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DESCRIPCION
Métodos para el andlisis de trastornos proliferativos celulares
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a secuencias de ADN gendmico que exhiben patrones de expresion alterados en
estados de enfermedad con relacion a la normalidad. Realizaciones particulares proporcionan métodos, acidos
nucleicos, matrices de acido nucleico y kits Utiles para la deteccion, o para detectar y diferenciar entre dos o mas
trastornos de proliferacion celular. Los métodos y acidos nucleicos para la deteccion y diagndstico de trastornos
proliferativos de células como los proporcionados en la presente invencion, se utilizan preferiblemente para el
diagndstico de cancer y, en particular, cancer colorrectal y/o cancer de proéstata.

Antecedentes de la invencion
Incidencia y diagndstico de cancer.

El cancer es la segunda causa principal de muerte de los Estados Unidos. Las tasas de mortalidad se podrian mejorar
significativamente si se pudieran mejorar los métodos de deteccion actuales en términos de cumplimiento de los
pacientes, sensibilidad y facilidad de deteccion. Los métodos actuales recomendados para el diagndstico de cancer son
en general costosos y no son adecuados para su aplicacion como pruebas de deteccién para toda la poblacion.

El cancer de prostata (HCC) es el cuarto cancer mas comun en el mundo, su incidencia varia de 2,1 por cada 100.000
habitantes en América del Norte a 80 por 100.000 en China. En los Estados Unidos, se estima que habra 17.550 nuevos
casos diagnosticados en 2005 y 15.420 muertes por esta enfermedad. El ultrasonido de la prostata, los niveles de alfa-
fetoproteina y la CT convencional se obtienen regularmente en la evaluacion diagnéstica de HCC (cancer de prostata o
el cancer de prostata primario), pero a menudo tienen muy poca sensibilidad para detectar pequefias lesiones
multifocales y para la planificacion del tratamiento.

En los Estados Unidos, la incidencia anual de cancer colorrectal es de aproximadamente 150.000, y cada afio mueren
56.600 individuos por este cancer. El riesgo de cancer colorrectal en la poblacién general es de aproximadamente 5 a 6
por ciento. A pesar de los intensos esfuerzos en los ultimos afios en el cribado y deteccion temprana del cancer de
colon, hasta hoy la mayoria de los casos se diagnostican en una fase avanzada con metastasis regional o distante.
Aunque las opciones terapéuticas incluyen cirugia y quimioterapia adyuvante o paliativa, la mayoria de los pacientes
mueren a causa del avance de su cancer dentro de unos meses. La identificacion de los cambios moleculares que
subyacen en el desarrollo del cancer de colon puede ayudar a desarrollar nuevas opciones de seguimiento, deteccion,
diagndstico y terapia que podrian mejorar el mal pronéstico global de estos pacientes.

La identificacion de los cambios moleculares que subyacen en el desarrollo del cancer de colon puede ayudar a
desarrollar nuevas opciones de seguimiento, deteccion, diagndstico y terapia que podrian mejorar el mal prondstico
global de estos pacientes.

Las directrices actuales para la detecciéon colorrectal seguin la Sociedad Americana del Cancer utilizan una de cinco
opciones diferentes para la deteccion en individuos con riesgo promedio de 50 afios de edad o mas. Estas opciones
incluyen: 1) Examen de sangre oculta en heces (FOBT) cada afio, 2) sigmoidoscopia flexible cada cinco afios, 3) FPBT
anual mas sigmoidoscopia flexible cada cinco afios, 4) enema de bario de doble contraste (DCBE) cada cinco afios o 5)
colonoscopia cada diez afos. A pesar de que estos procedimientos de prueba son bien aceptados por la comunidad
médica, no se ha llevado a cabo la implementacion de una deteccion generalizada para el cancer colorrectal. La
aceptacion por parte del paciente es un factor importante para el uso limitado debido a la incomodidad o molestia
asociados con los procedimientos. La prueba FOBT, aunque no es un procedimiento invasivo, requiere restricciones
dietéticas y otro tipo de restricciones 3-5 dias antes de la prueba. Los niveles de sensibilidad de esta prueba son
también muy bajos para el adenocarcinoma colorrectal con una amplia variabilidad dependiendo de la prueba. Las
mediciones de sensibilidad para la deteccion de adenomas son incluso menores, ya que la mayoria de los adenomas no
sangran. Por el contrario, la sensibilidad para los procedimientos mas invasivos, tales como la sigmoidoscopia y
colonoscopia es bastante mas alta debido a la visualizacion directa del lumen del colon. Los ensayos aleatorios no han
evaluado la eficacia de estas técnicas, sin embargo, utilizando datos de estudios de control de casos y datos del Estudio
Nacional de Pdlipos (Estados Unidos) se ha demostrado que la eliminacién de pdlipos adenomatosos resulta en una
reduccion del 76-90% en la incidencia de CRC. La sigmoidoscopia tiene la limitacion de visualizar solamente el lado
izquierdo del colon dejando las lesiones en el colon derecho sin ser detectadas. Ambos procedimientos de evaluacion
son costosos, requieren una preparacion catartica y tienen mayor riesgo de morbilidad y mortalidad. Pruebas con mayor
sensibilidad, especificidad, facilidad de uso y menores costes son claramente necesarios antes de que la deteccion
mediante revision general del cancer colorrectal se convierta en rutina.

La deteccion temprana del cancer colorrectal se basa generalmente en el examen de sangre oculta en heces (FOBT)
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realizada anualmente en los individuos asintomaticos. Las recomendaciones actuales adaptadas por varias
organizaciones de salud, incluyendo la Sociedad Americana del Cancer, exigen la prueba de sangre oculta en heces a
partir de los 50 afios de edad, que se repite cada afio hasta que el paciente ya no se beneficia de la evaluacion. Un
FOBT positivo conduce al examen colonoscépico del intestino; un procedimiento costoso e invasivo, con una tasa de
complicacion grave de uno por cada 5.000 examenes. Soélo el 12% de los pacientes con deposiciones hemo positivas
son diagnosticados con cancer o polipos grandes en el momento de la colonoscopia. Un sinnimero de estudios muestra
que la deteccion de FOBT no mejora la mortalidad relacionada con el cancer o la supervivencia general. La conformidad
con la prueba de sangre oculta ha sido pobre; menos del 20 por ciento de la poblacidon se ofrece o completa la FOBT
como se recomienda. Si la FOBT se hace correctamente, el paciente recoge una muestra fecal de tres deposiciones
consecutivas. Las muestras se obtienen siempre y cuando el paciente siga las directrices dietéticas y evite
medicamentos conocidos por inducir hemorragia oculta en heces. En realidad, los médicos con frecuencia no instruyen
a los pacientes adecuadamente, los pacientes con frecuencia no se adhieren al protocolo, y algunos pacientes
encuentran la tarea de recoger muestras fecales dificil o desagradable, por lo tanto, el cumplimiento con la prueba de
sangre oculta anual es pobre. Si la sensibilidad y especificidad de la prueba pueden mejorarse a través de los métodos
actuales, se podria reducir la frecuencia de las pruebas, se eliminaria la recoleccion de muestras consecutivas, se
eliminarian las modificaciones de cronogramas de dietas y medicacion, y se mejoraria el cumplimiento del paciente.
Para agravar el problema del cumplimiento, la sensibilidad y la especificidad de FOBT para detectar el cancer de colon
es pobre. Una pobre especificidad de la prueba conduce a una colonoscopia innecesaria, afiadiendo un gasto
considerable a la deteccion del cancer de colon.

Se ha calculado que la especificidad de la prueba FOBT es en el mejor delos casos del 96%, con una sensibilidad del
43% (adenomas) y 50% (carcinoma colorrectal). La sensibilidad se puede mejorar usando un inmunoensayo FOBT tal
como el producido con el nombre comercial "InSureMR", con una mejora de la sensibilidad del 77% (adenomas) y 88,9%
(carcinoma colorrectal).

Marcadores moleculares de la enfermedad.

Los marcadores moleculares de la enfermedad ofrecen varias ventajas sobre otros tipos de marcadores, siendo una
ventaja que incluso muestras de tamafos muy pequefios y/o muestras cuya arquitectura del tejido no se ha mantenido,
pueden ser analizadas de forma eficiente. En la ultima década se ha demostrado que numerosos genes se expresan en
forma diferencial entre los carcinomas normales y de colon. Sin embargo, se ha demostrado que ningun marcador solo
o combinacion de marcadores es suficiente para el diagnéstico de carcinomas de colon. Se ha demostrado
recientemente que enfoques basados en ARNm altamente dimensional son capaces de proporcionar un mejor medio
para distinguir entre diferentes tipos de tumores y lesiones benignas y malignas. Sin embargo, su aplicacion como
herramienta de diagndstico de rutina en un entorno clinico se ve obstaculizada por la extrema inestabilidad del ARNm,
los rapidos cambios de expresion después de ciertos desencadenantes (por ejemplo, la recoleccion de la muestra), vy,
sobre todo, la gran cantidad de ARNm necesaria para el analisis (Lipshutz, RJ y colaboradores, Nature Genetics 21: 20-
24, 1999; Bowtell, DDL, suplemento de Nature Genetics. 21: 25-32, 1999), que a menudo no se puede obtener a partir
de una biopsia de rutina.

Se ha sugerido el uso de marcadores bioldgicos para mejorar aun mas la sensibilidad y especificidad de FOBT; entre
los ejemplos de tales ensayos se incluyen el ensayo de analisis de heces PreGen-PlusMR disponible a través de EXACT
Sciences, que tiene una sensibilidad del 20% (adenoma) y un 52% (carcinoma colorrectal) y una especificidad del 95%
en ambos casos.

Este ensayo analiza la presencia de 23 mutaciones de ADN asociadas con el desarrollo de neoplasias de colon. El uso
de metilacion del ADN como marcadores de cancer de colon es conocido. Por ejemplo Sabbioni y colaboradores.
(Molecular Diagnosis 7: 201-207, 2003) detectaron hipermetilacion de un panel de genes que consiste de TPEF, HIC1,
DAPK y MGMT en sangre periférica en el 98% de los pacientes de carcinoma de colon. Sin embargo, esto proporciona
una base adecuada para una prueba comercialmente vendible, ya que la especificidad de una prueba de este tipo
también debe ser suficientemente alta.

El modelo actual de patogénesis colorrectal favorece una progresion gradual de los adenomas, que incluye el desarrollo
de displasia y finalmente signos de cancer invasivo. Los cambios moleculares que subyacen a esta secuencia
adenoma-carcinoma incluyen alteraciones genéticas y epigenéticas de genes supresores de tumores (APC, p53, DCC),
la activacion de oncogenes (K-ras) y la inactivacion de los genes de reparacion del ADN no coinciden. Recientemente,
se han revelado mas cambios moleculares y defectos genéticos. Por lo tanto, la activacion de la via de sefializacion Wnt
no solo incluye las mutaciones del gen APC, sino que también puede resultar en mutaciones de R-catenina. Ademas,
las alteraciones en la ruta de sefalizacion de TGF-R junto con sus transductores de sefial SMAD4 y SMAD2 se han
relacionado con el desarrollo de cancer de colon.

A pesar de los recientes avances en la comprension de la patogénesis de los adenomas y carcinomas del colon y sus
cambios genéticos y moleculares, los cambios genéticos y epigenéticos que subyacen al desarrollo de metastasis son
menos conocidos.
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Es, sin embargo, generalmente bien aceptado que el proceso de invasion y protedlisis de la matriz extracelular, asi
como la infiltracién de la membrana basal vascular implican proteinas adhesivas, tales como miembros de la familia de
los receptores de integrina, las cadherinas, la superfamilia de las inmunoglobulinas, la proteina de union a laminina y el
receptor CD44. Ademas de la adhesion, el proceso de formacion de metastasis también incluye la induccion vy
regulacion de la angiogénesis (VEGF, bFGF), la induccion de la proliferacion celular (EGF, HGF, IGF) y la activacion de
enzimas proteoliticas (MMP, TIMP, uPAR), asi como la inhibicion de la apoptosis (Bcl-2, Bcl-X). Mas recientemente,
otros grupos han comparado los cambios genéticos y moleculares en las lesiones metastasicas con los cambios que se
encuentran en los canceres colorrectales primarios. Por lo tanto, Kleeff y colaboradores reportaron la pérdida de DOC-2,
un gen candidato supresor de tumores, tanto en el cancer colorrectal primario como metastasico. Ademas, Zauber y
colaboradores reportaron que en su serie de 42 canceres colorrectales, las mutaciones de Ki-ras en los canceres
primarios fueron idénticas en todas las 42 lesiones metastasicas primarias y sincronas pareadas. Del mismo modo la
pérdida de heterocigosidad en el locus APC era idéntico para 39 carcinomas y metastasis sincronas pareadas. Los
autores concluyeron que para los genes Ki-ras y APC, los cambios genéticos en la metastasis son idénticos a los del
cancer colorrectal primario. Sin embargo, otros grupos han encontrado cambios genéticos y moleculares en canceres de
colon metastasicos, que no estan presentes en los canceres primarios. Por lo tanto, se ha reportado el desarrollo de
LOH del cromosoma 3p en la metastasis colorrectal. Ademas, utilizando hibridacién gendémica comparada, se
encontraron varias alteraciones en la metastasis de préostata que eran exclusivas de lesiones metastasicas (-9q, -11q, y
-17q).

Metilacion de la isla CpG. Aparte de las mutaciones, se ha demostrado que la metilacion aberrante de islas CpG
conduce a silenciamiento transcripcional de ciertos genes que han sido previamente vinculados a la patogénesis de
diversos tipos de cancer. Las islas CpG son secuencias cortas que son ricas en dinucleétidos CpG y por lo general
pueden encontrarse en la region 5' de aproximadamente 50% de todos los genes humanos.

La metilaciéon de las citosinas en estas islas conduce a la pérdida de la expresion génica y ha sido reportada en la
inactivacion del cromosoma Xy la impronta genémica.

Recientemente, varios grupos también han analizado la metilacion de diversos genes en el cancer colorrectal y
reportaron el silenciamiento transcripcional por la metilacion del promotor de p16INK4, p14ARF, p15INK4b, MGMT,
hMLH1, GSTP1, DAPK, CDH1, TIMP-3 y APC entre otros. Por lo tanto, aparte de la inactivacion mutacional de ciertos
genes, la hipermetilacion de estos genes también contribuye significativamente a la patogénesis de esta enfermedad.

En los ultimos afos se han identificado varios genes que estan metilados en el cancer de colon por MS-APPCR. Este
grupo de genes, entre otros, incluye TPEF/HPP1 que esta frecuentemente metilado en los canceres de colon y que fue
identificado independientemente por dos grupos diferentes utilizando el método de MS-APPCR (véase, por ejemplo,
Young J, Biden KG, Simms LA, Huggard P, Karamatic R, Eyre HJ, Sutherland GR, Herath N, Barker M, Anderson GJ,
Fitzpatrick DR, Ramm GA, Jass JR, Leggett BA. HPP1: un gen que codifica proteina transmembrana cominmente
metilado en los pdlipos y canceres colorrectales. Proc Natl Acad. Sci USA. 98: 265-270, 2001).

Enfoque multifactorial. El diagndstico del cancer se ha basado tradicionalmente en la deteccion de marcadores
moleculares individuales (por ejemplo, mutaciones genéticas, niveles elevados de PSA). Desafortunadamente, el cancer
es un estado de enfermedad en el que los marcadores individuales normalmente no han podido detectar o diferenciar
muchas formas de la enfermedad. Por lo tanto, se ha demostrado que los ensayos que reconocen solamente un Unico
marcador tienen un valor predictivo limitado. Un aspecto fundamental de esta invencion es que el diagndstico del cancer
basado en la metilacién y la deteccion, el diagndstico y el seguimiento terapéutico de estas enfermedades proporcionara
mejoras significativas sobre el estado de la técnica que utiliza analisis de un solo marcador, mediante el uso de una
seleccion de multiples marcadores. El enfoque analitico de un sistema multiple es particularmente adecuado para el
diagndstico del cancer ya que el cancer no es una enfermedad simple, este enfoque de "panel" multifactorial es
consistente con la naturaleza heterogénea del cancer, tanto citolégica como clinicamente.

La clave para la implementacion exitosa de un enfoque de panel para las pruebas de diagnostico basadas en metilacion
es el disefio y desarrollo de paneles optimizados de marcadores que puedan caracterizar y distinguir estados de
enfermedad. La presente invencion describe una pluralidad de paneles de genes particularmente eficientes y unicos, el
analisis de metilacién de uno o una combinaciéon de los miembros del panel que permite la deteccién de trastornos
proliferativos de células de colon con un valor particularmente alto de sensibilidad, especificidad y/o predictivo.

La metilacion del gen TFAP2E ha sido demostrada en lineas celulares de cancer establecidas. Sin embargo, las células
de cancer primario no mostraron metilacion de este gen (Chung, Woonbok; Kwabi-Addo, Bernard; lttmann, Michael;
Issa, Jean-Pierre (2006) "ldentificacion of novel hypermethylated genes in primary prostate cancer and colon cancer",
Proc Amer Assoc Cancer Res, volumen 47).

Desarrollo de pruebas médicas. Dos medidas claves de evaluacion de cualquier examen médico de evaluaciéon o
diagnéstico son su sensibilidad y especificidad, que miden lo bien que se realiza la prueba para detectar con precision
todos los individuos afectados, sin excepcion, y sin incluir falsamente a los individuos que no tienen la enfermedad
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objetivo (valor predictivo). Histéricamente, muchas pruebas de diagndstico han sido criticadas debido a la escasa
sensibilidad y especificidad.

Un resultado verdadero positivo (TP) es cuando la prueba es positiva y la condiciéon esta presente. Un resultado falso
positivo (FP) es cuando la prueba es positiva, pero la condicion no esta presente. Un resultado verdadero negativo (TN)
es cuando la prueba es negativa y la condicidn no esta presente. Un resultado falso negativo (FN) es cuando la prueba
es negativa, pero la condicion no esta presente. En este contexto: Sensibilidad = TP/(TP + FN); Especificidad = TN/(FP
+ TN); y el Valor predictivo = TP/(TP + FP).

La sensibilidad es una medida de la capacidad de una prueba para detectar correctamente la enfermedad objetivo en un
individuo que esta siendo probado. Un ensayo que tiene poca sensibilidad produce una alta tasa de falsos negativos, es
decir, las personas que tienen la enfermedad, pero se identifican falsamente como libres de dicha enfermedad. El
peligro potencial de un falso negativo es que el individuo enfermo permanecera sin diagnosticar y sin tratar durante
algun periodo de tiempo, durante el cual la enfermedad puede progresar hasta una etapa posterior en la que los
tratamientos, en su caso, pueden ser menos eficaces. Un ejemplo de una prueba que tiene una baja sensibilidad es un
analisis de sangre con base en proteinas del VIH. Este tipo de prueba exhibe pobre sensibilidad, ya que no puede
detectar la presencia del virus hasta que la enfermedad esta bien establecida y el virus ha invadido el torrente
sanguineo en cantidades sustanciales. Por el contrario, un ejemplo de una prueba que tiene alta sensibilidad es la
deteccion de carga viral usando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La alta sensibilidad se consigue porque
este tipo de prueba puede detectar cantidades muy pequefas del virus. La alta sensibilidad es particularmente
importante cuando las consecuencias de la falta de un diagnoéstico son grandes.

La especificidad, por otro lado, es una medida de la capacidad de una prueba para identificar con precisiéon pacientes
que estan libres del estado de enfermedad. Un ensayo que tiene poca especificidad produce una alta tasa de falsos
positivos, es decir, individuos que se identifican falsamente como si tuvieran la enfermedad. Un inconveniente de falsos
positivos es que obligan a los pacientes a someterse a tratamientos con procedimientos médicos innecesarios con
riesgos inherentes, estrés emocional y financiero, y que podrian tener efectos adversos sobre la salud del paciente. Una
caracteristica de las enfermedades que hace que sea dificil desarrollar pruebas de diagndstico con alta especificidad es
que los mecanismos de la enfermedad, especialmente en el cancer, a menudo implican una pluralidad de genes y
proteinas. Ademas, ciertas proteinas pueden ser elevadas por razones no relacionadas con un estado de enfermedad.
Un ejemplo de una prueba que tiene alta especificidad es una prueba basada genes que puede detectar una mutacion
p53. La especificidad es importante cuando el costo o el riesgo asociado con otros procedimientos de diagnéstico o una
intervencion médica son muy altos.

Gran necesidad en la técnica. En general se acepta que existe una gran necesidad en la técnica por mejorar la
evaluacion y la deteccion temprana de los canceres. Como un ejemplo, si se puede aumentar la especificidad de
deteccién del cancer de colon, el problema de los resultados falsos positivos que conduce a exploracion colonoscépica
innecesaria se reduciria permitiendo ahorrar costes y una mejora en la seguridad.

En vista de la incidencia de los canceres en general y, mas particularmente, las desventajas asociadas con los métodos
actuales de deteccion de enfermedades proliferativas de células de préstata y colorrectal, existe una gran necesidad en
la técnica por métodos mejorados para la deteccidon temprana del cancer, que se utilizan ademas de o como sustitutos
de las pruebas disponibles en la actualidad.

Figuras

Las Figuras 1 a 10 proporcionan una visién general de la media logaritmica de metilacién medida por medio del ensayo
HM de acuerdo con el Ejemplo 2. Cada una de las figuras consta de tres graficas, las graficas de la parte superior e
inferior izquierda proporcionan el analisis binario y multiclase, respectivamente, la sensibilidad se muestraen el eje Y, la
metilacion del ADN medida en (log 10 ng/ml) se muestra en el eje X. En cada figura la grafica de la derecha proporciona
una ROC en donde la sensibilidad se muestra en el eje Y y la especificidad se muestra en el eje X.

La Figura 1 proporciona una vision general del desempefio del ensayo HM de RASSF2 de acuerdo con el Ejemplo 2, en
todas las muestras.

La Figura 2 proporciona una vision general del desempefio del ensayo HM de Septina 9 de acuerdo con el Ejemplo 2,
en todas las muestras.

La Figura 3 proporciona una vision general del desempefio del ensayo HM de SND1 de acuerdo con el Ejemplo 2, en
todas las muestras.

La Figura 4 proporciona una visién general del desempefio del ensayo HM de PCDHGC3 de acuerdo con el Ejemplo 2,
en todas las muestras.
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La Figura 5 proporciona una vision general del desempefio del ensayo HM de TFAP2E de acuerdo con el Ejemplo 2, en
todas las muestras.

La Figura 6 proporciona una vision general del desempefio del ensayo HM de RASSF2 de acuerdo con el Ejemplo 2, en
todas las muestras de tejido de carcinoma colorrectal y colorrectal normal.

La Figura 7 proporciona una vision general del desempefio del ensayo HM de Septina 9 de acuerdo con el Ejemplo 2,
en todas las muestras de tejido de carcinoma colorrectal y colorrectal normal.

La Figura 8 proporciona una vision general del desempefio del ensayo HM de SND1 de acuerdo con el Ejemplo 2, en
todas las muestras de tejido de carcinoma colorrectal y colorrectal normal.

La Figura 9 proporciona una visién general del desempefio del ensayo HM de PCDHGC3 de acuerdo con el Ejemplo 2,
en todas las muestras de tejido de carcinoma colorrectal y colorrectal normal.

La Figura 10 proporciona una visiéon general del desempefio del ensayo HM de TFAP2E de acuerdo con el Ejemplo 2,
en todas las muestras de tejido de carcinoma colorrectal y colorrectal normal.

La Figura 11 proporciona una vision general de la capacidad de prediccion del modelo de regresion logistica de
combinaciones de marcadores. Se es sensibilidad, sp es especificidad, AUC es el area bajo la curva.

Las Figuras 12 a 21 proporcionan una visién general de la media mayoritaria logaritmica de metilacién medida por
medio del ensayo HM de acuerdo con el Ejemplo 2. Cada una de las figuras consta de tres graficas, las graficas de la
parte superior e inferior izquierda proporcionan el analisis binario y multiclase, respectivamente, la sensibilidad se
muestra en el eje Y, la metilacién del ADN medida en (log 10 ng/ml) se muestra en el eje X.

En cada figura la grafica de la derecha proporciona una ROC en donde la sensibilidad se muestra en el eje Y y la
especificidad 1 se muestra en el eje X.

La Figura 12 proporciona una vision general del desempefio del ensayo HM de RASSF2 de acuerdo con el Ejemplo 2,
en todas las muestras.

La Figura 13 proporciona una visién general del desempefio del ensayo HM de Septina 9 de acuerdo con el Ejemplo 2,
en todas las muestras.

La Figura 14 proporciona una vision general del desempefio del ensayo HM de SND1 de acuerdo con el Ejemplo 2, en
todas las muestras.

La Figura 15 proporciona una vision general del desempefio del ensayo HM de PCDHGC3 de acuerdo con el Ejemplo 2,
en todas las muestras.

La Figura 16 proporciona una visiéon general del desempefio del ensayo HM de TFAP2E de acuerdo con el Ejemplo 2,
en todas las muestras.

La Figura 17 proporciona una vision general del desempefio del ensayo HM de RASSF2 de acuerdo con el Ejemplo 2,
en todas las muestras de tejido de carcinoma colorrectal y colorrectal normal.

La Figura 18 proporciona una visién general del desempefio del ensayo HM de Septina 9 de acuerdo con el Ejemplo 2,
en todas las muestras de tejido de carcinoma colorrectal y colorrectal normal.

La Figura 19 proporciona una vision general del desempefio del ensayo HM de SND1 de acuerdo con el Ejemplo 2, en
todas las muestras de tejido de carcinoma colorrectal y colorrectal normal.

La Figura 20 proporciona una vision general del desemperio del ensayo HM de PCDHGC3 de acuerdo con el Ejemplo 2,
en todas las muestras de tejido de carcinoma colorrectal y colorrectal normal.

La Figura 21 proporciona una visiéon general del desempefio del ensayo HM de TFAP2E de acuerdo con el Ejemplo 2,
en todas las muestras de tejido de carcinoma colorrectal y colorrectal normal.

Las Figuras 22 a 26 proporcionan una vision general de la media logaritmica de la metilacion medida por medio de
combinaciones de ensayos HM (paneles de genes) de acuerdo con el Ejemplo 2. Cada una de las figuras consta de dos
graficas. La grafica superior muestra todas las muestras (Normales, enfermedad no colorrectal, canceres no
colorrectales y todas las etapas de CRC), el grafico inferior muestra sélo las muestras normales y de CRC. La
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sensibilidad se muestra en el gje Y, la metilacién del ADN medida en (log 10 ng/ml) se muestra en el eje X.

La Figura 22 proporciona una vision general de los resultados de los ensayos de Septina 9 + TFAP2E + RASSF2 +
PCDHGC3 + SND1.

La Figura 23 proporciona una vision general de los resultados de los ensayos de Septina 9 + TFAP2E + RASSF2 +
PCDHGC3.

La Figura 24 proporciona una vision general de los resultados de los ensayos de Septina + 9 + TFAP2E + RASSF2.
La Figura 25 proporciona una vision general de los resultados de los ensayos de Septina 9 + TFAP2E.
La Figura 26 proporciona una vision general de los resultados de los ensayos de Septina 9 + RASSF2.

Las Figuras 27 a 31, proporciona cada una, una vision general del desempefio de ensayos de acuerdo con el Ejemplo 3
en diversas poblaciones de pacientes. Cada figura consta de cuatro graficas, 8 para cada ensayo), en donde el eje Y
proporciona la sensibilidad y el eje X la concentracion de ADN en log10 ng/ml.

Resumen de la invencién

La presente invencidon proporciona un método para detectar trastornos de proliferacion celular en un sujeto que
comprende detectar la presencia de metilacion de TFAP2E en una muestra bioldgica aislada de dicho sujeto, en el que
la metilacion de CpG es indicativa de la presencia de dicho trastorno. Varios aspectos de la presente divulgacion
proporcionan un marcador genético eficiente y Unico, por lo que el analisis de expresion de dicho marcador permite la
deteccion de trastornos proliferativos celulares con un valor particularmente alto de sensibilidad, especificidad, y/o
predictivo. El marcador de la presente invencion es particularmente adecuado para la deteccion de carcinomas
colorrectal y de prostata. En el contexto de carcinoma colorrectal, los métodos de analisis de la invencién tienen una
utilidad particular para la deteccion de las poblaciones en riesgo. Los métodos de la invencion tienen ventajas sobre los
métodos del estado de la técnica (incluyendo el estandar de la industria FOBT), debido a una mejor conformidad del
paciente en cuanto a sensibilidad, especificidad y similares.

Los métodos y acidos nucleicos de la presente invencion se utilizan mas preferiblemente para deteccion de cancer de
prostata o para distinguirlo de otros trastornos proliferativos celulares de prostata o para la deteccion de carcinoma
colorrectal o de trastornos proliferativos celulares colorrectales precancerosas.

En una realizacion, la solicitud divulga un método para detectar trastornos proliferativos celulares en un sujeto que
comprende la determinacion de los niveles de expresion de TFAP2E en una muestra bioldgica aislada de dicho sujeto
en donde la subexpresion y/o metilacion de CpG es indicativa de la presencia de dicho trastorno. En una realizacion,
dicho nivel de expresion se determina detectando la presencia, ausencia o nivel de ARNm transcrito a partir de dicho
gen. En una realizacion adicional, dicho nivel de expresion se determina detectando la presencia, ausencia o nivel de un
polipéptido codificado por dicho gen o secuencia del mismo.

En una realizacion preferida adicional, dicha expresion se determina detectando la presencia o ausencia de metilacion
de CpG dentro de dicho gen, en el que la presencia de metilacion indica la presencia de un trastorno proliferativo
celular. Dicho método comprende las siguientes etapas: i) poner en contacto el ADN gendmico aislado de una muestra
bioldgica (preferiblemente seleccionada del grupo que consiste de plasma sanguineo, suero sanguineo, sangre entera,
células sanguineas aisladas, células aisladas de la sangre) obtenida del sujeto con al menos un reactivo, o serie de
reactivos que distinguen entre dinucledtidos CpG metilados y no metilados dentro de al menos una region objetivo del
ADN gendmico, en donde la secuencia de nucledtidos de dicha region objetivo comprende al menos una secuencia del
dinucledtido CpG del gen TFAPZE,; vy ii) detectar trastornos proliferativos celulares, al menos en parte. Preferiblemente,
la region objetivo comprende, o se hibrida en condiciones rigurosas con una secuencia de al menos 16 nucledtidos
contiguos de al menos una secuencia seleccionada del grupo que consiste de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 2.

Preferiblemente, la sensibilidad de dicha deteccidon es de aproximadamente 75% hasta aproximadamente 96%, o de
aproximadamente 80% hasta aproximadamente 90%, o de aproximadamente 80% hasta aproximadamente 85%.
Preferiblemente, la especificidad es de aproximadamente 75% hasta aproximadamente 96%, o de aproximadamente
80% hasta aproximadamente 90%, o de aproximadamente 80% hasta aproximadamente 85%.

El método es novedoso ya que actualmente no existen métodos que permitan la deteccion de cancer mediante el
analisis de los fluidos corporales, con una sensibilidad y especificidad suficientemente alta como para su uso en un
ensayo comercialmente disponible y aprobado por el organismo regulador. Por ejemplo, los métodos actuales utilizados
para detectar y diagnosticar el carcinoma colorrectal incluyen colonoscopia, sigmoidoscopia y cancer de colon de
sangre oculta en las heces. En comparacion con estos métodos, la invencion divulgada es mucho menos invasiva que
la colonoscopia, y tan sensible, si no mas que la sigmoidoscopia y la FOBT. El desarrollo de un ensayo de fluido
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corporal representa una ventaja técnica clara sobre los métodos actuales conocidos en la técnica en que se prevé que
por lo menos para la deteccion del carcinoma colorrectal, la conformidad del paciente para un ensayo con base en un
unico fluido corporal sera mayor que el analisis por triplicado de las heces actualmente recomendado para FOBT.

Como una ilustracion adicional, los métodos actuales usados para detectar y diagnosticar canceres de prdstata incluyen
PET y formacién de imagenes de MRI y deteccion por citologia de un aspirado o biopsia. Los métodos de deteccion
radiolégicos no detectan usualmente canceres en etapas tempranas y son costosos y requieren de mucho tiempo para
su realizaciéon. La deteccion citolégica presenta riesgos asociados con la biopsia (sangrado interno) y aspiracion
(infestacion en el camino de la aguja y hemorragia, peritonitis biliar y neumotérax). Por lo tanto, la deteccion de cancer
de préstata en una etapa temprana en este momento no es posible, ademas, ya que el prondstico de los pacientes se
mejora en gran medida por la deteccion temprana, existe la necesidad en la técnica de tal prueba de deteccion.

Una realizacion particular, el método comprende el uso del gen TFAP2E como un marcador para la detecciéon y
distincién de los trastornos proliferativos celulares. La presente invencion es particularmente adecuada para la deteccion
de trastornos proliferativos celulares neoplasicos (incluida en la etapa precancerosa). Ademas, los métodos y los acidos
nucleicos de la presente divulgacion permiten la diferenciacion de los trastornos proliferativos celulares benignos de los
malignos. Los métodos y los acidos nucleicos de la presente invencion son particularmente efectivos en la deteccion de
cancer colorrectal o cancer de prostata y trastornos neoplasicos. Ademas, tienen utilidad en la diferenciacion entre los
trastornos de colon y de préstata proliferativos celulares malignos y benignos.

Dicho uso del gen puede ser habilitado por medio de cualquier analisis de la expresién del gen, por medio de analisis de
la expresion de ARNm o analisis de la expresion de proteinas. Sin embargo, en la realizacion mas preferida de la
invencion, la deteccion, diferenciacion y distincion de trastornos proliferativos celulares colorrectales o de prostata es
posible por medio del analisis del estado de metilacion del gen TFAP2E, y sus elementos promotor o regulador.

La invencion proporciona un método para el andlisis de muestras bioldgicas para detectar caracteristicas asociadas con
el desarrollo de trastornos proliferativos celulares cancerosas, el método caracterizado porque al menos un acido
nucleico, o un fragmento del mismo, del grupo que consiste de la SEQ ID NO : 1 ala SEQ ID NO: 2 se pone en contacto
con un reactivo o una serie de reactivos capaces de distinguir entre dinucleétidos CpG metilados y no metiladas dentro
de la secuencia genémica, o secuencias de interés.

La presente invencion proporciona un método para la determinacion de parametros epigenéticos de ADN gendmico
asociados con el desarrollo de trastornos proliferativos celulares neoplasicos (por ejemplo canceres). El método tiene
utilidad para el diagnéstico mejorado, tratamiento y seguimiento de dichas enfermedades.

Preferiblemente, la fuente de la muestra de ensayo se selecciona del grupo que consiste de células o lineas celulares,
cortes histolégicos, biopsias, tejido incluido en parafina, fluidos corporales, eyaculado, heces, orina, sangre, y sus
combinaciones. Mas preferiblemente, la fuente se selecciona del grupo que consiste de heces, plasma sanguineo,
suero sanguineo, sangre entera, células sanguineas aisladas, células aisladas de la sangre obtenida del sujeto.

Especificamente, la presente invencién proporciona un método para la detecciéon de trastornos proliferativas celulares
neoplasicos y cancerosos (preferiblemente de células colorrectales y/o de préstata), incluyendo la etapa precancerosa
temprana, y para diferenciar entre trastornos proliferativos celulares maligno y benigno, que comprende: la obtencion de
una muestra bioldgica que comprende acido(s) nucleico(s) gendémico(s); en contacto del(los) acido(s) nucleico(s), o un
fragmento del(los) mismo(s), con un reactivo o una pluralidad de reactivos suficientes para distinguir entre las
secuencias de dinucledtidos CpG metilados y no metilados dentro de una secuencia objetivo del acido nucleico en
cuestion, en donde la secuencia objetivo comprende, o hibrida bajo condiciones rigurosas con una secuencia que
comprende al menos 16 nucledtidos contiguos de la SEQ ID NO: 1 o mas preferiblemente la SEQ ID NO: 2, dichos
nucledtidos contiguos comprenden al menos una secuencia de dinucledtido CpG; y determinar, con base al menos en
parte sobre dicha distincion, el estado de metilacion de al menos una secuencia objetivo del dinucledtido CpG, o un
promedio, o un valor que refleja un estado promedio de metilacion de una pluralidad de secuencias de dinucleétidos
CpG objetivo.

Preferiblemente, la distincion entre las secuencias de dinucledtidos CpG metiladas y no metiladas dentro de la
secuencia objetivo comprende conversion que depende del estado de metilacion o la no conversion de al menos uno de
tales secuencias de dinucledtido CpG a la correspondiente de secuencia de dinucleétido convertida o no convertida
dentro de una secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste de la SEQ ID NO: 3 a la SEQ ID NO: 10, y las
regiones contiguas de la misma que corresponden a la secuencia objetivo.

Las realizaciones adicionales proporcionan un método para la deteccién de trastornos proliferativos celulares
neoplasicos (o la distincion de los mismos de los trastornos proliferativos celulares benignos), mas preferiblemente
colorrectal o de préstata, que comprende: obtener una muestra bioldgica que tiene el ADN gendémico en cuestion;
extraer el ADN gendmico; tratar el ADN genémico, o un fragmento del mismo, con uno o mas reactivos para convertir
las bases de citosina no metiladas en posicién 5 en uracilo o en otra base que sea detectable en forma diferente a la
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citosina en términos de propiedades de hibridacion; poner en contacto el ADN genémico tratado, o el fragmento tratado
del mismo, con una enzima de amplificacion y al menos dos cebadores que comprenden, en cada caso una secuencia
contigua de al menos 9 nucledtidos de longitud que es complementaria a, o se hibrida en condiciones moderadamente
rigurosas o rigurosas a una secuencia seleccionada del grupo que consiste de la SEQ ID NO: 3 ala SEQ ID NO: 10, y
complementos de las mismas, en donde el ADN tratado o el fragmento del mismo es o bien amplificado para producir un
amplificado, o no se amplifica; y determinar, con base en la presencia o ausencia de, o en una propiedad de dicho
amplificado, el estado de metilacién o un promedio, o un valor que refleja una promedio del nivel de metilacion de al
menos uno, pero mas preferiblemente una pluralidad de dinucledtidos CpG de una secuencia seleccionada del grupo
que consiste de la SEQ ID NO: 1 ala SEQ ID NO: 2.

Preferiblemente, la determinacion comprende el uso de al menos un método seleccionado del grupo que consiste de: i)
la hibridacion de al menos una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia contigua de al menos 9
nucledtidos de longitud que es complementaria a, o se hibrida bajo condiciones moderadamente rigurosas o rigurosas
con una secuencia seleccionada del grupo que consiste de la SEQ ID NO: 3 a la SEQ ID NO: 10, y complementos de
los mismos; ii) hibridar al menos una molécula de acido nucleico, unido a una fase sodlida, que comprende una
secuencia contigua de al menos 9 nucledtidos de longitud que es complementaria a, o se hibrida en condiciones
moderadamente rigurosas o rigurosas con una secuencia seleccionada del grupo que consiste de la SEQ ID NO: 3 ala
SEQ ID NO: 10, y complementos de los mismos; iii) hibridar al menos una molécula de acido nucleico que comprende
una secuencia contigua de al menos 9 nucleétidos de longitud que es complementaria a, o se hibrida en condiciones
moderadamente rigurosas o rigurosas con una secuencia seleccionada del grupo que consiste de la SEQ ID NO: 3 ala
SEQ ID NO : 10, y complementos de los mismos, y la extension de al menos una molécula de acido nucleico hibridada
en al menos una base de nucleétido; y iv) la secuenciacion del amplificado.

Otras formas de realizacion proporcionan un método para el analisis (es decir, detecciéon y/o clasificacion) de los
trastornos proliferativos celulares, que comprende: obtener una muestra bioldégica que tiene el ADN gendmico en
cuestion; extraer el ADN gendmico; poner en contacto el ADN gendmico, o un fragmento del mismo, que comprende
una o mas secuencias seleccionadas del grupo que consiste de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 2 o una secuencia
que se hibrida en condiciones rigurosas a la misma, con una o mas enzimas de restriccion sensibles a la metilacion, en
donde el ADN gendémico e o bien digerido por las mismas para producir fragmentos de digestion, o no es digerido por
las mismas; y determinar, sobre la base de una presencia o ausencia de, o una propiedad de al menos uno de tales
fragmentos, el estado de metilacion de al menos una secuencia de dinucledtido CpG de la SEQ ID NO: 1, o un
promedio, o un valor que refleja un estado promedio de metilacion de una pluralidad de secuencias de dinucleétidos
CpG de los mismos. Preferiblemente, el ADN gendmico digerido o no digerido se amplifica antes de dicha
determinacion.

Las realizaciones adicionales proporcionan nuevas secuencias gendmicas y quimicamente modificadas de acido
nucleico, asi como los oligonucleétidos y/o oligdmeros de PNA para el analisis de patrones de metilacion de citosina
dentro de las secuencias del grupo que consiste de la SEQ ID NO: 1 ala SEQ ID NO: 2.

Descripcion detallada de la invencion
Definiciones:

El término "Relacion observada/esperada” ("Relacion O/E") se refiere a la frecuencia de dinucleétidos CpG dentro de
una secuencia particular de ADN, y corresponde al [numero de sitios CpG/(nimero de bases C x nimero de bases G)] /
longitud de banda para cada fragmento.

El término "isla de CpG" se refiere a una regién contigua de ADN gendmico que satisface los criterios de (1) tener una
frecuencia de dinucledtidos CpG que corresponde a una "relacion observada/esperada” > 0,6, y (2) tener un "contenido
de GC" > 0,5. Las islas de CpG estan tipicamente, pero no siempre, entre aproximadamente 0,2 hasta
aproximadamente 1 KB, o hasta aproximadamente 2 kb de longitud.

El término "estado de metilacion" o "estatus de metilacion" se refiere a la presencia o ausencia de 5-metilcitosina ("5-
mCyt") en una o una pluralidad de dinucleétidos CpG dentro de una secuencia de ADN. Los estados de metilacion en
uno o mas sitios particulares de metilacion CpG (que tienen cada uno dos secuencias de dinucleétidos CpG) dentro de
una secuencia de ADN incluyen "no metilado", "totalmente metilado" y "semimetilado”.

El término "semimetilacién" se refiere al estado de metilacion de un ADN bicatenario en el que solamente una de las
cadenas del mismo esta metilado.

El término "AUC", como se usa en el presente documento es una abreviatura para el area bajo una curva. En particular,
se refiere al area bajo una curva caracteristica de funcionamiento del receptor (ROC). La curva ROC es una
representacion de la tasa de verdaderos positivos contra de la tasa de falsos positivos para los diferentes puntos
posibles de corte de una prueba diagndstica. Se muestra el compromiso entre la sensibilidad y la especificidad
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dependiendo del punto de corte seleccionado (cualquier aumento en la sensibilidad vendra acompafiado por una
disminucion en la especificidad). El area bajo una curva ROC (AUC) es una medida de la precision de una prueba de
diagndstico (cuanto mayor sea el area mejor, 6ptima es 1, una prueba aleatoria tendria una curva ROC recostada sobre
la diagonal con un area de 0,5; para referencia: JP Egan. Signal Detection Thepry and ROC Analysis, Academic Press,
Nueva York, 1975).

El término estatus de metilacion o estado de metilacion, deben tomarse también en el sentido de un valor que refleja el
grado de metilacion en una posicién CpG.

A menos que se especifique de otro modo, los términos "hipermetilado" o "sobremetilado” se entiende que significan un
nivel de metilacion por encima de aquel de un punto de corte especificado, en donde dicho corte puede ser un valor que
representa el nivel medio o promedio de la metilacién de una poblacién dada, o es preferiblemente un nivel optimizado
de corte. El "corte" también se denomina en este documento como un "umbral”. En el contexto de la presente invencion,
los términos "metilado”, "hipermetilado” o "sobremetilado" se entiende que incluyen un nivel de metilaciéon por encima de
la linea de corte que es cero (0) % de metilacion (o sus equivalentes) para todas las posiciones de CpG dentro y
asociadas con (por ejemplo, en regiones promotoras o reguladoras) el gen TFAP2E.

A menos que se especifique de otro modo, los términos "hipometilado" o "submetilado" se entiende que significan un
nivel de metilacion por debajo de un punto de corte especificado, en donde dicho corte puede ser un valor que
representa el nivel medio o promedio de metilacion de una poblacién dada, o es preferiblemente un nivel de corte
optimizado. El "corte" también se denomina en este documento como un "umbral". En el contexto de la presente
invencion, los términos "no metilado”, "hipometilado" o "submetilado" se considera que incluyen un nivel de metilacion
en el punto de corte que es cero (0) % de metilacion (o sus equivalentes) para todas las posiciones CpG dentro y
asociadas con el gen TFAP2E (por ejemplo, en regiones promotoras o reguladoras).

El término "microarreglo” se refiere ampliamente tanto a "microarreglos de ADN," como a "chip(s) de ADN", como se
reconoce en la técnica, abarca todos los soportes solidos reconocidos en la técnica, y abarca todos los métodos para la
fijacion de moléculas de acido nucleico a los mismos o la sintesis de los acidos nucleicos sobre los mismos.

"Parametros genéticos" son mutaciones y polimorfismos de genes y secuencias requeridos adicionalmente para su
regulacion. Se designan en particular como mutaciones, inserciones, supresiones, mutaciones puntuales, inversiones y
polimorfismos y, particularmente preferidos, los SNP (polimorfismos de un solo nucleétido).

"Parametros epigenéticos" son, en particular, la metilacién de citosina. Otros parametros epigenéticos incluyen, por
ejemplo, la acetilacion de histonas que, sin embargo, no se puede analizar directamente usando el método descrito pero
que, a su vez, se correlacionan con la metilacién del ADN.

El término "reactivo de bisulfito" se refiere a un reactivo que comprende bisulfito, disulfito, sulfito de hidrégeno o
combinaciones de los mismos, Utiles como se describe aqui para distinguir entre las secuencias de dinucleotidos CpG
metiladas y no metiladas.

El término "ensayo de metilacion" se refiere a cualquier ensayo para la determinacion del estado de metilacion de una o
mas secuencias de dinucleétidos CpG dentro de una secuencia de ADN.

El término "MS.AP-PCR" (reaccion en cadena de la polimerasa cebada arbitrariamente para ser sensible a la metilacion)
se refiere a la tecnologia reconocida en la técnica que permite una exploracion global del genoma usando cebadores
ricos en CG para concentrarse en las regiones que mas probablemente contienen dinucledtidos CpG, y descritas por
Gonzalgo y colaboradores, Cancer Research 57: 594-599, 1997.

El término "MethyLightVR" se refiere a la técnica de PCR en tiempo real basada en fluorescencia reconocida en la
técnica descrita por Eads y colaboradores, Cancer Res. 59: 2302-2306, 1999.

El término ensayo de "HeavyMethyIMR" en la realizacion del mismo implementada en el presente documento, se refiere
a un ensayo, en el que las sondas de bloqueo especificas de metilacion (también denominadas en este documento
como bloqueadores) que cubren las posiciones de CpG entre, o cubiertas por los cebadores de amplificacion permiten
la amplificacion selectiva especifica de la metilacion de una muestra de acido nucleico.

El término ensayo "HeavyMethylMR MethyLight"R", en la realizacion del mismo implementada en el presente documento,
se refiere a un ensayo HeavyMethylMR MethyLightVR, que es una variacion del ensayo MethyLightR, en el que el
ensayo MethyLight™R se combina con las sondas de bloqueo especificas de metilacion que cubren las posiciones de
CpG entre los cebadores de amplificacion.

El término "Ms-SNuUPE" (extension del cebador con un solo nucleétido sensible a la metilacion) se refiere al ensayo
reconocido en la técnica descrito por Gonzalgo y Jones, Nucleic Acids Res. 25: 2529-2531, 1997.
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El término "MSP" (PCR especifica de la metilacion) se refiere al ensayo de metilacion reconocido en la técnica descrito
por Herman y colaboradores. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 93: 9821 - 9826, 1996, y en la patente estadounidense No.
5.786.146.

El término "COBRA" (analisis de restriccion combinado con bisulfito) se refiere al ensayo de metilacion reconocido en la
técnica descrito por Xiong y Laird, Nucleic Acids Res. 25: 2532-2534, 1997.

El término "MCA" (amplificacion de una isla de CpG metilada) se refiere al ensayo de metilacion descrito por Toyota y
colaboradores, Cancer Res. 59: 2307-12, 1999, y en el documento WO 00/26401A1.

El término "hibridacion" debe entenderse como un enlace de un oligonucleétido con una secuencia complementaria a lo
largo de las lineas de los emparejamientos de bases de Watson-Crick en el ADN de la muestra, formando una
estructura duplex.

Las "condiciones de hibridacion rigurosas", como se define en el presente documento, implican la hibridacion a 68°C en
una solucion de Denhardt 5x/5x SSC /SDS al 1,0%, y lavado en 0,2x SSC/SDS al 0,1% a temperatura ambiente, o
involucra al equivalente del mismo reconocido en la técnica (por ejemplo, las condiciones en las que una hibridacion se
lleva a cabo a 60°C en regulador 2,5 x SSC, seguido por varias etapas de lavado a 37°C en una concentracion baja de
regulador, y se mantiene estable). Las condiciones moderadamente rigurosas, como se define en el presente
documento, implican la inclusion de lavado en 3x SSC a 42°C, o el equivalente del mismo reconocido en la técnica. Los
parametros de concentracion de sal y temperatura se pueden variar para alcanzar el nivel 6ptimo de identidad entre la
sonda y el acido nucleico objetivo. La orientacion con respecto a tales condiciones esta disponible en la técnica, por
ejemplo, en Sambrook y colaboradores, 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, N.Y ;
y Ausubel y colaboradores. (eds.), 1995, Current Protocols in Molecular Biology, (John Wiley & Sons, N.Y.) en la Unidad
2.10.

Los términos "enzimas de restriccion especificas de la metilaciéon" o "enzimas de restriccion sensibles a la metilacion" se
entiende que se refieren a una enzima que digiere selectivamente un acido nucleico dependiente del estado de
metilacién de su sitio de reconocimiento. En el caso de tales enzimas de restriccion que cortan especificamente si el
sitio de reconocimiento no estd metilado o semimetilado, el corte no se llevara a cabo, o con una eficiencia
significativamente reducida, si el sitio de reconocimiento esta metilado. En el caso de tales enzimas de restriccion que
cortan especificamente si el sitio de reconocimiento esta metilado, el corte no se llevara a cabo, o con una eficiencia
significativamente reducida si el sitio de reconocimiento no esta metilado. Se prefieren las enzimas de restriccion
especificas de metilacion, la secuencia de reconocimiento que contiene un dinucleétido CG (por ejemplo cgcg o
cccggg). También se prefieren para algunas realizaciones enzimas de restriccion que no cortan si la citosina en este
dinucledtido esta metilada en el atomo de carbono C5.

Las "enzimas de restriccion especificas cuando no hay metilacién" o "enzimas de restriccion sensibles a la falta de
metilacién" son enzimas de restriccién que cortan una secuencia de acido nucleico independientemente del estado de
metilacion con una eficiencia casi idéntica. También se les llama "enzimas de restriccion no especificas de metilacion".

En referencia a las secuencias de matriz de material compuesto, la frase "nucledtidos contiguos" se refiere a una region
de secuencia contigua de cualquier secuencia contigua individual de la matriz de material compuesto, pero no incluye
una region de la secuencia de matriz compuesta que incluye un "nodo" como se definié aqui anteriormente.

El término "TFAP2E" debe entenderse que incluye todas las variantes de transcripcion de la misma y todos los
elementos promotores y reguladores de las mismas. Por otra parte, ya que se conocen una pluralidad de SNP dentro de
dicho gen, debe entenderse que el término incluye todas las variantes de secuencia de las mismas.

El término "precanceroso" y equivalentes del mismo se entiende que significa cualquier trastorno proliferativo celular que
esta experimentando una transformacién maligna. Ejemplos de tales condiciones incluyen, en el contexto de los
trastornos proliferativos celulares colorrectales, trastornos proliferativos celulares con un alto grado de displasia y las
siguientes clases de adenomas:

Nivel 1: penetracion de glandulas malignas a través de la mucosa muscular hacia la submucosa, dentro de la cabeza
del pdlipo

Nivel 2: la misma invasion submucosa, pero presente en la union de la cabeza con el tallo
Nivel 3: invasion del tallo

Nivel 4: invasion de la base del tallo en la conexion con la pared del colon (este nivel se corresponde con el estadio de
Dukes A)

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 597 845 T3

La presente invencion proporciona un método para la deteccion de trastornos de proliferacion celular en un sujeto que
comprende detectar la presencia de metilacion de TFAP2E en una muestra bioldgica aislada de dicho sujeto, en donde
la metilacion de CpG es indicativa de la presencia de dicho trastorno. Dichos marcadores pueden ser utilizados para el
diagndstico de trastornos proliferativos celulares neoplasicos malignos (preferiblemente cancer), incluyendo la deteccion
temprana durante las etapas precancerosas de la enfermedad, y, ademas, para la diferenciacion de los trastornos
proliferativos celulares benignos de los malignos. La presente invencion divulga un método en el que un trastorno
proliferativo de células malignas se distingue de un trastorno proliferativo de células benignas, estando dicho método
caracterizado porque la presencia de metilacion de CpG es indicativa de la presencia de un trastorno proliferativo de
células malignas o trastorno precanceroso y la ausencia de la misma es indicativa de la presencia de un trastorno
proliferativo celular benigno.

Los marcadores de la presente invencion son particularmente eficientes en la deteccion o para distinguir entre los
trastornos proliferativos de células de prostata o, alternativamente, para detectar o distinguir entre los trastornos
proliferativos de células de colorrectales, proporcionando de ese modo medios mejorados para la deteccion temprana,
clasificacion y tratamiento de dichos trastornos.

La modificacion con bisulfito del ADN es una herramienta reconocida en la técnica utilizada para evaluar el estado de
metilacion de CpG. La 5-metilcitosina es la modificacion de base covalente mas frecuente en el ADN de las células
eucariotas. Desempefia un papel, por ejemplo, en la regulacién de la transcripcion, en la impronta genética, y en la
tumorigénesis. Por lo tanto, la identificacion de 5-metilcitosina como componente de informacién genética es de un
interés considerable. Sin embargo, las posiciones de 5-metilcitosina no pueden ser identificadas por secuenciacion,
porque la 5-metilcitosina tiene el mismo comportamiento de apareamiento de bases que la citosina. Por otra parte, la
informacion epigenética portada por la 5-metilcitosina se pierde completamente, por ejemplo, durante la amplificacion
por PCR.

El método mas frecuentemente utilizado para el analisis de ADN para la presencia de 5-metilcitosina se basa en la
reaccion especifica de bisulfito con citosina por lo que, tras la hidrdlisis alcalina posterior, la citosina se convierte en
uracilo que corresponde a timina en su comportamiento de apareamiento de bases. Significativamente, sin embargo, la
5-metilcitosina permanece sin modificar bajo estas condiciones. Por consiguiente, el ADN original se convierte de tal
manera que la metilcitosina, que originalmente no podia distinguirse de la citosina por su comportamiento de
hibridacién, ahora puede ser detectada como la Unica citosina que queda usando técnicas de biologia molecular
reconocidas en el arte, por ejemplo, mediante amplificacion e hibridacion, o por secuenciacion. Todas estas técnicas se
basan en las propiedades diferenciales de apareamiento de bases, que ahora puede ser totalmente explotadas.

La técnica anterior, en términos de sensibilidad, se define por un método que comprende el encerramiento del ADN a
analizar en una matriz de agarosa, evitando asi la difusion y renaturalizacion del ADN (el bisulfito sélo reacciona con
ADN monocatenario), y el reemplazo de todas las etapas de precipitacion y purificacion con didlisis rapida (Olek A, y
colaboradores, A modified and improved method for bisulfite based cytosine methylation analysis, Nucleic Acids Res. 24:
5064-6, 1996). Por tanto, es posible analizar células individuales por el estado de metilacion, ilustrando la utilidad y
sensibilidad del método. Una vision general de los métodos reconocidos en la técnica para la deteccion de 5-
metilcitosina es proporcionada por Rein, T., y colaboradores, Nucleic Acids Res., 26: 2255, 1998.

La técnica de bisulfito, salvo algunas excepciones (por ejemplo, Zeschnigk M, y colaboradores, Eur J Hum Genet. 5: 94-
98, 1997), sdlo se usa actualmente en investigacion. En todos los casos, se amplifican posteriormente fragmentos
especificos cortos de un gen conocido con un tratamiento con bisulfito, y, o bien completamente secuenciados (Olek y
Walter, Nat Genet. 1997 17: 275-6, 1997), sometidos a una o mas reacciones de extension de cebador (Gonzalgo y
Jones, Nucleic Acids Res., 25: 2529-31, 1997; WO 95/00669; patente de Estados Unidos No. 6.251.594) para analizar
las posiciones de citosina individuales, o tratadas por digestion enzimatica (Xiong y Laird, Nucleic Acids Res., 25: 2532-
4, 1997). También se ha descrito la deteccidén por hibridacion en la técnica (Olek y colaboradores, WO 99/28498).
Ademas, se ha descrito el uso de la técnica de bisulfito para la deteccion de metilacion con respecto a los genes
individuales (Grigg & Clark, Bioessays, 16: 431-6, 1994; Zeschnigk M, y colaboradores, Hum Mol Genet., 6: 387-95,
1997; Feil R, y colaboradores, Nucleic Acids Res., 22: 695-, 1994; Martin V, y colaboradores, Gene, 157: 261-4, 1995;
WO 97/46705 y WO 95/15373).

La presente invencion proporciona el uso de la técnica de bisulfito, en combinacién con uno o mas ensayos de
metilacion, para la determinacion del estado de metilacion de las secuencias de dinucleétido CpG dentro de la SEQ ID
NO: 1. Los dinucledtidos genémicos CpG pueden ser metilados o no metilados (alternativamente conocidos como
sobremetilados y submetilados, respectivamente). Sin embargo, los métodos de la presente invenciéon son adecuados
para el andlisis de muestras bioldgicas de naturaleza heterogénea, por ejemplo, una baja concentracion de células
tumorales dentro de un ambiente de sangre o de heces. En consecuencia, al analizar el estado de metilacion de una
posicion de CpG dentro de una muestra tal, la persona experta en la técnica puede usar un ensayo cuantitativo para
determinar el nivel (por ejemplo, porcentaje, fraccion, relacion, proporcién o grado) de metilacion en una posicion
particular de CpG a diferencia de un estado de metilacion. De acuerdo con el término estatus de metilacién o estado de
metilacion también se debe entender que significa un valor que refleja el grado de metilacion en una posicion de CpG.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 597 845 T3

De acuerdo con la presente invencion, la determinacion del estado de metilacién de secuencias de dinucleétidos CpG
dentro de la SEQ ID NO: 1 tiene utilidad tanto en el diagndstico como en la caracterizacion de trastornos proliferativos
celulares. En realizaciones preferidas, se determina el estado de metilacion de las posiciones de CpG en la SEQ ID NO:
2, 1a SEQ ID NO: 2 son regiones particularmente preferidas de la SEQ ID NO: 1 (es decir, la SEQ ID NO: 1 comprende
la SEQ ID NO: 2). La determinacion del estado de metilacién de secuencias de dinucleétidos CpG dentro de la SEQ ID
NO: 2 también tienen utilidad en el diagndstico y caracterizacion de trastornos proliferativos celulares.

Procedimientos de ensayo de metilacion. Se conocen diversos procedimientos de ensayo de metilacion en la técnica, y
se pueden utilizar junto con la presente invencion. Estos ensayos permiten la determinacion del estado de metilacion de
uno o una pluralidad de dinucleétidos CpG (por ejemplo, islas de CpG) dentro de una secuencia de ADN. Tales ensayos
implican, entre otras técnicas, secuenciacion de ADN del ADN tratado con bisulfito, PCR (para amplificacion especifica
de la secuencia), analisis de transferencia tipo Southern, y el uso de enzimas de restriccion sensibles a la metilacion.

Por ejemplo, se ha simplificado la secuenciacion gendmica para el analisis de los patrones de metilacién del ADN y la
distribucion de 5-metilcitosina usando tratamiento con bisulfito (Frommer y colaboradores, Proc Natl Acad Sci USA. 89:
1827-1831, 1992). Ademas, se utiliza la digestion con enzimas de restriccion de productos de PCR amplificados a partir
de ADN convertido con bisulfito, por ejemplo, el método descrito por Sadri y Hornsby (Nucl Acids Res. 24: 5058-5059,
1996), o COBRA (analisis de restriccion combinado con bisulfito) (Xiong y Laird, Nucleic Acids Res. 25: 2532-2534,
1997).

COBRA. El analisis COBRAMR es un ensayo de metilacion cuantitativo util para determinar los niveles de metilacién de
ADN en los loci de genes especificos en cantidades pequefias de ADN gendmico (Xiong y Laird, Nucleic Acids Res. 25:
2532-2534, 1997). En resumen, se usa digestion con enzimas de restriccion para revelar las diferencias de secuencia
que dependen de la metilacién en los productos de la PCR de ADN tratado con bisulfito de sodio. Las diferencias de
secuencia que dependen de la metilacion se introducen primero en el ADN gendémico por tratamiento estandar con
bisulfito de acuerdo con el procedimiento descrito por Frommer y colaboradores (Proc Natl Acad Sci USA. 89: 1827-
1831, 1992). Se realiza luego la amplificacion por PCR del ADN convertido con bisulfito utilizando cebadores especificos
para las islas de CpG de interés, seguido de digestion con endonucleasas de restriccion, electroforesis en gel, y
deteccion usando sondas de hibridacién marcadas especificas. Los niveles de metilacion en la muestra original de ADN
se representan por las cantidades relativas de producto de la PCR digerido y no digerido en una forma linealmente
cuantitativa a través de un amplio espectro de niveles de metilaciéon del ADN. Ademas, esta técnica se puede aplicar de
forma confiable al ADN obtenido a partir de muestras de tejido embebidas en parafina microdiseccionadas.

Los reactivos tipicos (por ejemplo, como se podria encontrar en un kit tipico a base de COBRAMR) para el analisis
COBRAMR pueden incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR para el gen especifico (0 una secuencia de ADN
tratada con bisulfito o isla de CpG); enzima de restriccion y regulador apropiado; oligonucleétido de hibridacion génica;
oligonucleotido de control de la hibridacion; kit de marcacion de quinasa para la sonda de oligonucleétido; y nucledtidos
marcados. Ademas, los reactivos de conversion de bisulfito pueden incluir: regulador de desnaturalizacion del ADN;
regulador de desulfonacion; reactivos o kits de recuperacion del ADN (por ejemplo, precipitacion, ultrafiltracién, columna
de afinidad); regulador de desulfonacion; y componentes de recuperacion de ADN.

Preferiblemente, se utilizan ensayos tales como las reacciones de "MethyLightVR" (una técnica de PCR en tiempo real
basada en fluorescencia) (Eads y colaboradores, Cancer Res. 59: 2302-2306, 1999), Ms-SNuPEMR (extension del
cebador en un solo nucledtido sensible a la metilaciéon) (Gonzalgo y Jones, Nucleic Acids Res 25: 2529-2531, 1997),
PCR especifica de la metilacion ("MSP"; Herman y colaboradores, Proc Natl Acad Sci USA. 93: 9821-9826, 1996;
patente estadounidense No. 5.786.146), y amplificacion de la isla de CpG metilada ("MCA"; Toyota y colaboradores,
Cancer Res. 59: 2307-12, 1999) solos o en combinacién con otro de estos métodos.

El ensayo "HeavyMethyIMR", |a técnica es un método cuantitativo para la evaluacion de diferencias de metilacion basado
en la amplificacion especifica de metilacion de ADN tratado con bisulfito. Las sondas de bloqueo especificas de
metilacion (también denominadas en este documento como bloqueadoras) que cubre las posiciones de CpG entre, o
cubiertas por los cebadores de amplificaciéon permiten la amplificacion selectiva especifica de la metilacién de una
muestra de acido nucleico.

El término ensayo "HeavyMethylMR MethyLightMR", en la realizacion del mismo implementado en el presente documento,
se refiere a un ensayo HeavyMethylVR MethyLightR, que es una variacion del ensayo MethyLight¥R, en donde el
ensayo de MethyLightMR se combina con sondas de bloqueo especificas de metilacion que cubren las posiciones de
CpG entre los cebadores de amplificacién. El ensayo HeavyMethylMR también se puede usar en combinacion con
cebadores de amplificacion especificos de metilacion.

Los reactivos tipicos (por ejemplo, como se puede encontrar en un kit tipico con base en MethyLightVR) para el andlisis
HeavyMethylMR puede incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR para los genes especificos (o secuencia de ADN
o isla de CpG tratada con bisulfito); el bloqueo de los oligonucleétidos; reguladores y desoxinucleétidos optimizados por
PCR; y Taq polimerasa.
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MSP. MSP (PCR especifica de metilacion) permite evaluar el estado de metilacion de virtualmente cualquier grupo de
sitios CpG dentro de una isla de CpG, independiente del uso de las enzimas de restriccion sensibles a la metilacion
(Herman y colaboradores. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 93: 9821-9826, 1996; patente estadounidense No. 5.786.146). En
resumen, el ADN es modificado con bisulfito de sodio que convierte todas las citosinas no metiladas, pero no las
metiladas, en uracilo, y subsecuentemente es amplificado con cebadores especificos para el ADN metilado versus el no
metilado. MSP requiere solamente cantidades pequefias de ADN, es sensible al 0,1% de los alelos metilados de un
locus dado de una isla de CpG, y puede realizarse sobre el ADN extraido de las muestras embebidas en parafina. Los
reactivos tipicos (por ejemplo, como puede encontrarse en un kit tipico basado en MSP) para el analisis de MSP pueden
incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR metilados y no metilados para un gen especifico (o secuencia de ADN
tratado o isla de CpG), reguladores optimizados de PCR y desoxinucleétidos, y sondas especificas.

MethyLightMR. El ensayo MethyLightYR es un ensayo de metilacion cuantitativo de alto rendimiento que utiliza la
tecnologia de PCR en tiempo real basada en fluorescencia (TagMan“R) que no requiere manipulaciones adicionales
después de la etapa de la PCR (Eads y colaboradores, Cancer Res. 59: 2302-2306, 1999). En resumen, el proceso
MethyLightMR comienza con una muestra mixta de ADN gendmico que se convierte, en una reaccion de bisulfito de
sodio, en una combinacién mixta de diferencias en secuencia que dependen de la metilaciéon de acuerdo con
procedimientos estandar (el proceso de bisulfito convierte los residuos de citosina no metilados en uracilo). A
continuacién se realiza la PCR basada en fluorescencia en una reaccion "sesgada" (con cebadores de PCR que se
superponen a dinucledtidos CpG conocidos). La discriminacion de secuencia puede producirse tanto a nivel del proceso
de amplificacién como a nivel del proceso de deteccién de fluorescencia.

El ensayo MethyLight"R puede ser utilizado como una prueba cuantitativa para los patrones de metilacion en la muestra
de ADN genodmico, en donde se produce discriminacion de la secuencia a nivel de hibridacién de la sonda. En esta
version cuantitativa, la reaccion de PCR proporciona una amplificacion especifica de metilacién en presencia de una
sonda fluorescente que solapa un sitio de metilacion particular putativo. Se proporciona un control no sesgado para la
cantidad de ADN que entra mediante una reaccién en la que ni los cebadores, ni la sonda recubren ninguno de los
dinucledtidos CpG. Alternativamente, se logra una prueba cualitativa para la metilacion genémica mediante el sondeo
de la combinacion sesgada de la PCR, ya sea con oligonucleétidos de control que no "cubren" sitios de metilacion
conocidos (una version basada en fluorescencia de las técnicas HeavyMethylMR y MSP), o con oligonucledtidos que
cubren sitios de metilaciéon potenciales.

El proceso MethyLight“R puede utilizarse con cualquier sonda adecuada, por ejemplo "TagMan®", LightCycler® etc. Por
ejemplo, se trata el ADN gendmico bicatenario con bisulfito de sodio y se lo somete a uno de los dos conjuntos de
reacciones PCR usando sondas TagMan®; por ejemplo, con los cebadores de MSP y/o oligonucleétidos bloqueadores
HeavyMethyl y la sonda TagMan®. La sonda TagMan® esta marcada doblemente con moléculas "informadoras" e
"inactivadoras", y esta disefiada para ser especifica para una regiéon con un contenido relativamente alto de GC de
manera que se funde a una temperatura aproximadamente a 10°C mas alta en el ciclo de la PCR que los cebadores
directo o inverso. Esto permite que la sonda TagMan® permanezca hibridada completamente durante la etapa de
hibridacion/extension de la PCR. Como la Taq polimerasa sintetiza enzimaticamente una nueva cadena durante la PCR,
con el tiempo alcanzara a la sonda TagMan® hibridada. La actividad de endonucleasa 5' a 3' de la Taq polimerasa
desplazara entonces a la sonda TagMan® digiriéndola para liberar la molécula informadora fluorescente para deteccion
cuantitativa de su sefial ahora inactivada usando un sistema de deteccion de fluorescencia en tiempo real.

Los reactivos tipicos (por ejemplo, como podria encontrarse en un kit tipico basado en MethyLightVR) para el analisis
con MethyLightMR pueden incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR para el gen especifico (o secuencia de ADN o
isla de CpG tratada con bisulfito); sondas TagMan® o LightCycler®; reguladores y desoxinuclettidos optimizados para
PCR; y Taq polimerasa.

El ensayo QMMR (metilacion cuantitativa) es una prueba cuantitativa alternativa para los patrones de metilacion en
muestras de ADN genémico, en donde la discriminacion de la secuencia ocurre a nivel de hibridacion de la sonda. En
esta version cuantitativa, la reaccion de PCR proporciona para una amplificacion no sesgada en presencia de una
sonda fluorescente que solapa un sitio de metilacion putativo particular. Se proporciona un control no sesgado para la
cantidad de ADN de entrada mediante una reaccién en la que ni los cebadores, ni la sonda estan sobre ninguno de los
dinucledtidos CpG. Alternativamente, se logra una prueba cualitativa para metilacion gendémica mediante el sondeo de
la combinacion sesgada de PCR, ya sea con oligonucleétidos de control que no "cubren” sitios de metilacién conocidos
(una version basada en fluorescencia de las técnicas HeavyMethylMR y MSP), o con oligonucledtidos que cubren sitios
de metilacién potenciales.

El proceso QMVR se puede utilizar con cualquier sonda adecuada, por ejemplo "TagMan®", LightCycler® etc. en el
proceso de amplificacion. Por ejemplo, se trata el ADN gendémico bicatenario con bisulfito de sodio y se somete a
cebadores no sesgados y la sonda TagMan®. La sonda TagMan® esta doblemente marcada con moléculas
"informadoras" e "inactivadoras" fluorescentes, y esta disefiada para ser especifica para una regiéon con un contenido
relativamente alto de GC de manera que se funde a una temperatura aproximadamente 10°C mas alta en el ciclo de
PCR que los cebadores directo o inverso. Esto permite que la sonda TagMan® permanezca completamente hibridada
durante la etapa de hibridacién/extension de la PCR. Como la Taq polimerasa sintetiza enzimaticamente una nueva
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cadena durante la PCR, eventualmente alcanzara a la sonda TagMan® hibridada. La actividad de la Taqg polimerasa 5' a
3' endonucleasa desplazara entonces la sonda TagMan® digiriéndola para liberar la molécula informadora fluorescente
para deteccién cuantitativa de su sefial ahora no inactivada usando un sistema de deteccion de fluorescencia en tiempo
real.

Los reactivos tipicos (por ejemplo, como se puede encontrar en un kit tipico a base de QMVR) para el andlisis con QMVR
pueden incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR para el gen especifico (o secuencia de ADN o isla de CpG
tratada con bisulfito); sondas TagMan® o LightCycler®; reguladores optimizados de PCR y desoxinucleétidos; y Taq
polimerasa.

Ms-SNuPE. La técnica Ms-SNuPEMR técnica es un método cuantitativo para la evaluacion de las diferencias de
metilacion en sitios especificos de CpG sobre la base de tratamiento con bisulfito del ADN, seguido por la extensién del
cebador de un solo nucleétido (Gonzalgo y Jones, Nucleic Acids Res. 25: 2529-2531, 1997). En resumen, se hace
reaccionar el ADN gendmico con bisulfito de sodio para convertir la citosina no metilada en uracilo, dejando la 5-
metilcitosina sin cambios. La amplificacion de la secuencia objetivo deseada se realiza luego usando cebadores de PCR
especificos para el ADN convertido con bisulfito, y el producto resultante se aisla y se utiliza como una plantilla para el
analisis de metilacion en el(los) sitio(s) de CpG de interés. Se pueden analizar pequefias cantidades de ADN (por
ejemplo, secciones de patologia microdiseccionadas), y evitar asi la utilizacién de enzimas de restriccion para
determinar el estado de metilacion en los sitios de CpG.

Los reactivos tipicos (por ejemplo, como podria encontrarse en un kit tipico basado en Ms-SNuPEMR) para el analisis
con MS-SNuPEMR pueden incluir, pero no limitarse a: cebadores de PCR para un gen especifico (o secuencia de ADN o
isla de CpG tratada con bisulfito); reguladores de PCR optimizados y desoxinucleétidos; kit de extraccion en gel;
cebadores de control positivo; cebadores de Ms-SNuPEMR para el gen especifico; regulador de reaccion (para la
reaccion de Ms-SNuUPE); y nucledtidos marcados. Ademas, los reactivos de conversion con bisulfito pueden incluir:
regulador de desnaturalizacion de ADN; regulador de sulfonacion; reactivos o kit de recuperacion de ADN (por ejemplo,
precipitacion, ultrafiltracion, columna de afinidad); regulador de desulfonacién; y componentes de recuperacion del ADN.

Se determind que la secuencia genémica de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 2, y de variantes de las
mismas tratadas de origen no natural de acuerdo con la SEQ ID NO: 3 a la SEQ ID NO: 10, tiene una novedosa utilidad
para la deteccion temprana, clasificacion y/o tratamiento de trastornos proliferativos celulares, en particular, trastornos
proliferativos celulares colorrectal y/o de préstata.

En una realizacion de la invencion, el método comprende las siguientes etapas: i) poner en contacto el ADN gendmico
(preferiblemente aislado a partir de fluidos corporales) obtenido del sujeto con al menos un reactivo, o serie de reactivos
que distinguen entre dinucleétidos CpG metilados y no metilados dentro del gen TFAP2E (incluyendo su promotor y
regiones reguladoras); y ii) detectar, o detectar y distinguir entre dos o mas trastornos proliferativos celulares de colon o
de préstata.

ElI ADN gendmico puede ser aislado por cualquier medio estandar en la técnica, incluyendo el uso de kits disponibles en
el mercado. En resumen, cuando se encapsula el ADN de interés en una membrana celular, la muestra bioldgica debe
ser cortada y lisada mediante medios enzimaticos, quimicos o mecanicos. La solucion de ADN puede entonces ser
liberada de las proteinas y otros contaminantes, por ejemplo, por digestion con proteinasa K. EI ADN gendmico se
recupera entonces de la solucion. Esto puede llevarse a cabo por medio de una variedad de métodos que incluyen
precipitacion en solucién salina, extraccion organica o union del ADN a un soporte de fase soélida. La eleccion del
método se vera afectada por varios factores incluyendo el tiempo, el coste y la cantidad necesaria de ADN. Todos los
tipos de muestras clinicas que comprenden la materia neoplasica o la materia precancerosa son adecuados para uso en
el presente método, se prefieren las lineas celulares, cortes histologicos, biopsias, tejido incluido en parafina, fluidos
corporales, heces, efluente colonico, orina, plasma sanguineo, suero sanguineo, sangre entera, células sanguineas
aisladas, células aisladas de la sangre y combinaciones de los mismos. Los fluidos corporales son la fuente preferida de
ADN; particularmente preferida es la orina, ya sea normalmente evacuados o masaje postprostatico.

La muestra de ADN gendmico se trata luego con al menos un reactivo, o serie de reactivos que distinguen entre los
dinucledtidos CpG metilados y no metilados dentro de al menos una region objetivo del ADN genémico, en donde la
region objetivo comprende, o se hibrida bajo condiciones rigurosas con una secuencia de al menos 16 nucledtidos
contiguos de al menos una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 2,
respectivamente, en donde dichos nucleétidos contiguos comprenden al menos una secuencia de dinucleétido CpG.

Se prefiere particularmente que dicho reactivo convierta las bases de citosina que estan sin metilar en la posicién 5' en
uracilo, timina, u otra base que sea diferente a la citosina en términos de comportamiento de hibridacion. Sin embargo,
en una realizacion alternativa dicho reactivo puede ser una enzima de restriccion sensible a la metilacion.

En donde se trata la muestra de ADN gendmico de una manera tal que las bases de citosina que estan sin metilar en la
posicién 5' se convierten en uracilo, timina, u otra base que es diferente a la citosina en términos de comportamiento de
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hibridacién, se prefiere que este tratamiento se lleve a cabo con bisulfito (sulfito de hidrégeno, disulfito) y posterior
hidrolisis alcalina. Este tratamiento da como resultado la conversion de la SEQ ID NO: 1 ala SEQ ID NO: 2 ala SEQ ID
NO: 3 a la SEQ ID NO: 6 (respectivamente) en donde dichos dinucleétidos CpG estan metilados o la SEQ ID NO: 7 a la
SEQ ID NO: 10 en donde dichos dinucleétidos CpG estan sin metilar (véase la Tabla 1).

El ADN tratado se analiza a continuacion, con el fin de determinar el estado de metilacion de las secuencias de genes
objetivo (TFAP2E antes del tratamiento). Se prefiere particularmente que la region objetivo comprenda, o se hibride bajo
condiciones rigurosas con al menos 16 nucleétidos contiguos de TFAP2E. Se prefiere que la secuencia de dicho gen de
acuerdo con SEQ ID NO: 1 se analice, se prefiere particularmente que la subregion de la misma de acuerdo con la SEQ
ID NO: 2 se analicen. El método de analisis se puede seleccionar de los conocidos en la técnica, incluyendo los que se
enumeran en este documento. Particularmente preferidos son MethyLight¥R, MSP y el uso de oligonucleétidos de
bloqueo (HeavyMethylMR) como se describe en el presente documento. Ademas, se prefiere que cualquiera de los
oligonucledtidos utilizados en dicho analisis (incluyendo cebadores, oligonucleétidos de bloqueo y sondas de deteccion)
deben ser complementarios inversos, idénticos, o hibridar bajo condiciones rigurosas o altamente rigurosas con al
menos un segmento de 16 pares de bases de largo de las secuencias de bases de una o mas de la SEQ ID NO: 3 a la
SEQ ID NO: 10 y las secuencias complementarias de las mismas.

La metilacién aberrante, mas especificamente hipermetilacion de TFAP2E (asi como las regiones promotoras y/o
reguladoras) se asocia con la presencia de trastornos proliferativos celulares neoplasicos, y es particularmente
prevalente en carcinomas colorrectales y de prostata. En consecuencia, cuando una muestra bioldgica presenta algun
grado de metilacion, dicha muestra se debe determinar como neoplasica.

El analisis de un gen TFAP2E permite por primera vez detectar, o detectar y distinguir entre dos o mas trastornos
proliferativos de células colon o de prostata que permitié una sensibilidad mayor que o igual al 80% y una especificidad
mayor que o igual al 80%. La sensibilidad se calcula como: {neoplasia detectada/todas las neoplasias), por ejemplo:
{neoplasia de colon detectada/todas las neoplasias de colon); y la especificidad se calcula como (negativos no
detectados/negativos totales).

La neoplasia de colon se define aqui como todas las neoplasias de colon y adenomas mayores a 1 cm, o subconjuntos
de las mismas. Los negativos se pueden definir como individuos sanos.

En una realizacion, el método divulga el uso de TFAP2E o las regiones promotoras y/o reguladoras del mismo) como un
marcador para la diferenciacion, deteccion y distincion de los trastornos proliferativos celulares (en particular, trastornos
neoplasicos, de colon o de prostata).

Dicho método puede ser habilitado por medio de cualquier andlisis de la expresiéon de un ARN transcrito a partir del
mismo o un polipéptido o proteina traducida a partir de dicho ARN, preferiblemente por medio del analisis de la
expresion de ARNm o el analisis de expresion del polipéptido. En consecuencia, la presente solicitud también divulga
ensayos y métodos de diagndstico, tanto cuantitativos como cualitativos para la deteccion de la expresion del gen
TFAP2E en un sujeto y determinar a partir de los mismos la presencia o ausencia de cancer en dicho sujeto.

La expresion aberrante del ARNm transcrito a partir del gen TFAP2E se asocia con la presencia de cancer en un sujeto.
La subexpresion (y/o presencia de metilacion) se asocia con la presencia de cancer, y viceversa, la sobreexpresion (y/o
ausencia de metilacion) se asocia con la ausencia de cancer.

Para detectar la presencia de ARNm que codifica un gen o secuencia gendémica, se obtiene una muestra de un
paciente. La muestra puede ser cualquier muestra adecuada que comprende material celular del tumor. Los tipos
adecuados de muestras incluyen lineas celulares, cortes histoldgicos, biopsias, tejido incluido en parafina, fluidos
corporales, heces, efluente colonico, orina, plasma sanguineo, suero sanguineo, sangre entera, células sanguineas
aisladas, células aisladas de la sangre y todas las combinaciones posibles de los mismos. Se prefiere que dichos tipos
de muestras sean heces o fluidos corporales seleccionados del grupo que consiste de efluente coldnico, orina, plasma
sanguineo, suero sanguineo, sangre entera, células sanguineas aisladas, células aisladas de la sangre.

La muestra puede ser tratada para extraer el ARN contenido en la misma. Se analiza a continuacién, el acido nucleico
resultante de la muestra. Se conocen muchas técnicas en el estado de la técnica para determinar los niveles absolutos
y relativos de la expresion génica; las técnicas que se utilizan comunmente adecuadas para uso en la presente
invencion incluyen la hibridacion in situ (por ejemplo FISH), analisis tipo Northern, ensayos de proteccion de RNasa
(RPA), microarreglos y técnicas con base en PCR, tales como PCR cuantitativa y PCR de despliegue diferencial o
cualquier otro método de deteccion de acido nucleico.

Se prefiere particularmente el uso de la técnica de reaccion en cadena de polimerizacion/transcripcion inversa (RT-
PCR). El método de RT-PCR es bien conocido en la técnica (por ejemplo, véase Watson y Fleming, citado mas arriba).

El método de RT-PCR puede llevarse a cabo como sigue. Se aisla el ARN celular total, por ejemplo, mediante el
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método estandar de isotiocianato de guanidinio y se transcribe de forma inversa el ARN total. EI método de transcripcion
inversa implica la sintesis de ADN en una plantilla de ARN utilizando una enzima transcriptasa inversa y un cebador
oligonucledtido en el extremo 3' y/o cebadores hexameros aleatorios. El ADNc asi producido se amplifica luego por
medio de PCR. (Belyavsky y colaboradores, Nucl Acid Res 17: 2919-2932, 1989; Krug y Berger, Methods in
Enzymology, Academic Press, N.Y., Vol. 152, paginas 316-325, 1987). Se prefiere adicionalmente la variante en "tiempo
real" de RT-PCR, en donde el producto de la PCR se detecta por medio de sondas de hibridacion (por ejemplo,
TagMan, LightCycler, Molecular Beacons and Scorpion) o verde SYBR. La sefial detectada de las sondas o verde SYBR
es entonces cuantificada bien por referencia a una curva estandar o mediante la comparacién de los valores de Ct con
aquella de un estandar de calibracion. El analisis de los genes de mantenimiento se usa frecuentemente para
normalizar los resultados.

En analisis total de transferencias tipo Northern o poli(A) + ARNm se corre en un gel de agarosa desnaturalizante y se
detecta por hibridacion con una sonda marcada en el gel seco mismo o en una membrana. La sefial resultante es
proporcional a la cantidad de ARN objetivo en la poblacion de ARN.

La comparacion de las sefales de dos o mas poblaciones de células o tejidos revela diferencias relativas en los niveles
de expresion génica. La cuantificacion absoluta se puede realizar mediante la comparacion de la sefial con una curva
estandar generada usando cantidades conocidas de una transcripcion in vitro correspondiente al ARN objetivo. Se usa a
menudo el andlisis de genes de mantenimiento, donde se espera que los niveles de expresion de los genes
permanezcan relativamente constantes independientemente de las condiciones, para normalizar los resultados,
eliminando cualquiera de las diferencias aparentes causadas por transferencia desigual de ARN a la membrana o carga
desigual de ARN en el gel.

El primer paso en el andlisis de Northern es aislar ARN intacto, puro de las células o tejido de interés. Debido a que las
transferencias tipo Northern distinguen los ARN por tamario, la integridad de la muestra influye en el grado en el que se
localiza una sefal en una sola banda. Las muestras de ARN parcialmente degradadas ocasionaran que la sefial se
esparza o distribuya sobre varias bandas con una pérdida global de la sensibilidad y posiblemente una interpretacion
erronea de los datos. En el analisis de transferencia de Northern, se pueden utilizar las sondas de ADN, ARN vy
oligonucledtido y se marcan preferiblemente estas sondas (por ejemplo, marcadores radiactivos, marcadores de masa o
marcadores fluorescentes). El tamafio del ARN objetivo, no de la sonda, determinara el tamafio de la banda detectada,
por lo que métodos tales como la marcacion cebada al azar, que genera sondas de longitudes variables, son adecuados
para la sintesis de la sonda. La actividad especifica de la sonda determinara el nivel de sensibilidad, por lo que se
prefiere utilizar las sondas con altas actividades especificas.

En un ensayo de proteccion de RNasa, se hibridan en solucion el objetivo de ARN y una sonda de ARN de una longitud
definida. Después de la hibridacion, se digiere el ARN con RNasas especificas para los acidos nucleicos de cadena
sencilla para eliminar cualquier ARN objetivo de cadena sencilla no hibridado y la sonda. Las RNasas se inactivan, y se
separa el ARN, por ejemplo, por electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida. La cantidad de sonda intacta
de ARN es proporcional a la cantidad de ARN objetivo en la poblacién de ARN. Se puede usar RPA para la
cuantificacion relativa y absoluta de la expresion génica y también para el mapeo de la estructura del ARN, tales como
los sitios de inicio de la transcripcion y los limites del intron/exén. El ensayo de proteccion de la RNasa es preferible que
el analisis de transferencia tipo Northern, ya que generalmente tiene un limite inferior de deteccion.

Las sondas de ARN antisentido utilizadas en RPA son generadas por transcripcion in vitro de un molde de ADN con un
punto final definido y estan tipicamente en el intervalo de 50-600 nucleétidos. El uso de sondas de ARN que incluye
secuencias adicionales no homdlogas al ARN objetivo permite que el fragmento protegido se diferencie de la sonda de
longitud completa. Se usan tipicamente sondas de ARN en lugar de sondas de ADN debido a la facilidad de generacion
de las sondas de ARN de cadena sencilla y la reproducibilidad y confiabilidad de la digestion del duplex de ARN:ARN
con RNasas (Ausubel y colaboradores, 2003), se prefieren particularmente sondas con alta actividad especifica.

Se prefiere particularmente el uso de microarreglos. El proceso de analisis de microarreglos se puede dividir en dos
partes principales. En primer lugar esta la inmovilizaciéon de secuencias de genes conocidos en portaobjetos de vidrio u
otro soporte sélido seguido por la hibridacion del ADNc marcado con fluorescencia (que comprende las secuencias que
van a ser interrogadas) con los genes conocidos inmovilizados sobre el portaobjetos de vidrio (u otra fase solida).
Después de la hibridacién, se escanean los arreglos utilizando un escaner fluorescente de microarreglos. El analisis de
la intensidad relativa de fluorescencia de diferentes genes proporciona una medida de las diferencias en la expresion
génica.

Los arreglos de ADN pueden generarse mediante la inmovilizacién de oligonucleétidos previamente sintetizados sobre
portaobjetos de vidrio preparados u otras superficies solidas. En este caso, se fabrican y preparan secuencias de genes
representativos utilizando métodos estandar de sintesis y purificacion de oligonucleétidos. Estas secuencias
sintetizadas de genes son complementarias a la(s) transcripcion(es) de ARN de los genes de interés (en este caso
TFAP2E) y tienden a ser secuencias mas cortas en el intervalo de 25-70 nucledtidos. En una realizaciéon preferida,
dichos oligonucleétidos o polinucleétidos comprenden al menos 9, 18 o 25 bases de una secuencia complementaria a o
que hibrida con dicho transcrito de ARN. Como alternativa, los oligos inmovilizados pueden sintetizarse quimicamente in
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situ en la superficie del portaobjetos. La sintesis de oligonucleétidos in situ implica la adicion consecutiva de los
nucledtidos apropiados a las manchas sobre los microarreglos; las manchas que no reciben un nucleétido se protegen
durante cada etapa del proceso usando mascaras fisicas o virtuales. Preferiblemente, dichos acidos nucleicos
sintetizados son acidos nucleicos bloqueados.

En los experimentos de microarreglos de perfiles de expresion, los moldes de ARN utilizados son representativos del
perfil de transcripcion de las células o tejidos en estudio. Se aisla primero el ARN de las poblaciones de células o tejidos
que se van a comparar. Cada muestra de ARN se utiliza a continuacion como molde para generar ADNc marcado de
forma fluorescente a través de una reaccion de transcripcion inversa. La marcacion fluorescente del ADNc puede
realizarse por cualquiera método de marcacién directo o indirecto. Durante la marcacion directa, se incorporan
directamente los nucleétidos modificados de manera fluorescente (por ejemplo, Cy®3-dCTP o Cy®5-dCTP) en el ADNc
durante la transcripcion inversa. Alternativamente, la marcacion indirecta puede lograrse mediante la incorporacion de
nucleétidos modificados con aminoalilo durante la sintesis de ADNc y luego conjugacion de un colorante de éster de N-
hidroxisuccinimida (NHS) al ADNc modificado con aminoalilo después de la reacciéon de transcripcion inversa esta
completa. Alternativamente, la sonda puede estar sin marcar, pero puede ser detectable mediante la unién especifica
con un ligando que estd marcado, ya sea directa o indirectamente. Las etiquetas y métodos adecuados para marcar
ligandos (y sondas) son conocidos en la técnica, e incluyen, por ejemplo, marcadores radiactivos que pueden ser
incorporados por métodos conocidos (por ejemplo, traduccion de la muesca o tratamiento con quinasa).

Otros marcadores adecuados incluyen, pero no se limitan a biotina, grupos fluorescentes, grupos quimioluminiscentes
(por ejemplo, dioxetanos, particularmente dioxetanos activados), enzimas, anticuerpos, y similares.

Para realizar el analisis de la expresion génica diferencial, se marca el ADNc generado a partir de diferentes muestras
de ARN con Cy®3. Se purifica el ADNc marcado resultante para eliminar los nucleétidos no incorporados, el colorante
libre y el ARN residual. Después de la purificacion, se hibridan las muestras de ADNc con el microarreglo. La
rigurosidad de la hibridacion se determina por un nimero de factores durante la hibridacion y durante el procedimiento
de lavado, incluyendo la temperatura, fuerza iénica, periodo de tiempo y concentracion de formamida. Estos factores se
describen, por ejemplo, en Sambrook y colaboradores (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, segunda ed., 1989). El
microarreglo se escanea después de la hibridacion utilizando un escaner fluorescente de microarreglos. La intensidad
de la fluorescencia de cada punto indica el nivel de expresion del gen analizado; los puntos brillantes corresponden a
genes fuertemente expresados, mientras que las manchas oscuras indican expresion débil.

Una vez que se obtienen las imagenes, se debe analizar los datos sin procesar. En primer lugar, la fluorescencia de
fondo se debe restar de la fluorescencia de cada mancha. Los datos se normalizaron luego con una secuencia de
control, tal como los acidos nucleicos afiadidos exdgenamente (preferiblemente ARN o ADN), o un panel de genes de
mantenimiento que da cuenta de cualquier hibridacion no especifica, las imperfecciones del arreglo o la variabilidad en
la configuracién del arreglo, la marcacion del ADNc, la hibridacion o el lavado. La normalizacion de los datos permite
comparar los resultados de multiples arreglos.

Otro aspecto de la divulgacion se refiere a un kit para uso en el diagnéstico de cancer en un sujeto de acuerdo con los
métodos de la presente invencion, comprendiendo dicho kit: un medio para medir el nivel de transcripcion del gen
TFAP2E. En una realizacion preferida los medios para medir el nivel de transcripcién comprenden oligonucledtidos o
polinucleétidos capaces de hibridar bajo condiciones rigurosas o moderadamente rigurosas con los productos de
transcripcion de TFAP2E.

En una realizacion mas preferida, el nivel de transcripcion se determina por técnicas seleccionadas del grupo de analisis
de transferencias tipo Northern, PCR con transcriptasa inversa, PCR en tiempo real, proteccion de ARNasa, y
microarreglos. En ofra realizacion de la invencién, el kit comprende ademas un medio para obtener una muestra
bioldgica del paciente. Se prefiere un kit, que comprende ademas un recipiente que es lo mas preferiblemente adecuado
para contener los medios para medir el nivel de la transcripcion y la muestra biolégica del paciente, y lo mas
preferiblemente comprende ademas instrucciones para el uso y la interpretacion de los resultados del kit.

En una realizacion preferida, el kit comprende (a) una pluralidad de oligonucledtidos o polinucleétidos capaces de
hibridar bajo condiciones rigurosas 0 moderadamente rigurosas con los productos de transcripcion del gen TFAP2E; (b)
un recipiente, preferiblemente adecuado para contener los oligonucleétidos o polinucledtidos y una muestra bioldgica
del paciente, que comprende los productos de transcripcion en donde los oligonucleétidos o polinucledtidos pueden
hibridar bajo condiciones rigurosas o moderadamente rigurosas con los productos de la transcripcion, (c) medios para
detectar la hibridacion de (b); y, opcionalmente, (d) instrucciones para el uso y la interpretacion de los resultados del kit.

El kit también puede contener otros componentes, tales como regulador de hibridacién (donde los oligonucleétidos se
utilizan como una sonda) empacados en un recipiente separado. Alternativamente, cuando se utilizan los
oligonucledtidos para amplificar una region objetivo, el kit puede contener, empaquetados en recipientes separados, una
polimerasa y un regulador de reaccion optimizado para la extension del cebador mediada por la polimerasa, tal como
PCR. Preferiblemente, dicha polimerasa es una transcriptasa inversa. Se prefiere ademas que dicho kit contenga
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ademas un reactivo de ARNasa.

La presente solicitud divulga ademas métodos para la deteccion de la presencia del polipéptido codificado por dichas
secuencias de genes en una muestra obtenida de un paciente.

Los niveles aberrantes de expresion de polipéptidos de los polipéptidos codificados por el gen TFAP2E se asocian con
la presencia de cancer.

La subexpresién de dichos polipéptidos se asocia con la presencia de cancer.

Se puede utilizar cualquier método conocido en la técnica para detectar polipéptidos. Tales métodos incluyen, pero no
se limitan a espectrometria de masa, inmunodifusion, inmunoelectroforesis, métodos inmunoquimicos, ensayos de
aglutinante-ligando, técnicas de inmunohistoquimica, ensayos de aglutinacion y del complemento (por ejemplo, véase
Basic and Clinical Immunology, Sites and Terr, eds., Appleton and Lange, Norwalk, Conn. paginas 217-262, 1991). Se
prefieren los métodos de inmunoensayo de aglutinante-ligando que incluyen la reaccion de anticuerpos con un epitopo o
epitopos y desplazar competitivamente un polipéptido marcado o derivado del mismo.

Ciertas realizaciones de la presente divulgacion comprenden el uso de anticuerpos especificos para el polipéptido
codificado por el gen TFAP2E.

Dichos anticuerpos son Utiles para el diagnostico de cancer. En ciertas realizaciones, la produccion de anticuerpos
monoclonales o policlonales se puede inducir mediante el uso de un epitopo codificado por un polipéptido del gen
TFAP2E como un antigeno. Tales anticuerpos pueden a su vez ser usados para detectar polipéptidos expresados como
marcadores de diagnostico de cancer. Los niveles de tales polipéptidos presentes pueden cuantificarse por métodos
convencionales.

La union anticuerpo-polipéptido puede ser detectada y cuantificada por una variedad de medios conocidos en la técnica,
tales como la marcacion con ligandos fluorescentes o radiactivos. La solicitud divulga adicionalmente kits para realizar
los procedimientos antes mencionados, en donde dichos kits contienen anticuerpos especificos para los polipéptidos
investigados.

Numerosos inmunoensayos de union de polipéptidos competitivos y no competitivos son bien conocidos en la técnica.
Los anticuerpos empleados en tales ensayos pueden estar no marcados, por ejemplo como se utiliza en pruebas de
aglutinacion, o marcados para uso en una amplia variedad de métodos de ensayo. Las etiquetas que pueden usarse
incluyen radionuclidos, enzimas, fluorescentes, quimioluminiscentes, sustratos enzimaticos o cofactores, inhibidores de
enzimas, particulas, colorantes y similares. Los ensayos preferidos incluyen, pero no se limitan a radioinmunoensayo
(RIA), inmunoensayos enzimaticos, por ejemplo, ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), inmunoensayos
fluorescentes y similares. Se pueden elaborar anticuerpos monoclonales o policlonales o epitopos de los mismos para
uso en inmunoensayos mediante cualquiera de una serie de métodos conocidos en la técnica.

En una realizacién alternativa del método, se pueden detectar las proteinas por medio de analisis de transferencia tipo
Western. Dicho analisis es estandar en la técnica; en resumen, las proteinas se separan por medio de electroforesis,
por ejemplo SDS-PAGE. Las proteinas separadas se transfieren a continuacion a una membrana adecuada (o papel),
por ejemplo, nitrocelulosa, conservando la separacion espacial lograda por electroforesis. A continuacion se incuba la
membrana con un agente de bloqueo para unirse a los lugares adhesivos restantes en la membrana; los agentes
utilizados cominmente incluyen proteina genérica (por ejemplo, proteina de la leche). A continuacion se afiade un
anticuerpo especifico para la proteina de interés, estando dicho anticuerpo marcado de forma detectable, por ejemplo,
mediante colorantes o medios enzimaticos (por ejemplo, fosfatasa alcalina o peroxidasa de rabano picante). Después se
detecta la localizacion del anticuerpo en la membrana.

En una realizacion alternativa del método, se pueden detectar las proteinas por medio de inmunohistoquimica (el uso de
anticuerpos para sondear antigenos especificos en una muestra). Dicho analisis es estandar en la técnica, en donde la
deteccion de antigenos en tejidos es conocida como inmunohistoquimica, mientras que la deteccion en las células
cultivadas se denomina generalmente inmunocitoquimica. En resumen, se detecta el anticuerpo primario mediante la
union a su antigeno especifico. El complejo antigeno-anticuerpo se une luego mediante un anticuerpo conjugado a una
enzima secundaria. En presencia del sustrato y el cromdgeno necesarios, se detecta la enzima de unién de acuerdo a
los depdsitos coloreados en los sitios de unidon antigeno-anticuerpo. Existe una amplia gama de tipos adecuados de
muestras, afinidad de antigeno-anticuerpo, tipos de anticuerpos, y métodos de mejora de la detecciéon. Por lo tanto, se
pueden determinar las condiciones 6ptimas para la detecciéon inmunohistoquimica o inmunocitoquimica por la persona
experta en la técnica para cada caso individual.

Un enfoque para preparar anticuerpos para un polipéptido es la seleccion y preparacion de una secuencia de
aminoacidos de la totalidad o parte del polipéptido, sintetizar quimicamente la secuencia de aminoacidos e inyectarla en
un animal apropiado, normalmente un conejo o un raton (Milstein y Kohler, Nature 256: 495-497, 1975; Gulfre y Milstein,
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Methods in Enzymology: Immunochemical Techniques 73: 1 - 46, Langone y Banatis eds., Academic Press, 1981). Los
métodos para la preparacion de los polipéptidos o epitopos de los mismos incluyen, pero no se limitan a, sintesis
quimica, técnicas de ADN recombinante o aislamiento de muestras bioldgicas.

En el Ultimo paso del método se determina el diagndstico del paciente, por lo que la subexpresion (ARNm de TFAP2E o
polipéptidos) es indicativa de la presencia de cancer o de un trastorno de proliferacion celular que experimenta una
transformacion maligna. El término subexpresion se entiende que significa la expresion en un nivel detectado menor que
un corte predeterminado que puede ser seleccionada del grupo que consiste de la media, la mediana o un valor de
umbral optimizado.

Otro aspecto de la solicitud divulga un kit para su uso en el diagndstico de cancer o un trastorno proliferativo celular que
experimenta una transformacion maligna en un sujeto de acuerdo con los métodos de la presente invencion, que
comprende: un medio para detectar polipéptidos TFAP2E. Los medios para la detecciéon de los polipéptidos
comprenden, preferiblemente, anticuerpos, derivados de anticuerpos, o fragmentos de anticuerpos. Los polipéptidos se
detectan mas preferiblemente por medio de transferencias tipo Western utilizando un anticuerpo marcado. En otro
ejemplo, el kit comprende ademas medios para obtener una muestra biologica del paciente. Se prefiere un kit, que
comprende ademas un recipiente adecuado para contener los medios para la deteccion de los polipéptidos en la
muestra biolégica del paciente, y lo mas preferiblemente comprende ademas instrucciones para el uso y la
interpretacion de los resultados del kit. En una realizacion preferida, el kit comprende: (a) un medio para detectar
polipéptidos TFAPZ2E; (b) un recipiente adecuado para contener dichos medios y la muestra biolégica del paciente, que
comprende los polipéptidos donde los medios pueden formar complejos con los polipéptidos; (c) un medio para detectar
los complejos de (b); y opcionalmente (d) instrucciones para el uso y la interpretacién de los resultados del kit.

El kit también puede contener otros componentes tales como reguladores o soluciones adecuadas para bloqueo, lavado
o recubrimiento, envasados en un recipiente separado.

Las realizaciones particulares de la presente invencién proporcionan una nueva aplicacion del analisis de los niveles de
metilacion y/o patrones dentro de dichas secuencias que permiten una deteccion precisa, caracterizacion y/o
tratamiento de cancer de trastornos proliferativos celulares de prostata y/o colorrectal. La deteccion temprana del cancer
esta directamente relacionada con el prondstico de la enfermedad, y el método descrito permite asi al médico y al
paciente tomar mejores y mas informadas decisiones de tratamiento.

Mejoras adicionales

La presente invencidn proporciona nuevos usos para la secuencia gendmica de la SEQ ID NO: 1, Y MAS
PREFERIBLEMENTE la SEQ ID NO: 2. Las realizaciones adicionales proporcionan variantes de la SEQ ID NO: 1 a la
SEQ ID NO: 2, asi como oligonucleétidos y/o oligomeros de PNA para el analisis de los patrones de metilacién de
citosina dentro de la SEQ ID NO: 1 ala SEQ ID NO: 2.

Un objetivo de la divulgacion comprende el analisis del estado de metilacion de uno o mas dinucleotidos CpG dentro de
la SEQ ID NO: 1 y las secuencias complementarias de la misma, y mas preferiblemente la SEQ ID NO: 2 y secuencias
complementarias de la misma.

La descripcion proporciona acidos nucleicos tratados, derivados de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 2 gendémica, en
donde el tratamiento es adecuado para convertir al menos una base de citosina no metilada de la secuencia genémica
de ADN en uracilo u otra base que es diferente en forma detectable a la citosina en términos de hibridacion. Las
secuencias gendémicas en cuestion pueden comprender uno o mas posiciones consecutivas de CpG metiladas. Dicho
tratamiento comprende preferiblemente el uso de un reactivo seleccionado del grupo que consiste en bisulfito, sulfito de
hidrégeno, disulfito, y sus combinaciones. En una realizacion preferida de la invencion, la invencién proporciona un
acido nucleico modificado de origen no natural que comprende una secuencia de al menos 16 bases de nucledtidos
contiguos de longitud de una secuencia seleccionada del grupo que consiste de la SEQ ID NO: 3 a la SEQ ID NO: 10.
En otras formas de realizacion preferidas de la divulgacion, dicho acido nucleico es de al menos 50, 100, 150, 200, 250
0 500 pares de bases de longitud de un segmento de la secuencia de acido nucleico descrita en la SEQ ID NO: 3 a la
SEQ ID NO: 10. Se prefiere particularmente una molécula de acido nucleico que no es idéntica o complementaria a toda
0 una porcion de las secuencias de la SEQ ID NO: 3 ala SEQ ID NO: 10, pero no la SEQ ID NO: 1 ala SEQ ID NO: 2 u
otro ADN de origen natural.

Se prefiere que dicha secuencia comprenda al menos un dinucledtido CpG, TpA o CpA y secuencias complementarias
de las mismas. Las secuencias de la SEQ ID NO: 3 a la SEQ ID NO: 10 proporcionan versiones modificadas de origen
no natural del acido nucleico de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 2, en donde la modificaciéon de cada
secuencia gendmica da como resultado la sintesis de un acido nucleico que tiene una secuencia que es Unica y distinta
de dicha secuencia gendmica de la siguiente manera. Para cada ADN gendmico de cadena sentido, por ejemplo, la
SEQ ID NO: 1, se divulgan cuatro versiones convertidas. Una primera version en donde "C" se convierte en "T", pero
"CpG" sigue siendo "CpG" (es decir, corresponde al caso en el que, para la secuencia gendémica, todos los residuos de
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"C" de secuencias de dinucledtidos CpG estan metilados y por lo tanto no convertidos); una segunda version divulga el
complemento de la secuencia gendmica de ADN divulgada (es decir, cadena antisentido), en donde "C" se convierte en
"T", pero "CpG" sigue siendo "CpG" (es decir, corresponde al caso donde, para todos los residuos de "C" de las
secuencias de dinucledtidos CpG estan metiladas y por consiguiente no se convierten). Las secuencias convertidas ‘no
metiladas’ de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 2 corresponden a la SEQ ID NO: 3 a la SEQ ID NO: 6. Se proporciona
una tercera version quimicamente convertida de cada una de las secuencias gendmicas, en donde "C" se convierte en
"T" para todos los residuos de "C", incluyendo aquellas secuencias del dinucleétido "CpG" (es decir, corresponde al
caso en el que, para las secuencias genémicas, todos los residuos de "C" de secuencias de dinucleétidos CpG no estan
metilados); una versiéon quimicamente convertida final del cada secuencia, divulga el complemento de la secuencia
genodmica divulgada de ADN (es decir, cadena antisentido), en donde "C" se convierte en "T" para todos los residuos de
"C", incluyendo aquellos de las secuencias de dinucleotidos "CpG" (es decir, corresponde al caso en que, para el
complemento (hebra antisentido) de cada secuencia gendmica, todos los residuos de "C" de secuencias de
dinucledtidos CpG estan metilados). Las secuencias ‘submetiladas’ de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 2
corresponden a la SEQ ID NO: 7 ala SEQ ID NO: 10.

De manera significativa, hasta ahora, las secuencias de acidos nucleicos y moléculas de acuerdo con la SEQ ID NO: 3
a la SEQ ID NO: 1 no estaban implicadas en o relacionadas con la deteccion, clasificacion o el tratamiento de trastornos
proliferativos celulares.

En una realizacion preferida alternativa, la divulgacion proporciona ademas oligonucleétidos u oligémeros adecuados
para uso en los métodos de la invencion para detectar el estado de metilacion de la citosina en el ADN gendmico o
tratado (modificado quimicamente), de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 10. Dicho oligonucleétido o
acidos nucleicos oligoméricos proporcionan medios de diagnostico novedosos. Dicho oligonucleétido u oligémero que
comprende una secuencia de acido nucleico que tiene una longitud de al menos nueve (9) nucledtidos que es idéntico
a, hibrida, bajo condiciones moderadamente rigurosas o rigurosas (como se definié aqui anteriormente), a una
secuencia de acido nucleico tratada de acuerdo con la SEQ ID NO: 3 a la SEQ ID NO: 10 y/o secuencias
complementarias de las mismas, o a una secuencia genémica de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 2 y/o
secuencias complementarias de la misma.

Por lo tanto, la presente divulgacion incluye moléculas de acido nucleico (por ejemplo, oligonucledtidos y moléculas de
acido nucleico peptidicas (PNA) moléculas (oligdmeros de PNA)) que hibridan bajo condiciones de hibridacion
moderadamente rigurosas y/o rigurosas con toda o una porcién de las secuencias SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 10 o
con los complementos de las mismas. Se prefiere particularmente una molécula de acido nucleico que hibrida bajo
condiciones moderadamente rigurosas y/o rigurosas con toda o una porcion de las secuencias SEQ ID NO: 3 a la SEQ
ID NO: 10, pero no la SEQ ID NO: 1 ala SEQ ID NO: 2 u otro ADN genémico humano.

La porcién idéntica o de hibridacion de los acidos nucleicos de hibridacion es tipicamente de al menos 9, 16, 20, 25, 30
0 35 nucledtidos de longitud. Sin embargo, las moléculas mas largas tienen la utilidad.

Preferiblemente, la porcién de hibridacion de los acidos nucleicos de hibridacion de la invencion es al menos 95%, o al
menos 98%, o 100% idéntica a la secuencia, o a una porcién de la misma de la SEQ ID NO: 1 ala SEQ ID NO: 10,0 a
los complementos de las mismas.

La hibridacion de acidos nucleicos del tipo descrito en el presente documento se puede utilizar, por ejemplo, como un
cebador (por ejemplo, un cebador de PCR), o una sonda o cebador de diagnéstico y/o prondstico. Preferiblemente, la
hibridacién de la sonda de oligonucleétido con una muestra de acido nucleico se realiza bajo condiciones rigurosas y la
sonda es 100% idéntica a la secuencia objetivo. La estabilidad del hibrido o del duplex de acido nucleico se expresa
como la temperatura de fusién o Tm, que es la temperatura a la que una sonda se disocia de un ADN objetivo. Esta
temperatura de fusion se utiliza para definir las condiciones de rigurosidad requeridas.

Para las secuencias objetivo que estan relacionadas y son sustancialmente idénticas a la secuencia correspondiente de
la SEQ ID NO: 1 ala SEQ ID NO: 2 (tales como variantes alélicas y los SNP), en lugar de idénticas, es util establecer
primero la temperatura mas baja a la que solamente se produce la hibridacion homdloga con una concentracion
particular de sal (por ejemplo, SSC o SSPE). Entonces, suponiendo que 1% de falta de coincidencia resulta en una
disminucion de 1°C en la Tm, la temperatura del lavado final en la reaccion de hibridacién se reduce en consecuencia
(por ejemplo, si se buscan secuencias que tienen > 95% de identidad con la sonda, la temperatura final de lavado se
reduce en 5°C). En la practica, el cambio en la Tm puede ser de entre 0,5°C y 1,5°C por 1% de falta de coincidencia.

Los ejemplos de oligonucledtidos de longitud X (en nucledétidos), segun lo indicado por las posiciones del polinucleétido
con referencia a, por ejemplo, la SEQ ID NO: 1, incluyen los que corresponden a los conjuntos (conjuntos sentido y
antisentido) de oligonucledtidos que se superponen consecutivamente de longitud X, donde los oligonucleétidos dentro
de cada conjunto consecutivo de solapamiento (que corresponde a un valor X dado) se definen como el conjunto finito
de oligonucledtidos Z de las posiciones de nucledtidos:
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n hasta (n + (X-1));
donden=1, 2,3, ... (Y- (X-1));
donde Y es igual a la longitud (nucleétidos o pares de bases) de la SEQ ID NO: 1 (24.959);

donde X es igual a la longitud comun (en nucledtidos) de cada oligonucledtido en el conjunto (por ejemplo, X = 20 para
un conjunto de superposiciones consecutivas de 20 mer); y

donde el numero (Z) de oligdbmeros que se superponen consecutivamente de longitud X para una SEQ ID NO dada de
longitud Y es igual a Y-(X-1). Por ejemplo Z = 24.959-19 = 24.940, ya sea para los conjuntos sentido o antisentido de la
SEQ ID NO: 1, donde X = 20.

Preferiblemente, el conjunto se limita a aquellos oligémeros que comprenden al menos un dinucleétido CpG, TpG o
CpA.

Los ejemplos de oligonucledtidos de 20 mer incluyen el siguiente conjunto de 24.940 oligbmeros (y el conjunto
antisentido complementario de los mismos), indicados por las posiciones de polinucleétidos con referencia a las SEQ ID
NOs: 1: 1-20, 2-21, 3-22, 4-23, 5-24, y 24.940-24.959.

Preferiblemente, el conjunto se limita a aquellos oligdmeros que comprenden al menos un dinucleétido CpG, TPG o
CPA.

Del mismo modo, los ejemplos de oligonucledtidos de 25 mer incluyen el siguiente conjunto de 24.935 oligémeros (y el
conjunto antisentido complementario del mismo), indicados por las posiciones de polinucleotidos con referencia a la
SEQ ID NO: 1:

1-25, 2-26, 3-27, 4-28, 5-29, ...... y 24.935-24.959.

Preferiblemente, el conjunto se limita a aquellos oligdmeros que comprenden al menos un dinucleétido CpG, TPG o
CPA.

La presente solicitud divulga, para cada uno de las SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 10 (sentido y antisentido), multiples
conjuntos consecutivamente superpuestos de oligonucleétidos u oligonucledtidos modificados de longitud X, donde, por
ejemplo, X =9, 10, 17, 20, 22, 23, 25, 27, 30 o 35 nucledtidos.

Los oligonucledtidos u oligdmeros de acuerdo con la presente solicitud constituyen herramientas efectivas Utiles para
comprobar los parametros genéticos y epigenéticos de la secuencia genémica correspondiente a la SEQ ID NO: 1. Los
conjuntos preferidos de tales oligonucledtidos u oligonucledtidos modificados de longitud X son aquellos conjuntos de
oligdbmeros que se superponen consecutivamente correspondientes a las SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 10 (y a los
complementos de las mismos). Preferiblemente, dichos oligémeros comprenden al menos un dinucleétido CpG, TpG o
CpA.

Los oligonucleétidos u oligdmeros particularmente preferidos son aquellos en los que la citosina de las secuencias de
dinucledtido CpG (o del correspondiente dinucledtido TpG o CpA convertido) esta dentro del tercio medio del
oligonucleotido; es decir, donde el oligonucledtido es, por ejemplo, de 13 bases de longitud, el dinucleétido CpG, TpG o
CpA se coloca dentro del quinto al noveno nucleétido desde el extremo 5'.

Los oligonucledtidos también pueden ser modificados mediante el enlazamiento quimico del oligonucleétido a una o
mas fracciones o conjugados para mejorar la actividad, estabilidad o deteccion del oligonucledtido. Tales fracciones o
conjugados incluyen cromoforos, fluoréforos, lipidos tales como colesterol, acido cdlico, tioéter, cadenas alifaticas,
fosfolipidos, poliaminas, polietilenglicol (PEG), las fracciones de palmitilo, y otras como se divulga, por ejemplo, en las
patentes de Estados Unidos Nos. 5.514.758, 5.565.552, 5.567.810, 5.574.142, 5.585.481, 5.587.371, 5.597.696 y
5.958.773. Las sondas también pueden existir en la forma de un PNA (acido peptidonucleico) que tenga propiedades de
apareamiento particularmente preferidas. Por lo tanto, el oligonucleétido puede incluir otros grupos adjuntos tales como
péptidos, y puede incluir agentes de escision activados por hibridacion (Krol y colaboradores, BioTechniques 6: 958-
976, 1988) o agentes de intercalacion (Zon, Pharm. Res. 5: 539- 549, 1988). Para este fin, se puede conjugar el
oligonucledtido con otra molécula, por ejemplo, un croméforo, fluoréforo, péptido, agente de entrecruzamiento activado
por hibridacion, agente de transporte, agente de escision activado por hibridacion, etc.

El oligonucledtido puede también comprender al menos una fraccion de azucar y/o base modificada reconocida en la
técnica, o puede comprender una cadena principal modificada o enlace entre nucledsidos no naturales.
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Los oligonucledtidos u oligdmeros de acuerdo con realizaciones particulares de la presente descripcion se utilizan
normalmente en "conjuntos”, que contienen al menos un oligémero para el analisis de cada uno de los dinucleétidos
CpG de una secuencia gendémica seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1 ala SEQ ID NO: 2 y las
secuencias complementarias de las mismas, o al correspondiente dinucleétido CpG, TpG o CpA dentro de una
secuencia de los acidos nucleicos tratados de acuerdo con la SEQ ID NO: 3 a la SEQ ID NO: 10 y secuencias
complementarias de las mismas. Sin embargo, se anticipa que por factores econémicos u otros factores, puede ser
preferible analizar una seleccion limitada de los dinucledtidos CpG dentro de dichas secuencias, y el contenido del
conjunto de oligonucleétidos se altera en consecuencia.

Por lo tanto, en realizaciones particulares, la presente descripcion proporciona un conjunto de al menos dos (2)
(oligonucledtidos y/o oligdmeros de PNA) utiles para detectar el estado de metilacion de la citosina en el ADN gendmico
tratado (SEQ ID NO: 3 a SEQ ID NO: 10), o en el ADN gendmico (SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 2 y secuencias
complementarias de las mismas). Estas sondas permiten el diagnodstico, clasificacion y/o la terapia de los parametros
genéticos y epigenéticos de prostata y/o trastornos de proliferacion celular colorrectal. El conjunto de oligdmeros
también se puede utilizar para la deteccién de polimorfismos de nucleétido unico (SNP) en el ADN gendmico tratado
(SEQ ID NO: 3 a SEQ ID NO: 10), o en el ADN genémico (SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 2 y secuencias
complementarias de las mismas).

En realizaciones preferidas, al menos uno, y mas preferiblemente todos los miembros de un conjunto de
oligonucledtidos esta unido a una fase sélida.

En realizaciones adicionales, la presente solicitud divulga un conjunto de al menos dos (2) oligonucleétidos que se usan
como oligonucledtidos 'cebadores' para amplificar secuencias de ADN de una de las SEQ ID NO: 1 ala SEQ ID NO: 10
y secuencias complementarias de las mismas, o segmentos de las mismas.

Se prevé que los oligonucledtidos pueden constituir todo o parte de un "arreglo" o "chip de ADN" (es decir, una
disposicion de diferentes oligonucleétidos y/o oligdmeros de PNA unidos a una fase solida). Tal arreglo de diferentes
secuencias de oligonucledtidos y/o oligobmeros de PNA puede ser caracterizado, por ejemplo, porque esta dispuesto
sobre la fase solida en forma de un reticulo rectangular o hexagonal. La superficie de fase sodlida puede estar
compuesta de silicio, vidrio, poliestireno, aluminio, acero, hierro, cobre, niquel, plata, u oro. La nitrocelulosa asi como
plasticos tales como nailon, que pueden existir en la forma de granulos o también como matrices de resina, también se
pueden utilizar. Una visién general del estado de la técnica en la fabricacion de una matriz de oligdmeros puede ser
obtenida a partir de una edicion especial de la revista Nature Genetics (suplemento Nature Genetics, Volumen 21, enero
de 1999, y de la bibliografia alli citada). A menudo se utilizan sondas marcadas en forma fluorescente para la
exploraciéon de matrices de ADN inmovilizadas. La simple fijacion de colorantes Cy3 y Cy5 al extremo 5'-OH de la sonda
especifica es particularmente adecuada para marcadores de fluorescencia. La deteccion de la fluorescencia de las
sondas hibridadas puede llevarse a cabo, por ejemplo, a través de un microscopio confocal. Los colorantes Cy3 y Cy5,
ademas de muchos otros, estan disponibles comercialmente.

También se anticipa que los oligonucleétidos, o secuencias particulares de los mismos, pueden constituir la totalidad o
parte de una "matriz virtual" en la que los oligonucleétidos, o secuencias particulares de los mismos, se utilizan, por
ejemplo, como 'especificadores’' como parte de, o en combinaciéon con una poblacion diversa de sondas marcadas
Unicas para analizar una mezcla compleja de analitos. Tal método, se describe por ejemplo en el documento US
2003/0013091 (numero de serie de Estados Unidos 09/898.743, publicada el 16 de enero de 2003). En tales métodos,
se generan suficientes marcadores de manera que cada acido nucleico en la mezcla compleja (es decir, cada analito)
puede unirse de forma Unica a una etiqueta Unica y por lo tanto detectado (cada etiqueta se cuenta directamente, dando
como resultado una lectura digital de cada especie molecular en la mezcla).

Se prefieren particularmente aquellos conjuntos de oligdmeros de acuerdo con los Ejemplos. En la realizacion mas
preferida del método, se determina la presencia o ausencia de un trastorno proliferativo celular, mas preferiblemente
cancer o la diferenciacion de los mismos de los trastornos proliferativos celulares benignos. Esto se logra mediante el
analisis del estado de metilacion de al menos una secuencia objetivo que comprende al menos una posicion de CpG
comprendiendo dicha secuencia, o la hibridaciéon bajo condiciones rigurosas con al menos 16 nucleétidos contiguos de
una secuencia seleccionada del grupo que consiste de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 2 y complementos de las
mismas. La presente invencion proporciona ademas un método para determinar parametros genéticos y/o epigenéticos
de la secuencia genémica de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 2 dentro de un sujeto mediante el analisis
de la metilacién de citosina y polimorfismos de nucleétido unico. Dicho método comprende poner en contacto un acido
nucleico que comprende la SEQ ID NO: 1 ala SEQ ID NO: 2 en una muestra biolégica obtenida de dicho sujeto con al
menos un reactivo o una serie de reactivos, en donde dicho reactivo o serie de reactivos, distingue entre dinucleétidos
CpG metilados y no metilados dentro del acido nucleico objetivo.

En una realizacion preferida, dicho método comprende las siguientes etapas: En la primera etapa, se obtiene una
muestra del tejido a analizar. La fuente puede ser cualquier fuente adecuada, tal como lineas celulares, cortes
histolégicos, biopsias, tejido incluido en parafina, fluidos corporales, heces, efluente coldnico, orina, plasma sanguineo,
suero sanguineo, sangre entera, células sanguineas aisladas, células aisladas de la sangre y todas las combinaciones
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posibles de los mismos.
Se prefiere que dichas fuentes de ADN sean las heces o la orina.

Se aisla luego el ADN gendémico de la muestra. EI ADN genémico puede ser aislado por cualquier medio estandar en la
técnica, incluyendo el uso de kits disponibles en el mercado. En resumen, en donde el ADN de interés se encapsula en
una membrana celular, la muestra biolégica debe ser cortada y lisada por un medio enzimatico, quimico o mecanico. La
solucién de ADN puede entonces ser liberada de las proteinas y otros contaminantes, por ejemplo, por digestion con
proteinasa K. Después se recupera el ADN gendmico de la solucién. Esto puede llevarse a cabo por medio de una
variedad de métodos que incluyen precipitacion salina, extraccion organica o uniéon de ADN a un soporte de fase sdlida.
La eleccion del método se vera afectada por varios factores incluyendo el tiempo, el coste y cantidad necesaria de ADN.

En donde el ADN de la muestra no esta encerrado en una membrana (por ejemplo, ADN circulante de una muestra de
sangre), se pueden emplear métodos estandar en la técnica para el aislamiento y/o purificacion del ADN. Tales métodos
incluyen el uso de un reactivo de degeneracién de proteinas, por ejemplo, sal caotrépica, por ejemplo, clorhidrato de
guanidina o urea; o un detergente, por ejemplo, dodecil sulfato de sodio (SDS), bromuro de cianégeno. Los métodos
alternativos incluyen, pero no se limitan a precipitacion con etanol o precipitacién con propanol, concentracion al vacio,
entre otros, por medio de una centrifuga. El experto en la técnica también puede hacer uso de dispositivos tales como
dispositivos de filtracion, por ejemplo ultrafiltracion, superficies o membranas de silice, particulas magnéticas, particulas
de poliestireno, superficies de poliestireno, superficies cargadas positivamente, y membranas cargadas positivamente,
membranas cargadas, superficies cargadas, membranas cargadas de conmutacion, superficies cargadas conmutadas.

Una vez se han extraido los acidos nucleicos, se usa el ADN gendmico bicatenario en el analisis.

En el segundo paso del método, se trata la muestra de ADN gendmico de una manera tal que las bases de citosina que
estan sin metilar en la posicién 5' se convierten en uracilo, timina, u otra base que es diferente a la citosina en términos
de comportamiento de hibridacién. Esto se entiende como ‘pretratamiento’ o ‘tratamiento’ en el presente documento.

Esto se logra preferiblemente por medio de tratamiento con un reactivo de bisulfito. El término "reactivo de bisulfito" se
refiere a un reactivo que comprende bisulfito, disulfito, sulfito de hidrégeno o combinaciones de los mismos, utiles como
se describe aqui para distinguir entre las secuencias de dinucleétidos CpG metiladas y no metiladas. Los métodos de
dicho tratamiento son conocidos en la técnica (por ejemplo, el documento PCT/EP2004/011715). Se prefiere que el
tratamiento con bisulfito se lleve a cabo en presencia de disolventes desnaturalizantes tales como, pero no limitado a n-
alquilenglicol, en particular dimetil éter de dietilenglicol (DME), o en presencia de dioxano o derivados de dioxano. En
una realizacion preferida, se usan disolventes desnaturalizantes en concentraciones entre 1% y 35% (v/v). También se
prefiere que la reaccion con bisulfito se lleve a cabo en presencia de depuradores tales como, pero no limitado a
derivados de cromano, por ejemplo, acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico o acido trihidroxibenzoico y
derivados de los mismos, por ejemplo, acido galico (véase: PCT/EP2004/011715). La conversion de bisulfito se lleva a
cabo preferiblemente a una temperatura de reaccion entre 30°C y 70°C, con lo cual la temperatura se aumenta a mas
de 85°C durante periodos cortos de tiempo durante la reaccion (véase: PCT/EP2004/011715). El ADN tratado con
bisulfito se purifica preferiblemente antes de la cuantificacion. Esto puede llevarse a cabo por cualquier medio conocido
en la técnica, tal como, pero no limitado a, ultrafiltracion, llevada a cabo preferiblemente por medio de columnas
Microcon® (fabricadas por Millipore®). La purificacion se lleva a cabo segun el protocolo modificado del fabricante
(véase: PCT/EP2004/011715).

En la tercera etapa del método, se amplifican los fragmentos de ADN tratado, usando conjuntos de oligonucledtidos
cebadores de acuerdo con la presente invencion, y una enzima de amplificacion. La amplificacion de varios segmentos
de ADN puede llevarse a cabo simultaneamente en uno y el mismo recipiente de reaccion. Tipicamente, la amplificacion
se lleva a cabo utilizando una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Preferiblemente, dicha reacciéon amplifica
100 a 2.000 pares de bases de longitud. El conjunto de oligonucledtidos cebadores incluye al menos dos
oligonucledtidos cuyas secuencias son cada una complementaria inversa, idénticas, o se hibridan en condiciones
rigurosas o altamente rigurosas con al menos un segmento 16 pares de bases de longitud de las secuencias de bases
de una de las SEQ ID NO: 3 ala SEQ ID NO: 10 y secuencias complementarias de las mismas.

En una realizacién alternativa del método, el estado de metilacion de las posiciones preseleccionadas de CpG dentro de
las secuencias de acido nucleico de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, y mas preferiblemente la SEQ ID NO: 2 se puede
detectar mediante el uso de oligonucleotidos cebadores especificos de la metilacion. Esta técnica (MSP) ha sido
descrita en la patente de Estados Unidos No. 6.265.171 de Herman. El uso de cebadores especificos del estado de
metilacion para la amplificacion de ADN tratado con bisulfito permite la diferenciacién entre acidos nucleicos metilados y
no metilados. Los pares de cebadores de MSP contienen al menos un cebador que se hibrida con un dinucleétido CpG
tratado con bisulfito. Por lo tanto, la secuencia de dichos cebadores comprende al menos un dinucleétido CpG. Los
cebadores de MSP especificos para el ADN no metilado contienen una "T" en la posicién de la posicién de C en el CpG.
Preferiblemente, por lo tanto, se requiere que la secuencia de bases de dichos cebadores comprenda una secuencia
que tiene una longitud de al menos 9 nucledtidos que se hibrida con una secuencia tratada de acido nucleico de
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acuerdo con una de las SEQ ID NO: 3 a la SEQ ID NO: 10 y secuencias complementarias de las mismas, en donde la
secuencia de bases de dichos oligdmeros comprende al menos un dinucledtido CpG. Otra forma de realizacion
preferida del método comprende el uso de oligonucledtidos blogqueadores (el ensayo HeavyMethylVR). El uso de tales
oligonucledtidos bloqueadores ha sido descrito por Yu y colaboradores, BioTechniques 23: 714-720, 1997. Los
oligonucledtidos de la sonda de bloqueo se hibridan con el acido nucleico tratado con bisulfito simultaneamente con los
cebadores de PCR. La amplificaciéon por PCR del acido nucleico se termina en la posiciéon 5' de la sonda de bloqueo, de
tal forma que la amplificacién de un acido nucleico tal se suprime donde esta presente la secuencia complementaria
para la sonda de bloqueo. Las sondas pueden disefiarse para hibridar con el acido nucleico tratado con bisulfito de una
manera especifica del estado de metilacién. Por ejemplo, para la deteccion de acidos nucleicos metilados dentro de una
poblacién de acidos nucleicos no metilados, la supresion de la amplificacion de acidos nucleicos que no estan metilados
en la posicidon en cuestion se lleva a cabo mediante el uso de sondas de bloqueo que comprenden un 'CpA' o 'TpA' en la
posicion en cuestion, a diferencia de un 'CpG' si se desea la supresion de la amplificacion de acidos nucleicos
metilados.

Para los métodos de PCR utilizando oligonucleétidos bloqueadores, la interrupcion eficaz de la amplificacion mediada
por polimerasa requiere que los oligonucledtidos bloqueadores no se alarguen por la polimerasa. Preferiblemente, esto
se logra mediante el uso de los bloqueadores que son 3'-desoxioligonucledtidos, u oligonucledtidos que forma derivados
en la posicion 3' con un grupo hidroxilo "libre" distinto. Por ejemplo, los oligonucledtidos 3'-O-acetilo son representativos
de una clase preferida de molécula bloqueadora.

Ademas, la descomposicion mediada por polimerasa de los oligonucledtidos blogueadores debe evitarse.
Preferiblemente, dicha exclusion comprende o bien el uso de una polimerasa que carece de actividad exonucleasa 5'-3',
o el uso de oligonucledtidos bloqueadores modificados que tienen, por ejemplo, puentes tioato en los terminales 5' de
los mismos que vuelven a la molécula bloqueadora resistente a nucleasa. Aplicaciones particulares pueden no requerir
de tales modificaciones en 5' del bloqueador. Por ejemplo, si se superponen los sitios de union del bloqueador y el
cebador, impidiendo de ese modo la unidon del cebador (por ejemplo, con exceso de bloqueador), se impide
sustancialmente la degradacion del oligonucledtido bloqueador. Esto se debe a que la polimerasa no extendera el
cebador hacia, y a través (en la direcciéon 5'-3') del bloqueador, un proceso que da lugar normalmente a la degradacion
del oligonucleodtido bloqueador hibridado.

Una realizacion de bloqueador/PCR particularmente preferida, para los propdsitos de la presente invencion y tal como
se aplica en el presente documento, comprende el uso de oligdmeros de acido peptidonucleico (PNA) como
oligonucledtidos de bloqueo. Tales oligomeros bloqueadores de PNA son idealmente adecuados, ya que no son
descompuestos ni tampoco extendidos por la polimerasa.

Preferiblemente, por lo tanto, se requiere que la secuencia de bases de dichos oligonucleotidos de bloqueo comprenda
una secuencia que tiene una longitud de al menos 9 nucledtidos que hibrida con una secuencia de acido nucleico
tratada de acuerdo con una de las SEQ ID NO: 3 a la SEQ ID NO: 10 y las secuencias complementarias de las mismas,
en donde la secuencia de bases de dichos oligonucleétidos comprende al menos un dinucleétido CpG, TpG o CpA.

Los fragmentos obtenidos por medio de la amplificacion pueden llevar un marcador directa o indirectamente detectable.
Se prefieren las etiquetas en la forma de marcadores de fluorescencia, radionucleidos o fragmentos de moléculas
separables que tienen una masa tipica que puede ser detectada en un espectrémetro de masas. Cuando dichas
etiquetas son marcadores de masa, se prefiere que los amplificados marcados tengan una sola carga neta positiva o
negativa, permitiendo una mejor posibilidad de deteccion en el espectrémetro de masas. La deteccion puede llevarse a
cabo y visualizarse por medio de, por ejemplo, espectrometria de masas de desorcién/ionizacion laser asistida por
matriz (MALDI) o usando espectrometria de masas por electroaspersion (ESI).

La espectrometria de masas de desorcion/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI-TOF) es un desarrollo muy
eficiente para el analisis de biomoléculas (Karas y Hillenkamp, Anal Chem., 60: 2299-301, 1988). Se embebe un analito
en una matriz absorbente de luz. La matriz es evaporada por un pulso corto de laser que transporta por lo tanto la
molécula de analito en la fase de vapor de una manera no fragmentada. El analito se ioniza por colisiones con
moléculas de la matriz. Un voltaje aplicado acelera los iones en un tubo de vuelo libre de campo. Debido a sus
diferentes masas, los iones son acelerados a diferentes velocidades. Los iones mas pequefios alcanzan el detector
antes que los mas grandes. La espectrometria MALDI-TOF es muy adecuada para el analisis de péptidos y proteinas.
El analisis de acidos nucleicos es algo mas dificil (Gut y Beck, Current Innovations and Future Trends, 1: 147-57, 1995).
La sensibilidad con respecto al analisis de acido nucleico es aproximadamente 100 veces menor que para los péptidos,
y disminuye desproporcionadamente al aumentar el tamafo del fragmento. Por otra parte, para los acidos nucleicos que
tienen una cadena principal con multiples cargas negativas, el proceso de ionizaciéon a través de la matriz es
considerablemente menos eficiente. En espectrometria MALDI-TOF, la seleccién de la matriz desempefia un papel
eminentemente importante. Para la desorcion de péptidos, se han encontrado varias matrices muy eficientes que
producen una cristalizacion muy fina. Existen ahora varias matrices sensibles para el ADN, sin embargo, la diferencia de
sensibilidad entre los péptidos y los acidos nucleicos no se ha reducido. Esta diferencia de sensibilidad puede reducirse,
sin embargo, modificando quimicamente el ADN de tal manera que sea mas similar a un péptido. Por ejemplo, los
acidos nucleicos de fosforotioato, en los cuales los fosfatos habituales de la cadena principal estan sustituidos con
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tiofosfatos, pueden convertirse en un ADN de carga neutra usando quimica de alquilacion sencilla (Gut y Beck, Nucleic
Acids Res. 23: 1367-1373, 1995). El acoplamiento de una etiqueta de carga a este ADN modificado resulta en un
aumento en la sensibilidad de MALDI-TOF al mismo nivel que el encontrado para los péptidos. Una ventaja adicional de
la marcacion de carga es el aumento de estabilidad del analisis contra las impurezas, que hace que la deteccién de
sustratos no modificados sea considerablemente mas dificil.

En la cuarta etapa del método, los amplificados obtenidos durante la tercera etapa del método se analizan a fin de
determinar el estado de metilacién de los dinucledtidos CpG antes del tratamiento. En realizaciones en las que se
obtienen los amplificados por medio de la amplificacion MSP, la presencia o ausencia de un amplificado es por si misma
indicativa del estado de metilacion de las posiciones CpG cubiertas por el cebador, de acuerdo con las secuencias de
bases de dicho cebador.

Los amplificados obtenidos por medio tanto de PCR estandar como de PCR especifica de metilacién pueden analizarse
adicionalmente por medio de métodos basados en las bases tales como, pero no limitado a, tecnologia de arreglos y
tecnologias basadas en sondas, asi como por medio de técnicas tales como secuenciacion y extension dirigida a la
plantilla.

En una realizaciéon del método, los amplificados sintetizados en el paso tres se hibridan posteriormente con una matriz o
un conjunto de oligonucleétidos y/o sondas de PNA. En este contexto, la hibridacion se lleva a cabo de la siguiente
manera: el conjunto de sondas usadas durante la hibridacién esta compuesto preferiblemente de al menos 2
oligonucledtidos u oligdmeros de PNA; en el proceso, los amplificados sirven como sondas que se hibridan con
oligonucleodtidos previamente unidos a una fase sdlida; los fragmentos no hibridados se eliminan posteriormente; dichos
oligonucledtidos contienen al menos una secuencia de bases que tiene una longitud de al menos 9 nucledtidos que es
complementaria inversa o idéntica a un segmento de las secuencias de bases especificadas en el presente listado de
secuencias; y el segmento comprende al menos un dinucleétido CpG, TpG o CpA. La porcion de hibridacion de los
acidos nucleicos de hibridacion es tipicamente de al menos 9, 15, 20, 25, 30 o 35 nucledtidos de longitud. Sin embargo,
moléculas mas largas tienen utilidad.

En una realizacién preferida, dicho dinucleétido esta presente en el tercio central del oligdmero. Por ejemplo, en donde
el oligébmero comprende un dinucleétido CpG, dicho dinucledtido es preferiblemente el quinto a noveno nucledtido desde
el extremo 5' de un 13 mer. Existe un oligonucleétido para el analisis de cada dinucleétido CpG dentro de una secuencia
seleccionada del grupo que consiste de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 2, y las posiciones equivalentes dentro de la
SEQ ID NO: 3 a la SEQ ID NO: 10. Dicho oligonucleétidos también pueden estar presentes en la forma de acidos
peptidonucleicos. Se remueven luego los amplificados no hibridados. Luego se detectan los amplificados hibridados. En
este contexto, se prefiere que las etiquetas unidas a los amplificados sean identificables en cada posicion de la fase
solida en la que se encuentra una secuencia de oligonucleotidos.

En otra forma de realizacion adicional del método, el estado de metilacion genémica de las posiciones de CpG puede
ser comprobado por medio de sondas de oligonucleétidos (como se detallé anteriormente) que se hibridan con el ADN
tratado con bisulfito simultaneamente con los cebadores de amplificacion de PCR (en donde dichos cebadores pueden
ser o bien de metilacion especifica o estandar).

Una realizaciéon particularmente preferida de este método es el uso PCR cuantitativa en tiempo real basada en
fluorescencia; (Heid y colaboradores, Genome Res. 6 986-994, 1996; véase también la patente de Estados Unidos No.
6.331.393) que emplea una sonda de oligonucledtido fluorescente marcada en forma dual (PCR con TagMan“R, usando
un sistema de deteccion de secuencias ABI Prism 7700, Perkin Elmer Applied Biosystems, Foster City, California). La
reaccion PCR con TagManMR emplea un oligonucledtido de interrogacion no extensible, llamado sonda TagManMR, que,
en realizaciones preferidas, esta disefiado para hibridar con una secuencia rica en CpG localizada entre los cebadores
de amplificacion directa e inversa. La sonda TagMan“R comprende ademas una "fraccion informadora" fluorescente y
una "fraccién inactivadora" unida covalentemente a fracciones enlazadoras (por ejemplo, fosforamiditas) unidas a los
nucledtidos del oligonucledtido TagManVR. Para el analisis de metilacion dentro de los acidos nucleicos después del
tratamiento con bisulfito, se requiere que la sonda sea especifica de metilacion, tal como se describe en la patente de
Estados Unidos No. 6.331.393, también conocido como el ensayo MethyLightMR. Las variaciones en la metodologia de
deteccién con TagMan™R, que también son adecuadas para uso con la invencion descrita incluyen el uso de tecnologia
de doble sonda (LightCyclerR) o cebadores de amplificacion fluorescente (tecnologia SunriseVR). Ambas técnicas se
pueden adaptar de una manera adecuada para el uso con ADN tratado con bisulfito, y por otra parte para el analisis de
metilacion dentro de los dinucleétidos CpG.

En una realizaciéon preferida adicional del método, la cuarta etapa del método comprende el uso de la extension de
oligonucledtidos dirigida por molde, tal como MS-SNUPE como se describe por Gonzalgo y Jones, Nucleic Acids Res.
25: 2529-2531, 1997.

En otra forma de realizacion adicional del método, la cuarta etapa del procedimiento comprende la secuenciacion y
posterior analisis de la secuencia del amplificado generado en la tercera etapa del método (Sanger F., y colaboradores,
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Proc Natl Acad Sci USA. 74 : 5463-5467, 1977).

En la realizacion mas preferida del método, se aislan los acidos nucleicos genémicos y se los trata de acuerdo con los
primeros tres pasos del método descrito anteriormente, a saber:

a) obtener, de un sujeto, una muestra biolégica que tiene el ADN gendmico en cuestion;
b) extraer o bien aislar el ADN genémico;

c) tratar el ADN genomico de b), o un fragmento del mismo, con uno o mas reactivos para convertir las bases de
citosina que estan sin metilar en la posicién 5 del mismo en uracilo o en otra base que sea detectablemente diferente a
la citosina en términos de las propiedades de hibridacién; y en donde

d) la amplificacion posterior al tratamiento en c) se lleva a cabo de una manera especifica de metilacion, es decir,
mediante el uso de cebadores especificos de metilacion o el bloqueo de oligonucleétidos, y ademas en donde

e) la deteccion de los amplificados se realiza por medio de una sonda de deteccion en tiempo real, como se describio
anteriormente.

Preferiblemente, cuando la amplificacion posterior de d) se lleva a cabo por medio de cebadores especificos de
metilacién, como se describié anteriormente, dichos cebadores especificos de metilacion comprenden una secuencia
que tiene una longitud de al menos 9 nucleétidos que hibrida con una secuencia tratada de acido nucleico de acuerdo a
una SEQ ID NO: 3 a SEQ ID NO: 10 y secuencias complementarias de las mismas, en donde la secuencia de bases de
dichos oligdmeros comprenden al menos un dinucleétido CpG.

La etapa e) del método, a saber la deteccion de los amplificados especificos indicativa del estado de metilacién de una
0 mas posiciones de CpG de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 se lleva a cabo por medio de métodos de deteccion en
tiempo real como se describié anteriormente.

Las realizaciones adicionales de la invencién proporcionan un método para el analisis del estado de metilacion del ADN
gendémico de acuerdo con la invencién (SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 2, y complementos de los mismos), sin la
necesidad de la conversion con bisulfito. Se conocen métodos en la técnica en donde un reactivo de metilacion sensible
a una enzima de restriccidn, o una serie de reactivos de enzimas de restriccidon que comprende reactivos de la enzima
de restriccion sensible a la metilacion que distingue entre dinucleétidos CpG metilados y no metilados dentro de una
region objetivo se utilizan en la determinacion de la metilacion, por ejemplo, pero no limitado a DMH.

En el primer paso de tales realizaciones adicionales, la muestra de ADN gendmico se aisla a partir de tejido o de
fuentes celulares. EI ADN genémico puede ser aislado por cualquier medio estandar en la técnica, incluyendo el uso de
kits disponibles en el mercado. En resumen, cuando el ADN de interés esta encapsulado mediante una membrana
celular, se debe romper y lisar la muestra biolégica por medios enzimaticos, quimicos o mecanicos. La solucion de ADN
puede entonces ser liberada de las proteinas y otros contaminantes, por ejemplo, por digestién con proteinasa K. El
ADN gendmico se recupera entonces de la solucién. Esto puede llevarse a cabo por medio de una variedad de métodos
que incluyen precipitacion salina, extraccion organica o unidon del ADN a un soporte de fase sélida. La eleccion del
método se vera afectada por varios factores incluyendo tiempo, costo y cantidad requerida de ADN. Todos los tipos de
muestras clinicas que comprenden la materia neoplasica o potencialmente neoplasica son adecuados para uso en el
presente método, se prefieren las lineas celulares, cortes histoldgicos, biopsias, tejido incluido en parafina, fluidos
corporales, heces, efluente colonico, orina, plasma sanguineo, suero sanguineo, sangre entera, células sanguineas
aisladas, células aisladas de la sangre y combinaciones de los mismos. Los fluidos corporales son la fuente preferida de
ADN; se prefieren particularmente plasma sanguineo, suero sanguineo, sangre entera, células sanguineas aisladas y
células aisladas de la sangre. Una vez se han extraido los acidos nucleicos, se usa el ADN bicatenario gendémico en el
analisis.

En una realizacion preferida, el ADN puede escindirse antes del tratamiento con enzimas de restriccién sensibles a la
metilacion. Tales métodos son conocidos en la técnica y pueden incluir tanto medios fisicos como enzimaticos. Se
prefiere particularmente el uso de una o una pluralidad de enzimas de restriccion que no son sensibles a la metilacion, y
cuyos sitios de reconocimiento son ricos en AT y no comprenden dinucleétidos CG. El uso de tales enzimas permite la
conservacion de las islas de CpG vy regiones ricas en CpG en el ADN fragmentado. Las enzimas de restriccién no
especificas de metilacién se seleccionan preferiblemente del grupo que consiste de Msel, Bfal, Csp6l, Tru1l, Tvu1l,
Tru9l, Tvu9l, Mael y Xspl. Se prefiere particularmente el uso de dos o tres de tales enzimas. Se prefiere particularmente
el uso de una combinacién de Msel, Bfal y Csp6l.

El ADN fragmentado puede ser ligado entonces oligonucleétidos adaptadores con el fin de facilitar la amplificacion
enzimatica subsiguiente. La unién de oligonucleétidos a fragmentos de ADN de extremos adhesivos y romos se conoce
en la técnica, y se lleva a cabo por medio de desfosforilacion de los extremos (por ejemplo, utilizando fosfatasa alcalina
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de ternera o de camardn) y la posterior ligacion utilizando enzimas ligasa (por ejemplo T4 ADN ligasa) en la presencia
de las dATP. Los oligonucledtidos adaptadores son tipicamente de al menos 18 pares de bases de longitud.

En el tercer paso, se digiere luego el ADN (o fragmentos del mismo) con una o mas enzimas de restriccion sensibles a
la metilacion. La digestion se lleva a cabo de tal manera que la hidrdlisis del ADN en el sitio de restriccion es informativo
del estado de metilacion de un dinucleétido CpG especifico del gen TFAP2E.

Preferiblemente, la enzima de restriccion especifica de metilacion se selecciona del grupo que consiste en Bsi E1, Hga |
HinPIl, Hpy99l, Ava |, Bce Al, Bsa HlI, BISI, BstUI, Bshl2361, ACCII, BstFNI, McrBC, Glal, Mvnl, Hpall (Hapll), Hhal, Acil,
Smal, HinP1l, HpyCH41V, Eagl y mezclas de dos o mas de las enzimas anteriores. Se prefiere una mezcla que contiene
las enzimas de restriccion BstUI, Hpall, HoyCH41V y HinP1l.

En el cuarto paso, que es opcional, pero una realizacion preferida, se amplifican los fragmentos de restriccion. Esto se
lleva a cabo preferiblemente usando una reaccion en cadena de la polimerasa, y dichos amplificados pueden llevar
marcadores detectables adecuados como se discutid anteriormente, a saber etiquetas fluoréforo, radionucleidos y
marcadores de masa. Se prefiere particularmente la amplificacion por medio de una enzima de amplificacion y al menos
dos cebadores que comprenden, en cada caso una secuencia contigua de al menos 16 nucleotidos de longitud que es
complementaria a, o se hibrida en condiciones moderadamente rigurosas o rigurosas con una secuencia seleccionada
del grupo que consiste de la SEQ ID NO: 1 ala SEQ ID NO: 2, y complementos de las mismas. Preferiblemente, dicha
secuencia contigua es de al menos 16, 20 o 25 nucleétidos de longitud. En una realizacion alternativa dichos cebadores
pueden ser complementarios a los adaptadores ligados a los fragmentos.

En la quinta etapa se detectan los amplificados. La deteccion puede ser por cualquier medio estandar en la técnica, por
ejemplo, pero no limitado a, andlisis de electroforesis en gel, anadlisis de hibridacion, incorporacion de etiquetas
detectables en los productos de PCR, analisis de arreglos de ADN, analisis MALDI o ESI. Preferentemente, dicha
deteccién se lleva a cabo por hibridacién con al menos un acido nucleico o acido peptidonucleico que comprende en
cada caso una secuencia contigua de al menos 16 nucledtidos de longitud que es complementaria a, o se hibrida en
condiciones moderadamente rigurosas o rigurosas con una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEQ
ID NO: 1 ala SEQ ID NO: 2, y complementos de las mismas. Preferiblemente, dicha secuencia contigua es de al menos
16, 20 o 25 nucledtidos de longitud.

Después de la determinacion del estado de metilacion o el nivel de los acidos nucleicos gendémicos, se deduce la
presencia, ausencia o la clase de trastorno proliferativo celular con base en el estado de metilacién o nivel de al menos
una secuencia de dinucledtido CpG de la SEQ ID NO: 1, o un promedio, o un valor que refleja un estado medio de
metilaciéon de una pluralidad de secuencias de dinucleétidos CpG de la SEQ ID NO: 1 en donde la metilacion se asocia
con un trastorno proliferativo celular neoplasico o precanceroso. En donde dicha metilacion se determina por medios
cuantitativos, el punto de corte para determinar dicha la presencia de metilacién es preferiblemente cero (es decir,
cuando una muestra presenta cualquier grado de metilacion se determina que tiene un estado metilado en la posicion
de CpG analizada). No obstante, se prevé que el experto en la técnica puede desear ajustar dicho valor de corte con el
fin de proporcionar un ensayo de una sensibilidad o especificidad particularmente preferida. Por lo tanto, dicho valor de
corte se puede aumentar (aumentando asi la especificidad), dicho valor de corte puede estar dentro de un rango
seleccionado del grupo que consiste en 0%-5%, 5%-10%, 10%-15%, 15%-20%, 20%-30% y 30%-50%. Particularmente
preferidos son los puntos de corte 10%, 15%, 25% y 30%.

Ensayos de diagndstico y prondstico para trastornos proliferativos celulares

La presente invencion permite el diagndstico de eventos que son desfavorables para los pacientes o individuos en los
que se pueden utilizar como marcadores importantes parametros genéticos y/o epigenéticos dentro de TFAP2E. Dichos
parametros obtenidos por medio de la presente invencion pueden ser comparados con otro conjunto de parametros
genéticos y/o epigenéticos, las diferencias sirven como base para un diagndstico y/o prondstico de eventos que son
desfavorables para los pacientes o individuos.

Mas especificamente, la presente invencion permite la deteccion de las poblaciones en riesgo para la deteccion
temprana de canceres, lo mas preferiblemente cancer de prostata y/o carcinomas colorrectales. Ademas, la presente
invencion permite la diferenciacion de trastornos proliferativos celulares neoplasicos (por ejemplo, malignos) de los
benignos (es decir, no cancerosos). Por ejemplo, permite la diferenciaciéon de un carcinoma colorrectal de adenomas o
polipos de colon pequefos. Los trastornos proliferativos celulares neoplasicos presentaron menor metilacion (es decir,
disminucion de la expresion) en el gen TFAP2E, en oposicion a dichos trastornos benignos que no lo hacen.

Especificamente, la presente invencion proporciona ensayos de diagndstico y clasificacion de cancer basados en la
medicion de la expresion diferencial (preferiblemente metilacion) de una o mas secuencias de dinucleétidos CpG de la
SEQ ID NO: 1, o mas preferiblemente subregiones de los mismos de acuerdo con la SEQ ID NO: 2 que comprenden
dicha secuencia de dinucledtidos CpG. Tipicamente, dichos ensayos implican la obtencién de una muestra de un sujeto,
la realizacién de un ensayo para medir la expresion del gen TFAP2E, preferiblemente mediante la determinacion del
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estado de metilacion de al menos una secuencia de dinucledtidos CpG de la SEQ ID NO: 1 (mas preferentemente la
subregién de la misma de acuerdo con la SEQ ID NO: 2), derivada de la muestra de tejido, en relacion con una muestra
de control, o un estandar conocido y hacer un diagnéstico basado en ellos.

En realizaciones particulares preferidas, los oligdmeros de la invencion se usan para evaluar el estado de metilacion del
dinucledtido CpG, tales como los basados en la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 10, o las matrices de los mismos, asi
como en kits basados en estos y utiles para el diagndstico y/o clasificacion de trastornos proliferativos celulares.

Kits

Por otra parte, un aspecto adicional de la presente divulgacion es un kit que comprende: un medio para determinar la
metilaciéon de TFAP2E. Los medios para determinar la metilacion de TFAP2E comprenden preferiblemente un reactivo
que contiene bisulfito; uno o una pluralidad de oligonucledtidos que consisten de secuencias que en cada caso son
idénticas, son complementarias, o hibridan en condiciones rigurosas o altamente rigurosas con un segmento de 9 o mas
preferiblemente 18 bases de longitud de una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 3 a la SEQ ID NO: 10; y
opcionalmente instrucciones para llevar a cabo y evaluar el método descrito del analisis de metilacion. En una
realizacion, la secuencia de bases de dichos oligonucleétidos comprende al menos un dinucleétido CpG, CpA, o TpG.

En una realizacién adicional, dicho kit puede comprender ademas reactivos estandar para la realizacion de un analisis
de metilacion especifica de la posicion de CpG, en el que dicho analisis comprende una o mas de las siguientes
técnicas: MS-SNuPE, MSP, MethyLightVR, HeavyMethyl, COBRA, y secuenciacion de acidos nucleicos. Sin embargo,
un kit a lo largo de las lineas de la presente invencion también puede contener sélo parte de los componentes antes
mencionados.

En una realizacion preferida, el kit puede comprender reactivos de conversion de bisulfito adicionales seleccionados del
grupo que consiste de: regulador de desnaturalizacion de ADN; regulador de sulfonacion; reactivos o kits de
recuperacion de ADN (por ejemplo, precipitacion, ultrafiliracion, columna de afinidad); regulador de desulfonacion; y
componentes de recuperacion de ADN.

En una realizacion alternativa adicional, el kit puede contener, empacados en recipientes separados, una polimerasa y
un regulador de reaccién optimizado para la extension del cebador mediada por la polimerasa, tal como PCR. En otra
realizacion el kit comprende ademas medios para obtener una muestra bioldgica del paciente. Se prefiere un kit, que
comprende ademas un recipiente adecuado para contener los medios para determinacion de la metilacion del gen
TFAP2E en la muestra biolégica del paciente, y lo mas preferiblemente comprende ademas instrucciones para el uso y
la interpretacion de los resultados del kit. En una realizacion preferida, el kit comprende: (a) un reactivo de bisulfito; (b)
un recipiente adecuado para contener dicho reactivo de bisulfito y la muestra bioldgica del paciente; (c) al menos un
conjunto de oligonucledtidos de cebador que contienen dos oligonucleétidos cuyas secuencias en cada caso son
idénticas, son complementarias, o hibridan en condiciones rigurosas o altamente rigurosas con un segmento de 9 o mas
preferiblemente 18 bases de longitud de una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 3 a la SEQ ID NO: 10; y
opcionalmente (d) instrucciones para el uso y la interpretacion de los resultados del kit. En una realizacion preferida
alternativa, el kit comprende: (a) un reactivo de bisulfito; (b) un recipiente adecuado para contener dicho reactivo de
bisulfito y la muestra bioldgica del paciente; (c) al menos un oligonucleétidos y/o un oligdmero de PNA que tiene una
longitud de al menos 9 o 16 nucledtidos que es idéntica a o se hibrida con una secuencia de acido nucleico pretratado
de acuerdo con una de la SEQ ID NO: 3 a la SEQ ID NO: 10 y secuencias complementarias de las mismas; y
opcionalmente (d) instrucciones para el uso y la interpretacion de los resultados del kit.

En una realizacion alternativa, el kit comprende: (a) un reactivo de bisulfito; (b) un recipiente adecuado para contener
dicho reactivo de bisulfito y la muestra bioldgica del paciente; (c) al menos un conjunto de oligonucleétidos de cebador
que contienen dos oligonucledtidos cuyas secuencias en cada caso son idénticas, son complementarias, o hibridan bajo
condiciones rigurosas o altamente rigurosas con un segmento de 9 o mas preferiblemente 18 bases de longitud de una
secuencia seleccionada de la SEQ ID de NO: 3 a la SEQ ID NO: 10; (d) al menos un oligonucleétido y/o oligémero de
PNA que tiene una longitud de al menos 9 o 16 nucledtidos que es idéntica a o se hibrida con una secuencia de acido
nucleico pretratado de acuerdo con una de la SEQ ID NO: 3 a la SEQ ID NO: 10 y secuencias complementarias de las
mismas; y opcionalmente (e) instrucciones para uso e interpretacion de los resultados del kit.

El kit también puede contener otros componentes tales como reguladores o soluciones adecuadas para bloqueo, lavado
o recubrimiento, envasadas en un recipiente separado.

Otro aspecto de la divulgacion se refiere a un kit para uso en la determinacion de la presencia de y/o distinguir entre los
trastornos proliferativos celulares, comprendiendo dicho kit: un medio para medir el nivel de transcripcion del gen
TFAP2E y un medio para determinar metilacion de TFAP2E.

Los reactivos tipicos (por ejemplo, como se puede encontrar en un kit tipico a base COBRAMR) para analisis con
COBRAMR pueden incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR para TFAP2E; enzima de restriccion y regulador
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apropiado; oligo para hibridacion del gen; oligo para hibridacion de control; kit de marcacion de quinasa para la sonda
de oligo; y nucleétidos marcados. Los reactivos tipicos (por ejemplo, como se puede encontrar en un kit tipico a base de
MethyLightMR) para analisis con MethyLightYR puede incluir, pero no se limitan a: cebadores PCR para la secuencia
convertida con bisulfito del gen TFAP2E; sondas especificas de bisulfito (por ejemplo TagMan“R o LightCyclerMR);
reguladores de PCR optimizados y desoxinucleétidos; y Taq polimerasa.

Los reactivos tipicos (por ejemplo, como se puede encontrar en un kit tipico a base de Ms-SNuPEMR) para el analisis
con MS-SNuPEMR pueden incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR para un gen especifico (o secuencia de ADN
tratada con bisulfito o isla de CpG); reguladores de PCR optimizados y desoxinucleétidos; kit de extraccion en gel;
cebadores de control positivo; cebadores de Ms-SNuPEMR para la secuencia convertida con bisulfito del gen TFAP2E;
regulador de reaccion (para la reaccion Ms-SNUPE); y nucleétidos marcados.

Los reactivos tipicos (por ejemplo, como puede encontrarse en un kit tipico basado en MSP) para el analisis con MSP
pueden incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR metilados y no metilados para la secuencia convertida con
bisulfito del gen TFAP2E, reguladores de PCR optimizados y desoxinucledtidos, y sondas especificas.

Por otra parte, un aspecto adicional de la presente divulgaciéon es un kit alternativo que comprende un medio para
determinar la metilacion de TFAP2E, en donde dicho medio comprende preferiblemente al menos una enzima de
restriccion especifica de metilacion; uno o una pluralidad de oligonucleétidos cebadores (preferiblemente uno o una
pluralidad de pares de cebadores) adecuados para la amplificacion de una secuencia que comprende al menos un
dinucledtido CpG de una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 1 ala SEQ ID NO: 2; y opcionalmente instrucciones
para llevar a cabo y evaluar el método descrito de analisis de metilacion. En una realizacion, la secuencia de bases de
dichos oligonucleétidos son idénticas, son complementarias, o se hibridan bajo condiciones rigurosas o altamente
rigurosas con al menos un segmento de 18 bases de longitud de una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 1 ala
SEQ ID NO: 2.

En una realizacion adicional, dicho kit puede comprender uno o una pluralidad de sondas de oligonucleétidos para el
analisis de los fragmentos digeridos, preferiblemente dichos oligonucleétidos son idénticos, son complementarios, o se
hibridan bajo condiciones rigurosas o altamente rigurosas con al menos un segmento de 16 base longitud de una
secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 2.

En una realizacion preferida, el kit puede comprender reactivos adicionales seleccionados del grupo que consiste de:
regulador (por ejemplo, enzimas de restriccion, PCR, reguladores de almacenamiento o lavado); reactivos o kits de
recuperacion de ADN (por ejemplo, precipitacion, ultrafiltracion, columna de afinidad) y componentes de recuperacion
de ADN. En una realizacién alternativa adicional, el kit puede contener, empacados en recipientes separados, una
polimerasa y un regulador de reaccion optimizado para la extension del cebador mediada por la polimerasa, tal como
PCR. En ofra realizacién de la invencion, el kit comprende ademas medios para obtener una muestra biologica del
paciente. En una realizacion preferida, el kit comprende: (a) un reactivo de enzima de restriccion sensible a la
metilacion; (b) un recipiente adecuado para contener dicho reactivo y la muestra bioldgica del paciente; (c) al menos un
conjunto de oligonucleétidos de uno o una pluralidad de acidos nucleicos o acidos peptidonucleicos que son idénticos,
son complementarios, o se hibridan bajo condiciones rigurosas o altamente rigurosas con al menos un segmento de 9
bases de longitud de una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 2; y opcionalmente (d)
instrucciones para el uso y la interpretacion de los resultados del kit. En una realizacién alternativa preferida, el kit
comprende: (a) un reactivo de enzima de restriccion sensible a la metilacion; (b) un recipiente adecuado para contener
dicho reactivo y la muestra bioldgica del paciente; (c) al menos un conjunto de oligonucleétidos cebadores adecuados
para la amplificacién de una secuencia que comprende al menos un dinucleétido CpG de una secuencia seleccionada
de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 2; y opcionalmente (d) instrucciones para el uso y la interpretacion de los
resultados del kit.

En una realizacion alternativa, el kit comprende: (a) un reactivo de enzima de restriccion sensible a la metilacion; (b) un
recipiente adecuado para contener dicho reactivo y la muestra biolégica del paciente; (c) al menos un conjunto de
oligonucledtidos cebadores adecuados para la amplificacion de una secuencia que comprende al menos un dinucleétido
CpG de una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 2; (d) al menos un conjunto de
oligonucledtidos de uno o una pluralidad de acidos nucleicos o acidos peptidonucleicos que son idénticos, son
complementarias, o hibridan bajo condiciones rigurosas o altamente rigurosas con un segmento de al menos, 9 bases
de longitud de una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 2 y, opcionalmente, (e) instrucciones
para el uso y la interpretacion de los resultados del kit.

El kit también puede contener otros componentes tales como reguladores o soluciones adecuadas para bloqueo, lavado
o recubrimiento, envasados en un recipiente separado.

La divulgacion se refiere ademas a un kit para uso en el suministro de un diagndstico de la presencia de un trastorno
proliferativo celular en un sujeto por medio de analisis con enzimas de restriccion sensibles a la metilacion. Dicho kit
comprende un recipiente y un componente de microarreglos de ADN. Dicho componente de microarreglos de ADN es
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una superficie sobre la cual una pluralidad de oligonucleétidos se inmoviliza en las posiciones designadas y en donde el
oligonucledtido comprende al menos un sitio de metilacion CpG. Al menos uno de dichos oligonucleétidos es especifico
para el gen TFAP2E y comprende una secuencia de al menos 15 pares de bases de longitud, pero no mas de 200 pb de
una secuencia de acuerdo con una de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 2. Preferiblemente dicha secuencia es de al
menos 15 pares de bases de longitud, pero no mas de 80 pb de una secuencia de acuerdo con una de la SEQ ID NO: 1
a la SEQ ID NO: 2. Se prefiere ademas que dicha secuencia sea de al menos 20 pares de bases de longitud pero no
mas de 30 pb de una secuencia de acuerdo con una de la SEQ ID NO: 1 ala SEQ ID NO: 2.

Dicho kit de ensayo preferiblemente comprende ademas un componente de la enzima de restriccion que comprende
una o una pluralidad de enzimas de restriccion sensibles a la metilacion.

En una realizacion adicional, dicho kit de ensayo se caracteriza ademas porque comprende al menos una enzima de
restriccion especifica de metilacion, y en donde los oligonucledtidos comprenden un sitio de restriccion de al menos una
de dichas enzimas de restriccion especificas de metilacion.

El kit puede comprender ademas uno o varios de los siguientes componentes, que son conocidos en la técnica para el
enriquecimiento de ADN: un componente de proteina, dicha proteina de unién selectiva a ADN metilado; un
componente de acido nucleico que forma un triplex, uno o una pluralidad de enlazadores, opcionalmente en una
solucién adecuada; sustancias o soluciones para la realizacion de una ligacion, por ejemplo, ligasas, reguladores;
sustancias o soluciones para la realizacién de una cromatografia en columna; sustancias o soluciones para la
realizacion de un enriquecimiento basado en la inmunologia (por ejemplo, inmunoprecipitacion); sustancias o soluciones
para la realizaciéon de una amplificacion de acido nucleico, por ejemplo, PCR; un colorante o varios colorantes, si aplica,
con un reactivo de acoplamiento, si aplica, en una solucién; sustancias o soluciones para la realizacién de una
hibridacion; y/o sustancias o soluciones para la realizacion de una etapa de lavado.

La invencion descrita divulga ademas una composicion de materia Util para la deteccion, diferenciacion y distincion entre
los trastornos proliferativos celulares del colon. Dicha composicion comprende al menos un acido nucleico de 18 pares
de bases de longitud de un segmento de la secuencia de acido nucleico descrita en la SEQ ID NO: 3 ala SEQ ID NO:
10, y una o mas sustancias tomadas del grupo que comprende: cloruro de magnesio 1 - 5 mM, dNTP 100 - 500 uM, 0,5-
5 unidades de Taq polimerasa, albumina de suero bovino, un oligdbmero, en particular, un oligonucleétido o acido
peptidonucleico (PNA)-oligémero, dicho oligdmero que comprende en cada caso al menos una secuencia de base que
tiene una longitud de al menos 9 nucledtidos que es complementaria a, o hibrida bajo condiciones moderadamente
rigurosas o rigurosas con un ADN genomico pretratado segun una de la SEQ ID NO: 3 a la SEQ ID NO: 10 y secuencias
complementarias a la misma. Se prefiere que dicha composicion de materia comprenda una solucion reguladora
apropiada para la estabilizaciéon de dicho acido nucleico en una solucién acuosa y que permita reacciones con base en
polimerasa dentro de dicha solucién. Los reguladores adecuados son conocidos en la técnica y estan disponibles
comercialmente.

En otras realizaciones preferidas de la divulgacion, al menos dicho acido nucleico es de al menos 50, 100, 150, 200,
250 o0 500 pares de bases de longitud de un segmento de la secuencia de acido nucleico descrita en la SEQ ID NO: 3 a
la SEQ ID NO: 10.

Aunque la presente invencion ha sido descrita con especificidad de acuerdo con algunas de sus realizaciones
preferidas, los siguientes ejemplos sirven solamente para ilustrar la invencion y no estan destinados a limitar la
invencion dentro de los principios y el alcance de las interpretaciones mas amplias y configuraciones equivalentes de la
misma.

Ejemplo 1

En la siguiente investigacion, el rendimiento de los genes seleccionados de acuerdo con la Tabla 2 se analizaron como
marcadores de deteccion de carcinoma colorrectal por medio del ensayo HM (HeavyMethyl). Las regiones objetivo de
cada gen fueron convertidas con bisulfito y amplificadas por medio de cebadores que no son MSP, en presencia de
oligonucledtidos bloqueadores disefiados para suprimir amplificados que no habian sido metilados antes del tratamiento
con bisulfito. Se detectaron luego los amplificados por medio de las sondas LightCycler (duales).

Se analizaron las muestras de plasma a partir de las siguientes clases de pacientes:

— carcinoma colorrectal (total 131)

Etapa 0 =1
Etapal =13
Etapa Il = 32
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Etapa Ill = 27
Etapa V=8
Sin clasificacion = 50
— colorrectal sana (verificado por colonoscopia) = 169
— enfermedades no cancerosas (NCD) = 29
—  Canceres de origen no colorrectal (NCC) = 31
En total, se analizaron 360 muestras.
Extraccion de ADN y tratamiento con bisulfito

Se aisl6 ADN de todas las muestras por medio del método de Magna Pure (Roche) segun las instrucciones del
fabricante. A continuacion, el eluato resultante de la purificacion fue convertido de acuerdo con la siguiente reaccion con
bisulfito.

El eluato se mezclé con 354 pL de solucion de bisulfito (5,89 mol/L) y 146 uL de dioxano que contiene un depurador de
radicales (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico, 98,6 mg en 2,5 mL de dioxano). Se desnaturalizé la
mezcla de reaccion durante 3 min a 99°C y posteriormente se incubd con el siguiente programa de temperatura para un
total de 7 h min 50°C; un ThermoSpike (99,9°C) durante 3 min; 1,5 h 50°C; un ThermoSpike (99°C) durante 3 min; 3 h
50°C. Se purifico posteriormente la mezcla de reaccion por ultrafiltracion usando una columna Millipore Microcon™R. La
purificacién se llevd a cabo esencialmente de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para este propdsito, se
mezclo la mezcla de reaccion con 300 yL de agua, se cargd sobre una membrana de ultrafiltracion, se centrifugd
durante 15 min y posteriormente se lavé con regulador 1 x TE. EI ADN permanece en la membrana en este tratamiento.
Luego, se realiz6 la desulfonacion. Para este proposito, se afiadieron 0,2 mol/L de NaOH y se incub6 durante 10 min.
Luego, se realizd una centrifugacion (10 min), seguido por una etapa de lavado con regulador 1 x TE. Después de esto,
se eluyd el ADN. Para este proposito, se mezcld la membrana durante 10 minutos con 75 pL de regulador 1 x TE
caliente (50°C). Se volte6 la membrana de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Posteriormente se realizd
nuevamente una centrifugacion, con lo cual se removié el ADN de la membrana. Se utilizaron 10 yL del eluato para el
ensayo PCR en tiempo real LightCycler.

Soluciones de reaccién y condiciones de ciclos térmicos

Se proporcionan secuencias de componentes para el ensayo de PCR en la Tabla 3. Cada ensayo se realiz6 dos veces
(de forma independiente) en cada muestra.

Las condiciones del ciclo térmico fueron:

PCDHGC3

activacion: 95°C 10 min

50 ciclos: 95°C 10 seg (20°C/s;)
56°C 30 seg (20°C/s)

60°C 3 seg (20°C/s)deteccion

72°C 10 seg (20°C/s)

curva de fusion: 95°C 10 seg (20°C/s)
40°C 10 seg (20°C/s)

95°C 0 seg (0,1°C/s)Continuo
enfriamiento: 40°C 5seg

Todos los otros ensayos: ensayos:

activacion: 95°C 10 min

55 ciclos: 95°C 10 seg (20°C/s)
56°C 30 seg (20°C/s)deteccion

72°C 10 seg (20°C/s)

curva de fusion: 95°C 10 seg (20°C/s)
40°C 10 seg (20°C/s)

95°C 0 seg (0,1°C/s)Continuo
enfriamiento: 40°C 5seg

Resultados:
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Con el fin de predecir la presencia de ADN tumoral de CRC en las muestras de plasma medidas, se utilizé6 un modelo de
regresion logistico. EI modelo de regresion logistico se construye de la siguiente forma. En primer lugar, se codifican los
datos de la medicion para cada ensayo marcador de forma cualitativa mediante los siguientes 3 niveles:

— Nivel 0 - ninguna de las réplicas de las reacciones de PCR mostraron amplificacion
— Nivel 1 - exactamente una de las dos réplicas de PCR mostré una curva de amplificacion
— Nivel 2 - las dos réplicas de PCR mostraron curvas de amplificacion

Si cualquiera de las dos repeticiones de PCR no puede ser medida exitosamente, la medicién respectiva del marcador
se considera como invalida.

Se usaron los cinco diferentes marcadores de metilaciéon de ADN como factores independientes con 3 niveles en un
modelo de regresion logistico. Se incluyeron en el modelo un factor adicional de interceptacion, pero no hay
interacciones de los factores. El modelo de regresion logistico fue entrenado y los pesos dptimos para todos los niveles
de los factores se determinaron mediante el uso del procedimiento de maxima probabilidad.

Las Figuras 1 a 10 proporcionan las graficas de la media logaritmica medida de metilacién de los ensayos individuales.
Cada una de las figuras consta de tres graficas, las graficas superior e inferior del lado izquierdo proporcionan los
analisis binarios y multiclase, respectivamente, la grafica del lado derecho proporciona una ROC en donde se muestra
la sensibilidad en el eje Y y 1-especificidad se muestra en el eje X. La Tabla 4 y las figuras 1 a 5 proporcionan una
vision general del desempefio del marcador en todos los grupos de muestra. La Tabla 5 y las figuras 6 a 10
proporcionan una vision general del desempefio del marcador en los grupos de carcinoma colorrectal y colorrectal
normal.

Las Figuras 12 a 21 proporcionan las graficas de la metilacion media logaritmica medida de la mayoria (muestra
analizada solamente se cuenta como positiva si ambas repeticiones son positivas, la media de las dos mediciones se
toma como la medicidon cuantitativa de la metilacion) de los ensayos individuales. Cada figura consta de tres graficas,
las graficas superior e inferior del lado izquierdo proporcionan los analisis binarios y multiclase, respectivamente, la
grafica del lado derecho proporciona una ROC en donde se muestra la sensibilidad en el eje Y y 1-especificidad se
muestra en el eje X. La Tabla 6 y las figuras 12 a 16 proporcionan una vision general del desempefio del marcador en
todos los grupos de muestra. La Tabla 7 y las figuras 18 a 21 proporcionan una visién general del desempefio del
marcador en los grupos de carcinoma colorrectal y colorrectal normal

La Tabla 8 proporciona una visién general de la AUC vy las sensibilidades de los ensayos individuales con 95% de
especificidad (todos los valores p eran de menos de 0,00001). En el que dichas clases son:

Todas: normal + NCD + NCC vs. CRC etapas | a IV
I-IV: Largo vs CRC etapas | a IV
I-1ll: Largo vs CRC etapas | a llI

A partir de la distribucion multiclase de la figura 6 (grafica inferior izquierda) y la tabla 11 se puede determinar que el gen
RASSF2 es particularmente efectivo en la deteccion de la etapa 1 y los carcinomas colorrectales tempranos. Por
consiguiente la expresion, lo mas preferiblemente la metilacion CpG, de dicho gen ademas de ser un marcador de
diagndstico preferido es particularmente preferido para la deteccion de poblaciones generales (individuos que no
muestran ninguno de los indicadores o sintomas de carcinoma colorrectal) para la deteccion temprana de carcinomas
colorrectales.

Combinaciones de marcadores (paneles)

Para identificar el subconjunto de marcadores de metilacion de ADN que predice de manera 6ptima la presencia de
CRC, se utilizé el procedimiento de eliminacion hacia atras. En cada etapa de eliminacion, se removié el marcador de
metilacion de ADN con los niveles mas bajos del factor del modelo. Se comparé el poder predictivo del modelo reducido
con el modelo completo mediante el uso de la prueba de la relacién de probabilidad. Para identificar el subconjunto de
los marcadores de metilacion del ADN que predice de manera 6ptima la presencia de CRC se utiliza el procedimiento
de eliminacioén hacia atras. En cada etapa de eliminacion, se removié el marcador de metilacién de ADN con los niveles
mas bajos del factor del modelo. Se comparo6 el poder predictivo del modelo reducido con el modelo completo mediante
el uso de la prueba de la relacion de probabilidad. La figura 11 muestra que (en la comparacion de la muestra normal
vs. CRC etapas | a IV) en cada etapa de eliminacion se redujo significativamente el poder predictivo del modelo de
regresion logistico. Se concluyd que todos los modelos de marcadores de metilacion de ADN enumerados dieron lugar
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a un desemperio de prediccidn superior comparado con el marcador solo o los respectivos paneles de marcadores mas
simples. Se concluyé que los siguientes modelos de marcadores de ADN dieron lugar a un desempefio de prediccion
superior en comparacion con el Unico marcador o los respectivos paneles de marcadores mas simples.

Las figuras 22 a 26 proporcionar una vision general del desempefio de las siguientes combinaciones de marcadores:

10

15

20

25

30

Septina 9 + TFAP2E + RASSF2 + PCDHGC3 + SND1 (Figura 22)

Todos AUC80
Sens./Espec. 57/95
Todos CRC AUC 80
Sens./Espec. 58/96

CRC I-llI AUC 76
Sens./Espec. 50/96

Septina 9+TFAP2E+RASSF2+PCDHGC3 (Figura 23)

Todos AUC80
Sens./Espec. 53/95
Todos CRC AUC 80
Sens./Espec. 55/96

CRC I-llI AUC 77
Sens./Espec. 48/96

Septina 9+TFAP2E+RASSF2 (Figura 24)

Todos AUC 77
Sens./Espec. 48/96
Todos CRC AUC 79
Sens./Espec. 52/96

CRC I-llI AUC 75
Sens./Espec. 42/96

Septina 9+TFAP2E (Figura 25)

Todos AUC 77
Sens./Espec. 45/96
Todos CRC AUC 79
Sens./Espec. 51/96

CRC I-llI AUC 75
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Sens./Espec. 41/96

Septina 9+RASSF2 (Figura 26)
Todos AUC 77
Sens./Espec. 43/96

Todos CRC AUC 79
Sens./Espec. 56/95

CRC I-llI AUC 74
Sens./Espec. 46/95

En cada caso, la grafica superior muestra todas las muestras (Normales, enfermedades no colorrectal, canceres no
colorrectales y todas las etapas de CRC), la grafica inferior muestra Gnicamente muestras normales y de CRC.

Ejemplo 2: Desempefio del marcador en el diagnéstico de cancer de prostata

En la siguiente investigacion, se determind el desempefio de los marcadores seleccionados en la deteccion de
carcinoma de prostata por medio del ensayo HM (HeavyMethyl). Las regiones objetivo de cada gen fueron convertidas
con bisulfito y amplificadas por medio de cebadores no MSP, en presencia de un oligonucledtido bloqueador disefiado
para suprimir amplificados que no habian sido metilados antes del tratamiento con bisulfito. Los amplificados fueron
luego detectados por medio de sondas LightCycler (duales) y se determiné el nivel de metilacion por referencia a los
ensayos de control.

Muestras

Para este experimento, se recogieron muestras de orina y de plasma coincidentes de un total de 191 hombres,
incluyendo 91 hombres con cancer de prostata confirmado por biopsia, 51 hombres sin cancer detectado por biopsia
(posteriormente diagnosticados con BPH), y 50 hombres jévenes sanos. En todos los analisis, la clase positiva se
compone de muestras de cancer de préstata.

En el disefio del presente estudio clinico, la principal dificultad estaba en la definicion de la clase negativa ya que no hay
método de deteccion que excluya la presencia de cancer de préstata con 100% de certeza. La biopsia tiene una tasa de
diagnostico de falsos negativos de al menos 10%, mientras que la medicion de PSA es propensa tanto falsos negativos
como a falsos positivos. Debido a que el objetivo principal del presente estudio fue demostrar la viabilidad de la
medicién de marcadores metilados de cancer de préstata en un fluido corporal remoto, nos enfocamos en una clase
negativa que reduce al minimo la probabilidad de falsos positivos. En consecuencia, los hombres jovenes sanos fueron
elegidos como la clase negativa "verdadera". Pensamos que los varones jovenes sanos sin antecedentes familiares de
cancer de prostata deben ser verdaderos negativos para cancer de prostata.

Con el fin de investigar los marcadores como una continuacién de diagnostico para el PSA, también se incluyé una
segunda clase negativa de biopsia negativa, muestras de BPH. Un factor de confusidon potencial en esta clase es la
probable presencia de biopsias falsos negativos.

En cinco casos de cancer de prostata, Unicamente se recolecté una muestra de plasma y en diez casos adicionales soélo
se recolectdé una muestra de orina. Las muestras se recogieron en multiples sitios. La orina se recogio después de un
masaje prostatico. Ambas muestras de plasma y orina se obtuvieron antes de cualquier tratamiento para el cancer de
prostata. Los criterios de inclusion y exclusion fueron disefiados para asegurar que los pacientes analizados reflejaran
los pacientes potenciales que usarian las pruebas de deteccion del cancer de préstata.

Los siguientes criterios de inclusion y exclusion aplican para los pacientes sometidos a biopsia:
Criterios de inclusion:

— Indicacién para biopsia (PSA elevado y/o tacto rectal dudoso)
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— Biopsia programada dentro de 1 semana después de la recogida de muestras

— edad 40-80

Criterios de exclusion:

—  Cualquier tratamiento previo para el cancer de prostata

— Antecedentes de cancer o enfermedad grave en los ultimos 5 afios

— Sintomas de infeccion del tracto urinario

Los siguientes criterios aplican para los hombres sanos del grupo de control:

Criterios de inclusion:

— Masculino

— edad 18-30

Criterios de exclusion:

—  Cualquier tratamiento previo para o sintomas de cancer de préstata o enfermedad de la préstata
— Antecedentes de cancer o enfermedad grave en los ultimos 5 afios

— Sintomas de infeccion del tracto urinario

extraccion de ADN

Se extrajo y aisld ADN utilizando protocolos estandar y kits disponibles en el mercado.
Tratamiento con bisulfito

El eluato se mezclé con 354 L de solucion de bisulfito (5,89 mol/L) y 146 pL de dioxano que contiene un depurador de
radicales (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico, 98,6 mg en 2,5 mL de dioxano). Se desnaturalizé la
mezcla de reaccion durante 3 min a 99°C y posteriormente se incub6 con el siguiente programa de temperatura para un
total de 7 h min 50°C; un ThermoSpike (99,9°C) durante 3 min; 1,5 h 50°C; un ThermoSpike (99°C) durante 3 min; 3 h
50°C. Se purifico posteriormente la mezcla de reaccion por ultrafiltracion usando una columna Millipore Microcon™R. La
purificacién se llevd a cabo esencialmente de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para este propdsito, se
mezclo la mezcla de reaccion con 300 yL de agua, se cargd sobre una membrana de ultrafiltracion, se centrifugd
durante 15 min y posteriormente se lavé con regulador 1 x TE. EI ADN permanece en la membrana en este tratamiento.
Luego, se realizé la desulfonacion. Para este proposito, se afiadieron 0,2 mol/L de NaOH y se incub6 durante 10 min.
Luego, se realizd una centrifugacion (10 min), seguido por una etapa de lavado con regulador 1 x TE. Después de esto,
se eluyd el ADN. Para este proposito, se mezcld la membrana durante 10 minutos con 75 pL de regulador 1 x TE
caliente (50°C). Se volte6 la membrana de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Posteriormente se realizd
nuevamente una centrifugacion, con lo cual se removié el ADN de la membrana.

Ensayo de PCR LightCycler en tiempo real

Para cada ensayo, se corri6 por duplicado un equivalente analito de 1,5 mL, se determiné la metilacion por medio de los
componentes del ensayo de acuerdo con la Tabla 9. Se utilizaron ensayos de control para el gen de la actina beta y
regiones "CFF" para determinar la concentracion total de ADN, con el fin de cuantificar la cantidad de ADN metilado
como se determino por medio del ensayo HeavyMethyl.

Resultados

Uno de los objetivos fue desarrollar marcadores destinados al diagndstico después de las pruebas de PSA de 4,0 ng/mL
0 mas para hombres mayores de 50 afios de edad para discriminar el cancer de prostata de condiciones no cancerosas.
Nos enfocamos en dos indicaciones: una aplicacion de deteccion para identificar hombres mayores de 50 afios con un
alto riesgo de cancer de prostata y un diagndstico después seguido de PSA para informar la decisién de una nueva
biopsia prostata en hombres con al menos una biopsia de prostata negativa y un PSA persistentemente elevado. Se
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analizaron los datos de dos formas diferentes: (i) se utilizaron muestras de cancer de préstata y biopsia negativa para
evaluar el desempefio de los marcadores seguido de una prueba de PSA (aplicacion diagndstica) y (ii), se utilizd las
muestras de cancer de prostata y todas las no cancerosas (biopsias negativas y sanas) para medir el desempefio de los
marcadores en la prueba de deteccion (aplicacion de deteccion). Se reportd el desempefio del marcador para plasma 'y
la orina por separado, también se proporcion6 un analisis de datos para los marcadores individuales y paneles de
marcadores. Todos los datos se reportan como valores de metilacion sin procesamiento de la media logaritmica.

Desempefio del marcador en una aplicacién de detecciéon

Como prueba de deteccion primaria, el marcador necesitaria identificar cancer de prostata en hombres mayores de 50
afos de edad con una especificidad mejorada con relacion al PSA. Los andlisis de aplicacion de deteccion de AU
utilizan las muestras de cancer de préstata como la clase positiva. Para el propdsito del presente estudio clinico, se
analizaron los datos de nuestra aplicacion de deteccion con dos clases negativas alternativos. La primera clase negativa
analizé los 50 hombres jovenes sanos con minima probabilidad de cancer de prostata no detectada. Aunque esta clase
negativa representa una "verdadera" prueba negativa, no coincide en edad con la poblacion para la deteccion de cancer
de préstata y no incluye ninguna clase probable de falsos positivos, por ejemplo, BPH. Por lo tanto, se realizd un
segundo analisis en el cual se analizaron 50 controles de hombres jévenes sanos y todos los 51 controles negativos
para la biopsia para un total de 101 de clase negativa.

En promedio, se realizan cada afo aproximadamente 20.000.000 pruebas de PSA en los EE.UU., con sodlo
aproximadamente 1.000.000 casos que conducen a una biopsia (de los cuales aproximadamente 750.000 biopsias son
innecesarios). Por lo tanto, menos del 5% de los individuos que actualmente son evaluadas por PSA caen en la clase
negativa que esta representada por un PSA elevado y BPH positivo mientras que la gran mayoria de la poblacion
objetivo evaluada cae en la clase negativa con PSA. Mientras que la clase negativa de los varones jovenes sanos
puede representar una sobreestimacion de la capacidad discriminadora de nuestros marcadores, la clase negativa
combinado de hombre jévenes sanos, mas hombres con biopsia negativa de la misma edad pueden representar una
subestimacion de la capacidad discriminatoria de nuestros marcadores.

Desempeiio del marcador Unico en la orina

La sensibilidad y especificidad de los marcadores analizados por PCR en tiempo real en orina después de masaje
prostatico de pacientes con cancer de prostata, los pacientes biopsia negativa y los individuos de control sanos se
muestran en la Tabla 10, y el desempefio del ensayo en orina después de masaje prostatico en comparacion con la
clase | negativa (individuos sanos) se muestra en la Figura 27. El desempefio del ensayo en orina después de masaje
prostatico comparado con la clase |l negativa (individuos sanos mas biopsia negativa) se muestra en la Figura 28.

La sensibilidad y especificidad de los marcadores analizados por PCR en tiempo real en plasma de pacientes con
cancer de prostata, pacientes biopsia negativa e individuos de control sanos se muestran en la Tabla 11, y el
desempefio del ensayo en plasma comparado con la clase | negativa (sana individuos) se muestra en la Figura 29. El
desempefio del ensayo en plasma comparado con la clase Il negativa (individuos sanos + biopsia negativa) se muestra
en la Figura 30.

En todas las comparaciones de clase negativa y para todos los marcadores, la orina fue el analito mas sensible como se
ilustra en la Tabla 12.

Las cantidades crecientes de ADN marcador metilado se correlacionan con puntajes crecientes de Gleason para todos
los marcadores en plasma. Esto fue verdad para muestras con altas cantidades de ADN marcador metilado en orina
(especialmente los marcadores TFAP2E y RASSF2A), esto fue especialmente cierto en ADN del plasma. El PSA como
marcador de cancer de prostata en pacientes con PSA elevado (> 4 ng/mL) también se correlaciona con puntajes
crecientes de Gleason.

La Tabla 13 muestra el desempefio de los paneles de marcadores de deteccion para distinguir el cancer de prostata de
la clase | negativa (varones sanos) en orina. La tabla 14 muestra el desempefio de paneles de marcadores de deteccion
para distinguir el cancer de prostata de la clase Il negativa (hombres sanos mas biopsia negativa) en orina. La Tabla 15
muestra el desempefio de los paneles de marcador de deteccidon para distinguir el cancer de prostata de la clase |
negativa (hombres sanos) en el plasma. La tabla 16 muestra el desempefio de los paneles de marcadores de deteccion
para distinguir el cancer de prostata de la clase Il negativa (hombres sanos mas biopsia negativa) en plasma.

Desempefio del marcador en aplicacion diagnéstico: Seguido por PSA

Como aplicacion diagnoéstica, los marcadores deben identificar cancer de prostata en hombres mayores de 50 afios de
edad con PSA persistente elevado (> 4,0 ng/mL) que han sido objeto de al menos una biopsia de prdstata negativa.
Esta es una aplicacion y andlisis distinto y requiere una mayor discriminacion en comparacién con la prueba de
deteccion. Los falsos positivos en esta aplicacion se derivan de PSA elevado, biopsias negativo clase HPB. Una vez
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mas, las muestras de cancer de préstata representan la clase positiva. Para los propositos de una aplicacion
diagndstica, se analizaron los datos utilizando una clase negativo Unica compuesta por las 51 muestras de biopsia
negativa.

Desempeiio de marcador Unico en orina

La Tabla 17 muestra la sensibilidad y especificidad de los marcadores analizados por PCR en tiempo real en orina
después de masaje de prostata en pacientes con cancer de prostata y pacientes con biopsia negativa.

La Figura 31 muestra el desempefio del ensayo Unico para ensayos por PCR en tiempo real HM en orina después de
masaje prostatico.

Como se muestra en la Tabla 18, para todos los marcadores de metilacion analizados la orina fue el analito mas
sensible. Por lo tanto, se prefiere particularmente para el diagnéstico de cancer de prostata que el analito sea orina, ya
sea evacuada o después de masaje prostatico.

La Tabla 19 proporciona el desempefio de los paneles de marcadores de diagnostico para detectar cancer de préstata
en pacientes con biopsia negativa en orina.

Tabla 1: secuencias de acuerdo con la presente invencion

SEQID Secuencia metilada Secuencia metilada Secyenqa no Secuencia no metilada
P . . metilada convertida ) M,
gendmica | Gen convertida con convertida con con bisulfito convertida con bisulfito
NO: bisulfito (sentido) bisulfito (antisentido) . (antisentido)
(sentido)
Gen
1 TFAP2E 3 4 / 8
Tabla 2: Genes de acuerdo con el Ejemplo 1
SEQ, lD. L Secuencias convertidas
gendémico Gen Abreviacion I
NO: con bisulfito
Factor de transcripcion AP-2 épsilon (activacion de la
, . TFAP2E
proteina 2 épsilon que se une al reforzador)

*A menos que se indique lo contrario todas las ubicaciones establecidas se refieren a la base de datos Ensembl v39
(Junio de 2006)

** Base de datos Ensembl v31.35d (8 Julio de 2005)

Tabla 3. Secuencias del cebador, bloqueador y sonda de acuerdo con el Ejemplo 1.

TFAP2E | 46 51 56 61 66
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Tabla 4. Desempefio del ensayo HM (Ejemplo 1) en todas las muestras de tejido.

RASSF2A Septina 9 SND1 PCDHGC3 TFAP2E
AUC (95% intervalo de confianza) 8;5)(0’67’ 8595) 0.7, 8:??)(0’6’ 0,66 (0,6, 0,72) 8:?2)(0’63’
Sens./Espec. 0,4/0,95 0,47/0,95 0,25/0,95 0,32/0,95 0,29/0,95
Corte de Sens./Espec. -3,029 -2,706 -3,089 -2,378 -2,692
Wilcoxon P 0 0 0 0 0
CRC+ Adenoma -(pos) 131 131 118 119 119
Muestra Normal + enfermedades no
cancerosas (NCD)+carcinoma diferente | 228 228 205 206 206
al colorrectal (NCC) -(neg)

Tabla 5. Desempefio del ensayo HM (Ejemplo 1) en carcinoma colorrectal y tejido colorrectal normal

RASSF2A Septina 9 SND1 PCDHGC3 TFAP2E

dAUC (9f.5°/° intervalo | ) 73067,0,78) | 0,76(0,7,0,8) | 0,67(0,61,0,73) | 0,68(0,62,0,73) | 0,71(0,65.0, 76)
e confianza)
Sens./Espec. 0,47/0,95 0,48/0,95 0,39/0,95 0,32/0,95 0,39/0,95
ggr':f /céespec_ -3,272 -2,858 -3,473 -2,417 -3,446
Wilcoxon P 0 0 0 0 0
CRC+ Adenoma (pos) | 131 131 118 119 119
Normal (neg) 168 169 148 148 148
Tabla 6. Desempefio del ensayo HM (Ejemplo 1) en todas las muestras de tejido.
RASSF2A Septina 9 SND1 PCDHGC3 TFAP2E

AUC (95% intervalo de confianza) 8%§061 8;3§069 8gg§057 0,65(0,6, 0,7) 8:%5(0’6’
Sens./Espec. 0,37(0,96) 0,51 0,28/0,95 0,34/0,95 0,34/0,96
Corte de Sens./Espec. -4 -4 -3,45 -2,523 -4
Wilcoxon P 0 0 0 0 0
CRC+ Adenoma -(pos) 121 127 113 127 120
Muestra Normal + enfermedades no
cancerosas (NCD)+carcinoma diferente al 206 220 194 224 203
colorrectal (NCC) -(neg)
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Tabla 7. Desempefio del ensayo HM (Ejemplo 1) en carcinoma colorrectal y muestras de tejido colorrectal normal.

RASSF2A

Septina 9

SND1

PCDHGC3

TFAP2E

AUC (95% intervalo
de confianza)

0,67(0,61, 0,73)

0,74(0,69, 0,79)

0,64(0,58, 0,7)

0,66(0,6, 0,71)

0,66(0,6, 0,72)

Sens./Espec. 0,37/0,97 0,51/0,97 0,3/0,97 0,35/0,95 0,34/0,98
Corte de

Sens./Espec. -4 -4 -4 -2,599 -4
Wilcoxon P 0 0 0 0 0

CRC+ Adenoma (pos) | 121 121 113 127 120
Normal (neg) 154 164 146 167 154

Tabla 8. AUC y sensibilidad (con especificidad del 95%) para ensayos individuales de marcadores de acuerdo con la

clase.*
AUC Sensibilidad
All -1V -1l All -1V -1l
Septina 9 (media de la mayoria) 73 73 67 49 49 37
RASSF2A (Media Log) 72 73 70 45 48 41
TFAP2E (Media Log) 68 71 67 32 38 30
SND1 (Media Log) 64 65 62 25 35 29
PCDHGC3 (Media Log) 65 66 64 30 32 29
*todos los valores p fueron menores a 0,00001
Tabla 9. Ensayos de acuerdo con el Ejemplo 1.
Cebador hacia adelante Cebador inverso Bloqueador Sonda Sonda
SEQID NO: SEQ ID NO: SEQIDNO: | seqipno: | sEQID NO:
Actina B 77 78 79
TFAP2E 98 99 100 101 102
Tabla 10
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Clase | negativa: Saludable Clase Il negativa: Saludable + Biopsia (-)
Marcador
AUC Sens. / Espec. | Valor p Wilcoxon AUC | Sens./Espec. | Valor p Wilcoxon
GSTP1 0,89 0,63 /0,96 0 0,79 0,31/0,96 0
RASSF2A 0,90 0,74/0,96 0 0,79 0,24/0,96 0
HIST1H4J 0,91 0,69/0,96 0 0,78 0,36 /0,96 0
TFAP2E 0,86 0,47 /0,96 0 0,76 0,27 /0,96 0
Tabla 11
Clase | negativa: Saludable Clase Il negativa: Saludable + Biopsia (-)
Marcador
AUC Sens. / Espec. Valor p Wilcoxon AUC Sens. / Espec. Valor p Wilcoxon
GSTP1 0061 0,17 /0,96 0,0063 0,58 0,17 /0,95 0,0183
RASSF2A 0,68 0,37/1,00 0 0,64 0,20/0,95 0
HIST1H4J 0,64 0,26 /0,96 504 0,56 0,16/0,95 0,0572
TFAP2E 0,61 0,22/1,00 4e704 0,56 0,09/0,95 0,0128
Tabla 12
Marcador Clase | negativa: saludable Clase Il negativa: Saludable + Biopsia (-)
AUC de orina AUC de plasma AUC de orina Apllics:nc]j:
GESTP1 0,89 0,61 0,79 0,58
RASSF2A 0,90 0,68 0,79 0,64
HIST1H4J 0,91 0,64 0,78 0,56
TFAP2E 0,86 0,61 0,76 0,56

Tabla 13

Panel del marcador

% Sens. cancer de prostata

% Espec. saludables

Marcadores Unicos cuantitativos

RASSF2A 74 96
HIST1H4J 69 96
GSTP1 63 96
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TFAP2E 46 100
Paneles cualitativos:

GSTP1+HIST1H4J 79 98
RASSF2A+HIST1H4J 94 88
Paneles cuantitativos:

RASSF2A+HIST1H4J 94 88
QuadSVM (todos lo marcadores, sin PSA) 79 98

Tabla 14

Panel del marcador

% Sens. cancer de prostata

% Espec. saludables + biopsia (-)

Marcadores Unicos cuantitativos

RASSF2A

74

76

HIST1H4J

69

68

(continuacion)

Panel del marcador

% Sens. cancer de prostata

% Espec. saludables + biopsia (-)

GSTP1 63 80
TFAP2E 46 88
Paneles cualitativos:

GSTP1+HIST1H4J 79 72
RASSF2A+HIST1H4J 94 54
Paneles cuantitativos:

RASSF2A+HIST1H4J 94 58
QuadSVM (todos lo marcadores, sin PSA) 79 76

Tabla 15

Panel del marcador

% Sens. cancer de prostata

% Espec. saludables

Marcadores Unicos cuantitativos:

RASSF2A

37

100

HIST1H4J

26
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GSTP1 17 94
TFAP2E 22 100
Paneles cualitativos:

RASSF2A+HIST1H4J 41 98
Paneles cuantitativos:

RASSF2A+TFAP2E (TFAP2E usado para normalizar) 32 100
QuadSVM (todos los marcadores, sin PSA) 39 96

Tabla

16

Panel del marcador

% Sens. cancer de prostata

% Espec. saludables + biopsia (-)

Marcadores Unicos cuantitativos:

RASSF2A 37 91
HIST1H4J 26 88
GSTP1 17 95
TFAP2E 22 92
Paneles cualitativos:

RASSF2A+HIST1H4J 41 88
Paneles cuantitativos:

RASSF2A+TFAP2E (TFAP2E usado para normalizar) 32 92
QuadSVM (todos los marcadores, sin PSA) 39 94

Tabla 17
Cancer de prostata vs. Biopsia (-)
Marcador
AUC Sens. / Espec. Valor p Wilcoxon

GSTP1 0,69 0,23/0,95 6e04
RASSF2A 0,66 0,18 /0,95 0,0043
HIST1H4J 0,64 0,28/0,95 0,0126
TFAP2E 0,65 0,21/0,95 0,0062

**PSA 0,56 0,22/0,95 0,3098

***Pruebas para saber si PSA contiene informacién adicional mas alla de la contribucién por la indicacion de corte > 4
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ng/mL para biopsia de préstata.

Tabla 18
Marcador Cancer de prostata vs. Biopsia (-)
AUC de orina AUC de plasma

GSTP1 0,69 0,55
RASSF2A 0,66 0,60
HIST1H4J 0,64 0,50
TFAP2E 0,65 0,52

**PSA na 0,56

**Pruebas para saber si PSA contiene informacién adicional mas alla de la contribucion por la indicacién de corte > 4
ng/mL para biopsia de prostata.

Tabla 19
Panel del marcador % Sens. cancer de prostata % Espec. biopsia (-)
Marcadores unicos cuantitativos:
RASSF2A 74 55

(continuacion)

Panel del marcador % Sens. cancer de prostata % Espec. biopsia (-)
HIST1H4J 69 41
GSTP1 63 64
TFAP2E 46 77

Paneles cualitativos:

GSTP1+HIST1H4J 79 46

RASSF2A+HIST1H4J 94 21

Paneles cuantitativos:

RASSF2A+HIST1H4J 94 27
GSTP1+PSA 83 45
QuadSVM (todos los marcadores, sin PSA) 79 55

Listado de secuencias
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<110> EPIGENOMICS AG

<120> METODOS Y ACIDOS NUCLEICOS PARA ANALISIS DE TRATORNOS PROLIFERATIVOS CELULARES
<130> E30940PCT

<160> 102

<210> 1

<211> 24959

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 1
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ttgagagcca
atgtgcceccte
taagggttag
tacgectette
aactacagag
ttcagtgttg
agctggcagce
cagttgggag
atgcctgtaa
cgagatcagce
gggcgtggtg
ttgaacccgg
gcaacagagt
tcactcatga
cattaagcat
aatgaggcaa
cacagacagg
catcccecegea
agttcatcaa
gtggctgggg
acacacaaac
aattccgett
atgaatcctt
gccectgaget
atgagttaat
tcatttacta
tactttttta
agctaggatc
gtagagaata
ttagectgcett
atggggatga
tcgtgaagceca
tactttgcce
tcectgttete
ggaggggagg
gacagccagg
aacaatcaca
tctcatgecece
gtcaggtgga
ttetgtetee
gagagcgaag
tggtagaccc
cttcagctca
gtgcttagag
tgectttgett
gcctcgaata

ctgatctatg
tgggatacct
aaatggcaac
tgggatgact
caaaggagaa
gacttggaaa
tgtgtctatg
ataacagtag
tcccageact
ctggctgaca
gtgggceccect
gaggtggagg
gagactctgt
agagtgcagg
gtaggtgaaa
aaaggggcta
cagcacatcc
gctgggcaca
tttctattca
ttgagggagg
acaatcctga
catcctcetgg
ggcttctage
ctgcacctge
ggtgtcacta
cttcactaaa
ttggtgttgt
acacagttag
gtgattctga
gaccttggge
tatgggtatc
ctttgcacag
tggtctgcac
cttagcattc
gttgggtttg
gagtgcctge
cggcatccat
acactcaatc
gctcatacce
aactcccectca
tgggcacctt
cctaaacaca
caaacttctt
aaaggattga
aaaggcaagg
tttetgttte
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agtaagagta
gcctecaatte
actccataag
agcaagtttt
gcaggttggg
atttcagaca
ggtctggatc
acaggtagtc
ttgggaggct
tgatgaaacc
gtaatcccag
ttgcagtgag
tataaaaaaa
aagaaaaaga
agagaaacag
tcaaaggtgt
cgccactcetg
ggcatcatct
cgcactgaca
gaggaacagg
tctectgacce
aacctcgetg
ctcecttettt
catgtgcectt
tcacctecte
aagggaccta
cgaagttgca
gcagagtcag
gcagagaggyg
aagccattta
tctttcatag
aggctggcac
atcttgettt
ctctecatttg
gggagaaaga
catggtaaca
gctagtcagt
agcccaggac
aaacccatcc
gagcctgget
cgagggattt
cgcactgaca
ccacgttccce
tacctatttt
atgtgataga
actgcagctg

aggtagttta
tccaccacat
gattagecttg
gaacttgaaa
gttggtgcetg
gctgcaatga
tctcactagt
attaaagact
gaggcgagtg
ctgtctctag
ttactcagga
ccgagattgt
aaaaaaaaaa
agcttctcectg
aaaagaagac
aggaagtaga
gccttceccaa
cetttgegge
cctgtectgg
gcattgccac
atctcgagca
gcggttecag
ccccaccact
ctgggatacc
ttctatatca
aaaaaacaac
gaaactgaga
gactaaatcc
gccaggggea
acctctccecat
agctgctgtg
attctgtaat
taaaaaacat
tccatcttta
gagagtgact
caggaacatg
tacacacagt
cctgtggett
caggcaagtc
tggettggaa
tgatccagaa
ctgtgtgege
gattacccac
accgaggaag
gccaggcaaa
cgagctgcga

46

aggtgctgag
accttcectgtg
tgggggttaa
aagggtggtg
gggatagagg
gatgtctgga
gattcaggcce
tgggccggge
ttcacttgaa
taaaaataca
aactgagaca
gccactgcecac
agacttgaga
ctctgagaaa
agaaatggtc
ttgagaaaac
gctgctggag
tcctagactt
agcttgactt
agactccctce
ggaaagttgc
acttcagaaa
ccccaggetg
cacttggaac
ataattttac
tagtecttctce
tcacagagga
aagcccctga
gatcacccea
gcctecacccee
agggttaaag
aagtctgctg
ctttettetg
atccctgtcet
acagagactg
tagcectgege
cactcaacag
cagaaatatc
tctetcetetg
gttttcagec
ccattcagga
atgagcagat
ctcatccaaa
ctgaggccag
tgtagggccc
gcccagaagg

acagggtgcc
ggtggatgtt
ggaaaggacc
tcatttatga
agatgttgag
gaaaatacgce
agagataaca
gtggtgactc
gtcaggagtt
aaagttagcc
tgagaatcgce
tccagceccecaa
ggggatgagc
gaattaccga
ggagtaggac
ccaaggaagc
agagcagggg
cteccagagg
ctgatgccect
atatatagat
aaagcttccc
gttcttaatg
agatcatcca
catatattcc
cttaatcttc
tgecttecce
aacgggatgt
gtctgaggceca
gctetgecac
tcecctgaaa
aacccaatat
tgattatttc
ctttcttaat
ctgcttgtca
gaacttgcett
atgttagtgt
tctctgggta
ttggccecett
tctggcecage
caggaagcct
aagactgtga
aggctggagt
gtectcttgag
cgaagaatag
ttgcgtecca
cggctctgat

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760



caatgtgggce
tceceetgtgg
gcgccceccgg
gctcagagga
gtgcccgtee
gcccactagg
gceggcetece
acgcctcgeg
tagtctcggg
caaccctect
gctgagaacg
tggctcggaa
agctgaggag
ccecctetect
tgtcgtcetcet
ccacagctgce
tgcecctacgg
atggcggcect
gcgcagcecgce
tgggccttga
ccgacggcege
ccggtetgga
ggtggtttac
ccagctecgece
tgcctggeca
ccteggecagg
agcctgcacc
ttttgcactg
tgggcctgece
ccctgggtgg
tgcecctetge
gatcaagaaa
tggtgcacag
ccaccaggca
tgcccagcac
actgggagcc
ttgcagaacg
cccacggagt
ggcactttct
ctgtgggagt
aggctgtgtg
cagggtcctg
tgagtgtgtc
ttctetgeat
gcactttgtt
ataggagtat
tctggectga
gagacagcca
acatttgggg
caggcactgce
gggctctatt
ggctggggcet
tgacttggag
tggaattggg
cctggttgceca
tgacccctga
accagaaata
ctgggagtct
gtttggggat
acccggaacc
gtttctctca
gcagtccaaa

gagcggggcg

tgaattcacg
cagccgetgg
aggcccggceg
ggaagggcgg
gtcetgecte
atcccggetg
ggcgcectetg
cceggecacte
cccgggacat
gtccegeget
cgatgcgcaa
ataaacctcg
gatcctttca
tcceccaggag
gccccaggceg
cgccgaatte
tcaggcgcecece
ggcgcccectg
ccgcgeccac
cccgegeegt
gcacggcctg
ggacctgcag
taccatggcet
acatctcact
tcaaggctgce
gaccgaatca
tggggcgaag
cacagtgaga
cgtcgecegece
caggggcttg
tatttgcagg
ggtaaggaat
atccattttce
ctcttecctgg
cctgtggect
tggecctetee
agttaaacca
tggggaaatg
tcctettect
ctcttgegge
cacctgagtc
tgcatgtctg
tgtttctgtg
ttgggggatg
ctttggtatc
ttatgtgact
ggaccaagta
gagaggagca
caggtgcccg
tcccacaggg
tgcecctcecac
ggacttccag
tgtgtagcag
gctgtgtecet
gcgcagctcet
agaaagagat
tgagcatggt
aggttcactg
ctctgcecectg
ccggtccgaa
aacaacttcc
gaacacaacg

ggacgcggee
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ccecectaccee

ggaaaaggga
cgceceecgece
gcgctgggca
catggacccg
ggtcgcacce
cccgcagege
accgcecccat
attcggccgg
aacgaaatct
gtgaccgctg
ggccccaaga
ggctggggte
cgccecgacyg
gcctacggge
cagccgcecect
gacgccgceceg
gcgcagccge
gaggagcctce
gactatgcca
gcagacgcac
gtgagacccg
ggaggcagaa
ggtgactccg
ctggcactga
cttecttttet
agaagcataa
tgcccaggge
ccaagcgaag
ggaagacatg
caatggacga
ggtctgtcag
ttcaccggece
cccagccaga
ggggtgggce
ccgeccgaggyg
cttececetgtt
attttcactt
tccaggcagg
atttagactt
agggcccacc
aaatgttccc
aatgtgtttg
tacacatttce
tgaggatttc
cctggcatta
ctggccatga
gagagtcaga
aaagaattca
tttggcttga
ttgttctcag
gagctggggce
ggaagatgag
gtgtcgettg
gctggtgggg
ccgtectgecag
ggtggtcccece
actccctgag
cgcaagggta
gccgagacag
aaaactccta
agagtcctaa
gcgcggacte

accctaccceg
gagaactgcc
actataactg
ccegttgacce
cccgggaacg
agctaccgca
tcgeegtegg
gctggtgcac
gggatcgggg
cggagggagg
tccecagect
aacgggaggg
ctttcagctg
ggctgggage
cggcgccccce
acttccegee
cagcctttcee
agcctcctca
ccggectget
ctgecegtgece
ctcteggect
agggatccgg
ggtgacaaat
aggatgtgtc
gtcecgcecage
ccecegetgece
tagttaccag
tccagctcag
ctggtgegece
ggcggctagg
gccgggaatg
ggcagagccc
gtgcctcectg
tgttaggcag
tcagcggatc
ggagggcact
tcecctaagag
tacagtgcct
gccttggagg
aggggagctt
tgctcectggg
ttcatgggtg
tgaggtgtgt
tcaatatgta
caagcatgcg
gtaaaatcca
caggggaagg
ggggcccagg
gaggtgcaca
gttgttttte
gggaggccaa
tgagttacca
gcaacagggc
gaactgggag
cttggttggce
tgggcaaaag
agttcecctat
aaagactaag
gaaggatcag
gagactggat
gatcctaggg
catcccaggt
acgtgcacaa
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atcccgcecaa
atagcttgtc
gagtgcatgg
gacttttcca
gccaccgctg
ccgtgacctce
gctagggctce
acctactccg
cgcctgagtg
gggccgcagg
gaggctcctg
actgcagctg
ccagtgggtc
agctgccgge
gctctgeccac
gcecctacceg
ccacctggceca
ggccgectgg
ggcaccgccece
ccggctectg
tccggggetg
gatgggtcgyg
gcaggaagcce
ccacctectg
agtgcgtggg
acgtgtggca
tgtaagattc
tgcctggaca
ttgggcggag
gctttatgeg
agcctcctag
ggcgagatgg
tgtgtcgecca
acgtgcgggce
agcattcact
cttgtggatc
atgggaatgg
tagcatttceg
cctctggggg
gtgtgtgagt
tgtctgtgtce
tcttagtatt
ctctgtatgt
cagtatctct
cgggceccctet
gggacacggg
tgagagacga
cattgggtag
tgagcctgag
aaacgagtga
ggtggaagtg
ggagctgggyg
aggaagtggg
tgtgggaaag
ttactgtaca
cctgecetgga
tcatgcttgg
accctgcatt
ctgttcectet
gcgaggccect
gtacgccgaa
ggcggcegcege
ccgcgeggga

agccactgcce
tctttaatge
agcaggctac
agtgcgatca
aggaccccac
cgcgggcetgt
cgccgecgece
ccatggtgag
ctggactttc
gacttcgcca
cgcccgeggg
aaccctccecceg
acctaaggca
ggggcccgec
acgccggcecg
cagccaccgce
ggggacccat
gccgegeccece
gcccgegecce
cacggcctgg
gcggcggcecc
gactggcecge
gacttttcte
ggttagacgt
tggcagcaac
tccatgggge
aaaattccct
tagcgattcce
cagacagaga
ccctcaccge
accagtccgt
tgcaggccect
ggctgggtgt
ttggtgagtt
gggctgcagce
tggagttgat
aagtgctgtt
gtgcctggeg
aattttcttt
actgtgtgtt
catgtgagtt
tcttggagtg
tggtgtgcat
gttgtgtcct
ctgtgtatat
atccaccttt
caaaaacaga
cagcctcecttt
gtgccccagg
attcaagcct
gtggtagcag
gttgggtgga
tggggggagg
acactaggaa
gagcctttcet
cttcectggece
gctcaagaga
ttagaaagag
gagcacctta
cccagagctg
atcccccaaa
tggctccctg

cggggccacg

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
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



cggactcacg
cccagcgceca
agcgggaccc
tgagcggaga
gcagcaaagg
gaaagcgtgg
cctggageeg
tcecgeggtcea
tcecttegtee
ggcctceegee
cgctetttgg
gcggctgegt
ccccacecceca
cagcgccegeg
tcgectgactg
cacacttccg
aggccgaccce
ttttgcaacc
acaggaatat
ggcgcggaga
aagaggtgct
attgaaagag
atcctctcecece
tggtggtgeg
ccecgggagge
gagcgagact
ttatacaatc
ccctetggag
cagctgtcca
cttgctgtcet
caatctctaa
tttgagaggg
gtctgtaatc
ctggccaaga
gcgctagect
aggcagaggt
agactatctc
cacaccatgt
gttcgagacc
gctgggtggg
cccttgaacc
tggacaacaa
gttttactct
gcctctcaga
acgcccagcet
gtcttgaact
caggcgtgag
acaaaatatc
ggctactctce
tgaaaatggt
gtaaaagaaa
gccgaggcag
aatgtcatct
gtcccagceta
cagtgagcca
taaaaaaaaa
gtcccagcecag

gtgggccagyg
aagctttgga

agggggtgcet
cagcactttg
caaacacggt

ctgggegtgg

tgcacaaccg
gcgggaccece
cagcgccagce
ctgecgecectg
ggaaggggca
gcggtcgacce
ccecteecca
ctgcgggatt
tcggecectte
gagtgcggta
ccacctgaag
cgctgaaggt
gaagcggcct
gggcagaggc
caggcaagcg
ggtcccatge
taggagtata
tatcccagac
tttccagecag
gtgcccgagg
tagtgggtgt
ggggtgtgta
tgtggaaaag
cgtctgtagt
ggagattgca
ccgtetegga
agagctggag
gagagtgggt
atctcagggg
ttggccctgg
gcagccagga
tgccaaaaaa
ccagcacttt
tggtgaaacc
gtaatcccag
tgcagtgagce
aaaaaaaaaa
gatcccagca
agcctggceca
gtggcaggca
tgcggggegg
cagcaaaact
ctcgeeccagg
ttctegtacce
aatttttgta
cctgacctca
ccaccacgcet
aaaaatttac
tgccccagaa
gggagctatg
ccctgggecg
gtggattacc
ctactaaaaa
ctceggagge
agattgtgcc
gaaagaaaga
gggagatgag
gagcaggtca
ccagtggtac
tgttaaaaat
ggaggccgag
gaaaccccat
tggcgggege
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cgggacccca
agcgccagceg
gggtctgtgg
gacgccccag
ggagccgggce
cagggcagct
cacctgceccect
cggegttgece
cgacggcacg
ctggagccetg
cgtecggatcce
tggggtcctt
tcgcatcget
acctggagct
tcegggaggyg
cagttgcatc
agggagccct
acacagaaag
tgagcagggg
ttgggtgagt
ttgttgaatg
aaaagggctc
ccagacaggt
cccagctact
gtgagccaag
aaaaaaaaaa
gggagtggtc
ggttgcctac
atctctagga
agaaggagga
catgggtgag
ctcagtaatc
gggaggccgg
ccatctctac
ccactcagga
cgagatcatg
aaaaaaaaaa
ctttgggagg
atatggtgaa
cctgtaatcce
aggttgcagt
ctgtctcaaa
ttggggtgca
tcagcctcee
tttttagtag
agtgacctgc
tggcettttt
tgaacttgca
agcaacttaa
gaaaaccttg
ggcgcagtgg
tgaggtcagg
tacaaaaaaa
tgagacagga
attgcactcc
aaccctctgg
gagactctag
ctactcctcece
cctaagtgta
gcaaattttg
gcgggtggat
ctctactaaa
ctgtagtccc

gcgccagegyg
ggaccccagc
cccagtggag
cctagacgtce
acagttggat
gcggcggega
cggcgecccece
gccagcccag
aggaactcct
ccececgecagyg
ctacagtgcce
ggtgcgaaag
gcggtgggeg
cgcagggccc
gcggccaggce
cgcggtattg
ccatttcectg
caagcaggac
ctgtatggga
gcctagaggg
aatgagtgat
ctttcatcac
taaaaaggtt
agggaggctg
atcgcgceccac
aaaagttaca
aaggatgaga
ttgggggtgg
caggagctga
gggagctggg
atgagtgaga
aagataaata
atcacttgag
taaaaataca
ggctgaggca
ccactgtact
aaaaaaaaaa
ccgaggcggg
accccgttte
cagctactcce
gaaccaagat
aaaaaaaaaa
gcaccacgat
aagtagctgg
gggcgtggtt
ccgcettecage
aaatgaaaat
cttccacaac
aaaatgtgca
gagcagggga
cttatgcctg
agattgagac
attagccagg
aaatcgcettg
agcctgggca
cagttgatga
ggagggcatt
cgtctacctt
gtccaaggaa
gccaggtgca
cacgaggtca
aaaacaaaaa
agctactcgg

48

gaccccagcg
gccagcggga
cgagtggagce
aagttacagc
ccggaggtcg
ggcaggtggg
agcagttttc
tggggagtga
gtcectgecee
gccctggaat
tcccagectg
ggaggcagct
ttctecggget
agacctgggt
gaagccccgg
ggcaggaaat
cccacatttg
tggtggggag
cgcgggagga
gagatagttg
gggctttgaa
acaggacaca
acaaacaaat
agccagggga
tgcactccag
aaccgtgtgt
actgagatgg
ggaatccctce
tgtaaacagt
gagggtctcc
tactgacttce
ggccgggcege
gtcaagagtt
aaaattagcc
agagaattgc
ccagcctgga
gaggccgggce
tggatcacct
tactaaaaat
ggaggctgag
cacaccattg
atcttttttt
ctcagctcac
gattacaggt
tcaccatgtt
cacccaaagt
agtgcaaaaa
cctttctcac
gatggagttt
gtgaaggata
taatcccage
cagcctgacc
catggtggtg
aacccgggag
acaagagcaa
gaaggaaact
tgcacatgcet
cctettgete
ccacatgcat
gtggctcaca
ggagatcgag
caaaccaaaa
gaggctgagg

ccagcgggac
ccccagegec
gctggcgacce
ccgcgcagea
tgacccaggg
ctccttgetce
accttggccecce
attagcgccce
acagaccttc
cagagaaagt
ggcgggagceg
gcagcctcag
tcgacttcege
tggaaaagct
cgctttacca
ggcagggctg
tcacctccag
acggagctta
gctcagagga
aaccgggttc
gtctgagtge
gcatatgcaa
tagccgggeca
atcgcttgaa
cctggaaaca
gggtttcagg
atccctcegtt
tccacgggcet
cgccectatte
acttcccaga
tgggacagaa
agtggctcac
cgagaccagc
cagtgtggtg
ttgacccagg
caacagaggg
ggcggtgget
gaggtctgga
acaaaaatta
gcaggagaat
cactccagcce
tcgagacaca
tgcaacctct
acctgtcacc
ggccaggctg
gctgggatta
tccacgataa
ctgcctccecca
ggactttacc
gaaattatat
actttgggag
aacatggtga
cacgcctgta
gcggaggttg
aactccatct
taatcggcag
gtgcecccagt
caaccccttce
caggaccccce
cctgtaatcce
accatcctgg
aaaacattag
caggagaatg

6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320



gcgtgaaccce
gggcgacaga
acattgactg
ttttgaggta
tttagtaaat
gccatcccca
ccactgatct
atataaatat
cgccccaaac
cagtttgttt
tatccattgg
tgttgctatg
gtaaactcct
aactgtcaag
agggttccac
gagatggagt
gtaacctctg
ttacaggtgce
ccatgttagt
ccaaaatgct
ttttgagatg
actgcaactt
ggattatagg
ttcaccacgt
agcctcccaa
attataacca
aatgttaaga
tctatttaca
agttctttat
tttctteccag
tgcattttta
ccaggctggt
tagggttaca
gataggtctc
gcacactgca
actgggacta
tgcaaaagtt
tetttttttt
tcagctcact
gtagctggga
acagtttcac
ttcagcctee
cttttatggg
gaagattttt
gatggggttt
cgccttgect
ttttcttcta
tgcctaggtt
ggttgaataa
gtgtgtgtgt
gcttcaggag
tctgetttge
cctgettcecece
aaaaaaaggg
gcaatgtcat
caggagaaag
catcctcatt
tatttttttt
tagctcactg
tgggactatg
atgaggtctc
gcctcagttt
gcecctaggtt

gggaggcgga
gcgagactcet
catgagaacc
aaatttacat
gtagagttgt
gaagttccca
gctttctgte
gcagactttt
attatgctaa
ctttttattg
tcagttgacg
aacattcaca
aggagtgcaa
ctattttcta
ttttccacat
ttcactcttg
ccteetgggt
gtgacaccac
caggctggtce
gggcttacag
gattgtctcet
ctgcectectg
cacgcaccac
tggacaggct
attgctggga
tcaagtggta
actttttcat
tatttggacc
ataatatatt
tttgtggttt
aaaattatct
ctcaaactcc
ggagtgagca
actaagttgt
ccctegaact
cattctcatg
ttagactttg
ttgagaccag
gcaacttccg
ttacaggtga
catgttggcc
caaagtgctg
ccttgetttt
ctcctaagtt
tcccatgttg
tccaaagtgg
gaaaaaactt
cagaagtcag
ccgggagcetce
gtgaatggct
tcaccacagg
cctgtgtget
taaccatgga
acaggtgggg
ctctgeccecett
cacttgcaaa
gctgtattta
gagatggagt
cagcctcaaa
ggcacatgcc
actatgttgce
cccaaagtgt
ttaatagcag
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gcttgcagtg
gcctcaaaaa
cctggaagta
acctaaaatt
gtaaccatta
tttgtagcta
cataaatttg
gcatcaagceg
gtaaaagaaa
cttcatagta
ggcacttggg
tacatgccett
ttgctggatt
aagtggctgt
cctacactta
ttgcccagge
tcaagtgatt
gtcecggctaa
ctgaactccce
gtatgagcca
ctgtcaccca
ggttcaagca
cacacccagc
ggctggtcte
ttacaggcat
tctcagtata
gtacttattt
attttctatt
ctgaatacag
atcgttttcet
tttttttttt
tggcttccag
actgctctcet
tcaagctgga
cctgaactca
ctaccatacc
atgaagtcca
tctcactctg
cctecegggt
gtgccaccat
aagttgctct
ggattccagg
ggtgttgtat
ttctgttgtt
tccaggectgg
taggattaca
gcaactttaa
accatatcta
ttgtgtctge
tctgcatatg
gaatcctgtt
agtttaattc
ttccatccect
gaagcagcaa
atatctagca
tatccatatc
tcacaagggce
ttcgetcetgt
ctgggctcag
accatgcctg
ccaggctggt
tgggattaca

ttggatggag

agctgagatt
aaaaaaagca
tggcecctgga
tacacattgt
ccacaaaaaa
ctctccatte
catattctgg
tcttttgett
cagcaataaa
tgccattgta
ttgtttccac
actatagaaa
atatggtcgg
attattttgce
gaattgtctt
tggagtgcaa
ctcctgecte
ttttgttttt
gacctcaggt
ccatgcctgg
ggctggagtg
attctectge
taatttttgt
gaactcctga
gagccaccgt
gttttaattt
aaccattcat
taggttgcta
tcctttatca
tttctatttt
tttcatagaa
tgatcctcect
tttttttttt
gtttggtgge
agtgatcccce
atgctatttt
gtttatcatc
tcgececcagge
tcaagcgatt
gctgggctaa
taaactcctg
agtcagccac
ctaggaactc
gttgttgttg
tctcaaactce
ggtgtaagcc
caaggcttct
ccacctgegg
aggagtgtgt
tgaccagcag
ctgtgtgtgt
ctacctccac
cttgccecattt
ggtcagtcac
gcacctatgt
taggctacca
atacagttct
cgtccaggcet
tcattctgtg
gctaacttaa
ctcaaacttc
ggtgtgagtt
aaggctgctc
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gcgccactge
aatttcttgg
acttgcattt
aagaatataa
atccattttg
tcaccccaag
acatgttcta
agcataatat
aagaaacaaa
cgggtgtaac
tttttagctg
tatattttta
tttaggttta
attctcacca
ttttttettt
tgaggtgatc
agcctcctga
ttagtagaga
gatccaccceg
ccttttttat
cagtggcaca
ctcagectce
atttttagtt
tctcatgatce
gcctggeccee
gcatttcceccet
ctctcatttt
tcttattgtt
gatatatgat
taaaatttta
acagggtccc
gtcttggect
taattaaaaa
tatttacagg
ctgectgage
cttaataata
attttctttce
tggagtgcag
ctcectgecte
tttttgtatt
acctcaggtg
cacacctggce
tttgctcaac
ttatttgtat
ctgacctcaa
aggacgcctg
tggagagtct
acagagtgcc
gtgtgtgtgt
gacaccatta
gggagacaaa
cactgceccett
tcaagggaag
tcatatacac
ttgcataaat
cattcctcca
tgtatacagt
ggagtgcagt
gcctcagect
aaaaattttt
tgggctcaag
accatgctca
atcctttttce

accccagcect
gcaccacccce
tttaacgatt
tttgatgatt
aggcatttct
ccttaggcca
taaatagaat
ttttgaggcect
ctattatcag
atattttgtt
tcttaaataa
gcgcecttttga
atttttaaga
gcaatgtgtg
tttttttttt
tcggcectcace
gtagctggga
cggggtttct
ccttggecte
ttatttattg
atctcggcectce
ccagtagcta
gagacggggt
catccacctc
tgtctttttt
aatgactaat
tagtgaaatg
gagttataat
ttgaaaatat
attttttttt
gctatgttge
ccctaagtgce
actttttaga
caagatcata
ctctcgagta
tcttttgagg
tttetttett
tggcgctatce
agcctcccaa
tttagtagag
atctgcccge
ctatcatttt
ctgaggtcac
ttttagtaga
atgatccacc
gccttcecatg
gttgcacact
ttgtctgaca
gtgtgtgtgt
gatcacttca
ctttagtgtc
ctgtgaccga
aagctctgag
aaacacatga
ctggcatcaa
tactccagcet
catccttttt
ggtgcaatca
tccgagecage
ttttgtagag
tgatcctect
gccagcectgg
tccaacccect

10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100



acttctggtg
tttatcaatt
cccaggcetgg
acctcagcecct
gtattttttg
tcaatcctce
ggcctcattt
acagtatagt
tcatggccac
ccatggaaac
ctggggggca
gcaggacccce
cactacatcc
ctttgaatca
gtttcaaaaa
ttggcgggac
ctatgttacc
gccactatag
cgcttaagca
tcactaataa
ggctaaataa
cttcacatgt
attccagcac
accagtctgg
atggtggcac
gcctgggagg
cagagcaaga
atgtggctca
ggacccagca
aacatgatgg
gcccecttact
caggtgaaat
tgggatttga
tgcagaatga
aggtctgtgg
gccacataca
aaaaaagaaa
atggatggga
ctgctgggtg
tacggatcag
tgaaagtgct
tgcagtcttg
cttcacctct
ccecttgtggg
gctcagtage
gccttgteta
agaagcaagt
actgcaggaa
taacttctgg
cgggtggatc
tctactaaaa
caggaggctg
atggtaccac
aaaaaaagaa
ttagtagata
tagcattcge
aataacctcc
gggtgaggtg
gatttgggga
gtcctgecte
taaaacacca

gagggggaca
tcagttgagg

aggggtgatg
ttttgttttt
catggtcagce
ccagagtagc
tagagacaag
cacctcggcce
gtagttttat
tcagttcggg
ctgtgccaag
agaccaggaa
ggggagagaa
tgagaaccga
caggaggcac
ttgccaatge
tcagcaaaac
tttgcataag
tgttgagccce
ccacgagtgg
taaaatgtcc
tttttaaaat
aatatactaa
ttctttttac
tttgggaggce
gcaacatggt
gcacctgtag
tggtggttge
ccctgtcectcea
cattatattt
agaggggcag
ttaaagctgt
tgctgtccca
tatagttggce
ttctcaggga
tgcattcaga
agaaattcac
aggcacataa
gctgtaggat
tgtgctgggg
gaggtgggga
gctagcecettt
cagccaatat
ggtttgctac
ctggacatca
ttgttccaag
tgttagtccce
ccaaggctgt
gcttcgatat
gaactttctt
ccgggcacgg
atgaggtcag
atatagaaat
aggcagaaga
tgcactccag
agaaagaaag
attagggagt
agagtgactt
ctgtcteccag
gggtgggagyg
ctcecctgtga
cagctcacac
agattccget
cagattcaag
gaacttgggc
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ggagggaaga
gtttttgttt
tcactgcaac
tgggactgca
gtctcattgt
tcccaaagtg
ttgtttgaag
ttceccagage
accctgcecect
ggttcagtge
gctctgcaca
aggagcactg
ttcacacttg
ttaaaactcc
aaaacaaaaa
gtgccectet
ctcecteecett
ctcttgagca
attggatttt
attgattaca
atagtaatat
tgtttaaaat
caaggcaggc
gaaaccccat
tcccagcaac
agtgagctgt
aaaaaaaaaa
ctcttggtca
gcagagccag
gaactctgga
ctttaacctce
actcattgac
actgaccggg
tggaaagatc
atgggaaggg
agaaatgaaa
ctagtgatgg
gagagggttg
ggtttatcca
cctacttttg
tgccaagtgg
cggttcteceg
gtctectcecat
gactgagtgg
agactccaca
cacctcctta
tctcecttece
tctcttatag
tggctcatge
gagtttgaga
tagccaggceg
atcgecttgaa
cctggtgaca
aaaattaact
gtttggggag
ggcaggaaga
gatgtggagc
gcagagagga
ttgceccagece
tcatatcctt
ggagctgttt
agccagacaa
gagtcacttt

cagttacttt
ttgtttttga
ctectgectcet
ggcatgtgca
attgcccagg
ctgggattac
tcaagctcga
ccttgcatca
ccacacactc
ggtaaggcca
ggggttggtg
tggggctcaa
ttccatttgg
agagatttca
cacaaacaaa
agcctgccaa
gaagcctgga
cccaaaatgt
gaaggctaat
tgttgaaatg
attatttact
gtgggccagg
aggtggatag
ctctatgaaa
ttgggaggct
gattgtacca
tggtggacac
gcttgggtct
aacacaaggg
gtcagtgctc
tttgaacttt
aggtgacatc
ctctgatgag
cctctggact
aacctgtgtc
gtcgtaggat
atgggatgtg
cagagggtat
gagagggaga
tattcctcag
ctggaaggct
tctaccagct
ctgtaaaatg
gtttatatac
cccgagecte
aaggaagaaa
cctgaggcta
ccaagaatgt
ctgtaatccce
ccagcctgge
tggtggtggg
ccecgggagge
gagcgagact
tctcagattce
ggggtatagg

gagggccagg
ccacagtctce

aaaacgtggg
ctggcctgac
acatccaggt
gagtttaaga
ctcggagttc
cacctcactg
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gceccttettt
gacagggtct
tgggctcaag
atcacgccgg
ctggtcttga
aggtgtgagc
ggtataattt
ttagcttatt
atgcttggta
gggatggggyg
cctaaactca
agagctcaca
cctgtgectgg
cagaaaaatc
ccaggagctt
cctececcecac
gctttgetgt
gactagtctg
ttcaaacaat
attctatttt
attatattga
cctggtgget
cttgagtcca
catacaaaaa
gaggtgggag
ctgtactcca
taggaaatgt
agagcctaat
agggtgaagg
agagttgaag
cagcacctgg
attttgtcta
ttttaggctg
ggggcagggt
tgtgtgcatg
gggcaggggt
gtgatggatg
cacagaggtt
gactagacgt
ccctggcecacce
aacagcaccg
gtgtgatctc
ggaatagtga
gggagcacac
actcctgatg
aggccaaagg
agcaggagga
ctaagtgaat
agcactttgg
caatatggtg
cacctgtagt
agaggttgcg
ccatctcaaa
cttectetggt
gcctatctee
gctgaaggca
caggcccectce
aatcacgaat
cctgetgeag
ccctcectcetga
taggaccagc
agtctctgag
tggctcagtt

ttatttttaa
cactgtgcca
caatcctcct
gctaattttt
actcctggge
caccgtgcect
ttttatacat
tcatattcac
gggaagacac
tgagagggag
gtagagtgga
ccctgggagt
gtttttaaat
cagaatccta
tgtgtcttge
agcccactta
ccaccaagtg
aattgagatg
gtaaaatatc
taatatattg
ttaaaattaa
caccccttta
ggagttcaag
ttacccaggce
gattgcttga
gcctgggecaa
aaatgtatac
ggacaaatgg
aggccattgt
gttcatttct
cactcattga
gctctggage
agtttttggce
gaccagagca
cagaggagtg
gggagaaaca
gggtgtggtg
tctggetggg
tctgccagge
attcttggca
cctttgagac
aggcatatta
taagtgtagce
agcagtgagt
tacacacgag
gttccgctaa
tggaggttag
tttagaaaat
gaggccgagg
aaaccccatc
cccagctact
gtgagccgag
aaaaaaaaaa
cttcagacaa
tggtctccett
ttaacagggc
accgatgcag
gggaagaggg
ggccccaggg
tggcatccge
ctggttcagt
ttcacatcca
tctcecttcea

14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15900
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880



taaagcaagg
cgtttececte
cttggccaaa
gceceggecgg
gcagcggcga
caggtaggaa
tctcaaggca
aggggaggcc
ggctgccaca
agagaaggga
gagggccatc
gcggcagcat
cctagacctg
ttcagggcca
gtgtctatag
tcttctagtg
gtgtgtgtgt
gtttacatat
ttactcctag
ggaccctgac
tgcatgtctg
gtgtgagaga
ctgtatgtca
ccectetggtg
attagagtga
tgcaaaacca
ccaatcccaa
cttccatgeg
ggccaagtcc
cctgccagcet
tgagtgaggce
gactgtctct
agtatctgtg
ccttgtacat
gtgggtgtgg
gtggtaaagg
catggtgggc
ggcaatggaa
ggcaggatgg
cgcagaggta
ggcccgagac
cctgtgecga
tgccaagtga
catgtatggg
cgcaccactg
cagcagtgag
gtacgtgege
ggcaccacac
tgccacctgg
cagacataca
atatctgggce
atgggtccta
ctgaggctcc
caccaagtca
tgctgccacce
gtttccaacc
ctgcattgat
attctattaa
agactggagt
aattctcctg
ctaatttttg
actcctggec
gaaccaccac

ataccagacc
ttctccacag
gacagcctgg
ctttcactgce
ctctegecte
ggccagcceca
tcagagagga
ccggggactce
tgtctgtggg
tggagaactc
ctcacccect
aggccctgtg
tgtctctecte
tgagcttgga
tagcggatgg
ggatgtgtgg
gtgtgtgtgt
ctgtgccact
cgtecttggag
ttggtgtgat
tctctattgg
gtcaccaggt
ctgegtgtet
tgctaaggtc
actgaggggc
tggagattag
acctcaacag
tttectettgt
aaaaatgggg
ggccgtegea
ctgaaggtgg
aatgcaggag
tgcgtattet
gtgtgcatgce
gtgtgggtgt
gatgaagggg
ccagctccca
tgggggctgg
ggcaggatac
caccctgecag
ttcggttacg
cagcacgctg
gtgagggcac
cacaatggac
tgtacacgag
cacacacgta
gccactgtgt
atgggcacac
gcacacttgg
tgaacactct
tcctgcatca
cactcacata
ctcttctage
cacctgactg
tctactcagg
tcecetgeacg
tttcaaacta
gatttagttt
gcagtggegce
tctcagectce
gtattttaag
tcaggtgatc
tceceggeccece
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ctcececttgag
tgcccatcee
tgggcggeat
tcagctcaac
ccgagtgect
caattccceg
ggccagtcte
tggattgtge
tctggggtag
atccacactg
cttctaggaa
tgttttgggg
tctctgtgeca
tgagtctgag
ccaggagcat
cctagggtgt
gtgtgtgatt
gtgtgggagt
gatctctgtg
cctgtgtctce
ttctatgtgt
ggctgtgtgt
ctacatatag
cccaggatge
tcctggaget
ttgcgcececett
gggctggtgg
cttcatagtt
gceggtgttt
aggccgccaa
gcatgggagt
ggtgtgttta
ctgtcatgta
atgtgcaatg
gtgggtgtgt
gtgacagccce
tctctgaget
agctgggctg
ccctgaccag
tagtgacagc
tctgtgagac
acccggggga
cctgcacagg
accactgtgt
cagtgggcac
tgtgtgcgee
acacgagcag
ctaggctccce
gtgccacata
tcacaagctce
ggaacagtga
cactcccagg
cttgcccatce
ttctgcaaat
tcttcatcte
tgcaccecgece
ggtctgcgag
tgtttttgtt
aatctcagcet
ccgagtagct
tagagatggg
cacccgcectt
aagatttagt

tggggctgtg
ctccaaagcce
cacaaatcct
gtccaagtac
caacgcctce
cctgattgga
acctaggccce
atgttgtggg
ggaggtgggce
gtcaggacga
atgaacccca
tgtggagcat
tgtctttgtg
gatggtgtgg
gtgtttccat
gtcctgcetcet
gcectgtgeat
ggcatgtgtg
agtccctgag
tgtgtccctg
ctctattctt
gtacctgtgt
gtctgtgtat
cccacccetgg
gggtgctgge
gctgaaagag
aggcaacaag
gtatgtctgt
gcgggaacgg
tgtgacgctg
ggatgtgagg
gtggtgtgtg
taaggtgtgt
gagacctact
gtgttggcgg
cctceeectgg
cagagcccaa
ggaaggaaca
ggggtcagag
tcececteccee
ggagttccca
gctgcacagce
cacacgtggg
acatgagcag
acacacatac
actgtgtacg
tgagcacaca
tgcttaggcet
tgggtatatt
ctggagcaca
tgtcacatac
acaccaccag
aaccctcectge
cccattgtge
actcctggac
ccactgcata
ggcacctcag
ttttgagatg
cactgcaacc
gggatcacag
gtttcaccat
ggactcccaa
ttttcaggce
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tgcggcagece
agcagcctct
ggtgaggtct
aaggtgacgg
ctcectggggg
tcecetggect
tctgcectcag
ggccggecca
agagaaagaa
gactgggtct
ggacccgagg
ggtagtccat
cctgggaagg
acatgtgtgt
gagtgtgagt
gtgtgtgtgt
ctggagctag
cagtcatagg
tgtctgtaca
ggtgtctgag
tcacgtgtgt
ctcceccatgt
cccetggtag
ctgcececetge
cccectgect
acctcagagce
gcecetttgge
ctgtctctgt
ttagagaaga
ctgacttcge
gcaagtgagt
tgtatcecgtg
ttgtgatttc
tgcagtgtgce
ggagtggcca
aggttggtgce
ccctaatgge
tcagaggggyg
gttcaaagct
ccaggagagg
gccaaggcag
cgcaagagca
tgccatgcac
tgggcacaca
gtgcgcacca
tgagcagtgg
cacgtacctg
ttcctgggea
tgggcatcat
catagacact
tggctcacac
ccctactcecece
tccagtgacg
ctcecctecact
cttcacccca
agaatcttca
ggcctgttta
gagtttcgcet
tccacctect
gcgcctgeca
gttggccagg
agttctggaa

aggcaaggtg

actggctcag
cagccctcecte
tctgeteegt
tgggggaggt
gtgtccteeg
cttcaggcct
tctcectggg
ggtcecctggt
gcctgggecac
ggggaagaga
cccattctge
ggttcatctt
gtatttctgce
gcgtgtgcecat
atcctgtgtt
gtgtgtgtgt
tcatatggat
ggttatctcc
tgtgttcctg
tctgtgtctce
gtgtgtgtgt
gtctectettt
gtgtgtgtgg
tgttgagagg
ctgtcttgge
atccccagga
agccacttag
gcatgtcaag
ttgggctcaa
tagtggaagg
tgtctggtgt
taagtgttgce
tgtgtgtagt
ggatgtgtat
gtgtttggat
ctctggaata
cccaaggtgg
catctacaca
gtgttccagg
ccgtgcecacct
ctgccgagta
tgctgectgge
agacagacat
tgcgtatttg
ctgtgtacat
gcacacacac
cggcccatgt
tatgtgtgca
gtttatcact
acatgtgaac
aggctcacgce
catcgcaggt
tccatcagge
accgttcaca
gagcgtccct
atggttcceg
acaaactagt
cttgtttccece
gggttcaagc
ccaggcccag
ctggtctcga
ttacaggtgt
gctcacatct

17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900
18960
19020
19080
19140
19200
19260
19320
19380
19440
19500
19560
19620
19680
19740
19800
19860
19920
19980
20040
20100
20160
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20940
21000
21060
21120
21180
21240
21300
21360
21420
21480
21540
21600
21660



gtaatcccag
actagcctgg
tggtgcactc
gggaggtcaa
gtgagaccec
tgtcttagtce
cagaaatttt
tgcagtggtg
gcctecagect
gtatttttag
tgatccacct
gccaacaaga
gattccgtgt
tcacattgta
cccattcatg
tactatcacc
accatagcag
agaaagagag
tgaggtgatc
ccccatetgt
actcgggagg
gggtgacaga
ctaccagttg
aactccaccc
catccagtcc
aggctttcct
gagagacctce
ctcgttcact
ctggctggcet
acacaggacg
ccagcteggt
gatggggata
tggcacagceca
gattgtttcc
agagggaatc
gaatatgggce
tagctgtgtg
aaaaacagta
tctgtaaaat
ctctgaccct
ggaccgctca
ctgcttgaca
cctcactgece
aagcagtgtg
gaaataactg
agctcecttggg
aacattcatc
tctgtggtgyg
tgacctttga
ggggcagagc
cctttgtgtt
gttggtgccc
cagtggactc
gaacaaagaa
cctgttgetg

cacttttgag
gcaacatggt
ctgtagtcce
ggctgcagta
atctcaaaaa
catttgggct
tatttattta
caatctcagt
cctgagtage
taaaggttte
gececttggget
gacatttatt
caggtgaggg
gaagggagaa
acggctcecac
tagtggggta
tceccactgceca
agagactgag
agatcgcttg
actaaaaaaa
ctgaggttga
gcaagacctt
gtaggctaaa
acttctgcca
tceccacctaa
caagtgeccca
tgaggctget
tatcagctca
ttcatggtga
cacaaaggaa
caccttgaca
ataatagtat
tccagecette
tgatagcettce
caggaaagtt
cagacatcca
atactgggct
tggtcatcat
gcctageatg
ccttectegea
ccgectgggea
cactttagcee
ttccagaact
ggcagtgggce
cttcteccac
ggtgggcctg
cagagatccce
tgtgttggta
tggttgagaa
cctttecatt
tttcactggt
ctcattccag
tttgtaccct
gataaagcac
tctgtceetat
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aggctgaggc
gaaacccggt
agctacttgg
agccatgatt
aaaaaaaagqg
gctataacaa
tttattgaga
gcactgcaac
tgggattaca
accatgttgg
ccctaagtge
tctcatagtg
cctgetttet
ggggttactc
ctccatgacce
gaatttcaac
agaaaagaca
tgcagtggct
agcccaggag
aattagccag
gactgcagtg
gtctcggaaa
gttcaaactc
accctgtecect
cacagtcctt
aggcagaaga
catactgtgg
ttcatcaagce
cacaaagatg
tgaataatga
ggtcatccaa
agacttgtta
aattatattc
aaagacaaag
tcctatataa
aaaaagaaac
agtcaaatga
ttgcagactg
tagcaggtcc
ccaggcagat
acagccgecc
tcatcaccca
atttgctgga
atggtgaaac
cccatcccta
gaaggactga
agagttgggg
agttaagggce
gggtttggac
agcgtggcetg
ggcaggagga
aatctcctac
tcctactetce
aaatcgcaga
ttatttatgt

tggtggatcg
ctctagtaaa
gaggctgagg
gcatcgetgt
cgaaagattt
aataccataa
cagaatcttg
ctccagcectcece
ggtgecctgee
ccaggctggt
ttggattata
ctggaggctg
ggctcataga
tectggcettet
taatcacctc
atacgaattt
gagagaggag
tatgecctgta
ttcaaggcca
gagtgatggt
agctgggatc
aaaaagaaaa
ttttgagggce
cacatccttg
caaactgaca
ggaagcacag
ctggagaaac
actttgtggg
aatgatgagt
atggctgcaa
cctgtccgaa
tgaagattaa
actgctagtt
ttctgtgaag
ggtagtaagt
attacagggt
cttctctgaa
ttgggagggt
ttctetggge
ctgcaaggag
agcactcatc
tggcttceggt
gtcactcaag
caaggcttceg
aggggctccce
aaggtgggat
atctggcettg
ccaggtattt
agaaaattga
ggtggccgtg
aaattgataa
ccccagaaaa
agagagaagt
acttgaatcce
atgttgtaat
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cttgagceccca
aatacaacag
tgggaggata
actctagecct
agttcttcca
actgggtagce
ttctgttgee
tgggttcaag
accacatctg
ctcaaactcc
ggtgtgagcce
ggaagttcaa
cagcaccttg
tttataacaa
ccaaagtcct
tggggaacat
ggggatagag
atcccagcac
gcctgggcaa
gcgcacctgt
acaccactge
gagagagata
cccacagtct
ggtttgttte
actccaccct
actcectggga
ctagccagga
tctcagtcecat
gattctettg
actagagcta
accagtttte
gatgatgcag
attatttccg
cattgagtgt
agctgagcetg
gatcgacatg
ccttagttte
cagcaattgt
tcagactttt
tttgcagact
ctggagccecg
gggcctgeca
gggctggaca
gagaaggatg
aggccctgaa
tagagtcagg
gagtaaggga
gtctcatgtg
catgaaaaga
ggtgcttcta
atcagaggtg
ggggtgctgg
gggcaggagg
aggctgetge
taaatttgaa

ggaattggag
ttaggtgtgg
acctgagect
gcgtgacata
aaagagttct
ttataaacaa
caggccggag
caattctecct
gttaattttt
cgacctcaca
accacgccca
ggtcaaggca
ctgtgtgtcecc
gggcattaat
cacctcctaa
aagcattcac
aaagagagaa
tttgggaagc
cttggcgaaa
agtcccagct
actccagect
aatctgagaa
ggcccacaca
cggcttagaa
cctgectttg
ctgccaaatg
c¢ggggctcac
gtgtaagata
cctgagccac
ggttcaaatc
ttgtccgtat
acagtgtggt
gcagattctg
ttggggtggg
cactttgaat
tgctgtttat
cttttctgta
gtagctaatg
gtcctccaac
tgatggctca
gagtacagag
tctgtgetge
agatgtttct
ccaagcatcg
atagggactt
ccagaaagag
gggtggccte
tgcaattttce
tetggeteat
gaggccaaag
ctactgagga
aaggaggeccce
ggtcctcaag
tcatcatagt
attttaaaa

21720
21780
21840
21900
21960
22020
22080
22140
22200
22260
22320
22380
22440
22500
22560
22620
22680
22740
22800
22860
22920
22980
23040
23100
23160
23220
23280
23340
23400
23460
23520
23580
23640
23700
23760
23820
23880
23940
24000
24060
24120
24180
24240
24300
24360
24420
24480
24540
24600
24660
24720
24780
24840
24900
24959



<210> 2

<211> 6096

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 2

taccagtgta agattcaaaa ttccecttttt gcactgecaca gtgagatgcecce cagggcectceca
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gctcagtgece
tgcgecttgg
gctagggcett
ggaatgagcc
gagcccggceg
ctcctgtgtg
aggcagacgt
cggatcagca
ggcactcttg
taagagatgg
gtgccttage
tggaggcctce
gagcttgtgt
cctgggtgte
tgggtgtctt
gtgtgtctct
tatgtacagt
catgcgcggg
aatccaggga
ggaaggtgag
cccaggcatt
tgcacatgag
tttttcaaac
ggccaaggtg
ttaccaggag
cagggcagga
tgggagtgtg
gttggcttac
caaaagcctg
ccctattcat
actaagaccc
gatcagctgt
ctggatgcga
ctaggggtac
ccaggtggcg
gcacaaccgc
cagcgggacc
cccagcgceca
gtggagcgag
gacgtcaagt
ttggatccgg
cggcgaggceca
gcccccagcea
gcccagtggg
actcctgtcce
gccagggccecce
agtgcctccecce
cgaaagggag
tgggcgttcet
gggcccagac
ccaggcgaag
gtattgggca
ttcctgececa
caggactggt
atgggacgcg
agaggggaga
agtgatgggc
catcacacag
aaggttacaa
aggctgagcc
cgccactgceca
gttacaaacc
atgagaactg

tggacatagc
gcggagcaga
tatgcgeccect
tcctagacca
agatggtgca
tcgccagget
gcgggettgg
ttcactgggce
tggatctgga
gaatggaagt
atttcggtgce
tgggggaatt
gtgagtactg
tgtgtccatg
agtatttcectt
gtatgttggt
atctctgttg
ccctetetgt
cacgggatcc
agacgacaaa
gggtagcagc
cctgaggtge
gagtgaattc
gaagtggtgg
ctgggggttg
agtgggtggg
ggaaagacac
tgtacagagc
cctggacttce
gcttgggetce
tgcattttag
tcctcectgage
ggccctecca
gccgaaatcce
gcgegetgge
gcgggacggg
ccagcgccag
gcgggaccecece
tggagcgctg
tacagccecge
aggtcgtgac
ggtgggctce
gttttcacct
gagtgaatta
tgccccacag
tggaatcaga
agcctgggeg
gcagctgcag
cgggcttega
ctgggttgga
cceceggeget
ggaaatggca
catttgtcac
ggggagacgg
ggaggagctc
tagttgaacc
tttgaagtct
gacacagcat
acaaattagc
aggggaatcg
ctccagcectg
gtgtgtgggt
agatggatcc
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gattcctggg
cagagaccct
caccgcetgece
gtcecgtgatce
ggceccettggt
gggtgtccac
tgagtttgce
tgcagcactg
gttgatttgce
gctgttccca
ctggcgggcea
ttetttetgt
tgtgttaggce
tgagttcagg
ggagtgtgag
gtgcatttct
tgtcctgcecac
gtatatatag
accttttctg
aacagagaga
ctctttacat
cccaggcagyg
aagcctgggce
tagcagggct
ggtggatgac
gggaggtgga
taggaacctg
ctttecttgac
ctggccacca
aagagactgg
aaagaggttt
accttaaccc
gagctggttt
cccaaagcag
tcecetggage
gccacgcgga
cgggacccca
agcgccagceg
gcgacctgag
gcagcagcag
ccaggggaaa
ttgctcectg
tggcecteeg
gcgeccctect
accttcggece
gaaagtcgct
ggagcggcgg
cctcagcecccecce
cttecgecage
aaagcttcge
ttaccacaca
gggctgaggce
ctccagtttt
agcttaacag
agaggaggcg
gggttcaaga
gagtgcattg
atgcaaatcc
cgggcatggt
cttgaacccg
gaaacagagc
ttcaggttat
ctcgttceect

cctgecegte
gggtggcagg
ctctgctatt
aagaaaggta
gcacagatcc
caggcactct
cagcaccctg
ggagcctgge
agaacgagtt
cggagttggg
ctttcttecet
gggagtctct
tgtgtgcacc
gtcctgtgea
tgtgtctgtt
ctgcatttgg
tttgttettt
gagtatttat
gcctgaggac
cagccagaga
ttggggcagg
cactgctcce
tctatttgce
ggggctggac
ttggagtgtg
attggggctg
gttgcagcgce
ccctgaagaa
gaaatatgag
gagtctaggt
ggggatctct
ggaaccccgg
ctctcaaaca
tccaaagaac
ggggcgggac
ctcacgtgca
gcgccagegg
ggaccccagc
cggagactgc
caaaggggaa
gcgtgggegg
gagccgcccece
cggtcactgce
tcgtectegg
tcecgecgagt
ctttggccac
ctgegtceget
accccagaag
gccgeggggce
tgactgcagg
cttcegggte
cgaccctagg
gcaacctatc
gaatattttc
cggagagtgc
ggtgcttagt
aaagaggggg
tctecectgtg
ggtgcgegte
ggaggcggag
gagactccgt
acaatcagag
ctggaggaga

54

gccgecccaa
ggcttgggaa
tgcaggcaat
aggaatggtc
attttcttca
tcctggecca
tggcctgggg
ctecteceecege
aaaccacttc
gaaatgattt
cttccttcceca
tgcggcecattt
tgagtcaggg
tgtctgaaat
tctgtgaatg
gggatgtaca
ggtatctgag
gtgactcctg
caagtactgg
ggagcagaga
tgcccgaaag
acagggtttg
ctccacttgt
ttccaggagce
tagcagggaa
tgtcctgtgt
agctctgctg
agagatccgt
catggtggtg
tcactgactc
gccctgegea
tccgaageceg
acttccaaaa
acaacgagag
gcggcecgcege
caaccgeggyg
gaccccagcg
gccagcgggt
gcecctggacg
ggggcaggag
tcgacccagg
tccccacacce
gggattcgge
cccttecgac
gcggtactgg
ctgaagcgtc
gaaggttggg
cggecttcege
agaggcacct
caagcgteccg
ccatgccagt
agtataaggg
ccagacacac
cagcagtgag
ccgaggttgg
gggtgtttgt
tgtgtaaaaa
gaaaagccag
tgtagtccca
attgcagtga
ctcggaaaaa
ctggagggga
gtgggtggtt

gcgaagcetgg
gacatgggcg
ggacgagccg
tgtcagggca
ccggecegtge
gccagatgtt
tgggcctcag
cgagggggag
cctgtttcecece
tcactttaca
ggcagggcct
agacttaggg
cccacctget
gttcccttea
tgtttgtgag
catttctcaa
gatttccaag
gcattagtaa
ccatgacagg
gtcagagggg
aattcagagg
gcttgagttg
tctcagggga
tggggctgag
gatgaggcaa
cgcttggaac
gtggggcttg
ctgcagtggg
gtcceccagtt
cctgagaaag
agggtagaag
agacaggaga
ctcctagatce
tcctaacatce
ggactcacgt
accccagcegce
ccagcgggac
ctgtggccca
ccccagcecta
ccgggcacag
gcagctgcegg
tgcectegge
gttgccgeca
ggcacgagga
agcctgeccece
ggatccctac
gtececttggtg
atcgctgecgg
ggagctcgca
ggaggggcgg
tgcatccgeg
agccctcecat
agaaagcaag
caggggctgt
gtgagtgcct
tgaatgaatg
gggctccttt
acaggttaaa
gctactaggg
gccaagatcg
aaaaaaaaaa

gtggtcaagg
gcctacttgg

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
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
3540
3600
3660
3720
3780
3840



gggtggggaa
agctgatgta
gctggggagyg
gtgagatact
taaataggcce
cttgaggtca
aatacaaaaa
gaggcaagag
tgtactccag
aaaaaagagg
ggcgggtgga
cgtttctact
tactccggag
caagatcaca
aaaaaaatct
cacgatctca
agctgggatt
gtggtttcac
ttcagccacce
gaaaatagtg
cacaaccctt
tgtgcagatg
aggggagtga
tgcctgtaat
tgagaccagce
gccaggeatg
cgcttgaacce
tgggcaacaa
tgatgagaag
ggcatttgca
taccttecte
aaggaaccac
ggtgcagtgg
aggtcaggag
caaaaacaaa
actcgggagg
gagattgcgc
aaagcaaatt

<210>3
<211> 24959

<212> ADN

tceccteteca
aacagtegcecce
gtctccactt
gacttctggg
gggcgcagtg
agagttcgag
ttagccecagt
aattgcttga
cctggacaac
ccgggcggceg
tcacctgagg
aaaaatacaa
gctgaggcag
ccattgeact
tttttttcega
gctcactgceca
acaggtacct
catgttggcece
caaagtgctg
caaaaatcca
tctcacctge
gagtttggac
aggatagaaa
cccagcactt
ctgaccaaca
gtggtgcacg
€gggaggcgg
gagcaaaact
gaaacttaat
catgetgtge
ttgctceaac
atgcatcagg
ctcacacctg
atcgagacca
Ccaaaaaaaa
ctgaggcagg
cactgcacce
tecttgggcecac

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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cgggctcage
ctattcettg
cccagacaat
acagaatttg
gctcacgtcet
accagcctgg
gtggtggcge
cccaggaggce
agagggagac
gtggctcaca
tectggagttce
aaattagectg
gagaatccct
ccagcctgga
gacacagttt
acctctgect
gtcaccacgce
aggctggtct
ggattacagg
cgataaacaa
ctcccagget
tttacctgaa
ttatatgtaa
tgggaggccg
tggtgaaatg
cctgtagtcec
aggttgcagt
ccatcttaaa
cggcaggtcec
cccagtgtgg
cccttcaage
acccccaggg
taatcccagce
tcectggeaaa
cattagctgg
agaatggcgt
cagcctgggce
caccccacat

tgtccaatct
ctgtectttgg
ctctaagcag
agagggtgcece
gtaatcccag
ccaagatggt
tagcectgtaa
agaggttgca
tatctcaaaa
ccatgtgatc
gagaccagcc
ggtggggtgg
tgaacctgeg
caacaacagc
tactctecteg
ctcagattct
ccagctaatt
tgaactcctg
cgtgageccac
aatatcaaaa
actctctgece
aatggtggga
aagaaacccet
aggcaggtgg
tcatctctac
cagctactcc
gagccaagat
aaaaaagaaa
cagcagggga
gccagggagce
tttggaccag
ggtgettgtt
actttgggag
cacggtgaaa
gcgtggtgge
gaacccggga
gacagagcga
tgactg

caggggatct
ccctggagaa
ccaggacatg
aaaaaactca
cactttggga
gaaaccccat
tceccagecac
gtgagccgag
aaaaaaaaaa
ccagcacttt
tggccaatat
caggcacctg
gggcggaggt
aaaactctgt
cccaggttgg
cgtacctcag
tttgtatttt
acctcaagtg
cacgettgge
atttactgaa
ccagaaagca
gctatggaaa
gggccegggeyg
attacctgag
taaaaataca
ggaggctgag
tgtgccattg
gaaagaaacc
gatgaggaga
aggtcactac
tggtacccta
aaaaatgcaa
gccgaggcegg
ccccatctet
gggcgectgt
ggcggagcett
gactctgceccet

<223> Constructo sintético: ADN gendmico tratado quimicamente (Homo sapiens)

<400> 3
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ctaggacagg
ggaggaggga
ggtgagatga
gtaatcaaga
ggccggatca
ctctactaaa
tcaggaggct
atcatgccac
aaaaaaaaaa
gggaggccga
ggtgaaaccc
taatccecage
tgcagtgaac
ctcaaaaaaa
ggtgcagcac
cctceccaagt
tagtaggggc
acctgcecge
ctttttaaat
cttgcacttce
acttaaaaaa
accttggagce
cagtggcetta
gtcaggagat
aaaaaaatta
acaggaaaat
cactccagec
ctctggecagt
ctctagggag
tectecegte
agtgtagtcc
attttggcea
gtggatcacg
actaaaaaaa
agtcccagcect
gcagtgagct
caaaaaaaaa

3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6096



ttgagagtta
atgtgttttt
taagggttag
tacgtttttt
aattatagag
tttagtgttg
agttggtagt
tagttgggag
atgtttgtaa
cgagattagt
gggcgtggtg
ttgaattcgg
gtaatagagt
ttatttatga

ttgatttatg
tgggatattt
aaatggtaat
tgggatgatt
taaaggagaa
gatttggaaa
tgtgtttatg
ataatagtag
ttttagtatt
ttggttgata
gtgggttttt
gaggtggagg
gagattttgt
agagtgtagg
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agtaagagta
gttttaattt
attttataag
agtaagtttt
gtaggttggg
attttagata
ggtttggatt
ataggtagtt
ttgggaggtt
tgatgaaatt
gtaattttag
ttgtagtgag
tataaaaaaa
aagaaaaaga

aggtagttta
tttattatat
gattagtttg
gaatttgaaa
gttggtgttg
gttgtaatga
ttttattagt
attaaagatt
gaggcgagtg
ttgtttttag
ttatttagga
tcgagattgt
aaaaaaaaaa
agtttttttg
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aggtgttgag
attttttgtg
tgggggttaa
aagggtggtg
gggatagagg
gatgtttgga
gatttaggtt
tgggtcggge
tttatttgaa
taaaaatata
aattgagata
gttattgtat
agatttgaga
ttttgagaaa

atagggtgtt
ggtggatgtt
ggaaaggatt
ttatttatga
agatgttgag
gaaaatacgt
agagataata
gtggtgattt
gttaggagtt
aaagttagtc
tgagaatcgt
tttagtttaa
ggggatgagt
gaattatcga

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



tattaagtat
aatgaggtaa
tatagatagg
tattttcgta
agtttattaa
gtggttgggg
atatataaat
aatttcgttt
atgaattttt
gttttgagtt
atgagttaat
ttatttatta
tattttttta
agttaggatt
gtagagaata
ttagttgttt
atggggatga
tcgtgaagta
tattttgttt
ttttgttttt
ggaggggagg
gatagttagg
aataattata
ttttatgttt
gttaggtgga
ttttgttttt
gagagcgaag
tggtagattt
ttttagttta
gtgtttagag
tgttttgttt
gtttcgaata
taatgtgggt
ttttttgtgg
gcgttttegg
gtttagagga
gtgttcgttce
gtttattagg
gtcggtttte
acgtttcgeg
tagtttcggg
taattttttt
gttgagaacg
tggttcggaa
agttgaggag
tttttttttt
tgtegttttt
ttatagttgt
tgttttacgg
atggcggttt
gcgtagtegt
tgggttttga
tcgacggege
tcggtttgga
ggtggtttat
ttagttcgtt
tgtttggtta
tttcggtagg
agtttgtatt
ttttgtattg
tgggtttgtt

ttttgggtgg
tgttttttgt

gtaggtgaaa
aaaggggtta
tagtatattt
gttgggtata
tttttattta
ttgagggagg
ataattttga
tattttttgg
ggtttttagt
ttgtatttgt
ggtgttatta
ttttattaaa
ttggtgttgt
atatagttag
gtgattttga
gattttgggt
tatgggtatt
ttttgtatag
tggtttgtat
tttagtattt
gttgggtttg
gagtgtttgt
cggtatttat
atatttaatt
gtttatattt
aattttttta
tgggtatttt
tttaaatata
taaatttttt
aaaggattga
aaaggtaagg
tttttgtttt
tgaatttacg
tagtcgttgg
aggttcggceg
ggaagggcgg
gttttgtttt
atttcggttg
ggcgtttttg
ttecggtattt
ttcgggatat
gtttecgegtt
cgatgcgtaa
ataaatttcg
gattttttta
tttttaggag
gttttaggcg
cgtcgaattt
ttaggcgttce
ggcgtttttg
tcgegtttac
ttecgegtegt
gtacggtttg
ggatttgtag
tattatggtt
atattttatt
ttaaggttgt
gatcgaatta
tggggcgaag
tatagtgaga
cgtegtegtt
taggggtttg
tatttgtagg
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agagaaatag
ttaaaggtgt
cgttattttg
ggtattattt
cgtattgata
gaggaatagg
tttttgattt
aatttcgttg
tttttttttt
tatgtgtttt
ttattttttt
aagggattta
cgaagttgta
gtagagttag
gtagagaggyg
aagttattta
ttttttatag
aggttggtat
attttgtttt
tttttatttg
gggagaaaga
tatggtaata
gttagttagt
agtttaggat
aaatttattt
gagtttggtt
cgagggattt
cgtattgata
ttacgtttte
tatttatttt
atgtgataga
attgtagttg
ttttttattt
ggaaaaggga
cgttttegtt
gcgttgggta
tatggattcg
ggtcgtattt
ttcgtagegt
atcgttttat
attcggtcgg
aacgaaattt
gtgatcgttg
ggttttaaga
ggttggggtt
cgtttcgacg
gtttacgggt
tagtcgtttt
gacgtcgtceg
gcgtagtcegt
gaggagtttt
gattatgtta
gtagacgtat
gtgagattcg
ggaggtagaa
ggtgatttecg
ttggtattga
tttttttttt
agaagtataa
tgtttagggt
ttaagcgaag
ggaagatatg
taatggacga

aaaagaagat
aggaagtaga
gtttttttaa
tttttgeggt
tttgttttgg
gtattgttat
atttcgagta
gcggttttag
ttttattatt
ttgggatatt
ttttatatta
aaaaaataat
gaaattgaga
gattaaattt
gttaggggta
atttttttat
agttgttgtg
attttgtaat
taaaaaatat
tttattttta
gagagtgatt
taggaatatg
tatatatagt
tttgtggttt
taggtaagtt
tggtttggaa
tgatttagaa
ttgtgtgegt
gattatttat
atcgaggaag
gttaggtaaa
cgagttgcga
attttattcg
gagaattgtt
attataattg
ttcgttgatce
ttcgggaacg
agttatcgta
tcgtegtegg
gttggtgtat
gggatcgggg
cggagggagg
tttttagttt
aacgggaggg
tttttagttg
ggttgggagt
cggegtttte
atttttcgtc
tagttttttt
agttttttta
tcggtttgtt
ttgtcgtgtt
tttteggttt
agggattcgg
ggtgataaat
aggatgtgtt
gttcgttagt
tttegttgtt
tagttattag
tttagtttag
ttggtgcgtt
ggcggttagg
gtcgggaatg
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agaaatggtc
ttgagaaaat
gttgttggag
ttttagattt
agtttgattt
agattttttt
ggaaagttgt
attttagaaa
ttttaggttg
tatttggaat
ataattttat
tagttttttt
ttatagagga
aagtttttga
gattatttta
gttttatttt
agggttaaag
aagtttgttg
tttttttttg
atttttgttt
atagagattg
tagtttgcgt
tatttaatag
tagaaatatt
tttttttttg
gtttttagtt
ttatttagga
atgagtagat
tttatttaaa
ttgaggttag
tgtagggttt
gtttagaagg
atttcgttaa
atagtttgtt
gagtgtatgg
gattttttta
gttatcgttg
tcgtgatttt
gttagggttt
atttatttceg
cgtttgagtg
gggtcgtagg
gaggtttttg
attgtagttg
ttagtgggtt
agttgtcggce
gttttgttat
gttttattcg
ttatttggta
ggtcgtttgg
ggtatcgttc
tcggtttttg
ttcggggttg
gatgggtcgg
gtaggaagtc
ttattttttg
agtgcgtggg
acgtgtggta
tgtaagattt
tgtttggata
ttgggcggag
gttttatgeg
agttttttag

ggagtaggat
ttaaggaagt
agagtagggg
tttttagagg
ttgatgtttt
atatatagat
aaagtttttt
gtttttaatg
agattattta
tatatatttt
tttaattttt
tgtttttttt
aacgggatgt
gtttgaggta
gttttgttat
ttttttgaaa
aatttaatat
tgattatttt
tttttttaat
ttgtttgtta
gaatttgttt
atgttagtgt
tttttgggta
ttggtttttt
tttggttagt
taggaagttt
aagattgtga
aggttggagt
gttttttgag
cgaagaatag
ttgcgtttta
cggttttgat
agttattgtt
tttttaatgce
agtaggttac
agtgcgatta
aggattttac
cgcgggttgt
cgtcgtcegtt
ttatggtgag
ttggattttt
gatttcgtta
cgttcgeggg
aattttttceg
atttaaggta
ggggttcgtt
acgtecggteg
tagttatcgt
ggggatttat
gtcgegttte
gttcgegttt
tacggtttgg
gcggeggttt
gattggtcge
gatttttttt
ggttagacgt
tggtagtaat
tttatggggt
aaaatttttt
tagcgatttt
tagatagaga
tttttategt
attagttcgt

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
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
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



gattaagaaa
tggtgtatag
ttattaggta
tgtttagtat
attgggagtt
ttgtagaacg
tttacggagt
ggtatttttt
ttgtgggagt
aggttgtgtg
tagggttttg
tgagtgtgtt
ttttttgtat
gtattttgtt
ataggagtat
tttggtttga
gagatagtta
atatttgggg
taggtattgt
gggttttatt
ggttggggtt
tgatttggag
tggaattggg
tttggttgta
tgatttttga
attagaaata
ttgggagttt
gtttggggat
attcggaatt
gtttttttta
gtagtttaaa
gagcggggcg
cggatttacg
tttagcgtta
agcgggattt
tgagcggaga
gtagtaaagg
gaaagcgtgg
tttggagtcg
ttecgeggtta
tttttegttt
ggttttecgtce
cgttttttgg
gcggttgegt
ttttatttta
tagcgtcgeg
tcgttgattg
tatattttcg
aggtcgattt
ttttgtaatt
ataggaatat
ggcgcggaga
aagaggtgtt
attgaaagag
attttttttt
tggtggtgcg
ttcgggaggce
gagcgagatt
ttatataatt
ttttttggag
tagttgttta
tttgttgttt
taatttttaa

ggtaaggaat
atttattttt
ttttttttgg
tttgtggttt
tggttttttt
agttaaatta
tggggaaatg
tttttttttt
tttttgeggt
tatttgagtt
tgtatgtttg
tgtttttgtg
ttgggggatg
ttttggtatt
ttatgtgatt
ggattaagta
gagaggagta
taggtgttcg
ttttataggg
tgttttttat
ggatttttag
tgtgtagtag
gttgtgtttt
gcgtagtttt
agaaagagat
tgagtatggt
aggtttattg
ttttgttttg
tcggttcgaa
aataattttt
gaatataacg
ggacgcggte
tgtataatcg
gcgggatttt
tagcgttage
ttgegttttg
ggaaggggta
gcggtcgatt
ttttttttta
ttgcgggatt
tcggtttttt
gagtgcggta
ttatttgaag
cgttgaaggt
gaagcggttt
gggtagaggt
taggtaagcg
ggttttatgt
taggagtata
tattttagat
tttttagtag
gtgttcgagg
tagtgggtgt
ggggtgtgta
tgtggaaaag
cgtttgtagt
ggagattgta
tecgtttegga
agagttggag
gagagtgggt
attttagggg
ttggttttgg
gtagttagga
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ggtttgttag
tttatcggtce
tttagttaga
ggggtgggtt
tcgtcgaggg
tttttttgtt
atttttattt
tttaggtagg
atttagattt
agggtttatt
aaatgttttt
aatgtgtttg
tatatatttt
tgaggatttt
tttggtatta
ttggttatga
gagagttaga
aaagaattta
tttggtttga
ttgtttttag
gagttggggt
ggaagatgag
gtgtcgtttg
gttggtgggyg
tcgtttgtag
ggtggttttt
attttttgag
cgtaagggta
gtcgagatag
aaaattttta
agagttttaa
gcgcggattt
cgggatttta
agcgttageg
gggtttgtgg
gacgttttag
ggagtcgggt
tagggtagtt
tatttgtttt
cggegttgte
cgacggtacg
ttggagtttg
cgtcggattt
tggggttttt
tcgtatcegtt
atttggagtt
ttcgggaggg
tagttgtatt
agggagtttt
atatagaaag
tgagtagggg
ttgggtgagt
ttgttgaatg
aaaagggttt
ttagataggt
tttagttatt
gtgagttaag
aaaaaaaaaa
gggagtggtt
ggttgtttat
atttttagga
agaaggagga
tatgggtgag

ggtagagttc
gtgttttttg
tgttaggtag
ttagcggatt
ggagggtatt
tttttaagag
tatagtgttt
gttttggagg

aggggagttt
tgtttttggg

tttatgggtg
tgaggtgtgt
ttaatatgta
taagtatgcg
gtaaaattta
taggggaagg
ggggtttagg
gaggtgtata
gttgtttttt
gggaggttaa
tgagttatta
gtaatagggt
gaattgggag
tttggttggt
tgggtaaaag
agttttttat
aaagattaag
gaaggattag
gagattggat
gattttaggg
tattttaggt
acgtgtataa
gcgttagegg
ggattttagc
tttagtggag
tttagacgtt
atagttggat
gcggcggcega
cggecgttttt
gttagtttag
aggaattttt
tttegttagg
ttatagtgtt
ggtgcgaaag
gcggtgggeg
cgtagggttt
gcggttagge
cgcggtattg
ttattttttg
taagtaggat
ttgtatggga
gtttagaggg
aatgagtgat
tttttattat
taaaaaggtt
agggaggttg
atcgecgttat
aaaagttata
aaggatgaga
ttgggggtgg
taggagttga

gggagttggg
atgagtgaga
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ggcgagatgyg
tgtgtcgtta
acgtgcgggt
agtatttatt
tttgtggatt
atgggaatgg
tagtatttcg
tttttggggg
gtgtgtgagt
tgtttgtgtt
ttttagtatt
ttttgtatgt
tagtattttt
cgggtttttt
gggatacggyg
tgagagacga
tattgggtag
tgagtttgag
aaacgagtga
ggtggaagtg
ggagttgggg
aggaagtggg
tgtgggaaag
ttattgtata
tttgtttgga
ttatgtttgg
attttgtatt
ttgttttttt
gcgaggtttt
gtacgtcgaa
ggcggcgegt
tcgecgecggga
gattttagceg
gttagcggga
cgagtggagc
aagttatagt
tcggaggtceg
ggtaggtggyg
agtagttttt
tggggagtga
gttttgtttt
gttttggaat
ttttagtttg
ggaggtagtt
ttttegggtt
agatttgggt
gaagtttcgg
ggtaggaaat
tttatatttg
tggtggggag
cgcgggagga
gagatagttg
gggttttgaa
ataggatata
ataaataaat
agttagggga
tgtattttag
aatcgtgtgt
attgagatgg
ggaatttttt
tgtaaatagt
gagggttttt
tattgatttt

tgtaggtttt
ggttgggtgt
ttggtgagtt
gggttgtagt
tggagttgat
aagtgttgtt
gtgtttggcg
aatttttttt
attgtgtgtt
tatgtgagtt
ttttggagtg
tggtgtgtat
gttgtgtttt
ttgtgtatat
atttattttt
taaaaataga
tagttttttt
gtgttttagg
atttaagttt
gtggtagtag
gttgggtgga
tggggggagy
atattaggaa
gagttttttt
ttttttggtt
gtttaagaga
ttagaaagag
gagtatttta
tttagagttg
attttttaaa
tggttttttg
cggggttacg
ttagcgggat
ttttagcgtt
gttggcgatt
tcgegtagta
tgatttaggg
ttttttgttt
attttggttt
attagcgttt
atagattttc
tagagaaagt
ggcgggagcg
gtagttttag
tcgatttegt
tggaaaagtt
cgttttatta
ggtagggttg
ttatttttag
acggagttta
gtttagagga
aatcgggttt
gtttgagtgt
gtatatgtaa
tagtcgggta
atcgtttgaa
tttggaaata
gggttttagg
atttttegtt
tttacgggtt
cgttttattt
attttttaga
tgggatagaa

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
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400



tttgagaggyg
gtttgtaatt
ttggttaaga
gcgttagttt
aggtagaggt
agattatttt
tatattatgt
gttcgagatt
gttgggtggg
tttttgaatt
tggataataa
gttttatttt
gttttttaga
acgtttagtt
gttttgaatt
taggcgtgag
ataaaatatt
ggttattttt
tgaaaatggt
gtaaaagaaa
gtcgaggtag
aatgttattt
gttttagtta
tagtgagtta
taaaaaaaaa
gttttagtag
gtgggttagg
aagttttgga
agggggtgtt
tagtattttg
taaatacggt
ttgggcgtgg
gcgtgaattce
gggcgataga
atattgattg
ttttgaggta
tttagtaaat
gttattttta
ttattgattt
atataaatat
cgttttaaat
tagtttgttt
tatttattgg
tgttgttatg
gtaaattttt
aattgttaag
agggttttat
gagatggagt
gtaatttttg
ttataggtgce
ttatgttagt
ttaaaatgtt
ttttgagatg
attgtaattt
ggattatagg
tttattacgt
agttttttaa
attataatta
aatgttaaga
tttatttata
agttttttat
ttttttttag
tgtattttta

tgttaaaaaa
ttagtatttt
tggtgaaatt
gtaattttag
tgtagtgagt
aaaaaaaaaa
gattttagta
agtttggtta
gtggtaggta
tgcggggegg
tagtaaaatt
ttegtttagg
ttttcgtatt
aatttttgta
tttgatttta
ttattacgtt
aaaaatttat
tgttttagaa
gggagttatg
ttttgggtcg
gtggattatt
ttattaaaaa
tttcggaggt
agattgtgtt
gaaagaaaga
gggagatgag
gagtaggtta
ttagtggtat
tgttaaaaat
ggaggtcgag
gaaattttat
tggcgggegt
gggaggcgga
gcgagatttt
tatgagaatt
aaatttatat
gtagagttgt
gaagttttta
gttttttgtt
gtagattttt
attatgttaa
ttttttattg
ttagttgacg
aatatttata
aggagtgtaa
ttatttttta
ttttttatat
tttatttttg
ttttttgggt
gtgatattac
taggttggtt
gggtttatag
gattgttttt
ttgttttttg
tacgtattat
tggataggtt
attgttggga
ttaagtggta
atttttttat
tatttggatt
ataatatatt
tttgtggttt
aaaattattt
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tttagtaatt
gggaggtcgg
ttatttttat
ttatttagga
cgagattatg
aaaaaaaaaa
ttttgggagg
atatggtgaa
tttgtaattt
aggttgtagt
ttgttttaaa
ttggggtgta
ttagtttttt
tttttagtag
agtgatttgt
tggttttttt
tgaatttgta
agtaatttaa
gaaaattttg
ggcgtagtgg
tgaggttagg
tataaaaaaa
tgagatagga
attgtatttt
aattttttgg
gagattttag
ttattttttt
tttaagtgta
gtaaattttg
gcgggtggat
ttttattaaa
ttgtagtttt
gtttgtagtg
gttttaaaaa
tttggaagta
atttaaaatt
gtaattatta
tttgtagtta
tataaatttg
gtattaagcg
gtaaaagaaa
ttttatagta
ggtatttggg
tatatgtttt
ttgttggatt
aagtggttgt
tttatattta
ttgtttaggt
ttaagtgatt
gttcggttaa
ttgaattttc
gtatgagtta
ttgttattta
ggtttaagta
tatatttagt
ggttggtttc
ttataggtat
ttttagtata
gtatttattt
attttttatt
ttgaatatag
atcgtttttt
tttttttttt

aagataaata
attatttgag
taaaaatata
ggttgaggta
ttattgtatt
aaaaaaaaaa
tcgaggcggg
atttcgtttt
tagttatttc
gaattaagat
aaaaaaaaaa
gtattacgat
aagtagttgg
gggcgtggtt
tcgttttagt
aaatgaaaat
tttttataat
aaaatgtgta
gagtagggga
tttatgtttg
agattgagat
attagttagg
aaatcgtttg
agtttgggta
tagttgatga
ggagggtatt
cgtttatttt
gtttaaggaa
gttaggtgta
tacgaggtta
aaaataaaaa
agttattcgg
agttgagatt
aaaaaaagta
tggttttgga
tatatattgt
ttataaaaaa
ttttttattt
tatattttgg
ttttttgttt
tagtaataaa
tgttattgta
ttgtttttat
attatagaaa
atatggtcgg
attattttgt
gaattgtttt
tggagtgtaa
tttttgtttt
ttttgttttt
gattttaggt
ttatgtttgg
ggttggagtg
atttttttgt
taatttttgt
gaatttttga
gagttatcgt
gttttaattt
aattatttat
taggttgtta
ttttttatta
tttttatttt
ttttatagaa
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ggtcgggegt
gttaagagtt
aaaattagtt
agagaattgt
ttagtttgga
gaggtcggge
tggattattt
tattaaaaat
ggaggttgag
tatattattg
attttttttt
tttagtttat
gattataggt
ttattatgtt
tatttaaagt
agtgtaaaaa
ttttttttat
gatggagttt
gtgaaggata
taattttagt
tagtttgatt
tatggtggtg
aattcgggag
ataagagtaa
gaaggaaatt
tgtatatgtt
ttttttgttt
ttatatgtat
gtggtttata
ggagatcgag
taaattaaaa
gaggttgagg
gcgttattgt
aattttttgg
atttgtattt
aagaatataa
atttattttg
ttattttaag
atatgtttta
agtataatat
aagaaataaa
cgggtgtaat
tttttagttg
tatattttta
tttaggttta
atttttatta
tttttttttt
tgaggtgatt
agttttttga
ttagtagaga
gatttattcg
ttttttttat
tagtggtata
tttagttttt
atttttagtt
ttttatgatt
gtttggtttt
gtattttttt
tttttatttt
ttttattgtt
gatatatgat
taaaatttta
atagggtttc

agtggtttac
cgagattagt
tagtgtggtg
ttgatttagg
taatagaggg
ggcggtggtt
gaggtttgga
ataaaaatta
gtaggagaat
tattttagtt
tcgagatata
tgtaattttt
atttgttatt
ggttaggttg
gttgggatta
tttacgataa
ttgtttttta
ggattttatt
gaaattatat
attttgggag
aatatggtga
tacgtttgta
gcggaggttg
aattttattt
taatcggtag
gtgttttagt
taattttttt
taggattttt
tttgtaattt
attattttgg
aaaatattag
taggagaatg
attttagttt
gtattatttt
tttaacgatt
tttgatgatt
aggtattttt
ttttaggtta
taaatagaat
ttttgaggtt
ttattattag
atattttgtt
ttttaaataa
gcgtttttga
atttttaaga
gtaatgtgtg
tttttttttt
tcggtttatc
gtagttggga
cggggttttt
ttttggtttt
ttatttattg
atttcggttt
ttagtagtta
gagacggggt
tatttatttt
tgtttttttt
aatgattaat
tagtgaaatg
gagttataat
ttgaaaatat
attttttttt
gttatgttgt

8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180



ttaggttggt
tagggttata
gataggtttt
gtatattgta
attgggatta
tgtaaaagtt
tttttttttt
ttagtttatt
gtagttggga
atagttttat
tttagttttt
tttttatggg
gaagattttt
gatggggttt
cgttttgttt
ttttttttta
tgtttaggtt
ggttgaataa
gtgtgtgtgt
gttttaggag
tttgttttgt
tttgtttttt
aaaaaaaggg
gtaatgttat
taggagaaag
tatttttatt
tatttttttt
tagtttattg
tgggattatg
atgaggtttt
gttttagttt
gttttaggtt
atttttggtg
tttattaatt
tttaggttgg
attttagttt
gtattttttg
ttaatttttt
ggttttattt
atagtatagt
ttatggttat
ttatggaaat
ttggggggta
gtaggatttt
tattatattt
ttttgaatta
gttttaaaaa
ttggcgggat
ttatgttatt
gttattatag
cgtttaagta
ttattaataa
ggttaaataa
ttttatatgt
attttagtat
attagtttgg
atggtggtac
gtttgggagg
tagagtaaga
atgtggttta
ggatttagta
aatatgatgg
gttttttatt

tttaaatttt
ggagtgagta
attaagttgt
ttttcgaatt
tatttttatg
ttagattttg
ttgagattag
gtaattttcg
ttataggtga
tatgttggtt
taaagtgttg
ttttgttttt
tttttaagtt
ttttatgttg
tttaaagtgg
gaaaaaattt
tagaagttag
tcgggagttt
gtgaatggtt
ttattatagg
tttgtgtgtt
taattatgga
ataggtgggg
ttttgttttt
tatttgtaaa
gttgtattta
gagatggagt
tagttttaaa
ggtatatgtt
attatgttgt
tttaaagtgt
ttaatagtag
aggggtgatg
ttttgttttt
tatggttagt
ttagagtagt
tagagataag
tatttcggtt
gtagttttat
ttagttcggg
ttgtgttaag
agattaggaa
ggggagagaa
tgagaatcga
taggaggtat
ttgttaatgt
ttagtaaaat
tttgtataag
tgttgagttt
ttacgagtgg
taaaatgttt
tttttaaaat
aatatattaa
ttttttttat
tttgggaggt
gtaatatggt
gtatttgtag
tggtggttgt
ttttgtttta
tattatattt
agaggggtag
ttaaagttgt
tgttgtttta
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tggtttttag
attgtttttt
ttaagttgga
tttgaattta
ttattatatt
atgaagttta
ttttattttg
tttttecgggt
gtgttattat
aagttgtttt
ggattttagg
ggtgttgtat
ttttgttgtt
tttaggttgg
taggattata
gtaattttaa
attatattta
ttgtgtttgt
tttgtatatg
gaattttgtt
agtttaattt
ttttattttt
gaagtagtaa
atatttagta
tatttatatt
ttataagggt
ttegttttgt
ttgggtttag
attatgtttg
ttaggttggt
tgggattata
ttggatggag
ggagggaaga
gtttttgttt
ttattgtaat
tgggattgta
gttttattgt
ttttaaagtg
ttgtttgaag
tttttagagt
attttgtttt
ggtttagtgce
gttttgtata
aggagtattg
tttatatttg
ttaaaatttt
aaaataaaaa
gtgttttttt
tttttttttt
tttttgagta
attggatttt
attgattata
atagtaatat
tgtttaaaat
taaggtaggt
gaaattttat
ttttagtaat
agtgagttgt
aaaaaaaaaa
tttttggtta
gtagagttag
gaattttgga
ttttaatttt

tgattttttt
tttttttttt
gtttggtggt
agtgattttt
atgttatttt
gtttattatt
tcgtttaggt
ttaagcgatt
gttgggttaa
taaatttttg
agttagttat
ttaggaattt
gttgttgttg
ttttaaattt
ggtgtaagtt
taaggttttt
ttatttgcgg
aggagtgtgt
tgattagtag
ttgtgtgtgt
ttatttttat
tttgttattt
ggttagttat
gtatttatgt
taggttatta
atatagtttt
cgtttaggtt
ttattttgtg
gttaatttaa
tttaaatttt
ggtgtgagtt
aaggttgttt
tagttatttt
ttgtttttga
ttttgttttt
ggtatgtgta
attgtttagg
ttgggattat
ttaagttcga
ttttgtatta
ttatatattt
ggtaaggtta
ggggttggtg
tggggtttaa
ttttatttgg
agagatttta
tataaataaa
agtttgttaa
gaagtttgga
tttaaaatgt
gaaggttaat
tgttgaaatg
attatttatt
gtgggttagg
aggtggatag
ttttatgaaa
ttgggaggtt
gattgtatta
tggtggatat
gtttgggttt
aatataaggg
gttagtgttt
tttgaatttt
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gttttggttt
taattaaaaa
tatttatagg
ttgtttgagt
tttaataata
attttttttt
tggagtgtag
tttttgtttt
tttttgtatt
attttaggtg
tatatttggt
tttgtttaat
ttatttgtat
ttgattttaa
aggacgtttg
tggagagttt
atagagtgtt
gtgtgtgtgt
gatattatta
gggagataaa
tattgttttt
ttaagggaag
ttatatatat
ttgtataaat
tattttttta
tgtatatagt
ggagtgtagt
gttttagttt
aaaaattttt
tgggtttaag
attatgttta
attttttttt
gttttttttt
gatagggttt
tgggtttaag
attacgtcgg
ttggttttga
aggtgtgagt
ggtataattt
ttagtttatt
atgtttggta
gggatggggg
tttaaattta
agagtttata
tttgtgttgg
tagaaaaatt
ttaggagttt
ttttttttat
gttttgttgt
gattagtttg
tttaaataat
attttatttt
attatattga
tttggtggtt
tttgagttta
tatataaaaa
gaggtgggag
ttgtatttta
taggaaatgt
agagtttaat
agggtgaagg
agagttgaag
tagtatttgg

ttttaagtgt
attttttaga
taagattata
ttttcgagta
ttttttgagg
tttttttttt
tggcgttatt
agttttttaa
tttagtagag
atttgttegt
ttattatttt
ttgaggttac
ttttagtaga
atgatttatt
gttttttatg
gttgtatatt
ttgtttgata
gtgtgtgtgt
gattatttta
ttttagtgtt
ttgtgatcga
aagttttgag
aaatatatga
ttggtattaa
tattttagtt
tatttttttt
ggtgtaatta
ttcgagtagt
ttttgtagag
tgattttttt
gttagtttgg
tttaattttt
ttatttttaa
tattgtgtta
taattttttt
gttaattttt
atttttgggt
tatcgtgttt
ttttatatat
ttatatttat
gggaagatat
tgagagggag
gtagagtgga
ttttgggagt
gtttttaaat
tagaatttta
tgtgttttgt
agtttattta
ttattaagtg
aattgagatg
gtaaaatatt
taatatattg
ttaaaattaa
tattttttta
ggagtttaag
ttatttaggt
gattgtttga
gtttgggtaa
aaatgtatat
ggataaatgg
aggttattgt
gtttattttt
tatttattga

12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15900
15960



taggtgaaat
tgggatttga
tgtagaatga
aggtttgtgg
gttatatata
aaaaaagaaa
atggatggga
ttgttgggtg
tacggattag
tgaaagtgtt
tgtagttttg
ttttattttt
tttttgtggg
gtttagtagt
gttttgttta
agaagtaagt
attgtaggaa
taatttttgg
cgggtggatt
tttattaaaa
taggaggttg
atggtattat
aaaaaaagaa
ttagtagata
tagtattcgt
aataattttt
gggtgaggtg
gatttgggga
gttttgtttt
taaaatatta
gagggggata
ttagttgagg
taaagtaagg
cgtttttttt
tttggttaaa
gttcggtcgg
gtagcggcga
taggtaggaa
ttttaaggta
aggggaggtt
ggttgttata
agagaaggga
gagggttatt
gcggtagtat
tttagatttg
tttagggtta
gtgtttatag
ttttttagtg
gtgtgtgtgt
gtttatatat
ttatttttag
ggattttgat
tgtatgtttg
gtgtgagaga
ttgtatgtta
ttttttggtg
attagagtga
tgtaaaatta
ttaattttaa
tttttatgeg
ggttaagttt
tttgttagtt

tgagtgaggt

tatagttggt
tttttaggga
tgtatttaga
agaaatttat
aggtatataa
gttgtaggat
tgtgttgggg
gaggtgggga
gttagttttt
tagttaatat
ggtttgttat
ttggatatta
ttgttttaag
tgttagtttt
ttaaggttgt
gtttcgatat
gaattttttt
tcgggtacgg
atgaggttag
atatagaaat
aggtagaaga
tgtattttag
agaaagaaag
attagggagt
agagtgattt
ttgtttttag
gggtgggagg
ttttttgtga
tagtttatat
agatttcgtt
tagatttaag
gaatttgggc
atattagatt
ttttttatag
gatagtttgg
tttttattgt
ttttegtttt
ggttagttta
ttagagagga
tcggggattt
tgtttgtggg
tggagaattt
tttatttttt
aggttttgtg
tgtttttttt
tgagtttgga
tagcggatgg
ggatgtgtgg
gtgtgtgtgt
ttgtgttatt
cgttttggag
ttggtgtgat
tttttattgg
gttattaggt
ttgecgtgttt
tgttaaggtt
attgaggggt
tggagattag
attttaatag
ttttttttgt
aaaaatgggg
ggtcgtecgta
ttgaaggtgg
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atttattgat
attgatcggg
tggaaagatt
atgggaaggg
agaaatgaaa
ttagtgatgg
gagagggttg
ggtttattta
tttatttttg
tgttaagtgg
cggttttteg
gtttttttat
gattgagtgg
agattttata
tattttttta
tttttttttt
ttttttatag
tggtttatgt
gagtttgaga
tagttaggcg
atcgtttgaa
tttggtgata
aaaattaatt
gtttggggag
ggtaggaaga
gatgtggagt
gtagagagga
ttgtttagtt
ttatattttt
ggagttgttt
agttagataa
gagttatttt
tttttttgag
tgtttatttt
tgggcggtat
ttagtttaac
tcgagtgttt
taatttttceg
ggttagtttt
tggattgtgt
tttggggtag
atttatattg
tttttaggaa
tgttttgggg
tttttgtgta
tgagtttgag
ttaggagtat
tttagggtgt
gtgtgtgatt
gtgtgggagt
gatttttgtg
tttgtgtttt
ttttatgtgt
ggttgtgtgt
ttatatatag
tttaggatgt
ttttggagtt
ttgegttttt
gggttggtgg
ttttatagtt
gteggtgttt
aggtcgttaa
gtatgggagt

aggtgatatt
ttttgatgag
tttttggatt
aatttgtgtt
gtcgtaggat
atgggatgtg
tagagggtat
gagagggaga
tattttttag
ttggaaggtt
tttattagtt
ttgtaaaatg
gtttatatac
ttcgagtttt
aaggaagaaa
tttgaggtta
ttaagaatgt
ttgtaatttt
ttagtttggt
tggtggtggg
ttcgggaggt
gagcgagatt
ttttagattt
ggggtatagg

gagggttagg
ttatagtttt

aaaacgtggg
ttggtttgat
atatttaggt
gagtttaaga
ttcggagttt
tattttattg
tggggttgtg
ttttaaagtt
tataaatttt
gtttaagtat
taacgttttt
tttgattgga
atttaggttt
atgttgtggg
ggaggtgggt
gttaggacga
atgaatttta
tgtggagtat
tgtttttgtg
gatggtgtgg
gtgtttttat
gttttgtttt
gtttgtgtat
ggtatgtgtg
agtttttgag
tgtgtttttg
ttttattttt
gtatttgtgt
gtttgtgtat
tttattttgg
gggtgttggt
gttgaaagag
aggtaataag
gtatgtttgt
gcgggaacgg
tgtgacgttg
ggatgtgagg
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attttgttta
ttttaggttg
ggggtagggt
tgtgtgtatg
gggtaggggt
gtgatggatg
tatagaggtt
gattagacgt
ttttggtatt
aatagtatcg
gtgtgatttt
ggaatagtga
gggagtatat
atttttgatg
aggttaaagg
agtaggagga
ttaagtgaat
agtattttgg
taatatggtg
tatttgtagt
agaggttgcg
ttattttaaa
tttttttggt
gtttattttt
gttgaaggta
taggtttttt
aattacgaat
tttgttgtag
ttttttttga
taggattagt
agtttttgag
tggtttagtt
tgcggtagtt
agtagttttt
ggtgaggttt
aaggtgacgg
tttttggggg
tttttggttt
tttgttttag
ggtcggttta
agagaaagaa
gattgggttt
ggattcgagyg
ggtagtttat
tttgggaagyg
atatgtgtgt
gagtgtgagt
gtgtgtgtgt
ttggagttag
tagttatagg
tgtttgtata
ggtgtttgag
ttacgtgtgt
ttttttatgt
tttttggtag
ttgtttttgt
ttttttgttt
attttagagt
gttttttggt
ttgtttttgt
ttagagaaga
ttgatttegt
gtaagtgagt

gttttggagt
agtttttggt
gattagagta
tagaggagtg
gggagaaata
gggtgtggtg
tttggttggg
tttgttaggt
atttttggta
tttttgagat
aggtatatta
taagtgtagt
agtagtgagt
tatatacgag
gtttcgttaa
tggaggttag
tttagaaaat
gaggtcgagg
aaattttatt
tttagttatt
gtgagtcgag
aaaaaaaaaa
ttttagataa
tggttttttt
ttaatagggt
atcgatgtag
gggaagaggg

ggttttaggg
tggtattcgt

ttggtttagt
tttatattta
ttttttttta
attggtttag
tagttttttt
tttgtttegt
tgggggaggt
gtgttttteg
ttttaggttt
tttttttggg
ggtttttggt
gtttgggtat
ggggaagaga
tttattttge
ggtttatttt
gtatttttgt
gcgtgtgtat
attttgtgtt
gtgtgtgtgt
ttatatggat
ggttattttt
tgtgtttttg
tttgtgtttt
gtgtgtgtgt
gttttttttt
gtgtgtgtgg
tgttgagagg
ttgttttggt
atttttagga
agttatttag
gtatgttaag
ttgggtttaa
tagtggaagg
tgtttggtgt

16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900
18960
19020
19080
19140
19200
19260
19320
19380
19440
19500
19560
19620
19680
19740



gattgttttt
agtatttgtg
ttttgtatat
gtgggtgtgg
gtggtaaagg
tatggtgggt
ggtaatggaa
ggtaggatgg
cgtagaggta
ggttcgagat
tttgtgtcga
tgttaagtga
tatgtatggg
cgtattattg
tagtagtgag
gtacgtgecge
ggtattatat
tgttatttgg
tagatatata
atatttgggt
atgggtttta
ttgaggtttt
tattaagtta
tgttgttatt
gtttttaatt
ttgtattgat
attttattaa
agattggagt
aatttttttg
ttaatttttg
atttttggtt
gaattattat
gtaattttag
attagtttgg
tggtgtattt
gggaggttaa
gtgagatttt
tgttttagtt
tagaaatttt
tgtagtggtg
gttttagttt
gtatttttag
tgatttattt
gttaataaga
gatttcgtgt
ttatattgta
tttatttatg
tattattatt
attatagtag
agaaagagag
tgaggtgatt
ttttatttgt
attcgggagg
gggtgataga
ttattagttg
aattttattt
tatttagttt
aggttttttt
gagagatttt
ttcgtttatt
ttggttggtt
atataggacg
ttagttcggt

aatgtaggag
tgcgtatttt
gtgtgtatgt
gtgtgggtgt
gatgaagggg
ttagttttta
tgggggttgg
ggtaggatat
tattttgtag
ttcggttacg
tagtacgttg
gtgagggtat
tataatggat
tgtatacgag
tatatacgta
gttattgtgt
atgggtatat
gtatatttgg
tgaatatttt
ttttgtatta
tatttatata
tttttttagt
tatttgattg
tttatttagg
tttttgtacg
ttttaaatta
gatttagttt
gtagtggcgt
ttttagtttt
gtattttaag
ttaggtgatt
ttteggtttt
tatttttgag
gtaatatggt
ttgtagtttt
ggttgtagta
attttaaaaa
tatttgggtt
tatttattta
taattttagt
tttgagtagt
taaaggtttt
gttttgggtt
gatatttatt
taggtgaggg
gaagggagaa
acggttttat
tagtggggta
ttttattgta
agagattgag
agatcgtttg
attaaaaaaa
ttgaggttga
gtaagatttt
gtaggttaaa
atttttgtta
ttttatttaa
taagtgttta
tgaggttgtt
tattagttta
tttatggtga
tataaaggaa
tattttgata
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ggtgtgttta
ttgttatgta
atgtgtaatg
gtgggtgtgt
gtgatagttt
tttttgagtt
agttgggttg
ttttgattag
tagtgatagt
tttgtgagac
attcggggga
tttgtatagg
attattgtgt
tagtgggtat
tgtgtgegtt
atacgagtag
ttaggttttt
gtgttatata
ttataagttt
ggaatagtga
tatttttagg
tttgtttatt
ttttgtaaat
tttttatttt
tgtattcgtt
ggtttgcgag
tgtttttgtt
aattttagtt
tcgagtagtt
tagagatggg
tattcgtttt
aagatttagt
aggttgaggt
gaaattcggt
agttatttgg
agttatgatt
aaaaaaaagg
gttataataa
tttattgaga
gtattgtaat
tgggattata
attatgttgg
ttttaagtgt
ttttatagtg
tttgtttttt
ggggttattt
ttttatgatt
gaattttaat
agaaaagata
tgtagtggtt
agtttaggag
aattagttag
gattgtagtg
gtttcggaaa
gtttaaattt
attttgtttt
tatagttttt
aggtagaaga
tatattgtgg
tttattaagt
tataaagatg
tgaataatga
ggttatttaa

gtggtgtgtg
taaggtgtgt
gagatttatt
gtgttggcgg
ttttttttgg
tagagtttaa
ggaaggaata
ggggttagag
tttttttttt
ggagttttta
gttgtatagt
tatacgtggg
atatgagtag
atatatatac
attgtgtacg
tgagtatata
tgtttaggtt
tgggtatatt
ttggagtata
tgttatatat
atattattag
aattttttgt
tttattgtgt
atttttggat
ttattgtata
ggtattttag
ttttgagatg
tattgtaatt
gggattatag
gttttattat
ggatttttaa
tttttaggtt
tggtggatcg
ttttagtaaa
gaggttgagg
gtatcgttgt
cgaaagattt
aatattataa
tagaattttg
ttttagtttt
ggtgtttgtt
ttaggttggt
ttggattata
ttggaggttg
ggtttataga
tttggttttt
taattatttt
atacgaattt
gagagaggag
tatgtttgta
tttaaggtta
gagtgatggt
agttgggatt
aaaaagaaaa
ttttgagggt
tatatttttg
taaattgata
ggaagtatag
ttggagaaat
attttgtggg
aatgatgagt
atggttgtaa
tttgttcgaa
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tgtattcgtg
ttgtgatttt
tgtagtgtge
ggagtggtta
aggttggtgt
ttttaatggt
ttagaggggg
gtttaaagtt
ttaggagagg
gttaaggtag
cgtaagagta
tgttatgtat
tgggtatata
gtgcgtatta
tgagtagtgg
tacgtatttg
tttttgggta
tgggtattat
tatagatatt
tggtttatat
ttttattttt
tttagtgacg
tttttttatt
ttttatttta
agaattttta
ggtttgttta
gagtttcgtt
tttatttttt
gcgtttgtta
gttggttagg
agttttggaa
aggtaaggtg
tttgagttta
aatataatag
tgggaggata
attttagttt
agttttttta
attgggtagt
ttttgttgtt
tgggtttaag
attatatttg
tttaaatttt
ggtgtgagtt
ggaagtttaa
tagtattttg
tttataataa
ttaaagtttt
tggggaatat
ggggatagag
attttagtat
gtttgggtaa
gcgtatttgt
atattattgt
gagagagata
tttatagttt
ggtttgtttt
attttatttt
atttttggga
ttagttagga
ttttagttat
gatttttttg
attagagtta
attagttttt

taagtgttgt
tgtgtgtagt
ggatgtgtat
gtgtttggat
ttttggaata
tttaaggtgg
tatttatata
gtgttttagg
tcgtgtattt
ttgtcgagta
tgttgttggt
agatagatat
tgcgtatttg
ttgtgtatat
gtatatatac
cggtttatgt
tatgtgtgta
gtttattatt
atatgtgaat
aggtttacgt
tatcgtaggt
tttattaggt
atcgtttata
gagcgttttt
atggttttcg
ataaattagt
tttgtttttt
gggtttaagt
ttaggtttag
ttggtttcga
ttataggtgt
gtttatattt
ggaattggag
ttaggtgtgg
atttgagttt
gcgtgatata
aaagagtttt
ttataaataa
taggtcggag
taattttttt
gttaattttt
cgattttata
attacgttta
ggttaaggta
ttgtgtgttt
gggtattaat
tattttttaa
aagtatttat
aaagagagaa
tttgggaagt
tttggcgaaa
agttttagtt
attttagttt
aatttgagaa
ggtttatata
cggtttagaa
tttgtttttg
ttgttaaatg
cggggtttat
gtgtaagata
tttgagttat
ggtttaaatt
ttgttcgtat

19800
19860
19920
19980
20040
20100
20160
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20940
21000
21060
21120
21180
21240
21300
21360
21420
21480
21540
21600
21660
21720
21780
21840
21900
21960
22020
22080
22140
22200
22260
22320
22380
22440
22500
22560
22620
22680
22740
22800
22860
22920
22980
23040
23100
23160
23220
23280
23340
23400
23460
23520



gatggggata
tggtatagta
gattgttttt
agagggaatt
gaatatgggt
tagttgtgtg
aaaaatagta
tttgtaaaat
ttttgatttt
ggatcgttta
ttgtttgata
ttttattgtt
aagtagtgtg
gaaataattg
agtttttggg
aatatttatt
tttgtggtgg
tgatttttga
ggggtagagt
tttttgtgtt
gttggtgttt
tagtggattt
gaataaagaa
tttgttgttg

<210> 4
<211> 24959

<212> ADN

ataatagtat
tttagttttt
tgatagtttt
taggaaagtt
tagatattta
atattgggtt
tggttattat
gtttagtatg
ttttttegta
tcegttgggta
tattttagtt
ttttagaatt
ggtagtgggt
ttttttttat
ggtgggtttg
tagagatttt
tgtgttggta
tggttgagaa
tttttttatt
ttttattggt
tttattttag
tttgtatttt
gataaagtat
tttgttttat

<213> Secuencia Artificial

<220>
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agatttgtta
aattatattt
aaagataaag
ttttatataa
aaaaagaaat
agttaaatga
ttgtagattg
tagtaggttt
ttaggtagat
atagtcgttt
ttattattta
atttgttgga
atggtgaaat
tttattttta
gaaggattga
agagttgggg
agttaagggt
gggtttggat
agcgtggttg
ggtaggagga
aattttttat
ttttattttt
aaatcgtaga
ttatttatgt

tgaagattaa
attgttagtt
ttttgtgaag
ggtagtaagt
attatagggt
tttttttgaa
ttgggagggt
ttttttgggt
ttgtaaggag
agtatttatt
tggtttcggt
gttatttaag
taaggtttcg
aggggttttt
aaggtgggat
atttggtttg
ttaggtattt
agaaaattga
ggtggtcgtg
aaattgataa
ttttagaaaa
agagagaagt
atttgaattt
atgttgtaat

gatgatgtag
attattttcg
tattgagtgt
agttgagttg
gatcgatatg
ttttagtttt
tagtaattgt
ttagattttt
tttgtagatt
ttggagttcg
gggtttgtta
gggttggata
gagaaggatg
aggttttgaa
tagagttagg
gagtaaggga
gttttatgtg
tatgaaaaga
ggtgttttta
attagaggtg
ggggtgttgg
gggtaggagg
aggttgttgt
taaatttgaa

<223> Constructo sintético: ADN genoémico tratado quimicamente (Homo sapiens)

<400> 4
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atagtgtggt
gtagattttg
ttggggtggg
tattttgaat
tgttgtttat
tttttttgta
gtagttaatg
gttttttaat
tgatggttta
gagtatagag
tttgtgttgt
agatgttttt
ttaagtatcg
atagggattt
ttagaaagag
gggtggtttt
tgtaattttt
tttggtttat
gaggttaaag
ttattgagga
aaggaggttt
ggtttttaag
ttattatagt
attttaaaa

23580
23640
23700
23760
23820
23880
23940
24000
24060
24120
24180
24240
24300
24360
24420
24480
24540
24600
24660
24720
24780
24840
24900
24959



ttttaaaatt
ttatgatgag
ttgaggattt
ggtttttttt
ttttagtagt
tttggttttt
tgagttagat
aaaattgtat
aggttatttt
tttttttggt
agtttttatt
gatgtttggt
gaaatatttt
tagtatagat
tttgtattte
gagttattaa
ttggaggata
attagttata
atagaaaagg
taaatagtat
tttaaagtgt
ttattttaaa
agaatttgtce
ttatattgtt
tacggataag
atttgaattt
tggtttaggt
attttatata

ttaaatttaa
tagtagtttg
tttttgttta
tagtattttt
atttttgatt
agaagtattt
ttttttatgt
atatgagata
tttttatttt
ttgattttaa
ttagggtttg
atttttttte
gtttagtttt
ggtaggttta
gggttttagg
gtttgtaaat
aaagtttgag
taattgttga
aaattaaggt
atgtcgatta
agtttagtta
tatttaatgt
ggaaataata
tgtattattt
aaaattggtt
agttttagtt
aagagaatta
tgattgagat
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ttataatata
gatttaagtt
tttttttttg
tttttggggg
tattaatttt
acggttattt
taattttttg
aatatttggg
aagttagatt
ttttattttt
ggagtttttt
gaagttttgg
ttgagtgatt
tcgaagttat
atgagtgttg
tttttgtaga
tttagagaag
tttttttaat
ttagagaagt
ttttgtaatg
tttattattt
tttatagaat
attagtagtg
taatttttat
tcggataggt
tgtagttatt
tttattattt
ttataaagtg

tataaataaa
ttgcgatttg
agagtaggaa
taggagattt
ttttttgtta
agttacgtta
tttaaatttt
tttttaattt
tttaattttg
tagttttttt
agggatgggg
ttttattatg
ttagtaaata
gggtgatgag
ggcggttgtt
tttgtttggt
gatttgttat
agtttgtaaa
tatttgatta
tttttttttt
tatataggaa
tttgtttttg
aatataattg
aataagttta
tggatgattt
tattatttat
atttttgtgt
tttgatgaat
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taggatagat
tgttttattt
gggtataaag
tggaatgagg
ttagtgaaaa
atggaaaggg
ttttaattat
attaatatat
ggatttttgg
aggtttattt
tgggagaagt
tttattgttt
gttttggaag
gttaaagtgt
gtttagcggt
gcgagaagga
atgttaggta
tgatgattat
gtttagtatt
ggatgtttgg
atttttttgg
aagttattag
aaggttggat
tattattatt
gttaaggtga
ttttttgtge
tattatgaaa
gagttgataa

agtaatagga
tttttgtttt
agtttattgg
ggtattaatt
atataaaggt
ttttgtttta
taaaggttag
tattatagag
atgaatgttt
ttaagagtta
agttattttc
atattgttta
gtagtgaggg
gttaagtagt
gagcggtttt
gggttagagg
ttttatagat
attgtttttt
atatagttaa
tttatattta
attttttttt
gaaataattt
gttgtgttaa
atttttatta
tcgagttggg
gttttgtgtg
gttagttagt
gtgaacgagg

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

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



tgagtttcgt
atttggtagt
aaaggtagga
tttaagtcgg
gtgtgggtta
ttttagattt
ggttggagtg
gttgggatta
ttcgttaagt
ttttttaaag
tttttttttt
tgaatgttta
taggaggtga
ttaatgtttt
gatatatagt
gttttgattt
gggcgtggtyg
gtgaggtcgg
aaaattaatt
ggagaattgt
ttecggtttgg
tgtttataag
gaattttttt
atgttacgta
ggtttaggtt
tatatttaat
tttaattttt
gatgtgagtt
tatttgtaat
cgagattagt
tgggtttggt
tttgaattta
ggaaataaga
ttagtttgtt
gggaattatt
gggacgtttt
gtgaacggta
tttgatggac
tttgcgatgg
cgtgagtttg
tttatatgta
gtgataaata
gtatatatat
tatgggtcgt
tgtgtgtgtt
tgtatatagt
aaatacgtat
tgtttgtttg
ttagtagtat
attcggtagt
ggtgtacggt
ttggaatata
gtgtagatgt
tattttgggg
attttagagg
tttaaatatt
tatatattcg
ttatatatag
taatatttat
tattagataa
tttttattag
tgagtttaat
ttgatatgta

tttggttagg
tttaggagtt
gggtggagtt
aaataaattt
gattgtgggg
attttttttt
tagtggtgtg
taggtgcgta
tgtttaggtt
tgttgggatt
tttatttttt
tgttttttaa
ggattttggg
tgttataaaa
aaggtgttgt
tgaatttttt
gtttatattt
gagtttgaga
agatgtggtg
ttgaatttag
gtaatagaat
ttatttagtt
ggaagaatta
ggttagagta
atttttttat
tgttgtattt
gggtttaagc
attttgtttg
tttagaattt
ttggttaata
ggtaggcgtt
ggaggtggag
gcgaaatttt
aaataggttt
gaagattttt
ggggtgaagg
gtgagggagg
gttattggag
ggagtagggt
tgtgagttag
gtgtttatgt
tgatgtttaa
gtttaggaaa
aggtacgtgt
tattgtttac
ggtgcgtacg
gtgtgtttat
tgtatggtat
gtttttgegg
tgttttggtt
tttttttggg
gttttgaatt
tttttttgat
ttattagggt
tattaatttt
ggttattttt
tatattgtaa
aaattataaa
acggatatat
tttatttgtt
cgaagttagt
tttttttaat
tagagataga
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tttttttagt
tgtgtttttt
gttagtttga
aaggatgtga
tttttaaaag
tttttttttt
attttagttt
ttattatttt
ggttttgaat
ataggtataa
tttttttttt
aattcgtatg
aggtgattag
gaagttagag
ttatgagtta
agtttttagt
ataatttaag
ttagtttggt
gtaggtattt
gagttggagg
aagattttgt
tatggtattt
aatttttegt
tagcgatgta
tttagttttt
ttattagaga
gatttattag
gtttgaaaaa
tgggagttta
tggtgaaatt
tgtgatttta
gttgtagtga
attttaaaaa
tgaggtgttt
atgtagtggg
tttaggagtg
tataatggga
tagagggttg
tggtggtgtt
tatgtgatat
gtgttttagg
atatatttat
gtttaagtag
gtgtgtttat
gtatatagtg
tatgtgtgtg
tgtttatgta
ttacgtgtgt
ttgtgtagtt
gggaatttcg
gggaggggag
tttgattttt
gttttttttt
tgggttttga
taggggaggg
cgttaatata
gtaggttttt
tatattttat
atatattatt
tttatattta
agcgttatat
cgttttcgta
tagatatata

tatagtatga
tttttgtttt
aggattgtgt
ggatagggtt
agtttgaatt
tttcgagata
attgtagttt
tggttaattt
ttttgggttt
gttattgtat
gttttttttt
ttgaaatttt
gttatggagg
agtaattttt
gaaagtaggt
attatgagaa
tatttaggga
taatatggtg
gtaattttag
ttgtagtgta
tttaataaat
tgttatagta
tttttttttt
attatggttt
taagtagttg
tcgggtttta
ttttagtttt
ttaaattttg
aggcgggtgg
ttatttttat
gttattcggg
gttgagattg
ataaaaataa
tcgtagattt
gcgggtgtac
agatgaagat
tttgtagaat
atgggtaagg
ttgggagtgt
tattgttttt
agtttgtgaa
atgtggtatt
ggagtttagg
tgttegtgta
gcgtatatat
tgtttattgt
tatagtggtg
ttgtgtaggg
ttttegggtt
ttttatagac
ttgttattat
tggttagggg
agtttagttt
gtttagagat
ggttgttatt
tatatttata
attgtatatg
atatgataga
aaatatattt
tttttatgtt
tggcggtttt
aatatcggtt
attatgaaga
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gtagttttag
gggtatttga
taggtgggag
ggtagaagtg
ttagtttatt
aggttttgtt
taattttagt
ttttttagta
aagcgatttg
ttagtttttt
gtagtgggat
attttattag
tggagtcgtt
tttttttttt
ttttatttga
ataaatgttt
gtttaaggta
aaatttttat
ttatttagga
ttgagattgt
aaataaataa
gtttaaatgg
ttttgagatg
attgtagttt
ggattatagg
ttatgttgtt
ttaaaagtgt
gggtcgggag
attatttgag
ttaaaatatt
aggttgagat
cgttattgta
aattaaattt
agtttgaaaa
gtgtagggag
ttgagtagag
agttaggtgt
ttagaagagg
atgtgagtgt
gatgtaggag
gagtgtttat
taagtgtgtt
tgtgtttatg
tatagtggcg
acgtgtgtgt
tcgtgtatat
tttattgtgt
tgtttttatt
agcgtgttgt
gtaatcgaag
tgtagggtgt
tattttgttt
tagtttttat
gggagttggg
ttttttattt
tatttatatt
tatgtatata
gaatacgtat
ttttgtatta
tatttttagg
gcgacggtta
tttatttttg
taagagaaac

aggttttttt
ggaaagtttt
gattggatgt
ggtggagttt
aattggtagt
ttgttattta
ttttcgagta
tagatggggt
attattttag
tttttttttt
tgttatggtg
gtgatagtat
atgaatggga
ataatgtgag
tacggaattt
tttgttggtt
ggtggattat
taaaaatata
ggttgaggta
attattgtat
aaatttttgt
attaagataa
gggttttatt
tgatttttta
agtgtattat
taggttagtt
tgggattata
tggtggttta
gttaggagtt
aaaaattagt
aggagaattg
ttttagtttg
taatagaata
ttaatgtagc
gttggaaata
gtggtagtat
gatttggtgg
gagttttaga
aggatttatg
tttagatatg
gtatgtttga
taggtggtat
tgtggtgtta
cgtacgtacg
ttattgttga
agtggtgcgt
ttatatatga
tatttggtag
cggtataggt
tttcgggtta
atttttgegt
tattttgttt
tttattgttt
tttattatgt
ttttattata
tatatttata
tgtataagga
atagatattg
gagatagtta
ttttatttat
gttggtaggt
gatttggttt
gtatggaagt

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
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460



taagtggttg
tttggggatg
ttaagataga
tttttaatag
tatatatatt
aagagagata
tatatatata
agatatagat
aggaatatat
gagataattt
tttatatgat
tatatatata
atataggata
tgtatacgta
tagaaatatt
agatgaatta
tagaatgggt
ttttttttta
tgtttaggtt
ttagggattt
ttagggagat
ggtttgaaga
ggaggatatt
ttttttttat
cggagtagaa
agagggttga
tgagttagtg
gaagggagaa
ggatgtgaat
ttgaattagg
cggatgttat
tttggggttt
ttttttttta
tgtatcggtg
ttttgttaat
aggagattag
tgtttgaaga
tttttttttt
tcggtttatce
gtagttggga
atggggtttt
tteggttttt
ttttttaaaa
taatttttat
tagcggaatt
tcgtgtgtat
tttattgttg
ttatatttat
aatatgtttg
ttttaaaggc
gttaagaatg
tttggtagaa
ttagttagaa
attatatttt
gtttttttta
atttttttgt
gttttggtta
ttaaaaattt
ttttagagtt
taatgagtgt
gaaatgaatt
taatggtttt
tatttgttta

ttaaagggtt
ttttgaggtt
ggtagggggg
taggggtagt
tattagggga
tatggggaga
tatacgtgaa
ttagatattt
gtatagatat
ttatgattgt
tagttttaga
tatatatata
tttatattta
tatatatgtt
ttttttaggt
tggattatta
ttcgggtttt
gatttagttt
tttttttttg
gggtcggttt
tgaggtagag
ggttagggat
ttttaggagg
cgttattttg
gattttatta
gaggttgttg
gttgtcgtat
attgagttat
ttagagattg
ttggttttat
tagagaggga
tgtagtaggg
ttegtgattt
aggggtttgg
gtttttagtt
gagataggtt
ttagagaagg
ttgagatgga
gtaatttttg
ttataggtgt
attatattgg
taaagtgttg
tttatttaga
ttttttgttt
ttttggtttt
attaggagtg
tgtgttttceg
tattattttt
agattatata
ggtgttgtta
gtgttagggt
cgtttagttt
atttttgtga
atttattatt
tttttgttta
atgtatatag
ttttgtttta
agtttaaaat
agataaaatg
taggtgttga
tttaattttg
ttttattttt
ttaggtttta
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ttgttgtttt
ttttttagta
ttagtattta
tagggtgggg
tatatagatt
tataggtata
agaatagaga
agggatatag
ttagggattt
atatatgtta
tgtataggta
gagtaggata
tggaaatata
tatattattt
ataaagatat
tgttttatat
ggggtttatt
cgttttgatt
tttatttttt
ttataatatg
ggtttaggtg
ttaattaggce
gaggcgttga
tatttggacg
ggatttgtga
gttttggagg
atagttttat
agtgaggtga
aatttcgagt
tttaaattta
tttggatgta
ttaggttagg
ttacgttttt
agattgtggg
ttggtttttt
ttatattttt
aatttgagaa
gtttecgtttt
tttttecgggt
ttattattac
ttaggttggt
ggattatagg
tatttttggt
agttttaggg
tttttttttt
aggttcgggt
tatataaatt
attttataga
gttggtagac
gttttttagt
tgaggaatat
tttttttttt
tattttttgt
atattttatt
ttttacgatt
atataggttt
gtttagaggyg
ttattagagt
atgttatttg
aagtttaaag
agtattgatt
ttttgtgttt
gatttaagtt

tattagtttt
agggcgtaat
gttttaggag
tattttgggg
tatatgtaga
tatatagtta
tatatagaat
agatatagga
atagagattt
tttttatata
attatatata
tattttaggt
tgtttttggt
ttagatttat
gtatagagag
tttaaaatat
ttttagaaga
agtgtggatg
tattttagat
tataatttag
agattggttt
ggggaattgt
ggtattcggg
ttgagttgag
tgtcgtttat
ggatgggtat
ttaagggagg
aagtgattcg
tgtttggttt
aatagtttta
aggatatgag
gttgggtaat
tttttttgtt
ttttatattt
ttttttgtta
tttttaaata
gttaattttt
gttattaggt
ttaagcgatt
gtttggttaa
tttaaatttt
tatgagttat
tataagagaa
gaagggagaa
aaggaggtga
gtggagtttg
tatttagttt
tgaggagatt
ggagaatcgg
tatttggtaa
aaaagtagga
ggataaattt
aatttttttt
tattattaga
tttatttttt
tttttttatg
atttttttat
tcggttagtt
ttaatgagtg
aggttaaagt
ttagagttta
tggttttgtt
gattaagaga
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tgttgaggtt
taatttttat
ttttttagtt
attttagtat
gatacgtagt
tttggtgatt
taatagagat
ttatattaag
tttaagacgt
gtggtataga
tatatatata
tatatatttt
tattcgttat
ttaagtttat
agagagatat
atagggttta
gggggtgagyg
agttttttat
ttatagatat
agttttcggg
tttttttgat
gggttggttt
aggcgagagt
tagtgaaagt
taggttgttt
tgtggagaag
gtttggtatt
tttaagtttt
ttgaatttgt
gcggaatttt
tgtgagttgg
tatagggagt
tttttatttt
tggagatagg
agttattttg
ttttttaatt
tttttttttt
tggagtgtag
tttttgtttt
tttttatatt
tgattttatg
cgtgttcggt
agaaagtttt
tatcgaagta
tagttttggt
ggattaatag
ttggaataat
gatgtttaga
tagtaaattt
tattggttga
aaggttagtt
ttttattttt
tttagtatat
ttttatagtt
tatgtgtttt
tgaatttttt
ttgaatgtat
ttttgagaat
ttaattataa
gggatagtaa
tagttttaat
tgtttttttt
aatataatgt

tgggattggt
ggttttgtag
tattttaatt
attagagggt
gatatataga
tttttatata
agatatgtag
ttagggtttt
taggagtaag
tatgtaaata
tatatatata
attagaagaa
tatagatata
ggttttgaag
aggtttagga
tgttgtcgeg
atggtttttt
tttttttttg
gtggtagtta
gttttttttt
gttttgagaa
ttttatttge
cgtcgttgta
cggtcgggta
ttggttaagg
agggaaacgt
tttgttttat
tttaattgat
gtttttttta
ggtgttttag
aggtaggatt
ttttaaattt
attttatttt
gaggttattg
cgaatgttaa
atttattaat
tttttttttt
tggtattatt
agttttttga
tttagtagag
atttattcgt
tagaagttaa
ttttgtagtt
tttgtttttt
agataaggtt
ttattgagta
ttataagggg
gaggtgaagt
aagattgtag
gtatttttat
tgattcgtag
atttagtagt
tttatttatt
tttttttttt
gtatgtggtt
tatagatttt
tattttgtag
taaattttag
ttttatttgt
gtaaggggta
tattatgtta
gttgggtttt
gagttatatg

5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240



tatatattta
tgtttaggtt
taagtaattt
tttgggtaat
ttgaattttt
aaaggggtga
taattttaat
aatatattaa
atattttata
attttaattt
atttggtgga
aagtgggttg
taagatataa
aggattttgg
tttaaaaatt
tttttagggt
ttattttatt
ttttttttat
tgtttttttt
tgaatatgaa
tgtataaaaa
ggtacggtgyg
tttaggagtt
aaaattagtt
ggaggattgt
ggtatagtga
taaaaataaa
ggggttggag
taggttggtt
ggaggattat
tttataaaaa
ttgttcggaa
gattgtatta
aaaaggatga
gttggagtat
tgatgttaga
tatgtgtttg
ttagagtttt
cggttataga
atattaaagt
gaagtgattt
tatatatata
gttagataag
gtgtgtaata
atggaaggtt
gtggattatt
ttattaaaaa
tgattttagg
aaatgatagg
cgggtagatt
tttattaaaa
tgggaggttg
atagcgttat
agaaagaaag
tttaaaagat
attcgagagg
atgattttgt
ttaaaaagtt
tatttaggga
taatatagcg
aaaaaaaatt
tatttttaaa
ttataattta

tattttttag
ggagtatagt
ttttatttta
ttttgtatgt
ggatttaagt
gttattaggt
taatataata
aaatagaatt
ttgtttgaaa
agattagtta
tagtaaagtt
tgggggaggt
agtttttggt
atttttttgt
tagtataggt
gtgagttttt
gagtttaggt
ttttattttt
attaagtatg
ataagttaat
aattatattt
tttatatttg
taagattagt
cggcegtgatt
ttgagtttaa
gattttgttt
aagaagggta
aaaaaggatg
gagtatggta
ttgagtttag
aaaatttttt
ggttgaggtt
ttgtatttta
ttgtatataa
ggaggaatgt
tttatgtaaa
tgtatatgag
tttttttgaa
agggtagtgg
ttgtttttta
aatggtgttt
tatatatata
gtattttgtt
gattttttaa
aggcgttttg
tgaggttagg
tataaataat
ttgagtaaag
ttaggtgtgg
atttgaggtt
atataaaaat
aggtaggaga
tgtattttag
aaagaaaatg
attattaaga
tttaggtagg
ttgtaaatag
ttttaattaa
ggttaagata
ggattttgtt
aaaattttaa
ttatatattt
ataataagat
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tgtttattat
ggtataatta
gttttttaag
tttatagaga
tatttatttg
ttggtttata
gtaaataata
attttaatat
ttagttttta
tattttgggt
ttaggtttta
tggtaggtta
ttgtttgtgt
gaaatttttg
taaatggaat
tgagttttat
attaattttt
ggttttatcg
agtgtgtgga
gatgtaaggg
cgagtttgat
taattttagt
ttgggtaata
gtatatgttt
gaggtagagg
taaaaataaa
aagtaattgt
agtagttttt
atttatattt
aagtttgaga
taagttagtt
atagaatgat
gtttggacga
gaattgtatg
ggtagtttag
tataggtgtt
tgattgattt
aatggtaaga
tggaggtagg
tatatataga
tgttggttat
tatatttttg
cgtaggtggt
gaagttttgt
gtttatattt
agtttgagat
aataataata
agtttttaga
tggttgattt
aggagtttaa
tagtttagta
atcgtttgaa
tttgggcgat
atgataaatt
aaatagtatg
gggattattt
ttattaaatt
aaaaaaaaaa
ggaggattat
tttatgaaaa
aaatagaaaa
gataaaggat
agtaatttaa

tttttttttt
tagtttattg
ttgttgggat
tggggtttta
tttgttttgg
ttttaaatag
tattattatt
gtaattaata
aaatttaatg
gtttaagagt
agggaggagg
gaggggtatt
ttttgttttg
gagttttaag
aagtgtgaag
agtgtttttt
gtgtagagtt
tattgaattt
gggtagggtt
ttttgggaat
tttaaataaa
attttgggag
taatgagatt
gtagttttag
ttgtagtgag
aataaaaata
tttttttttt
tttatttaat
gtaattttaa
ttagtttggg
aggtatggtg
tgagtttagt
tagagcgaaa
tttttgtgat
atatggatat
gttagatata
tgttgttttt
gggatggaat
aattaaatta
ataggatttt
atatgtagaa
tagatataag
agatatggtt
taaagttgta
gtaattttat
tagtttggat
ataatagaaa
tataatatta
ttggaatttt
gagtaatttg
tggtggtatt
ttcgggagge
agagtgagat
ggattttatt
gtatggtagt
gagtttagga
ttagtttgaa
gagagtagtt
tggaagttag
aaaaaaaaaa
gaaaacgata
tgtatttaga
atagaaaatg
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gagatagggt
taattattat
tataggtgcg
ttatgttgtt
ttttttaaag
taaaaagaaa
tagtatattt
ttttaaaaat
gatattttat
tattcgtggt
ggtttaatag
ttatgtaaag
ttttgttgat
tattggtaat
tgttttttgg
cggtttttag
tttttttttt
ttttggtttg
ttggtatagg
tcgaattgaa
taaaattata
gtcgaggtgyg
ttgtttttat
ttattttgga
ttgattatgt
aaaataaaaa
attatttttt
tgttattaaa
tattttggga
taatatagtg
gtatgtgttt
ttgaggttgt
ttttatttta
aaatatagta
ttgtaagtgt
agggtagaga
tttatttgtt
ttatggttag
gtatataggg
ttgtggtgat
gttatttata
agttttcggt
tgatttttga
agtttttttt
tattttggaa
aatatgggaa
atttaggaga
aaagtaaggt
agtattttgg
gttaatatgg
tatttgtaat
ggaagttgta
tggttttaaa
aaagtttaaa
atgagaatgt
gttcgagggt
taatttagtg
gtttattttt
gagtttgaga
gataattttt
aattataaat
atatattata
gtttaaatat

tttgttttgt
tttttaggtt
tgttattatg
tagattggtt
tgttggaatt
tatgtgaagt
tatttagttt
tattagtgag
gtttaagcgt
tatagtggtt
gtaatatagt
tttegttaag
ttttgaaatt
gatttaaaga
gatgtagtga
gggttttgtt
gttttttagt
tttttatggg
tggttatgag
ttatattgta
aatgaggtta
gaggattgag
aaaaaatata
ggttgaggta
tagtttgggt
attgataaat
attagaagta
atttagggtt
aattgaggta
agattttatt
atagttttag
agtgagttat
aaaaaaataa
atgaggatga
ttttttttgt
tgatattgtt
tttttttttt
ggaagtaggt
taaagtagag
ttttgaagtt
tatatatata
tatttaattt
atttaggtaa
agaagaaaat
ggtaaggcgyg
aattttattt
aaaattttceg
ttataaaaga
gaggttgaag
tgaaattgtt
tttagttatt
gtgagttgag
aaaaaaagaa
atttttgtat
agttttagtt
gtagtgtgtt
agatttattt
gtaattttag
ttagtttggg
aaaaatgtaa
tggaagaaaa
taaagaatta
gtaaatagat

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020



attttattaa
ttagttatta
aaaaagatag
aggtggatgg
tttegtttta
agttattggg
agtcgagatt
aataaataaa
aggttaaggc
gaaatttcgt
tttagttatt
gtgagtcgag
aaaaaaaaaa
atatattgtt
tttaaaaatt
taaaagcgtt
tatttaagat
ataaaatatg
tgataatagt
gttttaaaaa
ttttatttat
ggtttaaggt
gaaatgtttt
attattaaat
atcgttaaaa
gggtggtgtt
ggttggggtg
atttttttgt
taatgttttt
taggatggtt
gattataggt
ggggttttga
aaggggttgg
ttggggtata
tgtcgattaa
gatggagttt
aattttcgtt
ataggcgtgt
tattatgttg
ttttaaagtg
tataattttt
gtaaagttta
gggaggtagyg
tatcgtggat
aattttagta
agtttggtta
gtgataggta
gaggttgtag
gtgtttcgaa
gttggagtgt
tttttttgtt
aatttttgta
ttagatttta
gttatcgtceg
tttttgttgt
ttgggttaag
attatattgg
ttggtttcga
tgagttattg
tttgttttag
ttgggaagtg
aatagggcga
gttcgtggag

aaatgagaga
gggaaatgta
gggttaggta
attatgagat
attaaaaata
gaggttgagg
gtgttattgt
taaaaaaggt
gggtggatta
ttttattaaa
taggaggttg
attattttat
aagaaaaaaa
ggtgagaatg
aaatttaaat
aaaaatatat
agttaaaaag
ttatattcgt
ttgttttttt
tattatgtta
agaatatgtt
ttggggtgag
aaaatggatt
tatattttta
aatgtaagtt
taagaaattt
tagtggcgta
tttagttttt
tttggtttgt
tcgatttttt
gtgagttatt
tgtatgtggt
agtaagagga
gtatgtgtaa
gttttttttt
tgtttttgtt
tttegggttt
attattatgt
gttaggttgg
ttgggattat
attttttatt
aattttattt
tgagaaaggg
ttttgtatta
ttttgggtgg
atatggtgaa
tttgtaattt
tgagttgaga
aaaaaagatt
aatggtgtga
ttagttttcg
tttttagtag
ggtgatttat
tteggttttt
ttaggttgga
taattttttt
gttaattttt
atttttgatt
cgtteggttt
aagttagtat
gagatttttt
ttgtttatat
agggattttt
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tgaatggtta
aattaaaatt
cggtggttta
taggagttcg
taaaaattag
taggagaatt
attttagttt
taggtatggt
tttgaggtcg
aaaataaaat
aggtaggaga
tgtattttag
agataatttt
taaaataata
cgattatata
ttttatagta
tggaaataat
ataatggtat
ttattgttgt
agtaaaagac
tagaatatgt
aatggagagt
tttttgtggt
taatgtgtaa
ttagggttat
gttttttttt
attttagttt
cgagtagttg
ttttgttttt
gatttcgtga
gtatttggtt
tttttggatt
aggtagacgg
atgttttttt
tattaattgt
gtttaggttg
aagcgatttt
ttggttaatt
ttttaatttt
aggtataagt
tttttgtttt
gtatattttt
ttgtggaagt
tttttattta
ttgaagcggyg
attacgtttt
tagttatttg
tcgtggtgtt
tttttttttt
ttttggttta
gagtagttgg
aaacggggtt
tcgtttceggt
tttttttttt
gtatagtggt
gttttagttt
gtatttttag
ttaagtgatt
atttattttg
tttatttatt
ttagtttttt
tagtttttgt
tatttttaag

aataagtata
atattgagat
tgtttgtaat
agattagtta
ttgggtgtgg
gtttgaattt
gggtgataga
ggtttatatt
ggagtttagg
tagtcggacg
attatttgaa
tttgggtaat
aagtgtagga
tagttatttt
atttagtaat
aggtatgtat
ttaagtgttc
attatgaagt
tttttttatt
gtttgatgta
aaatttatgg
agttataaat
aatggttata
attttaggta
atttttaggg
ttttgaggta
attgtaagtt
ggattatagg
ttagtagaga
tttattcgtt
aaaatttgta
atatttaggg
gaggagtagt
tagagttttt
tagagggttt
gagtgtaatg
tttgttttag
ttttttgtat
ttgattttag
tattgcgtte
aaggtttttt
taagttgttt
gtaagtttag
aaaaggttaa
taggttattt
tattaaaaat
ggaggttgag
gtattttaat
ttgagataga
ttgtaatttt
gattataggt
ttattatatt
tttttaaagt
tttttttttt
atgatttcgg
tttgagtggt
tagagatggg
cggtttttta
attattgagt
ttatttatgt
tttttttttt
tttagagatt
taggtaatta
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tgaaaaagtt
attatttgat
tttagtaatt
gtttgtttaa
tggtgcgtgt
aggaggtaga
gagataattt
tgtaagttta
attagtttga
tggtgttacg
tttaggaggt
aagagtgaaa
tgtggaaaag
agaaaatagt
tgtattttta
gtgaatgttt
gttaattgat
aataaaaaga
tagtataatg
aaagtttgta
atagaaagta
gggaattttt
taattttata
tgtaaatttt
gtttttatgt
gagtttcgtt
tcgttttteg
cgttegttat
tggggtttta
tcggtttttt
tttttaataa
tattattggt
gatttgtttt
ttattttttt
tttttttttt
gtataatttt
ttttcggagt
ttttagtaga
gtaatttatt
ggtttagggt
atagttttta
tttggggtag
taaatttttg
gcgtggtggt
gaggttagga
ataaaaatta
gtacgagaat
ttgggcgaga
gttttgttgt
cgtttegtag
gtttgttatt
ggttaggttg
gttgggatta
tttttttttg
tttattgtaa
tgggattata
gttttattat
aagtgttggg
tttttggtat
tttggttgtt
tagggttaaa
ttttgagatt
tttatttttt

tttaatatta
ggttataata
tgggaggttg
cgtggtgaaa
ttataatttt
agttgtagtg
attttaaaat
gtattttggg
ttaatatgga
tatttgtaat
agaggttacg
ttttatttta
tggaattttt
ttgatagttt
ggagtttatt
atagtaatat
taatggataa
aataaattgt
tttggggcga
tatttatata
gattagtggt
ggggatggta
tttattaaaa
attttaaaaa
agttaatgtg
ttgtcgttta
ggtttacgtt
tacgtttagt
tcegtgtttgt
aaagtgttgg
gtattttttg
ttaaagtttg
ttggtttata
tgttgggatt
ttttttttaa
ggtttattgt
agttgggatt
gatgatattt
tgtttecggtt
tttttttata
ttatttttag
agagtagttt
atattttgtt
ttacgtttgt
gtttaagatt
gttgggcgtg
ttgagaggta
gagtaaaatt
tgttgtttag
gtttaaggga
ttatttagtt
gtttcgaatt
tatggtgtga
agatagtttt
tttttgtttt
ggttagcgtt
tttggttagg
attatagacg
ttttttaaat
tagagattgt
gatagtaagg
ggatagttga
tttagaggga

13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15900
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800



acgagggatt
ttgaaattta
gtttttaggt
ttaagcgatt
gttcggttaa
tgtatatgtt
tatttagatt
aattcggttt
tttttgagtt
aagtttcgtt
tggaggtgat
agttttgtta
ggtaaagcgt
gtttttttaa
cgaagtcgaa
tgaggttgta
gttttcgttt
ttttttttga
aaggtttgtg
ggcgttaatt
ggttaaggtg
agtaaggagt
tttgggttac
gttgcgeggyg
gtcgttageg
gcgttggggt
tttecgttgge
gtggtttegt
agggagttag
ttgggggatt
agttttggga
aaggtgttta
tttttttaaa
tttttgagtt
gttaggaagt
gaaaggtttt
ttttagtgtt
ttttttttat
ttatttaatt
tgttattatt
ggtttgaatt
ttggggtatt
aagaggttgt
ttgtttttgt
aaggtggatt
tatatataga
ggatataata
tgtatattaa
attttaagaa
atttatatgg
atatatagta
aagaaaattt
gttaggtatc
atagtatttt
ttaattttag
ttgtagttta
atttattaag
tatttagttt
gggtttgtat
cggattggtt
cggtgaggge
ttttgtttgt
gaatcgttat

tattttagtt
tatacggttt
tggagtgtag
tttttggttt
tttgtttgta
gtgttttgtg
ttaaagttta
aattattttt
tttttegegt
tttttattag
aaatgtgggt
ttttttgttt
cggggtttcg
tttaggtttg
gttcgagaac
gttgtttttt
aggttgggag
ttttagggtt
gggtaggata
tattttttat
aaaattgttg
ttatttgttt
gattttcgga
ttgtaatttg
ttttattegt
ttegttggeg
gttggggttt
ttecgegeggt
cgcegtegtta
tcggcegtatt
gggtttcgta
gaggaatagt
atgtagggtt
taagtatgaa
ttaggtaggt
gtatagtaag
ttttttatat
ttattttttg
tttagttttt
atttttattt
tattcgtttg
ttaggtttat
tatttaatgt
cgttttttat
tegtgttttt
gagggttcge
gagatattgt
tatatagaga
atattaagat
atatagatat
tttatatata
ttttagaggt
gaaatgttaa
tatttttatt
atttataaga
gtgaatgttg
ttcgtacgtt
ggcgatatat
tatttcgteg
taggaggttt
gtataaagtt
ttcgtttaag
gtttaggtat
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tttatttttg
gtaatttttt
tggcgcegatt
agttttttta
atttttttaa
tgatgaaagg
ttatttattt
tttttaggta
tttatatagt
ttttgtttgt
aggaaatgga
aatatcgcgg
tttggtcgtt
ggttttgcga
gtttatcgta
tttcgtatta
gtattgtagg
ttggcggggt
ggagtttttce
tgggttggcg
ggggcgtcga
cgtecgtegta
tttaattgtg
acgtttaggt
tttattgggt
ttggggtttce
cgttggcgtt
tgtgtacgtg
tttgggatgt
tttaggattt
tttagttttt
tgattttttt
ttagtttttt
tagggaattg
ttttgtttat
ttaattaagt
ttttagtttt
ttttgttgtt
ggtaatttag
tggttttttt
aaaaataatt
gtgtattttt
ttgggttttt
ttttttttgt
ggattttatt
gtatgtttgg
atatattgag
tatattttat
atttatgaag
ttaggagtag
agttttttta
ttttaaggtt
ggtattgtaa
ttttagggaa
gtgttttttt
attcgttgag
tgtttaatat
aggaggtacg
ggttttgttt
attttcggtt
ttagtcgttt
gcgtattagt
tgagttggag

attatttttt
tttttttttt
ttggtttatt
gtagttggga
tttgtttggt
agtttttttt
atttaataaa
tttatttaat
ttttgtttat
tttttgtgtg
gggttttttt
atgtaattgg
tttttcggac
gttttaggtg
gcgatgcgaa
aggattttaa
gattcgacgt
aggttttagt
gtgtcgtegg
gtaacgtcga
gggtaggtgt
gttgttttgg
ttcggttttt
tggggcgttt
tatagattcg
gttggcgttg
ggggtttcge
agttcgcegeg
taggattttc
aggagttttg
tgtttcggtt
atttttgegt
ttagggagtt
gggattatta
tgtagacgga
tttattagta
aagcgatata
ttattttttt
ttttagtttt
tgagaataag
taagttaaat
gaattttttce
ttgatttttt
tatggttagt
aatgttagga
aaatttttag
aaatgtgtat
aaatatattt
ggaatatttt
gtgggttttg
agtttaaatg
ttgtttggaa
agtgaaaatt
atagggaagt
tttcggcggg
gtttatttta
ttggttgggt
gtcggtgaag
tgatagatta
cgtttattgt
atgttttttt
ttcgtttggg
ttttgggtat
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tttagttttg
tcgagacgga
gtaattttceg
ttatagacgce
ttttttatag
atatattttt
tatttattaa
ttcgggtatt
tgttggaaaa
tttgggatag
atatttttag
tatgggattc
gtttgtttgt
tttttgttte
ggtecgttttt
tttttagecga
tttaggtggt
atcgtattcg
aagggtcgag
atttcgtagt
ggggaggggc
gtcgatcgtt
gttttttttt
agggcgtagt
ttggcgttgg
gggtttcgtt
ggttgtgtac
gtcgegttte
gttgtgtttt
gaagttgttt
tcggatcggg
agggtagaga
agtgaattta
ttatgtttat
tttttttttt
gagttgecgtt
ggatatagtt
tgttatatat
tggaagttta
tggagggtaa
tttgtgggag
gggtatttgt
gttttttttt
atttggtttt
gttatataaa
atattaaaga
attttttaaa
atagaaatag
agatatgtat
atttaggtgt
tcgtaagaga
ggaagaggaa
atttttttaa
ggtttaattc
gagaggttag
ggttataggg
taggaagagt
aaaatggatt
ttttttattt
ttgtaaatag
aagtttttgt
gcggcgacgg
tttattgtgt

attgtataat
gtttegtttt
tttttecgggt
gtattattat
ggagaggatt
ttttttaatg
gtattttttg
tttcgegttt
tatttttgtt
gttgtaaaat
ggtcggtttt
ggaagtgtgt
agttagcgaa
gcggegttgg
ggggtggggt
cgtagtcgtc
taaagagcga
gcggaggtcg
gacgaaggag
gatcgcggag
ggttttaggg
tacgtttttt
ttttgttgtt
tttcgtttag
ggtttcgttg
ggcgttgggg
gtgagttcgce
gtttegtttt
ttggattgtt
gagagaaatt
gtttcgggtt
tttttaaatt
gatttttagt
atttttggtg
taggggttaa
gtaattaggt
ttaattttat
tttaagttat
gttttagttt
atagagttta
tagtgtttgt
tttaaatgta
ggttgttttt
taggttagaa
tatttttata
ataaagtgta
tgtagagaaa
atatatttat
aggattttga
atatagttta
tttttataga
gaaagtgttc
tttcgtggga
gttttgtaaa
gtttttagtg
tgttgggtaa
gtttggtgga
tgtgtattaa
tttttgatta
tagagggtag
tatttagggt
gtaggtttag
agtgtaaaaa

16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900
18960
19020
19080
19140
19200
19260
19320
19380
19440
19500
19560
19620
19680
19740
19800
19860
19920
19980
20040
20100
20160
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580



gggaattttg
ttttatggat
ttgttgttat
cgtttaattt
agaaaagtcg
cggttagttt
ggtcgtegtt
taggtcgtgt
ggcgcgggcg
gggcgeggtt
tgggtttttt
cggtggttge
ggtcggcegtg
gcgggttteg
gttttaggtg
gggagggttt
tcgegggegt
ggcgaagttt
aaagtttagt
ttattatggc
gcggcggcgg
tagttcgegg
tggggttttt
gatcgtattt
tagtttgttt
tattaaagag
gtagtggttt
ttagagtcgt
gggacgtaag
tatttttegt
ttaagagatt
ttttagttta
tatagttttt
ggttttttgg
ttggttagat
aggggttaag
atttagagat
tattaatatg
agtaagtttt
gataagtaga
ttaagaaagt
aaataattat
tattgggttt
tttaggggag
tggtagagtt
gttttagatt
tatttcegttt
gggaaggtag
aagattaagg
gaatatatgg
ggatgatttt
attaagaatt
ggaagttttg
tttatatatg
gggtattaga
ttttgggaga
ttttgttttt
tttttttggg
ttttattteg
cggtaatttt
tttatttttt
tgggttggag
cgatttttat

aattttatat
gttatacgtg
ttacgtattg
aggaggtggg
gttttttgta
cgatttattt
agtttcggaa
aggagtcggg
ggcggtgtta
taggcggttt
gttaggtggg
gggtagggcg
tggtagagcg
tcggtagttg
atttattggt
agttgtagtt
aggagtttta
ttgecggtttt
atttaggegt
ggagtaggtg
agttttagtt
aggttacggt
agcggtggtce
ggaaaagtcg
tatgtatttt
ataagttatg
tggcgggatc
tttttgggtt
ggttttatat
tggttttagt
ttggatgagg
tttgtttatg
tttgaatggt
gttgaaaatt
agagagagag
atatttttga
tgttgagtga
cgtaggttat
agtttttgta
gatagggatt
agaagaaaga
agtagattta
tttaattttt
gggtgaggta
ggggtgattt

taggggtttg
tttttgtgat

agaagattag
taaaattatt
ttttaagtgg
agtttgggga
ttttgaagtt
taattttttt
agggagtttg
agttaagttt
agtttaggag
tttagtagtt
tttttttaat
attatttttg
tttttagagt
tttaagtttt
tgtagtggta
gttttagttt
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tggtaattat
gtagcgggga
ttggcggatt
atatattttc
tttgttattt
cggatttttc
ggtcgagagg
gtacggtagt
gtaggtcggg
gaggaggttg
gaaaggttgc
gcgggaagta
ggggcgtcgg
tttttagttce
agttgaaagg
tttttegttt
ggttggggat
tttttttega
ttcgattttt
tgtattagta
cgacggcgag
gcggtagttg
gttttcggge
gttaacgggt
agttatagtg
gtagtttttt
gggtagggtg
cgtagttcegt
ttgtttggtt
tttttcggta
tgggtaatcg
cgtatatagt
tttggattaa
tttaagttaa
atttgtttgg
agttataggg
ttgtgtgtaa
atgtttttgt
gttatttttt
aaagatggat
tgttttttaa
ttatagaatg
atagtagttt
tggagaggtt
gtttttggtt
gatttagttt
tttagttttt
ttgttttttt
gatatagaag
gtattttaga
gtggtgggga
tggaatcgtt
gttcgagatg
tggtaatgtt
taggataggt
tcgtaaagga
tgggaaggtt
ttatttttta
tttttttttt
agagaagttt
tttttttttt
taatttcggt
tttgagtaat

tatgtttttt
gaaaagaagt
tagtgttagg
ggagttatta
tttgttttta
gggttttatt
tgecgtttgtt
ggtatagtta
aggtttttcg
cggttgegtt
ggcggcgtceg
gggcggttgg
ttcgtaggtc
gtcggggegt
attttagttt
tttggggttc
agcggttatt
gatttcgtta
cggtcgaata
tggggcggtg
cgttgecgggt
ggtgcgattt
gggtttatgg
gtttagcgtt
gcgggggcge
tttttttttt
ggtagggggc
agttgtagtg
ttattatatt
aaataggtat
ggaacgtgga
gttagtgcgt
aatttttcga
gttaggtttt
gatgggtttg
ttttgggttg
ttgattagta
gttattatgg
tttttttttt
aaatgagagg
aagtaagatg
tgttagtttt
tatgaaagag
aaatggtttg
tttttttgtt
tgattttgtt
gtaatttcga
aggttttttt
aggaggtgat
aggtatatgg
aagaaggagg
agcgaggttt
ggttagagat
ttgttttttt
gttagtgcgt
gatgatgttt
agagtggcgg
tatttttgat
tgtttttttt
tttttttttt
ttttttataa
ttattgtaat
tgggattata
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ttcgttttag
gattcggttt
tagttttgat
gtgagatgtg
gttatggtag
tgtaggtttt
aggtcgtgceg
cggcgegggt
tgggcgeggg
aggggcgtta
ggcgtttgat
aattcggegg
gtttggggta
ttttggggaa
gaaaggattt
gaggtttatt
tgcgtatcege
gcgcgggata
tgtttcgggt
agtgtcgggce
agaggcgtceg
agtcgggatt
aggtaggacg
cgtttttttt
gtcgggtttt
tagcggttgt
gtgaatttag
aaatagaaat
tttgttttta
taattttttt
agaagtttgt
gtgtttaggg
aggtgtttat
gagggagttg
ggtatgagtt
attgagtgtg
tggatgtcgt
taggtatttt
aaatttaatt
aatgttaagg
tgtagattag
tgtgtaaagt
atatttatat
tttaaggtta
tagaattatt
taattgtgtg
taatattaat
ttagtgaagt
agtgatatta
taggtgtaga
ttagaagtta
tagaggatga
taggattgtg
tttttttaat
gaatagaaat
gtgtttagtt
gatgtgttgt
agtttttttt
tttatttata
ttgtattttt
tagagtttta
ttttattttt
ggggtttatt

gtgtaggttg
ttgtcgaggg
ggttaggtaa
gcgagttggg
taaattatcg
ttagatcggg
cgtecgteggt
taaggtttag
cggttgcgeg
ggtcgttata
cgtagggtag
tagttgtgge
gagacgatag
ggagaggggt
tttttagttce
ttcgagttat
gtttttagtt
ggagggttgg
tcgagattat
gcgaggcgtg
ggagtcggta
ttagtgggceg
gacgggtatt
tttttgageg
cgggggcgceg
tataggggag
tttatattga
attcgaggtt
agtaaagtat
tttaagtatt
gagttgaaga
ggtttattat
ttegttttta
gagatagaag
ttatttgata
ggtatgagat
gtgattgtta
ttggttgtta
tttttttttt
agaataggaa
ggtaaagtag
gttttacgaa
tatttttatt
agtagttaag
attttttatt
attttagtta
aaaaaagtag
agtaaatgag
ttaatttatg
gtttagggtt
aggatttatt
agcggaattg
tttgtgtgta
tttagttata
tgatgaattt
gcggggatgt
ttgtttgtgg
tgttttattg
tgtttaatgt
tatgagtgag
ttttgttgtt
cgggtttaag
attacgttcg

20640
20700
20760
20820
20880
20940
21000
21060
21120
21180
21240
21300
21360
21420
21480
21540
21600
21660
21720
21780
21840
21900
21960
22020
22080
22140
22200
22260
22320
22380
22440
22500
22560
22620
22680
22740
22800
22860
22920
22980
23040
23100
23160
23220
23280
23340
23400
23460
23520
23580
23640
23700
23760
23820
23880
23940
24000
24060
24120
24180
24240
24300
24360



gttaattttt
atttttgatt
agttattacg
gttatttttg
cgtatttttt
ttaatatttt
tataaatgat
gttttttttt
atatttattt
gtattttgtt

<210>5
<211> 6096

<212> ADN

gtatttttat
ttaagtgaat
ttcggtttaa
gtttgaatta
ttagatattt
ttttattttt
attatttttt
taatttttat
atagaaggta
ttagtatttt

<213> Secuencia Artificial

<220>
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tagagatagg
attcgtttta
gtttttaatg
ttagtgagag
tattgtagtt
agtattaatt
tttaagttta
aagttaattt
tgtggtggag
aaattatttt

gttttattat
gttttttaaa
attatttgtt
atttagattt
gtttgaaatt
ttaatttgtt
aaatttgtta
ttatggagtg
aattgaggta
atttttattt

gttagttagg
gtgttgggat
tattgttatt
atagatatag
ttttaagttt
ttttttttgt
gttattttag
ttgttatttt
ggtattttag
atagattagt

<223> Constructo sintético: ADN genoémico tratado quimicamente (Homo sapiens)

<400> 5
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ttgatttcga
tataggtatg
ttttaattgt
ttgttagttg
aatattgaat
tttgtagttt
aagagcgtag
taatttttaa
agggtatatg
ggtttttaa

24420
24480
24540
24600
24660
24720
24780
24840
24900
24959



tattagtgta
gtttagtgtt
tgegttttgg
gttagggttt
ggaatgagtt
gagttcggeg
tttttgtgtg
aggtagacgt
cggattagta
ggtatttttg
taagagatgg
gtgttttagt
tggaggtttt
gagtttgtgt
tttgggtgtt
tgggtgtttt
gtgtgttttt
tatgtatagt
tatgcgcggg
aatttaggga
ggaaggtgag
tttaggtatt
tgtatatgag
ttttttaaac
ggttaaggtg
ttattaggag
tagggtagga
tgggagtgtg
gttggtttat
taaaagtttg
ttttatttat
attaagattt
gattagttgt
ttggatgcga
ttaggggtac
ttaggtggeg
gtataatcgce
tagcgggatt
tttagcgtta
gtggagcgag
gacgttaagt
ttggattcgg

agatttaaaa
tggatatagc
gcggagtaga
tatgcgtttt
ttttagatta
agatggtgta
tegttaggtt
gcgggtttgg
tttattgggt
tggatttgga
gaatggaagt
atttcggtgt
tgggggaatt
gtgagtattg
tgtgtttatg
agtatttttt
gtatgttggt
atttttgttg
ttttttttgt
tacgggattt
agacgataaa
gggtagtagt
tttgaggtgt
gagtgaattt
gaagtggtgg
ttgggggttg
agtgggtggg
ggaaagatat
tgtatagagt
tttggatttt
gtttgggttt
tgtattttag
ttttttgagt
ggttttttta
gtcgaaattt
gcgegttggt
gcgggacggg
ttagcgttag
gcgggatttt
tggagcgttg
tatagttcge
aggtcgtgat
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tttttttttt
gatttttggg
tagagatttt
tatcgttgtt
gttcgtgatt
ggtttttggt
gggtgtttat
tgagtttgtt
tgtagtattg
gttgatttgt
gttgttttta
ttggcgggta
ttttttttgt
tgtgttaggt
tgagtttagg
ggagtgtgag
gtgtattttt
tgttttgtat
gtatatatag
attttttttg
aatagagaga
ttttttatat
tttaggtagg
aagtttgggt
tagtagggtt
ggtggatgat
gggaggtgga
taggaatttg
tttttttgat
ttggttatta
aagagattgg
aaagaggttt
attttaattc
gagttggttt
tttaaagtag
tttttggage
gttacgecgga
cgggatttta
agcgttageg
gcgatttgag
gtagtagtag
ttaggggaaa

gtattgtata
tttgttegte
gggtggtagg
ttttgttatt
aagaaaggta
gtatagattt
taggtatttt
tagtattttg
ggagtttggt
agaacgagtt
cggagttggg
tttttttttt
gggagttttt
tgtgtgtatt
gttttgtgta
tgtgtttgtt
ttgtatttgg
tttgtttttt
gagtatttat
gtttgaggat
tagttagaga
ttggggtagg
tattgttttt
tttatttgtt
ggggttggat
ttggagtgtg
attggggttg
gttgtagcgt
ttttgaagaa
gaaatatgag
gagtttaggt
ggggattttt
ggaatttcgg
tttttaaata
tttaaagaat
ggggcgggac
tttacgtgta
gcgttagegg
ggattttagce
cggagattge
taaaggggaa
gcgtgggegg
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gtgagatgtt
gtcgttttaa
ggtttgggaa
tgtaggtaat
aggaatggtt
atttttttta
ttttggttta
tggtttgggg
tttttttegt
aaattatttt
gaaatgattt
ttttttttta
tgcggtattt
tgagttaggg
tgtttgaaat
tttgtgaatg
gggatgtata
ggtatttgag
gtgatttttg
taagtattgg
ggagtagaga
tgttcgaaag
atagggtttg
ttttatttgt
ttttaggagt
tagtagggaa
tgttttgtgt
agttttgttg
agagattcgt
tatggtggtg
ttattgattt
gttttgcgta
ttcgaagtcg
atttttaaaa
ataacgagag
gcggtegege
taatcgeggg
gattttagcg
gttagcgggt
gttttggacg

ggggtaggag
tcgatttagg

tagggtttta
gcgaagttgg
gatatgggcg
ggacgagtcg
tgttagggta
teggtegtgt
gttagatgtt
tgggttttag
cgagggggag
tttgtttttt
ttattttata
ggtagggttt
agatttaggg
tttatttgtt
gtttttttta
tgtttgtgag
tattttttaa
gatttttaag
gtattagtaa
ttatgatagg
gttagagggg
aatttagagg
gtttgagttg
ttttagggga
tggggttgag
gatgaggtaa
cgtttggaat
gtggggtttg
ttgtagtggg
gtttttagtt
tttgagaaag
agggtagaag
agataggaga
tttttagatt
ttttaatatt
ggatttacgt
attttagegt
ttagcgggat
ttgtggttta
ttttagttta
tcgggtatag

gtagttgcgg

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520



cggcgaggta
gtttttagta
gtttagtggg
atttttgttt
gttagggttt
agtgtttttt
cgaaagggag
tgggcgtttt
gggtttagat
ttaggcgaag
gtattgggta
tttttgttta
taggattggt
atgggacgeg
agaggggaga
agtgatgggt
tattatatag
aaggttataa
aggttgagtt
cgttattgta
gttataaatc
atgagaattg
gggtggggaa
agttgatgta
gttggggagyg
gtgagatatt
taaataggtc
tttgaggtta
aatataaaaa
gaggtaagag
tgtattttag
aaaaaagagg
ggcgggtgga
cgtttttatt
tatttecggag
taagattata
aaaaaaattt
tacgatttta
agttgggatt
gtggttttat
tttagttatt
gaaaatagtg
tataattttt
tgtgtagatg
aggggagtga
tgtttgtaat
tgagattagt
gttaggtatg
cgtttgaatt
tgggtaataa
tgatgagaag
ggtatttgta
tatttttttt
aaggaattat
ggtgtagtgg
aggttaggag
taaaaataaa
attcgggagyg
gagattgcgt
aaagtaaatt

ggtgggtttt
gtttttattt

gagtgaatta
tgttttatag
tggaattaga
agtttgggcg
gtagttgtag
cgggtttcga
ttgggttgga
tttcggegtt
ggaaatggta
tatttgttat
ggggagacgg
ggaggagttt
tagttgaatc
tttgaagttt
gatatagtat
ataaattagt
aggggaatcg
ttttagtttg
gtgtgtgggt
agatggattt
ttttttttta
aatagtcgtt
gtttttattt
gatttttggg
gggcgtagtg
agagttcgag
ttagtttagt
aattgtttga
tttggataat
tcgggeggeg
ttatttgagg
aaaaatataa
gttgaggtag
ttattgtatt
tttttttega
gtttattgta
ataggtattt
tatgttggtt
taaagtgttg
taaaaattta
ttttatttgt
gagtttggat
aggatagaaa
tttagtattt
ttgattaata
gtggtgtacg
¢gggaggcgg
gagtaaaatt
gaaatttaat
tatgttgtgt
ttgttttaat
atgtattagg
tttatatttg
atcgagatta
ttaaaaaaaa
ttgaggtagg
tattgtattt
ttttgggtat
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ttgttttttg
tggttttteg
gegttttttt
attttcggtt
gaaagtcgtt
ggagcggcgg
ttttagtttt
tttcgttage
aaagtttcgt
ttattatata
gggttgaggt
ttttagtttt
agtttaatag
agaggaggcg
gggtttaaga
gagtgtattg
atgtaaattt
cgggtatggt
tttgaattcg
gaaatagagc
tttaggttat
ttcegtttttt
cgggtttagt
ttattttttg
tttagataat
atagaatttg
gtttacgttt
attagtttgg
gtggtggegt
tttaggaggt
agagggagat
gtggtttata
tttggagtte
aaattagttg
gagaattttt
ttagtttgga
gatatagttt
atttttgttt
gttattacgt
aggttggttt
ggattatagg
cgataaataa
tttttaggtt
tttatttgaa
ttatatgtaa
tgggaggteg
tggtgaaatg
tttgtagttt
aggttgtagt
ttattttaaa
cggtaggttt
tttagtgtgg
ttttttaagt
atttttaggg
taattttagt
ttttggtaaa
tattagttgg
agaatggcgt
tagtttgggce
tattttatat

gagtcgtttt
cggttattge
tegttttegg
ttcgtecgagt
ttttggttat
ttgegtegtt
attttagaag
gtcgceggggt
tgattgtagg
ttttcgggtt
cgattttagg
gtaatttatt
gaatattttt
cggagagtgt
ggtgtttagt
aaagaggggg
tttttttgtg
ggtgcgegtt
ggaggcggag
gagatttcgt
ataattagag
ttggaggaga
tgtttaattt
ttgtttttgg
ttttaagtag
agagggtgtt
gtaattttag
ttaagatggt
tagtttgtaa
agaggttgta
tattttaaaa
ttatgtgatt
gagattagtt
ggtggggtgg
tgaatttgeg
taataatagt
tatttttteg
tttagatttt
ttagttaatt
tgaatttttg
cgtgagttat
aatattaaaa
attttttgtt
aatggtggga
aagaaatttt
aggtaggtgg
ttatttttat
tagttatttce
gagttaagat
aaaaaagaaa
tagtagggga
gttagggagt
tttggattag
ggtgtttgtt
attttgggag
tacggtgaaa
gcgtggtgge
gaattcggga
gatagagcga
tgattg
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tttttatatt

gggattcgge
ttttttcgac

gcggtattgg
ttgaagcgtce
gaaggttggg
cggttttcegt
agaggtattt
taagcgttcg
ttatgttagt
agtataaggg
ttagatatat
tagtagtgag
tcgaggttgg
gggtgtttgt
tgtgtaaaaa
gaaaagttag
tgtagtttta
attgtagtga
ttcggaaaaa
ttggagggga
gtgggtggtt
taggggattt
ttttggagaa
ttaggatatg
aaaaaattta
tattttggga
gaaattttat
ttttagttat
gtgagtcgag
aaaaaaaaaa
ttagtatttt
tggttaatat
taggtatttg
gggcggaggt
aaaattttgt
tttaggttgg
cgtattttag
tttgtatttt
attttaagtg
tacgtttggt
atttattgaa
ttagaaagta
gttatggaaa
gggtcgggeg
attatttgag
taaaaatata
ggaggttgag
tgtgttattg
gaaagaaatt
gatgaggaga
aggttattat
tggtatttta
aaaaatgtaa
gtcgaggegg
ttttattttt
gggcgtttgt
ggcggagttt
gattttgttt

tgttttegge
gttgtecgtta
ggtacgagga
agtttgtttc
ggatttttat
gtttttggtg
atcgttgcgg
ggagttcgta
ggaggggcgg
tgtattcgeg
agttttttat
agaaagtaag
taggggttgt
gtgagtgttt
tgaatgaatg
gggttttttt
ataggttaaa
gttattaggg
gttaagatcg
aaaaaaaaaa
gtggttaagg
gtttatttgg
ttaggatagg
ggaggaggga
ggtgagatga
gtaattaaga
ggtcggatta
ttttattaaa
ttaggaggtt
attatgttat
aaaaaaaaaa
gggaggtcga
ggtgaaattt
taattttagt
tgtagtgaat
tttaaaaaaa
ggtgtagtat
ttttttaagt
tagtaggggce
atttgttecgt
ttttttaaat
tttgtatttt
atttaaaaaa
attttggagt
tagtggttta
gttaggagat
aaaaaaatta
ataggaaaat
tattttagtt
ttttggtagt
ttttagggag
ttttttegtt
agtgtagttt
attttggtta
gtggattacg
attaaaaaaa
agttttagtt
gtagtgagtt
taaaaaaaaa

2580
2640
2700
2760
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
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6096
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<210>6

<211> 6096

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Constructo sintético: ADN genoémico tratado quimicamente (Homo sapiens)

<400> 6

74



tagttaatgt
tttgtcgttt
gggtttacgt
ttacgtttag
atcgtgtttg
taaagtgttg
agtatttttt
tttaaagttt
tttggtttat
ttgttgggat
ttttttttta
tggtttattg
tagttgggat
agatgatatt
ttgtttcggt
ttttttttat
attattttta
gagagtagtt
gatattttgt
tttacgtttg
agtttaagat
agttgggcgt
tttgagaggt
agagtaaaat
ttgttgttta
ggtttaaggg
tttatttagt
ggtttcgaat
atatggtgtg
gagatagttt
atttttgttt
aggttagcgt
ttttggttag
gattatagac
tttttttaaa
ttagagattg
agatagtaag
tggatagttg
ttttagaggg
gattgtataa
agtttegttt
gttttteggg
cgtattatta
gggagaggat
tttttttaat
agtatttttt
ttttecgegtt
atatttttgt
ggttgtaaaa
gggtcggttt
cggaagtgtg
tagttagcga
cgcggegttg
tggggtgggg
acgtagtcgt

ggggtggtgt
aggttggggt
tatttttttg
ttaatgtttt
ttaggatggt
ggattatagg

gggggttttg

gaaggggttg
attggggtat

ttgtcgatta
agatggagtt
taattttcgt
tataggcgtg
ttattatgtt
tttttaaagt
atataatttt
ggtaaagttt
tgggaggtag
ttatcgtgga
taattttagt
tagtttggtt
ggtgataggt
agaggttgta
tgtgtttcga
ggttggagtg
atttttttgt
taatttttgt
tttagatttt
agttatcgtc
ttttttgttg
tttgggttaa
tattatattg
gttggtttcg
gtgagttatt
ttttgtttta
tttgggaagt
gaatagggcg
agttegtgga
aacgagggat
tttgaaattt
tgtttttagg
tttaagcgat
tgttcggtta
ttgtatatgt
gtatttagat
gaattcggtt
ttttttgagt
taagtttcgt
ttggaggtga
tagttttgtt
tggtaaagcg
agttttttta
gcgaagtcga
ttgaggttgt
cgttttegtt
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ttaagaaatt
gtagtggcgt
ttttagtttt
ttttggtttg
ttcgattttt
tgtgagttat
atgtatgtgg
gagtaagagg
agtatgtgta
agtttttttt
ttgtttttgt
ttttegggtt
tattattatg
ggttaggttg
gttgggatta
tattttttat
aaattttatt
gtgagaaagg
tttttgtatt
attttgggtg
aatatggtga
atttgtaatt
gtgagttgag
aaaaaaagat
taatggtgtg
tttagtttte
atttttagta
aggtgattta
gttcggtttt
tttaggttgg
gtaatttttt
ggttaatttt
aatttttgat
gcgtteggtt
gaagttagta
ggagattttt
attgtttata
gagggatttt
ttattttagt
atatacggtt
ttggagtgta
ttttttggtt
atttgtttgt
tgtgttttgt
tttaaagttt
taattatttt
ttttttegeg
ttttttatta
taaatgtggg
attttttgtt
tcggggttte
atttaggttt
agttcgagaa
agttgttttt
taggttggga

tgtttttttt
aattttagtt
tcgagtagtt
tttttgtttt
tgatttegtg
tgtatttggt
ttttttggat
aaggtagacg
aatgtttttt
ttattaattg
tgtttaggtt
taagcgattt
tttggttaat
gttttaattt
taggtataag
ttttttgttt
tgtatatttt
gttgtggaag
atttttattt
gttgaagcgg
aattacgttt
ttagttattt
atcgtggtgt
tttttttttt
attttggttt
ggagtagttg
gaaacggggt
ttegtttegg
tttttttttt
agtatagtgg
tgttttagtt
tgtattttta
tttaagtgat
tatttatttt
ttttatttat
tttagttttt
ttagtttttg
ttatttttaa
ttttattttt
tgtaattttt
gtggcgegat
tagttttttt
aattttttta
gtgatgaaag
attatttatt
ttttttaggt
ttttatatag
gttttgtttg
taggaaatgg
taatatcgeg
gtttggtcgt
gggttttgeg
cgtttategt
ttttecgtatt
ggtattgtag
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tttttgaggt
tattgtaagt
gggattatag
tttagtagag
atttattcgt
taaaatttgt
tatatttagg
ggaggagtag
ttagagtttt
ttagagggtt
ggagtgtaat
ttttgtttta
tttttttgta
tttgatttta
ttattgecgtt
taaggttttt
ttaagttgtt
tgtaagttta
aaaaaggtta
gtaggttatt
ttattaaaaa
gggaggttga
tgtattttaa
tttgagatag
attgtaattt
ggattatagg
tttattatat
ttttttaaag
tttttttttt
tatgatttcg
ttttgagtgg
gtagagatgg
teggtttttt
gattattgag
tttatttatg
tttttttttt
ttttagagat
gtaggtaatt
gattattttt
tttttttttt
tttggtttat
agtagttggg
atttgtttgg
gagttttttt
tatttaataa
atttatttaa
tttttgttta
ttttttgtgt
agggtttttt
gatgtaattg
ttttttegga
agttttaggt
agcgatgcga
aaggatttta
ggattcgacg

agagtttcgt
ttegttttte
gcgttegtta
atggggtttt
tteggttttt
atttttaata
gtattattgg
tgatttgttt
tttatttttt
tttttttttt
ggtataattt
gttttecggag
tttttagtag
ggtaatttat
cggtttaggg
tatagttttt
ttttggggta
gtaaattttt
agcgtggtgg
tgaggttagg
tataaaaatt
ggtacgagaa
tttgggcgag
agttttgttg
tcgtttegta
tgtttgttat
tggttaggtt
tgttgggatt
tttttttttt
gtttattgta
ttgggattat
ggttttatta
aaagtgttgg
ttttttggta
ttttggttgt
ttagggttaa
tttttgagat
atttattttt
ttttagtttt
ttcgagacgg
tgtaattttc
attatagacg
tttttttata
tatatatttt
atatttatta
tttcgggtat
ttgttggaaa
gtttgggata
tatattttta
gtatgggatt
cgtttgtttg
gtttttgttt
aggtcgtttt
atttttageg
ttttaggtgg

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

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



ttaaagagcg
ggcggaggtc
ggacgaagga
tgatcgegga
cggttttagg
ttacgttttt
tttttgttgt
ttttegttta
gggtttecgtt
tggegttggg
cgtgagttceg
cgtttegttt
tttggattgt
tgagagaaat
ggtttcgggt
atttttaaat
agatttttag
tatttttggt
ttaggggtta
tgtaattagg
tttaatttta
ttttaagtta
agttttagtt
aatagagttt
gtagtgtttg
ttttaaatgt
tggttgtttt
ttaggttaga
atatttttat
aataaagtgt
atgtagagaa
gatatattta
taggattttg
tatatagttt
atttttatag
agaaagtgtt
atttcgtggg
cgttttgtaa
ggtttttagt
gtgttgggta
tgtttggtgg
ttgtgtatta
ttttttgatt
gtagagggta
ttatttaggg
ggtaggttta
tagtgtaaaa

<210>7
<211> 24959

<212> ADN

attttttttg
gaaggtttgt
gggcgttaat
gggttaaggt
gagtaaggag
ttttgggtta
tgttgcgegg
ggtcgttage
ggcgttgggg
gtttegttgg
cgtggtttceg
tagggagtta
tttgggggat
tagttttggg
taaggtgttt
ttttttttaa
ttttttgagt
ggttaggaag
agaaaggttt
tttttagtgt
ttttttttta
tttatttaat
ttgttattat
aggtttgaat
tttggggtat
aaagaggttg
tttgtttttg
aaaggtggat
atatatatag
aggatataat
atgtatatta
tattttaaga
aatttatatg
aatatatagt
aaagaaaatt
cgttaggtat
aatagtattt
attaatttta
gttgtagttt
aatttattaa
atatttagtt
agggtttgta
acggattggt
gcggtgaggg
tttttgtttg
ggaatcgtta
agggaatttt

<213> Secuencia Artificial

<220>
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attttagggt
ggggtaggat
ttatttttta
gaaaattgtt
tttatttgtt
cgattttegg
gttgtaattt
gttttattceg
tttegttgge
cgttggggtt
tttegegegg
gcgegtegtt
ttcggegtat
agggtttcgt
agaggaatag
aatgtagggt
ttaagtatga
tttaggtagg
tgtatagtaa
tttttttata
tttatttttt
ttttagtttt
tatttttatt
ttattcgttt
tttaggttta
ttatttaatg
tegtttttta
ttegtgtttt
agagggttcg
agagatattg
atatatagag
aatattaaga
gatatagata
atttatatat
tttttagagg
cgaaatgtta
ttatttttat
gatttataag
agtgaatgtt
gttcgtacgt
tggcgatata
ttatttegtce
ttaggaggtt
cgtataaagt
tttegtttaa
tgtttaggta
gaattttata

tttggcgggyg
aggagttttt
ttgggttggce
gggggcgtceg
tegtegtegt
atttaattgt
gacgtttagg
ttttattggg
gttggggttt
tegttggegt
ttgtgtacgt
atttgggatg
ttttaggatt
atttagtttt
ttgatttttt
tttagttttt
atagggaatt
tttttgttta
gttaattaag
tttttagttt
gttttgttgt
tggtaattta
ttggtttttt
gaaaaataat
tgtgtatttt
tttgggtttt
tttttttttg
tggattttat
cgtatgtttg
tatatattga
atatatttta
tatttatgaa
tttaggagta
aagttttttt
tttttaaggt
aggtattgta
tttttaggga
agtgtttttt
gattcgttga
ttgtttaata
taggaggtac
gggttttgtt
tattttcggt
tttagtegtt
ggcgtattag
ttgagttgga
ttggta
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taggttttag
cgtgtegtceg
ggtaacgtcg
agggtaggtg
agttgttttg
gtteggtttt
ttggggegtt
ttatagattc
cgttggegtt
tggggtttcg
gagttcgege
ttaggatttt
taggagtttt
ttgtttecggt
tatttttgecg
tttagggagt
ggggattatt
ttgtagacgg
ttttattagt
taagcgatat
tttatttttt
gttttagttt
ttgagaataa
ttaagttaaa
tgaatttttt
tttgattttt
ttatggttag
taatgttagg
gaaattttta
gaaatgtgta
taaatatatt
gggaatattt
ggtgggtttt
aagtttaaat
tttgtttgga
aagtgaaaat
aatagggaag
ttttecggegg
ggtttatttt
tttggttggg
ggtcggtgaa
ttgatagatt
tcgtttattg
tatgtttttt
tttcegtttgg
gttttgggta

tategtattc
gaagggtcga
aatttcgtag
tggggagggg
ggtcgatcgt
tgtttttttt
tagggcgtag
gttggegttg
ggggtttegt
cggttgtgta
ggtcgegttt
cgttgtgttt
ggaagttgtt
ttcggatcgg
tagggtagag
tagtgaattt
attatgttta
attttttttt
agagttgegt
aggatatagt
ttgttatata
ttggaagttt
gtggagggta
ttttgtggga
cgggtatttg
tgtttttttt
tatttggttt
agttatataa
gatattaaag
tattttttaa
tatagaaata
tagatatgta
gatttaggtg
gtcgtaagag
aggaagagga
tattttttta
tggtttaatt
ggagaggtta
aggttatagg
ttaggaagag
gaaaatggat
attttttatt
tttgtaaata
taagtttttg
ggcggcgacg
ttttattgtg

3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6096
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<223> Constructo sintético: ADN genoémico tratado quimicamente (Homo sapiens)

<400> 7

ttgagagtta ttgatttatg
atgtgttttt tgggatattt
taagggttag aaatggtaat
tatgtttttt tgggatgatt
aattatagag taaaggagaa

agtaagagta aggtagttta
gttttaattt tttattatat
attttataag gattagtttg
agtaagtttt gaatttgaaa

gtaggttggg gttggtgttg

77

aggtgttgag
attttttgtg
tgggggttaa
aagggtggtg
gggatagagyg

atagggtgtt
ggtggatgtt
ggaaaggatt
ttatttatga
agatgttgag

60
120
180
240
300



tttagtgttg
agttggtagt
tagttgggag
atgtttgtaa
tgagattagt
gggtgtggtg
ttgaatttgg
gtaatagagt
ttatttatga
tattaagtat
aatgaggtaa
tatagatagg
tatttttgta
agtttattaa
gtggttgggyg
atatataaat
aattttgttt
atgaattttt
gttttgagtt
atgagttaat
ttatttatta
tattttttta
agttaggatt
gtagagaata
ttagttgttt
atggggatga
ttgtgaagta
tattttgttt
ttttgttttt
ggaggggagg
gatagttagg
aataattata
ttttatgttt
gttaggtgga
ttttgttttt
gagagtgaag
tggtagattt
ttttagttta
gtgtttagag
tgttttgttt
gttttgaata
taatgtgggt
ttttttgtgg
gtgtttttgg
gtttagagga
gtgtttgttt
gtttattagg
gttggttttt
atgttttgtg
tagttttggg
taattttttt
gttgagaatg
tggtttggaa
agttgaggag
tttttttttt
tgttgttttt
ttatagttgt
tgttttatgg
atggtggttt
gtgtagttgt
tgggttttga
ttgatggtgt
ttggtttgga

gatttggaaa
tgtgtttatg
ataatagtag
ttttagtatt
ttggttgata
gtgggttttt
gaggtggagg
gagattttgt
agagtgtagg
gtaggtgaaa
aaaggggtta
tagtatattt
gttgggtata
tttttattta
ttgagggagg
ataattttga
tattttttgg
ggtttttagt
ttgtatttgt
ggtgttatta
ttttattaaa
ttggtgttgt
atatagttag
gtgattttga
gattttgggt
tatgggtatt
ttttgtatag
tggtttgtat
tttagtattt
gttgggtttg
gagtgtttgt
tggtatttat
atatttaatt
gtttatattt
aattttttta
tgggtatttt
tttaaatata
taaatttttt
aaaggattga
aaaggtaagg
tttttgtttt
tgaatttatg
tagttgttgg
aggtttggtg
ggaagggtgg
gttttgtttt
attttggttg
ggtgtttttg
tttggtattt
tttgggatat
gttttgtgtt
tgatgtgtaa
ataaattttg
gattttttta
tttttaggag
gttttaggtg
tgttgaattt
ttaggtgttt
ggtgtttttg
ttgtgtttat
tttgtgttgt
gtatggtttg
ggatttgtag
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attttagata
ggtttggatt
ataggtagtt
ttgggaggtt
tgatgaaatt
gtaattttag
ttgtagtgag
tataaaaaaa
aagaaaaaga
agagaaatag
ttaaaggtgt
tgttattttg
ggtattattt
tgtattgata
gaggaatagg
tttttgattt
aattttgttg
tttttttttt
tatgtgtttt
ttattttttt
aagggattta
tgaagttgta
gtagagttag
gtagagaggyg
aagttattta
ttttttatag
aggttggtat
attttgtttt
tttttatttg
gggagaaaga
tatggtaata
gttagttagt
agtttaggat
aaatttattt
gagtttggtt
tgagggattt
tgtattgata
ttatgttttt
tatttatttt
atgtgataga
attgtagttg
ttttttattt
ggaaaaggga
tgtttttgtt
gtgttgggta
tatggatttg
ggttgtattt
tttgtagtgt
attgttttat
atttggttgg
aatgaaattt
gtgattgttg
ggttttaaga
ggttggggtt
tgttttgatg
gtttatgggt
tagttgtttt
gatgttgttg
gtgtagttgt
gaggagtttt
gattatgtta
gtagatgtat
gtgagatttg

gttgtaatga
ttttattagt
attaaagatt
gaggtgagtg
ttgtttttag
ttatttagga
ttgagattgt
aaaaaaaaaa
agtttttttg
aaaagaagat
aggaagtaga
gtttttttaa
tttttgtggt
tttgttttgg
gtattgttat
attttgagta
gtggttttag
ttttattatt
ttgggatatt
ttttatatta
aaaaaataat
gaaattgaga
gattaaattt
gttaggggta
atttttttat
agttgttgtg
attttgtaat
taaaaaatat
tttattttta
gagagtgatt
taggaatatg
tatatatagt
tttgtggttt
taggtaagtt
tggtttggaa
tgatttagaa
ttgtgtgtgt
gattatttat
attgaggaag
gttaggtaaa
tgagttgtga
attttatttg
gagaattgtt
attataattg
tttgttgatt
tttgggaatg
agttattgta
ttgttgttgg
gttggtgtat
gggattgggg
tggagggagg
tttttagttt
aatgggaggg
tttttagttg
ggttgggagt
tggtgttttt
attttttgtt
tagttttttt
agttttttta
ttggtttgtt
ttgttgtgtt
tttttggttt
agggatttgg
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gatgtttgga
gatttaggtt
tgggttgggt
tttatttgaa
taaaaatata
aattgagata
gttattgtat
agatttgaga
ttttgagaaa
agaaatggtt
ttgagaaaat
gttgttggag
ttttagattt
agtttgattt
agattttttt
ggaaagttgt
attttagaaa
ttttaggttg
tatttggaat
ataattttat
tagttttttt
ttatagagga
aagtttttga
gattatttta
gttttatttt
agggttaaag
aagtttgttg
tttttttttg
atttttgttt
atagagattg
tagtttgtgt
tatttaatag
tagaaatatt
tttttttttg
gtttttagtt
ttatttagga
atgagtagat
tttatttaaa
ttgaggttag
tgtagggttt
gtttagaagg
attttgttaa
atagtttgtt
gagtgtatgg
gattttttta
gttattgttg
ttgtgatttt
gttagggttt
atttattttg
tgtttgagtg
gggttgtagg
gaggtttttg
attgtagttg
ttagtgggtt
agttgttggt
gttttgttat
gttttatttg
ttatttggta
ggttgtttgg
ggtattgttt
ttggtttttg
tttggggttg
gatgggttgg

gaaaatatgt
agagataata
gtggtgattt
gttaggagtt
aaagttagtt
tgagaattgt
tttagtttaa
ggggatgagt
gaattattga
ggagtaggat
ttaaggaagt
agagtagggg
tttttagagg
ttgatgtttt
atatatagat
aaagtttttt
gtttttaatg
agattattta
tatatatttt
tttaattttt
tgtttttttt
aatgggatgt
gtttgaggta
gttttgttat
ttttttgaaa
aatttaatat
tgattatttt
tttttttaat
ttgtttgtta
gaatttgttt
atgttagtgt
tttttgggta
ttggtttttt
tttggttagt
taggaagttt
aagattgtga
aggttggagt
gttttttgag
tgaagaatag
ttgtgtttta
tggttttgat
agttattgtt
tttttaatgt
agtaggttat
agtgtgatta
aggattttat
tgtgggttgt
tgttgttgtt
ttatggtgag
ttggattttt
gattttgtta
tgtttgtggg
aatttttttg
atttaaggta
ggggtttgtt
atgttggttg
tagttattgt
ggggatttat
gttgtgtttt
gtttgtgttt
tatggtttgg
gtggtggttt
gattggttgt

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
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080



ggtggtttat
ttagtttgtt
tgtttggtta
ttttggtagg
agtttgtatt
ttttgtattg
tgggtttgtt
ttttgggtgg
tgttttttgt
gattaagaaa
tggtgtatag
ttattaggta
tgtttagtat
attgggagtt
ttgtagaatg
tttatggagt
ggtatttttt
ttgtgggagt
aggttgtgtg
tagggttttg
tgagtgtgtt
ttttttgtat
gtattttgtt
ataggagtat
tttggtttga
gagatagtta
atatttgggg
taggtattgt
gggttttatt
ggttggggtt
tgatttggag
tggaattggg
tttggttgta
tgatttttga
attagaaata
ttgggagttt
gtttggggat
atttggaatt
gtttttttta
gtagtttaaa
gagtggggtg
tggatttatg
tttagtgtta
agtgggattt
tgagtggaga
gtagtaaagg
gaaagtgtgg
tttggagttg
tttgtggtta
ttttttgttt
ggtttttgtt
tgttttttgg
gtggttgtgt
ttttatttta
tagtgttgtg
ttgttgattg
tatatttttg
aggttgattt
ttttgtaatt
ataggaatat
ggtgtggaga
aagaggtgtt
attgaaagag

tattatggtt
atattttatt
ttaaggttgt
gattgaatta
tggggtgaag
tatagtgaga
tgttgttgtt
taggggtttg
tatttgtagg
ggtaaggaat
atttattttt
ttttttttgg
tttgtggttt
tggttttttt
agttaaatta
tggggaaatg
tttttttttt
tttttgtggt
tatttgagtt
tgtatgtttg
tgtttttgtg
ttgggggatg
ttttggtatt
ttatgtgatt
ggattaagta
gagaggagta
taggtgtttg
ttttataggg
tgttttttat
ggatttttag
tgtgtagtag
gttgtgtttt
gtgtagtttt
agaaagagat
tgagtatggt
aggtttattg
ttttgttttg
ttggtttgaa
aataattttt
gaatataatg
ggatgtggtt
tgtataattg
gtgggatttt
tagtgttagt
ttgtgttttg
ggaaggggta
gtggttgatt
ttttttttta
ttgtgggatt
ttggtttttt
gagtgtggta
ttatttgaag
tgttgaaggt
gaagtggttt
gggtagaggt
taggtaagtg
ggttttatgt
taggagtata
tattttagat
tttttagtag
gtgtttgagg
tagtgggtgt
ggggtgtgta
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ggaggtagaa
ggtgattttg
ttggtattga
tttttttttt
agaagtataa
tgtttagggt
ttaagtgaag
ggaagatatg
taatggatga
ggtttgttag
tttattggtt
tttagttaga
ggggtgggtt
ttgttgaggg
tttttttgtt
atttttattt
tttaggtagg
atttagattt
agggtttatt
aaatgttttt
aatgtgtttg
tatatatttt
tgaggatttt
tttggtatta
ttggttatga
gagagttaga
aaagaattta
tttggtttga
ttgtttttag
gagttggggt
ggaagatgag
gtgttgtttg
gttggtgggg
ttgtttgtag
ggtggttttt
attttttgag
tgtaagggta
gttgagatag
aaaattttta
agagttttaa
gtgtggattt
tgggatttta
agtgttagtg
gggtttgtgg
gatgttttag
ggagttgggt
tagggtagtt
tatttgtttt
tggtgttgtt
tgatggtatg
ttggagtttg
tgttggattt
tggggttttt
ttgtattgtt
atttggagtt
tttgggaggg
tagttgtatt
agggagtttt
atatagaaag
tgagtagggg
ttgggtgagt
ttgttgaatg
aaaagggttt

ggtgataaat
aggatgtgtt
gtttgttagt
ttttgttgtt
tagttattag
tttagtttag
ttggtgtgtt
ggtggttagg
gttgggaatg
ggtagagttt
gtgttttttg
tgttaggtag
ttagtggatt
ggagggtatt
tttttaagag
tatagtgttt
gttttggagg

aggggagttt
tgtttttggg

tttatgggtg
tgaggtgtgt
ttaatatgta
taagtatgtg
gtaaaattta
taggggaagg
ggggtttagg
gaggtgtata
gttgtttttt
gggaggttaa
tgagttatta
gtaatagggt
gaattgggag
tttggttggt
tgggtaaaag
agttttttat
aaagattaag
gaaggattag
gagattggat
gattttaggg
tattttaggt
atgtgtataa
gtgttagtgg
ggattttagt
tttagtggag
tttagatgtt
atagttggat
gtggtggtga
tggtgttttt
gttagtttag
aggaattttt
ttttgttagg
ttatagtgtt
ggtgtgaaag
gtggtgggtg
tgtagggttt
gtggttaggt
tgtggtattg
ttattttttg
taagtaggat
ttgtatggga
gtttagaggg
aatgagtgat
tttttattat
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gtaggaagtt
ttattttttg
agtgtgtggg
atgtgtggta
tgtaagattt
tgtttggata
ttgggtggag
gttttatgtg
agttttttag
ggtgagatgg
tgtgttgtta
atgtgtgggt
agtatttatt
tttgtggatt
atgggaatgg
tagtattttg
tttttggggg
gtgtgtgagt
tgtttgtgtt
ttttagtatt
ttttgtatgt
tagtattttt
tgggtttttt
gggatatggg
tgagagatga
tattgggtag
tgagtttgag
aaatgagtga
ggtggaagtg
ggagttgggg
aggaagtggg
tgtgggaaag
ttattgtata
tttgtttgga
ttatgtttgg
attttgtatt
ttgttttttt
gtgaggtttt
gtatgttgaa
ggtggtgtgt
ttgtgtggga
gattttagtg
gttagtggga
tgagtggagt
aagttatagt
ttggaggttg
ggtaggtggg
agtagttttt
tggggagtga
gttttgtttt
gttttggaat
ttttagtttg
ggaggtagtt
tttttgggtt
agatttgggt
gaagttttgg
ggtaggaaat
tttatatttg
tggtggggag
tgtgggagga
gagatagttg
gggttttgaa
ataggatata

gatttttttt
ggttagatgt
tggtagtaat
tttatggggt
aaaatttttt
tagtgatttt
tagatagaga
tttttattgt
attagtttgt
tgtaggtttt
ggttgggtgt
ttggtgagtt
gggttgtagt
tggagttgat
aagtgttgtt
gtgtttggtg
aatttttttt
attgtgtgtt
tatgtgagtt
ttttggagtg
tggtgtgtat
gttgtgtttt
ttgtgtatat
atttattttt
taaaaataga
tagttttttt
gtgttttagg
atttaagttt
gtggtagtag
gttgggtgga
tggggggagy
atattaggaa
gagttttttt
ttttttggtt
gtttaagaga
ttagaaagag
gagtatttta
tttagagttg
attttttaaa
tggttttttg
tggggttatg
ttagtgggat
ttttagtgtt
gttggtgatt
ttgtgtagta
tgatttaggg
ttttttgttt
attttggttt
attagtgttt
atagattttt
tagagaaagt
ggtgggagtg
gtagttttag
ttgattttgt
tggaaaagtt
tgttttatta
ggtagggttg
ttatttttag
atggagttta
gtttagagga
aattgggttt
gtttgagtgt
gtatatgtaa

4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
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
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860



attttttttt
tggtggtgtg
tttgggaggt
gagtgagatt
ttatataatt
ttttttggag
tagttgttta
tttgttgttt
taatttttaa
tttgagaggg
gtttgtaatt
ttggttaaga
gtgttagttt
aggtagaggt
agattatttt
tatattatgt
gtttgagatt
gttgggtggg
tttttgaatt
tggataataa
gttttatttt
gttttttaga
atgtttagtt
gttttgaatt
taggtgtgag
ataaaatatt
ggttattttt
tgaaaatggt
gtaaaagaaa
gttgaggtag
aatgttattt
gttttagtta
tagtgagtta
taaaaaaaaa
gttttagtag
gtgggttagg
aagttttgga
agggggtgtt
tagtattttg
taaatatggt
ttgggtgtgg
gtgtgaattt
gggtgataga
atattgattg
ttttgaggta
tttagtaaat
gttattttta
ttattgattt
atataaatat
tgttttaaat
tagtttgttt
tatttattgg
tgttgttatg
gtaaattttt
aattgttaag
agggttttat
gagatggagt
gtaatttttg
ttataggtgt
ttatgttagt
ttaaaatgtt
ttttgagatg
attgtaattt

tgtggaaaag
tgtttgtagt
ggagattgta
ttgttttgga
agagttggag
gagagtgggt
attttagggg
ttggttttgg
gtagttagga
tgttaaaaaa
ttagtatttt
tggtgaaatt
gtaattttag
tgtagtgagt
aaaaaaaaaa
gattttagta
agtttggtta
gtggtaggta
tgtggggtgg
tagtaaaatt
tttgtttagg
tttttgtatt
aatttttgta
tttgatttta
ttattatgtt
aaaaatttat
tgttttagaa
gggagttatg
ttttgggttg
gtggattatt
ttattaaaaa
ttttggaggt
agattgtgtt
gaaagaaaga
gggagatgag
gagtaggtta
ttagtggtat
tgttaaaaat
ggaggttgag
gaaattttat
tggtgggtgt
gggaggtgga
gtgagatttt
tatgagaatt
aaatttatat
gtagagttgt
gaagttttta
gttttttgtt
gtagattttt
attatgttaa
ttttttattg
ttagttgatg
aatatttata
aggagtgtaa
ttatttttta
ttttttatat
tttatttttg
ttttttgggt
gtgatattat
taggttggtt
gggtttatag
gattgttttt
ttgttttttg
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ttagataggt
tttagttatt
gtgagttaag
aaaaaaaaaa
gggagtggtt
ggttgtttat
atttttagga
agaaggagga
tatgggtgag
tttagtaatt
gggaggttgg
ttatttttat
ttatttagga
tgagattatg
aaaaaaaaaa
ttttgggagg
atatggtgaa
tttgtaattt
aggttgtagt
ttgttttaaa
ttggggtgta
ttagtttttt
tttttagtag
agtgatttgt
tggttttttt
tgaatttgta
agtaatttaa
gaaaattttg
ggtgtagtgg
tgaggttagg
tataaaaaaa
tgagatagga
attgtatttt
aattttttgg
gagattttag
ttattttttt
tttaagtgta
gtaaattttg
gtgggtggat
ttttattaaa
ttgtagtttt
gtttgtagtg
gttttaaaaa
tttggaagta
atttaaaatt
gtaattatta
tttgtagtta
tataaatttg
gtattaagtg
gtaaaagaaa
ttttatagta
ggtatttggg
tatatgtttt
ttgttggatt
aagtggttgt
tttatattta
ttgtttaggt
ttaagtgatt
gtttggttaa
ttgaattttt
gtatgagtta
ttgttattta
ggtttaagta

taaaaaggtt
agggaggttg
attgtgttat
aaaagttata
aaggatgaga
ttgggggtgg
taggagttga
gggagttggg
atgagtgaga
aagataaata
attatttgag
taaaaatata
ggttgaggta
ttattgtatt
aaaaaaaaaa
ttgaggtggg
attttgtttt
tagttatttt
gaattaagat
aaaaaaaaaa
gtattatgat
aagtagttgg
gggtgtggtt
ttgttttagt
aaatgaaaat
tttttataat
aaaatgtgta
gagtagggga
tttatgtttg
agattgagat
attagttagg
aaattgtttg
agtttgggta
tagttgatga
ggagggtatt
tgtttatttt
gtttaaggaa
gttaggtgta
tatgaggtta
aaaataaaaa
agttatttgg
agttgagatt
aaaaaaagta
tggttttgga
tatatattgt
ttataaaaaa
ttttttattt
tatattttgg
ttttttgttt
tagtaataaa
tgttattgta
ttgtttttat
attatagaaa
atatggttgg
attattttgt
gaattgtttt
tggagtgtaa
tttttgtttt
ttttgttttt
gattttaggt
ttatgtttgg
ggttggagtg
atttttttgt
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ataaataaat
agttagggga
tgtattttag
aattgtgtgt
attgagatgg
ggaatttttt
tgtaaatagt
gagggttttt
tattgatttt
ggttgggtgt
gttaagagtt
aaaattagtt
agagaattgt
ttagtttgga
gaggttgggt
tggattattt
tattaaaaat
ggaggttgag
tatattattg
attttttttt
tttagtttat
gattataggt
ttattatgtt
tatttaaagt
agtgtaaaaa
ttttttttat
gatggagttt
gtgaaggata
taattttagt
tagtttgatt
tatggtggtg
aatttgggag
ataagagtaa
gaaggaaatt
tgtatatgtt
ttttttgttt
ttatatgtat
gtggtttata
ggagattgag
taaattaaaa
gaggttgagg
gtgttattgt
aattttttgg
atttgtattt
aagaatataa
atttattttg
ttattttaag
atatgtttta
agtataatat
aagaaataaa
tgggtgtaat
tttttagttg
tatattttta
tttaggttta
atttttatta
tttttttttt
tgaggtgatt
agttttttga
ttagtagaga
gatttatttg
ttttttttat
tagtggtata
tttagttttt

tagttgggta
attgtttgaa
tttggaaata
gggttttagg
attttttgtt
tttatgggtt
tgttttattt
attttttaga
tgggatagaa
agtggtttat
tgagattagt
tagtgtggtg
ttgatttagg
taatagaggg
ggtggtggtt
gaggtttgga
ataaaaatta
gtaggagaat
tattttagtt
ttgagatata
tgtaattttt
atttgttatt
ggttaggttg
gttgggatta
tttatgataa
ttgtttttta
ggattttatt
gaaattatat
attttgggag
aatatggtga
tatgtttgta
gtggaggttg
aattttattt
taattggtag
gtgttttagt
taattttttt
taggattttt
tttgtaattt
attattttgg
aaaatattag
taggagaatg
attttagttt
gtattatttt
tttaatgatt
tttgatgatt
aggtattttt
ttttaggtta
taaatagaat
ttttgaggtt
ttattattag
atattttgtt
ttttaaataa
gtgtttttga
atttttaaga
gtaatgtgtg
tttttttttt
ttggtttatt
gtagttggga
tggggttttt
ttttggtttt
ttatttattg
attttggttt
ttagtagtta

7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640



ggattatagg
tttattatgt
agttttttaa
attataatta
aatgttaaga
tttatttata
agttttttat
ttttttttag
tgtattttta
ttaggttggt
tagggttata
gataggtttt
gtatattgta
attgggatta
tgtaaaagtt
tttttttttt
ttagtttatt
gtagttggga
atagttttat
tttagttttt
tttttatggg
gaagattttt
gatggggttt
tgttttgttt
ttttttttta
tgtttaggtt
ggttgaataa
gtgtgtgtgt
gttttaggag
tttgttttgt
tttgtttttt
aaaaaaaggg
gtaatgttat
taggagaaag
tatttttatt
tatttttttt
tagtttattg
tgggattatg
atgaggtttt
gttttagttt
gttttaggtt
atttttggtg
tttattaatt
tttaggttgg
attttagttt
gtattttttg
ttaatttttt
ggttttattt
atagtatagt
ttatggttat
ttatggaaat
ttggggggta
gtaggatttt
tattatattt
ttttgaatta
gttttaaaaa
ttggtgggat
ttatgttatt
gttattatag
tgtttaagta
ttattaataa
ggttaaataa
ttttatatgt

tatgtattat
tggataggtt
attgttggga
ttaagtggta
atttttttat
tatttggatt
ataatatatt
tttgtggttt
aaaattattt
tttaaatttt
ggagtgagta
attaagttgt
tttttgaatt
tatttttatg
ttagattttg
ttgagattag
gtaatttttg
ttataggtga
tatgttggtt
taaagtgttg
ttttgttttt
tttttaagtt
ttttatgttg
tttaaagtgg
gaaaaaattt
tagaagttag
ttgggagttt
gtgaatggtt
ttattatagg
tttgtgtgtt
taattatgga
ataggtgggg
ttttgttttt
tatttgtaaa
gttgtattta
gagatggagt
tagttttaaa
ggtatatgtt
attatgttgt
tttaaagtgt
ttaatagtag
aggggtgatg
ttttgttttt
tatggttagt
ttagagtagt
tagagataag
tattttggtt
gtagttttat
ttagtttggg
ttgtgttaag
agattaggaa
ggggagagaa
tgagaattga
taggaggtat
ttgttaatgt
ttagtaaaat
tttgtataag
tgttgagttt
ttatgagtgg
taaaatgttt
tttttaaaat
aatatattaa
ttttttttat
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tatatttagt
ggttggtttt
ttataggtat
ttttagtata
gtatttattt
attttttatt
ttgaatatag
attgtttttt
tttttttttt
tggtttttag
attgtttttt
ttaagttgga
tttgaattta
ttattatatt
atgaagttta
ttttattttg
ttttttgggt
gtgttattat
aagttgtttt
ggattttagg
ggtgttgtat
ttttgttgtt
tttaggttgg
taggattata
gtaattttaa
attatattta
ttgtgtttgt
tttgtatatg
gaattttgtt
agtttaattt
ttttattttt
gaagtagtaa
atatttagta
tatttatatt
ttataagggt
tttgttttgt
ttgggtttag
attatgtttg
ttaggttggt
tgggattata
ttggatggag
ggagggaaga
gtttttgttt
ttattgtaat
tgggattgta
gttttattgt
ttttaaagtg
ttgtttgaag
tttttagagt
attttgtttt
ggtttagtgt
gttttgtata
aggagtattg
tttatatttg
ttaaaatttt
aaaataaaaa
gtgttttttt
tttttttttt
tttttgagta
attggatttt
attgattata
atagtaatat
tgtttaaaat

taatttttgt
gaatttttga
gagttattgt
gttttaattt
aattatttat
taggttgtta
ttttttatta
tttttatttt
ttttatagaa
tgattttttt
tttttttttt
gtttggtggt
agtgattttt
atgttatttt
gtttattatt
ttgtttaggt
ttaagtgatt
gttgggttaa
taaatttttg
agttagttat
ttaggaattt
gttgttgttg
ttttaaattt
ggtgtaagtt
taaggttttt
ttatttgtgg
aggagtgtgt
tgattagtag
ttgtgtgtgt
ttatttttat
tttgttattt
ggttagttat
gtatttatgt
taggttatta
atatagtttt
tgtttaggtt
ttattttgtg
gttaatttaa
tttaaatttt
ggtgtgagtt
aaggttgttt
tagttatttt
ttgtttttga
ttttgttttt
ggtatgtgta
attgtttagg
ttgggattat
ttaagtttga
ttttgtatta
ttatatattt
ggtaaggtta
ggggttggtg
tggggtttaa
ttttatttgg
agagatttta
tataaataaa
agtttgttaa
gaagtttgga
tttaaaatgt
gaaggttaat
tgttgaaatg
attatttatt
gtgggttagg
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atttttagtt
ttttatgatt
gtttggtttt
gtattttttt
tttttatttt
ttttattgtt
gatatatgat
taaaatttta
atagggtttt
gttttggttt
taattaaaaa
tatttatagg
ttgtttgagt
tttaataata
attttttttt
tggagtgtag
tttttgtttt
tttttgtatt
attttaggtg
tatatttggt
tttgtttaat
ttatttgtat
ttgattttaa
aggatgtttg
tggagagttt
atagagtgtt
gtgtgtgtgt
gatattatta
gggagataaa
tattgttttt
ttaagggaag
ttatatatat
ttgtataaat
tattttttta
tgtatatagt
ggagtgtagt
gttttagttt
aaaaattttt
tgggtttaag
attatgttta
attttttttt
gttttttttt
gatagggttt
tgggtttaag
attatgttgg
ttggttttga
aggtgtgagt
ggtataattt
ttagtttatt
atgtttggta
gggatggggg
tttaaattta
agagtttata
tttgtgttgg
tagaaaaatt
ttaggagttt
ttttttttat
gttttgttgt
gattagtttg
tttaaataat
attttatttt
attatattga
tttggtggtt

gagatggggt
tatttatttt
tgtttttttt
aatgattaat
tagtgaaatg
gagttataat
ttgaaaatat
attttttttt
gttatgttgt
ttttaagtgt
attttttaga
taagattata
tttttgagta
ttttttgagg
tttttttttt
tggtgttatt
agttttttaa
tttagtagag
atttgtttgt
ttattatttt
ttgaggttat
ttttagtaga
atgatttatt
gttttttatg
gttgtatatt
ttgtttgata
gtgtgtgtgt
gattatttta
ttttagtgtt
ttgtgattga
aagttttgag
aaatatatga
ttggtattaa
tattttagtt
tatttttttt
ggtgtaatta
tttgagtagt
ttttgtagag
tgattttttt
gttagtttgg
tttaattttt
ttatttttaa
tattgtgtta
taattttttt
gttaattttt
atttttgggt
tattgtgttt
ttttatatat
ttatatttat
gggaagatat
tgagagggag
gtagagtgga
ttttgggagt
gtttttaaat
tagaatttta
tgtgttttgt
agtttattta
ttattaagtg
aattgagatg
gtaaaatatt
taatatattg
ttaaaattaa
tattttttta

11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420



attttagtat
attagtttgg
atggtggtat
gtttgggagg
tagagtaaga
atgtggttta
ggatttagta
aatatgatgg
gttttttatt
taggtgaaat
tgggatttga
tgtagaatga
aggtttgtgg
gttatatata
aaaaaagaaa
atggatggga
ttgttgggtg
tatggattag
tgaaagtgtt
tgtagttttg
ttttattttt
tttttgtggg
gtttagtagt
gttttgttta
agaagtaagt
attgtaggaa
taatttttgg
tgggtggatt
tttattaaaa
taggaggttg
atggtattat
aaaaaaagaa
ttagtagata
tagtatttgt
aataattttt
gggtgaggtyg
gatttgggga
gttttgtttt
taaaatatta
gagggggata
ttagttgagg
taaagtaagg
tgtttttttt
tttggttaaa
gtttggttgg
gtagtggtga
taggtaggaa
ttttaaggta
aggggaggtt
ggttgttata
agagaaggga
gagggttatt
gtggtagtat
tttagatttg
tttagggtta
gtgtttatag
ttttttagtg
gtgtgtgtgt
gtttatatat
ttatttttag
ggattttgat
tgtatgtttg
gtgtgagaga

tttgggaggt
gtaatatggt
gtatttgtag
tggtggttgt
ttttgtttta
tattatattt
agaggggtag
ttaaagttgt
tgttgtttta
tatagttggt
tttttaggga
tgtatttaga
agaaatttat
aggtatataa
gttgtaggat
tgtgttgggg
gaggtgggga
gttagttttt
tagttaatat
ggtttgttat
ttggatatta
ttgttttaag
tgttagtttt
ttaaggttgt
gttttgatat
gaattttttt
ttgggtatgg
atgaggttag
atatagaaat
aggtagaaga
tgtattttag
agaaagaaag
attagggagt
agagtgattt
ttgtttttag
gggtgggagg
ttttttgtga
tagtttatat
agattttgtt
tagatttaag
gaatttgggt
atattagatt
ttttttatag
gatagtttgg
tttttattgt
tttttgtttt
ggttagttta
ttagagagga
ttggggattt
tgtttgtggg
tggagaattt
tttatttttt
aggttttgtg
tgtttttttt
tgagtttgga
tagtggatgg
ggatgtgtgg
gtgtgtgtgt
ttgtgttatt
tgttttggag
ttggtgtgat
tttttattgg
gttattaggt
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taaggtaggt
gaaattttat
ttttagtaat
agtgagttgt
aaaaaaaaaa
tttttggtta
gtagagttag
gaattttgga
ttttaatttt
atttattgat
attgattggg
tggaaagatt
atgggaaggg
agaaatgaaa
ttagtgatgg
gagagggttg
ggtttattta
tttatttttg
tgttaagtgg
tggttttttg
gtttttttat
gattgagtgg
agattttata
tattttttta
tttttttttt
ttttttatag
tggtttatgt
gagtttgaga
tagttaggtg
attgtttgaa
tttggtgata
aaaattaatt
gtttggggag
ggtaggaaga
gatgtggagt
gtagagagga
ttgtttagtt
ttatattttt
ggagttgttt
agttagataa
gagttatttt
tttttttgag
tgtttatttt
tgggtggtat
ttagtttaat
ttgagtgttt
taattttttg
ggttagtttt
tggattgtgt
tttggggtag
atttatattg
tttttaggaa
tgttttgggg
tttttgtgta
tgagtttgag
ttaggagtat
tttagggtgt
gtgtgtgatt
gtgtgggagt
gatttttgtg
tttgtgtttt
ttttatgtgt

ggttgtgtgt

aggtggatag
ttttatgaaa
ttgggaggtt
gattgtatta
tggtggatat
gtttgggttt
aatataaggg
gttagtgttt
tttgaatttt
aggtgatatt
ttttgatgag
tttttggatt
aatttgtgtt
gttgtaggat
atgggatgtg
tagagggtat
gagagggaga
tattttttag
ttggaaggtt
tttattagtt
ttgtaaaatg
gtttatatat
tttgagtttt
aaggaagaaa
tttgaggtta
ttaagaatgt
ttgtaatttt
ttagtttggt
tggtggtggg
tttgggaggt
gagtgagatt
ttttagattt
ggggtatagg

gagggttagg
ttatagtttt

aaaatgtggg
ttggtttgat
atatttaggt
gagtttaaga
tttggagttt
tattttattg
tggggttgtg
ttttaaagtt
tataaatttt
gtttaagtat
taatgttttt
tttgattgga
atttaggttt
atgttgtggg
ggaggtgggt
gttaggatga
atgaatttta
tgtggagtat
tgtttttgtg
gatggtgtgg
gtgtttttat
gttttgtttt
gtttgtgtat
ggtatgtgtg
agtttttgag
tgtgtttttg
ttttattttt
gtatttgtgt

82

tttgagttta
tatataaaaa
gaggtgggag
ttgtatttta
taggaaatgt
agagtttaat
agggtgaagg
agagttgaag
tagtatttgg
attttgttta
ttttaggttg
ggggtagggt
tgtgtgtatg
gggtaggggt
gtgatggatg
tatagaggtt
gattagatgt
ttttggtatt
aatagtattg
gtgtgatttt
ggaatagtga
gggagtatat
atttttgatg
aggttaaagg
agtaggagga
ttaagtgaat
agtattttgg
taatatggtg
tatttgtagt
agaggttgtg
ttattttaaa
tttttttggt
gtttattttt
gttgaaggta
taggtttttt
aattatgaat
tttgttgtag
ttttttttga
taggattagt
agtttttgag
tggtttagtt
tgtggtagtt
agtagttttt
ggtgaggttt
aaggtgatgg
tttttggggg
tttttggttt
tttgttttag
ggttggttta
agagaaagaa
gattgggttt
ggatttgagg
ggtagtttat
tttgggaagg
atatgtgtgt
gagtgtgagt
gtgtgtgtgt
ttggagttag
tagttatagg
tgtttgtata
ggtgtttgag
ttatgtgtgt
ttttttatgt

ggagtttaag
ttatttaggt
gattgtttga
gtttgggtaa
aaatgtatat
ggataaatgg
aggttattgt
gtttattttt
tatttattga
gttttggagt
agtttttggt
gattagagta
tagaggagtg
gggagaaata
gggtgtggtg
tttggttggg
tttgttaggt
atttttggta
tttttgagat
aggtatatta
taagtgtagt
agtagtgagt
tatatatgag
gttttgttaa
tggaggttag
tttagaaaat
gaggttgagg
aaattttatt
tttagttatt
gtgagttgag
aaaaaaaaaa
ttttagataa
tggttttttt
ttaatagggt
attgatgtag
gggaagaggyg

ggttttaggg
tggtatttgt

ttggtttagt
tttatattta
ttttttttta
attggtttag
tagttttttt
tttgttttgt
tgggggaggt
gtgttttttg
ttttaggttt
tttttttggg
ggtttttggt
gtttgggtat
ggggaagaga
tttattttgt
ggtttatttt
gtatttttgt
gtgtgtgtat
attttgtgtt
gtgtgtgtgt
ttatatggat
ggttattttt
tgtgtttttg
tttgtgtttt
gtgtgtgtgt
gttttttttt

15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15900
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900
18960
19020
19080
19140
19200



ttgtatgtta
ttttttggtg
attagagtga
tgtaaaatta
ttaattttaa
tttttatgtg
ggttaagttt
tttgttagtt
tgagtgaggt
gattgttttt
agtatttgtg
ttttgtatat
gtgggtgtgg
gtggtaaagg
tatggtgggt
ggtaatggaa
ggtaggatgg
tgtagaggta
ggtttgagat
tttgtgttga
tgttaagtga
tatgtatggg
tgtattattg
tagtagtgag
gtatgtgtgt
ggtattatat
tgttatttgg
tagatatata
atatttgggt
atgggtttta
ttgaggtttt
tattaagtta
tgttgttatt
gtttttaatt
ttgtattgat
attttattaa
agattggagt
aatttttttg
ttaatttttg
atttttggtt
gaattattat
gtaattttag
attagtttgg
tggtgtattt
gggaggttaa
gtgagatttt
tgttttagtt
tagaaatttt
tgtagtggtg
gttttagttt
gtatttttag
tgatttattt
gttaataaga
gattttgtgt
ttatattgta
tttatttatg
tattattatt
attatagtag
agaaagagag
tgaggtgatt
ttttatttgt
atttgggagg
gggtgataga

ttgtgtgttt
tgttaaggtt
attgaggggt
tggagattag
attttaatag
ttttttttgt
aaaaatgggg
ggttgttgta
ttgaaggtgg
aatgtaggag
tgtgtatttt
gtgtgtatgt
gtgtgggtgt
gatgaagggg
ttagttttta
tgggggttgg
ggtaggatat
tattttgtag
tttggttatg
tagtatgttg
gtgagggtat
tataatggat
tgtatatgag
tatatatgta
gttattgtgt
atgggtatat
gtatatttgg
tgaatatttt
ttttgtatta
tatttatata
tttttttagt
tatttgattg
tttatttagg
tttttgtatg
ttttaaatta
gatttagttt
gtagtggtgt
ttttagtttt
gtattttaag
ttaggtgatt
ttttggtttt
tatttttgag
gtaatatggt
ttgtagtttt
ggttgtagta
attttaaaaa
tatttgggtt
tatttattta
taattttagt
tttgagtagt
taaaggtttt
gttttgggtt
gatatttatt
taggtgaggg
gaagggagaa
atggttttat
tagtggggta
ttttattgta
agagattgag
agattgtttg
attaaaaaaa
ttgaggttga
gtaagatttt
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ttatatatag
tttaggatgt
ttttggagtt
ttgtgttttt
gggttggtgg
ttttatagtt
gttggtgttt
aggttgttaa
gtatgggagt
ggtgtgttta
ttgttatgta
atgtgtaatg
gtgggtgtgt
gtgatagttt
tttttgagtt
agttgggttg
ttttgattag
tagtgatagt
tttgtgagat
atttggggga
tttgtatagg
attattgtgt
tagtgggtat
tgtgtgtgtt
atatgagtag
ttaggttttt
gtgttatata
ttataagttt
ggaatagtga
tatttttagg
tttgtttatt
ttttgtaaat
tttttatttt
tgtatttgtt
ggtttgtgag
tgtttttgtt
aattttagtt
ttgagtagtt
tagagatggg
tatttgtttt
aagatttagt
aggttgaggt
gaaatttggt
agttatttgg
agttatgatt
aaaaaaaagg
gttataataa
tttattgaga
gtattgtaat
tgggattata
attatgttgg
ttttaagtgt
ttttatagtg
tttgtttttt
ggggttattt
ttttatgatt
gaattttaat
agaaaagata
tgtagtggtt
agtttaggag
aattagttag
gattgtagtg
gttttggaaa

gtttgtgtat
tttattttgg
gggtgttggt
gttgaaagag
aggtaataag
gtatgtttgt
gtgggaatgg
tgtgatgttg
ggatgtgagg
gtggtgtgtg
taaggtgtgt
gagatttatt
gtgttggtgg
ttttttttgg
tagagtttaa
ggaaggaata
ggggttagag
tttttttttt
ggagttttta
gttgtatagt
tatatgtggg
atatgagtag
atatatatat
attgtgtatg
tgagtatata
tgtttaggtt
tgggtatatt
ttggagtata
tgttatatat
atattattag
aattttttgt
tttattgtgt
atttttggat
ttattgtata
ggtattttag
ttttgagatg
tattgtaatt
gggattatag
gttttattat
ggatttttaa
tttttaggtt
tggtggattg
ttttagtaaa
gaggttgagg
gtattgttgt
tgaaagattt
aatattataa
tagaattttg
ttttagtttt
ggtgtttgtt
ttaggttggt
ttggattata
ttggaggttg
ggtttataga
tttggttttt
taattatttt
atatgaattt
gagagaggag
tatgtttgta
tttaaggtta
gagtgatggt
agttgggatt
aaaaagaaaa
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tttttggtag
ttgtttttgt
ttttttgttt
attttagagt
gttttttggt
ttgtttttgt
ttagagaaga
ttgattttgt
gtaagtgagt
tgtatttgtg
ttgtgatttt
tgtagtgtgt
ggagtggtta
aggttggtgt
ttttaatggt
ttagaggggg
gtttaaagtt
ttaggagagg
gttaaggtag
tgtaagagta
tgttatgtat
tgggtatata
gtgtgtatta
tgagtagtgg
tatgtatttg
tttttgggta
tgggtattat
tatagatatt
tggtttatat
ttttattttt
tttagtgatg
tttttttatt
ttttatttta
agaattttta
ggtttgttta
gagttttgtt
tttatttttt
gtgtttgtta
gttggttagg
agttttggaa
aggtaaggtg
tttgagttta
aatataatag
tgggaggata
attttagttt
agttttttta
attgggtagt
ttttgttgtt
tgggtttaag
attatatttg
tttaaatttt
ggtgtgagtt
ggaagtttaa
tagtattttg
tttataataa
ttaaagtttt
tggggaatat
ggggatagag
attttagtat
gtttgggtaa
gtgtatttgt
atattattgt
gagagagata

gtgtgtgtgg
tgttgagagg
ttgttttggt
atttttagga
agttatttag
gtatgttaag
ttgggtttaa
tagtggaagg
tgtttggtgt
taagtgttgt
tgtgtgtagt
ggatgtgtat
gtgtttggat
ttttggaata
tttaaggtgg
tatttatata
gtgttttagg
ttgtgtattt
ttgttgagta
tgttgttggt
agatagatat
tgtgtatttg
ttgtgtatat
gtatatatat
tggtttatgt
tatgtgtgta
gtttattatt
atatgtgaat
aggtttatgt
tattgtaggt
tttattaggt
attgtttata
gagtgttttt
atggtttttg
ataaattagt
tttgtttttt
gggtttaagt
ttaggtttag
ttggttttga
ttataggtgt
gtttatattt
ggaattggag
ttaggtgtgg
atttgagttt
gtgtgatata
aaagagtttt
ttataaataa
taggttggag
taattttttt
gttaattttt
tgattttata
attatgttta
ggttaaggta
ttgtgtgttt
gggtattaat
tattttttaa
aagtatttat
aaagagagaa
tttgggaagt
tttggtgaaa
agttttagtt
attttagttt
aatttgagaa

19260
19320
19380
19440
19500
19560
19620
19680
19740
19800
19860
19920
19980
20040
20100
20160
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20940
21000
21060
21120
21180
21240
21300
21360
21420
21480
21540
21600
21660
21720
21780
21840
21900
21960
22020
22080
22140
22200
22260
22320
22380
22440
22500
22560
22620
22680
22740
22800
22860
22920
22980



ttattagttg
aattttattt
tatttagttt
aggttttttt
gagagatttt
tttgtttatt
ttggttggtt
atataggatg
ttagtttggt
gatggggata
tggtatagta
gattgttttt
agagggaatt
gaatatgggt
tagttgtgtg
aaaaatagta
tttgtaaaat
ttttgatttt
ggattgttta
ttgtttgata
ttttattgtt
aagtagtgtg
gaaataattg
agtttttggg
aatatttatt
tttgtggtgg
tgatttttga
ggggtagagt
tttttgtgtt
gttggtgttt
tagtggattt
gaataaagaa
tttgttgttg

<210> 8
<211> 24959

<212> ADN

gtaggttaaa
atttttgtta
ttttatttaa
taagtgttta
tgaggttgtt
tattagttta
tttatggtga
tataaaggaa
tattttgata
ataatagtat
tttagttttt
tgatagtttt
taggaaagtt
tagatattta
atattgggtt
tggttattat
gtttagtatg
tttttttgta
ttgttgggta
tattttagtt
ttttagaatt
ggtagtgggt
ttttttttat
ggtgggtttg
tagagatttt
tgtgttggta
tggttgagaa
tttttttatt
ttttattggt
tttattttag
tttgtatttt
gataaagtat
tttgttttat

<213> Secuencia Artificial

<220>
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gtttaaattt
attttgtttt
tatagttttt
aggtagaaga
tatattgtgg
tttattaagt
tataaagatg
tgaataatga
ggttatttaa
agatttgtta
aattatattt
aaagataaag
ttttatataa
aaaaagaaat
agttaaatga
ttgtagattg
tagtaggttt
ttaggtagat
atagttgttt
ttattattta
atttgttgga
atggtgaaat
tttattttta
gaaggattga
agagttgggg
agttaagggt
gggtttggat
agtgtggttg
ggtaggagga
aattttttat
ttttattttt
aaattgtaga
ttatttatgt

ttttgagggt
tatatttttg
taaattgata
ggaagtatag
ttggagaaat
attttgtggg
aatgatgagt
atggttgtaa
tttgtttgaa
tgaagattaa
attgttagtt
ttttgtgaag
ggtagtaagt
attatagggt
tttttttgaa
ttgggagggt
ttttttgggt
ttgtaaggag
agtatttatt
tggttttggt
gttatttaag
taaggttttg
aggggttttt
aaggtgggat
atttggtttg
ttaggtattt
agaaaattga
ggtggttgtg
aaattgataa
ttttagaaaa
agagagaagt
atttgaattt
atgttgtaat

tttatagttt
ggtttgtttt
attttatttt
atttttggga
ttagttagga
ttttagttat
gatttttttg
attagagtta
attagttttt
gatgatgtag
attatttttg
tattgagtgt
agttgagttg
gattgatatg
ttttagtttt
tagtaattgt
ttagattttt
tttgtagatt
ttggagtttg
gggtttgtta
gggttggata
gagaaggatg
aggttttgaa
tagagttagg
gagtaaggga
gttttatgtg
tatgaaaaga
ggtgttttta
attagaggtg
ggggtgttgg
gggtaggagg
aggttgttgt
taaatttgaa

<223> Constructo sintético: ADN genoémico tratado quimicamente (Homo sapiens)

<400> 8
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ggtttatata
tggtttagaa
tttgtttttg
ttgttaaatg
tggggtttat
gtgtaagata
tttgagttat
ggtttaaatt
ttgtttgtat
atagtgtggt
gtagattttg
ttggggtggg
tattttgaat
tgttgtttat
tttttttgta
gtagttaatg
gttttttaat
tgatggttta
gagtatagag
tttgtgttgt
agatgttttt
ttaagtattg
atagggattt
ttagaaagag
gggtggtttt
tgtaattttt
tttggtttat
gaggttaaag
ttattgagga
aaggaggttt
ggtttttaag
ttattatagt
attttaaaa

23040
23100
23160
23220
23280
23340
23400
23460
23520
23580
23640
23700
23760
23820
23880
23940
24000
24060
24120
24180
24240
24300
24360
24420
24480
24540
24600
24660
24720
24780
24840
24900
24959



ttttaaaatt
ttatgatgag
ttgaggattt
ggtttttttt
ttttagtagt
tttggttttt
tgagttagat
aaaattgtat
aggttatttt
tttttttggt
agtttttatt
gatgtttggt
gaaatatttt
tagtatagat
tttgtatttt
gagttattaa
ttggaggata
attagttata
atagaaaagg

ttaaatttaa
tagtagtttg
tttttgttta
tagtattttt
atttttgatt
agaagtattt
ttttttatgt
atatgagata
tttttatttt
ttgattttaa
ttagggtttg
attttttttt
gtttagtttt
ggtaggttta
gggttttagg
gtttgtaaat
aaagtttgag
taattgttga
aaattaaggt
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ttataatata
gatttaagtt
tttttttttg
tttttggggg
tattaatttt
atggttattt
taattttttg
aatatttggg
aagttagatt
ttttattttt
ggagtttttt
gaagttttgg
ttgagtgatt
ttgaagttat
atgagtgttg
tttttgtaga
tttagagaag
tttttttaat
ttagagaagt

tataaataaa
ttgtgatttg
agagtaggaa
taggagattt
ttttttgtta
agttatgtta
tttaaatttt
tttttaattt
tttaattttg
tagttttttt
agggatgggg
ttttattatg
ttagtaaata
gggtgatgag
ggtggttgtt
tttgtttggt
gatttgttat
agtttgtaaa
tatttgatta
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taggatagat
tgttttattt
gggtataaag
tggaatgagg
ttagtgaaaa
atggaaaggg
ttttaattat
attaatatat
ggatttttgg
aggtttattt
tgggagaagt
tttattgttt
gttttggaag
gttaaagtgt
gtttagtggt
gtgagaagga
atgttaggta
tgatgattat
gtttagtatt

agtaatagga
tttttgtttt
agtttattgg
ggtattaatt
atataaaggt
ttttgtttta
taaaggttag
tattatagag
atgaatgttt
ttaagagtta
agttattttt
atattgttta
gtagtgaggg
gttaagtagt
gagtggtttt
gggttagagg
ttttatagat
attgtttttt
atatagttaa

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

1020
1080
1140



taaatagtat
tttaaagtgt
ttattttaaa
agaatttgtt
ttatattgtt
tatggataag
atttgaattt
tggtttaggt
attttatata
tgagttttgt
atttggtagt
aaaggtagga
tttaagttgg
gtgtgggtta
ttttagattt
ggttggagtg
gttgggatta
tttgttaagt
ttttttaaag
tttttttttt
tgaatgttta
taggaggtga
ttaatgtttt
gatatatagt
gttttgattt
gggtgtggtg
gtgaggttgg
aaaattaatt
ggagaattgt
tttggtttgg
tgtttataag
gaattttttt
atgttatgta
ggtttaggtt
tatatttaat
tttaattttt
gatgtgagtt
tatttgtaat
tgagattagt
tgggtttggt
tttgaattta
ggaaataaga
ttagtttgtt
gggaattatt
gggatgtttt
gtgaatggta
tttgatggat
tttgtgatgg
tgtgagtttg
tttatatgta
gtgataaata
gtatatatat
tatgggttgt
tgtgtgtgtt
tgtatatagt
aaatatgtat
tgtttgtttg
ttagtagtat
atttggtagt
ggtgtatggt
ttggaatata
gtgtagatgt
tattttgggg

atgttgatta
agtttagtta
tatttaatgt
ggaaataata
tgtattattt
aaaattggtt
agttttagtt
aagagaatta
tgattgagat
tttggttagg
tttaggagtt
gggtggagtt
aaataaattt
gattgtgggg
attttttttt
tagtggtgtg
taggtgtgta
tgtttaggtt
tgttgggatt
tttatttttt
tgttttttaa
ggattttggg
tgttataaaa
aaggtgttgt
tgaatttttt
gtttatattt
gagtttgaga
agatgtggtg
ttgaatttag
gtaatagaat
ttatttagtt
ggaagaatta
ggttagagta
atttttttat
tgttgtattt
gggtttaagt
attttgtttg
tttagaattt
ttggttaata
ggtaggtgtt
ggaggtggag
gtgaaatttt
aaataggttt
gaagattttt
ggggtgaagg
gtgagggagg
gttattggag
ggagtagggt
tgtgagttag
gtgtttatgt
tgatgtttaa
gtttaggaaa
aggtatgtgt
tattgtttat
ggtgtgtatg
gtgtgtttat
tgtatggtat
gtttttgtgg
tgttttggtt
tttttttggg
gttttgaatt
tttttttgat
ttattagggt
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ttttgtaatg
tttattattt
tttatagaat
attagtagtg
taatttttat
ttggataggt
tgtagttatt
tttattattt
ttataaagtg
tttttttagt
tgtgtttttt
gttagtttga
aaggatgtga
tttttaaaag
tttttttttt
attttagttt
ttattatttt
ggttttgaat
ataggtataa
tttttttttt
aatttgtatg
aggtgattag
gaagttagag
ttatgagtta
agtttttagt
ataatttaag
ttagtttggt
gtaggtattt
gagttggagyg
aagattttgt
tatggtattt
aattttttgt
tagtgatgta
tttagttttt
ttattagaga
gatttattag
gtttgaaaaa
tgggagttta
tggtgaaatt
tgtgatttta
gttgtagtga
attttaaaaa
tgaggtgttt
atgtagtggg
tttaggagtg
tataatggga
tagagggttg
tggtggtgtt
tatgtgatat
gtgttttagg
atatatttat
gtttaagtag
gtgtgtttat
gtatatagtg
tatgtgtgtg
tgtttatgta
ttatgtgtgt
ttgtgtagtt
gggaattttg
gggaggggag
tttgattttt
gttttttttt
tgggttttga

tttttttttt
tatataggaa
tttgtttttg
aatataattg
aataagttta
tggatgattt
tattatttat
atttttgtgt
tttgatgaat
tatagtatga
tttttgtttt
aggattgtgt
ggatagggtt
agtttgaatt
ttttgagata
attgtagttt
tggttaattt
ttttgggttt
gttattgtat
gttttttttt
ttgaaatttt
gttatggagg
agtaattttt
gaaagtaggt
attatgagaa
tatttaggga
taatatggtg
gtaattttag
ttgtagtgta
tttaataaat
tgttatagta
tttttttttt
attatggttt
taagtagttg
ttgggtttta
ttttagtttt
ttaaattttg
aggtgggtgg
ttatttttat
gttatttggg
gttgagattg
ataaaaataa
ttgtagattt
gtgggtgtat
agatgaagat
tttgtagaat
atgggtaagg
ttgggagtgt
tattgttttt
agtttgtgaa
atgtggtatt
ggagtttagg
tgtttgtgta
gtgtatatat
tgtttattgt
tatagtggtg
ttgtgtaggg
tttttgggtt
ttttatagat
ttgttattat
tggttagggg
agtttagttt
gtttagagat
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ggatgtttgg
atttttttgg
aagttattag
aaggttggat
tattattatt
gttaaggtga
ttttttgtgt
tattatgaaa
gagttgataa
gtagttttag
gggtatttga
taggtgggag
ggtagaagtg
ttagtttatt
aggttttgtt
taattttagt
ttttttagta
aagtgatttg
ttagtttttt
gtagtgggat
attttattag
tggagttgtt
tttttttttt
ttttatttga
ataaatgttt
gtttaaggta
aaatttttat
ttatttagga
ttgagattgt
aaataaataa
gtttaaatgg
ttttgagatg
attgtagttt
ggattatagg
ttatgttgtt
ttaaaagtgt
gggttgggag
attatttgag
ttaaaatatt
aggttgagat
tgttattgta
aattaaattt
agtttgaaaa
gtgtagggag
ttgagtagag
agttaggtgt
ttagaagagg
atgtgagtgt
gatgtaggag
gagtgtttat
taagtgtgtt
tgtgtttatg
tatagtggtg
atgtgtgtgt
ttgtgtatat
tttattgtgt
tgtttttatt
agtgtgttgt
gtaattgaag
tgtagggtgt
tattttgttt
tagtttttat

gggagttggg

tttatattta
attttttttt
gaaataattt
gttgtgttaa
atttttatta
ttgagttggg
gttttgtgtg
gttagttagt
gtgaatgagg
aggttttttt
ggaaagtttt
gattggatgt
ggtggagttt
aattggtagt
ttgttattta
tttttgagta
tagatggggt
attattttag
tttttttttt
tgttatggtg
gtgatagtat
atgaatggga
ataatgtgag
tatggaattt
tttgttggtt
ggtggattat
taaaaatata
ggttgaggta
attattgtat
aaatttttgt
attaagataa
gggttttatt
tgatttttta
agtgtattat
taggttagtt
tgggattata
tggtggttta
gttaggagtt
aaaaattagt
aggagaattg
ttttagtttg
taatagaata
ttaatgtagt
gttggaaata
gtggtagtat
gatttggtgg
gagttttaga
aggatttatg
tttagatatg
gtatgtttga
taggtggtat
tgtggtgtta
tgtatgtatg
ttattgttga
agtggtgtgt
ttatatatga
tatttggtag
tggtataggt
ttttgggtta
atttttgtgt
tattttgttt
tttattgttt
tttattatgt

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
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
4680
4740
4800
4860
4920



attttagagg
tttaaatatt
tatatatttg
ttatatatag
taatatttat
tattagataa
tttttattag
tgagtttaat
ttgatatgta
taagtggttg
tttggggatg
ttaagataga
tttttaatag
tatatatatt
aagagagata
tatatatata
agatatagat
aggaatatat
gagataattt
tttatatgat
tatatatata
atataggata
tgtatatgta
tagaaatatt
agatgaatta
tagaatgggt
ttttttttta
tgtttaggtt
ttagggattt
ttagggagat
ggtttgaaga
ggaggatatt
ttttttttat
tggagtagaa
agagggttga
tgagttagtg
gaagggagaa
ggatgtgaat
ttgaattagg
tggatgttat
tttggggttt
ttttttttta
tgtattggtg
ttttgttaat
aggagattag
tgtttgaaga
tttttttttt
ttggtttatt
gtagttggga
atggggtttt
tttggttttt
ttttttaaaa
taatttttat
tagtggaatt
ttgtgtgtat
tttattgttg
ttatatttat
aatatgtttg
ttttaaaggt
gttaagaatg
tttggtagaa
ttagttagaa
attatatttt

tattaatttt
ggttattttt
tatattgtaa
aaattataaa
atggatatat
tttatttgtt
tgaagttagt
tttttttaat
tagagataga
ttaaagggtt
ttttgaggtt
ggtagggggg
taggggtagt
tattagggga
tatggggaga
tatatgtgaa
ttagatattt
gtatagatat
ttatgattgt
tagttttaga
tatatatata
tttatattta
tatatatgtt
ttttttaggt
tggattatta
tttgggtttt
gatttagttt
tttttttttg
gggttggttt
tgaggtagag
ggttagggat
ttttaggagg
tgttattttg
gattttatta
gaggttgttg
gttgttgtat
attgagttat
ttagagattg
ttggttttat
tagagaggga
tgtagtaggg
tttgtgattt
aggggtttgg
gtttttagtt
gagataggtt
ttagagaagg
ttgagatgga
gtaatttttg
ttataggtgt
attatattgg
taaagtgttg
tttatttaga
ttttttgttt
ttttggtttt
attaggagtg
tgtgtttttg
tattattttt
agattatata
ggtgttgtta
gtgttagggt
tgtttagttt
atttttgtga
atttattatt
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taggggaggyg
tgttaatata
gtaggttttt
tatattttat
atatattatt
tttatattta
agtgttatat
tgtttttgta
tagatatata
ttgttgtttt
ttttttagta
ttagtattta
tagggtgggg
tatatagatt
tataggtata
agaatagaga
agggatatag
ttagggattt
atatatgtta
tgtataggta
gagtaggata
tggaaatata
tatattattt
ataaagatat
tgttttatat
ggggtttatt
tgttttgatt
tttatttttt
ttataatatg
ggtttaggtg
ttaattaggt
gaggtgttga
tatttggatg
ggatttgtga
gttttggagg
atagttttat
agtgaggtga
aattttgagt
tttaaattta
tttggatgta
ttaggttagg
ttatgttttt
agattgtggg
ttggtttttt
ttatattttt
aatttgagaa
gttttgtttt
ttttttgggt
ttattattat
ttaggttggt
ggattatagg
tatttttggt
agttttaggg
tttttttttt
aggtttgggt
tatataaatt
attttataga
gttggtagat
gttttttagt
tgaggaatat
tttttttttt
tattttttgt
atattttatt

ggttgttatt
tatatttata
attgtatatg
atatgataga
aaatatattt
tttttatgtt
tggtggtttt
aatattggtt
attatgaaga
tattagtttt
agggtgtaat
gttttaggag
tattttgggg
tatatgtaga
tatatagtta
tatatagaat
agatatagga
atagagattt
tttttatata
attatatata
tattttaggt
tgtttttggt
ttagatttat
gtatagagag
tttaaaatat
ttttagaaga
agtgtggatg
tattttagat
tataatttag
agattggttt
ggggaattgt
ggtatttggg
ttgagttgag
tgttgtttat
ggatgggtat
ttaagggagg
aagtgatttg
tgtttggttt
aatagtttta
aggatatgag
gttgggtaat
tttttttgtt
ttttatattt
ttttttgtta
tttttaaata
gttaattttt
gttattaggt
ttaagtgatt
gtttggttaa
tttaaatttt
tatgagttat
tataagagaa
gaagggagaa
aaggaggtga
gtggagtttg
tatttagttt
tgaggagatt
ggagaattgg
tatttggtaa
aaaagtagga
ggataaattt
aatttttttt
tattattaga
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ttttttattt
tatttatatt
tatgtatata
gaatatgtat
ttttgtatta
tatttttagg
gtgatggtta
tttatttttg
taagagaaat
tgttgaggtt
taatttttat
ttttttagtt
attttagtat
gatatgtagt
tttggtgatt
taatagagat
ttatattaag
tttaagatgt
gtggtataga
tatatatata
tatatatttt
tatttgttat
ttaagtttat
agagagatat
atagggttta
gggggtgagg
agttttttat
ttatagatat
agtttttggg
tttttttgat
gggttggttt
aggtgagagt
tagtgaaagt
taggttgttt
tgtggagaag
gtttggtatt
tttaagtttt
ttgaatttgt
gtggaatttt
tgtgagttgg
tatagggagt
tttttatttt
tggagatagg
agttattttg
ttttttaatt
tttttttttt
tggagtgtag
tttttgtttt
tttttatatt
tgattttatg
tgtgtttggt
agaaagtttt
tattgaagta
tagttttggt
ggattaatag
ttggaataat
gatgtttaga
tagtaaattt
tattggttga
aaggttagtt
ttttattttt
tttagtatat
ttttatagtt

ttttattata
tatatttata
tgtataagga
atagatattg
gagatagtta
ttttatttat
gttggtaggt
gatttggttt
gtatggaagt
tgggattggt
ggttttgtag
tattttaatt
attagagggt
gatatataga
tttttatata
agatatgtag
ttagggtttt
taggagtaag
tatgtaaata
tatatatata
attagaagaa
tatagatata
ggttttgaag
aggtttagga
tgttgttgtg
atggtttttt
tttttttttg
gtggtagtta
gttttttttt
gttttgagaa
ttttatttgt
tgttgttgta
tggttgggta
ttggttaagg
agggaaatgt
tttgttttat
tttaattgat
gtttttttta
ggtgttttag
aggtaggatt
ttttaaattt
attttatttt
gaggttattg
tgaatgttaa
atttattaat
tttttttttt
tggtattatt
agttttttga
tttagtagag
atttatttgt
tagaagttaa
ttttgtagtt
tttgtttttt
agataaggtt
ttattgagta
ttataagggg
gaggtgaagt
aagattgtag
gtatttttat
tgatttgtag
atttagtagt
tttatttatt
tttttttttt

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
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700



gtttttttta
atttttttgt
gttttggtta
ttaaaaattt
ttttagagtt
taatgagtgt
gaaatgaatt
taatggtttt
tatttgttta
tatatattta
tgtttaggtt
taagtaattt
tttgggtaat
ttgaattttt
aaaggggtga
taattttaat
aatatattaa
atattttata
attttaattt
atttggtgga
aagtgggttg
taagatataa
aggattttgg
tttaaaaatt
tttttagggt
ttattttatt
ttttttttat
tgtttttttt
tgaatatgaa
tgtataaaaa
ggtatggtgg
tttaggagtt
aaaattagtt
ggaggattgt
ggtatagtga
taaaaataaa
ggggttggag
taggttggtt
ggaggattat
tttataaaaa
ttgtttggaa
gattgtatta
aaaaggatga
gttggagtat
tgatgttaga
tatgtgtttg
ttagagtttt
tggttataga
atattaaagt
gaagtgattt
tatatatata
gttagataag
gtgtgtaata
atggaaggtt
gtggattatt
ttattaaaaa
tgattttagg
aaatgatagg
tgggtagatt
tttattaaaa
tgggaggttg
atagtgttat
agaaagaaag

tttttgttta
atgtatatag
ttttgtttta
agtttaaaat
agataaaatg
taggtgttga
tttaattttg
ttttattttt
ttaggtttta
tattttttag
ggagtatagt
ttttatttta
ttttgtatgt
ggatttaagt
gttattaggt
taatataata
aaatagaatt
ttgtttgaaa
agattagtta
tagtaaagtt
tgggggaggt
agtttttggt
atttttttgt
tagtataggt
gtgagttttt
gagtttaggt
ttttattttt
attaagtatg
ataagttaat
aattatattt
tttatatttg
taagattagt
tggtgtgatt
ttgagtttaa
gattttgttt
aagaagggta
aaaaaggatg
gagtatggta
ttgagtttag
aaaatttttt
ggttgaggtt
ttgtatttta
ttgtatataa
ggaggaatgt
tttatgtaaa
tgtatatgag
tttttttgaa
agggtagtgg
ttgtttttta
aatggtgttt
tatatatata
gtattttgtt
gattttttaa
aggtgttttg
tgaggttagg
tataaataat
ttgagtaaag
ttaggtgtgg
atttgaggtt
atataaaaat
aggtaggaga
tgtattttag
aaagaaaatg
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ttttatgatt
atataggttt
gtttagaggyg
ttattagagt
atgttatttg
aagtttaaag
agtattgatt
ttttgtgttt
gatttaagtt
tgtttattat
ggtataatta
gttttttaag
tttatagaga
tatttatttg
ttggtttata
gtaaataata
attttaatat
ttagttttta
tattttgggt
ttaggtttta
tggtaggtta
ttgtttgtgt
gaaatttttg
taaatggaat
tgagttttat
attaattttt
ggttttattg
agtgtgtgga
gatgtaaggyg
tgagtttgat
taattttagt
ttgggtaata
gtatatgttt
gaggtagagg
taaaaataaa
aagtaattgt
agtagttttt
atttatattt
aagtttgaga
taagttagtt
atagaatgat
gtttggatga
gaattgtatg
ggtagtttag
tataggtgtt
tgattgattt
aatggtaaga
tggaggtagg
tatatataga
tgttggttat
tatatttttg
tgtaggtggt
gaagttttgt
gtttatattt
agtttgagat
aataataata
agtttttaga
tggttgattt
aggagtttaa
tagtttagta
attgtttgaa
tttgggtgat
atgataaatt

tttatttttt
tttttttatg
atttttttat
ttggttagtt
ttaatgagtg
aggttaaagt
ttagagttta
tggttttgtt
gattaagaga
tttttttttt
tagtttattg
ttgttgggat
tggggtttta
tttgttttgg
ttttaaatag
tattattatt
gtaattaata
aaatttaatg
gtttaagagt
agggaggagg
gaggggtatt
ttttgttttg
gagttttaag
aagtgtgaag
agtgtttttt
gtgtagagtt
tattgaattt
gggtagggtt
ttttgggaat
tttaaataaa
attttgggag
taatgagatt
gtagttttag
ttgtagtgag
aataaaaata
tttttttttt
tttatttaat
gtaattttaa
ttagtttggg
aggtatggtg
tgagtttagt
tagagtgaaa
tttttgtgat
atatggatat
gttagatata
tgttgttttt
gggatggaat
aattaaatta
ataggatttt
atatgtagaa
tagatataag
agatatggtt
taaagttgta
gtaattttat
tagtttggat
ataatagaaa
tataatatta
ttggaatttt
gagtaatttg
tggtggtatt
tttgggaggt
agagtgagat
ggattttatt
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tatgtgtttt
tgaatttttt
ttgaatgtat
ttttgagaat
ttaattataa
gggatagtaa
tagttttaat
tgtttttttt
aatataatgt
gagatagggt
taattattat
tataggtgtg
ttatgttgtt
ttttttaaag
taaaaagaaa
tagtatattt
ttttaaaaat
gatattttat
tatttgtggt
ggtttaatag
ttatgtaaag
ttttgttgat
tattggtaat
tgttttttgg
tggtttttag
tttttttttt
ttttggtttg
ttggtatagg
ttgaattgaa
taaaattata
gttgaggtgg
ttgtttttat
ttattttgga
ttgattatgt
aaaataaaaa
attatttttt
tgttattaaa
tattttggga
taatatagtg
gtatgtgttt
ttgaggttgt
ttttatttta
aaatatagta
ttgtaagtgt
agggtagaga
tttatttgtt
ttatggttag
gtatataggg
ttgtggtgat
gttatttata
agtttttggt
tgatttttga
agtttttttt
tattttggaa
aatatgggaa
atttaggaga
aaagtaaggt
agtattttgg
gttaatatgg
tatttgtaat
ggaagttgta
tggttttaaa
aaagtttaaa

gtatgtggtt
tatagatttt
tattttgtag
taaattttag
ttttatttgt
gtaaggggta
tattatgtta
gttgggtttt
gagttatatg
tttgttttgt
tttttaggtt
tgttattatg
tagattggtt
tgttggaatt
tatgtgaagt
tatttagttt
tattagtgag
gtttaagtgt
tatagtggtt
gtaatatagt
ttttgttaag
ttttgaaatt
gatttaaaga
gatgtagtga
gggttttgtt
gttttttagt
tttttatggg
tggttatgag
ttatattgta
aatgaggtta
gaggattgag
aaaaaatata
ggttgaggta
tagtttgggt
attgataaat
attagaagta
atttagggtt
aattgaggta
agattttatt
atagttttag
agtgagttat
aaaaaaataa
atgaggatga
ttttttttgt
tgatattgtt
tttttttttt
ggaagtaggt
taaagtagag
ttttgaagtt
tatatatata
tatttaattt
atttaggtaa
agaagaaaat
ggtaaggtgg
aattttattt
aaaatttttg
ttataaaaga
gaggttgaag
tgaaattgtt
tttagttatt
gtgagttgag
aaaaaaagaa
atttttgtat

8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480



tttaaaagat
atttgagagg
atgattttgt
ttaaaaagtt
tatttaggga
taatatagtg
aaaaaaaatt
tatttttaaa
ttataattta
attttattaa
ttagttatta
aaaaagatag
aggtggatgg
ttttgtttta
agttattggg
agttgagatt
aataaataaa
aggttaaggt
gaaattttgt
tttagttatt
gtgagttgag
aaaaaaaaaa
atatattgtt
tttaaaaatt
taaaagtgtt
tatttaagat
ataaaatatg
tgataatagt
gttttaaaaa
ttttatttat
ggtttaaggt
gaaatgtttt
attattaaat
attgttaaaa
gggtggtgtt
ggttggggtyg
atttttttgt
taatgttttt
taggatggtt
gattataggt
ggggttttga

aaggggttgg
ttggggtata

tgttgattaa
gatggagttt
aatttttgtt
ataggtgtgt
tattatgttg
ttttaaagtg
tataattttt
gtaaagttta
gggaggtagg
tattgtggat
aattttagta
agtttggtta
gtgataggta
gaggttgtag
gtgttttgaa
gttggagtgt
tttttttgtt
aatttttgta
ttagatttta
gttattgttg

attattaaga
tttaggtagg
ttgtaaatag
ttttaattaa
ggttaagata
ggattttgtt
aaaattttaa
ttatatattt
ataataagat
aaatgagaga
gggaaatgta
gggttaggta
attatgagat
attaaaaata
gaggttgagg
gtgttattgt
taaaaaaggt
gggtggatta
ttttattaaa
taggaggttg
attattttat
aagaaaaaaa
ggtgagaatg
aaatttaaat
aaaaatatat
agttaaaaag
ttatatttgt
ttgttttttt
tattatgtta
agaatatgtt
ttggggtgag
aaaatggatt
tatattttta
aatgtaagtt
taagaaattt
tagtggtgta
tttagttttt
tttggtttgt
ttgatttttt
gtgagttatt
tgtatgtggt
agtaagagga
gtatgtgtaa
gttttttttt
tgtttttgtt
ttttgggttt
attattatgt
gttaggttgg
ttgggattat
attttttatt
aattttattt
tgagaaaggg
ttttgtatta
ttttgggtgg
atatggtgaa
tttgtaattt
tgagttgaga
aaaaaagatt
aatggtgtga
ttagtttttg
tttttagtag
ggtgatttat
tttggttttt
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aaatagtatg
gggattattt
ttattaaatt
aaaaaaaaaa
ggaggattat
tttatgaaaa
aaatagaaaa
gataaaggat
agtaatttaa
tgaatggtta
aattaaaatt
tggtggttta
taggagtttg
taaaaattag
taggagaatt
attttagttt
taggtatggt
tttgaggttg
aaaataaaat
aggtaggaga
tgtattttag
agataatttt
taaaataata
tgattatata
ttttatagta
tggaaataat
ataatggtat
ttattgttgt
agtaaaagat
tagaatatgt
aatggagagt
tttttgtggt
taatgtgtaa
ttagggttat
gttttttttt
attttagttt
tgagtagttg
ttttgttttt
gattttgtga
gtatttggtt
tttttggatt
aggtagatgg
atgttttttt
tattaattgt
gtttaggttg
aagtgatttt
ttggttaatt
ttttaatttt
aggtataagt
tttttgtttt
gtatattttt
ttgtggaagt
tttttattta
ttgaagtggg
attatgtttt
tagttatttg
ttgtggtgtt
tttttttttt
ttttggttta
gagtagttgg
aaatggggtt
ttgttttggt
tttttttttt

gtatggtagt
gagtttagga
ttagtttgaa
gagagtagtt
tggaagttag
aaaaaaaaaa
gaaaatgata
tgtatttaga
atagaaaatg
aataagtata
atattgagat
tgtttgtaat
agattagtta
ttgggtgtgg
gtttgaattt
gggtgataga
ggtttatatt
ggagtttagg
tagttggatg
attatttgaa
tttgggtaat
aagtgtagga
tagttatttt
atttagtaat
aggtatgtat
ttaagtgttt
attatgaagt
tttttttatt
gtttgatgta
aaatttatgg
agttataaat
aatggttata
attttaggta
atttttaggg
ttttgaggta
attgtaagtt
ggattatagg
ttagtagaga
tttatttgtt
aaaatttgta
atatttaggg
gaggagtagt
tagagttttt
tagagggttt
gagtgtaatg
tttgttttag
ttttttgtat
ttgattttag
tattgtgttt
aaggtttttt
taagttgttt
gtaagtttag
aaaaggttaa
taggttattt
tattaaaaat
ggaggttgag
gtattttaat
ttgagataga
ttgtaatttt
gattataggt
ttattatatt
tttttaaagt
tttttttttt
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atgagaatgt
gtttgagggt
taatttagtg
gtttattttt
gagtttgaga
gataattttt
aattataaat
atatattata
gtttaaatat
tgaaaaagtt
attatttgat
tttagtaatt
gtttgtttaa
tggtgtgtgt
aggaggtaga
gagataattt
tgtaagttta
attagtttga
tggtgttatg
tttaggaggt
aagagtgaaa
tgtggaaaag
agaaaatagt
tgtattttta
gtgaatgttt
gttaattgat
aataaaaaga
tagtataatg
aaagtttgta
atagaaagta
gggaattttt
taattttata
tgtaaatttt
gtttttatgt
gagttttgtt
ttgttttttg
tgtttgttat
tggggtttta
ttggtttttt
tttttaataa
tattattggt
gatttgtttt
ttattttttt
tttttttttt
gtataatttt
tttttggagt
ttttagtaga
gtaatttatt
ggtttagggt
atagttttta

tttggggtag
taaatttttg
gtgtggtggt
gaggttagga
ataaaaatta
gtatgagaat
ttgggtgaga
gttttgttgt
tgttttgtag
gtttgttatt
ggttaggttg
gttgggatta
tttttttttg

agttttagtt
gtagtgtgtt
agatttattt
gtaattttag
ttagtttggg
aaaaatgtaa
tggaagaaaa
taaagaatta
gtaaatagat
tttaatatta
ggttataata
tgggaggttg
tgtggtgaaa
ttataatttt
agttgtagtg
attttaaaat
gtattttggg
ttaatatgga
tatttgtaat
agaggttatg
ttttatttta
tggaattttt
ttgatagttt
ggagtttatt
atagtaatat
taatggataa
aataaattgt
tttggggtga
tatttatata
gattagtggt
ggggatggta
tttattaaaa
attttaaaaa
agttaatgtg
ttgttgttta
ggtttatgtt
tatgtttagt
ttgtgtttgt
aaagtgttgg
gtattttttg
ttaaagtttg
ttggtttata
tgttgggatt
ttttttttaa
ggtttattgt
agttgggatt
gatgatattt
tgttttggtt
tttttttata
ttatttttag
agagtagttt
atattttgtt
ttatgtttgt
gtttaagatt
gttgggtgtg
ttgagaggta
gagtaaaatt
tgttgtttag
gtttaaggga
ttatttagtt
gttttgaatt
tatggtgtga
agatagtttt

12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15900
15960
16020
16080
16140
16200
16260



tttttgttgt
ttgggttaag
attatattgg
ttggttttga
tgagttattg
tttgttttag
ttgggaagtg
aatagggtga
gtttgtggag
atgagggatt
ttgaaattta
gtttttaggt
ttaagtgatt
gtttggttaa
tgtatatgtt
tatttagatt
aatttggttt
tttttgagtt
aagttttgtt
tggaggtgat
agttttgtta
ggtaaagtgt
gtttttttaa
tgaagttgaa
tgaggttgta
gtttttgttt
ttttttttga
aaggtttgtg
ggtgttaatt
ggttaaggtg
agtaaggagt
tttgggttat
gttgtgtggg
gttgttagtg
gtgttggggt
ttttgttggt
gtggttttgt
agggagttag
ttgggggatt
agttttggga
aaggtgttta
tttttttaaa
tttttgagtt
gttaggaagt
gaaaggtttt
ttttagtgtt
ttttttttat
ttatttaatt
tgttattatt
ggtttgaatt
ttggggtatt
aagaggttgt
ttgtttttgt
aaggtggatt
tatatataga
ggatataata
tgtatattaa
attttaagaa
atttatatgg
atatatagta
aagaaaattt
gttaggtatt
atagtatttt

ttaggttgga
taattttttt
gttaattttt
atttttgatt
tgtttggttt
aagttagtat
gagatttttt
ttgtttatat
agggattttt
tattttagtt
tatatggttt
tggagtgtag
tttttggttt
tttgtttgta
gtgttttgtg
ttaaagttta
aattattttt
ttttttgtgt
tttttattag
aaatgtgggt
ttttttgttt
tggggttttg
tttaggtttg
gtttgagaat
gttgtttttt
aggttgggag
ttttagggtt
gggtaggata
tattttttat
aaaattgttg
ttatttgttt
gatttttgga
ttgtaatttg
ttttatttgt
tttgttggtg
gttggggttt
tttgtgtggt
tgtgttgtta
ttggtgtatt
gggttttgta
gaggaatagt
atgtagggtt
taagtatgaa
ttaggtaggt
gtatagtaag
ttttttatat
ttattttttg
tttagttttt
atttttattt
tatttgtttg
ttaggtttat
tatttaatgt
tgttttttat
ttgtgttttt
gagggtttgt
gagatattgt
tatatagaga
atattaagat
atatagatat
tttatatata
ttttagaggt
gaaatgttaa
tatttttatt
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gtatagtggt
gttttagttt
gtatttttag
ttaagtgatt
atttattttg
tttatttatt
ttagtttttt
tagtttttgt
tatttttaag
tttatttttg
gtaatttttt
tggtgtgatt
agttttttta
atttttttaa
tgatgaaagg
ttatttattt
tttttaggta
tttatatagt
ttttgtttgt
aggaaatgga
aatattgtgg
tttggttgtt
ggttttgtga
gtttattgta
ttttgtatta
gtattgtagg
ttggtggggt
ggagtttttt
tgggttggtyg
ggggtgttga
tgttgttgta
tttaattgtg
atgtttaggt
tttattgggt
ttggggtttt
tgttggtgtt
tgtgtatgtg
tttgggatgt
tttaggattt
tttagttttt
tgattttttt
ttagtttttt
tagggaattg
ttttgtttat
ttaattaagt
ttttagtttt
ttttgttgtt
ggtaatttag
tggttttttt
aaaaataatt
gtgtattttt
ttgggttttt
ttttttttgt
ggattttatt
gtatgtttgg
atatattgag
tatattttat
atttatgaag
ttaggagtag
agttttttta
ttttaaggtt
ggtattgtaa
ttttagggaa

atgattttgg
tttgagtggt
tagagatggg
tggtttttta
attattgagt
ttatttatgt
tttttttttt
tttagagatt
taggtaatta
attatttttt
tttttttttt
ttggtttatt
gtagttggga
tttgtttggt
agtttttttt
atttaataaa
tttatttaat
ttttgtttat
tttttgtgtg
gggttttttt
atgtaattgg
ttttttggat
gttttaggtg
gtgatgtgaa
aggattttaa
gatttgatgt
aggttttagt
gtgttgttgg
gtaatgttga
gggtaggtgt
gttgttttgg
tttggttttt
tggggtgttt
tatagatttg
gttggtgttg
ggggttttgt
agtttgtgtg
taggattttt
aggagttttg
tgttttggtt
atttttgtgt
ttagggagtt
gggattatta
tgtagatgga
tttattagta
aagtgatata
ttattttttt
ttttagtttt
tgagaataag
taagttaaat
gaattttttt
ttgatttttt
tatggttagt
aatgttagga
aaatttttag
aaatgtgtat
aaatatattt
ggaatatttt
gtgggttttg
agtttaaatg
ttgtttggaa
agtgaaaatt
atagggaagt
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tttattgtaa
tgggattata
gttttattat
aagtgttggg
tttttggtat
tttggttgtt
tagggttaaa
ttttgagatt
tttatttttt
tttagttttg
ttgagatgga
gtaatttttg
ttatagatgt
ttttttatag
atatattttt
tatttattaa
tttgggtatt
tgttggaaaa
tttgggatag
atatttttag
tatgggattt
gtttgtttgt
tttttgtttt
ggttgttttt
tttttagtga
tttaggtggt
attgtatttg
aagggttgag
attttgtagt
ggggaggggt
gttgattgtt
gttttttttt
agggtgtagt
ttggtgttgg
gggttttgtt
ggttgtgtat
gttgtgtttt
gttgtgtttt
gaagttgttt
ttggattggg
agggtagaga
agtgaattta
ttatgtttat
tttttttttt
gagttgtgtt
ggatatagtt
tgttatatat
tggaagttta
tggagggtaa
tttgtgggag
gggtatttgt
gttttttttt
atttggtttt
gttatataaa
atattaaaga
attttttaaa
atagaaatag
agatatgtat
atttaggtgt
ttgtaagaga
ggaagaggaa
atttttttaa
ggtttaattt

tttttgtttt
ggttagtgtt
tttggttagg
attatagatg
ttttttaaat
tagagattgt
gatagtaagg
ggatagttga
tttagaggga
attgtataat
gttttgtttt
ttttttgggt
gtattattat
ggagaggatt
ttttttaatg
gtattttttg
ttttgtgttt
tatttttgtt
gttgtaaaat
ggttggtttt
ggaagtgtgt
agttagtgaa
gtggtgttgg
ggggtggggt
tgtagttgtt
taaagagtga
gtggaggttg
gatgaaggag
gattgtggag
ggttttaggg
tatgtttttt
ttttgttgtt
ttttgtttag
ggttttgttg
ggtgttgggg
gtgagtttgt
gttttgtttt
ttggattgtt
gagagaaatt
gttttgggtt
tttttaaatt
gatttttagt
atttttggtg
taggggttaa
gtaattaggt
ttaattttat
tttaagttat
gttttagttt
atagagttta
tagtgtttgt
tttaaatgta
ggttgttttt
taggttagaa
tatttttata
ataaagtgta
tgtagagaaa
atatatttat
aggattttga
atatagttta
tttttataga
gaaagtgttt
ttttgtggga
gttttgtaaa

16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900
18960
19020
19080
19140
19200
19260
19320
19380
19440
19500
19560
19620
19680
19740
19800
19860
19920
19980
20040



ttaattttag
ttgtagttta
atttattaag
tatttagttt
gggtttgtat
tggattggtt
tggtgagggt
ttttgtttgt
gaattgttat
gggaattttg
ttttatggat
ttgttgttat
tgtttaattt
agaaaagttg
tggttagttt
ggttgttgtt
taggttgtgt
ggtgtgggtg
gggtgtggtt
tgggtttttt
tggtggttgt
ggttggtgtg
gtgggttttg
gttttaggtg
gggagggttt
ttgtgggtgt
ggtgaagttt
aaagtttagt
ttattatggt
gtggtggtgg
tagtttgtgg
tggggttttt
gattgtattt
tagtttgttt
tattaaagag
gtagtggttt
ttagagttgt
gggatgtaag
tattttttgt
ttaagagatt
ttttagttta
tatagttttt
ggttttttgg
ttggttagat
aggggttaag
atttagagat
tattaatatg
agtaagtttt
gataagtaga
ttaagaaagt
aaataattat
tattgggttt
tttaggggag
tggtagagtt
gttttagatt
tattttgttt
gggaaggtag
aagattaagg
gaatatatgg
ggatgatttt
attaagaatt
ggaagttttg
tttatatatg

atttataaga
gtgaatgttg
tttgtatgtt
ggtgatatat
tattttgttg
taggaggttt
gtataaagtt
tttgtttaag
gtttaggtat
aattttatat
gttatatgtg
ttatgtattg
aggaggtggg
gttttttgta
tgatttattt
agttttggaa
aggagttggg
ggtggtgtta
taggtggttt
gttaggtggg
gggtagggtg
tggtagagtg
ttggtagttg
atttattggt
agttgtagtt
aggagtttta
ttgtggtttt
atttaggtgt
ggagtaggtg
agttttagtt
aggttatggt
agtggtggtt
ggaaaagttg
tatgtatttt
ataagttatg
tggtgggatt
tttttgggtt
ggttttatat
tggttttagt
ttggatgagg
tttgtttatg
tttgaatggt
gttgaaaatt
agagagagag
atatttttga
tgttgagtga
tgtaggttat
agtttttgta
gatagggatt
agaagaaaga
agtagattta
tttaattttt
gggtgaggta
ggggtgattt

taggggtttg
tttttgtgat

agaagattag
taaaattatt
ttttaagtgg
agtttgggga
ttttgaagtt
taattttttt

agggagtttg

ES 2 597 845 T3

gtgttttttt
atttgttgag
tgtttaatat
aggaggtatg
ggttttgttt
atttttggtt
ttagttgttt
gtgtattagt
tgagttggag
tggtaattat
gtagtgggga
ttggtggatt
atatattttt
tttgttattt
tggatttttt
ggttgagagg
gtatggtagt
gtaggttggg
gaggaggttg
gaaaggttgt
gtgggaagta
ggggtgttgg
tttttagttt
agttgaaagg
ttttttgttt
ggttggggat
ttttttttga
tttgattttt
tgtattagta
tgatggtgag
gtggtagttg
gtttttgggt
gttaatgggt
agttatagtg
gtagtttttt
gggtagggtyg
tgtagtttgt
ttgtttggtt
ttttttggta
tgggtaattg
tgtatatagt
tttggattaa
tttaagttaa
atttgtttgg
agttataggg
ttgtgtgtaa
atgtttttgt
gttatttttt
aaagatggat
tgttttttaa
ttatagaatg
atagtagttt
tggagaggtt
gtttttggtt
gatttagttt
tttagttttt
ttgttttttt
gatatagaag
gtattttaga
gtggtgggga
tggaattgtt
gtttgagatg
tggtaatgtt

ttttggtggg
gtttatttta
ttggttgggt
gttggtgaag
tgatagatta
tgtttattgt
atgttttttt
tttgtttggg
ttttgggtat
tatgtttttt
gaaaagaagt
tagtgttagg
ggagttatta
tttgttttta
gggttttatt
tgtgtttgtt
ggtatagtta
aggttttttg
tggttgtgtt
ggtggtgttg
gggtggttgg
tttgtaggtt
gttggggtgt
attttagttt
tttggggttt
agtggttatt
gattttgtta
tggttgaata
tggggtggtg
tgttgtgggt
ggtgtgattt
gggtttatgg
gtttagtgtt
gtgggggtgt
tttttttttt
ggtagggggt
agttgtagtg
ttattatatt
aaataggtat
ggaatgtgga
gttagtgtgt
aattttttga
gttaggtttt
gatgggtttg
ttttgggttg
ttgattagta
gttattatgg
tttttttttt
aaatgagagg
aagtaagatg
tgttagtttt
tatgaaagag
aaatggtttg
tttttttgtt
tgattttgtt
gtaattttga
aggttttttt
aggaggtgat
aggtatatgg
aagaaggagg
agtgaggttt
ggttagagat
ttgttttttt
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gagaggttag
ggttataggg
taggaagagt
aaaatggatt
ttttttattt
ttgtaaatag
aagtttttgt
gtggtgatgg
tttattgtgt
tttgttttag
gatttggttt
tagttttgat
gtgagatgtg
gttatggtag
tgtaggtttt
aggttgtgtg
tggtgtgggt
tgggtgtggg
aggggtgtta
ggtgtttgat
aatttggtgg
gtttggggta
ttttggggaa
gaaaggattt
gaggtttatt
tgtgtattgt
gtgtgggata
tgttttgggt
agtgttgggt
agaggtgttg
agttgggatt
aggtaggatg
tgtttttttt
gttgggtttt
tagtggttgt
gtgaatttag
aaatagaaat
tttgttttta
taattttttt
agaagtttgt
gtgtttaggg
aggtgtttat
gagggagttg
ggtatgagtt
attgagtgtg
tggatgttgt
taggtatttt
aaatttaatt
aatgttaagg
tgtagattag
tgtgtaaagt
atatttatat
tttaaggtta
tagaattatt
taattgtgtg
taatattaat
ttagtgaagt
agtgatatta
taggtgtaga
ttagaagtta
tagaggatga
taggattgtg
tttttttaat

gtttttagtg
tgttgggtaa
gtttggtgga
tgtgtattaa
tttttgatta
tagagggtag
tatttagggt
gtaggtttag
agtgtaaaaa
gtgtaggttg
ttgttgaggg
ggttaggtaa
gtgagttggg
taaattattg
ttagattggg
tgttgttggt
taaggtttag
tggttgtgtg
ggttgttata
tgtagggtag
tagttgtggt
gagatgatag
ggagaggggt
tttttagttt
tttgagttat
gtttttagtt
ggagggttgg
ttgagattat
gtgaggtgtg
ggagttggta
ttagtgggtg
gatgggtatt
tttttgagtg
tgggggtgtg
tataggggag
tttatattga
atttgaggtt
agtaaagtat
tttaagtatt
gagttgaaga
ggtttattat
tttgttttta
gagatagaag
ttatttgata
ggtatgagat
gtgattgtta
ttggttgtta
tttttttttt
agaataggaa
ggtaaagtag
gttttatgaa
tatttttatt
agtagttaag
attttttatt
attttagtta
aaaaaagtag
agtaaatgag
ttaatttatg
gtttagggtt
aggatttatt
agtggaattg
tttgtgtgta
tttagttata

20100
20160
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20940
21000
21060
21120
21180
21240
21300
21360
21420
21480
21540
21600
21660
21720
21780
21840
21900
21960
22020
22080
22140
22200
22260
22320
22380
22440
22500
22560
22620
22680
22740
22800
22860
22920
22980
23040
23100
23160
23220
23280
23340
23400
23460
23520
23580
23640
23700
23760
23820



gggtattaga
ttttgggaga
ttttgttttt
tttttttggg
ttttattttg
tggtaatttt
tttatttttt
tgggttggag
tgatttttat
gttaattttt
atttttgatt
agttattatg
gttatttttg
tgtatttttt
ttaatatttt
tataaatgat
gttttttttt
atatttattt
gtattttgtt

<210>9
<211> 6096

<212> ADN

agttaagttt
agtttaggag
tttagtagtt
tttttttaat
attatttttg
tttttagagt
tttaagtttt
tgtagtggta
gttttagttt
gtatttttat
ttaagtgaat
tttggtttaa
gtttgaatta
ttagatattt
ttttattttt
attatttttt
taatttttat
atagaaggta
ttagtatttt

<213> Secuencia Artificial

<220>
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taggataggt
ttgtaaagga
tgggaaggtt
ttatttttta
tttttttttt
agagaagttt
tttttttttt
taattttggt
tttgagtaat
tagagatagg
atttgtttta
gtttttaatg
ttagtgagag
tattgtagtt
agtattaatt
tttaagttta
aagttaattt
tgtggtggag
aaattatttt

gttagtgtgt
gatgatgttt
agagtggtgg
tatttttgat
tgtttttttt
tttttttttt
ttttttataa
ttattgtaat
tgggattata
gttttattat
gttttttaaa
attatttgtt
atttagattt
gtttgaaatt
ttaatttgtt
aaatttgtta
ttatggagtg
aattgaggta
atttttattt

gaatagaaat
gtgtttagtt
gatgtgttgt
agtttttttt
tttatttata
ttgtattttt
tagagtttta
ttttattttt
ggggtttatt
gttagttagg
gtgttgggat
tattgttatt
atagatatag
ttttaagttt
ttttttttgt
gttattttag
ttgttatttt
ggtattttag
atagattagt

<223> Constructo sintético: ADN genoémico tratado quimicamente (Homo sapiens)

<400> 9

92

tgatgaattt
gtggggatgt
ttgtttgtgg
tgttttattg
tgtttaatgt
tatgagtgag
ttttgttgtt
tgggtttaag
attatgtttg
ttgattttga
tataggtatg
ttttaattgt
ttgttagttg
aatattgaat
tttgtagttt
aagagtgtag
taatttttaa
agggtatatg
ggtttttaa

23880
23940
24000
24060
24120
24180
24240
24300
24360
24420
24480
24540
24600
24660
24720
24780
24840
24900
24959



tattagtgta
gtttagtgtt
tgtgttttgg
gttagggttt
ggaatgagtt
gagtttggtg
tttttgtgtg
aggtagatgt
tggattagta
ggtatttttg
taagagatgg
gtgttttagt
tggaggtttt
gagtttgtgt
tttgggtgtt
tgggtgtttt
gtgtgttttt
tatgtatagt
tatgtgtggg
aatttaggga
ggaaggtgag
tttaggtatt
tgtatatgag
ttttttaaat
ggttaaggtg
ttattaggag
tagggtagga
tgggagtgtg
gttggtttat
taaaagtttg
ttttatttat
attaagattt
gattagttgt

agatttaaaa
tggatatagt
gtggagtaga
tatgtgtttt
ttttagatta
agatggtgta
ttgttaggtt
gtgggtttgg
tttattgggt
tggatttgga
gaatggaagt
attttggtgt
tgggggaatt
gtgagtattg
tgtgtttatg
agtatttttt
gtatgttggt
atttttgttg
ttttttttgt
tatgggattt
agatgataaa
gggtagtagt
tttgaggtgt
gagtgaattt
gaagtggtgg
ttgggggttg
agtgggtggg
ggaaagatat
tgtatagagt
tttggatttt
gtttgggttt
tgtattttag
ttttttgagt
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tttttttttt
gatttttggg
tagagatttt
tattgttgtt
gtttgtgatt
ggtttttggt
gggtgtttat
tgagtttgtt
tgtagtattg
gttgatttgt
gttgttttta
ttggtgggta
ttttttttgt
tgtgttaggt
tgagtttagg
ggagtgtgag
gtgtattttt
tgttttgtat
gtatatatag
attttttttg
aatagagaga
ttttttatat
tttaggtagg
aagtttgggt
tagtagggtt
ggtggatgat
gggaggtgga
taggaatttg
tttttttgat
ttggttatta
aagagattgg
aaagaggttt
attttaattt

gtattgtata
tttgtttgtt
gggtggtagg
ttttgttatt
aagaaaggta
gtatagattt
taggtatttt
tagtattttg
ggagtttggt
agaatgagtt
tggagttggg
tttttttttt
gggagttttt
tgtgtgtatt
gttttgtgta
tgtgtttgtt
ttgtatttgg
tttgtttttt
gagtatttat
gtttgaggat
tagttagaga
ttggggtagg
tattgttttt
tttatttgtt
ggggttggat
ttggagtgtg
attggggttg
gttgtagtgt
ttttgaagaa
gaaatatgag
gagtttaggt
ggggattttt
ggaattttgg

93

gtgagatgtt
gttgttttaa
ggtttgggaa
tgtaggtaat
aggaatggtt
atttttttta
ttttggttta
tggtttgggg
ttttttttgt
aaattatttt
gaaatgattt
ttttttttta
tgtggtattt
tgagttaggg
tgtttgaaat
tttgtgaatg
gggatgtata
ggtatttgag
gtgatttttg
taagtattgg
ggagtagaga
tgtttgaaag
atagggtttg
ttttatttgt
ttttaggagt
tagtagggaa
tgttttgtgt
agttttgttg
agagatttgt
tatggtggtg
ttattgattt
gttttgtgta
tttgaagttg

tagggtttta
gtgaagttgg
gatatgggtg
ggatgagttg
tgttagggta
ttggttgtgt
gttagatgtt
tgggttttag
tgagggggag
tttgtttttt
ttattttata
ggtagggttt
agatttaggg
tttatttgtt
gtttttttta
tgtttgtgag
tattttttaa
gatttttaag
gtattagtaa
ttatgatagg
gttagagggg
aatttagagg
gtttgagttg
ttttagggga
tggggttgag
gatgaggtaa
tgtttggaat
gtggggtttg
ttgtagtggg
gtttttagtt
tttgagaaag
agggtagaag
agataggaga

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980



ttggatgtga
ttaggggtat
ttaggtggtg
gtataattgt
tagtgggatt
tttagtgtta
gtggagtgag
gatgttaagt
ttggatttgg
tggtgaggta
gtttttagta
gtttagtggg
atttttgttt
gttagggttt
agtgtttttt
tgaaagggag
tgggtgtttt
gggtttagat
ttaggtgaag
gtattgggta
tttttgttta
taggattggt
atgggatgtg
agaggggaga
agtgatgggt
tattatatag
aaggttataa
aggttgagtt
tgttattgta
gttataaatt
atgagaattg
gggtggggaa
agttgatgta
gttggggagg
gtgagatatt
taaataggtt
tttgaggtta
aatataaaaa
gaggtaagag
tgtattttag
aaaaaagagg
ggtgggtgga
tgtttttatt
tattttggag
taagattata
aaaaaaattt
tatgatttta
agttgggatt
gtggttttat
tttagttatt
gaaaatagtg
tataattttt
tgtgtagatg
aggggagtga
tgtttgtaat
tgagattagt
gttaggtatg
tgtttgaatt
tgggtaataa
tgatgagaag
ggtatttgta
tatttttttt
aaggaattat

ggttttttta
gttgaaattt
gtgtgttggt
gtgggatggg
ttagtgttag
gtgggatttt
tggagtgttg
tatagtttgt
aggttgtgat
ggtgggtttt
gtttttattt
gagtgaatta
tgttttatag
tggaattaga
agtttgggtg
gtagttgtag
tgggttttga
ttgggttgga
ttttggtgtt
ggaaatggta
tatttgttat
ggggagatgg
ggaggagttt
tagttgaatt
tttgaagttt
gatatagtat
ataaattagt
aggggaattg
ttttagtttg
gtgtgtgggt
agatggattt
ttttttttta
aatagttgtt
gtttttattt
gatttttggg
gggtgtagtg
agagtttgag
ttagtttagt
aattgtttga
tttggataat
ttgggtggtg
ttatttgagg
aaaaatataa
gttgaggtag
ttattgtatt
ttttttttga
gtttattgta
ataggtattt
tatgttggtt
taaagtgttg
taaaaattta
ttttatttgt
gagtttggat
aggatagaaa
tttagtattt
ttgattaata
gtggtgtatg
tgggaggtgg
gagtaaaatt
gaaatttaat
tatgttgtgt
ttgttttaat
atgtattagg
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gagttggttt
tttaaagtag
tttttggagt
gttatgtgga
tgggatttta
agtgttagtg
gtgatttgag
gtagtagtag
ttaggggaaa
ttgttttttg
tggttttttg
gtgttttttt
atttttggtt
gaaagttgtt
ggagtggtgyg
ttttagtttt
ttttgttagt
aaagttttgt
ttattatata
gggttgaggt
ttttagtttt
agtttaatag
agaggaggtg
gggtttaaga
gagtgtattg
atgtaaattt
tgggtatggt
tttgaatttg
gaaatagagt
tttaggttat
tttgtttttt
tgggtttagt
ttattttttg
tttagataat
atagaatttg
gtttatgttt
attagtttgg
gtggtggtgt
tttaggaggt
agagggagat
gtggtttata
tttggagttt
aaattagttg
gagaattttt
ttagtttgga
gatatagttt
atttttgttt
gttattatgt
aggttggttt
ggattatagg
tgataaataa
tttttaggtt
tttatttgaa
ttatatgtaa
tgggaggttg
tggtgaaatg
tttgtagttt
aggttgtagt
ttattttaaa
tggtaggttt
tttagtgtgg
ttttttaagt
atttttaggg

tttttaaata
tttaaagaat
ggggtgggat
tttatgtgta
gtgttagtgg
ggattttagt
tggagattgt
taaaggggaa
gtgtgggtgg
gagttgtttt
tggttattgt
ttgtttttgg
tttgttgagt
ttttggttat
ttgtgttgtt
attttagaag
gttgtggggt
tgattgtagg
tttttgggtt
tgattttagg
gtaatttatt
gaatattttt
tggagagtgt
ggtgtttagt
aaagaggggg
tttttttgtg
ggtgtgtgtt
ggaggtggag
gagattttgt
ataattagag
ttggaggaga
tgtttaattt
ttgtttttgg
ttttaagtag
agagggtgtt
gtaattttag
ttaagatggt
tagtttgtaa
agaggttgta
tattttaaaa
ttatgtgatt
gagattagtt
ggtggggtgg
tgaatttgtg
taataatagt
tatttttttg
tttagatttt
ttagttaatt
tgaatttttg
tgtgagttat
aatattaaaa
attttttgtt
aatggtggga
aagaaatttt
aggtaggtgg
ttatttttat
tagttatttt
gagttaagat
aaaaaagaaa
tagtagggga
gttagggagt
tttggattag
ggtgtttgtt
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atttttaaaa
ataatgagag
gtggttgtgt
taattgtggg
gattttagtg
gttagtgggt
gttttggatg
ggggtaggag
ttgatttagg
tttttatatt
gggatttggt
tttttttgat
gtggtattgg
ttgaagtgtt
gaaggttggyg
tggtttttgt
agaggtattt
taagtgtttg
ttatgttagt
agtataaggg
ttagatatat
tagtagtgag
ttgaggttgg
gggtgtttgt
tgtgtaaaaa
gaaaagttag
tgtagtttta
attgtagtga
tttggaaaaa
ttggagggga
gtgggtggtt
taggggattt
ttttggagaa
ttaggatatg
aaaaaattta
tattttggga
gaaattttat
ttttagttat
gtgagttgag
aaaaaaaaaa
ttagtatttt
tggttaatat
taggtatttg
gggtggaggt
aaaattttgt
tttaggttgg
tgtattttag
tttgtatttt
attttaagtg
tatgtttggt
atttattgaa
ttagaaagta
gttatggaaa
gggttgggtg
attatttgag
taaaaatata
ggaggttgag
tgtgttattg
gaaagaaatt
gatgaggaga
aggttattat
tggtatttta
aaaaatgtaa

tttttagatt
ttttaatatt
ggatttatgt
attttagtgt
ttagtgggat
ttgtggttta
ttttagttta
ttgggtatag
gtagttgtgg
tgtttttggt
gttgttgtta
ggtatgagga
agtttgtttt
ggatttttat
gtttttggtg
attgttgtgg
ggagtttgta
ggaggggtgg
tgtatttgtg
agttttttat
agaaagtaag
taggggttgt
gtgagtgttt
tgaatgaatg
gggttttttt
ataggttaaa
gttattaggg
gttaagattg
aaaaaaaaaa
gtggttaagg
gtttatttgg
ttaggatagg
ggaggaggga
ggtgagatga
gtaattaaga
ggttggatta
ttttattaaa
ttaggaggtt
attatgttat
aaaaaaaaaa
gggaggttga
ggtgaaattt
taattttagt
tgtagtgaat
tttaaaaaaa
ggtgtagtat
ttttttaagt
tagtaggggt
atttgtttgt
ttttttaaat
tttgtatttt
atttaaaaaa
attttggagt
tagtggttta
gttaggagat
aaaaaaatta
ataggaaaat
tattttagtt
ttttggtagt
ttttagggag
tttttttgtt
agtgtagttt
attttggtta

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
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760



ggtgtagtgg
aggttaggag
taaaaataaa
atttgggagyg

gagattgtgt
aaagtaaatt
<210> 10
<211> 6096

<212> ADN

tttatatttg
attgagatta
ttaaaaaaaa
ttgaggtagyg
tattgtattt
ttttgggtat

<213> Secuencia Artificial

<220>
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taattttagt
ttttggtaaa
tattagttgg
agaatggtgt
tagtttgggt
tattttatat

attttgggag gttgaggtgg

tatggtgaaa
gtgtggtggt
gaatttggga
gatagagtga
tgattg

ttttattttt
gggtgtttgt
ggtggagttt
gattttgttt

<223> Constructo sintético: ADN genoémico tratado quimicamente (Homo sapiens)

<400> 10
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gtggattatg
attaaaaaaa
agttttagtt
gtagtgagtt
taaaaaaaaa

5820
5880
5940
6000
6060
6096



tagttaatgt
tttgttgttt
gggtttatgt
ttatgtttag
attgtgtttg
taaagtgttg
agtatttttt
tttaaagttt
tttggtttat
ttgttgggat
ttttttttta
tggtttattg
tagttgggat
agatgatatt
ttgttttggt
ttttttttat
attattttta
gagagtagtt
gatattttgt
tttatgtttg
agtttaagat
agttgggtgt
tttgagaggt
agagtaaaat
ttgttgttta
ggtttaaggg
tttatttagt
ggttttgaat
atatggtgtg
gagatagttt
atttttgttt
aggttagtgt
ttttggttag
gattatagat
tttttttaaa
ttagagattg
agatagtaag
tggatagttg
ttttagaggg
gattgtataa
agttttgttt
gttttttggg
tgtattatta
gggagaggat
tttttttaat
agtatttttt

ggggtggtgt
aggttggggt
tatttttttg
ttaatgtttt
ttaggatggt
ggattatagg

gggggttttg

gaaggggttg
attggggtat

ttgttgatta
agatggagtt
taatttttgt
tataggtgtg
ttattatgtt
tttttaaagt
atataatttt
ggtaaagttt
tgggaggtag
ttattgtgga
taattttagt
tagtttggtt
ggtgataggt
agaggttgta
tgtgttttga
ggttggagtg
atttttttgt
taatttttgt
tttagatttt
agttattgtt
ttttttgttg
tttgggttaa
tattatattg
gttggttttg
gtgagttatt
ttttgtttta
tttgggaagt
gaatagggtg
agtttgtgga
aatgagggat
tttgaaattt
tgtttttagg
tttaagtgat
tgtttggtta
ttgtatatgt
gtatttagat
gaatttggtt
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ttaagaaatt
gtagtggtgt
ttttagtttt
ttttggtttg
tttgattttt
tgtgagttat
atgtatgtgg
gagtaagagg
agtatgtgta
agtttttttt
ttgtttttgt
tttttgggtt
tattattatg
ggttaggttg
gttgggatta
tattttttat
aaattttatt
gtgagaaagg
tttttgtatt
attttgggtg
aatatggtga
atttgtaatt
gtgagttgag
aaaaaaagat
taatggtgtg
tttagttttt
atttttagta
aggtgattta
gtttggtttt
tttaggttgg
gtaatttttt
ggttaatttt
aatttttgat
gtgtttggtt
gaagttagta
ggagattttt
attgtttata
gagggatttt
ttattttagt
atatatggtt
ttggagtgta
ttttttggtt
atttgtttgt
tgtgttttgt
tttaaagttt
taattatttt

tgtttttttt
aattttagtt
ttgagtagtt
tttttgtttt
tgattttgtg
tgtatttggt
ttttttggat
aaggtagatg
aatgtttttt
ttattaattg
tgtttaggtt
taagtgattt
tttggttaat
gttttaattt
taggtataag
ttttttgttt
tgtatatttt
gttgtggaag
atttttattt
gttgaagtgg
aattatgttt
ttagttattt
attgtggtgt
tttttttttt
attttggttt
ggagtagttg
gaaatggggt
tttgttttgg
tttttttttt
agtatagtgg
tgttttagtt
tgtattttta
tttaagtgat
tatttatttt
ttttatttat
tttagttttt
ttagtttttg
ttatttttaa
ttttattttt
tgtaattttt
gtggtgtgat
tagttttttt
aattttttta
gtgatgaaag
attatttatt
ttttttaggt
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tttttgaggt
tattgtaagt
gggattatag
tttagtagag
atttatttgt
taaaatttgt
tatatttagg
ggaggagtag
ttagagtttt
ttagagggtt
ggagtgtaat
ttttgtttta
tttttttgta
tttgatttta
ttattgtgtt
taaggttttt
ttaagttgtt
tgtaagttta
aaaaaggtta
gtaggttatt
ttattaaaaa
gggaggttga
tgtattttaa
tttgagatag
attgtaattt
ggattatagg
tttattatat
ttttttaaag
tttttttttt
tatgattttg
ttttgagtgg
gtagagatgg
ttggtttttt
gattattgag
tttatttatg
tttttttttt
ttttagagat
gtaggtaatt
gattattttt
tttttttttt
tttggtttat
agtagttggg
atttgtttgg
gagttttttt
tatttaataa
atttatttaa

agagttttgt
tttgtttttt
gtgtttgtta
atggggtttt
tttggttttt
atttttaata
gtattattgg
tgatttgttt
tttatttttt
tttttttttt
ggtataattt
gtttttggag
tttttagtag
ggtaatttat
tggtttaggg
tatagttttt
ttttggggta
gtaaattttt
agtgtggtgg
tgaggttagg
tataaaaatt
ggtatgagaa
tttgggtgag
agttttgttg
ttgttttgta
tgtttgttat
tggttaggtt
tgttgggatt
tttttttttt
gtttattgta
ttgggattat
ggttttatta
aaagtgttgg
ttttttggta
ttttggttgt
ttagggttaa
tttttgagat
atttattttt
ttttagtttt
tttgagatgg
tgtaattttt
attatagatg
tttttttata
tatatatttt
atatttatta
ttttgggtat

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760



tttttgtgtt
atatttttgt
ggttgtaaaa
gggttggttt
tggaagtgtg
tagttagtga
tgtggtgttg
tggggtgggy
atgtagttgt
ttaaagagtg
ggtggaggtt
ggatgaagga
tgattgtgga
tggttttagg
ttatgttttt
tttttgttgt
tttttgttta
gggttttgtt
tggtgttggy
tgtgagtttg
tgttttgttt
tttggattgt
tgagagaaat
ggttttgggt
atttttaaat
agatttttag
tatttttggt
ttaggggtta
tgtaattagg
tttaatttta
ttttaagtta
agttttagtt
aatagagttt
gtagtgtttg
ttttaaatgt
tggttgtttt
ttaggttaga
atatttttat
aataaagtgt
atgtagagaa
gatatattta
taggattttg
tatatagttt
atttttatag
agaaagtgtt
attttgtggg
tgttttgtaa
ggtttttagt
gtgttgggta
tgtttggtgg
ttgtgtatta
ttttttgatt
gtagagggta
ttatttaggg
ggtaggttta
tagtgtaaaa

ttttttgagt
taagttttgt
ttggaggtga
tagttttgtt
tggtaaagtg
agttttttta
gtgaagttga
ttgaggttgt
tgtttttgtt
attttttttg
gaaggtttgt
gggtgttaat
gggttaaggt
gagtaaggag
ttttgggtta
tgttgtgtgg
ggttgttagt
ggtgttgggg
gttttgttgg
tgtggttttg
tagggagtta
tttgggggat
tagttttggg
taaggtgttt
ttttttttaa
ttttttgagt
ggttaggaag
agaaaggttt
tttttagtgt
ttttttttta
tttatttaat
ttgttattat
aggtttgaat
tttggggtat
aaagaggttg
tttgtttttg
aaaggtggat
atatatatag
aggatataat
atgtatatta
tattttaaga
aatttatatg
aatatatagt
aaagaaaatt
tgttaggtat
aatagtattt
attaatttta
gttgtagttt
aatttattaa
atatttagtt
agggtttgta
atggattggt
gtggtgaggg
tttttgtttg
ggaattgtta
agggaatttt
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tttttttgtg
ttttttatta
taaatgtggg
attttttgtt
ttggggtttt
atttaggttt
agtttgagaa
agttgttttt

taggttggga
attttagggt

ggggtaggat
ttatttttta
gaaaattgtt
tttatttgtt
tgatttttgg
gttgtaattt
gttttatttg
ttttgttggt
tgttggggtt
ttttgtgtgg
gtgtgttgtt
tttggtgtat
agggttttgt
agaggaatag
aatgtagggt
ttaagtatga
tttaggtagg
tgtatagtaa
tttttttata
tttatttttt
ttttagtttt
tatttttatt
ttatttgttt
tttaggttta
ttatttaatg
ttgtttttta
tttgtgtttt
agagggtttg
agagatattg
atatatagag
aatattaaga
gatatagata
atttatatat
tttttagagg
tgaaatgtta
ttatttttat
gatttataag
agtgaatgtt
gtttgtatgt
tggtgatata
ttattttgtt
ttaggaggtt
tgtataaagt
ttttgtttaa
tgtttaggta
gaattttata

ttttatatag
gttttgtttg
taggaaatgg
taatattgtg
gtttggttgt
gggttttgtg
tgtttattgt
tttttgtatt
ggtattgtag
tttggtgggg
aggagttttt
ttgggttggt
gggggtgttg
ttgttgttgt
atttaattgt
gatgtttagg
ttttattggg
gttggggttt
ttgttggtgt
ttgtgtatgt
atttgggatg
ttttaggatt
atttagtttt
ttgatttttt
tttagttttt
atagggaatt
tttttgttta
gttaattaag
tttttagttt
gttttgttgt
tggtaattta
ttggtttttt
gaaaaataat
tgtgtatttt
tttgggtttt
tttttttttg
tggattttat
tgtatgtttg
tatatattga
atatatttta
tatttatgaa
tttaggagta
aagttttttt
tttttaaggt
aggtattgta
tttttaggga
agtgtttttt
gatttgttga
ttgtttaata
taggaggtat
gggttttgtt
tatttttggt
tttagttgtt
ggtgtattag
ttgagttgga
ttggta
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tttttgttta
ttttttgtgt
agggtttttt
gatgtaattg
tttttttgga
agttttaggt
agtgatgtga
aaggatttta
ggatttgatg
taggttttag
tgtgttgttg
ggtaatgttg
agggtaggtg
agttgttttg
gtttggtttt
ttggggtgtt
ttatagattt
tgttggtgtt
tggggttttg
gagtttgtgt
ttaggatttt
taggagtttt
ttgttttggt
tatttttgtg
tttagggagt
ggggattatt
ttgtagatgg
ttttattagt
taagtgatat
tttatttttt
gttttagttt
ttgagaataa
ttaagttaaa
tgaatttttt
tttgattttt
ttatggttag
taatgttagg
gaaattttta
gaaatgtgta
taaatatatt
gggaatattt
ggtgggtttt
aagtttaaat
tttgtttgga
aagtgaaaat
aatagggaag
tttttggtgg
ggtttatttt
tttggttggg
ggttggtgaa
ttgatagatt
ttgtttattg
tatgtttttt
ttttgtttgg
gttttgggta

ttgttggaaa
gtttgggata
tatattttta
gtatgggatt
tgtttgtttg
gtttttgttt
aggttgtttt
atttttagtg
ttttaggtgg
tattgtattt
gaagggttga
aattttgtag
tggggagggg
ggttgattgt
tgtttttttt
tagggtgtag
gttggtgttg
ggggttttgt
tggttgtgta
ggttgtgttt
tgttgtgttt
ggaagttgtt
tttggattgg
tagggtagag
tagtgaattt
attatgttta
attttttttt
agagttgtgt
aggatatagt
ttgttatata
ttggaagttt
gtggagggta
ttttgtggga
tgggtatttg
tgtttttttt
tatttggttt
agttatataa
gatattaaag
tattttttaa
tatagaaata
tagatatgta
gatttaggtg
gttgtaagag
aggaagagga
tattttttta
tggtttaatt
ggagaggtta
aggttatagg
ttaggaagag
gaaaatggat
attttttatt
tttgtaaata
taagtttttg
ggtggtgatg
ttttattgtg

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
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6096
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<210> 11

<400> 11

000

<210> 12

<400> 12

000

<210> 13

<400> 13

000

<210> 14

<400> 14

000

<210> 15

<400> 15

000

<210> 16

<400> 16

000

<210> 17

<400> 17

000

<210> 18

<400> 18

000

<210> 19

<400> 19

000

<210> 20

<400> 20

000

<210> 21
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<400> 21

000

<210> 22

<400> 22

000

<210> 23

<400> 23

000

<210> 24

<400> 24

000

<210> 25

<400> 25

000

<210> 26

<400> 26

000

<210> 27

<400> 27

000

<210> 28

<400> 28

000

<210> 29

<400> 29

000

<210> 30

<400> 30

000

<210> 31

<400> 31
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000

<210> 32

<400> 32

000

<210> 33

<400> 33

000

<210> 34

<400> 34

000

<210> 35

<400> 35

000

<210> 36

<400> 36

000

<210> 37

<400> 37

000

<210> 38

<400> 38

000

<210> 39

<400> 39

000

<210> 40

<400> 40

000

<210> 41

<400> 41

000
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<210> 42
<400> 42
000

<210> 43
<400> 43
000

<210> 44
<400> 44
000

<210> 45
<400> 45
000

<210> 46
<211> 20
<212> ADN
<213> Homo Sapiens
<400> 46
aaacccaaac ctaaattaaa 20
<210> 47
<400> 47
000

<210> 48
<400> 48
000

<210> 49
<400> 49
000

<210> 50
<400> 50
000

<210> 51
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<211> 17

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 51

ggaagtgtgt ggtaaag 17
<210> 52

<400> 52

000

<210> 53

<400> 53

000

<210> 54

<400> 54

000

<210> 55

<400> 55

000

<210> 56

<211> 28

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 56

taaagtgttg gggttttgtt tggttgtt 28
<210> 57

<400> 57

000

<210> 58

<400> 58

000

<210> 59

<400> 59
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<210> 60

<400> 60

000

<210> 61

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 61

aaacaaacgt ccgaaaaaaa cga 23
<210> 62

<400> 62

000

<210> 63

<400> 63

000

<210> 64

<400> 64

000

<210> 65

<400> 65

000

<210> 66

<211> 18

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 66
caaacgaaac cccgacgc 18
<210> 67

<400> 67

000

<210> 68
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<400> 68
000
<210> 69
<400> 69
000
<210> 70
<400> 70
000
<210> 71
<400> 71
000
<210> 72
<400> 72
000
<210> 73
<400> 73
000
<210> 74
<400> 74
000
<210> 75
<400> 75
000
<210> 76
<400> 76
000
<210> 77
<211> 25
<212> ADN
<213> Homo Sapiens

<400> 77
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tggtgatgga ggaggtttag taagt 25
<210> 78

<211> 27

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 78

aaccaataaa acctactcct cccttaa 27
<210> 79

<211> 30

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 79

accaccaccc aacacacaat aacaaacaca 30
<210> 80

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 80

taagagtaat aatggatgga tgatg 25
<210> 81

<211> 17

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 81

ccteccatet cecttee 17

<210> 82

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 82

atggatgaag aaagaaagga tgagt 25
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<210> 83

<400> 83

000

<210> 84

<400> 84

000

<210> 85

<400> 85

000

<210> 86

<400> 86

000

<210> 87

<400> 87

000

<210> 88

<400> 88

000

<210> 89

<400> 89

000

<210> 90

<400> 90

000

<210> 91

<400> 91

000

<210> 92

<400> 92

000

<210> 93
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<400> 93

000

<210> 94

<400> 94

000

<210> 95

<400> 95

000

<210> 96

<400> 96

000

<210> 97

<400> 97

000

<210> 98

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 98
aaacccaaac ctaaattaaa 20
<210> 99

<211> 17

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 99

ggaagtgtgt ggtaaag 17
<210> 100

<211> 28

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 100
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taaagtgttg gggttttgtt tggttgtt 28
<210> 101

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 101

aaacaaacgt ccgaaaaaaa cga 23
<210> 102

<211> 18

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 102

caaacgaaac cccgacgc 18
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Reivindicaciones

1. Un método para detectar carcinoma colorrectal o de préstata en un sujeto, que comprende detectar la presencia de
metilacion de TFAP2E en una muestra bioldgica aislada de dicho sujeto; en donde

(i) en el caso de cancer de prostata la muestra biolégica se selecciona del grupo que consiste de tejido prostatico,
plasma sanguineo, suero sanguineo, sangre entera, células obtenidas de la sangre obtenida del sujeto y en orina; y

(ii) en el caso de carcinoma de colon, la muestra bioldgica se selecciona del grupo que consiste de tejido de colon,
plasma sanguineo, suero sanguineo, sangre entera y células obtenidas de la sangre obtenida del sujeto;

en donde la presencia de metilacion de CpG es indicativo de la presencia de dicho trastorno y la ausencia del mismo es
indicativo de la presencia de un trastorno proliferativo celular benigno.

2. Un método para detectar carcinoma colorrectal o la prostata en un sujeto, que comprende poner en contacto ADN
gendmico aislado de una muestra bioldgica obtenida de dicho sujeto; en donde

(i) en el caso de cancer de prostata la muestra bioldgica se selecciona del grupo que consiste de tejido de la prostatico,
plasma sanguineo, suero sanguineo, sangre entera, células obtenidas de la sangre obtenida del sujeto y orina; y

(ii) en el caso de carcinoma de colon, la muestra bioldgica se selecciona del grupo que consiste de tejido de colon,
plasma sanguineo, suero sanguineo, sangre entera y células obtenidas de la sangre obtenida del sujeto;

con al menos un reactivo, o serie de reactivos que distingue entre dinucleétidos CpG metilado y no metilado dentro de al
menos una region objetivo del ADN gendmico, en donde la region objetivo comprende al menos una secuencia de
dinucleotido CpG del gen TFAP2E e hibrida bajo condiciones rigurosas con una secuencia de al menos 16 nucleétidos
contiguos de al menos una secuencia seleccionada del grupo que consiste de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 2,
respectivamente, y la deteccién de carcinoma colorrectal o prostata con base en la presencia de metilacion de CpG en
dicha al menos una secuencia de dinucleétido CpG.

3. Un método para detectar carcinoma colorrectal o de préstata, que comprende:
a) extraer o bien el aislar ADN gendmico de una muestra biolégica obtenida del sujeto; en donde

(i) en el caso de cancer de prostata la muestra biolégica se selecciona del grupo que consiste de tejido de prostata,
plasma sanguineo, suero sanguineo, sangre entera, células obtenidas de la sangre obtenida del sujeto y orina; y

(ii) en el caso de carcinoma de colon, la muestra biolégica se selecciona del grupo que consiste de cancer de colon
tejido de colon, plasma sanguineo, suero sanguineo y sangre entera, células obtenidas de la sangre obtenida del sujeto;

b) tratar el ADN gendémico de a) con uno o mas reactivos, preferiblemente un reactivo seleccionado de entre el grupo
que consiste de bisulfito, sulfito de hidrogeno, disulfito, y sus combinaciones, para convertir las bases de citosina que
estan no metilado en la posicién 5 del mismo en uracilo o en otra base que es detectablemente diferente de la citosina
en términos de propiedades de hibridacion;

c) poner en contacto el ADN gendmico tratado con una enzima de amplificacién y al menos un cebador que comprende,
una secuencia contigua de al menos 9 nucledtidos que es complementaria a, o se hibrida bajo condiciones rigurosas
con una secuencia seleccionada del grupo que consiste de la SEQ ID NO: 3 a la SEQ ID NO: 10, y complementos de
las mismas y en dicho cebador comprende al menos un dinucleétido CpG, TpG o CpA, en donde el ADN gendmico
tratado o el fragmento del mismo, es o bien amplificado para producir al menos un amplificado, o no es amplificado; y

d) determinar, con base en la presencia o ausencia de, o una propiedad de dicho amplificado, el estado o nivel de
metilacion de al menos un dinucleétido CpG de una secuencia seleccionada del grupo que consiste de la SEQ ID NO: 1
ala SEQ ID NO: 2, o un promedio, o un valor que refleja un estado o nivel de metilacion promedio de una pluralidad de
dinucledtidos CpG de una secuencia seleccionada de los grupos que consisten de la SEQ ID NO: 1 ala SEQ ID NO: 2,
con lo que la deteccion de carcinoma colorrectal o de prostata es, al menos en parte, permitida.

4. El método de la reivindicacion 3, en donde el contacto o amplificacion en c) comprende el uso de al menos un método
seleccionado del grupo que comprende: el uso de una ADN polimerasa resistente al calor como la enzima de
amplificacion; el uso de una polimerasa que carece de actividad exonucleasa 5'-3"; el uso de una reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR); la generacién de una molécula de acido nucleico amplificada que porta una etiqueta detectable.
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5. El método de la reivindicacion 3, que comprende ademas en la etapa d) el uso de al menos una molécula de acido
nucleico o molécula de acido peptidonucleico que comprende en cada caso una secuencia contigua de al menos 9
nucledtidos de longitud que es complementaria a, o hibrida bajo condiciones moderadamente rigurosas o rigurosas con
una secuencia seleccionada del grupo que consiste de la SEQ ID NO: 3 a la SEQ ID NO: 10, y complementos de las
mismas, en donde dicha molécula de acido nucleico o molécula de acido peptidonucleico suprime la amplificacion del
acido nucleico con el cual se hibrida, y/o en donde la determinaciéon en d) comprende la hibridacion de al menos una
molécula de acido nucleico o molécula de acido peptidonucleico en cada caso comprende una secuencia contigua de al
menos 9 nucledtidos de longitud que es complementaria a, o se hibrida bajo condiciones moderadamente rigurosas o
rigurosas con una secuencia seleccionada del grupo que consiste de la SEQ ID NO: 3 a la SEQ ID NO: 10, y
complementos de las mismas.

6. El método de la reivindicacion 5, que comprende ademas extender al menos una de tales moléculas de acido
nucleico hibridado en al menos una base nucleétida, y/o en donde el contacto o amplificacién en c), comprende el uso
de cebadores especificos de metilacion.

7. Un método para detectar carcinoma colorrectal o de préstata, que comprende:
a) extraer o bien aislar ADN gendmico de una muestra biolégica obtenida del sujeto, en donde

(i) en el caso de cancer de prostata la muestra biolégica se selecciona del grupo que consiste de tejido prostatico,
plasma sanguineo, suero sanguineo, sangre entera, células obtenidas de la sangre obtenida del sujeto y orina; y

(ii) en el caso de carcinoma de colon, la muestra bioldgica se selecciona del grupo que consiste de tejido de colon,
plasma sanguineo, suero sanguineo y sangre entera, células obtenidas de la sangre obtenida del sujeto;

b) digerir el ADN gendmico de a), o un fragmento del mismo, con una o mas enzimas de restriccion sensibles a la
metilacion;

c) poner en contacto la enzima de restriccion de DNA digerida de b), con una enzima de amplificaciéon y al menos dos
cebadores adecuados para la amplificacion de una secuencia que comprende al menos un dinucleétido CpG de una
secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 1 ala SEQ ID NO: 2;y

d) determinar, con base en la presencia o ausencia de un amplificado el estado o nivel de metilacion de al menos un
dinucledtido CpG de una secuencia seleccionada del grupo que consiste de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 2, con lo
cual la deteccion de carcinoma colorrectal o préstata es, al menos en parte, permitida.

8. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 7, en donde la presencia o ausencia de un amplificado se determina por
medio de hibridacién con al menos un acido nucleico o acido peptidonucleico que es idéntico, complementario, o hibrida
bajo condiciones rigurosas o altamente rigurosas con al menos un segmento de 16 bases de longitud de una secuencia
seleccionada de la SEQ ID NO: 1 ala SEQ ID NO: 2.

9. El uso de

a) un &cido nucleico derivado de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 2 genémica por tratamiento con bisulfito, en donde
dicho acido nucleico comprende al menos una secuencia dinucleétido CpG, TpG o CpA,

b) un acido nucleico, que comprende al menos 16 nucledtidos contiguos de una secuencia de ADN gendmico
seleccionado del grupo que consiste de la SEQ ID NO: 3 a la SEQ ID NO: 10, y secuencias complementarias de las
mismas, en donde la secuencia de bases contigua comprende al menos una secuencia de dinucleétido CpG, TpG o
CpA, o

c) un acido nucleico, que comprende al menos 50 nucledtidos contiguos de una secuencia de ADN gendmico
seleccionado del grupo que consiste de la SEQ ID NO: 3 a la SEQ ID NO: 10, y secuencias complementarias de las
mismas, en donde la secuencia de bases contigua comprende al menos una secuencia de dinucleétido CpG, TpG o
CpA

para diagnéstico de carcinoma colorrectal o de préstata mediante analisis de metilacion de una muestra bioldgica, en
donde

(i) en el caso de cancer de prostata la muestra biolégica se selecciona del grupo que consiste de tejido prostatico,
plasma sanguineo, suero sanguineo, sangre entera, células obtenidas de la sangre obtenida del sujeto y orina; y
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(ii) en el caso de carcinoma de colon, la muestra bioldgica se selecciona del grupo que consiste de tejido de colon,
plasma sanguineo, suero sanguineo, sangre entera y células obtenidas de la sangre obtenida del sujeto.

10. Uso de un kit para realizar el método segun la reivindicacion 3, en donde el kit comprende (a) un reactivo de
bisulfito; (b) una recipiente adecuado para contener dicho reactivo de bisulfito y la muestra biolégica del paciente; (c) al
menos una un conjunto de oligonucledtidos que contiene dos oligonucledtidos cuyas secuencias en cada caso son
idénticas, son complementarias, o se hibridan bajo condiciones rigurosas o altamente rigurosas con un segmento de 9,
o mas preferiblemente 18, bases de longitud de una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 3 ala SEQ ID NO: 10, o
un kit adecuado para realizar el método de acuerdo con la reivindicacién 9 que comprende (a) un reactivo de enzima de
restriccion sensible a la metilacién; (b) un recipiente adecuado para contener dicho reactivo y la muestra biolégica del
paciente; (c) al menos un conjunto de oligonucledtidos de uno o una pluralidad de acidos nucleicos o acidos
peptidonucleicos que son idénticos, son complementarias, o hibridan bajo condiciones rigurosas o altamente rigurosas
con al menos un segmento de 9 bases de longitud de una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO:
2; y opcionalmente (d) instrucciones para el uso y la interpretacion de los resultados del kit.
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