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DESCRIPCION
Nuevo protocolo de preparacion de bibliotecas de secuenciacion
2. ANTECEDENTES DE LA INVENCION.

[0001] La deteccion y el diagndstico prenatales son una parte rutinaria de la atencion prenatal. Actualmente, el
diagnéstico prenatal de afecciones genéticas y cromosdmicas involucra pruebas invasivas, como la amniocentesis o
el muestreo de vellosidades coridnicas (CVS), realizadas a partir de las 11 semanas de gestacion y con un riesgo de
aborto = 1%. La existencia de ADN libre de células en circulacion en la sangre materna (Lo et al., Lancet 350: 485-
487 [1997]) se esta explotando para desarrollar procesos no invasivos que utilizan acidos nucleicos fetales de una
muestra de sangre periférica materna para determinar anomalias del cromosoma fetal. (Fan HC y Quake SR Anal
Chem 79: 7576-7579 [2007]; Fan et al., Proc Natl Acad Sci 105: 16266-16271 [2008]). Estos métodos ofrecen una
fuente alternativa y mas segura de material genético fetal para el diagndstico prenatal, y podrian pronunciar de
manera efectiva el final de los procedimientos invasivos.

[0002] La secuenciacion de acidos nucleicos esta evolucionando rapidamente como una técnica de diagndstico en el
laboratorio clinico. Las aplicaciones que involucran la secuenciacion se observan en varias areas, incluidas las
pruebas de cancer que abarcan pruebas genéticas para la predisposicion al cancer y la evaluacion de mutaciones
genéticas en el cancer; la genética abarca las pruebas de portador y el diagnéstico de enfermedades transmitidas
genéticamente; y microbiologia que abarca genotipos virales y secuencias asociadas con resistencia a farmacos.

[0003] EI advenimiento de tecnologias de secuenciacion de proxima generacion (NGS) que permiten la
secuenciacion de genomas enteros en tiempo relativamente corto, ha proporcionado la oportunidad de comparar el
material genético procedente de un cromosoma a ser comparada con la de otro sin los riesgos asociados con
metodos de muestreo invasivo. Sin embargo, las limitaciones de los métodos existentes, que incluyen una
sensibilidad insuficiente derivada de los niveles limitados de ADNCcf, y el sesgo de secuenciacion de la tecnologia
derivada de la naturaleza inherente de la informacion genémica, subyacen a la necesidad continua de métodos no
invasivos que proporcionen cualquiera o todos de la especificidad, la sensibilidad y la aplicabilidad para diagnosticar
de manera confiable las aneuploidias fetales en una variedad de entornos clinicos.

[0004] Ya que la secuenciacion de acido nucleico ha entrado en el area clinica para las pruebas de cancer,
organizaciones tales como la NCCLS (Consejo Nacional de Servicios de Laboratorio clinico) y la Asociacion de la
Citogenética Clinica han proporcionado pautas para la normalizacién de las pruebas basadas en secuenciacion
existentes que utilizan secuenciacion de extension de cebador, terminada en didesoxi, basada en PCR realizada en
gel o capilar (NCCLS: Nucleic Acid Sequencing Methods in Diagnostic Laboratory Medicine MM9-A, Vol. 24 Num.
40), Secuenciacion de Sanger y QF-PCR (Asociacion para la Sociedad de Citogenética Clinica y Genética Molecular
Clinica, Guias de practica para el analisis e interpretacion de secuenciacion de Sanger ratificada por el Comité
Ejecuvo de CMGS el 7 de agosto de 2009, disponible en la direccion web
cmgs.org/BPGs/pdfs%20current%20bpgs/Sequencingv2.pdf QF-PCR para el diagndstico de las mejores guias de
aneuploidia (2007) v2.01). Las directrices se basan en pruebas de consenso de varios protocolos y, entre otras
cosas, tienen como objetivo reducir la aparicion de eventos adversos en el laboratorio clinico, por ejemplo, mezclas
de muestras, al tiempo que se preserva la calidad y la fiabilidad de los ensayos. Ya que los laboratorios clinicos ya
estan experimentando con NIPD, se desarrollaran procedimientos de calidad para implementar las nuevas
tecnologias de secuenciacion para proporcionar sistemas de atencion de salud apropiados y seguros.

[0005] Chu et al. (Bioinformatics, 25 (10), mayo de 2009, paginas 1244-1250) describe un " Statistical model for
whole genome sequencing and its application to minimally invasive diagnosis of fetal genetic disease".

[0006] La presente invencion se refiere a métodos de secuenciacion de nueva generacion fiables que son aplicables
al menos para la practica de diagnéstico prenatal no invasivo, y abarca los procedimientos que aumentan la rapidez
y la calidad de los métodos y reducir al minimo la pérdida de material, y reducir la probabilidad de errores de
muestra

3. RESUMEN DE LA INVENCION.

[0007] La invencion se define por las reivindicaciones adjuntas. La invenciéon proporciona un método para preparar
una biblioteca de secuenciacion a partir de una muestra de prueba que comprende moléculas de acido nucleico, en
donde el método comprende los pasos consecutivos de la reparacion de los extremos, las colas de dA y el
adaptador que ligan dichos acidos nucleicos, y en donde dichos pasos consecutivos excluyen la purificacion de los
productos reparados de extremo antes de la etapa de colas de dA y excluyen la purificacién de los productos de
colas de dA antes de la etapa de ligadura adaptadora.

[0008] La invencion también proporciona el uso de una biblioteca de secuenciacion preparada de acuerdo con el
método de la invencion en un método de secuenciacion de acido nucleico.
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[0009] La presente descripcion también se refiere a métodos para determinar la aneuploidia y/o fraccion fetal en
muestras maternas comprenden ADNCcf fetal y materna por secuenciacion masiva en paralelo. El método comprende
un protocolo novedoso para preparar bibliotecas de secuenciacion que inesperadamente mejora la calidad del ADN
de la biblioteca mientras que acelera el proceso de analisis de muestras para diagndsticos prenatales.

[0010] En una realizacién, se da a conocer en el presente documento un método para determinar una aneuploidia
cromosomica fetal en una muestra de sangre materna que comprende una mezcla de moléculas de acidos nucleicos
fetales y maternos, en donde el método comprende: (a) preparar una biblioteca de secuenciacion de la mezcla de
moléculas de acido nucleico maternas y fetales; en donde la preparacion de dicha biblioteca comprende los pasos
consecutivos de la reparacion del extremo, la cola de dA y la unién del adaptador a dichos acidos nucleicos; (b)
secuenciar al menos una porcion de las moléculas de acido nucleico, obteniendo asi informacién de secuencia para
una pluralidad de moléculas de acido nucleico maternas y fetales de una muestra de sangre materna; (c) usar la
informacion de secuencia para obtener una dosis de cromosoma para un cromosoma aneuploide; y (d) comparar la
dosis de cromosoma con al menos un valor umbral, y de ese modo identificar la presencia o ausencia de aneuploidia
fetal.

[0011] En otra realizacion, se da a conocer en el presente documento un método para determinar una aneuploidia
cromosomica fetal en una muestra de sangre materna que comprende una mezcla de moléculas de acidos nucleicos
fetales y maternos, en donde el método comprende: (a) preparar una biblioteca de secuenciacion de la mezcla de
moléculas de acido nucleico maternas y fetales; en donde la preparacion de dicha biblioteca comprende las etapas
consecutivas de reparacion de extremos, colas de dA y ligadura con adaptador de dichos acidos nucleicos; (b)
secuenciar al menos una porcién de las moléculas de acido nucleico, obteniendo asi informacién de secuencia para
una pluralidad de moléculas de acido nucleico maternas y fetales de una muestra de sangre materna; (c) usar la
informacion de secuencia para obtener una dosis de cromosoma para un cromosoma aneuploide; y (d) comparar la
dosis de cromosoma con al menos un valor umbral, y de ese modo identificar la presencia o ausencia de aneuploidia
fetal. EI método comprende ademas usar la informacién de secuencia para identificar un nimero de etiquetas de
secuencia mapeadas para al menos un cromosoma normalizador y para un cromosoma aneuploide; y el uso del
numero de etiquetas de secuencia mapeadas identificadas para dicho cromosoma aneuploide y el nimero de
etiquetas de secuencia mapeadas identificadas para al menos un cromosoma normalizador para calcular una dosis
de cromosoma para dicho cromosoma aneuploide como una proporciéon del nimero de etiquetas de secuencia
mapeadas identificadas para dicho cromosoma aneuploide y el nimero de etiquetas de secuencia mapeadas
identificadas para al menos un cromosoma normalizador. Opcionalmente, el calculo de la dosis cromosémica
comprende (i) calcular una relacion de densidad de etiqueta de secuencia para el cromosoma aneuploide,
relacionando el nimero de etiquetas de secuencia mapeadas identificadas para el cromosoma aneuploide en el
paso con la longitud de dicho cromosoma aneuploide; (ii) calcular una relacion de densidad de etiqueta de secuencia
para al menos un cromosoma normalizador, relacionando el nimero de etiquetas de secuencia mapeadas
identificadas para dicho al menos un cromosoma normalizador con la longitud de al menos un cromosoma
normalizador; y (i) usar las relaciones de densidad de etiquetas de secuencia calculadas en los pasos (i) y (i) para
calcular una dosis de cromosoma para el cromosoma aneuploide, en donde la dosis de cromosoma se calcula como
la proporcion de la relacién de densidad de etiquetas de secuencia para el cromosoma aneuploide y la relacion de
densidad de la etiqueta de secuencia para al menos un cromosoma normalizador.

[0012] En otra realizacion, se da a conocer en el presente documento un método para determinar una aneuploidia
cromosomica fetal en una muestra de sangre materna que comprende una mezcla de moléculas de acidos nucleicos
fetales y maternos, en donde el método comprende: (a) preparar una biblioteca de secuenciacion de la mezcla de
moléculas de acido nucleico maternas y fetales; en donde la preparacion de dicha biblioteca comprende las etapas
consecutivas de reparacion de extremos, colas de dA y ligadura con adaptador de dichos acidos nucleicos; (b)
secuenciar al menos una porcion de las moléculas de acido nucleico, obteniendo asi informacién de secuencia para
una pluralidad de moléculas de acido nucleico maternas y fetales de una muestra de sangre materna; (c) usar la
informacion de secuencia para obtener una dosis de cromosoma para un cromosoma aneuploide; y (d) comparar la
dosis de cromosoma con al menos un valor umbral, y de ese modo identificar la presencia o ausencia de aneuploidia
fetal. EI método comprende ademas usar la informacién de secuencia para identificar un nimero de etiquetas de
secuencia mapeadas para al menos un cromosoma normalizador y para un cromosoma aneuploide; y el uso del
numero de etiquetas de secuencia mapeadas identificadas para dicho cromosoma aneuploide y el nimero de
etiquetas de secuencia mapeadas identificadas para al menos un cromosoma normalizador para calcular una dosis
de cromosoma para dicho cromosoma aneuploide como una proporciéon del nimero de etiquetas de secuencia
mapeadas identificadas para dicho cromosoma aneuploide y el nimero de etiquetas de secuencia mapeadas
identificadas para al menos un cromosoma normalizador. Al menos un cromosoma normalizador es un cromosoma
que tiene la variabilidad mas pequefia y/o la mayor diferenciabilidad. Opcionalmente, el calculo de la dosis
cromosomica comprende (i) calcular una relacion de densidad de etiqueta de secuencia para el cromosoma
aneuploide, relacionando el nimero de etiquetas de secuencia mapeadas identificadas para el cromosoma
aneuploide en el paso con la longitud de dicho cromosoma aneuploide; (ii) calcular una relacién de densidad de
etiqueta de secuencia para al menos un cromosoma normalizador, relacionando el numero de etiquetas de
secuencia mapeadas identificadas para dicho al menos un cromosoma normalizador con la longitud de al menos un
cromosoma normalizador; y (iii) usar las relaciones de densidad de etiquetas de secuencia calculadas en los pasos
(i) y (ii) para calcular una dosis de cromosoma para el cromosoma aneuploide, en donde la dosis de cromosoma se
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calcula como la proporcién de la relaciéon de densidad de etiquetas de secuencia para el cromosoma aneuploide y la
relacion de densidad de la etiqueta de secuencia para al menos un cromosoma normalizador.

[0013] En otra realizacion, se da a conocer en el presente documento un método para determinar una aneuploidia
cromosomica fetal en una muestra de sangre materna comprende una mezcla de moléculas de acidos nucleicos
fetales y maternos, en donde el método comprende: (a) preparar una biblioteca de secuenciacion de la mezcla de
moléculas de acido nucleico maternas y fetales; en donde la preparacion de dicha biblioteca comprende las etapas
consecutivas de reparacion de extremos, colas de dA y ligadura con adaptador de dichos acidos nucleicos; (b)
secuenciar al menos una porcion de las moléculas de acido nucleico, obteniendo asi informacién de secuencia para
una pluralidad de moléculas de acido nucleico maternas y fetales de una muestra de sangre materna; (c) usar la
informacion de secuencia para obtener una dosis de cromosoma para un cromosoma aneuploide; y (d) comparar la
dosis de cromosoma con al menos un valor umbral, y de ese modo identificar la presencia o ausencia de aneuploidia
fetal. EI método comprende ademas usar la informacién de secuencia para identificar un nimero de etiquetas de
secuencia mapeadas para al menos un cromosoma normalizador y para un cromosoma aneuploide; y usando el
numero de etiquetas de secuencia mapeadas identificadas para dichos cromosomas aneuploides y el numero de
etiquetas de secuencia mapeadas identificadas para al menos un cromosoma normalizado para calcular una dosis
de cromosoma para dicho cromosoma aneuploide como una proporcion de la cantidad de etiquetas de secuencia
mapeadas identificadas para dicho cromosoma aneuploide y el nimero de etiquetas de secuencia mapeadas
identificadas para al menos un cromosoma normalizante. Opcionalmente, el calculo de la dosis cromosémica
comprende (i) calcular una relacion de densidad de etiqueta de secuencia para el cromosoma aneuploide,
relacionando el nimero de etiquetas de secuencia mapeadas identificadas para el cromosoma aneuploide en el
paso con la longitud de dicho cromosoma aneuploide; (ii) calcular una relacion de densidad de etiqueta de secuencia
para al menos un cromosoma normalizador, relacionando el nimero de etiquetas de secuencia mapeadas
identificadas para dicho al menos un cromosoma normalizador con la longitud de al menos un cromosoma
normalizador; y (i) usar las relaciones de densidad de etiquetas de secuencia calculadas en los pasos (i) y (i) para
calcular una dosis de cromosoma para el cromosoma aneuploide, en donde la dosis de cromosoma se calcula como
la proporcion de la relacién de densidad de etiquetas de secuencia para el cromosoma aneuploide y la relacion de
densidad de la etiqueta de secuencia para al menos un cromosoma normalizador. En realizaciones en las que el
cromosoma aneuploide es el cromosoma 21, al menos un cromosoma normalizante se selecciona entre el
cromosoma 9, el cromosoma 1, el cromosoma 2, el cromosoma 11, el cromosoma 12 y el cromosoma 14.
Alternativamente, el al menos un cromosoma normalizador para el cromosoma 21 es un grupo de cromosomas
seleccionados entre el cromosoma 9, el cromosoma 1, el cromosoma 2, el cromosoma 11, el cromosoma 12 y el
cromosoma 14. En realizaciones en las que el cromosoma aneuploide es el cromosoma 18, el al menos un
cromosoma normalizador se selecciona del cromosoma 8, cromosoma 2, cromosoma 3, cromosoma 5, cromosoma
6, cromosoma 12 y cromosoma 14. Alternativamente, el al menos un cromosoma normalizador para el cromosoma
18 es un grupo de cromosomas seleccionados del cromosoma 8, cromosoma 2, cromosoma 3, cromosoma 5,
cromosoma 6, el cromosoma 12 y el cromosoma 14. En realizaciones cuando el cromosoma aneuploide es el
cromosoma 13, al menos un cromosoma normalizante se selecciona del cromosoma 2, cromosoma 3, cromosoma 4,
cromosoma 5, cromosoma 6 y cromosoma 8. Alternativamente, el al menos un cromosoma normalizador para el
cromosoma 13 es un grupo de cromosomas seleccionados del cromosoma 2, cromosoma 3, cromosoma 4,
cromosoma 5, cromosoma 6 y cromosoma 8. En realizaciones en las que el cromosoma aneuploide es el
cromosoma X, al menos un cromosoma normalizante se selecciona entre el cromosoma 2, el cromosoma 3, el
cromosoma 4, el cromosoma 5, el cromosoma 6 y el cromosoma 8. Alternativamente, el al menos un cromosoma
normalizador para el cromosoma X es un grupo de cromosomas seleccionados entre el cromosoma 2, el cromosoma
3, el cromosoma 4, el cromosoma 5, el cromosoma 6 y el cromosoma 8.

[0014] La muestra maternal utilizada en las realizaciones del método para determinar una aneuploidia cromosémica
fetal es un fluido bioldgico seleccionado a partir de sangre, plasma, suero, orina y saliva. Preferiblemente, la muestra
materna es una muestra de plasma. En algunas realizaciones, las moléculas de acido nucleico comprendidas en la
muestra materna son moléculas de ADN libres de células. En algunas realizaciones, los pasos consecutivos
comprendidos en la preparacion de la biblioteca de secuenciacion se realizan en menos de una hora.
Preferiblemente, los pasos consecutivos se realizan en ausencia de polietilenglicol. Mas preferiblemente, los pasos
consecutivos excluyen la purificacion. La secuenciacion de la biblioteca de secuenciacion se realiza mediante los
métodos de secuenciacion de la proxima generacion (NGS). En algunas realizaciones, la secuenciacion comprende
una amplificacién. En otras realizaciones, la secuenciacion es una secuenciacién masivamente paralela que utiliza la
secuenciacion por sintesis con terminadores de tinte reversibles. En otras realizaciones, la secuenciaciéon es una
secuenciacion masivamente paralela utilizando la secuenciacion por ligadura. En otras realizaciones mas, la
secuenciacion es la secuenciacion de una sola molécula.

[0015] En otra realizacién, se da a conocer en el presente documento un método para determinar la presencia o
ausencia de una aneuploidia en una muestra materna que comprende una mezcla de moléculas de acido nucleico
fetal y materno, en donde el método comprende: (a) preparar una biblioteca de secuenciacion a partir de la mezcla;
en donde la preparacion de dicha biblioteca comprende las etapas consecutivas de reparacion de extremos, colas
de dA y ligadura con adaptador de dichos acidos nucleicos maternos y fetales; (b) secuenciar al menos una parte de
la biblioteca de secuenciacién, en la que la secuencia comprende proporcionar una pluralidad de etiquetas de
secuencia; y (c) con base en la secuenciacion, determinando la presencia o ausencia de aneuploidia en la muestra.
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[0016] En otra realizacion, se da a conocer en el presente documento un método para determinar la presencia o
ausencia de una aneuploidia cromosémica o parcial en una muestra materna que comprende una mezcla de acidos
nucleicos fetales y maternas, en donde el método comprende: (a) preparar una biblioteca de secuenciacion de la
mezcla; en donde la preparacion de dicha biblioteca comprende las etapas consecutivas de reparacion de extremos,
colas de dA y ligadura con adaptador de dichos acidos nucleicos maternos y fetales; (b) secuenciar al menos una
parte de la biblioteca de secuenciacion, en la que la secuencia comprende proporcionar una pluralidad de etiquetas
de secuencia; y (c) en funcion de la secuenciacion, la determinacion de la presencia o ausencia de la aneuploidia
cromosoémica o parcial en la muestra.

[0017] En otra realizacién, se da a conocer en el presente documento un método para determinar la presencia o
ausencia de una aneuploidia cromosémica en una muestra materna que comprende una mezcla de acidos nucleicos
fetales y maternas, en donde el método comprende: (a) preparar una biblioteca de secuenciacion a partir de la
mezcla; en donde la preparacion de dicha biblioteca comprende las etapas consecutivas de reparacion de extremos,
colas de dA y ligadura con adaptador de dichos acidos nucleicos maternos y fetales; (b) secuenciar al menos una
parte de la biblioteca de secuenciacion, en la que la secuencia comprende proporcionar una pluralidad de etiquetas
de secuencia; y (c) con base en la secuenciacion, determinando la presencia o ausencia de la aneuploidia
cromosémica en la muestra. Las aneuploidias cromosémicas que pueden determinarse de acuerdo con el método
incluyen trisomia 8, trisomia 13, trisomia 15, trisomia 16, trisomia 18, trisomia 21, trisomia 22, monosomia X y XXX.

[0018] En otra realizacién, se da a conocer en el presente documento un método para determinar la presencia o
ausencia de una aneuploidia cromosémica o parcial en una muestra materna que comprende una mezcla de acidos
nucleicos fetales y maternas, en donde el método comprende: (a) preparar una biblioteca de secuenciacion de la
mezcla; en donde la preparacion de dicha biblioteca comprende las etapas consecutivas de reparacion de extremos,
colas de dA y ligadura con adaptador de dichos acidos nucleicos maternos y fetales; (b) secuenciar al menos una
parte de la biblioteca de secuenciacion, en la que la secuencia comprende proporcionar una pluralidad de etiquetas
de secuencia; y (c) en funcién de la secuenciacion, la determinacion de la presencia o ausencia del cromosoma o
una aneuploidia parcial en la muestra que comprende calcular una dosis de cromosoma en funciéon del nimero de
dichas etiquetas de secuencia para un cromosoma de interés y para un cromosoma de normalizacion, y comparar
dicha dosis a un valor umbral.

[0019] En otra realizacién, se da a conocer en el presente documento un método para determinar la presencia o
ausencia de una aneuploidia cromosémica en una muestra materna que comprende una mezcla de acidos nucleicos
fetales y maternos, en donde el método comprende: (a) preparar una biblioteca de secuenciacion a partir la mezcla;
en donde la preparacion de dicha biblioteca comprende las etapas consecutivas de reparacion de extremos, colas
de dA y ligadura con adaptador de dichos acidos nucleicos maternos y fetales; (b) secuenciar al menos una parte de
la biblioteca de secuenciacién, en la que la secuencia comprende proporcionar una pluralidad de etiquetas de
secuencia; y (c) basandose en la secuenciacion, determinar la presencia o ausencia de la aneuploidia cromosémica
en la muestra que comprende calcular una dosis cromosémica basada en el numero de dichas etiquetas de
secuencia para un cromosoma de interés y para un cromosoma normalizador, y comparar dicha dosis con un valor
de umbral. Las aneuploidias cromosémicas que pueden determinarse de acuerdo con el método incluyen trisomia 8,
trisomia 13, trisomia 15, trisomia 16, trisomia 18, trisomia 21, trisomia 22, monosomia X y XXX.

[0020] La muestra maternal utilizada en las realizaciones del método para determinar la presencia o ausencia de
una aneuploidia es un fluido biolégico seleccionado a partir de sangre, plasma, suero, orina y saliva.
Preferiblemente, la muestra materna es una muestra de plasma. En algunas realizaciones, las moléculas de acido
nucleico comprendidas en la muestra materna son moléculas de ADN libres de células. En algunas realizaciones, los
pasos consecutivos comprendidos en la preparacion de la biblioteca de secuenciacion se realizan en menos de una
hora. Preferiblemente, los pasos consecutivos se realizan en ausencia de polietilenglicol. Mas preferiblemente, los
pasos consecutivos excluyen la purificacion. La secuenciacion de la biblioteca de secuenciacion se realiza mediante
los métodos de secuenciacion de la proxima generacion (NGS). En algunas realizaciones, la secuenciacion
comprende una amplificacion. En otras realizaciones, la secuenciaciéon es una secuenciacidon masivamente paralela
que usa la secuenciacion por sintesis con terminadores de tinte reversibles. En otras realizaciones, la secuenciacion
€s una secuenciacion masivamente paralela utilizando la secuenciacién por ligadura. En otras realizaciones mas, la
secuenciacion es la secuenciacion de una sola molécula.

[0021] En otra realizacion, se da a conocer en el presente documento un método para determinar la fraccion de
moléculas de acidos nucleicos fetales en una muestra materna que comprende una mezcla de moléculas de acido
nucleico fetal y materno, en donde el método comprende: (a) amplificar una pluralidad de acidos nucleicos diana
polimérficos en una porcion de la mezcla; (b) preparar una biblioteca de secuenciacion del producto amplificado
obtenido en la etapa (a), en la que la preparacion de la biblioteca comprende las etapas consecutivas de reparacion
final, cola de dA y adaptador de ligadura de dichas moléculas de acido nucleico maternas y fetales; (c) secuenciar al
menos una parte de la biblioteca de secuenciacion; y (d) basandose en dicha secuenciacion, determinando la
fraccion de las moléculas de acido nucleico fetal. Opcionalmente, el método puede comprender ademas determinar
la presencia o ausencia de aneuploidia en la muestra materna.
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[0022] En otra realizacion, se da a conocer en el presente documento un método para determinar la fraccion de
moléculas de acidos nucleicos fetales en una muestra materna que comprende una mezcla de moléculas de acido
nucleico fetal y materno, en donde el método comprende: (a) amplificar una pluralidad de acidos nucleicos diana
polimérficos en una porcion de la mezcla; (b) preparar una biblioteca de secuenciacion del producto amplificado
obtenido en la etapa (a), en donde la preparacion de la biblioteca comprende las etapas consecutivas de reparacion
final, cola dA y adaptador de ligadura de dichas moléculas de acido nucleico maternas y fetales; (c) secuenciar al
menos una parte de la biblioteca de secuenciacion; y (d) basandose en dicha secuenciacion, determinando la
fraccion de las moléculas de acido nucleico fetal. La determinacién de la fraccidon comprende determinar el nimero
de etiquetas de secuencia fetal y materna mapeadas a un genoma diana de referencia que comprende al menos un
acido nucleico polimérfico. Opcionalmente, el método puede comprender ademas determinar la presencia o
ausencia de aneuploidia en la muestra materna.

[0023] En otra realizacion, se da a conocer en el presente documento un método para determinar la fraccion de
moléculas de acidos nucleicos fetales en una muestra materna que comprende una mezcla de moléculas de acido
nucleico fetal y materno, en donde el método comprende: (a) amplificar una pluralidad de acidos nucleicos diana
polimérficos en una porcién de la mezcla, en donde cada uno de dicha pluralidad de acidos nucleicos diana
polimérficos comprende al menos un polimorfismo de nucledtido unico (SNP); (b) preparar una biblioteca de
secuenciacion del producto amplificado obtenido en la etapa (a), en la que la preparacion de la biblioteca comprende
las etapas consecutivas de reparacion de extremos, colas de dA y ligadura con adaptador de dichas moléculas de
acido nucleico maternas y fetales; (c) secuenciar al menos una parte de la biblioteca de secuenciacion; y (d)
basandose en dicha secuenciacion, determinando la fracciéon de las moléculas de acido nucleico fetal.
Opcionalmente, el método puede comprender ademas determinar la presencia o ausencia de aneuploidia en la
muestra materna.

[0024] En otra realizacion, se da a conocer en el presente documento un método para determinar la fraccion de
moléculas de acidos nucleicos fetales en una muestra materna que comprende una mezcla de moléculas de acido
nucleico fetal y materno, en donde el método comprende: (a) amplificar una pluralidad de acidos nucleicos diana
polimérficos en una porcién de la mezcla, en donde cada uno de dicha pluralidad de acidos nucleicos diana
polimérficos comprende al menos un polimorfismo de nucledtido unico (SNP); (b) preparar una biblioteca de
secuenciacion del producto amplificado obtenido en la etapa (a) en la que la preparacion de la biblioteca comprende
las etapas consecutivas de reparacion final, cola dA y adaptador de ligadura de dichas moléculas de acido nucleico
maternas y fetales; (c) secuenciar al menos una parte de la biblioteca de secuenciacion; y (d) basandose en dicha
secuenciacion, determinando la fraccion de las moléculas de acido nucleico fetal. La determinacion de la fraccion
comprende determinar el nimero de etiquetas de secuencia fetal y materna mapeadas a un genoma diana de
referencia que comprende al menos un acido nucleico polimoérfico. Opcionalmente, el método puede comprender
ademas determinar la presencia o ausencia de aneuploidia en la muestra materna.

[0025] En otra realizacion, se da a conocer en el presente documento un método para determinar la fraccion de
moléculas de acidos nucleicos fetales en una muestra materna que comprende una mezcla de moléculas de acido
nucleico fetal y materno, en donde el método comprende: (a) amplificar una pluralidad de acidos nucleicos diana
polimérficos en una porcién de la mezcla, en donde cada uno de dicha pluralidad de acido nucleico diana polimérfico
comprende al menos una repeticion corta en tdndem (STR); (b) preparar una biblioteca de secuenciacion del
producto amplificado obtenido en la etapa (a), en la que la preparacion de la biblioteca comprende las etapas
consecutivas de reparacion final, cola dA y adaptador de ligadura de dichas moléculas de acido nucleico maternas y
fetales; (c) secuenciar al menos una parte de la biblioteca de secuenciacion; y (d) basandose en dicha
secuenciacion, determinando la fraccion de las moléculas de acido nucleico fetal. Opcionalmente, el método puede
comprender ademas determinar la presencia o ausencia de aneuploidia en la muestra materna.

[0026] En otra realizacion, se da a conocer en el presente documento un método para determinar la fraccion de
moléculas de acidos nucleicos fetales en una muestra materna que comprende una mezcla de moléculas de acido
nucleico fetal y materno, en donde el método comprende: (a) amplificar una pluralidad de acidos nucleicos diana
polimoérficos en una porcién de la mezcla, en donde cada uno de dicha pluralidad de acido nucleico diana polimérfico
comprende al menos una repeticion corta en tandem (STR); (b) preparar una biblioteca de secuenciacion del
producto amplificado obtenido en la etapa (a), en la que la preparacion de la biblioteca comprende las etapas
consecutivas de reparacion final, cola dA y adaptador de ligadura de dichas moléculas de acido nucleico maternas y
fetales; (c) secuenciar al menos una parte de la biblioteca de secuenciacion; y (d) basandose en dicha
secuenciacion, determinando la fraccion de las moléculas de acido nucleico fetal. La determinacion de la fraccion
comprende determinar el nimero de etiquetas de secuencia fetal y materna mapeadas a un genoma diana de
referencia que comprende al menos un acido nucleico polimoérfico. Opcionalmente, el método puede comprender
ademas determinar la presencia o ausencia de aneuploidia en la muestra materna.

[0027] En otra realizacion, se da a conocer en el presente documento un método para determinar la fraccion de
moléculas de acidos nucleicos fetales en una muestra materna que comprende una mezcla de moléculas de acido
nucleico fetal y materno, en donde el método comprende: (a) amplificar una pluralidad de acidos nucleicos diana
polimoérficos en una porcién de la mezcla, en donde cada uno de la pluralidad de acidos nucleicos diana polimérficos
comprende al menos un polimorfismo de nucledtido (SNP); (b) preparar una biblioteca de secuenciacion del
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producto amplificado obtenido en la etapa (a), en la que la preparacion de la biblioteca comprende las etapas
consecutivas de reparacion final, cola dA y adaptador de ligadura de dichas moléculas de acido nucleico maternas y
fetales; (c) secuenciar al menos una parte de la biblioteca de secuenciacion; y (d) basandose en dicha
secuenciacion, determinando la fraccién de las moléculas de acido nucleico fetal. En realizaciones en las que cada
uno de la pluralidad de acidos nucleicos diana polimérficos comprende al menos un polimorfismo de un solo
nucledtido (SNP), el SNP se selecciona de entre rs560681, rs1109037, rs9866013, rs13182883, rs13218440,
rs7041158, rs740598, rs10773760, rs4530059, rs7205345, rs8078417, rs576261, rs2567608, rs430046, rs9951171,
rs338882, rs10776839, rs9905977, rs1277284, rs258684, rs1347696, rs508485, rs9788670, rs8137254, rs3143,
rs2182957, rs3739005, y rs530022. En realizaciones en las que cada uno de la pluralidad de acidos nucleicos diana
polimérficos comprende al menos un polimorfismo de nucleétido (SNP), el al menos un SNP es un SNP en tandem
seleccionado de pares de SNP en tandem rs7277033-rs2110153; rs2822654-rs1882882; rs368657-rs376635;
rs2822731-rs2822732; rs1475881-rs7275487; rs1735976-rs2827016; rs447340-rs2824097; rs418989-rs13047336;
rs987980-rs987981; rs4143392-rs4143391; rs1691324-rs13050434; rs11909758-rs9980111; rs2826842-rs232414;
rs1980969-rs1980970; rs9978999-rs9979175;  rs1034346-rs12481852; rs7509629-rs2828358; rs4817013-
rs7277036; rs9981121-rs2829696; rs455921-rs2898102; rs2898102-rs458848; rs961301-rs2830208; rs2174536-
rs458076; rs11088023-rs11088024; rs1011734-rs1011733; rs2831244-rs9789838; rs8132769-rs2831440;
rs8134080-rs2831524; rs4817219-rs4817220; rs2250911-rs2250997; rs2831899-rs2831900; rs2831902-rs2831903;
rs11088086-rs2251447; rs2832040-rs11088088; rs2832141-rs2246777; rs2832959-rs9980934; rs2833734-
rs2833735; rs933121-rs933122; rs2834140-rs12626953; rs2834485-rs3453; rs9974986-rs2834703; rs2776266-
rs2835001; rs1984014-rs1984015; rs7281674-rs2835316; rs13047304-rs13047322; rs2835545-rs4816551;
rs2835735-rs2835736; rs13047608-rs2835826; rs2836550-rs2212596; rs2836660-rs2836661; rs465612-rs8131220;
rs9980072-rs8130031; rs418359-rs2836926; rs7278447-rs7278858; rs385787-rs367001; rs367001-rs386095;
rs2837296-rs2837297; y rs2837381-rs4816672. Opcionalmente, el método puede comprender ademas determinar la
presencia o ausencia de aneuploidia en la muestra materna.

[0028] En otra realizacion, se da a conocer en el presente documento un método para determinar la fraccion de
moléculas de acidos nucleicos fetales en una muestra materna que comprende una mezcla de moléculas de acido
nucleico fetal y materno, en donde el método comprende: (a) amplificar una pluralidad de acidos nucleicos diana
polimérficos en una porcién de la mezcla, en donde cada uno de dicha pluralidad de acido nucleico diana polimérfico
comprende al menos una repeticion corta en tandem (STR); (b) preparar una biblioteca de secuenciacion del
producto amplificado obtenido en la etapa (a), en la que la preparacion de la biblioteca comprende las etapas
consecutivas de reparacion de extremos, colas de dA y ligadura con adaptador de dichas moléculas de acido
nucleico maternas vy fetales; (c) secuenciar al menos una parte de la biblioteca de secuenciacion; y (d) basado en
dicha secuenciacién, determinando la fraccion del acido nucleico fetal y moléculas. El al menos un STR se
selecciona entre CSF1PO, FGA, THO01, vWA, D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51,
D21S11, D2S1338, Penta D, Penta E, D22S1045. D20S1082, D20S482, D18S853, D17S1301, D17S974,
D14S1434, D12ATA63, D11S4463, D10S1435, D10S1248, D9S2157, D9S1122, D8S1115, D6S1017, D6S474,
D5S2500, D4S2408, D4S2364, D3S4529, D3S3053, D2S1776, D2S441, D1S1677, D1S1627, y D1GATA113.
Opcionalmente, el método puede comprender ademas determinar la presencia o ausencia de aneuploidia en la
muestra materna.

[0029] En otra realizacion, se da a conocer en el presente documento un método para determinar la fraccion de
moléculas de acidos nucleicos fetales en una muestra materna que comprende una mezcla de moléculas de acido
nucleico fetal y materno, en donde el método comprende: (a) amplificar una pluralidad de acidos nucleicos diana
polimoérficos en una porcién de la mezcla, en donde cada uno de la pluralidad de acidos nucleicos diana polimdérficos
comprende al menos un polimorfismo de nucledtido (SNP); (b) preparar una biblioteca de secuenciacion del
producto amplificado obtenido en la etapa (a), en la que la preparacion de la biblioteca comprende las etapas
consecutivas de reparacion de extremos, colas de dA y ligadura con adaptador de dichas moléculas de acido
nucleico maternas y fetales; (c) secuenciar al menos una parte de la biblioteca de secuenciacion; y (d) basandose en
dicha secuenciaciéon, determinando la fraccion de las moléculas de acido nucleico fetal. La determinacion de la
fraccion comprende determinar el nimero de etiquetas de secuencia fetal y materna mapeadas a un genoma diana
de referencia que comprende al menos un acido nucleico polimérfico. En realizaciones en las que cada uno de la
pluralidad de acidos nucleicos diana polimoérficos comprende al menos un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP),
el SNP se selecciona de entre rs560681, rs1109037, rs9866013, rs13182883, rs13218440, rs7041158, rs740598,
rs10773760, rs4530059, rs7205345, rs8078417, rs576261, rs2567608, rs430046, rs9951171, rs338882,
rs10776839, rs9905977, rs1277284, rs258684, rs1347696, rs508485, rs9788670, rs8137254, rs3143, rs2182957,
rs3739005, y rs530022. En realizaciones en las que cada uno de la pluralidad de acidos nucleicos diana polimérficos
comprende al menos un polimorfismo de nucleotido (SNP), el al menos un SNP es un SNP en tandem seleccionado
de pares de SNP en tandem rs7277033-rs2110153; rs2822654-rs1882882; rs368657-rs376635; rs2822731-
rs2822732; rs1475881-rs7275487; rs1735976-rs2827016; rs447340-rs2824097; rs418989- rs13047336; rs987980-
rs987981; rs4143392- rs4143391; rs1691324- rs13050434; rs11909758-rs9980111; rs2826842-rs232414;
rs1980969-rs1980970;  rs9978999-rs9979175;  rs1034346-rs12481852;  rs7509629-rs2828358; rs4817013-
rs7277036; rs9981121-rs2829696; rs455921-rs2898102; rs2898102- rs458848; rs961301-rs2830208; rs2174536-
rs458076; rs11088023-rs11088024; rs1011734-rs1011733; rs2831244-rs9789838; rs8132769-rs2831440;
rs8134080-rs2831524; rs4817219-rs4817220; rs2250911-rs2250997; rs2831899-rs2831900; rs2831902-rs2831903;
rs11088086-rs2251447; rs2832040-rs11088088; rs2832141-rs2246777; rs2832959 -rs9980934; rs2833734-
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rs2833735; rs933121-rs933122; rs2834140-rs12626953; rs2834485-rs3453; rs9974986- rs2834703; rs2776266-
rs2835001; rs1984014-rs1984015; rs7281674-rs2835316; rs13047304-rs13047322; rs2835545-rs4816551;
rs2835735-rs2835736; rs13047608-rs2835826; rs2836550-rs2212596; rs2836660-rs2836661; rs465612-rs8131220;
rs9980072-rs8130031; rs418359-rs2836926; rs7278447-rs7278858; rs385787-rs367001; rs367001-rs386095;
rs2837296-rs2837297; y rs2837381-rs4816672. Opcionalmente, el método puede comprender ademas determinar la
presencia o ausencia de aneuploidia en la muestra materna.

[0030] En otra realizacion, se da a conocer en el presente documento un método para determinar la fraccion de
moléculas de acidos nucleicos fetales en una muestra materna que comprende una mezcla de moléculas de acido
nucleico fetal y materno, en donde el método comprende: (a) amplificar una pluralidad de acidos nucleicos diana
polimérficos en una porcién de la mezcla, en donde cada uno de dicha pluralidad de acido nucleico diana polimérfico
comprende al menos una repeticion corta en tandem (STR); (b) preparar una biblioteca de secuenciacion del
producto amplificado obtenido en la etapa (a), en la que la preparacion de la biblioteca comprende las etapas
consecutivas de reparacion de extremos, colas de dA y ligadura con adaptador de dichas moléculas de acido
nucleico maternas y fetales; (c) secuenciar al menos una parte de la biblioteca de secuenciacion; y (d) basandose en
dicha secuenciaciéon, determinando la fraccion de las moléculas de acido nucleico fetal. La determinacion de la
fraccion comprende determinar el nimero de etiquetas de secuencia fetal y materna mapeadas a un genoma diana
de referencia que comprende al menos un acido nucleico polimérfico. El al menos un STR se selecciona entre
CSF1PO, FGA, THO1, vWA, D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, D21S11,
D2S1338, Penta D, Penta E, D22S1045, D20S1082, D20S482, D18S853, D17S1301, D17S974, D14S1434,
D12ATA63, D11S4463, D10S1435, D10S1248, D9S2157, D9S1122, D8S1115, D6S1017, D6S474, D5S2500,
D4S2408, D4S2364, D3S4529, D3S3053, D2S1776, D2S441, D1S1677, D1S1627, and D1GATA113.
Opcionalmente, el método puede comprender ademas determinar la presencia o ausencia de aneuploidia en la
muestra materna.

[0031] La muestra materna utilizada en las realizaciones del método para determinar la fraccion de moléculas de
acido nucleico fetal, es un fluido bioldgico seleccionado de sangre, plasma, suero, orina y saliva. Preferiblemente, la
muestra materna es una muestra de plasma. En algunas realizaciones, las moléculas de &acido nucleico
comprendidas en la muestra materna son moléculas de ADN libres de células. En algunas realizaciones, los pasos
consecutivos comprendidos en la preparacién de la biblioteca de secuenciacion se realizan en menos de una hora.
Preferiblemente, los pasos consecutivos se realizan en ausencia de polietilenglicol. Mas preferiblemente, los pasos
consecutivos excluyen la purificacion. La secuenciacion de la biblioteca de secuenciacion se realiza mediante los
métodos de secuenciacion de la proxima generacion (NGS). En algunas realizaciones, la secuenciacion comprende
una amplificaciéon. En otras realizaciones, la secuenciacion es una secuenciacion masivamente paralela que usa la
secuenciacion por sintesis con terminadores de tinte reversibles. En otras realizaciones, la secuenciaciéon es una
secuenciacion masivamente paralela utilizando la secuenciacion por ligadura. En otras realizaciones mas, la
secuenciacion es la secuenciaciéon de una sola molécula.

[0032] En otra realizacion, se da a conocer en el presente documento un medio legible por ordenador que tiene
almacenado en el mismo instrucciones legibles por computadora para llevar a cabo el método para determinar la
presencia o ausencia de una aneuploidia por ejemplo una aneuploidia cromosémica fetal, en una muestra de sangre
materna que comprende una mezcla de moléculas de acidos nucleicos fetales y maternos.

[0033] En una realizacion, el medio legible por ordenador que ha almacenado en el mismo instrucciones legibles por
ordenador para llevar a cabo el método comprende las etapas de (a) utilizar informacién de la secuencia obtenida a
partir de una pluralidad de moléculas de acido nucleico fetal y materno en una muestra de plasma materno a
identificar una serie de etiquetas de secuencia mapeadas para un cromosoma de interés; (b) usar informacion de
secuencia obtenida de una pluralidad de moléculas de acido nucleico materno y fetal en una muestra de plasma
materno para identificar un numero de etiquetas de secuencia mapeadas para al menos un cromosoma
normalizador; (c) usar el nimero de etiquetas de secuencia mapeadas identificadas para un cromosoma de interés
en el paso (a) y el numero de etiquetas de secuencia mapeadas identificadas para el al menos un cromosoma
normalizador en el paso (b) para calcular una dosis de cromosoma para dicho cromosoma de interés; y (d) comparar
dicha dosis de cromosoma con al menos un valor umbral, y de ese modo identificar la presencia o ausencia de
aneuploidia fetal. Los cromosomas de interés pueden ser cualquiera de los cromosomas 21, 13, 18 y X.

[0034] En otra realizacién, se da a conocer en el presente documento un sistema de procesamiento de ordenador
que se adapta o configura para realizar el método para determinar la presencia o ausencia de una aneuploidia por
ejemplo una aneuploidia cromosdmica fetal, en una muestra de sangre materna comprende una mezcla de fetal y
moléculas de acidos nucleicos maternos.

[0035] En una realizacion, el sistema de procesamiento de ordenador esta adaptado o configurado para realizar los
pasos siguientes: (a) el uso de informacioén de la secuencia obtenida a partir de una pluralidad de moléculas de acido
nucleico fetal y materno en una muestra de plasma materno para identificar un nimero de mapeado etiquetas de
secuencia para un cromosoma de interés; (b) usar informacion de secuencia obtenida de una pluralidad de
moléculas de acido nucleico materno y fetal en una muestra de plasma materno para identificar un nimero de
etiquetas de secuencia mapeadas para al menos un cromosoma normalizador; (c) usar el nimero de etiquetas de
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secuencia mapeadas identificadas para un cromosoma de interés en el paso (a) y el nimero de etiquetas de
secuencia mapeadas identificadas para al menos un cromosoma normalizado en el paso (b) para calcular una dosis
de cromosoma para un cromosoma interesar; y (d) comparar dicha dosis de cromosoma con al menos un valor
umbral, y de ese modo identificar la presencia o ausencia de aneuploidia fetal. Los cromosomas de interés pueden
ser cualquiera de los cromosomas 21, 13, 18 y X.

[0036] En otra realizacion, se da a conocer en el presente documento un aparato adaptado o configurado para
identificar la aneuploidia fetal en una muestra de plasma materno que comprende moléculas de acido nucleico fetal
y materno, y en donde dicho aparato comprende: (a) un dispositivo de secuenciacion adaptado o configurado para
secuenciar al menos una porciéon de las moléculas de acido nucleico en una muestra de plasma materno que
comprende moléculas de acido nucleico materno y fetal, generando asi informacion de secuencia; y (b) un sistema
de procesamiento computacional configurado para realizar los siguientes pasos: (i) usar la informacién de secuencia
generada por el dispositivo de secuenciacion para identificar un nimero de etiquetas de secuencia mapeadas para
un cromosoma de interés; (ii) usar la informacion de secuencia generada por el dispositivo de secuenciacion para
identificar un numero de etiquetas de secuencia mapeadas para al menos un cromosoma normalizador; (iii) usar el
numero de etiquetas de secuencia mapeadas identificadas para un cromosoma de interés en el paso (i) y el nimero
de etiquetas de secuencia mapeadas identificadas para el al menos un cromosoma normalizador en el paso (ii) para
calcular una dosis de cromosoma para un cromosoma interesar; y (iv) comparar dicha dosis de cromosoma con al
menos un valor umbral, y de ese modo identificar la presencia o ausencia de aneuploidia fetal. Los cromosomas de
interés pueden ser cualquiera de los cromosomas 21, 13, 18 y X.

[0037] Aunque los ejemplos en el presente documento se refieren a seres humanos y la lengua se dirige
principalmente a las preocupaciones humanas, el concepto de esta invencion es aplicable a genomas de cualquier
planta o animal.

4. BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0038]

La Figura 1 es un diagrama de flujo de un método 100 para determinar la presencia o ausencia de una
aneuploidia cromosémica en una muestra de prueba que comprende una mezcla de acidos nucleicos.

La Figura 2 es un diagrama de flujo de un método 200 para determinar simultaneamente la presencia o ausencia
de aneuploidia y la fraccion fetal en una muestra de prueba materna que comprende una mezcla de acidos
nucleicos fetales y maternos.

La Figura 3 es un diagrama de flujo de un método 300 para determinar simultaneamente la presencia o ausencia
de aneuploidia fetal y la fraccion fetal en una muestra de prueba de plasma materno enriquecida con acidos
nucleicos polimorficos.

La Figura 4 es un diagrama de flujo de un método 400 para determinar simultaneamente la presencia o ausencia
de aneuploidia fetal y la fraccion fetal en una muestra de prueba de ADNCcf purificada materna que ha sido
enriquecida con acidos nucleicos polimorficos.

La Figura 5 es un diagrama de flujo de un método 500 para determinar simultaneamente la presencia o ausencia
de aneuploidia fetal y la fraccion fetal en una biblioteca de secuenciacion construida a partir de acidos nucleicos
maternos y fetales derivados de una muestra de prueba materna y enriquecida con acidos nucleicos polimorficos.
La Figura 6 es un diagrama de flujo de un método 600 para determinar la fraccion fetal mediante la
secuenciacion de una biblioteca de acidos nucleicos diana polimérficos amplificados a partir de una porcién de
una mezcla purificada de acidos nucleicos maternos y fetales.

La Figura 7 muestra los electroferogramas de una biblioteca de secuenciacion de ADNcf preparada de acuerdo
con el protocolo abreviado descrito en el Ejemplo 2a (A), y el protocolo descrito en el Ejemplo 2b (B).

La Figura 8 muestra en el eje Y la proporcion del nimero de etiquetas de secuencia asignadas a cada
cromosoma (eje X) y el numero total de etiquetas asignadas a todos los cromosomas (1-22, X e Y) para la
muestra M11281 cuando la biblioteca se preparé utilizando el protocolo abreviado del Ejemplo 2a (¢) y cuando se
prepar6 de acuerdo con el protocolo de longitud completa del Ejemplo 2b (.). También se muestran las
relaciones de las etiquetas para la muestra M11297 obtenidas de la secuenciacién de una biblioteca preparada
de acuerdo con el protocolo abreviado del Ejemplo 2a (A) y de acuerdo con el protocolo de longitud completa del
Ejemplo 2b (X).

La Figura 9 muestra la distribucion de la dosis de cromosoma para el cromosoma 21 determinada a partir de la
secuenciacion del ADNfc extraido de un conjunto de 48 muestras de sangre obtenidas de sujetos humanos, cada
una de ellas con un feto masculino o femenino. Dosis de cromosoma 21 para muestras de ensayo calificadas es
decir, normales para el cromosoma 21 (O), y la trisomia 21 se muestran (A) para los cromosomas 1-12 y X (A), y
para los cromosomas 1-22 y X (B).

La Figura 10 muestra la distribucion de la dosis de cromosoma para el cromosoma 18 determinada a partir de la
secuenciacion del ADNfc extraido de un conjunto de 48 muestras de sangre obtenidas de sujetos humanos, cada
uno de ellos con un feto masculino o femenino. Dosis de cromosoma 18 para muestras de ensayo cualificadas,
es decir, normales para el cromosoma 18 (O), y la trisomia 18 (A) se muestran para los cromosomas 1-12 y X
(A), y para los cromosomas 1-22 y X (B).
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La Figura 11 muestra la distribucion de la dosis de cromosoma para el cromosoma 13 determinada a partir de la
secuenciacion del ADNfc extraido de un conjunto de 48 muestras de sangre obtenidas de sujetos humanos, cada
una de ellas con un feto masculino o femenino. Dosis de cromosoma 13 para muestras de ensayo cualificadas,
es decir, normales para el cromosoma 13 (O), y la trisomia 13 (A) se muestran para los cromosomas 1-12 y X
(A), y para los cromosomas 13- 21y Y (B).

La Figura 12 muestra la distribucion de las dosis de cromosomas para el cromosoma X determinada a partir de
la secuenciacion del ADNfc extraido de un conjunto de 48 muestras de sangre analizadas de sujetos humanos,
cada una de ellas con un feto masculino o femenino. Cromosoma X dosis para hombres (46, XY; (O)), mujeres
(46, XX; (A)); se muestran muestras de monosomia X (45, X; (+)) y cariotipos complejos (Cplx (X)) para los
cromosomas 1-12 y X (A) y para los cromosomas 1-22 y X (B). La Figura 13 muestra la distribucion de las dosis
de cromosomas para el cromosoma Y determinada a partir de la secuenciacion del ADNfc extraido de un
conjunto de 48 muestras de sangre de prueba obtenidas de sujetos humanos, cada una de ellas con un feto
masculino o femenino. Dosis de cromosoma Y para hombres (46, XY; (A)), mujeres (46, XX; (O)); se muestran
muestras de monosomia X (45, X; (+)) y cariotipos complejos (Cplx (X)) para los cromosomas 1-12 (A) y para los
cromosomas 1-22 (B).

La Figura 14 muestra el coeficiente de variacién (CV) para los cromosomas 21 (), 18 (®) y 13 (&) que se
determind a partir de las dosis mostradas en las Figuras 9, 10 y 11, respectivamente.

La Figura 15 muestra el coeficiente de variacion (CV) para los cromosomas X (®) e Y (®) que se determiné a
partir de las dosis mostradas en las Figuras 12 y 13, respectivamente.

La Figura 16 muestra la secuencia de dosis (eje Y) para un segmento del cromosoma 11 (81000082-
103000103bp) determinada a partir de la secuenciacion del ADNcf extraido de un conjunto de 7 muestras
calificadas (O) obtenidas y 1 muestra de prueba (¢) de mujeres embarazadas. Se identificé una muestra de un
sujeto que llevaba un feto con una aneuploidia parcial del cromosoma 11 (#).

La Figura 17 muestra un grafico de la proporcion del numero de etiquetas de secuencia asignadas a cada
cromosoma y el numero total de etiquetas asignadas a todos los cromosomas (1-22, X e Y) obtenidos de la
secuenciacion de una biblioteca de ADNcf no enriquecida (@), y biblioteca ADNcf enriquecida con 5% (®) o 10%
(#) de biblioteca SNP multiplex amplificada.

La Figura 18 muestra un diagrama de barras que muestra la identificacion de las secuencias polimodrficas fetales
y maternas (SNP) utilizadas para determinar la fraccion fetal en una muestra de prueba. Se muestra el nimero
total de lecturas de secuencia (eje Y) mapeadas a las secuencias SNP identificadas por numeros rs (eje X), y el
nivel relativo de acidos nucleicos fetales (*).

La Figura 19 representa una realizacion del uso de la fraccion fetal para determinar los umbrales de corte para la
deteccién de aneuploidia.

La Figura 20 ilustra la distribucion de las dosis de cromosomas normalizados para el cromosoma 21 (A), el
cromosoma 18 (B), el cromosoma 13 (C), el cromosoma X (D) y el cromosoma Y (E) en relacion con la
desviacién estandar de la media (eje Y) para la dosis de cromosomas correspondiente en muestras no
afectadas.

5. DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0039] La descripcion se refiere a métodos para determinar la presencia o ausencia de una aneuploidia por ejemplo
aneuploidia cromosémica o parcial, y/o fraccion fetal en muestras maternas que comprenden acidos nucleicos
fetales y maternos por secuenciacion masiva en paralelo. EIl método comprende un nuevo protocolo para preparar
bibliotecas de secuenciacion que mejora inesperadamente la calidad del ADN de la biblioteca mientras que acelera
el proceso de analisis de muestras para diagndsticos prenatales. Los métodos también permiten determinar las
variaciones en el niumero de copias (CNV) de cualquier secuencia de interés en una muestra de prueba que
comprende una mezcla de acidos nucleicos que se conocen o se sospecha que difieren en la cantidad de una o mas
secuencias de interés, y/o la determinacion de la fraccidon de una de al menos dos poblaciones de acidos nucleicos
contribuy6 a la muestra por diferentes genomas. Las secuencias de interés incluyen secuencias gendémicas que van
desde cientos de bases hasta decenas de megabases hasta cromosomas completos que se sabe o0 se sospecha
que estan asociados con una condicidon genética o de enfermedad. Ejemplos de secuencias de interés incluyen
cromosomas asociados con aneuploidias bien conocidas, por ejemplo, trisomia 21 y segmentos de cromosomas que
se multiplican en enfermedades como el cancer, por ejemplo, trisomia parcial 8 en la leucemia mieloide aguda. El
método comprende un enfoque estadistico que tiene en cuenta la variabilidad acumulada que se deriva de la
variabilidad relacionada con el proceso, intercromosémica o de inter-secuenciacion. El método es aplicable para
determinar la CNV de cualquier aneuploidia fetal, y se sabe o se sospecha que las CNV estan asociadas con una
variedad de afecciones médicas.

[0040] A menos que se indique lo contrario, la practica de la presente invencién implica técnicas convencionales
comunmente utilizadas en biologia molecular, microbiologia, purificacion de proteinas, ingenieria de proteinas,
secuenciacion de proteinas y ADN, y campos de ADN recombinante, que estan dentro de los conocimientos de la
técnica. Tales técnicas son conocidas por los expertos en la técnica y se describen en numerosos textos estandar y
trabajos de referencia.

[0041] Los intervalos numéricos son inclusive de los nimeros que definen el rango. Se pretende que cada limitacion
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numérica maxima dada a lo largo de esta especificacion incluya todas las limitaciones numéricas inferiores, como si
dichas limitaciones numéricas mas bajas estuvieran expresamente escritas en este documento. Cada limitacion
numérica minima dada a lo largo de esta especificacion incluira cada limitacion numérica superior, como si tales
limitaciones numéricas superiores estuvieran expresamente escritas en este documento. Cada rango numérico dado
a lo largo de esta especificacion incluira cada rango numérico mas estrecho que caiga dentro de un rango numérico
mas amplio, como si dichos rangos numéricos mas estrechos estuvieran expresamente escritos aqui.

5.1 DEFINICIONES

[0042] Como se usa en este documento, los términos singulares "un", "una", "el" y "ella" incluyen la referencia plural
a menos que el contexto indique claramente lo contrario. A menos que se indique lo contrario, los acidos nucleicos
se escriben de izquierda a derecha en la orientacion de 5’ a 3' y las secuencias de aminoacidos se escriben de
izquierda a derecha en la orientacion de amino a carboxi, respectivamente.

[0043] EI término "evaluacion" en el presente documento se refiere a la caracterizacion de la situacion de una
aneuploidia cromosémica por uno de los tres tipos de llamadas: "normal”, "afectadas”, y "no-llamadas". Por ejemplo,
en presencia de trisomia, la llamada "normal" esta determinada por el valor de un parametro, por ejemplo, una dosis
de cromosoma de prueba que esta por debajo de un umbral de confiabilidad definido por el usuario, la llamada
"afectada" estd determinada por un parametro, por ejemplo una dosis de cromosoma de prueba, que esta por
encima de un umbral de confiabilidad definido por el usuario, y el resultado de "no llamada" se determina mediante
un parametro, por ejemplo, una dosis de cromosoma de prueba, que se encuentra entre los umbrales de
confiabilidad definidos por el usuario para hacer una llamada "normal" o "afectada".

[0044] EI término "variacién del numero de copia” en el presente documento se refiere a la variacion en el nimero de
copias de una secuencia de acido nucleico que es 1 kb o mas grandes presentes en una muestra de prueba en
comparaciéon con el nimero de copias de la secuencia de acido nucleico presente en una muestra cualificada. Una
"variante del nimero de copias" se refiere a la secuencia de acido nucleico de 1 kb o mas en la que se encuentran
las diferencias en los nimeros de copias al comparar una secuencia de interés en la muestra de prueba con la
presente en una muestra calificada. Las variantes/variaciones del nimero de copias incluyen supresiones, incluidas
microdelecciones, inserciones, incluidas microinserciones, duplicaciones, multiplicaciones, inversiones,
translocaciones y variantes complejas de sitios multiples. La CNV abarca aneuploidias cromosémicas y aneuploidias
parciales.

[0045] EI término "aneuploidia" aqui se refiere a un desequilibrio de material genético causado por una pérdida o
ganancia de un cromosoma, o una parte de un cromosoma.

[0046] EI término "aneuploidia cromosomica" aqui se refiere a un desequilibrio de material genético causado por una
pérdida o ganancia de un cromosoma completo, e incluye la aneuploidia de la linea germinal y aneuploidia mosaico.

[0047] EI término "aneuploidia parcial" en el presente documento se refiere a un desequilibrio de material genético
causado por una pérdida o ganancia de parte de un cromosoma, por ejemplo monosomia parcial y trisomia parcial, y
abarca los desequilibrios que resultan de translocaciones, deleciones e inserciones.

[0048] EI término "pluralidad" se usa en el presente documento en referencia a un numero de moléculas de acido
nucleico o secuencia de etiquetas que es suficiente para identificar diferencias significativas en la variaciéon en el
numero de copias (e. G. Dosis de cromosomas) en muestras de ensayo y las muestras cualificados utilizando en Los
métodos descritos en este documento. En algunas realizaciones, al menos aproximadamente 3 x 108 etiquetas de
secuencia, al menos aproximadamente 5 x 108 etiquetas de secuencia, al menos aproximadamente 8 x 10° etiquetas
de secuencia, al menos aproximadamente 10 x 108 etiquetas de secuencia, al menos aproximadamente 15 x 108
etiquetas de secuencia, al menos aproximadamente 20 x 108 etiquetas de secuencia, al menos aproximadamente 30
x 10% etiquetas de secuencia, al menos aproximadamente 40 x 10° etiquetas de secuencia, o al menos
aproximadamente 50 x 10° etiquetas de secuencia que comprenden entre 20 y 40 pb de lectura Se obtienen para
cada muestra de prueba.

[0049] Los términos "polinucledtido”, "acido nucleico”" y "moléculas de acido nucleico" se usan indistintamente y se
refieren a una secuencia unida covalentemente de nucledtidos (es decir, ribonucledtidos para ARN y
desoxirribonucleotidos para ADN) en la que la posicion 3' de la la pentosa de un nucleétido esta unida por un grupo
fosfodiéster a la posicién 5’ de la pentosa del siguiente, incluye secuencias de cualquier forma de acido nucleico,
incluidas, entre otras, moléculas de ARN, ADN y ADNcf. El término "polinucleétido” incluye, sin limitacion,
polinucleétido de cadena simple y doble.

[0050] EI término "parte" se usa en el presente documento en referencia a la cantidad de informaciéon de la

secuencia de moléculas de acido nucleico fetal y materno en una muestra bioldgica que en cantidad suma a menos
que la informacion de la secuencia de <1 genoma humano.
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[0051] EI término "muestra de ensayo" en el presente documento se refiere a una muestra que comprende una
mezcla de acidos nucleicos que comprenden al menos una secuencia de acido nucleico cuyo numero de copias es
sospechoso de haber sufrido variacion. Los acidos nucleicos presentes en una muestra de prueba se conocen como
"acidos nucleicos de prueba".

[0052] EI término "muestra calificado” aqui se refiere a una muestra que comprende una mezcla de acidos nucleicos
que estan presentes en un nimero de copias conocido al que se comparan los acidos nucleicos en una muestra de
ensayo, y es una muestra que es normal, es decir no aneuploide, para la secuencia de interés, por ejemplo, una
muestra calificada utilizada para identificar un cromosoma normalizador para el cromosoma 21 es una muestra que
no es una muestra de trisomia 21.

[0053] El término "acido nucleico calificado” se usa indistintamente con "secuencia calificada" es una secuencia
contra la que se compara la cantidad de una secuencia de prueba o ensayo de acido nucleico. Una secuencia
calificada es una presente en una muestra bioldgica, preferiblemente en una representacion conocida, es decir. Se
conoce la cantidad de una secuencia calificada. Una "secuencia de interés calificada" es una secuencia calificada
para la cual se conoce la cantidad en una muestra calificada, y es una secuencia que se asocia con una diferencia
en la representacion de la secuencia en un individuo con una condicién médica.

[0054] EI término "secuencia de interés" en el presente documento se refiere a una secuencia de acido nucleico que
esta asociada con una diferencia en la secuencia de representacion en individuos sanos frente a enfermos. Una
secuencia de interés puede ser una secuencia en un cromosoma que esta tergiversado, es decir, sobre o
subrepresentado, en una enfermedad o condicion genética. Una secuencia de interés también puede ser una
porcién de un cromosoma o un cromosoma. Por ejemplo, una secuencia de interés puede ser un cromosoma que
esta sobrerepresentado en una condicidon de aneuploidia, o un gen que codifica un supresor de tumores que esta
poco representado en un cancer. Las secuencias de interés incluyen secuencias que estan representadas de forma
excesiva o insuficiente en la poblacion total, o una subpoblacion de células de un sujeto. Una "secuencia de interés
calificada" es una secuencia de interés en una muestra calificada. Una "secuencia de prueba de interés" es una
secuencia de interés en una muestra de prueba.

[0055] El término "secuencia normalizadora" aqui se refiere a una secuencia que muestra una variabilidad en el
numero de etiquetas de secuencia que se asignan a la misma entre las muestras y series de secuenciacion que
mejor se aproximan a las de la secuencia de interés para las que se utiliza como un parametro de normalizacion, y
eso puede diferenciar mejor una muestra afectada de una o mas muestras no afectadas. Un "cromosoma de
normalizacion" es un ejemplo de una "secuencia de normalizacion”.

[0056] El término "diferenciabilidad" aqui se refiere a la caracteristica de un cromosoma de normalizacion que
permite distinguir una 0 mas muestras no afectadas es decir, normales, de una o mas muestras afectadas, es decir
aneuploides.

[0057] EI término "dosis de secuencia" en el presente documento se refiere a un parametro que relaciona la
densidad de etiqueta de secuencia de una secuencia de interés a la densidad de la etiqueta de una secuencia de
normalizaciéon. Una "dosis de secuencia de prueba" es un parametro que relaciona la densidad de la etiqueta de
secuencia de una secuencia de interés, por ejemplo, el cromosoma 21, con la de una secuencia de normalizacion,
por ejemplo, el cromosoma 9, determinado en una muestra de prueba. De manera similar, una "dosis de secuencia
calificada" es un parametro que relaciona la densidad de la etiqueta de secuencia de una secuencia de interés con la
de una secuencia de normalizacién determinada en una muestra calificada.

[0058] EI término "densidad de etiqueta de secuencia" en el presente documento se refiere al nimero de lecturas de
secuencia que se asignan a una secuencia de referencia del genoma por ejemplo, la densidad de etiqueta de
secuencia para el cromosoma 21 es el numero de lecturas de secuencia generado por el método de secuenciacion
que es mapeado en el cromosoma 21 del genoma de referencia. El término "relacion de densidad de etiqueta de
secuencia" en el presente documento se refiere a la proporcién del nimero de etiquetas de secuencia que se
asignan a un cromosoma del genoma de referencia, por ejemplo el cromosoma 21, a la longitud del genosoma de
referencia cromosoma 21.

[0059] EI término "parametro” en el presente documento se refiere a un valor numérico que caracteriza un conjunto
de datos cuantitativos y/o una relacion numérica entre los conjuntos de datos cuantitativos. Por ejemplo, una relacion
(o funcidn de una relacion) entre el numero de etiquetas de secuencia asignadas a un cromosoma y la longitud del
cromosoma al que se asignan las etiquetas, es un parametro.

[0060] Los términos "valor umbral" y "valor umbral calificado" en el presente documento se refieren a cualquier
numero que se calcula usando un conjunto de datos de aceptacion establecidos y sirve como un limite de
diagnéstico de una variacion del numero de copias por ejemplo una aneuploidia, en un organismo. Si los resultados
obtenidos de la practica de los métodos descritos en este documento exceden un umbral, se puede diagnosticar a
un sujeto con una variacion en el numero de copias, por ejemplo, trisomia 21.
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[0061] EI término "lectura" se refiere a una secuencia de ADN de longitud suficiente (p. ej., al menos
aproximadamente 30 pb) que se puede utilizar para identificar una secuencia o regiéon mas grande, p. €j. que se
pueden alinear y especificamente asignar a un cromosoma o regidon genémica o gen.

[0062] EI término "etiqueta de secuencia” se usa aqui de forma intercambiable con el término "etiqueta de secuencia
mapeada" para referirse a una lectura de secuencia que ha sido asignada especificamente es decir asignada, a una
secuencia mas grande, por ejemplo un genoma de referencia, por la alineaciéon. Las etiquetas de secuencia
asignadas se asignan de forma unica a un genoma de referencia, es decir, se asignan a una Unica ubicacion para el
genoma de referencia. Las etiquetas que se pueden asignar a mas de una ubicacidon en un genoma de referencia, es
decir, las etiquetas que no se asignan de forma Unica, no se incluyen en el analisis.

[0063] Como se usa en el presente documento, los términos "alineado”, "alineacion”, o "alinear" se refieren a una o
mas secuencias que se identifican como un partido en términos de la orden de sus moléculas de acido nucleico a
una secuencia conocida a partir de un genoma de referencia. Dicha alineacion se puede hacer manualmente o
mediante un algoritmo de computadora, siendo ejemplos de ello el programa de computadora Efficient Local
Alignment of Nucleotide Data (ELAND) distribuido como parte de la tuberia de llumina Genomics Analysis. La
coincidencia de una secuencia leida en alineacion puede ser una coincidencia de secuencia del 100% o menos del
100% (coincidencia no perfecta).

[0064] Tal como se utiliza aqui, el término "genoma de referencia" se refiere a cualquier secuencia del genoma
particular conocido, ya sea parcial o completa, de cualquier organismo o virus que puede ser utilizado para hacer
referencia a secuencias identificadas a partir de un sujeto. Por ejemplo, un genoma de referencia utilizado para
sujetos humanos, asi como muchos otros organismos, se encuentra en el Centro Nacional de Informacion
Biotecnoloégica en www.ncbi.nlm.nih.gov. Un "genoma" se refiere a la informacion genética completa de un
organismo o virus, expresado en secuencias de acidos nucleicos.

[0065] Los términos "genoma de secuencias diana artificiales" y "genoma de referencia artificial® en el presente
documento se refieren a una agrupacion de secuencias conocidas que abarcan alelos de sitios polimorficos
conocidos. Por ejemplo, un "genoma de referencia de SNP" es un genoma de secuencias diana artificiales que
comprende una agrupacion de secuencias que abarcan alelos de SNP conocidos.

[0066] El término "secuencia clinicamente relevante" en el presente documento se refiere a una secuencia de acido
nucleico que se sabe o se sospecha que estar asociado o implicado con una condicidon genética o enfermedad. La
determinacién de la ausencia o presencia de una secuencia clinicamente relevante puede ser util para determinar un
diagndstico o confirmar un diagndstico de una afeccion médica, o proporcionar un pronéstico para el desarrollo de
una enfermedad.

[0067] EI término "derivado" cuando se usa en el contexto de un acido nucleico o una mezcla de acidos nucleicos,
en este documento se refiere a los medios por los cuales el (los) acido(s) nucleico(s) se obtiene(n) de la fuente de la
que se originan. Por ejemplo, en una realizacion, una mezcla de acidos nucleicos que se deriva de dos genomas
diferentes significa que los acidos nucleicos, por ejemplo, ADNCcf, fueron liberados naturalmente por las células a
través de procesos naturales como la necrosis o la apoptosis. En otra realizacién, una mezcla de acidos nucleicos
que se deriva de dos genomas diferentes significa que los acidos nucleicos se extrajeron de dos tipos diferentes de
células de un sujeto.

[0068] EI término "muestra mixta" aqui se refiere a una muestra que contiene una mezcla de acidos nucleicos, que
se derivan de diferentes genomas.

[0069] El término "muestra materna" aqui se refiere a una muestra biolégica obtenida de un sujeto embarazado, por
ejemplo, una mujer.

[0070] EI término "muestra materna original" en este documento se refiere a una muestra bioldgica obtenida de un
sujeto embarazado, por ejemplo, una mujer, que sirve como fuente de la cual se extrae una porcion para amplificar
los acidos nucleicos diana polimérficos. La "muestra original" puede ser cualquier muestra obtenida de un sujeto
embarazado, y las fracciones procesadas de la misma, por ejemplo, una muestra de ADNcf purificada extraida de
una muestra de plasma materno.

[0071] EI término "fluido bioldgico” se refiere aqui a un liquido tomado de una fuente bioldgica e incluye, por ejemplo,
sangre, suero, plasma, esputo, fluido de lavado, liquido cefalorraquideo, orina, semen, sudor, lagrimas, saliva, y
similares. Como se usa en el presente documento, los términos "sangre", "plasma" y "suero" abarcan expresamente
las fracciones o porciones procesadas de los mismos. Del mismo modo, donde se toma una muestra de una biopsia,
un hisopo, frotis, etc., la "muestra" abarca expresamente una fraccion o porcidon transformadas derivadas de la

biopsia, un hisopo, frotis, etc.

[0072] Los términos "acidos nucleicos maternos” y "acidos nucleicos fetales" en el presente documento se refieren a
los acidos nucleicos de una mujer embarazada y a los acidos nucleicos del feto que son transportados por la hembra
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embarazada, respectivamente.

[0073] Tal como se utiliza aqui, el término “correspondiente a" se refiere a una secuencia de acido nucleico, por
ejemplo, un gen o un cromosoma, que esta presente en el genoma de diferentes temas, y que no necesariamente
tienen la misma secuencia en todos los genomas, pero sirve para proporcionar la identidad en lugar de la
informacion genética de una secuencia de interés, por ejemplo, un gen o cromosoma.

[0074] Tal como se utiliza aqui, el término "sustancialmente libre de células" abarca preparaciones de la muestra
deseada de la que se eliminan los componentes que normalmente estan asociados con ella. Por ejemplo, una
muestra de plasma se vuelve esencialmente libre de células mediante la eliminacion de células sanguineas, por
ejemplo, células rojas, que normalmente estan asociadas con ella. En algunas realizaciones, se procesan muestras
sustancialmente libres para eliminar las células que de otro modo contribuirian al material genético deseado que se
va a analizar para una CNV.

[0075] Tal como se utiliza aqui, el término "fraccion fetal" se refiere a la fraccion de acidos nucleicos fetales
presentes en una muestra que comprende acido nucleico fetal y materno.

[0076] Tal como se utiliza aqui, el término "cromosoma" se refiere al portador del gen herencia de soporte de una
célula viva que se deriva de la cromatina y que comprende ADN y proteinas componentes (especialmente histonas).
El sistema de numeracion de cromosomas del genoma humano individual convencional reconocido
internacionalmente se emplea aqui.

[0077] Tal como se utiliza aqui, el término "longitud de polinucledtido" se refiere a que el nimero absoluto de
moléculas de acido nucleico (nucledtidos) en una secuencia o en una region de un genoma de referencia. El término
"longitud del cromosoma" se refiere a la longitud conocida del cromosoma dado en pares de bases, por ejemplo,
proporcionado en el ensamblaje NCBI36/hg18 del cromosoma humano encontrado en la red mundial en
genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=167155613 &chrominfoPage=

[0078] El término "sujeto” se refiere a un sujeto humano asi como a un sujeto no humano tal como un mamifero, un
invertebrado, un vertebrado, un hongo, una levadura, una bacteria y un virus. Aunque los ejemplos en este
documento se refieren a seres humanos y el lenguaje se dirige principalmente a preocupaciones humanas, el
concepto de esta invencion es aplicable a genomas de cualquier planta o animal, y es util en los campos de la
medicina veterinaria, ciencias animales, laboratorios de investigacion y otros.

[0079] EI término “condicion" en este documento se refiere a “condicion médica" como un término amplio que incluye
todas las enfermedades y trastornos, pero pueden incluir lesiones y situaciones de salud normales, como el
embarazo, que pueden afectar a la salud de una persona, se benefician de la asistencia médica, o tienen
implicaciones para tratamientos médicos.

[0080] EI término "cromosoma aneuploides” aqui se refiere a un cromosoma que esta implicado en una aneuploidia.

[0081] EI término "aneuploidia" aqui se refiere a un desequilibrio de material genético causado por una pérdida o
ganancia de un todo cromosoma, o parte de un cromosoma.

[0082] Los términos "biblioteca” y "biblioteca de secuenciacion" en el presente documento se refieren a una
coleccion o pluralidad de moléculas de plantila que comparten secuencias comunes en sus extremos 5' y
secuencias comunes en sus extremos 3'.

[0083] Los términos "extremos romos" y de "reparacion de extremos" se usan aqui de forma intercambiable para
referirse a un proceso enzimatico que se traduce en ambas cadenas de una molécula de ADN de doble cadena para
terminar en un par de bases, y no incluye la purificacién de productos de extremos romos de la enzima de extremos
romos.

[0084] EI término "cola de dA" aqui se refiere a un proceso enzimatico que afiade al menos una base de adenina al
extremo 3' del ADN, y no incluye la purificacion del producto dA de cola de la enzima de cola de dA.

[0085] El término "adaptador de ligadura" aqui se refiere a un proceso enzimatico que se liga una secuencia
adaptadora de ADN a los fragmentos de ADN, y no incluye purificar el producto ligado al adaptador de la enzima de
ligadura.

[0086] EI término "recipiente de reaccion" se refiere aqui a un recipiente de cualquier forma, tamafio, capacidad o
material que puede ser utilizado para el procesamiento de una muestra durante un laboratorio procedimiento por
ejemplo, investigacion o clinico.

[0087] EI término "pasos consecutivos" se usa aqui en referencia a las sucesivas etapas enzimaticas de extremo
romo de cola de dA y ADN ligado al adaptador que no estan interpuestos por etapas de purificacion.
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[0088] Tal como se utiliza aqui, el término "purificado" se refiere a material (por ejemplo, un polinucleétido aislado)
que esta en un estado relativamente puro, por ejemplo, al menos aproximadamente el 80% puro, al menos
aproximadamente el 85% puro, al menos aproximadamente 90% puro, al menos aproximadamente el 95% puro, al
menos aproximadamente el 98% puro, o incluso al menos aproximadamente el 99% puro.

[0089] Los términos "extraido", "recuperado”, "aislado" y "separado”, se refieren a un compuesto, proteina, célula,
acido nucleico o de aminoacidos que se retira de al menos un componente con el que esta asociado de forma
natural y se encuentra en la naturaleza.

[0090] EI término "SNP en tandem" aqui se refiere a dos o mas SNP que estan presentes dentro de una secuencia
de acido nucleico diana polimorfico.

[0091] Los términos "acido nucleico diana polimérfico”, "secuencia polimorfica”, "secuencia de acido nucleico diana
polimérfico" y "acido nucleico polimérfico" se usan indistintamente en este documento para referirse a una secuencia
de acido nucleico por ejemplo, una secuencia de ADN, que comprende uno o mas sitios polimorficos.

[0092] EI término "sitio polimdrfico" en el presente documento se refiere a un polimorfismo de nucledtido Unico
(SNP), una pequefa escala delecion multi-base o de insercién, un polimorfismo de multi-nucleétidos (MNP) o una
repeticion corta en tandem (STR).

[0093] EI término "pluralidad de acidos nucleicos diana polimérficos" aqui se refiere a una serie de secuencias de
acido nucleico que comprende cada uno al menos un sitio polimérfico tal que al menos 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 15,
20, 25, 30, 40 o mas sitios polimorficos diferentes se amplifican a partir de los acidos nucleicos diana polimérficos
para identificar y/o cuantificar los alelos fetales presentes en muestras maternas que comprenden acidos nucleicos
fetales y maternos.

[0094] EI término "enriquecer" en el presente documento se refiere al proceso de amplificacion de acidos nucleicos
diana polimérficos contenidos en una porcion de una muestra materna, y combinar el producto amplificado con el
resto de la muestra maternal de la que se eliminé la porcion.

[0095] EI término "densidad de etiqueta de secuencia" en el presente documento se refiere al nimero de lecturas de
secuencia que se asignan a una secuencia de referencia del genoma por ejemplo, la densidad de etiqueta de
secuencia para el cromosoma 21 es el numero de lecturas de secuencia generado por el método de secuenciacion
que es mapeado en el cromosoma 21 del genoma de referencia. El término "relacion de densidad de etiqueta de
secuencia" en el presente documento se refiere a la proporcién del nimero de etiquetas de secuencia que se
asignan a un cromosoma del genoma de referencia, por ejemplo el cromosoma 21, a la longitud del genosoma de
referencia cromosoma 21.

[0096] Tal como se utiliza aqui, el término "amplificacion en fase soélida", como se usa en el presente documento se
refiere a cualquier reaccion de amplificacion de acido nucleico aplicada en o en asociaciéon con un soporte sélido tal
que la totalidad o una parte de los productos amplificados se inmovilizan en el soporte sélido a medida que se
forman. En particular, el término abarca la reaccion en cadena de la polimerasa en fase solida (PCR en fase sélida)
y la amplificacion isotérmica en fase solida, que son reacciones analogas a la amplificacion en fase de solucion
estandar, excepto que uno o ambos de los cebadores de amplificacion directa e inversa se inmovilizan en el soporte
soélido. La PCR en fase solida cubre sistemas como las emulsiones, en donde un cebador se ancla a una cuenta y el
otro se encuentra en solucion libre, y la formacion de colonias en matrices de gel de fase sélida donde un cebador
se ancla a la superficie y el otro se encuentra en solucion libre. El término fase sélida, o superficie, se usa para
significar una matriz plana en la que los cebadores se unen a una superficie plana, por ejemplo, portaobjetos de
microscopio de vidrio, silice o plastico o dispositivos de células de flujo similares; perlas, en donde uno o dos
cebadores se unen a las perlas y se amplifican las perlas; o una serie de cuentas sobre una superficie después de
que las cuentas hayan sido amplificadas.

[0097] Como se usa en el presente documento, el término "grupo de cromosomas" aqui se refiere a un grupo de dos
0 mas cromosomas.

[0098] Un "polimorfismo de nucledtido unico" (SNP) se produce en un sitio polimérfico ocupado por un Unico
nucledtido, que es el sitio de variacion entre secuencias alélicas. El sitio suele ir precedido y seguido por secuencias
altamente conservadas del alelo (por ejemplo, secuencias que varian en menos de 1/100 o 1/1000 miembros de las
poblaciones). Un SNP generalmente surge debido a la sustitucion de un nucleétido por otro en el sitio polimorfico.
Una transicion es el reemplazo de una purina por otra purina o una pirimidin por otra pirimidin. Una transversion es el
reemplazo de una purina por una pirimidin o viceversa. Los SNP también pueden surgir de una eliminacién de un
nucleétido o una inserciéon de un nucleétido en relacién con un alelo de referencia. Los polimorfismos de un solo
nucleotido (SNP) son posiciones en las cuales dos bases alternativas ocurren con una frecuencia apreciable (>1%)
en la poblacion humana, y son el tipo mas comun de variaciéon genética humana.
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[0099] Tal como se utiliza aqui, el término "repeticion corta en tdndem" o "STR" tal como se utiliza aqui, se refiere a
una clase de polimorfismos que se produce cuando un patrén de dos o mas nucledétidos se repiten y las secuencias
repetidas son directamente adyacentes entre si. El patréon puede variar en longitud de 2 a 10 pares de bases (pb)
(por ejemplo (CATG)n en una regidon gendmica) y esta tipicamente en la region intron no codificadora. Al examinar
varios loci STR y al contar cuantas repeticiones de una secuencia STR especifica en un locus dado, es posible crear
un perfil genético unico de un individuo.

[0100] Tal como se utiliza aqui, el término "miniSTR" aqui se refiere a la repeticion en tandem de cuatro o mas pares
de bases que se extiende por menos de aproximadamente 300 pares de bases, menos de aproximadamente 250
aires de bases, menos de aproximadamente 200 pares de bases, menos de aproximadamente 150 pares de bases,
menos de unos 100 pares de bases, menos de unos 50 pares de bases, o menos de unos 25 pares de bases.
"miniSTRs" son STR que son amplificables a partir de plantillas ADNCcf.

[0101] EI término "tandem SNPs" aqui se refiere a dos o mas SNPs que estan presentes dentro de una secuencia
de acido nucleico diana polimorfico.

[0102] Tal como se utiliza aqui, el término "biblioteca enriquecida" en el presente documento se refiere a una
biblioteca de secuenciacion que comprende secuencias de acido nucleico diana polimérfico amplificado. Un ejemplo
de una biblioteca enriquecida es una biblioteca de secuenciacién que comprende secuencias de ADNcf de origen
natural y secuencias de acido nucleico diana amplificadas. Una "biblioteca no enriquecida" en el presente documento
se refiere a una biblioteca de secuenciacion que no comprende, es decir, una biblioteca generada a partir de
secuencias de ADNcf que ocurren naturalmente. Una "biblioteca polimérfica de acidos nucleicos diana" es una
biblioteca generada a partir de acidos nucleicos diana amplificados”.

[0103] Como se usa en este documento, el término "secuencias ADNcf de origen natural" en el presente documento
se refiere a fragmentos ADNcf ya que estan presentes en una muestra, y en contraste con fragmentos de ADN
gendémico que se obtienen por métodos de fragmentacion descritos en este documento.

5.2 DESCRIPCION

[0104] La descripcion se refiere a métodos para determinar la presencia o ausencia de una aneuploidia por ejemplo
aneuploidia cromosémica o parcial, y/o fraccion fetal en muestras maternas que comprenden acidos nucleicos
fetales y maternos por secuenciacion masiva en paralelo. EIl método comprende un nuevo protocolo para preparar
bibliotecas de secuenciacién que mejora inesperadamente la calidad del ADN de la biblioteca mientras acelera el
proceso de analisis de muestras para diagndsticos prenatales. Los métodos permiten determinar las variaciones en
el numero de copias (CNV) de cualquier secuencia de interés en una muestra de prueba que comprende una mezcla
de acidos nucleicos que se conocen o se sospecha que difieren en la cantidad de una o mas secuencias de interés,
y/o determinan la fraccién de una de al menos dos poblaciones de acidos nucleicos contribuyé a la muestra por
diferentes genomas.

Métodos de secuenciacion

[0105] En una realizacién, el método descrito aqui emplea la tecnologia de secuenciacion de proxima generacion
(NGS) en la que plantillas de ADN clonalmente amplificadas o moléculas de ADN individuales se secuencian de
forma masiva en paralelo dentro de una célula de flujo (por ejemplo, como se describe en Volkerding et al. Clin
Chem 55: 641-658 [2009]; Metzker M Nature Rev 11: 31-46 [2010]). Ademas de la informacién de secuencia de alto
rendimiento, NGS proporciona informacion cuantitativa digital, en el sentido de que cada secuencia leida es una
"etiqueta de secuencia" contable que representa una plantilla de ADN clonal individual o una molécula de ADN
individual. Esta cuantificacion permite a NGS expandir el concepto de PCR digital de conteo de moléculas de ADN
libres de células (Fan et al., Proc Natl Acad Sci EE.UU. 105: 16266-16271 [2008]; Chiu et al., Proc Natl Acad Sci
EE.UU. 2008; 105: 20458-20463 [2008]). Las tecnologias de secuenciacion de NGS incluyen pirosecuenciacion,
secuenciacion por sintesis con terminadores de tinte reversibles, secuenciacion por ligadura de sonda de
oligonucledtidos y secuenciacion en tiempo real.

[0106] Algunas de las tecnologias de secuenciacion estan disponibles comercialmente, tales como la plataforma de
secuenciacion por hibridacion de Affymetrix Inc. (Sunnyvale, CA) y las plataformas de secuenciacion por sintesis a
partir de 454 Life Sciences (Brad- ford, CT), lllumina/Solexa (Hayward, CA) y Helicos Biosciences (Cambridge, MA),
y la plataforma de secuenciacion por ligacion de Applied Biosystems (Foster City, CA), como se describe a
continuacion. Ademas de la secuenciacion de una sola molécula realizada mediante la secuenciacién por sintesis de
Helicos Biosciences, otras tecnologias de secuenciacion de una sola molécula estan abarcadas por el método de la
invencion e incluyen la tecnologia SMRT™ de Pacific Biosciences, la tecnologia lon Torrent™ y la secuenciacion de
nanoporos en desarrollo. por ejemplo, por Oxford Nanoporo Technologies.

[0107] Mientras que el método automatizado de Sanger se considera una tecnologia de "primera generacion”, la

secuenciacion de Sanger que incluye la secuenciacion automatica de Sanger también puede emplearse mediante el
método de la invencion. Los métodos de secuenciacion adicionales que comprenden el uso de tecnologias de
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obtencién de imagenes de acido nucleico en desarrollo, por ejemplo, microscopia de fuerza atéomica (AFM) o
microscopia electrénica de transmision (TEM), también se incluyen en el método de la invencion. Tecnologias de
secuenciacion ejemplares se describen a continuacion.

[0108] En una realizacion, la tecnologia de secuenciacion de ADN que se utiliza en el método de la invencion es la
Secuenciacion de Moléculas Unicas Verdaderas de Helicos (tSMS) (por ejemplo, como se describe en Harris TD et
al., Science 320: 106-109 [2008]). En la técnica tSMS, una muestra de ADN se divide en cadenas de
aproximadamente 100 a 200 nucledtidos, y se agrega una secuencia poliA al extremo 3’ de cada cadena de ADN.
Cada hebra se marca mediante la adicion de un nucleétido de adenosina marcado de forma fluorescente. Las
cadenas de ADN se hibridan luego con una célula de flujo, que contiene millones de sitios de captura de oligo-T que
se inmovilizan en la superficie de la célula de flujo. Las plantillas pueden tener una densidad de aproximadamente
100 millones de plantillas/cm?. La célula de flujo se carga en un instrumento, por ejemplo, el secuenciador
Heliscope™, y un laser ilumina la superficie de la célula de flujo, revelando la posicion de cada plantilla. Una camara
CCD puede asignar la posicion de las plantillas en la superficie de la célula de flujo. La plantilla de la etiqueta
fluorescente se escinde y se lava. La reaccidon de secuenciacion comienza con la introduccién de una ADN
polimerasa y un nucleotido marcado con fluorescencia. El acido nucleico oligo-T sirve como cebador. La polimerasa
incorpora los nucleétidos marcados al cebador en una forma dirigida por la plantilla. Se eliminan la polimerasa y los
nucledtidos no incorporados. Las plantilas que tienen incorporacion directa del nucleétido marcado con
fluorescencia se diferencian por la obtencién de imagenes de la superficie de la célula de flujo. Después de la
obtencién de imagenes, una etapa de escision elimina la etiqueta fluorescente, y el proceso se repite con otros
nucledtidos marcados con fluorescencia hasta que se alcanza la longitud de lectura deseada. La informacién de
secuencia se recopila con cada paso de adicion de nucleétidos.

[0109] En una realizacion, la tecnologia de secuenciacion de ADN que se utiliza en el método de la invencion es la
secuencia 454 (Roche) (por ejemplo, como se describe en Margulies, M. y otros, Nature 437:. 376-380 [2005]). La
secuenciacion 454 implica dos pasos. En el primer paso, el ADN se corta en fragmentos de aproximadamente 300-
800 pares de bases, y los fragmentos son romos. Los adaptadores de oligonucleétidos se ligan a los extremos de los
fragmentos. Los adaptadores sirven como cebadores para la amplificacion y secuenciacion de los fragmentos. Los
fragmentos pueden unirse a las perlas de captura de ADN, por ejemplo, perlas recubiertas con estreptavidina
usando, por ejemplo, el Adaptador B, que contiene la etiqueta 5'-biotina. Los fragmentos unidos a las perlas se
amplifican por PCR dentro de gotitas de una emulsion de aceite-agua. El resultado son multiples copias de
fragmentos de ADN amplificados clonalmente en cada cuenta. En el segundo paso, las cuentas se capturan en
pozos (tamafio pico-litro). La pirosecuenciacion se realiza en cada fragmento de ADN en paralelo. La adicion de uno
0 mas nucledtidos genera una sefial de luz que es grabada por una camara CCD en un instrumento de
secuenciacion. La intensidad de la sefial es proporcional al nimero de nucleétidos incorporados. La
pirosecuenciacion hace uso del pirofosfato (PPi) que se libera tras la adicion de nucledtidos. El PPi se convierte en
ATP por la ATP sulfurilasa en presencia de adenosina 5 fosfosulfato. La luciferasa usa ATP para convertir la
luciferina en oxiluciferina, y esta reaccion genera luz que se discierne y analiza.

[0110] En una realizacion, la tecnologia de secuenciacion de ADN que se utiliza en el método de la invencion es la
tecnologia SOLID™ (Applied Biosystems). En la secuenciacion por ligacion de SOLID™, el ADN genomico se divide
en fragmentos, y los adaptadores se unen a los extremos 5 y 3' de los fragmentos para generar una biblioteca de
fragmentos. Alternativamente, pueden introducirse adaptadores internos ligando los adaptadores a los extremos 5’ y
3' de los fragmentos, circularizando los fragmentos, digiriendo el fragmento circularizado para generar un adaptador
interno, y uniendo adaptadores a los extremos 5 y 3' de los extremos resultantes. Fragmentos para generar una
biblioteca emparejada. A continuacion, se preparan poblaciones de perlas clonales en microrreactores que contienen
perlas, cebadores, plantilla y componentes de PCR. Después de la PCR, las plantillas se desnaturalizan y las perlas
se enriquecen para separar las perlas con plantillas extendidas. Las plantillas en las perlas seleccionadas se
someten a una modificacién 3’ que permite la unién a un portaobjetos de vidrio. La secuencia se puede determinar
por hibridacion secuencial y ligaciéon de oligonucleotidos parcialmente aleatorios con una base determinada central
(o un par de bases) que se identifica por un fluoréforo especifico. Después de registrar un color, el oligonucleétido
ligado se escinde y se elimina, y luego se repite el proceso.

[0111] En una realizacion, la tecnologia de secuenciacion de ADN que se utiliza en el método de la invencion es la
tecnologia de secuenciacion de una sola molécula, en tiempo real (SMRT™) de Pacific Biosciences. En la
secuenciacion SMRT, la incorporacion continua de nucleétidos marcados con colorante se visualiza durante la
sintesis de ADN. Las moléculas de ADN polimerasa individuales se unen a la superficie inferior de los identificadores
individuales de longitud de onda de modo cero (identificadores de ZMW) que obtienen informacién de la secuencia
mientras que los nucleétidos fosforizados se incorporan a la cadena de cebadores en crecimiento. Una ZMW es una
estructura de confinamiento que permite la observaciéon de la incorporacion de un solo nucleétido por la ADN
polimerasa en el contexto de nucleétidos fluorescentes que se difunden rapidamente en una salida de la ZMW (en
microsegundos). Se requieren varios milisegundos para incorporar un nucleétido en una hebra en crecimiento.
Durante este tiempo, la etiqueta fluorescente se excita y produce una sefial fluorescente, y la etiqueta fluorescente
se separa. La identificaciéon de la fluorescencia correspondiente del tinte indica qué base se incorporé. El proceso se
repite.
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[0112] En una realizacién, la tecnologia de secuenciacion de ADN que se utiliza en el método de la invencion es
secuenciacion de nanoporos (por ejemplo, como se describe en Soni GV y Meller A. Clin Chem 53: 1996-2001
[2007]). Las técnicas de analisis de ADN de secuenciacion de Nanoporo estan siendo desarrolladas industrialmente
por varias compafias, incluida Oxford Nanoporo Technologies (Oxford, Reino Unido). La secuenciacion de
nanoporos es una tecnologia de secuenciacion de una sola molécula mediante la cual una tnica molécula de ADN
se secuencia directamente cuando pasa a través de un nanoporo. Un nanoporo es un agujero pequefio, del orden
de 1 nanémetro de diametro. La inmersion de un nanoporo en un fluido conductor y la aplicacion de un potencial
(voltaje) a través de él produce una ligera corriente eléctrica debido a la conduccién de iones a través del nanoporo.
La cantidad de corriente que fluye es sensible al tamafio y forma del nanoporo. A medida que una molécula de ADN
pasa a través de un nanoporo, cada nucleétido en la molécula de ADN obstruye el nanoporo en un grado diferente,
cambiando la magnitud de la corriente a través del nanoporo en diferentes grados. Por lo tanto, este cambio en la
corriente, a medida que la molécula de ADN pasa a través del nanoporo, representa una lectura de la secuencia de
ADN.

[0113] En una realizacion, la tecnologia de secuenciacion de ADN que se utiliza en el método de la invencion es la
matriz de transistor de efecto de campo sensible (chemFET) a los productos quimicos (por ejemplo, como se
describe en la Publicacion de la Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 20090026082). En un ejemplo de la
técnica, las moléculas de ADN se pueden colocar en camaras de reaccion, y las moléculas de plantilla se pueden
hibridar con un cebador de secuenciacién unido a una polimerasa. La incorporaciéon de uno o mas trifosfatos en una
nueva cadena de acido nucleico en el extremo 3’ del cebador de secuenciacién puede discernirse por un cambio en
la corriente por parte de un chemFET. Una matriz puede tener multiples sensores chemFET. En otro ejemplo,
pueden unirse acidos nucleicos individuales a las perlas, y los acidos nucleicos pueden amplificarse en la perla, y las
perlas individuales pueden transferirse a camaras de reaccién individuales en una matriz chemFET, teniendo cada
camara un sensor chemFET, y los acidos nucleicos pueden secuenciarse.

[0114] En una realizacion, la tecnologia de secuenciacion de ADN que se utiliza en el método de la invencion es el
método de la Halcyon Molecular que utiliza microscopia electronica de transmision (TEM). EI método, denominado
Individual Molecule Placement Rapid Nano Transfer (IMPRNT), comprende utilizar imagenes de microscopia
electronica de transmision de resolucion de un solo atomo de ADN de alto peso molecular (150 kb o mas)
etiquetadas selectivamente con marcadores de atomos pesados y disponer estas moléculas en peliculas ultra-
delgadas en matrices paralelas ultra-densas (3nm de hebra a hebra) con espaciado constante de base a base. El
microscopio electronico se utiliza para obtener imagenes de las moléculas en las peliculas para determinar la
posicion de los marcadores de los atomos pesados y para extraer informacion de la secuencia de bases del ADN. El
método se describe con mas detalle en la publicaciéon de patente PCT WO 2009/046445. El método permite
secuenciar genomas humanos completos en menos de diez minutos.

[0115] En una realizacion, la tecnologia de secuenciacion de ADN es la secuenciacion de molécula Unica de lon
Torrent, que combina la tecnologia de semiconductores con una quimica de secuenciacion simple para traducir
directamente la informacion codificada quimicamente (A, C, G, T) en informacién digital (0, 1) en un chip
semiconductor. En la naturaleza, cuando un nucleétido se incorpora a una cadena de ADN por una polimerasa, se
libera un i6n de hidrogeno como un subproducto. lon Torrent utiliza una matriz de alta densidad de pozos
micromecanizados para realizar este proceso bioquimico de forma masivamente paralela. Cada pozo contiene una
molécula de ADN diferente. Debajo de los pozos hay una capa sensible a los iones y, por debajo, un sensor de
iones. Cuando un nucleoétido, por ejemplo una C, se agrega a una plantilla de ADN y luego se incorpora a una hebra
de ADN, se liberara un ion hidrogeno. La carga de ese ion cambiara el pH de la solucién, que puede identificarse
mediante el sensor de iones de lon Torrent. El secuenciador, esencialmente el medidor de pH de estado sélido mas
pequefio del mundo, llama a la base y va directamente de la informacién quimica a la informacion digital. El
secuenciador de la maquina de genoma personal de lon (PGMTM) luego inunda secuencialmente el chip con un
nucledtido tras otro. Si el siguiente nucledtido que inunda el chip no coincide. No se registrara ningin cambio de
voltaje y no se llamara ninguna base. Si hay dos bases idénticas en la cadena de ADN, el voltaje sera doble y el chip
registrara dos bases idénticas llamadas. La identificacion directa permite el registro de la incorporacion de
nucledtidos en segundos.

[0116] Otros métodos de secuenciacion incluyen PCR digital y secuenciacion por hibridacion. La reaccion en cadena
de la polimerasa digital (PCR digital o dPCR) se puede usar para identificar y cuantificar directamente los acidos
nucleicos en una muestra. La PCR digital se puede realizar en una emulsion. Los acidos nucleicos individuales se
separan, por ejemplo, en un dispositivo de camara microfluidica, y cada lata nucleica se amplifica individualmente
por PCR. Los acidos nucleicos pueden separarse, por lo que hay un promedio de aproximadamente 0,5 acidos
nucleicos/pocillo, o no mas de un acido nucleico/pocillo. Se pueden utilizar diferentes sondas para distinguir los
alelos fetales y los alelos maternos. Los alelos se pueden enumerar para determinar el nimero de copias. En la
secuenciacion por hibridaciéon, la hibridacion comprende poner en contacto la pluralidad de secuencias
polinucleotidicas con una pluralidad de sondas polinucleotidicas, en donde cada una de la pluralidad de sondas
polinucleotidicas puede unirse opcionalmente a un sustrato. El sustrato podria ser una superficie plana que
comprende una serie de secuencias de nucleotidos conocidas. El patrén de hibridaciéon con la matriz se puede usar
para determinar las secuencias polinucleotidicas presentes en la muestra. En otras realizaciones, cada sonda esta
atada a un cordoén, por ejemplo, un corddn magnético o similar. La hibridacion a las perlas puede identificarse y
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usarse para identificar la pluralidad de secuencias de polinucleétidos dentro de la muestra.

[0117] En una realizacion, el método emplea una secuenciacion masiva paralela de millones de fragmentos de ADN
utilizando la secuenciacion de lllumina por sintesis y la quimica de la secuenciacion basada en terminador reversible
(por ejemplo, como se describe en Bentley et al., Nature 6: 53-59 [2009]). EI ADN de plantilla puede ser ADN
genodmico, por ejemplo, ADNcf. En algunas realizaciones, el ADN gendémico de células aisladas se utiliza como
plantilla y se fragmenta en longitudes de varios cientos de pares de bases. En otras realizaciones, se utiliza ADNcf
como plantilla, y no se requiere fragmentacion ya que ADNCcf existe como fragmentos cortos. Por ejemplo, el ADNcf
fetal circula en el torrente sanguineo como fragmentos de <300 pb, y se estima que el ADNcf materno circula como
fragmentos de entre aproximadamente 0,5 y 1 Kb (Li et al., Clin Chem, 50: 1002-1011 [2004]). La tecnologia de
secuenciacion de lllumina se basa en la uniéon de ADN genémico fragmentado a una superficie plana, 6pticamente
transparente sobre la cual se unen los anclajes de oligonucledtidos. EI ADN de plantilla se repara en el extremo para
generar extremos romos fosforilados en 5', y la actividad de la polimerasa del fragmento Klenow se usa para agregar
una sola base A al extremo 3' de los fragmentos de ADN fosforilados romos. Esta adicién prepara los fragmentos de
ADN para la ligadura de los adaptadores de oligonucleétidos, que tienen un saliente de una sola base T en su
extremo 3’ para aumentar la eficiencia de la ligadura. Los oligonucledtidos adaptadores son complementarios a los
anclajes de las células de flujo. En condiciones de dilucion limitante, el ADN de plantilla monocatenaria modificada
por adaptador se agrega a la célula de flujo y se inmoviliza por hibridacion a los anclajes. Los fragmentos de ADN
adjuntos se extienden y se amplifican en puente para crear una célula de flujo de secuenciacion de densidad
ultraalta con cientos de millones de agrupaciones, cada una de las cuales contiene ~ 1.000 copias de la misma
plantilla. En una realizacion, el ADN gendémico fragmentado aleatoriamente, por ejemplo, el ADNcf, se amplifica
utilizando la PCR antes de someterse a la amplificacion por grupos. Alternativamente, se utiliza una preparacion de
biblioteca genémica libre de amplificacion, y el ADN genémico fragmentado aleatoriamente, por ejemplo, ADNcf se
enriquece utilizando la amplificacion de agrupacion sola (Kozarewa et al., Nature Methods 6: 291-295 [2009]). Las
plantillas se secuencian utilizando una robusta tecnologia de secuenciacion por sintesis de ADN de cuatro colores
que emplea terminadores reversibles con tintes fluorescentes removibles. La identificacion de fluorescencia de alta
sensibilidad se logra mediante la excitacion con laser y la optica de reflexion interna total. Lecturas de secuencias
cortas de aproximadamente 20-40 pb, p. gj., 36 pb, estan alineadas con un genoma de referencia con repeticion
enmascarada y las diferencias genéticas se denominan mediante el uso de software de pipeline de analisis de datos
especialmente desarrollado. Después de completar la primera lectura, las plantillas pueden regenerarse in situ para
permitir una segunda lectura desde el extremo opuesto de los fragmentos. De este modo, segun el método, se utiliza
la secuenciacion de un solo extremo o un extremo de los fragmentos de ADN. Se realiza la secuenciacion parcial de
los fragmentos de ADN presentes en la muestra, y se cuentan las etiquetas de secuencia que comprenden lecturas
de longitud predeterminada, por ejemplo, 36 pb, que se asignan a un genoma de referencia conocido.

[0118] La longitud de la secuencia de lectura esta asociada con la tecnologia de secuenciacion particular. Los
métodos NGS proporcionan lecturas de secuencia que varian en tamafio desde decenas hasta cientos de pares de
bases. En algunas realizaciones del método descrito en el presente documento, las lecturas de la secuencia son de
aproximadamente 20 pb, aproximadamente 25 pb, aproximadamente 30 pb, aproximadamente 35 pb,
aproximadamente 40 pb, aproximadamente 45 pb, aproximadamente 50 pb, aproximadamente 60 pb,
aproximadamente 65 pb, aproximadamente 70 pb, aproximadamente 75 pb, aproximadamente 80 pb,
aproximadamente 85 pb, aproximadamente 90 pb, aproximadamente 95 pb, aproximadamente 100 pb,
aproximadamente 110 pb, aproximadamente 120 pb, aproximadamente 130, aproximadamente 140 pb,
aproximadamente 150 pb, aproximadamente 250 pb, aproximadamente 300 pb, aproximadamente 350 pb,
aproximadamente 400 pb, aproximadamente 450 pb o aproximadamente 500 pb. Se espera que los avances
tecnologicos permitan lecturas de un solo extremo de mas de 500 pb, permitiendo lecturas de mas de
aproximadamente 1.000 pb cuando se generan lecturas de extremos emparejados. En una realizacion, las lecturas
de secuencia son 36 pb. Otros métodos de secuenciacién que pueden emplearse por el método de la invencion
incluyen los métodos de secuenciacion de una sola molécula que pueden secuenciar moléculas de acidos nucleicos
>5000 pb. La cantidad masiva de salida de secuencia se transfiere mediante una tuberia de analisis que transforma
la salida de imagenes primarias del secuenciador en cadenas de bases. Un paquete de algoritmos integrados realiza
los pasos principales de la transformacion de datos primarios: analisis de imagenes, puntuacion de intensidad,
llamada de base y alineacion.

[0119] En una realizacion, se lleva a cabo la secuenciacion parcial de fragmentos de ADN presentes en la muestra,
y las etiquetas de secuencia que comprende lecturas de longitud predeterminadas, por ejemplo 36 pb, que mapa
para un genoma de referencia conocida se cuentan. Solo las lecturas de secuencia que se alinean de forma Unica
con el genoma de referencia se cuentan como etiquetas de secuencia. En una realizacién, el genoma de referencia
es la secuencia del genoma de referencia humano NCBI36/hg18, que esta disponible en la web en
genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway?org=Human&db=hg18&hgsid=166260105). Otras fuentes de informacion de
secuencias publicas incluyen GenBank, dbEST, dbSTS, EMBL (Laboratorio Europeo de Biologia Molecular) y DDBJ
(el Banco de Datos de ADN de Japén). En otra realizacion, el genoma de referencia comprende la secuencia de
genoma de referencia humano NCBI36/hg18 y un genoma de secuencias diana artificial, que incluye secuencias
diana polimodrficas, por ejemplo, un genoma de SNP que comprende las SEQ ID NO: 1-56. En otra realizacién mas,
el genoma de referencia es un genoma de secuencia diana artificial que comprende secuencias diana polimorficas,
por ejemplo, secuencias de SNP de SEQ ID NO: 1-56.
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[0120] EI mapeo de las etiquetas de secuencia se logra comparando la secuencia de la etiqueta con la secuencia
del genoma de referencia para determinar el origen cromosémico de la molécula de acido nucleico secuenciado (por
ejemplo, ADNcf), y no se necesita informacion especifica de la secuencia genética. Hay una serie de algoritmos
informaticos disponibles para alinear secuencias, incluyendo, entre otros, BLAST (Altschul et al., 1990), BLITZ
(MPsrch) (Sturrock y collins, 1993), FASTA (Person & Lipman, 1988), BOWTIE (Langmead) et al., Genome Biology
10: R25.1-R25,10 [2009]), o ELAND (lllumina, Inc., San Diego, CA, EE.UU.). En una realizacion, un extremo de las
copias expandidas clonalmente de las moléculas de ADNcrc de plasma se secuencia y procesa mediante analisis de
alineacion bioinformatica para el Analizador del Genoma de lllumina, que utiliza el software Efficient Large Scale
Alignment of Nucleotide Databases (ELAND). El analisis de la informacién de secuenciacion para la determinacion
de aneuploidia puede permitir que un pequefio grado de desajuste (0-2 desajustes por etiqueta de secuencia) tenga
en cuenta los polimorfismos menores que pueden existir entre el genoma de referencia y los genomas en la muestra
mixta. El analisis de la informaciéon de secuenciacién para la determinacién de la fraccién fetal puede permitir un
pequefio grado de desajuste en funcion de la secuencia polimérfica. Por ejemplo, se puede permitir un pequefio
grado de desajuste si la secuencia polimérfica es un STR. En los casos en que la secuencia polimérfica es un SNP,
todas las secuencias que coinciden exactamente con cualquiera de los dos alelos en el sitio de SNP se cuentan
primero y se filtran de las lecturas restantes, por lo que se puede permitir un pequefio grado de falta de coincidencia.

Preparacion de la biblioteca de secuenciacion

[0121] Secuenciadores de ADN de proxima generacion, como los 454-FLX (Roche; en la direccion web 454.com),
SOLID™3 (Applied Biosystems; en la direccién web solid.appliedbiosystems.com), y el Genome Analyzer (lllumina;
http://www.ilumina.com/pages.iimn?ID=204) han transformado el panorama de la genética a través de su capacidad
para producir cientos de megabases de informacion de secuencia en una sola ejecucion.

[0122] Los métodos de secuenciacion requieren la preparacion de bibliotecas de secuenciacion. La preparacion de
la biblioteca de secuenciacion implica la producciéon de una coleccion aleatoria de fragmentos de ADN modificados
por adaptadores, que estan listos para ser secuenciados. Las bibliotecas de secuenciacién de polinucleétidos
pueden prepararse a partir de ADN o ARN, incluidos equivalentes, analogos de ADN o ADNc, que es
complementario o copia de ADN producido a partir de una plantilla de ARN, por ejemplo, por la accién de la
transcriptasa inversa. Los polinucleétidos pueden originarse en la forma de ADN de doble cadena (ADNds) (por
ejemplo, fragmentos de ADN gendmico, productos de PCR y amplificacion) o polinucledtidos que pueden haberse
originado en forma de cadena simple, como ADN o ARN, y se han convertido en la forma de ADN de doble cadena.
A modo de ejemplo, las moléculas de ARNm pueden copiarse en ADNc de doble cadena adecuados para usar en la
preparacion de una biblioteca de secuenciacion. La secuencia precisa de las moléculas de polinucleétido primarias
generalmente no es material para el método de preparacion de bibliotecas, y puede ser conocida o desconocida. En
una realizacion, las moléculas de polinucleétido son moléculas de ADN. Mas particularmente, las moléculas de
polinucledtido representan el complemento genético completo de un organismo, y son moléculas de ADN gendmico,
por ejemplo, moléculas de ADNnc, que incluyen secuencias tanto de intrones como de exones (secuencia
codificadora), asi como secuencias reguladoras no codificantes, tales como secuencias promotoras y potenciadoras.
Aun mas particularmente, las moléculas de polinucleétido primarias son moléculas de ADN genémico humano, por
ejemplo, moléculas de ADNCcf presentes en la sangre periférica de un sujeto prefiado. La preparacion de bibliotecas
de secuenciacion para algunas plataformas de secuenciacion NGS requiere que los polinucledtidos sean de un
rango especifico de tamafios de fragmentos, por ejemplo, 0-1200 pb. Por lo tanto, puede requerirse la fragmentacion
de polinucledtidos, por ejemplo, ADN genémico. ADNcf existe como fragmentos de <300 pares de bases. Por lo
tanto, la fragmentacion de ADNcf no es necesaria para generar una biblioteca de secuenciacion utilizando muestras
de ADNCcf. Fragmentacién de moléculas de polinucleétidos por medios mecanicos p. €. nebulizacion, sonicacion e
hidrosial, da como resultado fragmentos con una mezcla heterogénea de extremos romos y extremos sobresalientes
en 3’y 5'. Ya sea que los polinucleétidos estén fragmentados a la fuerza o existan naturalmente como fragmentos,
se convierten en ADN de extremos romos que tienen 5-fosfatos y 3'-hidroxilo.

[0123] Tipicamente, los extremos de los fragmentos se reparan al final, es decir, con extremos romos utilizando
métodos o kits conocidos en la técnica. Los fragmentos de extremos romos se pueden fosforilar mediantetratamiento
enzimatico, por ejemplo, utilizando polinucleétido quinasa. En algunas realizaciones, se agrega un Unico
desoxinucleétido, por ejemplo, desoxiadenosina (A) a los extremos 3’ de los polinucleétidos, por ejemplo, por la
actividad de ciertos tipos de ADN polimerasa, como la Taq polimerasa o Klenow exo menos polimerasa. Los
productos con cola de dA son compatibles con el saliente "T" presente en el extremo 3’ de cada region duplex de
adaptadores a los que se ligan en una etapa posterior. Cola de dA evita la auto-ligacién de ambos polinucleétidos de
extremos romos, de manera que existe un sesgo hacia la formacion de las secuencias ligadas al adaptador. Los
polinucledtidos con cola de dA se ligan a secuencias de polinucleodtidos adaptadores de doble cadena. Se puede
usar el mismo adaptador para ambos extremos del polinucleétido, o se pueden utilizar dos conjuntos de
adaptadores. Los métodos de ligacion son conocidos en la técnica y utilizan enzimas ligasa, como la ADN ligasa,
para enlazar covalentemente el adaptador al polinucleétido de cola dA. El adaptador puede contener un resto 5'-
fosfato para facilitar la ligadura al 3'-OH diana. El polinucleétido con cola de dA contiene un resto 5'-fosfato, ya sea
residual del proceso de cizallamiento, o agregado mediante una etapa de tratamiento enzimatico, y se ha reparado
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al final, y opcionalmente se ha extendido por una base o bases sobresalientes, para dar una 3'-OH adecuada para la
ligadura. Los productos de la reaccion de ligadura se purifican para eliminar los adaptadores no ligados, adaptadores
que pueden estar ligados entre si, y para seleccionar un rango de tamafos de plantillas para la generacion de
agrupaciones, que puede ir precedida de una amplificacion, por ejemplo, una amplificacion por PCR. La purificacion
de los productos de ligadura se puede obtener mediante métodos que incluyen electroforesis en gel e inmovilizacion
reversible en fase solida (SPRI).

[0124] Los protocolos estandar, por ejemplo, los protocolos para la secuenciacion usando, por ejemplo, la
plataforma lllumina, instruir a los usuarios para purificar los productos de reparacion de extremos antes de cola de
dA, y para purificar los productos de cola de dA antes de las etapas de adaptador de ligadura de la preparacion de la
biblioteca. La purificacién de los productos reparados en el extremo y los productos con cola de dA eliminan las
enzimas, tampones, sales y similares para proporcionar condiciones de reaccion favorables para la etapa enzimatica
posterior. En una forma de realizacién, las etapas de reparacion de extremos, ligadura de dA y ligadura del
adaptador excluyen las etapas de purificacion. Por lo tanto, en una realizacion, el método de la invencién abarca la
preparacion de una biblioteca de secuenciacién que comprende los pasos consecutivos de reparacion de extremo,
cola de dA y ligadura de adaptador. En las formas de realizacion para preparar bibliotecas de secuenciacion que no
requieren la etapa de seguimiento dA, por ejemplo, los protocolos para la secuenciacion utilizando las plataformas
de Roche 454 y SOLID™3, las etapas de reparacion de extremos y ligadura del adaptador excluyen la etapa de
purificacion de los productos reparados antes de la adaptacion de la ligacién de adaptador.

[0125] En un paso siguiente de una realizacion del método, se prepara una reaccion de amplificacion. La etapa de
amplificacion introduce en las moléculas de plantilla ligadas por el adaptador las secuencias de oligonucledtidos
requeridas para la hibridacion con la célula de flujo. Los contenidos de una reaccién de amplificacion son conocidos
por un experto en la técnica e incluyen sustratos apropiados (Como los dNTP), enzimas (por ejemplo, una
polimerasa ADN) y componentes de tampon necesarios para una reaccion de amplificacion. Opcionalmente, se
puede omitir la amplificacion de polinucledtidos ligados al adaptador. En general, las reacciones de amplificacion
requieren al menos dos cebadores de amplificacion, es decir, oligonucleétidos de cebador, que pueden ser idénticos,
e incluyen una "porcién especifica del adaptador”, capaz de hibridar con una secuencia de unién a cebador en la
molécula de polinucledtido que se amplificara (o su complemento si la plantilla se ve como una sola hebra) durante
el paso de recocido. Una vez formados, la biblioteca de plantillas preparada de acuerdo con los métodos descritos
anteriormente se puede usar para la amplificacion de acido nucleico en fase soélida. El término "amplificacion en fase
sélida", como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier reaccién de amplificacion de acido nucleico
llevada a cabo en o en asociacién con un soporte sélido, de manera tal que todos o una parte de los productos
amplificados se inmovilicen en el soporte soélido a medida que se forman. En particular, el término abarca la reacciéon
en cadena de la polimerasa en fase soélida (PCR en fase sélida) y la amplificacion isotérmica en fase solida, que son
reacciones analogas a la amplificacion en fase de solucion estandar, excepto que uno o ambos de los cebadores de
amplificacién directa e inversa se inmovilizan en el soporte sélido. La PCR en fase sélida cubre sistemas como las
emulsiones, en donde un cebador se ancla a una perla y el otro se encuentra en solucion libre, y la formacion de
colonias en matrices de gel de fase sélida donde un cebador se ancla a la superficie y el otro se encuentra en
solucion libre. Después de la amplificacion, y las bibliotecas de secuenciacion se pueden analizar mediante
electroforesis capilar microfluidica para garantizar que la biblioteca esté libre de dimeros adaptadores o ADN de
cadena sencilla. La biblioteca de moléculas de polinucleétido de plantilla es particularmente adecuada para uso en
métodos de secuenciacion en fase sélida. Ademas de proporcionar plantillas para la secuenciacion en fase soélida y
la PCR en fase solida, las plantillas de biblioteca proporcionan plantillas para la amplificacion del genoma completo.

[0126] En una realizacion, la biblioteca de polinucledtidos ligados al adaptador se somete a secuenciacion masiva
en paralelo, que incluye técnicas para la secuenciacion de millones de fragmentos de acidos nucleicos, por ejemplo,
el uso de la unién de ADN gendmico fragmentado aleatoriamente a una superficie plana, épticamente transparente y
amplificacion de fase solida para crear una célula de flujo de secuenciacion de alta densidad con millones de
agrupaciones. Los arreglos agrupados se pueden preparar usando un proceso de termociclado, como se describe
en la patente W0O9844151, o un proceso por el cual la temperatura se mantiene constante, y los ciclos de extension
y desnaturalizacion se realizan usando cambios de reactivos. El método de Solexa/lllumina al que se hace referencia
aqui se basa en la uniéon de ADN gendmico fragmentado aleatoriamente a una superficie plana, épticamente
transparente. Los fragmentos de ADN adjuntos se extienden y se amplifican en puente para crear una célula de flujo
de secuenciacion de densidad ultraalta con millones de agrupaciones que contienen miles de copias de la misma
plantilla (WO 00/18957 y WO 98/44151). Las plantillas de grupos se secuencian utilizando una robusta tecnologia de
secuenciacion por sintesis de ADN de cuatro colores que emplea terminadores reversibles con tintes fluorescentes
removibles. Alternativamente, la biblioteca puede amplificarse en perlas en las que cada perla contiene un cebador
de amplificacién directa e inversa.

[0127] La secuenciacion de las bibliotecas amplificadas se puede llevar a cabo usando cualquier técnica de
secuenciacion adecuada como se describe en el presente documento. En una realizacion, la secuenciacion es una
secuenciacion masivamente paralela que usa secuenciacion por sintesis con terminadores de tinte reversibles. En
otras realizaciones, la secuenciacidon es una secuenciacion masivamente paralela utilizando la secuenciacién por
ligacion. En otras realizaciones, la secuenciacion es la secuenciacion de una sola molécula.
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Determinacion de la aneuploidia

[0128] La precisidon requerida para determinar correctamente si una aneuploidia esta presente o ausente en una
muestra, se basa en parte en la variacion del numero de etiquetas de secuencia que se mapean en el genoma de
referencia entre las muestras dentro de una secuenciacion (variabilidad inter-cromosémica), y la variacion del
numero de etiquetas de secuencia que se asignan al genoma de referencia en diferentes ejecuciones de
secuenciacion (variabilidad entre secuencias). Por ejemplo, las variaciones pueden ser particularmente
pronunciadas para las etiquetas que se asignan a secuencias de referencia ricas en GC o pobres en GC. En una
realizacién, el método utiliza la informacién de secuenciacion para calcular la dosis de cromosoma, lo que explica de
manera intrinseca la variabilidad acumulada derivada de la variabilidad inter-cromosémica, inter-secuenciacion y
dependiente de la plataforma. Las dosis de cromosomas se determinan a partir de la informacién de secuenciacion,
es decir, el nimero de etiquetas de secuencia, para la secuencia de interés, por ejemplo, el cromosoma 21, y el
numero de etiquetas de secuencia para una secuencia de normalizacion. La identificaciéon de una secuencia de
normalizacion se realiza en un conjunto de muestras calificadas que se sabe que no contienen una aneuploidia de la
secuencia de interés. El diagrama de flujo proporcionado en la Figura 1 muestra una realizacion del método 100
mediante el cual se identifican secuencias normalizantes, por ejemplo, cromosomas normalizadores, y se determina
la presencia o ausencia de una aneuploidia.

[0129] En el paso 110, se obtiene un conjunto de muestras maternas calificadas para identificar secuencias de
normalizacion cualificadas, por ejemplo, cromosomas de normalizacién, y para proporcionar valores de varianza
para el uso en la determinacioén de la identificacion estadisticamente significativa de una aneuploidia en muestras de
ensayo. En la etapa 110, una pluralidad de muestras bioldgicas calificadas se obtienen de una pluralidad de sujetos
que se sabe que comprenden células que tienen un nimero de copias normal para cualquier secuencia de interés,
por ejemplo, un cromosoma de interés tal como un cromosoma asociado con una aneuploidia. En una realizacion,
las muestras calificadas se obtienen de madres embarazadas con un feto que se ha confirmado usando medios
citogenéticos para tener un nimero normal de copias de cromosomas en relaciéon con el cromosoma de interés. Las
muestras maternas bioldgicas calificadas pueden ser muestras de fluidos biologicos, por ejemplo, muestras de
plasma, o cualquier muestra adecuada como se describe anteriormente que contenga una mezcla de moléculas de
ADNfc fetal y maternal. La muestra es una muestra materna que se obtiene de una mujer embarazada, por ejemplo,
una mujer embarazada. Cualquier muestra bioldgica materna se puede usar como una fuente de acidos nucleicos
fetales y maternos que estan contenidos en las células o que estan "libres de células". En algunas realizaciones, es
ventajoso obtener una muestra materna que comprenda acidos nucleicos libres de células, por ejemplo, ADNCf.
Preferiblemente, la muestra biolégica materna es una muestra de fluido bioldgico. Un fluido biolégico incluye, como
ejemplos no limitativos, sangre, plasma, suero, sudor, lagrimas, esputo, orina, esputo, flujo de oido, linfa, saliva,
liquido cefalorraquideo, estragos, suspension de médula ésea, flujo vaginal, lavado transcervical, liquido cerebral,
ascitis, leche, secreciones de vias respiratorias, intestinales y genitourinarias, muestras de liquido amnidtico y
leucoforesis. En algunas realizaciones, la muestra de fluido biolégico es una muestra que se puede obtener
facilmente mediante procedimientos no invasivos, por ejemplo, sangre, plasma, suero, sudor, lagrimas, esputo,
orina, esputo, flujo del oido y saliva. En algunas realizaciones, la muestra biolégica es una muestra de sangre
periférica, o el plasma y/o sus fracciones de suero. En otra realizacién, la muestra es una mezcla de dos o mas
muestras biolégicas, por ejemplo, una muestra biolégica puede comprender dos o mas muestras de un fluido
biolégico. Tal como se usa en el presente documento, los términos "sangre", "plasma" y "suero" abarcan
expresamente las fracciones o partes procesadas de los mismos. En algunas realizaciones, la muestra biolégica se
procesa para obtener una fraccion de muestra, por ejemplo, plasma, que contiene la mezcla de acidos nucleicos
maternos y fetales. En algunas realizaciones, la mezcla de acidos nucleicos maternos y fetales se procesa
adicionalmente a partir de la fraccion de muestra, por ejemplo, plasma, para obtener una muestra que comprende
una mezcla purificada de acidos nucleicos maternos y fetales, por ejemplo, ADNcf. Los acidos nucleicos libres de
células, incluido el ADN libre de células, pueden obtenerse mediante diversos métodos conocidos en la técnica a
partir de muestras biolégicas que incluyen, entre otras, plasma, suero y orina (Fan et al., Proc Natl Acad Sci 105:
16266-16271). [2008]; Koide et al., Prenatal Diagnosis 25: 604-607 [2005]; Chen et al., Nature Med. 2:1033-1035
[1996]; Lo et al., Lancet 350: 485-487 [1997). Para separar el ADNfc de las células, fraccionamiento, centrifugacion
(p- €j., Centrifugacion en gradiente de densidad), precipitacion especifica de ADN o clasificacion de células y/o
métodos de separacion de células de alto rendimiento pueden ser utilizados. Los kits disponibles comercialmente
para la separacion manual y automatica de ADNCcf estan disponibles (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, Qiagen,
Valencia, CA, Macherey-Nagel, Duren, DE). En algunos casos, puede ser ventajoso fragmentar las moléculas de
acido nucleico en la muestra de acido nucleico. La fragmentacion puede ser aleatoria o especifica, como se logra,
por ejemplo, mediante la digestién con endonucleasas de restriccion. Los métodos para la fragmentacién aleatoria
son bien conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, la digestion con DNAsa limitada, el tratamiento con alcali y
la cizalladura fisica. En una realizacion, los acidos nucleicos de la muestra se obtienen a partir de ADNcf, que no
esta sujeto a fragmentacion. En otras realizaciones, los acidos nucleicos de la muestra se obtienen como ADN
gendémico, que se somete a fragmentacion en fragmentos de aproximadamente 500 o mas pares de bases, y a los
cuales se pueden aplicar faciimente los métodos de NGS. Se prepara una biblioteca de secuenciacién a partir de
ADN naturalmente fragmentado o fragmentado por la fuerza. En una realizacion, la preparacion de la biblioteca de
secuenciacion comprende los pasos consecutivos de la reparacion del extremo, la cola de dA y el ligamiento con
adaptador de los fragmentos de ADN. En otra realizacion, la preparacion de la biblioteca de secuenciacion
comprende los pasos consecutivos de la reparacion final y la ligadura adaptadora de los fragmentos de ADN.
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[0130] En el paso 120, al menos una porcidon de cada uno de todos los acidos nucleicos calificados contenidos en
las muestras maternas calificadas estan secuenciados. Antes de la secuenciacion, la mezcla de acidos nucleicos
fetales y maternos, por ejemplo, ADNCcf purificado, se modifica para preparar una biblioteca de secuenciacion para
generar lecturas de secuencia de entre 20 y 40 pb, por ejemplo, 36 pb, que estan alineadas con un genoma de
referencia, por ejemplo, hg18. En algunas realizaciones, las lecturas de secuencias comprenden aproximadamente
20 pb, aproximadamente 25 pb, aproximadamente 30 pb, aproximadamente 35 pb, aproximadamente 40 pb,
aproximadamente 45 pb, aproximadamente 50 pb, aproximadamente 55 pb, aproximadamente 65 pb,
aproximadamente 70 pb, aproximadamente 75 pb, aproximadamente 80 pb, aproximadamente 85 pb,
aproximadamente 90 pb, aproximadamente 95 pb, aproximadamente 100 pb, aproximadamente 110 pb,
aproximadamente 120 pb, aproximadamente 130, aproximadamente 140 pb, aproximadamente 150 pb,
aproximadamente 200 pb, aproximadamente 250 pb, aproximadamente 300 pb, aproximadamente 350 pb,
aproximadamente 400 pb, aproximadamente 450 pb, aproximadamente 500 pb. Se espera que los avances
tecnoldgicos permitan lecturas de un solo extremo de mas de 500 pb, permitiendo lecturas de mas de
aproximadamente 1.000 pb cuando se generan lecturas de extremos emparejados. En una realizacion, las lecturas
de secuencia comprenden 36 pb. Las lecturas de secuencia se alinean con un genoma de referencia humano, y las
lecturas que se asignan de forma unica al genoma de referencia humano se cuentan como etiquetas de secuencia.
En una realizacion, al menos aproximadamente 3 x 10° etiquetas de secuencia calificadas, al menos
aproximadamente 5 x 108 etiquetas de secuencia calificadas, al menos aproximadamente 8 x 108 etiquetas de
secuencia calificadas, al menos aproximadamente 10 x 108 etiquetas de secuencia calificadas, al menos
aproximadamente 15 x 10° etiquetas de secuencia calificadas, al menos aproximadamente 20 x 10° etiquetas de
secuencia calificadas, al menos aproximadamente 30 x 108 etiquetas de secuencia calificadas, al menos
aproximadamente 40 x 108 etiquetas de secuencia calificadas, o al menos aproximadamente 50 x 10° las etiquetas
de secuencia calificada que comprenden entre 20 y 40 pb de lectura se obtienen de lecturas que se asignan de
forma Unica a un genoma de referencia.

[0131] En el paso 130, todas las etiquetas obtenidas a partir de la secuenciacion de los acidos nucleicos en las
muestras maternas calificados se cuentan para determinar una densidad de etiqueta de secuencia calificada. En una
realizacién, la densidad de la etiqueta de secuencia se determina como el nimero de etiquetas de secuencia
calificadas asignadas a la secuencia de interés en el genoma de referencia. En otra realizacién, la densidad de
etiquetas de secuencia calificada se determina como el niumero de etiquetas de secuencia calificadas asignadas a
una secuencia de interés normalizada a la longitud de la secuencia de interés calificada a la que se asignan. Las
densidades de etiqueta de secuencia que se determinan como una relacién de la densidad de etiqueta con respecto
a la longitud de la secuencia de interés se denominan en este documento relaciones de densidad de etiqueta. No se
requiere la normalizaciéon de la longitud de la secuencia de interés, y puede incluirse como un paso para reducir el
numero de digitos en un ndmero para simplificarlo para la interpretacion humana. Ya que todas las etiquetas de
secuencia calificadas se mapean y se cuentan en cada una de las muestras calificadas, se determina la densidad de
la etiqueta de secuencia para una secuencia de interés, por ejemplo, el cromosoma de interés, en las muestras
calificadas, asi como las densidades de la etiqueta de secuencia para secuencias adicionales a partir de las cuales
secuencias normalizadas p. gj. cromosomas, se identifican posteriormente. En una realizacién, la secuencia de
interés es un cromosoma que esta asociado con una aneuploidia cromosémica, por ejemplo, el cromosoma 21,y la
secuencia de normalizacion calificada es un cromosoma que no esta asociado con una aneuploidia cromosomica y
cuya variacion en la densidad de la etiqueta de la secuencia se aproxima mejor que del cromosoma 21. Por ejemplo,
una secuencia de normalizacion calificada es una secuencia que tiene la variabilidad mas pequefia. En algunas
realizaciones, la secuencia de normalizacién es una secuencia que distingue mejor una o mas muestras calificadas
de una o mas muestras afectadas, es decir, la secuencia de normalizacién es una secuencia que tiene la mayor
diferenciabilidad. El nivel de diferenciabilidad se puede determinar como una diferencia estadistica entre las dosis de
cromosomas en una poblaciéon de muestras calificadas y las dosis de cromosomas en una o mas muestras de
prueba. En ofra realizacién, la secuencia de interés es un segmento de un cromosoma asociado con una
aneuploidia parcial, por ejemplo, una delecion o inserciébn cromosémica, o una translocacidon cromosoémica
desequilibrada, y la secuencia normalizada es un segmento cromosoémico que no esta asociado con la aneuploidia
parcial y cuya variacion en la densidad de la etiqueta de secuencia se aproxima mejor a la del segmento
cromosoémico asociado con la aneuploidia parcial.

[0132] En el paso 140, en base a las densidades de etiquetas calificadas calculadas, una dosis de secuencia
calificada para una secuencia de interés se determina como la relacién de la densidad de etiqueta de secuencia para
la secuencia de interés y la densidad de etiqueta de secuencia calificada para secuencias adicionales de las cuales
se identifican posteriormente las secuencias normalizadoras. En una realizacion, las dosis para el cromosoma de
interés, por ejemplo, el cromosoma 21, se determinan como una proporcion de la densidad de la etiqueta de
secuencia del cromosoma 21 y la densidad de la etiqueta de secuencia para cada uno de los cromosomas restantes,
es decir, los cromosomas 1-20, cromosoma 22, cromosoma X y cromosoma Y (véase Ejemplos 3-5 y Figuras 9-15).

[0133] En el paso 145, una secuencia de normalizacion, por ejemplo, un cromosoma de normalizacion, se identifica
por una secuencia de interés, por ejemplo el cromosoma 21, en una muestra calificada en base a las dosis de
secuencia calculadas. El método identifica secuencias que inherentemente tienen caracteristicas similares y que son
propensas a variaciones similares entre las muestras y las ejecuciones de secuenciacion, y que son utiles para
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determinar las dosis de secuencia en muestras de prueba. En algunas realizaciones, la secuencia de normalizacion
es la que mejor diferencia una muestra afectada, es decir, una muestra aneuploide, de una o mas muestras
calificadas. En otras realizaciones, una secuencia de normalizacién es una secuencia que muestra una variabilidad
en el numero de etiquetas de secuencia que se asignan a ella entre muestras y ejecuciones de secuenciacion que
se aproximan mejor a la secuencia de interés para la cual se utiliza como parametro de normalizacion, y/o que
puede diferenciar mejor una muestra afectada de una o mas muestras no afectadas.

[0134] En algunas realizaciones, se identifica mas de una secuencia de normalizacion. Por ejemplo, la variacion, por
ejemplo, el coeficiente de variacion en la dosis de cromosoma para el cromosoma de interés 21 es minimo cuando
se utiliza la densidad de la etiqueta de secuencia del cromosoma 14. En otras realizaciones, se identifican dos, tres,
cuatro, cinco, seis, siete, ocho o mas secuencias de normalizacién para uso en la determinacién de una dosis de
secuencia para una secuencia de interés en una muestra de prueba.

[0135] En una realizacion, la secuencia de normalizacion para el cromosoma 21 se selecciona a partir del
cromosoma 9, cromosoma 1, cromosoma 2, cromosoma 3, cromosoma 4, cromosoma 5, cromosoma 6, cromosoma
7, cromosoma 8, cromosoma 10, cromosoma 11, cromosoma 12, cromosoma 13, cromosoma 14, cromosoma 15,
cromosoma 16 y cromosoma 17. Preferiblemente, la secuencia de normalizacion para el cromosoma 21 se
selecciona del cromosoma 9, cromosoma 1, cromosoma 2, cromosoma 11, cromosoma 12 y cromosoma 14.
Alternativamente, la secuencia de normalizacion para el cromosoma 21 es un grupo de cromosomas seleccionados
del cromosoma 9, cromosoma 1, cromosoma 2, cromosoma 3, cromosoma 4, cromosoma 5, cromosoma 6,
cromosoma 7, cromosoma 8, cromosoma 10, cromosoma 11, cromosoma 12, cromosoma 13, cromosoma 14,
cromosoma 15, cromosoma 16 y cromosoma 17. En otras realizaciones, la secuencia de normalizacién para el
cromosoma 21 es un grupo de cromosomas seleccionados del cromosoma 9, cromosoma 1, cromosoma 2,
cromosoma 11, cromosoma 12 y cromosoma 14.

[0136] En una realizacion, la secuencia de normalizacion para el cromosoma 18 se selecciona cromosoma 8,
cromosoma 2, cromosoma 3, cromosoma 4, cromosoma 5, cromosoma 6, cromosoma 7, cromosoma 9, cromosoma
10, cromosoma 11, cromosoma 12, cromosoma 12 y el cromosoma 14. Preferiblemente, la secuencia de
normalizaciéon para el cromosoma 18 es cromosoma 8, el cromosoma 2, el cromosoma 3, el cromosoma 5, el
cromosoma 6, el cromosoma 12 y el cromosoma 14 seleccionados. Alternativamente, la secuencia de normalizacion
para el cromosoma 18 es un grupo de los cromosomas seleccionados del cromosoma 8, cromosoma 2, cromosoma
3, cromosoma 4, cromosoma 5, cromosoma 6, cromosoma 7, cromosoma 9, cromosoma 10, cromosoma 11,
cromosoma 12, cromosoma 13 y cromosoma 14. En otras realizaciones, la secuencia de normalizacién para el
cromosoma 18 es un grupo de cromosomas seleccionados del cromosoma 8, cromosoma 2, cromosoma 3,
cromosoma 5, cromosoma 6, cromosoma 12, y el cromosoma 14.

[0137] En una realizacion, la secuencia de normalizacién para el cromosoma X se selecciona entre el cromosoma 1,
el cromosoma 2, el cromosoma 3, el cromosoma 4, el cromosoma 4, el cromosoma 7, el cromosoma 8, el
cromosoma 8, el cromosoma 8, el cromosoma 12, el cromosoma 12, el cromosoma 12 y el cromosoma 15. y
cromosoma 16. Preferiblemente, la secuencia de normalizacion para el cromosoma X se selecciona entre el
cromosoma 2, el cromosoma 3, el cromosoma 4, el cromosoma 5, el cromosoma 6 y el cromosoma 8.
Alternativamente, la secuencia de normalizacion para el cromosoma X es un grupo de los cromosomas
seleccionados del cromosoma 1, cromosoma 2, cromosoma 3, cromosoma 4, cromosoma 5, cromosoma 6,
cromosoma 7, cromosoma 8, cromosoma 9, cromosoma 10, cromosoma 11, cromosoma 12, cromosoma 13,
cromosoma 14, cromosoma 15, y cromosoma 16. En otras realizaciones, la secuencia de normalizaciéon para el
cromosoma X es un grupo de cromosomas seleccionados entre el cromosoma 2, el cromosoma 3, el cromosoma 4,
el cromosoma 5, el cromosoma 6 y el cromosoma 8.

[0138] En una realizacion, la secuencia de normalizacion para el cromosoma 13 es un cromosoma seleccionado del
cromosoma 2, cromosoma 3, cromosoma 4, cromosoma 5, cromosoma 6, cromosoma 7, cromosoma 8, cromosoma
9, cromosoma 10, cromosoma 11, cromosoma 12, cromosoma 14, cromosoma 18 y cromosoma 21. Preferiblemente,
la secuencia de normalizaciéon para el cromosoma 13 se selecciona de entre el cromosoma 2, cromosoma 3,
cromosoma 4, cromosoma 5, cromosoma 6 y cromosoma 8. En ofra realizacioén, la secuencia normalizadora para el
cromosoma 13 es un grupo de cromosomas seleccionados del cromosoma 2, cromosoma 3, cromosoma 4,
cromosoma 5, cromosoma 6, cromosoma 7, cromosoma 8, cromosoma 9, cromosoma 10, cromosoma 11,
cromosoma 12, cromosoma 14, cromosoma 18, y cromosoma 21. En ofras realizaciones, la secuencia de
normalizacion para el cromosoma 13 es un grupo de cromosomas seleccionados entre el cromosoma 2, el
cromosoma 3, el cromosoma 4, el cromosoma 5, el cromosoma 6 y el cromosoma 8.

[0139] La variacidn en la dosis de cromosoma para el cromosoma Y es mayor que 30 independientemente de que
se utiliza el cromosoma normalizador en la determinacién de la dosis de cromosoma Y. Por lo tanto, cualquier
cromosoma, o un grupo de dos o mas cromosomas seleccionados de los cromosomas 1-22 y el cromosoma X se
pueden usar como la secuencia de normalizacién para el cromosoma Y. En una realizacién, el al menos un
cromosoma de normalizacion es un grupo de cromosomas que consiste en los cromosomas 1-22 y el cromosoma X.
En otra realizacion, el al menos un cromosoma normalizador es un grupo de cromosomas seleccionados entre el
cromosoma 2, el cromosoma 3, el cromosoma 4, el cromosoma 5 y el cromosoma 6.
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[0140] Basado en la identificacion de la(s) secuencia(es) de normalizacion en muestras calificadas, una dosis de
secuencia se determina para una secuencia de interés en una muestra de prueba que comprende una mezcla de
acidos nucleicos derivados de genomas que difieren en una o mas secuencias de interés.

[0141] En el paso 115, una muestra de ensayo por ejemplo, muestra de plasma, que comprende acidos nucleicos
fetales y maternos por ejemplo ADNCcf, se obtiene de un sujeto embarazado por ejemplo, una mujer embarazada,
para la que debe determinarse la presencia o ausencia de una aneuploidia fetal.

[0142] Una biblioteca de secuenciacion se preparé como se describe para el paso 120, y en el paso 125, al menos
una porcion de los acidos nucleicos de prueba en la muestra de ensayo se secuencia para generar millones de
lecturas de secuencia que comprende entre 20 y 500 pb por ejemplo de 36 pb. como en el paso 120, las lecturas
generadas a partir de la secuenciacion de los acidos nucleicos en la muestra de prueba se mapean de forma Unica a
un genoma de referencia humano y se cuentan. Como se describe en el paso 120, al menos aproximadamente 3 x
108 etiquetas de secuencia calificadas, al menos aproximadamente 5 x 10° etiquetas de secuencia calificadas, al
menos aproximadamente 8 x 10° etiquetas de secuencia calificadas, al menos aproximadamente 10 x 10° etiquetas
de secuencia calificadas, al menos aproximadamente 15 x 10° etiquetas de secuencia calificadas, al menos
aproximadamente 20 x 10° etiquetas de secuencia calificadas, al menos aproximadamente 30 x 10° etiquetas de
secuencia calificadas, al menos aproximadamente 40 x 10® etiquetas de secuencia calificadas, o al menos
aproximadamente 50 x 10° etiquetas de secuencia calificadas que comprenden entre 20 y 40 lecturas de pb se
obtienen de lecturas que se asignan de forma Unica al genoma de referencia humano.

[0143] En el paso 135, todas las etiquetas obtenidas a partir de la secuenciacion de los acidos nucleicos en las
muestras de ensayo se cuentan para determinar una densidad de etiqueta de secuencia de prueba. En una
realizacién, el nimero de etiquetas de secuencia de prueba mapeadas a una secuencia de interés se normaliza a la
longitud conocida de una secuencia de interés a la que se mapean para proporcionar una densidad de etiqueta de
secuencia de prueba. Como se describe para las muestras calificadas, no se requiere la normalizacién a la longitud
conocida de una secuencia de interés, y puede incluirse como un paso para reducir el nimero de digitos en un
numero para simplificarlo para la interpretaciéon humana. Ya que todas las etiquetas de secuencia de prueba
mapeadas se cuentan en la muestra de prueba, se determina la densidad de etiqueta de secuencia para una
secuencia de interés, por ejemplo, una secuencia clinicamente relevante, como el cromosoma 21, en las muestras
de prueba, al igual que las densidades de etiqueta de secuencia para secuencias adicionales que corresponden a al
menos una secuencia de normalizacién identificada en las muestras calificadas.

[0144] En el paso 150, basandose en la identidad de al menos una secuencia de normalizacion en las muestras
calificadas, una dosis de secuencia de prueba se determina para una secuencia de interés en la muestra de ensayo.
La dosis de secuencia, por ejemplo, la dosis de cromosoma, para una secuencia de interés en una muestra de
prueba es una relaciéon de la densidad de la etiqueta de secuencia determinada para la secuencia de interés en la
muestra de prueba y la densidad de la etiqueta de secuencia de al menos una secuencia de normalizacion
determinada en la muestra de prueba, en donde la secuencia de normalizacién en la muestra de prueba
corresponde a la secuencia de normalizacion identificada en las muestras calificadas para la secuencia particular de
interés. Por ejemplo, si se determina que la secuencia de normalizacion identificada para el cromosoma 21 en las
muestras calificadas es el cromosoma 14, entonces la dosis de secuencia de prueba para el cromosoma 21
(secuencia de interés) se determina como la relacién de la densidad de la etiqueta de secuencia para el cromosoma
21 y la densidad de la etiqueta de secuencia para el cromosoma 14 se determind en la muestra de prueba. De
manera similar, se determinan las dosis de cromosomas para los cromosomas 13, 18, X, Y y otros cromosomas
asociados con aneuploidias cromosémicas. como se describié anteriormente, una secuencia de interés puede ser
parte de un cromosoma, por ejemplo, un segmento de cromosoma. Por consiguiente, la dosis para un segmento
cromosomico se puede determinar como la proporcién de la densidad de la etiqueta de secuencia determinada para
| segmento en la muestra de prueba y la densidad de la etiqueta de secuencia para el segmento de cromosoma
normalizado en la muestra de prueba, en donde el segmento de normalizacién en la muestra de prueba corresponde
al segmento de normalizacion identificado en las muestras calificadas para el segmento de interés particular.

[0145] En el paso 155, los valores de umbral son derivados de valores de desviacion estandar establecidos para una
pluralidad de dosis de secuencia calificadas. La clasificacion precisa depende de las diferencias entre las
distribuciones de probabilidad para las diferentes clases, es decir, el tipo de aneuploidia. Preferiblemente, los
umbrales se eligen de la distribucion empirica para cada tipo de aneuploidia, por ejemplo, trisomia 21. Los posibles
valores de umbral que se establecieron para clasificar la trisomia 13, la trisomia 18, la trisomia 21 y las aneuploidias
de monosomia X como se describe en los Ejemplos, que describen el uso de método para determinar las
aneuploidias cromosdmicas mediante la secuenciacion del ADNfc extraido de una muestra materna que comprende
una mezcla de acidos nucleicos fetales y maternos.

[0146] En el paso 160, la variacion del nimero de copias de la secuencia de interés por ejemplo, aneuploidia
cromosomica o parcial, se determina en la muestra de ensayo mediante la comparacién de la dosis de secuencia de
prueba para la secuencia de interés a al menos un valor umbral establecido a partir de la secuencia cualificado
dosis.
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[0147] En el paso 160, la dosis calculada para una secuencia de prueba de interés se compara con el conjunto
como los valores de umbral que se eligen de acuerdo con un umbral definido por el usuario de fiabilidad para
clasificar la muestra como "normal", "afectada" o "no llamada" en el paso 165. Las muestras "sin llamada" son
muestras para las que no se puede hacer un diagnostico definitivo con fiabilidad.

[0148] Otra realizacién descrita en el presente documento es un método para proporcionar el diagnostico prenatal
de una aneuploidia cromosémica fetal en una muestra bioldgica que comprende moléculas de acido nucleico fetal y
materno. El diagnéstico se realiza sobre la base de recibir los datos de la secuenciacion de al menos una parte de la
mezcla de las moléculas de acido nucleico materno y fetal derivadas de una muestra de prueba bioldgica, por
ejemplo, una muestra de plasma materno, computando a partir de los datos de secuenciacion una dosis de
cromosoma normalizante para uno o mas cromosomas de interés, determinando una diferencia estadisticamente
significativa entre la dosis de cromosoma normalizante para el cromosoma de interés en la muestra de prueba y un
valor umbral establecido en una pluralidad de muestras calificadas (normales), y proporcionando el diagndstico
prenatal basado en la diferencia estadistica. como se describe en el paso 165 del método, se realiza un diagnéstico
de normal o afectado. Se proporciona una "no llamada" en caso de que el diagnostico de normal o afectado no se
pueda realizar con confianza.

Determinacion de la NVC para diagndsticos prenatales.

[0149] EI ADN fetal libre de células y el ARN que circula en la sangre materna se pueden usar para el diagnostico
prenatal no invasivo temprano (NIPD) de un numero creciente de afecciones genéticas, tanto para el manejo del
embarazo como para ayudar a la toma de decisiones reproductivas. La presencia de ADN libre de células que
circula en el torrente sanguineo se conoce desde hace mas de 50 afios. Mas recientemente, se descubrio la
presencia de pequefias cantidades de ADN fetal circulante en el torrente sanguineo materno durante el embarazo
(Lo et al., Lancet 350: 485-487 [1997]). Se cree que se origina a partir de células placentarias moribundas, el ADN
fetal libre de células (ADNCcf) consiste en fragmentos cortos que suelen tener menos de 200 pb de longitud (Chan et
al., Clin Chem 50: 88-92 [2004]), que pueden ser discernidos desde las 4 semanas de gestacion (lllanes et al., Early
Human Dev 83: 563-566 [2007]), y se sabe que se elimind de la circulacién materna a las pocas horas de la
administracion (Lo et al., Am J Hum Genet 64: 218-224 [1999]). Ademas de ADNCcf, los fragmentos de RNA fetal libre
de células (ARNCcf) también pueden discernirse en el torrente sanguineo materno, que se originan a partir de genes
que se transcriben en el feto o la placenta. La extraccion y el posterior analisis de estos elementos genéticos fetales
a partir de una muestra de sangre materna ofrece nuevas oportunidades para la NIPD.

[0150] EI presente método es un método independiente de polimorfismo que para su uso en NIPD y que no requiere
que el ADNcf fetal se distinga de la ADNcf materna para permitir la determinacion de una aneuploidia fetal. En
algunas realizaciones, la aneuploidia es una trisomia o monosomia cromosémica completa, o una trisomia o
monosomia parcial. Las aneuploidias parciales son causadas por la pérdida o ganancia de parte de un cromosoma,
y abarcan desequilibrios cromosoémicos resultantes de translocaciones desequilibradas, inversiones desequilibradas,
deleciones e inserciones. Por el momento, la aneuploidia conocida mas comun compatible con la vida es la trisomia
21, es decir, el sindrome de Down (SD), que se debe a la presencia de una parte o la totalidad del cromosoma 21.
En raras ocasiones, la SD puede ser causada por un defecto hereditario o esporadico, por el cual se presenta un
defecto adicional. Una copia de todo o parte del cromosoma 21 se une a otro cromosoma (generalmente el
cromosoma 14) para formar un solo cromosoma aberrante. La SD se asocia con deterioro intelectual, graves
dificultades de aprendizaje y el exceso de mortalidad causado por problemas de salud a largo plazo, como las
enfermedades del corazén. Otras aneuploidias con importancia clinica conocida incluyen el sindrome de Edward
(trisomia 18) y el sindrome de Patau (trisomia 13), que con frecuencia son fatales en los primeros meses de vida.
Las anomalias asociadas con la cantidad de cromosomas sexuales también son conocidas e incluyen monosomia X,
por ejemplo, sindrome de Turner (XO) y sindrome de triple X (XXX) en partos femeninos y sindrome de Kleinefelter
(XXY) y sindrome de XYY en partos masculinos, todos los cuales estan asociados con diversos fenotipos incluyendo
la esterilidad y la reduccion de las habilidades intelectuales. EI método de la divulgacion se puede utilizar para
diagnosticar estas y otras anomalias cromosomicas antes del nacimiento.

[0151] Segun las realizaciones de la presente divulgacion, la trisomia se selecciona de trisomia 21 (T21; Sindrome
de Down), trisomia 18 (T18; Sindrome de Edward), trisomia 16 (T16), trisomia 22 (T22; Sindrome de ojo de gato),
trisomia 15 (T15; Sindrome de Prader Willi), trisomia 13 (T13; Sindrome de Patau), trisomia 8 (T8; Sindrome de
Warkany) y XXY (Sindrome de Kleinefelter), XYY o XXX trisomias. Se apreciara que varias otras trisomias y
trisomias parciales se pueden determinar en ADNCcf fetal de acuerdo con las ensefianzas de la presente invencion.
Estos incluyen, pero no se limitan a, trisomia parcial 1g32-44, trisomia 9 p con trisomia, mosaicismo de trisomia 4,
trisomia 17p, trisomia parcial 4926-qgter, trisomia 9, trisomia parcial 2p, trisomia parcial 1q y/o trisomia parcial
6p/monosomia 6q.

[0152] El método de la presente descripcion también se pueden utilizar para determinar monosomia X cromosémica,
y monosomias parciales tales como, monosomia 13, monosomia 15, monosomia 16, monosomia 21, y monosomia
22, que son conocidas por estar involucradas en aborto involuntario. La monosomia parcial de los cromosomas que
participan tipicamente en la aneuploidia completa también se puede determinar por el método de la invencion. La
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monosomia 18p es un trastorno cromosémico raro en el que se elimina todo (o parte) del brazo corto (p) del
cromosoma 18 (monosomico). El trastorno se caracteriza tipicamente por estatura baja, grados variables de retraso
mental, retrasos en el habla, malformaciones del craneo y la region facial (craneofacial) y/o anomalias fisicas
adicionales. Los defectos craneofaciales asociados pueden variar mucho en rango y severidad de un caso a otro.
Las afecciones causadas por los cambios en la estructura o el nimero de copias del cromosoma 15 incluyen el
sindrome de Angelman y el sindrome de Prader-Willi, que implican una pérdida de la actividad genética en la misma
parte del cromosoma 15, la region 15911-q13. Se apreciara que varias translocaciones y microdeleciones pueden
ser asintomaticas en el progenitor portador, pero pueden causar una enfermedad genética importante en la
descendencia. Por ejemplo, una madre sana que lleva la microdelecion 15q11-q13 puede dar a luz a un nifio con
sindrome de Angelman, un trastorno neurodegenerativo grave. Por lo tanto, la presente invenciéon se puede usar
para identificar tal supresion en el feto. La monosomia parcial 13g es un trastorno cromosémico raro que se produce
cuando falta una parte del brazo largo (gq) del cromosoma 13 (monosémico). Los bebés que nacen con monosomia
parcial 13q pueden presentar bajo peso al nacer, malformaciones de la cabeza y la cara (region craneofacial),
anomalias esqueléticas (especialmente de las manos y los pies) y otras anomalias fisicas. El retraso mental es
caracteristico de esta condicién. La tasa de mortalidad durante la infancia es alta entre las personas nacidas con
este trastorno. Casi todos los casos de monosomia parcial 13q ocurren al azar sin ninguna razén aparente
(esporadica). El sindrome de delecion 22g11,2, también conocido como sindrome de DiGeorge, es un sindrome
causado por la eliminacién de una pequefa pieza del cromosoma 22. La eliminacion (22 g11.2) ocurre cerca de la
mitad del cromosoma en el brazo largo de uno de los par de cromosomas. Las caracteristicas de este sindrome
varian ampliamente, incluso entre los miembros de la misma familia, y afectan a muchas partes del cuerpo. Los
signos y sintomas caracteristicos pueden incluir defectos de nacimiento, como cardiopatia congénita, defectos en el
paladar, mas comunmente relacionados con problemas neuromusculares con el cierre (insuficiencia velo-faringea),
problemas de aprendizaje, diferencias leves en la caracteristicas faciales, e infecciones recurrentes. Las
microdeleciones en la regidon cromosoémica 22q11,2 se asocian con un riesgo 20 a 30 veces mayor de esquizofrenia.
En una realizacion, el método de la invencion se usa para determinar monosomias parciales que incluyen pero no se
limitan a monosomia 18p, monosomia parcial del cromosoma 15 (15q11-q13), monosomia parcial 13q y monosomia
parcial del cromosoma 22 también puede determinarse usando método. El Ejemplo 6 y la Figura 16 ilustran el uso
del método de la divulgacion para determinar esa presencia de una eliminacion parcial del cromosoma 11.

[0153] El método de la divulgacion también se puede utilizar para determinar cualquier aneuploidia si uno de los
padres es un portador conocido de dicha anormalidad. Estos incluyen, pero no se limitan a, mosaico para un
pequefio cromosoma marcador supernumerario (SMC); t(11;14)(p15;p13) translocacién; translocacion
desequilibrada t(8;11)(p23.2;p15.5); microdelecion 11g23; supresion del sindrome de Smith-Magenis 17p11.2;
delecion 22qg13.3; microdelecion Xp22.3; supresion 10p14; microdelecion 20p, sindrome de Di-George [del(22)
(911.2911,23)], sindrome de Williams (deleciones 7q11,23 y 7q36); supresion 1p36; micro-eliminacion 2p;
neurofibromatosis tipo 1 (17q11,2 microdelecion), deleciéon Yq; sindrome de Wolf-Hirschhorn (WHS, microdelecion
4p16.3); 1p36,2 microdelecion; supresion 11g14; 19q13,2 microdelecion; Rubinstein-Taybi (16 p13,3 microdelecion);
microdelecion 7p21; sindrome de Miller-dieker (17p13.3), delecion 17p11.2; y microdeleciéon 2q37.

Determinacion de la NVC de trastornos clinicos.

[0154] Ademas de la determinacion temprana de defectos de nacimiento, los métodos descritos en el presente
documento se pueden aplicar a la determinacién de cualquier anomalia en la representaciéon de secuencias
genéticas dentro del genoma. Se ha demostrado que el plasma sanguineo y el ADN sérico de pacientes con cancer
contienen cantidades medibles de ADN tumoral, que pueden recuperarse y usarse como fuente sustituta de ADN
tumoral. Los tumores se caracterizan por aneuploidia, o0 nimeros inapropiados de secuencias de genes o incluso
cromosomas completos. La determinacion de una diferencia en la cantidad de una secuencia dada, es decir, una
secuencia de interés, en una muestra de un individuo puede, por lo tanto, usarse en el diagndstico de una condicién
médica, por ejemplo, cancer.

[0155] Las realizaciones de la divulgacion proporcionan un método para evaluar la variacion del nimero de copias
de una secuencia de interés, por ejemplo, una secuencia clinicamente relevante, en una muestra de prueba que
comprende una mezcla de acidos nucleicos derivados de dos genomas diferentes, y que son conocidos o se
sospecha que difieren en la cantidad de una o mas secuencias de interés. La mezcla de acidos nucleicos se deriva
de dos o mas tipos de células. En una realizacion, la mezcla de acidos nucleicos se deriva de células normales y
cancerosas derivadas de un sujeto que padece una afeccién médica, por ejemplo, cancer.

[0156] Se cree que muchos tumores sélidos, como el cancer de mama, progresan desde el inicio hasta la metastasis
a través de la acumulacion de varias aberraciones genéticas. [Sato et al., Cancer Res., 50: 7184-7189 [1990];
Jongsma et al., J Clin PAthol: Mol Path 55: 305-309 [2002])]. Dichas aberraciones genéticas, a medida que se
acumulan, pueden conferir ventajas proliferativas, inestabilidad genética y la capacidad concomitante para
desarrollar rapidamente la resistencia al farmaco, y una mayor angiogénesis, proteolisis y metastasis. Las
aberraciones genéticas pueden afectar a los "genes supresores de tumores" recesivos o a los oncogenes de accion
dominante. Se cree que las supresiones y la recombinacion que conducen a la pérdida de heterocigosidad (LOH)
desempefian un papel importante en la progresion del tumor al descubrir alelos supresores de tumores mutados.
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[0157] ADNcf se ha encontrado en la circulacion de pacientes diagnosticados con tumores malignos que incluyen
pero no se limitan a cancer de pulmén (Pathak et al. Clin Chem 52: 1833-1842 [2006]), cancer de prostata
(Schwartzenbach et al. Clin Cancer Res 15: 1032-8 [2009]), y cancer de mama (Schwartzenbach et al. Disponible en
linea en breast-cancer-research.com/COn-ent/11/5/R71 [2009]). La identificaciéon de las inestabilidades gendmicas
asociadas con los canceres que pueden determinarse en la circulacion del ADNcf en pacientes con cancer es una
herramienta potencial de diagndstico y prondstico. En una realizacion, el método de la divulgacion evalta la CNV de
una secuencia de interés en una muestra que comprende una mezcla de acidos nucleicos derivados de un sujeto
que se sospecha o se sabe que tiene cancer, por ejemplo, carcinoma, sarcoma, linfoma, leucemia, tumores de
células germinales y blastoma. En una realizacién, la muestra es una muestra de plasma derivada (procesos) de
sangre periférica y que comprende una mezcla de ADNcf derivado de células normales y cancerosas. En otra
realizacion, la muestra bioldgica que se necesita para determinar si una CNV esta presente se deriva de una mezcla
de células cancerosas y no cancerosas de otros fluidos bioldgicos que incluyen, entre otros, suero, sudor, lagrimas,
esputo, orina, esputo. flujo del oido, linfa, saliva, liquido cefalorraquideo, estragos, suspension de la médula 6sea,
flujo vaginal, lavado transcervical, liquido cerebral, ascitis, leche, secreciones de las vias respiratorias, tracto
intestinal y genitourinario, y muestras de leucoforesis, o en biopsias de tejidos, hisopos o frotis.

[0158] La secuencia de interés es una secuencia de acido nucleico que se sabe o se sospecha que desempefiar un
papel en el desarrollo y/o progresion del cancer. Los ejemplos de una secuencia de interés incluyen secuencias de
acidos nucleicos que se amplifican o eliminan en células cancerosas como se describe a continuacion.

[0159] Los genes de accidon dominante asociados con tumores soélidos humanos tipicamente ejercen su efecto por
sobreexpresion o expresion alterada. La amplificacion de genes es un mecanismo comun que conduce a la
regulacion positiva de la expresidon génica. La evidencia de los estudios citogenéticos indica que se produce una
amplificacion significativa en mas del 50% de los canceres de mama humanos. En particular, la amplificacion del
receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano protooncogénico (HER2) ubicado en el cromosoma 17
(17(17921-g22)) produce una sobreexpresion de los receptores HER2 en la superficie celular, lo que lleva a una
sefializacion excesiva y desregulada en cancer de mama y otras neoplasias malignas (Park et al., Clinical Breast
Cancer 8: 392-401 [2008]). Se ha encontrado que una variedad de oncogenes se amplifican en otras neoplasias
malignas humanas. Ejemplos de la amplificacion de oncogenes celulares en tumores humanos incluyen
amplificaciones de: c-myc en la linea celular HL60 de leucemia promielocitica, y en lineas celulares de carcinoma de
pulmén de células pequefias, N-myc en neuroblastomas primarios (etapas Il y 1V), lineas celulares de
neuroblastoma, linea celular de retinoblastoma y tumores primarios, lineas de carcinoma de pulmén de células
pequefas y tumores, L-myc en lineas de células de carcinoma de pulmén de células pequefas y tumores, c-myb en
leucemia mieloide aguda y en lineas de células de carcinoma de colon, c-erbb en células de carcinoma epidermoide,
y gliomas primarios, cK-ras-2 en carcinomas primarios de pulmoén, vejiga y recto, N-ras en la linea celular de
carcinoma mamario (Varmus H., Ann Rev Genetics 18: 553-612 (1984) [citado en Watson et al. al., Molecular
Biologia of the Gene (42 ed.; Benjamin/Cummings Publishing co. 1987)].

[0160] Deleciones cromosémicas que implican genes supresores de tumores pueden desempefiar un papel
importante en el desarrollo y progresion de tumores solidos. El gen supresor de tumores mas ampliamente
caracterizado es el gen supresor de tumores del retinoblastoma (Rb-1), ubicado en el cromosoma 13q14. El
producto del gen Rb-1, una fosfoproteina nuclear de 105 kDa, aparentemente desempefia un papel importante en la
regulacion del ciclo celular (Howe et al., Proc Natl Acad Sci (EE.UU.) 87: 5883-5887 [1990]). La expresion alterada o
perdida de la proteina Rb es causada por la inactivaciéon de ambos alelos genéticos ya sea a través de una mutacion
puntual o una delecion cromosémica. Se ha encontrado que las alteraciones del gen Rb-i estan presentes no solo en
los retinoblastomas sino también en otras neoplasias malignas como los osteosarcomas, el cancer de pulmon de
células pequefias (Rygaard et al., Cancer Res 50: 5312-5317 [1990)]) y el cancer de mama. Los estudios de
polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP, por sus siglas en inglés) han indicado que estos tipos
de tumores con frecuencia pierden heterocigosidad a 13q, lo que sugiere que uno de los alelos del gen Rb-1 se ha
perdido debido a una delecién cromosémica macroscopica (Bowcock et al., Am J Hum). Genet, 46: 12 [1990]). Las
anomalias del cromosoma 1, incluidas las duplicaciones, las eliminaciones y las translocaciones desequilibradas que
involucran el cromosoma 6 y otros cromosomas asociados, indican que las regiones del cromosoma 1, en particular
1921-1932 y 1p11-13, pueden albergar oncogenes o genes supresores de tumores que son patogénicamente
relevantes tanto para la enfermedad créonica como para la avanzada. Fases de las neoplasias mieloproliferativas
(Caramazza et al., Eur J Hematol84: 191-200 [2010]). Las neoplasias mieloproliferativas también se asocian con
deleciones del cromosoma 5. La pérdida completa o las deleciones intersticiales del cromosoma 5 son las anomalias
cariotipicas mas comunes en los sindromes mielodisplasicos (SMD). Los pacientes con del(5q)/59-MDS aislada
tienen un prondstico mas favorable que aquellos con defectos cariotipicos adicionales, que tienden a desarrollar
neoplasmas mieloproliferativos (MPN) y leucemia mieloide aguda. La frecuencia de las eliminaciones
desequilibradas del cromosoma 5 ha llevado a la idea de que 5q alberga uno o mas genes supresores de tumores
que tienen funciones fundamentales en el control del crecimiento de las células madre/progenitoras hematopoyéticas
(HSCs/HPC). ElI mapeo citogenético de las regiones comunmente eliminadas (CDR) centradas en 5931 y 5q32
identificaron genes supresores de tumores candidatos, que incluyen la subunidad ribosomal RPS14, el factor de
transcripcion Egr1/Krox20 y la proteina de remodelacion del citoesqueleto, alfa-catenina (Eisenmann et al.,
OnCOgene 28).: 3429-3441 [2009]). Las estudios citogenéticos y alelotipados de tumores frescos y lineas celulares
tumorales han demostrado que la pérdida alélica de varias regiones distintas en el cromosoma 3p, incluidas 3p25,
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3p21-22, 3p21,3, 3p12-13 y 3p14, son las anomalias gendémicas mas tempranas y mas frecuentes involucradas en
un amplio espectro de canceres epiteliales principales de pulmoén, mama, rifién, cabeza y cuello, ovario, cuello
uterino, colon, pancreas, eséfago, vejiga y otros érganos. Varios genes supresores de tumores se han mapeado en
la regién del cromosoma 3p, y se cree que las deleciones intersticiales o la hipermetilacion del promotor preceden a
la pérdida del 3p o todo el cromosoma 3 en el desarrollo de carcinomas (Angeloni D., Briefings Functional Genomics
6:19- 39 [2007]).

[0161] Los recién nacidos y los nifios con sindrome de Down (SD) a menudo presentan leucemia congénita
transitoria y tienen un mayor riesgo de leucemia mieloide aguda y leucemia linfoblastica aguda. EI cromosoma 21,
que alberga alrededor de 300 genes, puede estar involucrado en numerosas aberraciones estructurales, por
ejemplo, translocaciones, deleciones y amplificaciones, en leucemias, linfomas y tumores soélidos. Ademas, se han
identificado genes ubicados en el cromosoma 21 que juegan un papel importante en la tumorigénesis. Las
aberraciones somaticas tanto del cromosoma 21 como del cromosoma se asocian con leucemias, y genes
especificos que incluyen RUNX1, TMPRSS2 y TFF, que se encuentran en 21q, desempefian un papel en la
tumorigénesis (gen de Fonatsch C, cromosomas, cancer, 49: 497-508 [2010]).

[0162] En una realizacion, el método se refiere a un medio para evaluar la asociacion entre la amplificacion génica 'y
el alcance de la evolucion del tumor. La correlacion entre la amplificacion y/o la eliminacion y la etapa o grado de un
cancer puede ser importante desde el punto de vista del prondstico, ya que dicha informacién puede contribuir a la
definicion de un grado tumoral de base genética que predice mejor el curso futuro de la enfermedad con tumores
mas avanzados que tienen el peor prondstico. Ademas, la informacion sobre la amplificacién temprana y/o los
eventos de eliminacion puede ser Util para asociar esos eventos como predictores de la progresion posterior de la
enfermedad. La amplificacion de genes y las deleciones identificadas por el método pueden asociarse con otros
parametros conocidos como el grado del tumor, la histologia, el indice de marcacién Brd/Urd, el estado hormonal, la
afectacion nodal, el tamafio del tumor, la duracién de la supervivencia y otras propiedades tumorales disponibles en
estudios epidemioldgicos y bioestadisticos. Por ejemplo, el ADN tumoral que se analizara con el método podria
incluir hiperplasia atipica, carcinoma ductal in situ, cancer en etapa I-lll y ganglios linfaticos metastasicos para
permitir la identificacion de asociaciones entre amplificaciones y deleciones y etapa. Las asociaciones realizadas
pueden posibilitar una efectiva intervencion terapéutica. Por ejemplo, las regiones amplificadas consistentemente
pueden contener un gen sobreexpresado, cuyo producto puede ser atacado terapéuticamente (por ejemplo, el
receptor del factor de crecimiento de quinasa de tirosina, p1857ER?),

[0163] El método puede ser utilizado para identificar eventos de amplificacion y/o delecion que estan asociados con
la resistencia a farmacos mediante la determinaciéon de la variacion del nimero de copias de acidos nucleicos a
partir de canceres primarios a los de células que han producido metastasis en otros sitios. Si la amplificacion y/o
eliminacion de genes es una manifestacion de inestabilidad cariotipica que permite un rapido desarrollo de la
resistencia al farmaco, se esperaria mas amplificacion y/o eliminacién en tumores primarios de pacientes
quimiorresistentes que en tumores en pacientes quimiosensibles. Por ejemplo, si la amplificacion de genes
especificos es responsable del desarrollo de la resistencia al farmaco, se esperaria que las regiones que rodean a
esos genes se amplifiquen consistentemente en células tumorales de derrames pleurales de pacientes
quimiorresistentes pero no en los tumores primarios. El descubrimiento de asociaciones entre la amplificacion y/o
eliminacion de genes y el desarrollo de resistencia farmacoldgica puede permitir la identificacion de pacientes que se
beneficiaran o no de la terapia adyuvante.

Determinacion simultanea de aneuploidia y fraccion fetal

[0164] En otra realizacién, el método permite la determinacion simultanea de la fraccion del componente de acido
nucleico fetal menor, es decir, fraccién fetal, en una muestra que comprende una mezcla de acidos nucleicos fetales
y maternos. En particular, el método permite la determinacion de la fraccién de ADNcf contribuido por un feto a la
mezcla de ADNCcf fetal y materno en una muestra materna, por ejemplo, una muestra de plasma. La diferencia entre
la fraccion materna y fetal se determina por la contribucioén relativa de un alelo polimoérfico derivado del genoma fetal
a la contribucion del correspondiente alelo polimérfico derivado del genoma materno. Las secuencias polimoérficas se
pueden usar junto con pruebas de diagnoéstico clinicamente relevantes como control positivo de la presencia de
ADNCcf para resaltar los resultados falsos negativos o falsos positivos derivados de niveles bajos de ADNcf por
debajo del limite de identificacion. El método descrito es util en un rango de edades gestacionales.

[0165] Las formas de realizacién ejemplares del método para determinar simultaneamente la fraccion fetal y la
presencia o ausencia de una aneuploidia se representan en las Figuras 2-5 de la siguiente manera.

[0166] La Figura 2 proporciona un diagrama de flujo de una realizacion del método de la divulgacion 200 para
determinar simultdneamente una aneuploidia fetal y la fraccidon de acidos nucleicos fetales en una muestra biolégica
materna. En la etapa 210, se obtiene de un sujeto una muestra de prueba que comprende una mezcla de acidos
nucleicos maternos y fetales. Las muestras de prueba incluyen muestras descritas en la etapa 110 de la realizacion
del método 100. En algunas realizaciones, la muestra de prueba es una muestra de sangre periférica obtenida de
una hembra embarazada, por ejemplo, una mujer. En la etapa 220, la mezcla de acidos nucleicos presente en la
muestra se enriquece para acidos nucleicos diana polimoérficos, comprendiendo cada uno un sitio polimérfico. En
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algunas realizaciones, los acidos nucleicos que estan enriquecidos son ADNCcf. Los acidos nucleicos diana son
segmentos de material genético que se sabe que comprenden al menos un sitio polimorfico. En algunas
realizaciones, los acidos nucleicos diana comprenden un SNP. En ofras realizaciones, el acido nucleico diana
comprende un STR. En ofras realizaciones mas, los acidos nucleicos diana comprenden un STR en tandem. El
enriquecimiento de una mezcla de acidos nucleicos maternos y fetales comprende la amplificacion de secuencias
diana de una porcidn de acidos nucleicos contenidos en la muestra materna original, y la combinacién parcial o total
del producto amplificado con el resto de la muestra materna original. En la etapa 230, al menos una porcion de la
mezcla enriquecida se secuencia, se identifican las diferencias de secuencia derivadas de la naturaleza polimérfica
de las secuencias diana, y la contribucion relativa de las secuencias polimérficas derivadas del genoma fetal, es
decir, la fraccion fetal, se determina en la etapa 240. En algunas realizaciones, la muestra de prueba materna
original es una muestra de fluido bioldgico, por ejemplo, plasma. En otras realizaciones, la muestra materna original
es una fraccién procesada de plasma que comprende ADNCcf fetal y materno purificado.

Secuencias polimorfas

[0167] Los sitios polimorficos que estan contenidos en los acidos nucleicos diana incluyen, sin limitacion,
polimorfismos de un solo nucledtido (SNP), SNP en tandem, deleciones o inserciones multibasicas a pequefia
escala, llamadas IN-DELS (también llamados polimorfismos de insercion de eliminacion o DIP), polimorfismos
multinucledtidos (MNP) y repeticiones cortas en tandem (STR). Los sitios polimoérficos que se incluyen en el método
de la enfermedad se ubican en cromosomas autosémicos, lo que permite la determinaciéon de la fracciéon fetal
independientemente del sexo del feto. Cualquier sitio polimérfico que pueda ser abarcado por las lecturas generadas
por los métodos de secuenciacion descritos en este documento se puede usar para determinar simultaneamente la
fraccion fetal y la presencia o ausencia de una aneuploidia en una muestra materna.

[0168] En una realizacién, la mezcla de acidos nucleicos fetales y maternos en la muestra esta enriquecida en
acidos nucleico diana que comprenden al menos un SNP. En algunas realizaciones, cada acido nucleico diana
comprende un al menos un SNP. Las secuencias de acido nucleico diana que comprenden SNP estan disponibles
en bases de datos de acceso publico que incluyen, entre otras, la base de datos de SNP humano en la direccién de
Internet de wi.mit.edu, pagina NCBI dbSNP en la direccion de Internet ncbi.nim.nih.gov, en la direccidon de Internet
lifesciences.perkinelmer.com, la base de datos de SNP de Celera Human en la direccién de Internet de gran alcance
celera.com, la base de datos de SNP del Grupo de Analisis del Genoma (GAN) en la direccion de Internet gan.iarc.fr.
En una realizacion, los SNP elegidos para enriquecer el ADNcf fetal y materno se seleccionan del grupo de 92 SNP
de identificacion individual (IISNPs) descritos por Pakstis el al. (Pakstis et al. Hum Genet 127: 315-324 [2010]), que
ha demostrado tener una variacion muy pequefia en la frecuencia entre las poblaciones (Fs<0,06), y es altamente
informativo en todo el mundo con una heterocigosidad promedia = 0,4. Los SNP que estan abarcados por el método
de la divulgacion incluyen los SNP vinculados y no vinculados. Cada acido nucleico diana comprende al menos un
sitio polimdrfico, por ejemplo, un solo SNP, que difiere del presente en otro acido nucleico diana para generar un
panel de sitios polimorficos, por ejemplo SNP, que contienen un ndmero suficiente de sitios polimérficos de los
cuales al menos 1, al menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9,
al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16, al menos 17, al
menos 18, al menos 19, al menos 20, al menos 25, al menos 30, al menos 35, al menos 40 o mas son informativos.
Por ejemplo, un panel de SNP puede configurarse para que incluya al menos un SNP informativo.

[0169] En una realizacion, las fuentes que son seleccionadas para la amplificacion se seleccionan de entre
rs560681, rs7041158, rs70478, rs7409098, rs7409098, rs740908, rs7409098, rs740598, rs7409098, rs740598,
rs1277284, rs258684, rs1347696, rs508485, rs9788670, rs8137254, rs3143, rs2182957, rs3739005 y rs530022.

[0170] En otras realizaciones, cada acido nucleico diana comprende dos o mas SNPs es decir, cada diana de acido
nucleico comprende SNPs en tandem. Preferiblemente, cada acido nucleico diana comprende dos SNP en tandem.
Los SNP en tandem se analizan como una sola unidad como haplotipos cortos, y se proporcionan aqui como
conjuntos de dos SNP. Para identificar secuencias SNP en tandem adecuadas, se puede buscar en la base de datos
del consorcio Internacional HapMap (The International HapMap Project, Nature 426: 789-796 [2003]). La base de
datos esta disponible en la web en hapmap.org. En una realizacién, los SNP en tandem que se dirigen a la
amplificacion se seleccionan de los siguientes conjuntos de pares en tandem de SNPs rs7277033-rs2110153;
rs2822654-rs1882882; rs368657-rs376635; rs2822731-rs2822732; rs1475881-rs7275487; rs1735976-rs2827016;
rs447340-rs2824097; rs418989-rs13047336; rs987980-rs987981; rs4143392-rs4143391; rs1691324-rs13050434;
rs11909758-rs9980111; rs2826842-rs232414; rs1980969-rs1980970; rs9978999-rs9979175; rs1034346-
rs12481852; rs7509629-rs2828358; rs4817013-rs7277036; rs9981121-rs2829696; rs455921-rs2898102; rs2898102-
rs458848; rs961301-rs2830208; rs2174536-rs458076; rs11088023-rs11088024; rs1011734-rs1011733; rs2831244-
rs9789838; rs8132769-rs2831440; rs8134080-rs2831524; rs4817219-rs4817220; rs2250911-rs2250997; rs2831899-
rs2831900; rs2831902-rs2831903; rs11088086-rs2251447; rs2832040-rs11088088; rs2832141-rs2246777;
rs2832959 -rs9980934; rs2833734-rs2833735; rs933121-rs933122; rs2834140-rs12626953; rs2834485-rs3453;
rs9974986-rs2834703; rs2776266-rs2835001;  rs1984014-rs1984015; rs7281674-rs2835316; rs13047304-
rs13047322; rs2835545-rs4816551; rs2835735-rs2835736; rs13047608-rs2835826; rs2836550-rs2212596;
rs2836660-rs2836661; rs465612-rs8131220; rs9980072-rs8130031; rs418359-rs2836926; rs7278447-rs7278858;
rs385787-rs367001; rs367001-rs386095; rs2837296-rs2837297; y rs2837381-rs4816672.
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[0171] En otra realizacion, la mezcla de acidos nucleicos fetales y maternos en la muestra esta enriquecida en
acidos nucleicos diana que comprenden al menos un STR. Los loci STR se encuentran en casi todos los
cromosomas del genoma y pueden amplificarse utilizando una variedad de cebadores de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Las repeticiones de tetranucledtidos se han preferido entre los cientificos forenses debido a su
fidelidad en la amplificacion por PCR, aunque también se utilizan algunas repeticiones de tri- y pentanucleétidos. Se
compila una lista completa de referencias, hechos e informacién de secuencias sobre los STR, los cebadores de
PCR publicados, los sistemas multiplex comunes y los datos de poblacion relacionados en STRBase, a la que se
puede acceder a través del Internet en ibm4.carb.nist.gov:8800/dna/home.htm. También se puede acceder a la
informacion de secuencia de GenBank® (http://www2.ncbi.nim.nih.gov/cgi-bin/genbank) para los loci STR de uso
comun a través de STRBase. La naturaleza polimérfica de las secuencias de ADN repetidas en tandem que se
extienden por todo el genoma humano las ha convertido en importantes marcadores genéticos para los estudios de
mapeo de genes, andlisis de ligamiento y pruebas de identidad humana. Debido al alto polimorfismo de los STR, la
mayoria de los individuos seran heterocigotos, es decir, la mayoria de las personas poseeran dos alelos (versiones)
de cada uno heredado de cada padre, con un nimero diferente de repeticiones. Por lo tanto, la secuencia de STR
fetal no hereditaria por maternidad diferira en el nimero de repeticiones de la secuencia materna. La amplificacion
de estas secuencias de STR dara como resultado dos productos principales de amplificaciéon correspondientes a los
alelos maternos (y el alelo fetal de herencia materna) y un producto secundario correspondiente al alelo fetal de
herencia no materna. Esta técnica se informdé por primera vez en 2.000 (Pertl et al., Human Genetics 106: 45-49
[2002]) y posteriormente se desarrollo utilizando la identificacion simultanea de multiples regiones STR diferentes
mediante PCR en tiempo real (Liu et al., Acta Obset Gyn Scand 86: 535-541 [2007]). Por lo tanto, la fraccion de
acido nucleico fetal en una muestra materna también se puede determinar mediante la secuenciacién de acidos
nucleicos diana polimoérficos que comprenden STR, que varian entre los individuos en el nimero de unidades
repetidas en tandem entre alelos. En una realizacién, la determinacion simultanea de aneuploidia y fraccion fetal
comprende la secuenciacion de al menos una porcion de los acidos nucleicos maternos y fetales presentes en una
muestra materna que se ha enriquecido para secuencias polimérficas que comprenden STR. Dado que el tamafio
del ADNCcf fetal es <300 pb, las secuencias polimérficas comprenden miniSTR, que se puede amplificar para generar
amplicones que tienen longitudes aproximadamente del tamafio de los fragmentos de ADN fetal circulantes. El
método puede usar uno o una combinaciéon de cualquier nimero de miniSTR informativos para determinar la
fraccion de acido nucleico fetal. Por ejemplo, se puede utilizar cualquiera o una combinacion de cualquier nimero de
miniSTR, por ejemplo, los miniSTR descritos en la Tabla 22. En una realizacion, la fraccion de acido nucleico fetal en
una muestra materna se realiza utilizando un método que incluye la determinacion del nimero de copias del acido
nucleico materno y fetal presente en la muestra materna amplificando al menos una miniSTR autosémica elegida de
CSF1PO, FGA, THO1, TPOX, vWA, D3S1358,05S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, D21S11,
Penta D, Penta E, D2S1338, D1S1677, D2S441, D4S2364, D10S1248, D14S1434, D22S1045, D22S1045,
D20S1082, D20S482, D18S853, D17S1301, D17S974, D14S1434, D12ATA63, D11S4463, D10S1435, D10S1248,
D9S2157, D9S1122, D8S1115, D6S1017, D6S474, D5S2500, D5S2500, D4S2408, D4S2364, D3S4529, D3S3053,
D2S1776, D2S441, D1S1677, D1S1627, y D1GATA113. En otra realizacion, el al menos un miniSTR autosémico es
el grupo de miniSTR CSF1PO, FGA, D13S317, D16S539, D18S51, D2S1338, D21S11 y D7S820.

[0172] El enriquecimiento de la muestra para los acidos nucleicos diana se realiza mediante métodos que
comprenden especificamente la amplificacion de secuencias de acido nucleico diana que comprenden el sitio
polimérfico. La amplificacion de las secuencias diana se puede realizar mediante cualquier método que utilice PCR o
variaciones del método que incluyen, entre otros, la PCR asimétrica, la amplificacion dependiente de helicasa, la
PCR de arranque en caliente, la gPCR, la PCR en fase sdlida y la PCR de toma de contacto. Alternativamente, la
replicaciéon de secuencias de acido nucleico diana puede obtenerse mediante métodos independientes de la enzima,
por ejemplo, sintesis quimica en fase sdlida utilizando las fosforamiditas. La amplificacion de las secuencias diana
se logra utilizando pares de cebadores, cada uno capaz de amplificar una secuencia de acido nucleico diana que
comprende el sitio polimorfico, por ejemplo, SNP, en una reaccién de PCR multiplex. Las reacciones de PCR
multiplex incluyen combinar al menos 2, al menos tres, al menos 3, al menos 5, al menos 10, al menos 15, al menos
20, al menos 25, al menos 30 al menos 30, al menos 35, al menos 40 o mas conjuntos de cebadores en la misma
reaccion para cuantificar los acidos nucleicos diana amplificados que comprenden al menos dos, al menos tres, al
menos 5, al menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 25, al menos 30, al menos 30, al menos 35, al menos 40
0 mas sitios polimérficos en la misma reaccion de secuenciacion. Cualquier panel de conjuntos de cebadores puede
configurarse para amplificar al menos una secuencia polimoérfica informativa.

Amplificacion de secuencias polimorficas.

[0173] Un ndmero de cebadores de acidos nucleicos estan ya disponibles para amplificar fragmentos de ADN que
contienen polimorfismos de SNP y sus secuencias se pueden obtener, por ejemplo, de las bases de datos
identificadas anteriormente. También se pueden disefar cebadores adicionales, por ejemplo, utilizando un método
similar al publicado por Vieux, EF, Kwok, PY y Miller, RD en BioTechniques (junio de 2002), vol. 32. Suplemento:
"SNPs: Discovery of Marker Disease, pp. 28-32. En una realizacién, al menos 1, al menos 2, al menos 3, al menos 4,
al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13,
al menos 14, al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos 19, al menos 20, al menos 25, al
menos 30, al menos 35, al menos 40 o mas conjuntos de cebadores se eligen para amplificar un acido nucleico
diana que comprende al menos un SNP informativo en una porcién de una mezcla de ADNCcf fetal y materno. Los
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conjuntos son de: los primos incluyen los cebadores directos e inversos que abarcan al menos uno de los siguientes:
los tipos de pasajes se incluyen entre los siguientes: los elementos que se incluyen entre los siguientes: los
elementos que se incluyen entre los siguientes: rs9951171, rs338882, rs10776839, rs9905977, rs1277284,
rs258684, rs1347696, rs508485, rs9788670, rs8137254, rs3182957, rs3182957, rs3182957 y rs3182957 y
rs3182957 y los conjuntos de cebadores que se utilizan para amplificar los SNP descritos en este documento se
proporcionan en el Ejemplo 7 y en las Tablas 10 y 11, y se describen como SEQ ID NO: 57-112. En otra realizacion,
el grupo de 13 conjuntos de cebadores SEQ ID NO: 57-82 se usa para amplificar un acido nucleico diana que
comprende al menos un SNP, por ejemplo, un solo SNP, en una porcién de una mezcla de ADNcf fetal y materno.

[0174] En otra realizacion, al menos un conjunto de cebadores se usa para amplificar un acido nucleico diana que
comprenden cada uno al menos un tandem SNP por ejemplo, un conjunto de dos SNP en tandem, en una porcién
de una mezcla de ADNCcf fetal y materna. En una realizacién, los conjuntos son de cebadores que comprenden
cebadores directos e inversos que abarcan al menos un SNP en tandem informativo seleccionado de rs7277033-
rs2110153; rs2822654-rs1882882; rs368657-rs376635; rs2822731-rs2822732; rs1475881-rs7275487; rs1735976-
rs2827016; rs447340-rs2824097; rs418989-rs13047336; rs987980-rs987981; rs4143392-rs4143391; rs1691324-
rs13050434; rs11909758-rs9980111; rs2826842-rs232414; rs1980969-rs1980970; rs9978999-rs9979175;
rs1034346-rs12481852; rs7509629-rs2828358; rs4817013-rs7277036; rs9981121-rs2829696; rs455921-rs2898102;
rs2898102-rs458848; rs961301-rs2830208; rs2174536-rs458076; rs11088023-rs11088024; rs1011734-rs1011733;
rs2831244-rs9789838; rs8132769-rs2831440; rs8134080-rs2831524; rs4817219-rs4817220; rs2250911-rs2250997;
rs2831899-rs2831900; rs2831902-rs2831903; rs11088086-rs2251447; rs2832040-rs11088088; rs2832141-
rs2246777; rs2832959 -rs9980934; rs2833734-rs2833735; rs933121-rs933122; rs2834140-rs12626953; rs2834485-
rs3453; rs9974986-rs2834703; rs2776266-rs2835001; rs1984014-rs1984015; rs7281674-rs2835316; rs13047304-
rs13047322; rs2835545-rs4816551; rs2835735-rs2835736; rs13047608-rs2835826; rs2836550-rs2212596;
rs2836660-rs2836661; rs465612-rs8131220; rs9980072-rs8130031; rs418359-rs2836926; rs7278447-rs7278858;
rs385787-rs367001; rs367001-rs386095; rs2837296-rs2837297; y rs2837381-rs4816672. Los cebadores utilizados
para amplificar las secuencias de destino que comprenden los SNP en tandem estan disefiados para abarcar ambos
sitios de SNP. Conjuntos ejemplares de cebadores utilizados para amplificar los SNP en tandem descritos en este
documento se proporcionan en el Ejemplo 12 y se describen como SEQ ID NO: 197-310.

[0175] La amplificacion de los acidos nucleicos diana se realiza usando cebadores especificos de secuencia que
permiten la amplificacion especifica de secuencia. Por ejemplo, los cebadores de PCR estan disefiados para
discriminar contra la amplificacion de genes o paralogos similares que se encuentran en otros cromosomas
aprovechando las diferencias de secuencia entre el acido nucleico diana y cualquier paralisis de otros cromosomas.
Los cebadores de PCR directos o inversos estan disefiados para ser recocidos cerca del sitio de SNP y para
amplificar una secuencia de acido nucleico de longitud suficiente como para abarcarse en las lecturas generadas por
métodos de secuenciacién masivamente paralelos. Algunos métodos de secuenciacion masivamente paralelos
requieren que la secuencia de acido nucleico tenga una longitud minima (pb) para permitir la amplificacion de puente
que puede usarse opcionalmente antes de la secuenciacion. Por lo tanto, los cebadores de PCR utilizados para
amplificar los acidos nucleicos diana estan disefiados para amplificar secuencias que son de longitud suficiente para
amplificarse en puente e identificar los SNP que estan comprendidos en las lecturas de secuencia. En algunas
realizaciones, el primero de los dos cebadores en el conjunto de cebadores que comprende el cebador directo y el
inverso para amplificar el acido nucleico diana esta disefiado para identificar un Unico SNP presente dentro de una
secuencia leida de aproximadamente 20 pb, aproximadamente 25 pb, aproximadamente 30 pb, aproximadamente
35 pb, aproximadamente 40 pb, aproximadamente 45 pb, aproximadamente 50 pb, aproximadamente 55 pb,
aproximadamente 60 pb, aproximadamente 65 pb, aproximadamente 70 pb, aproximadamente 75 pb,
aproximadamente 80 pb, aproximadamente 85 pb, aproximadamente 90 pb, aproximadamente 95 pb,
aproximadamente 100 pb, aproximadamente 110 pb, aproximadamente 120 pb, aproximadamente 140 pb.,
aproximadamente 150 pb, aproximadamente 200 pb, aproximadamente 250 pb, aproximadamente 300 pb,
aproximadamente 350 pb, aproximadamente 400 pb, aproximadamente 450 pb, o aproximadamente 500 pb. Se
espera que los avances tecnoldgicos en tecnologias de secuenciacion masivamente paralelas permitan lecturas de
un solo extremo de mas de 500 pb. En una realizacién, uno de los cebadores de PCR esta disefiado para amplificar
los SNP que se incluyen en lecturas de secuencia de 36 pb. El segundo cebador esta disefiado para amplificar el
acido nucleico diana como un amplicon de longitud suficiente para permitir la amplificacion del puente. En una
realizacion, los cebadores de PCR a modo de ejemplo estan disefiados para amplificar los acidos nucleicos diana
que contienen un solo SNP seleccionado de los SNPs rs560681, rs1109037, rs9866013, rs13182883, rs13218440,
rs7041158, rs740598, rs10773760, rs 4530059, rs7205345, rs8078417, rs576261, rs2567608, rs430046, rs9951171,
rs338882, rs10776839, rs9905977, rs1277284, rs258684, rs1347696, rs508485, rs9788670, rs8137254, rs3143,
rs2182957, rs3739005, y rs530022. En otras realizaciones, los cebadores directo e inverso estan disefiados para
amplificar acidos nucleicos diana, cada uno de los cuales comprende un conjunto de dos SNP en tandem, cada uno
de los cuales esta presente dentro de una secuencia leida de aproximadamente 20 pb, aproximadamente 25 pb,
aproximadamente 30 pb, aproximadamente 35 pb, aproximadamente 40 pb, aproximadamente 45 pb,
aproximadamente 50 pb, aproximadamente 55 pb, aproximadamente 60 pb, aproximadamente 65 pb,
aproximadamente 70 pb, aproximadamente 75 pb, aproximadamente 80 pb, aproximadamente 85 pb,
aproximadamente 90 pb, aproximadamente 95 pb, aproximadamente 100 pb, aproximadamente 110 pb,
aproximadamente 120 pb, aproximadamente 130 pb, aproximadamente 150 pb, aproximadamente 150 pb,
aproximadamente 200 pb, aproximadamente 250 pb, aproximadamente 300 pb, aproximadamente 350 pb,
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aproximadamente 400 pb, aproximadamente 450 pb, o aproximadamente 500 pb. En una realizacién, al menos uno
de los cebadores esta disefiado para amplificar el acido nucleico diana que comprende un conjunto de dos SNP en
tandem como un amplicon de longitud suficiente para permitir la amplificacion del puente.

[0176] Los SNP, SNP unicos o en tandem, estan contenidos en amplicones de acido nucleico diana amplificados de
al menos aproximadamente 100 pb, al menos aproximadamente 150 pb, al menos aproximadamente 200 pb, al
menos aproximadamente 250bp, al menos aproximadamente 300 pb, al menos aproximadamente 350 bp, o al
menos aproximadamente 400 pb. En una realizacién, los acidos nucleicos diana que comprenden un sitio
polimérfico, por ejemplo, un SNP, se amplifican como amplicones de al menos aproximadamente 110 pb, y que
comprenden un SNP dentro de 36 pb desde el extremo 3’ 0 5' del amplicén. En otra realizacién, los acidos nucleicos
diana que comprenden dos o mas sitios polimérficos, por ejemplo, dos SNP en tandem, se amplifican como
amplicones de al menos aproximadamente 110 pb, y que comprenden el primer SNP dentro de 36 pb desde el
extremo 3’ del amplicon, y/o el segundo SNP dentro de 36 pb desde el extremo 5’ del amplicon.

[0177] En una realizacién, al menos 1, al menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al
menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16,
al menos 17, al menos 18, al menos 19, al menos 20, al menos 25, al menos 30, al menos 35, al menos 40 o mas
conjuntos de cebadores se eligen para amplificar un acido nucleico diana que comprende al menos un SNP en
tandem informativo en una porcién de una mezcla de ADNCcf fetal y materno.

Amplificaciéon de STR

[0178] Un nimero de cebadores de acidos nucleicos estan ya disponibles para amplificar fragmentos de ADN que
contienen los RTS y sus secuencias se pueden obtener, por ejemplo, de las bases de datos identificadas
anteriormente. Se han utilizado amplicones de PCR de varios tamarios para discernir las respectivas distribuciones
de tamario de las especies de ADN materno y fetal circulantes, y han demostrado que las moléculas de ADN fetal en
el plasma de las mujeres embarazadas son generalmente mas cortas que las moléculas de ADN maternas (Chan et
al., Clin Chem. 50: 8892 [2004]). El fraccionamiento por tamafio del ADN fetal circulante ha confirmado que la
longitud promedio de los fragmentos de ADN fetal circulante es <300 pb, mientras que el ADN materno se ha
estimado entre aproximadamente 0,5 y 1 Kb (Li et al., Clin Chem, 50: 1002-1011 [2004]). Estos hallazgos son
consistentes con los de Fan et al., quienes determinaron mediante el uso de NGS que el ADNCcf fetal rara vez es
>340 pb (Fan et al., Clin Chem 56: 1279-1286 [2010]). El método de la divulgacién abarca la determinacion de la
fraccion de acido nucleico fetal en una muestra materna que se ha enriquecido con acidos nucleicos diana,
comprendiendo cada uno un miniSTR que comprende cuantificar al menos un alelo fetal y uno materno en un
miniSTR polimérfico, que puede amplificarse para generar amplicones que tienen longitudes aproximadamente del
tamafo de los fragmentos de ADN fetal circulantes.

[0179] En una realizacion, el método comprende determinar el nimero de copias de al menos un alelo fetal y al
menos materno al menos en un miniSTR polimoérfico que se amplifica para generar amplicones que son menos de
aproximadamente 300 pb, menos de aproximadamente 250 pb. bp, menos de aproximadamente 200 bp, menos de
aproximadamente 150 bp, menos de aproximadamente 100 bp, o menos de aproximadamente 50 bp. En otra
realizacion, los amplicones que se generan al amplificar los miniSTR son menores que aproximadamente 300 pb. En
otra realizacién, los amplicones que se generan al amplificar los miniSTR son menores que aproximadamente 250
pb. En otra realizacion, los amplicones que se generan al amplificar los miniSTR son menores que aproximadamente
200 pb. La amplificacion del alelo informativo incluye el uso de cebadores miniSTR, que permiten la amplificacion de
los amplicones de tamario reducido para discernir los alelos STR que son menos de aproximadamente 500 pb,
menos de aproximadamente 450 pb, menos de aproximadamente 400 pb, menos de aproximadamente 350 pb,
menos de unos 300 pares de bases (pb), menos de unos 250 pb, menos de unos 200 pb, menos de unos 150 pb,
menos de unos 100 pb o menos de unos 50 pb. Los amplicones de tamafio reducido generados utilizando los
cebadores miniSTR se conocen como miniSTR que se identifican de acuerdo con el nombre del marcador
correspondiente al lugar al que se asignaron. En una realizacion, los cebadores miniSTR incluyen cebadores mini
STR que han permitido la reduccién maxima de tamafio en el tamafio del amplicon para los 13 loci coDIS STR
ademas del D2S1338, Pentady pentaE que se encuentran en los kits STR disponibles comercialmente (Butler et al.,
J Forensic Sci 48: 1054-1064 [2003]), loci miniSTR que no estan vinculados a los marcadores coDIS como lo
describen coble y Butler (COble y Butler, J Forensic Sci 50: 43-53 [2005]), y otros minSTR que se han caracterizado
en el NIST. La informacién sobre los miniSTRs caracterizados en NIST se puede acceder a través de Internet en
cstl.nist.gov/biotech/strbase/newSTRs.htm. Se puede usar cualquier par o una combinacion de dos o mas pares de
cebadores miniSTR para amplificar al menos un miniSTR. Por ejemplo, al menos un conjunto de cebadores se
selecciona de los conjuntos de cebadores proporcionados en la Tabla 22 (Ejemplo 11) y se describe como SEQ ID
NO: 113-196 se pueden usar para amplificar secuencias diana polimérficas que comprenden un STR.

[0180] El enriquecimiento de la muestra se obtiene amplificando los acidos nucleicos diana contenidos en una
porcion de la mezcla de acidos nucleicos maternos y fetales en la muestra original, y combinando al menos una
porcidon o todo el producto amplificado con el resto de la muestra original no amplificada. El enriquecimiento
comprende amplificar los acidos nucleicos diana que estan contenidos en una porcién de muestra de fluido
bioldgico. En una realizacién, la muestra que se enriquece es la fraccion plasmatica de una muestra de sangre
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(consulte la Figura 3). Por ejemplo, una porcién de una muestra de plasma materno original se usa para amplificar
secuencias de acido nucleico diana. Posteriormente, parte o la totalidad del producto amplificado se combina con la
muestra de plasma original no amplificada restante, lo que lo enriquece (véase Ejemplo 10). En ofra realizacion, la
muestra que se enriquece es la muestra de ADNcf purificado que se extrae del plasma (consulte la Figura 4). Por
ejemplo, el enriquecimiento comprende amplificar los acidos nucleicos diana que estan contenidos en una porcion
de una muestra original de mezcla purificada de acidos nucleicos maternos y fetales, por ejemplo, ADNcf que se ha
purificado de una muestra de plasma materno, y posteriormente combinar algunos o todos los amplificados producto
con la muestra purificada original sin amplificar restante (véase Ejemplo 9). En otra realizacion mas, la muestra que
esta enriquecida es una muestra de biblioteca de secuenciacién preparada a partir de una mezcla purificada de
acidos nucleicos maternos y fetales (véase la Figura 5). Por ejemplo, el enriquecimiento comprende amplificar los
acidos nucleicos diana que estan contenidos en una porcidon de una muestra original de mezcla purificada de acidos
nucleicos maternos y fetales, por ejemplo, el ADNcf que se ha purificado de una muestra de plasma materno,
preparando una primera biblioteca de secuenciacién de secuencias de acido nucleico no amplificadas, preparando
una segunda biblioteca de secuenciacién de acidos nucleicos diana polimoérficos amplificados y, posteriormente,
combinando parte o la totalidad de la segunda biblioteca de secuenciacién con alguna o toda la primera biblioteca de
secuenciacion (véase Ejemplo 8). La cantidad de producto amplificado que se utiliza para enriquecer la muestra
original se selecciona para obtener informacién de secuencia suficiente para determinar la presencia o ausencia de
aneuploidia y la fraccion fetal de la misma serie de secuencia. Al menos aproximadamente el 3%, al menos
aproximadamente el 5%, al menos aproximadamente el 7%, al menos aproximadamente el 10%, al menos
aproximadamente el 15%, al menos aproximadamente el 20%, al menos aproximadamente el 25%, al menos
aproximadamente el 30% o mas del nimero total de etiquetas de secuencia obtenidas de la secuenciacion se asigna
para determinar la fraccion fetal.

[0181] En una realizacion, la etapa de enriquecer la mezcla de acidos nucleicos fetales y maternos para los acidos
nucleicos diana polimérficos comprende la amplificacién de los acidos nucleicos diana en una porcién de una
muestra de ensayo, por ejemplo una muestra de ensayo de plasma, y la combinaciéon de todos o una parte del
producto amplificado con la muestra de prueba de plasma restante. La realizacion del método 300 se representa en
el diagrama de flujo que se muestra en la Figura 3. En el paso 310, una muestra de prueba, por ejemplo, una
muestra de fluido biolégico, tal como una muestra de sangre, se obtiene de una mujer embarazada, y en el paso 320
una porcion del ADNcf contenida en la fraccion plasmatica de la muestra de sangre se utiliza para amplificar acidos
nucleicos diana que comprenden sitios polimorficos, por ejemplo, SNP. En una realizacién, al menos
aproximadamente el 1%, al menos aproximadamente el 1,5%, al menos aproximadamente el 2%, al menos
aproximadamente el 10% del plasma materno se us6 para amplificar los acidos nucleicos diana. En el paso 330, una
porcidon o la totalidad de los acidos nucleicos diana amplificados se combinan con la mezcla de ADNCcf fetal y
materno presente en la muestra materna, y el ADNcf combinado y los acidos nucleicos amplificados se purifican en
el paso 340, y se usan para preparar una biblioteca que se secuencié en el paso 350. La biblioteca se prepar6 a
partir de ADNCcf purificado y que comprende al menos aproximadamente el 10%, al menos aproximadamente el 15%,
al menos aproximadamente el 20%, al menos aproximadamente el 25%, al menos aproximadamente el 30%, al
menos aproximadamente el 35% %, al menos aproximadamente el 40%, al menos aproximadamente el 45%, o al
menos aproximadamente el 50% del producto amplificado. En el paso 360, se analizan los datos de las ejecuciones
de secuenciacion y se realiza la determinacion simultanea de la fraccion fetal y la presencia o ausencia de
aneuploidia.

[0182] En una realizacion, el paso de enriquecer la mezcla de acidos nucleicos fetales y maternos para los acidos
nucleicos diana polimérficos comprende una pluralidad de acidos nucleicos diana polimoérficos en una porciéon de una
mezcla de acidos nucleicos fetales y maternos purificados a partir de una muestra de ensayo materna. En una
realizacion, una porcion de una mezcla de acidos nucleicos maternos y fetales, por ejemplo, el ADNc, purificado de
una muestra de plasma materno se usa para amplificar secuencias de acido nucleico polimorfico, y una porcion del
producto amplificado se combina con la mezcla no amplificada de acidos nucleicos fetales y maternos purificados, p.
¢j., ADNCcf (véase Figura 4). La realizacion del método 400 se representa en el diagrama de flujo que se muestra en
la Figura 4. En el paso 410, una muestra de prueba, por ejemplo, una muestra de fluido biolégico, como una
muestra de sangre, que comprende una mezcla de acidos nucleicos maternos y fetales se obtiene de una mujer
embarazada, y la mezcla de acidos nucleicos maternos y fetales se purifica a partir de la fraccién plasmatica en el
paso 420. Como se describié anteriormente, los métodos para la separacién de ADN libre de células del plasma son
bien conocidos. En el paso 430, una porciéon del ADNcf contenido en la muestra purificada se usa para amplificar
acidos nucleicos diana que comprenden sitios polimorficos, por ejemplo, SNP. Al menos aproximadamente el 5%, al
menos aproximadamente el 10%, al menos aproximadamente el 15%, al menos aproximadamente el 20%, al menos
aproximadamente el 25%, al menos aproximadamente el 30%, al menos aproximadamente el 35%, al menos
aproximadamente el 40%, al menos aproximadamente el 45%, o al menos aproximadamente el 50% de ADNCcf
purificado se utiliza para amplificar los acidos nucleicos diana. Preferiblemente, la amplificaciéon de las secuencias
diana se puede realizar mediante cualquier método que use PCR o variaciones del método que incluyen pero no se
limitan a PCR asimétrica, amplificacion dependiente de helicasa, PCR de arranque en caliente, q°PCR, PCR en fase
soélida y PCR de toma de contacto. En el paso 440, una porcion, por ejemplo, al menos aproximadamente el 0,01%
del producto amplificado se combina con la muestra de ADNc purificada no amplificada, y la mezcla de acidos
nucleicos maternos y fetales amplificados y no amplificados se secuencia en el paso 450. En una realizacién, se
realiza la secuenciacion utilizando cualquiera de las tecnologias NGS. En el paso 460, se analizan los datos de las
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secuencias de secuenciacion y se realiza la determinacion simultanea de la fraccion fetal y la presencia o ausencia
de aneuploidia como se describe en el paso 140 de la realizacion representada en la Figura 1.

[0183] En otra realizacion, el paso 220 de enriquecer la mezcla de acidos nucleicos fetales y maternos para los
acidos nucleicos diana polimérficos (Figura 2) comprende la combinaciéon de al menos una porcion de una primera
biblioteca de secuenciacion de moléculas de acido nucleico fetal y materno no amplificados con al menos una parte
de una segunda biblioteca de secuenciacion de acidos nucleicos diana polimérficos amplificados. Por lo tanto, la
muestra que se enriquece es la muestra de la biblioteca que se prepara para la secuenciacion (Figura 5). El
enriquecimiento de la muestra de la biblioteca para los acidos nucleicos diana se realiza mediante métodos que
comprenden amplificar especificamente las secuencias de acido nucleico que comprenden el sitio polimoérfico. En el
paso 510, una muestra de prueba, por ejemplo, una muestra de fluido biolégico tal como una muestra de sangre,
que comprende una mezcla de acidos nucleicos maternos y fetales, se obtiene de una mujer embarazada, y la
mezcla de acidos nucleicos maternos y fetales se purifica de la fraccion plasmatica en el paso 520. En el paso 530,
una porcion del ADNfc contenida en la muestra purificada se usa para amplificar acidos nucleicos diana que
comprenden sitios polimorficos, por ejemplo, SNP. Al menos aproximadamente el 5%, al menos aproximadamente el
10%, al menos aproximadamente el 15%, al menos aproximadamente el 20%, al menos aproximadamente el 25%, o
al menos aproximadamente el 30% del ADNcf purificado se usa para amplificar secuencias de acido nucleico diana.
Preferiblemente, la amplificacién de las secuencias diana se puede realizar mediante cualquier método que use PCR
o variaciones del método que incluyen, entre otros, la PCR asimétrica, la amplificacion dependiente de la helicasa, la
PCR de arranque en caliente, la gPCR, la PCR en fase solida y la PCR de toma de contacto. En el paso 540, los
acidos nucleicos diana amplificados que comprenden los sitios polimorficos, por ejemplo, SNP, se usan para
preparar una biblioteca de secuenciacién de acido nucleico diana. De manera similar, la porcion de ADNcf no
amplificado purificado se usa para preparar una biblioteca de secuenciacién primaria en el paso 550. En el paso 560,
una porcion de la biblioteca diana se combina con la biblioteca primaria generada a partir de la mezcla no
amplificada de acidos nucleicos, y la mezcla de los acidos nucleicos fetales y maternos comprendidos en las dos
bibliotecas se secuencian en el paso 570. La biblioteca enriquecida comprende al menos aproximadamente el 5%, al
menos aproximadamente el 10%, al menos aproximadamente el 15%, al menos aproximadamente el 20%, o al
menos aproximadamente el 25% de la biblioteca diana. En el paso 580, se analizan los datos de las secuencias de
secuenciacion y se realiza la determinacion simultanea de la fraccion fetal y la presencia o ausencia de aneuploidia
como se describe en el paso 140 de la realizacion representada en la Figura 1.

Determinacion de la aneuploidia a partir de la secuenciacion de bibliotecas enriquecidas

[0184] La presencia o ausencia de aneuploidia se determina a partir de secuenciacion de la biblioteca enriquecida
para secuencias polimérficas diana como se describe para la biblioteca no enriquecida descrita en el método 100.

Determinacion de la fraccion fetal a partir de la secuenciacién de bibliotecas enriquecidas

[0185] La determinacion de la fraccion fetal en los pasos 240 (Figura 2), 360 (Figura 3), 480 (Figura 4), y 580
(Figura 5) se basa en el numero total de etiquetas que se asignan al primer alelo y el nimero total de etiquetas que
se asignan al segundo alelo en un sitio polimoérfico informativo, por ejemplo, un SNP, contenido en un genoma de
referencia. Por ejemplo, el genoma de referencia es la secuencia del genoma de referencia humano NCBI36/hg18, o
el genoma de referencia comprende la secuencia del genoma de referencia humano NCBI36/hg18 y un genoma de
secuencias diana artificial, que incluye las secuencias polimoérficas diana. En una realizacion, el genoma artificial de
la diana abarca secuencias polimérficas que comprenden los SNPs rs560681, rs1109037, rs13182883, rs13218440,
r as, rs1277284, rs258684, rs1347696, rs508485, rs9788670, rs8137254, rs3143, rs2182957, rs3739005 y rs530022.
En una realizacién, el genoma artificial incluye las secuencias diana polimérficas de las SEQ ID NO: 1-56. En otra
realizacion, el genoma artificial incluye las secuencias diana polimérficas de las SEQ ID NO: 1-26 (véase Ejemplo 7).
En otra forma de realizacién, el genoma artificial de diana abarca secuencias polimoérficas que comprenden STR
seleccionados de CSF1PO, FGA, THO1, TPOX, vWA, D3S1358,05S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539,
D18S51, D21S11, Penta D, Penta E, D2S1338, D1S1677, D2S441, D4S2364, D10S1248, D14S1434, D22S1045,
D22S1045, D20S1082, D20S482, D18S853, D17S1301, D17S974, D14S1434, D12ATAG3, D11S4463, D10S1435,
D10S1248, D9S2157, D9S1122, D8S1115, D6S1017, D6S474, D5S2500, D5S2500, D4S2408, D4S2364, D3S4529,
D3S3053, D2S1776, D2S441, D1S1677, D1S1627, y D1GATA113. En ofra realizacion mas, el genoma diana
artificial abarca secuencias polimorficas que comprenden uno o mas SNP en tandem (SEQ ID NO: 1-56). La
composicion del genoma de las secuencias diana artificiales variara dependiendo de las secuencias polimoérficas que
se utilizan para determinar la fraccion fetal. Por consiguiente, un genoma de secuencias diana artificiales no esta
limitado a las secuencias SNP o STR ejemplificadas en este documento.

[0186] El sitio informativo polimdrfico por ejemplo SNP se identifica por la diferencia en las secuencias alélicas y la
cantidad de cada uno de los posibles alelos. EI ADNcf fetal esta presente en una concentracion que es <10% del
ADNCcf materno. Por lo tanto, la presencia de una contribucién menor de un alelo a la mezcla de acidos nucleicos
maternos y fetales en relacion con la contribucion principal del alelo materno puede ser asignada al feto. Los alelos
que se derivan del genoma materno se denominan aqui alelos principales, y los alelos que se derivan del genoma
fetal se denominan aqui alelos menores. Los alelos que estan representados por niveles similares de etiquetas de
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secuencia mapeadas representan alelos maternos. Los resultados de un ejemplo de amplificaciéon multiple de acidos
nucleicos diana que comprenden SNP y derivados de una muestra de plasma materno se muestran en la Figura 18.
Los SNP informativos se distinguen del cambio de un solo nucleétido en un sitio polimérfico predeterminado, y los
alelos fetales se distinguen por su contribucion menor relativa a la mezcla de acidos nucleicos maternos y fetales en
la muestra en comparacién con la contribucién principal a la mezcla por los acidos nucleicos maternos, es decir, las
secuencias de SNP son informativas cuando la madre es heterocigética y esta presente un tercer alelo paterno, lo
que permite una comparacion cuantitativa entre el alelo heredado maternalmente y el alelo heredado paternalmente
para calcular la fraccién fetal. Por consiguiente, la abundancia relativa de ADNCcf fetal en la muestra materna se
determina como un parametro del nimero total de etiquetas de secuencia Unicas mapeadas a la secuencia de acido
nucleico diana en un genoma de referencia para cada uno de los dos alelos del sitio polimérfico predeterminado. En
una realizacion, la fraccion de acidos nucleicos fetales en la mezcla de acidos nucleicos maternos y fetales se
calcula para cada uno de los alelos informativos (alelox) de la siguiente manera:

% de fraccion fetal aleloy = ((Zetiquetas de secuencia fetal para alelo,) / (Zetiquetas de secuencia materna para
aleloy)) x 100

y la fraccion fetal para la muestra se calcula como el promedio de la fraccion fetal de todos los alelos informativos.
[0187] Opcionalmente, la fraccion de acidos nucleicos fetales en la mezcla de acidos nucleicos fetales y maternos se
calcula para cada uno de los alelos informativos (alelox) como sigue:

% de fraccion fetal aleloy = ((2 X Zetiquetas de secuencia fetal para aleloy) / (Xetiquetas de secuencia materna para
aleloy)) x 100,

para compensar la presencia de 2 alelos fetales, uno de ellos enmascarado por el fondo materno.

[0188] La fraccion fetal porcentual se calcula para al menos 1, al menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5, al
menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, al
menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos 19, al menos 20 o mas alelos informativos. En una
realizacion, la fraccion fetal es la fraccion fetal promedio determinada para al menos 3 alelos informativos.

[0189] De manera similar, la fraccion fetal se puede calcular a partir del nimero de etiquetas asignadas a los alelos
SNP en tandem, como se hace para los SNP Unicos, pero teniendo en cuenta las etiquetas asignadas a los dos
alelos SNP en tandem x e y estan presentes en cada una de las secuencias de acido nucleico polimoérficas
amplificadas que se amplifican para enriquecer las muestras, es decir

% de fraccion fetal aleloy., = ((Zetiquetas de secuencia fetal para aleloy.,) / (Zetiquetas de secuencia materna para
aleloy.y)) x 100

[0190] Opcionalmente, la fraccidon de acidos nucleicos fetales en la mezcla de acidos nucleicos maternos y fetales se
calcula para cada uno de los alelos informativos (alelo,.y) de la siguiente manera:

% de fraccion fetal aleloy:y = ((2 X Zetiquetas de secuencia fetal para aleloy.,) / (Zetiquetas de secuencia materna
para aleloyy)) x 100,

[0191] Para compensar la presencia de 2 conjuntos de alelos fetales en tandem, uno de ellos enmascarado por el
fondo materno. Las secuencias SNP en tandem son informativas cuando la madre es heterocigética y esta presente
un tercer haplotipo paterno, lo que permite una comparacion cuantitativa entre el haplotipo heredado maternalmente
y el haplotipo heredado paternalmente para calcular la fraccion fetal.

[0192] La fraccion fetal puede determinarse a partir de bibliotecas de secuenciacién que comprenden secuencias
amplificadas polimoérficas diana que comprenden STR contando el nimero de etiquetas asignadas a un alelo mayor
(materna) y menor (fetal). Las etiquetas comprenden secuencias de longitud suficiente para abarcar los alelos STR.
Los alelos STR informativos pueden dar como resultado una o dos secuencias de etiquetas principales
correspondientes a los alelos maternos (y el alelo fetal de herencia materna) y una secuencia de etiquetas
secundaria correspondiente al alelo fetal de herencia no materna. La fraccién fetal se calcula como una proporciéon
del nimero de etiquetas asignadas a los alelos fetales y maternos.

Determinacion de la fraccion fetal por secuenciacion masivamente paralela

[0193] Ademas de usar el presente método para determinar simultaneamente la fraccion fetal y la aneuploidia, la
fraccion fetal se puede determinar independientemente de la determinacién de aneuploidia como se describe aqui,
pero se puede determinar de forma independiente y/o junto con otros métodos utilizados para la determinacion de la
aneuploidia, como los métodos descritos en las publicaciones de solicitud de patente US2010/0112575A1,
US2009/0087847A1; US2009/0029377A1; US2008/0220422A1; US2008/0138809A1, US2008/0153090A1, vy la
patente de EE.UU. 7.645.576. El método para determinar la fraccion fetal también se puede combinar con ensayos
para determinar otras afecciones prenatales asociadas con la madre y/o el feto. Por ejemplo, el método se puede
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utilizar junto con los analisis prenatales, por ejemplo, como se describe en las publicaciones de solicitud de patente
de EE.UU. Numeros US2010/0112590A1, US2009/0162842A1, US2007/0207466A1 y US2001/0051341A1.

[0194] La Figura 6 muestra un diagrama de flujo de una realizacién del método de la enfermedad para determinar la
fraccion de acidos nucleicos fetales en una muestra biolégica materna mediante secuenciacion masivamente
paralela de acidos nucleicos diana polimorfos amplificados por PCR independientemente de la determinacion
simultanea de aneuploidia. EI método comprende la secuenciacion de una biblioteca de secuenciacién de acido
nucleico diana polimérfica como sigue. En el paso 610 se obtiene de un sujeto una muestra materna que comprende
una mezcla de acidos nucleicos fetales y maternos. La muestra es una muestra materna que se obtiene de una
mujer embarazada, por ejemplo, una mujer embarazada. Otras muestras maternas pueden ser de mamiferos, por
ejemplo, vaca, caballo, perro o gato. Si el sujeto es un humano, la muestra se puede tomar en el primer o segundo
trimestre del embarazo. Ejemplos de muestras biolégicas maternas son las descritas anteriormente. En el paso 620,
la mezcla de acidos nucleicos fetales y maternos se procesa adicionalmente de la muestra de fraccion por ejemplo,
plasma, para obtener una muestra que comprende una mezcla purificada de acidos nucleicos fetales y maternos por
ejemplo ADNCcf, como se describe para forma de realizacion 100. En el paso 630, una porcion de la mezcla
purificada de ADNCcf fetal y materno se usa para amplificar una pluralidad de acidos nucleicos diana polimorficos,
cada uno de los cuales comprende un sitio polimoérfico. Los sitios polimérficos que estan contenidos en los acidos
nucleicos diana incluyen, sin limitacion, polimorfismos de nucleétido unico (SNP), SNP en tandem, eliminaciones o
inserciones de multiples bases a pequefia escala, llamadas IN-dELS (también llamados polimorfismos de insercion
de delecién o DIP), Polimorfismos Multi-Nucleétidos (MNP), repeticiones cortas en tandem (STR), polimorfismo de
longitud de fragmentos de restriccion (RFLP), o un polimorfismo que comprende cualquier otro cambio de secuencia
en un cromosoma. Las secuencias polimorficas ejemplares y los métodos para amplificarlas son como se describen
para las realizaciones que se muestran en las Figuras 2-5. En algunas realizaciones, los sitios polimoérficos se ubican
en cromosomas autosémicos, lo que permite la determinacion de la fraccién fetal independientemente del sexo del
feto. Los polimorfismos asociados con cromosomas distintos de los cromosomas 13, 18, 21 e Y también se pueden
usar en los métodos descritos en este documento.

[0195] En el paso 640, una porcion o la totalidad de las secuencias polimorficas amplificadas se utilizan para
preparar una biblioteca de secuenciaciéon para la secuenciacion de un modo paralelo como se describe. En una
realizacion, la biblioteca se prepara para la secuenciacion por sintesis utilizando la quimica de secuenciaciéon basada
en el terminador reversible de lllumina, como se describe en el Ejemplo 13. En el paso 640, la informacion de
secuencia que se necesita para determinar la fraccion fetal se obtiene usando un método NGS. En el paso 650, la
fraccion fetal se determina segun el nimero total de etiquetas que se asignan al primer alelo y la cantidad total de
etiquetas que se asignan al segundo alelo en un sitio polimérfico informativo, por ejemplo, un SNP, contenido en un
genoma de referencia artificial, por ejemplo, un SNP genoma de referencia. Los genomas diana artificiales son como
se describen aqui. Se identifican los sitios polimérficos informativos, y la fraccion fetal se calcula como se describe.

[0196] La determinacion de la fraccion fetal de acuerdo con el presente se puede usar junto con pruebas de
diagndstico clinicamente relevantes como control positivo de la presencia de ADNcf para resaltar resultados falsos
negativos o falsos positivos derivados de niveles bajos de ADNcf a continuacion. El limite de identificacion. En una
realizacion, la informacién de la fraccion fetal se puede usar para establecer umbrales y estimar el tamafio minimo
de la muestra en la deteccion de aneuploidia. Tal uso se describe en el Ejemplo 16 a continuacién. La informacion
de la fraccion fetal se puede utilizar junto con la informacion de secuenciacion. Por ejemplo, los acidos nucleicos de
una muestra libre de células, por ejemplo, una muestra materna de plasma o suero, pueden usarse para enumerar
secuencias en una muestra. Las secuencias se pueden enumerar usando cualquiera de las técnicas de secuencia
descritas anteriormente. El conocimiento de la fraccion fetal se puede utilizar para establecer los umbrales de "corte"
para llamar a los estados "aneuploidia”, "normal" o "marginal/sin llamada" (incierto). Luego, se pueden realizar
calculos para estimar el numero minimo de secuencias requeridas para lograr una sensibilidad adecuada (es decir,
la probabilidad de identificar correctamente un estado de aneuploidia).

[0197] Los presentes métodos se pueden aplicar para determinar la fraccion de cualquier poblacion de acidos
nucleicos en una mezcla de acidos nucleicos aportados por diferentes genomas. Ademas de determinar la fraccion
contribuida a una muestra por dos individuos, por ejemplo, el feto y la madre que lleva el feto contribuyen con los
diferentes genomas, los métodos pueden usarse para determinar la fraccion de un genoma en una mezcla derivada
de dos células diferentes de un individuo, por ejemplo, los genomas son contribuidos a la muestra por células
cancerosas aneuploides y células euploides normales del mismo sujeto.

Composiciones y kits

[0198] También se describen en este documento composiciones y kits o sistemas de reactivos utiles para practicar
los métodos descritos en el presente documento.

[0199] Las composiciones descritas en este documento pueden ser incluidas en kits para las mezclas de
secuenciacion masivamente paralelas de moléculas de acidos nucleicos fetales y maternos por ejemplo ADNC,
presente en una muestra materna por ejemplo una muestra de plasma. Los kits comprenden una composicion que
comprende al menos un conjunto de cebadores para amplificar al menos un acido nucleico diana polimérfico en
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dichas moléculas de acido nucleico materno y fetal. Los acidos nucleicos polimérficos pueden comprender, sin
limitacién, polimorfismos de un solo nucleétido (SNP), SNP en tandem, deleciones o inserciones de multiples bases
a pequefa escala, llamadas IN-dELS (también denominados polimorfismos de insercién o DIP), polimorfismos de
multiples nucleétidos (MNP), repeticiones cortas en tdandem (STR), polimorfismo de la longitud del fragmento de
restriccion (RFLP), o un polimorfismo que comprende cualquier otro cambio de secuencia en un cromosoma. Los
métodos de secuenciacion son métodos NGS de moléculas de acido nucleico Unico o moléculas de acido nucleico
amplificadas clonalmente como se describe en el presente documento. Los métodos NGS son métodos de
secuenciacion masivamente paralelos que incluyen pirosecuenciacion, secuenciacion por sintesis con terminadores
de colorante reversibles, secuenciacion en tiempo real, secuenciacion por ligadura de la sonda oligonucledtida o
secuenciacion de una sola molécula.

[0200] En una realizacion, la composicion incluye cebadores para amplificar acidos nucleicos diana polimoérficos que
comprenden cada uno al menos un SNP. El al menos un SNP se selecciona entre SNP rs560681, rs1109037,
rs9866013, rs13182883, rs13218440, rs7041158, rs740598, rs10773760, rs 4530059, rs7205345, rs8078417,
rs576261, rs2567608, rs430046, rs9951171, rs338882, rs10776839, rs9905977, rs1277284, rs258684, rs1347696,
rs508485, rs9788670, rs8137254, rs3143, rs2182957, rs3739005 y rs530022. Los conjuntos correspondientes de
cebadores para amplificar los SNP se proporcionan como SEQ ID NO: 57-112.

[0201] En otra realizacién, la composicion comprende cebadores para amplificar acidos nucleicos diana polimoérficos
que comprenden cada uno al menos un SNP en tandem. Los SNP en tandem ejemplares incluyen rs7277033-
rs2110153; rs2822654- rs1882882; rs368657-rs376635; rs2822731-rs2822732; rs1475881-rs7275487; rs1735976-
rs2827016; rs447340- rs2824097; rs418989- rs13047336; rs987980- rs987981; rs4143392- rs4143391; rs1691324-
rs13050434; rs11909758- rs9980111; rs2826842-rs232414; rs1980969-rs1980970; rs9978999-rs9979175;
rs1034346-rs12481852; rs7509629- rs2828358; rs4817013-rs7277036; rs9981121-rs2829696; rs455921-rs2898102;
rs2898102-rs458848; rs961301- rs2830208; rs2174536-rs458076; rs11088023-rs11088024; rs1011734-rs1011733;
rs2831244-rs9789838; rs8132769- rs2831440; rs8134080-rs2831524; rs4817219-rs4817220; rs2250911-rs2250997;
rs2831899-rs2831900; rs2831902- rs2831903; rs11088086-rs2251447; rs2832040-rs11088088; rs2832141-
rs2246777; rs2832959 -rs9980934; rs2833734-rs2833735; rs933121-rs933122; rs2834140-rs12626953; rs2834485-
rs3453; rs9974986-rs2834703; rs2776266-rs2835001; rs1984014-rs1984015; rs7281674-rs2835316; rs13047304-
rs13047322; rs2835545-rs4816551; rs2835735-rs2835736; rs13047608-rs2835826; rs2836550-rs2212596;
rs2836660-rs2836661; rs465612-rs8131220; rs9980072-rs8130031; rs418359-rs2836926; rs7278447-rs7278858;
rs385787-rs367001; rs367001-rs386095; rs2837296-rs2837297; y rs2837381-rs4816672. En una realizacion, la
composicion incluye cebadores para amplificar los SNP en tandem ejemplares descritos en el presente documento,
y la composicién comprende los cebadores ejemplares correspondientes de SEQ ID NO: 197-310.

[0202] En otra realizacioén, la composicion comprende cebadores para amplificar acidos nucleicos diana polimoérficos
que comprenden cada uno al menos un STR. Los STR ejemplares incluyen CSF1PO, FGA, THO1, TPOX, VWA,
D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, D21S11, D2S1338, Penta D, Penta E,
D2251045, D20S1082, D20S482, D18S853, D17S1301, D17S974, D14S1434, D12ATAG3, D11S4463, D10S1435,
D10S1248, D9S2157, D9S1122, D8S1115, D6S1017, D6S474, D5S2500, D4S2408, D4S2364, D3S4529, D3S3053,
D2S1776, D2S441, D1S1677, D1S1627 y D1GATA113. En una realizacién, la composicion incluye cebadores para
amplificar los STR en tandem ejemplares descritos en el presente documento, y la composicion comprende los
cebadores ejemplares correspondientes de las SEQ ID NO: 113-196.

[0203] Los kits pueden contener una combinacién de reactivos que incluye los elementos necesarios para realizar
un ensayo de acuerdo con los métodos descritos en el presente documento. El sistema de reactivos se presenta en
una forma comercial empaquetada, como una composicién o mezcla donde la compatibilidad de los reactivos
permitira, en una configuraciéon de dispositivo de prueba, o mas tipicamente como un kit de prueba, es decir, una
combinacién empaquetada de uno o mas contenedores, dispositivos o dispositivos similares que contienen los
reactivos necesarios y, de preferencia, incluyen instrucciones escritas para la realizacién de los ensayos. El kit
descrito en el presente documento puede adaptarse para cualquier configuracion de ensayo y puede incluir
composiciones para realizar cualquiera de los diversos formatos de ensayo descritos en el presente documento. Los
kits para determinar la fraccion fetal comprenden composiciones que incluyen conjuntos de cebadores para
amplificar acidos nucleicos polimérficos presentes en una muestra materna como se describe y, cuando
corresponde, los reactivos para purificar el ADNcf, estan dentro del alcance de la divulgacion. En una realizacion, un
kit disefiado para permitir la cuantificacion de secuencias polimérficas fetales y maternas, por ejemplo, STR y/o SNP
y/o SNP en tandem, en una muestra de plasma de ADNCcf, incluye al menos un conjunto de oligo-nucledtidos
especificos de alelo especificos para un SNP seleccionado y/o region de repeticiones en tandem. Preferiblemente, el
kit incluye una pluralidad de conjuntos de cebadores para amplificar un panel de secuencias polimorficas. Un kit
puede comprender otros reactivos e/o informacion para genotipar o cuantificar alelos en una muestra (por ejemplo,
tampones, nucledtidos, instrucciones). Los kits también incluyen una pluralidad de contenedores de tampones y
reactivos apropiados.

Productos informaticos
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[0204] La determinacién de aneuploidia y/o la determinacion de la fraccion fetal se deriva computacionalmente de la
gran cantidad de informaciéon de secuencia que se obtiene de acuerdo con los métodos descritos en el presente
documento. En una realizacion, se describe en este documento un medio legible por computadora que tiene
almacenado en él instrucciones legibles por computadora para determinar la presencia o ausencia de aneuploidia a
partir de la informacién obtenida de la secuenciacion de acidos nucleicos fetales y maternos en una muestra
materna. En una realizacion, el medio legible por computadora utiliza informacion de secuencia obtenida de una
pluralidad de moléculas de acido nucleico maternas y fetales en una muestra de plasma materno para identificar una
serie de etiquetas de secuencia mapeadas para un cromosoma de interés y para un cromosoma de normalizacion.
Utilizando el numero de etiquetas de secuencia mapeadas identificadas para un cromosoma de interés y el nimero
de etiquetas de secuencia mapeadas identificadas para al menos un cromosoma normalizador, el medio legible por
computadora calcula una dosis de cromosoma para un cromosoma de interés; y compara la dosis de cromosoma
con al menos un valor umbral, y de ese modo identifica la presencia o ausencia de aneuploidia fetal. Ejemplos de
cromosomas de interés incluyen, sin limitacion de los cromosomas 21, 13, 18 y X.

[0205] En otra realizacion, se da a conocer en el presente documento un sistema de procesamiento de ordenador
que se adapta o configura para determinar la presencia o ausencia de aneuploidia de la informacién obtenida de la
secuenciacion Acidos nucleicos fetales y maternos en una muestra materna. El sistema de procesamiento
informatico esta adaptado o configurado para (a) utilizar informacion de secuencia obtenida de una pluralidad de
moléculas de acido nucleico maternas y fetales en una muestra de plasma materno para identificar una serie de
etiquetas de secuencia mapeadas para un cromosoma de interés; (b) utilizar la informacion de secuencia obtenida
de una pluralidad de moléculas de acido nucleico materno y fetal en una muestra de plasma materno para identificar
una serie de etiquetas de secuencia mapeadas para al menos un cromosoma normalizador; (c) utilizar el numero de
etiquetas de secuencia mapeadas identificadas para un cromosoma de interés en el paso (a) y el nimero de
etiquetas de secuencia mapeadas identificadas para al menos un cromosoma normalizador en el paso (b) para
calcular una dosis de cromosoma para un cromosoma de interés; y (d) comparar la dosis de cromosoma con al
menos un valor de umbral y, de ese modo, identificar la presencia o ausencia de aneuploidia fetal. Los ejemplos de
cromosomas de interés incluyen, sin limitacion, los cromosomas 21, 13, 18 y X.

[0206] En ofra realizacion, se da a conocer en el presente documento el aparato adaptado o configurado para
determinar la presencia o ausencia de aneuploidia de la informacién obtenida de la secuenciacién de acidos
nucleicos fetales y maternos en una muestra materna. El aparato esta adaptado o configurado para comprender (a)
un dispositivo de secuenciacion adaptado o configurado para secuenciar al menos una porcion de las moléculas de
acido nucleico en una muestra de plasma materno que comprende moléculas de acido nucleico materno vy fetal,
generando asi informacién de secuencia; y (b) un sistema de procesamiento informatico configurado para realizar
los pasos de: (i) utilizar la informacion de secuencia generada por el dispositivo de secuenciacién para identificar un
numero de etiquetas de secuencia mapeadas para un cromosoma de interés; (ii) usar la informaciéon de secuencia
generada por el dispositivo de secuenciacion para identificar un nimero de etiquetas de secuencia mapeadas para
al menos un cromosoma normalizador; (iii) usar el numero de etiquetas de secuencia mapeadas identificadas para
un cromosoma de interés en el paso (i) y el numero de etiquetas de secuencia mapeadas identificadas para al
menos un cromosoma normalizador en el paso (ii) para calcular una dosis de cromosoma para un cromosoma
interesar; y (iv) comparar dicha dosis de cromosoma con al menos un valor umbral, y de ese modo identificar la
presencia o ausencia de aneuploidia fetal. Los ejemplos de cromosomas de interés incluyen, sin limitacion, los
cromosomas 21, 13, 18 y X.

Ejemplo 1
Procesamiento de muestras y extraccion de ADNcf

[0207] Muestras de sangre periférica se obtuvieron de las mujeres embarazadas en su primer o segundo trimestre
del embarazo y que fueron considerados en riesgo de aneuploidia fetal. El consentimiento informado se obtuvo de
cada participante antes de la extraccion de sangre. La sangre se extrajo antes de la amniocentesis o de las
muestras de vellosidades coridnicas. El analisis del cariotipo se realizé con vellosidades coriénicas o muestras de
amniocentesis para confirmar el cariotipo fetal.

[0208] Sangre periférica extraida de cada sujeto se recogié en tubos ACD. Un tubo de muestra de sangre
(aproximadamente 6-9 ml/tubo) se transfirid a un tubo de centrifugacion de baja velocidad de 15 ml. La sangre se
centrifugd a 2640 rpm, 4°C durante 10 min usando la centrifuga Beckman Allegra 6 R y el modelo con rotor GA 3.8.

[0209] Para la extraccién de plasma libre de células, la capa superior de plasma se transfirié a un tubo de centrifuga
de 15 ml de alta velocidad y se centrifugd a 16.000 x g, 4°C durante 10 min usando centrifuga Beckman Coulter
Avanti J-E, y rotor JA-14. Los dos pasos de centrifugacion se realizaron dentro de las 72 h posteriores a la
extraccion de sangre. El plasma libre de células que comprende ADNcf se almacend a -80°C y se descongeld solo
una vez antes de la amplificacion de ADNcf en plasma o para la purificacion de ADNCf.

[0210] EI ADN libre de células purificado (cfDNA) se extrajo del plasma libre de células utilizando el Mini kit de ADN
en sangre QlAamp (Qiagen) esencialmente de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se afiadieron un mililitro
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de tampon AL y 100 pl de soluciéon de proteasa a 1 ml de plasma. La mezcla se incubd durante 15 minutos a 56°C.
Se afiadio un mililitro de etanol al 100% a la digestion de plasma. La mezcla resultante se transfirié a mini columnas
QlAamp que se ensamblaron con VacValvulas y VacConectores que se proporcionan en el conjunto de columna
QlAvac 24 Plus (Qiagen). Se aplico vacio a las muestras y el ADNCcf retenido en los filtros de la columna se lavo a
vacio con 750 pl de tampdn AW1, seguido de un segundo lavado con 750 pl de tampdén AW24. La columna se
centrifugé a 14.000 RPM durante 5 minutos para eliminar cualquier tampén residual del filtro. EI ADNcf se eluy6 con
tampon AE mediante centrifugacion a 14.000 RPM, y la concentracion se determiné utilizando la Plataforma de
cuantificacién Qubit™ (Invitrogen).

Ejemplo 2
Preparacion y secuenciacion de bibliotecas de secuenciacion primarias y enriquecidas
a. Preparacion de bibliotecas de secuenciacion - protocolo abreviado

[0211] Todas las bibliotecas de secuenciacion, es decir, las bibliotecas primarias y enriquecidas, se prepararon a
partir de aproximadamente 2 ng de ADNCcf purificado que se extraia de plasma materno. La preparacion de la
biblioteca se realizé utilizando los reactivos del conjunto de reactivos de ADN de preparacion de muestra de ADN
NEBNext™, serie 1 (niUmero de pieza E6000L; New England Biolabs, Ipswich, MA), para lllumina® de la siguiente
manera. Debido a que el ADN plasmatico libre de células es de naturaleza fragmentada, no se realiz6 una
fragmentacion adicional por nebulizacién o sonicacion en las muestras de ADN plasmatico. Los salientes de
aproximadamente 2 ng de fragmentos de ADNfc purificados contenidos en 40 ul se convirtieron en extremos romos
fosforilados de acuerdo con el médulo de reparacion del extremo NEBNext® incubando en un tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml el ADNcf con 5 yl de tampoén de fosforilacion 10X, 2 yl de mezcla de solucion de
desoxinucleodtido (10 mM cada dNTP), 1 pl de una dilucién 1:5 de ADN polimerasa |, 1 yl de ADN polimerasa T4 y 1
pl de quinasa de polinucleétido T4 proporcionada en el conjunto de reactivos de ADN de preparacion de muestras de
ADN NEBNext™ 1 durante 15 minutos a 20°C. Las enzimas se inactivaron por calor mediante la incubacion de la
mezcla de reaccion a 75°C durante 5 minutos. La mezcla se enfrid a 4°C, y la cola de dA del ADN de extremos
romos se realizé utilizando 10 pl de la mezcla maestra de cola de dA que contiene el fragmento Klenow (3’ a 5' exo
menos) (NEBNext™ DNA Sample Prep DNA Reagent Set 1), e incubacion durante 15 minutos a 37°C.
Posteriormente, el fragmento Klenow se inactivo por calor mediante la incubacion de la mezcla de reaccion a 75°C
durante 5 minutos. Después de la inactivacion del fragmento Klenow, se us6 1 pl de una dilucién 1:5 de Oligo Mix del
Adaptador Gendmico de lllumina (Nium. de Parte 1000521; lllumina Inc., Hayward, CA) para ligar los adaptadores de
lllumina (Adaptadores Y Sin indice) al ADN con cola de dA utilizando 4 pl de la ligasa de ADN T4 provista en el
conjunto de reactivos de ADN 1 de preparacion de muestra de ADN NEBNext™, incubando la mezcla de reaccion
durante 15 minutos a 25°C. La mezcla se enfri6 a 4°C y el ADNcf ligado con el adaptador se purificé a partir de
adaptadores no dilatados, dimeros adaptadores y otros reactivos utilizando perlas magnéticas proporcionadas en el
sistema de purificacion Agencourt AMPure XP PCR (Parte N° A63881; Beckman Coulter Genomics, Danvers, MA).
Se realizaron dieciocho ciclos de PCR para enriquecer selectivamente el ADNcf ligado con adaptador (25 pl)
utilizando la mezcla maestra de alta fidelidad Phusion ® (25 pl; Finnzymes, Woburn, MA) y los cebadores de PCR de
lllumina (0,5 ym cada uno) complementarios a adaptadores (n.° de pieza 1000537 y 1000537). EI ADN ligado con el
adaptador se sometio a PCR (98°C durante 30 segundos; 18 ciclos de 98°C durante 10 segundos, 65°C durante 30
segundos y 72°C durante 30; extension final a 72°C durante 5 minutos y manténgalo a 4°C) usando lllumina
Genomic PCR Primers (niumeros de pieza 100537 y 1000538) y la mezcla maestra PhusionHFPCR incluida en el
conjunto de reactivos de ADN de preparacion de muestras de ADN NEBNext™, conjunto 1, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. El producto amplificado se purificd utilizando el sistema de purificaciéon por PCR
Agencourt AMPure XP (Agencourt Bioscience corporation, Beverly, MA) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante disponibles en www.beckmangenomics.com/products/AMPureXPProtocol_000387v001.pdf. El producto
amplificado purificado se eluyé en 40 uyl de Qiagen EB Buffer, y se analizé la concentracion y la distribuciéon de
tamafios de las bibliotecas amplificadas utilizando el kit Agilent DNA 1000 para el bioanalizador 2100 (Agilent
technologies Inc., Santa Clara, CA).

b. Preparacion de bibliotecas de secuenciacion de protocolo de longitud completa.

[0212] EI protocolo de longitud completa descrito es esencialmente el protocolo estandar proporcionado por Illlumina,
y sélo difiere del protocolo lllumina en la purificacion de la biblioteca amplificada: el protocolo lllumina instruye que la
biblioteca amplificada se purific6 usando electroforesis en gel, mientras que el protocolo aqui descrito usa perlas
magnéticas para el mismo paso de purificacion. Aproximadamente 2 ng de ADNcf purificado que se habia extraido
del plasma materno se usaron para preparar una biblioteca de secuenciacion primaria utilizando el conjunto de
reactivos 1 de ADN de preparacién de muestra NEBNext™ (N° de pieza E6000L; New England Biolabs, Ipswich,
MA) para lllumina® esencialmente de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Todos los pasos, excepto la
purificacion final de los productos ligados con adaptador, que se realizaron con perlas magnéticas y reactivos de
Agencourt en lugar de la columna de purificacion, se realizaron de acuerdo con el protocolo que acompana a los
reactivos NEBNext™ para la preparacion de muestras para una biblioteca de ADN genémico secuenciada utilizando
el lllumina® GAIl. El protocolo NEBNext™ sigue esencialmente el proporcionado por lllumina, que esta disponible en
grcf.jhml.edu/hts/protocols/11257047_ChlP_Sample_Prep.pdf.
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[0213] Los salientes de aproximadamente 2 ng de fragmentos de ADNcf purificados contenidos en 40 pl se
convirtieron en extremos romos fosforilados de acuerdo con el moédulo de reparacion de extremo NEBNext®
incubando los 40 pl de ADNcf con 5 pl de tampén de fosforilacion 10X, 2 uyl de mezcla de solucidon de
desoxinucleétidos (10 mM cada dNTP), 1 ul de una dilucién 1:5 de ADN polimerasa |, 1 pl de ADN polimerasa T4 y 1
pl de quinasa de polinucledtido T4 proporcionada en el conjunto de reactivos de ADN de preparacion de muestra de
NEBNext™ un tubo de microcentrifuga de 200 pl en un termociclador durante 30 minutos a 20°C. La muestra se
enfrié a 4°C y se purifico utilizando una columna QIAQuick proporcionada en el kit de purificacion por PCR QIAQuick
(QIAGEN Inc., Valencia, CA) de la siguiente manera. La reaccion de 50 pl se transfirié a un tubo de microcentrifuga
de 1,5 ml y se agregaron 250 pl de tampdn Qiagen PB. Los 300 pl resultantes se transfirieron a una columna
QIlAquick, que se centrifugd a 13.000 RPM durante 1 minuto en una microcentrifuga. La columna se lavé con 750 pl
de Qiagen Buffer PE y se volvio a centrifugar. El etanol residual se eliminé mediante una centrifugacion adicional
durante 5 minutos a 13.000 RPM. EI ADN se eluy6 en 39 pl de Qiagen Buffer EB por centrifugacion. La cola de dA
de 34 pl del ADN de extremos romos se logré utilizando 16 pl de la mezcla maestra de colas de dA que contiene el
fragmento Klenow (3’ a 5' menos) (incubacion de muestra de ADN NEBNext™ Conjunto 1 de reactivos de ADN), e
incubacion durante 30 minutos a 37°C de acuerdo con el NEBNext® dA-Tailing Module del fabricante. La muestra se
enfrié a 4°C y se purificd utilizando una columna provista en el Kit de purificacion de PCR MinElute (QIAGEN Inc.,
Valencia, CA) de la siguiente manera. Los 50 ul de reaccion se transfirieron a 1,5 ml de tubo de microcentrifuga y se
agregaron 250 pl de Qiagen Buffer PB. Los 300 pl se transfirieron a la columna MinElute, que se centrifugd a 13.000
RPM durante 1 minuto en una microcentrifuga. La columna se lavo con 750 ul de Qiagen Buffer PE y se volvio a
centrifugar. El etanol residual se eliminé mediante una centrifugacion adicional durante 5 minutos a 13.000 RPM. El
ADN se eluy6 en 15 pl de Qiagen Buffer EB por centrifugacion. Diez microlitros del eluido de ADN se incubaron con
1 pl de una dilucién 1:5 de la lllumina Genomic Adapter Oligo Mix (Parte N° 1.000.521), 15 ul de 2X Quick Ligation
Reaction Buffer, y 4 pl Quick T4 DNA Ligase, durante 15 minutos a 25°C segun el modulo de ligadura rapida
NEBNext®. La muestra se enfrié a 4°C y se purificé utilizando una columna MinElute de la siguiente manera. Ciento
cincuenta microlitros de Qiagen Buffer PE se agregaron a la reaccion de 30 pl, y todo el volumen se transfirié a una
columna MinElute a una columna MinElute, que se centrifugd a 13.000 RPM durante 1 minuto en una
microcentrifuga. La columna se lavé con 750 pl de Qiagen Buffer PE y se volvié a centrifugar. El etanol residual se
eliminé mediante una centrifugacién adicional durante 5 minutos a 13.000 RPM. EIl ADN se eluyé en 28 pl de Qiagen
Buffer EB por centrifugacion. Veintitrés microlitros del eluato de ADN ligado al adaptador se sometieron a 18 ciclos
de PCR (98°C durante 30 segundos; 18 ciclos de 98°C durante 10 segundos, 65°C durante 30 segundos y 72°C
durante 30; extension final a 72°C durante 5 minutos, y mantener a 4°C) usando lllumina Genomic PCR Primers
(nimeros de pieza 100537 y 1000538) y la mezcla maestra de Phusion HF PCR proporcionada en el conjunto de
reactivos de ADN de preparacion de muestras de ADN NEBNext™, de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
El producto amplificado se purificod utilizando el sistema de purificacion por PCR Agencourt AMPure XP (Agencourt
Bioscience Corporation, Beverly, MA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante disponibles en
www.beckmangenomics.com/products/AMPureXPProtocol_000387v001.pdf. El sistema de purificacion por PCR
Agencourt AMPure XP elimina los dNTP, cebadores, dimeros de cebadores, sales y ofros contaminantes no
incorporados, y recupera los amplicones mayores de 100 pb. El producto amplificado purificado se eluyé de las
perlas de Agencourt en 40 pl de Qiagen EB Buffer y se analizé la distribucion de tamafios de las bibliotecas
utilizando el kit Agilent DNA 1.000 para el bioanalizador 2100 (Agilent technologies Inc., Santa Clara, CA).

c. Andlisis de las bibliotecas de secuenciacion preparadas de acuerdo con los protocolos abreviados (a) y
completos (b)

[0214] Los elctropherograms generados por el Bioanalizador se muestran en la Figura 7. La Figura 7 (A) muestra el
electroferograma de la ADN de biblioteca preparada a partir de ADNcf purificada a partir de muestra de plasma
M24228 utilizando el protocolo de longitud completa descrito en (a), y la Figura 7 (B) muestra el electroferograma
del ADN de la biblioteca preparado a partir de ADNcf purificado de la muestra de plasma M24228 utilizando el
protocolo de longitud completa descrito en (b). En ambas figuras, los picos 1 y 4 representan el marcador inferior de
15 pb y el marcador superior de 1.500, respectivamente; los nimeros sobre los picos indican los tiempos de
migracion para los fragmentos de la biblioteca; y las lineas horizontales indican el umbral establecido para la
integracion. El electroforegrama en la Figura 7 (A) muestra un pico menor de fragmentos de 187 pb y un pico mayor
de fragmentos de 263 pb, mientras que el electroferograma en la Figura 7 (B) muestra solo un pico a 265 pb. La
integracion de las areas de los picos dio como resultado una concentracion calculada de 0,40 ng/ul para el ADN del
pico de 187 pb en la Figura 7 (A), una concentracion de 7,34 ng/ul para el ADN del pico de 263 pb en la Figura 7
(A), y una concentracion de 14,72 ng/ul para el ADN del pico de 265 pb en la Figura 7 (B). Se sabe que los
adaptadores de lllumina que se ligaron al ADNcf tienen 92 pb, que cuando se sustraen del 265 pb, indican que el
tamafio maximo de pfcNA es de 173 pb. Es posible que el pico menor a 187 pb represente fragmentos de dos
cebadores que se ligaron de extremo a extremo. Los fragmentos de dos cebadores lineales se eliminan del producto
de la biblioteca final cuando se usa el protocolo abreviado. El protocolo abreviado también elimina otros fragmentos
mas pequefios de menos de 187 pb. En este ejemplo, la concentracién de ADNCcf ligado con adaptador purificado es
el doble que la del ADNCcf ligado con adaptador producido utilizando el protocolo de longitud completa. Se ha
observado que la concentracion de los fragmentos de ADNCcf ligados con el adaptador es siempre mayor que la
obtenida utilizando el protocolo de longitud completa (datos no mostrados).

[0215] Por lo tanto, una ventaja de la preparacion de la biblioteca de secuenciacion utilizando el protocolo abreviado
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es que la biblioteca obtenida consistentemente comprende sélo un pico principal en el intervalo 262-267bp mientras
que la calidad de la biblioteca preparada usando el protocolo de longitud completa varia como se refleja por el
numero y la movilidad de picos distintos de los que representan el ADNcf. Los productos que no son de ADNCcf
ocuparian espacio en la célula de flujo y disminuirian la calidad de la amplificacion del grupo y la imagen posterior de
las reacciones de secuenciacion, lo que subyace a la asignacion general del estado de aneuploidia. Se demostro
que el protocolo abreviado no afecta la secuenciacion de la biblioteca (consulte la Figura 8).

[0216] Otra ventaja de la preparacion de la biblioteca de secuenciacion utilizando el protocolo abreviado es que los
tres pasos enzimaticos de extremos romos, cola del dA, y el adaptador de la ligacién, tardan menos de una hora
para completar para apoyar la validacion y la aplicaciéon de un servicio de diagnostico de aneuploides rapida

[0217] Otra ventaja es que los tres pasos enzimaticos de extremos romos, cola de dA y ligadura del adaptador, se
realizan en el mismo tubo de reaccion, evitando asi multiples transferencias de muestras que potencialmente
conducirian a la pérdida de material y, lo que es mas importante, mezclar muestras y contaminacion de la muestra.

Ejemplo 3
Secuenciacion masiva paralela y determinacion de aneuploidia

[0218] Muestras de sangre periférica se obtuvieron de mujeres embarazadas y ADNcf se purificd de la fraccion de
plasma como se describe en el Ejemplo 1. Todas las bibliotecas de secuenciacion se prepararon utilizando el
protocolo de preparacion de biblioteca abreviado descrito en el Ejemplo 2. EI ADN amplificado se secuencio
utilizando Genoma Analizador de lllumina Il para obtener lecturas de un solo extremo de 36 pb. Solo se necesitan
aproximadamente 30 pb de informacion de secuencia aleatoria para identificar una secuencia como perteneciente a
un cromosoma humano especifico. Las secuencias mas largas pueden identificar de forma Unica objetivos mas
particulares. En el presente caso, se obtuvo un gran nimero de lecturas de 36 pb, que cubren aproximadamente el
10% del genoma. La secuenciacion del ADN de la biblioteca se realizé utilizando el Analizador de Genoma |l
(Mlumina Inc., San Diego, CA, EE.UU.) segun los protocolos estandar del fabricante. Las copias del protocolo para la
secuenciacion del genoma completo utilizando la tecnologia Illumina/Solexa se pueden encontrar en
BioTechniques.RTM. Protocol Guide 2007, publicado en diciembre de 2006: p. 29, y en la web en
biotechniques.com/default.asp? page=Protocol&subsection=article_display&id=112378. La biblioteca de ADN se
diluyé a InM y se desnaturalizé. EI ADN de biblioteca (5 pM) se sometié a amplificacién de grupo de acuerdo con el
procedimiento descrito en Cluster Station User Guide y Cluster Station Operations Guide de lllumina, disponible en
Internet en illumina.com/systems/genome_analyzer/cluster_station.ilmn. Al finalizar la secuenciacion de la muestra,
el "Software de control del secuenciador" de lllumina transfirié los archivos de imagen y de llamada base a un
servidor Unix que ejecuta el software lllumina Analyzer Pipeline de lllumina versién 1.51. El programa lllumina
"Gerald" se ejecutd para alinear secuencias con el genoma humano de referencia que se deriva del genoma hg18
proporcionado por el Centro Nacional de Informaciéon Biotecnologica (NCBI36/hg18, disponible en la web en
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway?org=Human&db=hg18&hgsid=166260105). Los datos de secuencia
generados por el procedimiento anterior que se alinearon de forma Unica con el genoma se leyeron desde la salida
de Gerald (archivos export.txt) por un programa (c2c.pl) que se ejecuta en una computadora que ejecuta el sistema
operativo Linnux. Las alineaciones de secuencia con desajustes de base se permitieron e incluyeron en los
recuentos de alineacién solo si se alineaban de forma uUnica con el genoma. Se excluyeron las alineaciones de
secuencia con coordenadas de inicio y final idénticas (duplicados).

[0219] Entre aproximadamente 5 y 15 millones de etiquetas de 36 pb con 2 o menos desajustes se asignaron de
forma Unica al genoma humano. Todas las etiquetas mapeadas se contaron e incluyeron en el calculo de las dosis
de cromosomas en las muestras de prueba y de calificacion. Las regiones que se extienden desde la base 0 hasta la
base 2 x 106, la base 10 x 106 hasta la base 13 x 106 y la base 23 x 106 hasta el final del cromosoma Y, se
excluyeron especificamente del analisis porque las etiquetas derivadas de fetos masculinos o femeninos se asignan
a estas regiones del cromosoma Y.

[0220] Se observé que alguna variacion en el nimero total de etiquetas de secuencia mapeadas a cromosomas
individuales a través de muestras secuenciadas en la misma serie (variacion inter-cromosémica), pero se observo
una variacion substancialmente mayor entre las diferentes secuencias de secuenciacion (variacion de ejecucion de
inter-secuenciacion).

Ejemplo 4

Dosis y varianza para los cromosomas 13, 18,21, Xe Y

[0221] Para examinar la extension de la variacion inter-cromosémica y de inter-secuenciacion en el numero de
etiqguetas de secuencia mapeadas para todos los cromosomas, plasma de ADNpc de la sangre periférica obtenido

de 48 pacientes embarazadas voluntarias se extrajo y se secuencié como se describe en el Ejemplo 1, y se analizé
como sigue.
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[0222] Se determind el numero total de etiquetas de secuencias que fueron asignadas a cada cromosoma (densidad
de etiqueta de secuencia). Alternativamente, el nimero de etiquetas de secuencia mapeadas puede normalizarse a
la longitud del cromosoma para generar una relacion de densidad de etiqueta de secuencia. La normalizacion a la
longitud del cromosoma no es un paso necesario, y se puede realizar Unicamente para reducir el nimero de digitos
en un numero para simplificarlo para la interpretacion humana. Las longitudes de cromosomas que se pueden usar
para normalizar los recuentos de etiquetas de secuencia pueden ser las longitudes proporcionadas en Internet en
gnome.ucsc.edu/goldenPath/stats.html#hg18.

[0223] La densidad de etiqueta de secuencia resultante para cada cromosoma estaba relacionado con la densidad
de etiqueta de secuencia de cada uno de los cromosomas restantes para derivar una dosis de cromosoma
cualificado, que se calculé como la relacion de la densidad de etiqueta de secuencia para el cromosoma de interés
por ejemplo, cromosoma 21, y la densidad de la etiqueta de secuencia de cada uno de los cromosomas restantes,
es decir, los cromosomas 1-20, 22 y X. La Tabla 1 proporciona un ejemplo de la dosis de cromosoma calificada
calculada para los cromosomas de interés 13, 18, 21, X e Y, determinada en una de las muestras calificadas. Las
dosis de cromosomas se determinaron para todos los cromosomas en todas las muestras, y las dosis promedio para
los cromosomas de interés 13, 18, 21, X e Y en las muestras calificadas se proporcionan en las Tablas 2 y 3, y se
representan en las Figuras 9-13. Las Figuras 9-13 también representan las dosis de cromosomas para las muestras
de prueba. Las dosis de cromosomas para cada uno de los cromosomas de interés en las muestras calificadas
proporcionan una medida de la variacion en el niumero total de etiquetas de secuencia mapeadas para cada
cromosoma de interés en relacién con la de cada uno de los cromosomas restantes. Asi, las dosis de cromosomas
calificadas pueden identificar el cromosoma o un grupo de cromosomas, es decir, un cromosoma normalizador, que
tiene una variacion entre las muestras mas cercana a la variacion del cromosoma de interés y que serviria como
secuencias ideales para normalizar los valores para una evaluacion estadistica adicional. Las figuras 14 y 15
representan las dosis promedio calculadas de cromosomas determinadas en una poblacién de muestras calificadas
para los cromosomas 13, 18 y 21, y los cromosomas X e Y.

[0224] En algunos casos, el mejor cromosoma normalizador puede no tener la menor variacion, pero puede tener
una distribucién de dosis calificadas que distinga mejor una muestra de prueba o muestras de las muestras
calificadas, es decir, el mejor cromosoma normalizador puede no tener la mas baja variacion, pero puede tener la
mayor diferenciabilidad. Por lo tanto, la diferenciabilidad explica la variacion en la dosis de cromosoma y la
distribucion de las dosis en las muestras calificadas.

[0225] Las tablas 2 y 3 proporcionan el coeficiente de variacion como la medida de la variabilidad y los valores de la
prueba t de Student como una medida de la diferenciabilidad para los cromosomas 18, 21, X e Y, en donde, cuanto
mas pequefio sea el valor de la prueba T, mayor la diferenciabilidad. La diferenciabilidad para el cromosoma 13 se
determiné como la proporcién de la diferencia entre la dosis media del cromosoma en las muestras calificadas y la
dosis para el cromosoma 13 en la Unica muestra de prueba T13, y la desviacion estandar de la media de la dosis
calificada.

[0226] Las dosis de cromosomas cualificados también sirven como la base para determinar los valores de umbral
cuando la identificacion de aneuploidias en muestras de ensayo como se describe en lo siguiente.
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TABLA 1
Dosis de cromosomas calificada para los cromosomas 13, 18, 21, Xe Y (n = 1; muestra #
11342, 46 XY)
Cromosoma chr 21 chr 18 chr13 chr X chrY

chr1 0,149901 0,306798 0,341832 0,490969 0,003958

chr2 0,15413 0,315452 0,351475 0,504819 0,004069

chr3 0,193331 0,395685 0,44087 0,633214 0,005104

chr4 0,233056 0,476988 0,531457 0,763324 0,006153

chr5 0,219209 0,448649 0,499882 0,717973 0,005787

chré 0,228548 0,467763 0,521179 0,748561 0,006034

chr7 0,245124 0,501688 0,558978 0,802851 0,006472

chr8 0,256279 0,524519 0,584416 0,839388 0,006766

chr9 0,309871 0,634203 0,706625 1,014915 0,008181

chr10 0,25122 0,514164 0,572879 0,822817 0,006633

chr11 0,257168 0,526338 0,586443 0,8423 0,00679

chr12 0,275192 0,563227 0,627544 0,901332 0,007265

chr13 0,438522 0,897509 1 1,436285 0,011578

chr14 0,405957 0,830858 0,925738 1,329624 0,010718

chr15 0,406855 0,832697 0,927786 1,332566 0,010742

chr16 0,376148 0,769849 0,857762 1,231991 0,009931

chr17 0,383027 0,783928 0,873448 1,254521 0,010112

chr18 0,488599 1 1,114194 1,600301 0,0129

chr19 0,535867 1,096742 1,221984 1,755118 0,014148

chr20 0,467308 0,956424 1,065642 1,530566 0,012338

chr21 1 2,046668 2,280386 3,275285 0,026401

chr22 0,756263 1,547819 1,724572 2,476977 0,019966

chrX 0,305317 0,624882 0,696241 1 0,008061

chrY 37,87675 77,52114 86,37362 124,0572 1

TABLA 2
Dosis de cromosomas calificada, varianza y diferenciabilidad para los cromosomas 21, 18 y
13

21 (n=35) 18 (n=40)

Promedio |DesEst CV |PruebaT |Promedio |DesEst CV |Prueba T
chr1  |0,15335 0,001997 |1,30 (3,18E-10 |0,31941 0,008384 |2,62 |0,001675
chr2 |0,15267 0,001966 |1,29 [9,87E-07 |0,31807 0,001756 |0,55 (4,39E-05
chr3 |0,18936 0,004233 |2,24 [1,04E-05 |0,39475 0,002406 |0,61 (3,39E-05
chr4  |0,21998 0,010668 4,85 [0,000501 0,45873 0,014292 |3,12 |0,001349
chr5 |0,21383 0,005058 |2,37 (1,43E-05 |0,44582 0,003288 |0,74 (3,09E-05
chré  |0,22435 0,005258 |2,34 [1,48E-05 |0,46761 0,003481 |0,74 (2,32E-05
chr7 |0,24348 0,002298 0,94 [2,05E-07 |0,50765 0,004669 |0,92 [9,07E-05
chr8 |0,25269 0,003497 |1,38 [1,52E-06 |0,52677 0,002046 |0,39 (4,89E-05
chr9 |0,31276 0,003095 |0,99 (3,83E-09 |0,65165 0,013851 |2,13 |0,000559
chr10 |0,25618 0,003112 |1,21 [2,28E-10 |0,53354 0,013431 |2,52 |0,002137
chr11 |0,26075 0,00247 0,95 |1,08E-09 |0,54324 0,012859 |2,37 |0,000998
chr12 |0,27563 0,002316 |0,84 [2,04E-07 |0,57445 0,006495 |1,13 |0,000125
chr13 |0,41828 0,016782 4,01 [0,000123 |0,87245 0,020942 |2,40 |0,000164
chr14 |0,40671 0,002994 |0,74 (7,33E-08 |0,84731 0,010864 |1,28 |0,000149
chr15 |0,41861 0,007686 |1,84 [1,85E-10 |0,87164 0,027373 |3,14 |0,003862
chr16 |0,39977 0,018882 4,72 (7,33E-06 |0,83313 0,050781 |6,10 |0,075458
chr17 |0,41394 0,02313 5,59 |0,000248 |0,86165 0,060048 |6,97 |0,088579
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chr18 10,47236 |0,016627 3,52 (1,3E-07
chr19 10,59435 |0,05064 8,52 |0,01494 1,23932 10,12315 9,94 (0,231139
chr20 |0,49464 |0,021839 (4,42 |2,16E-06 1,03023 |0,058995 5,73 |0,061101
chr21 2,03419 |0,08841 4,35 |2,81E-05
chr22 10,84824 |0,070613 8,32 |0,02209 1,76258 |0,169864 9,64 |0,181808
chrX 10,27846 |0,015546 5,58 |0,000213 0,58691 |0,026637 |4,54 |0,064883
TABLA 3
Dosis de cromosomas calificada, varianza y diferenciabilidad para los cromosomas 13, X e Y|
13 (n=47) X (n=19)
Promedio |DesEst |CV |Dif Promedio |DesEst [CV Prueba T
chr1 0,36536 0,01775 (4,86 (1,904 0,56717 0.025988 [4.58 [0.001013
chr2 0,36400 0,009817 (2,70 (2,704 0,56753 0.014871 |2.62 [9.6E-08
chr3 0,45168 0,007809 (1,73 {3,592 0,70524 0.011932 |1.69 |[6.13E-11
chr4 0,52541 0,005264 (1,00 {3,083 0,82491 0.010537 |1.28 [1.75E-15
chr5 0,51010 0,007922 (1,55 (3,944 0,79690 0.012227 |1.53 [1.29E-11
chr6 0,53516 0,008575 (1,60 (3,758 0,83594 0.013719 |1.64 |[2.79E-11
chr7 0,58081 0,017692 (3,05 (2,445 0,90507 0.026437 |2.92 |7.41E-07
chr8 0,60261 0,015434 (2,56 (2,917 0,93990 0.022506 |2.39 |(2.11E-08
chr9 0,74559 0,032065 (4,30 {2,102 1,15822 0.047092 4.07 |0.000228
chr10 0,61018 0,029139 |4,78 {2,060 0,94713 0.042866 [4.53 |0.000964
chr11 0,62133 0,028323 |4,56 (2,081 0,96544 0.041782 |4.33 |0.000419
chr12 0,65712 0,021853 (3,33 {2,380 1,02296 0.032276 |3.16 |3.95E-06
chr13 1,56771 0,014258 (0,91 |(2,47E-15
chr14 0,96966 0,034017 (3,51 {2,233 1,50951 0.05009 |3.32 |(8.24E-06
chr15 0,99673 0,053512 (5,37 (1,888 1,54618 0.077547 |5.02 |0.002925
chr16 0,95169 0,080007 (8,41 (1,613 1,46673 0.117073 |7.98 [0.114232
chr17 0,98547 0,091918 (9,33 (1,484 1,51571 0.132775 |8.76 |0.188271
chr18 1,13124 0,040032 (3,54 (2,312 1,74146 0.072447 |4.16 |0.001674
chr19 1,41624 0,174476 (12,32 {1,306 2,16586 0.252888 [11.68 [0.460752
chr20 1,17705 0,094807 (8,05 {1,695 1,81576 0.137494 |7.57 |0.08801
chr21 2,33660 0,131317 |5,62 (1,927 3,63243 0.235392 |6.48 |0.00675
chr22 2,01678 0,243883 (12,09 (1,364 3,08943 0.34981 |11.32 (0.409449
chrX 0,66679 0,028788 (4,32 (1,114
chr2-6 0,46751 0,006762 (1,45 |4,066
chr3-6 0,50332 0,005161 |1,03 {5,260
chr_tot 1,13209  [0,038485 [3,40 [2,7E-05
Y (n=26)
Promedio |DesEst |CV |PruebaT
Chr 1-22, X 10,00734 0,002611 {30,81 |1,8E-12

Ejemplo 5

45

Diagnéstico de la aneuploidia fetal mediante el uso de cromosomas normalizadores

[0227] Los ejemplos de diagndsticos de T21, T13, T18 y un caso de sindrome de Turner obtenidos usando los
cromosomas normalizadores, las dosis de cromosomas y la diferenciabilidad para cada uno de los cromosomas de
interés se describen en el Ejemplo 3.

[0228] Para aplicar el uso de dosis de cromosomas para evaluar la aneuploidia en una muestra de prueba biologica,
se obtuvieron muestras de sangre materna de voluntarias embarazadas y se preparé el ADNcf, y se secuencio una
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biblioteca de secuenciacion segun el Protocolo abreviado descrito en el Ejemplo 2 y analizado.
Trisomia 21

[0229] La Tabla 4 proporciona la dosis calculada para el cromosoma 21 en una muestra de prueba ejemplar (n°
11403). El umbral calculado para el diagndstico positivo de la aneuploidia T21 se establecié en >2 desviaciones
estandar de la media de las muestras calificadas (normales). Se proporcion6 un diagnoéstico para T21 basado en que
la dosis de cromosoma en la muestra de prueba fue mayor que el umbral establecido. Los cromosomas 14y 15 se
usaron como cromosomas normalizadores en calculos separados para mostrar que cualquiera de los cromosomas
tiene la variabilidad mas baja p. ej. el cromosoma 14, o un cromosoma que tiene la mayor diferenciabilidad p. ej. el
cromosoma 15, se puede utilizar para identificar la aneuploidia. Trece muestras de T21 fueron identificadas usando
las dosis de cromosomas calculadas y las muestras de aneuploidia eran T21 por cariotipo.

TABLA 4
Dosis de cromosoma para una aneuploidia T21 (muestra # 11403, 47 XY +21)
Densidad de la Dosis de cromosoma i
Cromosoma . . Limite
etiqueta de secuencia para Chr 21

Chr21 333.660

Chria 295,050 0,419672 0,412696

Chr21 333.660

Chri5 756 533 0,441038 0,433978

Trisomia 18

[0230] La Tabla 5 proporciona la dosis calculada para el cromosoma 18 en una muestra de prueba (n° 11390). El
umbral calculado para el diagndstico positivo de la aneuploidia T18 se establecié en 2 desviaciones estandar de la
media de las muestras calificadas (normales). Se proporcioné un diagnostico para T18 basado en que la dosis de
cromosoma en la muestra de prueba fue mayor que el umbral establecido. EI cromosoma 8 se utiliz6 como
cromosoma normalizador. En este caso, el cromosoma 8 tuvo la variabilidad mas baja y la mayor diferenciabilidad.
Se identificaron ocho muestras de T18 utilizando dosis de cromosomas, y se confirmé que eran T18 por cariotipo.

[0231] Estos datos muestran que un cromosoma normalizador puede tener tanto la variabilidad mas baja como la
mayor diferencia.

TABLA S

Dosis de cromosoma para una aneuploidia T21 (muestra n°® 11403, 47 XY +21)
Cromosoma|Densidad de la etiqueta de secuenciaDosis de cromosoma para Chr 21| Umbral
Chr18 602.506
Chr8 1.029.803

0,585069 0,530867

Trisomia 13

[0232] La tabla 6 proporciona la dosis calculada para el cromosoma 13 en una muestra de prueba (n° 51236). El
umbral calculado para el diagndstico positivo de aneuploidia T13 se establecié en 2 desviaciones estandar de la
media de las muestras calificadas. Se proporcion6 un diagnéstico para T13 basado en que la dosis de cromosoma
en la muestra de prueba fue mayor que el umbral establecido. La dosis de cromosoma para el cromosoma 13 se
calculd utilizando el cromosoma 5 o el grupo de cromosomas 3, 4, 5 y 6 como el cromosoma normalizador. Se
identificd una muestra de T13.

TABLA 6
Dosis de cromosoma para una aneuploidia T21 (muestra n° 11403, 47 XY +21)
Cromosoma Densidad de la etiqueta de Dosis de cromosoma para Umbral
secuencia Chr 21

Chr13 692.242 0,541343 0,52594

Chr5 1.278.749

Chr13 692.242 0,530472 0,513647
Chr3-6 1.304.954

[promedio]
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[0233] La densidad de etiqueta de secuencia para los cromosomas 3-6 es los recuentos promedio de etiqueta para
los cromosomas 3-6.

[0234] Los datos muestran que la combinacion de los cromosomas 3, 4, 5y 6 proporciona una variabilidad menor
que la del cromosoma 5, y la mayor diferenciabilidad que cualquiera de los otros cromosomas.

[0235] Por lo tanto, se puede usar un grupo de cromosomas como el cromosoma normalizador para determinar las
dosis de cromosomas e identificar aneuploidias.

Sindrome de Turner (monosomia X)

[0236] La Tabla 7 proporciona la dosis calculada para los cromosomas X e Y en una muestra de prueba (n° 51238).
El umbral calculado para el diagnéstico positivo del Sindrome de Turner (monosomia X) se establecié para el
cromosoma X en < -2 desviaciones estandar de la media, y para la ausencia del cromosoma Y en < -2 desviaciones
estandar de la media para muestras calificadas (normales).

TABLA 7
Dosis de cromosoma para una aneuploidia de Turners (XO) (muestra n.° 51238, 45 X)
Cromosoma Densidad de la etiqueta Dosis de cromosoma para Umbral
de secuencia ChrXyChrY
ChrX 873.631 0,786642 0,803832
Chr4 1.110.582
ChrY 1.321 0,001542101 0,00211208
Chr_Total (1-22, X) 856.623.6
(promedio)

[0237] Se comprobd que una muestra que tiene una dosis del cromosoma X menor que la del umbral conjunto tenia
menos de un cromosoma X. Se determiné que la misma muestra tenia una dosis de cromosoma Y que era menor
que el umbral establecido, lo que indica que la muestra no tenia un cromosoma Y. Por lo tanto, la combinacién de
dosis de cromosomas para X e Y se us6 para identificar las muestras del Sindrome de Turner (monosomia X).

[0238] Por lo tanto, el método descrito en el presente documento permite la determinacion de CNV de cromosomas.
En particular, el método permite la determinacién de aneuploidias cromosémicas por encima y por debajo de la
representacion mediante la secuenciacion masiva en paralelo del plasma de la madre ADNCcf y la identificacion de
cromosomas normalizados para el analisis estadistico de los datos de secuenciacion. La sensibilidad y la fiabilidad
del método permiten realizar pruebas precisas de aneuploidia en el primer y segundo trimestre.

Ejemplo 6
Determinacion de la aneuploidia parcial.

[0239] Se aplicé el uso de dosis de secuencia para la evaluacién de la aneuploidia parcial en una muestra de
ensayo biolégica de ADNcf que fue preparada a partir de plasma de sangre, y se secuencié como se describe en el
Ejemplo 1. Se confirmé r cariotipo que la muestra se derivd de un sujeto con una eliminacién parcial del cromosoma
11.

[0240] El analisis de los datos de secuenciacion para la aneuploidia parcial (eliminacion parcial del cromosoma 11,
es decir, q21-g23) se realizé6 como se describe para las aneuploidias cromosdmicas en los ejemplos anteriores. El
mapeo de las etiquetas de secuencia al cromosoma 11 en una muestra de prueba reveld una notable pérdida de
conteos de etiquetas entre los pares de bases 81000082-103000103 en el brazo q del cromosoma en relaciéon con
los conteos de etiquetas obtenidos para la secuencia correspondiente en el cromosoma 11 en las muestras
calificadas (datos no mostrados). Las etiquetas de secuencia asignadas a la secuencia de interés en el cromosoma
11 (810000082-103000103bp) en cada una de las muestras calificadas, y las etiquetas de secuencia asignadas a
todos los segmentos de 20 megabases en todo el genoma en las muestras calificadas, es decir, densidades de
etiquetas de secuencia calificadas, se utilizaron para determinar las dosis de secuencias calificadas como relaciones
de densidades de etiquetas en todas las muestras calificadas. La dosis media de secuencia, la desviacion estandar
y el coeficiente de variacion se calcularon para los 20 segmentos de megabase en todo el genoma, y la secuencia
de 20 megabase que tuvo la menor variabilidad fue la secuencia de normalizacion identificada en el cromosoma 5
(13000014-33000033bp) (véase tabla 8), que se utilizd para calcular la dosis para la secuencia de interés en la
muestra de prueba (consulte la Tabla 9). La Tabla 8 proporciona la secuencia de dosis para la secuencia de interés
en el cromosoma 11 (810000082-103000103bp) en la muestra de prueba que se calculdé como la proporcion de
etiquetas de secuencia asignadas a la secuencia de interés y las etiquetas de secuencia asignadas a la secuencia
de normalizacion identificada. La Figura 16 muestra las dosis de secuencia para la secuencia de interés en las 7
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muestras calificadas (O) y la dosis de secuencia para la secuencia correspondiente en la muestra de prueba (¢). La
media se muestra mediante la linea continua y el umbral calculado para el diagndstico positivo de aneuploidia
parcial que se establecié en 5 desviaciones estandar de la media se muestra mediante la linea discontinua. El
diagndstico de aneuploidia parcial se basé en que la dosis de secuencia en la muestra de prueba era inferior al
umbral establecido. La muestra de prueba se verificé mediante cariotipo para tener una eliminacién g21-g23 en el
cromosoma 11.

[0241] Por lo tanto, ademas de la identificacion de aneuploidias cromosémicas, el método de la descripcion se
puede utilizar para identificar aneuploidias parciales.

TABLA 8

Secuencia de normalizacién calificada, dosis y varianza para la secuencia Chr11: 81000082-
103000103 (muestras calificadas n=7)

Chr11: 81000082-103000103

Promedio DesEst Ccv
Chr5: 13000014-33000033 1,164702 0,004914 0,42
TABLA9
Dosis de secuencia de secuencia de interés (81000082-103000103) en el cromosoma
11 (muestra de prueba 11206)
Segmento de Densidad de la Dosis del segmento de Umbral
cromosoma etiqueta de secuencia | cromosoma para Chr 11 (q21-
g23)
Chr11: 81000082- 27.052 1,0434313 1,1401347
103000103
Chr5: 13000014- 25.926
33000033

Ejemplo 7

Determinacion simultanea de aneuploidia y fraccion fetal mediante secuenciacion masivamente paralela:
seleccion de SNP autosémicos para la determinacion de fraccion fetal

[0242] Un conjunto de 28 SNP autosomicos fueron seleccionados de una lista de 92 SNP (Pakstis et al, Hum Genet
127: 315-324 [2010]), y a partir de secuencias de SNP disponibles en Applied Biosystems en direccion de Internet
appliedbiosystems.com, y validado para su uso en amplificacion por PCR multiplexada y para secuenciacion
masivamente paralela para determinar la fraccién fetal con o sin determinar simultdneamente la presencia o
ausencia de aneuploidia. Los cebadores se disefiaron para hibridar con una secuencia cercana al sitio de los SNP
en el ADNCcf para asegurar que se incluya en la lectura de 36 pb generada a partir de la secuenciacion masivamente
paralela en el Analizador Gll de lllumina, y para generar amplicones de longitud suficiente para sufrir una
amplificacion de puente durante la formaciéon de racimos. Por lo tanto, los cebadores se disefiaron para generar
amplicones que tenian al menos 110 pb, que cuando se combinaron con los adaptadores universales (lllumina Inc.,
San Diego, CA) utilizados para la amplificacién de grupos, dieron como resultado moléculas de ADN de al menos
200 pb. Se identificaron secuencias de los cebadores, y conjuntos de cebadores, es decir, cebadores directo e
inversos, fueron sintetizados por Integrated DNA Technologies (San Diego, CA), y se almacenaron como una
soluciéon de 1uM para ser utilizado para la amplificacién de secuencias diana polimérficas como se describe en los
Ejemplos 5-8. La Tabla 10 proporciona los nimeros de ID de acceso de RefSNP (rs), los cebadores utilizados para
amplificar la secuencia de ADNc de destino y las secuencias de los amplicones que comprenden los posibles alelos
de SNP que se generarian utilizando los cebadores. Los SNP dados en la Tabla 10 se usaron para la amplificacion
simultanea de 13 secuencias diana en un ensayo multiplexado para determinar simultaneamente la fraccion fetal y la
presencia o ausencia de una aneuploidia en muestras de ADNcf derivadas de mujeres embarazadas. El panel
proporcionado en la Tabla 10 es un panel de SNP ejemplar. Se pueden emplear menos o mas SNP para enriquecer
el ADN fetal y materno para acidos nucleicos diana polimérficos. Los SNP adicionales que se pueden usar incluyen
los SNP que figuran en la Tabla 11. Los SNP en la Tabla 11 se validaron en amplificaciones de PCR multiplex, y se
secuenciaron con el analizador Genomell A como se describe anteriormente. Los alelos SNP en las Tablas 10 y 11
se muestran en negrita y estan subrayados.
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Ejemplo 8

Determinacion simultanea de aneuploidia y fraccion fetal: enriquecimiento de los acidos nucleicos maternos
y fetales en una muestra de la biblioteca de secuenciacion de ADNCcf.

[0243] Para determinar simultaneamente la fraccion fetal y la presencia o ausencia de una aneuploidia en una
muestra materna, se enriquecié una biblioteca de secuenciacidon primaria de acidos nucleicos maternos y fetales
para las secuencias de acido nucleico diana polimérficas, y se secuencié como sigue.

[0244] ADNCcf purificada se preparé a partir de una muestra de plasma materno como se describe en el Ejemplo 1.
Se utilizé6 una primera porcién de la muestra ADNcf purificado para preparar una biblioteca de secuenciacion
primaria utilizando el protocolo abreviado descrito en el Ejemplo 2. Una segunda porcién de la ADNcf purificada la
muestra se us6 para amplificar secuencias de acido nucleico diana polimorficas, es decir, SNP, y preparar una
biblioteca de secuencia de destino de la siguiente manera. EI ADNcf contenido en 5ul de ADNCcf purificado se
amplificé en un volumen de reaccién de 50 ul que contenia 7,5 ul de una mezcla de cebador 1 ym (Tabla 5), 10 pl de
NEB 5X Mastermix y 27 ul de agua. El ciclo térmico se realizé con el Gene Amp9700 (Applied Biosystems). Usando
las siguientes condiciones de ciclado: incubacion a 95°C durante 1 minuto, seguido de 30 ciclos a 95°C durante 20
segundos, 68°C durante 1 minuto y 68°C durante 30s, seguido de una incubacion final a 68°C durante 5 minutos. Se
agrego una retencion final a 4°C hasta que las muestras se retiraron para combinar con la porcion no amplificada de
la muestra de ADNc purificada. El producto amplificado se purificé utilizando el sistema de purificacion por PCR
Agencourt AMPure XP (Pieza N° A63881; Beckman Coulter Genomics, Danvers, MA). Se agregd una retencion final
a 4°C hasta que las muestras se retiraron para preparar la biblioteca diana. El producto amplificado se analizé con
un bioanalizador 2100 (Agilent Technologies, Sunnyvale, CA) y se determiné la concentracion del producto
amplificado. Una quinta parte del producto amplificado purificado se usé para preparar una biblioteca de
secuenciacion diana de acidos nucleicos polimoérficos amplificados como se describe en el Ejemplo 2. Las
bibliotecas de secuenciacion principal y la diana se diluyeron cada una a 10 nM, y la biblioteca diana se combiné en
una proporcién de 1:9 con la biblioteca de secuenciaciéon para proporcionar una biblioteca de secuenciacion
enriquecida. La secuenciacion de la biblioteca enriquecida se realiz6 como se describe en el Ejemplo. El analisis de
los datos de secuenciacion para determinar la aneuploidia se realizd6 como se describe en el Ejemplo 3 utilizando el
genoma humano hg18 como genoma de referencia. El analisis de los datos de secuenciacion para determinar la
fraccion fetal se realizd de la siguiente manera concomitante con el analisis para determinar la aneuploidia, se
analizaron los datos de secuenciacion para determinar la fraccion fetal. Tras la transferencia de la imagen y los
archivos de llamada base al servidor Unix que ejecuta la version 1,51 del software Illlumina "Genoma Analyzer
Pipeline", como se describe en el Ejemplo 2c., las lecturas de 36 pb se alinearon con un "genoma SNP" utilizando el
programa BOWTIE. El genoma de SNP se identificé como la agrupacion de las secuencias de ADN polimoérficas, es
decir, las SEQ ID NO: 1-56, que abarcan los alelos de los 13 SNP descritos en la Tabla 10 en el Ejemplo 7. Sdlo se
utilizaron las lecturas que se asignaron de forma Unica al genoma de SNP para el analisis de la fraccion fetal. Las
lecturas que coincidian perfectamente con el genoma de SNP se contaron como etiquetas y se filtraron. De las
lecturas restantes, solo las lecturas con uno o dos desajustes se contaron como etiquetas y se incluyeron en el
analisis. Se contaron las etiquetas asignadas a cada uno de los alelos SNP y se determiné la fraccion fetal.
Aproximadamente un millén del nimero total de etiquetas de secuencia obtenidas de la secuenciacién de la
biblioteca enriquecida correspondi6 a las etiquetas que se asignan al genoma de referencia de SNP. La Figura 17
muestra un grafico de la proporcién del numero de etiquetas de secuencia asignadas a cada cromosoma y el
numero total de etiquetas asignadas a todos los cromosomas (1-22, X e Y) obtenidos de la secuenciacion de una
biblioteca de ADNcf no enriquecida (¢), y biblioteca ADNcf enriquecida con 5% (j) o 10% (¢) biblioteca SNP multiplex
amplificada. El grafico indica que la combinacién de una biblioteca de secuencias polimoérficas amplificadas con una
biblioteca de secuencias no amplificadas de la muestra materna no afecta la informacién de secuenciacion utilizada
para determinar la aneuploidia. Los ejemplos de determinacion de la fraccion fetal para muestras obtenidas de
sujetos que portan un feto con una aneuploidia cromosomica se dan en las Tablas 12, 13 y 14 a continuacion.

a. Determinacion de la fraccion fetal
[0245] La fraccion fetal se calculé como:

% fraccion fetal aleloy = ((ZEtiquetas de secuencia fetal para aleloy) / (XEtiquetas de secuencia materna para aleloy))
x 100

donde alelox es un alelo informativo.
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TABLA 12

Determinacion simultanea de aneuploidia y fraccion fetal: determinacion de fraccion fetal

Muestra ID SNP RECUENTO DE FRACCION
(Cariotipo) ETIQUETAS SNP FETAL (%)
rs13182883,1|Chr, 561
5|longitud=111|alelo=A 441
rs13182883,2|Chr, 5918 ’
5|longitud=111|alelo=G
rs740598,1|Chr,10|longitud=114|alelo=A |5545 730
11409 (47, rs740598,2|Chr,10|longitud=114|alelo=G 405 ’
XY+21) rs8078417,1|Chr, 8189
17]longitud=110|alelo=C 6.74
rs8078417,2|Chr, 121470 s
17]longitud=110|alelo=T
rs576261,1|Chr,19|longitud=114|alelo=A |58342 762
rs576261,2|Chr,19|longitud=114|alelo=C |4443 ’
Fraccion Fetal (Media+D.E.) = 6,53+1,45
Muestra ID
rs1109037,1|Chr,2|longitud=126]alelo=A |12229 515
rs1109037,2|Chr,2|longitud=126|alelo=G |263 '
rs13218440, 1|Chr,
6|longitud=139|alelo=A 55949 3.09
rs13218440,2|Chr, 1729 ’
95133 (47, 6|longitud=139|alelo=G
XX+18) rs7041"|58,‘||Chr, 7281
9llongitud=1117]alelo=C 4,12
rs7041158,2|Chr,9|longitud=117|alelo=T |300
rs7205345,1|Chr,
16|longitud=116|alelo=C 53999 514
rs7205345,2|Chr, 1154 ’
16|longitud=116|alelo=G
Fetal Fraction (Mean+D.E.) = 2,9+0,9
Muestra ID
rs13218440,1|Chr, 1119
6|longitud=139|alelo=A 165
rs13218440,2|Chr, 67756 ’
6|longitud=139|alelo=G
rs560681,1|Chr,1|longitud=111|alelo=A |14123
51236 rs560681,2|Chr,1|longitud=111]alelo=G |732 5,18
(46,XY+13) : :
rs7205345,1|Chr, 18176
16|longitud=116|alelo=C 163
rs7205345,2|Chr, 506 ’
16|longitud=116|alelo=G
rs9866013,1|Chr,3|longitud=121|alelo=C |117 2,33
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Fraccion fetal (Media+D.E.) = 2,9+0,9

Muestra ID
rs9866013.2|Chr. 31|longitud=121|alelo=T 5024

Fraccion fetal (MediatD.E.) = 2,7+1,7

Muestra ID
rs1109037.1|Chr.2|longitud=126|alelo=A 19841 180
rs1109037.2|Chr.2|longitud=126|alele=G 357 '
rs9866013.1|Chr. 31|longitud=121|alelo=C 12931 3.81
rs9866013.2IChr. 31|longitud=121|alelo=T 493 '
rs7041158.1|Chr.9|longitud=117|alelo=C 2800

54430 (45,X0) rs7041158.2|Chr.9|longitud=117|alelo=T 119 4,25
rs740598.1|Chr.10|longitud=114|alelo=A 12903 487
rs740598.2|Chr.10|longitud=114|alelo=G 628 ’
rs10773760.1|Chr. 12]longitud=128|alelo=A 46324 165
rs10773760.2|Chr. 12]longitud=128|alelo=G 2154 '

Fraccion fetal (MediatD.E.) = 3,9+1,2

b. Determinacion de la aneuploidia.

[0246] La determinacion de la aneuploidia de los cromosomas 21, 13, 18 y X se realiz6 utilizando las dosis de
cromosoma como se describe en el Ejemplo 4. La dosis de cromosoma calificada, la varianza y la diferenciabilidad
para los cromosomas 21, 18, 13, X e Y se dan en las Tablas X y Y. La clasificacion de los cromosomas
normalizados identificados por las dosis de cromosomas determinadas a partir de la secuenciaciéon de la biblioteca
enriquecida fue la misma que la determinada por la secuenciacién de una biblioteca primaria (no enriquecida) del
Ejemplo 4. La Figura 17 muestra la secuenciacién de una biblioteca que ha sido enriquecida por secuencias diana
de polimorfos. p. ej. SNP, no se ve afectada por la inclusion de los productos SNP amplificados.

TABLA 13
Dosis de cromosomas calificada, varianza y diferenciabilidad para los cromosomas 21y 18

21 (n = 35) 18 (n = 40)

Promedio | Des. Est. | CV Pruebat | Promedio Des. Est. | CV Prueba t
chr1 0,15332 0,002129 | 1,39 1,06E-10 | 0,32451 0,008954 | 2,76 2,74E-03
chr2 | 0,15106 0,002053 | 1,36 8,562E-08 | 0,31984 0,001783 | 0,56 5,32E-05
chr3 | 0,18654 0,004402 | 2,36 8,07E-07 [ 0,39511 0,002364 | 0,60 1,93E-05
chr4 | 0,21578 0,011174 | 5,18 1,47E-04 | 0,45714 0,014794 | 3,24 1,37E-03
chr5 | 0,21068 0,005332 | 2,53 1,08E-06 | 0,44626 0,003250 | 0,73 3,18E-05
chré | 0,22112 0,005453 | 2,47 1,74E-06 | 0,46818 0,003434 | 0,73 2,24E-05
chr7 | 0,24233 0,002314 | 0,96 2,39E-08 | 0,51341 0,005289 | 1,03 1,24E-04
chr8 | 0,24975 | 0,003772 | 1,51 1,06E-07 | 0,52898 0,002161 | 0,41 6,32E-05
chr9 | 0,31217 0,003050 | 0,98 1,60E-09 | 0,66100 0,014413 | 2,18 8,17E-04
chr10 | 0,25550 0,003164 | 1,24 2,42E-11 | 0,54091 0,013953 | 2,58 2,26E-03
chr11 | 0,26053 0,002596 | 1,00 1,32E-10 | 0,55158 0,013283 | 2,41 1,29E-03
chr12 | 0,27401 0,002061 | 0,75 1,40E-08 | 0,58032 0,007198 | 1,24 1,57E-04
chr13 | 0,41039 0,017637 | 4,30 3,09E-05 [ 0,86961 0,021614 | 2,49 2,36E-04
chr14 | 0,40482 0,002908 | 0,72 1,10E-08 | 0,85732 0,011748 | 1,37 2,16E-04
chr15 | 0,41821 0,008238 | 1,97 1,24E-10 | 0,88503 0,029199 | 3,30 5,72E-03
chr16 | 0,40668 0,021232 | 5,22 2,91E-05 | 0,86145 0,056245 | 6,53 1,04E-01
chr17 | 0,42591 0,027001 | 6,34 5,85E-04 [ 0,90135 0,068151 | 7,56 1,24E-01
chr18 | 0,46529 0,016239 | 3,49 8,02E-09
chr19 | 0,63003 0,063272 | 10,04 | 3,30E-02 | 1,33522 0,150794 | 11,29 | 3,04E-01
chr20 | 0,49925 [ 0,023907 | 4,79 1,65E-05 | 1,05648 0,064440 | 6,10 7,98E-02
chr21 2,06768 0,087175 | 4,22 5,10E-05
chr22 | 0,88726 0,083330 | 9,39 3,43E-02 [ 1,87509 0,198316 | 10,58 | 2,43E-01
chrX | 0,27398 0,016109 | 5,88 1,16E-04 | 0,58665 0,027280 | 4,65 7,50E-02
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TABLA 14
Qualified Chromosome Dose, Variance and Differentiability for chromosomes 13, X and Y|

13 (n=47) X (n=20)

Avg Stdev CV |Diff Avg Stdev |CV T Test
chr1 0,37213 0,018589 |5,00 (2,41 0,58035 |0,02706 (4,66 |5,68E-05
chr2 0,36707 0,010067 |2,74 (3,03 0,57260 |0,01432 2,50 |[1,53E-09
chr3 0,45354 0,008121 (1,79 (3,67 0,70741 |0,01126 |1,59 [9,04E-13
chrd 0,52543 0,005306 (1,01 (2,39 0,82144 |0,01192 |1,45 |5,86E-16
chr5 0,51228 0,008273 (1,61 (3,95 0,79921 (0,01100 (1,38 |[2,32E-13
chré 0,53756 0,008901 (1,66 (3,91 0,83880 [0,01261 |1,50 |(3,64E-13
chr7 0,58908 0,018508 (3,14 (2,83 0,91927 (0,02700 |2,94 |1,86E-08
chr8 0,60695 0,015797 2,60 (3,05 0,94675 (0,02173 |2,30 |(3,40E-10
chr9 0,75816 0,033107 14,37 2,59 1,18180 |0,04827 4,08 |9,63E-06
chr10 0,62018 0,029891 14,82 (2,56 0,96642 |0,04257 (4,40 |4,55E-05
chr11 0,63248 0,029204 14,62 (2,55 0,98643 |0,04222 (4,28 |1,82E-05
chr12 0,66574 0,023047 (3,46 (2,76 1,03840 |0,03301 (3,18 |1,26E-07
chr13 1,56355 |0,01370 0,88 |6,33E-17
chr14 0,98358 0,035331 (3,59 (2,67 1,58114 |0,08076 |5,11 |2,29E-04
chr15 1,01432 0,055806 |5,50 (2,39 1,53464 |0,12719 8,29 |2,01E-02
chr16 0,98577 0,085933 18,72 (2,17 1,61094 |0,14829 9,21 |2,68E-02
chr17 1,03217 0,100389 (9,73 2,13 1,74904 |0,07290 4,17 |1,62E-04
chr18 1,13489 0,040058 (3,53 2,62 2,38397 |0,30515 (12,80 |1,07E-01
chr19 1,52678 0,203732 (13,34 (1,98 1,88186 |0,14674 (7,80 |1,56E-02
chr20 1,20919 0,100371 (8,30 (2,27 3,71853 |0,22406 |6,03 |4,21E-04
chr21 2,38087 0,132418 |5,56 (2,29 3,35158 (0,40246 |12,01 (8,66E-02
chr22 2,14557 0,271281 (12,64 2,13 0,58035 |0,02706 (4,66 |5,68E-05
chrX 0,66883 0,029157 4,36 |1,04
chr2-6 0,46965 0,006987 (1,49 4,17
chr3-6 0,50496 0,005373 |1,06 |5,16

Y (n=25)

Promedio |Des. Est. |CV Prueba T
Chr 1-22, X |0,00728 0,00227 |31,19 [1,30E-13

[0247] La dosis del cromosoma 21 se determiné utilizando el cromosoma 14 como el cromosoma de normalizacion;
La dosis del cromosoma 13 se determind utilizando el grupo de los cromosomas 3, 4, 5 y 6 como el cromosoma
normalizador; la dosis del cromosoma 18 se determiné utilizando el cromosoma 8 como cromosoma normalizador; y
la dosis del cromosoma X se determiné utilizando el cromosoma 4 como cromosoma normalizador. Los umbrales se
calcularon para ser 2 desviaciones estandar por encima y por debajo de la media determinada en las muestras
calificadas.

[0248] La tabla 12 muestra los datos para la determinacion de la fraccion fetal en muestras ejemplares. Los valores
de dosis de cromosomas calculados para los cromosomas 21, 18, 13, X e Y en muestras de prueba ejemplares
correspondientes se dan en las Tablas 15, 16, 17 y 18, respectivamente.

Trisomia 21

[0249] La Tabla 8 proporciona la dosis calculada para el cromosoma 21 en la muestra de prueba (11409). El
cromosoma 14 se utilizd como cromosomas normalizadores. El umbral calculado para el diagnéstico positivo de la
aneuploidia T21 se establecié en 2 desviaciones estandar de la media de las muestras calificadas (normales). Se
proporciond un diagnostico para T21 basado en que la dosis de cromosoma en la muestra de prueba fue mayor que
el umbral establecido. Las doce muestras de T21 que se confirmaron como T21 por cariotipo se identificaron en una
poblacion de 48 muestras de sangre.
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TABLA 15

Dosis de cromosoma para una aneuploidia T21
CromosomalDensidad de etiqueta de secuencialDosis de cromosoma para Chr 21({Umbral

Chr21 264.404
Chr14 601.605 0,439498 0,410634
Trisomia 18

[0250] La Tabla 9 proporciona la dosis calculada para el cromosoma 18 en una muestra de prueba (95133). El
cromosoma 8 se utilizé como cromosoma normalizador. En este caso, el cromosoma 8 tuvo la variabilidad mas baja
y la mayor diferenciabilidad. EI umbral calculado para el diagndstico positivo de la aneuploidia T18 se establecié en
>2 desviaciones estandar de la media de las muestras calificadas (no T18). Se proporcioné un diagnéstico para T18
basado en la dosis de cromosoma en la muestra de prueba es mayor que el umbral establecido. Se identificaron
ocho muestras de T18 utilizando dosis de cromosomas, y se confirmé que eran T18 mediante cariotipo.

TABLA 16

Dosis de cromosoma para una aneuploidia T18
CromosomalDensidad de etiqueta de secuencialDosis de cromosoma para Chr 18{Umbral

Chr18 604.291
Chr8 1.097.253 0,550731 0,533297
Trisomia 13

[0251] Las Tablas 10 y 11 proporcionan la dosis calculada para el cromosoma 13 en una muestra de prueba
(51236). El umbral calculado para el diagnéstico positivo de aneuploidia T13 se establecid en 2 desviaciones
estandar de la media de las muestras calificadas (no T13). La dosis de cromosoma para el cromosoma 13
proporcionada en la Tabla 10 se calculé utilizando la densidad de la etiqueta de secuencia para el cromosoma 4
como el cromosoma normalizador, mientras que la dosis dada en la Tabla 11 se determiné utilizando el promedio de
las relaciones de densidades de la etiqueta de secuencia para el grupo de cromosomas 3, 4, 5, y 6 como el
cromosoma normalizante. Se proporcioné un diagndstico para T13 basado en que la dosis de cromosoma en la
muestra de prueba fue mayor que el umbral establecido. Se identifico6 una muestra de T13 utilizando dosis de
cromosomas, y se confirmé que eran T13 mediante cariotipo.

[0252] Los datos muestran que la combinacion de los cromosomas 3, 4, 5, y 6 proporcionan una variabilidad (1,06)
que es similar a la del cromosoma 4 (1,01), lo que demuestra que un grupo de cromosomas se puede utilizar como
cromosoma normalizador para determinar las dosis de cromosomas e identificar aneuploidias.

TABLA 17

Dosis de cromosoma para una aneuploidia T13
CromosomaDensidad de la etiqueta de secuenciaDosis de cromosoma para Chr 13|Umbral

Chr13 669.872

Chra 1 244 791 0,538140 0,536044
TABLA 18

Dosis cromosémica para una aneuploidia T13

CromosomaDensidad de la etiqueta de secuenciaDosis de cromosoma para Chr 13|Umbral

Chr13 669.872

Chr3 1.385.881

Chr4 1.244.791 0,532674 0,515706

Chr5 1.229.257

Chr6 1.170.331

Sindrome de Turner (monosomia X)
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[0253] Se identificaron tres muestras con una dosis de cromosoma inferior a la del umbral establecido que tenian
menos de un cromosoma X. Se determiné que las mismas muestras tenian una dosis de cromosoma Y que era
menor que el umbral establecido, lo que indicaba que las muestras no tenian un cromosoma'Y.

[0254] Las dosis calculadas para los cromosomas X € Y en la muestra de ensayo de monosomia X ejemplar (54430)
se dan en la Tabla 12. El cromosoma 4 fue seleccionado como el cromosoma de normalizaciéon para calcular la
dosis para el cromosoma X; y todos los cromosomas, es decir, 1-22, e Y, se utilizaron como los cromosomas
normalizadores. El umbral calculado para el diagnéstico positivo del Sindrome de Turner (monosomia X) se
establecio para el cromosoma X en < -2 desviaciones estandar de la media, y para la ausencia del cromosoma Y en
<- 2 desviaciones estandar de la media para muestras calificadas (no monosomia X).

TABLA 19
Dosis de cromosoma para un sindrome de Turner (monosomia X)
Cromosoma Densidad de la etiqueta de | Dosis de cromosoma | Umbral
secuencia para Chr X
ChrX 904.049 0,777990 0,797603
Chr4 1.162.031
ChrY 390 0,0004462 0,002737754
Chr (1-22, X) 874.108,1
(Promedio)

[0255] De este modo, el método permite la determinacion simultanea de aneuploidias cromosomicas y la fraccion
fetal por secuenciaciéon masivamente paralela de una muestra materna que comprende una mezcla de ADNCcf fetal y
materno que se ha enriquecido para una pluralidad de secuencias polimoérficas, comprendiendo cada una de ellas un
SNP. En este ejemplo, la mezcla de acidos nucleicos maternos y fetales se enriquecié mediante la combinacion de
una porcion de una biblioteca de secuenciacion que se construy6 a partir de secuencias polimorfas maternas y
fetales amplificadas con una biblioteca de secuenciacion que se construyd a partir de la mezcla original de ADNcf
fetal y materna no amplificada.

Ejemplo 9

Determinacion simultanea de aneuploidia y fetal fraccion: Enriquecimiento de los acidos nucleicos maternos
y fetales en una muestra de ADNcf purificada

[0256] Para enriquecer el ADNcf fetal y materno contenido en una muestra purificada de ADNcf extraida de una
muestra de plasma materno, se usé una porcion del ADNcf purificado para amplificar secuencias de acido nucleico
diana polimdrficas, comprendiendo cada una de ellas un SNP seleccionado del panel de SNP dado en la Tabla 6.

[0257] Se obtuvo plasma libre de células de una muestra de sangre materna, y ADNcf se purificé a partir de la
muestra de plasma como se describe en el Ejemplo 1. Se determiné que la concentracion final era 92,8pg/ul.

[0258] EI ADNcf contenido en 5 pyl de ADNcf purificado se amplificé en un volumen de reaccién de 50 pl que
contenia 7,5 yl de una mezcla de cebador 1uM (Tabla 5), 10 yl de NEB 5X Mastermix y 27 pl de agua. El ciclo
térmico se realizd con el Gene Amp9700 (Applied Biosystems). Usando las siguientes condiciones de ciclado:
incubacion a 95°C durante 1 minuto, seguido de 30 ciclos a 95°C durante 20 segundos, 68°C durante 1 minuto y
68°C durante 30s, seguido de una incubacion final a 68°C durante 5 minutos. Se agregé una retencion final a 4°C
hasta que las muestras se retiraron para combinar con la porciéon no amplificada de la muestra de ADNc purificada.
El producto amplificado se purificd utilizando el sistema de purificacion por PCR Agencourt AMPure XP (Pieza N°
A63881; Beckman Coulter Genomics, Danvers, MA), y la concentracion se cuantificd utilizando el Nanodrop 2.000
(Thermo Scientific, Wilmington, DE). El producto de amplificaciéon purificado se diluyd 1:10 en agua y se agregaron
0,9 pl (371 pg) a 40 yl de muestra de ADNcp purificada para obtener un pico del 10%. El ADNcf enriquecido fetal y
materno presente en la muestra de ADNcf purificada se us6 para preparar una biblioteca de secuenciacion, y se
secuencio como se describe en el Ejemplo 2.

[0259] La Tabla 13 proporciona los recuentos de etiquetas obtenidos para cada uno de los cromosomas 21, 18, 13,
X e Y, es decir. densidad de la etiqueta de secuencia, y los recuentos de etiquetas obtenidos para las secuencias
polimérficas informativas contenidas en el genoma de referencia de SNP, es decir, densidad de etiquetas SNP. Los
datos muestran que la informacién de secuenciacion puede obtenerse a partir de la secuenciacién de una biblioteca
Unica construida a partir de una muestra de ADNcf materna purificada que se ha enriquecido para secuencias que
comprenden SNP para determinar simultaneamente la presencia o ausencia de aneuploidia y la fraccion fetal. En el
ejemplo dado, los datos muestran que la fraccion de ADN fetal en la muestra de plasma AFR105 fue cuantificable a
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partir de los resultados de la secuenciacion de cinco SNP informativos y se determiné que era del 3,84%. Se
proporcionan densidades de etiquetas de secuencia para los cromosomas 21, 13, 18, X e Y. La muestra AFR105 fue
la Unica muestra que se sometié al protocolo de enriquecimiento de ADNcf purificado para secuencias polimoérficas
amplificadas. Por lo tanto, no se proporcionaron los coeficientes de variacion y las pruebas de diferenciabilidad. Sin
embargo, el ejemplo muestra que el protocolo de enriquecimiento proporciona los recuentos de etiquetas necesarios
para determinar la aneuploidia y la fraccion fetal a partir de un solo proceso de secuenciacion.

TABLA 20

Determinacion simultanea de aneuploidia y fraccion fetal: Enriquecimiento de los acidos
nucleicos maternos y fetales en una muestra de ADNcf purificada

Aneuploidia

Cromosoma 21 Cromosoma |Cromosoma |Cromosoma |Cromosoma

18 13 X Y
S:C”uséﬂi?a de la etiqueta dej;7q765 359529 388204 572330 2219
Cariotipo Inafectado Inafectado |Inafectado |Inafectado |Inafectado
Fraccion fetal

DENSIDAD DE -
SNP ETIQUETA SNP FRACCION FETAL (%)
rs10773760.1|Chr.12|longitud=128|alelo=A 18903 281
rs10773760.2|Chr.12|longitud=128|alelo=G 532 '
rs1109037.1|Chr.2|longitud=126|alelo=A 347 543
rs1109037.2|Chr.2|longitud=126]alelo=G 6394 '
rs2567608.1|Chr.20|longitud=110|alelo=A 94503 174
rs2567608.2|Chr.20|longitud=110]alelo=G 1649 '
rs7041158.1|Chr.9|longitud=117|alelo=C 107 561
rs7041158.2|Chr.9|longitud= 17|alelo=T 6 ’
rs8078417.1|Chr.17|longitud=110]alelo=C 162668 3.61
rs8078417.2|Chr.17|longitud=110|alelo=T 5877 '

Fraccion fetal (MediatD.E.) = 3,8+1,6

Ejemplo 10

Determinacion simultanea de aneuploidia y fraccion fetal: enriquecimiento de acidos nucleicos maternos y
fetales en una muestra de plasma

[0260] Para enriquecer el ADNCcf fetal y materno contenido en una muestra de plasma original derivada de una mujer
embarazada, una porcién de la muestra de plasma original se us6 para amplificar secuencias de acido nucleico
diana polimorficas, comprendiendo cada una de ellas un SNP elegido del panel de SNP que figura en la Tabla 14, y
una porcion del producto amplificado se combind con la muestra de plasma original restante.

[0261] ADNCcf contenido en 15 ul de plasma libre de células se amplificé en un volumen de reaccion de 50 ul que
contenia 9 ul de una mezcla 1 ym de cebadores (15 plexTabla 5), 1 ul de polimerasa ADN de Phusion, 25 pl del
tampon de PCR en sangre 2X Phusion que contiene trifosfatos de desoxinucleétidos (ANTPs: dATP, dCTP, dGTP y
dTTP). El ciclo térmico se realizdé con el Gene Amp9700 (Applied Biosystems) utilizando las siguientes condiciones
de ciclo: incubacién a 95°C durante 3 minutos, seguido de 35 ciclos a 95°C durante 20 segundos, 55°C durante 30
segundos y 70°C durante 1 minuto, seguido de una incubacion final a 68°C durante 5 minutos. Se agregd una
retencion final a 4°C hasta que las muestras se retiraron para combinarlas con la porcién no amplificada del plasma
libre de células. El producto amplificado se diluy6 1:2 con agua y se analizé utilizando el Bioanalizador. Se diluyeron
3 ul adicionales de producto amplificado con 11,85 ul de agua para obtener una concentracion final de 2 ng/pl. Se
combinaron 2,2 ul del producto amplificado diluido con la muestra de plasma restante. EI ADNcf fetal y materno
enriquecido presente en la muestra de plasma se purificd como se describe en el Ejemplo 1, y se usé para preparar
una biblioteca de secuenciacion. La secuenciacion y el analisis de los datos de secuenciacion se realizaron como se
describe en los Ejemplos 2 y 3.

[0262] Los resultados se dan en la Tabla 21. En el ejemplo dado, los datos muestran que la fraccion de ADN fetal en
muestra de plasma SAC2517 fue cuantificable a partir de los resultados de la secuenciaciéon de un SNP informativo y
se determind que era 9,5%. En el ejemplo dado, se demostr6 que la muestra SAC2517 por cariotipo no se ve
afectada por las aneuploidias de los cromosomas 21, 13, 18, X e Y. Se proporcionan densidades de etiquetas de
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secuencia para los cromosomas 21, 13, 18, X e Y. La muestra SAC2517 fue la Unica muestra que se sometio al
protocolo de enriquecimiento de ADNcfc para secuencias polimoérficas amplificadas. Por lo tanto, no se pudieron
determinar los coeficientes de variacion y las pruebas de diferenciabilidad. El ejemplo demuestra que enriquecer la
mezcla de ADNCcf fetal y materno presente en una muestra de plasma para las secuencias de acido nucleico que
comprenden al menos un SNP informativo puede usarse para proporcionar la secuencia necesaria y los recuentos
de etiquetas de SNP para determinar la aneuploidia y la fraccion fetal de un solo proceso de secuenciacion.

TABLA 21

Determinacion simultanea de aneuploidia y fraccion fetal: enriquecimiento de acidos nucleicos|
maternos y fetales en una muestra de plasma
Aneuploidia

Cromosoma 21 %omosoma %omosoma Cromosoma x|{Cromosoma Y|
Densidad de la etiqueta de|;gqq5, 400582 470526 |714055 2449
secuencia
Cariotipo Inafectado Inafectado Inafectado |Inafectado Inafectado
Fraccion Fetal

RECUENTOS DE . o

SNP ETIQUETA FRACCION FETAL (%)
rs10773760.1|Chr.12|longitud=128|alelo=A 8536 9,49
rs10773760.2|Chr.12| longitud =128|alelo=G 89924

Ejemplo 11

Determinacion simultanea de aneuploidia y fraccion fetal en muestras maternas enriquecidas para
secuencias polimérficas que comprenden STR

[0263] Para determinar simultaneamente la presencia o ausencia de una aneuploidia y la fraccion fetal en una
mezcla de ADNcf fetal y materno obtenida de una muestra materna, la mezcla se enriquece para secuencias
polimérficas que comprenden STR, se secuencia y se analizan los datos. El enriquecimiento puede ser de una
biblioteca de secuenciaciéon como se describe en el Ejemplo 8, de una muestra de ADNCcf purificada como se
describe en el Ejemplo 9, o de una muestra de plasma como se describe en el Ejemplo 10. En cada caso, la
informacién de secuenciacion se obtiene de la secuenciacién de una sola biblioteca, que permite determinar
simultaneamente la presencia o ausencia de una aneuploidia y la fraccién fetal. Preferiblemente, la biblioteca de
secuenciacion se prepara utilizando el protocolo abreviado proporcionado en el Ejemplo 2.

[0264] Los STR que se amplifican se seleccionan de los STR codis y no codis descritos en la Tabla 22, y la
amplificacion de las secuencias polimorficas de STR se obtiene utilizando los conjuntos correspondientes de
cebadores proporcionados. Algunos de los STR se han descrito y/o analizado previamente para determinar la
fraccion fetal, se enumeran en la Tabla 22 y se describen en las solicitudes provisionales de EE.UU. 61/296.358 y
61/360.837.
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TABLA 22

miniSTR de CODIS y NON-CODIS

STR Ubicacion Rango | Accesion | Secuencias de cebador

Locus de de de (delanteral/inversa)

(Nombre cromosoma | tamaifo | GenBank

de (bp)

marcador)

Codis miniSTR loci*

CSF1PO 5033.1 89-129 | X14720 ACAGTAACTGCCTTCATAGATAG
(CSF1PO_F; SEQ ID NO:113)
GTGTCAGACCCTGTTCTAAGTA
(CSF1PO_R; SEQ ID NO:114)

FGA 4931.3 125- M64982 AAATAAAATTAGGCATATTTACAAGC

281 (FGA_F; SEQ ID NO:115)

GCTGAGTGATTTGTCTGTAATTG(FGA_R;
SEQ ID NO:116)

THO1 11p15.5 51-98 D00269 CCTGTTCCTCCCTTATTTCCC(THO1_F;
SEQ ID NO:117)
GGGAACACAGACTCCATGGTG(THO1_R;

SEQ ID NO:118)
TPOX 2p25.3 65-101 | M68651 CTTAGGGAACCCTCACTGAATG(TPOX_F

; SEQ ID NO:119)
GTCCTTGTCAGCGTTTATTTGC(TPOX _
R; SEQ ID NO:120)
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miniSTR de CODIS y NON-CODIS

STR Ubicacion Rango | Accesion Secuencias de cebador (delantera/inversa)
Locus de de de
(Nombre cromosoma | tamafo | GenBank
de (bp)
marcador)
Codis miniSTR loci*
VWA 12p13.31 88-148 | M25858 AATAATCAGTATGTGACTTGGATTGA(v
WA _F; SEQ ID NO:121)
ATAGGATGGATGGATAGATGGA(VW A_R ;
SEQ ID NO:122)
D3S1358 | 3p21.31 72-120 | NT_005997 | CAGAGCAAGACCCTGTCTCAT(D3S1358_ F;
SEQ ID NO:123)
TCAACAGAGGCTTGCATGTAT(D3S1358_R;
SEQ ID NO:124)
D5S818 5q23.2 81-117 | AC008512 | GGGTGATTTTCCTCTTTGGT(D5S818_F;
SEQ ID NO:125)
AACATTTGTATCTTTATCTGTATCCTTAT
TTAT(D5S8IR R: SEQIDNO:126) . . ..
D7S820 7921.11 136- AC004848 | GAACACTTGTCATAGTTTAGAACGAAC
176 (D7S820_F; SEQ ID NO:127)
TCATTGACAGAATTGCACCA(D7S820_R;
SEQ ID NO:128)
D8S1179 8q24.13 86-134 | AF216671 TTTGTATTTCATGTGTACATTCGTATC(D
7S820_F; SEQ ID NO:129)
ACCTATCCTGTAGATTATTTTCACTGTG
(D7S820_R; SEQ ID NO:130)
D13S317 13qg31.1 88-132 | AL353628 | TCTGACCCATCTAACGCCTA(D13S317_F;
SEQ ID NO:131)
CAGACAGAAAGATAGATAGATGATTGA
(D13S317_R; SEQ ID NO:132)
D16S539 16qg24.1 81-121 | AC024591 | ATACAGACAGACAGACAGGTG(D16S539 _F;
SEQ ID NO:133)
GCATGTATCTATCATCCATCTCT(D16S53
9 R; SEQ ID NO:134)
D18S51 18921.33 113- AP001534 | TGAGTGACAAATTGAGACCTT(D18S51_F ;
193 SEQ ID NO:135)
GTCTTACAATAACAGTTGCTACTATT(D1
8S51_R; SEQ ID NO:136)
D21S11 21921.1 153- AP000433 | ATTCCCCAAGTGAATTGC(D21S11_F; SEQ
221 ID NO:137)
GGTAGATAGACTGGATAGATAGACGA(D
21S11_R; SEQ ID NO:138)
D2S1338 | 2935 90-142 | AC01036 TGGAAACAGAAATGGCTTGG(D2S1338_F
;SEQ ID NO:139)
GATTGCAGGAGGGAAGGAAG(D2S1338_R;
SEQ ID NO:140)
Penta D 21922.3 94-167 | AP001752 | GAGCAAGACACCATCTCAAGAA(Penta D_F;
SEQ ID NO:141)
GAAATTTTACATTTATGTTTATGATTCTC
T(Penta D_R; SEQ ID NO:142)
Penta E 15q26.2 80-175 | AC027004 | GGCGACTGAGCAAGACTC(Penta E _F; SEQ
ID NO:143)
GGTTATTAATTGAGAAAACTCCTTACA(P
enta E_R; SEQ ID NO:144)
miniSTR loci no codis*
D22S1045 | 22q12.3 82-115 | AL022314 | ATTTTCCCCGATGATAGTAGTCT(D22S1045_
(17)F; SEQ ID NO:145)
GCGAATGTATGATTGGCAATATTTTT(D22S
1045_R; SEQ ID NO:146)
D20S1082 | 20g13.2 73-101 | AL158015 | ACATGTATCCCAGAACTTAAAGTAAAC(D2

0S1082_ F; SEQ ID NO:147)
GCAGAAGGGAAAATTGAAGCTG(D20S1082
_R; SEQ ID NO: 148)
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miniSTR de CODIS y NON-CODIS

STR
Locus
(Nombre
de
marcador)

Ubicacion
de
cromosoma

Rango
de
tamano

(bp)

Accesion
de
GenBank

Secuencias de cebador (delantera/inversa)

Codis miniSTR loci*

D20S482

20p13

85-126

AL121781
(14) F;

CAGAGACACCGAACCAATAAGA(D20S482_
SEQ ID NO:149)
GCCACATGAATCAATTCCTATAATAAA
(D20S482_R;SEQ ID NO:150)

D18S853

18p11.31

82-104

AP005130
(1)

GCACATGTACCCTAAAACTTAAAAT(D18S8
53_F; SEQ ID NO:151)
GTCAACCAAAACTCAACAAGTAGTAA(D18
S853 R; SEQ ID NO:152)

D17S1301

17925.1

114-
139

AC016888
(12)

AAGATGAAATTGCCATGTAAAAATA(D17S1
301_F; SEQ ID NO:153)
GTGTGTATAACAAAATTCCTATGATGG(D17
S1301_R; SEQ ID NO:154)

D17S974

17p13.1

114-
139

AC034303
(10)

GCACCCAAAACTGAATGTCATA(D17S974 _F ;
SEQ ID NO:155)
GGTGAGAGTGAGACCCTGTC(D17S974 R;
SEQ ID NO:156)

D14S1434

14932.13

70-98

AL121612
(13)

TGTAATAACTCTACGACTGTCTGTCTG(D14
S1434_F; SEQ ID NO:157)
GAATAGGAGGTGGATGGATGG(D14S1434 R ;
SEQ ID NO:158)

D12ATAG3

1223.3

76-106

AC009771
(13)

GAGCGAGACCCTGTCTCAAG(D 12ATAG3F;
SEQ ID NO:159)
GGAAAAGACATAGGATAGCAATTT(D12AT
A63_R; SEQ ID NO:160)

D11S4463

11925

88 -
116

AP002806
(14)

TCTGGATTGATCTGTCTGTCC(D11S4463 F;
SEQ ID NO:161)
GAATTAAATACCATCTGAGCACTGAA(D11S
4463 _R; SEQ ID NO:162)

D10S1435

10p15.3

82-139

AL354747
(1

TGTTATAATGCATTGAGTTTTATTCTG(D10S
1435_F; SEQ ID NO:163)
GCCTGTCTCAAAAATAAAGAGATAGACA((D
10S1435_R; SEQ ID NO:164)

D10S1248

10q26.3

79 -
123

AL391869
(13)

TTAATGAATTGAACAAATGAGTGAG(D 10S1
248 _F; SEQ ID NO:165)
GCAACTCTGGTTGTATTGTCTTCAT(D 1 0812
48_R; SEQ ID NO:166)

D9S2157

9q34.2

71 -
107

AL162417
(10)

CAAAGCGAGACTCTGTCTCAA(D9S2157_F;
SEQ ID NO:167)
GAAAATGCTATCCTCTTTGGTATAAAT(D9S
2157_R; SEQ ID NO:168)

D9S1122

9g21.2

93 -
125

AL161789
(12)

GGGTATTTCAAGATAACTGTAGATAGG(D9

S1122_F; SEQ ID NO:168)

GCTTCTGAAAGCTTCTAGTTTACC(D9S1122
R; SEQ ID NO:170)

D8S1115

8p11.21

63 - 96

AC090739
©)

TCCACATCCTCACCAACAC(D8S1115_F; SEQ
ID NO:171)
GCCTAGGAAGGCTACTGTCAA(D8S11 15_R:
SEQ ID NO:172)

D6S1017

6p21.1

81-
110

AL035588
(10)

CCACCCGTCCATTTAGGC(D6S1017_F; SEQ ID
NO:173)
GTGAAAAAGTAGATATAATGGTTGGTG(D6
$1017 _R; SEQ ID NO:174)

D6S474

6921

107-
136

AL357514
(a7

GGTTTTCCAAGAGATAGACCAATTA(D6SA474_F;
SEQ ID NO:175)
GTCCTCTCATAAATCCCTACTCATATC(D6S
474 _R; SEQ ID NO:176)
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miniSTR de CODIS y NON-CODIS
STR Locus | Ubicacion Rango | Accesion | Secuencias de cebador (directo/inversa)

(Nombre de | de de de

marcador) cromosoma | tamaio | GenBank
(bp)

Codis miniSTR loci*

D5S2500 5911.2 85 - AC008791 | CTGTTGGTACATAATAGGTAGGTAGGT(D5S
126 (17) 2500_F; SEQ ID NO:177)

GTCGTGGGCCCCATAAATC(D5S2500_R;
SEQ ID NO:178)

D4S2408 4p15.1 85 - AC110763 | AAGGTACATAACAGTTCAATAGAAAGC(D4
109 (9) S2408 _F; SEQ ID NO:179)
GTGAAATGACTGAAAAATAGTAACCA(D4S
2408 R; SEQ ID NO:180)

D4S2364 4922.3 67-83 AC022317 | CTAGGAGATCATGTGGGTATGATT(D4S2364
(9) U_F; SEQID NO:181)
GCAGTGAATAAATGAACGAATGGA(D4S236
4 R; SEQ ID NO:182)

D3S4529 3p12.1 111- AC117452 | CCCAAAATTACTTGAGCCAAT(D3 S452_F;
139 (13) SEQ ID NO:183)
GAGACAAAATGAAGAAACAGACAG(D3s45
2 R; SEQ ID NO:184)

D3S3053 3q26.31 84-108 | AC069259 | TCTTTGCTCTCATGAATAGATCAGT(D3S305
(9) 3_F; SEQ ID NO:185)
GTTTGTGATAATGAACCCACTCAG(D3S3053
_R; SEQ ID NO:186)

D2S1776 2924.3 127 - AC009475 | TGAACACAGATGTTAAGTGTGTATATG(D2S
161 (11) 1776_F; SEQ ID NO:187)
GTCTGAGGTGGACAGTTATGAAA(D2S1776_
R; SEQ ID NO:188)

D2S441 2p14 78 - AC079112 | CTGTGGCTCATCTATGAAAACTT(D2S441_F;
110 (12) SEQ ID NO:189)
GAAGTGGCTGTGGTGTTATGAT(D2S441_R,;
SEQ ID NO:190)

D1S1677 1923.3 81 - AL513307 | TTCTGTTGGTATAGAGCAGTGTTT(D1S1677
117 (15) _F; SEQ ID NO:191)
GTGACAGGAAGGACGGAATG(D1S1677_R;
SEQ ID NO:192)

D1S1627 1p21.1 81-100 | AC093119 | CATGAGGTTTGCAAATACTATCTTAAC(D1S
(13) 1627_F; SEQ ID NO:193)
GTTTTAATTTTCTCCAAATCTCCA(D1S1627_
R; SEQ ID NO:194)

D1GATA113 | 1p36.23 81 - 297987 TCTTAGCCTAGATAGATACTTGCTTCC(D1G
105 (11) ATA113_F; SEQ ID NO:195)
GTCAACCTTTGAGGCTATAGGAA(D1GATA
113_R; SEQ ID NO:196)

*(Butler et al., J Forensic Sci 5:1054-1064; Hill et al., Poster #44- 17th International Symposium on
Human Identification - 2006)

[0265] Los miniSTR proporcionados en la Tabla 22 se han utilizado con éxito para determinar la fraccién fetal en
muestras de ADNcf de plasma obtenidas de mujeres embarazadas con fetos masculinos o femeninos, utilizando
electroforesis capilar (consulte la Tabla 24 en el Ejemplo 15) para identificar y cuantificar los alelos de fetalidad y la
maternidad. Por lo tanto, se espera que las secuencias polimérficas que comprenden otros STR, por ejemplo, los
STR restantes de la Tabla 22 se puedan usar para determinar la fraccion fetal mediante métodos de secuenciacion
masivamente paralelos.

[0266] La secuenciacion de la biblioteca enriquecida para secuencias polimérficas de STR se realiza usando una
tecnologia NGS, por ejemplo, secuenciacién masivamente paralela por sintesis. Las lecturas de secuencia de
longitudes de al menos 100 pb se alinean con un genoma de referencia, por ejemplo, la secuencia del genoma
humano de referencia NCBI36/hg18, y con un genoma de STR, y el nimero de etiquetas de secuencia asignadas al
genoma humano de referencia y el genoma de referencia de STR obtenido para alelos informativos se utiliza para
determinar la presencia o ausencia de aneuploidia y la fraccion fetal, respectivamente. EI genoma de referencia de
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STR incluye las secuencias de amplicones amplificados a partir de los cebadores dados.
Ejemplo 12

Determinacion simultanea de aneuploidia y fraccion fetal mediante secuenciacion masiva en paralelo de
muestras maternas enriquecidas para secuencias polimérficas que comprenden SNP en tandem

[0267] Para determinar simultaneamente la aneuploidia y la fraccion fetal en muestras maternas que comprenden
acidos nucleicos maternos y fetales, las muestras de plasma, las muestras de ADNcf purificadas y las muestras de
la biblioteca de secuenciacion se enriguecen para las secuencias de acido nucleico diana polimoérficas,
comprendiendo cada una de ellas un par de SNP en tandem seleccionados entre rs7277033-rs2110153; rs2822654-
rs1882882; rs368657-rs376635; rs2822731-rs2822732; rs1475881-rs7275487; rs1735976-rs2827016; rs447340-
rs2824097; rs418989-rs13047336; rs987980-rs987981; rs4143392-rs4143391; rs1691324-rs1305434; rs11909758-
rs9980111; rs2826842-rs232414; rs1980869-rs1980970; rs9978999-rs9979175; rs1034346-rs12481852; rs7509629-
rs2828358; rs4817013-rs7277036; rs9981121-rs2829696; rs455921-rs2898102; rs2898102-rs458848; rs961301-
rs2830208; rs2174536-rs458076; rs11088023-rs11088024; rs1011734-rs1011733; rs2831244-rs9789838;
rs8132769-rs2831440; rs8134080-rs2831524; rs4817219-rs4817220; rs2250911-rs2250997, rs2831899-rs2831900;
rs2831902-rs2831903; rs11088086-rs2251447; rs2832040-rs11088088; rs2832141-rs2246777; rs2832959-
rs9980934; rs2833734-rs2833735; rs933121-rs933122; rs2834140-rs12626953; rs2834485-rs3453; rs9974986-
rs2834703; rs2776266-rs2835001; rs1984014-rs1984015; rs7281674-rs2835316; rs13047304-rs13047322;
rs2835545-rs4816551;  rs2835735-rs2835736; rs13047608-rs2835826; rs2836550-rs2212596; rs2836660-
rs2836661; rs465612-rs8131220; rs9980072-rs8130031; rs418359-rs2836926; rs7278447-rs7278858; rs385787-
rs367001; rs367001-rs386095; rs2837296-rs2837297; y rs2837381-rs4816672. Los cebadores utilizados para
amplificar las secuencias de destino que comprenden los SNP en tandem estan disefiados para abarcar ambos
sitios de SNP. Por ejemplo, el cebador directo esta disefiado para abarcar el primer SNP, y el cebador inverso esta
disefiado para abarcar el segundo par de SNP en tandem, es decir, cada uno de los sitios de SNP en el par en
tandem se engloba dentro de los 36 pb generados por el método de secuenciacion. La secuenciacion de extremos
emparejados se puede usar para identificar todas las secuencias que abarcan los sitios SNP en tandem. Los
conjuntos ejemplares de cebadores que se utilizan para amplificar los SNP en tandem descritos en este documento
son: rs7277033-rs2110153_F: TCCTGGAAACAAAGTATT (SEQ ID NO: 197) y rs7277033-rs2110153_R:
AACCTTACAACAAAGCTAGAA (SEQ ID NO:198), conjunto rs2822654-rs1882882_F:
ACTAAGCCTTGGGGATCCAG (SEQ ID NO: 199) y rs2822654-rs1882882_R: TGCTGTGGAAATACTAAAAGG
(SEQ ID NO:200), conjunto rs368657-rs376635_F:CTCCAGAGGTAATCCTGTGA (SEQ ID NO:201) y rs368657-

rs376635_R:TGGTGTGAGATGGTATCTAGG (SEQ ID NO:202), rs2822731-
rs2822732_F:GTATAATCCATGAATCTTGTTT (SEQ ID NC:203) y rs2822731-
rs2822732_R:TTCAAATTGTATATAAGAGAGT (SEQ ID NO:204), rs1475881-

rs7275487_F:GCAGGAAAGTTATTTTTAAT (SEQ ID NO:205) 'y rs1475881-rs7275487_R:TGCTTGA-
GAAAGCTAACACTT (SEQ ID NO:206), rs1735976-rs2827016F:CAGTGTTTGGAAATTGTCTG (SEQ ID NO:207) y
rs1735976-rs2827016_R: GGCACTGGGAGATTATTGTA (SEQ ID NO: 208), rs447349-rs2824097_F:
TCCTGTTGTTAAGTACACAT (SEQ ID NO: 209) y rs447349-rs2824097_R: GGGCCGTAATTACTTTTG (SEQ ID
NO: 210), rs418989-rs13047336_F: ACTCAGTAGG CACTTTGTGTC (SEQ ID NO: 211) y rs418989-rs13047336_R:
TCTTCCACCACACCAATC (SEQ ID NO: 212), rs987980-rs987981_F:.TGGCTTTTCAAAGGTAAAA (SEQ ID
NO:213) y rs987980-rs987981_R: GCAACGTTAACATCTGAATTT (SEQ ID NO:214), rs4143392-rs4143391_F:
rs4143392-rs4143391 (SEQ ID NO: 215) y rs4143392-rs4143391_R: ATTTTATATGTCATGATCTAAG (SEQ ID NO:
216), rs1691324-rs13050434_F: AGAGATTACAGGTGTGAGC (SEQ ID NO: 217) y rs1691324-rs13050434_R:
ATGATCCTCAACTGCCTCT (SEQ ID NO:218), rs11909758-rs9980111_F: TGAAACTCAAAAGAGAAAAG (SEQ ID
NO:219) y rs11909758-rs9980111_R: ACAGATTTCTACTTAAAATT (SEQ ID NO:220), rs2826842-rs232414_F:
TGAAACTCAAAAGAGAAAAG (SEQ ID NO:221) y rs2826842-rs232414_R: ACAGATTTCTACTTAAAATT (SEQ ID
NO:22), rs2826842-rs232414_F: GCAAAGGGGTACTCTATGTA (SEQ ID NO:223) y rs2826842-rs232414_R:
TATCGGGTCATCTTGTTAAA (SEQ ID NO:224), rs1980969-rs1980970_F: TCTAACAAAGCTCTGTCCAAAA (SEQ
ID NO:225) y rs1980969-rs1980970_R: CCACACTGAATAACTGGAACA (SEQ ID NO:226), rs9978999-
rs9979175_F: GCAAGCAAGCTCTCTACCTTC (SEQ ID NO:227) y rs9978999-rs9979175_R:
TGTTCTTCCAAAATTCACATGC (SEQ ID NO:228), rs1034346-rs12481852_F: ATTTCACTATTCCTTCATTTT (SEQ
ID NO:229) y rs1034346-rs12481852_R: TAATTGTTGCACACTAAATTAC (SEQ ID NO:230), rs4817013-
rs7277036_F: AAAAAGCCACAGAAATCAGTC (SEQ ID NO:231) y rs4817013-rs7277036_R:
TTCTTATATCTCACTGGGCATT (SEQ ID NO:232), rs9981121rs2829696_F: GGATGGTAGAAGAGAAGAAAGG
(SEQ ID NO:233) y rs9981121-rs2829696_R: GGATGGTAGAAGAGAAGAAAGG (SEQ ID NO:234), rs455921-
rs2898102_F: TGCAAAGATGCAGAACCAAC (SEQ ID NO:235) y rs455921-rs2898102_R:
TTTTGTTCCTTGTCCTGGCTGA (SEQ ID NO:236), rs2898102-rs458848_F: TGCAAAGATGCAGAACCAAC (SEQ
ID NO:237) y rs2898102rs458848_R: GCCTCCAGCTCTATCCAAGTT (SEQ ID NO:238), rs961301-rs2830208_F:
CCTTAATATCTTCCCATGTCCA (SEQ ID NO:239) y rs961301-rs2830208_R: ATTGTTAGTGCCTCTTCTGCTT
(SEQ ID NO:240), rs2174536-rs458076_F: GAGAAGTGAGGTCAGCAGCT (SEQ ID NO:241) y rs2174536-
rs458076_R: TTTCTAAATTTCCATTGAACAG (SEQ ID NO:242), rs11088023-rs11088024_F:
GAAATTGGCAATCTGATTCT (SEQ ID NO:243) y rs11088023-rs11088024_R: CAACTTGTCCTTTATTGATGT (SEQ
ID NO:244), rs1011734-rs1011733_F: CTATGTTGATAAAACATTGAAA (SEQ ID NO:245) y rs1011734rs1011733_R:
GCCTGTCTGGAATATAGTTT (SEQ ID NO:246), rs2831244-rs9789838_F: CAGGGCATATAATCTAAGCTGT (SEQ
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ID NO:247) y rs2831244-rs9789838 R: CAATGACTCTGAGTTGAGCAC (SEQ ID NO:248), rs8132769-
rs2831440_F: ACTCTCTCCCTCCCCTCT (SEQ ID NO:249) y rs8132769-rs2831440_R:
TATGGCCCCAAAACTATTCT (SEQ ID NO:250), rs8134080-rs2831524_F: ACAAGTACTGGGCAGATTGA (SEQ ID
NO:251) y rs8134080-rs2831524 R: GCCAGGTTTAGCTTTCAAGT (SEQ ID NO:252), rs4817219-rs4817220_F:
TTTTATATCAGGAGAAACACTG (SEQ ID NO:253) y rs4817219-rs4817220_R: CCAGAATTTTGGAGGTTTAAT
(SEQ ID NO:254), rs2250911-rs2250997_F: TGTCATTCCTCCTTTATCTCCA (SEQ ID NO:255) vy
rs2250911rs2250997_R:  TTCTTTTGCCTCTCCCAAAG (SEQ ID  NO:256), rs2831899-rs2831900_F:
ACCCTGGCACAGTGTTGACT (SEQ ID NO:257) y rs2831899-rs2831900_R: TGGGCCTGAGTTGAGAAGAT (SEQ
ID NO:258), rs2831902rs2831903_F: AATTTGTAAGTATGTGCAACG (SEQ ID NO:259) y rs2831902-rs2831903_R:
TTTTTCCCATTTCCAACTCT (SEQ ID NO:260), rs11088086-rs2251447_F: AAAAGATGAGACAGGCAGGT (SEQ ID
NO:261) y rs11088086-rs2251447 _R: ACCCCTGTGAATCTCAAAAT (SEQ ID NO:262), rs2832040-rs11088088_F:
GCACTTGCTTCTATTGTTTGT (SEQ ID NO:263) y rs2832040-rs11088088_R: CCCTTCCTCTCTTCCATTCT (SEQ
ID NO:264), rs2832141-rs2246777_F: AGCACTGCAGGTA (SEQ ID NO:265) y rs2832141-rs2246777_R:
ACAGATACCAAAGAACTGCAA (SEQ ID NO:266), rs2832959 rs9980934_F: TGGACACCTTTCAACTTAGA (SEQ
ID NO:267) y rs2832959 -rs9980934 R: GAACAGTAATGTTGAACTTTTT (SEQ ID NO:268), rs2833734-
rs2833735_F: TCTTGCAAAAAGCTTAGCACA (SEQ ID NO:269) y rs2833734-rs2833735_R:
AAAAAGATCTCAAAGGGTCCA (SEQ ID NO:270), rs933121-rs933122_F: GCTTTTGCTGAACATCAAGT (SEQ ID
NO:271) y rs933121-rs933122_R: CCTTCCAGCAGCATAGTCT (SEQ ID NO:272), rs2834140-rs12626953 F:
AAATCCAGGATGTGCAGT (SEQ ID NO:273) y rs2834140-rs12626953_R: ATGATGAGGTCAGTGGTGT (SEQ ID
NO:274), rs2834485-rs3453 F: CATCACAGATCATAGTAAATGG (SEQ ID NO:275) y rs2834485-rs3453_R:
AATTATTATTTTGCAGGCAAT (SEQ ID NO:276), rs9974986-rs2834703_F: CATGAGGCAAACACCTTTCC (SEQ ID
NO:277) y rs9974986-rs2834703_R: GCTGGACTCAGGATAAAGAACA (SEQ ID NO:278), rs2776266-rs2835001_F:
TGGAAGCCTGAGCTGACTAA (SEQ ID NO:279) y rs2776266-rs2835001_R:CCTTCTTTTCCCCCAGAATC (SEQ
ID NO:280), rs1984014rs1984015_F:TAGGAGAACAGAAGATCAGAG (SEQ ID NO:281) y rs1984014-
rs1984015_R:AAAGACTATTGCTAAATGCTTG (SEQ ID NO:282), rs7281674-rs2835316_F:
TAAGCGTAGGGCTGTGTGTG (SEQ ID NO:283) yrs7281674-rs2835316_R: GGACGGATAGACTCCAGAAGG
(SEQ ID NO:284), rs13047304-rs13047322_F: GAATGACCTTGGCACTTTTATCA (SEQ ID NO:285) y rs13047304-
rs13047322_R: AAGGATAGAGATATACAGATGAATGGA (SEQ ID NO:286), rs2835735-rs2835736_F:
CATGCACCGCGCAAATAC (SEQ ID NO:287) y rs2835735rs2835736_R: ATGCCTCACCCACAAACAC (SEQ ID
NO:288), rs13047608-rs2835826_F: TCCAAGCCCTTCTCACTCAC (SEQ ID NO:289) y rs13047608-rs2835826_R:
CTGGGACGGTGACATTTTCT (SEQ ID NO:290), rs2836550rs2212596_F: CCCAGGAAGAGTGGAAAGATT (SEQ
ID NO:291) y rs2836550-rs2212596_R: TTAGCTTGCATGTACCTGTGT (SEQ ID NO:292), rs2836660-rs2836661_F:
AGCTAGATGGGGTGAATTTT (SEQ ID NO:293) y_R: TGGGCTGAGGGGAGATTC (SEQ ID NO:294), rs465612-
rs8131220_F: ATCAAGCTAATTAATGTTATCT (SEQ ID NO:295) y rs465612-rs8131220_R:
AATGAATAAGGTCCTCAGAG (SEQ ID NO:296), rs9980072-rs8130031_F:TTTAATCTGATCATTGCCCTA (SEQ ID
NO:297) y rs9980072-rs8130031_R: AGCTGTGGGTGACCTTGA (SEQ ID NO:298), rs418359-rs2836926 F:
TGTCCCACCATTGTGTATTA (SEQ ID NO:299) y rs418359-rs2836926_R: TCAGACTTGAAGTCCAGGAT (SEQ ID
NO:300), rs7278447-rs7278858_F: GCTTCAGGGGTGTTAGTTTT (SEQ ID NO:301) y rs7278447-rs7278858 R:
CTTTGTGAAAAGTCGTCCAG (SEQ ID NO:302), rs385787rs367001_F:CCATCATGGAAAGCATGG (SEQ ID
NO:303) y rs385787-rs367001_R: TCATCTCCATGACTGCACTA (SEQ ID NO:304), rs367001-rs386095 F:
GAGATGACGGAGTAGCTCAT (SEQ ID NO:305) y rs367001rs386095_R: CCCAGCTGCACTGTCTAC (SEQ ID
NO:306), rs2837296-rs2837297_F: TCTTGTTCCAATCACAGGAC (SEQ ID NO:307) y rs2837296-rs2837297_R:
ATGCTGTTAGCTGAAGCTCT (SEQ ID NO:308), y rs2837381rs4816672_F: TGAAAGCTCCTAAAGCAGAG (SEQ
ID NO:309) y rs2837381-rs4816672_R:TTGAAGAGATGTGCTATCAT (SEQ ID NO:310). Se pueden incluir
secuencias de polinucledtidos, por ejemplo, secuencias de fijacion de GC, para garantizar la hibridacion especifica
de cebadores ricos en AT (Ghanta et al., PLOS ONA 5 (10): doi10,1371/journal.pone.0013184 [2010], disponible en
Internet en plosone.org). Un ejemplo de una secuencia de fijacién de GC que puede incluir 5’ del cebador directo o 3'
del cebador inverso es GCCGCCTGCAGCCCGCGCCCCCCGTGCCCCCGCCCCGCCGLCGGLCCGGGLGee
(SEQ ID NO: 311).

[0268] Preparacion de la muestra y el enriquecimiento de la biblioteca de secuenciaciéon ADNcf, una muestra ADNcf
purificada, y una muestra de plasma se lleva a cabo de acuerdo con el método descrito en los Ejemplos 8, 9 y 10,
respectivamente. Todas las bibliotecas de secuenciacion se preparan como se describe en el Ejemplo 2a, y la
secuenciacion se realiza como se describe en el Ejemplo 2b e incluye la secuenciacion de extremos pareados. El
analisis de los datos de secuenciaciéon para la determinacion de la aneuploidia fetal se realiza como se describe en
los Ejemplos 4 y 5. Concomitante al analisis para determinar la aneuploidia, los datos de secuenciacion se analizan
para determinar la fraccion fetal de la siguiente manera. Tras la transferencia de la imagen y los archivos de llamada
base al servidor Unix que ejecuta el software lllumina "Genome Analyzer Pipeline" versiéon 1.51 como se describe,
las lecturas de 36 pb se alinean con un "genoma SNP en tandem" mediante el programa BOWTIE. El genoma de
SNP en tandem se identifica como la agrupacion de las secuencias de ADN que abarcan los alelos de los 58 pares
de SNP en tandem descritos anteriormente. Solo las lecturas que se asignan de forma unica al genoma de SNP en
tandem se utilizan para el analisis de la fraccion fetal. Las lecturas que coinciden perfectamente con el genoma SNP
en tandem se cuentan como etiquetas y se filtran. De las lecturas restantes, solo las lecturas que tienen uno o dos
desajustes se cuentan como etiquetas y se incluyen en el analisis. Las etiquetas asignadas a cada uno de los alelos
SNP en tandem se cuentan, y la fraccion fetal se determina esencialmente como se describe en el Ejemplo 6
anterior, pero se tienen en cuenta las etiquetas asignadas a los dos alelos x e y SNP en tandem presentes en cada
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una de las secuencias de acido nucleico diana polimérficas amplificadas que se amplifican para enriquecer las
muestras maternas, es decir. % fraccion fetal alelo., = ((£etiquetas de secuencias fetales para alelo:)/(Zetiquetas
de secuencias para alelox:y)) x 100 Opcionalmente, la fraccion de acidos nucleicos fetales en la mezcla de acidos
nucleicos fetales y maternos se calculan para cada uno de los alelos informativos (alelox+,) de la siguiente manera:

% fraccion fetal aleloy+y = ((2 X Zetiquetas de secuencias fetales para alelo,:y) / (£etiquetas de secuencias maternas
para aleloy+y)) x 100,

para compensar la presencia de 2 conjuntos de alelos fetales en tandem, uno de ellos enmascarado por el fondo
materno. Las secuencias SNP en tandem son informativas cuando la madre es heterocigdtica y esta presente un
tercer haplotipo paterno, lo que permite una comparacion cuantitativa entre el haplotipo heredado maternalmente y
el haplotipo heredado paternalmente para calcular la fraccién fetal mediante el calculo de una relacién de haplotipo
(HR). El porcentaje de fraccion fetal se calcula para al menos 1, al menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5, al
menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, al
menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos 19, al menos 20, al menos 25, al menos 30, al menos
40 o mas conjuntos informativos de alelos en tandem. En una realizacion, la fraccion fetal es la fraccion fetal
promedio determinada para al menos 3 conjuntos informativos de alelos en tandem.

Ejemplo 13

Determinacion de la fraccion fetal por secuenciacion masivamente paralela de una biblioteca de destino que
comprende acidos nucleicos polimérficos que comprenden SNP

[0269] Para determinar la fracciéon de ADNCcf fetal en una muestra materna, las secuencias de acido nucleico
polimérficas diana que comprenden cada una SNP se amplificaron y se usaron para preparar una biblioteca diana
para la secuenciaciéon masivamente paralela.

[0270] ADNcf se extrajo como se describe en el Ejemplo 1. Se preparé una biblioteca de secuenciacion de la
siguiente manera. El ADNcf contenido en 5 yl de ADNcf purificado se amplificé en un volumen de reaccion de 50 pl
que contenia 7,5 yl de una mezcla de cebador 1 um (Tabla 10), 10 yl de NEB 5X Mastermix y 27 ul de agua. El ciclo
térmico se realizdé con el Gene Amp9700 (Applied Biosystems) utilizando las siguientes condiciones de ciclo:
incubacion a 95°C durante 1 minuto, seguido de 20-30 ciclos a 95°C durante 20 segundos, 68°C durante 1 minuto y
68°C durante 30s, seguido de una incubacion final a 68°C durante 5 minutos. Se agregé una retencion final a 4°C
hasta que las muestras se retiraron para combinar con la porciéon no amplificada de la muestra de ADNc purificada.
El producto amplificado se purificé utilizando el sistema de purificacion por PCR Agencourt AMPure XP (Pieza N°
A63881; Beckman coulter Genomics, Danvers, MA), y la concentracion se cuantific utilizando el Nanodrop 2.000
(Thermo Scientific, Wilmington, DE). Se agregd una retencion final a 4°C hasta que las muestras se retiraron para
preparar la biblioteca diana. El producto amplificado se analizé con un bioanalizador 2100 (Agilent Technologies,
Sunnyvale, CA) y se determind la concentracion del producto amplificado. Se preparé una biblioteca de
secuenciacion de acidos nucleicos diana amplificados utilizando el protocolo abreviado descrito en el Ejemplo 2, y se
secuencié de manera masivamente paralela utilizando secuenciacién por sintesis con terminadores de colorantes
reversibles y de acuerdo con el protocolo de lllumina. El analisis y el recuento de las etiquetas asignadas a un
genoma de referencia que consta de 26 secuencias (13 pares cada uno que representa dos alelos) que comprenden
un SNP, es decir, la SEQ ID NO: 1-56 se realiz6 como se describe.

[0271] La Tabla 23 proporciona los recuentos de etiquetas obtenidos a partir de la secuenciacion de la biblioteca
diana y la fraccion fetal calculada derivada de los datos de secuenciacion.

TABLA 23

Determinacion de la fraccion fetal mediante secuenciacion masivamente paralela de una biblioteca
de acidos nucleicos polimoérficos que comprenden SNP
SNP RECUENTOS DE ETIQUETA DE |Fraccion fetal

SNP (%)
rs10773760.1|Chr.12|longitud=128|alelo=A 236590 198
rs10773760.2|Chr.12|longitud=128|alelo=G 4680 '
rs13182883.1|Chr.5|longitud=111|alelo=A 3607 499
rs13182883.2|Chr.5|longitud=111]alelo=G 72347 '
rs4530059.1|Chr.14|longitud=110|alelo=A 3698 154
rs4530059.1|Chr.14|longitud=110]alelo=G 239801 '
rs8078417.1|Chr.17|longitud=110]alelo=C 1E+06 366
rs8078417.2|Chr.17|longitud=110|alelo=T 50565 '
Fraccion Fetal (Media+D.E.) = 12,4+6,6
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[0272] Los resultados muestran que las secuencias de acidos nucleicos polimoérficos que comprenden cada uno al
menos un SNP pueden amplificarse a partir de ADNcf derivado de una muestra de plasma materno para construir
una biblioteca que puede secuenciarse de forma masiva paralela para determinar la fracciéon de acidos nucleicos
fetales en la muestra materna. Los métodos de secuenciacion masivamente paralelos para determinar la fraccion
fetal se pueden usar en combinacién con otros métodos para proporcionar el diagndéstico de la aneuploidia fetal y
otras pruebas prenatales.

Ejemplo 14

Determinacion de la fraccion fetal por secuenciacion masivamente paralela de una biblioteca de destino que
comprende acidos nucleicos polimoérficos que comprenden STR o SNP en tandem

[0273] La fraccion fetal puede determinarse independientemente de la determinacion de aneuploidia utilizando una
biblioteca de destino que comprende SNP o STR en tandem como se describe para la biblioteca de destino SNP del
Ejemplo 13. Para preparar una biblioteca de destino SNP en tandem, una porcion de biblioteca de ADNcf purificada
que comprende los acidos nucleicos maternos y fetales se utiliza para amplificar las secuencias diana utilizando una
mezcla de cebadores, por ejemplo, las Tablas 10 y 11. Para preparar una biblioteca STR, se utiliza una porcién de
una biblioteca de ADNcp purificada que comprende los acidos nucleicos maternos y fetales una mezcla de
cebadores, por ejemplo, la Tabla 22. La biblioteca diana de SNP en tdndem se secuencia como se describe en el
Ejemplo 12.

[0274] Las bibliotecas diana se secuenciaron como se ha descrito, y la fraccion fetal se determina a partir del
numero de etiquetas de secuencias asignadas al genoma de referencia STR o SNP en tandem que comprende
respectivamente todos los posibles alelos STR o SNP en tandem abarcados por los cebadores. Los alelos
informativos se identifican y la fraccion fetal se determina utilizando el nimero de etiquetas mapeadas a los alelos de
las secuencias polimorficas.

Ejemplo 15

Determinacion de la fraccion fetal por electroforesis capilar de secuencias polimérficas que comprenden
STR

[0275] Para determinar la fraccion fetal en muestras maternas comprenden ADNCcf fetal y materna, se recogieron
muestras de sangre periférica de mujeres embarazadas con fetos de voluntarios ya sea hombre o mujer. Las
muestras de sangre periférica se obtuvieron y procesaron para proporcionar un ADNf purificado como se describe en
el Ejemplo 1

[0276] Se analizaron diez microlitros de las muestras de ADNc utilizando el kit de amplificacion por PCR
AmpF1STR® MiniFiler™ (Applied Biosystems, Foster City, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Brevemente, el ADNcf contenido en 10 ul se amplificé en un volumen de reaccion de 25 ul que contiene 5 uL de
cebadores marcados con fluorescencia (Conjunto de cebador AmpF/STR® MiniFiler™), y la mezcla maestra
AmpF/STR® MiniFiler™, que incluye AmpliTag Gold® ADN polimerasa y tampoén asociado, sal (MgC12 1,5 mM), y
200 uM trifosfatos de desoxinucledtidos (ANTPs: dATP, dCTP, dGTP y dTTP). Los cebadores marcados con
fluorescencia son cebadores directos que estan marcados con tintes 6FAM™, VIC™ NED™ y PET™. El ciclo
térmico se realizdé con el Gene Amp9700 (Applied Biosystems) utilizando las siguientes condiciones de ciclo:
incubacion a 95°C durante 10 minutos, seguido de 30 ciclos a 94°C durante 20 segundos, 59°C durante 2 minutos y
72°C durante 1 minuto, seguido de una incubacion final a 60°C durante 45 minutos. Se agregd una retencion final a
4°C hasta que las muestras se retiraron para su analisis. El producto amplificado se prepard diluyendo 1 pl de
producto amplificado en 8,7 pl de Hi-di™ formamida (Applied Biosystems) y 0,3 uyl de GeneScanTM-500
LIZ_estandar de tamario interno (Applied Biosystems) y se analizé6 con un analizador genético ABI PRISM3130x1
(Applied Biosystems) utilizando recopilacion de datos HID_G5_POP4 (Applied Biosystems) y una matriz de capilares
de 36 cm. Todo el genotipado se realizd con el software GeneMapper_ID v3.2 (Applied Biosystems) utilizando
escaleras y cubetas y paneles alélicos provistos por el fabricante.

[0277] Todas las mediciones de genotipificacion se realizaron en el Analizador genético Applied Biosystems 3130 xI,
utilizando una "ventana" de +0,5-nt en torno al tamafo obtenido para cada alelo para permitir la deteccion y la
correcta asignacion de alelos. Se determiné que cualquier alelo de muestra cuyo tamario estaba fuera de la ventana
+ 0,5-nt es OL, es decir, "Off Ladder". Los alelos OL son alelos de un tamafio que no esta representado en la
escalera alélica AmpF/STR® MiniFiler™ o un alelo que no corresponde a una escalera alélica, pero cuyo tamarfio
esta justo fuera de una ventana debido a un error de medicion. El umbral de altura de pico minimo de >50 RFU se
establecio en base a los experimentos de validacion realizados para evitar la tipificacion cuando es probable que los
efectos estocasticos interfieran con la interpretacion precisa de las mezclas. El calculo de la fraccion fetal se basa en
promediar todos los marcadores informativos. Los marcadores informativos se identifican por la presencia de picos
en el electroferograma que se encuentran dentro de los parametros de los contenedores preestablecidos para los
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STR que se analizan.

[0278] Los calculos de la fraccion fetal se realizaron utilizando la altura de pico promedio para alelos mayores y
menores en cada locus STR determinado a partir de inyecciones por triplicado. Las reglas aplicadas al calculo son:

1. los datos de alelos off-ladder (OL) para alelos no se incluyen en el calculo; y

2. solo se incluyen en el calculo las alturas de los picos derivadas de >50 RFU (unidades de fluorescencia
relativa)

3. si solo esta presente un contenedor, el marcador se considera no informativo; y

4. si se llama un segundo recipiente, pero los picos del primero y el segundo son dentro del 50-70% de sus
unidades de fluorescencia relativa (RFU) en altura de pico, la fraccién minoritaria no se mide y el marcador se
considera no informativo.

[0279] La fraccion del alelo menor para cualquier marcador informativo dado se calcula dividiendo la altura del pico
del componente menor por la suma de la altura del pico para el componente principal, y se expres6 como un
porcentaje se calculd primero para cada locus informativo como

fraccion fetal = (Zaltura de pico de alelo menor / Zaltura de pico de alelo mayor)) X 100,

La fraccion fetal para una muestra que comprende dos o mas RTS informativos, se calcularia como el promedio de
las fracciones fetales calculadas para los dos 0 mas marcadores informativos.

[0280] La tabla 8 proporciona los datos obtenidos al analizar el ADNcf de una paciente embarazada de un feto
masculino.

TABLA 24
Fraccion fetal determinada en ADNcf de una embarazada por analisis de STR
STR Alelo |Alelo |Alelo |Altura de Altura de  |Altura de Fraccion Fracgic')n fetal
1 2 3 Alelo 1 alelo 2 alelo 3 fetal (Media/STR)
AMEL |X Y 3599 106 2,9
AMEL |X Y 3602 110 3,1
AMEL  |X Y 3652 109 3,0 3,0
CSF1PO |11 12 2870 2730
CSF1PO |11 12 2924 2762
CSF1PO |11 12 2953 2786
D13S317|11 12 2621 2588
D13S317|11 12 2680 2619
D13S317|11 12 2717 2659
D16S539(9 11 1056 1416
D16S539(9 11 1038 1394
D16S539(9 11 1072 1437
D18S51 |13 15 2026 1555
D18S51 |13 15 2006 1557
D18S51 |13 15 2050 1578
D21S11 |28 (31,2 2450 61 2,5
D21S11 |28 (31,2 2472 62 2,5
D21S11 |28 (31,2 2508 67 2,7 2,6
D2S133820 |23 3417 3017
D2S133820 |23 3407 3020
D2S133820 |23 3493 3055
D7S820 |9 12 13 |2373 178 1123 5,1
D7S820 |9 12 13 2411 181 1140 5,1
D7S820 |9 12 13 |2441 182 1156 5,1 5,1
FGA 17,2 22 |25 |68 1140 896 3,3
FGA 17,2 22 |25 |68 1144 909 3,1
FGA 17,2 |22 |25 |68 1151 925 3,3 3,2
Fraccion fetal = 3,5
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[0281] Los resultados muestran que ADNcf se puede utilizar para determinar la presencia o ausencia de ADN fetal
como se indica por la deteccion de un componente menor en uno o mas alelos STR, para determinar la fraccion fetal
por ciento, y para determinar el sexo del feto como se indica por la presencia o ausencia del alelo de Amelogenin.

Ejemplo 16

Uso de la fraccion fetal para establecer umbrales y estimar el tamafio de muestra minimo en la deteccion de
aneuploidia

[0282] Los recuentos de coincidencias de secuencia con diferentes cromosomas se manipulan para generar una
puntuaciéon que variara con el nimero de copias cromosdmicas que se puede interpretar para identificar la
amplificacion o eliminacion cromosémica. Por ejemplo, tal puntuacion podria generarse comparando la cantidad
relativa de una secuencia de etiquetas en un cromosoma que experimenta cambios en el nUmero de copias a un
cromosoma que se sabe que es un euploide. Los ejemplos de puntuaciones que se pueden usar para identificar la
amplificacion o la eliminacion incluyen, entre otros, los siguientes: recuentos del cromosoma de interés dividido por
recuentos de otro cromosoma de la misma serie experimental, los recuentos del cromosoma de interés divididos por
el total nUmero de recuentos de la prueba experimental, comparacién de recuentos de la muestra de interés versus
una muestra de control separada. Sin pérdida de generalidad, se puede suponer que las puntuaciones aumentaran a
medida que aumente el nimero de copias. El conocimiento de la fraccién fetal se puede usar para establecer
umbrales de "corte" para llamar estados de "aneuploidia”, "normal" o "marginal" (incierto). Luego, se realizan
calculos para estimar el numero minimo de secuencias requeridas para lograr una sensibilidad adecuada (es decir,
la probabilidad de identificar correctamente un estado de aneuploidia).

[0283] La Figura 19 es una grafica de dos poblaciones diferentes de puntuaciones. El gje x es la puntuacion y el eje
y es la frecuencia. Las puntuaciones en muestras de cromosomas sin aneuploidia pueden tener una distribucién que
se muestra en la Figura 19A. La Figura 19B ilustra una distribucion hipotética de una poblacion de puntuaciones en
muestras con un cromosoma amplificado. Sin pérdida de generalidad, los graficos y las ecuaciones muestran el caso
de una puntuacioén univariada donde la condiciéon de aneuploidia representa una amplificacién del nimero de copias.
Los casos multivariados y/o las anomalias de reduccion/eliminacion son simples extensiones o reordenamientos de
las descripciones dadas y pretenden caer dentro del alcance de esta técnica.

[0284] La cantidad de "solapamiento” entre las poblaciones puede determinar lo bien que se pueden discriminar los
casos normales y aneuploidia. En general, el aumento de la fraccion fetal, ff, aumenta el poder de discriminacion al
separar los dos centros de poblacion (moviendo "C2", el "centro de puntuaciones de aneuploidia"”, y aumentando "d",
lo que hace que las poblaciones se superpongan menos. Ademas, un aumento en el valor absoluto de la magnitud,
m, (por ejemplo, tener cuatro copias del cromosoma en lugar de una trisomia) de la amplificacion también aumentara
la separacion de los centros de poblacion que conducen a un mayor poder (es decir, una mayor probabilidad de
identificar correctamente los estados de aneuploidia).

[0285] Al aumentar el nimero de secuencias generadas, N, reduce las desviaciones estandar "sdevA" y/o "sdevB",
la extension de las dos poblaciones de puntuaciones, lo que también hace que las poblaciones se superpongan
menos.

Configuracion de umbrales y estimacion del tamafio de la muestra

[0286] El siguiente procedimiento se puede usar para establecer "c", el valor critico para llamar a los estados

"aneuploidia”, "normal" o "marginal" (incierto). Sin pérdida de generalidad, las pruebas estadisticas unilaterales se
utilizan a continuacion.

[0287] Primero, se decide una tasa de falsos positivos aceptable, FP (a veces también llamado "error de tipo I" o
"especificidad"), que es la probabilidad de un falso positivo o una falsa llamada de aneuploidia. Por ejemplo, FP
puede ser al menos, o aproximadamente 0,001, 0,002, 0,003, 0,004, 0,005, 0,006, 0,007, 0,009, 0,001, 0,02, 0,03,
0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0 0,1.

[0288] Segundo, el valor de "c" se puede determinar resolviendo la ecuacion: FP = integral desde C hasta el infinito
de (f1 (x) dx).

FP = jf’ I(x)dx

(Ecuacion 1)
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[0289] Una vez que se ha determinado un valor critico, c, las secuencias de nimeros minimos requeridas para
lograr un cierto TP = tasa positiva verdadera puede ser estimada. La verdadera tasa positiva puede ser, por ejemplo,
aproximadamente 0,5, 0.6, 0,7, 0,8 o 0,9. En una realizacién, la tasa positiva verdadera puede ser 0,8. En otras
palabras, N es el nUmero minimo de secuencias requeridas para identificar el 100*TP de aneuploidia del tiempo. N=
numero minimo tal que TP = integral de Ca infinito de f2(x,ff)dx > 0,8. N se determina resolviendo

min,, s.t.{78B = J f2(x, N)dx}

(Ecuacion 2)

[0290] En las pruebas estadisticas clasicas f1 y f2 son a menudo F, distribuciones F no centrales (un caso especial
de ty distribuciones t no centrales) aunque esa no es una condicién necesaria para esta aplicacion.

Configuracion de "niveles” de umbrales para dar mas control de errores
[0291] Los umbrales también se pueden establecer en etapas utilizando los métodos anteriores. Por ejemplo, se

puede establecer un umbral para la llamada de alta confianza de "aneuploidia”, digamos ca, usando FP 0,001 y un
umbral "marginal”, digamos cb, usando FP 0,05. En este caso si Puntuacion, S:

(S>ca) luego llamar "Trisomia"
(cb>S <=ca) luego llamar "Marginal"
(S<cb) luego llamar "Normal"

Algunas generalizaciones triviales que caen dentro del alcance de esta técnica

[0292] Diferentes valores para los umbrales tales como TP, FP, etc. pueden ser utilizados. Los procedimientos se
pueden ejecutar en cualquier orden. Por ejemplo, uno puede comenzar con N y resolver para c, etc. Las
distribuciones pueden depender de ff para que f1(x,N,ff), f2(x,N,ff) y/u otras variables. Las ecuaciones integrales
anteriores se pueden resolver por referencia a tablas o por métodos computacionales iterativos. Se puede estimar
un parametro no central y se puede leer la potencia de las tablas estadisticas estandar. El poder estadistico y los
tamafos de muestra pueden derivarse del calculo o estimacién de los cuadrados medios esperados. Se pueden
usar distribuciones tedricas de forma cerrada como f, t, t no central, normal, etc. o estimaciones (kernel u otro) para
modelar las distribuciones f1, f2. El ajuste de umbral empirico y la seleccién de parametros utilizando curvas
caracteristicas del operador del receptor (ROC) se pueden usar y agrupar con la fraccion fetal. Se pueden usar
varias estimaciones de la distribucion (varianza, desviacién media absoluta, rango intercuartil, etc.). Se pueden
utilizar varias estimaciones del centro de distribucién (media, mediana, etc.). Se pueden utilizar pruebas estadisticas
a dos caras en lugar de a un solo lado. La prueba de hipétesis simple se puede reformular como regresion lineal o
no lineal. Los métodos combinatorios, la simulacion (p. ej., monte carlo), la maximizacién (p. €j., la expectativa de
maximizacion), los métodos iterativos u otros pueden usarse de forma independiente o junto con los anteriores para
establecer la potencia estadistica o los umbrales.

Ejemplo 17
Demostracion de detecciéon de aneuploidia

[0293] Los datos de secuenciacion obtenidos para las muestras descritas en los Ejemplos 4 y 5, y mostrados en las
figuras 9-13 se analizaron adicionalmente para ilustrar la sensibilidad del método para identificar con éxito
aneuploidias en muestras maternas. Las dosis de cromosomas normalizados para los cromosomas 21, 18, 13, Xe Y
se analizaron como una distribucion relativa a la desviacion estandar de la media (eje Y) y se muestran en la Figura
20. El cromosoma de normalizacion utilizado se muestra como el denominador (eje X).

[0294] La Figura 20 (A) muestra la distribucion de las dosis de cromosomas en relacion con la desviacion estandar
de la media de la dosis del cromosoma 21 en las muestras (0) no afectadas (normal) y las muestras de trisomia 21
(T21; A) cuando se usa el cromosoma 14 como el cromosoma normalizador para el cromosoma 21. La Figura 20 (B)
muestra la distribucién de las dosis de cromosomas en relacién con la desviacion estandar de la media para la dosis
del cromosoma 18 en las muestras no afectadas (0) y las muestras de trisomia 18 (T18; A) cuando usando el
cromosoma 8 como el cromosoma normalizador para el cromosoma 18. La figura 20 (C) muestra la distribucion de
las dosis de cromosomas en relacidon con la desviacion estandar de la media para la dosis del cromosoma 13 en las
muestras no afectadas (0) y las muestras de trisomia 13 (T13; A), utilizando la densidad media de la etiqueta de
secuencia del grupo de los cromosomas 3, 4, 5 y 6 como el cromosoma normalizador para determinar la dosis de
cromosoma para el cromosoma 13. La Figura 20 (D) muestra la distribucion de las dosis de cromosoma
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relacionadas con la desviacion estandar de la media para la dosis del cromosoma X en las muestras femeninas no
afectadas (0), las muestras masculinas no afectadas (A) y las muestras de monosomia X (XO; +) cuando se utiliza el
cromosoma 4 como cromosoma normalizador para el cromosoma X. La figura 20 (E) muestra la distribucion de las
dosis de cromosomas en relacion con la desviacion estandar de la media de la dosis del cromosoma Y en las
muestras masculinas no afectadas (0), las muestras femeninas no afectadas (A) y las muestras de monosomia X
(+), cuando se utiliza la densidad de etiqueta de secuencia promedio del grupo de cromosomas 1-22 y X como el
cromosoma normalizador para determinar la dosis de cromosoma para el cromosoma Y.

[0295] Los datos muestran que la trisomia 21, trisomia 18, trisomia 13 eran claramente distinguibles de las muestras
no afectadas (normales). Las muestras de monosomia X fueron facilmente identificables por tener una dosis de
cromosoma X claramente inferior a la de las muestras femeninas no afectadas (Figura 20 (D)) y por tener dosis de
cromosoma Y claramente menores que las muestras masculinas no afectadas (Figura 20). (E)).

[0296] Por lo tanto, el método aqui descrito es sensible y especifico para determinar la presencia o ausencia de
aneuploidias cromosémicas en una muestra de sangre materna.

LISTADO DE SECUENCIAS

[0297]
<110> VERINATA HEALTH, INC.
<120> NOVEL PROTOCOL FOR PREPARING SEQUENCING LIBRARIES
<130> PO70843EP

<150> 61/455,849
<151>2010-10-26

<150> 61/407,017
<151>2010-10-26

<150> 61/360,837
<151>2010-07-01

<150> 61/296,358
<151>2010-01-19

<160> 427

<170> PatentIn versién 3.5
<210>1

<211> 111

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1

cacatgecaca gccagcaacce ctgtcageag gagttcoccac cagtttcettt ctgagaacat 60

ctgttcaggt ttotceteocat ctetatttac tcaggtcaca ggaccettggg g 111

<210> 2

<211> 111

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 2
cacatgcaca geoeagcecaace ctgtcecageag gagttoccace cagtttettt ctgagaacat 60
ctgttecaggt ttotcetocat ctotgtttac tcaggtcaca ggaccttggg g 111
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<210> 3

<211> 126

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3

tgaggaagtg aggctcagag ggtaagaaac tttgtcacag agcetggtggt gagggtggag
attttacact ccocctgectee cacaccagtt tetccagagt ggaaagactt tcatctegea

ctggea

<210> 4

<211> 126

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4

tgaggaagtg aggctcagag ggtaagaaac tttgtcacag agetggtggt gagggtggag
attttacact ccctgectec cacaccagtt teoteocggagt ggaaagactt tcatctegea

ctggea

<210>5

<211> 121

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5

gtgccticag aacctttgag atctgattcect atttttaaag cttcecttagaa gagagattge

aaagtgggtt gtttctcoctag ccagacaggg caggcasata ggggtggetg gtgggatgog

a

<210> 6

<211> 121

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 6

gtgcctitcag aacctttgag atctgattet atttttaaag cticttagaa gagagattge

aaagtgggtt gtttcectctag ccagacaggg caggtaaata ggggtggctg gtgggatggg

a

<210>7

<211> 111

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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aggtgtgtet ctettttgtg aggggagggyg tccottetgg cctagtagag ggoctggect

gragtgagca ttcaaatcct caaggaacag ggtggggagg tgggacaaag g

<210>8

<211> 111

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8

aggtgtgtet ctettttgtyg aggggagggyg tcccttetgg cctagtagag ggocctggect

geagtgagea ttcaaatcct cgaggaacag gatggggagy tgggacaaag g

<210>9

<211>139

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400>9

cctegectac
ctgetgtaga

gaatactcag

<210>10

<211>139

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 10

cctogoctac

ctgetgtgga
gaatactcag
<210> 11
<211> 117

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 11

aattgcaatg

atggactgga

tgtgetgttt ctaaccatca tgettttoce tgaatctott gagtettttt

ctgaaacttg atcctgagat tcacctotag tccctotgag cagectecty

ctgggatgg

tgtgetgttt ctaaccatca tgettttecoe tgaatctett gagtetttit

ctgaaacttg atccotgagat tcacctetag tooctotggy cagoctootg

ctgggatgy

gtgagaggtt gatggtaaaa tcaaacggaa cttgttattt tgtcattctg

actgaggatt ttcaatttcee totceccaacce aagacactte tcactgg
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aattgcaatg gtgagaggtt gatggtaaaa tcaaacggaa cttgttattt tgtcattctg

atggactgga actgaggatt ttcaatttce titccaacoe aagacactte tecactgg

<210>13

<211> 114

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 13

gaaatgcett ctcaggtaat ggaaggttat ccaaatattt ttcgtaagta tttcaaatag

caatggceteg tetatggtta gtcectcacage cacattcectca gaactgetca aacc

<210> 14

<211> 114

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 14

gaaatgeocctt ctcaggtaat ggaaggttat ccaaatattt ttcgtaagta tttcaaatag

caatggcteg tctatggtta gtctcecgcage cacattcectca gaactgetca aacc

<210> 15

<211>128

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 15

acccaaaaca ctggagggge ctettctcat tttcoggtaga ctgcaagtgt tageccegtegg

gaccagcttc tgtctggaag ttcgtcaaat tgcagttaag tccaagtatg ccacatagca

gataaggy

<210> 16

<211>128

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 16
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acccaaaaca ctggaggggce ctcttctcecat tttcggtaga ctgcaagtgt tagecgtcogg
gaccagcette tgtcectggaag ttegtcaaat tgcagttagg tccaagtatg ccacatagea

gataaggy

<210> 17

<211>110

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 17

gcaccagaat ttaaacaacg ctgacaataa atatgrcagtc gatgatgact tcccagagcet

coagaageaa ctocagceaca cagagaggeg ctgatgtgee tgtceaggtge

<210> 18

<211>110

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 18

geaccagaat ttaaacaacg ctgacaataa atatgcoagtc gatgatgact tccoccagaget

ccagaagcaa ctccagcaca cggagaggceg ctgatgtgec tgtcaggtge

<210> 19

<211> 116

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 19

tgactgtata ccoccaggtge acccttgggt catctcectatc atagaactta tcotcacagag

tataagaget gatttotgty totgectete acactagact tccacatcct tagtge

<210> 20

<211> 116

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 20

tgactgtata cccocaggtge accettgggt catctetate atagaactta tcetcacagag

tataagaget gatttetgtg tetgeoctgte acactagact tccacatcet tagtge

82
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120
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60

110
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<210> 21

<211> 110

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 21

tgtacgtggt caccagggga cgoctggege tgegagggag gocccgagece tcegtgoccac

gtgaagette agetcecocte ceceggetgte cttgaggete ttcetcacact

<210> 22

<211> 110

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 22

tgtacgtggt caccagggga cgectggege tgegagggag geoccgagee tegtgocecoe

gtgaagcttc agcteocccocte cctggetgte cttgaggetce ttctcacact

<210> 23

<211> 114

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 23

cagtggacce tgcetgeaccet ttectcocecet ccocatcaace toettttgtge ctocccctee

gtgtaccace ttctctgtca ccaaccctgg cctcacaact ctctcetttg ccac

<210> 24

<211> 114

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 24

cagtggacce tgotgeacet tteoctecccet ceocatcaace tettttgtge cteccococtec

gtgtaccacc ttctetgtca ccaccectgg cctcacaact ctcteoctttg ccac

<210> 25

<211> 110

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 25
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110
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cagtggeata gtagtccagg ggctectcct cageacctce ageaccttoc aggaggeage

agogoaggea gagaaccooge tggaagaatce ggeggaagtt gtoggagagg

<210> 26

<211> 110

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 26

cagtggecata gtagtccagg ggctoectoct cagecacctee ageaccettoeoe aggaggceage

agcgeaggea gagaacccege tggaaggate ggoggaagtt gtoggagagg

<210> 27

<211>129

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 27

aggtcetgggg gecgetgaat gccaagetgyg gaatcttaaa tgttaaggaa caaggtceata

caatgaatgg tgtgatgtaa aagettggga ggtgatttet gagggtaggt getgggttta

atgggagga

<210> 28

<211>129

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 28

aggtctgggyg gcecgetgaat gecaagetgyg gaatcttaaa tgttaaggaa caaggtcata

caatgaatgg tgtgatgtaa aagcttggga ggtgattttt gagggtaggt gctgggttta

atgggagga

<210> 29

<211>107

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 29

acggttetgt cetgtagggg agaaaagtece tegttgttece tetgggatge aacatgagag

agcagcacac tgaggcttta tggattgccce tgeccacaagt gaacagg

<210> 30
<211> 107

84
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60

110

60

120

129

60

120

129
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 30

acggttectgt cctgtagggg agaaaagtcoc tegttgttcoo totgggatge aacatgagag

agcagcacac tgaggcttta tgggttgcce tgccacaagt gaacagg

<210> 31

<211>127

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 31

goegeagtcag atgggegtge tggegtetgt cttetetete toctgetete tggetteatt
ttteteteoct tetgtetcac cttotittegt gtgectgtge acacacacgt ttgggacaag
ggetgga

<210> 32

<211>127

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 32

gegeagteag atgggegtge tggegtetgt ctteotcotete toctgetete tggetteatt
tttetotoct totgtctcac ctiotttogt gtgoctgtge atacacacgt ttgggacaag
ggetgga

<210> 33

<211>130

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 33

gecggaccetg cgaaatcceca aaatgcecaaa catteccgece tcacatgatcoc ccagagagag
gggaccceagt gttoccaget tgecagetgag gagecocgagg ttgecegtecag atcagagocce

cagttgecceg
<210> 34
<211>130
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 34
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127
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geeggaccetyg cgaaatocca aaatgecaaa catteccegee tcacatgate ccagagagag
gggacccagt gttcccaget tgcagetgag gagoceccgagt ttgcocegtcag atcagagcecoco

cagttgocceg

<210> 35

<211> 121

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 35

agcagectee ctegactage tcacactacyg ataaggaaaa ttcatgaget ggtgtecaag
gagggctggyg tgactegtgg ctcagtcage atcaagatte ctttogtott tocectetge

C

<210> 36

<211> 121

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 36

agcagectee ctegactage tcacactacg ataaggasaa ttcatgaget ggtgtccaag
gagggctggyg tgactegtgyg ctecagtcage gtcaagattce ctttegtett teccctetge

[

<210> 37

<211>138

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 37

tggecattgee tgtaatatac atagecatgyg ttttttatag gecaatttaag atgaatagot
tctaaactat agataagttt cattacccca ggaagctgaa ctatagctac tttacccaaa

atcattagaa tggtgett

<210> 38

<211>138

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 38
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120

130
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120
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tggeattgee tgtaatatac atagocatgg ttttttatag geaatttaag atgaataget

tctaaactat agataagttt cattacccca ggaagctgaa ctatagetac tttcoccaaa

atcattagaa tggtgctt

<210> 39

<211> 136

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 39

atgaagocott ccaccaactg ccotgtatgac tecatetgggg acttetgete tatactcoaaa

gtggcttagt cactgccaat gtattteccat atgagggacg atgattacta aggaaatata

gaaacaacaa ctgatc

<210> 40

<211> 136

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 40

atgaagoctt ccaccaactg cetgtatgac tcatcetgggg acttotgete tatactcaaa

gtggcttagt cactgccaat gtatttccat atgagggacg gtgattacta aggaaatata

gaaacaacaa ctgatc

<210> 41

<211> 118

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 41

acaacagaat caggtgattg gagaaaagat cacaggccta ggcacccaag gcttgaagga

tgaaagaatg aaagatggac ggaacaaaat taggacctta attctttgtt cagttcag

<210> 42

<211>118

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 42
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120

138

60

120

136
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120
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acaacagaat caggtgattg gagaaaagat cacaggcecta ggcacccaag gettgaagga

tgaaagaatg aaagatggac ggaagaaaat taggacctta attctttgtt cagttcag

<210> 43

<211> 150

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 43

ttggggtaaa ttttcattgt catatgtgga atttaaatat accatcatct acaaagaatt

ccacagagtt aaatatcitta agttaaacac ttaaaataag tgtttgegtg atattttgat

gacagataaa cagagtctaa ttcccaccece

<210> 44

<211> 150

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 44

ttggggtaaa ttttcattgt catatgtgga atttaaatat accatcatct acaaagaatt

ccacagagtt aaatatctta agttaaacac ttaaaataag tgtttgegtg atattttgat

gatagataaa cagagtctaa ttcccacccc

<210> 45

<211> 145

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 45

tgcaattcaa atcaggaagt atgaccaaaa gacagagatce ttttttggat gatcoctage

ctagcaatge ctggcageca tgcaggtgea atgtcaacct taaataatgt attgcaaact

cagagctgac aaacctcgat gttgc

<210> 46

<211> 145

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 46

88

60

118
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150
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tgcaattcaa atcaggaagt atgaccaaaa gacagagatc ttttttggat gatccctage

ctageaatge ctggeageca tgeaggtgea atgtcaacet taaataatgt attgeoaaatt

cagagcetgac aaacctegat gttge

<210> 47

<211>124

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 47

ctgtgetetyg cgaatagetg cagaagtaac ttggggaccc aaaataaage agaatgetaa

tgtcaagtcee tgagaaccaa gooctgggac tcetggtgeca ttteggatitco tocatgagea

tggt

<210> 48

<211>124

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 48

ctgtgetetg cgaatagetg cagaagtaac ttggggaccoc aaaataaage agaatgcotaa

tgtcaagtee tgagaaccaa gocotgggac tetggtgeca ttttggatte tccatgagea

tggt

<210> 49

<211>118

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 49

tttttcoccage caactcaagg ccaaaaaaaa tttcttaata tagttattat gcgaggggag

gggaagcaaa ggagcacagg tagtccacag aataagacac aagaaacctc aagctgtg

<210> 50

<211> 118

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 50

ttttteocage caactcaagg ccaaaaaaaa tttcottaata tagttattat gogaggggag

gggaagcaaa ggagcacagqg tagtccacag aataggacac aagaaacctc aagotgtg
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<211> 110

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 51

ES 2704701 T3

tettotegte ccoctaagecaa acaacatccg cttgettcetg tcoctgtgtaac cacagtgaat

gaggtgtgcac gcttgatggg cctcectgagec cctgttgecac aaaccagaaa

<210> 52

<211> 110

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 52

tocttoctegtec cecctaagecaa acaacatceg cttgettotg totgtgtaac cacagtgaat

gggtgtgeac gettggtggg cctotgagee ccoctgttgecac aaaccagaaa

<210> 53

<211> 110

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 53

cacatggggg cattaagaat cgcccaggga ggaggaggga gaacgegtgoe ttttcacatt

tgcatttgaa ttttegagtt cccaggatgt gtttttgtge teatcegatgt

<210> 54

<211> 110

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 54

cacatggggy cattaagaat cgeccaggga ggaggaggga gaacgogtgoe tttteacatt

tgcatttgaa tttttgagtt cccaggatgt gtttttgtge tcatcgatgt

<210> 55

<211> 128

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 55

gggetetgag gtgtgtgaaa taaaaacaaa tgtecatgte tgtectttta tggeattttg

ggactttaca tttcaaacat ttcagacatg tatcacaaca cgaaggaata acagttccag

ggatatct
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<210> 56

<211> 128

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 56

gggetetgag gtgtgtgaaa taaaaacaaa tgtcecatgte tgteetttta tggeattttg

ggactttaca tttcaaacat ttcagacatg tatcacaaca cgagggaata acagttccag

ggatatet

<210> 57

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 57
cacatgcaca gccagcaacc ¢ 21

<210> 58

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 58
ccccaaggtc ctgtgacctg agt 23

<210> 59

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 59
tgaggaagtg aggctcagag ggt 23

<210> 60

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 60
tgccagtgeg agatgaaagt cttt 24

<210> 61

<211> 27
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 61
gtgccttcag aacctttgag atctgat 27

<210> 62

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 62
tccecatccca ccagecacce 20

<210> 63

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 63
aggtgtgtct ctettttgtg agggg 25

<210> 64

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 64
cctttgtcce acctceccac ¢ 21

<210> 65

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 65
cctegectac tgtgetgttt ctaacc 26

<210> 66

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 66
ccatcccagc tgagtattcc aggag 25
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<210> 67

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 67
aattgcaatg gtgagaggtt gatggt 26

<210> 68

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripciéon de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 68
ccagtgagaa gtgtcttggg ttgg 24

<210> 69

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 69
gaaatgcectt ctcaggtaat ggaaggt 27

<210> 70

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 70
ggtttgagca gttctgagaa tgtggct 27

<210> 71

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 71
acccaaaaca ctggaggggc ct 22

<210> 72

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético
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<400> 72
cccttatctg ctatgtggca tacttgg 27

<210> 73

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 73
gcaccagaat ttaaacaacg ctgacaa 27

<210> 74

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 74
gcacctgaca ggcacatcag cg 22

<210> 75

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 75
tgactgtata ccccaggtgc accc 24

<210> 76

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 76
gcactaagga tgtggaagtc tagtgtg 27

<210> 77

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 77
tgtacgtggt caccagggga cg 22

<210> 78

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 78
agtgtgagaa gagcctcaag gacagc 26

<210>79

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 79
cagtggaccc tgctgcacct t 21

<210> 80

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 80
gtggcaaagg agagagttgt gagg 24

<210> 81

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 81
cagtggcata gtagtccagg ggct 24

<210> 82

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 82
cctctcegac aacttcegec g 21

<210> 83

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 83
aggtctgggg gecgcetgaat 20

<210> 84
<211> 23
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 84
tccteccatt aaacccagcea cct 23

<210> 85

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 85
acggttctgt cctgtagggg aga 23

<210> 86

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 86
cctgttcact tgtggcaggg ca 22

<210> 87

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 87
gcgcagtcag atgggegtge 20

<210> 88

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 88
tccagccctt gtcccaaacg tgt 23

<210> 89

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 89
gccggacctg cgaaatccca a 21
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<210> 90

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 90

cgggcaactg gggctctgat ¢ 21
<210> 91

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 91
agcagcctcc ctcgactage t 21

<210> 92

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 92
ggcagagggg aaagacgaaa gga 23

<210> 93

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 93
tggcattgcc tgtaatatac atag 24

<210> 94

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 94
aagcaccatt ctaatgattt tgg 23

<210> 95

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético
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<400> 95
atgaagcctt ccaccaactg 20

<210> 96

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 96
gatcagttgt tgtttctata tttcctt 27

<210> 97

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 97
acaacagaat caggtgattg ga 22

<210> 98

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 98
ctgaactgaa caaagaatta aggtc 25

<210> 99

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 99
ttggggtaaa ttttcattgt ca 22

<210> 100

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 100
ggggtgggaa ttagactctg 20

<210> 101

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 101
tgcaattcaa atcaggaagt atg 23

<210> 102

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 102
gcaacatcga ggtttgtcag 20

<210> 103

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 103
ctgtgctctg cgaatagetg 20

<210> 104

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 104
accatgctca tggagaatcc 20

<210> 105

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 105
tttttccage caactcaagg 20

<210> 106

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 106
cacagcttga ggtttcttgt g 21

<210> 107
<211> 20
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 107
tcttctegte cectaagecaa 20

<210> 108

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 108
tttctggttt gtgcaacagg 20

<210> 109

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 109
cacatggggg cattaagaat 20

<210> 110

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 110
acatcgatga gcacaaaaac ac 22

<210> 111

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 111
gggctctgag gtgtgtgaaa 20

<210> 112

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 112
agatatccct ggaactgtta ttcc 24
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<210> 113

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 113
acagtaactg ccttcataga tag 23

<210> 114

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 114
gtgtcagacc ctgttctaag ta 22

<210> 115

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 115
aaataaaatt aggcatattt acaagc 26

<210> 116

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 116
gctgagtgat ttgtctgtaa ttg 23

<210> 117

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 117
cctgttccte ccttatttce ¢ 21

<210> 118

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético
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<400> 118
gggaacacag actccatggt g 21

<210> 119

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 119
cttagggaac cctcactgaa tg 22

<210> 120

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 120
gtccttgtca gegtttattt gc 22

<210> 121

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 121
aataatcagt atgtgacttg gattga 26

<210> 122

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 122
ataggatgga tggatagatg ga 22

<210> 123

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 123
cagagcaaga ccctgtctca t 21

<210> 124

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 124
tcaacagagg cttgcatgta t 21

<210> 125

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 125
gggtgatttt cctetttggt 20

<210> 126

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 126
aacatttgta tctttatctg tatccttatt tat 33

<210> 127

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 127
gaacacttgt catagtttag aacgaac 27

<210> 128

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 128
tcattgacag aattgcacca 20

<210> 129

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 129
tttgtatttc atgtgtacat tcgtatc 27

<210> 130
<211> 28
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 130
acctatcctg tagattattt tcactgtg 28

<210> 131

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 131
tctgacccat ctaacgcecta 20

<210> 132

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 132
cagacagaaa gatagataga tgattga 27

<210> 133

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 133
atacagacag acagacaggt g 21

<210> 134

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 134
gcatgtatct atcatccatc tct 23

<210> 135

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 135
tgagtgacaa attgagacct t 21
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<210> 136

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 136
gtcttacaat aacagttgct actatt 26

<210> 137

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 137
attccccaag tgaattgc 18

<210> 138

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 138
ggtagataga ctggatagat agacga 26

<210> 139

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 139
tggaaacaga aatggcttgg 20

<210> 140

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 140
gattgcagga gggaaggaag 20

<210> 141

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético
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<400> 141
gagcaagaca ccatctcaag aa 22

<210> 142

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 142
gaaattttac atttatgttt atgattctct 30

<210> 143

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 143
ggcgactgag caagactc 18

<210> 144

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 144
ggttattaat tgagaaaact ccttaca 27

<210> 145

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 145
attttccceg atgatagtag tct 23

<210> 146

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 146
gcgaatgtat gattggcaat attttt 26

<210> 147

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 147
acatgtatcc cagaacttaa agtaaac 27

<210> 148

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 148
gcagaaggga aaattgaagc tg 22

<210> 149

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 149
cagagacacc gaaccaataa ga 22

<210> 150

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 150
gccacatgaa tcaattccta taataaa 27

<210> 151

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 151
gcacatgtac cctaaaactt aaaat 25

<210> 152

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 152
gtcaaccaaa actcaacaag tagtaa 26

<210> 153
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<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 153
aagatgaaat tgccatgtaa aaata 25

<210> 154

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 154
gtgtgtataa caaaattcct atgatgg 27

<210> 155

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 155
gcacccaaaa ctgaatgtca ta 22

<210> 156

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 156
ggtgagagtg agaccctgtc 20

<210> 157

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 157
tgtaataact ctacgactgt ctgtctg 27

<210> 158

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético
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<400> 158
gaataggagg tggatggatg g 21

<210> 159

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 159
gagcgagacc ctgtctcaag 20

<210> 160

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 160
ggaaaagaca taggatagca attt 24

<210> 161

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 161
tctggattga tctgtctgtc ¢ 21

<210> 162

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 162
gaattaaata ccatctgagc actgaa 26

<210> 163

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 163
tgttataatg cattgagttt tattctg 27

<210> 164

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 164
gcctgtctca aaaataaaga gatagaca 28

<210> 165

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 165
ttaatgaatt gaacaaatga gtgag 25

<210> 166

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 166
gcaactctgg ttgtattgtc ttcat 25

<210> 167

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 167
caaagcgaga ctctgtctca a 21

<210> 168

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 168
gaaaatgcta tcctctttgg tataaat 27

<210> 169

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 169
gggtatttca agataactgt agatagg 27

<210> 170
<211> 24

110



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2704701 T3

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 170
gcttctgaaa gcettctagtt tacc 24

<210> 171

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 171
tccacatcct caccaacac 19

<210> 172

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 172
gcctaggaag gctactgtca a 21

<210> 173

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 173
ccacccgtcc atttaggc 18

<210> 174

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 174
gtgaaaaagt agatataatg gttggtg 27

<210> 175

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 175
ggttttccaa gagatagacc aatta 25
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<210> 176

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 176
gtcctctcat aaatccctac tcatate 27

<210> 177

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 177
ctgttggtac ataataggta ggtaggt 27

<210> 178

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 178
gtcgtgggcc ccataaatc 19

<210> 179

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 179
aaggtacata acagttcaat agaaagc 27

<210> 180

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 180
gtgaaatgac tgaaaaatag taacca 26

<210> 181

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético
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<400> 181
ctaggagatc atgtgggtat gatt 24

<210> 182

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 182
gcagtgaata aatgaacgaa tgga 24

<210> 183

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 183
cccaaaatta cttgagccaa t 21

<210> 184

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 184
gagacaaaat gaagaaacag acag 24

<210> 185

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 185
tctttgctct catgaataga tcagt 25

<210> 186

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 186
gtttgtgata atgaacccac tcag 24

<210> 187

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 187
tgaacacaga tgttaagtgt gtatatg 27

<210> 188

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 188
gtctgaggtg gacagttatg aaa 23

<210> 189

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 189
ctgtggctca tctatgaaaa ctt 23

<210> 190

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 190
gaagtggctg tggtgttatg at 22

<210> 191

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 191
ttctgttggt atagagcagt gttt 24

<210> 192

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 192
gtgacaggaa ggacggaatg 20

<210> 193
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<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 193
catgaggttt gcaaatacta tcttaac 27

<210> 194

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 194
gttttaattt tctccaaatc tcca 24

<210> 195

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 195
tcttagecta gatagatact tgcttcc 27

<210> 196

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 196
gtcaaccttt gaggctatag gaa 23

<210> 197

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 197
tcctggaaac aaaagtatt 19

<210> 198

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético
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<400> 198
aaccttacaa caaagctaga a 21

<210> 199

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 199
actaagcctt ggggatccag 20

<210> 200

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 200
tgctgtggaa atactaaaag g 21

<210> 201

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 201
ctccagaggt aatcctgtga 20

<210> 202

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 202
tggtgtgaga tggtatctag g 21

<210> 203

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 203
gtataatcca tgaatcttgt tt 22

<210> 204

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 204
ttcaaattgt atataagaga gt 22

<210> 205

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 205
gcaggaaagt tatttttaat 20

<210> 206

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 206
tgcttgagaa agctaacact t 21

<210> 207

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 207
cagtgtttgg aaattgtctg 20

<210> 208

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 208
ggcactggga gattattgta 20

<210> 209

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 209
tcetgttgtt aagtacacat 20

<210> 210
<211> 18
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 210
gggccgtaat tacttttg 18

<210> 211

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 211
actcagtagg cactttgtgt c 21

<210> 212

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 212
tcttccacca caccaatc 18

<210> 213

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 213
tggcttttca aaggtaaaa 19

<210> 214

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 214
gcaacgttaa catctgaatt t 21

<210> 215

<400> 215
000

<210> 216

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 216
attttatatg tcatgatcta ag 22

<210> 217

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 217
agagattaca ggtgtgagc 19

<210> 218

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 218
atgatcctca actgcctct 19

<210> 219

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 219
tgaaactcaa aagagaaaag 20

<210> 220

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 220
acagatttct acttaaaatt 20

<210> 221

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 221
tgaaactcaa aagagaaaag 20

<210> 222
<211> 20
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 222
acagatttct acttaaaatt 20

<210> 223

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 223
gcaaaggggt actctatgta 20

<210> 224

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 224
tatcgggtca tcttgttaaa 20

<210> 225

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 225
tctaacaaag ctctgtccaa aa 22

<210> 226

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 226
ccacactgaa taactggaac a 21

<210> 227

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 227
gcaagcaagc tctctacctt ¢ 21
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<210> 228

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 228
tgttcttcca aaattcacat gc 22

<210> 229

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 229
atttcactat tccttcattt t 21

<210> 230

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 230
taattgttgc acactaaatt ac 22

<210> 231

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 231
aaaaagccac agaaatcagt c 21

<210> 232

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 232
ttcttatatc tcactgggcea tt 22

<210> 233

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético
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<400> 233
ggatggtaga agagaagaaa gg 22

<210> 234

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 234
ggatggtaga agagaagaaa gg 22

<210> 235

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 235
tgcaaagatg cagaaccaac 20

<210> 236

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 236
ttttgttcct tgtcctggcet ga 22

<210> 237

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 237
tgcaaagatg cagaaccaac 20

<210> 238

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 238
gcctccagct ctatccaagt t 21

<210> 239

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 239
ccttaatatc ttcccatgtc ca 22

<210> 240

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 240
attgttagtg cctcttctge tt 22

<210> 241

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 241
gagaagtgag gtcagcagct 20

<210> 242

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 242
tttctaaatt tccattgaac ag 22

<210> 243

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 243
gaaattggca atctgattct 20

<210> 244

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 244
caacttgtcc tttattgatg t 21

<210> 245
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<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 245
ctatgttgat aaaacattga aa 22

<210> 246

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 246
gcctgtetgg aatatagttt 20

<210> 247

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 247
cagggcatat aatctaagct gt 22

<210> 248

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 248
caatgactct gagttgagca c 21

<210> 249

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 249
actctctecce tecectet 18

<210> 250

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético
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<400> 250
tatggcccca aaactattct 20

<210> 251

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 251
acaagtactg ggcagattga 20

<210> 252

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 252
gccaggttta getttcaagt 20

<210> 253

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 253
ttttatatca ggagaaacac tg 22

<210> 254

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 254
ccagaatttt ggaggtttaa t 21

<210> 255

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 255
tgtcattcct cctttatctc ca 22

<210> 256

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 256
ttcttttgce tctcccaaag 20

<210> 257

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 257
accctggcac agtgttgact 20

<210> 258

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 258
tgggcctgag ttgagaagat 20

<210> 259

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 259
aatttgtaag tatgtgcaac g 21

<210> 260

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 260
tttttcccat ttccaactct 20

<210> 261

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 261
aaaagatgag acaggcaggt 20

<210> 262
<211> 20
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 262
acccctgtga atctcaaaat 20

<210> 263

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 263
gcacttgctt ctattgtttg t 21

<210> 264

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 264
cccttectcet cttecattct 20

<210> 265

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 265
agcactgcag gta 13

<210> 266

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 266
acagatacca aagaactgca a 21

<210> 267

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 267
tggacacctt tcaacttaga 20
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<210> 268

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 268
gaacagtaat gttgaacttt tt 22

<210> 269

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 269
tcttgcaaaa agcttagcac a 21

<210> 270

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 270
aaaaagatct caaagggtcc a 21

<210> 271

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 271
gcttttgctg aacatcaagt 20

<210> 272

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 272
ccttccagcea geatagtct 19

<210> 273

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético
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<400> 273
aaatccagga tgtgcagt 18

<210> 274

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 274
atgatgaggt cagtggtgt 19

<210> 275

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 275
catcacagat catagtaaat gg 22

<210> 276

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 276
aattattatt ttgcaggcaa t 21

<210> 277

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 277
catgaggcaa acacctttcc 20

<210> 278

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 278
gctggactca ggataaagaa ca 22

<210> 279

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 279
tggaagcctg agctgactaa 20

<210> 280

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 280
ccttcttttc ccccagaate 20

<210> 281

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 281
taggagaaca gaagatcaga g 21

<210> 282

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 282
aaagactatt gctaaatgct tg 22

<210> 283

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 283

taagcgtagg gctgtgtgtg 20
<210> 284

<211> 21

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 284
ggacggatag actccagaag g 21

<210> 285
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<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 285
gaatgacctt ggcactttta tca 23

<210> 286

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 286
aaggatagag atatacagat gaatgga 27

<210> 287

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 287
catgcaccgc gcaaatac 18

<210> 288

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 288
atgcctcacc cacaaacac 19

<210> 289

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 289
tccaagcecct tctcactcac 20

<210> 290

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético
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<400> 290
ctgggacggt gacattttct 20

<210> 291

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 291
cccaggaaga gtggaaagat t 21

<210> 292

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 292
ttagcttgca tgtacctgtg t 21

<210> 293

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 293
agctagatgg ggtgaatttt 20

<210> 294

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 294
tgggctgagg ggagattc 18

<210> 295

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 295
atcaagctaa ttaatgttat ct 22

<210> 296

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 296
aatgaataag gtcctcagag 20

<210> 297

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 297
tttaatctga tcattgccct a 21

<210> 298

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 298
agctgtgggt gaccttga 18

<210> 299

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 299
tgtcccacca ttgtgtatta 20

<210> 300

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 300
tcagacttga agtccaggat 20

<210> 301

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 301
gcttcagggg tgttagtttt 20

<210> 302
<211> 20
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 302
ctttgtgaaa agtcgtccag 20

<210> 303

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 303
ccatcatgga aagcatgg 18

<210> 304

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 304
tcatctccat gactgcacta 20

<210> 305

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 305
gagatgacgg agtagctcat 20

<210> 306

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 306
cccagctgca ctgtctac 18

<210> 307

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 307
tcttgttcca atcacaggac 20
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ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 308
atgctgttag ctgaagctct 20

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

<220>

309
20
ADN

Secuencia artificial

<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 309
tgaaagctcc taaagcagag 20

<210>
<211>
<212>

310
20
ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 310
ttgaagagat gtgctatcat 20

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

<220>

311
54
ADN

Secuencia artificial

<223> Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 311
gecegcectgea geccgegece cecegtgeece cgeccegecg ceggeceggg cgec 54

<210> 312
<211> 601
<212> ADN

<213> Homo sapiens

catagtgaca
catcacccte
atacctgcaa
agtattgtgyg
cgtetecatga
ygatasatca
cttattttgt
ctaggecattg
cagtcttate
tacattttga

[~

ggtatatgee
acggtctgtt
aacttataca
cacagaatat
ttttottttt
gogagtceaga
acttttctat
aaaactcagt
ttgeacctee

gggattecea

caactaactg
tatgaggctc
gcatcaacag
gccccacaca
cotggaaaac
attctagett
ttectaggea
ttttttetta
tataaaatgg

gagaattttt

tggaaaacag
tcctecacea
aatgaatctt
ttactcaatc
aaaagtattt
tgttgtaagg
aatctgagta
caaaccttca
agaaacttga

coccaatetce

ttettteotet
gccagaaagg
tccaacaage
tagatatact
ctttecatage
ttttgegaat
tttcacccag
tgtettectyg
cattaaaacy

cttaggtagg

caaccttact
atgacgtgec
cgaaacattg
tttattccac
ccagetagea
atctgatcot
ttttecttaa
cteatttgea
taatttttat

gacttottta
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<210> 313
<211> 601
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 313

gtgggaacta
cecteaaaat
caagataaga
ttteaatgee
agtacaaaat
ygctgattta
aaatcatgag
gtgccacaat
gttttgoagg
cgtgagggty

a

tagtaaagaa
gtaataaaaa
ctgtgcaaat
tagttaagga
aagaggateca
tegtgcetage
acggtggaat
actcaatgtt
tatggcacgt

atgagtaagg
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gtccoctacct
ttacgtttta
gagcaggaag
aaactgggtyg
gatattcgea
tgggctatga
aaaaggatat
teggettgtt
catoctttet

ttgaaagaaa

<210> 314
<211> 650
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 314

tttattggte
tttggggaat
atggcactca
tctttggtag
tacaacacag
gctgtatatt
tgaatgeata
ttcactaage
tatttccaca
tatgttgttg

tactattgcet

ctgactggta
gagagccaca
tactattect
gtggtggatg
actctgaaat
cacttectac
aatgaaaaga
ctrtggggatc
gcatgeccatg
aatgagtgat

aaaatgactg

caaatactga
attaattaac
acttctgtet
tgcccaagac
ggggcatcat
aacagtgcta
gtaaataaag
cagctgcttm
gagatacatg
tgagtaaatg

gatttatcca

aaggagattg
atgtcaagtt
acatgaaggt
aaatactcag
aaaccttaca
aagaaatact
ctagattgag
ggaaagattc
ggetggtgga

gaactgtttt

taaaaaggat
aatgtctgcec
aattacacta
acagggaaga
ggaagacgga
aataccttgt
agtgtatatg
aggactaaga
tttetgatta
tgtactaggg

ttecttotga

136

gggaaaaatt
tctocatttt
ttgtaagaaa
atttgeoctag
acaaagetag
tttgttttee
taatgggtgg
attctgttga
ggagagccte

ccacagttag

tttaagatca
atgagattgg
tttgtttetg
aaaagaagta
getttgtegt
ggatgcttaa
aaagtatgta
ccgtatctag
tatatgatac
cagctaatca

gagtttatac

ctctgggaat
ataggaggtyg
aaaactgagt
gaaatagaaa
aattctgact
aggaaaaaga
ggcatattet
tgotgtataa
ataaacagac

ttgggcatat

tattcatact
atgcaagagt
tgtgcaaaaa
aacagggaag
cttggtetit
atatattaaa
gataaaattc
ctecttttag
atggaaatta

taaatatttc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

601

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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<210> 315
<211> 626
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 315

ctgettaagg
atacatgttt
gtaaatgtgt
ttatccatte
agggcaatgt
tetttaaaat
tttacaatct
caaaggtcac
aatcacgtct
ttaagttctt

acataaaata

<210> 316
<211> 1113
<212> ADN

actaagaccr
ctgattatat
actagggcag
cttotgagag
ttactcaaac
gttttcacta
tttttcttge
actaccttga
ttetggacag
tttaagttat

ataatagtta

<213> Homo sapiens

<400> 316
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tatctagete
atgatacatg
ctaatcataa
tttatactga
taatagcacc
aaagctgeat
ttaatggeca
agttgaagat
gtgattatta
aaagtctttg

ccattt

cttttagtat
gaaattatat
atatttctac
ttgcttatat
attcaaattt
aaagagtgta
tttgtgeett
caagacaaat
ataattaatt

atttgctaaa

137

ttccacagea
gttgttgaat
tattgctaaa
tgtatcaaat
atgcaaacaa
ttcaacaaca
ctgacatgct
gattagactc
agcatttaaa

cagtttaaat

tgeccatggag
gagtgattga
atgactggat
accgtaactyg
taacactata
atagaataat
gctagecatt
ataaaagaca
catgtattat

aatgaataaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

626



caagagctgc
gagggaaccg
atctatgetg
atectgtgat
ctttacttecc
ttaaaaagte
actgttagtyg
cagatctaga
aggattataa
tcacaatagce
aaatctggea
cctttacagg
agaaaaccaa
acagggaggyg
agcattagga

catgtgtata

acaatacaaa
aatgctatct

gtctggtttt

atctcactee
atgacctaat
gtecttgetgg
cagcactaac
caccaagcag
aagaaaaaac
ggaatgtaaa
accagaaata
attactctac
aaagaattgc
catatacacc
gacatggatg
acacatgtte
gaacatcaca
gaaataccta

cectgtgtaac

aaaaaaaaaa
atcttggget

tttccetgtt

ES 2704701 T3

aatttttett
tecectetcagt
gattgcagaa
rccacatace
tgacctagat
agatgctgaa
ttagttcaac
ccatttgacc
tataaagaca
aaccaaccct
atggaatact
aagctggaaa
tcactcacaa
caccactget
atgtagatga

aaacctecat

agtgtaatcc
aagaagagaa

ttgtaccceca

ctcectataa
ttaaatgcaa
ccccagggty
agccctttea
accatctcac
gaggatgtgg
cattgtcaaa
cagcaatccoe
catgcacaca
aatgcccatce
acgcagccat
cecatcattet
gtgggagttg
tgtcaggogy
agggttgatg

gttotgcacy

agtttacatt
aaggaaaaat

tcc

138

ccttatetag
cacaggagca
gttatecctec
teagettgtt
accagttaga
agaaatagga
gacagtgtgy
attactgggt
tatgtttatt
aatgacagac
aaaaaaggat
cagcaaacta
aacaatgaga
tggggggcta
ggtgcagcaa

tgtatcccag

ttocaaggtca

tettgettta

attcccagtt
aattccaaat
tocagaggta
ggagaageat
atcaggatca
atgettttac
cgatccctea
ctatacccaa
gcagcaccat
tggataaaga
gagtttatgt
acacaggaac
acacatggac
ggggaaggat
accaccatgg

aacttaaagt

aagtgggtac

aatcttagaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080
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<210> 317
<211> 1113
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 317

ttcccagttg
attccaaata
ccagaggtaa
gagaagcatc
tcaggatcat
tgottitaca
gatcaccteac
tatacccaaa
cagcaccatt
ggataaagaa
agtttatgtc
cacaggaaca
cacatggaca
gggaaggata
ccaccatgge
acttaaagta
agtgggtaca
atcttagaag

tatttaagac

agggaaccga
tcotatgeotgy
tecoctgtgate
tttacttcece
taaaaagtca
ctgttagtgy
agatctagaa
ggattataaa
cacaatagca
aatetggeac
ctttacaggg
gaaaaccaaa
cagggagggg
gcattaggag
atgtgtatac
caatacaaaa
atgctatcta
totggtttit

tcacatagga

ES 2704701 T3

tgacctaatt
tettgotggyg
agcactaacyg
rccaageagt
agaaaaaaca
gaatgtaaat
ccagaaatac
ttactctact
aagaattgea
atatacacca
acatggatga
cacatgttcet
aacatcacac
aaatacctaa
ctgtgtaaca
aaaaaaaaaa
tcttgggcta
ttooctgtit

cttgtetttt

cctetcagtt
attgcagaac
ccacatacea
gacctagata
gatgctgaag
tagttcaacc
catttgacce
ataaagacac
accaacccta
tggaatacta
agctggaaac
cactcacaag
accactgett
tgtagatgaa
aacctccatg
gtgtaatcca
agaagagaaa
tgtacceoccat

cta

139

taaatgcaac
cecagggtyy
gecocttteat
ccatetcaca
aggatgtgga
attgtcaaaqg
agcaatccca
atgcacacat
atgccecatea
cgeagecata
catcattcte
tgggagttga
gteagggggt
gggttgatgy
ttotgcacgt
gtttacattt
aggaaaaatt

cctettggte

acaggagcaa
ttatcctecet
cagcettgttyg
ccagttagaa
gaaataggaa
acagtgtgge
ttactgggte
atgtttattg
atgacagact
aaaaaggatg
agcaaactaa
acaatgagaa
ggggggctag
gtgcagcaaa
gtatcccaga
tcaaggtcaa
cttgctttaa

totctagata

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
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960
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1080
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<210> 318
<211> 1001
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 318

tcatcaacta aatagttgat gaggggaaat tgttctgtat atgttcatac ttcagetaat
caattaaaaa tgatgaaata ataagattac cattttgcaa acccctaatg caatgttgga

tccaggcaat gatcatcaat ggccactaaa atcacacaaa aggagataac cagaatatgt

getttgtgat
geaagaaage
cagaagagca
aaaatacaga
agagttaaag
cttgtttaaa
aattttttaa
tttgaaataa
cattcttgaa
tttacatata
tataataget
ttattttgag
ctcactgeaa

gctgggatta

ggaagcatta
aatcacacca
tgttaaatgt
gcaaaacaac
tataaactga
tatagatcaa
atgactagct
tetagegagyg
tcattagetyg
tttaaaatgt
aaaattattt
accgagtetce
acttcaccte

caggcttgea

<210> 319

<211> 601

<212> ADN

<213> Homo sapiens

ES 2704701 T3

aatacaacta
agetcotgtat
taccaagaag
ccagcettott
gagacttcag
rtaaaccact
atttgatgtt
agcagcaaat
gatggtgget
tccataataa
ataaaagtta
cctetgttat
ctggattgaa

coececeacgec

atgagatatt
ctagetacca
atacagtcag
cagcaaatca
aaacatatta
ataccaaaaa
aaggaagtaa
gtgeggetat
atatgggggt
attgttgagt
gtggtcteat
geaggctgga
gcgattctoo

cagctaattt

140

gtttataaga
catttaagga
tcggaaaaaa
atataaaaaa
tccaagtata
catcaaaaga
tgttactctc
gaggaagaaa
agattttact
tatcaaaaga
aactttattt
gtgcagtgge
tgectcagee

t

aagaaaggaa
aaaaaagaga
tacagacaag
attttaagaa
atccatgaat
caactgggta
ttatatacaa
cacaattgge
actctctaat
aatatttceta
atttatttac
tecatectegg

accccgagta

60
120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1001
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<400> 319

agctaccaca
acagtcagtc
gcaaatcaat
acatattatce
accaaaaaca
rgaagtaatg
geggetatga
atgggggtag
tgttgagtta
ggtctcataa

a

<210> 320
<211> 601
<212> ADN

tttaaggaaa
ggaaaaaata
ataaaaaaat
caagtataat
tcaaaagaca
ttactctett
ggaagaaaca
attttactac
tcaaaagaaa

ctttatttat

<213> Homo sapiens

<400> 320

ccaactgatc
ttttctecat
aacatcccta
tatatgactg
aactttcctg
sttggtttca
catattcaag
tagetttete
aacacctget
aaagaaatat

o

<210> 321
<211> 501
<212> ADN

taattagata
ttgcttttat
acttatgtat
tgttcaaaat
catttgtcgg
gtattaatta
atagcttcag
aagcatctaa
ctgtggtttt

ataacagaaa

<213> Homo sapiens

<400> 321

ES 2704701 T3

aaaagagaca
cagacaagaa
tttaagaaag
ccatgaatct
actgggtaaa
atatacaatt
caattggcca
tetctaattt
tatttctata

ttatttactt

aacttagtca
tgctgtttgt
gggtacaget
aatgtgtatt
tttcagecagg
atctcattaa
aatgtttggt
atgctggegg
gtagcagata

caggttgcac

gaagagcatg
aatacagagc
agttaaagta
tgtttaaata
ttttttaaat
tgaaataatc
ttettgaatce
tacatatatt
taatagctaa

attttgagac

atatatttga
ggtgagtttyg
cataaatacg
agactgtaaa
aaagttattt
tgctaaactt
atacaaatag
gettttaaaa
tgaagtattc

ttgtetttet

141

ttaaatgtta
aaaacaaccc
taaactgaga
tagatcaaat
gactagctat
tagcegaggag
attagctgga
taaaatgttc
aattatttat

cgagtctece

atcccacatt
atatataatt
aacctgtgte
acgattttaa
ttaataactt
tgtgatccta
gtctggetaa
aaccaggget
aaatttctta

cattaagcag

ccaagaagat
agcttctteca
gacttcagaa
aaaccactat
ttgatgttaa
cagcaaatgt
tggtggetat
cataataaat
aaaagttagt

tetgttatge

ccagcageta
ttaaggtgtt
atgcaactca
tattttaaat
ccctgtattt
ggttaaaaaa
atataagtgt
ttaaggagaa

ataaatagaa

gtggttagta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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agctcataaa
tattagactg
caggaaagtt
ttaatgctaa
tggtatacaa
goagggetttt
gatatgaagt
geacttgtet

atatacattt

<210> 322
<211> 601
<212> ADN

tacgaacctyg
taaaacgatt
atttttaata
actttgtgat
rtaggtetgg
aaaaaaccag
attcaaattt
ttcteattaa

tcctteteta

<213> Homo sapiens

<400> 322

ttttgagttt
attcagaagt
tgaaatatta

atagatttaa

attcattgtg
rtagtgtggt
cccagtgeca
tattagggca
gaatcacaca
aatgcaagtt

a

<210> 323
<211> 501

ctactttagt
atgcactaag
tocctacaata

ataattggtt

tagaaagtgce
ttcatgttat
taaagaccat
tatggcatta
tgecacctiga

ttgttatgtt

ES 2704701 T3

tgtcatgcaa
ttaatatttt
acttcccoctgt
actaggttaa
ctaaatataa
ggetttaagyg
cttaataaat
gcaggtggtt

g

gtettagtge
taagaggtat
ggttagagca

aactaaatac

ctgactcagt
tgtatataag
aataaataat
gtggaggatt
aggaaaagaqg

attctgggta

ctcatatatg
aaataacttt
atttgttggt
aaaacatatt
gtgttagett
agaaaacacc
agaaaaagaa

agtaccatta

tttctogata
catgtotggt
cgtatatctce

taaagcaaat

gtttggaaat
acctgacatg
ataaccaatt
accttgtatt

gtgeaatgta

tgttaacctt

142

actgtgttea
cctgeatttyg
ttcagtatta
caagatagoet
tctcaageat
tgetotgtgy
atatataaca

tttgecattet

tgggagaatt
tettgattag
ctgataatat

tgetgeoacgt

tgtetgactt
aactctgttt
ggtttecttta
acccatagtg
ataagaaacc

tattccetgece

aaataatgtg
teggtttcag
attaatctca
toagaatgtt
ctaaatgoetg
ttttgtagea
gaaacaggtt

catagcctta

catgtcctec
gtactaatct
attgaatatg

atcatttatt

ttecteatat
acaataatct
tgetgtcatt
cttagagtat
agatattgaa

ctecatatge

60

120

180

240

300

360

420

480

501

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

601
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<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 323

aagaggtatc
gttagagcac
actaaatact
tgactcagtg
gtatataaga
ataaataata
tggaggatta
ggaaaagagg

ttctgggtat

<210> 324
<211> 854
<212> ADN

atgtctggtt
gtatatctee
aaagcaaatt
tttggaaatt
mctgacatga
taaccaattg
cettgtatta
tgcaatgtaa

gttaaccttt

<213> Homo sapiens

<400> 324

ES 2704701 T3

cttgattagg
tgataatata
gctgcacgta
gtctgacttt
accctgttta
gtttotttat
cocatagtge
taagaaacca

a

tactaatctt
ttgaatatga
tcatttatta
tccteatata
caataatcte
goetgteattt
ttagagtatg

gatattgaaa

gaaatactat
tagatttaaa
ttcattgtgt
tagtgtggtt
ccagtgcocat
attagggeat
aatcacacat

atgoaagttt

cctacagtag
taattggtta
agaaagtgcc
tcatgttatt
aaagaccata
atggcattag
gcaccttgaa

tgttatgtta

tttecageact
tgtgtcgtat
tgtggcoceg
caggacagta
cettatgata
tttoectttgg
ccattattec

gggtatttaa

tgggaggcea
tggtgaaacc
gtaattccag
taacagtgag
ctcaaaaaaa
atcctagtaa

ttactttatg

gagagccaga
ctgttttgty
agagaggact
gettettoot
gagcagaatt
gagaaacaga
agaactgtcc

agatttgecac

aggcgggtayg
ctatctetac
ctacteggga
ctgagatgec
aaaaaagatt
atcttetttt

acaa

gtggaattgt
atcactgaga
tgagctetot
tggattgtta
gtaagtaggc
aattcacagg
taaaggaatt

aggccgggea

atcacttgtyg
taaaaacaca
ggcetgagget
actatgacac
tttatagtcc

atcaaggtat

cteoctteatt
cccaagaacco
gggtttcatc
atttaagget
tcatggtaga
tctaattett
ctttecteett

cggtggotea

ctcaggggtt
aaagttaget
ggagaatage
tocagoctgg
agtattcaac

atgatoecat

143

gccactgect
cccgacttge
attaccatca
ctggataata
atcgttcaat
ttectattaa
aaggacacca

tgcttgtaat

caagaccggco
gggcetgget
ttgaaccagg
gtgacagage
gttcatagta

atagtagtta

tcacgttttg
cgacatacta
attaaataaa
catgtaaccg
gacatttccc
tagttcctgr
cctceccagga

cecageagtt

ctggccaaca
atgcatgect
gaggtggaga
aagactctet
cacctttcott

actcttacte

60

120

180

240

300

360

420

480

501
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<210> 325
<211> 501
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 325

aaatacttac
aagttttaaa
taggggeegt
gtaatctgta
ttttetectg
taacaaagtc
aaatctaagg
gtctaggget

aaagtgeggyg

<210> 326
<211> 601
<212> ADN

tattaaatat
gaaaaatact
aattactttt
tgetttttaa
ygtggtatta
tgcctacatg
actaaaacaa
acattctgaa

gaggagggaa

<213> Homo sapiens

<400> 326

ccacatcaga
aaagtcaaca
taaaacacag
cagagtagct
cagtaggeac
mtcaggacag
aagtaggatg
aactttteca

ggtaaatatg

ttactgettyg

a

<210> 327
<211> 601

aacatgagga
aaccaggaaa
attatatttc
gcacagagtt
tttgtgtcta
aagtgattgg
gaggttagca
ttttacaggt

aaaacattet

catctagaag

ES 2704701 T3

gagaaactgt
ttaaccgtgg
gcaaaataaa
tgaaacaatt
tgtgtactta
gtttcaaata
atctgtataa
agatattgaa

a

aattctacat
agacatctct
agaaggctat
ccatatttta
gaaacttctg
tgtggtggaa
agtagttaaa
ctgagcaage

caataccatt

tttgtcaaag

ggtgtttate
aaaaaaaaaa
aasaacaaaca
aagtaggttyg
acaacaggac
tgggcctaac
aaagattctg

gtagaacctc

ggtaaaaaca
gaatatagga
attatatgtg
gtctttataa
tgtcaacagt
gagggttgtg
gtccagaaag
aggaaatcaa

tgtcatttaa

atctogtett

144

ggtaagatcc
ctttaatgte
agactagcta
cecatttaca
ccagtggaaa
ttgaaaattc
ctaaataagg

tgcageaaga

gcaacaacca
atgccaaacc
tataccaaca
gtteccecctee
tttocctete
ctaagagtga
gcaataaggt
ctctacaaac

taaatacaaa

aattattcat

acgaaggaag
tattatcgaa
tagtgtaaat
attagecetga
ttecacteatt
agtcataatt
gaaaattcaa

ctaggcttgg

aaaaatactt
tttaacacaa
tcaatatgtc
tcaccctact
totggaatte
agttatatga
gttaaggaag
tttgaaactt

ttatactatt

tgtgtcoggey

60
120
180
240
300
360
420
480

501

60
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180

240
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<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 327

ES 2704701 T3

gacgagatct
aaatgacaaa
gatttectge
ttctggactt
caaccctett
ygttgacaca
ataaagacta
catataatat
ctatattcag
tttttaccat

a

ttgacaaact
tggtattgag
ttgetecagac
taactacttg
ccaccacacc
gaagtttcta
aaatatggaa
agocttotga
agatgtettt

gtagaatttc

tctagatgea
aatgttttca
ctgtaaaatg
ctaacctcca
aatcacttct
gacacaaagt
ctetgtgeag
aatataatct
tactggtttyg

ctcatgttte

agcagtaaaa
tatttaccaa
gaaaagttot
tectactttc
gtcctgatga
gectactgag
ctactctgga
gtgttttatt
ttgactttaa

tgatgtggaa

tagtataatt
gtttcaaagt
tecttaacac
atataacttc
attccagaga
tagggtgagy
catattgatg
gtgttaaagg
gtattttttg

agtataagaa

tgtatttatt
ttgtagagtt
cttattgeot
actcttageca
gagggaaaac
aggggaactt
ttggtataca
tttggeatte
gttgttgetyg

tatcagececag

<210> 328
<211> 811
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 328

taaataatct
ttgtggettt
tcccatcgaa
aggaatactt
gatggctgga
gtcataatgg
aggaggtget
cttagecctyg
ccteceoeatta
tttggaagga

aaaatttact

attattacat
taacgttgea

attttatttc

<210> 329
<211> 811

ctaattagta
tgatgaaaat
ttagcaatge
gaggcetgggt
aggttaagta
aaggtgaagg
ggttetttet
tgggaacaca
ggccccacct
acaaacaaac

ragtgtatta

tgctttgaaa
tatttaataa

gaatccctta

taatgggtgt
tgtcttagta
tgtaaagaaa
aatttataaa
ctgggacaca
gtgtaaagat
atcaaccaat
ttaatctatt
ccaaattgta
catatctaag

atattttacce

caaagcatta
tgcacaacca

tagaggttca

tottagtgea
tttaaaactt
ggcatcttat
gatgaaaagt
geatctggtyg
catgtgacaa
tegeaagaga
cataagggat
toccattggg
ccatagtaaa

aatttecage

gtcttaatte
gtactaaaat

[od

145

gtgggtactt
tttottacee
tccatttttt
ttatttgget
ggggeetaga
gggaggaaag
actaatagag
ctggetgtat
gatcaaattt
aggaatgget

caggagagta

agaagtttaa

cctcattgaa

ttaasagtget
aattttttgt
gttgctataa
cgcaattcetg
getgettota
aagagaagga
aaagaactca
gatacaaaca
caaaaagaga
tttcaaaggt

tgaatgttge

attcagatgt

atgacaaata

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

601
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<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 329

tgtcttagta
tgtaaagaaa
aatttataaa
ctgggccaca
gtgtaaagat
atcaaccaat
ttaatctatt
ccaaattgta
catatctaag
atattttace
caaagcatta
tgcacaacca
tagaggttca

cagattggaa

<210> 330
<211> 601
<212> ADN

tttaaaactt
ggecatcttat
gatgaaaagt
gcatctggtg
catgtgacaa
togeaagaga
cataagggat
teccattggy
ccatagtaaa
aatttccagce
ktcttaatte
gtactaaaat
caatgtttta

atagtattta

<213> Homo sapiens

<400> 330

gcteatcaat
cttecttecca
actgcactag
agctcattaa
ttttattate
stgataaagg
tagattatta

gtaaataaca

ttgggaatgt
ctagaaaact

a

tttgacttaa
aatcaatcta
catttactat
aagagttaac
atttotacaa
aaaacatatg
ctaaagatta

ttotttetag

tgttttacag

atcttgagtt

ES 2704701 T3

tttettacee
tececatttttt
ttatttgget
ggggcctega
gggaggaaag
actaatagag
ctggetgtat
gatcaaattt
aggaatgget
caggagagta
agaagtttaa
ccteoattgaa
acaatgtagt

taaaacataa

gaaaattcta
taagaagget
atatttttat
aaaacatatt
taagtattga
caaggcaaat
aaatactttc

tgatcagaca

aagetectac

ttecagtaatyg

aattttttgt
gttgctataa
cgcaattctg
gctgettcta
aagagaagga
aaagaactca
gatacaaaca
caaaaagaga
tttcaaaggt
tgaatgttge
attcagatgt
atgacaaata
tttgactaaa

a

gcaacattta
cttecttaaa
cactctcace
tattttagge
agaaaggaga
aaacatctta
ttaagaatta

ctggatacta

cttgcaagga

taagatttte

146

tecccatcgaa
aggaatactt
gatggctgga
gtcataatgyg
aggaggtgcet
cttagecectg
cctoceatta
tttggaagga
aaaatttact
attattacat
taacgttgea
attttatttc

tagaagtagt

tagattttge
cataattttt
attactggat
atcctgaaaa
atttaaatta
gatcatgaca
aagcaattet

tgtttgagat

caggcaagtt

c¢tattcaatt

ttagcaatge
gaggetgggt
aggttaagta
aaggtgaagg
ggttotttcet
tgggaacaca
ggecaecacct
acaaacaaac
aagtgtatta
tgctttgaaa
tatttaataa
gaatcectta

caaaacctgt

caaaattcag
atatctatga
aataaataaa
aaagattcaa
cttcatatac
tataaaataa
aaaagcaata

agacagtgaa

taaatgtcag

tcacacttta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

811

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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<210> 331
<211> 601
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 331

agaaaattet
ataagaaggc
tatattttta
caaaacatat
ataagtattg
reaaggcaaa
aaaatacttt
gtgatcagac
gaagctccta
ttteagtaat

a

<210> 332

<211> 1110

<212> ADN

agcaacattt
tcttcettaa
teactcteac
ttattttagg
aagaaaggag
taaacatctt
cttaagaatt
actggatact
ccttgecaagg

gtaagatttt

<213> Homo sapiens

<400> 332

tgtagaagtt
tcctetaage
aagacaaatt
tggagtgcag
ctecttgectce
tttgtatttt
goctcaagtyg
cgtgoccage
acaaagtcac

aggatcatga

cttatcactt
tttacttecce
cagattatga
aggcacaatc
agcctecoccga
tagtagagat
atccacttge
ctcataaceg
ccatatttga

aataactatg

ES 2704701 T3

atagattttg
acataatttt
cattactgga
catectgaaa
aatttaaatt
agatcatgac
aaagcaattc
atgtttgaga
acaggcaagt

cetatteaat

cetggecttt
tcaaaaacta
atttttttet
tcggetcact
gtaactggga
ggggttteac
cteggoctec
tttcaactac
aataaagata

ttggeatagt

ccaaaattea
tatatctatg
taataaataa
aaaagattca
acttcatata
atataaaata
taaaagcaat
tagacagtga
ttaaatgtca

ttcacacttt

tggctaagat
gttttatctt
tttttacagg
gcagectceg
ttacaggcat
cacattggtc
caaagtgcag
ttttteactt
gtatatteot

tatttaggty

147

gettettece
aactgcacta
aagctcatta
attttattat
cctgataaag
atagattatt
agtaaataac
attgggaatyg
gctagaaaac

aaattttata

caagtgtgaa
gtcagcagga
gtctgetctg
ccteoctgggt
gtgeccaccac
aggctggtet
agattacagg
gacaagcaga
ggggyaggcea

ttgatactgat

aaatcaatct
gcatttacta
aaagagttaa
catttctaca
gaaaacatat
actaaagatt
attcttteta
ttgttttaca
tatcttgagt

tatatataaa

atgtagaagt
ttcacttaaa
ttgeccagge
tcaagcaatt
ccagctaatt
cgaactgotyg
tgtgagccac
tgtgaagtta
gaggeagttg

tattatgeca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

601

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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ttgaaagtta
tagtccctet
tatgggacac
tggaaacaga
ttecagtgact
gggaagagayg
cttecctcac
ctocagaact

tacaatcaca

<210> 333
<211> 691
<212> ADN

aacagagaac
cataatgtge
ctetatgttyg
tttgctacag
ggtgtcctta
atggagaaaa
agccctcaga
ataacacatt

catagaaatg

<213> Homo sapiens

<400> 333

taaaacatgt
acctaaataa
ggaatatact
agtgaaaaaqg
tgcactttyy
accaatgtgg
tgcctgtaat
ggaggetgea
ctgtaaaaaa
agataaaact
tottagecaa

actattaatg

acccagaggyg
ctatgecaac
atctttattt
tagttgaaac
gaggeegagy
tgaaacceoca
ccecagttact
gtgagcegag
gaaaaaaatt
agtttttgag
aaggecagga

aacctgaaat

<210> 334
<211> 640
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 334

ES 2704701 T3

cctctgggta
agtcatcatt
aagtctcaga
acgcaattag
aaaaaatgga
tggtcaccta
aggaaccaat
totgttotte

acttgtaaat

ttototgtit
atagttattt
caaatatggg
rgttatgagy
caagtggatc
totctactaa
cgggaggcetg
attgtgocte
cataatctga
ggaagtaaag
agtgataaga

agtttgtaaa

catgttttat
actgttacgg
ttecctagaa
ttgagatgeg
aatgtacaca
caagccaaag
cttgccaata

aagcaatttg

aactttcaat
catgatccte
tgactttgtt
ctgggcacgy
acttgaggece
aaatacaaaa
aggcaagaga
tgcactecag
atttgtettt
cttagaggaa

actteotacat

g

148

accaatgcac
gttgaggtgt
totecagaatyg
cttatatggy
cggtggtaga
acaggggtcet
cettgatttt

tagocattty

ggcataataa
aactgectet
aacttcacat
tggcteacac
agcagttcoga
attagoetggy
attgcttgaa
ccetgggeaac
ttaagtgaat
cttetacatt

tttaagttat

actatcttat
coccateete
tgaccttgtt
taggtoctaa
catgeataga
ggageagate
ggacttccac

ttacagctaa

cagtatcaac
gcctaccocea
ctgettgtoa
ctgtaatcte
gaccagecetg
tggtggcaca
ccocaggaggc
agagcagaca
cctgctgaca
tcacacttga

tcacaagata

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1110

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

691
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aaaccttttt
caccatgcca
cctetgaatyg

aagttagaat

atcgggeaat
tagcaaggtg
tttatgaaag
ggtagtttta
catgagtaag
ctgtttttaa

agcaaaccag

<210> 335
<211>919
<212> ADN

cetgttttac
acactgatgt
taatgaggat

gtttetgaaa

tcetgaaagta
actctcatat
gecatgtgte
ttataaaagg
gacaagagtt
aatatgggta

aaataggcca

<213> Homo sapiens

<400> 335

ES 2704701 T3

tattactaaa
ttacacccag
tcectagatgg

catagtgttg

caaagaagcc
aatgatcatt
tgeaatgaaa
agggtaggca
tcatatatgt
tatgettatt

aacactoctg

ggtggcacaa
cacagcattt
ctagccaatt

ttgecagaga

agattaaatg
atcattacca
ctcaaaagag
acaagaatat
gaatattttt
tgtgtaagty

agcataattt

149

cagcaaccte
ttggtctcta

cgaatattta

gtacgaaagt

aaataacact
cagttaaaag
aaaagttaac
gtttaatttt
atttaatttt

taagaaacag

aacaactttg
tttttattet
aggcaactga

tttcaagaat

ggcgaagttt
aaaagagttg
aggtgcaara
tcttectttt
aagtagaaat

aagtaagtac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

640
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tacacccage
cctagatgge
atagtgttgt
aaagaagcca
atgatcatta
gcaatgaaac
gggtaggcaa
catatatgtg
atgcttattt
acactcctga
aactctttte
cactctcegt
toctaaatttet
cctecatacat
taaatttgta

tgacatcatt

acagcatttt
tagccaattc
tgccagagag
gattaaatga
tcattaccac
tcaaaagaga
caagaatatg
aatattttta
gtgtaagtgt
gecataatttt
ctecacttgac
tcctectecag
agaatatccc
aatcttaacc
ttttaattet

ggctgatac

<210> 336
<211> 1001
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 336

ttactaaata ttctccaaca aatatatact tagtatatac tattagtgat gecatgcecttte

ES 2704701 T3

tggtctetat
gaatatttaa
tacgaaagtt
aataacactg
agttaaaaga
aaagttaaca
tttaattttt
tttaatttta
aagaaacaga
acttggtaga
ttecaggatt
tecttttttte
aggggtctge
aagtcattat

tgacttcttc

ttttaticte
ggcaactgaa
ttcaagaata
gegaagtttt
aaagagttgt
ggtgcaaaag
cttectttte
agtagaaatc
agtaagtaca
ttattcetga
caccatgeac
tcccccaggt
ctteggectt
tttaaatacc

catacagtct

150

ctctgaatgt
agttagaatg
tcgggcaatt
agcaaggtga
ttatgaaagg
gtagttttat
atgagtaagg
tgtttttaaa
gcaaaccaga
aacttaagga
ttgtgatttt
cttttttgtt
ctettttata
tacaatatac

agatttgtat

aatgaggatt
tttectgaaac
ctgaaagtac
ctetcatata
ccatgtgtet
tataaaagga
acaagagtkt
atatgggtat
aataggccaa
atcatctttg
cotttecattt
catcttaaac
tctacactgg
tgaaaacttc

gtccatagge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

918

&0
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aaatatttgg
ttctaacaga
Jgggaaaaggg
taagtaaggt
agatgaacgt
goccttagge
agagagaaaa
ggggtactcet
aagtgcagac
tgacccgata
togeacagga
tagagtataa
caataaggcyg
caaaccagge

gtagtgtcca

aataaacgaa

<210> 337
<211> 1576
<212> ADN

actatatcaa
tggattcaga
aagaagagag
agtgagggta
ggtatectgg
tggagtggge
aatcagatgg
atgtaatgaa
tettgtatet
tttacataca
ctteaattcet
tgacctgaaa
gaacagttca
agttgaggag
gagaatttcc

ataaagaaac

<213> Homo sapiens

<400> 337

ES 2704701 T3

tgaatgaaac
tgatttttat
ggattgaaaa
ggttttattg
aggaaagcct
ttgtttgatt
cgtaaggaga
yatgacctgg
tttotecaagt
cattaaagtt
ttttotggtt
tatctaggat
gaggcaatgg
ggatgggaag
ttagatgegt

tgaagctgat

aaaaaattat
gecttattte
tattgagaag
gcaaagtgat
cceoaggcaga
aaggaacaaa
tgaaatcaga
cagtactgac
ctatgaaatc
ccagaageac
tttagaggea
cactctaget
tggtcttcta
aagttgtcaa
aggaacatgg

tectgacattt

151

ttgccecettaa
gtaggtttaa
gttgggagac
ttttcagcag
gttaagctgce
gaggtcagca
aagatacgag
atctcctgag
tagacttcat
tgatataaca
gtecttiggg
actatcttga
aatgaaagac
attcotagaca
aggataggac

t

ggagcttaga
aagagcaatg
ttagcaattt
agactgggaa
taacaaaagt
tggttgeact
gctaggeaaa
ggactgttag
tttaacaaga
cattgtaaga
gtgttttgtg
ggaaagagty
acacagcact
tattttaaag

atagggtgga

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1001
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atacctttta
ttetggeaca
ttagttatat
atatatactt
gaatgaaaca
gatttitatg
gattgaaaat
gttttattgy
ggaaagcacta
tgtttgatta
gtaaggagat

atgacctgge

ttectcaarte
attaaagttc
tttotggttt
atctaggatc
aggcaatggt
gatgggaaga
tagatgcagta
gaagctgatt
actaggtgca
gtotttaate
ctgtaggtac
gtcaacagag
tgtetggttt
agttacctaa

ctactaaaas

<210> 338
<211> 1275
<212> ADN

agtgacatoc
aagtgattac
tgaacaaaat
agtatatact
aaaaattatt
ccttatttcg
attgagaagg
caaagtgatt
ccaggcagag
aggaacaaaqg
gaaatcagaa

agtactgaca

tatgaaatct
cagaagcact
ttagaggcag
actctagcta
ggtettctaa
agttgtcaaa
ggaacatgga
ctgacatttt
tocttgtttgg
ccgtagaaat
aaatttaaaa
gaataaataa
atttacatat
agtgtgactt

taataa

<213> Homo sapiens

ES 2704701 T3

tagtgaatct
tcataccatc
atacatttaa
attagtgatg
tgaccttaag
taggtttaaa
ttgggagact
tttcageaga
ttaagctget
aggtcagcat
agatacgagg

tctectgagy

agacttcatt
gatataacac
tcetttggygg
ctatcttgag
atgaaagaca
ttetagacat
ggataggaca
agacctaaaa
tgagtggaaa
accatgaagg
gtcacttgea
atgcagagag
tagtatatat

ttctaaattt

ccatttgtca
acttcaaaat
aaaatctaat
catgctttca
gagcttagat
agagcaatgg
tagcaattitt
gactgggaaa
aacaaaagtg
ggttgcacta
ctaggcaaag

gactgttaga

ttaacaagat
attgtaagat
tgttttgtgt
gaaagagtgce
cacagcacte
attttaaagg
tagggtggaa
tctcaactaa
tcagcocttgt
cagtagaaga
tttggatget
gggaaagaaa
tttettaaag

atggggaatt

152

cgagacctca
gatgattatc
tactaaatat
aatatttgga
tctaacagat
ggaaaaggga
aagtaaggta
gatgaacgtg
cocttagget
gagagaaaaa
gggtactcta

agtgcagact

gacccgatat
cgcacaggac
agagtataat
aataaggcgg
aaaccaggca
tagtgtceag
ataaacgaaa
aagttgccaa
gaattaagac
tggctaaaga
taaagtcagg
aggcccatag
atgtttgeta

ttotacattg

agctttocag
ttcatttatt
tctecaacaa
ctatatcaat
ggattcagat
agaagagagyg
gtgagggtag
gtatcctgga
ggagtggget
atcagatgge
tgtaatgaac

cttgtatett

ttacatacac
ttecaattett
gacctgaaat
aacagttcag
gttgaggagg
agaatttoet
taaagaaact
gatgggaaaa
ttaaactgat
gaggtctaga
atattgtgaa
actgagecat
tataataatg

tgttatggea

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

260

1020

1080

1149

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1576
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<400> 338

gtaaaactaa
cgttgctggt
tectgacacag
atttgaaaaa
cactattggt
gtaaaaatta
agaagagoeag
tatcatageo
tagtttattyg
tttataaaga
atcatgatceg
aagtgaaagyg

aagaacagta

cacacaaggy
actatatcat
tgtgatcage
ggtttgtgee
aagctctgte
acaatcaatt
tccagttatt
attacattat

tttgtttaca

<210> 339
<211> 1275
<212> ADN

ttataattaa
taaaacccag
cataaatgtt
ttattaatgt
gatactgaat
tgatttggag
cagttettat
ataaaatcag
tattagtceca
aatagaagtt
aaggcaaaag
agaaacccct

tgtgagaaac

aattatggga
gatcaaagca
tttggtgacc
ttgacagacg
caaaattttg
attcagtcac
cagtgtggta
gattgtecat

gacag

<213> Homo sapiens

<400> 339

ES 2704701 T3

aatcaaaata
ctataaaaat
aatcacattt
tacttaatta
ttaagttaca
tttaccaact
cttoctectt
ttoaggtatt
tttteatget
taacggacte
gcacatctta
tataaaacct

agtcccatga

actgcaatte
ttattgtttt
atgatcagtg
accggtatct
aatttctegt
acaatcacte
taacaaacta

tetetgeate

tttactgaac
tttgatcaaa
ctttatttta
ctctcaacac
tttaacaact
aaatcttgtt
tttettettt
acatgaacga
gctgataaag
acagtteocat
catggcaaca
tcagacctca

tccagttate

aagatgaaat
ctetgataag
aaatggttaa
gtttctcottt
taaawgcatc
tcatcagtea
cctggaactt

aataattagg

153

ctacttacte
aatttttatt
tttgeagatt
cttacagtgt
atcagaaaat
agettteact
aattaacaag
cacocctgac
acatacataa
gtggetggyy
ggcaagagaqg
tgagacttat

tcccactggy

gtgggtggaa
ctgatctaga
ggaaatctac
tcatgatgaa
atgattatag
ttaaggtgea
aatggcttga

atttggcaaa

ctataatttyg
ttgtaaatga
aatttgagta
ctcctgtaag
agtttttaaa
goctetattyg
agattatttg
tgcaatggtyg
gactgggtaa
aagactcaca
aatgagagce
tcactaccac

teceteecace

goacaacgga
aagtgctgct
agattttgta
gtatctaaca
aacagaggtt
tacctggtgt
aatagtcacc

gagggaatgyg

€0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

860

720

780

8490

200

960

1020

1080

1140

1200

12860
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gtaaaactaa
cgttgetggt
tctgacacag
atttgaaaaa
cactattggt
gtaaaaatta
agaagagcag
tatcatagee
tagtttattyg
tttataaaga
atcatgatcg
aagtgaaagyg
aagaacagta
cacacaaggy
actatatcat
tgtgatcage
ggtttgtgec
aagctctgte

acaatcaatt

teccagttatt
attacattat

tttgtttaca

<210> 340
<211> 1001
<212> ADN

ttataattaa
taaaacccag
cataaatgtt
ttattaatgt
gatactgaat
tgatttggag
cagttcttat
ataaaatcag
tattagtcca
aatagaagtt
aaggcaaaag
agaaacccct
tgtgagaaac
aattatggga
gatcaaagca
tttggtgacc
ttgacagacy
caaaattttg

attcagtcac

cagtgtggta
gattgtccat

gacag

<213> Homo sapiens

<400> 340

ES 2704701 T3

aatcaaaata
ctataaaaat
aatcacattt
tacttaatta
ttaagttaca
tttaccaact
cttecctoeott
ttecaggtatt
tttteatget
taacggactc
gcacatctta
tataaaacct
agtcccatga
actgcaattc
ttattgtttt
atgatcagtg
accggtatcet
aatttctegt

acaatcactc

taacaaacta

totetgeate

tttactgaac
tttgatcaaa
ctttatttta
ctcteaacac
tttaacaact
aaatcttgtt
tttcttottt
acatgaacga
gcetgataaag
acagttccat
catggcaaca
tcagacotca
teccagttate
aagatgaaat
ctctgataag
aaatggttaa
gtttetettt
taaatgcatc

tcatcagtceca

cctggaactt

aataattagg

154

ctacttacte
aatttttatt
tttgecagatt
cttacagtgt
atcagaaaat
agctttcact
aattaacaag
caccceetgac
acatacataa
gtggetyggy
ggcaagagag
tgagacttat
teccactggg
gtgggtggaa
ctgatctaga
ggaaatctac
tecatgatgaa
atgattatag

ttaaggtger

aatggcttga

atttggcaaa

ctataatttg
ttgtaaatga
aatttgagta
ctcetgtaag
agtttttaaa
gcctetattg
agattatttg
tgeaatggtyg
gactgggtaa
aagccteaca
aatgagagcc
tcactaccac
tacctoceac
gcacaacgga
aagtgctget
agattttgta
gtatetaaca
aacagaggtt

tacctggtgt

aatagtcacc

gagggaatgg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260
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gaaacaaaaa
tgtacatgac
tttattaaaa
ggcaagggty
gacagctctyg
attatggggy
tgggaagccc
tagggcagag
gaaggcgeca
gtgaggagta
actattaagt
gtttecteta
ccaatgactt
ttgattctet
gtcttgttet
tcataatagt

atgtctattt

attgettttt
catgtcatct
ttatcttgee
atctgttget
gctgttaaat
aggctgggat
tgctteoccag
agagcaagca
ctgtecatgac
cagttttage
atgttattaa
ttcctacttt
ttctgtgtgt
ctaggatttt
tttttttgta
actcttettt

agaagtcttt

<210> 341
<211> 1001
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 341

ggatttetta
totttatcaa
ccatgttgaa

agtgttttac

ggattttcta
tocggatgaa
cataagtggt

aatgatcttc

aaacaaacaa aatacttatg

ES 2704701 T3

atatattgat
gcaaatgaaa
taatttceca
aatctcagtg
tatcatagtc
atccaagatc
ttttecagatg
agctctetac
stgattatgt
atgtgaattt
ctatggagtt
tgttgagaag
attgagatga
ttttatttca
atttetgtec
agtttettaa

gttaagtotg

tgtacatgac
tttattaaaa
ggcaagggtyg

gacagctctg

attatggggy

atttttgeac
tagttttatt
aatagggoct
gatgatatte
tgtatggect
aagttgetgg
gocaccttct
cttectcatat
cacaaagacc
tggaagaaca
tttgtaggca
tttttatgat
ctgatttgtt
gttattaaat
ccttactggt
agatggtttt

acatctgage

catgtcatcet
ttatcttgee
atctgttget

gctgttaaat

aggctgggat

155

ggatttotta
tctttatcaa
ccatgttgaa
agtgttttac
aaacaaacaa
caggtctage
tatagtatcet
aagggcacta
ccggggcaaa
caaacattta
ttttttaaca
gacaaggcat
ctgccaattt
ttttcaacag
attccatatt
ctttagtttt

t

gcaaatgaaa
taatttcecca
aatctcagtyg
tatcatagtc

atccaagatc

ggattttcta
tocecggatgaa
cataagtggt
aatgatcttce
aatacttatg
aacctgccac
tcaccaaaga
atcccaccat
tattaccact
gtacagagtg
cattgagaaa
tacattttat
aaatccattg
gagaattact
taataaggca

taacatattt

tagttttatt
aatagggceccet
gatgatattce

tgtatggect

aagttgectgyg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1001

60

120

180

240

300
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156

caggtctage aacctgocac tgggaagcece tgetteccag ttttcagatg gocaccttet 360
tatagtatct tcaccaaaga tagggcagag agagcaagcea agctotctac ctteteatat 420
aagggcacta atcccaccat gaaggegeca ctgtcatgac ctgattatgt cacaaagace 480
ceggggeaaa tattaccact stgaggagta cagttttage atgtgaattt tggaagaaca 540
caaacattta gtacagagtg actattaagt atgttattaa ctatggagtt tttgtaggea 600
ttttttaaca cattgagaaa gtttoctcta ttcoctacttt tgttgagaag tttttatgat 660
gacaaggcat tacattttat ccaatgactt ttetgtgtgt attgagatga ctgatttgtt 720
ctgccaattt aaatccattg ttgattctcect ctaggatttt ttttatttca gttattaaat 780
ttttecaacag gagaattact gtcttgttet tttttttgta atttctgtee cocttactggt 840
attccatatt taataaggea tcataatagt actcettcottt agtticttas agatggttit 900
ctttagtttt taacatattt atgtctattt agaagtottt gttaagtctg acatctgage 960
totetcaaag tttotgotga tttttttttt cctatgtttg g 1001
<210> 342
<211> 701
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 342
ggaaaccctg gectettgat cacacttteoc tggagtttag tccccteotge aatatgtacce 60
tgggagtcat aagaaatgcc agttacaaaa acttcctgta cagatatcct agcactcaac 120
tggaaaccgg ggagagtcac aattctgtct ttccagecat atgtaactga aatggagatc 180
ttttcaccct gagccagggg tgatgggaaa gggagctggt catggectcaa tgtttagoct 240
tttottggte ttcaagattt catagacatt cttaaataca tgtttcottte aatgaagttt 300
geccttagga caattcacag ctacattagg tactttttaa ataatacttt tgaccatcocyg 360
tggttatttec attgaagaaa atctatagag cacctcagcecce atcattccag aagtgactat 420
cctoctecagt aatggttett attctaattt taaatatcat tgatgtagaa cattctattt 480
cactattcct tcattttatt rttatgggaa attatataca gttcteccaga tttttaaage 540
cttgectaaca tgttttaagt cacacaaata ttcttetgtg ggaaaatgac agtaatttag 600
tgtgcaacaa ttatatagaa ctatttttca aacttataaa cgaagtgaaa ttctaaataa 660
aatcatttat caaacacaaa aatttgagcc agaataagga a 701
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<210> 343
<211> 701
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 343

ES 2704701 T3

aatgeocagtt
agtcacaatt
caggggtgat
agatttcata
tcacagctac
aagaaaatct
gttettatte
tttattatta
ttaagtcaca
atagaactat
cacaaaaatt

atcttacttt

acaaaaactt
ctgtoctttee
gggaaaggga
gacattctta
attaggtact
atagagcacc
taattttasa
tgggaaatta
caaatattet
ttttcaaact
tgagccagaa

taaaatgtta

cetgtacaga
agccatatgt
getggteatg
aatacatgtt
ttttaaataa
tcageccatca
tatcattgat
tatacagttc
yctgtgggaa
tataaacgaa
taaggaatgt

aaattcctaa

tatcctagea
aactgaaatg
gotcaatgtt
tetttcaatyg
tacttttgac
ttoccagaagt
gtagaacatt
tccagatttt
aatgacagta
gtgaaattcet
aaattacaat

cttgtttgaa

ctecaactgga
gagatctttt
tagcctttte
aagtttgoee
catccgtggt
gactatccte
ctatttecact
taaagccttg
atttagtgtg
aaataaaatc
ttaaacacag

a

aaccggggag
caccctgage
ttggtcttca
ttaggacaat
tatttcattg
ctcagtaatg
attcctteat
ctaacatgtt
caacaattat
atttatcaaa

attataaact

<210> 344
<211> 768
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 344

ctaaaatcta
agaggaaaaa
atcttcatca
ctgagtaaca
gecatgactgg
catggtageca
ctcctgagaa
ctcccaceygyg
gggacacaca
tttttteata
tacatttttt
tcaaagetet

attctcoccat

<210> 345

ccattatatg
gceaatatttt
taatggttgt
tataaagaaa
gaaacttaga
ggagagagag
ctectatcggg
gettetecee
gacaaaccat
cttttatttg
accatgtaat
tcatacttat

cataccaagt

atatcettec
gaaatgatat
attagtctgt
aaagttttaa
atcatggeag
cacaaagggy
agaacagcaa
tgacacatga
atcaactgte
catectttyca
tcecatattac
ggtttgatcet

tecatgtetet

caatacataa
gettttettt
ttttacactg
ttgaccacag
aagaggaagg
gacacgctac
gagggaagtt
ggaattacaa
atggacttaa
ctaaaaagat
tttttectga
gcacttacaa

cactcttaat
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attaaaaasa
gtttgtette
ctataaagaa
tttecacagge
ggaagcaagy
acactttcaa
cacccctatg
ttggatgaga
acaattgtet
gacacaaagt
aagttactta
ctggatctea

atttgtte

aaaacactgt
aaacaattac
ttgectgaga
ttaataggaa
atcttettcea
acaacgagat
attcaatcag
gatttgggtyg
ttgaattgtce
aatcctagtt
tttttaaatce

gaaagattga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

701

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

768
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<211> 701
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 345

aaatgatatg
ttagtctgtt
aagttttaat
tcatggeaga
acaaagggygy
gaacagcaag
gacacatgag
tcaactgtca
atcttttcac
ccatattact
gtttgatctyg

catgtetcte

<210> 346
<211> 6758
<212> ADN

cttttetttg
tttacactge
tgaccacagt
agaggaaggyg
acacgctaca
agggaagttc
gaattacaat
tggacttaaa
taaaaagatg
ttttectgaa
cacttacaac

actcttaata

<213> Homo sapiens

<400> 346

ES 2704701 T3

tttgtottea
tataaagaat
ttcacaggct
gaagcaagga
cactttcaaa
acccctatga
tggatgagag
caattgtctt
rcacaaagta
agttacttat
tggatctcag

tttgttccca

aacaattaca
tgcetgagac
taataggaag
tettetteac
caacgagatc
ttcaatcage
atttgggtgg
tgaattgtet
atcctagttt
ttttaaatct
aaagattgaa

agacaacaat

158

tottcatcat
tgagtaacat
catgactggg
atggtageag
tectgagaac
tocecaccggy
ggacacacag
tttttcatac
acatttttta
caaagctcett
ttotcecate

t

aatggttgta
ataaagaaaa
aaacttagaa
gagagagagea
tetateggga
cttectecect
acaaaccata
ttttatttge
ccatgtaatt
catacttatg

ataccaagtt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

701



agagtgggee
tgactcagaa
gaaggcagca
aagcaggaac
taagatactc
tgteccecctyg
agtctcagca
aaagaaaaaa
ataattataa
aaatgaatca
aaagataaac
ctaaaaatat
agatcatcaa
aagggactta
aaaagggaga

tttcaaagag

attgttotga
caatgataag
tgttagagat
aagctgatta
caaagatgtt
aacaaagcca
acaacaaaaa
aagccacaga
aataactatc
ggaaaatgat
aaacagaaat
tcaatagcag
gtcagaggaa
ggagtcagta
aaaatgaaaa

agaaattgat
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ctagtetggg
getgtagate
ataattccac
ggaaatttgt
tgataggttc
gtctgcaaag
tgacaagaca
aatcagtcet
ataaaaatge
geatgaacaa
tttggagctt
actagatcag
caacagcaac
ccaaggaaat
gaaagcatat

atacaaattc

getecccaaa
tttttggaag
aggaagatgce
gatgactaaa
tagatctcta
actgggtgag
tgcacagaag
agagaaaacy
ccagtgagat
aatgggecata
aaaaatacag
gcagaagaaa
aaaaaagaat
caatatatac
ttgaaaaaat

aagaagttea

159

gaactggtat
tctatgaaaa
caggtaaaac
agtatataca
gatatactge
atgatttttt
caagaaaata
gatctatgag
ataagaaaac
tcaacagaga
taagtaaagt
atatcaatga
gaaaaaagtg
gttatagatg
aatagctgaa

aaagactcta

ctgtotoace
caggcacaat
aaaagagaaa
caagcccaaa
tcaatgaaag
ttaaatgtca
taacacaatc
ctgeetgaca
acagacaact
tggaaatgac
gaataattca
acttgaagac
aagacagecct
tatcagaaga
gaattctcaa

gcecataataa

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



atctaaagag
attgtgaaat
tcacaggatt
gtgectgaaag
gaagaatgaa
taccagacct
gacagtaaca
atggtaacct
taaaggatga
aaaaatttgt
tttgtatgea
tatgtaattg
aagggaatca
gtgaaaagga
ccatatcagt
gtttgcaaga
acttcecatge
tttaagtcaa
tegecaggea
atgcagcaaa
atacceccecac
aatttgagca
accaaageag
aactacatgt
gtattgttte
atccacacat
gaaaaaagaa
gatgcagcaa
gaagaaagaa
aagaacaaac

caatttaaaa

actcacacta
ctgecaagga
tctgaacaga
aagaaaacac
ggagaaattt
getetgeaaa
caaaaccact
gtattaatac
aaacatctaa
gatcacaata
attgaaatta
caatggtaac
aagcatgtce
ggaataaaaa
aattacatta
actaacttta
agtgaccaaa
aaactgttac
gacacaacaa
cagacataat
ttacaataat
acactgtaga
aaacagaata
tatgcaacaa
tgatgacgat
atgtggaaat
aacacegtga
aagtgatggt
aacaaaaata
tataccaaaa

aatagcagaa
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agacatatta
aaagtgactc
cactttgecag
cetgeocaace
agactttcee
atgctaaaga
cataaataac
tggtgcacaa
aactaactat
acataaaatg
ccatcagttt
tatattetat
ttgtaaaaaa
gttataagac
aatataaatg
caattaaaga
atagaggagg
aagagtaaaa
ttataaatat
tgaagaaaga
gtataaaata
ccaattggac
tacattettt
acaagtctca
ggaaagaacc
taaactacat
aacaaataaa
aagagaaatg
ctcaaattaa
gctaacacag

ctaaaagttyg

tcatcaaact
atcacacata
gtcagaggga
aagaatatgg
aaataaacaa
gaaacctteca
ttcttcagta
attcacttte
aaatctatat
ggggaggtag
aaactgaact
agaatatatt
gtcaatgaaa
ataaaaaaaa
gattaaactc
cacacagcetg
gtggctgtat
gaagggecatt
caatacataa
aataaatagc
acaagacaga
ctaataaata
tcaagtacac
acaatgttta
tagaagccaa
gcaattaage
aacaaaaata
tttatagtta
caactttaca
aaagaaaaga

gttetttgaa

160

gtcaaaatca
agagatataa
agtagggtga
catccagaaa
aagctgaggy
ggtgaaacaa
aaaataatac
aaattttata
aatgaatata
agctgtatag
gttataacat
aaaaagaaaa
gcaaaagaaa
tgaaaatagt
cctaatcaaa
acggtgaagg
tactgtcaga
atacagttaa
aaataagagc
taaaatggta
atgtaaataa
tactcagaat
atttgacatt
aaagtctgat
tagcaaaaag
aaagggccaa
cagcatatga
taaatgcaaa
agtcaagaag
ataaagatta

aagatcaaca

aagacaaaga
cataagattg
catattecag
aactttccta
agttcattac
aaagatgcta
atcgacaaat
aataagaatt
caatatataa
gggtagagct
taagatgttt
agaaaatagg
ggcagaaaga
aatagtcctg
tecatagattyg
gagaaaaaaa
caaaataaaa
aaaagtaaat
tcectasatat
gaagacttta
aaatgtagag
aatccatcca
ctetgggatt
attacacaaa
aaaatagaaa
agaagaagaa
aaatgcatgg
ccttaaaaaa
gtagagaaaa
aaaacaaaaa

gaattgacaa

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1820

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820



tttettaget
ggtattataa
tgacaacaaa
gaatcatgaa
aacagaccaa
agettaggac
cecaatettoe
tcataaggtc
gaccaatate
caacagcata
gtgtaattca
aaaaaccaca
tgtgataaaa
tcactgatga
tgttaccact
aaataaataa
ataaccttag
taataagtaa
toctgtgtgtce
atttacaata
gaattcctgt
agtgatatgt
aaagttataa
tctotaggta
cteacactte
gocacaataa
agtattgaga
ctggtaccac
catccatgtg
aaaatggatt
aggaaaaatt

taaaagcaaa

acattaagaa
ctgatgecac
ttgagtaacc
tacatgaccc
taattagtaa
caaatggett
tecaaacttit
agcattatcc
cctgatgaat
cttaaatgat
acacataaaa
taattatatc
acactcaaca
aaatctacaa
tetattatac
aaggcatcca
aattagaaaa
attcagcaag
tecatacacta
gcatcaggaa
atactgaaaa
ttttaatatg
tggcattttt
coctgaggge
cagattacaa
tcaaaacaac
gtccagaaat
tcaatgggaa
caaaagaata
aaagatctaa
tcatgctaat

aattagacag
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aaatacaaga
agaaatacaa
taggatacct
ttataaatca
ggagaataaa
tactggagaa
aaaacaaatg
ttataccasa
ttegatgeaa
tatatgetgt
ttcaatcaat
aactgatgca
aactaggaaa
gttctttata
gtagtattgy
aagtggaaag
tectaaaaat
ttgactgata
acaatgaaca
aaaaaataaa
ctacaaatat
tecacccaaa
ctgcaggaat
caaacaattt
gaatatttac
gtgggatttyg
aaacccttag
tgggacaatt
aatctggacc
atgaaagatc
ttggcaacat

atggaaatcc

ctecaaataac
aaggatcata
tgataaattc
agactaaatc
ctagtaatca
ttetaccaac
ttaaagagga
accagacaaa
gaatcctcag
aatcaagatg
gtaatacacc
gaaaaaaatc
agaaggaaac
aaagatcagg
aagttctaat
gaagtaaaat
ttcacatacc
caaaatcaac
atctgaaaag
tacttaggaa
tgccaaaaga
gtgatcttea
gtaaaaattt
tgagaaaaaa
aaattacata
cataaaggca
gtatatcatc
tgttcaacaa
cttatattac
taaaactata
tttgtgatgt

atcatagttt
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acaaatcagt
agggactact
caaaaaatgc
ataaagaaat
gaaacctoce
cattaaaagy
ggaaactctt
gacactatta
caaaatacta
catttattet
acattaacag
tgacacagtt
aactttaaca
aacaagacaa
cagagcaaat
aatctottit
aagaaaaagc
acagaaagct
gagattaaga
caaacttaac
aaataaagga
gattcaatga
atcctaaaat
aaaagaacaa
tttacaaaaa
gatatataga
aaatgacatt
atagagcaaa
actatagaca
aaactcctag
gacaccaaaa

ataacttttg

ggtgaaaggyg

acaaattgta
acaatatact
agaaaatatc
aacaaagaaa
ataattaaga
teaatoteat
aaaaaactta
tcaaacaatt
ttgaatgecaa
aatgagagac
caacaccttt
catcatatge
taatctgeat
taggcaagaa
tacagatgat
gtgttaaaat
cagttgtgtg
aaacaatttc
caaggggttyg
gacacaaata
aatccetate
tcatatagaa
aattggagga
aaattacaaa
ccagtggaat

tgacaaagtg

gaaaactaaa
aaattaatte
gagaaaacag
geagagtcaa

gtcattaaag

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

37890

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740



aacagtcaac
aatcacagat
acaacaaaaa
aagatgttat
gagaaatgca
tcatgaacaa
taattttgge
aaaaattaaa
agaattgaaa
aatagccaag
tatgtacata
acaacatgaa
gacaaataaa
gaatgtagaa
aatgggtata
gtaaatataa
tgatgtectte
taagctgact
ttcacataat
cacgttgtgt
aatttatatt
ctecatetgh
atattttatt
taatgattge
tttacactat
acattttact
acagtcaatg
tagatttcat
caggcaagaa
ttgaaagata

geatttttaa

agagtgaaaa
atctgatagg
atctaatcca
acaaatggece
aatcaaaacc
cagaaaataa
agaaattcaa
aatagaacta
gcagggtgtt
agatgaaagt
gagtaaaata
tggaacttta
cactatacga
tagtggttac
gtttcagtte
ttactetgaa
ttttgttatt
ttgctgatat
tttgetttac
gtetttttta
taatgtaatt
tgttggttet
atttttcate
tctagggttt
tcatgtatac
ctacatttgt
atttttaaag
actccttetg
attctotcag
ttttcactag

gatgcoccatt
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ggcaatctat
ggattcatat
atcaaaaaat
aggaagcata
acagtgcaat
caagtgttga
aatggtgcaa
ccatatgatce
gaagatatat
aacccaaagg
ctgtgecaget
gggecattata
ttctacttaa
cctgagetgg
tgcaaaatga
attgtacact
atatagaaaa
taatataatc
gttgatgtat
tctaagttga
attgatatag
cattattect
tcaactgttg
ataataaaca
ttcaatttet
tataactcag
agtttaacag
cctgaagaat
cetttogttgg
gtatagaagt

caattgtott

aaaatggggg

ccagaataaa
gggccaaggyg
tgaaaagatg
atcacttcac
tgagtgtgta
ccactataaa
cacaatccca
ttgcacactc
ttcatgaagc
ttaaagagaa
gtaagtaaaa
gtatttaatg
gggaaagggyg
aaaggttetg
taaaaatggt
actttttcat
cttcecatttt
ttatacataa
tagacttgeco
trgagtgtgt
ctgtitctac
gettattage
aaatgttage
ttcottoccat
tgetttgaaa
tgaaaaaaaa
ttcttttaat
tttgaaaaac
ctgggttgac

gtcttgtata

162

aaaaacagaa
taaagaactc
agtgaagata
tteaatgtea
attcattaga
gagaaattga
aaatgatatg
cetetgggta
tttatagcag
aatgaataaa
aggaaatcett
taagccagtt
ttgtcaaatt
caaaggggaa
gaaatctgtt
taagatgaca
atgataatag
tctttaaaat
ggtgggttte
ttttgttagg
tgatttttgt
cttecttttgt
cacattgectt
attttctacce
cotttgaact
gtcaattatt
tggetttcat
agaccttgta
tgcttattac
agttctecatt

attttggatt

aatatgtgca
ctatatctceca
catttctcca
ctaatcatca
atggettetg
gacctttata
gaggtectea
catattcaaa
cactgttcac
caaaatatat
atactatget
ttttttaaag
tataaatata
ttgttatttt
tcacaatgtt
aatagagttg
tetttgtttt
gctatatget
ttatagatac
gtatttaaat
tttetatttg
actaattatt
ttaaaatttt
atcaaatatt
atatcttcat
tttgtetttg
ctttttecat
ctgecgggtcet
acctttgttt
gtttgtcaca

agtctggtgt

4800

4860

4520

4380

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



10

15

20

atttettace tttgtteote tetgtgecaat gettcaacca tcoccacttca ggetgecttt

aagatgtttt ctttteccctt aatcotttagt ttttagetgg ttgacagtga cgcatctaag
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tgtagtgtat gaggttgcett ttattgtcac tgttgttg

<210> 347

<211> 6758

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 347

163

6660

6720

6758



agagtgggec
tgactcagaa
gaaggcagca
aagcaggaac
taagatactc
tgtcccccty
agtctcagea
aaagaaaaaa
ataattataa
aaatgaatca
aaagataaac
ctaaaaatat
agatcatcaa
aagggactta
aaaagggaga
tttcaaagag
atctaaagag
attgtgaaat
tcacaggatt
gtgctgaaag
gaagaatgaa
taccagacct
gacagtaaca
atggtaacct

taaaggatga

attgttctga
caatgataag
tgttagagat
aagctgatta
caaagatgtt
aacaaagcca
acaacaaaaa
aagccacaga
aataactato
ggaaaatgat
aaacagaaat
tcaatagcag
gtcagaggaa
ggagtcagta
aaaatgaaaa
agaaattgat
actcacacta
ctgccaagga
tctgaacaga
aagaaaacac
ggagaaattt
gctetgceaaa
caaaaccact
gtattaatac

aaacatctaa

ES 2704701 T3

ctagtctggyg
goetgtagatce
ataattccac
ggaaatttgt
tgataggttce
gtetgcaaag
tgacaagaca
aatcagtoct
ataaaaatgce
gcatgaacaa
tttggagett
actagatcag
caacagcaac
ccaaggaaat
gaaagcatat
atacaaattc
agacatatta
aaagtgactc
cactttgcag
cctgcocaace
agactttccc
atgctaaaga
cataaataac
tggtgcacaa

aactaactat

gctccccaaa
tttttggaag
aggaagatgc
gatgactaaa
tagatctcta
actgggtgag
tgcacagaag
agagaaaact
ccagtgagat
aatgggcata
aaaaatacag
goagaagaaa
aaaaaagaat
caatatatac
ttgaaaaaat
aagaagttca
tcatcaaact
atcacacata
gtcagaggga
aagaatatgg
aaataaacaa
gaaaccttca
ttettcagta
attcactttce

aaatctatat
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gaactggtat
tetatgaaaa
caggtaaaac
agtatataca
gatatactge
atgatttttt
caagaaaata
gatctatgag
ataagaaaac
tcaacagaga
taagtaaagt
atatcaatga
gaaaaaagtg
gttatagatg
aatagctgaa
aaagactecta
gtcaaaatca
agagatataa
agtagggtga
catccagaaa
aagctgaggg
ggtgaaacaa
aaaataatac
aaattttata

aatgaatata

ctgtctcacc
caggcacaat
aaaagagaaa
caagcccaaa
tcaatgaaag
ttaaatgtca
taacacaatc
ctgcectgama
acagacaact
tggaaatgac
gaataattca
acttgaagac
aagacagect
tatcagaaga
gaattctcaa
gocataataa
aagacaaaga
cataagattg
catattccag
aactttecta
agttcattac
aaagatgcta
atcgacaaat
aataagaatt

caatatataa

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



aaaaatttgt
tttgtatgea
tatgtaattg
aagggaatca
gtgaaaagga
ccatatcagt
gtttgcaaga
acttccatgce
tttaagtcaa
tcgceocaggea
atgcagcaaa
atacccccac
aatttgagca
accaaagcaqg
aactacatgt
gtattgttte
atccacacat
gaaaaaagaa
gatgcagcaa
gaagaaagaa
aagaacaaac
caatttaaaa
tttcttaget
ggtattataa
tgacaacaaa
gaatcatgaa
aacagaccaa
agcttaggac
ceaatcttee
tcataaggte
gaccaatatce

caacagcata

gatcacaata
attgaaatta
caatggtaac
aagcatgtcc
ggaataaaaa
aattacatta
actaacttta
agtgaccaaa
aaactgttac
gacacaacaa
cagacataat
ttacaataat
acactgtaga
aaacagaata
tatgcaacaa
tgatgacgat
atgtggaaat
aacaccgtga
aagtgatggt
aacaaaaata
tataccaaaa
aatagcagaa
acattaagaa
ctgatgeecac
ttgagtaacc
tacatgaccc
taattagtaa
caaatggctt
tcaaactttt
agcattatcc
cctgatgaat

cttaaatgat
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acataaaatg
ccatcagttt
tatattctat
ttgtaaaaaa
gttataagac
aatataaatg
caattaaaga
atagaggagg
aagagtaaaa
ttataaatat
tgaagaaaga
gtataaaata
ccaattggac
tacattottt
acaagtctca
ggaaagaacc
taaactacat
aacaaataaa
aagagaaatg
ctcaaattaa
gctaacacag
ctaaaagttg
aaatacaaga
agaaatacaa
taggatacct
ttataaatca
ggagaataaa
tactggagaa
aaaacaaatg
ttataccaaa
ttegatgeaa

tatatgcectgt

ggggaggtag
aaactgaact
agaatatatt
gtcaatgaaa
ataaaaaaaa
gattaaactc
cacacagctg
gtggctgtat
gaagggcatt
caatacataa
aataaatagce
acaagacaga
ctaataaata
tcaagtacac
acaatgttta
tagaagccaa
gcaattaage
aacaaaaata
tttatagtta
caactttaca
aaagaaaaga
gttctttgaa
ctcaaataac
aaggatcata
tgataaattc
agactaaatc
ctagtaatca
ttctaccaac
ttaaagagga
accagacaaa
gaatcctcecag

aatcaagatg
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agctgtatag
gttataacat
aaaaagaaaa
gcaaaagaaa
tgaaaatagt
cctaatcaaa
acggtgaagg
tactgtcaga
atacagttaa
aaataagage
taaaatggta
atgtaaataa
tactcagaat
atttgacatt
aaagtcotgat
tagcaaaaag
aaagggccaa
cagcatatga
taaatgcaaa
agtcaagaag
ataaagatta
aagatcaaca
acaaatcagt
agggactact
caaaaaatgc
ataaagaaat
gaaacctcce
cattaaaagg
ggaaactott
gacactatta
caaaatacta

catttattet

gggtagaget
taagatgttt
agaaaatagg
ggcagaaaga
aatagtcctg
tcatagattyg
gagaaaaaaa
caaaataaaa
aaaagtaaat
tcctaaatat
gaagacttta
aaatgtagag
aatccatcca
ctetgggatt
attacacaaa
aaaatagaaa
agaagaagaa
aaatgcatgg
ccttaaaaaa
gtagagaaaa
aaaacaaaaa
gaattgacaa
ggtgaaaggy
acaaattgta
acaatatact
agaaaatatc
aacaaagaaa
ataattaaga
tcaatcteat
aaaaaactta
tcaaacaatt

ttgaatgcaa

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



gtgtaattca
aaaaaccaca
tgtgataaaa
tcactgatga
tgttaccact
aaataaataa
ataaccttag
taataagtaa
totgtgtgte
atttacaata
gaattcotgt
agtgatatgt
aaagttataa
tctctaggta
cteacacttc
gccacaataa
agtattgaga
ctggtaccac
catccatgtyg
aaaatggatt
aggaaaaatt
taaaagcaaa
aacagtcaac
aatcacagat
acaacaaaaa
aagatgttat
gagaaatgca
tcatgaacaa
taattttgge
aaaaattaaa

agaattgaaa

acacataaaa
taattatatc
acactcaaca
aaatctacaa
totattatac
aaggcatcca
aattagaaaa
attcagcaag
tecatacacta
geatcaggaa
atactgaaaa
ttttaatatg
tggecattttt
ccctgagggce
cagattacaa
tcaaaacaac
gtccagaaat
tcaatgggaa
caaaagaata
aaagatctaa
teatgetaat
aattagacaqg
agagtgaaaa
atctgatagg
atctaatcca
acaaatggec
aatcaaaacc
cagaaaataa
agaaattcaa
aatagaacta

gcagggtgtt
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ttcaatcaat
aactgatgca
aactaggaaa
gttctttata
gtagtattgg
aagtggaaaqg
tcectaaaaat
ttgactgata
acaatgaaca
aaaaaataaa
ctacaaatat
tocacccaaa
ctgcaggaat
caaacaattt
gaatatttac
gtgggatttg
aaacccttag
tgggacaatt
aatctggace
atgaaagatc
ttggcaacat
atggaaatcce
ggeaatctat
ggattcatat
atcaaaaaat
aggaagcata
acagtgcaat
caagtgttga
aatggtgcaa
ccatatgatc

gaagatatat

gtaatacacc
gaaaaaaatc
agaaggaaac
aaagatcagg
aagttotaat
gaagtaaaat
ttcacatacca
caaaatcaac
atctgaaaag
tacttaggaa
tgcocaaaaga
gtgatcttceca
gtaaaaattt
tgagaaaaaa
aaattacata
cataaaggca
gtatatcatc
tgttcaacaa
cttatattac
taaaactata

tttgtgatgt

atcatagttt
aaaatggggg
ccagaataaa
gggccaagygg
tgaaaagatg
atcacttcac
tgagtgtgta
ccactataaa
cacaatcceca

ttgecacacte
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acattaacaqg
tgacacagtt
aactttaaca
aacaagacaa
cagagcaaat
aatctetttt
aagaaaaagc
acagaaagct
gagattaaga
caaacttaac
aaataaagga
gattcaatga
atcctaaaat
aaaagaacaa
tttacaaaaa
gatatataga
aaatgacatt
atagagcaaa
actatagaca
aaactcctag
gacaccaaaa
ataacttttg
aaaaacagaa
taaagaactc
agtgaagata
ttcaatgtca
attcattaga
gagaaattga
aaatgatatg
cectetgggta

tttatagcag

aatgagagac
caacaccttt
catcatatge
taatctgcat
taggcaagaa
tacagatgat
gtgttaaaat
cagttgtgtg
aaacaatttc
caaggggttyg
gacacaaata
aatccectatce
teatatagaa
aattggagga
aaattacaaa
ccagtggaat
tgacaaagtg
gaaaactaaa
aaattaattc
gagaaaacag
geagagtcaa
gtcattaaag
aatatgtgca
ctatatcteca
catttcteca
ctaatcateca
atggettetg
gacctttata
gaggtcotcea
catattcaaa

cactgttecac

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
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aatagccaag
tatgtacata
acaacatgaa
gacaaataaa
gaatgtagaa
aatgggtata
gtaaatataa
tgatgteottc
taagctgact
ttcacataat
cacgttgtgt
aatttatatt
ctceatetgt
atattttatt
taatgattgce
tttacactat
agattttact
acagtcaatg
tagatttcat
caggcaagaa
ttgaaagata
geatttttaa
atttettace
aagatgtttt

tgtagtgtat

<210> 348
<211> 501
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 348

agatgaaagt
gagtaaaata
tggaacttta
cactatacga
tagtggttac
gtttcagtte
ttactctgaa
ttttgttatt
ttgetgatat
tttgetttac
gtctttttta
taatgtaatt
tgttggttct
atttttcatc
tctagggttt
tcatgtatac
ctacatttgt
atttttaaag
actecttetg
attctcteag
ttttcactag
gatgccocatt
tttgttecte
cttttooett

gaggttgett
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aacccaaagyg
ctgtgcagct
gggcattata
ttetacttaa
cetgagetgyg
tgcaaaatga
attgtacact
atatagaaaa
taatataatce
gttgatgtat
tctaagttga
attgatatag
cattattccet
tcaactgttg
ataataaaca
ttecaatttct
tataactcag
agtttaacag
cotgaagaat
cctttgttgy
gtatagaagt
caattgtott
totgtgeaat
aatctttagt

ttattgtcac

ttecatgaage
ttaaagagaa
gtaagtaaaa
gtatttaatg
gggaaagggyg
aaaggttctg
taaaaatggt
actttttecat
cttocatttt
ttatacataa
tagacttgec
ttgagtgtgt
ctgtttctac
gettattage
aaatgttage
ttectteoccat
tgetttgaaa
tgaaaaaaaa
ttettttaat
tttgaaaaac
ctgggttgac
gtettgtata
gecttcaacca
ttttagctgg

tgttgttg
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aatgaataaa
aggaaatctt
taagccagtt
ttgtcaaatt
caaaggggaa
gaaatctgtt
taagatgaca
atgataatag
tctttaaaat
ggtgggttte
ttttgttagg
tgatttttgt
cttettttgt
cacattgett
attttctace
acctttgaact
gtcaattatt
tggecttteat
agaccttgta
tgcttattac
agttctcatt
attttggatt
tcccacttea

ttgacagtga

caaaatatat
atactatgct
ttttttaaag
tataaatata
ttgttatttt
tcacaatgtt
aatagagttyg
totttgtttt
getatatget
ttatagatac
gtatttaaat
tttctatttyg
actaattatt
ttaaaatttt
atcaaatatt
atatcttcat
tttgtotttg
ctttttecat
ctgegggtet
acctttgttt
gtttgtcaca
agtctggtgt
ggctgeotit

cgcatctaag

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6758
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gaccatgtta
cactcttcag

gcecttgagac

aaacaatgca
aggagaagaa
atteottagte
tgtaagaatt
tcactgttte

caaagacttt

<210> 349
<211> 501
<212> ADN

tgacatttta
agcagaaaga

tgggccatgt

aactggagaa
rggataagca
actcaccatt
gttettgece
ctctgcactce

ttgtecatgtt

<213> Homo sapiens

<400> 349

tgacttactt
tagttgggat
acccccactt
gatggtagaa
aaattactgyg
acgaggagca
tgtcaagcta
tottttettt

ttteococtttt

<210> 350
<211> 1148
<212> ADN

toctgetaca
ccaccacagc
tetetgagaa
gagaagaaag
rgaaaataat
agtgttgttg
teectgttte
toctacagea

ctaatccttyg

<213> Homo sapiens

<400> 350
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gtgettgeta
gaaatctaca

ttctacaget

caaggtcaga
gaaaatcaaa
tettatgttt
ctocceetan
tctattaact

t

ctettcagag
cttgagactg
acaatgcaaa
gagaagaaag
tottagteac
taagaattgt
actgtttect
aagacttttt

a

agcagtaaat
aaaagggcaa

tacccacatt

gaagttatct
aagggcataa
gtgaaaacag
accacccaca

tctttgteet

cagaaagaga
ggccatgttt
ctggagaaca
gataagcaga
tcaccattte
tettgoccet
ctgecactcte

gtcatgtttt
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actgacttac

tgtagttggg

ttaccccecac

tggatggtag
aaaaattact
aaacgaggag
tetgtoaage

cctettttcet

aatctacaaa
ctacagcetta
aggtcagaga
aaatcaaaaa
ttatgtttgt
ceecctecac
tattaacttce

gtttotittt

tttectgeta
atcecaccaca

tttetectgag

aagagaagaa
ggggaaaata
caagtgttgt
tatcoctgtt

tttectacag

aagggcaatg
cceacatttt
agttatcttg
gggcataaaa
gaaaacagaa
cacccacatce
tttgtectce

ctattgttte

60
120

180

240

300

360

420

480

501

60

120

180

240

300

360

420

480

501
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tatgagattt
tcaaaaatgy
tatttttata
cccaattcca
tagtaccacc
catttgatcc
aaaaagacac
accaacctaa
gggactacta
agetggagge
ttetetetta
ggactttaga
gacattaggt
aattcaacta
ctectcaaaaa
aacagaaaac
ctgectaagy
aaaaaacata
aagcaatcct

cagccaat

aatgttaaga
tttagaaatg
tatttttaaa
aatctagctt
tctatggaaa
agcaatctta
ttgtacacat
gtggecastg
ctcagccatt

cattattceta

taagtgggaa
gactcacgayg
acaaggtacc
agtaacaaga
ttttaagcee
actgttttaa
aaacgcagat
gagatgggat

ctgaceteag

<210> 351

<211> 1148

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 351
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aataaaatgt
acataataat
tatatttttc
aaacataatt
acattatgga
atactgggta
atgtttacag
actaatgaga
acaaggaaca
agtaaagtaa
ctaagttagg
gaggagggta
ctacttaagt
aaccacttgt
taaacttcag
aaatggtgga
acccctgtac
ctccttatge

actetcaaag

aggatctaaa
acagacattt
aaaagcettoe
ttacaaaaat
gatttcecctaa
totaccegga
gaccacaatt
ggataaagaa
aaataatgtc

ttecaggaatt

aataagcaaa
ataggggact
gcactaaaat
accccaaaag
ttectattgt
tttttttaag
cttgttgttyg
tgccecagget

ttttgggact
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acgtaatcta
gtgggtggta
tataaagaat
tattctctea
agagttaaaa
ggaaaagaag
cacaaatgca
gatgtggcat
ttttgcaaca

ggaaaaccaa

ggcacacaga
agggattaaa
ctcagaattc
ctactgaaat
ttatatttac
gttaaaggta
ttgttgtttt
tgtctcaaac

acaggegaca

tagcataatc
ggattatgca
gtaattcttt
gaatgtaaac
gtagatctac
tecattgtatg
aagatgcaga
atatatatca
acttggatag

aaaccgtatg

gggacatatt
agaaaaacta
accactacgt
aaaaattatt
taagaaaaac
tataagacag
tcactttttt
tecectgagetc

gtcaccatge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1148
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tatgagattt
tcaaaaatgyg
tatttttata
cecaatteca
tagtaccacc
catttgatec
aaaaagacac
accaacctaa
gggactacta
agctggagge
ttetetcetta
ggactttaga
gacattaggt
aattcaacta
ctctcaaaaa
aacagaaaac
ctgectaagg

aaaaaacata

aagcaatcct

cagccaat

aatgttaaga
tttagaaatg
tatttttaaa
aatctagett
totatggaaa
agcaatctta
ttgtacacat
gtggecacty
ctcagecatt
cattattcta
taagtgggaa
gactcacgag
acaaggtace
agtaacaaga
ttttaagoeo
actgttttaa
aaacgcagat

gagatgggat

ctgacctcayg

<210> 352

<211> 1148

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 352
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aataaaatgt
acataataat
tatattttte
aaacataatt
acattatgga
atactgggta
atgtttacag
actaatgaga
acaaggaaca
agtaaagtaa
ctaagttagg
gaggagggta
ctacttaagt
aaccacttgt
tasacttcag
aaatggtgga
accccotgtac

ctecttatge

actctcaaag

aggatctaaa
acagacattt
aaaagcttcce
ttacaaaaat
gatttcctaa
tctaccocgga
gaccacaatt
ggataaagaa
aaataatgtc
ttcaggaatt
aataagcaaa
ataggggact
gcactaaaat
accocaaaaq
ttoctattgt
tttttttaag
cttgttgttg

tgoccagget

ttttgggact
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acgtaatcta
gtgggtggta
tataaagaat
tattetctea
agagttaaaa
ggaaaagaag
cacaaatgca
gatgtggeat
ttttgcaaca
ggaaaaccaa
gygcacacaga
agggattaaa
ctcagaatte
ctactgaaat
ttatatttac
gttaaaggta
ttgttgtttt

tgteteaaac

acaggegaca

tagecataatc
ggattatgca
gtaattcttt
gaatgtaaac
gtagatctac
teattgtatg
aagatgcaga
atatayatca
acttggatag
aaaccgtatg
gggacatatt
agaaaaacta
accactacgt
aaaaattatt
taagaaaaac
tataagacag
teactttttt

tectgagete

gteaccatge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1148
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tatgagattt
tcaaaaatgg
tatttttata
coceaatteca
tagtaccacc
catttgatce
aaaaagacac
accaacctaa
gggactacta
agctggaggce
ttetetetta
ggactttaga
gacattaggt
aattcaacta
ctctcaaaaa
aacagaaaac
ctgectaagg
aaaaaacata
aagcaatccet

cagccaat

<210> 353
<211> 1148
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 353

aatgttaaga
tttagaaatg
tatttttaaa
aatctagett
tctatggaaa
agcaatetta
ttgtacacat
gtggccactg
cteagecatt
cattattcta
taagtgggaa
gactcacgag
acaaggtacc
agtaacaaga
ttttaagecec
actgttttaa
aaacgcagat
gagatgggat

ctgacctecag
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aataaaatgt
acataataat
tatattttte
aaacataatt
acattatgga
atactgggta
atgtttacag
actaatgaga
acaaggaaca
agtaaagtaa
ctaagttagg
gaggagggta
ctacttaagt
aaccacttgt
taaacttcag
aaatggtgga
acccctgtac
ctccttatge

actctcaaag

aggatctaaa
acagacattt
aaaagcttece
ttacaaaaat
gatttcctaa
tetaccegga
gaccacaatt
ggataaagaa
aaataatgte
ttcaggaatt
aataagcaaa
ataggggact
gcactaaaat
accccaaaaqg
ttcctattgt
tttttttaag
cttgttgttg
tgcccagget

ttttgggact

acgtaatcta
gtgggtggta
tataaagaat
tattetctea
agagttaaaa
ggaaaagaaqg
cacaaatgca
gatgtggcat
ttttgeaaca
ggaaaaccaa
ggcacacaga
agggattaaa
ctcagaattc
ctactgaaat
ttatatttac
gttaaaggta
ttgttgtttt
tgtctcaaac

acaggegaca

tagcataatce
ggattatgca
gtaattettt
gaatgtaaac
gtagatctac
teattgtatyg
aagatgcaga
atatayatca
acttggatag
aaaccgtatg
gggacatatt
agaaaaacta
accactacgt
aaaaattatt
taagaaaaac
tataagacag
teactttttt
tectgagete

gtecaccatge

tatgagattt aatgttaaga aataaaatgt aggatctaaa acgtaatcta tagecataatc

tcaaaaatgyg tttagaaatqg acataataat acagacattt gtgggtggta ggattatgea
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60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1148
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tatttttata
cccaattoca
tagtaccace
catttgatec
aaaaagacac
accaacctaa
gggactactr
agctggagge
ttetetetta
ggactttaga
gacattaggt
aattcaacta
ctectoaaaaa
aacagaaaac
ctgoctaagg
aaaaaacata
aagcaatcet

cagccaat

tatttttaaa
aatctagett
totatggaaa
agcaatctta
ttgtacacat
gtggecactyg
ctcagccatt
cattatteta
taagtgggaa
gactcacgag
acaaggtacc
agtaacaaga
ttttaagece
actgttttaa
aaacgcagat
gagatgggat

ctgaccteag

<210> 354
<211> 611
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 354
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tatattttte
aaacataatt
acattatgga
atactgggta
atgtttacag
actaatgaga
acaaggaaca
agtaaagtaa
ctaagttagg
gaggagggta
ctacttaagt
aaccacttgt
taaacttcag
aaatggtgga
acccctgtac
cteccttatge

actctcaaag

aaaagcttcc
ttacaaaaat
gatttecctaa
tetaccegga
gaccacaatt
ggataaagaa
aaataatgtc
ttcaggaatt
aataagcaaa
ataggggact
gcactaaaat
accccaaaaqg
ttectattgt
tttttttaag
cttgttgttyg
tgceccagget

ttttgggact

172

tataaagaat
tattctectea
agagttaaaa
ggaaaagaag
cacaaatgca
gatgtggeat
ttttgecaaca
ggaaaaccaa
ggcacacaga
agggattaaa
ctcagaattc
ctactgaaat
ttatatttac
gttaaaggta
ttgttgtttt
tgtctcaaac

acaggegaca

gtaattcttt
gaatgtaaac
gtagatctac
teattgtatg
aagatgcaga
atatatatca
acttggatag
aaaccgtatg
gggacatatt
agaaaaacta
accactacgt
aaaaattatt
taagaaaaac
tataagacag
tcactttttt
tcectgagete

gtcaccatge

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1148
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caaaacctca
ccaatttett
tggtttgtag
gggaaagagyg
gctagcecta
tatcttecca
tacaagattc
aacaatatga
ctgecagetyg

gtacteteca

atcaacccett

<210> 355
<211> 601
<212> ADN

acctteccaga
ccagggegat
aaatgtcagt
aataaaatag
attgcaggca
tgtccacatt
aaatccaace
cgtgagggat
tagtttatga

gatgtctaac

<213> Homo sapiens

<400> 355

ttctectagte
gggttagaca
tttcataaac
gaatccctca
gaggttggat
yaaatgtgga
gatgcctgea
atctatttta
agactgacat
acatcgeccct

t

<210> 356
<211> 527
<212> ADN

caaagggttyg
totggagagt
tacagctgge
cgtcatattg
ttgaatcttyg
catgggaaga
attagggcta
ttectottte
ttctacaaac

ggaagaaatt

<213> Homo sapiens

<400> 356

ES 2704701 T3

taagtctaag
gttgaacctg
ctttgtttca
atgtgcagaa
tccctgaatc
tgcttcacat
tctaygatga
tcagggaaga
aattccacaa

cctaagetag

attatctaaa
actetgtaaa
agaccaggga
ttagtgecte
tatctgtata
tattaaggag
gcgacacccet
cctaaagtct
caggccttee

ggttcttatt

ggtgagaact
gaaatgaaag
agctgtggga
ataacagagt
ctagaccttg
agtttgaatg
ctggtcttgt
geacttictt
tgaggatgaa

gtacetteaa

ctagataata
tggtgattce
agatatgtge
ttetgettat
taatagaagc
totettgeaa
gaagactttce
tgettcecteat
aagagagatt

catcttgtgt

173

tcacacaaga
ccaatcteote
gaatgagaag
gagaaagtct
gattgcaaga
tggettctat
gaataagcag
gagcacatat
atggaatcac

aatattatcet

ttttgaaggt
atttcatcct
tcaagaaagt
tcacaagaca
cacattcaaa
teccaaggtet
tcactctgtt
tcteccacag
ggecttteatt

gaagttctca

tgaataagaa
ttggaaggce
caagacttta
teagggtgte
gactccttaa
tatatacaga
aagaggcact
cttecoctggt
catttacaga

agtttagata

acctagetta
cattgtggaa
gctettecct
agtcatcata
ctatgtgaag
aggattcagg
atttctgecac
cttgaaacaa
tecaggttea

ccecttagact

60

129

180

240

300

360

420

480

540

600

611

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

601
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gektctagaat
tgcacaatgt
cctatagtta
tecttatgttt
ttttecaagte
taatactgaa
gtccaagaga

atgtagtgtyg

atggcattac
atcgtectac
catgcataat
cctatcaatg
ceaagatcat
tactatctta
agtgaggtca

tecgtttcegat

agaagtggga
cettacatca
aaattctgac
tcattagece
tecatgtateco
ttttcactge
gcagetgcaa

gtgacactgt

ES 2704701 T3

tgctacaaat
atttctgaaa
aactettatg
tttatcttgt
acaagcaatg
catgatcaag
gacaccteocg

ctcacagagt

tgttcaatgg

<210> 357
<211> 601
<212> ADN

aaatttagaa

<213> Homo sapiens

<400> 357

atttctettt

gaacaagatt
ttecaagtggt
ctatttetge
gacattttoe
tocttgeaca
ygaagctttt
ggcagcaatc
tgtccaaate
ttgctgatgg
aaagttatte

a

ttecctgettt
aatagttaca
ctgaaactgy
ttacactaaa
tecattttaac
ctaaatgacg
cacactgeot
tggegtatea
aaactcaaac

catgacttca

taaaaatact
ggcaattcat
gtggcactac
attgagaaaa
tetgtgagac
gaggtggett
tgatcatgge
ttgettgtgg
aagataaagg

taagagttgt

ttectcaattt

acattaaagc
ctttetggte
tacttttttt
agagaaattt
agtgtcacat
geagetgetyg
agtgaaaata
atacatgaat
gctaatgaca

cagaatttat

<210> 358
<211> 1001
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 358

174

agtctcattg
caacttctet
aagtcatgga
ttgagtttecc
atacgccaga
gcagtgtgga
tcatttagaa
taaaatgatg

tagtgta

tgaaaattta
agaaaagggt
tttttttttt
ctaaatttce
cgaaacgaca
acctcactte
agatagtatt
gatcttggga
ttgataggaa

tatgcatgta

agagtcaact
ttgecactteoc
ataactttet
atcagcaatg
tttggacaaa
ttgetgecaa

aagctteatg

tgmaaggaac

ggccaaaatt
gttactgcag
taactgagca
attgaacagt
cactacatca
tettggactt
cagtattatt
cttgaaaaca
acataagaag

actacagggy

60

120

180

240

300

360

420

480

527

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

601
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gcttaatace
atataataaa
acccaaagga
cacaaattca
attaaagtat
cctatacact
ttttttttea
aacaggtgaa
atctgattcet
gaaaaagaaa
tacatcaata
gaatattgaa
gagatggttt
atatggctge
tcagaattot
gtgtctottt

tetgtgtgtyg

<210> 359
<211> 1001
<212> ADN

tgagtgatgg
cctgtteatg
atctataaaa
aatgtcttte
aatgaaaata
aaaaagcette
tgtcteggaa
atgcaatccce
aaaattcata
aagaaatgga
aaggacaagt
tccagaataa
tgtttttaca
cataacaaag
ggagtatgga
ttttgatgac

cctaggtect

<213> Homo sapiens

<400> 359

ES 2704701 T3

aatattetgt
tactecctgaa
agtctactag
tatatattaa
tecaactgttt
aatatgttgt
gacttaatat
aatcaaaatc
yggaaaaaaa
ggactaatge
tggtatiggy
atccacacat
acaaatgtta
aaccacaaac
agcccaagat
agatgactat

attotcecaat

tcaacaaacc
cctaaaagtt
agctagagtg
tgacaatcaa
agggagaaat
tgagattaac
gtgaagatac
ccagcaatta
caatggagtt
tacctgattt
ttaaagatag
atatggataa
ctggaacaaa
aggtggttta
caagttgcetg
cttttaccaa

toctataagg

175

cctetgacat
taaaaaagat
attttaacaa
caataaaatt
gtaacaagaa
tgaagaaggt
caattcttee
ttttaagggg
agaataacta
caagtcttat
ataaatacat
aaataccaga
ttgatatatg
aataatggaa
ggaggattcg
tgtettcact

a

aggtttgecet
tatgtagaaa
gatttcaata
ttaaaacatt
tggtgaagga
ctaaatagat
ccaaatgatc
gaaattggea
aaacaagtcc
cgtataaatc
cagtggaata
caattcagtg
tattagtecag
ataaatttce
tttottotga

tggttttcee

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1001
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ctaaaagttt
gotagagtga
gacaatcaac
gggagaaatg
gagattaact
tgaagatace
cagcaattat
aatggagtta
acctgattte
taaagataga
tatggataas
tggaacaaat
ggtggtttaa
aagttgetgy
ttttaccaat
cctataagga

attatctctt

aaaaaagatt
ttttaacaag
aataaaattt
taacaagaat
gaagaaggtc
aattettoee
tttaaggggy
gaataactaa
aagtettate
taaatacatc
aataccagac
tgatatatgt
ataatggaaa
gaggattcogt
gtcttcactt
aaccagtcat

taaagacact

ES 2704701 T3

atgtagaaaa
atttcaatac
taaaacatta
ggtgaaggac
taaatagatt
caaatgatca
aaattggcaa
aacaagtocg
rtataaatet
agtggaatag
aattcagtgy
attagtcaga
taaatttoct
ttettetgag
ggttttocet
attggattag

atcteccagat

cccaaaggaa
acaaattcaa
ttaaagtata
ctatacacta
tttttticat
acaggtgaaa
tetgattota
aaaaagaaaa
acatcaataa
aatattgaat
agatggtttt
tatggectgee
cagaattetg
tgtetetttt
ctgtgtgtge
ggcccactet

gtagccacac

tctataaaaa
atgtctttet
atgaaaatat
aaaagcttca
gtcteggaag
tgcaatccea
aaattcatat
agaaatggag
aggacaagtt
ccagaataaa
gtttttacaa
ataacaaaga
gagtatggaa
tttgatgaca
ctaggtccta
aatggeccca

t

<210> 360
<211> 1058
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 360

catgattage
ctaaaatatc
ttgttttecat
taggtttttt
tagctcaaag
teataggeat
gacaggcata

ttttaatagt

tatgctactt
tgaagatagce
ttcgaaggaa
ttggattett
gtcattcact
tgttaagcecet
taaagcaatt

aactctcaca

tocactgete
aatagactat
atatgcaaag
tetgtgtityg
taagaaatct
attataattt
tctectataa

gcaagaacat

ttagtatact
ttaaagtaga
gtttattgag
tetatgttga
aagtactgat
tggtwecagag
ttggagtteca

atgtttgtaa

176

gagaggcage
agaagtatge
tatttcaget
taaaacattg
aacatcttag
agaaggtaaa
cgaaaaattc

ataatacatc

gtctactaga
atatattaat
caactgttta
atatgttgtt
acttaatatg
atcaaaatce
ggaaaaaaac
gactaatget
ggtattgggt
tocacacata
caaatgttac
accacaaaca
gaccaagatoe
gatgactatc
ttctecaatt

ttttacttge

ataagtaaaa
tatttttgtt
tetettacag
aaatgccata
cccoccgattet
ctatatteoca
acatatttct

acagaatctt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1001

60

120

180

240

300

360

420

480
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25

ES 2704701 T3

attggcagac aaggaaattc ctaaaatatt ttttactgece acatcaatta agatatataa 540
aataccttat atagaagatg tttgcaccca ggccaaacaa atcaaacaag aatagaagcea 600
ctgacagtet tatttcaasa ttggtttaac ttgtatttac aggatattgt agtaccttat 660
aaagttgatt gctgattggc cgtcttttac agaattctgt cagattgtta ttatttottg 720
taaagattga ttcaaacaaa taaaaattgt caggattgga tatgtcctat agtgaggtgt 780
agttatgteca catgagattt ttaattacaa agaaatggaa aataaaatga gaatagaatt 840
gagactcoce tgtcacctca caaatatgtt gaaatacaat gaaatttcca aagatgttaa 900
agcatataaa gttgaataat tcttattatg tattaaactt acagaaattt aatttcttta 960
ctttataaga ggtagtgaaa atataaaatt aattatgaag acagagtagt cttagtcaga 1020
catggeccta taaageatat tceccattegt tacatcaa 1058

<210> 361

<211> 1058

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 361
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catgattage
ctaaaatatc
ttgttttcat
taggtttttt
tagctcaaag
tcataggcat
gacaggcata
ttttaatagt
attggeagac
aataccttat
ctgacagtct
aaagttgatt
taaagattga
agttatgtceca
gagactccocce
agcatataaa
ctttataaga

catggcccta

<210> 362
<211> 956
<212> ADN

tatgctactt
tgaagatagc
ttecgaaggaa
ttggattctt
gtcattcact
tgttaageet
taaagcaatt
aactctcaca
aaggaaattc
atagaagatg
tatttcaaaa
getgattgge
ttcaaacaaa
catgagattt
tgtcacctca
gttgaataat
ggtagtgaaa

taaagecatat

<213> Homo sapiens

<400> 362

ES 2704701 T3

teccactgete
aatagactat
atatgcaaag
tetgtgttig
taagaaatct
attataattt
teteetataa
gcaagaacat
ctaaaatatt
tttgeacccea
ttggtttaac
cgtettttac
taaaaattgt
ttaattacaa
caaatatgtt
tottattatg
atataaaatt

toccattegt

ttagtatact
ttaaagtaga
gtttattgag
tetatgttga
aagtactgat
tggtacagag
ttggagttca
atgtttgtaa
ttttactgec
ggccaaacaa
ttgtatttac
agaattctgt
caggattgga
agaaatggaa
gaaatacaat
tattaaactt
aattatgaag

tacatcaa

178

gagaggcage
agaagtatgce
tatttcaget
taaaacattg
aacatcttag
agaaggtaaa
cgaaaaattc
ataatacatc
acatcaatta
atcaaacaag
aggatattgt
cagattgtta
tatgtcctat
aataaaatga
gaaatttcca
acagaaattt

acagagtagt

ataagtaaaa
tatttttgtt
tctettacag
aaatgccaya
accogattet
ctatattcca
acatatttct
acagaatctt
agatatataa
aatagaagca
agtaccttat
ttatttettg
agtgaggtgt
gaatagaatt
aagatgttaa
aatttcttta

cttagtcaga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1058
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aaaacaagga
teaggecaag
gcaacaaaac
ggttaaggca
tgtagaagat
tttecaggatyg
aaatataata
tgcagggcat
aaggtataaqg
tatttaatet
cttacattgce
gtataggtac
actacatcat
cacctgagte
tgatagatga

gtggttggac

acaaacaaac
aggtgatgag
tgaaatagaa
tataagacca
accttgtttyg
gaggcttgag
ttaaaatatt
ataatctaag
ctatatgact
atgaatgaga
tcataacttc
cccaaatcat
ggcaggctaa
tcctaaacca
aaaaactcag

ttttagggaa

<210> 363
<211> 956
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 363

caaccgaaca
tgcttgaget
taaaatgcag
cttttteoacy
taaattactt
agtgcaatta
taccttattt

cctgtcagaa

acagactttt
ggttggtgaa
attcagaatg
aggtcttcag
cacttgtete
ggtaaatttt
gaatctggaa

gacaacatat

ES 2704701 T3

aaaaatgtta
ttactgtagt
ggtggettag
aactgatttt
cgaacttcag
attgaattgt
aattataaat
ctgtaaacgt
ggcactgtge
gcacttcaag
aatgacttag
aagggaatgt
agcaatagaa
atttcaaagg
aagttatagt

aaaaacctaa

gagtcatgtt
atattacctg
agtgcettaa
gtaaggccat
atattttcat
tacccatttt
taatatttat

tcatcttget

caaccgaaca
tgettgaget
taaaatgcag
ctttttcacg
taaattactt
agtgcaatta
taccttattt
cctgtyagaa
tcaactcaga
tatacagaaa
atgaaaacct
ttatcaatta
tgactttgac
tatgagaggyg
tgacagcaat

taaaatctaa

tcaggccaag
gcaacaaaac
ggttaaggca
tgtagaagat
ttteaggatg
aaatataata
tgcagggcat

aaggtrtaag

179

acagactttt
ggttggtgaa
attcagaatg
aggtcttcag
cacttgteto
ggtaaatttt
gaatctggaa
gacaacatat
gtcattgaat
gatatctcaa
cctgaacatt
gatgatgaaa
aagaggaaat
gggtgatata
tttaatataa

tggaaattag

gagtcatgtt
atattacctyg
agtgecttaa
gtaaggccat
atattttecat
tacceatttt
taatatttat
tcatcttget
gaacagtatt
aagattcage
tttatcagtt
tggggatgea
tacatagagg
aataaatagt
tatgaaaaat

tggtee

aggtgatgag
tgaaatagaa
tataagacca
accttgtttg
gaggettgag
ttaaaatatt
ataatctaag

ctatatgact

ttactgtagt
ggtggcttag
aactgatttt
cgaacttcag
attgaattgt
aattataaat
ctgtaaacgt

ggcactgtgc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
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tcaactcaga
tatacagaaa
atgaaaacct
ttatcaatta
tgactttgac
tatgagaggg
tgacagcaat

taaaatctaa

gtcattgaat
gatatctcaa
cotgaacatt
gatgatgaaa
aagaggaaat
gggtgatata
tttaatataa

tggaaattag

ES 2704701 T3

gaacagtatt
aagattcagec
tttatcagtt
tggggatgea
tacatagagg
aataaatagt
tatgaaaaat

tggtocacte

tatttaatct
cttacattgc
gtataggtac
actacatcat
cacctgagtce
tgatagatga
gtggttggac

atttctecac

atgaatgaga
tcataacttc
cecaaatcat
ggcaggctaa
tecctaaacca
aaaaactcoag
ttttagggaa

ctaggatgtt

gcacttcaag
aatgacttag
aagggaatgt
agcaatagaa
atttcaaagg
aagttatagt
aaaaacctaa

aaaaat

<210> 364
<211> 601
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 364

gtaaaacaca
aaatcctgyg
ggtgagtgtyg
ttgacttaag
ttgaatgteca
wacttgtace
ccataatgge
gtatatgtga
tasagtaata
ttattatceca

c

<210> 365
<211> 601
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 365

tagatcgctg
cttaaatcga
tgtgtgtgtyg
ctaaaagata
ttcacattat
tttetttata
aagtatcacg
gttttgggga
taaaattatg

cagacataat

tatccttgtt
ggtctcaaag
tgtgtgtgty
aacgtoctcot
tcccttaaaa
taatgggtaa
tggatggttt
aagttttgea
tttctggaac

gtcattgtte

cagtaagcta
goetttgtttt
tgtttattct
tocttteage
taaactctet
tgegttaatg
agcattgttt
actatatgtt
atattttgga

aggtcctgea

180

caacatacte
gttttgttgt
cctgaaatte
cacagatggt
cectecccte
tcagcagaat
ttagaatget
tgttaattaa
agctataaag

accttcttat

gtatctcctg
atggttgtat
tectecteac
gatggataaa
tacegtetea
agttttgggg

gtgaatttgg

atgaggacta
tcatctgtat

aatcaacata

540

600

660

720

780

840

900

956

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

601
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agtaagctac
ctttgtittg
gtttattcte
ccotttoageo
aaactctete

kecgttaatgt

gcattgtttt
ctatatgttt
tattttggaa
ggtcctgcaa

t

<210> 366
<211> 1079
<212> ADN

aacatacteg
ttttgttgta
ctgaaattct
acagatggtg
cecteoectet

cagcagaata

tagaatgeotyg
gttaattaaa
getataaagt

ccttcttata

<213> Homo sapiens

<400> 366

ES 2704701 T3

tatctecetga
tggttgtatg
cctectcact
atggataaat
ccegtetecat

gttttgggge

tgaatttggg
tgaggactat
catctgtatt

atcaacatac

aatcctggge
gtgagtgtgt
tgacttaage
tgaatgtcat
cottgteocet

cataatggca

tatatgtgag
aaagtaatat
tattatccac

gtgggcccag

181

ttaaatcgag
gtgtgtgtgt
taaaagataa
tcacattatt
ttetttatat

agtatcacgt

ttttggggaa
aaaattatgt
agacataatg

ggattttatg

gtotcaaagy
gtgtgtgtgt
acgtecctctt
cccttaaaat
aatgggtaat

ggatggttta

agttttgeaa
ttctggaaca
tcattgtteca

tatcttcogeo

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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gaatttatgg
ggggtgtatt
gtcgtattaa
ggcagattga
agcaacttga
aaaaaatatt
tctgttgaaa
caattggctg
cagtccecac
cgecatttge
ctttaatcaa
caacaatgat
ccaaaaaaaa
ttctcagcaa
ggaattgaac
tgtggggtygy
agtttctggg

tgtgecacatg

toctgatggag
aggcttacca
ggttctgttt
tactgtagct
aagctaaacc
accaacattt
aaaaaaatca
gatctatgea
cacteoectea
catgaagttt
gatcaggata
agactggatt
cgatgagttc
actatcgcaa
aatgagaaca
ggggaggagy
tgcagcacac

taccctaaaa

<210> 367

<211> 501

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 367

ataaatttte tettecctea agaatttatg gtetgatgga gaagggaate attaaagtte

ES 2704701 T3

aagggaatca
ccactggaat
ctgctgggag
rggctetage
tggcccacag
aaaactggga
gaagatctgg
gcttotetoe
tattctecaa
tacactctac
atataaagtg
aagaaaatgt
atgtcctttg
ggacaaaaaa
cttgggeaca
gagggatagc
catcatggca

cttaaagtat

ttaaagttct
ctggatagat
ccacaggtcc
tctataccte
atatgtttta
agttttatga
caatactgag
aaaaagcaaa
toctggaccet
agaaatataa
agatctgaaa
ggcacatata
tagggacatg
ccaaacgecy
ggaaggggaa
atttggagat
catgtataca

aatttttaaa

182

atgtagtgag
gaagacagag
tcaggaagca
tagaataaag
tttggectctt
aaaaacccag
ctgacattce
gaatgtgtte
gagcogteatt
tttttttgta
gtggaaaaaa
caccgtggag
gatgaagctg
catgttecteca
catcacacac
atacctaatg
tatgtaacta

aaaagatatt

atatccccaa
tggcagggaa
acaagtactg
gttacaaact
acactgtttt
acttotggat
tatatgacaa
ttgcttaaca
tgctatgtat
gaagactatg
gataaatgtc
tactatgcag
gaaaccacca
ctcataggty
cgggacctgt
ttaaatgact
acctgcacat

ttcttatet

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1079

60
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tatgtagtga gatatccecca aggggtgtat taggettace accactggaa tctggataga 120
tgaagacaga gtggcaggga agtcgtatta aggttctgtt tctgctggga gcoccacaggtce 180
ctcaggaage aacaagtact gggcagattg atactgtage tgggetectag ctetatacet 240
ctagaataaa kgttacaaac tagcaacttg aaagctaaac ctggcccaca gatatgtttt 300
atttggetcet tacactgttt taaaaaatat taccaacatt taaaactggg aagttttatg 360
aaaaaaccca gacttctgga ttcectgttgaa aaaaaasaatc agaagatctg gcaatactga 420
gctgacatte ctatatgaca acaattggct ggatctatgc agecttctctc caaaaagcaa 480
agaatgtgtt cttgcttaac a 501

<210> 368

<211> 1001

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 368
tgaagaagcece gectggette ttgtttette tcatagecaaa atgcaatgag aaagagataa 60
tttgagaaaa gaaccgttta aacaaaaaga aaccaagaca taatgatttt ggaaattcte 120
agtttattca gactgcaaaa gatattaaaa taasagaaact cagtaacagg gatagataat 180
ctaaagaaaa agcoctaggac acggctgtag taaccttetg tttttatacce tcagcaattt 240
getaatgect caaaaagatc aaaagtactce aaatataaag ggetcetttga agagattaga 300
tttectcaat caaaccaaag agcatcgagg aagcecttaagg ttactgtcce tcacatatct 360
cagcagaagyg caaaaataga agactgatta tcotaagaaag atctcotgaaa gagtctcata 420
ttatggagtg aaccccetgtyg gcatacatgg gagacccact tggttcttga gaattttata 480
tcaggagaaa cactgtcagt ytgtattgaa aggaacagag aaaatacgaa attaaagaag 540
actattaaac ctccaaaatt ctggcaggaa agaagcttac acagctactc agttgcaaag 600
atctgccact tttcatatac atgaaaggac tcagaggagg aagccacagg tttagaagga 660
aaagctaaaa gcaacatcgt attagtettg gatcetaggaa cctaatttet ctageagaat 720
ctagaaatgg cttgggacaa gtgattgttt ttttacctag gattttcectece ctettgaaaa 780
caggactgte tgtaactatt atcctatgee tgecctacea tcatatttea gaaacaggta 840
acttatgttt tcactttcaa agattcacaa taaagagaaa ttgtacctca gaatggatta 900
taccagagcet ttcctcatge ataaattaaa taatttaggt tatgtgattt gaagettttg 960
agtgggtgag gtgacatttt ggatgctgag ttggtgcegt a 1001

<210> 369

<211> 1001

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 369

tottetecata
aaagaaacca
taaaataaag
tgtagtaacc
tactcaaata
cgaggaagcet
gattatctaa
catgggagac
ttgaaaggaa
aggaaagaagqg
aggactcaga
tcttggatct
tgttttttta
atgecctgecee
cacaataaag

ttaaataatt

ctgagttggt

<210> 370
<211> 601
<212> ADN

gcaaaatgca
agacataatg
aaactcagta
ttetgttttt
taaagggetc
taaggttact
gaaagatctc
ccacttggtt
cagagaaaat
cttacacage
ggaggaagcec
aggaacctaa
cctaggattt
taccatcata
agaaattgta
taggttatgt

geegtagtga

<213> Homo sapiens

<400> 370

ES 2704701 T3

atgagaaaga
attttggaaa
acagggatag
atacctcage
tttgaagaga
gtcoctoaca
tgaaagagtc
cttgagaatt
rcgaaattaa
tactcagttg
acaggtttag
tttctectage
tctceocetott
tttcagaaac
cctecagaatg
gatttgaage

gtccagaatt

gataatttga
ttctecagttt
ataatctaaa
aatttgctaa
ttagatttee
tatctcagea
tcatattatg
ttatatcagg
agaagactat
caaagatctg
aaggaaaagc
agaatctaga
gaaaacagga
aggtaactta
gattatacca
ttttgagtgg

ctgeggaact

184

gaaaagaacc
attcagactg
gaaaaagcct
tgecctcaaaa
tcaatcaaac
gaaggcaaaa
gagtgaaccc
agaaacactg
taaacctcca
ceactttteca
taaaagcaac
aatggcttgg
ctgtctgtaa
tgttttecact
gagctttect
gtgaggtgac

t

gtttaaacaa
caaaagatat
aggacacggc
agatcaaaaqg
caaagagcat
atagaagact
ctgtggeata
tcagtctgta
aaattctgge
tatacatgaa
atcgtattag
gacaagtgat
ctattatcct
ttcaaagatt
catgcataaa

attttggatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1001
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ctctagacte
ccacagggct
caagagttct
gtgttccctt
aattccteac
raacggaatg
taagaagcaa
ttgcettgga
ctttgettta
ggcctaattc

C

<210> 371
<211> 601
<212> ADN

ctectgtatt
cttgaaactt
agaacatcta
ttgcatcaaa
ttgtatctea
accaagcttt
caaaaagatt
gtaagataat
tggatattta

ctctagagcec

<213> Homo sapiens

<400> 371

acaagctoca
tgtattttaa
aaacttcettyg
catctattca
atcaaactac
rtctcattet
agctttggga
aagattatac
gataatctaa
tatttacata

a

<210> 372
<211> 701
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 372

gccatggacy
tttageccact
aacctcatea
gcaagtgtgt
acactgtcat
ttctetctta
gaggcaaaag
agatgtgaat
gcacacactt

aagcaaatat
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ttaatttage
cttgaacctc
ttcagcaagt
ctacacactg
ttetttetet
gggagaggcea
atacagatgt
ctaagcacac
cataaagcaa

ccttgatcat

caattcotte
tttttaggge
gtaacatgtc
atctggtaag
tccteocttta
gaaaactgat
aatctcggtg
atgtgacctt
catagcctga

ggatatttac

cacttttitta
atcagtaaca
gtgtatctgg
tcattectece
cttagaaaac
aaagaatctc
gaatatgtga
acttcatagc
atatggatat

gaacaccatt

tagaagcaaa
ctacaatttt
cattagtgge
tgaatattec
tcteccaaaag
cacctetgat
ttaaagactc
cctcoccaccag
gaacaatttt

ctaaaggcty

185

gggectacaa
tgtccattag
taagtgaata
tttatctecca
tgatcacctce
ggtgttaaag
coettaecteoca
ctgagaacaa
ttacctaaag

cctgtecatga

atttatctcet
agatctccac
atgacccaag
ttetatgtgt
cttgaaaatt
gaattagaac
agagtttaag
ggcatgttge
ggaagtcttt

gaccaaggcc

ttttagatcet
tggcatgacc
ttecttetat
aaagcttgaa
tgatgaatta
actcagagtt
ccagggeatg
ttttggaagt
getggaccaa

ttecttaaggt

agactcctce
agggctettyg
agttctagaa
toccttttge
cctcacttgt
ggaatgacca
aagcaacaaa
cttggagtaa
getttatgga

taattcctet

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

601
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gaagatgcac
gtttgttttyg
atggtgcaat
ccacctoteg
ttttagtaaa
gtgatccacc
agccctaget
gatgttgaga
gcacagtgtt
tgaaaagcag
tettetoaac

actacttgtg

totaatgttt
ttttgtittt
ctecggttcac
agtagotggyg
gatagggttt
cgecteaget
ttttggtcta
tttaatgtec
gactggagcc
agaccagcac
tcaggecocac

ctgggacctt

ES 2704701 T3

ttteccagaa
tgagatggag
tgcaacctcce
atgggaggey
caccatgtta
toccaaagtyg
tgattcctece
agaatctceat
wcttacctta
aaccatagtc
tcacttacte

ggtctteccca

getetgtagg
teeocactogt
acctececeoggg
cctgecacca
gecaggetgyg
ctgggattac
caaattaatt
ttgttecacct
atagaaaata
acctgacagt
cacaacatac

ttgttecatgt

tttagotttt
gtecacccagg
ttcaagcaat
tacetggeta
tctegaacte
aggegtgagae
tetgtgaacce
ttgaaaatta
aagctcacat
tttaaaatce
ttettettte

[od

acctttetgg
ctggagtaca
tocccotgtot
attttcatat
ctgaccteaa
cactgecgece
attaccttaa
agaaaccctg
atatccataa
aaggccagga

ctecageatet

<210> 373
<211> 701
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 373

agatggagtc
caacctcoeac
gggaggcgee
ccatgttage
ccaaagtget
attcctoeca
aatctcattt
ttaccttaat
ccatagtcac
acttactceca
tctteceatt

aagaaatttc

<210> 374
<211> 701
<212> ADN

ccactcegtgt
ctccegggtt
tgecaccata
caggctggtc
gggattacag
aattaattte
gtteaccttt
agaaaataaa
ctgacagttt
caacatactt
gttcatgtca

aaaatatacc

<213> Homo sapiens

<400> 374

cacccaggcet
caagcaattc
cctggetaat
tcgaactcct
gegtgageoca
tgtgaaccat
gaaaattaag
getecacatat
waaaatccaa
attetttect
ttocttttect

atgtttcatyg

ggagtacaat

ccctgtetec
tttcatattt
gacctcaagt
ctgogeecag
taccttaaga
aaaccctgge
atccataatg
ggccaggatce
cagecatctac
cacagttecce

aaaaagacaa

186

ggtgcaatct
acctcteocgag
ttagtaaaga
gatccacccg
ccctagettt
tgttgagatt
acagtgttga
aaaagcagag
ttctecaactce
tacttgtget
attcttttct

a

cggttcactg
tagctgggat
tagggtttca
cctcagette
ttggtetatg
taatgtccag
ctggagecac
accagcacaa
aggcccacte

gggaccttgg

ccctgaaata

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

701
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gatttcecace
atattgacag
cagggecaca
ggtttagtag
ctoatttgaa
gaaactgtco
aggaaagtga
tgtecaaggea
aagtatgtge
tccccaaatt
tgggaaaaaa

ataacgtact

<210> 375
<211> 1001
<212> ADN

cteaggtgat
tacttgttag
geggggtite
tttaaagagg
ttatcatacg
ctggtttoct
ggagggaaat
gcacacgtaa
aacggcetcac
cagatatgga
atgttetttt

tttgattgta

<213> Homo sapiens

<400> 375

ES 2704701 T3

ggggatggtt

ttgcatataa
actggggaac
ttgaggtgtc
gactggcagy
tgataaaaag
ttgtggetaa
tattgggact
rettgettee
attaaatgta

ggtggagtta

tttgtaacaa

gaacatceaa
tcacagacca
agagtgaaca
ccectggatce
gaactgaaat
ggttgtttga
gecattcaag
taattttage
agaatggcac
atgtcaggaa
tggactccag

ttaggetatt

187

cacctgaaac
gtggaaacag
atcaggaggt
ccatgggagy
cttctactca
taggggacct
gaeetoccag
cacataacta
ctaaaaaaca
aattgtctaa
aggttatcag

t

aggacagacy
atgaaccaca
gtgggaggea
atcacattgg
gggataagca
tatccatggg
ttttactaga
ataaatttgt
gatttaccte
gagttggaaa

attctattga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

701
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gcatataatce
tggggaacag
gaggtgteca

ctggcaggga

ataaaaaggg
gtggctaage
ttgggactta
ttgcettecag
taaatgtaat
tggagttatyg
tgtaacaatt
tggtaatgea
catttccaca
agactattaa
tgtgtttata
cttotttgaa

ttaatgecatg

acagaccagt
agtgaacaat
cctggatece
actgaaatct
ttgtttgata
cattcaagge
attttageca
aatggcacct
gtcaggaaaa
gactccagag
aggctatttg
agtgattttt
ctgtagatga
ccaattttga
tatacacgtg
caggtttgaa

tttgtatttt

<210> 376
<211> 695
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 376

tgetocttea
agecctagaag
tecagtggocy
gcagatcaac
tgttggtetg
cagctactca
gagttgatat
ctgetgtetyg

agaaataaaa

ttagtgcaat
tggggagetg
gacgeggtgyg
ctgaagtcag
tactaaaaat
ggaggctgtyg
cgtgtcactg
tatttggata

gtcamaactg
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ggaaacagat
caggaggtgt
atgggaggat
tctactcagg
ggggacctta
cctoccagtt
cataactaat
aaaaaacaga
ytgtctaaga
gttatcagat
tgaactcggt
gaccatatca
ccctaaacat
atcatacagt
catatgtatt

cctettatta

catgagagte

ggaacagcaa
cttgttcaca
ctcatgectyg
gagttegagyg
agaaaaatta
gcagaagaat
cactccagee
caattaaaaa

atccagttgg

gaaccacaca gggccacagoe
gggaggcagg tttagtagtt
cacattgget catttgaatt
gataagcaga aactgtccct
tccatgggag gaaagtgagg
ttactagatg tcaaggcagce
aaatttgtaa gtatgtgcaa
tttacctete ccocaaattea
gttggaaatg ggaaaaaaat
tatattgaat aacgtacttt
aggggtagaa atcgagttgt
atgcaaatga attctgttgg
atgtcattac attatatttt
agcaaattta tttcageatt
taagatatat aattgtatat
gtttecteat taaggaattt

attattttac ¢

atcaggatac
aacttgaage
taatcccaac
ccagectgge
getgggcaty
cgeotgeace
tgggcaacag
aaaaaaaaag

gaaactcaga

188

tttcacagtt
ctgaatatgt
actttgggag
caacatggtg
gtggegeaty
tgggaggcag
agtgagatcc
atgagacagg

attgacagtt

ggggtttcac
taaagaggtt
atcatacgga
ggtttcecttg
agggaaattt
acacgtaata
cggeteacac
gatatggaat
gttcttttgg
tgattgtatt
agaaaatgga
tagaaatatt
attgeccttat
cttgtgtgta
tecttcaasatt

aataagacct

ctettaagtyg
taatattctt
geegaggtag
aaacoccace
cotgtaatec
aggttgettt
tttcagaaac
caggtgegaa

acgtgteoctt

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960

1001
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tcatttattg atattttgag attcacaggg gtttaaactt tattttteca agactgaata

gttcccaccet ceocottecata tataaaattt gagtagetgg ggagatttaa aagaggetcec

ccataaactc agaagttaaa agagacaagg gtccce

<210> 377

<211> 601

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 377

aaccccaccet gttggtetgt

¢tgtaatcce
ggttgctttg
ttcagaaacc
aggtgcgaaa
sgtgtecttt
gactgaatag
agaggctecce
ttggggttga

ggttggttaa

a

agctactcag
agttgatatc
tgctgtctgt
gaaataaaag
catttattga
ttccecaccte
cataaactca
ggaggcagat

ttggttggtt

<210> 378

<211> 663

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 378

actaaaaata
gaggetgtgg
gtgtcactge
atttggatac
tcacaactga
tattttgaga
cectteoecatat
gaagttaaaa
tttectgteet

tttgagtcag

gaaaaattag
cagaagaatc
acteccagect
aattasaaaa
tocagttggg
ttcacagggg
ataaaatttg
gagacaaggg
cagtgaagtt

ggtctcactt

189

ctgggeatgyg
goctgecacet
gggcaacaga
aaaaaaaaga
aaactcagaa
tttaaacttt
agtagctggg
tcccagtaaa
tgttggttgg

tgtcaccecaa

tggegeatge
gggaggcaga
gtgagatcct
tgagacaggc
ttgacagtta
attcttecaa
gagatttaaa
tacaaaatga
ttggttggtt

gctggagtge

600

660

695

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

601
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tgtagcaaca
gaaaatgtgg
attagcatgy
aaaaaagaga
gtaccagagyg
acgtccaaga
aaataaagca
gtcattggga
tggaagagag
ttcaaacaag

gaaaaagtcet

tct

ggagggatga
aggttgaaaa
cctotgegen
gagacagaat
cagggtcact
ttaaggtgtt
cttgetteta
tgcagaaaag
gaagggaggyg
agatcttgtt

aaaatagaag

ES 2704701 T3

gacccaaagqg
atctaacagg
aggatgacat
ctaaggggat
toaacaacay
gactgggttyg
ttgtttgtac
aaaaaagaga
aggaaagaaa
taattaagga

atggtgaaag

tctgaaaage
agtgettget
gcacattoct
gtgtacattt
aaatttattt
aattcagecc
ctaaacttaa
gtgaaggaag
agtttgatga
attcatccca

ttggatgacce

cagtatttta
tcagcagcaa
aaaagtgttc
gctagageta
ctoacagtte
ataacaggaa
cagaayacag
gagagaaggt
atgattgcag
tateotgecta

ccaggeatta

agaagtcttg
tttagagtag
cgtgttttaa
ctataacaaa
tggaggctag
ataaggagtt
taagtaacaa
gaagggagaa
tctaaactgg
ttaggaggag

aggccattca

<210> 379
<211> 662
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 379

ttaagaagtc
caatttagag
ttcogtgttt
ctactataac
ttotggagge
gaaataagga
cagtaagtaa
ggtgaaggga
cagtctaaac
ctattaggag
ttaaggocat

ag

ttggaaaatg
tagattagca
taaaaaaaag
aaagtaccag
tagacgteca
gttaaataaa
caagtcattg
gaatggaaga
tggttcaaac
gaggaaaaag

teatctttaa

tggaggttga
tggccteotge
agagagacag
aggcagggte
agattaaggt
gcacttgett
ggatgcagaa
gaggaaggga
aagagatctt
tctaaaatag

ctgttatget

aaaatctaac
gccaggatga
aatctaaggg
acttcaacaa
gttgactggg
ctattgtttg
aagaaaaaaqg
gggaggaaag
gtttaattaa
aagatggtga

tggatcatge

190

aggagtgett
catgcacatt
gatgtgtaca
cagaaattta
ttgaattcag
tacctaaact
agagtgaagyg
aaaagtttga
ggaattcatc
aagttggatyg

aaatgtgtet

gottecageag
cctaaaagtg
tttgetagag
tttetcacag
cccataacag
taacagaaca
aaggagaraa
tgaatgattyg
ccatcoteotge
accccaggea

ggtagctaca

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

663
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<210> 380
<211> 615
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 380

ttcecatacat
ccecattttta
agcacaaact
gaaatttecac
ccagtgggag
ccataaagta
ttaagataat
ccttttettt
gggcatatga
cctoaageat

taagtacaag

<210> 381
<211> 994
<212> ADN

tocttecaca
tggctgacet
agtggtccaa
ataaaaatat
cactgcaggt
gettgeattt
ttctactata
ttaaaaaatt
ggtattttat
ttatcettte

gatca

<213> Homo sapiens

<400> 381

ES 2704701 T3

ccattgecct
caccctgtat
aatgtcatgg
ggatttctga
atctgtgtga
tecacattga
tcacatatet
tgtattttta
aggcatataa

tttgtgtaaa

taaccttteca
caaaaactce
gagtottete
tttetetttt
gaccygtact
ctttgeagtt
cctecacagta
atttttgtgg
tatgtactag

atatagcatt

191

aattcctget
gacatcoctt
agagttgttt
aaaaacagaa
tcacaactce
ctttggtate
caaagatatc
gtacacagta
ggtaagtggg

ttetgaacac

taaaactaat
tacgacagag
tttcaatcag
aaacgagcca
tgetttocct
tgtattggtt
attttetttce
gatatttatg
gtattecatca

tatgaatact

60

120

180

240

300

360

420

480

5490

600
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tecaaagtgta
gtaacacatt
gettagaatyg
tceteccaag
cttaaaacta
tttacgacag
ttttteaate
aaaaacgagc
cctgetttec
tetgtattgg
tcattttett
tagatattta
gggtattcat
actatgaata
gttgaccaaa
atctgaaaat

tgettaaagg

<210> 382
<211> 1001
<212> ADN

acaaattteac
tctaatatet
tetgagacaa
teottecatac
atcccatttt
agagcacaaa
aggaaatttc
caccagtggg
ctecataaag
ttttaagata
teoccttttet
tggggcatat
cacctcaage
cttaagtaca
gtgctettat
ccaaaatcca

aaatgctect

<213> Homo sapiens

<400> 382

ctatgagaaa
aaaatagaag
tatgaattat
cacagattaa
atgtaatcac
acttgatcaa
acattgaaac

gtaaattgat

tatttttaaa
aaaataaatt
gttttagete
aataataaat
atgaaatgcet
agaaaaaaat
agaagacatt

aatgtcctgg

ES 2704701 T3

tttecteata
ttctcaaatt
gaaaatctat
attcctteca
tatggetgac
ctagtggtce
acataaaaat
agcactgcag
yvagcettgeat
atttctacta
ttttaaaszaa
gaggtatttt
atttatcctt
aggatcaagt
catcaaactt
aaatgctcca

ggagcattte

gtggttagga
aatattatga
aaatatttcc
agagaaggag
attatttgaa
cgagaaacca
tgaaatacca

agaagtgcag

aactageaga
gtctteotgt
tcaccattoe
caccattgec
ctcaccctgt
aaaatgtcat
atggatttet
gtatctgtgt
tttecacatt
tatcacatat
tttgtatttt
ataggcatat
tetttgtogta
cataggattt
aacatcacta
taatctaaaa

agat

acaattcata
aatattaatt
caagggacaa
atattaatga
agattaacaa
tatgcgceaat
tataagactg

atgaccaaaa

192

cattctatec
attacaatgce
cacagatgac
cttaaccttt
atcaaaaact
gggggtette
gatttctott
gagacctgta
gactttgeag
ctoctecacag
taatttttgt
aatatgtact
aaatatageca
ggaattgatt
atgaaggatg

cttgttgage

geactgacat
atatttcatt
ttaagtaaat
ggtacaaaaa
aacttgtaaa
taatagtaag
ggtttcagag

tggacaccett

ccteattatt
actcaccttg
teccteacte
caaattcocotg
cogacatecc
tecagagttgt
ttaaaaacag
cttcacaact
ttotttggta
tacaaagata
gggtacacag
agggtaagtyg
ttttetgaac
tttaaaatat
aacatcccaa

accaacatga

gttatcagta
aattatgtaa
gaaaaataca
gaaaaaatac
ctacctgeta
agggaaataa
ctctatgtac

tcaacttaga

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

994

60
120
180
240
300
360
420

480
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aatcataaac
aaagacatat
gaaatgcaaa
aagaagtcaa
acttggtggyg
cctaaataca
ctataaatca
aatagcaaaqg

gtggtacaca

agattcattt
atgeggecta
tcaaaaccac
aaaataaaag
aatgtaaatt
gaactactat
ttctattata
acttggaatc

tataccatgg

ES 2704701 T3

ycttaaagtt
caatcatatg
aatgagatac
atgetggega
agttcagtca
ttgacccaac
aagacacatg
aacatgaatg

aatactatgc

<210> 383
<211> 1001
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 383

tcagtaaaaa tagaagaaaa

atgtaatatg
aatacacaca
aaatacatgt
ctgetaactt
aaataaacat
atgtacgtaa
cttagaaatc
ctcaaaaaaqg
attagagaaa
attattaaga
ttatacactt
agaagaccta
aaatgactat
atgcacaata
gaaaatgtgg

gcectttgea

aattatgttt
gattaaaata
aatcacatga
gatcaaagaa
tgaaacagaa
attgataatg
ataaacagat
acatatatge
tgcaaatcaa
agtcaaaaaa
ggtgggaaty
aatacagaac
aaatcattet
gcaaagactt
tacacatata

gggacacgaa

taaattaata
tagctcaaat
ataaatagag
aatgctatta
aaaaatogag
gacatttgaa
tectggagaa
tcatttectt
rgcectacaat
aaccacaatg
taaaagatgc
taaattagtt
tactatttga
attataaaga
ggaatcaaca
cecatggaata

tagaggtgga

aatgaaaaga
aaaaaaagtt
catcteacac
ggttgtggag
ttgtggaaga
aatcccatta
catggatatg
tccatcaatg

agccataaaa

ttatgaaata
atttcccaag
aaggagatat
tttgaaagat
aaaccatatg
ataccatata
gtgcagatga
aaagttaatg
catatgaaaa
agataccatc
tggegaggtt
cagtcattgt
cccaacaate
cacatgeatg
tgaatgtcca
ctatgecageo

ggecattate

193

attaacagac
caacattact
cagtcagaat
aaaaaagaat
ctttgatgat
ctgggtatat
ttcattacag
atagactaga

a

ttaattatat
ggacaattaa
taatgaggta
taacaaaact
cgeaattaat
agactgggtt
ccaaaatgga
aaaagaatta
aaagttcaac
tcacaccagt
gtggagaaaa
ggaagacttt
ccattactgg
gatatgtteca
tcaatgatag
ataaaaatga

<

cctoctcaaa
gttcattaga
ggctattatt
gettttatac
tcctagaaga
actcaaatga
cactatgcac

taaagaaaat

ttecattaatt
gtaaatgaaa
caaaaagaaa
tgtaaactac
agtaagaggg
tcagagetct
caccttteaa
acagacccte
attactgtte
cagaatggcet
aagaatgctt
gatgattcct
gtatatactc
ttacagcact
actagataaa

aggagatcat

540
600
660
720
780
840
900
960

1001

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

260

1001
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<210> 384

<211> 501

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 384

agttgettga
tgtaaggaag
cttttaatgg
atgttaaaac
acatgttaaa
ggttaaatgg
acacagtcce
gagttagcaa

gaagcattag

<210> 385

<211> 501

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 385

gaggeatttt
tttaagagtt
aatcagaatc
tgcaaaaagc
ctagtgattt
tcacttgott
ttacctaaga
ttttcaatta

aactggeaaa

<210> 386
<211>703

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 386

aagcaaagtt
tcacctaaaa
aatcccecag
tggatacatt
rcattttaga
acccetttgayg
agaaaagcag
agggtttcca

gttggtgeaa

atttatgtaa
acttactttt
atggcatgtt
ttagcacatg
ygacaggtta
aatgaacaca
ttctagagtt
tctgtgaage

aactgcaata

ES 2704701 T3

ctegeagtag
gaaaattcat
ataataataa
cctagaaata
aacaatttge
atctttttte
ggggctgaac
caagcccaaa

a

ggaagtcace

aatggaatcc
aaaactggat
ttaaagcatt
aatggaccct
gteccagaaa
agcaaagggt
attaggttgg

a

ctetetatet
ttgttatggt
attctgaaaa
gatggaaact
caaagtttat
cteaagtaca
cttggetota

ttattatgtt

taaaagaaaa
cccagataat
acattcctag
ttagaaacaa
ttgagatctt
ageagggggce
ttccacaage

tgcaaaagta

194

agaaggaggce
gtggetttaa
aaaaaaatca
gctettgecaa
ttagtctagt
aaggctcact
ccatettace

taatctttte

ttcatttgtt
aataaattet
aaatagatgg
tttgccaaag
ttttocteaa
tgaaccttgg
ccaaattatt

actgecaggtt

attttattta
gagttactta
gaatcatgge
aaagcttage
gatttcgaca
tgettaatga
taagattcta

aattatetgt

atggtgtgge
gaaaaaaaaa
aaactgctct
tttatttagt
gtacaaaggce
ctctaccatce
atgtttaatce

ttgacattaa

60

120

180

240

300

360

420

480

501

60

120

180

240

300

360

420

480

501



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

gacaccagtt
ggtccagagy
aagtcaaage
cacagctcac

attagctceca

catcaagtgg
agcacaactg
cgactgctge
tgatctteat
agaggggaca
tgagcacctg

cagttaccac

agcatattgt
ccatacccag
catgettoae
aggatgcagg

ttectcetgge

tgagccagga
gtatctgcag
ctgagatatg
aacatactac
cagaaaggat
cagtctagat

agtggteace

ES 2704701 T3

cgegggggayg
atggaggcty
tcettgeccac

tetggttgaa

aggaggatga

cteaawgoca
actatgctge
ccaggtactg
ctaggtacaa
tagtaacttyg
gagacaccac

ccagtggtea

aggggtggga
cagtcagctc
ctgctecaat
tottaacaat

ggctcaaggce

gatcttottg
tggaagggcet
ctgeaagaaqg
tcattatatt
ccccaaacca
tcaaaacgtc

getaaaggece

aaggcgagag
cccagtcaaa
gccacceaca
aactttgtaa

agctaaagge

tttocctgtt
agecgtcact
tttacaaata
tatttgacag
cacagccage
atttttcotgg

aag

aacagcatgt
ggcaaagcoec
gagagtgage
gggaggtgte

ttttgetgaa

aggtgtatgt
gttatcacag
taagctcact
atacagagac
aaggtgtaag

cagcccogtg

<210> 387
<211> 704
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 387

gcatattgte
catacccaga
atgettecct
ggatgeaggt
tetectggea
gagccaggac
tatctgeaga
tgagatatge
acatactacc
agaaaggatt
agtctagatg

gtggtcacce

gcgggggaga
tggaggetge
cttgocccace
ctggttgaat
ggaggatgag
tcaatgccag
ctatgetget
caggtactge
taggtacaat
agtaacttge
agacaccact

cagtggtcag

ggggtgggaa
agtcagetee
tgctcocaatg
cttaacaata
getcaaggea
atcttcttgt
ggaagggeta
tgcaagaagt
cattatattt
cccaaaccac
caaaacgtca

ctaaaggcca

aggcgagaga
ccagtcaaag
ccacccacag
actttgtaag
getaaagget
ttocctgttia
geegteacty
ttacaaatat
atttgacaga
acagcecagea
tttttetgge

agececaccegt

acagcatgtg
gcaaagococa
agagtgegec
ggaggtgtca
tttgctgaac
ggtgtwtgta
ttatcacage
aagctcactt
tacagagaca
aggtgtaagt
agccocogtge

ttct

gtecagagge
agtcaaagcace
acagctcaca
ttagectceat
atcaagtggt
gcacaactgg
gactgotgee
gatctteata
gaggggacac
gagcacctge

agttaccaca

<210> 388
<211> 975

195

60
120
180
240

300

360
420
480
540
600
660

703

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

704
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 388
gacttaagac aagggggtet
aaactacaac aaaataaagt
agaaaaaaaa ttaagtgttt
atcatggett actgcageca

caaatagatg ggactacagt

agagacaggg tctcaccagg
acccaccteca gecteccotga
attacatttt tttaaatggt
aatgcatgga cctgcacaca
catatctcac cceageccac
ttgetaggta cccacttgac
ctagaaacac cctcottttet
acttctcage tttteottttt
ttcctctaca tcaagecttgt
caaattcgta agetttctta
gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt

gtgtggocca agaca

<210> 389

<211> 976

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 389

taatttgatt
taattctatt
ttgtotoact
tgacctoceg

tgtgtgeccac

ttgeococagge
gtgetgggat
actgtectag
caggagtgaa
gctageteac
ttctcaacag
gggetttgtyg
ctttcotttet
ccaacccaca
aaacattatg

gtttagctca

ES 2 704

atttttttet
taagtgactt
ctgteaccca

ggctcaggtyg

aacgectgge

tgatcttgaa
tacaggcatg
aaaatccagg
caaaagaccc
actoctcocee
gttcaagaca
taacacctgg
tttttttttte
gcccaggaca
agatgtgtgt

tecagcectateg

701 T3

gttttatatg
tttaatgaat
ggctggagea
atcoctceccac

taatttttgt

ctcocttggot
agccagegcea
atgtgcagtg
accoctgeca
acacaccact
attggecoette
tetttotoee
tEtttttttg
gctttgaatg
gtgtgtgtgt

ttattgttag

196

atttctatga
tgeetttgtt
cagtggtgtyg
cteoagetteco

atttttttgt

caagecgatcce
cocagccaga
atcaygtatg
ggtecaccact
gacctecatca
ctegtetett
ctotetggee
ccacttccte
cagcctaaca
gtgtgtgtgt

tgtattttat

60

120

180

2490

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

975
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gactttttaa
acccaggetyg
aggtgatect
ctggctaatt
ttgaactcct
gcatgageca
ccaggatgtg
gacgccacacc
tecccacaca
agacaattgg
cctggtottt
tttttttttt
ggacagettt
tgtgtgtgtg
tatcegttatt

cagggaagece

tgtttcatte

tgaattgect
gagcacagtg
ccocaceteag
tttgtatttt
tggctcaage
gogeacceag
cagtgatcac
tgccaggtea
ccactgacct
ccttecetegt
ctoceetete
ttttgecact
gaatgcagee
tgtgtgtgtg

gttagtgtat

aaaagattgg

tagatt

<210> 390

<211> 801

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 390

atccagacgg
ctagactgtg
tttacaaggce
ctatctgeag
cagagtttaa
tcatcaaagce
acacacatca
atgeattgtt
ttctattttt
agccagattt
gttactttte
gtgagtgaag
tgccttaaaa

gtgtgcetgg

tgccoccatact
cccatattceg
aggaggtgcc
acatcagagg
ttatccacat
attgtaagaa
cagatcatag
gtoctageta
aagaagctta
taaaatatgg
ccteteccee
acaagggccce
ggcacaggaa

aatatcaaag

ES 2704701 T3

ttgttagaaa
gtgtgatcat
ctteccaaat
tttgtagaga
gatccaccca
ccagaattac
gtatgaatge
ccactcatat
catcattget
ctcttctaga
tggccactte
tcctettect
taacacaaat
tgtgtgtgtg
tttatgtgtg

acaccoctge

cactgetetg
ctgctggetyg
actgttcgec
gacccacate
gcaatcttac
ctgataacca
taaatggett
atgaatgcat
gaacagtaca
taacaagtgt
tttaaaatgt
tttaaggecet
tcttagtggg

t

aaaaattaag
ggcttactge
agatgggact
cagggtctca
cctecagecte
atttttttaa
atggacctge
ctcaccccag
aggtacccac
aacaccectct
tcagetttte
ctacatcaag
tegtaagett
tgtgtgtgtg
goccaagaca

tctacaacat

tctagatggt
caaatgcgag
attgtctcca
tetcetgttet
tttccettatt
tcttctagaa
taatttttta
agagtattge
tggtgcatag
ctgaaaatat
agaggaagga
gggaagacta

gaaaaagaag

197

tgtttttgte
agccatgacce
acagttgtgt
ccaggttgeco
cctgagtget
atggtactgt
acacacagga
ccocacgetag
ttgacttcte
tttctgggcet
tttttecttte
cttgtecaac
tcottaaaaca
tgtgtgttta
tttettotte

ctecaatatag

gtccacattc
gagttgacag
cctagggcett
gacacgcetgt
cccaagteceg
gtatcatagt
rcgaaatcte
ctgcaaaata
caaagactct
gtggctcaat
gaagaagaga
acgecatagg

tggtgataaa

toactctgte
tecegggete
gocacaacge
caggctgatc
gggattacag
cctagaaaat
gtgaacaaaa
ctoacrctee
aacaggttca
ttgtgtaaca
tttotttttt
ccacagccca
ttatgagatg
gctecatcage
cagtgtggee

gectttttea

cctgetecgt
cagccteccce
cacttgettt
gtgttgatgg
tggggctgee
gatattaaga
actactgcaa
ataattgaga
gtgtatgtga
ttgtcteceg
taagaggttt
gatctcectce

tagccagtec

60

120

180

240

360

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

76
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<210> 391
<211> 801
<212> AND

<213> Homo sapiens

<400> 391

ccctgeteeg
geagcoctecc
tcacttgett
tgtgttgatg
gtggggctge
tgatattaag
cactactgca
aataattgag
tgtgtatgtyg

tttgtectcee

tctagactgt
ctttacaagg
tctatctgea
gcagagttta
cteatcaaag
aacacacatc
aatgcattgt
attctatttt
aagccagatt

ggttactttt

ES 2704701 T3

gceccatattce
caggaggtge
gacatcagag
attatccaca
cattgtaaga
acagatcata
tgtcectaget
taagaagett
ttaaaatatg

cectetecee

gctgetgget
cactgttege
ggacccacat
tgcaatctta
actgataacc
gtaaatggct
aatgaatgca
agaacagtac
gtaacaagtg

ctttaaaatg

gcaaatgega
cattgtctee
ctctctgtte
cttteccttat
atettctaga
ttaatttttt
yagagtattg
atggtgcata
tctgaaaata

tagaggaagg

ataagaggtt tgtgagtgaa gacaagggcece ctttaaggece tgggaagact

ggatcteccet ctgecttaaa aggcacagga atcttagtgg ggaaaaagaa

atagecagte cgtgtgecetyg gaatatcaaa gtcagtgoegt gocagggate

tcacgtgeac tcotgggtete t

<210> 392
<211> 601
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 392

ttggeetggyg
aaggcagtat
gaaagggtec
cggtggectyg
ttgggaaaac
ycagtggect
ctgagtocag
gtgecctgget
tgcttgaggg
cttctatgat

a

gctgattoct
gggatcatca
tttggegtgg
gggagccaca
ttatceteca
ccctgttgec
ctgattgtet
gccaggeacc
tatccatgea

teacctgagg

ccaaagcaat
gagaggatgc
cctotgaaga
ggtggggeag
catcctecatg
ttecttattca
atactaatat
coctocceaa
gcatctacta

gtaactgcocce

gtgtetotte
taggaagctt
gtccaaatgt
ccagcacgga
aggcaaacac
agactaagac
cagtacgggg
accccaggaqg
ctgtgagcag

tttgtgattt

198

gcagagtctce
cagaaatgga
gggacaagac
agagggtgge
ctttectace
coctotagaat
tgtagatgag
tttctggaac
gtggtetgat

gaaagaatga

ggagttgaca
acctagggcet
tgacacgcetg
tcccaagtce
agtatcatag
agcgaaatot
cctgcoaaaat
gcaaagactc
tgtggetcaa

agaagaagag

aacgccatag

gtggtgataa

acactgeggyg

ttagagctge
ggtcctggta
cotecgaaag
tttgectacca
ttaccgetee
gttctttatce
gacaaccagt
attccaactc
ctgtggaaaa

tgctaacaga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

801

60
12¢
180
240
300
360
420
480
540
600

601
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<210> 393

<211> 601

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 393
geagagtete ttagagetge aaggcagtat gggatcatca gagaggatge taggaagett 60
cagaaatgga ggtcoctggta gasagggtcoce tttggegtgg cetetgaaga gtecaaatgt 120
gggacaagac cctocgaaag cggtggectyg gggagocaca ggtggggeag ccagoacgga 180
agagggtgge tttgctacca ttgggaaaac ttatcctcocca catcctcatg aggcaaacac 240
ctttecctace ttaccgetec tecagtggeoct cecctgttgee ttottattea agactaagac 300
yctctagaat gttctttatc ctgagtccag ctgattgtct atactaatat cagtacgggg 360
tgtagatgag gacaaccagt gtgoctgget geocaggceace ccctecccaa accccaggag 420
tttotggaac attccaacte tgettgaggyg tatccatgea geatctacta ctgtgageag 480
gtggtctgat ctgtggaaaa cttetatgat tcacctgagg gtaactgecec tttgtgattt 540
gaaagaatga tgctaacaga aagtgttgtce atttcectgaac ttttectgaac tetgcagega 600
g 601

<210> 394

<211> 1001

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 394

40
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agatttggat
aaaaatgtgt
agggtcattg
atgactggtg
agaatcccaa
agattgeccag
ctgagaggaa
gaccctgggt
getgactaat
atttatgtec
tggectetee
ctcteteace
gtgtettgee
aaactatggt
tgtttaagtyg
ataattaatt

tttttttcag

ggggacacaa
atgttgaagt
cagatggagt
ctecttacaaa
atgaacggat
caacccccag
ccaagctgge
ttctgttgtt
acaggtgtcet
aagagtccag
atgcagccta
tatgcatcta
tctcaatctg
ttttaggcaa
ttctgctggt
aaatattata

acagtctcac

<210> 395
<211> 1001
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 395

ttgtgtectee
gacattattt
gagtccctaa
atgcacatgg
caacaaggaa

gattctecct

caccecaaas
ggaaataggg
tccaatatga
gtgggaagaa
caccaaagat

cacagccetga

ES 2704701 T3

aaccaaacca
cetaacctta
tagttaagat
aaggggaagt
aggcagaggyg
aagctggggy
tgacaccttg
taagcctcte
ytatatctca
aggagtcaac
gtccccaaca
tatgctgtaa
acaattacac
ccaaatacca
gggtcagcat
tgtttattce

tcttttgece

atgtgtatgt
tcattgeaga
ctggtgetet
tcccaaatga
tgocagcaac

gaggaaccaa

tatcataggt
agtactcaga
gaggtcatta
ttggacacag
ttggagagat
agaggcctgy
atctcaggtt
agggtgcage
ctgagggaaa
cagattetgyg
cttgtaggge
ctcagataaa
ctttataata
gcaaaatgta
ctttggtaga
ctaacattta

aggccggagt

tgaagtccta
tggagttagt
tacaaaaagg
acggataggc
coocagaage

getggetgac

200

taaattgtgt
atgtgacatt
ggatgagtcc
agceatgeac
gcatcaacaa
aacagattct
accggcecttyg
actttattat
gtgacaggaa
gggaaaagaa
ccagggeaag
caaactatta
geaacatagg
ataattccta
gtcataaaat
tttetgteat

g

accttecagta
taagatgagg
ggaagtttgy
agagggttgg
tgggggagag

accttgatct

cteccacece
atttggaaat
ctaatccaat
atgggtggga
ggaacaccaa
coctcacage
agaactgaga
ggaagcctga
agtaagaacc
ggtacaatge
atctaaagca
aataatatat
aaaataacta
ttattagata
taaaatgtac

ttectttitte

ctcagaatgt
tecattaggat
acacagagcc
agagatgcat
gectggaaca

caggttaccyg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1001

60

120
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240
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gecttgagaa
tattatggaa
caggaaagta
aaagaaggta
ggcaagatct
ctattaaata
cataggaaaa
tteoctattat
taaaattaaa
tgtcatttet

tggegtgate

<210> 396
<211>1218
<212> ADN

ctgagagacc
gectgagetyg
agaaccattt
caatgctgge
aaagcactct
atatatgtgt
taactaaaac
tagatatgtt
atgtacataa
tttttetttt

tcagetcact

<213> Homo sapiens

<400> 396

ES 2704701 T3

ctgggtttet
actaatacag
rtgtccaaga
ctctccatge
ctcacctatg
cttgoctete
tatggttttt
taagtgttet
ttaattaaat
tttcagacag

gcaaccteeyg

gttgtttaag
gtgtctetat
gtccagagga
agcctagtcc
catctatatg
aatctgacaa
aggcaaccaa
getggtgggt
attatatgtt
tetecactett

ceteoccaggt

201

cctetecaggy
atctcactga
gtcaaccaga
ccaacacttg
ctgtaactca
ttacaccttt
ataccagcaa
cagcatettt
tatteccctaa
ttgoccagge

t

tgcageactt
gggaaagtga
ttctggggga
tagggcccag
gataaacaaa
ataatagcaa
aatgtaataa
ggtagagtca
catttattte

cggagtgeag

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1001
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gataaagaaa
gtcttatctce
aataaagcat
cataaggtct
ggtatattta
catattttga
actgcacaag
caatgageoeoc
aggtgaccag
atctcaagaa
gagatggttt
cttteocccaa
actaaagctc
aggcaattaa
tggecacgaaa

cagtgttagt

cagcatttga

aaaaatgcca
taactgtaaa
ctggocaatt

tttettgett

<210> 397
<211>1218
<212> ADN

ggtcatocte
cocccaaaat
tgtgecacag
acaagctagt
tattgtgtat
agaatatgca
tgagaattta
atgcaagtaa
caagcattta
gtaatattta
tggaaacgea
atataattca
gactatatgg
aaaatgtaaa
gttttcaaaa
aagttagcca

caccgctact

ttacttggac
tatcagageco
ggagatggta

tttctceceoce

<213> Homo sapiens

<400> 397

ES 2704701 T3

aatttcaatt
tcettttaaa
cogagaggat
aaggatagag
ttggtataat
gaaaataatc
ggagaacaga
gttaagagga
gcaatagtct
tggttaaaaa
gaattttcag
atgoctoagt
gaaaatttag
gcaccaaaga
gettgggaat
atcaggtttce

gggggaaaas

aagagtcata
aacacccaga

ataggoctge

tactttatat
aggaaatttc
ccagcaatga
aacactttaa
tgagttttet
aagcttccaa
agatcagagyg
gaagcgggta
tttcaaaaca
aatctcagac
ctatgatatce
ctacctectyg
gtgtcacttt
tgcaagagag
ctgattcaaa
aagaaggcag

agggggatgy

acagagaagc
aaaagttcac

tatggatgac

202

attetttoag
caaagatgcet
acatgagatt
aataaaaaaa
acattctcat
ataaacattt
gctgeacrgyg
agtatgecace
acagctcctt
ccaacagaaa
cttttataaa
ctgaaaccac
caaaatatgt
acataaatga
aaaaaataaa
aaagacaaaa

agttcgttta

actgcttatt
cattagccaa

attetttotg

aggtaaccgt
ctattctgtg
gcecttgatt
aatagttttt
atatgtattt
ttttttaaga
ctaaactaga
tgetttgteot
atattgtcaa
atccatgagg
caagcagata
taacaccacc
cctagcataa
ataaaatatc
atcagocaag
tcaacatcac

tggcecttttt

tcagttctgt
ttggttttge

atataagttg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1218
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gataaagaaa
gtettatete
aataaagcat
cataaggtct
ggtatattta
catattttga
actgcacaag
caatgagcce
aggwgaccag
atctcaagaa
gagatggttt
cttteccccaa
actaaagotce
aggcaattaa
tggcacgaaa
cagtgttagt
cagcatttga
aaaaatgeca
taactgtaaa
ctggccaatt

tttettgett

<210> 398
<211> 1072
<212> ADN

ggtcatocte
cccccaaaat
tgtgccacag
acaagctagt
tattgtgtat
agaatatgcea
tgagaattta
atgcaagtaa
caagcattta
gtaatattta
tggaaacgca
atataattca
gactatatgg
aaaatgtaaa
gttttcaaaa
aagttagcca
caccgctact
ttacttggac
tatcagagcce
ggagatggta

tttctece

<213> Homo sapiens

<400> 398

ES 2704701 T3

aatttcaatt
tocttttaaa
ccgagaggat
aaggatagag
ttggtataat
gaaaataatc
ggagaacaga
gttaagagga
geaatagtet
tggttaaaaa
gaattttcag
atgcctcagt
gaaaatttag
gcaccaaaga
gettgggaat
atcaggtttc
gggggaaaaa
aagagtcata
aacacccaga

ataggcctge

tactttatat
aggaaatttc
ccagcaatga
aacactttaa
tgagttttet
aagcttccaa
agatcagagg
gaagegggta
tttecaaaaca
aatctcagac
ctatgatatc
ctacctcctyg
gtgtcacttt
tgcaagagag
ctgattcaaa
aagaaggcag
agggggatgg
acagagaaga
aaaagttcac

tatggatgac

203

attotttgag
caaagatget
acatgagatt
aataaaazaa
acattctcat
ataaacattt
gctgcacggg
agtatgcacc
acagetoott
ccaacagaaa
cttttataaa
ctgaaaccac
caaaatatgt
acataaatga
aaaaaataaa
aaagacaaaa
agttcgttta
actgettatt
cattagccaa

attctttctg

aggtaaccgt
ctattctgtyg
geccttgatt
aatagttttt
atatgtattt
ttttttaaga
ctaaactaga
tgetttgtet
atattgtcaa
atccatgagg
caagcagata
taacaccacc
cctageataa
ataaaatatc
atcageccaag
tcaacatcac
tggeattttt
tcagttcetgt
ttggttttge

atataagttg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

£§60

720

780

840

300

860

1020

1080

1140

1200

1218
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ES 2704701 T3

cacttaaaag ctctggaaac ctacgagatt atctitaaaa tcgtggggac caaatggetg 60
gcecaaggact tgtttctgta caggtgcogat tgettetotg ctgtgttccet ttttattace 120
caagtaaccg gtatttcage tcacaagatg agaaaatgac aaacaggcaa aataagegta 180
gggctgtgtg tgecaacagtt watcataaag ccatcaccag gagacgtcac tgggogoctt 240
ctggagtcota tcocgtoctaa ctttgettte tttetttttt tttttaaatt taagttctag 300
ggtacatatg cacaacgtge aggtttgtca cacatgtata catgtgecat gttggtgtac 360
tgcacccatt aactcgtecat ttacattagg tgtatctcet agtgetatece ctcececcacte 420
cocegaceece atgacaggece ccagtgtgtg atgttcceoct tectgtgtec aagtgttceto 480
attgttcaat ccccacctat gagtgagaac atgccatgtt tggttttttg teocttgegat 540
agtttgetga gaatgatggt ttcocagette atccatgtec ctacaaagga catgaactca 600
tccttittta tggctacata gtattccatg gtgtatatgt gecacatttt cttaatcecag 660
tctatcateg atggacattt gggttggtte caagtetttg ctattgtgac tagtgttgea 720
ataaatatac gtgtggatgt gtotttatag cagtttgatt tataatoctt tgggtatata 780
cocagtaacy ggatggetgg gtcaaatggt atttcetagtt ctagatccott gaggaatcege 840
cacactgact tccacaatgg ttgaactagt taacagtocce accaacagtyg tgaaagtgtt 300
cotatttete cacatoctet ccageaccee attttgactt tgetataagyg gaactttage 960
atctgaacgt gcggacaget tcattgetgg cttgttacgt aacagtgttt tgtgaccatce 1020
tcatgtcata cccacacatc gaaaccagca gtttaaatgg ccagcetgttt ge 1072

<210> 399

<211> 1072

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 399

45

50

55

60
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ES 2704701 T3

agattatctt taaaatcgtyg gggaccaaat ggctggocaa ggacttgttt ctgtacaggt 60
gegattgett ctetgetgtg ttectititta ttacccaagt aaccggtatt tcagetcaca 120
agatgagaaa atgacaaaca ggcaaaataa gogtaggget gtgtgtgcaa cagtttatca 180
taaagccatc accaggagac rtcactggge gecttotgga gtotatcegt cctaactttg 240
ctttectttct tttttttttt aaatttaagt tctagggtac atatgcacaa cgtgcaggtt 300
tgtcacacat gtatacatgt gecatgttgg tgtgetgeac ccattaacte gtcatttaca 360
ttaggtgtat ctcctagtbge tatccctece cactcoccceg accccatgac aggcocccagt 420
gtgtgatgtt ccccttcectg tgtccaagtg ttcoctcattgt tcaatcccca cctatgagtg 480
agaacatgcc atgtttggtt ttttgtcctt gegatagttt gectgagaatg atggtttceca 540
gettcatcoca tgtcectaca aaggacatga actcatcett ttttatgget acatagtatt 600
ccatggtgta tatgtgeocac attttettaa tccagtctat catcgatgga catttgggtt 660
gotteccaagt ctttgetatt gtgactagtg ttgcaataaa tatacgtgtg gatgtgtett 720
tatageagtt tgatttataa tcctttgggt atatacccag taacgggatg getgggtcaa 780
atggtattte tagttctaga tccttgagga atcgeocacac tgactteccac aatggttgaa 840
ctagttaaca gtcccaccaa cagtgtgaaa gtgtteoctat ttctecacat ccoctcectceccage 900
accccatttt gactttgeota taagggaact ttageatctg aacgtgegga cagettcatt 960
getggettgt tacgtaacag tgtitttgtga ccatcteatg tcatacccac acatcgaaac 1020
cagcagttta aatggccage tgtttgcttg tgaaaactcc cctcecggectgg ct 1072

<210> 400

<211>948

<212> ADN

<213> Homo sapiens

45

50

55

60

65

<400> 400
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aaattttett
taatattgag
tottgoaaat
taaaaaaaag
atgctttttg
tgagaagott
ttccatatgg
ttcaagtacc
tcaaacatca
catctgtata
ttttaagatg
atatccagge
ccttggaaac
ggacacagac
cacatacttt

taagcagtge

<210> 401
<211> 920
<212> ADN

tgctgaagtyg
tcgtaaggtt
attttctecce
aagttttttt
tgtctcattt
aacagttttt
tgtcatgtaa
atttattgaa
actggecaca
tctcetatect
tctectggat
agcaaataaa
catcaattta
atagagaagg
cgtcggectyg

caacaacgtc

<213> Homo sapiens

<400> 401

ES 2704701 T3

tettttcaaa
ctttatatat
agtctgtgge
agatcaaagt
aagaaatctt
gcaactaaat
cagttgagat
atggctatct
yacaggtgag
tacaccaaca
atgtaaaaat
tgtgagaatc
gagatgattce
gaaggggcetg
tgttaacgaa

caacacagtt

tttttgectt
tetggectata
ttaccttttc
ccattttaat
teecctacteco
ttaggtctat
ttttttccta
ttteteecact
tetacttetg
cgcatagtet
tatatctgag
tggaggtgag
ttaaggcagg
cggectgaac
gtgctgggte

ccatccaatt

206

ttaaaaaaat
tgtcetttgt
catttttaaa
cattttttet
aatgtcacaa
gatccgtttt
tgcaggcaga
gaatgacctt
gacacttacc
tgaatactag
ttgaactaca
ggaagagatc
ggactaagygg
acccacacctg
tcceccagect

tggatctg

tgagttgtet
cagatatatg
ctgtgtttta
tttatagttce
atatattectc
gacttaattt
tattcaatgyg
ggcactttta
ctgttccatt
ggcaagttaa
gtttatttat
agagatacca
acactctgta
catgctecact

ctctcatctyg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

248
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aatttttgec
attctggcta
gettacettt
gtecatttta
tttecctact
atttaggtcet
atttttttec
ctttteteca
agtctactte
cacgeatagt
attatatctg
tctggaggtyg
tcttaaggea
tgeggectga
aagtgcetggg

ttecatecaa

<210> 402
<211> 701
<212> ADN

ttttaaaaaa
tatgtccttt
tocattttta
atcatttttt
ccaatgtcac
atgatccgtt
tatgcaggca
ctgaatgacc
tggacactta
cttgaatact
agttgaacta
agggaagaga
ggggactaag
acaccccace
tetecoccage

tttggatetg

<213> Homo sapiens

<400> 402

ES 2704701 T3

attgagttgt
gtcagatata
aactgtgttt
cttttatagt
aaatatattc
ttgacttaat
gatattcaat
ttggecacttt
ycectgtteoca
agggcaagtt
cagtttattt
tcagagatac
ggacactctyg
tgcatgetea

ctetecteate

cttaatattg
tgtettgeaa
tataaaaaaa
teatgetttt
tetgagaage
ttttecatat
ggttcaagta
tatcaaacat
ttcatctgta
aattttaaga
atatatccag
caccttggaa
taggacacag
cteacatact

tgtaagcagt

207

agtcgtaagg
atattttcte
agaagttttt
tgtgtectcat
ttaacagttt
ggtgtcatgt
ccatttattg
caactggeca
tatctctatce
tgtceteactgg
gcagcaaata
accatcaatt
acatagagaa
ttegteggeo

gccaacaacg

ttctttatat
ccagtcetgtg
ttagatcaaa
ttaagaaatc
ttgcaactaa
aacagttgag
aaatggctat
cacacaggtg
cttacaccaa
atatgtaaaa
aatgtgagaa
tagagatgat
gggaagyggyc
tgtgttaacg

tccaacacag

60

120

180

2490

300

360

420

480

540

600

660

720

780

8440

300
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tgtgctgcett
cottatttet
actcagccta
tggaagctac
tctggectta
ctgtgtgcayg
gaagtecottt
aagtccttcece
ctatagtact
actgtgaact
acacatgect

ttecaatgaat

<210> 403
<211> 701
<212> ADN

ccattccata
tgctgeatgt
tgagcctete
caccatatca
tcetagggeca
gggccaggty
cctoctttea
tgacctcacyg
taacatggtg
ccttacaaac
ccaaccctac

gceottgatea

<213> Homo sapiens

<400> 403

ttaaccaatc
acaatgtgat
ataggctgcet
cattccagce
tgcagactcc
ctgcacatgc
ctcagacatc
cecataatcce
acttagctct
atgaatcttt
tataacagge

aaatttcctg

<210> 404
<211> 601
<212> ADN

ccagaactct
tegagegtoet
tggccatgtt
cctgetttec
aaatgtactg
tgttctacct
atctaccctg
tatccatgece
ctgctctcec
catcteccatg
actcaataaa

tggaaaaaaa

<213> Homo sapiens

ES 2704701 T3

ggcacctgat
tttgaattga
tattctgtga
rggtaatttc
ttccccaact
caaatgettt
cctattttta
catctaagta
acctttaatt
agggaatgte
ctagcoacaca

agtacaagga

ccccttattt
taactcagee
cttggaagct
yctetggecot
agctgtgtge
gggaagtcct
gaaagtcctt
ttetatagta
acactgtgaa
taacacatge
ccttcaatga

gaattgtatt

cctaagtgtt
tgtgataaac
ctgctggaat
ccacacaaca
caggtgaatg
ctgtgeatct
cettaaacct
ggtcccococ
gtteatttac
atctetgaat
atctggeata

acataagcaa

cttgctgecat
tatgagectce
accaccatat
tatctaggge
aggggccagyg
ttectecttt
cctgacctca
cttaacatgg
ctecttacaa
ctcocaaccet
atgecttgat

aagttctttg

208

aaccaatcce
aatgtgattc
aggctgcettg
ttccagoccce
cagactccaa
gcacatgcetg
cagacatcat
ataatcecta
ttagetetet
gaatctttca
taacaggcac

a

gttttgaatt
tctattetgt
cagggtaatt
cattcccecaa
tgcaaatget
cacctatttt
cgcatctaag
tgacctttaa
acagggaatg
acctagcaca
caagtacaag

g

agaactctcc
gagcgtotta
gccatgttcet
tgctttocee
atgtactgag
ttctacctgg
ctaccctgga
tocatgectt
getetocacac
tectecatgta

tcaataaace

gatgtgataa
gactgctgga
tcccacacaa
ctcaggtgaa
ttctgtgeat
taccttaaac
taggtccecece
ttgttecattt
tcatctectga
caatctggeca

gaacataage

60

120

180

240

300

360

420

480

540
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660

701
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<400> 404

atgttcactt
tctgaatatt
agggagatgt
gattgaggtce
ctaggatagt
rttgeccaac
gactgagtgce
ttatttageg
aggcctecatt
ttggtatcet

g

<210> 405
<211> 601
<212> ADN

acacatcttt
gaaaacagag
gatactgtgt
tggtacattt
ttttacttte
tcaagageca
agacttggtg
agtgtgagec
aagcagtttg

cacaggcatt

<213> Homo sapiens

<400> 405

tcttotgaat
gagagggaga
ctggattgag
geactaggat
cttgttgece
saggactgag
agtttattta
aggaggccetce
ggcttggtat
tttgagegge

g

<210> 406
<211> 701
<212> ADN

attgaaaaca
tgtgatactg
gtctggtaca
agtttttact
aactcaagag
tgcagacttg
gegagtgtga
attaagcagt
cctoacagge

tgggactcag

<213> Homo sapiens

<400> 406

ES 2704701 T3

cttteactta
aactatactg
cactgaggte
taaaagatga
acctttgtte
gagtcctotg
tttgtgggty
ctggcaggaa
aacttgtggt

tetttggeet

gagaactata
tgtcactgag
ttttaaaaga
ttcacctttg
ccagagtect
gtgtttgtgy
geecctggecag
ttgaacttgt
atttcetttgg

taggtteact

attgaatcct
gaagaacata
gttccagtca
tttaattcta
catgcaccge
tcatcatttt
aggcatgtgg
gattctettt
tttggegtgt

cacccttggg

ctggaagaac
gtegttecag
tgatttaatt
tteccatgeac
ctgtcatcat
gtgaggcaty
gaagattctc
ggttttggeg
catcacectt

ggagtaggta

209

ttatttttgt
gtgtattaag
taggagaaat
tgatatgtgt
gcaaatacct
gectototeo
actgacaggc
ctetgettge
ctagtcctgg

gtgactgttc

atagtgtatt
tcataggaga
ctatgatatg
cgegcaaata
tttgeetete
tggactgaca
tttectetget
tgtctagtcc

ggggtgactg

tttetttaga

cttagaatcet
actcatggag
gttaccactg
tcaacttgea
gggaaccoctt
taagtgacag
aggcttcagt
caggttgagg
tgcaggtgge

acttgtgttt

aagactcatg
aatgttacca
tgttcaactt
cctgggaacc
tectaagtga
ggcaggoettc
tgccaggttyg
tggtgcaggt
ttcacttgtg

gecactggeyg

60

120

180

240
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cageteottyg
geattgtete
ccttccacgy
ctttecttgaa
tctgcacact
ggetgttgtg
cacttataca
tttgaaaaaa
tatgtcatga
aaatatacac
ttatagacca

tatttaatca

gcaagcetge
tgatgteect
atattaagaa
ctaatttett
tocattttet
tcataaatac
catattibtt
cttgcagatyg
atgcataaaa
aaatctatta
tatagggage

caactgeata

ES 2704701 T3

tecttoceoea
tttcatctee
cgtccaccat
yctgtttttt
ggttcagaaa
agttgacact
caatacaaat
aacagcatag
catatgcaga
taaaaggtta
cattcagtag

cacactgtac

<210> 407
<211> 701
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 407

gggcattgtce
tgcecttecac
ctetttettyg
cctotgeaca
atggctgttg
ttcacttata
aatttgaaaa
ggtatgtcat
taaaatatac
acttatagac
gctatttaat

gttgtgattg

<210> 408
<211> 501
<212> ADN

tetgatgtece
ggatattaag
aactaattte
cttcecatttt
tgtcataaat
cacatatttt
aacttgcaga
gaatgcataa
acaaatctat
catataggga
cacaactgca

tggtgageac

<213> Homo sapiens

<400> 408

cttttcatet
aacgtccacce
tttotgttit
stggttcaga
acagttgaca
ttcaatacaa
tgaacagcat
aacatatgca
tataaaaggt
geccattcagt
tacacactgt

aagtgttgtg

gcaaatggaa
ctactctecac
ctecectgagte
tccagtacte
atgtcaccgt
tgaacaacat
atatttaaaa
catagaaata
tactagtcta
aagtttatea
agagaaatgt

cactgeacta

cectactete
atctcctgag
tttecagtee
aaatgtcacce
cttgaacaac
atatatttaa
agcatagaaa
gatactagtc
taaagtttat
agagagaaat
accactgcac

aggatctgcet

210

acaccattet
acaatccage
caagccctte
cettotgtte
cccagtcaca
gggtttgaac
attttggaga
ttgaaaaatt
ttttaacctt
aagottatge
aagogaacgt

a

acacaatcca
teccaageccet
teccttetgt
gteccagtcea
atgggtttga
aaattttgga
tattgaaaaa
tattttaacc
caaagettat
gtaagcgaac
taatttcaga

t

gaacacctgy
tgoctetetg
tcactcacct
atgtctcteoc
cttgeccttat
tgecatggatt
tttgecaacaa
aagaaaaagyg
tactgccata
acacaaacac

aaaggtgtge

gctgectete
tctcacteac
teatgtetet
cacttgoctt
actgcatgga
gatttgcaac
ttaagaaaaa
tttactgeca
gcacacaaac
gtaaaggtgt

gccacctect

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

701

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

701
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caggtagggt
attcctgagg
gagaaagcaa
tgatccageg
gagccaaace
aaattcaact
ggagaattcc

aattaaccte

ggttggttte

<210> 409
<211> 604
<212> ADN

aagcaaatga
accatactgt
acaggaggca
atacttgttc
rtgtgacact
acacaggtac
ttagtttoct
tgaaaatcte

aggetgaget

<213> Homo sapiens

<400> 409

cactttctgt
tcacagtcaa

cttgattact

acatgcaagc
ctggacatct
tecacccageo
ctggaagtyyg
accaacacca
acattttetg
totgageaga

ttaa

<210> 410
<211> 701
<212> ADN

gagtcatctc
agcccaggaa

tgacagaact

taatatctgt
ctgaaatgca
aagatggcet
tttacctece
ggaagactca
aaaacaaaag

caccaactte

<213> Homo sapiens

<400> 410
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acacaaattc
ctgctaagtyg
ctttetgtga
acagtcaaag
tgattacttg
atgcaagcta
ggacatctet
acccagecaa

g

caccacaggyg
gagtggaaag

aatccttetg

tgtaatgect
aagttttggc
tottgagaag
aggagaggtt
gacatcacac
geagtetece

ccagggetto

aaactcggaa
tagagaaagg
gtcatctcca
cccaggaaga
acagaactaa
atatctgttg
gaaatgcaaa

gatggcctte

cectetettt
attaaccttt

tectgatgac

ccecagtttet
aacgagtctc
actgaagaac
ccccacagty
caccecacett
caaaaagcac

cttttateca

211

ttecaaaacca
cacatcctgg
ccacagggece
gtggaaagat
tecttectgtce
taatgcctec
gttttggcaa

ttgagaagac

tgtgatccag
gtgagccaaa

agaamttcaa

ctggagaatt
tgaattaacc
atggttggtt
gtgtttaagg
caactcagte
tgagactett

ggagagettg

gectetgtgt
ttcaacageca
ctctcttttg
taacctttgt
ctgatgacag
cagtttctct
cgagtctctg

tgaagaacat

cgatacttgt
ccgtgtgaca

ctacacaggt

cettagttte
tctgaaaatce
tcaggctgag
catggggtgg
acatccacct
gtgtaggtaa

getgttottt

60

120

180

240

360

360

420

480

501

60
120

180

240

300

360

420

480

540

600

604
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212

ctccttecge catggttgta agtttcctga cgectcccag tcatgettec cgtacagect 60
gcagaactge gagtcaatga aatccctttt ctocacaaat tacccagtet caggtagttc 120
cttacagcag cgtgggaaca gactcaagag ctgaagcaag caaggccgtt agcaaggagce 180
gggctygggga gagcacktceca ggcagaggga acagecaggg ccagggectt gagacagacg 240
tgagecagga tatctgagga acageagaga agocagtgtg gecgeageta aatgaggaac 300
aatgtgtgag tteccctgyggy cggccaaaac aaacaccacyg gacgggggec ttcaaccaca 360
gacaccgatt tcctcacage tetggaggeg aaaagtcocaa gaaaactgcea cggagtatcet 420
atgaggecct gatggagace tgacctggte cacacccatg gectggeaag ctagatgggg 480
tgaattttca cctgccacag ycgcaagtca aagccaccgg cttctetcott ctcoccoctececa 540
ttgctectga cagccagggt taatattttg cectcatgtaa acagggagge atccacccga 600
gaatctooee teageccaca taagetetge agagaggget gtgttgetece agtteccace 660
tggacatgag cactttgaag ggcagettecc ctcccggggt ¢ 701
<210> 411
<211>612
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 411
gggetgggga gageactoca ggceagaggyga acagecaggg ccagggectt gagacagacy 60
tgagccagga tatctgagga acagcagaga agccagtgtg gccgcageta aatgaggaac 120
aatgtgtgag ttoocctgggy cggocaaaac aaacaccacy gacgggggece ttcaaccaca 180
gacaccgatt tcctcacage tctggaggcy aaaagtccaa gaaaactgca cggagtatct 240
atgaggccct gatggagacce tgacctggtc cacacccatg goctggoaag ctagatgggg 300
tgaattttea cotgecacag tegeaagtca aagocaccegg c¢ttceteotett ctocctcocca 360
ttgetcectga cagccagggt taatattttg ceteatgtaa acagggagge ayccaccega 420
gaatctcoccec tcageoccaca taagetctge agagaggget gtgttgetoc agtteccacce 480
tggacatgag cactttgaag ggcagettee cteccggggt ctggetgage tecagggtagg 540
cgtcagtctg catggattgg atggaggaag gctgtgecgtg gcaggagatg acactgocct 600
tgggcetgtgt gg 612
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<210> 412
<211> 1001
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 412

ttggggaagg

ctetteacty
ggcttggatt
tttatctact
tgactgtgag
gaagtgecac
ttattatttt
gtacaacatg
ttaatgttat
ctactctett
tacgttaget
ctetectaat
tttectgagtc
tttttetgtyg
tgcaaatgge
tgtgtgtgtyg

tggacactaa

<210> 413
<211> 2480
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 413

aacattactt ggggaaggaa gcactgggygg gaaggaagea ctgggettgg gacagggcetg

aagcactggg
gaccatgaca
tetagattte
ctgtgaccct
gattcactta
agcoocectte
ttteotaggtt
aagcteotgat
ctatcacttc
agcaattttc
ctgaggacet
tteocactgt
caaccttett
totggettge
agaatcttet
tgtttgtgtg

gceactaaggt
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gggaaggaag

aggttgttac
agtgccaact
cagttttttt
ataatatatg
agaagctagt
tactgagtta
geatatatec
wcatagttca
aaatctaaaa
tattcatttt
catcectact
agattccaca
tttecacttag
tettgttaaa
tgtgtgtgta

tgattceagta

cactgggcectt
ctecaccaagg
atgccactta
atcttaatta
gaaaaccata
gaaacctgea
taattgaaaa
attgtgaaat
accttttttt
tacattatta
atacctaaaa
gecacctoetyg
tatgagtgag
cataatgtec
gactgaataa
tcacatttte

tcttggetat

213

gggacagggc
agaggtgcaa
ctggetttat
ttaatacata
gaatagtgeo
gaccactttt
aataaaaatg
gatgaccaca
gtggtgagag
ttaacacagt
gtetgtateo
gtaaccagca
atcatgectgt
tecaggteca
tatccetgtg
ttcatccatt

t

tgggegetge
aaagcttagg
ccottggggaa
ccteataatg
cagcatctag
cagagtgata
gaatatagat
atcaagctaa
tactgaagat
cactgtgecg
tttaaccaac
ttetgototg
gcagtgtttg
cocatgttgt
tgtgegtgea

catccatcaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1001

60



ggcgetgoet
agcttagggg
ttggggaatt
teataatgtg
gecatctagga
gagtgatatt
atatagatgt
caagctaatt
ctgaagatct
ctgtgcerta
taaccaacct
ctgetetgtt
agtgtttgtt
catgttgttg
tgecgtgeatyg
tccatcaatg
tgcaataaac
tatgcceaga
tttccatact
ggttccattt
tattotagea
tagtggtgta
atatttatte
gttgttgttt
cttctecagcet
gcaacagagt
tgatgtaatt
aaaagttatt
caggtcttat
aagaatccaa

attgaaaatt

ctteoactgga
cttggatttce
tatctactet
actgtgagga
agtgccacag
attatttttt
acaacatgaa
aatgttatet
actctottag
cgttagetet
cteoctaattt
tatgagtoca
tttctgtgte
caaatggcag
tgtgtgtgtyg
gacactaagc
atatgagtecce
agtgggattg
gtttttcata
tctacatgge
ggtgtgaggt
gagcatcttt
agatcttttg
tttgtttitg
gtatggttga
ctetttacte
gtgtttgtct
goccagaccea
gtctatgtcet
ttttattitt

ctatccttte
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cratgacaag
tagatttcag
gtgaccctea
ttcacttaat
cacccttcag
tctaggttita
gectetgatge
atcacttcac
caattttcaa
gaggacctta
cocactgtea
accttettag
tggcttgett
aatcttette
tttgtgtgtg
actaaggttg
agatacctet
ctggatcata
atgattgtag
cttaccaacg
ggtatctcat
tecatattcce
cccattgtta
ctattgaget
cagatacatt
tgttgattge
atttttgcett
gtgtcatcce
ttaatccatt
attttttgta

tttgttgtgt

gttgttacet
tgccaactat
gtttttttat
aatatatgga
aagctagtga
ctgagttata
atatatccat
atagttcaac
atctaaaata
ttcattttat
tecetactge
attccacata
tcacttagea
ttgttaaaga
tgtgtgtatc
attccgtatce
tcaagatact
tggtagttet
caatctatat
tttgttateca
tgtggtttta
attggtaatt
gctgagttat
gagttecottyg
cttgecattcet
ttgectttact
ttgttgottg
ctatgttttc
ttgagttaat
tatggatatc

attaacatca

214

caccaaggag
gocacttact
cttaattatt
aaaccataga
aacctgcaga
attgaaaaaa
tgtgaaatga
ctttttttgt
cattattatt
acctaaaagt
cacctotggt
tgagtgagat
taatgtccte
ctgaataata
acattttctt
ttggctattg
gatttecattt
atatttagta
tcecatecaac
cttatetttt
atttgeattt
cgtatatctt
atgtgagttg
tatattttgg
gtaagttgca
gtgtgaaagc
tacttttagt
ttctagtaat
ttttgtgtag
caatttcccco

gaataatatt

aggtgcaaaa
ggctttatee
aatacatacc
atagtgocceca
ccacttttea
taaaaatgga
tgaccacaat
ggtgagagta
aacacagtca
ctgtatcctt
aaccagectt
catgetgtge
caggtccacc
tcectgtgtyg
catccatteca
tgaataatgce
cctttaaata
tettgaggaa
agtgtacaag
tgataataga
toctgatgat
cctttgagaa
gttttggttt
atattaaatc
toctgtaggtt
ttttttaget
gtcatatcca
tttaaagttt
ggtttaagat
aacaccattt

tttaaataca

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

8490

900

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920
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taaaattcag aagatgacaa aggaaaccaa ttacattgaa
ctgaaagagc aatatatgtg cctetttgta aacacatcat
ttctaacaac tattgeaatt tcaaagteat gttgagtagg
aaacaacgtt cttgtgctat gaaatatcca tgattttgat
ttgttaatge tgetgtaatc tgttgettce attecatagt
tgttggaaat tagtaaaaat aaaaacgtat ttttttccat
tgaagagtca cttctetgga ttetgecageca aagttcccag
caattgaaaa gaacatacac cttgttctca gtggcaaacc
cagagaagaa ttctgccatt ttgcectgactt ttttgtagtt
agtgacaagce ttttcagagg
<210> 414
<211> 601
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 414
coecccocee coocgeagat ctoaggtggg catttttgaa
cagetaagac aagteocotitt ctecagecaaa gatggeoaatyg
ttaaagattc tecaagactce tagectetge tgcaaaaaca
ctgetgetgt gatgatgatg atgacagcaa tagtgagaat
ggtggcaact gctttccaaa tattatcata tttaatctga
ragtattotg attceccattt tatasataag gaacccgagy
tgttcaaggt cacccacage tgtcaagtga cagaacttcg
aatggagtat ggagggaggt cagaaaacat aggaagtaag
tccttgcaaa gggacaggtt aagagacaca agggcagctg
agettcagga gagaagtgge aggetaccte cagetatcoca
I
<210> 415
<211> 601

215

atgcatacag
atatcaaact
aggagtactt
tggtgatggt
tgaataaaat
ccaagttcat
ctggggeage
acatggaaag

ctcctaataa

cttaactaga
ctetaataac
catacaaata
attttaaata
tcattgecet
cttagagagce
ataaaaatcc
ggattgtgat
tctgaggtgt

gceectatoeca

agttataatt
gcagtgaccg
tgagattctyg
atcccaggtc
gattgatate
tetcagacce
aagatttagg
ctttaaatgt

acaagtgtta

taacaaaaca
totgageata
cctactacta
tgccaggeac
atgaggtagyg
atcggtgact
agactceottt
tgacaatgtg
gccattcacc

gecaaggaag

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2480

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

601
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<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 415

caaaacacag
gagecatatta

actactactg

caggeacggt

aggtagggag
rgtgacttgt
ctoctttaat
caatgtgtce
attcaccagc
aaggaagcett

(o]

<210> 416

<211> 5823

<212> ADN

ctaagacaag
aagattctece
ctgotgtgat

ggcaactget

tattctgatt
tcaaggtcac
ggagtatgga
ttgcaaaggg
ttecaggagag

gggagacatg

<213> Homo sapiens

<400> 416

ES 2704701 T3

tecttttete
aagactctag
gatgatgatg

ttoccaaatat

ccocattttat
ccacagetgt
gggaggtceag

acaggttaag

aagtggcagg

ttagttceceg

cagcaaagat
cotetgoetge
acagcaatag

tatcatattt

aaataaggaa
caagtgacag
aaaacatagyg
agacacaagyg
ctacctcocag

ccttcattte

216

ggcaatgcte
aaaaacacat
tgagaatatt

aatctgatca

cecgaggett
aacttcgata
aagtaaggga
gcagcetgtet
ctatccagee

catcagcaac

taataactct
acaaatacoct
ttaaatatge

ttgeectatyg

agagagcatc
aaaatccaga
ttgtgattga
gaggtgtgoe
ctatccageo

ctcaaageea

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

601



tatttcagge
ttotttggaa
taagactgga
tteoccagagt
gtgactgete
cctgectetg
gtttgtaggt
tggacttcaa
acatattttg
acctattect
ttggccattyg
tgtectectet
aggctcatct
gacgatccta
gaaccaagat
ctgagaaata
acagttaatg
tattttttat
atacatagaa
tcotcacttct

aatacattgt

tttettettt
geaggeatgyg
gagccactgt
aggaggctgy
tatgtgttea
tcccaccatt
ttctgtatca
gtctgatata
ceggtgggag
tttcatggtyg
tgaccatggyg
cttgttecte
gecatggaag
gaccagccag
tagttgtgta
aatactagtt
aataagacag
tgatacataa
tgtgtaatga
gtgtgttggyg

taactgtagt
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ctatggataa
catgtgacga
cagagaacag
caatattttce
atttgttoce
gtgtattagg
agagaagatg
atgactggat
ggegtgagta
cctteoccaaa
aaacttgatg
tacaatcaca
aagaatggca
gocccagtte
tggceccagac
gtettaaget
ataatcattt
tattttacat
tccagtecagg
aacaattcaa

cttttttatt

gaaagctoct
aaaaaagaca
aaactgggcet
tcactgaaat
ttttecaaatyg
tttgtagagy
tgtgtgggec
gagactttga
attgoggtta
ctgectetgyg
cagaggctgg
agaaatgtet
catggaagag
atggttcaag
tagcagcage
tacaagttte
tatctgtotg
attgotgggyg
atatctgagg
gtegtetett

gaatgacagg

217

caggtggcaa

tctcagaaaa
taatcaagga
ttcagaattyg
gaagcattta
gtagacaact
taacctagat
ctgtcctaga
gagggcagac
aggtggccac
aaaaagecact
aggcaggtoet
ggtcacattyg
acacatgaac
acccatccaa
agtgtgagea
gatacttata
tacatgtgac
tgtccatcac
ctagttattt

acttgtacct

caaaggccat
gagccaagaa
acatctettg
ttatggacca
ttgeagacga
tgccttttta
tacaggatcce
attgggatga
tgteccteac
acaaatggct
tgcatgttte
gagcaggeoc
tceccaaccaa
atagttgcac
cctacagact
ttaggtagta
caatgatttc
attttgectac
tttgagaatt
taaaatatac

tttatctaac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



tgtatgtttyg
cttececaace
ctoccacata
atgacctcca
aacagtattt
acttacgttg
agttatcoccct
ctggatcata
tgtattaatt
cagcatctge
ctegetatgg
taacctattyg
ctcatttttg
ggatattagt
toctetteoatt
ttgtctattt
cagtcctaaa
tttaagtcta
cattcoctetg
tattgtatgt
tetgggttet
gttttgatta
ttgttetttt
aggatttttg
tgtatattgt
atgagacgtc
cteeetteta
ctactgtaaa
atttttgtat
gtgtattttyg

geaaacgggy

tatctattaa
tetaacatgt
tgagcaaaaa
tttccatcca
cattgtgtat
attcecatate
ttgatacact
cggtagttct
tacattcecca
tattttttgt
ttttgatttyg
gecatttgtg
getttttaaa
ctcttatctg
ctgttgactg
tttagtagtc
gtgtttecce
taatccattg
catatagata
tettggtgece
ctatgtggtt
ccatagccectt
tgetecaggat
tatttetgtyg
cetggacaac
tteccacttyg
caggccttte
tgggactgcc
gttcattttce
ctttgettgt

acaatttgac
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getagttetce
atcatcctat
catatgatgt
tgttactata
atatactaca
tttgctattyg
gatttatttt
acttttagtt
tcaacaatgt
ctttttaata
catttocctg
tgtotttttt
agatttattt
atgaagagtt
tttoctttge
tatgcattta
tatattttet
tgagttgatt
tttaattttc
tttgtcaaaa
ccattagtet
gtaatatatt
tgcetgtgeat
aaaaatggca
atggtcattt
tttgtgtect
acctecttgy
ttectttctea
tatcectgeaa
agagtcttoet

ttoctettaa

tttateccctyg
tctatatete
ttgtetttet
aatgacagga
ttttetttat
tgaatggtge
cetttggata
tttgagacat
ataagatttc
atagtcattc
atatttaatg
tettttbttt
tttgtigtty
tgccaatatt
tgtgcagaag
aggtctcage
tctagtagtt
tttgtatatg
tcagecaccat
ttcagttgge
atgtgtctat
ttgaagtcag
actctggett
ttagtatttt
taacaatatt
ctteaattte
ttaaattaat
gctagttcat
cattaccaaa
ggttteteta

aaatctgtat

218

ccecctecta
catgagatca
gtgcoceggtt
tttcattctt
ccatteoatce
tgcaataaac
aatacccagt
ttccatactt
cetttectee
taactggggt
atattgagca
ttttttttga
ttgagtttag
ttetcecatt
cactttatat
cacaaaatct
ttattgtite
gtgagatagg
ttattgaagg
tataaatatg
ttttatacca
gtagtgtgat
tttggttaca
gataggaatt
aattctteta
tttecattggt
teoctaggtat
ttttggtgea
tttgettate
aatgtaagac

gocttttatt

cecacteact
acttetttag
tatttcactt
tttgtggcca
attgatgaac
atgcacgtge
agtgagattg
ttccagtgtt
acatccteac
gagaggatat
tttettoata
gaattgtcta
tgeatateet
caacaggttg
acagtcccat
ttgcctagac
atgtcttata
ggecttgttt
tgtocttoce
tgaatttatt
atatcatgct
gcctccagcet
tacaaattte
geactggatc
atctatgagt
gtttecataat
ttttttgtag
tagaaaccct
agctttaagt
gatgtcatet

cotttetett

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120



gectgattge
tecttecttyg
tgatgttage
tggttigttyg
catctgttga
ttattgattt
ggtgtattat
tgagaatttt
gtgtccttgt
tttgattttt
caaattggca
ctgagttaat
cagtagttgt
tatagcetatt
tottttteat
tattttatet
tttattteat
gtttgttett
ctcatttgat
gtcecatagg
attaattttt
caaagttcct
ttcaattttt
gaatgttoca
acaaatatct
aattttgtct
ggagtctace
gttgggtgea
ataactgttt
gagtttagta
tgtetgtgtyg

ttetoectea

totggeteta
tettgeteta
tgtgggteat
acagettttt
gataatcata
gtgtatgtta
ctttttggca
tatgtctagg
ctagtttggt
ttgeaagagt
gtgaattcat
cacactgoete
atgtttocag
cataatagte
ttecoctatttt
ttttgaagaa
ttagatttge
ttotagtbee
gtaggtgttt
tettggtatg
atcattcagg
cttatttcta
aaaaatttgt
tgtgctgatyg
gttagatcca
agatgatcat
tectottttta
tatatttagt
actgcttctyg
ccatgttgac
aaggtgtttt

atgtcagcag

ES 2704701 T3

cctecagtac
gttettagag
atatagocett
atcataaaag
tggtttttgt
aaccatcctt
tcctgtocgaa
ttecttagaa
gtcagggaaa
ttgaggagaa
tcagtcatga
attactgatc
caatttatcee
totgatgate
atttgggtct
ccaacttttt
totgaacttt
ttgaggtgea
attgcetatac
ttgtttctat
aggagcatat
tttttactee
caagacttgt
agaaaaatgt
tttggtotaa
gatctgagac
aatctagaaa
tgttatttee
gcataaagtc
aaagggatgc
gagaagagtt

gaaccateca

tatactgaat
gaaatacttt
tattatgtta
gatgtagaat
cattccttct
gtgtocttgg
ttgtttgeta
acactggect
tggtggtcett
tgggtattag
gcecttttettt
tgttecagatt
atttocteta
tttbgtattt
tttettgttt
gtttcattga
actatgtett
tcattgaatt
actctcecet
ttteatttgt
tatttaattc
attgtggtct
tttttgtect
gtactcagca
agtctagttt
tgaggtgaag
tatttgettt
tcattagatt
tgttttatgt
atagagagtt
tageatgagt

tocactggyg

219

aaaagtggta
cagtttttcc
agatatgttt
tttatcaaat
actgttgtga
tataaattat
gectttttgtt
gtagttotoet
gtagaatgag
ttettettta
ttttgggagy
ttotatttet
ggttttotag
ctgtgatatce
agtctagcaa
cectttctac
tecttotaat
gtttetttga
cotagagete
ttcaaacatt
ccatgtattt
gagaagatac
aacatatggt
gttgttgagt
aaatccaatg
tccccaacaa
ataaatccgg
gatctettta
aagtacagec
ggtaaagcat
ctgtggagty

geccaggtag

aaagtgagca
ccacteagta
cttotgtace
gttttttetg
tgtatcatgt
acttggtceat
ttgttctttt
ttttgtgtgt
ttgtttttte
tgtggttoggt
gttctcatta
tctggaatet
tttggtagta
agttgtaatg
ggggtttatc
gtectttagtc
tttgggtttyg
tatctatcta
attttgttgt
ttattteecat
gtatagttte
ttcatatgat
ctatcetgga
aacatgttct
agtttttgtt
ttatcgtgtt
gtggtetagt
ctattatata
attcctgett
gatttctggg
agtgggaaga

aaaaagatga

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3800

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

43980

5040
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agaaatggtg
ggacatcaca
cccaattace
cctggttctg
gettgeagag
tggtatctat
atgagtetgt
actacacacce
tgtaacacaa
aaacataagy
agettgeagg
attactgtec

tttaaaaatt

tgg

<210> 417
<211> 5823
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 417

aattctetet
actccagget
ccaggeccta
aggcttctgg
ageetgttgt
atagatatac
cattgcataa
tagtctataa
tggtgaatat
tataaaagac
actagaagtc
actacggtag

tgctctecaa

ES 2704701 T3

ctetectgga
ctecagocett
aggcctttgg
acttgcactg
gggactttte
aatcatgttt
acatcatagt
acatgtacag
ttgeatattt
aaaaacaogge
actcagggtyg
actttatcaa

taataaatta

getgggtcac
tggactccaa
ccetaggattg
ggccatacta
agceatcocata
tgcttaccag
gtacttacac
catgttactg
aaacatatct
acacctatat
agtcagtgag
cactgtacac

atcttcgceat

220

cettettotg
gactgacacc
agacttacac
ccagcatcce
atcaagtaag
cctgaaaaat
aaacctagat
tactgaatat
tatcattaaa
agggcactta
cgaacgtgaa
aggctacact

cctttttttg

cacttgaaca
agtgcccote
catcagettc
agggtctcca
ceaatttece
gtatcegectag
totatagect
tgtaggecaac
aagatacagt
ccataaatge
ggcetaggtt
aaatttattt

ttgttcactg

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5823



tatttcagge
ttctttggaa
taagactgga
ttcccagagt
gtgactgete
cetgectetg
gtttgtaggt
tggacttcaa
acatattttg
acctattoet
ttggecattyg
tgtcteotot
aggctcatct

gacgatccta

tttcttettt
gcaggcatgg
gagccactgt
aggaggctgg
tatgtgttca
teoccaceatt
ttetgtatea
gtctgatata
ceggtgggayg
tttcatggty
tgaccatggg
cttgttecte
gccatggaag

gaccagccag

ES 2704701 T3

ctatggataa
catgtgacga
cagagaacag
caatatttte
atttgttece
gtgtattagy
agagaagatg
atgactggat
ggcgtgagta
cectteoccaaa
aaacttgatg
tacaatcaca
aagaatggca

gecccagtte

gaaagctect
aaaaaagaca
aaactgggcet
tcactgaaat
ttttcaaatg
tttgtagagt
tgtgtrggee
gagactttga
attgceggtta
ctgectetgg
cagaggctgg
agaaatgtct
catggaagag

atggttcaag

221

caggtggcaa
tctcagaaaa
taatcaagga
ttcagaattg
gaagcattta
gtagacaact
taacctagat
ctgtcctaga
gagggcagac
aggtggecac
aaaaagcact
aggcaggtet
ggtcacattg

acacatgaac

caaaggccat
gagccaagaa
acatctcttg
ttatggacca
ttgecagacga
tgcettttta
tacaggatcc
attgggatga
tgtcecteac
acaaatgget
tgcatgttte
gagcaggccc
toccaaccaa

atagttgcac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



gaaccaagat
ctgagaaata
acagttaatg
tattttttat
atacatagaa
tcteacttet
aatacattgt
tgtatgtttg
ctteecaace
ctcccacata
atgacctcca
aacagtattt
acttacgttyg
agttatccct
ctggatcata
tgtattaatt
cagcatctge
ctegetatgg
taacctattyg
ctecatttttg
ggatattagt
tectottcatt
ttgtctattt
cagtcctaaa
tttaagtcta
cattcectctg
tattgtatgt
tectgggttet
gttttgatta
ttgttetttt

aggatttttg

tagttgtgta
aatactagtt
aataagacag
tgatacataa
tgtgtaatga
gtgtgttggg
taactgtagt
tatctattaa
tctaacatgt
tgagcaaaaa
tttcocateca
cattgtgtat
attccatatc
ttgatacact
cggtagttct
tacattccca
tattttttgt
tttbtgatttg
gecatttgtyg
gctttttaaa
ctettatctg
ctgttgactyg
tttagtagtc
gtgtttecee
taatccattg
catatagata
tettggtgee
ctatgtggtt
ccatagectt
tgectcaggat

tatttctgtg

ES 2704701 T3

tggeccagac
gtcttaaget
ataatcattt
tattttacat
tccagteagy
aacaattcaa
cttttttatt
getagttete
atcatcctat
catatgatgt
tgttactata
atatactaca
tttgctattyg
gatttatttt
acttttagtt
tcaacaatgt
ctttttaata
catttceotyg
tgtetttitt
agatttattt
atgaagagtt
ttteecttige
tatgcattta
tatattttct
tgagttgatt
tttaattttc
tttgteaaaa
ccattagtet
gtaatatatt
tgctgtgeat

aaaaatggca

tagcageage
tccaagttte
tatctgtctg
attgetggyg
atatctgagg
gtogtetett
gaatgacagg
tttatcectyg
tctatatcte
ttgtectttet
aatgacagga
ttttctttat
tgaatggtgce
cetttggata
tttgagacat
ataagatttc
atagtcatte
atatttaatyg
tttettttttt
tttgttgttg
tgccaatatt
tgtgcagaag
aggtctcage
tetagtagtt
tttgtatatg
tcageaccat
ttecagttgge
atgtgtctat
ttgaagtcag
actectggett

ttagtatttt

222

acccatecaa
agtgtgagca
gatacttata
tacatgtgac
tgtocatcac
ctagttattt
acttgtacct
cecectecta
catgagatca
gtgcocceggtt
tttecattcett
ccattcatce
tgcaataaac
aatacccagt
ttccatactt
cctttectee
taactggggt
atattgagca
ttttttttga
ttgagtttag
tteteccatt
cactttatat
cacaaaatct
ttattgttte
gtgagatagg
ttattgaagg
tataaatatg
ttttatacca
gtagtgtgat
tttggttaca

gataggaatt

cctacagact
ttaggtagta
caatgatttc
attttgetac
tttgagaatt
taaaatatac
tttatctaac
cecactcact
acttctttag
tatttcactt
tttgtggecea
attgatgaac
atgcacgtgc
agtgagattg
ttccagtgtt
acatccteac
gagaggatat
tttettcata
gaattgtcta
tgcatatcect
caacaggttg
acagteccat
ttgcctagac
atgtcttata
ggccttgttt
tgtcettece
tgaatttatt
atatcatget
gactocaget
tacaaatttc

gecactggatc

200

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



tgtatattgt
atgagacgtce
ctecoctteta
ctactgtaaa
atttttgtat
gtgtattttg
gcaaacgggg
goctgattge
tecttocttg
tgatgttage
tggtttgttg
catctgttga
ttattgattt
ggtgtattat
tgagaatttt
gtgteccttgt
tttgattttt
caaattggea
ctgagttaat
cagtagttgt
tatagctatt
tcotttttcat
tattttatet
tttattteat
gtttgttett
ctcatttgat
gtcccatagy
attaattttt
caaagttcoct
ttcaattttt
gaatgttcca

acaaatatct

cctggacaac
tteccacttyg
caggccttte
tgggactgce
gttcatttte
ctttgcttgt
acaatttgac
tetggeteta
tettgoteta
tgtgggtecat
acagcttttt
gataatcata
gtgtatgtta
ctttttggea
tatgtctagg
ctagtttggt
ttgcaagagt
gtgaattecat
cacactgoto
atgtttcecag
cataatagtc
tteoctatttt
ttttgaagaa
ttagatttge
ttctagttee
gtaggtgttt
tcttggtatg
atcattcagy
cttatttcta
aaaaatttgt
tgtgctgatg

gttagatcca

ES 2704701 T3

atggtcattt
tttgtgtect
acctcocttgy
ttetttetea
tatcctgcaa
agagtcttct
ttcotettaa
ccetecagtac
gttettagag
atatagcctt
atcataaaag
tggtttttgt
aaccatcett
tectgtcgaa
ttocttagaa
gtcagggaaa
ttgaggagaa
teagteatga
attactgate
caatttatce
tetgatgate
atttgggtct
ceaacttttt
totgaacttt
ttgaggtgca
attgectatac
ttgtttctat
aggagcatat
tttttactce
caagacttgt
agaaaaatgt

tttggtotaa

taacaatatt
ctieaattte
ttaaattaat
getagttcecat
cattaccaaa
ggtttctcta
aaatctgtat
tatactgaat
gaaatacttt
tattatgtta
gatgtagaat
cattccttet
gtgtccttgy
ttgtttgcta
acactggoect
tggtggtctt
tgggtattag
gottttotbtt
tgttcagatt
atttecteta
ttttgtattt
tttcottgttt
gtttcattga
actatgtett
tcattgaatt
actctocceot
ttteatttgt
tatttaatte
attgtggtet
tttttgtact
gtactcagca

agtctagttt

223

aattctteta
tttecattggt
tcctaggtat
ttttggtgea
tttgettate
aatgtaagac
gecttttatt
aaaagtggta
cagtttttee
agatatgttt
tttatcaaat
actgttgtga
tataaattat
gctttttgtt
gtagttetet
gtagaatgag
ttettettta
ttttgggagy
ttetatttot
ggttttetag
ctgtgatatc
agtctagcaa
cecetttetac
teccttetaat
gtttetttga
cctagagoto
ttcaaacatt
ccatgtattt
gagaagatac
aacatatggt
gttgttgagt

aaatccaatg

atctatgagt
gtttoataat
ttttttgtag
tagaaaccct
agctttaagt
gatgtcatcet
cctttotett
aaagtgagca
ccactecagta
cttotgtace
gttttttctg
tgtatcatgt
acttggtcat
ttgttotttt
ttttgtgtat
ttgttttttc
tgtggttggt
gttecteatta
tetggaatot
tttggtagta
agttgtaatg
ggggtttate
gtctttagtce
tttgggtttyg
tatctatcta
cttttgttgt
ttatttcecat
gtatagttte
ttcatatgat
ctatcetgga
aacatgttct

agtttttgtt

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3800

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620
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aattttgtcet
ggagtctacc
gttgggtgea
ataactgttt
gagtttagta
tgtotgtgtyg
ttetecectea
agaaatggtg
ggacatcaca
cccaattace
cetggttetg
gettgeagag
tggtatctat
atgagteotgt
actacacacce
tgtaacacaa
aaacataagg
agcttgeagy
attactgtcc

tttaaaaatt

tgg

agatgatcat
tctettttta
tatatttagt
actgecttetg
ccatgttgac
aaggtgtttt
atgtcagcag
aattctctet
actccaggcet
ccaggccctc
aggcttcetgg
agecetgttgt
atagatatac
cattgcataa
tagtctataa
tggtgaatat
tataaaagac
actagaagtc
actacggtag

tgctctccaa

<210> 418
<211> 707
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 418

ES 2704701 T3

gatctgagac
aatctagaaa
tgttatttec
gcataaagtc
aaagggatgce
gagaagagtt
gaaccatcca
ctetoctgga
ctccagectt
aggcctttgg
acttgeacty
gggactttte
aatcatgttt
acatcatagt
acatgtacag
ttgcatattt
aaaaaccggce
actcagggtg
actttatcaa

taataaatta

tgaggtgaag
tatttgettt
tecattagatt
tgttttatgt
atagagagtt
tagcatgagt
tecactgggg
getgggteac
tggactccaa
cctaggattg
ggccatacta
agectcecata
tgcttaccag
gtacttacac
catgttactg
aaacatatct
acacctatat
agtcagtgag
cactgtacac

atcttegeat

224

tcceocaacaa
ataaatccgg
gatctcttta
aagtacagcc
ggtaaagcat
ctgtggagtyg
goccaggtag
ccttettetg
gactgacacc
agacttacac
coagcatcee
atcaagtaag
cctgaaaaat
aaacctagat
tactgaatat
tatcattaaa
agggcactta
cgaacgtgaa
aggctacact

cctttttttyg

ttatcgtgtt
gtggtcotagt
ctattatata
attecctgett
gatttetggg
agtgggaaga
aaaaagatga
cccttgaaca
agtgccccte
catcagcttc
agggtcteca
ccaatttecce
gtatcgetag
tectatagect
tgtaggcaac
aagatacagt
ccataaatge
ggectaggtt
aaatttattt

ttgttcactg

4680

4740

4800

4860

43920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5823
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aacggtgtca
ctttectatgg
actggggttt
ggggtgttag
tgacttgaag
ggtacagctg

gageattcag

tgacttctaa
attttaggtg
aaatggaatc
tgacattttg

aaaatgtgtt

getggagtga
gaaaggcata
tcacageccag
ttttgtgttc
gecatttattt
gacgactttt

tggacaacto

ctgtgtagac
gctagacaat
aaatagaatg
getttgggte

tggggatgaa

ES 2704701 T3

actectgtgt
gtgtatagtc
ctttggtttt
mcaactagat
gaagaataat
cacaaagtga

ctttocagtt

atgttttget
gtgttttaca
ggcagtatca
tatttacaca

gatattctaa

gtgcaaggeo
tatatactat
cattaggttt
tataaactce
agacatacag
gcacatttgt

actccaccce

tgttttgtac
atgetggeca
gagtgtgttg
ttaaatctaa

agtectgtag

<210> 419
<211>712
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 419

cagactactt
gggaggaact
tgcttcaggg
atggcagtga
tcataaaggt
agaccaagag
atcattctga
ctactctatt
aagaataaaa
tgttttgtga
tggtgtcaaa

acgttetgga

tetatgggaa
gagggttttea
gtgttagttt
cttgaaggea
acagctggac
cattcagtgg
cttctaactg
ttaggtggcet
tggaatcaaa
cattttgget
atgtgtttgg

ggtgtttatt

aggcatagtyg
cagccagett
tgtgttcocea
tttatttgaa
gactttteac
acaactcctt
tgtagacatg
agacaatgtg
tagaatggge
ttgggtctat
ggatgaagat

aaacatttgt

tatagtctat
tggtttteat
actagattat
gaataataga
aaagtgagca
tccagttact
ttttgettgt
ttttacaatg
agtatcagag
ttacacatta
attctaaagt

ttgtagaatg

225

tgggtctceet
acataggggt
gtttagtttc
tcttgeattc
aaaggggcgce
atgatcgatg

actcccagtg

tttacaaaca
tgacagtgtt
cotgectaag
gagcaccaga

taagcaa

atactataca
taggtttgtt
aaactcctct
catacagaaa
catttgtatg
ccaccecact
tttgtacttt
ctggccecatga
tgtgttgect
aatctaagag
cetgtagtaa

gagaggaaga

ggtcagacta
gctgggagga
cattgettca
ctgatggcag
atgtcataaa
ttgagaccaa

accatcattc

tatctactct
tgaaagaata
aaatgttttg

atgtggtgte

taggggtget
tagttteocat
tgcattectyg
ggggcrcatg
atcgatgttg
cccagtgacce
acaaacatat
cagtgtttga
goctaagaaa
caccagaatg
gceaatgeaaa

ca

60
120
180
240
300
360

420

480
540
600
660

707

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

712
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<210> 420
<211>1210
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 420

aaagcagcac
ctgagtgatg
cagcteatgg
ggcagtcatg
gtgcagtcat
ggtgcaatca

caggeaccte

ctcotcageac
gtgtttattt
attcoctgett
ctggtggcag
aattgtaaat
tcteaaggac
ctgteococat
ccacctectyg
caacccaggt
tecagcacact
taatgctaga
tttaactagt
catcaagttt

actcacacca

210> 421
<211> 1194
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 421

tgotetgeat
atcatgectt
aggagatggt
gagatgacgg
ggagatgatg
tggagtagac

tgagecgtog

aaatgatttg
aaacagctca
gtgaaagete
gcagatagge
cttttetetg
ctgtgagoety
gegacggoga
tcctaaagac
gtectggtcea
ccagtctgta
coccttetet

gttgggcttt

ctggctotta

ES 2704701 T3

tcagceocttge
gtctaggatc
geagetcaca
rgtagctcat
gtgcagctca
agtgeagetyg

tottaactag

cctectacat
aggctgtgtce
attgectgaca
actgagooce
cocatttgag
actcactgaa
ggcectgact
atgagacgtt
catgaaccag
aaagtctcet
actgcaatag
gtttctcttt

cactgctaac

tacgtcoctoct
tcaccaagac
gagaggatgyg
ggagaatata
tggagaagat
ggecaagatt

gcectocaget

taagagactt
cctgggatga
gaaggatcta
atttaagagc
atgtaaatcet
atgcaaacat
ttggtgggea
tgtctctect
tocagectag
tatggttgtt
ttactgetga
cataagctea

agtcagctcet

226

tcagatgggc
agttcatgaa
tgecateatg
atgccatcat
ggtgccatca
ctecctgact

tggcttgtga

aaataaacac
caatgactcc
ccatttgtte
agttccttta
toetaccaccet
teagggagat
cottgetett
ctggataagt
cacctggcac
ttggcaaagt
ataaagtcta
tggagaagac

ggggtcectyg

gcactagata
agagacagtg
gaaagcatgg
ggaaggcata
tggaaggcat
aagctettet

aaactgeaga

ttgcatgget
agcccctaaa
cagccaacac
gaaagcttge
agaactgtet
aactccacte
atttgcacca
gcctattaac
tgectttcoe
tgagettagt
teccttaccac
aatgcagtte

agagggacag
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gcattcagee
cettgtcoctag
tggtgcaget
acggagtage
gatggtgecag
agacagtgca
gtegtcttaa
tttgectect
ctcaaggcety
gctcattget
aggecctgag
totgeccatt
gotgacteac

gogaggecct

agacatgaga
gtcacatgaa
tgtaaaagtc
ctotactgea
ctttgtttet

cttacactge

<210> 422
<211> 1194
<212> ADN

ttgctacgtc
gatctcacca
cacagagagg
tcatggagaa
cteatggaga
getgggocaa
ctaggcctec
acattaagag
tgteecctggg
gacagaagga
ccaccatttaa
tgagatgtaa
tgaaatgeaa

gactttyggtg

cgtttgtete
ccagtacage
tocettatggt
atagttactg
ctttcataag

taacagtcag

<213> Homo sapiens

<400> 422
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tecttcagat
agacagttca
atggtgccat
kataatgcca
agatggtgee
gattcteocct
agcttggcett
acttaaataa
atgacaatga
tctaccattt
gagcagttoe
atcttctace
acattcaggg

ggcaccttge

teotetggat
ctageacotyg
tgttttggea
ctgaataaag
cteatggaga

ctetggggte

gggegeacta
tgaaagagac
catggaaagc
tcatggaagyg
atcatggaag
gactaagctc
gtgaaaactg
acacttgeat
ctoccagocee
gttcecageca
tttagaaage
acctagaact
agataactcc

tecttatttge

aagtgcctat
gceactgactt
aagttgaget
tctatcetta
agacaatgca

cetgagaggy
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gatactgagt
agtgcagetce
atggggcagt
catagtgcag
geatggtgea
ttectcaggea
cagactotea
ggetgtgttt
taaaattecct
acacctggtg
ttgcaattgt
gtettoteaa
actectgtec

accaccacct

taaccaacce
tceecteagea
tagttaatge
acactttaac
gttocatcaa

acagactcac

gatgatcatg
atggaggaga
catggagatg
tcatggagat
atcatggagt
cctetgagee
gcacaaatga
atttaaacag
gattgtgaaa
gcaggcagat
aaatcttttce
ggacctgtga
cecatgogacyg

cctgtectaa

aggtgtectg
cactocagte
tagacceett
tagtgttggg
gttteotgget

acca
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gcattcageco
ccttgtetag
tggtgcaget
acggagtage
gatggtgcag
agacagtgca
gtegtettaa
tttgcectcect
ctcaaggetyg
geteattget
aggccctgag
tetgeccatt
getgacteac
gegaggocet
agacatgaga
gtcacatgaa
tgtaaaagtc
ctctactgea
ctttgtttet

cttacactge

<210> 423
<211> 1118
<212> ADN

ttgctacgtc
gatctcacca
cacagagagyg
teatggagaa
ctcatggaga
getgggecaa
ctaggectee
acattaagag
tgtceectggy
gacagaagga
cceccatttaa
tgagatgtaa
tgaaatgcaa
gactttggtg
cgtttgtete
ccagtecage
tecttatggt
atagttactg
ctttcataag

taacagtcag

<213> Homo sapiens

<400> 423
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tccttcagat
agacagttca
atggtgeocat
kataatgcoca
agatggtgcc
gattctocct
agettggett
acttaaataa
atgacaatga
totaceattt
gagcagttcc
atcttctacc
acattcaggg
ggcaccttge
tectotggat
ctagceacctyg
tgttttggea
ctgaataaag

ctcatggaga

ctetggggte

gggcgcacta
tgaaagagac
catggaaagc
tcatggaagg
atcatggaag
gactaagcte
gtgaaaactg
acacttgcat
ctecagecoe
gttecageca
tttagaaagc
acctagaact
agataactoc
tettatttge
aagtgcctat
gcactgeett
aagttgaget
tctatcctta

agacaatgca

cctgagaggg
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gatactgagt
agtgcagcte
atggggcagt
catagtgcag
gcatggtgca
ttetecaggea
cagactctca
ggctgtgttt
taaaattect
acacctggtg
ttgcaattgt
gtcttetcaa
actectgteoc
accaccacct
taaccaaccce
tcoecteagea
tagttaatge
ccactttaac
gttecatcaa

acagactcac

gatgatcatg
atggaggaga
catggagatg
tcatggagat
atcatggagt
cctetgagee
gcacaaatga
atttaaacag
gettgtgaaa
geaggeagat
aaatcttttc
ggacctgtga
ccatgegacy
cotgtoctaa
aggtgteoctg
cactocagte
tagacccett
tagtgttggg
gtttetgget

acca
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accaagacag
gaggatggtg
agaagataat
gagaagatgg
ccaagattect
ctccagettg
agagacttaa
tgggatgaca
aggatctacce
ttaagagcag
gtaaatcttc
gcaaacattc
ggtgggcace
tctetectet
cagactagea
tggttgtttt
actgctgaat
taagctcatg

tcagetctgg

ttcatgaaag
ccatcatgga
gecatcatgg
tgocatcatg
ccctgactaa
gettgtgaaa
ataaacactt
atgactccag
atttgttecca
ttoctttaga
taccacctag
agggagataa
ttgetettat
ggataagtge
cctggeactg
ggcaaagttyg
aaagtctatc
gagaagacaa

ggtccctgag

<210> 424

<211> 601

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 424

gtaggggceac
tggaagcetaa
cagaaaatcc
agtaacaatg
agaggtccct
yggetttect
gggtctagag

gaactgggta

tgtctatact
tetggettat
caatggagtg
gececattggg
caaagattgt
ttgaaacacg
cttcagetaa

tgttgagtct
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agacagtgca
aagcatgggg
aaggcatagt
raaggcatgg
gctettctea
actgcagact
gcatggoetgt
cccctaaaat
gecaacacct
aagcttgcaa
aactgtcttce
ctecactect
ttgeaccace
ctattaacca
cettteccte
agcttagtta
cttaccactt
tgecagttcca

agggacagac

ggctgcacte
aatgaggatg
gttettocet
ggaagaagga
gatgtgccte
gggatgaatt
cagcatgagg

atggtctcat

geteatggag
cagtcatgga
gecagtcatgy
tgcaatcatg
ggcacctctg
ctcagcacaa
gtttatttaa
tcctgettgt
ggtggeagge
ttgtaaatct
tcaaggacct
gtcccecatge
acctectgte
acccaggtgt
agcacactce
atgctagace
taactagtgt
tecaagtttet

tcacacca

tggeccagtge
ctttetttag
atgtcocccaa
tgaaagtggg
teottgtteca
taactattca
aagattccaa

agaaccagaa

229

gagatggtge
gatgacggag
agatgatggt
gagtagacag
agcecgtegte
atgatttgec
acagcetceaag
gaaagctcat
agataggecee
tttetetgee
gtgagctgac
gacggegagyg
ctaaagacat
cctggtcaca
agtctgtaaa
ccttcteotac

tgggetttgt

ggctcettaca

tgtcccaacyg
aggggactet
gggactygga
gtgagagacg
atcacaggac
cttcccaggt
atgtgcoccee

gaaggacaag

agctcacaga
tagctcatgg
gcagcetcatg
tgcagetggg
ttaactaggc
tcctacatta
getgtgtece
tgctgacaga
tgagcececat
catttgagat
tcactgaaat
coctgacttt
gagacgtttg
tgaaccagtc
agtcteoctta
tgcaatagtt
ttctetttea

c¢tgctaacag

ctgacccctce
ccatgcacag
atattcttte
tgaaatttgyg
aggggtataa
agattcatca
atcagcecatag

ggattgtgge
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tocaggettg ggagcacctt ttecettacca tgggeotacag tatttattta gggtaaagga

aggaaactce tgaggtgeta tggggtgceca geaatttgga geatcagtaa ttcaatgtece

C

<210> 425

<211> 601

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 425

acgetgacce
tcteocatgea
ggaatattct
acgtgaaatt
gacaggggta
rgtagattca
cccatcagea
aagggattgt
ttagggtaaa
taattcaatg

a

<210> 426

<211> 701

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 426

ctetggaage
cagcagaaaa
ttcagtaaca
tggagaggtc
taacggettt
tcagggtcta
taggaactgg
ggctceccagge
ggaaggaaac

teocttcage

taatctgget
tecccaatgga
atggccceatt
cctcaaagat
cotttgaaac
gagcttcage
gtatgttgag
ttgggagcac
tectgaggtyg

catgtgtatt

tataatgagg
gtggttectte
gggggaagaa
tgtgatgtge
acggggatga
taacagcatg
tetatggtet
cttttectta

ctatggggtyg

caactcotge
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atgetttett
cctatgtceoc
ggatgaaagt
ctetettgtt
atttaactat
aggaagatte
cataaaacca
ccatgggeta
ccageaattt

tgtgggtgtg

tagaggggac
caagggactyg
ggggtgagag
ccaatcacag
tcacttcecea
caaatgtgec
gaagaaggac
cagtatttat
ggagcatcag

gacttggtge
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600
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ttcctgggea
acctecttte
ttecatgtect
cagatgaaat
actggtgtcec
caggtggaga
catttggtgg
ttgtttetea
gctecctaaag

atagcacatc

tatggagaac

caaaggcage

<210> 427
<211> 701
<212> ADN

tegtcatatt
tacatcctta
aacccccagg
tagctaagac
ttttaagaag
ctggagtget
tactacgtta
tattactact
cagagggacc

tcttcaatag

aaagggttaa

aagtctatgg

<213> Homo sapiens

<400> 427
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ctgtaaaaca
ggtgttgtta
acctcagaat
aaggtcatat
aggacacaga
acagetgcaa
aaacagctet
cattgtttta
rtatttttat

aattgtcocta

gctggtgeca

ggtggacgga

aggaagctca
tgcgtgaatc
gtgtgatetg
tggaataggg
cacaggaggg
gcaaatacat
aggaaattaa
atgatgactg
gtcccaacte

actttaacag

gatgggtttc

gttettaget

gcccagtgtg
acgteccccce
gtttggaaat
ttggececctta
gagagggcca
ttetgtgetyg
tacagatgtt
ttttattcat
tocttaagge

agacaacttyg

attttctcta

C

ttctaacatyg
aaaagacatg
aaggtcatca
atccactgtg
tgggatgatg
tgaagceacce
goctgtattt
taagttgaaa
cttgectatg

ggttatttaa

aatctggaac

caaggaagct
tatgecgtgaa
atgtgtgate
attggaatag
gacacaggaqg
aagcaaatac
ctaggaaatt
taatgatgac
atgtcccaac
taactttaac
cagatgggtt

gagttcttag

cagecccagtg
tcacgtceceoc
tggtttggaa
ggttggeccet
gggagaggygc
atttctgtge
aatacagatg
tgttttatte
tctecttaag
agagacaact
tcattttete

ctcaaccctt

tgttctaaca
ccaaaagaca
ataaggtcat
taatccactg
catgggatga
tgtgaagcca
ttgectgtat
attaagttga
sccttgecta
tgggttattt
taaatctgga

tggtgaggta

tgacctcett
tgttcatgtce
cacagatgaa
tgactggtgt
tgecaggtgga
cecatttggt
ttttgtttet
aagctcctaa
tgatagcaca
aatatggaga
accaaaggca

agaagaagga
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tctacatect
ctaaccecca
attagctaag
cettttaaga
gactggagtyg
ggtactacgt
catattacta
agcagaggga
tctcttcaat
acaaagggtt
gcaagtctat

t

taggtgttgt
ggacctecaga
acaaggtcat
agaggacaca
ctacagetge
taaaacagct
cteattgttt
cecatattttt
agaattgtcc
aagctggtge

ggggtggacy
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REIVINDICACIONES

1. Un método para preparar una biblioteca de secuenciaciéon a partir de una muestra de prueba que comprende
moléculas de acido nucleico, en donde el método comprende los pasos consecutivos de la reparacion de extremos,
la cola de dA y el adaptador que ligan dichos acidos nucleicos, y en el que dichos pasos consecutivos excluyen la
purificacion de los productos reparados de forma final antes de la etapa de la cola de dA y excluyen la purificacion
de los productos de cola de dA antes del paso de ligadura del adaptador.

2. El método de la Reivindicacion 1, en el que dichos pasos consecutivos se realizan en ausencia de polietilenglicol.

3. El método de la Reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que dichos pasos consecutivos se realizan en menos
de 1 hora.

4. El método de cualquier reivindicacion precedente, en el que dichos acidos nucleicos son moléculas de ADN.
5. El método de cualquier reivindicacion precedente, en el que dichos acidos nucleicos:

(i) son moléculas de ADN gendémico; o
(i) son moléculas de ADN genédmico humano.

6. El método de la Reivindicacion 5, en el que dicho ADN gendmico se somete a fragmentacion antes de los pasos
consecutivos de reparacion final, cola de dA y adaptador que liga dichos acidos nucleicos.

7. El método de cualquiera de las Reivindicaciones 1-5, en el que dichos acidos nucleicos son moléculas de ADN
libres de células (ADNcf) y no se someten a fragmentacién antes de los pasos consecutivos de reparacion final,
colas de dA y ligadura con adaptador de dichos acidos nucleicos .

8. Uso de una biblioteca de secuenciacion preparada segun el método de cualquiera de las Reivindicaciones 1-7 en
un método de secuenciacion de acido nucleico.

9. El uso de la Reivindicacion 8, en el que dicho método de secuenciaciéon es un método de secuenciacion de
proxima generacion (NGS).

10. El uso de la Reivindicacion 8, en el que dicho método de secuenciaciéon es un método de secuenciacion
masivamente paralelo, y en el que
opcionalmente:

(i) dicha secuenciaciéon es una secuenciacion masivamente paralela que utiliza secuenciacion por sintesis con
terminadores de tinte reversibles; o
(i) dicha secuenciacion es una secuenciacion masivamente paralela utilizando la secuenciacion por ligadura.

11. El uso de la Reivindicacion 8, en el que dicha secuencia comprende una amplificacion.
12. El uso de la Reivindicacion 8, en el que dicha secuenciaciéon es una secuenciacion de una sola molécula.

13. El método de cualquiera de las Reivindicaciones 1-7 o el uso de cualquiera de las reivindicaciones 8-12, en el
que la muestra:

(a) es una muestra de plasma derivada de sangre periférica que comprende una mezcla de ADNcf derivado de
células normales y cancerosas;

(b) se deriva de una mezcla de células cancerosas y no cancerosas de un fluido biolégico seleccionado de suero,
sudor, lagrimas, esputo, orina, flujo de oido, linfa, saliva, liquido cefalorraquideo, lavados, suspension de médula
Osea, flujo vaginal, Lavado transcervical, liquido cerebral, ascitis, leche, secreciones de las vias respiratorias,
intestinales y geniutinarias, y muestras de leucoforesis; o

(c) se selecciona de biopsias de tejido, o frotis.
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FIG. 2
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