ES 2494 843 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @Namero de publicacion: 2494 843
Gint. cl.;

GO1N 33/574 (2006.01)
GO1N 33/48 (2006.01)
C12Q 1/68 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  19.09.2006  E 06814892 (3)
Fecha y nimero de publicacién de la concesién europea: 04.06.2014  EP 1934615

Titulo: Métodos y materiales para identificar el origen de un carcinoma de origen primario
desconocido

Prioridad: @ Titular/es:
19.09.2005 US 718501 P JANSSEN DIAGNOSTICS, LLC (100.0%)
12.10.2005 US 725680 P 700 US Highway 202
Raritan, NJ 08869, US
Fecha de publicacion y mencién en BOPI de la @ Inventor/es:
traduccion de la patente: .
16.09.2014 WANG, YIXIN;

MAZUMDER, ABHIJIT;
TALANTOV, DMITRI,
JATKOE, TIMOTHY y
BADEN, JONATHAN

Agente/Representante:
IZQUIERDO FACES, José

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2494 843 T3

Métodos y materiales para identificar el origen de un carcinoma de origen primario desconocido
Descripcion
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona métodos, usos de kits, etc. para identificar el origen de un carcinoma de
origen primario desconocido.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El carcinoma de origen primario desconocido (CUP) es un conjunto de neoplasias heterogéneas,
confirmadas por biopsia, en las que la enfermedad metastasica se presenta sin un tejido de origen (ToO) o sitio del
tumor primario identificable. Este problema representa aproximadamente el 3%-5% de todos los canceres, por lo que
es la séptima neoplasia mas comun. Ghosh et al. (2005); y Mintzer et al. (2004). El prondstico y régimen terapéutico
de los pacientes dependen del origen del tumor primario, lo que recalca la necesidad de identificar el sitio del tumor
primario. Greco et al. (2004); Lembersky et al. (1996); y Schlag et al. (1994).

Actualmente se utilizan diversos métodos para resolver este problema. En las figuras 1-2 se esquematizan
varios métodos seguidos. Pueden utilizarse Marcadores tumorales séricos para el diagnostico diferencial. Aunque
carecen de especificidad adecuada, pueden utilizarse en combinacién con la informacién clinica y patolégica. Ghosh
et al. (2005). Pueden utilizarse métodos de inmunohistoquimica (IHC) para identificar el linaje del tumor, pero muy
pocos Marcadores IHC son especificos al 100%. Por lo tanto, los patdlogos suelen utilizar un panel de Marcadores
IHC. Varios estudios han demostrado precisiones del 66%-88% utilizando de cuatro a 14 Marcadores IHC. Brown et
al. (1997); DeYoung et al. (2000); y Dennis et al. (2005a). Las pruebas diagnosticas mas caras incluyen métodos de
formacion de imagenes tales como la radiografia de térax, la tomografia computarizada (CT) y la tomografia de
emision de positrones (PET). Cada uno de estos métodos puede identificar el primario en un 30% a 50% de los
casos. Ghosh et al. (2005); y Pavlidis et al. (2003). A pesar de estas sofisticadas tecnologias, la capacidad para
resolver los casos de CUP es solo del 20%-30% ante mortem. Pavlidis et al. (2003); y Varadhachary et al. (2004).

Un nuevo enfoque prometedor reside en la capacidad de determinar perfiles de expresion génica de todo el
genoma para identificar el origen de los tumores. Ma et al. (2006); Dennis et al. (2005b); Su et al. (2001);
Ramaswamy et al. (2001); Bloom et al. (2004); Giordano et al. (2001); y el documento 20060094035. Estos estudios
demostraron la viabilidad de la identificacion del tejido de origen en base al perfil de expresiéon génica. Para que
estas tecnologias de determinacién de perfiles de expresion sean Utiles en la practica clinica, deben superarse dos
obstaculos principales. En primer lugar, puesto que la determinacion de perfiles de expresion génica se lleva a cabo
totalmente en tejidos primarios, los marcadores génicos candidatos deben validarse en los tejidos metastasicos para
confirmar que su expresion especifica de tejido se conserva en la metastasis. En segundo lugar, la tecnologia de
determinacion de perfiles de expresién génica debe ser capaz de utilizar tejido fijado en formalina e incluido en
parafina (FFPE), ya que las muestras de tejidos fijados son el material convencional en la practica actual. La fijacion
en formalina da como resultado la degradacién del ARN (Lewis et al. (2001); y Masuda et al. (1999)) por lo que los
protocolos de micromatrices existentes no funcionaran con la misma fiabilidad. Bibikova et al. (2004). Ademas, la
tecnologia de determinacioén de perfiles debe ser robusta, reproducible y facilmente accesible.

Se ha demostrado que la RTPCR cuantitativa (QRTPCR) genera resultados fiables a partir de tejido FFPE.
Abrahamsen et al. (2003); Specht et al. (2001); Godfrey et al. (2000); y Cronin et al. (2004). Por lo tanto, un enfoque
mas practico seria utilizar un método pangendémico como herramienta de descubrimiento y desarrollar un ensayo de
diagnostico en base a una tecnologia mas robusta. Ramaswamy (2004). Sin embargo, este paradigma requiere un
conjunto de genes mas pequefo para su desarrollo. Oien y colaboradores utilizaron el andlisis en serie de la
expresion geénica (SAGE) para identificar 61 Marcadores tumorales a partir de los que desarrollaron un método
RTPCR en base a once genes para cinco tipos de tumores. Dennis et al. (2002). Otro estudio que acoplaba SAGE y
gRTPCR desarrollé6 un panel de cinco genes para cuatro tipos de tumores y consiguié una exactitud del 81%.
Buckhaults et al. (2003). Un estudio mas reciente acoplaba la determinacién de perfiles mediante micromatrices con
gRTPCR, pero utilizaba 79 Marcadores. Tothill et al. (2005).

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencidon proporciona un método de identificacion del origen de una metastasis de origen
desconocido como se define en las reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
Las figuras 1-2 representan los métodos de la técnica anterior de identificacion del origen de una metastasis de

origen desconocido.
La figura 3 representa el presente algoritmo de diagnostico de CUP.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2494 843 T3

La figura 4 representa los datos de micromatriz que muestran las intensidades de dos genes en un panel de
tejidos. (A) Antigeno de células madre de prostata (PSCA). (B) Factor de coagulacion V (F5). Los graficos de
barras muestran la intensidad en el eje Y, y el tejido en el eje X. Panc Ca, cancer de pancreas; Panc N, pancreas
normal.

La figura 5 representa los electroferogramas obtenidos a partir de un Agilent Bioanalyzer. Se aislé el ARN a partir
de tejido FFPE mediante digestién con proteinasa K durante tres horas (A) o dieciséis horas (B). La muestra C22
(rojo) era un bloque de un afio, mientras que la muestra C23 (azul) era un bloque de cinco afios. En verde se
muestra un marcador de tamafio.

La figura 6 representa una comparacion de los valores de Ct obtenidos a partir de tres métodos de qRTPCR
diferentes: cebado con hexameros aleatorios en la transcripcion inversa seguido de qPCR con el ADNc
resultante (etapa RH 2), cebado especifico de gen (cebador inverso) en la transcripcion inversa seguido de
gPCR con el ADNc resultante (etapa SPG 2) o cebado especifico de gen y qRTPCR en una reaccién de una sola
etapa (etapa GSP 1). Se dividid6 ARN de once muestras en los tres métodos y se midieron los niveles de ARN de
tres genes: B-actina (A), HUMSPB (B) y TTF (C). La mediana del valor de Ct obtenida con cada método se indica
mediante la linea continua.

La figura 7 representa los diagramas de placas del ensayo de CUP.

La figura 8 es una serie de graficos que representan el rendimiento del ensayo a lo largo de un intervalo de
concentraciones de ARN.

La figura 9 es un diagrama de flujo de trabajo experimental: designacion y validacion de Marcadores candidatos
(9A); y optimizacion del ensayo y construccion y ensayo del algoritmo de prediccion (9B).

La figura 10 representa la expresion de 10 Marcadores génicos candidatos especificos de tejido seleccionados
en adenocarcinoma primario de prostata y carcinomas metastasicos FFPE. Para cada grafico el eje X representa
el valor de expresiéon de Marcador normalizado.

La figura 11 representa la optimizacion del ensayo. (A y B) Electroferogramas obtenidos de un Agilent
Bioanalyzer. Se aisl6 el ARN a partir de tejido FFPE mediante digestion con proteinasa K durante tres horas (A) o
dieciséis horas (B). La muestra C22 (rojo) era un bloque de un afio, mientras que la muestra C23 (azul) era un
bloque de cinco afios. En verde se muestra un marcador de tamafo. (C y D) Comparacién de los valores de Ct
obtenidos a partir de tres métodos de qRTPCR diferentes: cebado con hexameros aleatorios en la transcripcion
inversa seguido de gPCR con el ADNc resultante (etapa RH 2), cebado especifico de gen (cebador inverso) en la
transcripcion inversa seguido de gPCR con el ADNc resultante (etapa SPG 2) o cebado especifico de gen y
gRTPCR en una reaccion de una sola etapa (GSP 1 etapa). Se dividi6 ARN de once muestras en los tres
métodos y se midieron los niveles de ARN para dos genes: B-actina (C), HUMSPB (D). La mediana del valor de
Ct obtenida con cada método se indica mediante la linea continua.

La figura 12 es un mapa de calor que muestra los niveles relativos de expresion del panel de 10 Marcadores en
239 muestras. El color rojo indica mayor expresion.

DESCRIPCION DETALLADA

La identificacion del sito primario en pacientes con carcinoma metastasico de origen primario desconocido
(CUP) puede permitir la aplicacion de regimenes terapéuticos especificos y puede prolongar la supervivencia. Se
validaron Marcadores candidatos mediante reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR)
en 205 carcinomas metastasicos FFPE procedentes de estos seis tejidos, asi como metastasis procedentes de otros
tipos de cancer para determinar la especificidad. Se selecciond una firma genética de diez genes que predijo el tejido
de origen de los carcinomas metastasicos para estos seis tipos de cancer. A continuacién, se optimizaron los
métodos de qRTPCR vy aislamiento de ARN para estos diez Marcadores, y se aplicé el ensayo gqRTPCR a un
conjunto de 260 tumores metastasicos, generando una exactitud global del 78%. Por ultimo, se ensayd un conjunto
independiente de 48 muestras metastasicas. Es importante sefialar que treinta y siete muestras en este conjunto
tenian un primario conocido o inicialmente presentado como CUP, pero se resolvieron posteriormente, y el ensayo
demostrd una precision del 78%.

Un Biomarcador es cualquier indicio del nivel de expresion de un gen Marcador indicado. Los indicios
pueden ser directos o indirectos y medir la sobreexpresion o subexpresion del gen dados los parametros fisioldgicos
y en comparacion con un control interno, el tejido normal u otro carcinoma. Los Biomarcadores incluyen, sin
limitacion, los acidos nucleicos (sobreexpresion y subexpresion y directo e indirecto). El uso de acidos nucleicos
como Biomarcadores puede incluir cualquier método conocido en la técnica, incluidos, sin limitacion, la medicion de
la amplificacion de ADN, ARN, micro ARN, la pérdida de heterocigosidad (LOH), los polimorfismos de nucleétido
unico (SNPs, Brookes (1999)), ADN microsatélite, hipometilacién o hipermetilacion de ADN. El uso de proteinas
como Biomarcadores incluye cualquier método conocido en la técnica, incluidos, sin limitacion, la medicion de la
cantidad, la actividad, modificaciones tales como glicosilacion, fosforilacion, ribosilacion de ADP, ubiquitinacion, etc.,
o inmunohistoquimica (IHC). Otros Biomarcadores incluyen formaciéon de imagenes, recuento celular y Marcadores
de apoptosis.

Los genes indicados proporcionados en el presente documento son los asociados con un tipo de tejido o
tumor concreto. Un gen Marcador puede asociarse con numerosos tipos de cancer, pero siempre que la expresion
del gen esté lo suficientemente asociada con un tipo de tejido o tumor a identificar utilizando el algoritmo descrito en
el presente documento para que sea especifico para un origen concreto, puede utilizarse el gen en la invencién
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reivindicada para determinar el tejido de origen para un carcinoma de origen primario desconocido (CUP). En la
técnica se conocen numerosos genes asociados con uno o mas tipos de cancer. La presente invencién proporciona
genes Marcadores preferentes y combinaciones de genes Marcadores aun mas preferentes tal como se define en
las reivindicaciones. Estas se describen detalladamente en el presente documento.

"Origen" en la expresion “tejido de origen” se refiere al tipo de tejido (pulmén, colon, etc.) o al tipo
histolégico (adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas, etc.) en funcion de las circunstancias médicas
concretas y sera entendido por cualquier experto en la materia.

Un gen Marcador corresponde a la secuencia indicada mediante una SEQ ID NO cuando contiene esa
secuencia. Un fragmento o segmento génico corresponde a la secuencia de tal gen cuando contiene una porciéon de
la secuencia referenciada o su complemento suficiente para distinguirla como la secuencia del gen. Un producto de
expresion génica corresponde a tal secuencia cuando su ARN, ARNm o ADNc hibrida con la composicién que tiene
tal secuencia (por ejemplo, una sonda) o, en el caso de un péptido o proteina, que esta codificada por tal ARNm. Un
segmento o fragmento de un producto de expresion génica corresponde a la secuencia de tal gen o producto de
expresion génica cuando contiene una porcién del producto de expresion génica referenciado o su complemento
suficiente para distinguirlo como la secuencia del gen o producto de expresion génica.

Los métodos y usos de la invencion incluyen uno o mas genes Marcadores como se define en las
reivindicaciones. "Marcador" o "gen Marcador" se utiliza a lo lago de la presente memoria para referirse a los genes
y productos de expresion génica que se corresponden con cualquier gen cuya sobreexpresion o subexpresién esté
asociada con un tipo de tejido o tumor. Los genes Marcadores preferentes se describen mas detalladamente en la
Tabla 1.
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Tabla 1

SEQ D WO

Nombre

Denominacién matriz

sECuUencia

1

SP-B

200810 _at

gaaaaaccagecactectitacaggacaggppttpraagetgagccccgo
ctcacacccaccoecatgoacteaaagaltggatittacagetacttpcaatt
caaaattcagaagaataaaaaatgggaacatacagaactclasaagataga
catcagaaattgttaagttaagetttticaaaanaicagesattceccagegta
gtcaaggpiggacactgeacgeictggeatgatgrpatggegaccggpc
aagctifcticcicgagatgotetgetgettgagagetatigetttgitanzatat
aaaaagegzetttcttittgtotitctgtaaggtegzacttocagattttzattzaaa
gtcetagggtgatictatttctgetgtgatttatetgetgaaagetcagetggg
gttgtgeaagclaggeacecaticetglgtaatacaatgictgeaccaatget

TTH

211024 _s_at

gtgattcaaatggptiticcacgetagggegggecacagatiggagageac
tetotpetgacatggctctpractelaaagaccaaacticactctpgreaca
ctetgecageanagageactcpetigtanataccaggattttttittttttitzaa
gggaggacgggagetggggagagraaagagicitcaacataacceactt
gtcactgacacaaaggaagtgoococtccocggeaccoictggecgocta
geetcageggegaccgeccticegegaaaatagtitgtitaatgtgaactigt
agctgtanaacgeigicaaaagitgeactaaatgectagitittaptaatet gt
acatitigttotaanaaganaaaccacteccagtcoccagoccticacatttttt

atggocatigacaaatctgtgtatatiatitggeagtitggtatitgegeegtca
gtetitttetgtigtaact

DsG3

205505 at

ccatcecalagaagtocagcagacaggatiigttaagtaccapactitpica
ggaagicaaggagetictgctitgtcegectetpgatetgtecagecagetgt
ttccatccctgacectetgeageatggtaactatttagtaacggagacttacte
ggettetpottecctegtgoaaccticcactgoagpetitgatecactictcac
acaaaatgtgatagtgacagaaagggtgatctgteccatttecagtgtteetg
goaacctagetggeccancgeagetacgaggatcacatactatgeteigta
cagagpatcchtpotoccgtetaatatgaccagaatpagetgeaataccaca
ctgaccaaatctggatctttggactanagtaticaaaatageatageaaaget
cactgtattgggctaatantttggoactiattagetictctcataaactgateac
zattataaattaaatgtitgesticataceccaaaapcaatatgiteteacioct
aattcicaagtac
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HPTH

200847 at

ctgcacccacctacttagatatitcatgtpctatagacattagapagattittca
titttccatgacattittcetetetgeaaatggoitagetactigt gttittecctitt
gpegeaagacagactcatinaatattctgtacatittitetttatcaaggagata
tatcagtattgtcicatagaactgoctggaticeatttat ginttictgaticcate
ctglgteccettcatectigacteettigptatticactzaatitcaancatttglc

PSCA

205319 _at

Hootgagpeacatectaacgoaagtitgaceatptat ptitereaccoctitfoo
ccnaaccetgaccttcceatgegectiticcaggaticenacenggeagate
agttttagtganacanatcegentgeagatggecectecaacentiintgtte
ntgtttecatggeccageattitccaccettaacectgtgitcaggeacttnttc
ceccaggaagecticeetgeccaccecatitatgaattgagecagetitg gt
cegtggtgtecceccgoaceeageaggggacaggcaatcageagggcoe
agtagaggclgagatgaagtggactgagtagaactggaggacaagagitg
acgtgagttcctgggagtticcagagatg

F&

204713 _s_at

atcctctacagecagatgicacagggatacgtetactttcacttggtectgea
gaaltcanaapgtcaagaacatpetaagentaappracceaagotapaaag
agatcaagcagcaaagcacaggitctectgpatpaaatiactageacataa

agitzegapacacctaagecaagacactggtictecticcggaatgaggcc

ctgggaggaccticctagecaagacactggitctecttccagaatgaggec
ctggaaggaccetectagtgatetpttactettaanacaaaptaacteatetaa

gatitigoitggrapatgpcatitggetictigagaaappiagetatgaaataat
ccaagatactgatgaagacacagetgitaacaattiggctgatcagecceea
gaatgectcacglgettggegagaaageacecciciigocancaagectgg
aaag

MGB1

206378 _at

geagcagectcaccatgaagttgctgatgetecteatgetggegecectete
ccagcactgctacgcaggetetggetgecectiattggagaatgtgattteca
agacaatcaatccacaagigtctaagactgaatacanagaacttcticaaga

gticatagacgacaatgocactacaaatgocatagatgaatigaaggaatgt

fttcttaaccaaacggatganactctgageaatgtigagptptitatgcaatta

atatatpacageagtetttrtatitatittaactiictgcaapaccitigpetca

cagaactpcagpptatgptpagaaaccaactacggattgetpeaaaccac

accltcleticitatgletitttact

PDEF

220192 x_at

gaplgpppeccitagactgpaticaaaaaalpelctanacataggaatgptt
gaagaggicttgeagtcticagatgaaactaaatetctagaagaggcacaa
gaatgectaaagcaaticatccaagggocaccggaagiaatiagagettig
aaaaaatctgiitgticaggcagagapctatatiigoagraageattacagaa
cgaaapagatcttttagpaacagtitgpeeteeectgeaaatitagagect
altgclaagaaaggaaaalliaataaalaatipgtitttegiglggatglacice
aagtaaagetccaglpactaatatgtataaatgitaaatgatattanatatgaa
catcagitaaaaaaaaaatictitaaggctactattaatatgcagacttacttita
atcattigaaatcigaactcatitacctcatiicttgecaattactoecttgpgtat
Hactpegta
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9 PSA | 204582_s_at tggtgtaattttgtectetetgtgtectggggaatactggecatgectggagac
atatcactcaatttcictgaggacacagataggatgggetatetgtgttatitgt
gegetacagagatgaaagaggggtgggalccacactgagagagtggag
agtgacatgtgctggacactgtccatgaageactgageagaagetggagg
cacaacgcaccagacactcacagcaaggatggagetgaaaacataacce
actetgtee N

10 WT1 | 206067_s_at atagatgtacatacctccttgcacaaatggaggegaatteattitcatcactgg
gagtgtccttagtgtataaaaaccatgetggtatatggeticaagtigtaaaaa
tgaaagtgactitaaaagaaaataggggatggiccaggatctccactgataa
gactgtttttaagtaacttaaggacctitgggtctacaagtatatgtgaaaaaa
atgagacttactgggtgaggaaatceattgtitaaagatggtegtgtetgtet
gtgtgtgtgtgtgtatgttgtgtigtgtittgttttttaagggagggaatttattatt
taccgttgcttgaaattactgtgtaaatatatgtctgataatgatitgetetttgac
aactaaaattaggactgtataagtactagatgeatcactgggtgttgatettac
aagat

La presente invencidon proporciona un método de identificacion del origen de una metastasis de origen
desconocido tal como se define en las reivindicaciones.

Los genes Marcadores se seleccionan de entre i) SP-B, TTF y DSG3, ii) F5 y PSCA o iii) CDH17.
Preferentemente, los genes Marcadores son SP-B, TTF, DSG3, KRT6F, p73H y/o SFTPC. Mas preferentemente, los
genes Marcadores son SP-B, TTF y/o DSG3. Los genes Marcadores adicionalmente pueden incluir o ser
reemplazados por KRT6F, p73H y/o SFTPC.

En una forma de realizacién, los genes Marcadores son F5, PSCA, ITGB6, KLK10, CLDN18, TR10 y/o
FKBP10. Mas preferentemente, los genes Marcadores son F5 y/o PSCA. Preferentemente, los genes Marcadores
pueden incluir o ser reemplazados por ITGB6, KLK10, CLDN18, TR10 y/o FKBP10.

En otra forma de realizacién, los genes Marcadores son CDH17, CDX1 y/o FABP1, preferentemente,
CDH17. Los genes Marcadores adicionalmente pueden incluir o ser reemplazados por CDX1 y/o FABP1.

En una forma de realizacion, la expresion génica se mide utilizando al menos una de las SEQ ID NO: 11-58.

La presente descripcion también abarca métodos que miden la expresion génica obteniendo y midiendo la
formacion de al menos uno de los amplicones SEQ ID NO: 14, 18, 22, 26, 30, 34, 38, 42, 46, 50, 54 y/o 58.

En una forma de realizacién, los genes Marcadores puede seleccionarse de un Marcador especifico de
género seleccionado de al menos uno de entre: i) en el caso de un paciente masculino KLK3, KLK2, NGEP o NPY; o
ii) en el caso de una paciente femenina PDEF, MGB, PIP, B305D, B726 o GABA-Pi; y/o WT1, PAX8, STAR o EMX2.
Preferentemente, el gen Marcador es KLK2 o KLK3. En esta forma de realizacion, los genes Marcadores pueden
incluir o ser reemplazados por NGEP y/o NPY. En una forma de realizacion, los genes Marcadores son PDEF, MGB,
PIP, B305D, B726 o GABA-PI, preferentemente, PDEF y MGB. En esta forma de realizacion, los genes Marcadores
pueden incluir o ser reemplazados por PIP, B305D, B726 o GABA-Pi. En una forma de realizacion, los genes
Marcadores son WT1, PAX8, STAR o EMX2, preferentemente, WT1. En esta forma de realizacién, los genes
Marcadores pueden incluir o ser reemplazados por PAX8, STAR o EMX2.

La presente descripcidon proporciona métodos para obtener informacién clinica adicional, incluido el sitio de
metastasis para determinar el origen del carcinoma; obtener conjuntos de Biomarcadores 6ptimos para carcinomas
que comprenden las etapas de utilizar metastasis de origen conocido, determinar los Biomarcadores para ello y
comparar los Biomarcadores con los Biomarcadores de metastasis de origen desconocido; proporcionar orientacion
para el tratamiento determinando el origen de una metastasis de origen desconocido e identificar los tratamientos
apropiados para ello; y proporcionar un pronéstico determinando el origen de una metastasis de origen desconocido
e identificar el pronéstico correspondiente para ello.

La presente descripcion proporciona adicionalmente métodos para encontrar Biomarcadores determinando
el nivel de expresion de un gen Marcador en una metastasis concreta, medir un Biomarcador para el gen Marcador
para determinar la expresion del mismo, analizar la expresién del gen Marcador segun cualquiera de los métodos
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proporcionados en el presente documento o conocidos en la técnica y determinar si el gen Marcador es realmente
especifico para el tumor de origen.

La presente invencion proporciona adicionalmente el uso de una composiciéon que contiene al menos una
secuencia aislada seleccionada de entre las SEQ ID NO: 11-58 en los métodos de la invencidon. La presente
invencién proporciona adicionalmente el uso de un kit para llevar a cabo un ensayo segun los métodos
proporcionados en el presente documento que contiene ARN o ADNc que hibrida con los genes Marcadores
utilizados en los métodos de la invencion.

La presente invencién proporciona adicionalmente el uso de micromatrices o0 matrices génicas para llevar a
cabo los métodos descritos en el presente documento.

La presente descripcién proporciona adicionalmente carteras de diagndéstico/prondstico que contienen
secuencias aisladas de acidos nucleicos, sus complementos, o porciones de los mismos de una combinacion de
genes como se describe en el presente documento, en los que la combinacion es suficiente para medir o
caracterizar la expresion génica en una muestra biolégica con células metastasicas con respecto a células de
diferentes carcinomas o tejido normal.

Cualquier método descrito en la presente descripcion puede incluir adicionalmente medir la expresion de al
menos un gen expresado constitutivamente en la muestra.

Preferentemente, los Marcadores para el cancer de pancreas son el factor de coagulacion V (F5), el
antigeno de células madre de prostata (PSCA), la integrina B6 (ITGB6), la calicreina 10 (KLK10), claudina18
(CLDN18), la isoforma trio (TR10) y la proteina hipotética FLJ22041 similar a proteinas de union a FK506 (FKBP10).
Preferentemente, los Biomarcadores para F5 y PSCA se miden conjuntamente. Pueden medirse los Biomarcadores
para ITGB6, KLK10, CLDN18, TR10 y FKBP10, ademas de o en lugar de F5 y/o PSCA. F5 se describe por ejemplo
en los documentos 20040076955; 20040005563 y WO02004031412. PSCA se describe por ejemplo en los
documentos W0O1998040403; 20030232350 y W02004063355. ITGB6 se describe, por ejemplo, en los documentos
WO02004018999 y 6339148. KLK10 se describe, por ejemplo, en los documentos W02004077060 y 20030235820.
CLDN18 se describe, por ejemplo, en los documentos W02004063355 y W02005005601. TR10 se describe por
ejemplo en el documento 20020055627. FKBP10 se describe, por ejemplo, en el documento W02000055320.

Preferentemente, los genes Marcadores del cancer de colon son el transportador asociado al péptido
intestinal HPT-1 (CDH17), el factor de transcripcion 1 de la caja homedtica de tipo caudal (CDX1) y la proteina 1 de
union a acidos grasos (FABP1). Preferentemente, un Biomarcador para CDH17 se mide en solitario. Pueden
medirse los Biomarcadores para CDX1y FABP1, ademas de, o en lugar de un Biomarcador para CDH17. CDH17 es
descrito por ejemplo por Takamura et al. (2004); y en el documento W02004063355. CDX1 es descrito por ejemplo
por Pilozzi et al. (2004); en los documentos 20050059008 y 20010029020. FABP1 es descrito por ejemplo por
Borchers et al. (1997); Chan et al. (1985); Chen et al. (1986); y Lowe et al. (1985).

Preferentemente, los genes Marcadores para el cancer de pulmén son la proteina B surfactante (PS-B), el
factor de transcripcion tiroideo (TTF), la desmogleina 3 (DSG3), la queratina 6 isoforma 6F (KRT6F), el gen
relacionado con p53 (p73H) y la proteina C surfactante (SFTPC). Preferentemente, los Biomarcadores para SP-B,
TTF y DSG3 se miden conjuntamente. Pueden medirse los Biomarcadores para KRT6F, p73H y SFTPC, ademas de,
o en lugar de cualquiera de los Biomarcadores para SP-B, TTF y/o DSG3. SP-B es descrito, por ejemplo, por
Pilot-Mathias et al. (1989); en los documentos 20030219760 y 20030232350. TTF es descrito, por ejemplo, por
Jones et al. (2005); en los documentos US20040219575; WO1998056953; W02002073204; 20030138793 y
WO02004063355. DSG3 es descrito, por ejemplo, por Wan et al. (2003); en los documentos 20030232350;
aW02004030615 y WO02002101357. KRT6F es descrito, por ejemplo, por Takahashi et al. (1995); en los
documentos 20040146862 y 20040219572. p73H es descrito, por ejemplo, por Senoo et al. (1998); y en el
documento 20030138793. SFTPC es descrito, por ejemplo, por Glasser et al. (1988).

Los genes Marcadores pueden seleccionarse adicionalmente de un Marcador especifico de género tal
como, en el caso de un paciente masculino KLK3, KLK2, NGEP o NPY; o en el caso de una paciente femenina
PDEF, MGB, PIP, B305D, B726 o GABA-Pi; y/o WT1, PAX8, STAR o EMX2.

Preferentemente, los genes Marcadores para el cancer de mama son el factor epitelial derivado de préstata
(PDEF), la mamaglobina (MG), la proteina inducible por prolactina (PIP), B305D, B726 y GABA-T1. Preferentemente,
los Biomarcadores para PDEF y MG se miden conjuntamente. Pueden medirse los Biomarcadores para PIP, B305D,
B726 y GABA-Pi, ademas de, o en lugar de los Biomarcadores para PDEF y/o MG. PDEF es descrito, por ejemplo,
en los documentos W02004030615; W0O2000006589; W02001073032; por Wallace et al. (2005); Feldman et al.
(2003); y Oettgen et al. (2000). MG es descrito, por ejemplo, en los documentos W02004030615; 20030124128; por
Fleming et al. (2000); Watson et al. (1996 y 1998); y en el documento 5668267. PIP es descrito, por ejemplo, por
Autiero et al. (2002); Clark et al. (1999); Myal et al. (1991) y Murphy et al. (1987). B305D, B726 y GABA-Pi son
descritos por Reinholz et al. (2005). NGEP es descrito, por ejemplo, por Bera et al. (2004).
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Preferentemente, los Marcadores para el cancer de ovario son el tumor de Wilms 1 (WT1), PAX8, la
proteina reguladora aguda esteroidogénica (STAR) y EMX2. Preferentemente, se miden los Biomarcadores para
WT1. Pueden medirse los Biomarcadores para STAR y EMX2, ademas de o en lugar de los Biomarcadores para
WT1. WT1 es descrito, por ejemplo en los documentos 5350840; 6232073; 6225051; 20040005563; y por Bentov et
al. (2003). PAX8 es descrito, por ejemplo, en el documento 20050037010; por Poleev et al. (1992); Di Palma et al.
(2003); Marques et al. (2002); Cheung et al. (2003); Goldstein et al. (2002); Oji et al. (2003); Rauscher et al. (1993);
Zapata-Benavides et al. (2002); y Dwight et al. (2003). STAR es descrito, por ejemplo, por Gradi et al. (1995); y Kim
et al. (2003). EMX2 es descrito, por ejemplo, por Noonan et al. (2001).

Preferentemente, los Marcadores para el cancer de prostata son KLK3, KLK2, NGEP y NPY.
Preferentemente, se miden los Biomarcadores para KLK3. Pueden medirse los Biomarcadores para KLK2, NGEP y
NPY, ademas de o en lugar de KLK3. KLK2 y KLK3 son descritos, por ejemplo, por Magklara et al. (2002). KLK2 se
describe, por ejemplo, en los documentos 20030215835 y 5786148. KLK3 se describe, por ejemplo, en el documento
6261766.

El método también puede incluir obtener informacioén clinica adicional, incluido el sitio de metastasis para
determinar el origen del carcinoma. En la figura 3 se proporciona un diagrama de flujo.

La descripcion proporciona adicionalmente un método para obtener conjuntos de Biomarcadores 6ptimos
para carcinomas utilizando metastasis de origen conocido, determinar los Biomarcadores para ello y comparar los
Biomarcadores con los Biomarcadores de metastasis de origen desconocido.

La descripcion proporciona adicionalmente un método para proporcionar orientacién para el tratamiento
determinando el origen de una metéastasis de origen desconocido segun los métodos descritos en el presente
documento e identificando el tratamiento apropiado para ello.

La descripcion proporciona adicionalmente un método para proporcionar un pronéstico determinando el
origen de una metastasis de origen desconocido segun los métodos descritos en el presente documento e
identificando el pronéstico correspondiente para ello.

La descripcion proporciona adicionalmente un método para encontrar Biomarcadores que comprende
determinar el nivel de expresion de un gen Marcador en una metastasis concreta, medir un Biomarcador para el gen
Marcador para determinar la expresion del mismo, analizar la expresion del gen Marcador segun los métodos
descritos en el presente documento y determinar si el gen Marcador es realmente especifico para el tumor de origen.

La invencion proporciona adicionalmente el uso de composiciones que comprenden al menos una
secuencia aislada seleccionada de entre las SEQ ID NO: 11-58 en los métodos de la invencion.

La invencion proporciona adicionalmente el uso de kits, micromatrices o matrices génicas para llevar a cabo
los ensayos descritos en el presente documento.

Sdlo en raras ocasiones se ha descubierto que la mera presencia 0 ausencia de secuencias concretas de
acidos nucleicos en una muestra de tejido tenga valor diagnéstico o pronéstico. Por otro lado, se considera cada vez
mas importante la informacién sobre la expresion de diversas proteinas, péptidos o ARNm. La mera presencia de
secuencias de acidos nucleicos que tengan el potencial de expresar proteinas, péptidos o ARNm (tales secuencias
conocidas como "genes") dentro del genoma por si misma no es determinante de si una proteina, péptido, o ARNm
se expresa en una determinada célula. Que un determinado gen capaz de expresar proteinas, péptidos o ARNm, lo
haga o no, y en qué medida se produzca tal expresion, en todo caso, viene determinado por diversos factores
complejos. Independientemente de las dificultades en la comprension y la evaluacién de estos factores, el ensayo de
la expresion génica puede proporcionar informacion Util sobre la existencia de eventos importantes, tales como la
tumorogénesis, la metastasis, la apoptosis, y otros fendmenos clinicamente pertinentes. Los indicios relativos del
grado en que los genes son activos o inactivos pueden encontrarse en los perfiles de expresion génica. Los perfiles
de expresion génica de la presente invencion se utilizan para proporcionar un diagnéstico y para tratar a los
pacientes de CUP.

La preparacion de la muestra requiere la recogida de muestras de pacientes. Las muestras de pacientes
utilizadas en el método de la invencién son las que se sospecha contienen células enfermas, tales como células
tomadas de un ganglio en una biopsia por aspiracion con aguja fina (FNA) de tejido. La preparacion de la masa de
tejido obtenida de una biopsia o una muestra quirirgica y la microdiseccion de captura por laser también son
adecuadas para su uso. La tecnologia de microdiseccién de captura por laser (LCM) es una manera de seleccionar
las células a estudiar, minimizando la variabilidad debida a la heterogeneidad del tipo de célula. Por consiguiente,
pueden detectarse facilmente cambios moderados o pequefios en la expresion del gen Marcador entre las células
normales o benignas y las cancerosas. Las muestras también pueden comprender células epiteliales circulantes
extraidas de sangre periférica. Estas pueden obtenerse segun varios métodos, pero el método mas preferente es la
técnica de separacion magnética descrita en el documento 6136182. Una vez se ha obtenido la muestra que
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contiene las células de interés, se obtiene un perfil de expresion génica utilizando un Biomarcador, para los genes en
las carteras apropiadas.

Los métodos preferentes para establecer los perfiles de expresién génica incluyen determinar la cantidad
de ARN que es producido por un gen que puede codificar una proteina o péptido. Esto se logra mediante PCR con
transcriptasa inversa (RT-PCR), RT-PCR competitivo, RT-PCR en tiempo real, RT-PCR de presentacion diferencial,
analisis de Northern Blot y otros ensayos relacionados. Aunque es posible llevar a cabo estas técnicas mediante
reacciones de PCR individuales, es mejor amplificar ADN complementario (ADNc) o ARN complementario (ARNc)
producido a partir de ARNm y analizarlo mediante micromatrices. Los expertos en la materia conocen varios
métodos y configuraciones de matriz diferentes para su produccién y se describen, por ejemplo, en los documentos
5445934, 5532128, 5556752, 5242974, 5384261, 5405783, 5412087, 5424186, 5429807, 5436327, 5472672,
5527681, 5529756, 5545531, 5554501, 5561071, 5571639, 5593839, 5599695, 5624711, 5658734 y 5700637.

La tecnologia de micromatrices permite medir a nivel del ARNm en estado estacionario de miles de genes
simultdneamente, lo que proporciona una poderosa herramienta para la identificacién de efectos tales como la
aparicion, detencion o modulacion de la proliferacion celular incontrolada. Actualmente se encuentra muy extendido
el uso de dos tecnologias de micromatrices, las matrices de oligonucleétidos y de ADNc. Aunque existen diferencias
en la construccion de estas matrices, esencialmente todas las salidas y analisis de datos de bajada son iguales. El
producto de estos andlisis son por lo general mediciones de la intensidad de la sefal recibida desde una sonda
marcada utilizada para detectar una secuencia de ADNc de la muestra que hibrida con una secuencia de acido
nucleico en una ubicacion conocida en el micromatriz. Por lo general, la intensidad de la sefal es proporcional a la
cantidad de ADNg, y por lo tanto de ARNm, expresado en las células de la muestra. Se dispone de un gran niumero
de tales técnicas y resultan utiles. Los métodos preferentes para determinar la expresion génica pueden encontrarse
en los documentos 6271002, 6218122, 6218114 y 6004755.

El andlisis de los niveles de expresion se lleva a cabo comparando tales intensidades de sefal. Esto se
realiza mejor generando una matriz de relacion de las intensidades de expresion de los genes en una muestra de
ensayo frente a las de una muestra de control. Por ejemplo, las intensidades de expresion génica de un tejido
enfermo pueden compararse con las intensidades de expresion generadas a partir de tejido benigno o normal del
mismo tipo. Una relacion de estas intensidades de expresion indica el nUmero de veces que cambia la expresion
génica entre las muestras de ensayo y de control.

La seleccion puede basarse en ensayos estadisticos que producen listas ordenadas relacionadas con la
evidencia de significacion para la expresion diferencial de cada gen entre los factores relacionados con el sitio de
origen original del tumor. Los ejemplos de tales ensayos incluyen ANOVA y Kruskal-Wallis. Las clasificaciones
pueden utilizarse como ponderaciones en un modelo disefiado para interpretar la adicion total de tales
ponderaciones, hasta un punto de corte, como la preponderancia de la evidencia a favor de una clase sobre otra.
También puede utilizarse la evidencia anterior como se describe en la literatura para ajustar las ponderaciones.

En la presente invencion, se eligieron 10 Marcadores que mostraron evidencia significativa de expresién
diferencial entre 6 tipos de tumores. El proceso de seleccion incluia un grupo ad hoc de ensayos estadisticos,
optimizacion de la media-varianza y el conocimiento de expertos. En una forma de realizacion alternativa, los
métodos de extraccion de caracteristicas podrian automatizarse para seleccionar y ensayar los Marcadores a través
de enfoques de aprendizaje supervisado. A medida que crece la base de datos, puede repetirse la selecciéon de
Marcadores con el fin de producir la mayor precision diagndstica posible en cualquier estado determinado de la base
de datos.

Una forma de realizacion preferente es normalizar cada medicion identificando un conjunto de control
estable y escalando este conjunto a varianza cero en todas las muestras. Este conjunto de control se define como
cualquier transcrito endégeno Unico o conjunto de transcritos enddgenos influidos por el error sistematico en el
ensayo, y que no se sepa que cambien independientemente de este error. Todos los Marcadores se ajustan
mediante el factor especifico de muestra que genera varianza cero para cualquier estadistico descriptivo del
conjunto de control, tal como la media o la mediana, o para una medicion directa. Como alternativa, si la premisa de
variacion de los controles relacionados solamente con el error sistematico no es cierta, y sin embargo el error de
clasificacion resultante es menor cuando se realiza la normalizacién, el conjunto de control seguira siendo utilizado
como se indica. También podrian ser utiles los controles de adicion no enddgenos, pero no resultan preferentes.

Después del Marcador de seleccion, se utilizan estas variables seleccionadas en un clasificador disefiado
para producir la mayor precision de clasificacion posible. Puede utilizarse un algoritmo de aprendizaje supervisado
disefiado para relacionar un conjunto de medidas de entrada con un conjunto de salida de predictores con el fin de
construir un modelo a partir de las 10 entradas para predecir el tejido de origen. El problema puede enunciarse
como: los datos de entrenamiento dados {(x1, ¥),., (Xn, ¥)} producen un clasificador h: X — Y que mapea una muestra
X € X a su etiqueta de tejido de origen y € Y. Las predicciones se basan en los casos resueltos con anterioridad que
estan contenidos en la base de datos y por lo tanto componen el conjunto de entrenamiento.

El algoritmo de aprendizaje supervisado debe encontrar parametros basados en las relaciones entre las
variables de entrada y las salidas conocidas que minimicen el error de clasificacion esperado. A continuacion,
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pueden utilizarse estos parametros para predecir el tejido de origen a partir de la entrada de una nueva muestra.
Ejemplos de estos algoritmos incluyen modelos lineales de clasificacion, clasificadores cuadraticos, métodos
basados en arboles, redes neuronales y métodos de prototipo tales como un clasificador de k vecinos mas cercanos
o algoritmos de cuantificacién de vectores de aprendizaje.

Una forma de realizacion especifica para disefiar los 10 Marcadores normalizados es el método LDA,
utilizando parametros por defecto, como se describe en Venables y Ripley (2002). Este método se basa en el
analisis discriminante lineal de Fisher, donde las medias dadas (=, =1 y las covarianzas %,-, Z,-1 para las

_etriqu_et,as de clase y 0 y 1, se busca una combinacién lineal de .7 que tenga unas medias {.fy=1 y unas varianzas

' Zy=jis que maximicen la relacién entre la varianza entre las clases y la varianza dentro de las clases:

2 — , oTH =y 2 — = - 2
a entte __ (wxu’y:l _ %#y:ﬂ) _ (w'{#b‘:l - P'-y:ﬂ)}

) - : — = =T § =
O dentro 'ﬁrgyzlw + ﬁTEy:ﬂ!ﬁ zLﬂH(EyZﬂ + Ey:l)w

o =

LDA puede generalizarse a un analisis discriminante para multiples clases, donde y tiene N posibles
estados, en lugar de s6lo dos. Se hace una estimacion de las medias y varianzas de clase a partir de los valores
contenidos en la base de datos para los Marcadores elegidos. En una forma de realizacién preferente, la matriz de
covarianza se pondera por las probabilidades a priori iguales de cada tipo de tumor sujeta a la siguiente. La
prediccion en los pacientes masculinos se realiza mediante un modelo en el que las distribuciones de probabilidad a
priori son cero para cada grupo de tumores de los 6érganos reproductores femeninos. Del mismo modo, la prediccion
en las pacientes femeninas se realiza mediante un modelo en el que las distribuciones de probabilidad a priori son
cero para los érganos reproductores masculinos. En la presente invencion, las distribuciones de probabilidad a priori
son cero para los ensayos en mujeres para prostata y cero para hombres sometidos a ensayo para mama y ovario.
Ademas, las muestras con un antecedente idéntico a una etiqueta de clase se someten a ensayo mediante un
modelo en el que la probabilidad a priori es cero para esa etiqueta de clase concreta.

El problema anterior puede verse como una maximizacion del cociente de Rayleigh manejado como un
problema de valor propio generalizado. El subespacio reducido se utiliza en la clasificaciéon calculando la distancia de
cada muestra al centroide en el subespacio elegido. El modelo puede ajustarse mediante la maxima verosimilitud, y
las probabilidades posteriores se calculan mediante el teorema de Bayes.

Un método alternativo puede incluir encontrar un mapa del espacio de caracteristicas de dimension n,
donde n es el numero de variables utilizadas, a un conjunto de etiquetas de clasificacion implicara el reparto del
espacio de caracteristicas en regiones, a continuacion, asignar una clasificacién a cada regién. Las puntuaciones de
estos algoritmos de tipo vecinos mas cercanos estan relacionados con la distancia entre limites de decisiéon y no se
traducen necesariamente en probabilidades de clase.

Si hay demasiadas variables para elegir, y muchas de ellas son ruido aleatorio, la seleccion de variables y
el modelo corren el riesgo de una sobrevaloracion del problema. Por lo tanto, suele utilizarse una lista clasificada en
diversos puntos de corte como entradas con el fin de limitar el nUmero de variables. También pueden utilizarse
algoritmos de busqueda tal como un algoritmo genético para seleccionar un subconjunto de variables que ensayan
una funcién de coste. Puede intentarse un apareamiento simulado para limitar el riesgo de alcanzar la funcién de
coste en un minimo local. Sin embargo, estos procedimientos deben validarse con muestras independientes al
proceso de seleccion y modelizacion.

También pueden utilizarse enfoques de variable latente. Puede utilizarse cualquier algoritmo de aprendizaje
no supervisado para hacer una estimacion de variedades de baja dimension a partir de un espacio de alta dimension
para descubrir asociaciones entre las variables de entrada y lo bien que pueden ajustarse a un conjunto menor de
variables latentes. Aunque las estimaciones de la eficacia de las reducciones son subjetivas, puede aplicarse un
algoritmo supervisado en el conjunto de variables reducido con el fin de hacer una estimacion de la precision de la
clasificacion. Por lo tanto, un clasificador, que puede construirse a partir de las variables latentes, también puede
construirse a partir de un conjunto de variables correlacionadas significativamente con las variables latentes. Un
ejemplo de esto podria incluir el uso de variables correlacionadas con los componentes principales, a partir de un
analisis de componentes principales, como entradas para cualquier modelo de clasificaciéon supervisada.

Estos algoritmos pueden implementarse en cualquier codigo de software que tenga métodos para introducir

las variables, entrenar las muestras con una funcién, ensayar una muestra en base al modelo y devolver los
resultados a una consola. R, Octave, C, C++, Fortran, Java, Perl y Python tienen bibliotecas disponibles bajo una
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licencia de codigo abierto para realizar muchas de las funciones enumeradas anteriormente. Los paquetes
comerciales tales como S+ y Matlab también contienen muchos de estos métodos.

El cédigo realiza las siguientes etapas en el siguiente orden utlizando R version 2.2.1
(http://www.r-project.org) con la biblioteca MASS (Venables et al. (2002)) instalada. El término LDA se refiere a la
funcion Ida en el espacio de nombres MASS.

1) Los valores de CT para 10 genes Marcadores y 2 controles se almacenan en un disco duro para todas las
muestras de conjunto de entrenamiento disponibles.

2) Para cada muestra, la resta del promedio especifico de la muestra de los controles de cada marcador
normaliza los 10 valores de gen marcador.

3) El conjunto de datos de entrenamiento esta compuesto por las metastasis con sitios de origen conocidos,
donde cada muestra tiene al menos uno de sus marcadores diana especifico para el tejido de origen marcado
con un valor de CT normalizado inferior a 5.

4) LDA construye 4 conjuntos de 2 modelos LDA a partir de los datos de entrenamiento en (3). En cada conjunto,
un modelo que es especifico para los hombres, y tiene la probabilidad a priori para mama y ovario establecida en
cero, asi como la probabilidad a priori para prdstata ajustada a las distribuciones de probabilidad a priori
equivalentes de las demas etiquetas de clase. El otro modelo en cada par es especifico para las mujeres con la
probabilidad a priori de préstata establecida en cero, y con las distribuciones de probabilidad a priori para mama
y ovario ajustadas a las distribuciones de probabilidad a priori equivalentes encontradas en las demas etiquetas
de clase.

a. El primer conjunto se utiliza para ensayar muestras de CUP encontradas en el colon, las probabilidades a
priori para colon se establecen en cero y todas las demas etiquetas de clase de no reproductivo se ajustan a
las distribuciones de probabilidad a priori equivalentes.

b. Un segundo conjunto de modelos es especifico para un CUP encontrado en el ovario, con la probabilidad a
priori para ovario establecida en cero y las demas etiquetas de clase de no reproductivo ajustadas a las
distribuciones de probabilidad a priori equivalentes.

c. Un tercer conjunto es un CUP encontrado en el pulmdn, con probabilidad a priori para pulmén establecida
en cero. Todas las demas etiquetas de clase de no reproductivo tienen distribuciones de probabilidad a priori
equivalentes.

d. El modelo general utilizado para todos los demas tejidos de fondo. Todas las distribuciones de probabilidad
a priori se ajustan de manera equivalente a excepcion de las etiquetas de clase especificas de reproductivo
que se ajustan tal como se ha definido en 4.

Con el fin de ensayar una muestra, se ejecuta un programa R que realiza lo siguiente.

1) Lee un conjunto de datos de ensayo.

2) Genera un promedio especifico de la muestra de ambos controles.

3) Para cada muestra, utiliza el promedio especifico de la muestra a restar de cada Marcador.
4) Reemplaza cualquier CT normalizado generado a partir de un CT sin procesar de 40 con 12.
5) Para cada muestra en el conjunto de ensayo se ensaya lo siguiente.

a. Si el promedio de ambos controles es superior a 34, la muestra se etiqueta como 'CTR_FAILURE' con
ceros para las probabilidades a posteriori.

b. Se verifican los antecedentes para colon, ovario o pulmén. Si se encuentra una coincidencia, se marca
también el género. A continuacion se utilizan los antecedentes y un modelo especifico de género para evaluar
la muestra.

c. Si se encuentra mama, pancreas, SCC de pulmén o prdstata como etiqueta de antecedentes, a
continuacién se da a la muestra una etiqueta de 'FAILURE_ineligible_sample', y todas las probabilidades a
posteriori se establecen en cero.

d. Para todas las demas muestras se utiliza el modelo general para masculino o femenino.

Los resultados se formatean y se escriben en un archivo.
La presente descripcion incluye carteras de expresion génica obtenidas mediante este proceso.

Los perfiles de expresion génica pueden presentarse de varias maneras. Lo mas comun es disponer una
matriz de relacion o las intensidades de fluorescencia sin procesar en un dendrograma en el que las columnas
indican las muestras de ensayo y las filas indican los genes. Los datos se disponen de manera los genes con perfiles
de expresion similares estén proximos entre si. La relacion de expresion para cada gen se visualiza en un color. Por
ejemplo, una relacién inferior a uno (disminucion de la expresion) aparece en la porcidon azul del espectro, mientras
que una relacion superior a uno (aumento de la expresion) aparece en la porcion roja del espectro. Se dispone en el
mercado de programas de software para presentar este tipo de datos, incluido "GeneSpring" (Silicon Genetics, Inc.)
y "Discovery" e "Infer" (Partek, Inc.)
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Las mediciones de la abundancia de especies de ARN Unicas se recogen de tumores primarios o de
tumores metastasicos de primarios de origen conocido. Estas lecturas, junto con la historia clinica, incluida, pero no
limitada a la edad del paciente, el sexo, el lugar de origen del tumor primario y el sitio de metastasis (en caso de ser
aplicable) se utilizan para generar una base de datos relacional. La base de datos se utiliza para seleccionar los
transcritos de ARN vy los factores clinicos que pueden utilizarse como variables de Marcador para predecir el origen
primario de un tumor metastasico.

En el caso de medir los niveles de proteina para determinar la expresién génica, cualquier método conocido
en la técnica es adecuado siempre que dé como resultado una especificidad y sensibilidad adecuadas. Por ejemplo,
pueden medirse los niveles de proteina mediante unién a un anticuerpo o fragmento de anticuerpo especifico para la
proteina y midiendo la cantidad de proteina unida al anticuerpo. Los anticuerpos pueden marcarse mediante
reactivos radiactivos, fluorescentes u otros reactivos detectables para facilitar la deteccién. Los métodos de
deteccion incluyen, sin limitaciéon, el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) y técnicas de
inmunotransferencia.

Los genes modulados utilizados en los métodos de la invencién se describen en los Ejemplos. Los genes
que se expresan diferencialmente presentan un aumento o una disminuciéon de la expresiéon en pacientes con
carcinoma de un origen concreto con respecto a aquellos con carcinomas de diferentes origenes. “Aumento de la
expresion” y “disminucion de la expresion” son expresiones relacionadas que se refieren a que se encuentra una
diferencia detectable (mas alla de la contribucidn del ruido en el sistema utilizado para medirlo) en la cantidad de
expresion de los genes con respecto a una linea basal. En este caso, la linea basal se determina en base al
algoritmo. Los genes de interés en las células enfermas presentan entonces un aumento o una disminucion de la
expresion con respecto al nivel de la linea basal utilizando el mismo método de medicion. “Enfermo/a”, en este
contexto, se refiere a una alteracion del estado de un cuerpo que interrumpe o altera, o que tiene el potencial de
alterar, el rendimiento adecuado de las funciones corporales tal como ocurre con la proliferacion incontrolada de
células. Se da un diagnéstico de enfermedad cuando algun aspecto del genotipo o fenotipo de la persona concuerda
con la presencia de la enfermedad. Sin embargo, el acto de llevar a cabo un diagndstico o prondstico puede incluir la
determinacioén de cuestiones sobre la enfermedad/estado, tal como la determinacion de la probabilidad de recaida, el
tipo de tratamiento y el control del tratamiento. En el control del tratamiento, se emiten juicios clinicos sobre el efecto
de un determinado ciclo terapéutico comparando la expresion de los genes a lo largo del tiempo para determinar si
los perfiles de expresion génica han cambiado o estan cambiando a patrones mas conformes con el tejido normal.

Los genes pueden agruparse de manera que la informacion obtenida sobre el conjunto de genes en el
grupo proporcione una base sélida para emitir un juicio clinicamente pertinente, tal como el diagnéstico, el pronéstico
o la eleccion del tratamiento. Estos conjuntos de genes componen las carteras descritas en el presente documento.
Al igual que con la mayoria de los Marcadores de diagnéstico, a menudo resulta deseable utilizar el menor nimero
de Marcadores suficiente para emitir un juicio médico correcto. Esto evita un retraso en el tratamiento a la espera de
un analisis adicional, asi como un uso improductivo de tiempo y recursos.

Un método para establecer carteras de expresion génica es mediante algoritmos de optimizacién tal como
el algoritmo de varianza media ampliamente utilizado en el establecimiento de carteras de acciones. Este método se
describe detalladamente en el documento 20030194734. Esencialmente, el método requiere establecer un conjunto
de entradas (acciones en las aplicaciones financieras, expresion medida mediante la intensidad en el presente
documento) que optimizara el retorno (por ejemplo, la sefial que se genera) que se recibe para utilizarlo minimizando
al mismo tiempo la variabilidad del retorno. Se dispone de muchos programas comerciales de software para llevar a
cabo tales operaciones. Resulta preferente "Wagner Associates Mean-Variance Optimization Application",
denominada "Wagner Software" a lo largo de la presente memoria. Este software utiliza las funciones de la "Wagner
Associates Mean-Variance Optimization Library" para determinar una frontera eficaz y resultan preferentes las
carteras optimas en el sentido de Markowitz. Markowitz (1952). El uso de este tipo de software requiere la
transformacion de los datos de micromatriz de manera que puedan tratarse como una entrada en la forma en que se
utilizan la rentabilidad de las acciones y las medidas de riesgo cuando el software se utiliza para los fines previstos
de analisis financiero.

El proceso de seleccion de una cartera también puede incluir la aplicacion de reglas heuristicas.
Preferentemente, tales reglas se formulan en base a la biologia y la comprensién de la tecnologia utilizada para
producir resultados clinicos. Mas preferentemente, se aplican a la salida del método de optimizacion. Por ejemplo,
puede aplicarse el método de la varianza media de seleccion de la cartera a los datos de micromatriz para varios
genes expresados diferencialmente en sujetos con cancer. La salida del método seria un conjunto optimizado de
genes que podrian incluir algunos genes que se expresan en sangre periférica asi como en tejido enfermo. Si las
muestras utilizadas en el método de ensayo se obtienen a partir de sangre periférica y determinados genes
expresados diferencialmente en casos de cancer también puedan expresarse diferencialmente en sangre periférica,
entonces puede aplicarse una regla heuristica en la que una cartera se selecciona de la frontera eficaz excluyendo
las que se expresan diferencialmente en sangre periférica. Por supuesto, la regla puede aplicarse antes de la
formacion de la frontera eficaz, por ejemplo, aplicando la regla durante la preseleccion de datos.
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Pueden aplicarse otras reglas heuristicas que no estan necesariamente relacionadas con la biologia en
cuestion. Por ejemplo, puede aplicarse una regla de que sélo un porcentaje prescrito de la cartera pueda estar
representado por un gen o grupo de genes concreto. El software disponible en el mercado tal como el Wagner
Software se ajusta facilmente a estos tipos de heuristicos. Esto puede ser Uutil, por ejemplo, cuando factores distintos
de la exactitud y la precision (por ejemplo, derechos de licencia previstos) tengan un impacto sobre la conveniencia
de incluir uno o mas genes.

Los perfiles de expresion génica descritos en el presente documento también pueden utilizarse junto con
otros métodos de diagndstico no genéticos utiles en el diagndstico, el prondstico o el control del tratamiento del
cancer. Por ejemplo, en algunas circunstancias es beneficioso combinar la potencia diagndstica de los métodos
basados en la expresidn génica descritos anteriormente con datos procedentes de Marcadores convencionales tales
como Marcadores de proteina sérica (por ejemplo, el Antigeno de Cancer 27.29 ("CA 27.29")). Existe una variedad
de tales Marcadores, incluidos analitos tales como CA 27.29. En uno de tales métodos, se extrae periddicamente
sangre de un paciente tratado y a continuacion se somete a un inmunoensayo enzimatico para uno de los
Marcadores séricos descritos anteriormente. Cuando la concentracion del Marcador sugiere la reaparicién de
tumores o el fracaso del tratamiento, se obtiene una fuente de muestras susceptible de analisis de la expresion
génica. Cuando exista una masa sospechosa, se hace una biopsia por aspiracion con aguja fina (FNA) y a
continuacién se analizan los perfiles de expresion génica de las células obtenidas de la masa como se ha descrito
anteriormente. Como alternativa, las muestras de tejido pueden obtenerse de las areas adyacentes al tejido del cual
se elimind anteriormente un tumor. Este enfoque puede ser especialmente util cuando otros ensayos producen
resultados ambiguos.

Los kits preparados como se describe en el presente documento incluyen ensayos formateados para
determinar los perfiles de expresién génica. Estos pueden incluir todos o algunos de los materiales necesarios para
llevar a cabo los ensayos, tal como reactivos e instrucciones y un medio a través del cual se ensayan los
Biomarcadores.

Los articulos descritos en el presente documento incluyen representaciones de los perfiles de expresion
génica Utiles para tratar, diagnosticar, pronosticar y evaluar de otro modo las enfermedades. Estas representaciones
de perfiles se reducen a un medio que puede ser leido automaticamente por una maquina tal como medios legibles
por ordenador (magnético, optico, y similares). Los articulos también pueden incluir instrucciones para evaluar los
perfiles de expresion génica en dichos medios. Por ejemplo, los articulos pueden comprender un CD ROM con
instrucciones de ordenador para comparar los perfiles de expresion génica de las carteras de genes descritas
anteriormente. Los articulos también pueden tener perfiles de expresion génica registrados digitalmente en los
mismos de manera que puedan compararse con los datos de expresion génica de muestras de pacientes. Como
alternativa, los perfiles pueden grabarse en un formato de representacion diferente. Un registro grafico es uno de
tales formatos. Los algoritmos de agrupacién como los incorporados en el software "DISCOVERY" e "INFER" de
Partek, Inc. mencionados anteriormente pueden ayudar mejor a visualizar estos datos.

Los diferentes tipos de articulos de fabricacion como se describen en el presente documento son ensayos
formateados o medios utilizados para revelar los perfiles de expresion génica. Estos pueden comprender, por
ejemplo, micromatrices en las que las sondas o complementos de secuencia estan fijados a una matriz con la que se
combinan las secuencias indicativas de los genes de interés creando un determinante legible de su presencia. Como
alternativa, los articulos tal como se describen en el presente documento pueden fabricarse en forma de kits de
reactivos para llevar a cabo la hibridacion, la amplificacion y la generacion de sefales indicativas del nivel de
expresion de los genes de interés para la deteccion del cancer.

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar pero no limitar la invencion reivindicada.
Ejemplo 1

Materiales y Métodos

Descubrimiento genético de Marcadores de cancer pancreatico.

Se aislé ARN a partir de tejidos de tumor pancreatico, de pancreas normal, de pulmon, de colon, de mama
y de ovario utilizando Trizol. A continuacion se utilizé el ARN para generar ARN marcado amplificado (Lipshutz et al.
(1999)) que a continuacion se hibridé en matrices Affymetrix U133A. A continuacion se analizaron los datos de dos
maneras.

En el primer método, se filtr6 este conjunto de datos para conservar sélo los genes con al menos dos
lecturas actuales por todo el conjunto de datos. Este filtrado dejé 14.547 genes. Se determind que 2.736 genes se
sobreexpresaban en el cancer de pancreas frente al pancreas normal con un valor de p inferior a 0,05. Cuarenta y
cinco genes de los 2.736 también se sobreexpresaban al menos el doble en comparacién con la intensidad méaxima
encontrada a partir de tejidos de pulmén y colon. Por udltimo, se descubrieron seis conjuntos de sondas que se
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sobreexpresaban al menos el doble en comparacion con la intensidad maxima encontrada a partir de tejidos de
pulmén, colon, mama y ovario.

En el segundo método, se filtr este conjunto de datos para conservar sélo aquellos genes con no mas de
dos lecturas actuales en tejidos de mama, colon, pulmén y ovario. Este filtrado dejé 4.654 genes. Se descubrid que
160 genes de los 4.654 tenian al menos dos lecturas actuales en los tejidos pancreaticos (normales y cancerosos).
Finalmente, se seleccionaron ocho conjuntos de sondas que presentaron la mayor expresion diferencial entre el
cancer pancreatico y los tejidos normales.

Muestras de tejido.

Se obtuvieron un total de 260 tejidos primarios y metastasis FFPE de diversos proveedores comerciales.
Las muestras ensayadas fueron: 30 metastasis de mama, 30 metastasis de colorrectal, 56 metastasis de pulmoén, 49
metastasis de ovario, 43 metastasis de pancreas, 18 tumores primarios de préstata y 2 metastasis de préstata y 32
de otros origenes (6 de estdbmago, 6 de rifidn, 3 de laringe, 2 de higado, 1 de esdfago, 1 de faringe, 1 de conducto
biliar, 1 de pleura, 3 de vejiga, 5 melanomas, 3 linfomas).

Extraccion de ARN.

El aislamiento de ARN a partir de secciones de tejido en parafina se bas6 en los métodos y reactivos
descritos en el manual High Pure RNA Paraffin Kit (Roche) con las siguientes modificaciones. Se seccionaron
muestras de tejido incluidas en parafina segun el tamafo de la metastasis incluida (2-5 mm =9 X 10 ym,
6-8 mm =6 X 10 ym, 8-=10 mm =3 X 10 ym), y se colocaron en tubos Eppendorf de 1,5 ml con ARNasa/ADNasa.
Se desparafinaron las secciones mediante la incubacién en 1 ml de xileno durante 2-5 minutos a temperatura
ambiente después de una agitacion en vortex de 10-20 segundos. A continuacidn se centrifugaron los tubos y se
elimind el sobrenadante y se repitié la etapa de desparafinacion. Después de eliminar el sobrenadante, se afadié
1 ml de etanol y se agitdé en voértex la muestra durante 1 minuto, se centrifugd y se eliminé el sobrenadante. Este
proceso se repitid una vez mas. Se elimind el etanol residual y se secd el sedimento en un horno a 55°C durante
5-10 minutos y se resuspendié en 100 pl de tampodn de lisis tisular, 16 pl de SDS al 10% y 80 pl de proteinasa K. Las
muestras se agitaron en vortex y se incubaron en un agitador-calentador puesto a 400 rpm durante 2 horas a 55°C.
Se anadieron 325 pl de tampédn de union y 325 pl de etanol a cada muestra, que a continuacion se mezclo, se
centrifugd y el sobrenadante se afadié a la columna de filtracion. La columna de filtracion junto con el tubo de
recogida se centrifugé durante 1 minuto a 8.000 rpm y se descarto el flujo a través. Se realizé una serie de lavados
secuenciales (500 pl de tampon de lavado | — 500 pl de tampon de lavado || — 300 ul de tampén de lavado 1l) en la
que se anadié cada solucion a la columna, se centrifugd y se descarto el flujo a través. A continuacion, se centrifugd
la columna a velocidad maxima durante 2 minutos, se colocé en un tubo de 1,5 ml nuevo y se afadieron 90 ul de
tampon de elucion. Se obtuvo ARN después de una incubacion de 1 minuto a temperatura ambiente, seguida de una
centrifugacion de 1 minuto a 8.000 rpm. La muestra se trat6 con ADNasa con adicion de 10 pyl de tampon de
incubacién ADNasa, 2 yl de ADNasa | y se incub6 durante 30 minutos a 37°C. Se inactivo la ADNasa después de la
adicion de 20 pl de tampédn de lisis tisular, 18 pl de SDS al 10% y 40 ul de proteinasa K. Nuevamente, se afadieron
325 pl de tampon de unidn y 325 pl de etanol a cada muestra que a continuacion se mezclo, se centrifugd y el
sobrenadante se afadié a la columna de filtracion. Los lavados secuenciales y la elucion de ARN continuaron como
se ha indicado anteriormente salvo que se utilizaron 50 ul de tampdn de elucion para eluir el ARN. Para eliminar la
contaminacion de la fibra de vidrio transferida desde la columna, se centrifugd el ARN durante 2 minutos a velocidad
maxima y se eliminé el sobrenadante en un tubo Eppendorf de 1,5 ml. Las muestras se cuantificaron mediante
lecturas de DO 260/280 obtenidas mediante un espectrofotémetro y se diluyeron las muestras hasta 50 ng/pl. El
ARN aislado se almacené en agua libre de ARNasa a -80°C hasta su uso.

Cebador TagMan y disefio de sondas.

Se utilizaron los nimeros de referencia de la secuencia de referencia de ARNm apropiada junto con Oligo
6.0 para desarrollar ensayos de CUP TaqMan® (Marcadores pulmonares: proteina B asociada a surfactante
pulmonar humana (HUMPSPBA), factor de transcripcion tiroideo 1 (TTF1), desmogleina 3 (DSG3), Marcador
colorrectal: cadherina 17 (CDH17), Marcadores de mama: mamaglobina (MG), factor de transcripcion Ets derivado
de prostata (PDEF), Marcador de ovario: tumor de Wilms 1 (WT1), Marcadores pancreaticos: antigeno de células
madre de prostata (PSCA), factor de coagulacion V (F5), Marcador prostatico calicreina 3 (KLK3)) y los ensayos de
mantenimiento  actina, hidroximetilbilano sintasa (PBGD). Los cebadores y las sondas de hidrdlisis para cada
ensayo se enumeran en la Tabla 2. Se excluy6 la amplificacion de ADN gendmico disefiando ensayos alrededor de
los sitios de corte y empalme de exdn-intrén. Las sondas de hidrdlisis se marcaron en el nucleétido 5' con FAM como
colorante indicador y en el nucledtido 3' con BHQ1-TT como colorante de extincion interno.

Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real cuantitativa.
Se llevé a cabo la cuantificacion de ARN especifico de gen en una placa de 384 pocillos en el sistema de

deteccién de secuencias ABI Prism 7900HT (Applied Biosystems). Para cada ciclo de agitador-calentador se
amplificaron los patrones y las curvas patron. Los patrones para cada Marcador consistieron en transcritos in vitro de
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genes diana que se diluyeron en ARN portador de rifidn de rata a 1x10° copias. Las curvas patréon para los
Marcadores de mantenimiento consistieron en transcritos in vitro de genes diana que se sometieron a dilucién en
serie en ARN portador de rifidén de rata a 1x107, 1x10° y 1x10° copias. También se incluyeron en cada ciclo de
ensayo controles no diana para asegurar que no hubiese contaminacion ambiental. Todas las muestras y los
controles se procesaron por duplicado. Se realizd la qRTPCR con reactivos de uso general en el laboratorio en una
reaccion de 10 yl que contenia: tampdn de RT-PCR (Bicina/KOH 50 nM pH 8,2, KAc 115 nM, glicerol al 8%, MgCl.
2,5 mM, MnSO4 3,5 mM, 0,5 mM de cada uno de dCTP, dATP, dGTP y dTTP), aditivos (Tris-Cl 2 mM pH 8, albumina
bovina 0,2 mM, trehalosa 150 mM, Tween 20 al 0,002%), mezcla de enzimas (2U de Tth (Roche), 0,4 mg/ul de Ac
TP6-25), mezcla de sonda y cebador (0,2 uM de sonda, 0,5um de cebadores). Se siguieron los siguientes
parametros de ciclacion: 1 ciclo a 95°C durante 1 minuto; 1 ciclo a 55°C durante 2 minutos; Rampa 5%; 1 ciclo a
70°C durante 2 minutos; y 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos, 58°C durante 30 segundos. Una vez terminada la
reaccion de PCR, se establecieron los valores iniciales y umbral en el software ABI 7900HT Prism y los valores de Ct
calculados se exportaron a Microsoft Excel.

Reaccion de una sola etapa vs. de dos etapas.

Se llevé a cabo la sintesis de la primera hebra utilizando 100 ng de hexameros aleatorios o cebadores
especificos de gen por reaccion. En la primera etapa, se calentaron 11,5 yl de Mezcla-1 (cebadores y 1 ug de ARN
total) a 65°C durante 5 minutos y a continuacion se enfriaron en hielo. Se afadieron a la Mezcla-1 8,5 ul de Mezcla-2
(1x tampon, DTT 0,01 mM, 0,5 mM de cada uno de los dNTP, 0,25 U/ul de RNasin®, 10 U/ul de Superscript 1) y se
incubaron a 50°C durante 60 minutos, seguido de 95°C durante 5 minutos. El ADNc se almacené a -20°C hasta el
momento de utilizarlo. La qRTPCR para la segunda etapa de la reaccién en 2 etapas se realizé como se ha indicado
anteriormente con los parametros de ciclacion: 1 ciclo a 95°C durante 1 minuto; 40 ciclos de 95°C durante 15
segundos, 58°C durante 30 segundos. La qRTPCR para la reaccion de una sola etapa se realizd exactamente como
se ha indicado en el parrafo anterior. Las reacciones de una sola etapa y de dos etapas se llevaron a cabo en 100 ng
de molde (ARN/ADNCc). Una vez terminada la reaccion de PCR, se establecieron los valores iniciales y umbral en el
software ABI 7900HT Prism y los valores de Ct calculados se exportaron a Microsoft Excel.

Generacién de un mapa de calor.

Para cada muestra, se calculé un ACt tomando el Ct medio de cada Marcador CUP y restando el Ct medio
de un promedio de los Marcadores de mantenimiento (HK) (ACt = Ct(Marcador CUP) - Ct(Marcador HK med.)). Se
determino para cada muestra el ACt minimo para cada conjunto de Marcadores del tejido de origen (pulmén, mama,
prostata, colon, ovario y pancreas). Se puntud el tejido de origen con el ACt minimo global y todos los demas tejidos
de origen se puntuaron cero. Se ordenaron los datos segun el diagndstico patolégico. Se llené Partek Pro con los
datos de viabilidad modificados y se generd un diagrama de intensidad.

Resultados.
Descubrimiento de Marcadores pancreaticos novedosos del estado del cancer y del tumor de origen.

En primer lugar, se analizaron cinco Marcadores candidatos de pancreas: antigeno de células madre de
prostata (PSCA), inhibidor de serin-proteinasa, clado A miembro 1 (SERPINA1), citoqueratina 7 (KRT7),
metaloproteasa de matriz 11 (MMP11) y mucina 4 (MUC4) (Varadhachary et al. (2004); Fukushima et al. (2004);
Argani et al. (2001); Jones et al. (2004); Prasad et al. (2005); y Moniaux et al. (2004)) utilizando micromatrices de
ADN y un panel de 13 adenocarcinomas ductales pancreaticos, cinco tejidos normales de pancreas y 98 muestras
de tumores de mama, colorrectal, de pulmoén y de ovario. Sélo el PSCA demostré sensibilidad moderada (se
detectaron seis de trece o el 46% de los tumores pancreaticos) a una alta especificidad (91 de 98 o el 93% fueron
identificados correctamente como no de origen pancreatico) (figura 4A). Por el contrario, KRT7, SERPINA1, MMP11
y MUC4 demostraron una sensibilidad del 38%, 31%, 85% y 31%, respectivamente, a especificidades del 66%, 91%,
82% y 81%, respectivamente. Estos datos estaban en concordancia con la qRTPCR realizada en 27 metastasis de
origen pancreatico y 39 metastasis de origen no pancreatico para todos los Marcadores excepto para MMP11 que
presentd una sensibilidad y especificidad mas escasas con qRTPCR y las metastasis. En conclusion, los datos de
micromatriz en tejido primario congelado de forma instantanea, sirven como buen indicador de la capacidad del
Marcador para identificar una metastasis FFPE como de origen pancreatico utilizando gqRTPCR aunque pueden
resultar utiles Marcadores adicionales para un rendimiento éptimo.

Debido a que el adenocarcinoma ductal pancreatico se desarrolla a partir de células del epitelio ductal que
comprenden soélo un pequefio porcentaje de todas las células pancreaticas (comprendiendo las células acinares y
las células de los islotes la mayoria) y a que los tejidos de adenocarcinoma pancreatico contienen una cantidad
significativa de tejido normal adyacente (Prasad et al. (2005); e Ishikawa et al. (2005)), ha resultado dificil identificar
Marcadores de cancer pancreatico (es decir, con aumento de la expresion en cancer) que también diferencien este
organo de los 6rganos. Para su uso en un panel CUP, es necesaria tal diferenciacion. El primero método de consulta
(véase Materiales y Métodos) devolvié seis conjuntos de sondas: el factor de coagulacion V (F5), una proteina
hipotética FLJ22041 similar a proteinas de unién a FK506 (FKBP10), integrina B6 (ITGB6), transglutaminasa 2
(TGM2), ribonucleoproteina nuclear heterogénea A0 (HNRPO) y BAX delta (BAX). El segundo método de consulta

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2494 843 T3

(véase Materiales y Métodos) devolvié ocho conjuntos de sondas: F5, TGM2, factor de transcripcion 1 de
homeodominio similar a paired (PITX1), ARNm isoforma trio (TRIO), ARNm para p73H (P73), una proteina
desconocida para MGC: 10264 (SCD) y dos conjuntos de sondas para claudina18. F5 y TGM2 estaban presentes en
ambos resultados de la consulta y, de los dos, F5 parecia el mas prometedor (figura 4B).

Optimizacién de la preparacion de muestras y qRTPCR utilizando tejidos FFPE.

A continuacion, se optimizaron los métodos de qRTPCR vy aislamiento de ARN utilizando tejidos fijados
antes de examinar el rendimiento del panel de Marcadores. En primer lugar, se analizé el efecto de la reduccion del
tiempo de incubacion con proteinasa K de dieciséis horas a 3 horas. No hubo ningun efecto sobre el rendimiento. Sin
embargo, algunas muestras presentaron fragmentos mas largos de ARN cuando se utilizé la etapa de proteinasa K
mas corta (figura 5). Por ejemplo, cuando se aislé el ARN a partir de un blogue de un afo (C22), no se observo
diferencia en los electroferogramas. Sin embargo, cuando se aislé el ARN a partir de un bloque de cinco afios (C23),
se observo una mayor fraccion de ARN de alto peso molecular, segun la evaluaciéon de la joroba en el hombro,
cuando se utilizé la digestion con proteinasa K mas corta. Esta tendencia se mantuvo generalmente cuando se
procesaron otras muestras, independientemente del 6rgano de origen para la metastasis FFPE. En conclusion,
acortar el tiempo de digestion con proteinasa K no sacrifica los rendimientos de ARN y puede ayudar a aislar ARN
menos degradado y mas largo.

A continuacioén, se compararon tres métodos diferentes de transcripcion inversa: transcripcion inversa con
hexameros aleatorios seguida de qPCR (dos etapas), transcripcion inversa con un cebador especifico de gen
seguida de qPCR (dos etapas) y qRTPCR de una sola etapa utilizando cebadores especificos de gen. Se aislé6 ARN
de once metéstasis y se compararon los valores de Ct entre los tres métodos para la (B-actina, la proteina B
surfactante humana (HUMSPB) y el factor de transcripcion tiroideo (TTF) (figura 6). Hubo diferencias
estadisticamente significativas (p <0,001) para todas las comparaciones. Para los tres genes, la transcripcion inversa
con hexameros aleatorios seguida de qPCR (reaccion de dos etapas) dio los valores de Ct mas altos mientras que la
transcripcion inversa con un cebador especifico de gen seguida de gPCR (reaccion de dos etapas) dio valores de Ct
ligeramente mas bajos (pero estadisticamente significativos) que la correspondiente reacciéon en una etapa. Sin
embargo, la RTPCR en dos etapas con cebadores especificos de gen tenia una etapa de transcripcién inversa mas
larga. Cuando los valores de Ct de HUMSPB y TTF se normalizaron al valor de 3-actina correspondiente para cada
muestra, no hubo diferencias en los valores de Ct normalizados entre los tres métodos. En conclusion, la
optimizacién de las condiciones de reaccion de RTPCR puede generar valores de Ct mas bajos, lo que puede
ayudar en el analisis de los bloques de parafina mas viejos (Cronin et al. (2004)), y una reaccion de RTPCR de una
sola etapa con cebadores especificos de gen puede generar valores de Ct comparables a los generados en la
correspondiente reaccion de dos etapas.

Rendimiento diagndstico de un ensayo qRTPCR de CUP.

A continuacién, se realizaron 12 reacciones de qRTPCR (10 Marcadores y dos genes de mantenimiento) en
239 metéstasis FFPE. Los Marcadores utilizados para el ensayo se muestran en la Tabla 2. Los Marcadores de
pulmoén fueron proteina B asociada a surfactante humana (HUMPSPB), factor de transcripcion tiroideo 1 (TTF1) y
desmogleina 3 (DSG3). El Marcador colorrectal fue cadherina 17 (CDH17). Los Marcadores de mama fueron
mamaglobina (MG) y el factor de transcripciéon Ets derivado de préstata (PDEF). El Marcador de ovario fue tumor de
Wilms 1 (WT1). Los Marcadores pancreaticos fueron el antigeno de células madre de préstata (PSCA) y el factor de
coagulacién V (F5), y el Marcador prostatico fue calicreina 3 (KLK3). Para las descripciones de los genes, véase la
Tabla 31.

Tabla 2. Secuencias de cebador y sonda, numeros de registro y longitudes de amplicén

Diana SEQ | Secuencia (5'-3’) Descripcion SEQ
ID ID
NO NO
SP-B 59 cacagccccgacctttgatga Cebador directo 11
ggtcccagagcccgtctca Cebador inverso 12
agctgtccagctgcaaaggaaaagcc Sonda* 13
cacagccccgacctttgatgagaactcagctgtccagctgcaaaggaaaagce Amplicon 14
caagtgagacgggctctgggacc
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TTF1 60 ccaacccagacccgcege Cebador directo 15
cgcccatgecgctcatgttca Cebador inverso 16
cccgccatctccegcettcatg Sonda* 17
ccaacccagacccgcgcttcccegecatctceegettcatgggeeccggegage Amplicon 18
ggcatgaacatgagcggcatgggcg

DSG3 61 gcagagaaggagaagataactcaa Cebador directo 19
actccagagattcggtaggtga Cebador inverso | 20
attgccaagattacttcagattacca Sonda* 21
gcagagaaggagaagataactcaaaaagaaacccaattgccaagattacttc | Amplicén 22
agattaccaagcaacccagaaaatcacctaccgaatctctggagt

CDH17 62 tccetcggcagtggaagctta Cebador directo 23
tcctcaaactctgtgtgectggta Cebador inverso | 24
ccaaaatcaatggtactcatgcccgactg Sonda* 25
tcectcggecagtggaagcttacaaaacgactgggaagtticcaaaatcaatggt | Amplicén 26
actcatgcccgactgtctaccaggcacacagagtttgagga

MG 63 agttgctgatggtcctcatge Cebador directo 27
cacttgtggattgattgtcttgga Cebador inverso | 28
ccctctcccagcactgctacgea Sonda* 28
agttgctgatggtcctcatgctggeggecctctcccagcactgctacgcaggetct | Amplicon 30
ggctgccccttattggagaatgtgatttccaagacaatcaatccacaagtg

PDEF 64 cgcccacctggacatctgga Cebador directo 31
cactggtcgaggcacagtagtga Cebador inverso | 32
gtcagcggcectggatgaaagagcegg Sonda* 33
cgcccacctggacatctggaagtcageggectggatgaaagagcggacttca Amplicon 34
cctgggctcgattcactactgtgectcgaccagtg

WTA1 65 gcggagcccaatacagaatacac Cebador directo 35
cggggctactccaggcaca Cebador inverso 36
tcagaggcattcaggatgtgcgacg Sonda* 37
gcggagcccaatacagaatacacacgcacggtgtcttcagaggcattcagga Amplicon 38
tgtgcgacgtgtgcctggagtagecccg

PSCA 66 ctgttgatggcaggcttggce Cebador directo 39
ttgctcacctgggctttgca Cebador inverso | 40
gcagccaggcactgccctgct Sonda* 41
ctgttgatggcaggcttggccctgcagccaggcactgccctgetgtgctactect Amplicon 42
gcaaagcccaggtgagcaa

F5 67 tgaagaaatatcctgggattatica Cebador directo 43
tatgtggtatcttctggaatatcatca Cebador inverso | 44
acaaagggaaacagatattgaagactc Sonda* 45
tgaagaaatatcctgggattattcagaatttgtacaaagggaaacagatattgaa | Amplicén 46
gactctgatgatattccagaagataccacata

KLK3 68 cccccagtgggtcectcaca Cebador directo 47
aggatgaaacaagctgtgccga Cebador inverso | 48
caggaacaaaagcgtgatcttgctgg Sonda* 49
cccccagtgggtectcacagcetgeccactgcatcaggaacaaaagcegtgatcet Amplicon 50
tgctgggtcggcacagcttgtttcatcct

B actina | 69 gccctgaggceactcttcca Cebador directo 51
cggatgtccacgtcacacttca Cebador inverso | 52
cttccttcctgggcatggagtectg Sonda* 53
gccctgaggceactcttccagcecttcettcctgggecatggagtectgtggcatccac | Amplicén 54
gaaactaccttcaactccatcatgaagtgtgacgtggacatccg

PBGD 70 ccacacacagcctactttccaa Cebador directo 55
tacccacgcgaatcactctca Cebador inverso | 56
aacggcaatgcggctgcaacggcggaa Sonda* 57
ccacacacagcctactttccaagcggagccatgtctggtaacggcaatgcggce Amplicon 58
tgcaacggcggaagaaaacaacccaaagatgagagtgattcgcgtgggta

*Las sondas son 5FAM-3'BHQ1-TT

El analisis de los valores de Ct normalizados en un mapa de calor revel6 la alta especificidad de los
Marcadores de mama y prostata, la especificidad moderada de los Marcadores de colon, pulmén y ovario, y la
especificidad algo menor de los pancreaticos. La combinacion de los datos normalizados de gRTPCR con el
refinamiento computacional mejora el rendimiento del panel de Marcadores. Los resultados se obtuvieron a partir de
los datos normalizados de qRTPCR combinados con el algoritmo y se determind la precision del ensayo gRTPCR.
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Andlisis.

En este ejemplo, se utilizé la determinacion de perfiles de expresidon basada en micromatrices en tumores
primarios para identificar los Marcadores candidatos para su uso con las metastasis. El hecho de que los tumores
primarios pueden utilizarse para descubrir Marcadores del tumor de origen para las metastasis es coherente con
varios hallazgos recientes. Por ejemplo, Weigelt y colaboradores han demostrado que los perfiles de expresion
génica de los tumores de mama primarios se mantienen en las metastasis a distancia. Weigelt et al. (2003). Italiano
y colaboradores descubrieron que el estado de EGFR, segun la evaluacién de IHC, era similar en los 80 tumores
colorrectales primarios y las 80 metastasis relacionadas. Italiano et al. (2005). Sélo cinco de los 80 presentaron
discordancia en el estado de EGFR. ltaliano et al. (2005). Backus y colaboradores identificaron supuestos
Marcadores para detectar metéstasis de cancer de mama utilizando un analisis de la expresion génica de todo el
genoma de mama y otros tejidos, y demostraron que la mamaglobina y CK19 detectaban metastasis clinicamente
tratables en los ganglios linfaticos centinela de la mama con un 90% de sensibilidad y un 94% de especificidad.
Backus et al. (2005).

Los estudios basados en micromatrices con tejido primario confirmaron la especificidad y la sensibilidad de
los Marcadores conocidos. Como resultado, a excepcion de F5, todos los Marcadores utilizados tienen alta
especificidad para los tejidos estudiados en el presente documento. Argani et al. (2001; Backus et al. (2005); Cunha
et al. (2005); Borgono et al. (2004); McCarthy et al. (2003); Hwang et al. (2004); Fleming et al. (2000); Nakamura et
al. (2002); Khoor y et al. (1997) Un estudio reciente determind que, utilizando IHC, el PSCA se sobreexpresa en las
metastasis de cancer de préstata. Lam et al. (2005) Dennis et al. (2002) también demostraron que podria utilizarse
PSCA como Marcador del tumor de origen para pancreas y prostata. Como se muestra en el presente documento,
se descubrié una fuerte expresion de PSCA en algunos tejidos de prostata a nivel del ARN pero, debido a la
inclusion del PSA en el ensayo, ya pueden separarse los canceres de prostata y pancreas. Un hallazgo novedoso de
este estudio fue el uso de F5 como Marcador complementario (de PSCA) para tejido de origen pancreatico. En el
conjunto de datos de micromatriz con tejido primario y el conjunto de datos de gqRTPCR con metastasis FFPE, F5
complementaba a PSCA (figura 4 y Tabla 3).

Tabla 3. Datos de viabilidad

Mama | Colon | Pulmén | Otro Ovario | Pancreas | Préstata | Total
Total ensayados 30 30 56 32 49 43 20 260
#Correcto 22 27 45 16 43 31 20 204
#Otro / Ningun ensayo 1 1 3 n/a 1 4 0 10
#Incorrecto 7 2 8 16 5 8 0 46
% ensayado 96,67 | 96,67 | 94,64 100 97,96 | 90,70 100 96,15
% correcto de ensayados | 75,86 | 93,10 | 84,91 0 89,58 79,49 100 81,60
Correcto del total (%) 73,33 | 90,00 | 80,36 50,00 | 87,76 | 72,09 100 78,46

Investigadores anteriores han generado ensayos de CUP utilizando IHC o micromatrices. Su et al. (2001);
Ramaswamy et al. (2001); y Bloom et al. (2004). Mas recientemente, se ha acoplado SAGE a un pequefio panel de
Marcadores gqRTPCR. Dennis (2002); y Buckhaults et al. (2003). Este estudio es el primero en combinar perfiles de
expresion en base a micromatrices con un pequefio panel de ensayos de qRTPCR. Los estudios de micromatrices
con tejido primario identificaron algunos, pero no todos, de los mismos Marcadores de tejido de origen que los
identificados anteriormente mediante estudios SAGE. Algunos estudios han demostrado que existe una
concordancia moderada entre los datos de perfiles basados en micromatrices de ADN y basados en SAGE y que la
correlacion mejora para los genes con niveles de expresién mas altos. Van Ruissen et al. (2005); y Kim (2003). Por
ejemplo, Dennis y colaboradores identificaron PSA, MG, PSCA y HUMSPB mientras que Buckhaults y colaboradores
(Dennis et al. (2002)) identificaron PDEF. Resulta preferente ejecutar el ensayo de CUP utilizando qRTPCR porque
es una tecnologia robusta y puede tener ventajas de rendimiento frente a IHC. Al-Mulla et al. (2005); y Haas et al.
(2005). Como se muestra en el presente documento, se mejoré el protocolo qRTPCR mediante el uso de cebadores
especificos de gen en una reacciéon de una sola etapa. Esta es la primera demostracion del uso de cebadores
especificos de gen en una reaccién de qRTPCR de una sola etapa con tejido FFPE. Otros investigadores han
realizado un qRTPCR de dos etapas (sintesis de ADNc en una reaccion seguida de gPCR) o han utilizado
hexameros aleatorios o cebadores especificos de gen truncados. Abrahamsen et al. (2003); Specht et al. (2001);
Godfrey et al. (2000); Cronin et al. (2004); y Mikhitarian et al. (2004).

Ejemplo 2

Protocolo de aislamiento de ARN total de CUP FFPE

(Kit Highpure Cat #3270289)
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Objetivo:
Aislamiento de ARN total a partir de tejido FFPE
Procedimiento:
Preparacion de las soluciones de trabajo
1. Proteinasa K (PK) en kit
Disolver liofilizado en 4,5 ml de tampdn de elucion. Alicuotar y almacenar a -20°C, estable durante 12
meses. PK-4x250mg (cat #3115852)
Disolver liofilizado en 12,5 ml de tampon de elucién (1x tampdn TE (pH 7,4-7). Alicuotar y almacenar a -20°C.
2. Tampédn de lavado |
Anadir 60 ml de etanol absoluto al tampdn de lavado |, almacenar a temperatura ambiente.
3. Tampon de lavado |l
Afadir 200 ml de etanol absoluto al tampdn de lavado Il, almacenar a temperatura ambiente.

4. ADNasa |

Disolver liofilizado en 400 pl de tampdn de elucidn. Alicuotar y almacenar a -20°C, estable durante 12
meses.

Corte de bloques de parafina ~ 30-45 minutos para 12 bloques (12 bloques x 2 tubos = 24 tubos)

Las secciones cortadas del bloque deben procesarse de inmediato para la extraccion de ARN
1. Utilizar una hoja de afeitar limpia y afilada en el micrétomo para cortar 6 secciones de 10 micras de espesor de los
bloques de tejido recortado (tamafio 3-4 x 5-10mm).

Comentario: Bloque nuevo - Descartar secciones de cera hasta la seccion de tejido obtenida. Bloque utilizado —
Descartar las 3 primeras secciones de tejido.

2. Colocar inmediatamente el tejido cortado en tubos de microcentrifuga de 1,5 ml y tapar herméticamente para
minimizar la humedad.
3. Se recomienda tomar el nimero de secciones en funcién del tamario del tumor que se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4
Tamafio de MET | Secciones/Tubo
8-10 mm 6
6-8 mm 12
2-4 mm 18

Desparafinacion ~ 30-45 minutos

1. Adadir a cada muestra 1,0 ml de xileno y agitar en vortex enérgicamente durante 10-20 segundos € incubar a
temperatura ambiente 2-5 minutos. Centrifugar 2 minutos a velocidad maxima. Eliminar el sobrenadante
cuidadosamente.

Comentario: si el tejido parece flotar, centrifugar durante 2 minutos mas.

2. Repetir la etapa 1.

3. Centrifugar 2 minutos a velocidad maxima. Eliminar el sobrenadante.

4. Adadir 1 ml de etanol abs. y agitar en vortex enérgicamente 1 minuto. Centrifugar 2 minutos a velocidad
maxima. Eliminar el sobrenadante.

5. Repetir |la etapa 4.

6. Secar el tubo brevemente sobre una toalla de papel para deshacerse de los residuos de etanol.

7. Secar en horno el sedimento de tejido durante 5-10 minutos a 55°C.

Comentario: es muy importante eliminar completamente el etanol y secar bien los sedimentos, el etanol residual
puede inhibir la digestion con PK.

Comentario: si la PK esta a -20C, calentar a temperatura ambiente 20-30 minutos.
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Extraccion de ARN ~ 2,5-3 horas

1. AAadir a un sedimento de tejido 100 pl de tampon de lisis tisular, 16 ul de SDS al 10% y 80 pl de solucion de
trabajo de proteinasa K, agitar en vortex brevemente en varios intervalos e incubar 2 horas a 55°C agitando a
400 rpm.

2. Afadir 325 pl de tampdn de union y 325 pl de etanol abs. Mezclar suavemente pipeteando arriba y abajo.

3. Centrifugar el lisado a velocidad méaxima durante 2 minutos.

4. Combinar el tubo de filtracion y el tubo de recogida (12 tubos), y pipetear el sobrenadante de lisado en el filtro.

5. Centrifugar durante 30 segundos a 8.000 rpm y descartar el flujo a través.

Comentario: puede repetirse la etapa 4-5, si necesita combinarse el ARN con 2 preparaciones mas de sedimentos
de tejido.

6. Repetir la centrifugacion a 8.000 rpm durante 30 segundos para secar el filtro.

7. Anhadir a la columna 500 pl de solucion de trabajo de tampén de lavado | y centrifugar durante 15-30 segundos a
8.000 rpm, descartar el flujo a través.

8. Anadir 500 pl de solucion de trabajo de tampdn de lavado Il. Centrifugar durante 15-30 segundos a 8.000 rpm,
descartar el flujo a través.

9. Anadir 300 ul de solucién de trabajo de tampén de lavado Il, centrifugar durante 15-30 segundos a 8.000 rpm,
descartar el flujo a través.

10. Centrifugar el filtro High Pure durante 2 minutos a velocidad maxima.

11. Colocar el tubo de filtracién High Pure en un nuevo tubo de 1,5 ml y afiadir 90 pl de tampdn de elucién. Incubar
durante 1-2 minutos a temperatura ambiente. Centrifugar 1 minuto a 8.000 rpm. Tratamiento con ADNasa | ~ 1,5
horas.

12. Anadir al eluato 10 pl de 10x tampon de incubacion de ADNasa y 1,0 pl de solucién de trabajo de ADNasa | y
mezclar. Incubar durante 45 minutos a 37°C (o 2,0 pl de ADNasa | durante 30 minutos).

13. Anadir 20 pl de tampodn de lisis tisular, 18 ul de SDS al 10% y 40 ul de solucion de trabajo de proteinasa K. Agitar
en voértex brevemente. Incubar durante 30 minutos (30-60 minutos) a 55°C.

14. Anadir 325 ul de tampdn de unién y 325 pl de etanol abs. Mezclar y pipetear en un nuevo tubo de filtracion High
Pure con el tubo de recogida (12 tubos).

15. Centrifugar durante 30 segundos a 8.000 rpm y descartar el flujo a través.

16. Repetir la centrifugacion a 8.000 rpm durante 30 segundos para secar el filtro.

17. Anadir 500 pl de solucion de trabajo de tampén de lavado | a la columna. Centrifugar durante 15 segundos a
8.000 rpm, descartar el flujo a través.

18. Afadir 500 pl de solucién de trabajo de tampon de lavado Il. Centrifugar durante 15 segundos a 8.000 rpm,
descartar el flujo a través.

19. Afadir 300 pl de solucién de trabajo de tampodn de lavado Il. Centrifugar durante 15 segundos a 8.000 rpm,
descartar el flujo a través.

20. Centrifugar el filtro High Pure durante 2 minutos a velocidad maxima.

21. Colocar el tubo de filtracién High Pure en un nuevo tubo de 1,5 ml. Afiadir 50 pl de tampdn de elucidn; incubar
durante 1-2 minutos a temperatura ambiente. Centrifugar durante 1 minuto a 8.000 rpm para recoger el ARN eluido.
22. Centrifugar el eluato durante 2 minutos a velocidad maxima y transferir el sobrenadante a un nuevo tubo sin
agitar las fibras de vidrio del fondo.

23. Tomar una lectura de DO a 260/280 y diluir a 50 ng/ul. Almacenar a -80°C.

Protocolo del Ensayo ASR de CUP (ABI 7900)

Objetivo: Utilizar qRTPCR para determinar el tejido de origen de una muestra de CUP

Preparacién del control:

1. Controles positivos (Consultar la Tabla 5 y la Placa C en Preparacién de Placas, figura 7)

Tabla 5. Diluciones en serie de IVT — 5 pl 1x10% en 470 pl de HoO + 25 pl de 10.000 ARNr

Control IVT CE/ul Muestra | Agua | ARNr residual
BACTIN 100E+05 50 425 25
CDH17 100E+05 50 425 25
DSG3 100E+05 50 425 25
F5 100E+05 50 425 25
Hump 100E+05 50 425 25
MG 100E+05 50 425 25
PBGD 100E+05 50 425 25
PDEF 100E+05 50 425 25
PSCA 100E+05 50 425 25
TTF1 100E+05 50 425 25
WT1 100E+05 50 425 25

1E6. Tabla 5 Diluir 50.000 CE/ul de ARNr a 500 CE/ul - 5 pl 50.000 CE/ul + 495 pl de H20
Alicuotar 10 ul por tira de tubos (2 placas); Colocar la mezcla a -80°C hasta el momento de utilizarla.
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2. Curvas patron (Consdltense la Tabla 6 y la Placa C en Preparacion de Placas, figura 7)
Etapa 1: La curva patrén se prepard exactamente como se muestra en la Tabla 6.

Tabla 7. Solucion de reserva - 1x108 IVT.
Diluir 50.000 CE/ul de ARNr a 500 CE/pl — 5 pl 50.000 CE/pl + 495 pl de H,0

Control IVT CE/ul Muestra | Agua | ARNr residual
BACTIN-1 | 100E+07 50 425 25
BACTIN-2 | 100E+06 50 425 25
BACTIN-3 | 100E+05 50 425 25
BACTIN-4 | 100E+04 50 425 25
BACTIN-5 | 100E+03 50 425 25
PBGD-1 100E+07 50 425 25
PBGD-2 100E+06 50 425 25
PBGD-3 100E+05 50 425 25
PBGD-4 100E+04 50 425 25
PBGD-5 100E+03 50 425 25

Alicuotar 10 ul por tira de tubos (2 placas); Colocar la mezcla a -80°C hasta el momento de utilizarla.
Mezcla de enzimas:

1. Mezcla maestra: Enzima (Tth) / Anticuerpo (TP6-25), véase la tabla 7.

Tabla 7
Reactivo 2X
Enzima Tth (5U/ul) 600,00
Anticuerpo: TP6-25 (1mg/ml) | 600,00
Agua 300,00
Total 1.500,00
Alicuotar 500 ul/tubo y congelar a -20°C.
Mezcla maestra de CUP:
1. 2,5X Mezcla maestra de CUP (Tablas 8-11):
Tabla 8
ml 5x Aditivos 2,5x Conc.
0,50 1M Tris-Cl pH 8 5mM
1,25 | 40mg/ml de Albumina, bovina | 500ug/ml
37,50 | Trehalosa de reserva 1M 375mM
2,5 Tween 20 al 20% v 0,50%
7,00 ddH,O
48,75

Dejar que el reactivo se mezcle completamente > 15 minutos

Tabla 9
ml 5x Aditivos 2,5 x Conc
12,50 | Bicina/hidroxido de potasio 1M pH 8,2 125mM
5,75 Acteato de potasio 5M 287,5mM
20,00 | Glicerol (VxD=M->196x1,26=24,69) | 20%
1,25 | Cloruro de magnesio 500mM 6,25mM
1,75 | Cloruro de magnesio 500mM 8,75mM
5,00 | ddH,O
46,25
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Dejar que el reactivo se mezcle completamente > 15 minutos; Combinar las mezclas anteriores en un recipiente
estéril - afiadir lo siguiente

Tabla 10

ml 5x Aditivos 2,5x Conc.
1,25 dATP 100mM | 1,25mM
1,25 dCTP 100mM | 1,25mM
1,25 dTTP 100mM | 1,25mM
1,25 dGTP 100mM | 1,25mM
100,00

Dejar que el reactivo se mezcle completamente > 15 minutos; alicuotar 1,8 mi/tubo y congelar a -20°C

Tabla 11
Cebador/sonda Reserva (uM) | FC (uM) | pl
Cebador directo 100 10 100,0
Cebador inverso 100 10 100,0
Sonda (5FAM/3'BHQ1-TT) | 100 4 40,0
Agua DI 760,0
Total 1.000,0

Mezcla de cebador y sonda:
Alicuotar 250 pl/tubo y congelar a -20°C
Mezcla de reaccion:

1. Mezcla maestra de CUP (CMM): (Consdultense las tablas 12-14 y la Placa A en Preparacion de Placas, figura
7)

Tabla 12
Reactivo FC | X1 (10ul) | 450
2,5 x Mezcla maestra de CUP | 1X | 4,00 1800
ROX 1x | 0,20 90
2x mezcla TthAb 2U | 1,00 450
Agua 2,3 1035
Total 7,50 3375

Preferentemente, cada ciclo/placa no tendra mas de 356 reacciones: 12 muestras con 12 Marcadores (288
reacciones con 2 repeticiones para cada una) + 10 controles de curva patron por duplicado (20) + 2 controles
positivos y 2 controles negativos para cada Marcador. (4x12 = 48)

Ajustar el agua para el volumen de muestra - 4,3 ul de muestra MAX; Mezclar bien

Tabla 13
Reactivo FC X1 (10ul) | 34
Cebadores 10uM/Sonda 4uM | 0,5uM/0,2uM | 0,50 17
CMM 1Xx 7,50 255
Total 8,00 272

2. Marcadores ToO: Mezclar bien

Tabla 14
Reactivo FC X1 (10ul) | 44
Cebadores 10uM/Sonda 4uM | 0,5uM/0,2uM | 0,50 22
CMM 1Xx 7,50 330
Total 8,00 352
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3. Marcadores B-actina y PBGD: Mezclar bien
Preparaciéon de la muestra:

Tabla 15

Muestra | ID de la muestra | Conc | Agua afhadida = 50ng/pl
A1
A2
A3
A4
A5
A6
A7
A8
A9
A10
A11
A12

1. Muestras de CUP: 12 muestras en placas de 96 pocillos: A1-A12 (Consultense la Tabla 16 y la Placa B en
Preparacién de Placas, figura 7);
Alicuotar 50 ul de 50 ng/ul (2 ul/rxn)

Cargar la placa:
1. Preparacion de placa de 384 pocillos: (Constultese la Placa de D en Preparacién de Placas, figura 7)
Se cargan sobre la placa 2 pl de muestra y 8 yl de CMM. (muestra = 50 ng/pl)
Se cargan sobre la placa 4 pl de muestra y 6 yl de CMM (muestra = 25 ng/ul)
Se sella y se etiqueta la placa. Se centrifuga a 2.000 rpm durante 1 minuto. Preparacion de ABI 7900HT:

Colocar en el ABI 7900. Seleccionar el programa "CUP 384" y pulsar “inicio”.

Tabla 16

Condiciones de termociclacion
95C x 60s

55C x 2m

RAMPA 5 %

70C x 2m

40 ciclos de

95C x 15s

58C x 30s

ROX conectado
Los datos se analizan, se extraen los Ct y se insertan en el algoritmo

Ejemplo 3

Algoritmo CUP

Los valores ACt normalizados de actina para HPT, MGB, PDEF, PSA, SP-B, TFF, DSG, WT1, PSCA y F5
se colocan en 6 conjuntos en base al tejido de origen del que se seleccionaron originalmente. Se restan las
constantes 9,00, 11,00, 7,50, 5,00, 10,00, 9,50, 6,50, 8,00, 9,00 y 800 de cada ACt respectivamente. A continuacion,
para cada muestra se selecciona el valor de CT minimo de cada uno de los 6 conjuntos (HPT, min (MGB o PDEF),
PSA, min (SP-B, TFF o0 DSG), WT1, y min (PSCA o F5)) como variable representativa para el grupo.

Estas variables, y el sitio de metastasis se utilizan para clasificar la muestra utilizando discriminantes
lineales. Deben construirse dos modelos diferentes, uno para hombres y otro para mujeres, a partir de los datos de
entrenamiento que utilizan la funciéon de biblioteca MASS "Ida" (Venables et al. (2002) en R (version 2.0.1). A
continuacién se calcula una probabilidad a posteriori para cada ToO utilizando la funcién “predict” para el modelo
masculino o femenino.

24



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2494 843 T3

Las variables utilizadas en los modelos masculinos son HPT, PSA, el minimo de ('SP-B', 'TFF', 'DSG3'), el
minimo de ('PSCA', 'F5') y el sitio de metastasis. La categoria sitio de metastasis tiene 4 niveles correspondientes a
colon, pulmén, ovario y resto de los tejidos. Para los modelos femeninos, las variables son HPT, el minimo de
('MGB', 'PDEF"), el minimo de ('SP-B', 'TFF', 'DSG3'), WT1, el minimo de ('PSCA’, 'F5') y el sitio de metastasis.

Ejemplo de Cddigo R:

#Entrenar el modelo masculino

dat.m<-CUP2.MIN.NORM][, c

(HPT’, ’PSA’, 'SP.B.TTF.DSG3’, 'PSCA.F5’, 'Class’, 'background’)] CUP.Ida.m<-Ida(Class~.,dat.m,prior=
¢(0,0.09,0.23,0.43,0,0.16,0.02)/sum(c (0, 0.09, 0.23, 0.43, 0, 0.16, 0.02)))

#Entrenar el modelo femenino

dat.f<-CUP2.MIN.NORM], c

(HPT, 'MFB.PDEF’, 'SP.B.TTF.DSG3, 'WT1’, 'PSCA.F5, "Class’, "background’)]
CUP.Ida.f<-Ida(Class~.,dat.f,prior=

¢(0.03, 0.09, 0.23, 0.43, 0.04, 0.16,0)/sum(c (0.03, 0.09, 0.23, 0.43, 0.04, 0.16,0)))

#si la muestra desconocida (i) es de hombre
predict(CUP.Ida.m, CUP2.MIN.NORM.TESTIi,])

#si la muestra desconocida (i) es de mujer
predict(CUP.Ida.f, CUP2.MIN.NORM.TESTIi,])

Para ejecutar este cddigo, una trama de datos llamada CUP2.MIN.NORM debe contener los datos de
entrenamiento con el valor minimo calculado para cada tejido de origen establecido como se ha descrito
anteriormente.

“Class” (clase) se corresponde con el tejido de origen, y “background” (antecedentes) se corresponde con
los sitios de metastasis descritos anteriormente.

Los datos de ensayo pueden estar contenidos en CUP2. MIN.NORM.TEST, y puede ensayarse una
muestra especifica en la fila i utilizando la funcién “predict”’. Una vez mas, los datos de ensayo deben estar en el
mismo formato que el conjunto de entrenamiento y tener los ajustes de valor minimo aplicados a él también.

Ejemplo 4
Muestras resueltas de CUP

Se compararon 48 muestras resueltas y no resueltas de CUP para determinar la correlacion con respecto a
las muestras de CUP verdaderas. Los métodos utilizados fueron los descritos en los Ejemplos 1-3. Los resultados

obtenidos se presentan en la Tabla 17. Se ensayaron 11 muestras de CUP no resuelto, el diagndstico se realizé en 8
muestras, 3 eran de otra categoria.

Tabla 17
Categoria de muestra | Muestra # | Correcto | Incorrecto | Ningun ensayo | % de Precision
ToO conocido 15 11 3 1 79
CUP resuelto 22 17 4 1 81
CUP no resuelto 11 8 N/a 3 73

Ejemplo 5
Limites del ensayo de CUP

La figura 8 representa los resultados obtenidos, utilizando los métodos descritos en los Ejemplos 1-3, para
determinar los limites de los ensayos de CUP. Se puso a prueba el rendimiento del ensayo a lo largo de un intervalo
de concentraciones de ARN y se descubrié que los ensayos de CUP son eficaces en el intervalo de 100 ng - 12,5 ng
de ARN.
Ejemplo 6

Ensayo qRTPCR
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Materiales y métodos. Muestras de tejido congeladas para andlisis de micromatrices. Se utilizd un total de
700 tejidos humanos primarios congelados para los perfiles de micromatrices de expresidn génica. Las muestras se
obtuvieron de diversas instituciones académicas, como la Universidad de Washington (St. Louis, MO), el Centro
Médico Erasmus (Rotterdam, Paises Bajos) y empresas de banco de tejidos comerciales, incluidas Genomics
Collaborative, Inc (Cambridge, MA), Asterand (Detroit, MI), Oncomatrix (La Jolla, CA) y Clinomics Biosciences
(Pittsfield, MA). Para cada muestra, se recogié también informacién clinica, patoldgica y demogréfica del paciente.
Se revisaron las caracteristicas histopatoldgicas de cada muestra para confirmar el diagndstico, y para hacer una
estimacion de la conservacion de la muestra y del contenido del tumor.

Extraccion de ARN e hibridacién con Affymetrix Gene Chip. Se diseccionaron muestras de cancer
congeladas con mas de un 70% de células tumorales, benignas y muestras normales, y se homogeneizaron con un
homogeneizador mecanico (UltraTurrex T8, Alemania) en reactivo Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA). Se homogeneiz6
el tejido en reactivo Trizol siguiendo el protocolo estandar de Trizol para el aislamiento de ARN a partir de tejidos
congelados (Invitrogen, Carlsbad, CA). Después de la centrifugacion se recogi6 la fase liquida superior y se hizo
precipitar el ARN total con alcohol isopropilico a -20°C. Los sedimentos de ARN se lavaron con etanol al 75%, se
resolvieron en agua y se almacenaron a -80°C hasta su uso.

Se examino la calidad del ARN con un equipo Agilent 2100 Bioanalyzer RNA 6000 Nano Assay (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA). Se preparé el ARNc marcado y se hibridé con la matriz de oligonucleétidos de alta
densidad Hu133A Gene Chip (Affymetrix, Santa Clara, CA), que contenia un total de 22.000 conjuntos de sondas,
segun el protocolo estandar del fabricante. Se exploraron las matrices utilizando los protocolos y escaneres de
Affymetrix. Para su posterior analisis, cada conjunto de sonda se consideré un gen distinto. Los valores de expresion
para cada gen se calcularon utilizando el software de analisis Affymetrix Gene Chip MAS 5.0. Todas las matrices
cumplian tres estandares de control de calidad: el porcentaje de lectura "actual" para la matriz fue superior al 35%, el
factor de escala fue inferior a 12 cuando se escalaba a una intensidad diana global de 600, y el nivel basal medio fue
inferior a 150.

Seleccion de Marcadores candidatos. Para la seleccion de los Marcadores candidatos de tejido de origen
(ToO) para tejidos de pulmodn, colon, mama, ovario y préstata, se midieron los niveles de expresion de los conjuntos
de sonda en las muestras de ARN incluyendo un total de 682 tejidos normales, benignos y cancerosos de mama,
colon, pulmén, ovario, préstata. Los Marcadores candidatos especificos de tejido se seleccionaron en base al
numero de consultas estadisticas.

Con el fin de generar candidatos pancreaticos, se utilizaron perfiles de expresion génica de 13 muestras de
adenocarcinoma ductal pancreatico primario, 5 muestras normales de pancreas y 98 muestras de cancer de pulmon,
colon, mama y ovario para seleccionar los Marcadores de adenocarcinoma pancreatico. Se realizaron dos consultas.
En la primera consulta, se cred un conjunto de datos contenia 14.547 genes con al menos 2 lecturas “actuales” en
muestras de pancreas. Se identificé un total de 2.736 genes que se sobreexpresaban en el cancer de pancreas en
comparacién con la normalidad mediante la t de Student (p <0,05). Se seleccionaron los genes cuya minima
expresion en el 11° percentil de cancer de pancreas era al menos 2 veces superior al maximo en el cancer de colon
y de pulmén, generando 45 conjuntos de sondas. Como etapa final, se seleccionaron 6 genes con una expresion
maxima al menos 2 veces superior a la maxima expresion en canceres de colon, pulmén, mama y ovario. En una
segunda consulta, se cred un conjunto de datos de 4.654 conjuntos de sondas con un maximo de 2 lecturas
“actuales” en las muestras de mama, colon, pulmén y ovario. Se seleccioné un total de 160 genes con al menos 2
lecturas “actuales” en muestras normales y cancerosas de pancreas. De los 160 genes, se seleccionaron 10 genes
después de comparar su nivel de expresion entre los tejidos normales y de pancreas. Se combinaron los resultados
de ambas consultas de pancreas.

Ademas del anadlisis de los perfiles de expresion génica, se seleccionaron algunos Marcadores de la
literatura. Se combinaron los resultados de todas las consultas para crear una lista corta de Marcadores candidatos
ToO para cada tipo de tejido. Se hizo una estimacién de la sensibilidad y la especificidad de cada Marcador. Los
Marcadores que demostraron la mayor capacidad para diferenciar los tejidos por su origen se designaron para el
ensayo de RT-PCR en base a la redundancia y complementariedad de los Marcadores.

Tejidos de CUP y de carcinoma metastasico FFPE de origen conocido. Se adquiri6 un total de 386
carcinomas metastasicos FFPE (estadio IlI-1V) de origen conocido y 24 adenocarcinomas primarios de prostata
FFPE de diversos proveedores comerciales, incluidos Proteogenex (Los Angeles, CA), Genémica Collaborative, Inc.
(Cambridge, MA), Asterand (Detroit, MI), Ardais (Lexington, MA) y Oncomatrix (La Jolla, CA). Se obtuvo un conjunto
independiente de 48 tejidos de CUP y de carcinoma metastasico de primario conocido, de Albany Medical College
(Albany, NY). Para cada muestra, se recogio informacion clinica, patolégica y demografica del paciente. Se revisaron
las caracteristicas histopatoldgicas de cada muestra para confirmar el diagndstico, y para hacer una estimacién de la
conservacion de la muestra y del contenido del tumor. Para las muestras metastasicas, se establecieron de manera
inequivoca los diagndsticos de carcinoma metastasico y ToO en base a la historia clinica del paciente y la
evaluacion histolégica del carcinoma metastasico en comparacion con los correspondientes primarios.
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Aislamiento de ARN a partir de muestras FFPE. El aislamiento de ARN a partir de secciones de tejido en
parafina fue tal como se describe en el manual del kit High Pure RNA Paraffin (Roche) con las siguientes
modificaciones. Las muestras de tejido incluidas en parafina se seccionaron segun el tamafio de la metastasis
incluida (2-5mm =9 X 10 ym, 6-8 mm =6 X 10 ym, 8-= 10 mm =3 X 10 ym). Las secciones se desparafinaron
como se describe en el manual del kit, el sedimento de tejido se secé en un horno a 55°C durante 5-10 minutos y se
resuspendioé en 100 pyl de tampdn de lisis tisular, 16 pl de SDS al 10% y 80 ul de proteinasa K. Las muestras se
agitaron en vortex y se incubaron en un agitador-calentador puesto a 400 rpm durante 2 horas a 55°C. El posterior
procesamiento de la muestra se realizd segun el manual del kit High Pure RNA Paraffin. Las muestras se
cuantificaron mediante lecturas de OD 260/280 obtenidas mediante un espectrofotdmetro y las muestras se
diluyeron a 50 ng/ul. EI ARN aislado se almacend en agua libre de ARNasa a -80°C hasta su uso.

gRTPCR para el cribado previo de Marcadores candidatos. Se sometid a transcripciéon inversa con
hexameros aleatorios un ug de ARN total de cada muestra, utilizando la transcriptasa inversa Superscript Il segun
las instrucciones del fabricante (Invitrogen, Carlsbad, CA). Los cebadores y las sondas MGB para los Marcadores
génicos candidatos ensayados y el gen de control ACTB se disefiaron utilizando el software Primer Express (Applied
Biosystems, Foster City, CA), o bien se utilizé ABI Assay-on-Demand (Applied Biosystems, Foster City, CA). Se
ensayaron todos los cebadores y sondas de disefio propio para una eficacia de amplificacion 6ptima superior al 90%.
La amplificacion por RT-PCR Se llevé a cabo en una mezcla de reaccion de 20 ml que contenia 200 ng de ADNc
molde, 2 x de mezcla TaqMan Universal PCR Master Mix (10 ml) (Applied Biosystems, Foster City, CA), 500 nM de
cebadores directo e inverso y 250 nM de sonda. Las reacciones se llevaron a cabo en un sistema de deteccion de
secuencias ABI PRISM 7900HT (Applied Biosystems, Foster City, CA). Las condiciones de ciclacién fueron: 2
minutos de activacion de AmpErase UNG a 50°C, 10 minutos de activacion de la polimerasa a 95°C y 50 ciclos a
95°C durante 15 segundos y temperatura de hibridacion (60°C) durante 60 segundos. En cada ensayo, se incluy6
por duplicado el control "no molde" junto con ADNc molde para el gen de interés y para el gen de control. La
expresion relativa de cada gen diana se representé como ACt, que es igual al Ct del gen diana menos el Ct del gen
de control (ACTB).

gRTPCR de una sola etapa optimizada. Se utilizaron los numeros de referencia de Ia secuencia de
referencia del ARNm apropiada junto con Oligo 6.0 para desarrollar los ensayos de CUP TaqMan (Marcadores de
pulmén: proteina B asociada a surfactante pulmonar humana (HUMPSPBA), factor de transcripcion tiroideo 1
(TTF1), desmogleina 3 (DSG3), Marcador colorrectal: cadherina 17 (CDH17), Marcadores de mama: mamaglobina
(MG), factor de transcripcion Ets derivado de préstata (PDEF), Marcador de ovario: tumor de Wilms 1 (WTH1),
Marcadores pancreaticos: antigeno de células madre de préstata (PSCA), factor de coagulacion V (F5), Marcador
prostatico: calicreina 3 (KLK3)) y ensayos de mantenimiento beta actina (B-actina), hidroximetilbilano sintasa
(PBGD). Los cebadores especificos de gen y las sondas de hidrdlisis para el ensayo de qRT-PCR de una sola etapa
optimizado se enumeran en la Tabla 2 (SEQ ID NO: 11-58). Se excluy6 la amplificacion de ADN gendmico
disefiando los ensayos alrededor de los sitios de corte y empalme de exdn-intron. Se marcaron las sondas de
hidrélisis en el nucleétido 5' con FAM como colorante indicador y en el nucleétido 3' con BHQ1-TT como colorante de
extincion interno.

La cuantificacion de ARN especifico de gen se llevd a cabo en una placa de 384 pocillos en el sistema de
deteccién de secuencias ABI Prism 7900HT (Applied Biosystems). Para cada ciclo del agitador-calentador, se
amplificaron los patrones y las curvas patréon. Los patrones para cada Marcador consistieron en transcritos in vitro de
genes diana que se diluyeron en ARN portador de riiidn de rata a 1x10° copias. Las curvas patrén para los
Marcadores de mantenimiento consistieron en transcrltos in v1tro de genes diana que se sometieron a dilucién en
serie en ARN portador de rifién de rata a 1x10’, 1x10° y 1x10° copias. También se incluyeron en cada ciclo de
ensayo controles no diana para asegurar que no hubiese contaminacion ambiental. Todas las muestras y los
controles se procesaron por duplicado. La gqRTPCR se realiz6 con reactivos de uso general en el laboratorio en una
reaccion de 10 yl que contenia: tampdn de RT-PCR (Bicina/KOH 50 nM pH 8,2, KAc 115 nM, glicerol al 8%, MgCl.
2,5 mM, MnSOQO4 3,5 mM, 0,5 mM de cada uno de dCTP, dATP, dGTP y dTTP), aditivos (Tris-Cl 2 mM pH 8, albumina
bovina 0,2 mM, trehalosa 150 mM, Tween 20 al 0,002%), mezcla de enzimas (2U de Tth (Roche), 0,4 mg/ul de Ac
TP6-25), mezcla de cebador y sonda (0,2 uM de sonda, 0,5uM de cebadores). Se siguieron los siguientes
parametros de ciclacion: 1 ciclo a 95°C durante 1 minuto; 1 ciclo a 55°C durante 2 minutos; rampa 5%; 1 ciclo a 70°C
durante 2 minutos; y 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos, 58°C durante 30 segundos. Una vez terminada la
reaccion de PCR, se establecieron los valores iniciales y umbral en el software ABI 7900HT Prism y los valores de Ct
calculados se exportaron a Microsoft Excel.

Reaccion de una sola etapa vs. de dos etapas. Para comparar las reacciones de RT-PCR de dos etapas y
de una sola etapa, se llevo a cabo la sintesis de la primera hebra de la reaccion de dos etapas utilizando 100 ng de
hexameros aleatorios o cebadores especificos de gen por reacciéon. En la primera etapa, se calentaron 11,5 pl de
Mezcla-1 (cebadores y 1 ug de ARN total) a 65°C durante 5 minutos y a continuaciéon se enfriaron en hielo. Se
anadleron a la Mezcla-1, 8,5 yl de Mezcla-2 (1x de tampoén, DTT 0,01 mM, 0,5 mM de cada dNTP, 0,25 U/ul de
RNasin®, 10 U/ul de Superscript I11) y se incub6 a 50°C durante 60 minutos, seguido de 95°C durante 5 minutos. El
ADNCc se almacené a -20°C hasta el momento de utilizarlo. La gqRTPCR para la segunda etapa de la reaccién de dos
etapas se realiz6 como se ha indicado anteriormente con los siguientes parametros de ciclacion: 1 ciclo a 95°C
durante 1 minuto; 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos, 58°C durante 30 segundos. La qRTPCR para la reaccion
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de una sola etapa se realizd exactamente como se ha indicado en el parrafo anterior. La reaccion de una sola etapa
y la de dos etapas se llevaron a cabo en 100 ng de molde (ARN/ADNCc). Una vez terminada la reaccion de PCR, se
establecieron los valores inicial y umbral en el software ABI 7900HT Prism y los valores de Ct calculados se
exportaron a Microsoft Excel.

Desarrollo del algoritmo. Se construyeron discriminadores lineales utilizando la funcién de biblioteca MASS
(Venables y Ripley) '"1da’ en el lenguaje R (version 2.1.1). El modelo utilizado depende del tejido del que se extrajo la
metastasis, asi como del género del paciente. Cuando se encuentra un sitio de metastasis de pulmoén, colon u
ovario, se establece en cero la clase distribucion de probabilidad a priori para la clase que es equivalente al sitio de
metastasis. Ademas, se establece en cero la probabilidad a priori para la clase mama y ovario en los pacientes
masculinos, mientras que en pacientes femeninas, la distribucion de probabilidad a priori de la clase prostata se
establece en cero. Todas las demas probabilidades a priori utilizadas en los modelos son equivalentes. Ademas, la
clasificacion para cada muestra se basa en la probabilidad a posteriori mas alta determinada por el modelo para
cada clase. Para hacer una estimacion del rendimiento de los modelos, se realiz6 la validacion cruzada dejando uno
fuera. Ademas de esto, los conjuntos de datos se dividieron al azar en mitades, preservando al mismo tiempo la
relacion proporcional entre cada clase, en conjuntos de entrenamiento y de ensayo. Esta division aleatoria se repitid
tres veces.

Resultados. El objetivo de este estudio fue desarrollar un ensayo qRTPCR para predecir el tejido de origen
del carcinoma metastasico. El trabajo experimental consistié en dos partes principales. La primera parte incluia la
designacién de Marcadores candidatos especificos de tejido, su validacién en tejidos de carcinoma metastasico
FFPE y la seleccion de diez Marcadores para el ensayo (figura 9A.). La segunda parte incluia la optimizacién del
ensayo qRTPCR seguida de la implementacién del ensayo en otro conjunto de carcinomas metastasicos FFPE, la
construccién de un algoritmo de prediccidn, su validacién cruzada y la validacion en un conjunto independiente de
muestras (figura 9B).

Caracteristicas de la muestra. Se utilizd ARN de un total de 700 muestras de tejido primario congelado para
la determinaciéon del perfil de expresion génica y la identificacion de genes especificos del tipo de tejido. Las
muestras incluyeron 545 carcinomas primarios (29 de pulmédn, 13 de pancreas, 315 de mama, 128 de colorrectal, 38
de prostata, 22 de ovario), 37 lesiones benignas (1 de pulmdn, 4 de colorrectal, 6 de mama, 26 de prostata) y 118
tejidos normales (36 de pulmodn, 5 de pancreas, 36 de colorrectal, 14 de mama, 3 de prostata, 24 de ovario).

En el estudio se utilizé un total de 375 carcinomas metastasicos de origen conocido (estadio IlI-IV) y 26
muestras de adenocarcinoma primario de prostata. Los carcinomas metastasicos de origen pulmonar, pancreatico,
colorrectal, ovarico, prostatico, asi como otros tipos de cancer. La categoria de muestra "otro" consistié en
metastasis derivadas de tejidos distintos de pulmén, pancreas, colon, mama, ovario y préstata. Las caracteristicas
de los pacientes se resumen en la Tabla 18.
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Tabla 18
CuUP Conjunto de
metastasico Muestras
Numero total 401 48
Promedio de edad 57,8+11* 62,13+11,7
Genero Femenino 241 20
Masculino 160 28

Tejido de origen

Pulmén 65 9

Pancreas 63 2

Colorrectal 61 4

Mama 63 5

Ovario 82 2

Prostata 27 2

Rifon 8 8

Estémago 7 0

Otro** 25 5

Carcinoma de primario desconocido 11
Diagndstico histopatoldgico

Adenocarcinoma, moderadamente/bien diferenciado 306 27

Adenocarcinoma, poco diferenciado 49

Carcinoma de células escamosas 16 5

Carcinoma poco diferenciado 16 10

Carcinoma de células pequefas 3

Melanoma 5

Linfoma 3

Carcinoma hepatocelular 2

Mesotelioma 1

Otro*** 14 2
Sitio de metastasis

Noédulos linfaticos 73 1

Cerebro 17 14

Pulmén 20 7

Higado 75 11

Regién pélvica (ovario, vejiga, trompas de falopio) 53 2

Abdomen (epiplén (epiplon, mesenterio, colon, 91 5
peritoneo)

Otro (piel, tiroides, pared toracica, zona umbilical) 44 8

Desconocido 2

Primario (prostata) 26

* Se desconoce la edad de 26 pacientes
** esOfago, vejiga, pleura, vesicula biliar del higado, conductos biliares, laringe, faringe, linfoma no Hodgkin
*** de células pequefas, mesotelioma, hepatocelular, melanoma, linfoma

Las muestras se separaron en dos conjuntos: el conjunto de validacion (205 muestras), que se utilizé para
validar la expresion diferencial especifica de tejido de los Marcadores candidatos y el conjunto de entrenamiento
(260 muestras), que se utilizdé para ensayar el procedimiento gRTPCR de una sola etapa optimizado y entrenar un
algoritmo de prediccion. El primer conjunto de 205 muestras incluyd 25 metastasis de cancer de pulmon, 41 de
pancreas, 31 de colorrectal, 33 de mama, 33 de ovario, 1 de préstata, 23 de otras metastasis de cancer y 18
canceres primarios de prostata. El segundo conjunto consistié en 260 muestras que incluyeron 56 metastasis de
cancer de pulmon, 43 de pancreas, 30 de colorrectal, 30 de mama, 49 de ovario, 32 de otras metastasis de cancer y
20 canceres primarios de prostata. Sesenta y cuatro muestras, incluidas 16 metastasis de pulmén, 21 de pancreas,
15 de otras metastasis, y 12 carcinomas primarios de préstata fueron del mismo paciente en ambos conjuntos.

El conjunto independiente de muestras obtenido de Albany Medical College estaba compuesto por 33
muestras de CUP con un primario sugerido para 22 de ellos, y 15 carcinomas metastasicos de origen conocido. Para
los CUP con un primario sugerido, el diagndstico se hizo en base a las caracteristicas morfoldgicas y/o a los
resultados de ensayo con un panel de Marcadores IHC. Las caracteristicas demograficas, clinicas y patolégicas de
los pacientes se presentan en la Tabla 18.

Seleccion de Marcadores candidatos. El analisis de los perfiles de expresion génica de 5 tipos de tejidos

primarios (pulmén, colon, mama, ovario, prostata) dio como resultado la designacion de los 13 Marcadores
candidatos especificos de tejido para el ensayo qRTPCR. Se han identificado los mejores candidatos en estudios
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anteriores de canceres in situ. Argani et al. (2001); Backus et al. (2005); Cunha et al. (2005); Borgono et al. (2004);
McCarthy et al. (2003); Hwang et al. (2004); Fleming et al. (2000); Nakamura et al. (2002); y Khoor et al. (1997).
Ademas del andlisis de los datos de micromatriz, se seleccionaron dos Marcadores de la literatura, incluido un
Marcador DSG3 complementario de carcinoma de células escamosas de pulmén y el Marcador de mama PDEF.
Backus et al. (2005). Los datos de micromatriz confirmaron la elevada sensibilidad y especificidad de estos
Marcadores.

Se utilizé un enfoque especial para identificar los Marcadores especificos de pancreas. En primer lugar, se
analizaron cinco Marcadores candidatos de pancreas: antigeno de células madre de préstata (PSCA), inhibidor de
serin-proteinasa, clado A miembro 1 (SERPINA1), citoqueratina 7 (KRT7), metaloproteasa de matriz 11 (MMP11) y
mucina 4 (MUC4) (Varadhachary et al. (2004); Argani et al. (2001); Jones et al. (2004); Prasad et al. (2005); y
Moniaux et al. (2004)) utilizando micromatrices de ADN y un panel de 13 adenocarcinomas ductales pancreaticos,
cinco tejidos normales de pancreas y 98 muestras de tumores de mama, colorrectal, de pulmén y de ovario. Sélo
PSCA demostré sensibilidad moderada (se detectaron seis de trece o el 46% de los tumores pancreaticos) con
elevada especificidad (91 de 98 o el 93% se identificaron correctamente como no de origen pancreatico). Por el
contrario, KRT7, SERPINA1, MMP11 y MUC4 demostraron una sensibilidad del 38%, 31%, 85% y 31%,
respectivamente, con especificidades del 66%, 91%, 82% y 81%, respectivamente. Estos datos estaban en
concordancia con la qRTPCR realizada en 27 metastasis de origen pancreatico y 39 metastasis de origen no
pancreatico para todos los Marcadores excepto para MMP11 que presentd la sensibilidad y especificidad mas
escasas con qRTPCR y las metastasis. En conclusién, los datos de micromatriz en tejido primario congelado de
forma instantanea, sirve como buen indicador de la capacidad del Marcador para identificar una metastasis FFPE
como de origen pancreatico utilizando qRTPCR, aunque pueden resultar Utiles Marcadores adicionales para un
rendimiento éptimo.

El adenocarcinoma ductal pancreatico se desarrolla a partir de células del epitelio ductal que comprenden
s6lo un pequefio porcentaje de todas las células pancreaticas (comprendiendo las células acinares y de los islotes la
mayoria) en el pancreas normal. Ademas, los tejidos de adenocarcinoma pancreatico contienen una cantidad
significativa de tejido normal adyacente. Prasad et al. (2005); e Ishikawa et al. (2005). Debido a esto, los Marcadores
pancreaticos candidatos se enriquecieron para los genes elevados en el adenocarcinoma de pancreas con respecto
a las células pancreaticas normales. El primer método de consulta devolvié seis conjuntos de sondas: factor de
coagulacién V (F5), una proteina hipotética FLJ22041 similar a proteinas de union a FK506 (FKBP10), integrina beta
6 (ITGBG6), transglutaminasa 2 (TGM2), ribonucleoproteina nuclear heterogénea A0 (HNRPO) y BAX delta (BAX). El
segundo método de consulta (véase la seccion de Materiales y Métodos para mas detalles) devolvieron ocho
conjuntos de sondas: F5, TGM2, factor de transcripcion 1 de homeodominio similar a paired (PITX1), ARNm
isoforma trio (TRIO), ARNm para p73H (p73), una proteina desconocida para MGC:10264 (SCD) y dos conjuntos de
sondas para claudina18.

Se selecciond un total de 23 Marcadores candidatos especificos de tejido para su posterior validacion
mediante RT-PCR en tejidos FFPE de carcinoma metastasico mediante qRT-PCR. Los Marcadores candidatos se
ensayaron en 205 carcinomas metastasicos FFPE, de pulmén, pancreas, colon, mama, ovario, préstata y
carcinomas primarios de prostata. La Tabla 19 proporciona los simbolos de genes de los Marcadores especificos de
tejido seleccionados para la validacion por RT-PCR y también resume los resultados de los ensayos realizados con
estos Marcadores.
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Tabla 19

Método ID Filtros de seleccién de Marcadores

Tejido met. Redundancia Reactividad | ¢Marcador
Micromatriz | Lit. | corres. baja cruzada de | adecuado?

de Marcador -
expr. tejido

SEQ
Tipo de tejido ID
NO

Pulmon 1/59 X
60 X
61
Pancreas 66
67

XXX [ X

X
XX XXX

72
73
74
75

76
Colon 4/85
77
78
79
Préstata 9/86

Mama 63
81
64
Ovario 82
83

65

XXX XXX X[ X

DX XX XX XXX X[ XXX | X
X

XXX

De 23 Marcadores ensayados, se rechazaron trece en base a su reactividad cruzada, bajo nivel de
expresion en los tejidos metastasicos correspondientes o redundancia. Se seleccionaron diez Marcadores para la
version final del ensayo. Los Marcadores pulmonares fueron proteina B asociada a surfactante pulmonar humana
(HUMPSPB), factor de transcripcion tiroideo 1 (TTF1) y desmogleina 3 (DSG3). Los Marcadores pancreaticos fueron
el antigeno de células madre de prostata (PSCA) y el factor de coagulaciéon V (F5), y el Marcador prostético fue
calicreina 3 (KLK3). ElI Marcador colorrectal fue cadherina 17 (CDH17). Los Marcadores de mama fueron
mamaglobina (MG) y factor de transcripcion Ets derivado de prostata (PDEF). El Marcador de ovario fue tumor de
Wilms 1 (WT1). En la figura 10 se presentan los valores de expresion relativos normalizados medios de los
Marcadores seleccionados en diferentes tejidos metastasicos.

Optimizacion de la preparacion de muestras y qRT-PCR utilizando tejidos FFPE. A continuacion, se
optimizaron los métodos de gRTPCR vy aislamiento de ARN utilizando tejidos fijados antes de examinar el
rendimiento del panel de Marcadores. En primer lugar, se analiz6 el efecto de la reduccién del tiempo de incubacion
con proteinasa K de dieciséis horas a 3 horas. No hubo ningun efecto sobre el rendimiento. Sin embargo, algunas
muestras presentaron fragmentos mas largos de ARN cuando se utilizé la etapa de proteinasa K mas corta (figura
11A, B). Por ejemplo, cuando el ARN se aislé a partir de un bloque de un afo (C22), no se observé ninguna
diferencia en los electroferogramas. Sin embargo, cuando el ARN se aisl6 a partir de un bloque de cinco afios (C23),
se observé una fraccion mayor de ARN de mayor peso molecular, segun lo evaluado por la joroba en el hombro,
cuando se utilizé la digestion con proteinasa K mas corta. Esta tendencia se mantuvo generalmente cuando se
procesaron otras muestras, independientemente del érgano de origen para la metastasis FFPE. En conclusion,
acortar el tiempo de digestion con proteinasa K no sacrifica el rendimiento de ARN y puede ayudar a aislar ARN
menos degradado y mas largo.

A continuacién, se compararon tres métodos diferentes de transcripcion inversa: transcripcion inversa con
hexameros aleatorios seguida de qPCR (dos etapas), transcripciéon inversa con un cebador especifico de gen
seguida de qPCR (dos etapas) y qRTPCR de una sola etapa utilizando cebadores especificos de gen. Se aisl6 ARN
de once metastasis y se compararon los valores de Ct entre los tres métodos para B-actina, HUMSPB (figura 11C,
D) y TTF. Los resultados mostraron diferencias estadisticamente significativas (p <0,001) para todas las
comparaciones. Para ambos genes, la transcripcion inversa con hexameros aleatorios seguida de qPCR (reaccién
de dos etapas) dio los valores mas altos de Ct mientras que la transcripcion inversa con un cebador especifico de
gen seguida de qPCR (reaccion de dos etapas) dio valores de Ct ligeramente mas bajos (pero estadisticamente
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significativos) que la reaccion de 1 etapa correspondiente. Sin embargo, la RT-PCR de dos etapas con cebadores
especificos de gen tenia una etapa de transcripcion inversa mas larga. Cuando los valores de Ct de HUMSPB se
normalizaron al valor de B-actina correspondiente para cada muestra, no hubo diferencias en los valores de Ct
normalizados entre los tres métodos. En conclusién, la optimizacion de las condiciones de reacciéon de RT-PCR
puede generar valores de Ct mas bajos, lo que ayuda a analizar los bloques de parafina mas viejos (Cronin et al.
(2004)), y una reaccion de RTPCR de una sola etapa con cebadores especificos de gen puede generar valores de
Ct comparables a los generados en la reaccién de dos etapas correspondiente.

Rendimiento diagnéstico del ensayo qRTPCR optimizado. Se realizaron 12 reacciones de qRTPCR (10
Marcadores y 2 genes de mantenimiento) en un nuevo conjunto de 260 metastasis FFPE. Veintiin muestras dieron
valores de Ct altos para los genes de mantenimiento por lo que solo se utilizaron 239 en un analisis de mapa de
calor. El andlisis de los valores de Ct normalizados en un mapa de calor revelé la alta especificidad de los
Marcadores de mama y prdstata, una especificidad moderada de los de colon, pulmén y ovario, y una especificidad
algo mas baja de los Marcadores pancreaticos (figura 12). La combinacién de los datos de qRTPCR normalizados
con refinamiento computacional mejora el rendimiento del panel de Marcadores.

Utilizando los valores de expresion, normalizados a la media de la expresion de dos genes de
mantenimiento, se desarrollé un algoritmo para predecir el tejido metastasico de origen combinando los datos de
gRTPCR normalizados con el algoritmo y se determiné la precision del ensayo qRTPCR realizando una validacién
cruzada dejando uno fuera (LOOCV). Para los seis tipos de tejidos incluidos en el ensayo, se estimé por separado
que tanto el numero de lecturas falsos positivos, cuando una muestra se predijo errbneamente como otro tipo de
tumor incluido en el ensayo (pancreas como de colon, por ejemplo), como el numero de veces que una muestra no
se predijo como aquellos incluidos en los tipos de tejidos de ensayo (otros). Los resultados de la LOOCV se
presentan en la Tabla 20.

Tabla 20
Tejido de origen
Prediccion | Mama | Colon | Pulmén | Ovario | Pancreas | Prostata | Otro | Total
Mama 22 0 2 1 1 0 0
Colon 1 27 3 2 4 0 4
Pulmén 1 2 45 2 3 0 5
Otro 1 1 3 1 4 0 16
Ovario 5 0 0 43 0 0 1
Pancreas 0 0 3 0 31 0 6
Préstata 0 0 0 0 0 20 0
Total 30 30 56 49 43 20 32 260
#Correcto 22 27 45 43 31 20 16 204
Precision 72,3 90,0 87,8 87,8 721 100,0 | 50,0 | 78,5

El tejido de origen se predijo correctamente para 204 de 260 muestras analizadas, con una precision global
del 78%. Una proporcion significativa de las lecturas falsos positivos se debieron a la reactividad cruzada de los
Marcadores en tejidos histolégicamente similares. Por ejemplo, tres carcinomas metastasicos de células escamosas
de origen faringeo, laringeo y esofagico se predijeron erréneamente como pulmonar debido a la expresion de DSG3
en estos tejidos. La expresion positiva de CDH17 en carcinomas distintos del Gl de colon, incluidos estémago y
pancreas, hicieron que se clasificaran erroneamente como de colon 4 de 6 metastasis de cancer de estomago
ensayadas y 3 de 43 metastasis de cancer de pancreas ensayadas.

Ademas de un ensayo LOOCYV, los datos se dividieron aleatoriamente en 3 pares de conjuntos de ensayo y
de entrenamiento separados. Cada divisién contenia aproximadamente un 50% de las muestras de cada clase. A
divisiones 50/50 en tres pares de conjuntos de ensayo y de entrenamiento separados, las precisiones de
clasificacion globales del ensayo fueron 77%, 71% y 75%, lo que confirma la estabilidad de rendimiento del ensayo.

Por ultimo, se ensay6 otro conjunto independiente de 48 carcinomas metastasicos FFPE que incluia
carcinoma metastasico de origen primario conocido, muestras de CUP con un diagnéstico de tejido de origen emitido
por la evaluacioén patoldgica incluida IHC y muestras de CUP que siguieron siendo CUP después del ensayo IHC. Se
hizo una estimacion por separado de la precision de la prediccidon del tejido de origen para cada categoria de
muestras. La Tabla 21 resume los resultados de ensayo.
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Tabla 21
Ensayado | Correcto | Precision
Met. conocida 15 11 73,3
CUP resuelto 22 17 77,3
CUP no resuelto 11

La prediccion del tejido de origen concordaba, con solo unas pocas excepciones, con el diagndstico del
tejido de origen o primario conocido evaluado mediante evaluacién clinica/patoldgica incluida IHC. Al igual que en el
conjunto de entrenamiento, el ensayo no fue capaz de diferenciar los carcinomas de células escamosas procedentes
de diferentes fuentes y se predijeron falsamente como de pulmon.

El ensayo también realiz6 diagnésticos de supuesto tejido de origen para ocho de once muestras que
siguieron siendo CUP después de ensayos de diagndstico convencionales. Uno de los casos CUP fue
especialmente interesante. Se diagnosticé carcinoma metastasico en pulmoén y pleura a un paciente masculino con
antecedentes de cancer de préstata. Los ensayos de PSA en suero e IHC con anticuerpos para PSA en el tejido
metastasico dieron negativo, por lo que el diagndstico del patélogo fue de CUP con una inclinaciéon hacia los tumores
gastrointestinales. El ensayo predijo claramente (probabilidad a posteriori del 0,99) que el tejido de origen era colon.

Andlisis. En este estudio, se utilizé la determinacion de perfiles de expresién en base a micromatrices de
tumores primarios para identificar Marcadores candidatos para su uso con metastasis. El hecho de que los tumores
primarios pueden utilizarse para descubrir Marcadores del tumor de origen para las metastasis concuerda con varios
hallazgos recientes. Por ejemplo, Weigelt y colaboradores han demostrado que los perfiles de expresiéon génica de
tumores primarios de mama se mantienen en las metastasis distantes. Weigelt et al. (2003). Backus y colaboradores
identificaron supuestos Marcadores para detectar metastasis de cancer de mama utilizando un analisis de expresion
génica de todo el genoma de mama y otros tejidos y demostraron que la mamaglobina y CK19 detectaban
metastasis clinicamente tratables en los ganglios linfaticos centinela de mama con un 90% de sensibilidad y un 94%
de especificidad. Backus et al. (2005).

Durante el desarrollo del ensayo, la seleccidn se centro en seis tipos de cancer, incluido pulmén, pancreas
y colon que se encuentran entre los mas prevalentes en el CUP (Ghosh et al. (2005); y Pavlidis et al. 2005)) y mama,
ovario y prostata para los cuales el tratamiento podria ser potencialmente mas beneficioso para los pacientes. Ghosh
et al. (2005). Sin embargo, pueden afadirse al panel Marcadores y tipos de tejido adicionales, siempre y cuando no
se comprometa la precision global del ensayo y, en su caso, no se afecte a la logistica de las reacciones de
RT-PCR.

Los estudios basados en micromatrices con tejido primario confirmaron la especificidad y la sensibilidad de
los Marcadores conocidos. Como resultado, la mayoria de los Marcadores especificos de tejido tiene una alta
especificidad para los tejidos estudiados en el presente documento. Un estudio reciente descubrié que, mediante
IHC, PSCA se sobreexpresa en las metastasis de cancer de préstata. Lam et al. (2005). Dennis et al. (2002) también
demostraron que podria utilizarse PSCA como Marcador del tumor de origen para pancreas y préstata. Hubo una
fuerte expresién de PSCA en algunos tejidos de prostata a nivel del ARN pero, debido a la inclusién del PSA en el
ensayo, ya pueden separarse los canceres de préstata y de pancreas. Un nuevo hallazgo de este estudio fue el uso
de F5 como Marcador complementario (para PSCA) para tejido de origen pancreatico. Tanto en el conjunto de datos
de micromatriz con el tejido primario como en los datos de qRTPCR establecidos con metastasis FFPE, se descubrid
que F5 complementaba a PSCA.

Investigadores anteriores han generado ensayos de CUP mediante IHC (Brown et al. (1997). DeYoung et
al. 2000); y Dennis et al. (2005a)) o micromatrices. Su et al. (2001); Ramaswamy et al. (2001); y Bloom et al. (2004).
Mas recientemente, se ha acoplado SAGE a un pequefio panel de Marcadores qRTPCR. Dennis et al. (2002); y
Buckhaults et al. (2003). Este estudio es el primero en combinar la determinacion de perfiles de expresion basada en
micromatrices con un pequefio panel de ensayos de qRTPCR. Los estudios de micromatrices con tejido primario
identificaron algunos, pero no todos, de los mismos Marcadores de tejido de origen que los identificados
anteriormente mediante estudios SAGE. Este hallazgo no resulta sorprendente dados los estudios que han
demostrado que existe una concordancia moderada entre los datos de perfiles basados en micromatrices de ADN y
basados en SAGE y que la correlacién mejora para los genes con niveles de expresion mas altos. Van Ruissen et al.
(2005); y Kim et al. (2003). Por ejemplo, Dennis y colaboradores identificaron PSA, MG, PSCA y HUMSPB mientras
que Buckhaults y colaboradores (Buckhaults et al. (2003)) identificaron PDEF.

La ejecucion del ensayo de CUP se realiza preferentemente mediante qRTPCR debido a que es una
tecnologia robusta y puede tener ventajas de rendimiento frente a IHC. Al-Mulla et al. (2005); y Haas et al. (2005).
Ademas, como se muestra en el presente documento, se ha mejorado el protocolo qRTPCR mediante el uso de
cebadores especificos de gen en una reaccion de una sola etapa. Esta es la primera demostracion de la utilizacién
de cebadores especificos de gen en una reaccion qRTPCR de una sola etapa con tejido FFPE. Otros investigadores
han realizado una qRTPCR de dos etapas (sintesis de ADNc en una reaccion seguida de gPCR) o han utilizado
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hexameros aleatorios o cebadores especificos de gen truncados. Abrahamsen et al. (2003); Specht et al. (2001);
Godfrey et al. (2000); Cronin et al. (2004); y Mikhitarian et al. (2004).

En resumen, la precision global del 78% del ensayo para seis tipos de tejido supera a otros estudios. Brown
et al. (1997); DeYoung et al. (2000); Dennis et al. (2005a); Su et al. (2001); Ramaswamy et al. (2001); y Bloom et al.
(2004).

Ejemplo 7

En este estudio se construyeron carteras de marcadores génicos que utilizaban un clasificador, eligiendo de
MVO vy utilizando este clasificador para predecir el origen del tejido y el estado del cancer para cinco tipos principales
de cancer incluidos de mama, colon, pulmon, ovario y préstata. Se analizaron 103 muestra de tejido humano normal
congelado de forma instantanea, 23 de lesiones epiteliales proliferativas benignas y trescientas setenta y ocho de
cancer primario, mediante Affymetrix Human U133A GeneChip. También se analizaron muestras de leucocitos con
el fin de restar la expresion génica potencialmente enmascarada por la co-expresion en células leucocitarias de
fondo. Se desarrollé6 un nuevo método bioinformatico basado en MVO para seleccionar carteras de marcadores
génicos para los tejidos de origen y el estado del cancer. Los datos demostraron que podria utilizarse un panel de 26
genes como clasificador para predecir con precision el tejido de origen y el estado del cancer de entre los 5 tipos de
cancer. Por lo tanto, puede obtenerse un método de clasificacion de multiples canceres determinando los perfiles de
expresion génica de un niumero razonablemente pequefio de marcadores génicos.

La Tabla 22 muestra los Marcadores identificados para los origenes de tejido indicados. Para las
descripciones de los genes, véase la Tabla 31.

Tabla 22

Tejido SEQ ID NO: | Nombre
Pulmén 59 SP-B

60 TTF1

61 DSG3
Péncreas | 66 PSCA

67 F5

71 ITGB6

72 TGM2

84 HNRPAO
Colon 85 HPT1

77 FABP1

78 CDX1

79 GucYyzC
Prostata | 86 PSA

80 hKLK2
Mama 63 MGB1

81 PIP

64 PDEF
Ovario 82 HE4

83 PAX8

65 WT1

El conjunto de muestras incluia un total de 299 carcinomas metastasicos de colon, mama, pancreas, ovario,
prostata, pulmoén y otros carcinomas y muestras de cancer primario de préstata. Se implementd una QC basada en
la evaluacion histoldgica, el rendimiento de ARN y la expresién del gen de control beta-actina. Otras categorias de
muestras incluian metastasis originadas a partir de carcinomas de estémago (5), de rifidn (6) colangiocarcinoma/de
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en la Tabla 23.
Tabla 23
Tipo de Recogido QC QC aislamiento de QC pto. corte
tejido histologia ARN ACTB
Pulmoén 41 37 36 25
Pancreas 63 57 49 41
Colon 45 42 42 31
Mama 40 35 35 34
Qvario 37 36 35 33
Prostata 27 27 25 19
Otro 46 34 29 23
Total 299 268 251 205

El ensayo de las muestras anteriormente indicadas dio como resultado la reduccion del conjunto de

Marcadores a los de la Tabla 24, con los resultados que se observan en la Tabla 25.

Tabla 24
Tabla final de Marcadores
Pulmén proteina asociada a surfactante SP-B
factor de transcripcion tiroideo 1 TTF1
desmogleina 3 DSG3
Pancreas | antigeno de células madre de préstata PSCA
factor de coagulacién 5 F5
Colon transportador asociado a péptido intestinal | HPT1
Préstata | antigeno especifico de prostata PSA
Mama mamaglobina MGB
Factor de transcripcion Ets PDEF
Ovario Tumor de Wilms WT11
Tabla 25
Cancer Muestras # | Macador | Correcto | Sensi. % | Incorrecto | Espec. %
Pulmoén 25/180 SP-B 13/25 52 0/180 100
TTF 12/25 48 1/180 99
DSG3 5/25 20 0/180 100
Pancreas | 41/164 PSCA 24/41 59 6/164 96
F5 6/41 15 4/164 98
Colon 31174 HPT1 22/31 71 2174 99
Mama 33/172 MGB 23/33 70 3/172 98
PDEF 16/33 48 1172 99
Prostata | 19/186 PSA 19/19 100 0/186 100
PDEF 19/19 100 2/186 99
Ovario 33/172 WT1 24/33 71 1/172 99
Total 205

Los resultados demostraron que de 205 tumores metastasicos incluidos en parafina; 166 muestras (81%)

presentaron resultados de ensayo concluyentes, Tabla 26.
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Tabla 26
Candidato Correcto | Incorrecto | Sin | Precisién (%)
Pulmén SP-B + TFF+DSG3 | 19 0 6 76
Pancreas | PSCA+F5 27 1 13 | 66
Colon HPT1 24 2 5 78
Prostata | PSA 19 0 0 100
Mama MGB + PDEF 23 3 7 70
Ovario WT1 23 2 8 70
Otro 20 3 87
Global 155 11 39 | 76

De los resultados falsos positivos, muchos falsos provenian de tejidos histolégicamente y
embriolégicamente similares, Tabla 27.

Tabla 27
ID de la muestra | Diagnéstico Predicho
OV_26 Ovario Mama
Br_24 Mama Colon
Br 37 Mama Colon
CRC 25 Colon Ovario
Pn_59 Pancreas Colon
Cont_27 Estémago Pancreas
Cont_34 Estomago Colon
Cont_35 Estomago Colon
Cont 43 Conducto biliar | Pancreas
Cont 44 Conducto biliar | Pancreas
Cong_25 Higado Pancreas

Se consideraron los siguientes parametros para el desarrollo de modelos:

Separar los Marcadores en conjuntos femeninos y masculinos y calcular la probabilidad de CUP por
separado para los pacientes masculinos y femeninos. El conjunto masculino incluia: SP_B, TTF1, DSG3, PSCA, F5,
PSA, HPT1; el conjunto femenino incluia: SP_B, TTF1, DSG3, PSCA, F5, HPT1, MGB, PDEF, WT1. Se excluyd la
expresion de fondo de los resultados de ensayo: Pulmén: SP_B, TTF1, DSG3; Ovario: WT1; y Colon: HPT1.

El modelo CUP se ajusté a la prevalencia de CUP (%): pulmoén 23, pancreas 16, colorrectal 9, mama 3,
ovario 4, préstata 2, otro 43. La prevalencia para mama y ovario se ajusté al 0% para los pacientes masculinos y la
prostata se ajusto al 0% para las pacientes femeninas.

Se tomaron las siguientes etapas: colocar los Marcadores a escala similar; reducir el numero de variables
de 12 a 8 seleccionando el valor minimo de cada conjunto especifico de tejido; dejar fuera 1 muestra; construir el
modelo a partir de las muestras restantes; ensayar la muestra dejada fuera; repetir hasta haber ensayado el 100%
de las muestras; dejar fuera al azar ~50% de las muestras (~50% por tejido); construir el modelo a partir de las
muestras restantes; ensayar ~50% de las muestras; y repetir para 3 divisiones aleatorias diferentes.

Se ajusto la precision de la clasificacion a la prevalencia del tipo de cancer para producir los resultados que
se resumen en la Tabla 28 con los datos no tratados que se muestran en la Tabla 29.
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Tabla 28

Mama | Colon | Pulmén | Otro | Ovario | Panc. | Prostata | Gobal | Ajustado
Correcto 23 29 22 19 24 35 19 171
Sin ensayo 3 2 2 2 3 0 12
Incorrecto 7 0 1 4 7 3 0 22
Prevalencia 0,03 0,09 |0,23 0,43 | 0,04 0,16 | 0,02
Ensayados/total % 91 94 92 100 | 94 93 100 94 95
Correctos/total % 70 94 88 83 73 85 100 89 89
Sin ensayo % 9 6 8 na |6 7 0 6 5
Correcto 23 25 19 20 20 24 19 150
Sin ensayo % 7 6 5 10 15 0 43
Incorrecto 3 0 1 3 3 2 0 12
Prevalencia 0,03 0/09 0,23 0,43 | 0,04 0,16 0,02
Ensayados/total % 79 81 80 100 | 70 63 100 79 83
Correctos/total % 70 81 76 87 61 59 100 73 76
Correctos/ensayados % | 88 100 95 87 87 92 100 93 91
Sin ensayo % 21 19 20 na | 30 37 0 21 17
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Ejemplo 8

Estudio prospectivo de firma genética del cancer metastasico de sitio primario desconocido CUP para predecir el
tejido de origen

El objetivo especifico de este estudio era determinar la capacidad de la firma genética de 10 genes para
predecir el tejido de origen del carcinoma metastasico en pacientes con carcinoma de origen primario desconocido
(CUP).

Objetivo principal: Confirmar la viabilidad de realizar el analisis genético a partir de muestras de biopsia
core en pacientes consecutivos con CUP.

Objetivo secundario: correlacionar los resultados del ensayo de RT-PCR de firma genética de 10 genes con
la evaluacion diagnostica realizada en el M.D. Anderson Cancer Center (MDACC). Tercer objetivo: Correlacionar la
prevalencia 6 tipos de cancer predichos por el ensayo con la prevalencia proveniente de la literatura y de la
experiencia del MDACC.

Se utilizd el método descrito en el presente documento para realizar un analisis de expresion génica con
micromatriz de 700 carcinomas primarios congelados, y muestras benignas y normales y marcadores génicos
candidatos identificados, especificos para carcinomas de pulmén, pancreas, colon, mama, préstata y ovario. Se
ensayaron los marcadores génicos candidatos mediante RT-PCR en 205 muestras fijadas en formalina e incluidas
en parafina (FFPE) de carcinoma metastasico (estadio IlI-1V) originado a partir de pulmoén, pancreas, colon, mama,
ovario y préstata, asi como metastasis originadas a partir de otros tipos de cancer para el control de la especificidad.
Los demas tipos de cancer metastasico incluian carcinomas gastrico, de células renales, hepatocelular,
colangiocarcinomal/de vesicula biliar y de cabeza y cuello. Los resultados permitieron seleccionar una firma genética
de 10 genes que predijo el tejido de origen del carcinoma metastasico y dio una precisiéon global del 76%. El CV
medio para mediciones repetidas en los experimentos de RT-PCR es del 1,5%, calculado en base a 4 puntos de
datos duplicados. Se utilizé la beta-actina (ACTB) como gen de mantenimiento y la mediana de su expresion fue
similar en muestras metastasicas de origen diferente (CV = 5,6%).

El objetivo especifico de este estudio era validar la capacidad de la firma genética de 10 genes para
predecir el tejido de origen del carcinoma metastasico en los pacientes con CUP en comparacion con la evaluacion
diagnostica exhaustiva.

Elegibilidad de los pacientes

El paciente debe tener al menos 18 afios de edad con un estado funcional ECOG de 0-2. Se aceptaron
pacientes con diagnostico de adenocarcinoma o diagndstico de carcinoma poco diferenciado. El grupo de pacientes
con adenocarcinoma incluye tumores bien, moderadamente y poco diferenciados.

Pacientes han cumplido los criterios para CUP: ningun primario detectado después de una evaluacion
completa que se define como la historia completa y un examen fisico, un examen detallado de laboratorio, estudios
de formacion de imagenes y estudios invasivos dirigidos a los sintomas o signos. Sélo se permitié participar en el
estudio a los pacientes no tratados.

Si un paciente ha sido tratado con quimioterapia o radiacién, se permite su participacion en el estudio si se
dispone de tejido anterior (al tratamiento) en forma de bloques archivados dentro del periodo de 10 afios.

Los pacientes dieron su consentimiento/autorizacidn por escrito para participar en este estudio.
Disefio del estudio

Se permitié participar en el estudio a pacientes con diagndstico de CUP que se habian sometido a una
biopsia core o biopsia por escisién de la lesion metastasica mas accesible. Sélo los pacientes con biopsia FNA no
fueron elegibles. Se admitié a los primeros 60 pacientes consecutivos que se presentaron que cumplian con los
criterios de inclusién y el consentimiento para el estudio. Si el MDACC solicitaba una biopsia repetida para fines de
diagnostico para su tratamiento, se obtenia tejido adicional para el estudio si el paciente daba su consentimiento. Se
registro a todos los participantes en el protocolo en el sistema de gestion de datos de pacientes (PDMS) institucional.

Se realizdé una evaluacién diagnéstica completa, que incluia evaluaciones clinicas y patoldgicas, en todos
los pacientes incluidos segun las normas del MDACC. La parte de patologia de la evaluacion diagnéstica puede
haber incluido ensayos de inmunohistoquimica (IHC) con Marcadores que incluian CK-7, CK-20, TTF-1 y otros que
el patdlogo consideré indicados. Esto es parte del trabajo de rutina de todos los pacientes que se presentan con
CUP.
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Recogida de muestras de tejido

El estudio incluia muestras de carcinoma metastasico fijadas en formalina e incluidas en parafina recogidas
de pacientes con CUP.

Se utilizaron seis secciones de 10 um para el aislamiento de ARN, las muestras de tejido mas pequefias
requieren nueve secciones de 10 ym. Se confirmaron el diagndstico histopatoldgico y el contenido del tumor para
cada muestra utilizada para el aislamiento de ARN en una seccién adicional tefiida con hematoxilina y eosina (HE).
La muestra de tumor debia tener méas de un 30% de contenido del tumor en la seccion HE.

Los datos clinicos fueron suministrados de forma anénima a Veridex e incluian la edad del paciente, el
sexo, la histologia del tumor mediante microscopia optica, el grado de malignidad del tumor (diferenciacion), el sitio
de metastasis, la fecha de obtencidn de la muestra, la descripcion de la evaluacion diagnostica realizada para cada
paciente.

Procesamiento de tejidos y experimentos de RT-PCR

Se extrajo el ARN total de cada muestra de tejido utilizando el protocolo descrito anteriormente. Sélo se
utilizaron las muestras que produjeron mas de 1 um de ARN total de la cantidad estandar de tejido para el posterior
ensayo de RT-PCR. Las muestras con menos rendimiento de ARN se consideran degradadas y se excluyeron de los
posteriores experimentos. Se llevé a cabo control de la integridad del ARN en base a la expresién de mantenimiento
con el fin de excluir las muestras con ARN degradado, segun el procedimiento estandar de Veridex.

Se utilizé un ensayo de RT-PCR que incluye un panel de 10 genes y 1-2 genes de control para el analisis
de las muestras de ARN. El ensayo de PCR vy la transcripcion inversa se llevan a cabo utilizando los protocolos
descritos anteriormente.

Se calcul6 el valor de expresion relativa para cada gen ensayado presentado como ACt, que es igual al Ct
del gen diana menos el Ct de los genes de control, y se utilizé para la prediccion del tejido de origen.

Tamafio de muestra e interpretacién de datos

Se estudié un tamafio de muestra limitado de 60 pacientes debido a la naturaleza exploratoria del estudio
piloto. Hasta la fecha, se han sometido a ensayo 22 pacientes. Las muestras de un paciente no consiguieron
producir suficiente ARN para la RT-PCR y 3 no lograron pasar el control QC evaluado mediante RT-PCR con genes
de control. Se utilizé un total de 18 pacientes para determinada la probabilidad de lesién metastasica del paciente.

Se utilizé el modelo estadistico para determinar la probabilidad del tejido de origen del carcinoma
metastasico de las siguientes siete categorias: pulmén, pancreas, colon, mama, préstata, ovario y ningun ensayo
(otro). Para cada muestra, la probabilidad para cada categoria se calcula a partir de un modelo de clasificacion
lineal. Los resultados de ensayo se resumen en la Tabla 30.

La probabilidad de lesion metastasica de un paciente (con primarios conocidos) que viene de uno de estos
6 sitios (colon, pancreas, pulmon, prostata, ovario, mama) es de aproximadamente un 76%. Este numero proviene
de la literatura dada la incidencia de diversos tipos de céncer y el potencial de propagacion y datos no publicados
generados en el M.D. Anderson a partir de registro de tumores. Para las muestras ensayadas, la prevalencia de 6
sitios fue del 67% (12 de 18 muestras ensayadas), en estrecha concordancia con las observaciones anteriores.
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Tabla 30

Datos del paciente Probabilidad a posteriori ToO (%)

ID | M/F | prediccién Mama | Colon | Pulmén | SCC pulmoén | Otro | Ovario | Pancreas | Prostata
1 M Otro 0,00 0,00 0,81 0,00 98,68 | 0,00 0,51 0,00
4 |F Colon 0,00 99,70 | 0,00 0,00 0,09 |0,20 0,01 0,00
5 | M Pulmoén 0,00 33,29 | 52,27 0,01 13,30 | 0,00 1,13 0,00
6 | F Colon 0,00 99,91 | 0,00 0,00 0,09 | 0,00 0,00 0,00
2 | M Colon 0,00 93,19 | 0,01 0,00 2,90 | 0,00 3,90 0,00
10 | F Otro 0,02 2,04 0,03 0,03 61,43 | 1,12 35,34 0,00
16 | F Colon 0,00 48,59 | 0,01 1,57 47,62 | 0,17 2,05 0,00
22 | M SCC pulmén 0,00 8,85 | 0,01 71,69 11,84 | 0,00 7,62 0,00
23| M Colon 0,00 99,27 | 0,01 0,00 0,72 |0,00 0,00 0,00
24 | F Colon 0,00 90,59 | 0,00 0,00 2,36 | 0,00 7,04 0,00
26 | F Pulmén 0,00 0,00 99,93 0,00 0,06 | 0,00 0,01 0,00
17| M Otro 0,00 0,07 | 0,02 0,09 94,06 | 0,00 5,77 0,00
19 | F Otro 0,02 0,11 0,04 0,22 76,36 | 23,24 | 0,01 0,00
21 | F Pancreas 0,00 6,97 | 0,00 0,00 2,37 18,43 82,23 0,00
27 | F Otro 0,00 0,04 0,04 0,59 99,06 | 0,14 0,13 0,00
11| M Otro 0,00 0,23 | 0,07 0,09 99,52 | 0,00 0,09 0,00
32 | F Ovario 0,00 0,01 0,00 0,00 723 192,63 | 0,13 0,00
34 | M SCC pulmén 0,00 0,03 0,00 65,64 7,96 | 0,00 26,38 0,00
3 |F no paso el ctrl. | 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00
8 M no paso el ctrl. | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
20 | F no paso el ctrl. | 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00

Aunque la invencion precedente se ha descrito con cierto detalle a modo de ilustracién y ejemplo con fines
de claridad de comprension, las descripciones y los ejemplos no deben interpretarse como limitativos del alcance de

la invencion.
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Tabla 31

Nombre SEQ ID NO | Registro Descripcion

CDH17 62 NM_004063 cadherina 17

CDX1 78 NM_001804 Factor de transcripcion 1 de la caja homedtica

DSG3 61/3 NM_001944 desmogleina 3

F5 67/6 NM_000130 factor de coagulacion V

FABP1 71 NM_001443 proteina de unién a acidos grasos 1, higado

GUCY2C 79 NM_004963 guanilato ciclasa 2C

HE4 82 NM_006103 supuesto marcador de carcinoma de ovario

KLK?2 80 BC005196 calicreina 2, de préstata

HNRPAO 84 NM 006805 ribonucleoproteina nuclear heterogénea A0

HPT1 85/4 u07969 Transportador asociado a péptido intestinal

ITGB6 71 NM_000888 Integrina, beta 6

KLK3 68 NM_001648 calicreina 3

MGB1 63/7 NM_002411 mamaglobina 1

PAX8 83 BC001060 Gen paired box 8

PBGD 70 NM_000190 hidroximetilbilano sintasa

PDEF 64/8 NM_012391 Factor de transcripciéon Ets que contiene dominio

PIP 81 NM_002652 Proteina inducida por prolactina

PSA 86/9 U17040 Precursor de antigeno especifico de préstata

PSCA 66/5 NM 005672 Antigeno de células madre de préstata

SP-B 59/1 NM_198843 proteina B asociada a surfactante pulmonar

TGM2 72 NM 004613 transglutaminasa 2

TTF1 60/2 NM_003317 similar a factor de transcripcion tiroideo 1

WT1 65/10 NM_024426 Tumor de Wilms 1

B-actin 69 NM 001101 B-actina

KRT6F 87 L42612 queratina 6 isoforma K6f

p73H 88 AB010153 proteina relacionada con p53

SFTPC 89 NM_ 003018 proteina C asociada a surfactante pulmonar

KLK10 90 NM_002776 calicreina 10

CLDN18 91 NM_016369 Claudina 18

TR10 92 BD280579 Receptor del factor de necrosis tumoral

B305D 93

B726 94

GABA-pi 95 BC109105 receptor de acido gamma-aminobutirico A, pi

StAR 96 NM_01007243 | reguladora esteroidogénica aguda

EMX2 97 NM 004098 homdlogo 2 de espiraculos vacios (Drosophila)

NGEP 98 AY617079 variante larga de NGEP

NPY 99 NM_000905 neuropéptido Y

SERPINA1 100 NM 000295 inhibidor de serpin peptidasa, clado A miembro 1

KRT7 101 NM_005556 Queratina 7

MMP11 102 NM_005940 metalopeptidasa de matriz 11 (estromelisina 3)

MUC4 103 NM_018406 asociada a mucina 4 de superficie celular

FLJ22041 104 AK025694

BAX 105 NM 138763 Variante A de transcrito proteina asociada a BCL2

PITX1 106 NM_002653 factor 1 de trans de homeodominio similar a paired

MGC:10264 | 107 BC005807 estearoil-CoA desaturasa (A-9-desaturasa)
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<221> misc_feature
<222> (212)..(212)
<223>nesa,c,g,o0t

<400> 5

ttcctgagge

ccctgacctt

canatccgen

trtccaccect |

cccatgggacc

tgcagatgge

ccatttatga
caatcaggag

agttgacgtg

<210> 6
<211> 470
<212> ADN
<213> humano

<220>

<221> misc_feature
<222> (61)..(61)
<223>nesa,c,g,o0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (82) .. (82)
<223>nesa,c,g,o0t

<400> 6

atcctctaca
naagtcaaga
acaggttctc
ctggttctee
cttccagaat
actcatctaa
taatccaaga

cctecacgtge

<210>7
<211> 396
<212> ADN
<213> humano

<400>7

gccagatgtc
acatgctaag
ctggatgaaa
ttccggaatg
gaggccctygg
gattttgg{t
tactgatgaa

ttggggagaa

taaccctgty

attgagccag
ggcccagtaa

agttcctggg

ES 2494 843 T3

acatcctaac gcaagtttga

ttttccagga
ccctocaacc

ttcaggcact

acagggatac
cntaagggac
ttactagcac
EQQCCCtQQQ
aaggaccctc
gggagatggce
gacacagctyg

agcacccctc

ccatgtatgt ttgcacccct

ttccnacong gcagatcagt

nttintgttg ntgtttccat

tnttocccca ggaagectic

gtttggfccg
aggctgagat
agtticcaga

gatg

gtctactttc
ccaaggtaéa
ataaagttgg
aggacctfcc
ctagtgatct
atttggcttc
ttaacaattg

ttgccaacaa

50

tggtgtccce . cgcacccage

gaagtggact gagtagaact

acttggtgct
aagagatcaé
gagacaccta
tagccaagac
Qttactctta
tgagaaaggt
gctgatcagce

gcctggaaag

tttccccnaa

tttagtgana

ggcccageat

cctgecccacc
aggggacagg
'ggaggacaag

ggagaatica

gcagtaaagc'

agccaagaca

actggttctc:

aaacaaagta
agctatgaaa

ccccagaatg

60
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gcagcagect
gctacgcagg
aagtgtctaa
caaatgccat
atgttgaggt
ctgcaagacc

gcaaaccaca

caccatgaag
ctctgactge
gactgaatac
agatgaattg
gtttatgcaa
tttoggctcac
ccttctettt

ES 2494 843 T3

ttgctgatgg tcctcatgct ggoggccctc
ccctrattgg agaatgtgat ticcaagaca
aaagaacttc ttcaagagtt catagacgac
aaggaatgtt ttcttaacca aacggatgaa
ttaatatatg acagcag{ct ttgtgatita
agaactgcag ggtatggtga gaaaﬁcaatt
cttatgtctt tttact

<210> 8
<211> 491
<212> ADN
<213> humano

<400> 8

gagtggggcc
cttgcagtct

catccaaggg
gctatatttg
gcctgcaaat
tgtggatgta
aatatgaaca
tttaatcatt

tttactgcgt

<210>9
<211> 265
<212> ADN
<213> humano

<400> 9

tggrgraatt
CiCaattict
atgaaagagg
catgaagcac

gctgaaaaca

<210> 10
<211> 441

cttaaactgg

tcagatgaaa

ccaccggaag
gaggaagcat
ttagaggcta
ctccaagtaa
tcagttaaaa
tgaaatctga.

d

ttgtcctctc
ctgaggacac
agtgggatec
tgagcagaag

taacccactc

tcccageact
atcaatccac
aafchaEta
actctgagca
trttaacttt

acggattgct

attcaaaaaa tgctctaaac ataggaatgg ttgaagaggt

‘ctaaatctct agaagaggca caagaatggc taaagcaatt

taattagagc tttgaaaaaa tcrgtttgtt

tacagaacga aagagatctt ttaggaacag
ttgctaagaa aggéaaattt aataaataat
agctccagtg actaatatgt ataaatgtta
aaaaaattct ttaaggctac tattaatatg

actcatttac ctcatttctt gccaattiact

taggcagaga
Tttggggtog
tggtttttcg
aatgatatta
cagacttact

cccttgggta

tgtgtcctgg ggaatactgg ccatgcctgg agacatatca

agataggatg gggtgtctgt étfatttgtg gggtacagag

acactgagag agtggagagt gacatgtgct ggacactgtc

ctggaggcac aacgcaccag acactcacag caaggatgga

tgtcc

51
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<212> ADN
<213> humano

<400> 10

atagatgtac
ccttagtgta
taaaagaaaa
aggacctttg
attgtttaaa
tttttaaggg
tgataatgat
tgggtgttga

<210> 11
<211> 21
<212> ADN
<213> humano

<400> 11 21

atacctcctt
taaaaaccat
taggggatgg
ggtctacaag
gatggtcgtyg
agggaattta
ttgctctttg

tcttacaaga

cacagccccg acctttgatga 21

<210> 12
<211>19
<212> ADN
<213> humano

<400> 12

ggtcccagag cccgtctca 19

<210> 13
<211> 26
<212> ADN
<213> humano

<400> 13

agctgtccag ctgcaaagga aaagcc

<210> 14
<211>75
<212> ADN
<213> humano

<400> 14

ES 2494 843 T3

gcacaaatgg
gctggtatat
tccaggatct
tatatgtgaa
tgtgtgtgty
ttatttaccg
acaactaaaa

t

26

aggggaattc
ggcttcaagt
ccactgataa
aaaaatgaga
tgtgtgtgtyg
ttgcttgaaa
ttaggactgt

attttcatca
tgtaaaaatg
gactgtttft
Cttactgggt
tgtgttgtgt
ttactgtata

ataagtacta

ctgggagtgt
aaagtgactt

aagtaactta

gaggaaatcc
tgtgttitgt
aatatatgtc

gatgcatcac

cacagccccg acctttgatg agaactcage tgtccagetg caaaggaaaa gccaagtgag

acgggctcty ggacc

<210> 15
<211> 17
<212> ADN
<213> humano

<400> 15

52
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ccaacccaga cccgege 17

<210> 16
<211> 21
<212> ADN
<213> humano

<400> 16
cgcccatgec getcatgttca 21

<210> 17
<211> 21
<212> ADN
<213> humano

<400> 17
cccgccatct ccegcettcat g 21

<210> 18
<211>78
<212> ADN
<213> humano

<400> 18

ccaacccaga cccgegettc cocgecatct toegetteat gggoceggeg ageggeatga

acatgagcgg catgggcg

<210> 19
<211> 23
<212> ADN
<213> humano

<400> 19
gagagaagga gaagataact caa

<210> 20
<211> 22
<212> ADN
<213> humano

<400> 20
actccagaga ttcggtaggt ga 22

<210> 21
<211> 26
<212> ADN
<213> humano

<400> 21
attgccaaga ttacttcaga ttacca

<210> 22
<211> 97
<212> ADN
<213> humano

<400> 22

23

26

ES 2494 843 T3
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gcagagaagg agaagataac tcaaaaagaa acccaattgc caagartact tcagatrtacc

ES 2494 843 T3

aagcaaccca gaaaatcacc taccgaatct ctggagt

<210> 23
<211> 21
<212> ADN
<213> humano

<400> 23
tccecteggea gtggaagetta 21

<210> 24
<211> 24
<212> ADN
<213> humano

<400> 24
tcctcaaact ctgtgtgect ggta 24

<210> 25
<211> 29
<212> ADN
<213> humano

<400> 25
ccaaaatcaa tggtactcat gcccgactg

<210> 26
<211> 95
<212> ADN
<213> humano

<400> 26

tccctcggea gtggaagctt acaaaacgac tgggaagttt ccaaaatcaa tggtactcat

29

gcccgactgt ctaccaggca cacagagttt- gagga

<210> 27
<211> 21
<212> ADN
<213> humano

<400> 27
agttgctgat ggtcctcatg c 21

<210> 28
<211> 24
<212> ADN
<213> humano

<400> 28
cacttgtgga ttgattgtct tgga 24

<210> 29
<211> 23
<212> ADN
<213> humano

54

60

97
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<400> 29
ccctctecca geactgctac geca 23

<210> 30
<211> 107
<212> ADN
<213> humano

<400> 30

agtrtgctgat ggtcctcatg ctggcggeec tcicccagca ctgctacgca ggctctgget

gccccttatt ggagaatgtg atttccaaga caatcaatcc acaagtg

<210> 31
<211> 20
<212> ADN
<213> humano

<400> 31
cgcccacctg gacatctgga 20

<210> 32
<211> 23
<212> ADN
<213> humano

<400> 32
cactggtcga ggcacagtag tga 23

<210> 33
<211> 25
<212> ADN
<213> humano

<400> 33
gtcagcggcc tggatgaaag agcgg 25

<210> 34
<211> 86
<212> ADN
<213> humano

<400> 34

cgcccacctg gacatctgga agtcageggc ctggatgaaa gagcggactt cacctgggge 60
gattcactac tgtgcctcga ccagtg ) . B6

55

60

65

<210> 35
<211> 23
<212> ADN
<213> humano

<400> 35
gcggagcecca atacagaata cac 23

<210> 36
<211>19
<212> ADN

55
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<213> humano

<400> 36
cggggctact ccaggcaca

<210> 37
<211> 25
<212> ADN
<213> humano

<400> 37

19

tcagaggcat tcaggatgtg cgacg

<210> 38
<211> 80
<212> ADN
<213> humano

<400> 38

gcggagecca atacagaata cacacgeacg gtgtcttcag aggeattcag gatgtgegac

gtgtgcctgg agtagccccg

<210> 39
<211> 20
<212> ADN
<213> humano

<400> 39
ctgttgatgg caggcttggc

<210> 40
<211> 20
<212> ADN
<213> humano

<400> 40
ttgctcacct gggctttgca

<210> 41
<211> 21
<212> ADN
<213> humano

<400> 41
gcagccaggc actgecctge t

<210> 42
<211> 74
<212> ADN
<213> humano

<400> 42

ctgttgatgg caggcttgge cctgcageca ggcactgccce tgctgtgota ctcctgeaaa

20

20

21

gcccaggtga gcaa

ES 2494 843 T3
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<210> 43
<211> 25
<212> ADN
<213> humano

<400> 43
tgaagaaata tcctgggatt attca

<210> 44
<211> 27
<212> ADN
<213> humano

<400> 44
tatgtggtat cttctggaat atcatca

<210> 45
<211> 27
<212> ADN
<213> humano

<400> 45

acaaagggaa acagatattg aagactc

<210> 46
<211> 87
<212> ADN
<213> humano

<400> 46

tgaagaaata tcctgggatt aticagaatt tgtacaaagg gaaacagata ttgaagactc

25

27

27

ES 2494 843 T3

tgatgatatt ccagaagata ccacata

<210> 47
<211>19
<212> ADN
<213> humano

<400> 47
cccccagtgg gtectcaca 19

<210> 48
<211> 22
<212> ADN
<213> humano

<400> 48
aggatgaaac aagctgtgcc ga

<210> 49
<211> 26
<212> ADN
<213> humano

<400> 49
caggaacaaa agcgtgatct tgctgg

<210> 50
<211> 82
<212> ADN

22

26

57
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<213> humano

<400> 50

cccccagtgg gtcctcacag ctgcccactg catcaggaac aaaagcgtga tottgetggg 60

tcggcacage ttgtttcatc ct . _ 82

<210> 51
<211>19
<212> ADN
<213> humano

<400> 51
gccctgagge actcetteca 19

<210> 52
<211> 22
<212> ADN
<213> humano

<400> 52
cggatgtcca cgtcacactt ca 22

<210> 53
<211> 25
<212> ADN
<213> humano

<400> 53
cttecttect gggcatggag tectg 25

<210> 54
<211> 100
<212> ADN
<213> humano

<400> 54

gccctgagge actcttccag ccrtocttce tgggeatgga gtcctgtgge atccacgaaa 60

ctaccttcaa ctccatcatg aagtgtgacg tggacatccg 100

50

55

60

65

<210> 55
<211> 22
<212> ADN
<213> humano

<400> 55
ccacacacag cctactttcc aa

<210> 56
<211> 21
<212> ADN
<213> humano

<400> 56
tacccacgcg aatcactctc a

<210> 57

22

21

58
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<211> 27
<212> ADN
<213> humano

<400> 57
aacggcaatg cggctgcaac ggcggaa 27

<210> 58
<211>103
<212> ADN
<213> humano

<400> 58

ccacacacag cctactttcc aagcggagcc atgtctggta acggcaatgdc ggctgcaacg 60

gcggaagaaa acagcccaaé gatgagagtg attcgcgtgg gta 103

20

25

30

35

40

45

50
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<210> 59
<211> 2724
<212> ADN
<213> humano

<400> 59

59
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ggtgccatgg

ggeecaggea:

tggfgccaaa
grctrggggac
cttaacaaga
gagtgcaacg
tacttcccce
cacctgggece
cccctgecca
cctgtgctgc
cagcaattcc
caagccatga
cctetggtag
gacacgctgce
atggatgaca
tgccacctct
‘caggcaatgc
gtggagcage
acctgccadg
cccgaccttt
gtatggccag
aggarccttg
actaaaaata
Jgaaggccegag
ggttgcagtg

ctgagtcaca
ctgctgectg
gcctggagea
atgrgggagce
tggccaagga

tcctcecett

tggtcatcga.

tgtgcaaatc
aacctctgeg
ccggggeect
ccattectet
ttcccaagag
<gggcggeat
tgggccgeat
gcgetggece
gcatgtcegt
tccaggectg
acacgcceca
ccctgggat
gatgagaact
acgtagtggc
aggtcaggag
caaaaaatta
gcaggagaat

agccgagatt

ES 2494 843 T3

cctgctgcayg
gaccacctca
agcattgcag
cgatgaccta
ggccattttc
gaagctgttf
ctacttccag
ccgécagcca
ggaccctctg
ccaggcgagg
cccctattgé
tgcgctagct
ctgccagtgce
gctgcccocag
aaggtcgccg
gaccacccag
Tgttggctcc
gctgctgacc
gtgtgggacc
cagctgtcca
tcacacctgce
ttcgagacca
gccaagtgtg
tacttgaacg

gcaccactgc

tggctgctge
tccttggcct
tgcagagecc
tgﬁcaagagt
caggacacga
atgccccagt .
aaccagactg
gagccagagce
ccagacccte
cctgggecte
tggctctgca
gtggcagtgg
ctggctgagce
ctggtctgec
acaﬁgagaat
gccgggaaca
tggctggaca
ctggtgccca
atgtccagec
gaaaaagaca
aatcccagea
gcctegecaa
gtggcatatg
caggagaatc

actccagect

60

tgctgetgee
gtgcccagyy
tagggcattg
gtgaggacat
tgaggaagtt
gcaaccaagt
actcaaacgg
aggagccagg
tgctggacaa
acacacagga
gggctctgat
cccaggtgtg
gctactccgt
gcctegtect
ggctgocgeg
gcagcgagca
gggaaaagtg

ggggctagga
ctctccagtg

ccgtccttta
ccttaggagg
catggtgaaa
ccrgtaatcc
actgcagccc

gggtgacaga

cacgctctgt
ccctgagrtc
cctacaggaa
cgtccacatc
cctggagcag
gcttgacgac
catctgtatg
gatgtcagac
gctcgtecte
tctctecgag
caagcggatc
ccgcgtggta
catcctgetc

ccggrgctee

agactctgag )

ggccatacca
caagcaattt
tgcccacace

tatccacagc

aagtgctgca -

ccgaggcagy
ccccatttet
caactactca
aggaggcaga

gcaagactcc

60
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300
360
420
480
540
600
660
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780
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960
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atctcagtaa
tcagcgggcc
ctctccctea
actcactggg
aaacaagéct
ataacttftg
agagagtgga
gtgccctgea
aaatagccag
ccctaactga
gtaatattct
aatattctct
tgctcctaac
ttgctgactc
cacacaaagc
tagcccagga
atcrictcce
ctatgcagcc
aagtagacat
aaatccaact

ttgattgaga

ataaataaat
caggcctacc
caagcgctec
atgaggttag
tagcttttct
tcatatttct
aattacccac
cgtatacacc
ticctgoctt
tcaattgacc

coccacccac

ccgccattga

tccaccgect
tttttggact
ctgtttggta

.gagagctacg

Ccacagcctct
tgctcttggy
ttgtaaatct
crctgagaga

daaaaaaaaa

ES 2494 843 T3

aaataaaaag
tcactctctc

cagcctgccc

gtcatgagga-

taaagactga
tatacatgtt
tgtcaggect
cagatggcct
‘aactgatgac
ttgtgacaat
cccacgeecg
gaatgtaoctt
atcccaaacc
cagcccacct
gtctcttcac
gcagggtgtg
ggcteccacac
CCTQQQQatQ
atagctaact
aaagggtgtt

dadaa-

cgctgcagta
ccttggcaga
tccagctgct
caccaaaaac
aatgcctgga
tcttgtaaga
ctgagcccaa
gaagcaactg
attécaccat
acaccttecc
cacccccgea
tgtaagatcc
tacaagaact
gcacccaggt
agggaagcat
tgttttgaca
ctccaccgtt
dgacacacaa
actgtcctta

ttaaatttaa

gctgtggect
gaagcagacg
gctctecect
ctaaaaataa

agtgtccctt

aattcagaaa

gctaagccat
aagatccaca
tgtgatttgt
cacccttgag
ccctfaagaa
accccetgee
aatgataatc
gattaaaaag
gtgacaccca
ctgagcttag
caagcgcceag
ttcattggcet
aagccattgt

adaaaataaaa

caccctgaag

tccatagetc
cccagtctct
acaaaaagcc
tatttataaa
ctacagacaa

catatcccct

aaagaagtga.

tcctgocccca
aaggtgcttt
ggtattttgt
CcaCaaaaaat
ccaccaccct
ctttattgtt
caatccceacc
ggcttrttcc
aaagagctgt
cétggatttt
ttccattaca

dcaaaaaagt

<210> 60
<211> 2352
<212> ADN
<213> humano

<400> 60

gaaacttaaa
aggctrctat
ctggcgecgg
gaggactcgg
gaatatttgg
Trtitcctcc

acacgactcc

ggtgtttacc
tgtcttgttg
gctaaaacaa
tccactcegt
caaagggaga
ftcticcrtcc

gttctcagtg

ttgtcatcag
ctttagcgct
acgcgaggca
tacgtgtaca
aaaaaaaagc
tcctecagec

tctgacatct

catgtaagct
facgccccgc
gcccécgagc
tccaacaaga
agcgaggctt
gcegecgaat

tgagtcecct

61

aattatctcg
ctetggtgge
ctccactcaa
tcggegttaa
cgectteccc

catgtcgatg

-ggaggaaagc

ggcaagatgt
tgcctaaaac
gccaaftaag
ggtaacacca

ctctecececttt

agtccaaagc

tacaagaaag

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040

2100

2160
2220

2280

2340

- 2400

2460
2520
2580
2640
2700
2724
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tggacatgga
caccgccaac
CCtaccacat
gcaacggcaa
gcgcctctag
gcttcatggg
gggacgtgag
tctrctcgea
cggcgocgga
tctggttcca
agcaactgeca
agcaacaggc
gctaaaccgtg
agcagcaggc
gcagcygtgg
ctcoggacct
tgtcccacct
acggtcgoac
TTCCCtoCtg
ttaacaacct
acgtcttict
gaaaaacaac
gctttggggt
attggagagg
cacactctgc
ggyaggacgy
aaaggaagqtg
cgcgaaaata
aaatgcctag
ccecageectt

gtatttocgg

ttcctaagaa gcttctaata aattatacaa attaaaaaga ttcttittct gattaaaaaa

gggeggcgge
agcggceatg
gdcggcggcg
cctgggcaac
cCcccgoatag
cceggegage
caﬁgaacatg.
ggcgcaggrg
gcgcgagcaﬁ
gaaccaccgc
gcaggacage
tcagcagcag
cCcaggcgggt
gcagcaccag
cgccggoctt
ggcgeaccac
gaactcctcg
ctggtgagag
coCgccacac
ggccgogttt
trttttecec
caagcgcatc
grCTTTLTTT
gctctgtgct
cagcaaagag
gagttgggga
cccocctecee
grrtgtttaa
tttttagtaa
cacatttrit

cotcagtett

ddddddddad da
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ctcgggoctc
cagcagcacg
ggggtgccce
atgagcgagc
tacggcgcca
ggcatgaaca
gccoegetge
tacgagcetgg
ctggccagea
tacaaaatga
gocogcggcyg
tcgocgogac
geeccegege
gcgcaggecg
ggcocacacc
gcogocagec
ggctcggact
gacgccgggc
agaccaccat
agaccaagga
ccctaaaatt
caatctcaag
ggtgartcaa
gacatggctc
gactcgcttg
gaggaaagag
gocacccrct
tgtgaacttg
tctgtacatt
atggocattg
tttctgrigt

cgctggogge
ccgtgoagca
agctctegea
tgccgoogta
acccagaccc
tgagcggeat
Caagcgogoc
agcgacgott

tgatccacct

agcgccaggc

09g99Ccggacag
gcotggoagt
cgggcgccge
cgcaggoggc
cgggccacca
ccgcggoget
acggcaccat
cggc:cfagc
ccaccgetgo
acazaaaaac
tgtgggtttt
gaatctrtaa
atgggttitc
tggactctaa
taaataccag
tcttcaacat
ggccgeotag
tagctgtaaa
ttgttgtaaa
acaaatctgr

aacttatgta

62

gtacaggcag
ccacggogoe
ctccgecgtg
ccaggacacc
gcgettococo
9ggcggccty
gcgcaggaag
Caagcaacag
gacgcccacy
caaggacaag
gggcaccggg
gcecggtecty
cagcctacaa
ggcagoggcc
gccaggcagce
gcagggocag
gtcctgctoc
ccagegetet
tccacgogot
cacaaaggce
tttttitaaa
gcagagaagg
cacgctaggg
dfaccaaact
gattctttot
aacccacttg
gctcagéggc
acgctgtcaa
aagaaaaacc
gtatattatt
gatatttggc

ggccaggogd

gtcaccgocg -

gggggctact
atgaggaacd
gccatciocc
ggcrcgcigg
cgccggytgc
aagtacctgt
caggtcaaga
gcggegoage
tgecogeage
gtgaaagaég
ggccacgcgo
atctccocgtag
gcaggccagt
gtatccagec

accttgctat

gcetcacege -

tcgacttttc

azactgctgg
daaafgaaaat
gcataaaaca
cggggcacag
tcactctggg
Ttrttttgaa
tcactgacac
gaccoccctc
aagttggact
actcccagtc
tggcagttrg

Ltaaatatag

480

540

£00

660

720

780

&40

00

a0
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280

2340
2352
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<210> 61
<211> 3336
<212> ADN
<213> humano

<400> 61

ttttcttaga
tttcaccagg
ccatcttcogt
atgatrgaaga
aatttgccaa
ftatttcaga
atcagecgeo
ctatagtcga
aaggactaga
atcctcocagt
actcactogt
aaattgcctt
gaaacactaq
atcgtctggt
gtaatattaa
‘cagcacgtat
tggatgaaga
gaaattggtt
aggctctaga
Ctgaatttca
agotaataaa
daaaaggcat
dtgaggacac
gatacctaat
attctacrrt

cgggtaaaac

cattaactgc
gaaatcagag
ggtggtcata
agagatgact

accctgcaga

ttaccaagca

ttttggaatc
cCgggaggaa
tgragagaaa
attttta&aﬂ
gatgatacta
caaaattgtc
ggaagrccgt
tgtgagtogt
agtgaaagat
tgaagaaaat
gracacagat
tgaaatacaa
TTatgaacaa
ccaatcagtt
tgtaagagaa
aagtagcaaa
taacaaagct
gattgattca
catagttaac

ttctacagge

ES 2494 843 T3

agacggctgg
acaatgatgg
Ttggttcatg
atgcaacaag
gaaggagaag
acccagaaaa
tttgttgttg
actccaagct
ccacttatac
caaattitca
aatgccacag
tctcaggaac
actrtgacca
gcagacaaag
gtcaacgata
atrttaagtt
aattggcttg
actgatccta
ctacaaagcg
atctctcgat
ggaattgfat
aaattggtgg
gcctcaaatg
aaaactgctg
aaaacaatca

acggtatatg

caggatagaa
ggctctteoe
gagaattgcg
ctaaaagaag
ataactcaaa
tcacctaceg
acaaaaacac
tcctgatcac
taacggttaa
Tgagtgaaat
atgcagatga
cagcaggeac
attctcttga
atggagaagg
acttcccaat
ctgaattact
cagtatattt
gaactaatga
tgaaacttag
accgagttca
tcegtectge
attatatcct
tcaaatatgt
aaatcaaatt
cagctgaggt
ttagagtacc

63

gcagcggcte.
tagaactaca
aatagagact
gcaaaaacgt
dagadaccca
aafctctgga
tggagatatt
atgtcgggct
dattttggat
tgaagaaaat
accaaaccac
acccatgttc
ccgagagcaa
actatcaact
gtttagagac
tcgatttcaa
Crrttacctct
aggcatectyg
tattgctgte
gtcaacccca
ttccaagaca
gogaacatat
catgggacgt
tgtcaaaaat
tCctggocata
Ccgatttcaat

acttggactt
QQEQCtQtQQ
aaaggtcaat
gaatgggtga
attgccaaga
gtgggaatcg
aacataacag
ctaaatgcce

attaatgata

agtgcctcaa

ttgaattcta
ctectaagea

gctagcagct

Caatgtgaat

tctcagtatt
gtaacagatt
gggaatgaag
aaagtggtga
dadaacaaag
gtcacaattc
tttactgtgc
caagccatog
aacgatggtg
atgaaccgag
gatgaataca

gacaattgtc

120
180
240

300

360

420

480
540
600
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720
780
840
900
960
1020
1080
1140

1260
1320
1380
1440
1500
1560
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caacagctgt
ctagaacact
taaagttgce
Cocaggaaca
acaatcggtg
gcatctgtog
cagggaggct
tggcccccct
gtggttttat
gagéﬂ:at;c
gagccgattt
tggaaggcac
gtgcracagg
ctggagrtgg
gaggaaccaa
tttctcagaa
tgttgatcta
gttgcagttt
ttadaaaaact
cctctaaaga
caggatttgt
ctgggtctgt
taacggagac
cacttctcac
ctggcaacct
atccttgetc
atctttggac
tggcacttat
taccccaaaa

tcttaaagrt

<210> 62
<211> 3697
<212> ADN
<213> humano

CCtCgaaaaq
gaataataga
tgccgratgg
gatacctcct
tgagatgcca
aacttcttac

ggggcctgec

tctgetgtty

cCcagttoct
tgaagacaag

catggaaagt

ttcaggaatg

critgcaaca
catctgttcoc
taaggactac
agcaritgcc
tgataatgaa
tattgctgat
tgcagagata
cagcggttat
taagtgccag
ccagccaget
ttactcggct
acaaaatgtg
agctggocca
ccgtctaata
taaagtattc
tagcttctct
gcaatatgtt

Tticaaaacc

ES 2494 843 T3

gatgcagttt
tacactggec
agtatcacaa
ggagtatacc
cgcagcttoa
ccaaccacaa
gccatcggec
acctgtogact
gatggcteag
gaaatcacaa
tctgaagttt
gaaatgacca
gggacagtgt
tcagggcagt
gctgatgggg
tgtgcggasg
ggcgcagatg
gacctagatg
agccttogtg
gogattgaat
actttgtcag
gtttoccatce
tctagticec
atagtgacag
acgcagctac
tgaccagaat
adadtagcat
cataaactga
gtcactccta

ctaaaatcat

gcagttcttc
cctatacatt
CCctcaatgo
iEﬂittECEt
cactggaagt
gcocctgggac
tgcrgotoct
grgugacaqag
aaggaacaat
atatttétgt
gtacaaatac
ctaagcttgag
caggagctgc
ctggaaccat
cgataagcat
aagacgatoq
ccactggttc
dcagcticit
ttgatggtga
cctgtggoca
gaagtcaang
ctgaccctot
tcgtgcaace
aaagogrgat
gagggtcaca
gagctggaat
agcaaagctc
tcacgattat
attctcaagt

attcgoc

64

accttccgotg
tgcactggaa
tacctcggoc
ggtacttaca
ctgtcagtgt
cagatatggc
tggtctoccty
tictactgog
tcatcagtgg
gooctoctgta
gratgccadaa
agcagocact
ttcaggatis
gagaacaagg
gaattttctg
Ccafggaagca
tcctgtgggc
ggactcactt
aggcaaagaa
teccatagaa
agctictgct
geageatggt
ttccactgca
ctgtcoccatt
tactatgoctc
accacactga
actgtattgg
aaattaaatg

actattcaaa

gttgtciccg
gatcaacctg
ctcctcagag
gacagtcaga
gacaacaggg
aggccgeact
ctgctgetot
ggagtgacag
ggaattgaag
acagccaatg
ggcacagcgg
gaatctooag
ggagcageca
cattccactg
gactcctact
aatrgactgect
tccgtgggtt
ggacccaaat
gttcagccac
gtccagcaga
trgtcecgoct
aactatttag
ggctittgatc
tccagtgrrc

tgtacagagyg

ccaaatctgg
gctaataatt
tttgggttca

trgtagtaaa

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
312

318(

324(

3300

3335t
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<400> 62

agggagtgtt
gaaaaggact
atgatacttc
tatggccaag
ggccaagaac
gaa&taactg
aacagagcct
gctaatggaa
gacaatcgéc
ccaggaaagc
ﬂgtcagtttt
cagatcaaca
cctgctaaga
gagaattecct
gcaccaaaac
caggtgcagt
agattcccat
Qaadaadafd
tcatatcocgo
ccgtcaccag
accettactg
attgtggagc
ggaatgttac
acgatagagg
gatatcaatg
Qaagacacaa
tttactggoa
gogattgaca
tttgaaacag
tttggtgtoa

cccggggaag
tttaaccacc

aggcecatct
aggggaagtt
cgagtcaaat
oggagacana
tggacaggga
ttatagtgga
ccacgttct
attaccagain
acaaaacggg
dtCCTTLCCta
tcagtgatac
ctgtggagat
ggaatgatcc
tttcaattga
atgcatatgt
tggaaattca
taaccgtatt
cacatgacag
aaactcccaa
agttagctaa
tgtctgacaa
atcagatccc
acattgggtc
gttctaaaat
cagatccocca
cagctgttte

agtacaatge

ES 2494 843 T3

atactccagt
attttgtgac
tcactccctg
fagtggaccc
tatattccag
caacatattt
aacaagatct
ggatccagtc
ccagtcaaag
totcaatgoc
tgtcatccag

agccatcct

taatctogtg:

cacatctgtg
ggtggaaaac
cggtgcacaa
ccaggaagga
tttttatgca
tgtaaaagtt
tgaggtccag
ggatgaagaa
acttcccatg
acagtccttg
agatticaag
catctttgaa
caccatctta
tctgtatcat
taccaacacc
caacattgtg

aagttctttt

cgtagcaaga
rtacagaaag
tgtcttotta
ctgaaaccca
tttaaggcca
gtgatagaac

dctCacaatc

cLtatcacca
tacgaaggct
écagacctgg
cttcccatga
crttacccgag
atctcagtga
gatatcatag
tcaactgatc
tattccttag
gatatttacg
gttg:aaagg
daagatatta
gagaatgaac
aatactgcca
gatggactct
aagaagcaag
accctttgtt
daatcagatt
accatccagg
atcataaagg
ggatatgtca
ttcaaagcag

gccaagttca

65

gtctcgacca
gaatttgaat
tgctttattt
tgacattttc
atcctcctge
gggagggact
tccaggttge
tagaagtgaa

ctgaatgogaa
aaagaaaact
ggcaactgga
tatttatgaa

tgtgactttt

tctgtattac

agccctggac

ggacatcaac

cagtaaggta;gaactctcg;

atgatccogc
tCaacaatgt
hgggatctca
dggacatggyg
tgacagagaa
ctcaccccat
ttgacaaaga
tgactcagcc
atgagtacag
atgataatcc
gactgogtaa
acagttttct

focctaatcca

atactcctca
ttgtgcaaat
atggaaacct
ccactgatgc
gagacagtga
taattaaaaa
aaaatcctga

cocttattgt

cactcccaat
catgtacttt
ggaattgaat
aggccagagt
tatttggaaa
caaaatcact
gaagﬁtgcca
cttggaccga
dazaccactt
acctacatgt
cagtatcgog
adactacagg
aacctatgct
gtacaactta
caacgttatt
gactcttgct
tgatgagcca
gggacgcctg
goctottogat
gcctotagtg
gacagatgtg

120
180
240
300
360
420
480
340
ﬁDD
660
720
JBO
B40
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
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aatgaagcac
ataggcacta
tcactgagag
agrgrggctc
gaagtagoaq
aatgacaacc
agtgcacctg
ccccatttta
atcaatggta
gtegtcttga
ccagttﬁtat
gggataccca
ataattttag
agtgctcaag
tttatatagc
tgcattataa
ttttttgagg
tCcactgcaac
tgggtttaca
gtTtcgccat
grotcccaat
acattagaga
cttgtatttt
tatcaaggag
ctgattccat
catttgtcag
Ttttccctta
atgttgctct
caaacacaac
actacctgec

ggttattata

ctcaattttc
aagtgggcaa
gagacacaag
cattggacag
ggtcttoctt
ctcccagoct
gaagtctcat
cattttccct
crcatgoccg
tccgcatcaa
tctgcagttg
ctgtgggcat
cagttgtgtt
catctgaagt
aagtgctatt
ttitttaaac
tggagtcttag
ctecegectec
ggcacccacc
ttggccagac
acaggcatga
gatttttcat
tcoccttitgg
atatatcagt
cctgtgtccc
agaagaaaaa
gtattaacag
ttggctgaaa
ctathfQCa
atgcatacat

Tatitaacat

ES 2494 843 T3

ccaacacgta
tgtgactgecc
aggttggett
agaagccgga
gagctctgtg
agccaaggac
tttcgagact
cggcagtgga
actgtctacc

tgatgggggt

tgtggaagga
ggcagttggt
tatccgeata
caaacctctg
tcagcaacaa
dgatattccc
ctotgtegec
tgggttcaca
accatgcocca
tggtcttgaa
accacrtgcac
ttttccatga
ggcaagacaﬁ
gttgtctcat
cttcatcctt
cgtgaggact
daatgtttct
ttcttcaact
aaccttggta
getgecgeatg
gtogaagaaa

ttccaagcga
aaggatccag
aaaattgacc
agtccatatc
tcagagttcc
tacacgggct
actgatgatg
agcttacaaa
aggcacacag
cggccaccet
agtt§t£ECE
atactgctga
aagaaggata
agaagctgaa
ccatctcatc
tcttgteoctt
caggctggag
tgattctocct
gctaatttit
ctoctgacgt
cCcacctactt
catttttcet
actcattaaa
égaactQECt
gactccttig
caggaaaaat
gtgtcattaa
tggaaatgac
aaggaaccag
ttttcticat

acaagacatg

agaataaaca ctggttgtag tcagttttgt ttgttaa

66

aagtcagtga
aaggtctoga
acgtgactgg
gggtacaagt
acctgatcct

tgttcttctg

atcagcactt’

acgactggoga
agrttgagga
tggaaggcat
gaccagcagg
CCAcCCttct
aaggcaaaga
tttgaaaagq
ctattacttt
taatatttgc
tacagtgatg
gocteagett
gtattittaa
caagtgatct
apatatttca
ctctgcaaat
tattctgtac
ggatfccatt
gtatttcact
daataaataa
ccatctttaa
ECHHEEFEHE
tcagctggoc
tcgtatgtta
aaaagagtgg

ggatgtagct
cataagcrat
tgagatcttt
ggtggccaca
tatggatgtg
ccatccocctc
atttcgggot
agtttccaaa
gagggagrat
tgtttcitta
tcaccagact

ggtgattgat

taatgttgaa .

aatgtttgaa
Tcatctaacg
taaatatttc
tgatcccaﬁc
cctaagtagc
tagagacggg
gCctgocttg
tgrgctatag
ggcttagcta
attttttctt
tatgtttttf
gaatttcaaa
aagaacagcc
tcaatgtgac
agaaggtgrt
agatttecctc
gtaaagtttt

tgacaaatca

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340

. 2400

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
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<210> 63
<211> 503
<212> ADN
<213> humano

<400> 63

gacagcggct
atgaagttgc
ggctgocect
gaatacaaag
gaattgaagg
dtgcaattaa
gctcacagaa
ctctttCctta

tttattrtaa

<210> 64
<211> 1894
<212> ADN
<213> humano

<400> 64

grcrgactic
agtCctccaa
ccagcaggca
tcagagggcc
gocaccagec
cagtageetc
ctccctggoc

CagCeoccagc

-ggtgtcgogg

Ctggagtccc
ctrtgacatg
tcgggaggag
gggcagectg
gcagtccatg

catcaccgca

tocttgatce
tgatggtcct
tattggagaa
aacttcttca
aatgtttrct
tatatgacag
ctgcagggta
Tgroctttrta

taaatrtgatyg

CtEEEEQEEC
gootgetgoe
gcectgggct
accccttgag
ctgctggoee
agergcocac
accaggcagco
ccggaterga
acaggcttgg
EQFCCECCCQ
ctgtaccctg
ccacctgagg
gacttggtoc
otogtogaca
gatcceatag

ES 2494 843 T3

ttgccacc;g
catgctggog
tgtgatttee
agagttcata
taacc;aacg
cagtctttgt
tggtgagaaa
Ctacaaacta

gca

attcctgeac
agctccorge
gggggtaggg
ggtggccagyg
Ctggttccgc
ACCTCLTCCC
taacagacac
gcagcgtatc
agaaggcggc
Ccacgooccga
aggacagcag
agcctgagea
ccggegggct
aagtgctcaa

actggagecc

cgactgaaca
gceetotoce
aagacaatca
gacgacaatg
gargaaactc
gatttattrt
écaactac;g

caagacaatt

tctgoccgtgt
dagoccctca
gactccctac
coCocagrgy
tggoccocea
ggcccctgaa
agcogocage
cccCagCcac

agcgggggea

‘gcagggcctyg

ctgggcagec
gtgcccggte
gaccttggag
ggacatcgag

cagcaatgrg

67

ccgacagcag
agcactgcta
atccacaagt
ccactacaaa
tgagcaatgt
aactttctge
attgctgcaa

gttgaaacct

ccacattgit
ggrigggcct
aggcacgrag
ccaacctgag
gatgcctgac
grrggcactg
Ccaaacagca
crcctgotge
gtgggtcicg
tocgecttot
aaggcececty
attgacagec
gagcactege
acggcctgea

tagaagtggc

cagcctcace

cgcaggetct

gtctaagact
tgccatagat
igaggtgttt
aagacctttg
accacacctt

gcratacarg

ccacagaccc
tgﬁcacggtg
cocctgagace
tgotgoctet
tgagacacgc
cagcagacag
goggcatggg
coccccgacac
agagacggga
dcctctccta
gggccagoag
aagccccage
tggagcaggt
agctgctcaa

tocctgtggac

&0
120
180
240
300
360
420
480
503

60
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agagcaccaa
gctgrgegee
gCacgcecac
ggcgattcac
atcatgetcc
ccacagcrat
ggactcagec
cgacaagitg
catcteecag
tgaaacccoge
ggggaaaacy
gcaaccaact
grgoTioctc
caacacctge
acaaaggcca
ccacacctgg

cccgggaatg

<210> 65
<211> 3029
<212> ADN
<213> humano

<400> 65

Ccaggcagct
gaccgocoigt
Cccacccaga
cctggacttc
gcacacgeote
Locgggeggo
Coggaggage
cCctgaacgeg
tgtgagcgge
Ttacgogtcy

goctcactco

taccggotac
argrcggagg
crgoacatct
tactgtacct
goggcagccca
ggcocgetica
caggtggcec
agccgoicca
cgoctogict
cctcaggage
ggcagtctac
geeccagoag
ctcaggeocca
ctctgacoce
caggcagtec
catggtocag
gataataaag

ggggtaagga
ccgoteccee
QCcgggacaq
ctecttgetac
CgCLecange
atctgggfca
cgogggoogt
crgotgeccy
gcggegeagt
ttgggcggcc
ttcatcaaac

ES 2

cccoccatogg
agcagrtecg
adgaagtcagc
Cgaccagtga
tccacctgtg
ttaggtgact
agctgtgggg
tccgoccagta
athgttcgt
ctctctectg
tctgotgote
gatafgggtc
getgeteoce
agcatttcca
aggoototot
gogagacatct
aractagaga

gttcaaggca
acrtcecgec
cagcecagge
aggaccegge
ctgggtgeet
agttagocac
ccgggtotaa
ccgtcccct;
Qégfgﬂﬂﬂﬂt
ccgocgocgec

aggagccgag

494 843 T3

caaggccttc
CCagcgctcg
ggcctggatg
ggagagctog
geagttcctc
caacaaggag
catccgcaag
ttacaagaag
graccccato
cctgecctge
tgaccttoca
ctetggggec
tggaggacag
gagcagagcc
ctgctccatce
graccocctoa

actg

gcgcccacac
ctCccticca
goocgggooc
ttccacgtgt
acagcagcca
cgccgangec
gccgoageaa
cctgggtogo
gctggacttt

accggetceg

ctggggcggc

68

caggagctaqg
ccocorgoara
aaagagroga
accgacageg
aaggagttgce
aagggcatct
aaccgtcccg
ggcatcatcc
tgagtgcctg
ctcagccagg
gageccaagy
ttcgggacca
.agggagaCag
tacagaaggg
cccctgocte

gttgggcagc

€cggggacte
cctactcatt
cgoogrotec
gtccegoage
gagcagcagq
agcgctgaac
atgggctocyg
ggcegcggct
gegeeecegy
cogocaccee

gcogagccoge

cgggcaagga
gggatgrgct
ctrcacctgg
aggtggacte
tactcaagcc
tcaaaattga
ccatgaacta
ggaagccaga
gcceagggec
ccctgagatg
tcagegagag
tg9aacagog
gﬁctgctcct
cagtgactcg
ccatrtctgeca

caggagtgec

tcogoaacee
cacccaccca
tcgoogegat
cggcgtctca
gagtccggga
grctoccangg
acgrtgcgaga
grgcoctgcc
gcgetteoge
cgccgecgee

acgagoagea

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1894
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LLELY



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

grgcctgage
tcoctacagg
gtttcctaac
gggttacagce
tocgaogcag
gctgggtoag
cagctgoace
ccaaatgaca
aaagggagtt
cagcacaggg
datacacacg
cccgactctt
cccaggetge
cactggtgag
agaccagctc
ttgtcagcga
taaaacaagt
gtcagatgaa
gocgctttga
ctgctttcaa
ttcatccaac
gagttggfct
aatgtctggt
ccatagctga
gatggaatta
gtctgotaat
tcagagagca
taacctggaa
agctgaagas
cattcagtta

gatttttttg

goocttcactg
cootteggte
gogooctace
acggtcacct
ttccccaace
cagcagtact
ggcagccagg
tcccagettg
gctgctggga
tacgagageg
cacggtotot

gtacggtcgg

aataagagat

aaaccatacc

aaaagacacc

aagttctcecc
gaaaagccct
ttagtocgoe
ggggtctccc
gtctgactct
ttccaagaca
ctgccctgoc
tagttaaaag
tCatgtcocce
ttgtaccatt
gtaaactttg
aggcatcaag
agcaggatgt
daaatcagaa
attcaatgtg

tgtatgtttt
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TeCactittc

ctecteegee
tgcccagotg
tﬁgacgggac
actcattcaa
cggtgocgec
ctttgcfgcf

aatgcatgac

gcrccagetc

ataaccacac

tcagaggeat

‘catctgagac

attttaagct
agtgtgactt
Aaaggagaca
ggtccgacca
tcagetgtog
atcacaacat
tcggggaccg
ECHEtCEtEC
agataccggt
tacttttagt
cccattgoca
ctgacccttc
ttctatcatg
teatggtttc
ggtgaatctt

agttctgeca

Ctaaccagta
dacactggca

tgactctttt

CggCcagirc
cagccagacg
cctocgagage
gcccagctac
gcatgaggat
cccggtctat
gaggacgccc
ctggaatcag
dgtgaaatag
aacgcccatc
tcaggatgtg
cagtgagaaa
gtcccactta
caaggactgt
tacaggtgtg
cctgaagacc
gtggccaagt
gcatcagaga
ttcagtgtcc
tcactaaaaa
gcttoctggaa
tgactcacag
tttagtgtgg
cocttctitt
gaatatttat
catttactaa
gtctaacatt
ggcaactttt
cctctgtata
cactgctctt

gagtggtaat

69

actggcacag
tcatceggec
cagccogeta
ggtcacacgc
coccatgggec
goctgccaca
tacagcagtg
atgaacttag
acagaagggc
ctctgeggag
cgacgtgtge
cgccocttca
c&gatgcaca
gaacgaaggt
aaaccattcc
cacaccagga
tgtcagaaaa
aacatgacéa
caggcagcac
ggaaacttca
actaccaggt
gceocetggaga
attttctact
ttatgctcgt
agoLaggge
Ccagcaacage
cccgaggtca
aaagctcatg
gaaatctaaa
Aagaaactat

catatgtotc

ccggageety

aggccaggat

ttcgcaatca
cctocgcacca
agcagggctc
cccccaccga
acaatttata
gagccacctt
agagcaacca
cccaatacag
ctggagtagc
tgtgtgctta
gcaggaagca
tttctegtte
agtgtaaaac
ctcatacagg
agtttgecceg
aactccagct
agtgtgtgaa
gttgatcttc
gtgcctggaa
agcagctaac
gtaagaagag
tttcgotggg
atgtgtatgt
aagaaataaa
gccaggctge
catttcaagc
agaattttac
gaagatctga
tttatagatg

720
780
240

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
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tacatacctc
gtataﬁaaac
aaataggoga
ttgagtctac
daagatggtc
ttttaaggga
gataatgatt
gggtgttgat
trtgctctea

<210> 66
<211> 1064
<212> ADN
<213> humano

<400> 66

tttgaggcca

goctgrgotg
gtgctactec

€cagcroggg .

Cagcaaaggc
gaacatcacg
gogctgctace
gctctagact
tgccactcct
acgcaagtct
tctoccaggac
cctccaacce
tcaggcactf
tctggtocgt
fggctgagatg
gtcticagaqg
tccctgaaty

dddadaadaa

ctigcacaaa’

catgctggta
togtccagga
aagtatatgt
gtgrgtgtgt
gggaatttat
tgctctttga
cttacaagat

dttdaagtct

tataaagtca
crtgecctge
tgcaaagccc
gagcagract
tgcaécttga
tgctgtgaca
atccttgege
ctggggagcc
cacacacccg
gaccatgtat
tcccaccegg
tctotgetge
CtrCcoooccag
ggtgtcccoc
aagtgoactg
atggggecty
geagectcag

ddddddadad
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tggaggggaa ttcattttca tcactgggag tgtccttagt 2580
tatggcttca agttgtaaaa atgaaagtga Ctttaaaaga 2640
tﬁtccactga taagactgtt tttaagtaac ttaaggacct 2700
gaaaaaaatyg agacttactg ggtgaggaaa tocattgttt 2760
étgtgtgtgt gtgtgtgtgt gtottgtott gtgttitgtt ?E?ﬂ
tatttaccgt tgcttgaaat tactgtgtaa atatatgtct  2BED
caactaaaat taggactgta tiagtacfag atgcatcact £940
atfgatgata acacttaaaa ttgtaacctg catttttcac 3000
attcaaaag 3029
cCtgaggccc tctccaccac agc::§ccag tgaccatgaa a0
tgatggcagg. cttggoccty cagocaggca CtgoCccigot 120
aggtgagcaa cgaggactgc ctgcaggtgg agaactgeac 180
ggaccgcgeoy catccgogca grtggoctcc tgaccgicat 240
actgcgtgga tgactcacag gactactacg tgggcaagaa 300
ccgacttgltg caacgccage ggggeocatg cocotgoagec 360
toctccctge actcggoctg ctgctctggy gacccggcca 420
ccgctgcage ccacactggg togtggtgecc caggocictg 480
QCCcagtgﬁg agcctgtoct ggttcctgag gcacatocta S40
gtctgeogoce ctgtecoccoca cococtgacect cocatgacce 600
cagatcggct ctattgacac agatccgect goagatggcc 660
tgtttccatg gcccageatt ctccaccett aéccctgtgc 720
gaagccttoc ctgoccacco catctatgac ttgagocagg 780
gcacccagta ggggacagge actcaggagg gcccggtaaa 840
agtagaactg gaggacagoga gtcgacgtoga gttoctggga 900
gaggccigga ggaaggggcc aggoctcaca ttcogtggggc 960
facagcgtag goccttaata aacacctgtt ggataagcca 1020
ddanAnAAna AAaAADAAAR A3aa 1064
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<210> 67
<211> 6962
<212> ADN
<213> humano

<400> 67

gcaagaactg
ggacagcccq
agccagcgog
ggtcttgago
gcagttctac
aagtttgaat
ttttaagaaa
tgaagtcgga
ccatoctcaa
attcocotgeg
gagtatcagt
ttactcccat
ctgtaaaaaa
gctactattt
cacagtcaat
catcagctog
cggCcaggrc
dtccactacc
<CCaaaacat
daccaggaat
cttéattgct
cadadaatac
gaaagttatg
tatgaaagaa
aatcgrgttc
ctcgoctitat
cagagcagtt
acccacagaa

gagagacatc

Cagaggagga
gagtgTogtt
afcaggaaag
accagctggg
gtggctgctc
ctttctgtaa
fgaaaaaccac
gacatcataa
ggaattaggt
gagaagatgg
gaggacagtg
gaaaatctoa
gggaccctaa
gotgtgtttg
ggatatgtga
catctgctgg
ctggagcaga
gcraaatatga
Ttgcaagcty
cttaagaaas
gcagaggaag
aggtctﬂag;
tacacacagt
gatgggattt
aaaaatatgg
g;agatgaag
caaccagaaqg
aatgatgccc

gocctctgggc
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ggacgctgoc
agcaqctcog
gaagcatgrt
taggctgggg
agggcatcag
cttectttaa
aatctaccat
aagﬁtcactt
acagtaaatt
acgacgertgt
gacccacceca
tcgaggattt
ctgaggatag
atgaaagcaa
atgggacaat
gaatgagctc
accatcataa
ctgtgggeee
ggatgcaggc
taactcgtga
tcatttggga
atttggataa
a{gaégétga
tgggtcctat
ccagecgecc
tcaactcttc
azacctatac
agtgcttaac
taataggact

acccacageoo
taagcgctgc
cccaggetge
gagccaaggg
ttggagctac
gaaaattgtc
ttcaggactt
taaaaataag
atcagaaggt
gactecaggc

tgatgaccct

‘caactcgggg

gacacagaag
gagctggage
gccagatata
ggogccagaa
ggrctqagcc
agagggaaag
ttﬁcattga:
gcagaggcog
ctatgcacct
TitctCaaac
gtccttcacc
tatcagagcc
ctatagcatt
tttcacctca
ttataagtog
dagaccatac

acttctaatc

71

tctagagctc
Ccaggtccto
c:atgcctti
acagaagcgg
cgaccrgago
tacagagagt
cttgagccta
gcagataagc
gertocttace
cgagaataca
ccatgocctca
ctgattgggc
acgtrtgaca
cagtcatcat
acagtttogtg
ttattctcca
atcacccttg
tggatcatat
attaaaaact
cacatgaaga
gtaataccag
caaattggaa
aaacatacag
caggtcagag
tacccicatg
ggcaggaaca
aacatcttag
tacagtoacg

tgtaagagea

attgcagctg
gagrggtogc
gogtcctggt
cacagctaag
ccacaaactc
atgaaccata
ctttatatgc

ccttgageat

tTgaccacac

cctatgaatg
cacacatcta
ccctgottat
agcaaatcgt
ccctaatgta
cccatgacca
ttcatttcaa
tcagtgotac
cttctctcac
goccaaagaa
gotgggaata
cgaatatgga
aacatrataa
tgaatcccaa
dCacactcaa
gagtgacctt
acaccatgat
agtttogatga
tggacatcat

gatccctgoa

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1GE0
1740
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caggcgagga
tgagaacaaa
ggtgaaacgt
tgtgcctgag
ctgtagtgtg
ctatggaaag
ggtcacaatg
caaaaagctg
atatgagatt
tttagaacct
agcattagga
tcttactgoc
tgttggttca
agaacctcag
cctcattgge

Tgaagaccct

tggtgctaga

agatcaagca
acacctaagc
cCaagacact
actcttaaaa
gaaaggtagc
gatcagccce
tggadagtag
acaggatgga
Jaddaaagag
aagtgaagcc
atccaatgaa
ctggatagcc
CIgtcctcca
tcaagaccct

gctcagtgaa

atacagagag
agctggtacc
gatgacccca
égcataacta
gggacccaga
aggcatgagg
gataatgttg
dggctgaaat
tttgaacctc
gaagatgaag
atcaggtcat
ctagctctgg
aattattctt
AAagCCCCTT
aagaactcag
atagaggatc
gaaticCaaaa
gcaaagcaca
caagacactg
ggttctoctt
caaagtaact
tatgaaataa
cagaatgect
agtggeccace
ggaaagagta
dagcacacac
tacaacacat
acatctctic
tcacttoctg
ggtctttatc
gatcaaatgc

atgcttgagt

ES 2494 843 T3

cagcagacat
ttgaggacaa
agttrttatga

ctcttggatt

atgaaatttt
acaccttgac
gaacttggat
tcagggatgt
cagaatctac
agagtgatgeo
TCcgaaactc
agaatggcac
CCccaagraa
ctcaccaaca
ttctcaattc
ctctacaqgcc
gtcaagaaca
gottctoctg
gttctccttc
ccagaatgaq
catctaagat
tccaagatac
cacgtgcttg
caaagtttcc
gactgaagaa
accatgCicc
tttcagaaag
ccacagacct
accataatca
dgacagtgcc
actctacttc

atgaccgaag

cgaacagcag
catcaacaag
atcaaacatc
crgctrrgat
gaccatccac
cctottocce
gttaacttcc
taaatgtatc
agtcatggct
tgactatgat
atcattgaat
tgaattcgtt
tattagtaag
agccaccaca
ttccacagca
agatgtcaca
tgctaagcat
gatgaaatta
tggaatgagg
gccctggaﬁg
tttggttogg
tgatgaagac
gggag daaagc
tagagttaga
aagccagttt
tttatctccg
aagacttaag
caatcagaca
gaattccrca
thaﬁaggaa
agaccccagt

tcacaagtec

72

gcrgratttg
ttitgtgaaa
atgagcacta
gacactgtcc
ttcactgogc
atgcgtagag
atgaattcta
ccagatgatg
acacggaaaa
taccagaaca
caggaagaag
tcttcaaaca
ttcactgtca
gctggttocco
gagcattcca
gggatacgtc
aaggoacceca
ctagcacata
ccctgggagg
gaccctccta
agatgocatt
acagctgtta
acccctettg
cataaatctc
ctcattaaga
aggaccttte
cattcgftgg
ttgceccicta
aatgacactg
.Lactatcaaa
cacagatcct

ttccccacag

ctgtgtttga
atcctgatga
tcaatggcra
agtggcactt
actcattcat

aatctgtgac

gtccaagaag

atgaagactc
tgcatgateg
gactagctgc
aagagttcaa
cagatataat
ataaccttgc
cactgagaca
gceccatatte
tactttract
aggtagaaag
aagttgggag
ACCttCcCtag
gtgatctgtt
tggcttctga
acaattggct
ccaacaagec
tacaagtaag
cacgaaaaaa
accctctaag
tgcttcataa
tggatttigg
gtcaggcaag
cattccccat
éttcr;caga

atataagtca

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340

- 2400

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2BBO
2940
3000
2060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
J4E0
3540
3600
3660
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aatgtcccct
ggtgaccctc
tctctoctcea
Tocagacctc
ccicagocaq
tcagatgcco
daacctctct
ttocccagoo
agacttcagc
cgotcagaty
gacaaacctc
CCICTTTgCa
tCcagaccit
cctcagocaq
ccagatatca
dttgcttctt
tcocttcatct
agtgggcctc
gagcagtgaa
tgatottagg
ccgcagcaac
ttattcagﬁa
taccacatat
tcctcgagaq
ggatgatgrt
ccatggactt
atggtrtaaq
cactgagcga
agctgtgaac
aaaangaata

atttatgacc

toctcagaac
TCTCcagaac
gaactcattc
agccatacaa
acaaaccLct
crrrctccag.
ccagaactca
ctcggtcaga
cagacaaacc
CCCCtitcic
tcrccagaac
gatctcagtc
ggtgagacag
grgactctct
Ccctoctccag
caagaattta
CCTtactctca
agtaaagatg
gatgactatg
acaaacatca
aatggaaaca
tttgtacaaa
aagaaagtag
gagtatgaag
atccaagtic
tcctatgaaa
gaagataatg
tcagggoccag
ccagaaaaag
ctacataagg

tttgatgaaa
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atgaagtcty
tEﬂQCCEg%C
agagaaacct
cccttictce
ctccagaact
accrcagcca
gccatatogac
tgcccattte
tctctocaga
CagacCccaq
tcagtcagac
aaattcccct
ATCITICCCC
cticagacat
accrrgatca
atgagtcttt
atgatacrtt
gtacagatta
ctgaaattga
actccteccag
gaagaaatta
gggaaacaga
tttttcgaaﬁ
agcatctcgg
gttttaaaaa
aatcatcaga
ctgttcagoo
aaagtcctgg
atattcactc
acagcaacat

agaagagctg

gcagacagtc
aaacctctcr
ttcocccagee
agacctcagc
cagtcagaca
tacaaccctt
tctctctoca
tccagaccte
actcagtcaa
ccatacaacc
aEECﬁtttcc
taccccagac
aaactrtggt
cagtgacacc
gatattctac
tccttatcca
tctatcaaag
cattgagatc
ttatgtgcec
agatcctgac
ttacattget
tattgaagac
gtacctcogac
aattcttggt
tttagcatoc
gggaaagact
aaatagcagt
ctctgoctgt
aggcttgata
gcocratgoac
gtactatpaa

73

atcictccag
ccagacctca
ctocggtcaga
catacaaccc
aacctttctc
tctotagact
gaactcagtc
agccatacaa
acaaaccttt
ctttctctag
ccégaccfca

ctcgaccaga

tagatgrccc

acccttctcc
cctictgaat
gaccttggtc
gaatttaatc
attccaaagg
tatgatgacc
aacaftgtag
gctgaagaaa
tctgatgata
agcactttta
cctattatca
agaccgtatt
tatgaagatg
tatacctacg
cgggcttagg
ggtcccctce
atgagagaat

aagaagtcec

acctcageca

gccacacgac

tgoccatttc
tttctttaga
cageccrogg
tcagccagac
dgacaaacct
CCCttictct
Cccccagocct
acctcagcca
gtgagatgcc
tgacactttc
Trtccccaga
cggatctcag
ctagtcagtc
agatgccatc
cactgattat
aagagotcca
cctacaaaac
catggtacct
tatcctoogga
ttccagaaga
ccaaacatga
gagctgaagt
ctctacatgc
actctcctga
tatggcatoc
cctactactc
taatctgcca
ttgtcttact
gaagttcttg

3720
3780
3840
3900
3900
4020
4080
4140
4200
4260
4520

(4380

4500
4560
4620
4580
4740
4800
4860
48920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
$400
5450
5520
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gagactcaca
ctacagcttg
cataggcggc
tggcaataaa
tgaaatgaag
gagagcaggg
actaagcact
ggagcccaga
acttgcagea
aatcécaggg
gttctatgta
aaggaatgtg
fTgacccacct
tacccttcga
ggaaaatgga
gggagattac
gcaagccaag
gataacggca
ctataccatc
catggtggac
caacccccca
tgcacttcge
étggiagaga
ttaaatgtta

ac

<210> 68
<211> 1464
<212> ADN
<213> humano

<400> 68

tcctcagaaa
cctggectga
tcccaagaca
cagcaccagt
gcatcaaaac
atgcaaacgc

ggtatcatat

ttagcaagat

gaatttgcct
atccagaccc
gcttacagtt
atgtatttta
attgtggcta
ttggaactge
aagatagaaa
tgggaaccct
gcaaacaaca
atta;aacac
cactacagtg
aagatttttyg
atcattitcca
ctggaactet
ctctttaaga

acagtrttce
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tgaaaaaatc

aaatgtatga’

ttcacgtggt
taggagtctg
ctggctggty
catttcttat
ctgattcaca
taaacaatgg
ctaaaccttg
aaggtgccaa
ccaaccagat
atggcaattc
gatatattag
aaggttgtoa
acaagcaaat
tccgtgoccy
ataagcagtg
agggctgcaa
agcagggagt
daggaaatac
gotttatccg
tiggctotga
cctcaaacca

actatttcte

ccatgagttt
gcaagagtgg
TCactttcac
QLCCCTTCTg
gctcctaaac
catggacaga
gatcaaggct
togatcttat
gatccaggtg
acactacctg
Caactggcag
agatgcctct
gatctctcca
ggtaaatoga
Cacagctict
tctgaatgee
gctagaaatt
gtctetgtee
ggéatggaaa
taataccaaa
tgtcattcct
tatttactag
tttagaatgg
tttettttet

cacgccatta

gtgaggttac
ggccagacct
cctggttcat
acagaggttg
gactgtagga
tcagagtttc
aatgcttgga
gacatgcaaa
aagtcctgct
atcttcaaay
dcaataaaag
actcgagcct
tottccacac
tcgtttaaga
cagggacgtg
gatctactca
tctgaaatgt
ccatacaggc
ggacatgtga
aaaacatgga
aattgaacat
gcaatgtatt

attagtgaat

atgggatgat
acctgctgaa
tgctgoaada
ttaaaactct
gagaaaacca
tgccaatgag
toggttactg
gtgtagaaaa
aggaagtcat
ataccacaga

ggaacagcac

-agaatcagtt

ataacagacc
ccctggotat
aatcttggtg
tgaatgccty
agatcaagaa
atgtaaagag

tgaaatcctc

agaacttrtt.

atcaaagtat
LCagaaaccc
TtacgCtgtg
aaaattttat

agccccaage ttaccacctg cacccggaga gorgtgtcac catgtgggtc ccogttgtot

tcctcaccet gtocgtgacg tggattggtg ctgcacccct catcctgtct cgogattgtgg

gaggctggga gtgcgagaag cattcccaac cctggcaggt gottgtggec tctcgtggca

74

5580
5640
5700
5760
5820
5880
3940

6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
‘6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
6962

60
120
180
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gggcagtctg
tcaggaaéaa
gccaggtatt
dagaatcgatt
cagagcctgce
cactggagac
ccccaaagaa
ttCéC{tha
gcacctgete
cgtcatggag
tgcattaccg
ccccctattg
agttctactg
agacacaggt
ggggaatact
tooggtgtct
agagtogaga
acaacgcacc
aggcactggg
ggatggggat
aggtotattg

gaaataaaga

<210> 69
<211> 1793
<212> ADN
<213> humano

<400> 69

cgcgtocgoe
ccgocagote
gtgcaaggec
gcgececagg
cgaggcccag

Caccaactaq

cggcggtgtt
aagcgtgate
tcaggtcage
cctcaggoca
Ccgagctcacg
caccrgctac
acttcagtgp
gaaggtgacc
gogtgattct
cagtgaacca
gaagtrggatc
tagtaaactt
accrttgteoo
gtagaccaga
ggccatgcoct
ﬁtgttatttg
gtgacatgtg
agacactcac
adagcctagag
gaagtaagoa
aagtcctcca

gcrgttatac

ccgogageac
accatggatg
ggcttegegg
caccagggcg
agcaagagag

gacgacatgg
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ctggtgcace
ttgctgogtc
cacagcttec
ggtgatgact
gatgctgtga
gcctcagget
gtggacctcc
aagttcatge
gggggeccac
tgtgccctge
aaggacacca
goaaccttgg
ttaggtgrga
gfgtttctta
ggagacatat
tggggtacag
ctggacactg
agcaaggatg
aaggctgtga
gagggactgg
gacaaccete

tgtg

agagccrege
atgatatcgc
gcgacgatgc
tgatggtgon
gcatcctcac

agaaaatctg

cccagtoggot
ggcacagcct
tacacccgct
ccagccacga
aggtcatgga
ggggcagcat
atgttatitc
tgtgtgctog
ttgtctgtaa
ccgaaaggce
tcgrggccaa
aaatgaccag
ggrccagogt
aatggtgtaa
cactcaattt
agatgaaaga
tccatgaage
gagctgaaaa
gccaaggagg
accccctgga

agatttgatg

crttgccgat
cgcgctegto
cccccgggec
catoggtcag
‘cctgaagtac

geaccacacc

75

cctcacaget
gtttcatcct
Ctacgatatg
CCtcatgctg
cctgcccace
tgaaccagaﬁ
caatgacgtg
acgctggaca
tggtgtgctt
ttocctgtac
ccoctgagea
gccaagactc
tgctaggaaa
ttrtgtectc
ctctgaggac
ggggtgggat
actgagcaga
cataacccac
gaggotcttc
agctgattca
atttcctagt

Cogoogoocq
gtcgacaacg
gtcttcooct
aaggattcct
:ccatcgagc

ttctacaatg

gcccactgea
gaagacacag
agcctcctga
ctccgectgt
caggagccag
gagttcttga
tgtgcgcaag
gggygcaaaa
caaggtatca
accaaggtgg
cccc‘l;att:aa
aagcctecee
agaaatcage
totgtgrect
acagatagga
ccacactgag
agetggaggc
tctotcctog
ctttggcatg

ctatggogog
agaactcaca

Tocacacocog
gctccggeat
ccatcgtgag
atgtggocga
arggcatogt
égctgcgtgt

240

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1464

60
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ggctcccgag
cgagaagatg
ccaggctgty
tgacggogrc
gcgtctggac
cggctacage
gtgctacgtc
ggagaagagc
ctgccctgag
aactaccttc
cacagtgctyg
gatcactgcc
gtactccgrg
gatcagcaag
ggcggactat
acaagatgag
tttttggctt
étgagcatcc
ttaatagtca
cCaccccact
tgatagcatt
actrtrrrat
gtcceccaac

agggcttacc

<210>70
<211> 1526
<212> ADN
<213> humano

<400> 70

gagcaccoog
acccaﬁatca
ctatcocotgt
acccacacty
ctggetggec
tfcaccacca
geocctaggact
tacgaéctgc
gcactcttcc
dactccatca
tertggogoca
ctggcacceca
tggdtcg§CG
cagogagtatg
gacttagttg
attggcatog
gactcaggat
CCCaaagtiic
Ttccaaatat
tctctctaag
gcrrtegtgt
tttgrtttat
ttgagatgta

tgtacactga
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tgctgetgac
tgtttgagac
acgcctectog
tgcccatcta
gggacctgac
€ggcegageg
tcgagcaaga
ctgacggeca
agccttoctt
tgaagtgtoa
ccaccatgta
gcacaatgaa
gQCtccatoct
acgagtccogg
cgttacaccc
ctttatttgt
ttaaaaactg
acaatgtggc
gagatgcatt
gagaatggcc
aaattatgta
tttgaatgat
tgaaggctrtt

cttgagacca

Cgaggooooe
cttcaacacce
cogtaccact
cgaggggtat
tgactacctc
ggaaatcgtg
gatggecacy
agtcatcacc
cctgggeaty
cgtggacatc
Ccctggeatt
gatcaagate
ggcctcgitg
cccctecate
trtcttgaca
tttttttgtt
gaacggtgaa
cgaggacttt
gttacaggaa
cagtcctctc
atgcaaaatt
gagccttogt
tggtcteoocct

gttgaataaa

ctgaacccca
L£cagccatgt
gocatcgtga
gcccteceee
atgaagatcc
cgtgacatta
gctgetteca
attggcaatg
gagtcctgtg
cgcaaagace
gccgacagga
attgctootc
TCCacCiTCc
gtocaccgea
aaacctaact
ttgttttogt
ggtgacagca
gattgcacat
gtcococtigoc
cCaagtccac
Tttttaatct
geccccocctt
9ggagtggogt
agtgcacacc

aggccaaceg
acgttgctat
tggactccgg
atgccatect
tcaccgagcea
aggagaagect
gctccteoct
agcggrrceg
gcatccacga
tgtacgccaa
tgcagaagga
ctgagcgoaa

agcagatgto

aatgcttcta -

tgcgcagaaa
LTttt
gtcggttgga
tgttgttttt
atcctaaaag
acagoggagqg
tCgocttaat
ccococttitt
ggaggcagee
tta

ccggaagtga Cgegaggete tgoggagace aggagrcaga ctgtaggacg acctegggte

ccacgtgtcc ccggtactcg ccggocggag coccoccggott cCcggggoecg ggggacctta

giggcaccca cacacagcct actttccaag cggagccatg tctggtaacg goaatgogoc

tgcaacggcg gaagaaaaca gcccaaagat gagagtgatt cgcgtgggta cocgcaagad

76

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1793

60
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ccagcttgct
cctgcagttt

ctctaagatt

tgaagtggac
caccatcgoa
attTgttggg
gcgaagagea
aaaﬁctcaac
ggcaacagct
tgaggaatoc
ccaggacatc
cgctgéaagg
tacagctatg
agatagcata
ccctgaggat
gtrggcrgee
aaacatcctg
gatgootoog
gctatctgag
ttgoctcaco
ctttagagaa
tgaaggtota

cgcatacaga
gaaatcattg
ggagagaaaa
ctggttattc
gccatctgea
aagacccrag
geocageotge

acccggctte

ggcctgcage.

atgtatactg
ttggatctag
gocttcctga
aaggatgggﬁ
caagagacca
gacccacagt
cagaacttgg
gatgttgcac
ttggtgctgt
gagtgattac
traggocctt
gtccaagcaa

dddadaaaad

<210> 71
<211> 2397
<212> ADN
<213> humano

<400> 71
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cggacagtyt
ctatgtccac
gcoctgretac
actccttgaa
agcgggaaaa
aaacccrgooc
agagaaagtt
ggaagctaga
gcatgggctg
1gogocagan
tgoatgtgct
ggca;cigga
aactgtacct
tgcaggetac
tggtaggcat
gCatcagect
ggcagcttaa
ccagtgfcta
ccogggagac
gatgactgcec
cagcctttga

aaaaaa

gcaagaactg
gaatgatcac
gcttattgga
tggcgaaagg
cgaaaaccct

gaaaaatagt

daacgaatgg ggattgaact
gtacaaggtg gotgtgooot
cCtcagtotg CCtogtgroc
tgigataccc Cagcaaacct
gtcrcccaag tagaaatact

tctgacattg trtcagattge

ggtggcaaca
cacaggggac
caaggagctt
ggacctgece
cocctcatgat
agaﬁaagagt
cococgeatotg
cgagcagcag
gcacaaccagg
QQCEttQQQC
gcacgatcec
aggaggeroc
gactggagoa
catccatgtc
cactgctogt
ggccaacttg
cgatgcccat
catcccgoac
tgaactgcag
ttgccrocte

atgtaaccaa

gctttgocty
gggaggotgca
tﬁaggagaat
tttagctaaa
taaaaataag

gcctcaaage

77

ttgaaagcct
aagattcttg
gaacatgccc
actgtgettc
gctattgtct
gtggtgggaa
gagttcagga
gaﬁttcagtg
gtogggcaga
gtggaagtgc
gagactctgc
agtgtgccag
gtctggagtc
CcCtgoccagc
aacattccac
ttgctgagca
taactggttt
ctcagtgcce
ggttcaagee
agtatgtggg
tcctactaat

Tictttctat
gaaacctotg
Tttactcatc
ggatgtcaat
cctctcagty
ttgatcctta

cgtaccctgg
atactgcact
tggagaagaa
ctcctggett
TTtcacccaaa
Cccagotoocct
gtattcgggg
ccatcatcct
toctgoacoo
gagccaagga
ttecgoigeat
tagccgrgea
tagacggctc
atgaagatgg

gagggcccca'

aaggagccaa
gtggggcaca
cattctcact

ttccagggat

ggettcatct

aaaccagttc

ttctaggaag
aagactgcct
catctgoaat
taaacticat
taggcagaca

agttgagacc

300
300
420
480
540
600
660
720
780
B840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1330
1440
1500
1526
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aggrggtgcy
gtattaccCic
pggcrcecog
atctrttgtg
coccttacagt
attgacaaat
tartgacaca
aattggctag
ttttggaatg
ggacﬁgcaag
cartgataaa
tcatttatat
ggactcogge:
ggaactggaa
Caacggtacec
TTCottcagc
daagcctgty
ctgtcagaaa
gtgtggggty
catgctgagé
tgactgctac
ttattgccag
cggcgactgt
cCtgCaccacc
ggactgtgtt
acgatotccet
gt<agcagct
catcagtgaa
daatgaatgt
cagcatcaat
ttccctgact
atttcatgat

cagactctge
atggacctct
crtrtccaaag
gaaaaacctg
agtattccat
gatgctgaaa
cCCgaagatg

‘cggaatgact

gacagcaaac
aatgaatact
crtggtacaaa
gagaattacqg
dacattorce
gtattaggag
CtCrttccaac
gfgactgtga
gggctgogaq
gaagtggaag
tgtécctgcc
acagattoct
tgtgggcagt
tgtgacaatt
gactgtogty
agcacggact
tgtggcaagt
acctotggty
gaccaagccc
gaagaagatt
cttattacat
gaaaaagatt
attcttctca

cgtaaagaag
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aggrgcaTgt
ccgoctocat

agatgfctaa

TatcCccocttt

acttctgttt
gattcaatga
gatttgatgc
ccctocacct
tagcaggcat
ccatgtcaac
acaacgrgtrt
caaaacttat
agctgat:ét
acactgaagg
accaaaagaa
atatcccacé
atgccctgga
tgaacagotc
accctggeca
gcaagoaggc
gtatctgcca
tctoctogogt
aatgtototg
cotgogtote
gtgtttgcac
acccctgtaa
gagaagaatg
Tctcaaagga
tcctaataac
grocgaagoo
tcgggotigr
tigccaaatt

ccgccagact
ggatgacgac
attaaccagc
cgtgaaaaca
acctacattt
aattgtgaag
daattatgcaa
:ftggtcttt
cgrcattcct
tgtcttggaa
attgatcttc
tcctggagct
ctcagettat
actcaacttg
atgctctcac
ctgcgagaga
dttactigtc
caaatgtcac
catggggoct
cCccagatcat
cttgtctece
gagacécaaa
caggagcggc
tgaagatgga
aaaccctgga
ctctaaacﬁg
tgtggacaaag
togrrctatt
tacagataat
tCCaagacatt
cctactgrgco

tgaagcagaa

78

gaggactacc
Ctcaacacaa
aactttagac
acaccagaag
ggattcaagc
aatcagaaaa
gctgotgtgt
gtgagtgatg
aatgacgggc
tatccaacaa
gergtaaccc
acagtaggtc
gaagaactgc
tcatttacag
atgaaagtgg
agaagcagoc
agcccagaat
cacgggaacg
cgctgtgagt
cootooctgea
tatggaaaca
ggoctgctct
tggactggcg
gtgctcrgca
gcctcaggac
agctgeattg
tgcaaactag
tootgotctc
gaggggaaaa
cccatgatca
atctggaagc

cgatcaaaag

cggtggattt
taaaggagct

tgggcttcgg
aaattgccaa

acattttgco

trtctgctaa
gtaaggaaaa
ctgattctca
tctgtcactt
ttggacaact
aagaacaagt
tacttcagaa
ggtctgaggt
ccatctgtaa
gagacacagc
acattatcat
gcaactgcga
gctcttteca
gtggcgagga
9cggaagogg
tttatgggcc
gcggaggtaa
agtactgcaa
gcgggcocog
caacctgtga
agtgccacct
ctogtgcgac
tgcaaggaga
ccatcattca
tottagggot
tactggtgtc

ccaagtggea

420
480
540
600
660
720
780
840

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
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2160
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aacgggaace aatccactct acagaggatc cacaagtact tttaaaaatg taacttataa

ES 2494 843 T3

adcacagggaa aaacaaaagy tagacctttc cacagattgc tagaactact ttatgca

<210> 72
<211> 2118
<212> ADN
<213> humano

<400> 72

tggggagcee
tgtggceety
gacggtggag
gctgeogetc
ggctgtgaag
cctgotgaga
cccttottog
gaatgtgeee
ctgtgaggaa
gggtgagaga
gaccacCccac
agcatgococ
cecatgactae
taggcccaag
tcaccattgr
ggcctecaac
agactgaggce
taaggctggg
getccattta
Caaaaaaaga
goeetggetg
tgtrtccttg
ccatgtrtgc
gctocacgaa
dCCacCttCct

actCcagttc

aagcagaaac
gaaggctgca
atcccigacc
cacatgggcc
ggcttccgga
QCocCccacct
gccccagace
ctggcccatc
tgctctatac
ggﬁaagacct
catattgtrt
ttggctggat
acccagctcc
gtccocctoca
gaagcaccta
CCATTTaatc
ttagagagag
taatgtgaag
taacccoccage
ctcagccaag
ggttcaggtc
ttggtcagag
aatgctrttrta
ﬁccttaagtc
gtococcageco

Ttaggggagaa

gcaagctggt
ccttcactgt
ccgtggagge
tccacaaget
atgtcatcat

tgatcccaat

‘ccagggcagg

tcagcctcft
cagaaacagt
acattcccrc
gatctacttc
cagggaatcc
aggggccctt
catcccagca
ctatgtgcto
accatgggaa
gaggcagece
gocccaagago
ctgacctgag
acaaggaggt

.€cacgtctag

gagtoattga
tatggcocag
dtaggcccag
ctgtcctggt
gagccctgga

ggctgaggtg
ggagggggcc
aggggaggaa
ggrggtgaac

tcocctgoaga
ggcctgactg
gttaaggtga
ttcgagagcg

tggCocCgoc-taagggaccc

ccttatccca

gtgggcagec
gagcctgtgg
gggagccctg
teotgoccag
atagctcott
agctccctag
goggacagcca
gcccaagott
gotgcctocc
actgttgtagg
cctccacacc
agagtctggg
actgtcogag
agagagggga
ccagocactqg
accagctcat
cctrgtaaat
gatatttctg

tccttcctat

cacccctget

79

agctagtgag
tatgoggoct
gtccccactc
accttggctg
atgccctttg
goagcaggea
attgﬁattcc
gagctgggtg
aatagccetc
acacttoctg
gegergette
agtagcctoy
cctctgactc
aggergtctyg
ctgggggact
cctIctcctc
:t;caagﬁat
aaccacaagg
agagtgaaac
gcccaggtac

ctacccatga

acccgctccc
aggagcagaa
gaatggacct

acaagctgaa

crgctcoccag

Cadaatatgc

ctcggaaatg -

accccctitg
actggggctg
gaaagccatt
aaaaagggac
gtacctcttc
gggacagtga
CCCCtLaacc

gagcrtcacgg

caggataagg

tggttattag
tgagtccact
ggacctttat
gggagtcaga
tctggacctt
cctetocact
tccactocct
cargactgtg
cacccttcag

gc:igﬂt{gc

2340
2397

60
120
180
240
300
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tgcaatgoct
tggcacccca
gaggaagctt
tgactggacc
cctocaggac
aactrtctge
acatagagct
tgtgcttctg
aaaaaaaaaa

dddadddaad

<210> 73
<211> 2832
<212> ADN
<213> humano

<400> 73

aaagctcaaa
gtacacaatg
tcattreoct
acttccacag
tctaccecag
acttccfgga
agcacgcaga
CCtEcttict
tcaggtgaaa
gagaagataa
tcagtacctg
ccagaaggac
tctaagaacc
aacaccctca
agtggaacan
agtgtcagea
tctactotig

acttccaaag

agacttccca
getaccoctt
Qgggaaccca
tcocttggac
cocccaaatc
tttgcacagg
ctatttctct
aaccgcaagg
dadadgaaand

ddddaadd

CCQacaccCT
tgatggagac
ccagtgrcac
actccactct
tgacctcage
ggacctcrat
ccaccaggga
ctccaagigt
cagcracctc
cagtgacaac
ttactggaag
ddatfaccagc
accagactca
Caccggttac
trtctcagga
atacattcct
gaaacacaga

Tttcaaccat

ES 2494 843 T3

acagccttag
ctttgcagog
tgagttgteca
togaagaatt
ccagggaago
aaagagtcac
acggttttat
agcaaacact

dadddaddada

Cacgoagatg
Tgtracgcag
Caacacactc
tggaaacaca
agtctcaata
Cccaagacaca
atctcaaacc
acacaatgtg
atccctocrgt
ctoccacagge
tcttatgcea
aacttictca
gagcgtggag
gacatcaact
gacattccct
gotaacatca
ggagacatca
atggrggtca

ctgccagtge
craaggoooec
gctttgactt
goggattcte
acttggagag
dcaattaatc
ddaagccttg
gaaataaaat

dadddadadas

atgacatcaa
gagacagctc
atgatgacat
gaagagacat
acagctggac
tcagcttctt
agcaccctaa
acagggactg
agtgtcacaa
tccactctig
gttaccttag
aggacttcta
accaccagag
gttttatect
tctggtgaaa
aaggtgttca
ctatctgtaa

gacactctot

80

rggtcactaa
caaacatagc
tatctcctgc
Tattggaggt
aatcatgctg
aacatgtata
ggttccaaco
agtttatttt

ddddddddda

CECTLITLILLC
ctciagatga
Caaagactat
caacagcagg
aggaaggaca
ctcagaacca
cacacagaac
tttctcagaa
acacatccat
gaaacccagg
cagccttagt
Ctcagdacac
tatctcaaat
caccaagtgg
caaccatctc
gaatgccaat
gtggaaccat

caacagcact

ccaacaaggt
ccctgeeecg
tctttctaca
gagatcacag
ttgcatttag
tttictctat
aggcagtaga
tcacactcaa

dadddddasa

ttccccaagt
aatgaccaca
aataatgaca
aactgaaagt
atcacgaacﬁ
ctggactcog
cacttcaact,

gacatctcct

gatgacatca

goagacatca
aacagttgat
aacagcttre:
caacaccctc
attcaaccca
atccccticc
ctocagagac
ttctgcaatc

ctcoccccagt

1620
1680
1740
1800
1860
1920
19B80
2040
2100
2118

60
120
180
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TCTCtaccto
acaggacgagc
ctacatgaaa
caaacagaac
tctacaggga
ccaggagagc
ggcgcccaga
ccaagctaca
ctggatagac
cattccacaa
gCcocogeaga
aagacagtca
gttcctcagg
gatggtcaca
goccacocctgg
aactctgtag
acctcacctg
tctggacaaa
acagctacce
tocaccteag
Cagtcaacaa
ggaatgocgt
Qcagggagac
gccgocattt
atcagcotag
atcacatcca
tctggtaaaa
gcttoctegg
tccacaggtc

dACCaccoctc

<210> 74
<211> 1607
<212> ADN
<213> humano

<400> 74

caaaaatatc
ctcatgagag
caacaacatg
Tgccctcaac
cagctggcac
ccaccacata
cacaatggac
gtgtgactca
dcacatcaca
gCaccLctoo
ﬁﬁacacaaga
ccaccccang
EEQ&E&&ERE
caacccaggc
ggcccicagg
Tgtcaacacc
acacagcaac
cacagaccag
CTtCCtCate
gagagacgac
ccgaattget
cttcgatcgt
cgacaggaca
ccoggatggo
cotcccaggo
ctgggcttac
ccticaccac
catccacagqy
acgccaccocc
tt
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cacagctitc
gagctcattc
gccrroctea
atcaaﬁaggt

tattccaagg

ctCcoteccac

acaagaaacg
gatgataaaa
dCaaattaca
tcaggaatica
atcacaaacc
ttcttoccttc
cataagtgca
Eccgaccata
aggcacgtca
agggggccca
agccatgace
cgaaccggcc
cggggcgagt
aaggttttca
gtccgectca
tccoggeace
gtcaagocca
ccagactcag
daaccgacacc
atctccacaa
gaccctcatc
tCacaccacc

tcttectgte

Cacacccagc
tctoccaggty
ttctocagea
gctgocacta
gtoccocctcta
agcacaactc
gggaccactg
acﬁgccacat
acggcaccat
ccagctgrtt
acgaggtccg
acagccagty
gcaacaacct
gcactgcagg
ctitccaaaa
gaaggacaat
catacccaco
tcctcagogt
ggcacaacac
tCcaaacccct
gccagtcatg
tttcatcoca
acttetecca
dggacaagaa
ttctcaatﬁg
acccagacce
agcaacgeca
cctcttcaty

accagccoctt

81

agagtgaagg
tgtctcaaga
daggccacac
ggcttgtcac
aggtctcagc
ftCccaaaaac
gagaggctct
CCCcatcttc
caacaaatca
ctcaaanoag
tCtoccccat
ggcactcgec
ttgcocccagc
cagcacccag
céggtgccct
ggacatcagc
aggctgagag
cacgaaccac
cttcaggaag
ccagggacag
gtgccatcec
cccttfctga
gtgcctctce
ccagcagagg
tcccacccac
acactcrgtc
ccoctcttec
tcaccgatgc

cctcagtate

tgcagagacc
aatatftact
aacttogtca
aggaaatcca
aataggggaa
aacaggggca
tctcagcago
ttcacctatg
ttcaacaata
Tcacactcaa
gactgacacc
ctcagaaatt
tcccaccagg
cagccatgat
tactctgacc
ctctgocage
cacagaggec
Ctcagogggc
Cgaaggaata
tcacacaacc
agtaagcaca
ggoctccact
tcaggagaca
gtctgacact
acctccatcg
accttcaggg
tgtcaéctac
trcctcagta

cacagatcac

1140
1200
1260
1320
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
2832
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aatgactcct
agcgtaggcg
aactgoggto
ctgcttaaat
ctgggacagt
cctgtgotge
gacagataca
ggttgagttc
cttcttctcc
Tgacactcac
tcagatccat
Ccagctgace
tttggaggat
cgaagaggcc
ggatitggtc
taaaggcaaa
ggaccagatg
gcactgtaag
CatcttCcttc
tatcatcacc
actgtccatt
ggtcticage
caaggccatyg
catgrittta
tgtcttotta
TCccacccaa

ccctggatoa

<210> 75
<211> 1753
<212> ADN
<213> humano

<400> 75

ttcggtaagt
ggcgactcag
accttogtta
acggacgagg
gaatcgacaa
ctggtccctg
tcccaccatg
gccttecagec
ccagtgageca
gatgaaarcc
gaaggcticc
accggacaatag
gttaaaaagt
aagaaacaga
aaggagcettg
tgggagagac
accaccgtga
aagctgtcca
ctgcctgatg
aagttcétgg
actggaacct
aatgggoctg
cataaggctg
gaggﬁcatat
atgattgaac
aaataéctgc

cattaaagaa
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gcagtggaag
atcccagcca
atattcacca
acagggccct
tgccgtottc
tctccoctgge
atcaggatca
tataccgcca
tegotacage
tagaggocct
aggaactcct
gcctgttcct
tgtaccactc
tcaacgatta
acagagacac
cctttgaagt
aggrtgcctat
gctgggtgot
aggggaaaﬁt
aﬁaatgaaga
atgatctgaa
dcctctocgg
tgctgaccat
ccatgtctat
aaaataccaa
ctctooctcc
gggttgagct

ctgtacactg
gtggacttag
gcagocctocc
grctcctcag
tgtctcgtag
tgaggatcco
CcCcaaccttc
gcrggcacac
ctttgtaﬁtg
gaatttcaac
cCcgtaccctc
Cagcgagqoc
agaagccitc
cgtggagaag
agttittgct
caaggacacc
gatgaagcgt
gctgatgaaa
acagcacctg
cagaaggtct
gagcgtcotg
ggtcacagag
cgacgagaaa
Ccoococgag
gtctcocctc
tCiEECCCtE

ggtccoctgoo

82

Cocaghcaasa
cccctgrttg
ccgttgocce
cttcaggcac
ggcatcctec
cagggagatg
aacaagatca
cagtccaaca
ctctoccoctgg
ctcacggaga
daccagccag
ctgaagctag
actgtcaact
gotactcaag
ctggtgaatt
gagogaagagg
ttaggcatgt
tacctggaca
gaaaatgaac
gccagecttac
ggrcaactgg
gaggcacccc
gggactgaag
gtcaagttca
ttcatgggaﬁ
coctecatce

tgcaaaa

gcgtocgggc
cttttcﬁgat
tctggatcca
cqccactgac
tgctagcaga
ctgcoccagaa
cCcccaacct
gcaccaatat
ggaccaaggec
ttoccggagoc
acagccagct
tggataagtt
tCggggacac
ggaaaattgt
acatcttctt
acttccacgt
ttaacatcca
atgccaccge

tcacccacga

atttacccaa.

gcatcactaa
tgaagctcte
ctgctgoggc
acaaaccctt
aagtggtgaa
ctggeccect

60
120
180
240
300
360
420
480
540

720
?ﬁﬂ
840
900
960
1020
1080
1140

1200

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1607
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<210> 76

cagcccogoo
tgtccccgag
agccaccatg
gggccgegac
cctotacgge
ggrgogegec
ggacgecgac
Ccaacaacaag
gctggagace
agacatcttt
tggoagccge
taagtacgaa
gaaggatgtg
gaatgatgag
ccagatctcc
COgCatcatc
goctgaagcc
ggacgacctc
gcaggctgag
ggctgaggag
agccgooctg
catgagcgtg
cgaggagagc
cactogtggc
caatgccctg
gaccgcatoo
tCcagccacc
agacagtgag
tgaggcctga

dadaazdadaa

<211> 2255
<212> ADN
<213> humano

<400> 76

cctaccigtg
gtcagcgagt
tccatccact
gcocaggtge
ctcggogoct
ggcatcogeg
tcntécctcc
tttgcoctect
aagtggacge
gaggcccaga
c1ggaggcgg
gatgaaatta
gatgctgcct
atcaacticc
gacacatctg
gctgaggtca
tggtaccaga
cggaataccc
atcgacaaca
cgtggggage
cagcaggoca
aagctyoece
cggrTggctyg
agtagcagtg
agcttctcea
gocagtogea
acccacaatc
acagtctgga
gtgatccacg

aaa
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Jaagcccagc

QCQEQCTCCI

TCagotooce:

gcctgagotc
cacggccgcg
aggtcaccat
agcgggtgcg
tcatcgacaa
tgctgcagga
ttactggcct
agctgeggag
accaccgcac
acatg.agcaa
tcaggaccct
tggtgctgtc
aggcgcagta
ccaagtttga
ggaatgagat
Tcaagaacca
tggcgctcaa
agcaggata£
tgﬁacatcga
gagatggagt
gcgg-tgg cat
gcagtgcggg
ggagtgcceg
acaagaagat
aagtgatgtc

tgaaaaaaaa

cgoccgotoc
cctcgocogo
ggtattcacc
cgctogococ
cgtagccgtg
taaccagagc
ccaggaggag
agtgcggrtt
geagaagteg
tcgaggtcag
catgcaggat
agctgctgag
ggtggagetg
caatgagacg
catggacaac
tgaggagatg
gaccctccag
ttcagagatg
gcgrgccaag
ggatgctegt
ggcacggcag
gatcg&cacc
gggagcogtg
tgggctgacc
tcctggactc
cgactgagec
tococcacccot
agaatagctt

dddadaddad

83

cgcggataaa
cgctaggtee
ttgcgcttag
ggcggocttg
cgctotgect
ctogctgacce
agcgagcaga
crggagcage
gccaagagea

cttgaggcac

grggtggagg.

aatgagtttyg
gaggccaagg
gagttgacag
agtcgotoce
gccaaatgea
gcccaggctg
aaccgggcca
ttggaggecg
gccaageagy
ctgcgtgagt
taccgeaage
aatatctctg
ctcgggggaa
ctgaaggctt
gcctoccace
gcctoccatg
ccaataaagc

dddddddada

aggcgcggag,

atcceoggecc
CCOocCrrcto
gcagcagcag
atgggggocc
cgctgoggct
tcaagaccct
agaacaagct
geegectece
tgcaggrgga
anttcaaga&
tTggtgcrgaa
tggatgccct
agctgcagtc
tggacctgga
goccgggotga
ggaagcatgg
tccagaggct
ccattgccga
aggagctgga
accaggaact
tgctgaagog
tgatgaattc
ccatgggeag
attccatocg
actccactocc
cctggtecca
agccrcatte

daaddadadaa

120
18D
240
300
360
420
480
540
600

720

780D

840

900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1753
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gatggcotocg
getgetactg
cctoccatgoco
acctgccocct
tggegtgece
TTcrogeggg
gttggtgcag
gacgccactc
caggractgg
cttetecccc
tatcggggat
gctggggetg

gccgectgge
ctecageegc
gagaggagyy
gccacgcagg
gacccatctg
cgctgggaga
gagcaggtgc
acctttactg
catggggacg
aagactcacc

gaccagggeca

cagcacacaa

ctacccacty agtctcagec

ctggcccact
tgagattgea
gﬁtr.‘tccac:
tgggggccagy
cagccctgrg
tcagtactgg
gggcctgatg
ctacttcttc
T cc:gtgc CC
ccaggatget
tgtgaaggtg
Tgocgagoct
cctgocaggco
aggcatggga
aactgcogag

gtcacctcca
ccgotgoage
atcngaggcg
ctgcagcocg
gacgcrgoct
gtgtacgacg
agattccocgg
cgaggcaggg
cgcagggoca
gatggetatg
aaggctcotgo
gccaacactt
cacgaatatc
ctgagcccat

agoggccacgc

ES 2494 843 T3

tccgeagege
cgccgotgct
ggccacagec
aagccecceg
atgogctgag
agacggacct
ggcagacgat
aggtgcacga
acctgcogtt
gagaagggoa
cagacctgct
cagcagccaa
cagatgactg
ggaccccage
cagacgcocc
agctcrrttt
gctacccage
tcgaggatgco
gtgaaaagcc
tccatgctgt
actactggcg
ctgactggag
cctacttect
aaggcttoec
tocctoctgacc
aggctagaga
gtctccteag
aggtcgtygot

goCCgogoac
ggcccggact
ctgogcatgca
gcoctgocage
tgﬁccgcaac
cacctacagg
ggCagaggQoc
gggccotget
tgatgggoct
tgtccactte
gcaggtgaca
ggcoctgatg
Cagagocgtt
CCTgggoccc
goccagatgec
Cttcaaagcg
attggcctot
ccagggocac
agtcctggac
Cttggicigy
tttccaccco
aggggtgecc
gegggocgc
ccgtctogtg
atggcttgga
cccatggoca
0gg99atooga
cacctgccag

84

gcooctectge
ctgrcgoegg
gccctgocca
ageoctoaggc

cgacagaaga

atccrtoggt

ctaaaggrar
gacatcatga
gggggéatcc
gactatgatg
goccatgaat
fCcCgooitct
CaaCacctat
caggctggga
tgtgaggect
ggctrtgrgt
cgccactgoc

atttggttct

ccogcaccce
ggtcccgaga
agcaccogge
tCtgagatog
ctctactgga
ggtcctgact
tgocctcagg
tctttgfggc
togggtacaa

cgactgtctc

ccocgatget
acgcccacca
gtagcccgge
ctoccogotn
ggttocgtgct
tocccatggca
ggagcgatgt
tcgacttcge
tggcocatgo
agacctggac
ttggocacgt
acacttrtcg
atggocagee
tagacaccaa
ccttigacge
ggcgoctocg
agggactgoc
tccaaggtgce
tcaccgagct
agaacaagat
gtgtagacag
acgctgoctt
agtttgacee
tctttggetg
ggtgctgacc
tgtgggcacc
ccaccatgac

agactgggca

60
120
180
240
300
360
420
480
540

660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260

1320

1380
1440
1500
1560
1620
1680
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gggaggettt
caaacctgge
ggaactggag
agcaagggty
ggQCcactic
aatcctggaa
gtattcttca
aggccggatc
gtgtgtacag
ttaaacacag

<210> 77
<211> 462
<212> ADN
<213> humano

<400> 77

agctcrattg

gaagccttca
aaggogotgt
tccaaagtga
Qgﬂgagﬂﬂﬁﬁ
aaaaacatca

ggtgacattg

tttragtgtg

<210> 78
<211> 2108
<212> ADN
<213> humano

<400> 78

QOgaccgoct
cagccacccg
ccagcgtcog
gtgagctacc
ggcttcaacﬁ
taccacatag

ccatoctgge

ggcatgactt
tgcooctgtot
tgtccttget
ctggggeecc
ctgaggrcag

atctgttctc

tgcaggagac

ctcctgazage
tgtgtataaa
ttgrtrcta

ccaccatgag
tgaaggcaat
tggaaafcgt
TCCaaaacga
tcaagacagt
dagtctgtgac
tcttcaagaqg

Taaaattaat

cggaggcaga
ccgctocteg
tccocaggea
tcctggacaa
tggrgccgea
cggeegeage

cggcagogta
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&agaggaagg
ccatcocctgt
gtatccctgt
arggccttca
grcrtggtag
cagaatccag
cccaggeect
CCcttttcgca
ccttettott

dddadaaaaa

tttctccgge
cggtctgooy
gcagaatggg
attcacggty
ggttcagftg
cgaactcaac
aatcagcaag

gtaataaagt

agagcogoga
agtccccteg
gcatggtoag
ggacgtgage
gaacttcgtc
tacagegaca

tggcgccecca

gragtottgg
cooctcaggot
tgtgaggttc
gccctggetg
gtgcctgcat
gccaaaaagt
ggagoctgca
gcactgctat
ctttttittt

dddda

aagtaccaac
gaagagctca
aagcacttca
g0ggaggaat
gaaggtgaca
ggcgacataa
agaatttaaa

gaactttgtt

ggagceageg
cecetttcec
gtctgetoce
atgtacccta
agccccocge
gcgaacttag
ctecegggagg

85

gcccgetatg
agcaccatgg
cttccaggag
agcaactggg
ctgtcrgoct
tcacagtcaa
acatacctca
cctccaaage

ttttaaactg

tgcagagcca

€aggtcotgg
caggactggg
ctggcactga
ctgragggca
tctgoctgac
atggggagag
atcc;gtccc
cattgtaaat

aggattgtca

tccagaaggq
agttcaccat
gtgagetgya
ataaactgot
tcaccaatac

caagtctoca

Tt

gagcaccgog
ttcgtgoccce
ggaccctoge
gctccgtgog
agtacccgga
acagcgcgca

actggaatgg

ggaaaacttt
gaaggatate
caccgctggg
gacaatgaca
gacaacttic
catgacattg

trtcatatta

ggctyggacg
cocgacagect
caccatgtac
ccactctggc
ctacggcaggt
gtccocaaag

ctacgecgeee

1740
1800
1560
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2255

&0
120
180
240
300
360

420

462

60
120
180
240
300
360
420
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guaggrgocy
gcagccatgg
cecgeaccace
ggccctocty
cggaacctgt
accaggacga
aaggagtttc
ctggggetct
aaaatcaaca
ccgocaccac
agtccggtyt
actgogggeg
gcaattccag
tccoctocea
aggagtaaga
ttcccatctg
gactggcaga
CTCLTCLCER
tCcaagggaaa
ccagotggge
aagatagaaa
CTCLTCCCLT
gggtggrrat
ctgtcaccag
tggacttoct
tgttgttott
agccttctgg
cdcagttgaa

ddadddaas

<210> 79
<211> 3745
<212> ADN
<213> humano

<400> 79

cggccgoege
gctacagcag
cggccgeoge
ggeecgeege
gcgagtggat
aagacaaata
actacagtcg
ctgagaggca
agaagaagtt
agccteccoa
cttccotaca
Tgctaaaccc
gctgagecat
cccacageca
caagtggoat
gettrttctg
agcattgect
cctagatctg
ggcaagcttg
ctcctgocte
gttggactga
cccagaccag
tggactccag
agcrtctoty
gitcattttca
gttgctgttt
atccatgoog
LTttt ctaa
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caacgcogty
coocogcagac
goocttootge
caccgctgcc
gcggaagecg
TCgagtgatg

.Ctacatcacc

ggttaaaatc
gcagcagcaa
gectcageoca
agcoctcagto
caccgtcacc
gaggagcgtg
taga;ctaca
ttggggcctc
ccactgagga
ggactgacca
caggctacac
dggccaagat
cgggcaggca
Ccaaagactyg
gaaagacttg
gcctgaccag
ggctgaatgt
caatcttgag”
gggttgttgg
ggagaagtga

ddafaaaaag

gctcacggec
taccatccgco
gcttetggoc
gccgagcage
gcacagcagt
tacacggacc
atccggagga
tggtttcaga
cagcagcagc
ggtcctctga
tCctggetctg
cagtgaccca
gactctgcti
gacctggctc
aagaaatata
gacagaaagc
CEEEBHEEEQ
ctctggctag
ggctgctgec
aggrttacac
cagaaccccc
gciogrgtat
ggggcccgaa
atgtcagtac
gctgatgaag
tctgtgtaac
tatggtgaaq

agataaatga

86

tcaacgorag
dccaccacCC
tgctgcaaac
tgtctccegg
CCCtegocan
accagegoct
aagcogaget
accgcagaﬁc
agccaccaca
gaagtgtccc
teccoetgoaot
cCcgoogtctg
gactcctcag
tcagaggaaa
ctctcccaga
ctcegotggg
gccttcatce
agccgagaqaq
tgctcatgge
tacggaagcc
aggtggcctg
gcacagogtg
Cagggactig
tataaatgec
aaggaggtag
atcCE;gcca
ggaagigoog
gctttccaga

ctccoccggec
geatcaccac
gcrcaacccc
cggccagegg
ccaagtgaaa
ggagctgoag
dagocgccacg
aaaggagagg
gcogoctoog

dgagcccttg

tctggggcca

cagcggcaga

gagagacccc

aatoggagoc

Tttttacttt

cticaticcg

toctcoccag

agagagogac

cotcggagat

aaaggcagct
cgtctttttt
tggtatgaag
tttagagagc
agagocaacc
gg9ggagtttg
gagtttttaa
agtatttgaa

dadddaaddd

480
540

660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680 -

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2108
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cocaaagcaa
ctgttggact
caggtgagtc
tcagcotttg
gtgagaggac
tcggatggtc
Ctactcagda
acatactcca
ggaagttittg
agaaagttga
tattcctgoa
Taccttaatg
gtgttaagac
gtgattatta
gitgaagaca
gtcacagocc
CrttCtaaata
tatttgaatg
adtattacca
ggtccagtga
tctgtaggaca
tatcctgtag
acaggocgeg
ctgctcctac
cagaaaaaat
datcatgtta
cagtgcaaat
tfcactgaaa
accaagrict

pagagaggat

grgggcacaa
tggctttgtg
agaactgocca
cagagcccct
grctgcaaaa
tgattcataa
daatttcaaa
ccttccagat
gattgtcatg
tgtacttctt
gcacttcgta
CTCrggaggo
aagataagga
totgrgytag
Lfgtcattat
cigactatat
gotcttictc
gaatcctgct
cCcccaaatt
ccrrggatga
ccaagaaata
atatgagccc
gocctcagat
tcgrogotct
ggtcccacat
gcctcaagat
dfgacadaaa
aacagaagat
acggcacagt

ccctoeggoa
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goagtatggt
gtcactgcte
caatggcagc
gaadaacttg
tgctggoccta
ctcaggcgac
tgcacaacgg
gtaccttgac
tgactataaa
ggttaacttt
tgtitacaag
tagcottice
gtttﬁaggat
tCCAgagttc
tctagtggat
gaaaaatgtc
caggaatcta
ctttggacat
tgctcatgct
ctggggggat
caaggttctt
cacattcact
cctgatgatt
cctgatgctc
tcctcctgaa
cgatgatgac
gCoagtgatt
agaattgaac
gaaactigat
agttttaaat

tctaacgtga
ttccagoccg
tatgaaatca
gaagatgcag
aatrgtgactag
tgocggagta
atgggctgty
acagaattga
gaaaccttaa
tggaaaacca
aatggtacag
Tatttctcoc
atcttaataq
ctctacaagc
cttttcaatag
cttgttctga
tCaccaacaa
atgctgaaga
ttcaggaate
gttgacagta
ttgacctatg
tggaagaact
gcagtcttca
dgaaaatata
datatctttc
aaaagacgag
Ctcaaagatc
dagttgcttc
accatgatct

gacacaattt

87

ttggggtcat
gotggctgtc
gcgtoctgat
tgaatgagog
tgaacgctac
gcacctatga
tcctcatagg
gctaccccat
ccaggotoat

acgatctgcc

adactgagda.

acgaactcgg
AacCacaacag
tgaagggtga
accagtactt

cgctgtqtcc

aacgagactt
tatttctiga
tcactrrtga
ccatggtoct
atacccacgt
ctaaacttcc
ccctcactgg
gaaaagatta
ctctggagac
atacaatcca
Tcaagcacaa
agattgacta
tcgoogtoat
cctaccctga

gaagacgtig
ctttagttcc
gitgggcaac
gctogaaata
tttcatgtat
aggcctogac
gcccteatgt
gatctcagct
gtctccaget
cttcaaaact
ctgtttctgg
ctttaaggtg
gaaaagtaét
ccgagcagtg
ggaggacaat
tgggaattcc
tgctctigec
aaatggagaa
agggtatgac
tctgtatacc
aaataagacc

taatgatatt

‘agctgtogtg
tTgaacttcgt

<aatgagacc
gagactacga
tgatggtaat
ttacaacctg
agaatactgt

tggcacattc

120
180
240
300
360
420
480
40

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1340
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
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atggattggg
cactccagta
agaatggtgg
ctgtgoacag
agctatggoa
tgtcgggacc

cgcccagatt

aaaaactgtt

cttgccaaga

atccgacgtc

ctgtacaaga
grggtaaagt
atcta-ct tca
gtogtogaca
gtctacaagg
aatggcaatc
gggaccTTtg
totggtocct
gatacggtca
agtggctcca
gogagaaacat
gatcagadat
gaattttcag
Cadaaaccca
accacagaca
ttaaaataca
a0 acctcaat
cttgcatgaa
tocagoagtt
gaacttgaga
ttgtttactg

daaracccat

agtttaagat
agacagaagt
tgaagatcac
ctccagagca
tcatcgcaca
ggaatgagad
Taticttgga
gggaggaaga
tatttggact
tacagctata
cagagaggga
ctctgaagga
gtgacattot
tgcttaatga
tggaaaccat
ggcatgcaat
agctggagca
gtgctgotag
acacagectc
ccatagccat
acttaaanaq
tcaacctgoco
acatgattgc
gacgggtagc
aggagagcac
gotgoactga
gaagcagaaa
tcagatgtgt
grrccagnga
agattttatt
gctttoctte

Ctrtcattaaa
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ctctgtottg
ccatggtegt
tgatttiggc
cctccgocaa
ggagatcatt
gattttcaga
aacagcagaqg
tccagaaaaq
ttttcatgac
ttctcgaaac
cagggctgac
gaaaggcttt
aggtttcact
catctataag
cggtgatgcg
agacattgcc
tcttectgge
agttgtggga
taggatggaa
cctgaagaga
aagaggaaat
aacccctoct
caactcttta
cagcrataaa
ctatttttaa
ggcagogace
tgtacttagg
gttctcagta
gorttctacct
crtatttcat
tgtattcata
gtatatttaa

attaggcaag aataaaagct aaagg

tatgacatig
ctgaaatcia
tgcaaticca
gccaacatct
ctgcggaaag
gtggaaaatt
gaaaaagagc
agaccagatt
caaaaaaatg
ctggaacatc
agacitaact
gtggagcocag
actatctgca
agttttgacc
tacatgotog
aagatggcct
cTtcCcaatat
atcaagatgc
tccactggoc
actgagtgcc
gagactacci
actgtggaga
cagaaaagac
aaaggcactc
acctaaatga
TCaagTgrcc
cttggctgcc
aaataactac
ggaaaagaaa
ttatttttig
agatttttta

ctcataattt
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ctaagggaat
ccaactgcgt
ttttacctco
ctcagaaagg
aaaccttcta
Ccaatggaat
tagaagtgta
tcaaaaaaat
aaagctatat
tggtagagga
ttatgrtgct
aactatatga
aatacagcac
acattgttga
ctagtggttt
tggaaatcct
ggattcgeat
ctcgttattg
tccctttgag
agttccttta
actgocigac
atcaacagcg
aggcagcagg
Tggaatactt
ggtataagga
tgaaagcita
ctgtctggaa
cttccactct
agaaatgaat
tttgtttatt
aattgtcata

ttgcagaaaa

gtcatatctg
agtggacagt
daaaaaggac
agatgtgtac
cactttgagc
gaaacccttc
cctacttgta
tgagactaca
ggataccttg
aaggacacag
tccaaggcta
ggaagttaca
ccccatggaa
tcatcatgat
gcctaagaga
cagcttcatg
tggagttcac
tctatttgga
aattcacgtg
tgaagtgaga
tgggatgaag
tttgcaagca
gataagaagc
gcagctgaat
ctcacacaaa
cattttccta
catogacttt
ggaacctiat
agactatcta
tttatcgttt
attatatrtt

tatgctatat

1860
1920
1980
2040
2100
2180
2220
2280

- 2340

2400

2460

2520
2580

2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720

3745
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<210> 80
<211> 901
<212> ADN
<213> humano
<400> 80
agcocccaaac tcaccacctg gocgiggaca cotgtgicag catgtgggac ctggttctct 60
tcatcgectt gtctgtggog tgcactggtg cogtgcccct catccagtct cggattgtgg 120
gagéctggga gtgtgagaag cattcccaac cctggcaggt ggetgtgtac agtcatggat 180
gggcacactg tgggggtgtc ctggtgcace coccagtgggt gotcacaget goccattgec 240
taaagaagaa tagccaggtc tggotoggtc ggcacaacct gtttgagﬁct gaagacacag 300
gccagagggt coctgtcagc cacagottco cacaﬁccgct Ftacaatatg agccttctga 35@
agcatcaaag ccttagacca gatgaagact ccagccatga cctcatgetg cttogectgt 420
cagagcctgce caééétca;a gatgttgtga aggtcctggg cctgoccacc caggagocag 480
cactggggac cacctgctac goctcagget ggggcagcoat cgaaccagag gagttottgc 540
gccccaggag tcttcagtgt gtgagoctoe atctcctgtc caatgacatg tgtgctagag 600
cttactctga gaaggtgaca gagticatgt tgtgtgotgg gotctggaca ggtggtaaag 660
acacttgtgg gogtgattct ggoggtccac ttgtctgtaa tggtotgott caaggtatca 720
catcatgggg ccctgagcca.tgtgccctgc Ctgaaaagcc tgctgtgtac accaaggtgg 780
tgcattaccg gaagtggatc aaggacacca tcgcagcocaa cocctgagtg cc:ctgtccc-. 840
acccctacct ctagtaaatt taagtccacc tcaaaaaaaa aaaaaaazaa adaaa’saaa 900
a ' 901
<210> 81
<211> 618
<212> ADN
<213> humano
<400> 81
ggggaccact tCtctgggac acattgoclt CtgtiTicic cagcatgogo ttgotocago 60
tcctgttcag ggccagocct gocaccctge tectggttct ctacctgeag ttgggogeca 120
acaaagctca ggacaacact cggaagatca taataaagaa ttttgacatt cccaagtcag 180
tacgtccaaa tgacgaagtc actgcagrgc ttgcagrttca aacagaattg aaagaatgca 240
tggtggttaa aacttacctc attagcagea tooctctaca aggtgcattt aactataagt 300
atactgcctg cctatgtgac gacaatccaa aaaccttcta ctgggacttt tacaccaaca 360
gaactgtgca aattgcagcc gtcgttgatg ttattcggoa attaggcatc tgocctgatg 420
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atgctgetot aatccccatc aaaaacaacc ggttttatac tattgaaatc ctaaaggtag

aataatggaa gccctgtctg tttgocacac ccaggtgatt toctctaaag aaacttgget

ggaatttctg ctgtggtcta taaaataaac trirtaacat gcttctacaa aaaaaaaaaa

ddadaaadaa aaazazaa

<210> 82
<211> 594
<212> ADN

<213> humano

<400> 82

gtcggtttag
acatctgtca
tcacaaactt

aaccgcégﬁa

. Qgaggagtgtt

aaggatagag
LtCccCctaatt
ctccttttat
caggccatca

CcCcCttaccac

<210> 83
<211> 1372
<212> ADN
<213> humano

<400> 83

gaattcageg
aggggccrtt
ggcocaccag
cgtcagcaag
gggctccaag
ccagaaccct
tgacaatgac
gcaaccattc
cacgcrgarc
ctocacctac

aatggatgac

gactrtctgc
cgacctteca
tatcagtecct
goottgactt
gtttttacat
cccaaaaact
aggtgrcctg
teagacctty
ccaatcatte

aagacctccc

atgcctcaca
gtgaatggca
ggtgtaaggc
atccttggea
cccaaggtgg
accatgtttg
actgtgccca
adacctcocta
cccagoetcag
tccatcaato

agtgatcagy

ctccactart
tagcctatat
cCaggoocaa
acttactgct
daatcaatct
taccaaccaa
ggtoctooca
tatcttctgt
tatacgacaa

tiCaacttaa

actccatcad
gaccrtctgec
cctgogacat
ggtantacga
CCACCCCcaa
cctgggagat
gtgtcagctc
Togacagcto
ctgtaactcc
aoctoctong
atagctgccg

gotateggta
aatgacftat
gttgaatctt
taaagaggag
ggcctggtgt
gcaagtaatt
attcttagrc

ttagcttcte

ctggaatago
ctgctagcat
tagctgcagt
gactctgcat
atgacaacat
tcactgaacc
ctttaatacc

aattcatcca

ATOLTLICEITa Taacatccco

tctctocccga

atctggeocat
ggaagtagtec
ctetcgeeag
gactggcage
ggtgatogag
ccgagaccgy
cattaataga
cgtggccace
cccggagtca
catcgctcag

actaagcatt
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tataggttec

ggagggctga
cgecagegea
ctccgogtea

atccggoctg

aagattgggg

ctococtggetg

atcatccoga
aagtccctga
ccccagtegg
cctggcageg

gactcacaga

aggcatitca
cacagacata
tgtcctecaa
attcttaaat
aaaaaaattc
ccettggaca
CattiticIc
adaccatatc
acaatatcac

Caca

accagctggg
tcgtagacct
gccatggttg
gagtgatagg
actacaaacg
agggcgtctg
Cccaaagtgca
gtcccggaca
attccctgag
acaagaggaa

gcagcagcag

480

600
618

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
594

G0
120
180
240
300
360
420
480
240
G600
660
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cggaccccga
gfgcccattt
cgagcagggc
cctgaccoct
ggtggcagat
tagctecace
cggggtcccg
ccaggcoctc
catccoccace
aagtgaatac
gcgettocce

gagtgcaccg

aagcaccttc
gagcggcagc
Ctotaccogo
tccaacacgc
cctcactcac
CCrttcctort
cccttcaatyg
ctctcagggc
agcggacagg
tctggcaatg
EECtCCEQCt

cccaccactg
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gcacggatgc
actacccaga
tgccottget
cactgggoog
ccttcgocat
tatctagctc
cctttcccea
gagagatggt
'gcajctatgc
cctatggoca
Tgctgagttc

ccacggoctt

<210> 84
<211> 2983
<212> ADN
<213> humano

<400> 84

giccagatag
agtctootog
CLTCCTTCCC
gcaacggoty
aacctcggag
tgtgraaget
actttgagac
gCrcccgttg
ccgectogoo
aggattcgge
aaggagacgt
aggccgagat
tccagaatca
atcgegtgga
goggotoeccy

agaacggcct

gagagcggag
gctegoecte
ftccccttcce
ggcccaaget
ctegcaggge
gttcatcgge
ctttgggact
ctttggcttc
ccatgccgtg
goggoooggt
goctgagggc
tattgccgac
coacacgaca
gotgaagaaa
atcctccégg

ttocaaggge

gtggcgocgg
tagocggoac
TITTLCCCTE
gtgtagaggc
gggggcaagg
ggccfcaatg
ctgacggact
gtgaccract
gacggcaaca
gcccacgoca
gacctgatcg
aagcagtocy
gacaaggccg
gcégtcccca
ggcggccgag
ggcggeggeg

Cttcagocag
ggcctatgcc
CaaCagcaco
caacctctcg
aaagcaggaa
cgccttitig
tgctgecteoe
ggggcccacyq
ctcctctgoo
cacccoctac
CCcatattat

tgaccatctg

tggcggtage
cgctococtt
cccocgteggt
cttaaccaac
ccogggoctt
tgcagacgég
gcgtogtogt
ccaatgtgga
ctgtggaget
aggttaagaa
agcacttctc
gcaagaageg
cggtggtcaa
aggaggatat
gcgaccgggg
gttacaacag
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caccacctcg
tccococcagec
ctggacgacy
actcaccaga
acccccgagg
gatctgcaﬁc
gtgtacgggc
ctgcccagat
atcgcaggca
tcctectaca

tacagticca

tagttgaagc |

gotggccttg
cccrococct
gagcggcogg
gataacgocg
ggagatggag
tgagrcgggc
ggtgaatccc
ggaggcggac
gaagcggocg
gctotttgte
gcagtttage
tggattcgge
gttccatoccg
ctactccggt
gcgcggoggt
ctacggtggt

agccgetcga
acaccaaagg
ggaaggecac
cctaccccgt
tgtccagttc
aagrcogetc
agttcacggg
acccacocca
tggtggcagy
gcgaggecty
catcﬁaggcﬁ
tt

gttgtcttce
tectetottc
ggtggcteca
gogacggcga
aattctcagt

cracgoggcc

cagaccaagc

goccgocatgg
grgrcecgag
ggaggcctta
accgtggaaa
ttcgtgtatt
attcagggcc
gggggtggag
ggtcgagacc
tacggcgocg

720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1372

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
G660
720
T80
B340
900
960
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acggaggcgg
gcgactacgg
ggcccatgaa
atagtggacc
aaaagaaaat
tagggtcaac
gagagccact
cttgtctcte
tgatggactc
tettgtttta
aaaacctggg
togctacage
gtacaaaaat
taacatttit
ttacgtgtta
TTITTCCCCT
acttttoaag
tactaagcga
aactgtgtac
Taaaattitt
aaaaataagg
cgtttttttt
tetttgtage
actrtgcttaa
tggaagttaa
catatcacaa
ggcaatagoc
gtgcaagttg
gecotttect
gytgaaaatt

daagaattca

gagiaccttt taatctagta tgcttaactt gatgttaata trtaacrtaa atatttgact

tacatgitga cgttgaaggc tciaaagetat actaagaagc tttctgaaag attgggottt

cggctacaat
Taacggctic
gagcggogac
ttacagagoc
ttaaaatgco
tcctaagocc
tctaaggctg
CCtctgaaga
Tatttrrita
atthtgttt
tgggggttgg
grrttctatg
catttttacg
ttectaggat
attctttatt
Crcctgttoc
tagragatat
attgtttatce
tgtgtagttc
cagatggeoot
grratattit
ttrttteico
accatctact
gacaattgca
cacatttget
tagccctttc
ctaaattgct
taaagcaaaa
gcaatageat
gccfttctgg

attcrttaca
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gcctacggag
ggcggcttcyg
gocgocoocyg
ggcratggcg
toggagtggc
caccccctoa
cttacccttg
tggaéttggc
ttattacttg
tttgggggoa

ggtgaggagt
aaatctactt

TLTrtattrtt
ccattoogta
cttgatgfgt
cctgotagtt
ggctttttaa
dtcttgacat
tatatagrrt
agtttcatece
accctcaaat
tatatccgaa
ggcagaatgg
tcagatttgy
tgtaactgag
tatatgagot
atgacaacta
tatctgtgta
tcaagttgtt
atagaaatag

fgattgagtg

gcggcggcag
gcagctacag
gtggaggcag
gtggagotag
tataggoota
cacacaccge
ggggtgttecc
cccacataca
gaccttggtc
gggagggagt
agtttactit
ggatcccatg
aataaatcat
ccgttrttta
acttagagaa
gcgtgttgaa
ﬁctcttaagt
ggttggtcat
gtgttaagca
ctcttactgg
gcatttttgt
ctgttggcct
cagagtagct
aagttttgcee
atgggcttca
ttgaaaatgt
atgaaccagc
ttctgcttogg
gtitataaga
agaatagcaa

agagtatgta

cogttcgtcc
CCagcatcag
tagcrgogage
ctatggaggc
gctctttcca
cttccctott
tctatttgece
catttttgtg
grttttatac
gaacttgctyg
gttgtaagga
cctgaaattt
tgtgtttgac
agggataitt
acttaagagg
Ltatatcoct
ttctgtacat
ttctatgaca
tgtcattcat
tttgrctgta
actrrcagaqg
catggaaatc
gcgaaacaat
atcaaaattc
caggaatgta
aaactgctat
tacgtatact
ttaacaaatg
gaagaacaaa
cgtrtatgga
taacctggto

aasataaaat aatattttaa tattgaaada aaaaaaaaaa aaa
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tacggtggaa

tcoctoctatg

ggtcgcagta
agcrecttet
acagcccaag
ttgccC§tgg
tgccacctet
ttacagtcat
tagcaaaatg
attctgtagc
Cttgataacc
ggaagcatat
cgtacatgte
gtttaagact
tcctgtggtt
tacaggcaaa
ccatctctty
atttacttea
ataaactort
atgaatogtt
caggtttaaa
cctttcccga
ttgtttaaaa
tttgcagaat
gttgccagtt
gcatagcttg
ggtattttag
tatatttﬁta
agtgataata
tatcacadat

ggrgggrica

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

C1le20

1680
1740
1800
1860
1220
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820

2880
2940
2983
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<210> 85

<211> 3345

<212> ADN

<213> humano

<400> 85
gaattccgtc tcgaccactg aatggaagaa aaggactttt aaccaccatt ttgtgactta 60
cagaaaggaa tttgaataaa gaaaactatg atacticagg cccatcttca Cctoccctgtgr 120
CTTCTtatgc Trtatttgoc aactggatat ggocaagagn ggaagttrtag tggacocctg 180
aaacccatga cattttctat ttatgaaggc caagaacoga gtcaaattat attccagttt 240
aaggccaate ctcctgotgt gacttttgaa ctaactggoy agacagacaa catatttgtg 300
atagaacggg agggactict gtattacaac agagccttgg acagggaaac aagatctact 360
cacaatctcc aggttgcagc cctggacgoct aatgoaatta tag‘tggaggg‘; tccagtccct 420
atcaccatag aagtgaagga catcaacgac aatcgaccca cgtttotcca gtcaaagtac 480
gaaggctcag taaggcagaa ctctcgocca ggaaagocct tottgtatgt caatgocaca 540
gacctggatg atccggccac tcccaatgge cagetttatt accagattgt catccagett 600
cccatgatca acaatgtcat gtactttcag atcaacaaca aaarggoage catctctctt 660
acccgagagy gatctcagga attgaatcct getaagaatc cttcctataa totggtgatc 720
tcagtgaagy acatggoagg ccagagtgag aattocttca grtgataccac atctgtggat 780
atcatagtga cagagaatat ttgodaaagca ccasaacctg tggagatggt ggaaaacitca B40
ACLOATCCIC ACCCCatcaa aatcactcad grgcgqrtgga atgatcocgg tgcacaatat 900
Tccitagitg acaaagagaa gctoccaaga ttcccatttt caattgacca ggaaggagat 960
atttacgtga Ctcagccctt goaccgagaa gaaaagoatg catatgtrrt tratgcagtt 1020
gcaaaggatg agtacggaaa accactttca tatccgotgg aaattcatgt adaagttaaa 1080
gatattaatg ataatccacc tacatgtccg tcaccadraa cogrtatttga ggtccaggag 1140
aatpaacgac tgggtaacag tatcgggacc cttactgcac atgacaggga tgaagaaaat 1200
ACTOCCAAcA grtttctaaa ctacaggatt gtggagcaaa ctoccaaact tcccatggat 1260
ggactcttcc taatccaaac ctatgctgga atgitacagl tagctaaaca gtcctigaag 1320
dagcaafata ctocctcagta caacttaacg atagaggiot ctpacaaaga tttcaagacc 1380
Ctttﬁttttg tgcaaatcaa cgttattgat atcaatgatc agatccccat ctttgaaaaa 1440
tcagattatg gaaacctgac tcttgotgaa gacacaaaca ttgggtccac catcttaacc 1500
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atccaggeca
ataaagggag
tatgtcataa
aaagcagaaa
aagttcacgc
caagcgaaag
gatccagaag
attgaccacg
ccatatcgaq
gagttocace
acgggcttgt
gatgatgatc
ttacaaaacg
cacacagact
ccaccottgy
tgtttcocgge
ctgctgacca
aaggataaag
agctgaattt
tctcatccta
Tgrcctitaa
gctggagtac
ttotootgoc
adattitigta
ctoacgtcaa
cCtacttaga
ttttocicte
cattaaatat
actgcctgga
tccttrggra

gaaaaataaa

<210> 86
<211> 990
<212> ADN
<213> humano

<400> 86

ctgatgctoa
acagtgaggg
ttaaaaagcc
atccrtgagoc
ttattgtgac
tcagtgagga
gtctggacat
tgactggtga
tacaagtggt
tgatccttat
tcticigeoca
agcacttatt
actgggaagt
trgaggagag
daggcattgt
fagcaggtca
coccttctggt
gcaaagataa
gazaaaggaat
ftactittca
Tattigctaa
agtggtgtga
tcagcttoct
tttttaatag
grgatctgcc
tatticaigt
TgCaaaTggo
tctgracatt
ttccatttat
tttcactoaa

taaataaaag
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tgagccatit
acgoctgaag
TCttgatity
tctagtgrrt
agatgtgaat
tgtagctata
dagctattca
-EatCtttagt
ggccacagaa
ggatgtgaat
Tcccctcagt
tcggggtccc
ttCCaaaatc
ch;tatgtc
ttctttacca
ccagactggg
gattggtata
tgttgaaagt
gtttgaattt
tctaacgtoc
STATLLCILL
tﬁccagctca
aagtagctag
agacgoggtt
tgccttggtc
gctatagaca
ttagctactt
trttctttat
gtrtttteeg
tttcaaacat

aacagccttt

actgggagit
grigacacag
gaaacagcag
ggtgtgaagt
gaagcacctco
ggcactazag
ctgaggggag
grggctooat
gtaggouggt
gacaaceccte
gcacctggaa
cattttacat
aarogtacic
gtcttgatce
gtrtacattct
atacccactg
attttageag
gCctcaagcat
atatagcaag
attataattt
Tttoaggatag
Ctgcaacctc
gtttacagoc
tcgocatttg
tcccaataca
ttagagagat
QLoTTTTICC
caaggagata
atrtccateet
tigtcagaga

tgcggeegeg

94

ctaaaattct
atccccatac
ctgtttccaa
acaatgcaag
aattttccca
tgggcaatgr
acacaagagg
tggacagaga
ctteccttaag
ccaggctage
gtctcatttt
tftccctcgg
atgcccgact
gcatcaatga
gcagttgtgt
tgogcatggo
ttgtgtttat
ctgaagrcaa
tgctatttca
tttaaacaga
agtcttgctc
cgootoctgg
acccaccacc
gccaggotgg
ggcatgaacc
ttttcatttt
cTTTTggggc
ratcagrgre
gtgtccoctt
agaaaaaagt

aattc

gtatcatatc
caacaccgoa
cattgrgttc
trorrttgec
dcacgtattc
gactgccaag
ttggcitaaa
agccggaagt
ctctgtgtca
caaggactac
cgaggctact
cagtggaagc
grctaccagg
tgaggorcog
ggaaggaagt
agttggtata
ccgcataaag
acctctgaga
gcaacaacca
tattccctqt
tgtcacocan
grtcacatga
atgcccagct
tcttgaactc
actgcaccca
tocatgacat
aagacagact
gtctcataga
catccttgac

gaggactcag

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
3345
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agccocaagc
TCCTCaccot
gaggctggga
gggcagrcty
tcaﬁgaacaa
gccaggtatt
agaatcgatt
cagagcctgc
cactggggac
CCCCanagaa
ttcaccctca
gcacctgete
cgtcatggog
tgcattaceg
ccccctattg
agttctactyg

agacacaggt

<210> 87
<211> 1805
<212> ADN
<213> humano

<400> 87

ttaccacctg
groocgtgaca
gtgcgagaag
cggcgotgtt
aagcgtgatc
tCaggrcagc
cctcaggeca
Cgagctcacg
cacctgctac
acttcagtot
gaaggtgacc
gggtgattct
cagtgaacca
gaagtggatc
tagtaaactt
accttigicc

gtagaccaga
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cacccggaga
tggattogtg -
cattcccaac
ctggtgcace
ttgctgggte
cacagcttec
ggtgatgact
gatgctgtga
gcctcagget
gtggacctecc
aagttcatgc
goaggoccac
tgtgccctoc
aaggacacca
ggaacctigg
ttaggtgtga
gtgtttctta

gctgtgtcac
ctgcacccct
cctggcaggt
cccagtgogt
ggcacagoct
cacacccact
ccagecacga
aggtcatgga
ggggcageat
atgttatttc
tgtgtactag
ttgtctgtaa
ccgaaaggcc
tcgtogecaa
aaatgaccag

ggtccagggt

gogcacactc
caggagccac
cagoocgotct
tggcgcatgt
gaggatctee
aggcagctat
tggctrtggt
tgtgtgccce

tcctaagecee toctcatcteo
agcagcagoc gocggogattt
gocticagca geatctoogt
ggaggagctg gctttggcag
attggagggg gcagotatge
gactrtgotg gcgocgagag
Ctgggtogtg gagccggoct
cctgfaggca tocaagaggt

tggaaccaty
cagtgccaac
gtcccgotoo
ccgcagtctg
catcagtggc
tggatttogt
tgctggtage
cactgtcaac

95

catgtaggte
catcctgtct
gcttytggec
cctcacaget
gtttcatcct
ctacgatatg
cctcatgety
cctgcccace
tgaaccagag
caatgacgtg
acgctggaca
tagtgtgctt
ttccctgtac
ccoctgagea
gccaagactc

tgctaggaaa

gocagcacat
tcagoccaggoo
aggggcagtg
tatggcctag
ggctatggea
ttcggtggté
tttgggggocc
cagagtctoc

ccggttgtct
cggattgtgg
tctcgtggea
gcecactgea
gaagacacag
agcctectga
ctocgoctgt
caggagccag
gagttcttga
tgfgcg:aag
gggggcaaaa
caaggtatca
accaaggtgg
cccctatcaa
aagcctocce
agaaatcage

ccaccaccat
tocctgoggt
gtggcctgag
ggggctccaa
gcagagccgg
gagccggeat
ctgocttccc

tgactococt

60
120
180
240
300
360
420
480 -
240
600
66l
720
780
840
300
960

930

G0
120
180
240
300

360

420
480
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caacctgcaa
gaccctcaac
caaggttctyg
gaacctggag
cgrgggggaa
cctcaagaac
gactctgaag
agacactctt
gatgcagacc
ggaccigoac
cagggctgag
cagacatgag
cCagaggctg
cattgctgat
agogctggag
Ccaggagctyg
gctggaggac
agtgcagtoc
cctgogtgga
ttecageage
catcaagtac
cgocagotet

gttgc

<210> 88
<211> 2820
<212> ADN
<213> humano

<400> 88

attgaccccg
aacaagittg
gacaccaagt
ccgttgttcog
Coggorcgtc
aaatatgagg
aaggatgtgg
dcagatgaga
cacatctcag
aécat;atcg
gctgagtcct
gacgacctge
agatctgaga
gctgagcagc
gatgccctge
atgaacgtca
gaggagtgca
accgteteca
ggaagcaget
ggcagageca
dacCaccacct

cagtcccaca
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ccatccagog
corccttcat
ggaccctgot
agcagtacat
tggactcgoa
atgaaatcaa
atgctgocta
tcaacttect
acacatccgt
ctgaggtcaa
ggtaccagac
gcaacaccaa
tcgaccacat
gtagggagat
agaaggccaa
agctggococt
ggctgaatgo
gtgg ctatgg
actcotatgg
ctgagggtag
cctoctocag

gctctcaggo

ggtgcgggcc
cgacaagotg
gcaggagceag
caacaaccic
gctgagaaac
caagcgcaca
catgaacaan
gagagccttyg
gygtgetatec
gacccaatat
aaagtacgag
gtaggagatt
caagaagcag
ggccctcaag
gcaggacctg
ggacgtggag
cgaaggcgtt
cggtgccage
Cagragrett
CCTcagctct
caggaagagc

cCctctctan

gaggagogtg
cggttcctag
ggcaccaaga
aggaggcage
atgcaggacc
gcagcagaga
gtrgaactgc
tatgatgcag
atggacaaca

gaggagattg

gagcrtgcaga

getgagatca
tgtgccaace
gatgctaaga
goococggotgc
atcgccacct
goacaagtca
ggtgtcggea
ggcgitggag
grrggaggcy
tacaagcact

cagcagagec

tggcaaaatc ctggagocag aagaaaggac agcagoatig atcaatotta

gttgtacctg gaaaacaatg cccagactica atttagtgag ccacagtaca

gctcctgaac agcatggacc agcagattcg gaacggctce tcgtocacca

Cacagaccac gogoagaaca gogtcacgic goecCtcgooe tacgcacage

CLicgatgct ctctctccat cacccgocat tccctccaac'accgactacc

96

agcagatcaa
agcagcagaa
ctgtgaggca
tggacaacat
tggtggagga
atgaatttgt
aagccaaggc
agctgtccca
acCgcaacct
ctcagaggag
toacagcags
accgcatgat
tacaggccgo
acaagctgg#
tgaaggagta
accgcaagot
acatctctgt
gtggcttagg
gcogotttag
gcagttocac
gaagtcgtgc
Ctctoctcag

cagctaacat
tgaatttggg
gtccctataa
ccagcccoac

caggoccgia

540
600
660
720
780
840
900
960

T 1020

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

1805

60
120
180
240
300
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cagttcogac
cactgaactg
gatgacccca
gcacgtcacg
gggacagatt
tgragaagat

tTggcactgaa

gatgaaccgce

Qggccgacgc
tgaagatage
gcgeccgtet
cccagatgaf
gaagatcaaa
caggcaacag
tccatcttca
gcottctgtg
tcctgatgge
catgaatgga
ccactgcaca
grigggcrgt
gattgagcat
TgCgatctag
tctecctgoog
tgagcgtgtt
agatgagtog
caaagaggag
EgEEECCtaB
tcttgtctga
ctggcatcta
ctgocatgoc
tttctcattg

gtataaatat

gtgtccttec
aagaaactct
cctcctcagg
gaggtggtga
gcccctocta

cCcatcacag

ttcacgacag
cotccaattt
tgctttgagy
atcagaaagc
cgtcagaaca
gaactgttat
gagtccctgy
caacagcageo
tatggtaaca
agccagcorta
dtgggagcca
ctcagcocca
CCCCCcacctc
tcatcatgte
tactccatgg
aagggcatcc
dCCCCaagca
attgatgctyg
datgacttca
ggggagrgag
aagcactcct
tttcttaaag
attctgatic
tagaotagaag
acttttétaa

acagtataga
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agcagrcgag
actgccaaat
gagctgttat
agcggtgece
gtcatttgat
gaagacagag
tcttgtacaa
taatcattgt
cccggatctyg
agcaagtttc
cacatggrat
acttaccagt
aactcatgca
agcaccagea
gctececace
tcaacccteca
acattcccat
cccaggeact
cgtatcccac
tggactartt
atgatctgge
tggaccaccg
gtgcctetac
tgcgattcac
actttgacat
cctcaccatg
gcttaatctt
gaaggagaag
tggctttaag
tgagcaaaaa
agcatgttca
tttttogggtg

‘caccgocaag

tgcaaagaca
ccgogocaty
caaccatgag
tcgagtagag
tgtactggta
TTttcatorgt

tactctggaa

“tgcttgccca

ggacagtaca

ccagatgaca

gaggggcegt

gtaccttcct
cttactitcag
tctgaacaaa
gcagcgcaac
gatgggcacc
ccctooccca
agattgcagc
Cacgacccaqg
aagtctgaaa
geagctocac
agtcagtgtg
cctocgocag
ggatgctcgo
tgagcrctrc
caaagectte
taagaggcta
ccrtcaaaac
agagttoggt
cccttatagt
gggggcatty

97

tcggccacct
tgoooccatod
cctgtctaca
ctgagccegtyg
goggaacagcc
ccttatgagc
aacagcaget
accagagatg
ggaagagaca
aagaacggtg
tccatcaaga
gagacttatg
CagCacacan
aaacagacct
atgaacagca
gcoctoacte
cacatgccaa
ctctccatge
attgtcagtt
gggctgacca
atccotgage
gaattctcct
gactoccaatg
accatctctt
cocaataagc
ctatcoctct
tccctagotc
cCtcttacct
tatagcttgc
gtctcottaa
ctaagactat

agtattgrtt

ggacgrattc
agatcaagot
aaaaagctga
agttcaacga
atgcccagta
caccccagot
gtgttggagg
ggcaagicct
goaagacaga
atggtacgaa
aacgaagatc
aaatgctott
ttgaaacgta
caatacagtc
tgaacaagct
ctacahccat
tggctggaga
catccaccto
tcttagcoag
CcCatctaica
aatttcgaca
ccocttctea

agacctgaag

tcccaccecg

aacagcgcat
ccrtaactgoe
ctcococtice
dacatctgac
agaactgtag
gctgcagaga
atatataaat

aaaatgtaat

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ttaaatgaaa
ggctigicta
aatgctacat
tgccacatca
gatatgtatt
gatggrtcac
ctctttagtt
dadaacacccg
faccttatct

ctaaattica

<210> 89
<211> 991
<212> ADN
<213> humano

<400> 89

cttatectegg
gctggecacac
gaccctgate
gtgggcagca
cgatrttggca
gtggtcctca
aaacacacgg
gcecctgagtg
gtgtatgact
atcatgaaga
aacttccaga
caggcagagg
atgaccgtga
gagcagootc
agctrtigea
datgggagct

CCtgocacaa

<210> 90
<211> 1580
<212> ADN

gaaaattgag
tactccttoc
gtgagtgcga
aacctttgag
cttttctcag
gttgoggtga

tttggttggy.

acgtcatgta
tacaatgttg

ctactagatt

cttcgtttct
aggggocttg
acacctgoga
aagaggrcct
ttccctgotg
tcgtocgtagt
agatggttct
agcacctggt
accagcaget
tagctccaga
tggaatgctc
ggcgagatgc
acaccctgtg
agtggaagec
gacgggcaag
tggggagagg
caﬁaataaag
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ttgcactrat
cttaaggggt
tgatgtacag
tagatccatt
tgttagtata
tttaatccag
aatgaggaaa
tttgagcata
attgggaaaa
gactaactca

ggagggccag
gtC cttcace
géggaggaga
gatggagage
cccagtgcac
gattgtggga
ggagatgagc
taccactgee
gctgatcgoe
gagcatccee
totgoagooe
aggctcagca
tggcgaggryg
ccaacggoaa
aagctgctte
atgggagtgg
cagcctgatt

tgaccatttt
atcatgtatg
attcrttcag
tccattgctt
ttttatatta
ttataagaag
attcttaaaa
TCagtaaccc
catttgorac

datacacatt

gaacaaacag
tetgteccet
ggagagcata
ccgoeggact
ctgaaacgcc
geectgetea
attggggcgc
accttctoca
tacaagccag
agtcttoagg
gagcccgcag
ccctocggag
ccgotctact
dggaaacgoc
tgcccacacc
gcagaggrgg
9

98

Ttaartrtact
gtgatagata
ttctttggat
attatgtagg
Ctgacatttc
dagttcatgt
ggcccatage
CCttaaatx
ccattacaga

tgctactott

gcttcaaagc
ctcocectacgg
gcacctgcag
actcocgcage
ttcttatogt
tgggtctcca
cggaagccca
tcggctoccac
cocctggeac
ctctcaatag
tgcctacgtc
gggacccggc
acatctagga
ccgggcaaag
gcagogacaa

cacccagggo

tgttttggat
tctagagttt

CCaaacgatc

ggtattaaaa

gtaagaattc

caagggcttg
acacatataa
caagatggat
tCCcogeooc
ggtggtggtyg
catgagccag
gcaacgcctg
tggcctegtg
ctgctgctac
aaaagtccac
taagctggge
cttcctgggc
cgccteeggt
ggtcttttgc
accctggaga

ccegggaact

tctaaataca
taagactgta

ttctagtgat

agccagttea

aatacccaga

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640

~ 2700

2760
2820

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
991



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<213> humano

<400> 90

catcctgcca
Totrggcacc
gocgtTtcgg
gacccaggag
:tcic:gc:g
ctctgggecg
tatﬁéttccc
tcgttcoaet
ggaaacaagc
cagetocgoc
atccrgccaa
gtgctggage
cagtgccagg
ctgacctgct
gtggtc;cca
gactctggag
taccocctgig
tggatcaata
gttatgctoe
tCggctgaac
actatctcccc
aaatgcagga
agcctctgag
gtgactttoo
aacaatgacyg
gtadatctrc

aaggttacct

<210> 91
<211> 3359
<212> ADN
<213> humano

<400> 91

cccctagect
ggoacccgga
gcactgggag
tgccagecte
cctctggcgc
cagaggcggc
cgtgcgegeg

gcgcgggtygt
cactgtggge

ggaccactcg
ggcgaacgga
ccocgogtecg
ttgctggcty
c:agcatcat
acaacatgat
gocccctgot
gctctgooca
dagtcatacqg
tgctgatcca
tctooocotty
tctcacctca
agtgotgaca
dgcagttact
gcaagccaag
tgectacete
atggtgattg
gttgtcgtga
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tgctggggac
gaatcecccac
aagcctgtat
acccacgcag
ccgggctctg
gctgctocce
cggetegeag
cctggtggac
tcgagtaggg
ctctgttgtc
tgagcacgat
ggccctgoag
gggcaccacg
tatcctgagc
atgtgctgga
ctgtgacgag
gcatccaget
ctccaactga
gatgcccaga
tctgcactgt
ttcccccaco
aaggtttatt
gggatcaccc
tgcectotet
ttagacatgt

tcatgtaagg

gtgaaccctc
ggaagccagt
tccagggecc
atcctggeca
gcgaagetge
caaaacgaca
ccctggeagg
cagagttggg
gatgaccacc
catcccaagt
ctcatgttgc
cttccctacce
gccgcecgga
CcCctaa agagt
Ctgoaccgog
accctccaag
gtctacaccc
tccagatget
goctccatcg
tcaaacctct
tatccccatt
ccagagaagc
aacctgactt
gaacctcagt
tgtgaggaga
cttaacacag

99

tccocogeace
tccaaaaqgg
ctcccagagce
tgagagcteoc
tgccgotoct
cgcgcttgoa
tctogotott
tgctgacggc
tgctgettct

tgggaagcct
atgaaaaggg
aggaatctgg
gecaccteccac

gatggcgcaa

ccccgaagec

caacggcctc
cgcgeactge

tcagggagag

acraccaggg "ctcaggccoe

tgaagctgac
gctgtgctca
gagtgaagta
gtgaggtctt
gccaggacce
gcatcctctc
agatctgcaa
acgctccage
TCCatccict
gocgicctco
ctctgoctgt
caggaagccg
cctctgocac
ttcctcatct

ctatgatata

tgggroggtga

caggceccgta
gcocggagac
caacaagggc
ctaccctggco
ttgccagagt
gtggggtgtt
atacatgtec

tgatccagat

tecoctocecag

acacctctaa
actgaagctag
gtcatcaccc
teccrgetgt
gcaaaatggg
acatgtgtat

gttctgacta

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
1580
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cacaccttcg
tcatgtocac
gctgcatcgc
tcacctccgt
tcaccgaatg
gagccctgat
ccctgaaatg
cctcocgggat
Ccaacatgct
ggatggtgca
Tcgotggagag
caccagaaga
acaagcctgg
tatacgatgg
atrgrgtraatg
daaaacaagdg
asagcectoga
dtattccacc
atcctctart
ctctoctctca
cattgatgat
caaagatgit
aaacacttac
tctocggttit
fggcaaccaaa
grrtcctgag
gaatgagaaa
tagtaaaatg
dtgaaaaaat

caaattccat

gcagcaggag
caccacatgc
ggccaccgog
gttccagtac
caggccctat
gatcgtaggc
catccgeatt
catgttcatt
ggtgactaac
gactgttcag
cctcacacta
aaccaactac
aggcitcaag
aggtgeccge
ctctaagacc
agatcccatc
tttcatcttt
ataaaacagc
tcttttttta
cattttgatg
ctatttccca
attttctact
tgaagaagaa
cttacactgt
cctttctact
ctctocactg
ATTAaTTLITTL
atacactatc
aattgctttg

gaaaagctca
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ggcagcagct
Caagtogtgg
atggacatgt
gaagggctet
ttcaccatcc
atcgtcctgg
ggcagcatgg
gtctcaggtc
ttctoggatot
accaggtaca
attgogogtg
faaagoogttt
gccagcactg
acagaggacg
tctcagcacg
tagatttctt
ggagaggcca
tgagttattt
aZatataactt
atttagacag
gettatccoc
gTtTttgaattt
gCaataagag
gatcttaaaa
gctgttgaca
gagtccTcrt
ttaafttaag
tctgtgaaat
acattgtcta

ctgatcctaa

tctocgoagge
cgttectect
ggagcaccca
ggaggagctg
tgggacttcc
grtgccattog
aggactctgc
tttgtgcaat
ccacagctaa
catttogtac
tgatgatgtg
cttatcatgc
gctttgggtc
aggtacaatc
ggcggaagaa
ctrgcttitg
aatggtctta
atgaattaga
tctactctoa
actécccctc
aagaaaactt
tgtctoocceca
aaagatattt
gttaccaaac
tcttcttatt
tctotcgoag
tcctaaatat
agcctcacce
tatgotactt

ttctttccct

100

ggcaggocag
gtccatccig
ggacctgtac
cgtgaggcag
agccatgctg
cctoctggta
Caaaqocaac
tgctagagtyg
catgtacacc
ggctctgtte
Catcgcctge
ctcaggcoccac
caacaccaaa
TTatccttcc
actccoggag
actcacagct
goctcagtct
ggctatagct
tgagagaatg
TteCtcctag
ttgaaaggaa
CCCCCaactt
gtaatctcte

Ccaaagtcatt

dcafcaacac

gtcagaaatt
agttaaaata
ctacatgtgg
tgtaaagtca

ttgaggtcte

gcggocagga
gggctgaccg
gacaaccccy
agtrcaggct
caggcagtgc
tocatcttig
atgacactga

tctgtgtttg

ggcatgggtyg

-gtgggctagg
cggogccrag
agtgttgecet
adacaagaaga
aagcacgact
agcrcaccca
ggaagttaga
ctgtctctaa
cacattttca
tggttttaat
tcaataaacc
agagtagacc
goctagtaat
cagoccatga
ttcagtttoga
cattctagga
giccctagat
aaraargrit
atagaagoaa
tgcttaagta
tatgoctctg

120
180
240
300
360
420
480
540
600

720

780

840

200

960
1020
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1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
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1740
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arrgtacatq
tracgoctgt
gttcgagact
aatcagccag
aggatcactt
ccagocangt
gcaagrccta
artaaatgta
agttagcagt
agacggggtc
cTggoctccc
mttgttaﬁfc
tgtttgggca
CCottttgag
agccagatag
gcattggigo
atagtacata
tgaacagact
aagagtcaga
ccagagoaag
caxctaaaga
taagtactct
atgagctctc
crcagetggg
atatagttag

tgagtattaa

<210> 92
<211> 733
<212> ADN
<213> humano

<400> 92

0ggatocgoa QCCCaaatct totgacaaaa ctcacacatg Cocaccgtge ccagcacotg

aattcgaggg tgcaccgtca gtcttcctet tocccccaaa acccaaggac accctcatga

atagtaagtg
aatcctagea
agcctgggea
tcatggtage
gagcccaggg
gacatagcga
ggaagtaggt
atgrttccaa
agcactrrcc
tcacttrcca
aagragctaq
tgagagctgt
aaactgaaag
cagaaagtct
geccectagg
agoggaactt
tgaaagtgac
ATQTCTaa99
gcagtgaget
tatttgtgga
aaaaagaaaa
ctggatttga
ccttctacca
tttttaatta
attgrgettt

CCtgaatgrt
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taagccatgt

ctttgggagg

acatggagaa

ctacacctgt

aggtiggggc

gatcctgtet

taaaactaat
gtgacaggta
tggcactgtg
ggctggoctc
aattacaggt
tcacttctct
ctctttgcaa
daattccttc
aaactgaggt
ggoccattagg
ctccaagggg
aa3agaacana
cagaggccct
actcactgoc
gcaaggagga
gttgaagagc
ccagaaagtc
gegeattete
gtaattttgt
ttgttactta

aaaaagtaaa
ctgaggagga
gocctgtctc
agtcccagea
tgcagtgagc
daaaadataa
tctttaaaaa
tocacatitg
QrcggirTg
aaactcctgo
gtgcgccétc
gaattcacct
CCacacacct
caagacagta
aagagcagtc
trattattrg
attggtgaat
tiatgoocca
tctcactgag
tcagtttoog
gogttgagca
atccatttoa
cctggtcagg
tatccaacat
tgttgtigect

aatattaaaa

101

taatgtctag
aggatcactt
tacaaaatac
ttccgggagg
catgatcaca
daaataaata
asaaazaaag
catggttaca
ttttgttttg
actcaagcaa
écéﬁéiagct
agagtggtig
tocctgaget
gaattccatc
tctaaaaact
agaggaaagt
actcataagg

Ataaataaca

acagcaacat
taaaggatga
atctagagca
gttgaagacc
tctcaggtag
ttaattgttt
ctatctratt

acactgrrat

gracagtggc
gagccocagaa
dgagagadaa
ctgaggtgag
ccactgcact
atggaacaca

ttgagectga

agceactgoe

crrtgtttag
ttcttctacc
ggtggtcagt
gaccatcaga
tacatcactyg
ccagraccaa
acccacagea
cctcacatca
atcttcaggc
agtigtgttc
ttaaaccaaa
gragacaagt
tggagtttgt
acagggcaca
tgoggtgtag
gaaagcctee
gtatatgoat
cctacagtt

1B60
1920
1980

2100
2160
2220
2280

2340

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3359

60
120
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tctcccggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatag
agaaaaccat
catcccggga
arccaagcga
ccacgtctc:
acaagagcaq
acaaccacta

gactctagag

<210> 93
<211> 1076
<212> ADN
<213> humano

<400> 93

atggtgottg
aggagcaaga
afcaacgtag
atgggcaagt
ggcgettctg
tggtgctgoc
gogagactacg
gacaagctec
crcagggaca
tctgccaatg
gtecttgaca
tgtgcgttaa
accactctge
tatgotgctg
catgagcaaa
ctggatagat
gtcagccttc

tcctgaggtc
ctggtacotg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagec
tgagctgace
catcgeegtyg
cgtgctggac
gtggcagcag
cacgcagaag

gat

aggttgattc
tgggcaagtg
gcacttctgg
ggtgccgoca
gagaccacga
actgctteocc
atgacagtgc
acagagctgc
ctgacgtgaa
ggaattcaga
acaaaaagag
tgttgctgga
actacgctat
datatcgaatc
aacagcaagt
atagaaggac
tacttgagca

ES 2

acatgcgrgg
gacggcgrag
taccgtgrgg
aagtgcaagg
aaagggcagc
aagaaccagg
gagtgggaga
tccgacggot
gogaacgtct

agCctctcco

catgcoggcot
gtgctacogt
agaccacgac
ctgcttcocc
cgactctact
ctgctgcagg
cttcatggag
ctggtggagt
caagaaggac
agtagtaaaa
gacagqctcryg
acatggcact
ctataatgaa
daddadCaag
cgtoaaattt
tgctcteata
daatattgat

494 843 T3

togtgoacgt
aggtgcataa
tcagegtcot
tctecaacaa
cccgagaacc
tcagcctgac
gcaatgggca
ccttocttect
tctcatgete

Tgtctccgag

gcctctictg
tgectrococet
gactcrgota
tgctgoaggy
atgaagacac
gggagcggea
cccaggtacc
aaagrcccca
aagcaaaaga
ctocctoctgg
ataaaggccg
gatccaaata
gataaattaa
catggcctca
ttaatcaaga
cttgctgtat
gtatectrotc

102

adagccacgasa
tgccaagaca
CacCgtoctg
agccctocca
acaggtgtac
ctgcctagtc
gccggagaac
Ctacagcaag
cgtgatgcat
taaatgagtg

tgaagaagcc
gctgeaggga
tgaagacact
ggagtggcaa
tcaggaacaa
agagcaagot
acgtccgtog
gaaagﬁatCt
ﬁgactgctct
acagacgatg
tacaatgcoca
ttccagatga
tggccaaage
Caccactgtt
aaaaagcgaa
gttotggatc
aagatcratc

gatcctgagg
aagccgegag
caccaggact
acccccatog
accctgcccc
aaaggcrict
aactacaaga
ctcaccgtygg
gaggctctge

Cgacgqgccgc

atttggtctc
gagcggcaag
caggagcaag
gagcaacgtyg
gatgggcaag
gggcgottoy
agaagatctg
catcgtecatg
acatctggcc
tcaacttaat
ggaagatgaa
gtatoggaaat
actgctctta
acttggtgta
tttaaatgca
agcaagtata

tggacagacg

180
240
300
360
420
480
340
600
B60
720
733

120
180
240
300
360
420
480
340
600

720
780
B40
900
960
1020
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ES 2494 843 T3

gccagagagt atgctgtttc tagtcatcat catgtaatit gccagttact ttctga

<210> 94
<211> 3675
<212> ADN
<213> humano

<400> 94

tccgagetga
ctagctggee
cacccgtgag
tcaaagaagg
ctgacacagc
gaacacctga
tggagggaac
agtcagcaga
tracgtggcc
ctagggaaat
gaagacctag
caagagtaac
gtcctacaaa
CCddacaaga
caaagattca
aagtagaaga
ctgttccaaa
TCcccaccaga
gtgagactgt
dataaaataaa
gcggaatgaa
aagcagagcc
tCcccaaatas
catcagaatc
agactgttte
ataaatggaa

atgaaagrtt

ttacagacac
ctgtgggcat
taattaacct
aacatctgca
tgaaagcttyg
cacggctgaa
atctgacaaﬂ
agaaacacct
agcaaaagga
tatgagtccc
gaagatcgca
atctaataaa
agaatcatct
ggaagatgaa
agtgtgtata
gcctectaag
taaagccttt
atccaaacaa
ttcacagaag
tggaaaatta
agtttctatt
tccggggaag
agccttggaa
caaacaaaag
acagaaggat
aattagaagg

ctattccaac

caaggaagat
ttattagtaa
ggtcatcccc
ggaacacctyg
gtggaaaaaa
agcrrggtgg
attcaatgtt
agggaaatta
agacctagga

gcaaaagaaa

tgggagaaaa

actaaagttt
acaaaagcaa
gaatattectt
cctgagtota
aagccatctg
gaattgaaga
aaggactatg
gatgtgtgrte
gaagagtcic
cCaactaaag
ccatcrgoct
ttgaaaaatg
gactatgaag
gtgtgtttac
gtctectgtt

taaagocctta

gctotaaaga
agttttaatg
accctggaga
atgaggctge
cacctgatga
daaaaacacc

tggadgaaagc

gtcagcagoc
dcadaagett
gocatocctgo
acccttgoca
ggctgcacee
tgatgaggct
gacatctgga

cgagtcctgc—aaaagaaaca

agatcgcatg
catctgagaa
dagadaacacc
tggaaaaagg
gtgccaatga
gtgattcteg
tatatcaaas
ccttcaagcc
atgaacaaac
aagaaaattc
taéccaaggc
ctaataaaga
ccttagaatt
tcgagcctge
aacaaacatt
aaagttcttg
cCaaggetec
aaagatggtc
gaattgataq

103

ggagaaaaaa
atttacgtgg
tgtaaagact
aagatctaag
tcagaggttc

gagtctcttt

agtaatggag:

tgccattgaa
attgagagca
ttgggattct
tacacatcaa
tggtcttctg
gaaggécatg
cactgaaatg
gagagcagat
ggattctgag
dtcaaaaaga
ttctoaagge

dcatgcaaac

acagccctgyg
tgagtcaaca
ccatggotga
gaaagaacac
ttggtggaaa
gcatccttgg
dagttcgaac
tctgagaaat
gaagacacac
gcagcaaaag
ggatgcgiag
atgattgecat
ccatcagaat
gagagttcté
ataaatagag
atgcaaaact
gatccgatgt
gagagtctct
aaagaaatag
aaggctaéct
caaactttca
caaaagtctg

gagatactcc

agtctctgtg

aatagataaa
taactgcgga

tttcaaagca

1076

60
120
180
240
300
360
420
480
540

660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
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gagcctooeg
aataaagcct
fgaatccaaac
gritcacaga
toggaaaatta
agtttctatt
toCcgagaadg
agcctiggaa
aaaacaaaag
cagaaggoatg
aaattagaag
gcaagggaac
aagaagtttt
gagaaccaaa
aaaatgaaaa
aactggaaat
dcattaagat
datcattaac
acacaatgct
tigaatcaca
caagaaaaag
tgaatgttga
aagctcaaag
djdadataca
gaaggaagct
gcaggagtct
gcaattagit
ttttctfgag
ttacaataac
aaactcatga

dCtcacdact

agaagccate
tggaattgaa
aaaaggacta
aggatgtgtyg
gaagagictc
cCcaactaaag
ccatctgeoct
ttgaagaatg
aagttgaaga
togtgtgtace

attcaactag

‘ttcaaaaaga

gtgtactgaa
aagttaaatg
ttatctctta
agccacactg
tttaaaagaa
taaaagggca
cacttctaaa
ccatcctaga
tcaagaacct
tgtgagtagt
gaaatccaaa
ttgotttcag
gaacacatgt
ctagatcaga
catgﬁacata
agfaaaatgc
catttaaaaa
gagacaagca

catgctagga

ES 2494 843 T3

tgcettcgag
gaatgaacaa
tgaagaaagt
tttacccaag
ctgataatga
ccttagaatt
tcgagectge
aacaaacatt
aaattcttgg
caaggctaca
cctatcaaaa
tcacﬁgtgaa
aaagﬁ;;&tg
ggaacaagag
catgaaaatt
aaacaccaat
aagaatgctg
tctcaatata
ttgaaggaaa
ctggcttctg
gctttccaca
acgatatata

agcctaaaaa

aacargcaca

atcaaaacgé
aattatttca
agaaagctga
aacatcatct
accgtatata
gtaagaaact

goccagicct

cctgoccattg
acattgagag
tcttgggatt
gctccatcaa
tgottttctg
gatggacatg
cattgaaatg
gagagcagat
gattctgaga
catCaaaaag
atcttgogata
caacgtacag
tcagaagcaa
ctctgcagtg
gcatgttgaa
accaggaaaa
aacttcagat
gtgggcagct
aacaagacaa
ctgtacaaga
ttgcaggaga
acaatgaggt

trtaatitcaa

aagagaccaa
acaagataat
actacaaagc
caacaaaagc
cctaaaagag
tcaatatgaa
tcttttgoag

agcatcacct

104

daatgcaaaa
capgatgagat
ctgagagtet
aaagaaatag
aaggcteect
caaactttca
caaaagtctg
cagatgrrcc
gtctccgtga
aaatggataa
cagttcattc
gaaaaatgga
aagaaataaa
tgagottict
aaaggaaatt
ggasaataaa
gaccctaaaa
taaagttctg
agaaatacta
ccatgatcaa
tgcrrgtrig
gctecatcaa
ttatgcggag
cgtgaaacac
gtgaacaaac
adaaaatatgt
aagataacaa
aaaaatgagg
ddafagaaadg
aaacaacaga

tatgttgaaa

gtctgricca
actcceatca
ctgtgagact
ataaaataaa
gcagaatgaa
aagcagagec
ttccaaataa
cttcagaatc
gactgtttca
aataagtgga
ttgtgaaaga
acaaatgaaa
atcacagtta
cacactcatg
geccatgetaa
tacttigagg
ctgaaagagg
atagctgaga
gaggcagaaa
artgtgacat
caaagéaaaa
ccactttotg
atgctctaag
agtgtcaaat
acactgaaca
ggcttcaaca
ttgatattca
agatattiaa
cagaaacada
CCagatcttt

arcttaccaa

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
3420
3480
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105

tagtctgtgt caacagaata cttattttag aagaaaaatt catgatttct tectgaagec 3540
tacagacata aaataacagt gtgaagaatt acttgttcac gaatitgeata aagctgocaca 3600
ggattcccat ftaccctgat gatgcagcag acatcattca atccaaccag aatctogoctec 3660
tgtcactcag gctag 3675
<210> 95
<211> 2658
<212> ADN
<213> humano
<400> 95
acccagaaga ccgtgocttg cctggaagtc ctgoctgtag goctgaagga cttgecctaa (211
cagagcctca acaactacct ggtgattcct acttcagoocc cttgogtgtoa goagotictco 120
aacatgaact acagcctcca cttggoctte gtgtgtctga gtctcttcac tgagaggatg 180
tgcatccagg goagtcagtt caacgtcgag gtcggeagaa gtgacaaget tgccctgcct 240
ggctrtgaga acctcacagc aggatataac aaatttctca ggcccaattt tggtggagaa 300
c:cgtacaéa';agcgctga: tctggacatt goaagtatct cfagcatttc agagagtaac 360
atggactaca cagccaccat atacctccga cagogotgga tggaccagog gotggtgttt 420
gaaggcaaca agagcttcac tctggatgoc cgoctogtgg agttocctotg ggtgccagat 480
acttacatig tggagtccaa gaagicctic ctccatgaag tcactgtggy aaacaggctc 40
atccgoctot totocaatgg cacggtocty tatgooctca gaatcacgac aactgttgca 600
totaacatgg atctgtctaa ataccccatg gacacacaga catgcaagtt gcagcotgoaa 660
agctggoget atgatggaaa tgatgtggag ttcacctgge tgagagggaa cgactcighg 720
cgtggactgg aacacctgog gotigotcag tacaccatag agoggtattit caccttagtc 780
accagatcgc agcaggagac aggaaattac actagattgg tcttacagtt tgagcttcgg B40
aggaatgttc tgtatttcat tttggaaacc tacgttoctt ccactttoct gotagtgitg 900
tocctgggttt cattttggat ctctcfcgat tcagtccctg caagaacctg cattggagtg 960
acgaccgtgt tatcaatgac cacactgatg atcgggtcoc goacttctct toccaacace 1020
aactgcttca tcaaggocat cgatgtgtac. ctogggatct gotttagett tgtgtttogg 1080
gccttgctag aatatgcagt toctcactac agttoccttac agcagatgge agocaaagat 1140
agogggacaa caaaggaagt agaagaagtc agtattacta atatcatcaa cagctccé‘tc 1200
tocagcttta aacggaaéat cagctttgec agcattgaaa tttccagega caacgttgac 1260
tacagtgact tgacaatgaa aaccagcgac aagitaaagt ttgtcttccg agaaaagatg 1320
gocaggattg Ttgattattt cacaattcaa aaccccagta atgttgatca ctattccaaa 1380
ctactgtitc ctttgatitt tatgctagoc aatgtatttt actgggcata ctacatgtat 1440
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ttttgagtca
gtaaatggta
taatattiga
aagtcctage
tcaaggacat
ctococctggtt
agtgtcagaa
tataaaatac
aatgaaatat
gagtttttaa

agtcctatca

acaaatccct:

attcccccac
actaaagccc
aagtcttaat
ctrttattcac
ttcrgtcatt
tcattoccaay
aacaaactgc
tcocctgatoe

tggCoccigag

<210> 96
<211> 2531
<212> ADN
<213> humano

<400> 96

gcagtgtgag
tttatctoct
gotccagget
aaccaccctt
caﬂtgccaca

tcctacagac

caggagctga

atgttaaatt
fTtrtagocca
gtctttetge
attataggat
tcccatggag
tgcatttace
gttgtttcta
attgtitgcct
gggcttatgt
ataatgaata
tigaaaattc
cogttctaag
tatgcatate
ttttcccatg
atgggctgtt
atagtgacgg
gcrgctacte
aggagcattc
ttgacccaag
ttccagotag

tactgaac

gcaatcgctc
gatgatgatg
gcagcrgcgg
gagagaagag
ttrgccagga
acatgcgcaa

accggagggc

ES 2494 843 T3

tocrrgoatgo
agrgrgcacc
tcaaagaatg
;ttgfaatag
cccaagatta
tcatataaag
aagtaactat
atttagggag
caattcattg
ttatttaata
daatataagt
atacaatgga
Ttatcatitt
catggatrgga
gccatgaaqag
ggractaaaa
taacactgag
atccctttge
aacaagtggc

tctgctotga

tatccttgac
cacagccttc
gactcagagg
gcagcagcag
aacaatgctg
catgaaggogg
CCtgoagggc

Cataggrert
cacatccaat
aagctccaac
aaacatcagt
caaatgtact
aatgggaagg
acatgttttt
taacattttc
gaagtcaatg
ccacaacaga
gaagaaaaaa
ttccccatac
attattatac
aatggaagat
cttgcagaat
gtactgggtt
Caacactctc
tctaatgatc
ttagcttaag

grtggcrtatc

CCCLTCCTTT
agcgggggac
Coaagcttga
cggcggcaqo
ctagcgacat
ctgaggcaac

cccaccccta

106

caacaggaca
ggtgctacaa
cattgttcta
ccattcctet
cagggctgtt
agaccattag
tactaaatct
tagttttigt

cactaactca

attatcccocca.

ftagtagatc
tggaaggact
dcacatccat
TLrtttttaa
tgagtocatt
gactcagaga
ccagtggcag
aggaatgatg
taaacttggc

cCgcatgago

gcacagtgag
atttaagacg
9gugctcagg
agcagrggea
tcaagctgtg
aggcrgtrgat

gcacgtggat

agataatgat
gtgactgaaa
agcrgtgtag
ttcatcttaa
tattcggtag
gtaaccctca
ctgcagtget
ttctggttaa
ataccaagat
atttccaata
aacaatctaa
ctgaggcttt
cctaaactat
cttgttctag
ttctagetge
gtcgctgtca
atcccctgta
cttattagaa
tttgctcaga

aggagegrgc

tgatgocgtrt
cagaacacca
aaggacgaag
gcgaccccac
cgctgggage
ggccatcage

taaccaggtt

1500

1560

1620
16B0

, 1740

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160

T 2220

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2658

120
180
240
300
360
420
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cggcggcgga
ctggccrate
caagagggct
gtcccagatg
ctctatgaag
gagatcaagog
aagcgoogan
gagcagaagg
gctggaagtc
ctgcccaaga
ctgcgcaagc
tattoccaac
agcctgcaag
gratgacact
tcttggatta
aaaataattg
atgctagtog
tatgggctca
tctocctgoag
cCccracagtg
ctcattagta
aattcacaca
gggtgcagtg
aaggtcagga
caaaaaatta
graggggaat
cgctccagcg
gctagtagat
taaattaagqg
gactctgtta
tcttaaagaa

tgtttattta

gctctotact
tccagcaggg
ggaagaagga
Toggcaaggt
agctcgtgga
toctgcagaa
gctocacctg
gtgtcatcag
cctctaagac

gcatcatcaa

gcotggagrc.

tgtgcccage
tctaagatet
aggattcaga
aaaggtaact
taaaactttt
ctgatatgag
agaatgccat
CEEtCthtE
ggtgccttee
gacatgtttc
aacatcagtc
gctcacgect
gatcgagacc
gctgggrgtg
CEEtthEEC
tgggcgacad
tacaacttca
ctcattaaaa
ccaggatﬁtt
ttctataage

cctaattaaa
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cggttctcgg
gg=ggaggcc
gagtcagcaq
grtceaacty
gcgcatggaa
gatcggygoag
tgtgctaget
ggcggagcac
cadacttacg
ccaggtcctg
CCACCCTgoe
tgcactggta
ccatctggtg
ttggtgaaag
tcattcactg
'fttctgggcc
tgtgggggat
gcgctggcag
CTCCcggocyg
agaaatatag
cctattgete
tttgttttaa
gtaatcccag
.atccrggeca
gtggcocaaa
ccggaggcag
agtgagactc
cacfagagga
ggaaaggaac
tcataadaat
aatagctgat

dagUaaaggca

Ctggaagaga

atgcagaagg

_gacaatgggg

gaggtcotog
gcaatgggag
ccocccgtgact
ggcatggcca
ggtccecactt
tggctactca
tcccagaccc
tctgaagoca
cacacgctca
acagtgagat
trtttagtac
attagctatg
cttatgtacc
gctaaccaca
tacatgtoca
ctgcacagca
TCcaagortt
tcataggcac
tattgtacty
cattttggga
acatggtgaa
cctgtagteg
aggttgtagt
Catctcadaa
gttctggaca
tactgggaaa
ttaatticca
taatgggooc

gtgccaaata

107

ctctctacag
ccttgggeat
acaaagtgat
tggaccagec
agtggaaccc
ttotgagegt
cagacttcgg
gcatggtgct
gCatcgacct
aggtgogattt
ggtgtigaag
tcaggagaat
gggtggggtt
caagaaaaca
acatgagggt
cacctaaaac
gogccrgaga
caaagcagaa
dacCaccacaga
ctctgtggaa
cagtcagaat
ttaaaaaaat
ggcrgaggta
accccgtotc
tagctacttg
gggccgagat
aaaaaaaaaa
aagcttttaa
ttatgcaatt
taatcataac
togaagatga
tgagaggata

toaccaggaq
ccttagcaac
gaétaaagtg
catggagaag
caatgtcaag
gogcrgtgoc
gaacatgcct
tcacceogttyg
€aaggggtgg
tgocaaccac
accagecctge
ccctactgga
Cgtgtttaga
gggatgagac
tcaggcocct
catcitiaaa
agrettgett
tctcagagog
acaagcagca
ddafdacaaad
aaagaatcat

ctatgcaget

ggcggatcac

tactazaata

ggaggctgag

tgtgccactg

daaaatctat
ttagtcaaac
caataatita
ctaaatgagt
agattataac

aacaatatta

480
540
600

720
780
B40
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

© 1740

1800
1860
1920
1980

2040

2100
2160
2220
2280
2340
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gttaacattt
tttgtttggg
agtggctoga
atttatgtga

<210> 97
<211> 2849
<212> ADN
<213> humano

<400> 97

cogQogccgc
gcccggtagg
ccoggarcca
CTCCCCCCEE
tcggaggaag
tgcacaactt
CoCOgoctitt
CCOCTTCLCC
dddaddaadaa
gcaaattctt
tTtCtcggdat
cCctttcctit
tecccaatte
cgtcaggago
caagcgctgc
ctccgaggac
gttcctcaac
cccggacttg
cccogtaccyg
CcCfcctattc
ctaccgatat
gCacaacgcg
tctaaggotg

gctgocacac
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ctgttattta tgatgccaat tagtagtaag ataattccac agotgtcaac

gctggcaact tCictgotta aacaggcraa aagittagrta ttctgggaga

agaaggggta atatggtgaa agcaaattcc ctttcccagg agtcaagaga

g

aggagcgagt
cggcagaagg
ggcctococggg
ccacctcagg
Cctgtttaigt
gtgaagaagc
gcagaggaga
TCCCctgootc
dddfdaadad
ctggaaggat
cCctoggottt
ctttcttocct
togtocgtoe
tgggagocca
ttCaccatcg
cccatccglc
ggcttccact
grgtrcgocg
ccgoccacacyg
gCotcgoage
ctgggtcatc
ctggcccgaa
gaacacgoct

agcotcagec

gagctgggag
Ctcagccgag
ttcCcagqog
gcgagtaata
gatcocogea
gaacacticc
dadaaactitt
taactccgat
aaagaaaaaa
Tticoccocct
goctctcoct
Ttocttccco
TCgocgogag
gggcgoocgo
agtcoctggt
cCgcggcact
cggccgccgc
aggcggtctc
ccoctggocgo
agcgggatcc
gettccaang
agcccaageg
ttgagaagaa

tcacggaaac

Cgaggggcga
gcggeggcgc
ctcacctcce
gcgaccaatc
ctaattaggc
atggattotc
tttttrttt
ccccoccacge
dddgddddad
cfcttcaggt
ctccctococe
CCacccccac
cagcgogogg
tccroggoge
ggccaaggac
cagctacgct

cgccgoogec

gcacccgeoee

ccaccoecta
gtccatcttc
gaacgacact
gatccgaace
tcactacgrg

tcaggtaaaa

108

aggcgcggag
cgactccott
tctgacgcac
datcaagccat
TCatgaacta
cttggactta
gcoctoococoog
catctcgeca
aattacccca
tgggcgegtt
cctocctttec
ccccaccoca
cggaggcagc
agcatgttﬁc
agtccectge
aactccagcc
ggtaggggcg
aaccoccgoeg
CCCLCCECgl
tﬁcccctggc
agccccgaga
goocttotooe
gtgggcgccg
gratagtttc

aagcceoggee
ccactctcgg
tttaaagagt
ttaccaggct
acaaatcgtt
gggcgooctg
agaactticc
aaaaaaaaaa
atccacgect
tggtgcaaga
tttttccttt
aacaaacgag
gtgcggcggt
agﬂfﬁgfgfﬂ
ccgcctegeg
ccataaatcc
tctactocaa
tgccagtgca
actcgecaca
tcatccaccg
gtttcetttt
cgtﬁccagct
ddaggaagca

agaaccgaag

2400
2460
2520
2531

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
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aacaaagtic
agggacgcac
agacgtgacc
gCaaaagaga
tacacgttca
ctggacagcg
gCtccttcat
aaggagaaag
agaaagctga
caagatgatt
daaaccacga

cooccatcttt

R

cacetgtttc
cgaaaatgaa
gattrrerre
agtgattgtg
gggagcagga
gacttgtact
acatcctgag
coagttcaac
tgaaggactg
tcaagcactg
cttaatgtct

tctaacacac

<210> 98
<211> 3308
<212> ADN
<213> humano

<400> 98

aaaagataga tcctgctcca ggagocggga agoctogoco
ctccoctgoe tgottoctgg cocacttogca ggcaaggtga
ctgoctgogr ggggeticaa gggoccaccce toCCCaccct

gactctactg Ccogagaccag gotcacgotyg agaggtggoc

aaaaggcaga
catattaacc
tcagatgatt
tagggagagaq
tCgagaaagg
agggcacagg
caacaagcga
agagagggag
acgtgcactc
ggcagotatt
€CCaaccagy
dadaataatt
aaatccrrga
ttgtaatttt
cccaagaaat
caagctaaat
cgacgogogg
gugaaaaaaa
gcttaaaacc
cattcactac
tagttagcgg
agttictait
fctataccag

tatatacttc
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agctggagga
gotggagaat
aaaaacataa
tggagaagga
gagagggaat
gtcctaaacc
ccctegreta
agagagaaag
tgacaagggg
ccgtttatca
cacaggactt
agtaataaaa
aargcatgta
cttttocttt
grgcagtctyg
gaagtaggct
‘gctggggotg
cccctaaatt
ctgatgcaaa
aatgcctatt
ggatgatgtt
ccaagatcat
aatgtaaata

caagaagta

dgaaggctca
Cgccaccaag
acctaaccecc
daaaacccta
©ggagggagc
gaggccgogc
aagaggcagc
agagagaaag
agctgtcaat
cagtccactt
TEttgtTtte
dacaaaaatt
gcagrtotty
taaagacagqg
Taaacacttt
cagcgatagt
gcogagoagn
aattatattt
cttctccttt
ccaaacttta
aagtgtggcc
agactfacta

tttttgtatt

109

gattcgcaac
caggcogagtc
acagaaacgg
CaaaaCaaa
agcggaatgc
caagatggca
tgagtgagag
dgagafgagag
Caaacaccaa
aaaaaatgat
tgcacttcge
ccatatctag
ggcgaatogt
ttctgtgtac
ttoatacctt
gotcctctta
gtgcccacaa
cttggacatt
cagtgottgg
aatctatcta
aagcgcacga
aagagagtga

ttgtgttaat

aaaagaaaaa

cggaggaaat,

acaacatgga
acaaaccgca
ggcgaagact
gaggatggaq
acacagagag
agagagagag
accgoggaga
gatgatgata

‘tgtgtitcce

ccccatceca
gtttaaagac
tttttatttx
crgatgtcaa
cagagaaacg

aaagaatcag

ccctttccta |

agaaattggc
ttgcaaaacc
cggcaagttt
caaatgcitc

ttgttagaat

tggccagetg tgctgggeac
gggcatgcga atggctgcca
ctgtcccgea grgaggacgg

catgacctcc gagaccictt

1500
1560
1620
1680
1740
1200
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
-2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2849

60
120
180
240
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ccggaageea
ccgtcctgat
cccacgocte
agcoccogogat
aggacagtdc
ataatcttcg
cagtocacta
tgcgcétgaa
tactggcatg
agtactactc
aggacacctt
ccccgtat gg
tectcagtge
aggcrocacg
ggaacaagta
acttcgoetg
tggtgttcct
gcagcaagga
ccagcgoctg
tcagottgtt
Cacg Ctg gc
cccagtttgac
CCTacttooc
tgatggtggc
ccatcogtgot
goctcacggg
ccctggocca
ccttcacect
ttgcctictt
tcCgcaatga

tcatcatggt

ctagtgccagq
cgatgtgadgc
ggagccaggt
cgcagacttc
cgoccgggac
tgcogetgog
Cgocctcctc
gctgoccttg
gctgggcatc
ctgccggttc
cttcacaagc
ccacgagaag
cgccttcoccc
ccrcaaccag
ccagccocctg
gctocgggttt
ggtgggctgc
cagcttogag
tgccctggec
catggcactg
ctaccgotag
cgoctcageoe
tgagaggagc
cgtggtoggtc
gtccaggteg
grtctgtagtg
cgtocctgaca
Caaggrgric
caagggcagg
ggagtacgcg
gggcaagcag
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agcaggatqe
cococtgang
goacagcaag
gtcctogttt
agaacagaca
ctgtgtotag
agcgectect
caggagttac
CCcaacgtco
agagtgaaca
accaagagge
aaaaacctgc
ctgcatgacg
cgccaagtcec
gaccacqtqc
tacacaggct
ttcctggtgt
atgtgcccac
caggccagoc
tgggccgrge
gactgctctyg
cccatgacag
cgegogogcc
atgtgcctcg
ggcaacaccc
aacctcgtct
cgatgggaaa
atcttccagt
titgtgggat
gCtggaggct
gtcatcaaca

tgcggogacy
cagagaagag
cggocgectg
gggaggagga
tgcacaggac
accagcagoa
gggctgtgct
cCaaccaggc
tgctggaggt
agctgccacy
accaaattcft
ttgggatcca
gccccttcaa
Ttrtccagea
graggtactt
ggctoctgoe
tctcagacat
tttgcctoga
ggctgttcga
tgctgctgga
actacgagga
ccccgaaccc
gcatgctgge

tgtctatcat

“ttCctogoage

tcatcctcat
tgcaccacac
tcgtcaactt
acccaggcaa
gcctgatcga

acatgcagga

110

ggcccaggaa
gggctcttac
cagagctggg
CCtgaagcta
ctggcgggag
cotccaggac
Ctgctactac
ctccaactag
tgtgccagac
cttcctcggg
gtttgagatc
cCcagctgotg
gacgccccea
ctgggcgogo
cggggagaag
agcggcagtq
acccacgcag
CLOCCCELLC
ccacggcggc
grtactggaan
cactgaggag
catcacgggt
cagctotgtg

cctgtaccgt

ctgggocctct

ccteteccaag
cCagaccaag
ctactcctca
ctaccacacc
gCctagcacag

gotcctcatc

gaggacagca
gggagcacag
agtcctgoca
gacaggcagc
acttttetgg
gggaacacca
gecgaagacc
tocggccggec
gtacccocccg
agtgacaacc
ctggccaaga
gcagagggtg
gagéécttgt
tggggcaagt
gtggccctct
gtgggcacac
gaactgtgto
tggctgotct

accgtgttct

cggaagageg
aggcctegge
gaggacgagc
gtgatcgtgg
gccatcatgg
cgcatcgoca
atctatgtat
ttcgagoacg
cccgtetaca
ttgtitggag
gagctcctgg

ccgaagctaa

360
420
480

- 540

o0

720
780
B40 .
900
960

1020

1080
1140
1200
1260
1320

1380

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
198D
204D
2100
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agggctoatyg
gggctagcca
acgagtacct
cgctegegee
agttcgtctg
t;cacatcct
tctegtecga
g:tfccrcaa
cgtgcaggta
ttc£tgccat
gcctoctgga
agtactacct
caaaggatga
ccaaggccag
tggcccctoce
tgaaccgcty
Cggcttctct
caaggceccte
accctgtece
ggcrtigtyg
tcgaatgt

<210> 99
<211> 551
<212> ADN
<213> humano

<400> 99

accccatccg
ctagccacac
tgaccctoge
agccggacaa
tgcgacacta
cactgattte

aagacectge

gcagaagtte
ggggccctog
ggaaatggtg
gcrctteogec
cgagtaccgg
ggcgggectc
cttcctgccg
cttcacgctg
tcgggetttc
ccgcctggc&
cctoctggtg
ggctaagcag
gl:agl:r_taag
‘ccagctgcag
tgagccetgc
gctgetgttg
cctcagageg
tttgtttoct
tcggtggect

tcctegeege

ctggctctca
ccacgogeca
cetgteoctg
cccgggegag
catcaacctc
agacctcttg

datgtggraa
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cggcttcgot
gaggacgact
ctgcagttcg
ctgctcaaca
cgccctgtagg
acgcacctgg
cgcgoctact
gcgogagoec
cgggatgacg
ttcgteattg
cctgacatec
gcactggctg
ggctcagage
cagtgacgcc
gagcagcgte
tgcctcatet
cctgtcactc
gctoccagac
coocaggooo

ccctggocac

ccaagaagayg
atgagcttgt
gcttcgfcac
actggétgga
ccgagegoge
cggtcatcag
accggtggac
cgtcectectt
atggacatta

‘tgtttgagca

cagagtctgt
agaatgaggt

gaaggcgaga
gccctgtgag
catcttcgtg
gatccgcttg
ccaggacatc
caacgccttc
ccgogoccac
cgccgoogeg
ttcccagacc
tgtggttttc
ggagatcaaa

tctttttgga

tcagctccca~ctggacacce

tggaaggaca
cttttcctet

ctgggcacat

‘catcoccoggo

dtaagcccaa
ctggacacga

atcgoccctct

tctggtggte
tococctoagge
tgcﬁtgcttc
agggagggac
ggggcccctg
cagttctecct

cctcttacac

gctrctgoag
ggtctgtttg
gccgcctgto
gacgcgcgea
gﬁcatctggt
ctcctggoct

gacctgcocg

Cataacigcd
tactggaatc
tocogttggec
gtgaagcﬁgg
acgaacggaa
ttcacggttc
cttaggggag
agcggctgtﬁ
CCCCCAgCYC
cgtcagctca
cacccaaggg
caggcaggtg
ctogtgacct

cccctcggag
gccaccatge
ctcgtgtgec
gacgcaccag
atcaccaggc
atgagagaaa

Tgggaaatga

acgcrogece
taggtaacaa
tggotgcgct
cggaggacat
agagatatqq
geacagaaaa

gacttgctct

111

gacagcatag tacttgccgc
gcgactggog ctgtocggac
ggccgaggcy tacccctoca
ggccagatac tactcggogo
Aaaacgatcc agoccagaga
tgttcccaga actcgocttg
ctggococttitt cctattitca

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3308

120
180
240
300
360
420
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gCocatattt catcgtgtaa dacgagaatc cacccatcct accaatgcat goagocactg

togctgaattc tgcaatgrit tCorrtgtca tcattgtata Tatgtgtgrt taaataaagt

atcatgcatt c

<210> 100
<211> 1607
<212> ADN
<213> humano

<400> 100

a4atgacticct
agcgtadgeg
aactgyggtg
ctgottaaat
ctgggacagt
coctgtgotge
gacagataca
ggctgagttc
CttcttcicC
Tgacactcac
tcagatccat
ccagétgaéc
tttggaggat
cgaagaggecc
ggatttogtc
taaaggcaaa
ggaccaggty
gcactgtaag
catcttcttc
tatcatcacc
actgrccatt
ggrctreage
caaggccgtg
catgtttita
tgtcttctta

ttcggtaagt:

ggcgactcag
accttggtta

acggacgaqag

gaatcgacaa
ctggtoccty
tcccaccatg
gcctteagec
ccagtgagca
gatgaaatce
gaaggcttcc
accggéaatg
attaaaaagr
aagaaacaga
aaggagotty
tgggagagéc
accaccotaga
aagctgtcca
ctgcctgatg
aagttcctgg
actggaacct
aatggoggotyg
cataaggcto
gaggecatac
atgattgaac
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gcagrggaag
dtCccagcca
atattcacca
acagggooct
tgccgtctic
tctooctgge
atcaggatca
tataccgcea
Tcgctacagc
tggagggoct
aggaactcct
gcctgttoct
tgtaccactc
tcaacgatta
acagagacac
cctttgaagt
aggtgcctat
gctgggtact
aggggaaact
aaaatgaaga
atgatctgaa
accrctcogg
tgctgaccat
ccatgtctat

aaaataccaa

ctgtacactg
gtggacttag
gcagcctoce
grctocctcag
tgtctogtgg
tgaggatcec
cccaaccttc
gctggcacac
ctttgcaatg
gaatttcﬁac
ccgtacectc
cagcgaggge
agaagceric
cgtggagaag
agtttttget
caaggacacc
gatgaagcgt
gctgatgaaa
écagcacctg
cagaaggtct
gagcgtectg
ggtcacagag

cgacgagaaa

CCoooocgag

gtctcocctc

112

Cccaggcaaa
cccctgtttg
ccgttgeece
cttcaggcac
ggcatcctoc
cagggagatﬁ
aacaagatca
cagtccaaca
ctctooctgg
ctcacggaga
aaccagccag
ctgaagctag
actgtcaact
ggtactcaag
ctggtgaatt
gaggaagagg
ttaggcatgt
tacctgggca
gaaaatgaac
gccagettac
gotcaactgg
gaggcacc:c
gggactgaag
gtcaagttca

ttcatgggaa

gcgtccggge
ctcctocgat
tctggateca
caccactgac
tgctggcagy
ctgcccagaa
cCccccaacct
gcaccaatat

ggaccaaggc

ttccggagge .

acagccagct
tggataagtt
tcgoggacac
ggaaaatigt
acatcttctt
acttccacgt
ttaacatcca
atgccaccge
tcacccacga
atttacccaa
gratcactaa
tgaagctcte
ctgctgggge
ACaaaccCrt

aagfggtgaa

480
540
351

60
120
180
240
300
360
420
480
540
G600
ool
720
78O
540
900
960

1020

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
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tcccaccCaa aaataactgc CtotCcglCicl TCaaccoCtc Cooctccatcc ctggocccct
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ccctggatga cattaaagaa gggttgagct.ggtccctgcc tgcaaaa

<210> 101
<211> 1753
<212> ADN
<213> humano

<400> 101

cagcecogoe
tgtcccegag
agccaccaty
gegccgegac
cctctacgge

ggtgggcgcc

ggacgccgac.

caacaacaag
gctggagace
agacatcttt
tgggggccygc
taagtacgaa
gaaggatgta
gaatgatgag
ccagatctee
cggcatcate
ggctgaagec
ggacgacctc
gcaggctgag
goctgaggag
agccgc:étg
catgagcgtg
cgaggagagc
cactogtgge
caatgccctg

gaccgcatce

ccracctgtg
gtcagcgagt
tccatccact
gcocaggtge
ctcggegect
ggecatccgcg
ccctccctoe
tttgocctect
aagtggacge
gagﬁcccaga
ctgoaggcog
gatgaaatta
gatgcigoct
atcaacttcc
gacacatctg
gctgaggtca
tggtaccaga
cggaataccc
dtcgacaaca
cgtggggage
cagcggogca
aagctrgocce
cogttggcta
agragcagrg
agertrorcca

gccagtcgea

gaagcccage
gegegetect
tcagctccce
gcctgageto
cacggccgeg
aggtcaccat
agcgggtgcg
Tcatcgacaa
tgctgcagoa
ttgctggoct
agclgoggag
accaccgcac
acatgagcaa
tcaggaccct

tggtgctgtc

aggcgcagta

ccaagtttoa
ggaatgagat
tCaagaacca
tgocgoteaa
agcaggatat
tggacatcga
gagatgoagt
gcogrgacat
gcagtgcgag
ggagtgcocg

cgoocgotoe
cctegooege
ggtattcace
cgcrcgocee
cgtggocgrg
taaccagagc
ccaggaggag
ggtgcggttt
gcagaagtcg
tcggggtcag
catgcaggat
agctgctgag
gutggagcty
caatgagacg
catggacaac
tgaggagatg
gaccctocag
ttcagagétg
gegtoccaag
ggatgctcgt
ggcacggcag
gatcgocace
gggagccgty
tgggorgace
toctgggctc

cgactgagco

113

cgcgogataaa
cgctaggtec
ttgcgctﬁaﬁ
ggcggocttg
cgctctgoct
ctgctggecec
agcgagcaga
ctggagcagco
gccaagagcea
cttgaggcac
gtgotggagg
aatgagtttg
gaggccaagg
gagttgacag
agtcgotooe
gccaaatgca
geocagacty
aaccgggcca
ttggaggccg
gccaageagy
ctgcgtgagt
taccgcaago
aatatctectg
crcgggagaa
Cctgaaggctt

gcoctocccace

aggcgoggag
atcccoggeoc
CCQCCITCTC
gcagcagcag
atgggggccc
cgetgegact
tcaagaccct
agaacaagct
gocgoetece
tgcaggtgga
acticaagaa
tggigctgaa
tggatgocct
agctgcagtc
tggacctgﬁa
gccgggetga
ggaagcatgg
TCCcagaggct
ccattgocga
aggagctgga
accaggaact
tgctogagog
tgatgaaftc
ccatgggcag
attccatccg

actccactocc

1560
1607

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
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114

tccagfcacc acccacaatc acaagaagat TOCCACCCCT goctcccatg coctggtocca 1620
agacagtgag acagtctgga aagtgatgtc agaatagett Ccaataaagc agoctaattc 1680
tgaggcctga gtgatccacg tgaaaaaaaa aaaadazddd Aaaaaanaaa aaaaaalaaa 1740
aalaaaasaa aaa 1753
<210> 102
<211> 2276
<212> ADN
<213> humano
<400> 102
aagcccagoa goeocoogogge ggatggetoc ggoogoctgyg ctococgoagey cgaccgegeg 60
cgccctocty cccoccgatge tgotgotget gctccagccg ccgoogotge tggooogggac 120
Ictgoocgocg gacgoccacc acctocatgc cgagaggagg gggocacage coctggoatgc 180
agccctgoce agtagoccgg cacctgocoe tgocacgoag gaagcocooot ggootgecag 240
€agcctcagg cotccccgot grggegtgoc cgacccatct gatgggctga grtgoccgcaa 300
cigacagaay aggttcgtge titctggogg gogoctgggag aagaégﬁatc tcacctacag 360
gatccttocgg ttoccatgge agttggtgea ggagoagglg cggoagacga tggoagaggc 420
cttaéﬂggta tggagcgatg tgacgccact cacctttact gaggtgcacg agggecgtgc 480
tgacatcatg atcgacttcg ccaggtactg geatggggac gacctgeocgt ttgatgggcc 540
tgggggcatc ctggcccatg ccttcttoccc caagactcac cgagaagggyg atgtccactt 00
cga&tatgat gagacctgga ctatcgggga tgaccagggc acégacctgc tgcaggtggc 660
agcccatgaa tttggecacg tgotggggot gcagcacaca acagcagoca aggccctgat 720
gtocgectte tacacctttc gotactcact gagtctcage ccagatgact gcagggacgt 780
tcaacaccta tatggcoccagc cctggcccéc tgtcacctoc aggacccoccag coctgggicc B40
craggctggg atagacacca atgagattge acégctggag ccagacgooo cgocagatge 900
ctgtgag{_-;cc tccttigacg cggtctccac catcdgaggc gagotctitt tottcaaago 960
gggctttgtyg tggogoctoe gtgggggcca getgcagocoe ggctacccag cattggecte 1020
tcgocactga caggoactgc ccagocctot ggacgctgcc ttcgaggatg cccagggocca 1080
catttggttc ttccaaggtg ctcagtactg ggtgtacgac ggtgaaaagc cagtoctggg 1140
ccccgeacce ctcaccgage tgggectggt gaggttcccg gtccatgetg cottggtctg 1200
gggtcccgag aagaacaaga tctacttctt €Ccgaggcagg gactactgge grrtccacce 1260
cagcacccgg cgtgtagaca gtcccgtgoco cogocagggce actgactgga gaggggtgee 1320
ctctgagatc gacgctgoct tccaggatge tgatggctat goctacttce tgogeggecg 1380
cctctactgg aagtttgacce ctgtgaaggt gaaggctctg gaaggcttcc ccogtctogt 1440
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gggtcctgac
atgececctcag
atctttgtgg
gtggggtaca
gifactgict
ggcccgetat
tagcaccatg
ccttccaggg
gagcaactgg
tetgtotgoe
ttcacagtca
aacatacctc
TtcCTtccaaag

trtttaaact

ttctttgget
gggtgctgac
ctgtgggcac
accaccatga
cagacigogc
gQragygtcctg
gcaggactgg
getggcactg

-gctgtagggc

ttctggotoa

aatggggagg
aatcctgtce

ccattgtaaa

gaggattgtc

<210> 103
<211> 7381
<212> ADN
<213> humano

<400> 103
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gtgccgagec
ccctgecagg
caggcatggg
caactgccag
agggagoctt
graaacctgg
gggaactgga
aagcaagggt
agggccactt
caatcctgga
gotattcttc
caggctﬁgat

tgtgtgtaca.

dttaaacaca

rgccaacact
ccacgaatat
actgagccca
gagggccacyg
tggcatéact
ctgccctgtc
gtgtcottge
gctggggocc
cctgaggtca
aatctgttct
atgcaggaga
cctcctgaag

-gtgtgtataa

gttotittict

ttcctotgac
cagoctagag
tgtctcctca
caggtcatag
taagaggaag
tCcatcootg
tgtatcoctg
catggccttc
aggtcttagta
ccagaatcca
ccccaggcce
cococttttoac
accttctict

ddddaddadd

catggcttgg -

acccatggcc
gggggatgag
tcacctgoca
ggcagtctty
tecctcaggy

ttgtgaggtt

agccctggct
ggtgcctgca
ggccaaaaag
tggaggctgc
agcactgcta
ottt

dddddd

tacagceoca
agctetggtg
ggagggtgoc
cCoteccgee
LTLCCtggty
cgocctottt
goccageege
ggagcttcoce
gagggtctcc
aggaaccaca
aggctcaaca
tcaggacata
agctcaaace

acacaatgtg

aggtogotoo
ggacagggac
ccacccattt
actcagctca
0g9gTagtgag
tgtoctcitc
ctgaggggac
cagggagcca
tggotgtccc
gaggacacat
acagcgacac
tCagcttcat
gacaccctca

atggagacty

ctctggooco
agceooctggo
ccagtgtgac
ggctgatgag
gtggogctga
ccaggticco
gogctcacot
gggggactet
tgagctgcct
taataactgg
tagaggoaca
ctcagaacca
cgcagatgat

ttacgcagga

Citicttcoc
gagggaggag
ctgttocccat
aagcagagca
ggagagaaaa
tggoocicttc
ctgctcctca
tgoogcagoc
gtgtctctgc
aagtaaaact
atcaactgca
ccagactaag
gacatcaact

gacagctect

115

catteticoo
aggacccagg
tccoccatgt
acgggtotat
gggtgattag
ggagaaacgc
cactgcaget
4tgaaggagg
ctocttcege
cctgocccag
gcttctitcaa
agcacggaga
Crittttett

ccagatgaaa

agcagcccas
aaccocggcta
ctoctcocat
cgﬁtgttttc
cgtggggece
acttggttcg
gcrgggccgt
cacgotgoag
atgtgatcco.
tcacctcaac
ggacctctaa
ccaccageaa
ccccaagtat

tgaccacate

1500
1560
1620
1680
1740
1E00
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2276

120
180
240
300
360
420

480

540
600
BE&D
720
780
B40
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atitccoctoc
CtCcacagac
taccccagltyg
ttcctggagg
cacgcagacc
ttctttctct
aggtgaaaca
ga;gataata
agtacctgtt
agaaégacaa
taagaaccac
caccctcaca
tggaacagtt
tgtcagcaat
tactcttgga
ttccaaagtt
tctacctoeca
aggacggect
acatgaaaca
aacagaactg
tacaagggca
aggagaqocc
Cgeccagaca
aagctatagr
ggatagacac
ttccacaage
ccogcagace
gacagtcacc
tcctcaggac
tgotcacaca
caccctgoon
ctctgtagtg

agtgtcacca
tccactcttg
acctcagcag
atctctat;c
accagggaat
ccaagtgtac
gctaccteat
gtgacaacct
actggaagte
tcaccagcaa
cagactcaga
ccggttacaa
tctcaggaga
acattﬂcfgg
aacacagagg
Tcaaccatat
daadatatcca
catgagagga
dcaacatggc
ccctcaacat
gctggcacta
accacatact
caatggacac
Otgattcaga
acatcacaac
acctctcctc
dcacaagaat
accccaggtt
gacccacoa
acccaggecc
ccctcagaoag

tcaacaccag
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acacactcat
gaaacacaga
tctcaataac
aagacacatc
Ctcaaaccag
acaatgtgac
ccctctgtag
ccacaggctc
ttatgccagt
ctttctcaag
gcgtggagac
catcaactgt
cattcccttc
taacatcaaa
dagacatcact
ggtggtcaga
cagctttcca
gctcattcto
cttcctcatt
caacaggtgc
ttccaagggt
cctoccacag
aagaaacgaqg
tgataaaaac
aaattacaac
aggaatcacc
cacaaaccac
cttccttcac
taagtgcagc
Cgaccacagoc
gcacgtcact

ggggcccaga

gatgacatca
agagacatca
agctggﬁcag
agctretict
caccctaaca
agggactgtt
Tgtcacaaac
cactctrgoa
cacctcagca
gacttctact
caccagagta
tttatcctca
tggtgaaaca
ggtgttcaga
atctgtaagt
cactctgtca
cacccagcag
tccagotgta
ctccagcaaa
tgccactagg
cccctctaag
;acaactctc
gaccactgga
ggccacatee
‘ggcaccatca
agctgtttcc
gagatccgtc
agccagtggg
aacaaccttt
actgcagaca
ttccaaaaca

aggacaatgy

116

aagactrataa
acagcaggaa
gaaggacaat
cagaaccact
cacagaacca
tctcagaaga
acatccatga
aacccaggag
gccttagtaa
caggacacaa
tctcaaatca
ccaagtggat
accatctcat
atgccaatct
ggaaccattt
acagcactct
dgtgaaqgtg
tctcaagaaa

ggccacacaa

cttgtcacag

gtctcagcaa
CCadaadcaa
gaggcrcttco
CCatcttctt
dacaaatcatt
caaaggggfc
TCcoccatga
cactcgooct
gccocagetc
gcacccagea
ggrgccctta

acatcagcct

caatgacaac

ctgaaagttc

-Cacfaacaac

ggactcggag
cttcaactcc
catctecttc
tgacatcaga
agacatcatc
cagttgatcc
cagcttttte
acaccctcaa
tcaacfcaag
ccocctteccag
ccagagactc
ctgcaatcac
cccccagttc
cagagaccac

tatttactct

cttggtcaca

gaaatcecatc
taggggaacc
caggggcagg
tcagcagoocc
cacctatgct

Caacaataca

acactcgagc .

ctgacaccaa
cagaaattgt
ccaccgggaa
gocatgatge
ctctggecaa

ctgccageac

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
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ctcacctgac
tggacaaaca
agctaceccet
caccrcagoa
gtﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂc
aatggcgtct
agagagaccg
cgccatttee
cagcetggen
cacatccagt
tgééééaacc
ctccteagee
Eécagtattt
gaagacagac
catttccace
cctgoctgag
cgtcaggagg
tgactectet
grcagactac
EECtgtggEE
cacatitrtat
cgagtcttgg
ggtcacgtag
cCaagocatc
tgogatgcag
tggagatgge
ccctgataga
ccggoaagaa
gtggcccage
ggacttacga

cagottcace

acagcaqcag
cagaccagcg
toctcatoog
gajgacgacaa
gaattgctgt
tegategteoc
acaggacagt
cggatggcco
tcccaggoaa
gggcttacat
ttcaccﬁcgg
tccacaggtc
tcggactece
ggtggganac
attcccagca
agaggagrre
accgtggact
ctocgtgatt
cagattttct
ctggtggctce
caggaatacg
attagaaaga
gtcaatgceoc
ctctocacgg
tgggacgtog
tatttcgaaa
ttcctgaatt
aggcccaact
tggggctaga
ttccaacccg

tettggegag
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ccatgaccca
aaccggectc
0ggcgagtag
ggtttteate
cCcgocctcage
cCggcacctt
caagcccaac
agactcagag
ccgacacctt
ctecacaaac
Lcctcatcag

acgccacoco

‘ctctgaagat

gcacagcrac
ctgocatgea
CCETCTLLCC
tcacctocoe
ccctctactt
CCtaccccaa
cgttctggga
agacgttcta
tgacaaataﬁ
acgcctatcc
dcgggagcag
cccagegoto
acagccoccact
ccaactcaqg
accgtctoga
accaggtete

TCagcatagg

gagocgrgrg

tacccaccag
ctcagggtca
cacaacacct
aaacccctcec
cagtcatgot
TCatCcccacc
ttctcccagt
gacaggaacc
ctcaacagtc
cCcagacccac
caacgecacc
tcttogctgte
ggaaacatca

atcaccaccc

Cacccgctcc

ctatggggea
actcttcaag
cacagacaat
CCCaACTCCCca
cgatgctgac
tggtgaacac
cgagggctac
tgcccagtag
gtocctatgoco
aggraacocg
gatgtcccag
cctccaaggg
gtgcctgcag
ctgeccttgt
tcgctggogc
ctgcagctac
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gctgagagea
Cgaaccacct
tcaggaagog
agggacagtc
gccatcccag
cCtctctgagg
gectetectc
agcagagggt
coacCcacac
dctctgtcac
cctcrtocty
agcagtgcta
ggaatgacaa
cccacaacct
acagctgooo
ggcgocaggg
cocagegactg
ggccagatca
acaggcttca
ttctocacty
agcctgctag
aaggccaggt
accctcggga
ctgtttctct
gtgctcatgg
ccagrgrggg
ctgcagttct
tggctgaaga
tcctggeagc
ctcggcagta

ggaccotggg

cagaggoctc
cagcgggeac
aagoaatatc
acacaaccca
taagcacagg
cctecactgo
‘aggagacagc
Ctgacactat
ctocatcgat
cttcagggre
tcaccagcac
cctcagcttco

ta:cgtcact

cccagaccat -

ccatcoCcat
acctggagtt
gcttoccect
tcttocccaga
caggeeggga
gtcgggggac
tctagtaggc
gggcoctaaa
gcaacaccta
accagagcag
gcftctctag
agaggtatcg
acaggctaca
gccagecteg
agggacgacg
ggcagotatg
gagagtticg

2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
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tgaaggetag
grgctgcege
cgtgggctgt
caccaccttg
ggcccaagac
ccaggccace
cactggtccaa
tgtgacattt
agttqtc:tg
ctcggtgatc
QadaccgCacy
gcccaatggc
gacctoocag
Ccttcacccct
Ctccaactgt
catcggactt
tcagtaceeg
geigattcag
cgacttogag
cactctggag
gactgrggtc
gggcaactce
crgcgagooc
tgggaagggc
tctggggago
aggccactgc
cttcactgac
ACTICCCTTA
ggtcaacgcc
cagccaagtg
gatggtcatc

cCagetgotg

cacgtgcagc
Tggaatgaca
gctacataca
gatggtgtca
gggaactoct
dacttcatcg
togctocttg
cagccfgacc

agccgcaacg

gegcteteca

gaggggctcc
tocaccattc
atcaacgooa
gttttctact
gacogagata
cacacgaggq
Ccctccatca
tacaccagca
ctctttgaga
attctagcaa
tgccattoca
tccctgoagg
tccgaggatyg
tgcoagacct
tctttoctgt
tacatctccc
agoogotgot
agagtcatcc
tcggtggeat
gaacgaatcg

tcggagttce
gcegeggtygg
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gtocttogea
agCCCTacct
goccoccaca
gttacacctt
ccttocctget
cctitgoogc
agcctcacga
atgaagacgg
Qctctgaogt
acatccteca
tgggggtctg
coCcagggag
caggcctoct

cacaactgca

gCteatgeat

aagtcagraa

atogtggtcg

atgctgagga
atgggacgtt
gaagtgccaa
atgcagagag
tggctoggcty
cctgtgagoa
goocctccaaa
gtcagaacca
agactctgog
tcctggcotag
agcrortget
acagactggg
attctgcage
agtathCCC

tggaggogtt

gttagcccag
ctgtoccctg
gcocgoetag
caafggg:tg
tcagggecge
tcagtaccgc
cgcaatccgt
cggaggccag
ctcggocage
cacctecgee

gaataacaat

.cccfgaggag

tggcaagang
aaaaaacagc
ctatgacacc
aaactacgag
tgtgattigaa
tgccaactic
gctgtggaca
gattggcttg
ccagrgtttg
caagtgtgac
gocegrgettc
ccrtgactggg
gtcctgooct
ctgtcagooe
gaacaacttc
cagtgaagaqg
gaccctggac
accggoctog
tCcggggoccyg
ctrtataccac

118

gaactggagc
taccagcaga
atgttcggog
goggacttcc
accgcocaga
- tccagcagec
gtcctgetgg
gagacgttca
ttcgacgget
agcctoocge
ccagaggacg
atgcttttec
. aatgaccagc
Ltcctgggcty
ctggeoctge
caggcgaacg
gcctacaagg
acgctcagag
cccaagtcge
gcatctgecac
tacaatcaga
gggggcacct
ccgagtgtcc
gargggcgac
gtgaattact
atgtgcacct
agtccaactg
gaaaatgcct
atgcgggect
ggaagcccca
grcattgact
grrccacgga

cacagagcig

ggcggeccca

acccccacat -

tgctggtcag
ctgoctcagc
tggococcgt
ataaccagac
acgocaccgg
gggccaccgt
cogagtacca
acttcaggat
actttggaat
tgcettecaa
aacatttgat
gcaacgcaag
cLacccicaa
goCagaccac
acagctgcac
tgéagccatt
tccagccﬁag
ccagcagagt
tCggoogota
actgogttcc
actgrgcaqc
gctacaatca
grcioccago
fCaacctaga
cCatggcaga
tictccgeaa
fCcaacactq

tcctgaacaa

ggagtgagga

4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300

6360

6420
6480
6540
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gcccaggaac
cctgaacgtg
gotctacagc
ccatggaggc
catctacacg
cggcatcttc
CCTOCQetTC
cttgcctiga
acatttaagg
goattctica
gcaggtgcac
dCacCCacad
gagttcataa
tggrrtactt

a

<210> 104
<211> 2323
<212> ADN
<213> humano

<400> 104

agctatgatc

atggaccgag
cacctgogot
ttcgatgtag
ctgogoocge
aatggcacce
gacacctacg
tgtcctggag
tatgogacag
Cacaacccga
a4daqicggga
ctcttcgatt

atcatccccg

gacgtggtet
agcacgctga
Ecccagagcﬁ
cagtgccagc
gcctggggcy
tftggggccc
togggrtgct
aggggcagct
cgccattgct
aggagaatga
40g99ggaggc
aaggacacta
tgtogtgaty
Ccaaattaact

graacaccit ggtggoccatc

goctcatgoa
atgggagcat
ttctgotgga
Coccactgcco
tgctggacag
togoctotgg
agagaaggaa
Tgatcococoo
aggacgctgt
ccggggactt
Cccagctactc

ggatggacca
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tccagoocat
aggcttactt
gcttcacctg
acctgcccag
agcactgtga
tgggcggoct
€cggggccag
gtggcctagg
tttgggagac
atactgggaa
cataaagatc
gcoctgtgeac
gcoctaaget

ctatttaaat

ctCCggggaa
cagatgcgat
cgtgtocccg
tgggcocccge
gcacctgagc
cttgctgotg
gttctccrat

ctacctcaag

tggaaaaggg

gacgtgogog
gactacaaqg
tgcagtagag
tgcagctgtg
~atgaaactcg
ggggtcggoga
TtCCtgaact
actcacctca

aaggtgactyg

tcaagacaag actataccit

aaacatgcat
gcgcgegige
aagcaaaatg

aaagtctctc

gtggrgogty t

ggatgggrtcc
acacacacac

cttctgcaca
tgactttttg

ggggcgect

atgtgacagc

gctacgacct

gcractgtga
tgtcctictc
acgcgttctt
cgttcgtggt
cagctgaggc
tccttaccgc
aaggctgtca
afccataggc
tcacgcagac
diacacacac
Caaaactctc

tgtctccaaa

catcactggc

catgtotgtc
cggcctogog
tatgtogaac
cCcgcatggrc
cacctccttc
ttggctgatc
gattatcatc
acaggoocrcy
ccagctagag
catgcogctac
CcogCaaccac

gggactgcag

dacgagoggc
gggctcattc
aaggaagaca
Caggacggcg
gacaccagct
aagggcatgy
cCtccattco
Cctggtctitc
acgctggagc
cactacaatg
acctacaata

ggtgcctgea

119

gacgcctcat
caccggatgc
ccgtgcaggt
actrtgtccg
acagtaagag
atcagoaget
tggootatag
acgtcctoct
tCcooocccogg
gctccttgat

cctatatcgg

tgggagaacg

tgtgcctecc

cacccictac

gagcacattg

ctaccactac
cggcacttat
gctgggeatg

c€gagaaaggc

gattgacgtg

ctgtgtccgo
ggacggcacc
gcagggttac

ccggagaatt

6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
73E1

120
180
240
300
360
420
4B0D
540
600
GG0
720
780
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accatocococ
gocgtgctaa
atcaggacac
gttcgatacc
tacggggcce
ggcctgoagg
Cacggoagadga
ctggtgtccc
cctgccaacc
ttctoccacct
gaccctgaga
atcacagtcg.
ctctgagogg
gtggcggtag
Ccaactaaaa
cacagcacag
ggatitgcaa
cccocaccat
aactrtcict
acagctogct
aaggcrootg
gtggaggcty
tccctaaaga

gtgagggaag

‘gtgggaggga

ctttottcca

<210> 105
<211> 741
<212> ADN
<213> humano

<400> 105

cgcacctoge
tcttcaacgt
tgtccocggee
attachacfg
cocaggaggc
gcatgtgtgt
gtggagcccg
gggaggatgg
tgtttgaaga
tcatcaaggc
aaaccatagg
acgagctcaa
Cagggagcct
gactgacctg

caatogcaga

acctctaccg

agccaatttg
acctccocte
ttctttgtac
aggaccccte
gagggcagoc
agctgaccct
aggctticcc
ctgcttgogt
gggcagagct
aataaaagat
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ctatggggag
ccatgtcatt

dtccgagacc
frctttgetg
gactctcggg
gggagagagg
gggagtccea
gctgoccaca
catggacctc
tcaagtgagt

agacatgttc

.g;lgaagtcé

ggccaggect
cCtgacagtca
ggagacatct
tgtttctctt
gggcectgtag
:acatca:tﬁ
trcttgtcat
tgccttocott
Ctaccictoc
gggctgctyg
taaggaacca
gggrgttagg
ctgcacactc

Taaaccaaaa

aatggaactg
gacttccaca
tgcaatgaga
gacggcaccc
gccaacaang
cggcagctca
ggcagtgctg
ggctaccrgt
aacaaggatg
gagggcaaag
Cagaaccaqq
gatgaggacg
gagacacdga
cocctccctct
ctggtgttcc
ccatccctaa
agcctggogt
acacagctga
ccocactooc
cccaatcctq
catgoocttt
aggccagact
tagaagagag
gctatgaaat
aaaggctaaa

ddddaadaad

gagacaagat
accctgcgga
CCacfaaqct
agctgttcac
tgatcgaagg
tcﬁtgctccc
tgctgetgtt
ttgtgtggca
gcgaggtocc
gacgectcat
accgcaacca
aggagcgggt
ggcccactgo
gctgggatga
caccacccta
accacticct
fggatagggc
gettgttate
agccoctatt
actgoctect
gocctoctoe
gggctgtagt
gaagaaaaca
cttgoatttg
ctggtgtcag

daa

ccctggetot
tgtggtggaa
tggggacttt
ctcgcatgac
cctggacacg
gcacctggec
tgagatggag
caaggaccct
tccggaggag
goctgggcag
ggacggcaag
cCacgaggay
gagggggaca
ggtccaggag
gatgaaaatc
taaaatgttt
catggctggt
catctcccca
cctctatgtg
agggaagogg
CLCgootoca
tagcttttca
aagggcatgt
gggctoaggg
tocttttttc

tcacgigacc cgggcgeget goggocgoce gegoggacce ggegagaggce ggcggeggga

gtggcggtga tggacgogtc cgggoagcag Cocagagdcd 0ugggcccac cagotctgad

120

- 840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2323

60
120
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cagatcatga
tccccccgag
tggggccaag
accaaggtgc
cggctgttag
acgcccacgt
atctggaaga
ttatggcatt
taattattgg
acaaaaaaaa

dddddddadad

<210> 106
<211> 2373
<212> ADN
<213> humano

<400> 106

cccaggeoca
ctgtcgettt
cgcgagoogg
gagcgcagcg
ccgcccggﬁg
ggcageccctg
9gCcggcgagg
gacgccttca
ccgccacccc
ccgctCQﬁga
ggggaaccca
gacccagoca
caagagctag
atcgecgrgt
gccaagtggce
ccgcagttca

aacaactggg

agacagqggqc
aggtcttttt

trgtcgecct
cggaactgat
gctggatcca
ggﬂagatcgt
agatgagctg
TTTCToggag
9099tgtgag
aaaaaaaaaa

aaaaaaaaaa

Ecctﬂtccag
aagacagact
agccggagec
cogagcactg
Ecgcagﬂccc
gagggcagec
EgCgEEEagE
aggggggcat
atgacatggg
actocgocag
agggacccga
agaagaagaa
aggtcacgtt
ggaccaacct
gtaagcgega
gcggcctagt

ccgoccaagag
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cotrrtgott
ccgagrggea
LTTCTAcLTT
cagaaccatc
agaccaggot
gaccatcrrt
aggccecccag
gggtgagoat
gaagagtggt
aaaaaaaaaa

a

cacccctgge
ctgccggeac
gygagccoguy
agccagg;gc
gggcggtcca
gcttaggcge
ccoggoccoct
gagcctggag
gcccgectte
cgagtcgtct
ggacagtggt
geagcggcgg
ccagaggaac
caccgageeq
gcgtaaccad
gragccctac

cctggogoca

caggggatga
gctgacatot
gCcagcaaac
atgggctgga
ggttgggacyg
grggcgagag
ctgoccttgga
tgggggacat

citgagogag
aaaaaaaaaa

gcagggactg
cgtecggage
ccggeogaac
ccagtegega
tggggcoggc
tgcgetcttg
ggagcgeecg
cggctgocgq
cacctggecc
gacacggagc
gcgggagaca
caacgtacgc
cgctaccccg
cgcgtgcaaq
cagctggace
gaggacgtgt
gcgecgetct
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ttgcogoocgt
tttctgacag
tggtgctcaa
cattggactt
gcetoctete
tgctcaceac
ctgtortttt
gggeattrtt
taataaacct

ddddddadda

ggacacagac

Caacttcaac

ggcccTgtac
cctccgggag
ctacttiggg
ctegotcacc

cctccataaa

ctracttttg
ccttegggac

ddddddaaaa

ctggaacctg
cttagaaacc
tgctgaggoo
gaagctgocg
acggogtogco
tccocgeagg
ccgoggtocc
aggggctccy
ggccocgocga
tgtcagagﬁa
cgggctocgg
acttcacaag
aﬁatgagcat
tctggttcaa
tatacaaqag
acgccgeegg

ccaccaagag

gotgtgogoy
ggcooccggat
cgagcggcag
cegeetetge
tgcaggegee
tegeagecag
cacctccatg
gecgoegecy
cccccgegag
ggagcgeggc
cggcgcagac
ccagcagtig
gagggaggaq
gaaccggega
tggctacgty
ctactcctac

CTTCacCttc

180
240
300
360
420
480
340
600
660
720
741

60
120
180
240
300
360
420
480
=40
600
&60
720
T8O
B40
Q00
960
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ttcaactcca
tccatgacca
ctcaacaaca
tgcccgtacg
ctagccagcc
ggcccggect
€gggccggceyg
tCgraageec
fcccactccg
caaaaaaaaa
gatgagttgc
ggaggcccac
ggggaggacg
cctgoggact
aagttgcect
tgggocogge
dagocgcacac
atattaaggc
atctcagaac
ggctaggagy
agtcgagccg
ctcteeggec

Tetgtctata

<210> 107
<211> 1314
<212> ADN
<213> humano

<400> 107

aattcoogge
aggegecgeg
dadCTCCgoto
ccggeccact

gcogccticoct

tgagcocgot
tgccgrocag
tcaacaacct
geactceege
tgcggctcaa
cggocctcaa
gecggagogg
cagcrcaceg
ggttogtttt
aaaaaaaaaa
aatttctetc
Tccgeggagag
acctecgtatc
ggatgtgcgg
ctccgagota
gttgggtitg
ggccccgacg
cacggagcga
accccagect
tggccctotg
gcagagcaag
cgcgoccctyg

fcgactaaaa

tCggggacct CCacgcacog cggctagoge
gCtcagogog taccggegog crtcgaaacc
Cggagoccica goccocctgga aagtgatcoo
tgctgcagga cgatatctct agotoctata

ccagggtocct gCagaatgga ggagataagt
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grcotogeag
catgogecca
caccggeteoe
ctegecctac
gtccaaacag
cgcgigccag
ggaaggacgc
cgccgegaac
gtgrrrgett
aaagcaaaaa
gagatggcgc
gcacgcggcg
ccgegrocec
ggcctagact
ggcccggccg
gggggacogt
cgoctggtag
cagcgggcag
tgagcttage
tctgggegaa
gggcgcggec
tttacagcgt

ddddddddaa

tccatattet
ggcgeegtac
tegetcaact
agcgtctace
cactcgtogt
tacaacagct
gggcgcggag
Cicacacctg
ttccggaccee
gacgtcggag
gggtagtgtyg
cggtaggcga
gccgegergg
tgcctaggat
agagcgeoott
gcccocagoeo
agcetegety
tgogoggoctg
tgcaggceca
Cagccocctco
ccagggccct
ccotgtgtat

ddd
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cagcacccag
Ctggcatgcc
cggccatgtc
gagacacgtg
ttggctacag
gaccgoocog
gacgcacgog
cgcageccec
cactctgeec
aaaagtgccg

tgtgtgttcc

gcgccgagac

atccggactg
ticCccgacco
agctcgagtc
caggatcggg
geeccgegec
gcgggaggtyg
ggccctetge
ctcaccgeec
gcgoccactt

gttggactga

CLtccatctcc
caactcggac
gecggocget
caactcgagc
cgccctgeag
ccgcaccacg
gggccccgge
tcctcoccact
Iccaasaaga
cgaaaaaatg
cacgggoococeo
ccagcegeeg
agtggccagg
cgtacaaacc
ggatccgtgt
cactcagtgg
ccggageect
ggggaggtcc
tctgctoccg
gccgtgcaag
tgcacacceg

ctgtaataaa

Cgacaaccag ctagcgtgca
gcagtcctocc ggogaccocg
ggcatccgag agccaagatg
CCaccaccac caccattaca

Togagacgat gooccctctac

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2373

120
180
240
300
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ttggaagacg
daggaaggcc
ctacacttgg
ctttoggagg
ctorggagcc
dacacaat gq
aagttttcag
gtgggttggc
ttgtctgace
ttgctogatga
trtcaaaaca
tggctagtga
ccccgggaga
Cactccrttc
ttcttcattg
gccgocatet

daaadaaaas

acattcgecoc
caagccocaa
gagccctgta
tattctacta
accgcrcrta
cattccagaa
aaacacatgc
tgcttgtgeg
tagaagctga
tgtgettcat
gtgtgttcgt
acagtgctgc
atatcctggt
cctargacta
attgcatgoc
tggccaggat

ddddaaddda
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tgatataaaa
ggttgaatat
tgggatcact
ttttgtcagt
caaagctegg
tgatgtctat
tgat:ctcaf
Ccaaacaccca
gaaactggtg
cctgoccacg

tgoccacttic

Cccacctcttc

ttcacttgga
ctetgecagt
cgccctoggt
taaaagaacc

ddddadadad

gatgatatat
gterggagaa
ttgattccta
goccctgagca
ctgcccctac
gaatgggcote
dattcccgac
gctgtcaaag
atgttﬂtaga
cttgtgocct
ttgcgatatg
ggatatcgic
gctgtgogtg
gagtaccgct
ctoggoctatg
ggagatggaa
aaaaataaaa
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atgaccocac
acatcatcct
cctgcaagtt
taacagcagg
ggctctttct
gtgaccaccg
gtggcttttt
agaaggggag
ggaggracta
ggtatttctg
ctgtggtgct
cttatgacaa
agggcttcca
ggcacatcaa
accggaagaa
actaaaaaaa

ddddadadda

ctacaaggat
tatgtctctg
ctacacctgg
agctcatcgt
gatcattgec
tgcccaccac
cttctctcac
tacgctagac
caaacctggc
gggtgaaact
taatgccace
gaacattagc
caactaccac
cttcaccaca
agtctccaag
aaaasaaasa

dddd

360
420
480
540
600
660
720
780
840

960
1020
1080
1140
1200

1260

1314
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REIVINDICACIONES
1. Método de identificacion del origen de una metastasis de origen desconocido que comprende las etapas de

a. medir los Biomarcadores asociados con tres carcinomas diferentes en una muestra que contiene células
metastasicas, en el que los Biomarcadores son los niveles de expresion de genes Marcadores y en el que los
genes Marcadores estan seleccionados de entre:

i. SP-B, TTF y DSG3, que son marcadores para el cancer de pulmon;
ii. F5 y PSCA, que son marcadores para el cancer de pancreas; y
iii. CDH17, que es un marcador para el cancer de colon;

b. combinar los datos de los Biomarcadores en un algoritmo en el que el algoritmo
i. normaliza los Biomarcadores frente a una referencia; e
ii. impone un punto de corte que optimiza la sensibilidad y la especificidad de cada Biomarcador, pondera la
prevalencia de los carcinomas y selecciona un tejido de origen;
c. determinar el origen en base a la probabilidad mas alta determinada por el algoritmo o determinar que el
carcinoma no se deriva de un conjunto concreto de carcinomas; y
d. opcionalmente medir los Biomarcadores especificos para uno o mas carcinomas diferentes adicionales, y
repetir las etapas c) y d) para los Biomarcadores adicionales;

2. Método segun la reivindicacion 1 en el que la expresidon génica se mide utilizando al menos una de las
SEQ ID NO: 11-54 y 57-58.

3. Método segun la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente obtener informacion clinica adicional, incluido el
sitio de metastasis, para determinar el origen del carcinoma.

4. Método segun la reivindicacion 1 que comprende adicionalmente medir la expresion de al menos un gen
expresado constitutivamente en la muestra.

5. Método de orientacion para el tratamiento determinando el origen de una metastasis de origen desconocido segun
la reivindicacion 1 e identificando el tratamiento apropiado para ello.

6. Método para proporcionar un pronéstico determinando el origen de una metastasis de origen desconocido, segun
la reivindicacion 1 e identificando el correspondiente prondstico para ello.

7. Uso de una composicion que comprende al menos una secuencia aislada seleccionada de entre las SEQ ID NO:
11-54 y 57-58 en el método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6.

8. Uso de un kit que comprende ARN o ADNc que hibrida con los genes marcadores segun la reivindicacion 1 en un
método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6.

9. Uso de una micromatriz o matriz génica para llevar a cabo el método segun la reivindicacién 1.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 7
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Figura 94
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Figura 9B
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Mama Golon Pulm. Ovario Pancr. Prost.
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