola célula, se adquirieron de 10 a 30 imagenes de un “corte z’ por cada campo
visual d, utilizando una exposicion de uno a tres segundos para cada imagen y un objetivo de alta apertura
numérica. Solo la TMR y, en un grado menor, el Alexa-594, fueron capaces de soportar esta exposicion intensa y
relativamente prolongada a la luz; Cy5, por ejemplo, se mostréo extremadamente fotolabil en estas condiciones
(Figura 8). A fin de superar este problema, los inventores emplearon un medio de montaje especial en el que los
fluoréforos son mucho mas fotoestables (un método que se adapté de Yildiz ef al.,, con modificaciones de escasa
importancia). En dicho medio, una mezcla de catalasa, glucosa oxidasa y glucosa retira enzimaticamente el oxigeno
molecular del medio, con lo que se inhiben las rutas iniciadas por la luz, dependientes de oxigeno, que destruyen a
los fluoréforos. El uso de esas enzimas conduce a un aumento espectacular, de x10, en la fotoestabilidad del Cy5, y
no perjudica la obtenciéon de imagenes con TMR y Alexa-594, lo que facilita la adquisicion de multiples cortes z
cuando se efectua la obtencién de imagenes con tres colores.

Ejemplo 5: deteccion de ARNm en organismos y tipos celulares modelo

Uno de los usos aceptados de la hibridacién in situ ha sido la deteccién de la localizaciéon del ARNm durante el
desarrollo. Los inventores probaron la eficacia del método aqui reivindicado en dos sistemas de desarrollo que se
estudian frecuentemente: el nematodo Caenorhabditis elegans y la mosca de la fruta Drosophila melanogaster. En
el nematodo, los inventores construyeron sondas con las que detectar las moléculas de ARNm del gen elff-2, un
factor de transcripcion que solo se expresa en el intestino del nematodo y solo después de que el embrién del
nematodo se ha desarrollado hasta alcanzar el estadio de 45 células. Tras la hibridacion del conjunto de sondas en
embriones y en larvas, se observo que las moléculas de ARNm de elf-2 solo estaban presentes dentro de la region
del intestino (Figura 9A), tanto en los embriones como en las larvas (Figura 9B), si bien, de conformidad con lo
conocido sobre el momento de la aparicién de la expresién en los embriones, solo se detectaron ARNm de elt-2 en
el intestino de los embriones con una edad superior al estadio de 45 células, lo que de nuevo subraya la
especificidad del método reivindicado en la presente invencion. Ademas, en esos estadios tempranos, solo se
detectaron unos pocos transcriptos, lo que demuestra que este método es lo suficientemente sensible para detectar
incluso cantidades pequefias de transcriptos en tejidos complejos.

En la mosca de la fruta, que es uno de los ejemplos mejor estudiados de la localizacién de la expresion génica, esta
ultima aparece durante el desarrollo de los discos imaginales alares. Los discos alares de las larvas de la mosca de
la fruta muestran un conjunto muy interesante de patrones de expresion génica; uno de dichos patrones es la
formacién de una banda de expresion del gen dpp en respuesta a los gradientes de las proteinas “Hedgehog” y
“Engrailed”. En particular, Engrailed, que regula a la baja (reduce) la sintesis de ARNm de dpp, esta presente en
cantidades altas en el compartimento posterior del disco alar, y en cantidades bajas en el compartimento anterior del
disco alar. De manera similar, Hedgehog, que regula al alza (aumenta) la sintesis de ARNm de dpp, esta presente
en cantidades altas en el compartimento posterior del disco alar, y en cantidades bajas en el compartimento anterior
del disco alar. Sin embargo, hay una region, situada entre la regiéon posterior y la regiéon anterior, en la que los
niveles de Hedgehog son lo suficientemente altos para activar a dpp, pero no lo suficientemente altos para activar a
engrailed, lo que ocasiona la sintesis de ARNm de dpp en forma de una banda estrecha (Figura 9C).
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Para comprobar si se pueden obtener imagenes de esta estrecha banda de sintesis de ARNm de dpp, los
inventores construyeron un conjunto de sondas marcadas con un solo marcador que tenian como diana ARNm de
dpp, y llevaron a cabo hibridacion in situ en discos imaginales alares aislados de larvas de tercer estadio. Ademas,
combinaron este procedimiento in situ con inmunofluorescencia dirigida contra la proteina Engrailed (se muestra en
color azul). La Figura 9D muestra una imagen completa, en la que las localizaciones de las moléculas de ARNm
identificadas algoritmicamente se presentan en forma de circulos azules; y la Figura 9E muestra una porcion
agrandada de la imagen, con las sefiales del ARNm aumentadas. Las imagenes muestran que solo se encontraron
moléculas de ARNm a nivel del borde anterior del area de expresion de Engrailed, lo que viene a confirmar, una vez
mas, la especificidad de la deteccion.

Ademas, los inventores probaron el método aqui reivindicado en Saccharomyces cerevisae; para ello, disefiaron un
conjunto de sondas que tenian como diana transcriptos diana del gen STL1. STL1 es un gen, de entre una serie de
genes de levaduras, cuya expresion aumenta notablemente cuando se afiade sal al medio de crecimiento. Se
descubrié que las células no sometidas a choque de sal no contienen practicamente ninguna molécula de ARNm de
STL1 (Figura 10A), mientras que las células no sometidas a un choque de sal 0,4M de diez minutos de duracion
presentaban numeros altos de moléculas de ARNm de STL17 (Figura 10B).

Otro tipo de células en las que se estudia cominmente la localizacion del ARNm son las neuronas. Para demostrar
la eficacia del método aqui reivindicado en ese sistema, los inventores obtuvieron imagenes de ARNm de f3-actina y
de ARNm de Map2 (proteina 2 asociada a los microtubulos) en neuronas hipocampicas en cultivo. La Figura 10C
muestra que un conjunto de sondas que tienen como diana la B-actina (marcadas con TMR) y un conjunto de
sondas que tienen como diana la Map2, coloreadas con un color diferente (marcadas con Alexa-594), pueden
usarse para obtener imagenes de sus dianas, y para distinguir dichas dianas, con una resolucién tan grande que se
distingue una molécula individual. Una fraccion de estos ARNm migra hasta partes distantes de las dendritas
(Figura 10D). Los recuentos de particulas indicaron que el 14% de las 791 moléculas de ARNm de B-actina estaban
localizadas en las dendritas, y que el 37% de las 140 moléculas de ARNm de Map2 estaban localizadas en las
dendritas; dichas cifras son similares a las distribuciones que se habian notificado con anterioridad.
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LISTADO DE SECUENCIAS

Universidad de Medicina y Odontologia de Nueva Jersey

110
< g (University of Medicine and Dentistry of New Jersey)
<120> Obtencién de imadgenes de moléculas de ARNm individuales, usando

maltiples sondas marcadas con un solo marcador

<130> 96738.00072
<150> 61/191,724
<151> 2008-09-10

<160> 482
<170= PatentIn version 3.5
<210= 1
<211> 1128
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220=>
<223> Sonda para B-actina
<400= 1
atggatgacg atatcgctge getegtogtc gacaacggcect ccggcatgtg caaggccocggc 60
ttcgcgggcg acgatgetcc ccgggocgtc ttccocctcca togtgggocyg ccctaggcac 120
cagggtgtga tggtgggtat gggtcagaag gactcctacg tgggcgacga ggcococcagagc 180
aagagaggca tcctgaccct gaagtacccc attgaacacg gceattgtcac caactgggac 240
gatatggaga agatttggca ccacactttc tacaatgagc tgcgtgtggc ccctgaggag 300
caccctgtge tgctcaccga ggcccctotg aaccctaagg ccaaccgtga aaagatgacc 360
cagatcatgt ttgagacctt caacacccca gccatgtacg tagccatcca ggortgtgttd 420
tccctgtatyg cctotggtcg taccactgge attgtgatgg actccggaga cggggtcacc 480
cacactgtgc ccatctatga gggttacgog ctoccctcatg ccatcctgog totggaccty 540
gcrggocggg acctgacaga ctacctcatg aagatcctga ccgagogtgg ctacagottc 600
accaccacag ctgagaggga aatcgtgcgt gacattaaag agaagctgtg ctatgttgec 660
ctagacttcg agcaagagat ggccactgcc geatcctctt coctccctgga gaagagcotat 720
gagctgcctg acggtcaggt catcactatc ggcaatgagc ggttccgatg ccccgagget 780
ctcttocage cttocttcct gggtatggaa tocctgtggca tccatgaaac tacattcaat 840
tccatcatga agtgtgacgt tgacatccgt aaagacctct atgocaacac agrgctgtet 900
ggtggcacca ccatgtaccc aggcattgct gacaggatge agaaggagat tactgccctg 960
gctcctagea ccatgaagat caagatcatt gotcctcctg agocgcaagta ctctgtgtgg 1020
attggtgget ctatcctgge ctcactgtcc accttccage agatgtggat cagcaageag 1080
gagtacgatyg agtccggocc ctccatcgtyg caccgcaaat gottctag 1128
<210= 2
<211> 20
<212> ADN
213> Secuencia artificial
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<220

<2723> Sonda para p-actina

<400= 2
atgccggagc cgttgtcgac

<210> 3
<211= 20
<?17> ADN

<213 Secuencia artificial

«220>
<7223> Sonda para B-actina

<400= 3
cgcocgogaa goocggoottg

210> 4

<211> 20

<712> ADN

213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para P-actina

<d400> 4
gaagacggce cggggageat

<210> §

<211> 20

<Z17> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para B-actina
<400> 5

ctagggcgge ccacgatgga

<210= 6
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<7?73>= Sonda para P-actina

<400> &
tacccaccat cacaccctgg

<210= 7

<211= 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para B-actina
<400> 7

tacccaccat cacaccctgg
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20
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<210> B8
<211= 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Sonda para P-actina

<400> 8
cacgtaggag tocttctgac

<210> 9
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Sonda para P-actina

400> 9
ggtacttcag ggtcaggatg

<210= 10

«211= 20

</21l2> ADN

<213> Secuencia artificial
<220 )

<223> Sonda para B-actina
<400> 10

ggtgacaatg ccgtgttcaa

<210> 11
211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sonda para P-actina

<400= 11
atcttctcca tatcgtcoccca

<210> 12
<211= 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
«<223> Sonda para P-actina

<400> 12
cattgtagaa agtgtggtgc

<210= 13
<211= 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para P-actina
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<d400> 13

ctcctcaggy goccacacgea

=210= 14

<211= 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para p-actina

<400= 14
gcctcaggtga gcagcacagqg

<210> 15

<211> 20

<717 ADN

<213> Secuencia artificial
<220

=223> Sonda para B-actina

<400 15
ggttggcctt agggttcaga

<210= 16

<211 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para B-actina

<400= 16
catgatctgg gtcatctttt

<210> 17
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Sonda para P-actina

<400= 17
gctggggtgt tgaaggtctc

<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para p-actina

<400> 18
cagcctggat ggctacgtac

<210= 19
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<2Z23> Sonda para p-actina
<400> 19

accagaggca tacagggaca

«210= 20

<21l= 20

<212> ADN

<?213> Secuencia artificial
220>

<223> Sonda para B-actina
<400= 20

tccatcacaa tgccagtgat

<210= 21
<211 20
<7?17> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Sonda para B-actina

<400= 21
tgtgggtgac cccgtotocg

210> 22
<211= 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Sonda para B-actina

<400> 27
gtaaccctca tagatgggca

<210> 23

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para B-actina
<400> 23

cgcaggatgg catgagggag

<210>= 24

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para B-actina
<400> 24

ggroccggeo agccaggtcc
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<210> 25

<211= 20

<212> ADN

<Z13> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para B-actina
<400> 25

gatcttcatg aggtagtctg

<210= 26

<211= 20

<Z12> ADN

<Z213> Secuencia artificial
220>

<223> Sonda para p-actina
<400= 26

aagctgtagc cacgctcggr

<210> 27
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223» Sonda para B-actina

<400= 27
tttecctcte agetgtggty

<210> 28
<211> 20
<212>= ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Sonda para P-actina

<400> 28
cttctcttta atgtcacgca

<210> 29

<211= 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
=2 20>

<223> Sonda para P-actina
<d400> 29

aagtctaggyg caacatagca
<210= 30

<211> 20

<Z212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Sonda para P-actina
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<400> 30
cggcagtgge catctcttge

<210= 31

<211= 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

«223> Sonda para P-actina
<400 31

cttctccagg gaggaagagg

<210> 32

«211= 20

<212> ADN

<213» Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para p-actina
<400> 32

tgaccgtcag gcagctcata

<210= 33

<211l> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<2Z23> Sonda para P-actina

<400> 33
gctcattgeo gatagtgatg

<210> 34

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
220>

<223> Sonda para p-actina

<400= 34
gagagcctcg gggcatcgga

<210= 35

<211l> 20

«<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para P-actina
<400> 35

atacccagga aggaaggctg
<210> 36

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<72723> Sonda para p-actina

<400> 36
tttcatggat gccacaggat

<210> 37
<211= 20
<7172> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Sonda para p-actina

<400= 37
cttcatgatg gaattgaatg

<210= 38

<21ll= 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para P-actina
<400= 38

tctttacgga tgtcaacgtc

<210> 39

<21l> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para p-actina
<400> 39

acagcactgt gttggcatag

<210= 40

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para p-actina

<400> 40
tgggtacatg gtggtgccac

<210= 41

<21l1l> 20

<212> ADN

«213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para B-actina
<400> 41

ttetgeatoce tgtcagecaat
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<210> 42
<211=> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220

<223> Sonda para P-actina

<400= 42
taggagccag ggcagtaatc

<210= 43
<211= 20
«212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Sonda para B-actina

<400> 43
aatgatctig atcttcatgg

<210> 44
<211> 20
<?17> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Sonda para P-actina

<400> 44
gagtacttgc gctcaggagg

210> 45

<211> 20

<Z212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Sonda para p-actina

<400> 45
ggatagagcc accaatccac

<210= 46

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para p-actina
<400> 46

ctggaaggtg gacagtgagg
<210> 47

211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para pP-actina
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<400= 47
tcctgottge
210> 48
<211= 20
<212> ADN
213>
<220>
<223
<400> 48

tgatccacat

tggagggygce ggactcateg

<210>= 49
<211> 20
<212> ADN
<213>

<220>
<223z

<400> 49
ctagaagcat

<210= 50

<211> 1815
<212> ADN
<213>

=2 20>
223>

<400= 50
atgctcgecce

Tgctgtreee
aagtgcgatt
acaagaataa
ttcaagggat
tatgtgttga
ggctacaaaa
gtgcctgatg
aatgagatto
dacatgatgt
aagcgagggc
ggtgaaactc
cagataattg
taccctoctc
gtgcctggte

gtgcttaaac

ttgcggtgca

Sonda de COX-2

gcgeoctget
dcccatgtca
gtacccggac
aattatttct
tttggaacgt
catccagatce
gctgggaage
attgcccgac
tggaaaaatt
Ttgcattctt
cagctttcac
tggctagaca
atggagagat
dagtccctga
tgatgatgta

aggagcatecc

ES 2799 507 T3

Secuencia artificial

Sonda para P-actina

Secuencia artificial

Sonda para P-actina

Secuencia artificial

gctgtgogog
aaaccgaggt
aggattctat
gaaacccact
tgtgaataac
acatttgatt
cttctctaac
tceccttggat
gcttctaaga
tgcccageac
caacgggctag
gcgtaaactg
gtatcctocce
gcatctacgg

tgccacaatc

tgaatggggt

gtcctggegc
gtatgtatga
ggagaaaact
ccaaacacag
attcccttcc
gacagtccac
ctctcctatt
gtcaaaggta
agaaagttca
ttcacgcatc
ggccatgggg
cgccttttca
acagtcaaag
tttgctgtgg
tggctgcggg
gatgagcagt

22

tcagccatac
gtgtgggatt
gctcaacacc
tgcactacat
ttcgaaatge
cCaacttacaa
atactagagc
aaaagcagct
tccctgatcec
agttrrtcaa
tggacttaaa
aggatggaaa
atactcaggc
ggcaggaggt
aacacaacag

tgttccagac

agcaaatcct
tgaccagtat
ggaatttttg
acttacccac
aattatgagt
tgctgactat
CCttcoctcct
tcctgattca
ccagggctca
gacagatcat
tcatatttac
aatgaaatat
agagatgatc
ctttggtctg
agtatgcgat

dagcaggcta

20

20

20

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960



gagagactat
aactgaaatt
ctgctgaatt
atgaccagaa
gaattaccca
ggaatgttcce
togaaatacca
ttgaagaact
tcgatgotgt
ttggtgaaac
ttatatgttc
tcatcaacac
cttecattcag
ccegetecygy

Tgrag

Sonda de COX-2

gcgggcgage

Sonda de COX-2

ES 2799 507 T3

taagattgtg
tgacccagaa
taacaccctc
atacaactat
gtttgttgaa
acccgcagta
gtcttttaat
tacaggagaa
ggagctgrat
catggtagaa
tcctgectac
tgcctcaatt
tgttccagat

actagatgat

Secuencia artificial

Secuencia artificial

attgaagatt
ctacttttca
tatcactggc
caacagttta
tcattcacca
cagaaagtat
gagtaccgca
aaggaaatgt
cctgcectte
gttggagcac
tggaagccaa
cagtctctea
ccagagctca

atcaatccca

cgcaggatgg catgagggac gcaggatggc atgagggagg

atactgatag
tatcacttca
aatcgrattg
tttcaaattc
ctggaacatg
gctggtggta
dgcaggcada
tatgaatcat
tatggtgaca
gatgccatct
atgggtaatg
ggttttcaaa
tgtcccttta
gcaagrrctt
rcgactgaac
«210> 51
<211 20
<212> ADN
<213
<220
223>
<400= 51
gcagcaggge
<210> 52
<211>= 40
<212> ADN
<213
<220
«223>
<400 52
<210> 53
<211> 20
<212> ADN
<213>
<220
<223>
<400= 53
ctcatacata

Sonda de COX-2

cacctcggtt

Secuencia artificial

23

atgtgcaaca
acaaacaatt
atccccttct
tctacaacaa
ggcaaattgc
cacaggcttc
aacgcttrtat
ctgcagagrt
tggtagaaaa
cattctcectt
gcacttrtrgg
tctgcaataa
tTtaaaacagt

cagtactact

cttgagtggc
ccagtaccaa
gcctgacacc
ctctatattg
tggcagggtt
cattgaccag
gctgaagccc
ggaagcactc
gccteggeca
gaaaggactt
tggagaagty
cgtgaagggc
caccatcaat

aaaagaacgt

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1815

20

40

20
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<210= 54

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
220>

<?23> Sonda de COX-2

<400> 54

atcgcactta tactggtcaa

<210= 55
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de COX-2

<400>= 55
gtgttgagca gttttctceca

<210>= 356

«211= 20

<7?17> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda de COX-2

<400= 56

gtttggagtg ggtttcagaa

<210 57
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de COX-2

400> 57
atcccttgaa gtgggtaagt

<210> 58

<211= 20

<21Z2> ADN

<213> Secuencia artificial
220>

<223> Sonda de COX-2

<400> 58

ttgcatttcyg aaggaaggga

210> 59
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220 _ B
<223> Sonda de COX-2

24

20

20

20

20

20
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<400> 59
gtgatctgga tgtcaacaca

<210= 60
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223 Sonda de COX-2

<400> 60
tgtaagttgg tggactgtca

<210 61
<211= 20
«212> ADN

213> Secuencia artificial

<220=
<223> Sonda de COX-2

<400>= Bl
cttcoccaget tttgtagoca

<210> &2

<211> 20

<Z212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

=223> Sonda de COX-2

<d00> 62

gaggaagggc tctagtataa

<210> 63

<211> 20

<2172> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda de COX-2

<400= 63
caggaagctg crttttacct

<210> 64
<211> 20
<217> ADN

«213> Secuencia artificial

<220
=223 Sonda de COX-2

<400= &4
gcaatttttc cacaatctca

<210= 65
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

25

20

20

20

20

20

20
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<220>
<2723> Sonda de COX-2

<400> 65
tcagggatga actttotict

<210> 66
<Z211= 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223% Sonda de COX-2

<400> 66
agtgctgggoc aaagaatgca

<210= &7

<211= 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda de COX-2

<400= &7
cgcttatgat ctgtcttgaa

<210> 68

<211= 20

<Z212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda de COX-2

<400> 68

atggcccage ccgrrggtga
<210> 69

<211= 20

<Z12> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda de COX-2

<400= &9
gccagagttt caccgtaaat

<210> 70

<211> 20

<2172> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda de COX-2

<400= 70

atccttgaaa aggcgcagrt

26

20

20

20

20

20

20
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<210 71

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para COX-2
<400 71

gaggatacat ctctccatca

<210> 72

<211> 20

<212 ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<Z223> Sonda para COX-2

<400> 72
tcatctctge ctgagtatct

<210= 73
<2311> 20
<217> ADN

<213» Secuencia artificial

<2 20>
<?23> Sonda para COX-2

<400> 73
tcagaccaqgg caccagacca

<210> 74
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para COX-2

<400=> 74
gttgtgttcc cgcagccaga

<210= 75
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Sonda para COX-2

<400= 75
toctgtttaa gcacatcgca

<210> 76
<211>= 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Sonda para COX-2

27

20

20

20

20

20
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<400= 76
aacaactgct catcacccca

<210= 77

<211> 20

<21l2> ADN

«213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para COX-2
<400> 77

atagtctctc ctatrcagtat

<210> 78

<211= 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para COX-2
<400> 78

ccactcaagt gttgcacata

<210= 79

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para COX-2
<400= V9

gttctgggtc aaatttcagt

<210= B0
<211= 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para COX-2

=400> B0
gtactggaat tgtttgttga

<210> Bl
<211> 20
<Z212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para COX-2

<400> 81
gggtgttaaa ttcagcagea

<210= 82
<211 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

28

20

20

20

20

20

20
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<220>
<223> Sonda para COX-2

<400> 82
gttgtatttc tggtcatgaa

<210= 83

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para COX-2

400> 83
ggtaattcca tgttccagca

<210- B4

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<2 20>

<223> Sonda para COX-2
<400= B4

gcctggtgaa tgattcaaca

<210= B85
<21l> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<273> Sonda para COX-2

<400= B85
caatggaagc ctgtgatact

<210> BB

<211> 20

<Z212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220=

<223> Sonda para COX-2
<400> 86

gcgtttgocgg tactcattaa
<210= &7

<211 20

<Z212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para COX-2

<400= 87
cctgtaagtt cttcaaatga

29

20

20

20

20

20

20
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<210> B8
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para COX-2

<400> 88
caactctgca gacatttcct

<210> B89
<211 20
</17> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para COX-2

<d400- 89
ccacagcatc gatgtcacca

<210> 50

<211 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<2??3> Sonda para COX-2

<400> 90
tttctaccag aagggcagga

<210= 91
«<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Sonda para COX-2

<4£00= 91
cttctaccat ggtttcacca

<210> 82
<211> 20
<2?17> ADN

<7213» Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para COX-2

<400> 92
cataagtcct ttcaaggaga

<210= 893

<211 20

«212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<723> Sonda para COX-2

30
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<400= 93
cagtaggcag gagaacatat

<210 94
<211 20
«<Z12> ADN

213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para COX-2

<400= 94
aaaacccact tectocaccaa

<210= 9§

<211i> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para COX-2
<400> 95

attgcagatg agagactgaa
<210> 096

<211l> 20

<212> ADN

<213» Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para COX-2

<400> 96
ctggaacact gaatgaagta

<210> 97
<211= 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para COX-2

<400 97
cttgcattga tggtgactgt

<210> 98

<211= 20

<21Z2> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<273> Sonda para COX-2
<400> 98§

cagttcagtc gaacgttctt
<210> 99

<211> 958

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2799 507 T3
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20
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<220
<223>

<400= 99
gcggatagry

ggacggcgac
ctacggcaag
caccctcgtg
gaagcagecac
cttcttcaag
cctggtgaac
gcacaagctg
gaacggcatc
cgccgaccac
ccactacctg
ggtcctgcotg
gaagcttagce
gtcttgtgec
caatgtgtag
agaatgcagt
<210= 100
91w
<213>

<220>
<223>

<400= 100
cgcccttget

<210> 101
<211> 17

<212> ADN
<213

<220
223>

<400> 101
cacccocggtg

<210
211> 17
<212>
<213>

<220>

ADN
Secuencia artificial

agcaaggacy
gtaaacggcc
ctgaccctga
accaccctga
gacttcttca
gacgacggca
cgcatcgage
gagtacaact
aaggtgaact
taccagcaga
agcacccagt
gagttcgtga
catggcttcce
caggagagcg
gaattcgtga

gaaaaaaatq

Sonda de d2EGFP

caccatc

Sonda de d2EGFP

dacagct

ES 2799 507 T3

Sonda para d2EGFP

aggagcrgrt
acaagttcag
agrrcatctg
cctacggcgt
agtccgecat
actacaagac
tgaagggcat
acaacagcca
tcaagatccg
acacccccat
ccgeectgag
cCgoegecgy
cgccggaggt
ggatggaccg
catgataaga

ctttatttgt

Secuencia artificial

Secuencia artificial

caccgggatyg
cgtgtccggc
caccaccggc
gcagtgcttc
gcccgaaggce
ccgcgocgag
cgacttcaag
caacgtctat
Ccacaacatc
cggcgacggc
caaagacccc
gatcactctc
ggaggagcag
tcaccctgca
tacattgatg

gaaatttgtg

32

grgcccatco
gagggcgagyg
aagctgcccg
agccgetace
rtacgtccaqgq
gtgaagttcg
gaggacggca
atcatggccg
gaggacggca
cccgtgotge
aacgagaagc
ggcatggacg
gatgatggca
gcetgtgett
agtttggaca

atgctattgc

tggtcgaget
gcgatgccac
tgccotggec
ccgaccacat
dagcgcaccart
agggcgacac
acatcctgog
acaagcagaa
grgtgeaget
tgcccgacaa
gcgatcacat
agctgtacaa
cgctgeoccat
ctgctaggat
aaccacaact

tttatttg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
958

17

17



<723> Sonda de d2EGFP

<400> 102
agctcgacca ggatggg

<210= 103
<211> 17
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223 Sonda de d2EGFP

<400= 103
ggccgtttac grcgccg

<210= 104
<211> 17
<Z212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<Z223> Sonda de d2EGFP

<400= 104
gccggacacg ctgaact

<210= 105

<211 17

<Z212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda de d2EGFP

<400> 105
gtggcatecge cctegee

<Z210> 106

<211> 17

<212> ADN

<213» Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de d2EGFP

<400> 106
tcagggtcag cttgecy

<210> 107
<211l> 17
<21Z2> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de d2EGFP

<400= 107
gccggtggtg cagatga

<210> 108
<211 17

ES 2799 507 T3
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<212>
<213>

<2 20
<223>

<400

ES 2799 507 T3

ADN _
Secuencia artificial

Sonda de d2EGFP
108

ggccagggea cgggeag

<2 10>
<211l>
<212>
<213>

<2 20>
<223>

<4 00>

109
17

ADN
Secuencia artificial

Sonda de d2EGFP
109

tcaggatggt cacgadgg

<2 10>
<21]1=
<212
<213>

<220>
<223

<400

110

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda de d2EGFP
110

gaagcactge acgocogt

<210=>
<211>
<212>
<213>

<2 20>
<223>

<400=>

111

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda de d2EGFP
111

argrggtcgg ggrageg

<210>
<211~
<212>
<213>

<220
<223

<400>

Secuencia artificial

Sonda de d2EGFP
112

tgaagaagtc gtgctgc

<210=
<211>
<21Z>
<213>

<220>
223>

<4 00>

113

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda de d2EGFP

113

gccttoggge atggcgg

34

17

17

17

17

17

17



<210>
<211l
<212
213>

<220
<223>

<400

ES 2799 507 T3

114
17
ADN
Secuencia artificial

Sonda de d2EGFP

114

atggtgcgct cctggac

«210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400

115
17
ADN
Secuencia artificial

Sonda de d2EGFP
115

tgccgtcgtc cttgaag

<2 10>
<211
212>
213>

<220
<223>

<400

116

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda de d2EGFP
116

ctcggcgogg gtottgt

<210>
<211>
<212>
<213>

<2720=>
223>

<400>

117

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda de d2EGFP
117

gtgtcgccct cgaactt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<2723>

<400

118

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda de d2EGFP

118

gctcgatgeg gttcacc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220

119

17

ADN

Secuencia artificial

35
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<223> Sonda de d2EGFP

<400= 119
cttgaagtcg atgccct

<210 120

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> ,
<223> Sonda de d2EGFP

<400> 120
cccaggatgt tgocgtc

<210> 121
<211= 17
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Sonda de d2EGFP

<400> 121
dgttgtactc cagcttg

210> 122
<211> 17
<217> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223+ Sonda de d2EGFP

<400> 122
atagacgttg tggctgt

<210 123
<211 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220=
<223> Sonda de d2EGFP

<400= 123
ttctgcttgt cggccat

<210= 124
<211= 17
<212> BADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Sonda de d2EGFP

<400> 124
agttcacctt gatgecg

<210= 125
<211> 17

ES 2799 507 T3
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<217=
<213

<220
<223>

<4 Q0=

ES 2799 507 T3

ADN
Secuencia artificial

Sonda de d2EGFP

125

gatgttgtgg cggatct

<210>
<211>
<212>
<213=

<220>
<223>

<400

126

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda de d2EGFP
126

agctgcacge tgccgte

<210>
<211l>
<212
<213>

220>
<223>

<400>

127

17

ADN

Secuencia artificial
Sonda de d2EGFP

127

tctgoctggta gtggtcg

<2 10>
<211>
<212
<213>

<220
<223>

<400=

128

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda de d2EGFP
128

gccgtegecg atggggg

<210>
<211>
<212=
<213>

<220
<223>

<400

Secuencia artificial

Sonda de d2EGFP

129

ttgtcgggea goagcac

<210
<21l>
<212=
<213>

<220>
«223>

<400

130

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda de d2EGFP

130

actgggtgct caggtag

37
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17
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17



<210>
=211>
<212>
<213>

<220>
<223

<400>

ES 2799 507 T3

131

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda de d2EGFP

131

ggggtctttg ctcaggg

<210
<211
<212
<213>

<220
<223>

=400

132

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda de d2EGFP
132

atgtgatcgc gcttctc

<210
=211
<212
<213>

<220
<223>

<4 (0>

133
17
ADN

Secuencia artificial

Sonda de d2EGFP
133

tcacgaactc cagcaqg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220
223>

<400

134

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda de d2EGFP

134

gagagtgatc ccggoag

<210=
<211>
<712>
<213>

<220
<223>

<400

135
17
ADN
Secuencia artificial

Sonda de d2EGFP

135

ttgtacagct cgtccat

<210
<211>
<212>
<213>

<220

136
17

ADN
Secuencia artificial

38
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<223> Sonda de d2EGFP

<400> 136
ggaagccatg gctaagc

<210> 137

<211> 17

«212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

«223> Sonda de d2EGFP
<400> 137

ctgctoctcc acctocg

<210= 138

<211> 17

<2172> ADN

<213> Secuencia artificial
220>

<223> Sonda de d2EGFP
<400= 138

atgggcagcg tgccatc

<210> 139

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220=

<223> Sonda de d2EGFP

<400= 139
cgctetcctg ggcacaa

<210> 140

<211 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
«220=

<223> Sonda de d2EGFP

<400> 140
tgcagggtga cggtcca

<210> 141
<211> 17
<Z212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de d2EGFP

<400= 141
atcctagcag aagcaca

<210> 142
<211> 17
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<212>
<213>

<2 20>
<223>

<400>

ES 2799 507 T3

ADN
Secuencia artificial

Sonda de d2EGFP
142

acgaattcct acacatt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220
223>

<400>

143
17
ADN

Secuencia artificial

Sonda de d2EGFP
143

tcaatgtatc ttatcat

<210=
<211>
<212>
<213>

<220
223>

<4 00>

144

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda de d2EGFP
144

ttgtggtttg tccaaac

<210=
<211=
212>
<213>

<220=>
<223

<400

145
17
ADN
Secuencia artificial

Sonda de d2EGFP
145

TTtttttcac tgcattc

210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400

146

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda de d2EGFP
146

caaatttcac aaataaa

<210=
<211>
<212>
<213>

<220
<223>

<400

147
17
ADN
Secuencia artificial

Sonda de d2EGFP
147

caaataaagc aatagca

40
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148
1767
ADN

<210>
<211l>
<212
«213>

<220
<223>

<400> 148
atgcgegeat

gctagcaccyg
attccgctgyg
gcctcgacea
agtgatagtg
aaccgacagt
aagtctaaac
agccaccaca
dcagaatctc
ctcgaccgeg
cagggcccat
tccactctag
dagatcgacc
atgggccacg
aacacagtgc
caccggtttc
gcggagctgce
gcgaatcgga
cagcgggagce
acggtgagcc
tacggactgc
gtacgcoctge
ctgttcacct
ggagagggcg
aagaaccacg
tgggacgact
cccttococege
aacaatatga

gtggccatge

Sonda para dpp

ggcttctact
aggatatatc
catcagcatc
gcacagcatt
ataaaagcca
tcaacgaagt
aattagttaa
agaagagcca
atcaatcctc
aggtggectce
ccacctacag
tcgagatcga
gctccaagat
agctcgacte
gaagttttac
ggctgcactt
agctgacccg
cgcgeotacea
cgagctatct
tcgatgtoca
tggtggaggt
gccgoagegce
acacggacga
gtggcaaggg
acgacacctg
ggattgtggc
tggccgacca
atcccggcaa

tctatctcaa

ES 2799 507 T3

Secuencia artificial

cctcgoagtg
ccagagattc
aggatcagga
agcaaaagca
tcggagtaaa
gcataagcca
taaacccaac
ccaccatcgce
gtcgattgaa
catcaacgtg
caaggaggcy
gaagagcctg
catcatccce
ggtcaacatc
acacaaagat
cgacgtgaag
ggacgcactc
ggtgcttgtc
gctgttggac
gccggecgtg
gcggacggtc
ggacgaggcg
cgggcggeac
cggccggaac
ccggcggcac
gcetetggge
ctttaactcyg
ggtgccgaag

cgaccaaagt

ctggcgactt
atcgccgeca
tcaggacgat
tttaatccat
acaaacaaaa
agaacagacc
cacaacaaaa
dgccaccagc
tcaatcitcg
cccgocaacy
ctcatcaagyg
ctctegotygt
gagccgatga
cecaagecgg
agtaaaatcg
agcattcceg
agtcaacagg
tacgacatca
accaagacagg
gaccggtggc
cgctceoctga
cacgagcgat
aaggcgeget
aagcggcage
tcgotgtacy
tacgatgcat
daccaatcacg
gcgtgctgceg
acggtggtgce

41

ttcaaacgat
tagcgecegt
ctggatctag
tcagcgagcc
aacctagcaa
aattagaaaa
tggctgtcaa
cadagcaggc
tggaggagcc
ccaaggccat
acdagctgaa
tfaacatgaa
agaagctcta
gtctgctgac
acgatcgatt
ccgacgagaa
tggtggccag
cgcgcgtegg
tccggettaa
tggcgagtcc
agccggecce
ggcagcacaa
ccattcggga
cgagacggcec
tggacttctc
attactgcca
ccgtggtgca
tgcccacgca

tgaagaacta

tgttcgagtt
tgccgeteat
atcggtagga
cgcctegtte
aagtgacgcg
ttccaaaaat
ggagcagagg
cagtgcatcc
gacgctggtg
catcgccgag
gccagacccc
gcggecgece
cgccgagatce
caagtcggcc
tCcgcaccac
gctgaaggcg
cagatcgtcg
ggtgcgtggt
cagcacggac
gcagcgcaac
acaccaccat
gcagccgetc
cgtgtctggc
tacgaggcgc
ggacgtgggc
cgggaagtgc
gaccctggtc
actggacagc

ccaggagatg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
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accgtggtgg gctgtggctg togatag

<210> 149
<211= 20
<212> ADN
<?13> Secuencia artificial

<220=>
<223> Sonda para dpp
<400> 149

ggagtagaag ccatgcgoge

<210= 150

<211 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para dpp

<400= 150
gtttgaaaag tcgeccagcac

<210> 151

<211> 20

<?12?> ADN

213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para dpp

<400> 151
CcCctcggtgct agcaactcga

<210> 152

«211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para dpp

<400> 152
cgggcgetat ggeggegatg

<210>= 153
<211> 19
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220
<223> Sonda para dpp

<400> 153
ctgatgctga tgccagegg

<210= 154

<211>= 20

<212> ADN

213> Secuencia artificial

42
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<220
<223> Sonda para dpp

<400> 154
gctggtcgag getectaccg

<210= 155
<211 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para dpp

<400> 155
tgaacgaggc gggctcgetg

<210> 156
<211> 20
<212> ADN

<213+ Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para dpp

<400> 156
ctccgatgge ttttatcact

210> 157
<211= 20
<Z212> ADN

<213> Secuencia artificial

<2 20>
<223> Sonda para dpp

<400> 157
cgttgaactg tcggttcgeg

<210> 158
<211l> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para dpp

<400> 158
ggtggctecct ctgctocttg

<210= 159

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para dpp

<400= 159

ggctgcgatg gtggtggctc

ES 2799 507 T3
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<210> 160

<211 20

<212> ADN

=213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para dpp

<400= 160

ctgtggatgc actggectge

<210> 161
<211> 20
<£12> ADN

213> Secuencia artificial

<220>
<223 Sonda para dpp

<400=> 161
ccagcgtocgg ctcciccacg

«210> 162

<211> 20

<212> ADN

£213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para dpp

400> 162
ccittggeogtt ggcgggeacg

<210= 163

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Sonda para dpp

<400> 163
ggtggacggyg ccctgetcgg

<210> 164

<211= 20

<712> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para dpp

<400> 164

ggaggggtct ggcttcaget

<210= 165
<211 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
«<223> Sonda para dpp

44
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<400> 165
agcgagagca ggctcttctc

<210> 166
«211> 20
<212> ADN

%213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para dpp

<400> 166
gagcggtcga tottgggegg

<210> 167

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para dpp

<d400> 167

cttcatcgge tcggggatga

<210> 168

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para dpp

<400> 168

tcgtggoeca tgatctcgge

<210> 169

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para dpp

<400= 169

gcagacccgg cttggggatg

<210> 170

<211= 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para dpp
<400> 170

cgcactgtgt tggccgactt

<210 171
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Sonda para dpp

<400> 171
gcagccgaaa ccggtggtgg

<210> 172
<?211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220=
<Z223> Sonda para dpp

<400> 172
ccgocgoctt cagottoteg

<210= 173
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
«223> |Sonda para dpp

<400 173
agtgcgtcocc gggtcagcotg

<210= 174

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<Z223> Sonda para dpp

<400> 174

ccgacgatct gctggecacc

<210> 175
<211 20
«212> ADN

«213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para dpp

<400= 175
agcacctggt agcgogtocg

<210> 176

<211l 20

<2172> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para dpp

<400> 176

cacgcacccc gacgegegtg
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<210= 177

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para dpp
=400= 177

gccggaccgt cttggtgtec

«<210= 178
<211> 20
<212> ADN

£213> Secuencia artificial

<220=>
<223> Sonda para dpp

<400= 178
gaggctcacc gtgtccgtgc

210> 179
<211>= 20
<2172 ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para dpp

<400> 179
gccagccacc ggtccacgge

<210> 180
<211> 20
<212> ADN

<213» sSecuencia artificial

<220=>
<223> Sonda para dpp

<400= 180
cagcagtccg tagttgoget

<210> 181
<211> 20
<212> ADN

=213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para dpp

<400> 181
gggagcggac cgtocgcace

«210> 182
<211 20
<212> ADN

«213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para dpp
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<400> 182
caggcgtaca tggtggtgtg

<210> 183

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<2 20>
<223> Sonda para dpp

<400> 183
cgtgcgecte gtoogogoty

<210= 1834

<211> 20

<Z212> ADN

<Z13> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para dpp

<400=- 184
gagcggctgc ttgtgctocc

<210> 185
<211= 20
=212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<Z223> Sonda para dpp

<400> 185
ccg ECCgth toccgtgtagg

<210> 186

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Sonda para dpp

<400> 186
gecaccgece tetcegecag

<10=- 187

211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para dpp

<400> 187
cgtaggcegt ctcggetgcc

<210> 188

<211= 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2799 507 T3
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<220
<223> Sonda para dpp
<400> 188

gcgagtgccg ccggcaggtg

<210> 189
<211> 20
<Z212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Sonda para dpp

<400> 189
cgtcccagce cacgtcogag

<210= 190

<211> 20

<212> ADN

<Z213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para dpp
<400> 190

cgtagcccag aggegecaca

<210= 191

<211> 20

<Z212> ADN

<213> Secuencia artificial
220>

<223> Sonda para dpp
<400= 191

cggccagogg gaaggggoac

<210> 192
211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Sonda para dpp

<400= 192
gggtctgeac cacggegroa

210> 193
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para dpp

<400> 193
gccttcggeca cottgocgag
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«<210= 194
<211= 20
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400= 194

Sonda para dpp

gtccagttge gtgggoacgc

210> 195
<211= 20
<212> ADN
<213>
<220
<223>
<400> 195

Sonda para dpp

gcaccaccgt actttggtcg

<210> 196
<211= 20

<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 196
gccacagecc

197
1302
ADN

<210>
<211
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 197
atggataata

atgggaggtc
caattgagtg
Caaagtigtta
tttttcecata
ccgrrrtatc
acaaactcca
cctrctactt
ggggccyggga
accacgratt
ataccttrcag

tcaaataggg

Sonda para dpp

accacggtca

actacaatga
tgcgoctacc
aactaccgag
tcacaagtgyg
ctggcataga
ctctttacag
tatacgacaa
atccaactgt
tgaaggcagt
ctcctocagt
agcagccaac

ggtcaaacqqg

ES 2799 507 T3

Secuencia artificial

Secuencia artificial

Secuencia artificial

Secuencia artificial

Sonda para elt-2

taatgtcaac
aactcagaac
aatgaaaatt
cacaaataac
ctactcaaac
tggaattcec
accctctctg
ggctccaact
aaacggagga
cgcgtatagce
tgctaaaatt

atctgegtec

ggctgggceeg

atggatccac
gataatgatt
tatgagccga
tttggaatgt
gtaaacactc
tacgacccca
tacgaatgcg
atgatgtgcg
acttctttgg

gccaagcaat

cgtcggeagq

50

aaatggaacc
cagagcaaaa
acgcatctcc
dagtggaaac
tggaccaaac
ttggaacttt
gtattcctac
tCaaatgctc
tcaactgttc
gacaaccccc
cctctaaaaa

gacttgtgtg

atctcaacca
taatgagtca
aattgaacgg
tgttacatca
taccatgcaa
ttcgggatat
cattaacatc
acaaagttgt
adcdccaaaa
gattctggaa
gtcaagtagc

ctccaattgc

20

20

20

60
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180
240
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aatggtacca acacaactct ctggagaaga
tgCggacttt acrtcaaact ccatcacatc
gctttacaga caagaaagag aaaatcaaaa
cgggcccgag aaaggaagtt tgagagagec
tctaaccgge gtgcgggaag tgcaaaagcea
gcrgcgactg ccacatatgt gtcacargoc
accttgccag atcaaacgta cagtaattac
ttgatgatgg ttccaaacga tcaaaactac
ctaagacctg ccgataacat ccaagtitcat
gctgoggete gegatttgga agoggtcogac
<210= 198

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para elt-2

<400> 198

ccatttcgge ccagccgttg

<210= 199

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para elt-2

<400> 199

gacctcccat tggttgagat

<210= 200

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para elt-2

<400> 200

ccatgttctg agttggtagg

<210> 201

<211= 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para elt-2

<400>= 201

actcattatt ttgctctggt

aatgctgaag
cctcggccga
agcggagact
tCttcttcaa
gaccgagaac
gacttgtatc
tatcaatgga
gtgtatgcag
gtgatgccag
ggagattctt

51

gagatccggt
cctcaatgaa
Ccticcacacc
ccgaaaaggc
tgagcactge
ccgtttocte
acactgccgc
caacaaacta
ttcagoatga

dd

ctgcaatgct
gaaagaaggt
atcaacgtca
tcaaaggtca
tgccgtegea
agctgcegtc
tacagctggg
ccagactggc

tgaaaccaaa

780
540
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1302
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20
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<210> 202
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
«223> Sonda para elt-2

<400 202
TTctcggrag ttcactcaat

<210= 203

«211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para elt-2

<400> 203
taacactttg ccgttcaatt

<210= 204
<211> 20
<Z212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para elt-2

<400> 204
catagttatt tgtgccactt

<210 205

<211 20

<212» ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para elt-2

<400> 205
atgtaacagt ttccactttc

<210> 206

<211> 20

<212> ADN

«213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para elt-2
<400> 206

agtctatgcc agtatggaaa
<210> 207

<211> 20

<2172> ADN

<213> Secuencia artificial

220>
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<223> Sonda para elt-2

<400= 207
ggtccaacat tccaaagttt

<210> 208

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<273> Sonda para elt-2

<400> 208
gataaaacgg ttgcatggta

<210> 209

<211 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
« 220>

<223> Sonda para elt-2
<400> 209

ttacgggaat tccactgtaa

<210> 210
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para elt-2

<400> 210
dtcccgaaaa agttccaaga

<210> 211
<211> 20
<7212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220
<223> Sonda para elt-2

<400> 211
gtttgtcgta tatggagttt

<210= 212

<211l> 20

<212> ADN

«213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para elt-2

<400> 212
gaatactggg gtcgtacaga

<210> 213
«211> 20

53

20

20

20

20

20

20



ES 2799 507 T3

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para elt-2

<400= 213
aagtagaagg gatgttaatg

<210> 214
<211= 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Sonda para elt-2

<400> 214
cgraagttgg agccacagtt

<210 215

<211>= 20

<212> ADN

«?13> Secuencia artificial

<220
<?223> Sonda para elt-2

<400> 215
aactttgtga gcatttgacg

<210> 2716
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para elt-2

400> 216
ttactgcctt catcccggec

«210=> 217

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para elt-2

<d0(0> 217
agttgacgca catcattect

<210> 218

<211 20

<2172> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para elt-2

<400> 218
aatacgtggt ttttggtgtt
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210> 219
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para elt-2

<400= 219
aagtgctata cgcgactgga

<210= 220

<211> 20

<217> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223 Sonda para elt-2
<400> 220

ccagaatcgg gggrtgtccc

<210> 221

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para elt-2
<400> 221

cagttggctg ctctgaagot

<210> 222
<211= 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220=>
<223> Sonda para elt-2

<400> 222
tagaggattg cttggcaatt

<210> 223

<211= 20

<Z212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para elt-2

<400> 223
ccctatttga gectacttgac

<210> 224
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

55

20

20

20

20

20



ES 2799 507 T3

<223> Sonda para elt-2

<400= 224
gacgggacgc agatccgttt

<210= 225

<21l> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para elt-2
<400= 225

aattggagca cacaagtccc

<210= 226

<211= 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<2 20>

<223> Sonda para elt-2
<400= 226

agagagttgt gttggtacca

<210> 227

<211= 20

«212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para elt-2
<400> 227

gatctcctte agcatttott

<210> 228

<211 20

<217> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para elt-2
<d400> 228

aaagcccgca agcattgeag

<210> 229
<211l> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Sonda para elt-2

<400> 229
gagggatgtg atggagtttg

<210= 230
<211> 20
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<212> ADN

«<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para elt-2
<400> 230

cttetttctt cattgaggtc

<210> 231
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

220>
<223> Sonda para elt-2

<400> 231
tggaagagte tecgottttt

«210= 232
<211= 20
212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220=
<223> Sonda para elt-2

<400> 232
ctcgggcccg tgacgttgat

<210> 233

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<Z223> Sonda para elt-2
<d00> 233

aagaggctct ctcaaacttc
<210> 234

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220=>
<223> Sonda para elt-2

<400> 234
acctttgagc ctittcggte

<210> 235
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Sonda para elt-2

<d400= 235
cacttcccge acgeccggtta

ES 2799 507 T3
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20

20

20

20

20

20



<Z210> 236
<211= 20
<212> ADN

<7213 sSecuencia artificial

<220>
<223> Sonda para elt-2

<400> 236
tgctcagttc tcggtctget

<210= 237

<211> 20

<Z212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para elt-2
<400=> 237

agtcggcatg tgacacatat

<210> 238

<211= 20

<Z2172> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para elt-2
<400= 238

cggcagcetga ggaaacggga

<210= 239

<211= 20

«<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para elt-2

<400= 239
Tgtacgrtttg atctggeaag

<210> 240

<211> 20

<2l2> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para elt-2
<400= 240

ccatcatcaa cccagctgta
<210= 241

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2799 507 T3
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20
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<223> Sonda para elt-2

<400= 241

cagtctggta gtttgttget 20
<210= 242

<211= 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220

<223> Sonda para elt-2

<400= 242

ggatgttatc ggcaggtctt 20
<210> 243

<211> 20

<217> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sonda para elt-2

<400> 243

ccrgaactgg catcacatrga 20
<210> 244

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220= _

<223> Sonda para elt-2

400> 244

gagccgcage trtggtttea 20
<210> 245

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220=>

<223> Sonda para elt-2

<400> 245

ctccgtcgac cgottccaaa 20
<210> 246

<211> 1374

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sonda para FKBP5

<400= 246 _

atgactactg atgaaggtgc caagaacaat gaagaaagcc ccacageocac tgttgctgag 60
cagggagagg ataltacclc caaaaaagac aggggagtat taaagattgt caaaagagtg 120
gggaatgotg aggaaacgcc gatgattgga gacaaagttt atgtccatta casaggaaaa 180

59



ttgtcaaatg
cttggcaaaq
gagatatgcc
aaaattccct
gatttatttg
datccaaacg
tttgactgca
ggaattgaca
ccaagatatg
cttatatatg
dCldaddjada
ggaggcaaat
gaatatggtt
ctgaacctgg
gacaaggccc
cagcrgctca
aacccccaga
cacaacgagc
gccaaggaag
aaaggaacag
<210> 247
<211 17

<212> ADN
<213>

<220
<223>

<400= 247
gttcttggca

<210>
<211>
<212
<213>

<2 20>
<223>

<400= 248
aatcatcggc

248
17
ADN

<210>
<Z211>

249
17

gaaagaagtt
gccaagtcat
atttactgtg
cgaatgcaac
dagatggagg
aaggagcaac
gagatgtggc
aagctctgga
gttttggaga
aagttacact
dattggagca
acatgcaggc
tatcagaaaa
ccatgtgcta
ttggactgga
tgaacgagtt
ataaggctgc
gggaccgcag
aggccaataa

acagtcaagc

ccttcat

gtrtcct

ES 2799 507 T3

tgattccagt
caaggcatgg
caaaccagaa
Totctttttt
cattatccag
agtagaaatc
attcactgtg
gaaaatgcag
ggcagggaag
taagagcttc
ggctgeocatt
ggtgattcag
ggaatcgaaa
cctgaagott
cagtgccaat
tgagtcagec
aagactgcag
gatatacgcc
agcaatgggc

aatggaagaa

Secuencia artificial

Sonda para FKBP5

Secuencia artificial

Sonda para FKBP5

catgatagaa
gacattgggg
tatgcatatg
gagattgagc
agaaccaaac
cacctggaag
ggcgaaggayg
cgggaagaac
cctaaatttg
gaaaaggcca
gtcaaagaga
tatgggaaga
gcttctgaat
agagaataca
gagaaaggct
aagggtgact
atctccatgt
aacatgttca
dagaagactt

gagaaacctg

60

atgaaccatt
tggctaccat
gctcggctag
tccttgattt
ggaaaggaga
gccgetgigg
aagaccacga
aatgtatrtt
gcattgaacc
aagaatcctyg
agggaaccgt
tagtgtcctg
catttctcct
ccaaagctgt
tgtataggag
ttgagaaagt
gccagaaaaa
agaagtttgc
cagaaggggt
agggccacgt

tgtctttagt
gaagddagga
cagtcteect
caaaggagag
gggatattca
tggaaggatg
cattccaatt
atatcttgga
taatgctgag
ggagatggat
atacttcaag
gttagagatg
tgctgecttt
tgaatgctgt
gggtgaagcc
gctggaagta
ggccaadggag
agagcaggat
cactaatgaa

atga

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1374

17

17



<212>
<213>

<220>
«223>

<400>

ES 2799 507 T3

ADN
Secuencia artificial

Sonda para FKBPS5

249

tggacataaa Cctttgtc

«210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

250

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda para FKBPS5

250

ttgacaattt Tcctttg

<210> 251

<211 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para FKBP5
<d00= 251

ggaatcaaac trctttc

<210> 252

<211l= 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para FKBP5
400> 252

ggtrcatttc tatcatg

<210= 253

<211= 17

<212= ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para FKBP5
<400> 253

tgccaagact aaagaca

<210=>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400

254

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda para FKBPS5

254

tgccttgatg acttggco

61

17

17

17

17

17



<210
<211l>
<212>
<213>

<220>
<223

<400=

ES 2799 507 T3

255
17
ADN
Secuencia artificial

Sonda para FKBPS5

255

gtagccaccc caatgtc

<210
<211>
<212>
<213>

<220>
<223~

<400>

256
17

ADN
Secuencia artificial

Sonda para FKBPS5

256

atatctctco tttcttc

<210>
<211
212>
213>

<220
<223>

<400=>

Secuencia artificial

Sonda para FKBPS5

257

tggtttgcac agtaaat

<210
<211>
212>
213>

<220>
<223>

<400

258
17
ADN
Secuencia artificial

Sonda para FKBPS5

258

gccgagccat atgcata

<210>
<211
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Secuencia artificial

Sonda para FKBPS5

259

gaattttagg gagactg

<210=>
<211>
<212
<213>

<220=>

260

17

ADN

Secuencia artificial

62

17

17

17

17

17
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<Z223> Sonda para FKBP5

<400= 260
aaagagagtt gcattcg

«210> 261
<211 17
212> ADN

<213> Secuencia artificial

220>
<223> Sonda para FKBP5

<400> 261
tcaaggaget caatctc

<210> 262

<211> 17

<2172> ADN

<213> Secuencia artificial
<220=>

<223> Sonda para FKBP5
<400 262

ataaatcctc tcctttg
<210> 263

<211 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Sonda para FKBP5

<400> 263
gataatgcct ccatctt

<210> 264
<211 17
<212> ADN

<213+ Secuencia artificial

<220>
«223> Sonda para FKBP5

<400> 264
cctttccgtt tggttct

<210> 265
<211> 17
<212> ADN

<213 Secuencia artificial

<220=
<223> Sonda para FKBP5

<400= 265
ttggatttga atatccc

<210> 266
<211 17

63
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17

17

17

17

17



<212>
<213

<2 20>
223>

<400>

ES 2799 507 T3

ADN
Secuencia artificial

Sonda para FKBPS5

266

ttctactgtt gotoctt

2210> 267

<211= 17

<212> ADN

213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para FKBP5
<400= 267

cagcggcctt ccaggtg

=210> 268

<211> 17

<212:» ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para FKBP5

<400

268

dgtcaaacat ccticca

<210
<211>
=212>
<213>

<220
223>

<400

269

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda para FKBPS5

269

agtgaatgcc acatctc

<210
<211>
<212>
213>

<220>
<223>

<400>

270

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda para FKBPS5

270

tggtcttote cttecgeco

210>
<211>
<212
<213

<220
<223

<400

271

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda para FKBPS5
271

caattccaat tggaatg

64

17

17

17

17

17



<210
211>
«212>
<213

<220>
<223>

<400

272

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda para FKBPS5
272

cattttctoc agagcett

<210>
<211>
<212>
<213

<220>
223>

<400

273
17
ADN
Secuencia artificial

Sonda para FKBPS5

273

atacattgtt cttcccg

<210>
211>
212>
<213

220>
<223>

<d Q0>

274

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda para FKBPS5

274

atcttggtcc aagatat

<210
<211>
<212
<213>

<220
<223>

<400>

275

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda para FKBPS5

275

ccctgecctct ccaaaac

<210=
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400=

276

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda para FKBPS5

276

tcaatgccaa atttagg

<210>
<211~
<212>
<213>

<220

277

17

ADN

Secuencia artificial

ES 2799 507 T3
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<223> Sonda para FKBP5

<400= 277
atataagcrc agcatrta

«210> 278

<211> 17

<212 ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para FKBP5
<400> 278

gctcttaagt gtaactt

<210> 279

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para FKBP5
<400= 279

gattctttgg ccrtttc

210> 280
<211> 17
<2]12> ADN

<213> Secuencia artificial

<220=
<223> Sonda para FKBP5

<400> 280
ctttggtatc catctcc

<210= 281

<211= 17

<212> ADN

213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para FKBP5
«400> 281

ggcagcctge tccaatt

<Z210> 282

<211> 17

<212 ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para FKBP5
<400> 282

grttcccttct ctttgac

<210> 283
<211> 17

66
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17
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17



212>
«213>

<220>
<223>

<400=>

ES 2799 507 T3

ADN
Secuencia artificial

Sonda para FKBPS5
283

tgcctecctt gaagtat

<210
<211>
<212>
<Z213>

<220>
<223>

<400

284
17
ADN
Secuencia artificial

Sonda para FKBPS5

284

aatcaccgcec tgcatgt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220
<223>

<400>

285
17

ADN
Secuencia artificial

Sonda para FKBPS5

285

gacactatct tcccata

<210
<211>
<212
<213>

<220>
<223>

<400>

286

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda para FKBPS5

286

catattccat ctctaac

<210>
<211>
<212>
<213>

=220
<223

<400

287

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda para FKBPS5

287

cgattccttt tctgata

<210>
<211>
<212>
213>

<220
<223>

<400>

288
17

ADN
Secuencia artificial

Sonda para FKBPS5

288

agaaatgatt cagaagc

67

17

17

17

17

17

17



<2 10>
<211>
<212
<213>

<220>
<223

<400

ES 2799 507 T3

289

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda para FKBPS5

289

ggttcagaaa ggcagca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223

<d400>

290
17
ADN
Secuencia artificial

Sonda para FKBPS5

280

cttcaggtag cacatgg

<210>
<211l>
212>
213>

<220>
<223

<d 0=

291

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda ﬁara FKBP5
291

gctttggtgt attctct

<210>
<211
212>
<213

<220>
<223>

<4 00>

292

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda para FKBPS5

292

ccttgtcaca geattca

<210
<211>
<212
<213>

<220>
<223>

<400

293

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda para FKBPS5
293

ggcactgtcc agtccaa

<210>
<211>
<212>
<213

<220>

294

i7

ADN

Secuencia artificial

68

17

17

17

17

17
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<223> Sonda para FKBP5

<400> 294
cratacaagC CTTLCLC

<210> 295

211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para FKBP5
<400> 295

gcagctggge ttcaccc

<210> 296
<211= 17
<212> ADN

213> Secuencia artificial

<220
<223> Sonda para FKBP5

<400= 296
tgactcaaac tcgttca

<210> 297
<211l> 17
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Sonda para FKBP5

<400> 297
ttctggcaca tggagat

<210= 298

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para FKBP5
<400> 298

cgttgtgctc cttggcc

«210> 299
<211= 17
<212> ADN

«213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para FKBP5

<400= 299
gtatatcctg cggtccc

=210= 300
<211> 17

69
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17

17

17

17



<212>
<213>

<220>
<223

<400

ES 2799 507 T3

ADN
Secuencia artificial

Sonda para FKBPS5
300

aacttcttga acatgtt

<210= 301

<211 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<Z223> Sonda para FKBP5
<400= 301

ccttggecate ctgetct

<210> 302

<211= 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para FKBP5
<400= 302

cattgcttta ttggect

<210
<211>
<212
<213>

<220>
<223>»

<400=

303

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda para FKBPS5
303

ccttctgaag tottott

<210>
<211»
<21d>
<213>

<220
<223

<400

304

17

ADN

Secuencia artificial
Sonda para FKBPS5

304

ttcctttttc attagtg

<210>
211>
<212>
<213

<220>
<223

<400>

305

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda para FKBPS5

305

ttccatiget tgactgt

70

17

17

17

17

17

17
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<210= 306

<211> 18

<2172> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<Z223> Sonda para FKBP5
<400= 306

stggccctea ggtttete

307
1071
ADN
Secuencia artificial

<210>
<211>
<2125
<213>

<220=>
<223> Sonda para FLJ11127

<d400= 307
atggcggcga caaggagoce cacgogggca

dccaagttca ctcctggatg

gcaggaagtg

tggagaatgg caaaaggctt tgtgatgttg

tacttccgga ggctacattt atattcaggg

cagagaaaat tcaaaaggaa cctcagtgtg

gcaagagaat ggaaaggaga gacacccocgt

ggcatcacat

ctattttggc taaatgtgtt

ctcagatcag tgrtatttca gatattcageo

gaaaaggaca ttgttaagct tcctgaaaa:s

cagcagtaca gttttggtcc tgagaagtat

agatatgtgg aattattgaa aacacagtgg

aagagaggaa gtatgtgcaa cacccttttt

gaagctttaa agttcatcat gctgtatcaa

aaaaaggtca ttcccagtct ttttagactc

ttgagcttca tgatgaatca cctgaattct

gatatgttta tacttggata ctcccttgaa

tttaactcca gagactttga agtctgctac

atctccctge tgaccgagaa cgaccgcocac

<210>= 308
<211= 17
<212> ADN
«213> Secuencia artificial

<220>

<2?23> Sonda para FLJ11127

4gggagcggg
ctagctacaa
gcagtttecat
cacaagctga
gaggcagagg
aacaagctga
cgacaagtaa
cagggcatct
ctgctotttt
acaggctcga
actgaattta
tcagatgcca
gtcactgaag
ctgttttcea
gtaggcgaca
gtaaagataa
ccagaggagc

taccacattc

71

agcggrctgg
gccaagcctt
ttctggtggce
aatggtggat
ttgatttact
tgaggaaggc
ggagagataa
cttttccatc
cacaaggttg
atgtgtttagg
atggcattag
ttctggaata
tttatgaaca
gggagacatc
catgtggact
aagtgttcag
ctctcaggga

cagtctttta

cgcteocogec
agacactgtc
tgccatctge
tggatatctg
cagttattgt
ttatgaggag
ctatgatgct
atggatgaaa
taattggatt
aaaactacgg
agattatcac
taaactttat
aatgaagact
ctctgatcct
agagcagatt
actgttcaag
ctggccggag

a

18

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
340
900
960

1020
1071



<4£00=>

ES 2799 507 T3

308

ccegegtyggg getcett

<210
<211>
<212>
<213>

<2 20>
<223>

<400>

Secuencia artificial

Sonda para FLJ11127
309

agaccgctcc cgcteco

<210= 310

<Z211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para FLJ11127

<400= 310

cttcctgcgg cgggagce

<210= 311

<211> 17

<Z212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para FLJ11127

<400> 311

tccaggagtg aacttgg

<210>
<Z211>
<l12>
<213>

<220>
<223

<400

312
17
ADN
Secuencia artificial

Sonda para FLJ11127
312

ggcttggctt gtagcta

<210>
<211l>
<212>
<213>

<220
<223

<400

313
17
ADN
Secuencia artificial

Sonda para FLJ11127
313

attctccaga cagtgtc

<210>
<211>
<212>
<213>

314

17
ADN

Secuencia artificial

72

17

17

17

17

17



<220=>
<223> Sonda para FLJ11127

<400= 314
acatcacaaa gcctttt

<210= 315

211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<2Z3> Sonda para FLJ11127

<400> 315
caccagaaat gaaactg

210> 316
<211= 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para FLJ11127

<400> 316
cggaagtagc agatggc

<210> 317
<211> 17
</12> ADN

<7213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para FLJ11127

<400> 317
ctgaatataa atgtagc

<Z210> 318
17

<211~

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<Z2Z23> Sonda para FLJ11127
<400= 318

ccaccatttc agcttgt

210> 319
<211= 17
<217> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para FLJ11127

<400> 319
tttctctgeca gatatce

ES 2799 507 T3
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17

17

17

17

17

17



210>
<211>
<212>
<213>

<220>
«223>

<400

ES 2799 507 T3

320

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda para FLJ11127
320

cactgaggtt ccttttg

<210=>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400

321

17

ADN

Secuencia artificial
Sonda para FLJ11127
321

taaatcaacc tctgoct

<210>
<211l>
212>
213>

220>
<223>

<400

322

17

ADN

Secuencia artificial
Sonda para FLJ11127
322

tctcttgecac aataact

<210>
<21l>
<212>
213>

<220>
223>

<400

323

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda para FLJ11127
323

ggggtgtctc toctttc

<210=
<211
<212>
<213>

<220>
<223>

<400

324
17

ADN
‘Secuencia artificial

Sonda para FLJ11127
324

cttcctcatce agettge

<210>
<211>
«212>
<213>

220>
<223>

325

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda para FLJ11127

74

17

17

17

17

17



<400>

ES 2799 507 T3

325

caaaatagct cctcata

<210>
211>
<212>
<213>

<220>
<273

<4 00>

326

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda para FLJ11127
326

cacatttaat gtgatgc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220
<223>

<400

327

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda para FLJ11127
327

atctctecctt acttgtc

<2 10>
<211>
212>
<213>

<220>
<2Z23>

<400

328
17
ADN
Secuencia artificial

Sonda para FLJ11127
328

gatctgagag catcata

<210>
<Z211>
<212>
<213>

<220=>
<223

<400>

329
17
ADN
Secuencia artificial

Sonda para FLJ11127
329

tgaatatcty aaataac

<2 10>
<Z211l>
212>
<Z213>

«220>
<223>

<400

330

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda para FLJ11127
330

tggaaaagag atgccct

<210
<21l>
<212>
<213>

331

17

ADN

Secuencia artificial

75

17

17

17

17

17

17
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<22(>
<223> Sonda para FLJ11127
<d400> 331

tccttttctt tcatcca

<210> 337
<211> 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220
<223> Sonda para FLJ11127

<400> 332
tttcaggaag cttaaca

<210> 333
<211> 17
<212> ADN

<Z213> Secuencia artificial

<220
«223> Sonda para FLJ11127

<400> 333
accttgtgaa aacagca

<210> 334
<211> 17
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> |Sonda para FLJ11127

<d00> 334
tactgctgaa tccaatt

<210> 335
<211> 17
<217> ADN

<Z213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para FLJ11127

<400> 335
acttctcagg accaaaa

<210= 336

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para FLJ11127
<400> 336

aaacacattc gagcctg

76

17

17

17

17

17

17



<210>
<211-
212>
<213>»

220>
<223

=400
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337

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda para FLJ11127
337

acatatttcc gtagttt

<210>
<211>
212>
=213=

<220
<223>

<400>

338

17

ADN

Secuencia artificial
Sonda para FLJ11127

338

actgtgtttt caataat

<2 10>
<211
<212>
213>

<220>
<223

<400

339
17

ADN
Secuencia artificial

Sonda para FLJ11127
339

datgccartta aattcag

<210>
<211
212>
<213>

<220>
<223>

<400

340

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda para FLJ11127
340

cctctettgt gataatrc

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223=

<400>

341

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda para FLJ11127
341

aaagggtgrt gcacata

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223

342

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda para FLJ11127

77

17

17

17

17

17



<400=
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342

ttccagaatg gcatctg

<210>
<21]1>
<212>
<213

<220>
<223>

<400

343
17
ADN
Secuencia artificial

Sonda para FLJ11127
343

daagcttcat aaagrtt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400

344
17
ADN

Secuencia artificial

Sonda para FLJ11127
344

gatacagcat gatgaac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220
<223>

<400

345
17
ADN
Secuencia artificial

Sonda para FLJ11127
345

ttcataaact tcagtga

<210>
<2Lll>
<212
<213>

<220>
223>

<400>

346

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda para FLJ11127
346

acctttrttag tCrttcat

<210
<211>
<212>
<213>

=220>
<223>

<400>

347
17

ADN
Secuencia artificial

Sonda para FLJ11127

347

gtctaaaaag actggga

<210>
<211>
<212~
<213>

Secuencia artificial

78

17

17

17

17

17

17



ES 2799 507 T3

220>
<223> Sonda para FLJ11127

<400= 348
tgtctccctg gaaaaca

<210= 349
<211 17
<212> ADN

<213 Secuencia artificial

<220
<223> Sonda para FLJ11127

<400> 349
daagctcaaag gatcaga

<210= 350

<211= 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para FLJ11127
<400= 350

aattcaggtg attcatc

<210>= 351

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<2 20>

<7?23> Sonda para FLJ11127

<400= 351
tccacatgtg Tcocgocta

<210= 352

<211 17

</12> ADN

<213> Secuencia artificial
<2 20>

«<7223> Sonda para FLJ11127
400> 352

aacatatcaa tctgctc

<210= 353

<211> 17

<2172> ADN

<213> Secuencia artificial

{ZZD:J-
<223> Sonda para FLJ11127

<400= 353
caagggagta tccaagt

79

17

17

17

17

17

17



<210>
<211>
<212>
<Z213>

<220>
<223>

<400

ES 2799 507 T3

354

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda para FLJ11127
354

Jaacactttt atcttta

210>
211>
212>
<213>

<220>
<223

<d400>

355

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda para FLJ11127
355

gagttaaact tgaacag

<210=
<211
212>
<213>

220>
<223>

<d400=

356

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda para FLJ11127

356

agcagacttc aaagtct

<210>
<211l>
<212>
<213

220>
<223>

<400

357

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda para FLJ11127
357

cctgagaggc tcctctg

<210
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400

358

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda para FLJ11127
358

agggagatct ccggcca

<210>
<211
212>
<213

<220
<223>

359

17

ADN

Secuencia artificial

Sonda para FLJ11127

80

17

17

17

17

17



<400> 359
ggcggtegrt

360
17
ADN

<210
<211>
<212>
<Z213>

<220>
<223>

<400> 360
aaagactgga

361
5478
ADN

<210=
<Z211>
<212>
<213

<220>
<223

<400> 361
arggctgacy

gaggcagcig
ctgagccgca
cacgggteac
tcagctgaca
gaagctgtag
gcagctctgce
ccagcatcag
cagaaattgc
caaagtaagc
azaactcccc
ccatttgcgc
ataacagtac
tggttcatcg
tctcctggec
gaaggaaagc
cccttagata
ttcttccaat
gagagttcta
gtctcagaag
ggggagaaca
acacccagtg

ctcggtco

atgtagt

agaggaaaga
cacaccccca
gcoccaatqgqg
agggcaccta
gagaaacagc
cagtcctgaa
ctttagcagc
aacaaacagc
cttcctcatt
ctggtgaaga
aggataaaaa
agactttcgg
ctagcattgg
aaatgcccgt
ccttgacacc
agtttgactc
ctgtgaaaga
cagatgacaa
aagatgagga
craccactgt
tttcaggaga

tacaggaacc
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Secuencia artificial

Sonda para FLJ11127

Secuencia artificial

Sonda para Map2

cgaaggaaag
ctcgecagag
atttccatac
ttcagatacc
dgaggaagtg
aggtgaacaa
tgaagaaaca
tgcactggaa
cgctgagect
ctttgaacat
ggatccccaa
taccaacctg
cctctoccgea
ggaatcaaag
catgagggaa
tcccatgoct
tgagagagtc
aatgtcroty
gccacagaaa
actgggagat
agaaaagqgt

tacactcact

gcaccacact
atgaaggacc
agagaggagg
aaagagaacyg
tctgeaagga
gagaaggagg
grrtaatctgce
gaagcctcga
ttagacaagqg
gotgocttag
gacatggaag
gaagacataa
gagcccctag
aaggatgaat
daagatgtgc
agcceccttec
acagaaqgqt
caggacacca
gataaagcag
gttcacagtc
accacagatc

gaaactgaac

81

ggacatcagc
agggtggctc
aggaaggcgce
ggatcaacgg
tagttcaagt
cccaacacaa
caccrreccc
agatggaatt
aggaaacgga
ttcctcagec
gagaaaagtc
dacagatcac
ctccaaaaga
ggggtttagc
tggaggatat
acagtggaag
cacaaccctt
gtggttcage
acaaagtggc
cagctgtygga
aagagaaaaa

cdcCagacaaa

Ctcactcaca

4ggggaaggg
ctttgggoag
agagctgacc
dagtcacagct
ggatcagcct
accaccatcg
ccctgageag
gtttaagatg
ggacacaagt
gcetgecagt
agaaccaagc
tcagaaagac
tgccoccaata
cccaagatgg
tttcactctt
tgcccctgte
tacttccaaa
agatgttcct
aggctttgte
agagacttcg
gcttgaagag

17

17

80
120
130
240
300
ie0
420
480
540
600
660
720
780
840
900
560

1020
1080
1140
1200
1260
1320



acatcaaagg
gatgataaag
aaaggcgaag
caggcagtta
gaggcagtaa
agtaagcreg
gataaatcag
agcactgggt
Tctcttgata
tcccagecta
tctgatcatc
attgacccca
acacttagtc
attaacttge
catgatctre
ggagatgatt
gagagcaaag
caagttgaaa
gtcatggeec
tctgtgagtyg
gcagagagea
agtcaacttg
ccagttcaag
gacaaagtcc
gctggaagag
gacaaatcag
acrgtcctag
9aggttgggag
aaagaactga
gtgccagagg
gecaagaaag
tctgggatga
ctgactctct

cacgtgaagq

tttccatcga
caggtgtaat
aacagacaat
cagatgcagc
gtgaaaagag
aaggcgcrgg
ggatgtccaa
tgggcagtga
ctgtatctcc
gtcctoccage
cgtececgagtt
aagtitatgg
gaagcttggg
ctatgtcttg
cccctotgge
acctgcccce
aggaagaddga
catcctccga
ctgacctgcc
cagatgctga
gtactggttt
dagacatggg
acagtgagaa
gtagagattt
tcaaagatga
gactgagtag
aaaagagcga
dtaaagtaga
taacaactaa
tagctgaggt
atgatcagag
gtgtagatgc
catccgaagc

atggtgccaa
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dgaaactgtg
tcagacttec
cgaagcatta
catggccace
agaaatccag
gtctgcaaca
gtactttgaza
ttactacgag
caagaaccaa
dcacgaagca
acctgaagaa
ggagaaaagg
gcrgggegga
ccrrgattct
ttctgatatt
caccacacct
taagacagag
gtcacccttc
tgagatgcta
ggttgccagg
gccacctgtt
gtactgtgtg
tttgtcagga
ggccactgac
attcactgct
ggagtttgac
agagcatgtt
gctcttcgga
agaaacagca
dgddacdacc
tccattagat
tgggaaaacc
acctcaggaa

agtcagtgaa

gcaaaagaag
accgageatt
daacaagact
aagaccttgg
ggactttttg
gtagcegagg
acatctgceat
ctgagtgact
caagatgaaa
gggtacagca
ccaagtrctc
gaccttcata
aggtctgcaa
atrtgcccttg
Ctaaccaaca
gragtggaga
caagcaaaag
ccagccaaag
gatctagcag
aggaaatcag
gctgatgaca
ttcaacaagt
gagagrggtrt
ctttcactaa
gagaaagagg
caagacagga
gattcaaaag
ttaggtgtaa
cctgagagag
acaaaagctg
ataaaagtca
atagagctta
acagattcat

acagaagtca

82

aggaatcctt
ctttctccaa
cctttectat
aaaaggttac
aagaggatat
ttgagatgcc
tgaaagaaga
caagaggaaa
aggaacttct
ctcttgecca
ctcaagaaag
gtaagaacaa
tagaacagag
ggritaactt
ctagcggaac
agattccttyg
toactggagg
aatattacaa
ggaccaggtc
tcccatcgga
gccaaccegt
dcacagtccc
cgttttatga
ttgaggtaaa
catctccacc
aagctaatga
dacatgccaa
cctatgagca
cagagaaagg
accaaggtct
gtgactttgg
agttcgaggt
tcatgggtat

aagagaaggt

gaaatiaaaa
agaagaccag
aagtctagaa
gtctgagcca
agctgacaag
arttrargaa
tgtgaccaga
tgcccaggaa
ggcaaaagct
gagttataca
aatgttcact
agatgatctyg
aagcatgrtcco
tggccggggc
gatggatgaa
ctttccaata
gcaaactacc
aaatggcact
cagattagct
ggctgtgott
aaaaccagac
tctcccatog
aggaaccgat
acttgcagcet
ctcttetget
caagctggat
ggagtcagaa
aacctctgec
tetecagttca
agatgtigcet
acagatggct
tgatcagcag
tgagtccage

ggcaaagcct

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360



gacttggtgc
gaaagcctea
acatcactga
ccagtttccg
cagctgccaa
dcccagocac
gagatcgaag
accgacctgc
aaaggtgtgg
acgactgatg
gaggaagaaa
gcccaggeag
grtccattct
gatgactcca
atcttgacaqg
agaccgtctc
tccactcocctyg
dfdaaggaada
cactctcctt
ctctocctgtg
gcgtttaaac
tocttoccctcc
gaggagaact
gaaccaattc
gcaatcacce
ccgagctate
aaagttgcca
attaaccaac
atcaaatacc
catgtgactt
gtgaagattg
cttgacaatyg
aacttccgag

ccaagcaggt

atcaggagac
ccatggagtc
tacaagatga
aagctgattc
d4ggaagagag
agcctgaage
ctgagggaga
ttgttccaag
Ttgagtcogt
agggagagtt
ggagaccata
agcccaagga
cagaatrataa
ttatggatge
agcagttaga
tcgagaaaca
daagaaaaqt
aagcagttta
ccaggaaact
ttaagcggaa
dggcgaagga
caagacctitc
cgttctctct
gLagagcagg
ctggcactcc
ccaggacacc
tcattcgeac
ctctgecaga
agcctaagygg
ccaaatgtagg
agagtgtaaa
ctcaccatgt
agcatgcaaa

caagcgtgac
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tgtggacaaa
cctgaagcct
agttgccctc
atccattgat
cacagagact
agttgtgtcc
atatgacaaa
aagtagggag
ggtaaccatc
gggatcccac
ccctcatgat
tggctctcoea
aacagaaacc
cgacagcctg
dactattcct
tagaaaagaa
agctaaaaaq
taagaaggct
cattttaaaa
aaccacagca
caaagtcact
ctccatccto
gaacagctcc
aaaaagcgge
tccaagcetac
aggaaccccc
tcctecaaag
cctgaagaac
gggtcaggta
ctctctaaag
gctggatttc
acctggaggt
ggcccgogtce

gtctcocoogg

gaagagtcct
gatgagggca
aaactgtctg
gagaaggcad
ccggatatac
gaaccagcag
ctgctcttec
gagtttgtgg
gaggatgatt
agtgtgcgct
gaagagctig
gatgctccag
tacgacgatt
tgggtggaca
aaagaggaga
aaaccttrtta
gaacctagca
gaactigcta
cctgectatea
acaagrggrg
gatggaataa
cctcctegea
atctcttcag
dcctcaacac
Tcttcacgta
daatttggca
tccocageta
gtcaagtcca
caaattgtta
aacatccgtc
aaggagaagg
ggtaacgtga
gaccacgggg

cgactcagca

83

atgagtctag
agaaagaaac
tagaaatccc
aggtccagat
ctgccatacc
aggttcgagg
gctcagacac
agacctgecc
tcatcactgt
ttgcagetcce
aagtactgat
ctacccctga
acaaagatga
ctcaagatga
gagctgagaa
aaactgggag
cggtctccag
adaaatcaga
aatacactag
aatcagctca
ccaagagccc
ggggcgtatc
cacgacggac
ctactacccc
ccccaggeac
tcttggtgec
ctcccaagca
aaatcggatc
ctaagaagat
acaggccagg
cccaagctaa
dgattgacag
ctgagatcat
atgtctcctc

tggtgagcat
atctccagag
ttgcccacct
ggaatttatt
ttctgatgrtc
tgaggaagaa
cctccagatc
aggggagcac
agtacaaacc
agttcagect
ggcagcagaa
gaaagaagag
gaccaccatt
tgatagaagc
ggaagctcag
aggcagaatt
ggatgaagtyg
agttcaggcc
accaactcat
ggcrtocccagt
dgaadaacgt
aggagacagg
caccaggrca
tggatctact
ccctyggaacc
cagtygagaag
gcrreggere
daccgacaac
agacttaagc
tggtggacgc
agttggctca
ccaaaagctg
cacacagtcg

ttctggaagc

3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
3280
5340
5400
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atcaacctgc tcgaatcccc tcageotggec actttggetg aggacgtcac tgeggeactc 5460
gctaagcagg gottgtga 5478
<210= 362

<211= 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sonda para Map2

<400> 362

tgtggtgect ttoottogte 20
<210> 363

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

220>

<?23> Sonda para Map2

<400> 363

goctgoctctg tgagtgaggce 20
<210> 364

<211 20

<Z212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sonda para Map2

<400=> 364

tccttecatct ctggcgagtg 20
«210> 365

<211= 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220

<223> Sonda para Map2

400> 365

cggctcagee cttecccctga 20
<210> 366

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sonda para Map2

<400> 366

tcctctctgt atggaaat 18
<210= 367

<211> 20

84
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<2172> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para Map2
<400> 367

gacccgtget ccccaaaggc

<210> 368

<£d11> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<Z223»> Sonda para Map2
<400> 368

Ltrctectttgg tatctgaata

<210> 369

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para Map2

<400> 369
tcagctgagg tcagotctco

<210= 370

<211 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para Map2
<400> 370

cttgcagaca cttecctcotgc

<210 371

<211l> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para Map2

<400> 371
acagcttcag ctgtgactac

<210= 372

<21i> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para Map2
<400> 372

tccttotott gttcaccttt

85

20

20

20

20

20

20
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<210= 373

<211> 20

<21Z> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<2Z23» Sonda para Map2
<400= 373

agagctgcag gctgatcctt

<210= 374

<211= 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para Map2
<400= 374

agattaactg tttcttcage

<210> 375

<Z211= 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<2 20>

<223> Sonda para Map2
<400= 375

gatgctggeg atggtggtgg

«210= 376

<211> 20

<2172> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<Z23> Sonda para Map2
<400= 376

gaggcttctt ccagtgcagc

<210= 377

«211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Ssonda para Map2
<400= 377

aatttctgct gcrcagggaa

<210> 378

<211= 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

86

20

20

20

20

20
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<223> Sonda para Map2

<400= 378
ttgtctaaag gctcagcgaa

<210=> 379

<211= 20

«212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para Map2
<400 379

ttactttgca tcttaaactc

<210= 380

<211= 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para Map2
<400> 380

ctgaaacttg tacgacggaa
<210> 381

<211= 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<2723> Sonda para Map2

<400> 381
ggagttttac ttgtgtccgg

<210> 382

<211 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<Z223> Sonda para Map2
<400> 382

TCCatgrott ggggatcctt

<210> 383

<211= 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220=

<223> Sonda para Map2

<400> 383
gcaaatggac tggcaggcga

<210> 384
<211> 20

87

20

20

20

20

20

20
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<Z223> Sonda para Map2

<400= 384
atgtcttcca ggttagtacc

<210>= 385

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<273> Sonda para Map2
<400> 385

actgttatgc ttggttctgt

<210> 386

=211= 20

<2172> ADN

<213> Secuencia artificial
220>

<223> Sonda para Map2
<400> 386

aggggctctg cggagaggec

<210>= 387
<211= 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para Map2

<400> 387
dtgaaccagt ctttctgatc

<210> 388

<211 20

«212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
223> Sonda para Map2

<400> 388
tcatccttct ttgattccac

<210> 389

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Sonda para Map2

<400> 389
ccaggagata ttggggcage

88

20

20

20

20
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<210> 390
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220
<723> Sonda para Map2

<400> 390
acatcttttt ccctcatggg

210> 391
<211 20
212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para Map2

<400> 351
tttccttcco atcttgggat

<210= 392

211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<Z223> Sonda para Map2
<400> 392

aaggggctag gcatgggaga

<210= 3093
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<723> Sonda para Map2

<400> 383
tctaagggaa gagtgaaact

<210= 394
211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para Map2

<400> 394
ccttctgtga ctctcteatc

<Z210= 395
<211> 20
<Z212> ADN

<213> Secuencia artificial

=2 20>
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<Z223> Sonda para Map2

<400> 395
tggaagaaga caggggcaaa

<210= 396

<211= 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para Map2
<400> 396

gtgtcctgca gagacatttt

«210> 397
20

<211>

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para Map2
<400= 397

gaactctctt tggaagtagce

<210= 398

<211 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
=2 20>

<223> Sonda para Map2
<400> 398

gctttatctt tctgtggete

<210= 399
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223 Sonda para Map2

<400> 399
tcrtgagacag gaacatctgce

<210> 400

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Sonda para Map2

<400= 400
ctgtgaacat ctcccagtac

<210> 401
<211= 20
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«2172> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para Map2
<400 401

ttctccoccga caaageocttc

<210= 402

<211 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220=

<223> Sonda para Map2
<400= 402

tctgtggtac ccttttcttc

<210> 403

<211> 20

<21Z2> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para Map2
<400> 403

crtgggtgtcg aagtctcottt
<210= 404

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para Map2

<400> 404
tcagtttcag tgagtgtagg

<210= 405

<211> 20

<21Z2> ADN

<Z213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para Map2
<400> 405

trttgatgtct cttcaagctt

<210 406

<21ll> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para Map2
<400> 406

tcttttgeoca cagtttottc
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<210= 407

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para Map2
<400> 407

ttatcatctt ttaatttcaa

<210= 408

<211>= 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<Z223> Sonda para Map2
<400> 408

tgcteggtygg aagtctgaat

<210= 409

<211> 20

<212> ADN

<213% Secuencia artificial
<220=>

<223> Sonda para Map2

<400> 409
tcgoctttet ggtettottt

<210= 410

<21l> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para Map2

<400> 410
cagacccagc gccttcgageo

<210> 411

<211> 20

<2172> ADN

<213> Secuencia artificial
<2 20>

<223> Sonda para Map2

<400= 411
gcccaaccca gtgottoctgg

<210= 412
<211 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
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<223> Sonda para Map2

<400> 412
gctggaggac taggctggga

<210> 413
<211= 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para Map2

<400> 413
ccgoccagoc ccaagettog

<210> 414
<211 20
<Z212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para Map2

<400> 414
gatcatggcc ccggccaaag

<Z210> 415

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para Map2
<400> 415

caggtgtggt ggggggcagg

<210= 416
<211= 20
<2?12> ADN
<213> Secuencia artificial

<220
<223> Sonda para Map2

<400> 416
ggctgggaag ggtgactcgy

<210> 417

«211> 20

«21Z2> ADN

<213> Secuencia artificial
<220=

<223> Sonda para Map2
<400> 417

ggcaggtcag gggccatgac

<210= 418
<211> 20
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<212> ADN
<£213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para Map2

<400> 418
ctggacctgg tccctgetag

<210> 419
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para Map2

<400> 419
cacagccteoe gatgggacty

<210> 420

<211 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<Z2723> Sonda para Map2
<400> 420

gaactggcga tgggagaggg

210> 421

<211= 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para Map2
<400 421

gcocctcatca ggottcaggg

<210= 422

<211= 20

<?217> ADN

<213> Secuencia artificial
=2 20>

<223> Sonda para Map2
<400= 422

ccatctggac ctccgectte

<210> 423

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para Map2
<400> 423

tcaggctgtg gortgggtgac
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<210> 424
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para Map2

<400= 424
tctggagggt grctgagogg

«210> 425

<211 20

<212> ADN

213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para Map2
<400= 425

gctceccctgg geaggtetec

<210= 4286
<211= 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220
«223> Sonda para Map2

<400> 426
agcgcacact gtgggatccc

<210> 427
<211 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para Map2

<400=- 427
LtcCcttgggct ctgoctggge

<210> 428
<211 20
<2172> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para Map2

<400> 428
gctggageat ctggagagec

<210= 429
<211= 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220=

95

20

20

20

20

20



<223>
<400
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Sonda para Map2
429

tccacccaca ggotgtogge

<210=
<21l>
<212>
<213>

220>
<223>

<400>

430
20
ADN
Secuencia artificial

Sonda para Map2
430

gagacggtct ccgagcrico

=210
<211>
<212>
<213

<220>
<223>

<4 00>

431
20
ADN
Secuencia artificial

Sonda para Map2
431

tccctggaga ccgtgotagg

<210> 432

<211l= 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<2Z23> Sonda para Map2
<400> 432

Cgcactggga gcctgagcotag

<210> 433

<211= 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para Map2

<4 00>

433

Jggaggaaggt crtgggagag

<210
<211>
<2172>
<213>

<220>
<223>

<400

atgaaggatt taaaattatc gaatttcaaa ggcaaattta taagcagaac cagtcactgg
ggacttacgg gtaagaagtt gcggtattic atcactatcg catctatgac gggettcteoc

ctgtttggat acgaccaagg gttgatggca agtctaatta ctggtaaaca gttcaactat

434
1710
ADN
Secuencia artificial

Sonda para STL1
434
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gaatttccag
gctacaacct
gutgaadgaa
gccgttattt
agagtcgtca
gaaatgtcaa
tttggtacta
cagtggagat
attaaactac
tacttggtag
gcratgette
ttctccagag
ttccagcaat
acaattadat
gccttatcta
ttattaggtg
gaaaataaag
ggrtrgtctt
cgtgcatcaa
atgrtcaccc
atgaattatt
ttggaggaaa
gttgctaacc
gogctcttatg
tataaccaaa
gtgaacgata
435

20
ADN

<210>
<211>
212>
<213

220>
<223>

<400> 435
gcctttgaaa

436
20

<210>
<211>

caaccaaaga
cctgttatga
ttggtagaaa
ctacatgcgc
ccggtgttgg
aagctgaaaa
tgattgctta
toocccgtgtc
ctgaatcgcc
gaacactaga
acgatgctgt
gcaggtccca
Ttactggtitg
tagactataq
ctattggttc
ccacaggtca
aaaacgcaag
tgctatcatt
caaacgcttt
caatatttat
tatacatticc
tcgacatcat
atttgoccaa
dcgacgaaat
Ttaacggcga

aagcaaattt

Sonda para STL1

ttcgataatt

ES 2799 507 T3

aaatggcgat
atraggtrrtgt
accattaatc
atttcgtggt
aacagggttg
tagagggttg
ttggattgat
datgcaaatc
acgttggctg
cgacgcggat
taacaggacc
aaatcttcag
taacgctgcc
attatcaatg
atrttttcta
agcagtttca
aggtgctgec
accatggata
ctccacatgt
tggacagtcc
agttatctte
ctttgctaaa
gttatccota
ggaaaaagag

taattcgtct
tgagggttoa

Secuencia artificial

catgacagac
TTCgCaggtt
ctgatgggtt
tactgggcat
aatacatcta
ctggtcaatt
tttgggttgt
grttttgctc
attictcaaa
ccaaatgatg
aaacacgaga
agggctttga
atatactact
atcataggtg
attgaaaagc
ttcacaatta
gtcggectrat
tacccaccag
actaattggt
ggttggggtt
Tttttctacc
gcatacgagg
caagaagtcg
gactttggtg

agrrcttcaa

97

acgcaactgt
crcrtattegt
ccgtaataac
taggccagtt
ctattcccgt
tagaaggttc
cttataccaa
tcttectget
gtcgaacaga
aggaagttat
aacatrtcact
ttgcagcttc
ctactgtatt
gggtcttege
taggtagacg
catttgcatg
Trtrgttcat
aaattgcatc
tgtgtaactt
gctacttatt
ctgaaaccgc
atggcactca
aagatcatgc
dagatagagt

acatcaaaaa

agtgcagggc
tatgttctge
catcattggt
tatcatcgga
ttggcaatca
cacaattgct
cagtictgtt
tgctttcatg
agaagctege
dacagaagtt
gtcaagtttg
dacgcaattt
attcaacaaa
dacaatctac
taagctgttt
cttggtcaaa
Tacattcttt
aatgaaagtt
tgcggttgte
ttrtgetgtt
cggaagaagt
accatggaga
caatgcattg
dgaagacaccoc

tgaagataca

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1710

20



212> ADN
<Z213> Secuencia artificial

<220=
<223> Sonda para STL1

<400> 436
cagtgactgg ttctgcttat

<210= 437

<211> 20

<21Z2> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para STL1
<400> 437

taccgcaact tcttacccgt

<210> 438
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Sonda para STL1

<400= 438
gaagcccgtc atagatgcga

<210> 439

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

«Z223> Sonda para STL1
<400> 439

tcaacccttg gtcgtatcca

<210= 440

«<211= 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para STL1

<400> 440
gttgaactgt ttaccagtaa

<210> 441

<211= 20

<212> ADN

<213%> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para STL1
<400> 441

tgtctgtcat gatcgoccatt

ES 2799 507 T3
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<210= 442

<211> 20

<212> ADN

<7/13> Secuencia artificial
<220>

<Z223> Sonda para STL1
400> 442

gaacctgcga aacaacctaa

<210> 443

<211l> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para STL1

<400> 443
ttcaccgcag aacataacga

<210> 444
<211> 20
<217> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para STL1

<400> 444
tacggaacce atcaggatta

<210> 445

<211= 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para STL1

400> 445
cacgaaatgc gcatgragaa

<210> 446

<211s> 20

<Z212> ADN

«213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para STL1

<400> 446
tccgatgata aactggecta

<210= 447
<211 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220=>
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«223> Sonda para STL1

<400> 447
ttctgattgc cadacgggaa

<210> 448

<211= 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<2 20>

<223> Sonda para STL1
<400> 448

gcaaccctct attttcaget

<210=> 449

<211l> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<2 20>

<223> Sonda para STL1
<400= 449

gcaattgtgg aacctictasz

<210> 450

<211l= 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para STL1
<400= 450

caacccaaaa tcaatccaat
210> 451

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220=>
<223> Sonda para STL1

<400= 451
cactgaacag aactgttggt

<210> 452

<211> 20

<212> ADN

<Z213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para STL1
<400= 452

caggaagaga gcaaaaacga

<210= 453
<211= 20

100

20

20

20

20

20

20



ES 2799 507 T3

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<Z223> Sonda para STL1
400> 453

gtggcgattc aggtagttta

<210> 454

<211> 20

<21l2> ADN

<Z213> Secuencia artificial
2220>

<223> Sonda para STL1

<400> 454
cttctgttcg actttgagaa

<Z210> 455

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para STL1
<400> 455

ctgttataac ttcctcatca

<210> 456

<Z211= 20

212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para STL1

<400= 456
gttaacagca tcgtgaagca

<210= 457
<211 20
<Z17> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<Z23> Sonda para STL1

<400> 457
acagtgaatg tttctcgtgt

<210> 458

<211= 20

«212> ADN

<7213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para STL1
<4(00> 458

ggacctgcct ctggagaaca
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210> 459

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para STL1
<400> 459

caatcaaagc cctctgaaga

<210> 460

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para STL1
<400 460

gcagecgttac aaccagtaaa

<210> 461

<211 20

</212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para STL1
<400= 461

gaataataca gtagagtagt

<210= 462

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para STL1
<400> 462

ccccacctat gatcattgat

<210= 463
211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Sonda para STL1

<400> 463
aatagtagat aaggcgtaga

<210= 464

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
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<223> Sonda para STL1

<400> 464
agcttacgtc tacctagctt

<210= 465

<Z211> 20

<21Z2> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para STL1
<400= 465

ttgacctgtg gcacctaata

<210> 466

<Z11l= 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para STL1
<400> 466

gaccaagcat gcaaatgtaa

<210= 467

<211= 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para STL1

<400= 467
gcacctcttg cgttttottt

210> 468
<211 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para STL1

<400> 468
ccaaagaatg taatgaacaa

<210> 469

<211> 20

«212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para STL1

<400> 469
tggtgggtat atccatggta

<210> 470
<211= 20
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223»> Sonda para STL1

400> 470
cgrrtgttga tgcacgaact

210> 471

<211 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<2 20>

<223> Sonda para STL1
400> 471

ccgcaaagtt acacaaccaa

<210> 472
<211= 20
<Z212> ADN

</13> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para STL1

<400> 472
raaccggact gtccaataaa

210> 473

<211> 20

<212> ADN

<Z13> Secuencia artificial
<220

<2?23> Sonda para STL1

<400> 473
aattcataac agcaaaaaat

<210= 474

<Z211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para STL1
<400= 474

tcagggtaga aaaagaagat

<210> 475
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para STL1

<400> 475
gatgatgtcg atttcctcca
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<210> 476

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<223> Sonda para STL1
<400> 476

agtgccatcc tocgtatgcott
<210> 477

<211 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sonda para STL1
400> 477

ggataacttqg ggcaaatggt

<210> 478

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
220>

<223> Sonda para STL1

<400> 478
cgtcataaga gcccaatgea

<210= 479

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<Z220>

<223> Sonda para STL1

<400> 479
ccaaagtcct ctttttccat

<210> 480

<Z211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220

<Z223> Sonda para STL1
<400>= 480

ttataggtgt cttctactct
<210= 481

<211 20

<217> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
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<4 00>
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Sonda para STL1
481

ctagacgaat tatcgococgtt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220
<223>

<4 00>

Secuencia artificial

Sonda para STL1

482

cgttcactgt atcttcattt
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REIVINDICACIONES

1. Un conjunto de sondas para la hibridacion in situ que permite la deteccion de moléculas de ARNm individuales
en células permeabilizadas fijadas, que comprende al menos 30 sondas de hibridacion de acidos nucleicos no
solapadas, marcadas individualmente con el mismo primer marcador fluoréforo de un primer color, en donde las
sondas tienen secuencias complementarias de diferentes regiones de union de sonda de una secuencia diana de
una molécula individual de ARNm, y en donde las mencionadas sondas tienen de 7 a 30 nucledtidos de longitud.

2. El conjunto de sondas de la reivindicacion 1, en donde el conjunto de sondas comprende de 40 a 60 sondas de
hibridaciéon de acidos nucleicos no solapadas, marcadas individualmente con el mismo primer marcador fluoréforo
de un primer color.

3. El conjunto de sondas de la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en donde las sondas tienen secuencias
complementarias de diana de 15-30 nucleétidos de longitud.

4. El conjunto de sondas de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde todas las sondas en el
conjunto estan marcadas con un fluoréforo en su extremo 3’.

5.  Una solucién de hibridacion que permite la deteccion de moléculas de ARNm individuales en células
permeabilizadas fijadas que comprenden un exceso de un primer conjunto de al menos un conjunto de sondas, en
donde el conjunto de sondas comprende al menos 30 sondas de hibridacién de acidos nucleicos no solapadas,
marcadas individualmente con el mismo primer marcador fluoréforo de un primer color, en donde las sondas tienen
secuencias complementarias de diferentes regiones de unién de sonda de una primera secuencia diana de una
molécula individual de ARNm, y en donde las mencionadas sondas tienen 7-30 nucleétidos de longitud.

6. La solucién de hibridacion de la reivindicacion 5, en donde el conjunto de sondas comprende 40-60 sondas de
hibridaciéon de acidos nucleicos no solapadas, marcadas individualmente con el mismo primer marcador fluoréforo
de un primer color.

7. La solucién de hibridaciéon de la reivindicacion 5 o 6, en donde la solucién de hibridaciéon puede comprender
una mezcla de mas de un conjunto de sondas marcadas, donde cada conjunto estd marcado con un fluoréforo
distinto.

8. La solucién de hibridacion de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en donde cada sonda esta incluida en el
rango de 0,2-1,0 nanogramos por microlitro.

9. Un kit que permite la deteccion de moléculas de ARNm individuales en células permeabilizadas fijadas que
comprende:
(a) un soporte legible por ordenador que comprende instrucciones que, cuando se ejecutan en un ordenador,
hacen que el ordenador realice los siguientes pasos: obtener una pila 3-D de imagenes fluorescentes 2-D;
filtrar dicha pila 3-D usando un filtro para 3-D; contar un numero total de puntos 3-D en dicha pila 3-D filtrada,
correspondientes a cada uno de una diversidad de umbrales de intensidad; obtener un umbral de intensidad
optimo, representativo de una region meseta, en una representacion grafica de dicho numero total de puntos 3-
D frente al umbral de intensidad al que se conté dicho nimero total; usar el nimero total de puntos 3-D
obtenido con dicho umbral éptimo como representativo de un nimero de particulas fluorescentes detectadas
en dicha pila 3-D; y
(b) el conjunto de sondas de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4.

10. El kit de la reivindicacion 9, en donde dicho conjunto de sondas incluye al menos 30 sondas marcadas
individualmente con un primer marcador fluorescente y al menos 30 sondas marcadas con un segundo marcador
fluorescente.

11. El kit de la reivindicacién 9 o 10, en donde la mencionada molécula de ARNm incluye al menos dos regiones
diana, y se pueden distinguir los marcadores fluorescentes para cada region diana.

12. El conjunto de sondas de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, la solucidon de hibridacion de cualquiera

de las reivindicaciones 5-8 o el kit de cualquiera de las reivindicaciones 9-11, en donde una o mas de las sondas
son sondas de ADN.
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A. Sondas para la secuencia multimérica repetida de la UTR 3’ (4 oligonucleétidos):

TeGACGCGGEAGACCACGCTC-GGC TIGTCTITCGOGCGCAR-TEOGACGCACGOGGEATAGTT-AGCTE
AGCTECGCCTCTGGTGCGAG COGARCAGARAGOGCGOGTT ACGUIGCGTGCGUCTATCAL TCGAC

SGECGACGAGGCACC
GCCECTGECTOCETGSE

FIG. 11
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B. Sondas para la B-actina (48 oligonucleotidos):

ATGGATGRLGATATC GO TG TG TCETOGACARCEEC TCCEECATETECARGECCGECTICEE
CAGCTGTTGOCGAGGCCETA GITCCGGCCGAAGTG

GGEGOEACGAT G T OO CCGEGOCGTCT TC OO TOC AT G TEGGOC GO TAGGACCAGGETG TGATGGTEGETAT
CCCGC TACGAGGEECCCEECAGRARAG AGETAGCACCCOGEDEEGEATC GETCCCACACTACCACCCAT

GEGTCAGARGEACTCC T ACG T oG CGACGAGG O CCAGAGCARGRAGAGLGCAT CCTGACCCTGARAGTACCCCATTGR
CAGTCTTCCTGREGATGCRC CTGCTCCGGGETCTCGTICIC GTAGGACTGGGACTTCATGGE AACT

ACACGGCAT TGICACCAN TGOGRCGATATGGAGARGAT T TGECACCACAC TTTCTACAATGRAGC TGEGTGTGEC
TGTECCGTRAACAGTGS ACCCTGCTATACCTCTICTA COTGETGTGARBGRTETTAC ACGCRCACCE

e TGAGGAGCACCC TG TGO TG T CACCGAG GO T TGAA L CCTAAGGC CAACCGT GARAAGA TGACCCAGAT
GGERCTCOCTC GERCRARCCRCGAGTGECTCCOG AGACTTGGEEATTCCGETICG TTITCTACTGEGTCTA

CATGTTTGRAGACCTTCARCACCCCAGCCATGTACGTAGCCATCCAGGCTGTGTITIGTCCCTGTATGCCTCTGLTCG
GTAC CTCTGGRAGTTGTGEGETOR CATGCATOGETAGETCOGAT ACRCEERCATACCEAGACCE

TACCACTGECAT TG T GAT GGAC T CGGAGACGGGETCACCCACAC TGTGUCCATCTATGAGGG T TACGOGCTOCT
TEETEROCETARCACTACCT GCCTCTECCCCRGTEEETET BCGECETAGATARCTCCCARTG GAGGEE

ToATGCCATCCT GG TCTGEACC T GECTGECCGEEACC TGACAGACTACC TCATGARGATCCTGRACCGAGCGTGE
AOTACCCTROCACCC CCTOCROCEGARCOCOCCOTCO CTCTCATCCARCTAOTTCTAC TECGCTCGCACC

CTRACAGCTTCRCCACCACAGC TGAGAGEGARATCGTGCGTGACAT TARAGAGRAGCTGTGCTATGTTGOCCTAGA
GATGTOGRA GTEETGTCGACTCTCOCTTT ACGCACTETARTTITCTETTIC ACGATACARCGEEATCT

CTTCERGCARGAER TGECCACTECCGCATCCTC T TCCTCCCTGGAGARGAGC TAT GAGC TGOC TGACGGTCRAGET
GhA COETTCTCTACCEETGACGED GGERGARGEAGGEERECTCTIC ATRCTCGACGEACTECCAGT

CATCACTATCGGCRATGAGCGGTTCCGATGCCCCGAGECICTCITCCAGCCTTCCITCCTGEGTATGGAATCCTG
GTAGTGATAGOCGTTACTLG AGGCTACGEGGCTCOGAGRS GToGERAGEARGERCCCATR TREERC

TEGCATCCATGA AR T A AT TR AT TCCATCATGAL G TETGACGTIGACATCOGTARAGACCTCTATGCCARCRT
ACCGTAGGTACTTT GTAAGTTAAGGTAGTACTTE CTGCAACTGTAGGECATTITCT GATRCGETTGIG

BTG TG T T GG GG A A AT ETACC A AT TECTGRCACEA TECACGA AGGASATTACTECCCTGECTCC
TCACGACA CACCGTGGTGGTACATEGET TAAMCGRCTGTCCTACGICTT CTAATGACGGGACCGRAGE

IBEEHﬁCAIGBAGhJCBAEETChTIGETCEICCIGRGCGCAAGIhEIEIGIGIGG&ITGGTGGCTCTATCETGGC
AT GETACTTCTAGTTCTAGTAR GGAGGACTCGOGTTCATGAG CACCTARCCACCGAGATAGH G

CTCACTEIC A T CAGCAGAT G TEEATCAGCAAGEAGEAGTACGATEACTCCGECCCCTCCATCGTGCACCE
GAGTGACAGGTGLARGGETC TACACCTAGTCGITOGTOCT GETACTCAGGCOGGEEGRGGET ACGTGEC

CRAATGUTTOTAL
GTITTACGRAGATC

FIG. 11 (Cont.)
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C. Sondas para COX-2 (48 oligonucleétidos):

ATGCTOGCCCGCECCCTGCTGCTGTGCGLGETCCTGEOGC TCAGCCATACAGCARRTCCTTGETS
CERECEHECECEEERTGRIG TGICGTTTAGGARRCGAT

TTC A CATGT CAAR A A G TG TATGTATCAGTGTGEEATT TEACCACTATARGTGCGAT TG TACCCEGAT
AnG TIGGECTCCACATACATACTD AACTGGTICATATTCACGCTA

AGCAT T TAT A GAR A TCC T A A CGCART T TTTCACAAGAATAR AATTATI TCTGAARACCCACTCCARR
ACCTCTTTTIGACGAGTTGTG AAGACTTTGGGTGAGGTTT

A AT AL TACA T AT TACCCAC T T AR GG GAT T TTGGAACGT TG TGAATAACATTCCCTTCCTTOGARATGE
G TGARTGGETGARAGTTOCCTA ACGGCEARGEARRCTTTACS

AATTATGAGTTATGTGT TGACAT CCAGATCACAT TTGAT TGACAGTCCACCARC TTACRATGC TGRCTATGGCTA
IT ACACARACTGTRGETCTAGTG ACTETCAGGTGETTERATET BCCEAT

CARANGCTGEEARGCCTICTCTARCCTCTCCTAT TATACTAGRGCCCTICCTCCTGIGCCTEGATGATTECCCGAT
GITTTCGAOCCTTIC AATATGATCTOREERAGEAS

IO T TEGETETCARRGGETARRD A T TCCTCAT TCARATEAGAT TG TCGARARATTEOTTCTARGRAGAAD,
TOCATTITTOGTCGRAGGAC ACTCTAACACCTITITAACG TICTICTIT

G TCAT OO TGA T AGEGC T ARARCATGATGT T TGO AT TCTT TGO CAGCAC TTCACGCATCAGTTTTTCAR
CARGTAGGGACT ACGTARGRARCGGEGTCOGTGA ARGTT

GACAGATCATAAGEGAGGGCCAGCT TTC AL CARACGEECTGEGCCATGGEG TGGAC TTARATCATAT TTACGETGA
CIGTCTAGTATTCGC AGTGETTECCCGRCCCGETA TARARTGDCRCT

ARCTCTGGCTAGACAGCGTARMC TGCGCCTTT TCAAGGATGGARARRTGARATATCAGATARTTGATGEAGAGAT
TIGAGRADCG TTGACGOGERAARAGTTCCTA ACTACCTUTCTA

GTATCCTCCCACAGTCARMGA TACTCAGEC ARG TGATCTACCCTCCTCAAGTCCC TGAGCATCTACGGTTTGE
CATAGGAG TCTATGAGTCCGTCTCTALT

T ETGEEECAGGAGG T CT T T GG T TG T e T G T TGAT A TG TATGCCAC AR TC TEEC TGO CGGARCACRARACAG
ACCAGRCCACGEACCAGACT AGRCCGACGCCCTIGTGTTG

AGTAT GO GATG TG T TARACAGGAGCATCCTGAR TGEGE TGATGAGCAGT TGT TCCAGACARGCAGGC TARTACT
ACGCTACACGRATTTGTCCT ACCCCACTACTCETCRARCHSR TATGER

GATAGGAGAGACTAT TARGAT TGTGAT TGARGAT TATGTGCAACAC TTGAGTGGC TATCACT TCARAC TGARATT
CTATCCICTICTGATA ATACACGTIGTGAACTCACT TGRCTTTAA

TGACCCAGRACTACT T T TCAAC AR ACAN TTCC A TACCAAR L TCETAT IGC TGO TGAATTTARCACCCTCTATCA
ACTGGGICTTG AGTITGITIGITARGGTCATG ACGRCGACTTAAATTGTGGE

TG AT T I TGO TGACACC T T TCARATTCATGACCAGAAA TACARC TATCARCAGT TTATCTACARCAR
LAGTACTGETICTITATGITS

O TATAT TG TG GARC AT AR T TAC CCAGT TG T TGARTCATTCACCAGGCARA T TGCTCECAGGETTGCTGE
ACGACCTTETACCTTRAATGE ACARCTTAGTAAGTEETOOR

FIG. 11 (Cont.)
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TGETAGGRATGT TCCACCCECAGTACAGAR A CTATCACAGGCTTCCATTERCCAGAGCAGECAGATGAARTACCA
TCATAGTGTCCGARGETARL

GICTIITTAATGAGTACCECARRCGC T TTATGCTGRAGCCCTATCGARTCATTTGARGAACTTACAGGAGARARGEA
ARTTACTCATGGUGT T TGOS AGTARACTICTTIGAATGTCC ICCT

AATGTCTGOAGAGT TGARGCACTCTATGGTGACATCGATGC IGTGEAGC TGTATCCTGLCC T TE TG TAGRRARE,
TTACAGROGTCTCARC ACCRCTGTAGC TACGRCACC AGGROGEEAAGACCATCTTT

GoCT GG GAT G CATC T T IGG TG ARA AT GG TAGRAGT TGCAGCACCATICTCCITEGAMGEACTTATEGE
ACCACTTTGGTACCATCTTIC AGRGGARCTTITCCTGRATAC

TAATGTTATATGT TC T OO TGO o TAC TGEARGCCARGCACTTTTGGTGGAGARGTGEETITTCARATCATCRRACAL
TATACAAGRGGACGGATGRC AARCCACCTCTTICACCCAARA

TECCTCART TCAGTCTC TCATC TG AR T ARG T GARGEGUTGTCCCTTTACT ICAT TCAGTGT TCCAGAT CCAGR
BRGTCAGRGRGTAGACGTTA ATGARGTARGTCACAAGGETC

GCTCAT TAARACAGTCACCATCAR TGO ARG TTC T TOCCGUTCCGGRACTAGRTGATATCAATCCCACAGTACTACT
IGTCAGTGGTAGTTACGTITC

AAAAGARCGTTCGACTGAMITGTAG
ITCTTGCRAGCTGACTTGRC

FIG. 11 (cont.)

121



ES 2799 507 T3

D. Sondas para d2EGFP (48 oligonucleétidos):

GoGEATGETEAGCAAGEGCCAGEAGCTGITCACCEEEETGETGCCCATCCTEGETCGAGCTGEACE
CTACCACTOGTTOCOGE TCGRCAARGTZECCOCAC GEGTAGGACCAGCTOGA Ge

B GACETAAR GG CACARGTTCAGCG TG T CGGCCAGEEOGAGEECEATCCCACCTACGECARGC TERCCCTER
CECTGLATTTGOOGE TCARGTOGCACRGEECG CCGETCCCGCTACGETG GCOGITCGACTGHEACT

AGTICATCTGCACCACCE G ARGUTGCCCGTGLOCTEECCACCCTORTGACCACCCTGACCTACGEOGTGRAGT
AGTAGACGTGGTGEUCG GACGGLCACGGEACCGE GERAGCACTGLTGGEEACT TGEUCGCACGTCA

GCTICAGLCGCTACCCCEAC CACA TGANGCAGCACGRCTTC T TCAAGTCCGCCATGOCCGAAGCCTACGTCCAGG
CEnac GCGATGEEGCTEETETA CCETCSTGCTGARGRARGT GGECEGETACGEECTTICCE CRGGETCC

AGCGCACCATCTTCTTCAAGGRCGACGECARC TACARGACOCGCGOCGAGLTGAAGT TOGAGGLUGACACCC TG
TCGCGTGGTA GRAGTTCCTGCTGCCGET TGTTCTGEECGCGGECTC TICAMGCTCCCGCTGTG cc

TEAACCGCATCEAGCTEAAGEECATOGACT I CARGERGEACGECARCAT CCTEEEECACARAGCTEEAGTACARCT
ACTTGGOGTAGCTCG TCCCGTAGUTGARGTTO CTGLOGTIGTAGGRACCC GTTCGACCTCATGITGA

ACRACAGECCAC ARG TCTATATCATGECCGACARGCRGR AGRECEECATCARGATEARCTTCARGATCCGC AL
TGICGETGTIGCAGATA TADCGGEUTGTTCGTCTT GUOGTAGTTCCACTTGA TCTAGGUGETET

ACATCGAGGACGGCAGCGTGURGC TOGCCCADCAC TACCAGCAGAACACCCOCATCEGLGACGGLCCCGTGITGE
TGTAG CTEOCGTCGCACGTCGA GCTGETEATGETCOGTCT GEEGGTAGCCECTEECE CACGACGE

TG GACARCCRC TACC TGAGCRACOCAG TCOGCCC TGAGCAAAGACCCCARC GAGAAGCGOGATCACATGETCC
ACGGGCTGIT GATGGACTCGTGGEGTICA GGGRCTCGTITCTGGEEE CICITCGLGOTAGTGTA GE

TGECTGEEAGTTCETGACCECCGCCEEEATCACTCTOGECATGEACGAGCTOTACARCGAAGCTTAGCCATEGECTICC
ACGACCTCAAGCACT  GGOGGCCCTAGTIGAGAG — TRACCTGCOTOGACATGTT  CGRATCGGTACUGAAGG

COCCGGAGHTBEAGGAGCAGGATGATGECACGC TGOCCATGTC T TG TGCCCAGGAGRGLGEEATGEALCGTCACC
GCCTOCACCTCCTOGTC CTACOGTGCGACGEETA AACACGGGTCCTCTOGE ACCTGGCAGTGS

CTGCAGCC TG TG T T TG TAGGATCAAT TG TAGGAAT TG TGACATGATARGATACAT TGATGAGTTTGGALCA
GACGET MCRCGRAGACGATCCTER TTACACATCCTTRAGCA TACTATTCTATGTRACT CAAMRCCTGT

AR A AR TAGAA TG A G TGAR AR AR TCCTITATI TG TGARAT TTGTCGATGCTATTIGCTITTATTTIG
ITGETGTIT CITACSTCACTTITITY AAATAARCACTITARAC ACGATAACGAARTARALD

FIG. 11 (cCont.)
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E. Sondas para dpp (48 oligonucleétidos):

ATGCGCGCA TG T T CTAC T CCTCGCAGTGU TG GACTT T TCAAACGATTGTTOGAGT TGO T AL
CGCGCGTACCGARGATGAGS CARCEGACCEGCTGRRRRGTTTG AGCTCAACGATC

CACCGAGGATATATCCCAGAGAT TCATCGCCGLCATAGCGCCCGT TECCGC TCATATTCCGUTGECATCAGUATC
GIGGCICC GTRGCGGECEETATCGOGEEC GECEACCGTAGTCGTIAG

AGGATCAGGATCAGERCGATCTGGATCTAGAT CGGTAGGAGCCTCGACCAGCACAGC AT TAGCARALGCAT TTAR
TCC GUCATCCTOCSCAGETEGETOR

AT T AL AL UL UG T T U AL T AL A TR L AR A AU AT LA T ASR AT A AU A PR AT AR,
GTOGCTOGGEOGEGAGCRALGT TCACTATITTICGETAGLCTC

ARGTEACGCGAACCEACAGT TCARCGARGTGCATAAGCCRAGARCAGRCCARTTAGRARATTCCARARATAAGTC
GUGCTTGGOTGTCAMGTTGE

TARACAATTRAGT TARTAARCCCARCCACARCARRATGECTETCARGERECAGACEAGCCACTACARGERBERECCH
GITOCTCGTOTOCTOGETGE CTCGGT

CCACCA T e GO A AR GGG G TECATCCACAGAATC TCATCAATCCTCGTCGAT TGRATCART
GGTGETAGLGTOGEE CETCCGGTCACGTRAGETETC

CTTOGTGGAGGAGCCGACGETGE T TCEACCGCGAGETGEOCTCCATCARACGTGCCCECCAACGOCARGEECAT
GrACCTOCTCGECTGOGRLC GEACGEGOGETTELGETICC

CAICGCOGAGCAGGECCCGICCACCTACAGCARGEAGGCECTCATCARGEACARGCTEGARGCCAGACCCCTCCAC
GECTCGTCCCGEECAGETEE TCGACTTCGGETCTGEEGEAGE

TCTAG T OGAGATCGAGARGAGCC TECTC T CGC TETTCARCATGAAGCGECCGCCCARGATEGACCGCTCCARGAT
CTCTTCTCGGROGRGAIGOGR GECGEETICTAGCTGGELEAG

CATCATCCCOGRGOCGATGRAGARGCTC T ACGCCGRAGATCATGEGCCACERGCTCEACTCGETCARCATCOCCAR
AGTAGGGGCTCGGCTACTTC CEECTCTAGTACCCGETGCT GTAGGGGETT

GoCGGETC TGO T GAC AR TG O AR A A TGO GARC TTT TACACAC AN ACATAG TAARA TOGRCGATCGATT
CGEGCCCARGRCG TTCAGCCGETTGTGTCACGT

TG AL A CACCGG T TTOGEC TGCACT T GACG TGRAGRGCAT TOCCG O GRACGAGRAGC TGARGGCGHEIGEA
GETGEETEGCCARRGOCGREG GUTCI TOGAG T TOGGC0GG0

GLTGLAGC TGAC O GGEGAC G AC T AG T AR A TG TR CAGCRAGA T CG TCGECEAATCGEACGCGCTACCA
GICGACTGLGECCCTEGOGTEA CCACCGETCETCTAGCAGCC GOCTECGCGEATGET

GETGC T TG T TR GA AT AL GGG TG EEE TR G T e TCAG G GEAGL CGAGCTATC TGO TG TTGGACADCRA
CCACGA GTGCGCGCAGCCCCACGTRC CCTGTIGGETT

GACGGTCCEGCTTAACAGCACGGACACEG TEAGCCTCGATET CCAGCCGECCGTGEACCGETGECTOECGAGTOC
CIGCCAGEOCE CETGCCTGTGOCACTCGGAD CEGCACCTEECCACCGACCE

GCAGCECAACTACGGACTECTGETGGAGE T GEACGETCCGC TCCC TRRAGCOGECCCCACACCACCATGTALG
TCGCGTTGATGCCTGROGAC CCACGCCTGCCAGGCGAGGE GIGTGETGETACATGC

FIG. 11 (Cont.)
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CCTGOGCCGCAGCECGEACEACGCGERCGAGCHGTGECAGCACARGCAGCCGCTCCTGT TCACCTACACGGACGA
GGEAC GIOGCGCCTEOTCCGOGTGE CCGTOGTET TCGTCEGOGRG GEATGTGCCTGOT

CEEGCEECACAR GGG T CAT TEGEGACGTCTC IGECEGAGAGGEECETEEEAAGECCEEECEEARACAAGEG
GOOCGCT GACCGOCTCTOCCGLCACCG iz

GCAGCCGAGACGECCTALGAGGCGCARNGARCCACGACGACACCTGOCGGLGECAC TGO IGTACGTGGACTTCTC
CETOGGCTCTROCGEATET GTGEACGGELCGCCGTGAGCG GhG

e G T GGG T GGG A G TGeGAT TE T GGG T T GGG TACGATGCATATTAC TGO CACGGGARGTGUCCCTT
CCTGCACCCGACCCITGC ACRCCGCGEAGACCCGATEE CACGEGEAR

G T GG A AT TTAAC T OGACCAATCACGOGT GG T GUAGAC CC TG TCARCAATATGARTCCCGGTARM
GEEEGACCGEC AGTECEGCACCACGTCTIGES GEGCCETT

GETECCEAAGECETECTECETECCCACGCARCTGGACAGCGT GECCATGCICIATCTCARCGACCAARGTACGET
CCRCGECTTCOE CECACGGGTEOGTTGACCTS GOTGGETTITCATGOCA

GETGECTGAAGARC TAC A GEACATGACCGTGATGEGCTGIGECIGTCGATAG
CCACG ACTGECACCACCCGACACCG

FIG. 11 (Cont.)
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F. Sondas para elt-2 (48 oligonucleoétidos):

ATGGATARTAACTACAA TG A TART G T CAACGGCTGEGCCGARR T GERACCATCTCARCCARTGGE
GTTGCCGRCCOGECTTITACT TAGAGTTGGTTACCC

AGGTCTGOGCCTACCARC TCAGRAACAT GGATCCACCAGRGCAAPATARTGAGTCACART TGRGTGAACT ACCGAG
TCOCAG GERTGETIGAGTCTTGTACC TGETCTCGITITATTACTCA TARCTCACTIGATGGECTC

AATGRARATTGATAATGAT TACGCATCTCCART TGARCGGCAMGTGTTATCACARGT GGCACAAMTAACTATGA
IT TTAACTTGOCGITTCACAAT TICACCGTGITIATTGATAC

GOCGARAGTGEARACTGTTACATCATTTT TCCATACTGGCATAGACTACTCAARCTTTGGAATGT TGGACCAARC
CITICACCTITTGACAATGIA ARRAGETATGARACCGTATCTGA TTTGAaACCTTACARCCETGS

TACCATGCARCCGTTTTATCCTCTITACA GTGGART TCCCGTAMCACTCT TGGAACT T TTTCGEGATATACAMNR
ATGGTACGTTGGCAARATAG ARTCT CACCTTAAGGGCATT AGARRCCTTGRAARAGCCCTA IIT

CTCCATATACGACAARCCCTCTCTGTACG ACCCCAGTATTCCTACCATTARCATCOCTTCTACTTATCCARCTGT
GAGGTATATGCTGITIC BERCATGC TCGGGEETCATARS GIAATIGTAGGGARGATGAR TTGRCE

GGCTCCAACT TACGARTGCOGTCAARTGCT CACARAGT TG TGGGECCGEGATGAAGGCAGTARNCGEAGGRATGAT
COGAGETTGARTGE GUAGTTTACGRGTGITTCAR COGGCCCTACTTOCGTCATT TCCITACTR

GTGCGTCAACTGTTCAACACCARARACCACGTATTCTCCTCCAGTCGCGTATAGCRACTTCT TTGGGACARMCCCCC
CACGCAGTIGA IIGTGEITITIGET GCATAN AGGTCAGCGCATATCETIGAA COCIGITEEEEE

G T TCTGGARATACCT TCAGRGCAGCCAR CTGCTARRAT TGCCARGCARTCCTCTRAARAASTCAAGTAGCTCARA
CTARGACC TGGARGTCTCGTOGETTGAC TTARCGGTTCGTTAGGAGAT CASTTCATCGAGTTT

TAGCEEETCARACGEATC TGCETCCCGTCEECAGGEAC T IGTGTGCTCCARTTGCAATGETACCARCACARCTCT
ATCCC TITGCCTACACGCAGGGECAG CCOTGARCACACCRGGETTAR ACCATGETTIGIGTIGAGA

CTGEAGAAGARATGC T GARGGAGA TCCEGTCTGCARTGC T IGCGEECTITACT ICARACTCCATCACATCCCTCG
GA TTCTITACGACTTOCCTCTAG GACGTTACGARCGCCOGARR GITTGAGGTAGTGTAGGGAG

G EA T AR TCAAGARAG ARG T T TTACAGACARGAARGAGARARTC AR A ACCGEAGRC TCTTCCACACT
CTGGAGTTACTTCTITICITC TITITCGCCTCTGAGAAGGT

ATCARCGTCAL GG GAGARAGGAAG T TTGAGAGAGCCICT TC T TOGACCGAR ARG TCRARGGTCATCTAR
TAGTTGCAGTGOCOGEECTC CTTCAAACTCTCTCGGRGAR CTGECTTTTCCGAGTTTCCA ATT

CCGECETGCGEEAAGTGCARAAGC AGAC CGAGARCTGAGCACTGCTGUCGTCGCAGC TGCGACTGUCACATATGT
GEOCGCACGCCCTTCAC TCETCTGECTCTTGACTCGT TATACH

GTCAC AT G CGAC TTETATCC G T T IO T A TGO G T RO T TGO CAGATCARACGTACASTARTTACTATCR
CRAGTGTACGGECTGA AGGGCAARGGRGT CGARCGET GRACGGTCTAGTTTGCATGT

ATGGARCAC TGO TACAGCTEGGT TGATGATGET TCCARACGAT CRAAARC TACGTGTAT GCAGUARCRARCTA
ATGTCGACCCARCTACTACC TCGTTGTITGAT

O AGAL TGGECC T AAGAL C TGO CGAT AR AT CARG T TCATGIGATGCCAGT TCAGGATGATGARACCRAARAGLTGE
GGTCTGAC TICTGGACGEGCTATTGTAGG AGTRCACTACGGTCAAGTCC ACTTIGGTTTICGACG
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GECTCGCGATTTGGARGOGGTOGACGGAGATTOTTAR
CCGAG APRCCTTOGCCAGCTGCCTC

FIG. 11 (Cont.)
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G. Sondas para FKBP5 (63 oligonucleétidos):

ATGRCTACTGATGRAGETOCCARGARCARTGARGARAGCCOCACAGCCACTETIGCTGAGCAGES
TACTTCCACGGTTICTTG

ACAGGATATTAC T A AR A A A ECAGTAT TAAAGAT TG TCAAAACAGTOCECAATCETGAGGARRCGCC
TCCTTITGCGE

GATGATTGGAGACARAGT TTATGTCCAT TACAARGGAAAAT TG TCARATGEARAGARAGTTTGATTCCAGTCATGA
CTACTARR  CTGITTCABATACAGGT GTTTCCTTTTARCAGTT CTTTCTTCAAACTAAGG GTRCT

LAGAAATGAAUCAT I TG LT I TAGICT IGECAAAGGUCAAGICALCAAGGUA I GGGACAT 1GGEGIGECTACCAL
ATCTTTACTTIGG  ACAGARATCAGRACCGT  CGGTTCAGTAGTICCGT — CTGTAACCCCACCGATG

GAMGAAAGGAGAGATATGCCATTTACTGTGCARACCAGAATATGCATATGGCTCGGC TGECAGTCTCC O TARART
CTITCTTTCCTCTCTATA IAARTGACACGTTTGSET ATACGTATACCGAGCCE GTCAGAGGGATTTTA

ToCCTCGAATGLARCTCTCTTTT T TGAGAT TGRGC T O TTGAT TTCARAGGAGRGGAT TTAT T TGARAGARATGGAGE
A GUITTACGTTGAGRGRAR CTCTARCTCGAGGAARCT GITICCTCICCTIAARTA TICTACCTCC

CATTATCCGGAGARCCAARCGGARAGGAGAGGGATAT TCARATCOCAAA CGARGEAGC AR MG TAGARATCOCACCT
ETRATRG ICTTGETTTECCITICE CCCTATRARGTTTAGHETT TICCICGTIGTCATICTT GIGER

GGAAGECCGCTGTGOTEGARGGAT T TTGAC TGCAGRGATCIGECATTCACTGTGGGCGAMGGAGANGRCCACERA
CCTTCCGGCGAT ACCTTCCTACARNOTER CTCTACRCOETRAGTGR CCGCTITCCTCITOTGET

CATTCCAATTGGAAT TGRACAAAGC TCTGGAGARARTGCAGCGEGEAAGARCAATGTATTTTATATC TTGGROCARG
GTARGETTAACCTTAAC TICGACGARCCTCTTITAC GCCCTICTTGTTACATR ITATRCGARCCTESETIC

ATATGETTT TGERGAGGCAGGEAAGCCTARAT T TGGCAT TGANC CTARTGCTGAGC I TATATATGAAGT TACACT
Ta CaaRACCTETCOGTECT GGATTTRBACCETARCT ATTRCGRCTCGRATATE ITCARTGTGA

TARMGAGCTTCGARARAGGCCRARGARAT CUTGGEAGAT GGATACCAARGRARARAT TGGAGCAGEGLTGCCAT TGTCRA
TTCTCG CTITICCGSTITTCTTAG CCTCTACCTATGGTTITC TTAACCTCGTCCGACESE CAGTT

hOAGARGEERACOGTATAC T TCARGEERGGCARA T ACH TECAGGCGETEAT TCAGTATGGEAMGATAGTGTCC TS
ICTCTIOCCTTG TATGRAGTITOCCTCOGT TETACGTICOGOCACTAR ATACCCTICTIATCACASD

GITAGRGATGEAA TATEET I TATCAGAR AR GEARTCGRR G TICTEAATCATTICTICCTIGCIGOCITITICIGAR
CAATCTCTACCTTATAC ATAGTCTTITTCCTTAGE COARGACTTAGTARAGR ACGRCGGARAAGACTT

CCTIGGECCATGTGC TACCTGARGC TTAGRGAATACACCARAGT TET TGAATGC TG TGACAAGGCOCTTGGACTGGR
&G GOTACROGATEGACTTC TCTCTTATGTIGATITCS ACTTACGACACTETTCE ARCCTGACCT

AT G AR T GA G AR A T TG TATAGCA GGG T ARG A TEC T AT GARCCAGT T TGASTCAGCCRAGES
GTCACGE CTCTTITOCGARCATATC COCACTTOGEETOGROG ACTIGCTCRARCTOAGT TTLCC

TEACTTTEAGRA G TECTECERAGTRARCCCCCAGRATARGECTECARGAC TECAGATCTCCATGTECCAGRARASR
ACTGAAACTCTT CoRCCTTCATTTGGGEGEE TATTCOGADGTTCTGAC TAGAGGTACACGETCTT

GECCAAGGEAGCAC AR GO EEEACCECAGGATATACGCCARCATGTTCARCGAAGT TTECAGAGCAGEATECCAR
COGGTTCCTCGTGTTGE COCTGGCGTOCTATATG TTGTACAAGTTCTTCAR TCTCGTCCTACGGTT
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FEARGAGGCCART A RRGCRATGEECARGARGACT TCAGAAGGGETCACTARTGRARRAGGARCAGACAGTCRA AGT
cC TCCGGTTATTTCGTTAC TTCTTCTGARGTCTTICC GTGATTACTITTITCCTT TGICAGTICG

AR TGGAAGAMNGAGRAMN CTGAGGECCACGTATGA
TTACCTT CTCTTTGGRCTOCCGEET

FIG. 11 (Cont.)
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H. Sondas para FLJ11127 (53 oligonucleétidos):

ATGEECEECERCAAGGAGCCCCACGEGEECARGEGAGOGEEAGCEGTCTGECGCTOOCGECGCAGE
TICCTCGEEGETEOECCT CCCTOGCOCTOGCCAGR CEAGEGECGEGECETCC

ARGTGACCARGT TCACTCCTGGATGC TAGC TRACAAGCCAAGCCTTAGACACTGTCTGEAGARA TGECAARAGGCTT
TIC GGTTCRAGTERGEACCT ATCGATGTTCGGTTOGE CTGTGRCAGRCCTCTTA ITITCCGAR

TETGAT GTTGGCAGTTTCAT TTCTGG TG TGO CATC TG TACTTCCEGEAGGC TACATTTATATTCAGGGCAC AR
ACRCTACE GCTCRARCTARRGACCAD CEGTAGACGATGARGLT CEATETARATATRAASTC TIGIT
GUT AR TG T SEATT WSS AT AT T A A 5 AR SR T LU AR RA L T AU T A T TGEEA LS AL AL T TEAT T T ALT
CGACTTTACCRACC CUTATAGACGTICTCTITT GITTICCITGGAGTCAL TCCGICTOCARCTAART

CAGTTATTGTGCARGAGARA TEGAARGEAG AGACACCCCGTAACRAGCTGATGAGGARGGCTTATGRAGGAGCTATT
TCARTAACACGTTICTOT CTTTCCTC TOTIGTGRGE TGTTCGACTACTOCTTIC ATACTCCTCGATAR

TG EC GG AT R T TAR A TET T T GAC AN T A A G A A A TR ACTATCATCETC TCAGATCASTSTTATTITICA
AAC CGTAGTGTARTTTACAC CTGTTCATTCCTOTOTA ATACTACGAGAGTCTAG CAARTAARGT

AT T TR GO A G T TCT T TICCAT CATGCATGAR A GARARCEACATTETIAACCTTCCTGARRRBCTGCT
CTATARGT TOOCGTAGRGAARAGET ACCTACTTIICTTTIICCT ACARATTOGARGERCTTT ACGR

GITT TR ARG T TG T AATTGGAT TG AGT ACAGT I T TG TCCTGAGAAGTATACAGGCTOGAATGTETTTIGS
CAARAAGTGTTCCA TTAACCTARGTCGTCAT AAARCCAGGACTOTTCR GTUCGAGTTTACARCARR

AR A TR GGR AN TATGTGERATTAT TGA AR ACAGTGGACTGAATTTAATGECATTACGAGATTATCACARGRG
TTTGATGCCITTATRACA  TAATAACTTTTGTGTICA GACTTARAATTACCGTAM CTAATASTGITCTC

A G GARGTAT G TG AAC AT T T I T I AGA TGO AT T TGGARTATAARC TTTATGARAGC TTTAARGTTCATCAT
TCC ATACRCGTTGETGEEAAR GTOTROCGGTAAGRADCTT TITGAAATACTTOGARAR CRAGTAGTA

GCTGTATC ARG TR TGRAGT TTATGAR AR AT ARG TARRL AGETCATTCCCAGTCTITITAGACTCCTGIT
CGACATAG AGTGACTTCARATACTT TACTICTGATTITICCA  AGGGTCAGARARATCTIG ACRA

T AGGGAGAC AT T TGAT OO T T IGAGC T T AT GATGAATCACC TGAR TTC TG TAGECGACARCATGTGEALT
AAGGTCCCTCTGT AGRACTAGGARAC T CGAMA CTARCTTAGTGGRACTTAM ATCCGCTGTGTACACCT

ARG CAGATTGATATGTT TATACT TGGAT ACTCCC TIGAAGTARRGATARARGTGTTCAGACTGTTCAAGTTTAR
CICGTOTAACTATACAR TEARCC TR TEAGEEAMT ATTTCTATTITCRCRAG GROARAGTTCAMATT

CTCCAGAGAC T T TGAAGT TG TAC O AGACGAGCC T TEAGGGAC TEGCC GEAGATC TCCCTGC TGACOGAGAR
GAG TCTGAARCTTCAGACGH GTCTCCTOGEAGRGTCC ACCGECCTCTAGAGGEGEA CTGGCTCTIT

A CGLCACTACCACATTCCAGTCTITT A
GCTGGCGE TGGETGTARGGTCAGARRA
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l. Sondas para Map2 (72 oligonucleotidos):

ATGGCTGACGAGAGEARAGACGAAGEARAGGCACCACACTGEACATCAGCC TCACTCACAGAGET
CTGCTTCCTTTCCGIGETGT CGERGTEAGTGTICTCCS

AGCTGCACACCCCCACTCGOCAGAGATGAAGGACCAGEG TG TCAGGEGAAGEGC TGAGOCGCAGCGCCAATGS
TCG GTGAGCGSTCTCTACTTICCT AGTCCCCTITCCCGACTOREE cc

ATTTOCATACAGAGAGGAGGAGGARGECGCCT TTEEEEAGCACGEETCACKREGECACCTATTCAGRTACCARAGE
IAAMGGTATGTICTCTCCT CEGARACCCCTOSTECCCAE ATARGTCTATGETTICT

GAACGGEATCAAC GGAGAGCTGACC TCAGC TGACAGAGALA CAGC AGAGEARGTGICTECARGGATAGT TCAAGT
CIT CCTICTCGACTGGEAGTCGACT CETCTCCTTCACDAGACGTTC CA

AGTCACAGC TR GC TG TAGCAGTCCTCARACCTGARCAMCRERACGEAGECCCARCACARCEATCACCCTGCAGT
TCAGTGICGACTTOGACA TITCCACTTIGITOTICOTTONT TTOCTRAGTCGGRCGTOG

ICTGCCT I TAGCAGC TGAAGARACAGT TARTC TGO ACC TTOCCCACCACCATCGCCAGCATCAGARC ARACAGT
AGA CGACTTCTTITGTCAATTAGR GETEETGETAGCEGTCGTAS Cis

TECACTEGAAGARGCCTCGRAGAT GGAATTCCCTGRGCAGCAGAAATTGCCTTCCTCAT TOGC TGAGCCTTTAGA
ACGTGACCTICTTCGGEAG AAGGGACTCGTCGTCTITAA ALGCGRCTCGGAANTCT

CAAGGAGGAARCGGAGT TTARGATGCAAMNS TAAGCCTGE TGAAGACTT TGARCATGCTECCTTASTICCTCAGCC
GTT CTCARARTTCTACGTTTCATT CIGEARARCTTGTACGRCGERA el

GEACARCAAGTARMMCTCCCCAGGATAMARAGEATCCCCANGRCATGEARGEACARMAETCGCCTECCAGTOCATT
CCTGIGTTCATTITIGAGS TTCCTAGGGGTTCTGTACCT AGCGGEACGETCAGETAR

TR AGAC T T T GG T AR A TG EAAGAC AT A AR ACAGATCACAGARC CARGCATARACAGTACC TAGCAT TGS
ALG CCATGGTTGGACCTTCTGTA TGICTTGGITCGTATTGICA cC

CCTCTCCGAGAGC OO C TAGC TCCAARAGA TCAGARAGAC TEGTTCATCGARATGCCOGTGGAATCAARAGAAGGA
GEAGAGGCGTCTCGEGEGEN CTRGTCTTICTGACCARAGTA CACCTIAGITICTITCCT

TEAATGEGET T TAGC TGO OO AR TATCTCC TGO TTGACACCCATGAGGCAARAMGATGTGC TGGAGGATAT
ACT CERCGGEETTATAGAGGACC GEGTACTCCCITITICTACA TR

COCARGA TOGEEAMGGRA MG AT T TG T T CCATGOC TAGCCCC T TO A AGTGGRAGTITCACTCTTICCCTT
GEETTCTACCOCTTOCTTT AGRAGGHTACHGRTOEEEGERR TCAAAGTRAGRAGERGLR

AGARTRCTGTGARRGATGAGAGAG T ACAGARGGETCACAR O T TTGCCCCTGICITCTTCCAATCAGATGACAR
ICT CTACTCTCTCAGTGTCTTCC AAACGEGEACAGHAGAMEET T

AT GTC T TG A A ARG TG T T ARG TAC T TCCAAMGAGAG T TCTARAGAT GAGGAGCCACAGARAGATAR
TTACRGAGRCGTCCTGETG CEATEAAGGTTTCTCTCARS CTCEETGTCTTITICTATT

A AGAC ARG T GGG TG T T T G T T A ARG T A CAC T CT AL TCEGACGATE T TCACASTOCRAGE TGTGER
TCG CETCTACRAGGRCAGRGETCT CATGACCCTCTACAAGTGTC CT

AT T TG T e EEAGA R A TT TCRGCACARGAR A b G TAC A AGATC AR GAGR AR R CAGACTTOGRCRCT
TCCGRARCAGOCCCTCTT CTICTTITOCCATGGTGTCT ITICTCTGRAAGCTGTGEE
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CAGTGTACAGCAACCTACACTCAC TG R CTCGARCCAC AGACAR LG TTGARGACACATCARACGTITCCATCGA
=10 GEAIGTGRAGTGACTTTGACT TICGAACTTICTCTGTAGTITT CT

AGAARCTGTEGC AR ARG AGGAATCC T TGARL TTAR S ACATELTAR AGCAGGTETAATTCAGRCTTCCACCER
TCTITGACACCGITTICT AARCTTITRATTITCTACIATT TARGTCTGRAGGTGGOT

GOATT T I T T AR AR A G A R GR A A CGCCARGARC RGRCR A TCGARGCATTARAACAACACTOCTTTOOTAT
CGT TITCTTICTGGTCTTTCOGCT

AT T ACAR A GG AT TACRGATECAGCCA TR RO RGO TTGER B A SET TACGTCTEAGEC AGRGEE

ALTAALT AR AR A e A R T A A T T T T T A A S A A TAT AT TR A A AT A S RO TOEAR BECECTES
CEAGCTTCCGCGACT

GICTGCARC AT AGCCGAGE T TGAGATGCCAT T I TATGAAGATAARTCAGEEATGTCCAACTACTTTGARRCATC
CAGAC

TGECAT TGAARGAAGE TG TGACCAGAAGCACTGEGT TGGGCAGTGATTACTACGAGC TEAGTGAC TCAAGAGERAR
GETCTTUGTGACCCARDCCG

TG ARG AR T T T TGAT AL TG TATC TO O CAA AR L AR AL G TEA AR AGGRAC T TCTEGGCARARGC T TOOCA
AGGGET

BT AT T e A A A G AN A GG T ACAGC A T T TR CAGRGTTATACATCTEATCATCCGTOCGAGTT
CGEATCAGGAGETOG

ACCTGRAGARCCAAGTTCTCC TCAAGARAGRATGT TCACTATTGACCCCAARGT TTATGGEGAGARARAGGGEACCT

TCATAGTARCGAACAANGA TGATCTGRCACT TAGTCGARAGCT TEGEECTEEECEEANGETCTGCARTAGARCAGAG
GUITCGARCCOOGACCOGEOT

AAGCAT T CCAT TAACT TGO T AT G T T TG T T AT TC TAT TGCCCT TEGGTI TARCTT TECCCGGRGCCATGA
GAARCCGELCCCGETALT

T TTCCCC e G T ICTGATAT T TARAC AR AC TAGCGGANCGATGEATGARAGGAGATGATTACCTGCOCCT
Al GGACGEEESE

A A R T A T EEAGARGAT T T TGO TTTCCAAT AG ARG RGO ARG ARG CARGARAGATARGAC RGAGCADLGT
GTGGTGTGEAC

ARAAGTEAC TGGAGEGCARAC TACCCARGT TGARACATCCTOUGAGTCACCC TTCCCAGCCAARGAATAT TACAR
GECTCAGTGEEARGELTCGE

AR GG A TETCATGGCCCC TR TGO TGAGA TGO TAGATCTAGCAGGEACCAGGTCCAGATTAGUTICTGT
CAGTACCGEERACTGEACGE GATOGTCOCTGGICCAGGTC

GAGTGCAGATGE TEAGGT TGO AGGAGGARATCRGTCCCAT OGGRGECTETEGTTGCAGRGAGCAGTACTGSETTT
GTCAGGGTAGCCTCOCGACAC
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GUCACC TG T IGCTGATGAC AGCC AR OO G TARANC CAGAC AGTCAAC T TGARGACATEEGLETACTG TG TG ICAR

CARGTACACAG T T T A TG CAGT TCARGACAG TG AGAAT TTGICAGGAGAGAGTGETTCGTTITATGA
GEGAGAGGETAGCGGTCAAG

AGGARCCGATGACAARGTCCGTAGRGAT T TGECCACTGACC TTICACTAAT TGAGGTARARCT TGLAGC TGLTEE

ARG AGTCAARGATGART T AL TG TGAGARAGAGGCATCTCCACCC T TIC TG TCACAARATCAGGACTGAGTAG
GEAGTTTGACC ARG AGEAR R G T AR T GACAR G T EEATACTETCCTACA AR AGARECGARGAGCATETTGATTC
ARAMGAMCATGCCRAGGRGTCAGRAGAGGT TEGGEATARAGTACGAGCTCT TCGGAT TAGGTETARCCTATGAGEA
AACCTCTGUCARAGARC TGATAACARC TARAGARACAGCACC TGAGAGAGCAGAGARAGGTCTCASTTCAGTGLD
AGAGGTAGC TGAGGTAGARALARCCACRARAGC TGACCAAGGTCTAGATG T TG IGCCAAGARRGATGATCAGAG
T AT TAGATATARARG TCAGTGAC T TIGGACAGATSGE T IO TGGGATGAGTC TAGATGC TGGEARANCCATAGA
G TARGTTCGAGG I TEATCRG LA A T T TCATCCGARGCACC TCAGEA A A AGATTCATTCATGEETAT
TGAGTCC RGO oA G TEAA G GA T CE TGO ARG TCAGTGARACAGE AGTCARRGAGARGGTCECARRGOCTGASTT

GETGECATCAGGAGGC TGTEERCARAGARGRGTCCTATGRAGTCTAGTGETEAGCATGRAMGCCTCACCATGEAGTC
G

COTGARGCCTGATEAGEGCARGAR AGAN A AT TCCAGAGACE TCACTCATACA ARG TEARGT TEGCCCTCARACT
GGARCTTOGEGACTACTCOCCG

GICTGTAGRAR T T TGO CACCTCCAG T T T GARGC TGAT TCATCCAT TGATGAGARAGECGEAGG TCCAGAT
CITCCGLCTCCAGGTCTA

GEAAT TTATTCAGC TG CARAGGAAGAGAGCACAGRGACTCCGEATATACCTGCCATACCTTCTGATGTCACCCA
cC CAGTGGGET

GCCACAGCCTGARGCAGT TG TG TCCGAACCAGCAGRGGT TOGAGG TOAGEARGANGAGAT CGAAGC TEAGHEAG,
CEGTGTOGEACT

ATATCACAMAC TG TCTTCCGECTCAGAC A T CACATCACCGACCTEC TIGT ICCAGGARSTAGGEAGGAGTT
GEOGAGTCTGTGEEAGETCT

IGTGEAGARCCTGCOCAGGGGAGCACARAGETGTGGTIGAGTCOGTGETAACCATCGAGGATGATITCATCACTST
CCTCTEGEACGEETCCOCTCG
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AGTACRARC R GAC TGATGRG GG AGT TEGGAT ARG T S TECGOT TTGCAGE TCCAGTTCAGC O TRAGGR
CCCTAGSGTGTCACACGCGA

AR R ARG AT A T T A T ARG A G T TEARGTAC TEATCECACCAGA RO A GECAGART R AGES
CEEGETCCGTICTOGGETTICCT

TG TCTOCAGA TG TCCAGT TR TGAGAARAGARGRGGT TCCAT TCTCAGAATATAARACAGARRCCTACGA
CCGAGAGGTCTACGAGETCG

CGAT TACARAGATGAGACCACCATTGATGRC T CCAT TATGEATGCCGACAGCCTGTGEGETGGACACTCAAGRAT GA
COGCTETCGGEACACCCACCT

TEATAGRAGCATCTTGACAGAGLAGT TAGRAARC TAT TCC TARMAGAGGAGAGAGC TGAGAAGSAAGC TCEGRGALCT
CCTTCGRGCCTCTGS

GTCTCTCGAGRANCAT AGAMAAGARARMCCTT TTARAAC TGGGAGARGECAGAAT T TCCAC TCCTGAAAGARRRGT
ChGEAGE

AGCTARARAGGARCCTAGCACGETCTOCAGGGATGAAGT GAGAAGGAMMAAAGCAGT TTATAAGAAGGC TGARCT
GEATOGTGCCAGAGGTCCCT

TECTAAARARTCAGAAGT TCAGGCCCACTCTCCTTCCAGGAARCTCATTTTARAACCTGCTATCAAATACACTAG

ACCARCTCATCTCTCC TG TG T TARGCGGARAACCACAGCARC ARG TGETGAATCAGC TCAGGUTCCCAGTGCGTT
GTCGRGTCCGAGGGETCACGC

TARACAGGCGARGGRCAAAGTCACTGATGGARATAACCARGAGCCCAGARARACGTICTICCCTOCCAMGROCTTC
GGEARGGETTCTEGARG

CIC AT IO T O TG AGGGEEUGTA DO AGGRGACAGEGRAGEAGARCTCGTICICTCTGAACAGCTCCATCTC
GAGS

TTCAGCACGACGEACCACCAGGTCAGAADCART TCGLAGAGCAGGRARAAGCGECACC TCAACACCTACTACCCT
TGGATCTACTGCAATCACCCCTGECAC TOC TCCARGC TACTCT TCACGTACCCCAGGCACCCCTIGGAACDCCGAG
CTATCCCAGGRCACCAGGARCCCOCARAT TTGGCAT C TTGG TGO AGTGAGARGARAGTTGCCATCATTCGOAD
TCCTOCARAGTCCCCAGC TACTCOC ARG AGCTICGECTCAT TARCCARCCTC TECCAGRACC TGARGARCGETCAR
GTCCARMRTCGEATCARACCGACARCAT CARTACCAGCCTAMGEEGETCAGGTACARATTGTI TACTARGRAGAT
AT TR AT G T A T IO AR TE T G GC IO T AR A G AR A TCC G T ACAGGLCAGGTGE TGEACGOGTEAR

GATTGAGAGTGTARAGCTEGATTTCARGG AGAAGGCCCARGC TARRGSTTGECTCACTTEGACARTGCTCACCATGT
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ACCTGEASGTGETARCGTGAAGAT TEGACAGCCARRAGE TGARC T TOCGAGAGUAT GUARAGGCCOGOGTCGROCA
CGEEECTEAGATCATCACACACTCGCCAAGCAGETCARCCETGECGTCTCCCCEGCGAC TCAGCAATETCTCCTC
TTCTGEAMG AT CAACC TGO TCGAATCOCC TCAGC TG CACT TTGECTGAGGACGT CACTGOGEOGCTCGLTAR

GCAGGGCTTGTGA

FIG. 11 (Cont.)
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J. Sondas para STL1 (48 oligonucleétidos):

ATGARGGAT TTAAAAT TATCGAATT TCARRGGCARAT T TATAAGCAGAACCAGTCACTGEGGALT
TTAATAGCTTARAGTTTCCG TATTCGTICTTGGICAGTGAC

ITACGEETRAGAR G T TGO GG TAT I TCATCAC TATOGCAT CTATGACGEGC I TCTCCCTG T I TGEATACGAC ARG
TGCCCATTCTTCARCGOCAT AGLGTAGATACTGCCOGARS ACCTATEGCTGETTCC

GITGATGGCAAGTCTAAT TRC T GG TAARCAGTTCAACTATGAAT T TCCAGCAACCARAGARRATGGCGATCATEA
CARCT AATGACCATTTGTCRAGTTG ITACCGCTAGTACT

CRGACACG AR TETAGTGCAGEECEC TACAACCTCCTGT TATGART TAGETTGITTCGCAGGTICTCTATTICGT
GTCTGT ARTCCAACAARGUETOCARSG AGCE

AT T TCT GGG TERANCAA T TG TAGA R AR CCATTARTCCTEATGEGT TOCGTAATARCCATCATTGGTGCOGT
ATACARGRCGCCACTT ATTARGGACTACCCARGGOAT

TAT T LA AT GG AT T T G TG T T T GG A T TAGEC CAGT TTATCATCGEAMGEGTCETCACCGETETTES
ARGATGTACGCGTARAGCAL ATCOGGTCARATAGTAGCCT

AR AGGET T AR T A AT T A TAT T OO G T T TG AR T A GARATETCAAR A G TEARA A TAGRGGEETTECTGET
AAGGGCAMRACCGTTAGTCTT TCGRCTITITATCTCCCARCS

CRART T TRAGRAGGT T CAC AT TG ITI TG TAC T AT GAT TEC T TATIGGAT TCAT ITIGGEITGTC T TATACCAR
BATCTTICCARGGTGTTRACG TAACCTARCTARRACCCARD TGEETT

CRGT IO TG T T A T GAGART TG G T AR TG e AR TCGT T I I TGO TCIC I ICCTGCITGCTITICATGATTAR
GTCAAGACARGTCAL AGCAMRMAMCGAGAGAAGGAL ATT

A TRCCTGART G AT TG TGAT I I TCAR ARG TCEARCAGARGR A G TCCCTACT TEGTAGCRACRCTAGR
TGATGGACTTAGCGGTG ARMGAGTTTCAGCTTGTCTITC

RGO GGAT O ARR TR T A ARG TTA TAR R A R T TG TATGC T TCACGATEC TG T TARCAGGACCARACA
MCTACTCCTTCAATATTGTC ROGARGTGUTACGARCART TG TGT

CeRGAAMC AT TCACTGTCAAGT TTG T TC T CCAGAGGCAGET CCCAAMA T CTTCAGRGGECTTTGATTGCAGCTITE
GCTCTTTGTAMGTGACE BCARRGRGGTICTCCGTCCAGS AGRAGTCTCCCGRARC TARG

AR GCAATT T T T CAGCART T TAC TG T T GTARC GO TGO CATATACTACTC TACTGTATTATICARCRAARCAAT
AMATGACCRA CATTGOGACG TGATGAGATGACATAMT ARG

TAART TAGACTATAGAT TATCARTGATCATAGGTGEGETCT TOGCAACARTCTACGUCTTATCTACTATIGETTC
TAGTTRCTAGT ATCCROCCC AGATGOGGAMTAGATSATAM

ATTTTITCTAAT TGAARAGC TAGETAGAC GTARGC TGT ITTTATTAGGTGCCACAGGTCAAGCAGTTICATTCAL
ITCGATCCATCTGCATTCGA ATAATCCACGGIGICCAGTT

AATTACATTTGCATGCTTGG TCARRGAA AT AAAGARARCGLAMNGAGGTGC TEGCOGTUGECTTATTITTIGTICAT
ARTGETARACCTACGARCCAG TITCTTTTGCGTTCTCCACG ARCARGTA

TACATTCT T TGGT T TGTCI TGO TATCAT TACCATGGATATACCCACCAGAR T IGCATCAATGAAMGTTCGTGE
ATGTARGAARCC ATGETACCTATATGLETERET TCARGCRACG
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ATCAAC ARG TT T T A A TG TACTAR TTGET I TG TARC TTTGOGGTIGTCATGT TCACCCCAATATTTAT
TAGTTIGITTGE ARCCARCACATTEASBEGE00 BAATA

IGGAC G T GG T T ECG T I T AT A T T T T I TG TG T I ATCAATTATTTATACAT TCOAGTTATCTICTITIT
ACCTETCAGGCCARD TAAARARCGACARTACTTAR TAGARGRRAMR

CTACCCTGARRCCGOOGGRAGR AT T TOGAGEARN TCGRCA TCATCTTTECTARRGCATACGAGGATGECRCTCA
GATGGGACT ACCTCCTITAGCTGTAGTAG TICGTATGUTCCTACCGTGR

A AT G EAGA T T TAAC AT T TGO ARG T TAT CCC TAC ARGAR G TOGAAGATCATGOCAATGCATIGGEOTE
TEETAARCGGGT TCARTAGH ACGTAARCCCOGAG

ITATGACGACGRAR TEEARARAGAGGAC TTT G TGARGATAGRG TAGARAGAC ACC TATARC CARAT TRACGGIGA
BATACTGC TARCCTTTTTCTCCTGARRCE TCTCATCTTCTETCEATATT TIGCOGET

TAATTCGTCTAGTICT T CAAACAT CAARARTGAAGATACAGTGAACGATARAGCARLT TTTGAGGGTITGA
LTTAAGCAGATC TITACTICTATGTICACTTGE
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