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DESCRIPCION

Método para determinar la respuesta del cancer a tratamientos dirigidos al receptor del factor de crecimiento
epidérmico.

Antecedentes

Los canceres de células epiteliales, por ejemplo, cancer de prostata, cancer de mama, cancer de colon, cancer de
pulmén, cancer de pancreas, cancer de ovario, cancer del bazo, cancer testicular, cancer del timo, etc., son
enfermedades caracterizadas por el crecimiento acelerado anormal de las células epiteliales. Este crecimiento
acelerado causa inicialmente que se forme un tumor. Eventualmente, también se puede producir metastasis a
diferentes érganos. Aunque se han logrado avances en el diagndstico y el tratamiento de diferentes tipos de cancer,
estas enfermedades siguen provocando una mortalidad significativa.

El cancer de pulmén sigue siendo la principal causa de muerte por cancer en los paises industrializados. Los
canceres que comienzan en los pulmones se dividen en dos tipos principales, el cancer de pulmén de células no
pequenfias y el cancer de pulmén de células pequeias, dependiendo de cdmo lucen las células bajo un microscopio.
El cancer de pulmon de células no pequefas (carcinoma de células escamosas, adenocarcinoma y carcinoma de
células grandes) generalmente se propaga a otros 6rganos mas lentamente de lo que lo hace el cancer de pulmén
de células pequerias. Alrededor del 75 por ciento de los casos de cancer de pulmén se clasifican como cancer de
pulmén de células no pequenas (por ejemplo, los adenocarcinomas), y el otro 25 por ciento son cancer de pulmén
de células pequenas. El cancer de pulmén de células no pequerias (NSCLC) es la principal causa de muerte por
cancer en los Estados Unidos, Jap6n y Europa Occidental. Para los pacientes con enfermedad avanzada, la
quimioterapia proporciona un modesto beneficio para la supervivencia, pero a costa de una toxicidad significativa, lo
que subraya la necesidad de agentes terapéuticos que estén especificamente dirigidos a las lesiones genéticas
criticas que dirigen el crecimiento del tumor (Schiller J. H. et al., N Engl J Med, 346: 92 - 98, 2002).

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es una proteina enlazada a la membrana de 170 kilodaltons
(kDa), expresada en la superficie de las células epiteliales. EGFR es un miembro de la familia de receptores del
factor de crecimiento de proteinas tirosina quinasas, una clase de moléculas reguladoras del ciclo celular. (W. J.
Gullick et al, 1986, Cancer Res., 46: 285 - 292). EGFR se activa cuando su ligando (ya sea EGF o TGF-a) se enlaza
al dominio extracelular, lo que resulta en la autofosforilacion del dominio intracelular de la tirosina quinasa del
receptor (S. Cohen et al., 1980, J. Biol., Chem., 255: 4834 - 4842; A. B. Schreiber et al., 1983, J. Biol., Chem., 258:
846 - 853).

EGFR es el producto proteico de un oncogén que promueve el crecimiento, erbB o ErbB1, que no es mas que uno
de los miembros de una familia, es decir, la familia ERBB de protooncogenes, que se cree que desempefan un
papel fundamental en el desarrollo y la progresién de muchos canceres humanos. En particular, se ha observado un
aumento de expresién del EGFR en cancer de mama, vejiga, pulmén, cabeza, cuello y estobmago, asi como de
glioblastomas. La familia ERBB de oncogenes codifica cuatro receptores transmembrana estructuralmente
relacionados, a saber, EGFR, HER-2/neu (erbB2), HER-3 (erbB3) y HER-4 (erbB4). Clinicamente, se ha reportado
que la amplificacion del oncogén ERBB y/o la sobreexpresion del receptor en tumores se correlacionan con la
recurrencia de la enfermedad y con un pobre pronéstico para el paciente, asi como con la capacidad de respuesta a
la terapia. (L. Harris et al., 1999, Int., J. Biol., Markers, 14: 8 - 15, y J. Mendelsohn y J. Baselga, 2000, Oncogene, 19:
6550 - 6565).

El EGFR se compone de tres dominios principales, a saber, el dominio extracelular (ECD), que esta glicosilado y
contiene el bolsillo que enlaza al ligando con dos regiones ricas en cisteina; un dominio transmembrana corto, y un
dominio intracelular que tiene actividad intrinseca de tirosina quinasa. La regién transmembrana une el dominio de
enlazamiento del ligando con el dominio intracelular. El andlisis de secuencia de aminoacidos y de ADN, asi como
los estudios de las formas no glicosiladas del EGFR, indican que el esqueleto de la proteina del EGFR tiene una
masa de 132 kDa, con 1186 residuos de aminodcidos (A. L. Ullrich et al., 1984, Nature, 307: 418 - 425; J. Downward
et al., 1984, Nature, 307: 521 - 527; C. R. Carlin et al., 1986, Mol. Cell. Biol., 6: 257 - 264;y F. L. V. Mayes y M. D.
Waterfield, 1984, The EMBO J., 3: 531 - 537).

El enlazamiento de EGF o TGF-a con EGFR activa una ruta de transduccién de la sefial y trae como resultado la
proliferacién celular. La dimerizacion, los cambios conformacionales y la internalizacién de las moléculas del EGFR
funcionan para transmitir sefiales intracelulares que conducen a la regulacién del crecimiento celular (G. Carpenter y
S. Cohen, 1979, Ann. Rev. Biochem., 48: 193 - 216). Las alteraciones genéticas que afectan la regulacién de la
funcion del receptor del factor de crecimiento, o que conducen a la sobreexpresién del receptor y/o del ligando, dan
como resultado la proliferacién celular. Ademds, se ha determinado que el EGFR desempefa un papel en la
diferenciacion celular, la mejora de la movilidad celular, la secrecién de proteina, la neovascularizacion, invasion,
metastasis y resistencia de las células cancerosas a los agentes quimioterapéuticos y de radiacion. (M. -J. Oh et al.,
2000, Clin. Cancer Res., 6: 4760 - 4763).

Se han identificado una variedad de inhibidores del EGFR, incluyendo una cantidad que ya ha sometida a ensayos
clinicos para el tratamiento de varios tipos de cancer. Para ver un resumen reciente, véase de Bono, J. S. y



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2741574 T3

Rowinsky, E. K. (2002), "The ErbB receptor Family: A Therapeutic Targer for Cancer", Trends in Molecular Medicine,
8, S19-26.

Un conjunto prometedor de objetivos para la intervencion terapéutica en el tratamiento del cancer incluye los
miembros del eje de quinasa HER. Se favorece frecuentemente su expresion en tumores epiteliales soélidos, por
ejemplo, de la prostata, de pulmén y de mama, y también se favorece su expresion en los tumores de glioblastoma.
El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es un miembro del eje de la quinasa HER, y ha sido el
objetivo de eleccion para el desarrollo de varias terapias diferentes contra el cancer. Los inhibidores de la tirosina
quinasa del EGFR (EGFR-TKI) se encuentran entre estas terapias, ya que se requiere la fosforilacion reversible de
los residuos de tirosina para la activacion de la ruta del EGFR. En otras palabras, los EGFR-TKI bloquean un
receptor de la superficie celular responsable de la activaciéon y/o el mantenimiento de la ruta de sefalizacion celular
que induce el crecimiento de células tumorales y la divisién. Especificamente, se cree que estos inhibidores
interfieren con el dominio quinasa del EGFR, denominado como HER-1. Entre los EGFR-TKI mas prometedores
estan tres series de compuestos: quinazolinas, piridopirimidinas y pirrolopirimidinas.

Dos de los compuestos mas avanzados en el desarrollo clinico incluyen el Gefitinib (compuesto ZD1839
desarrollado por AstraZeneca UK Ltd.; disponible bajo el nombre comercial IRESSA; en lo sucesivo, "IRESSA") y
Erlotinib (compuesto OSI-774 desarrollado por Genentech, Inc. y OSI Pharmaceuticals, Inc.; disponible bajo el
nombre comercial de TARCEVA; en lo sucesivo, "TARCEVA"), ambos han generado resultados clinicos alentadores.
El tratamiento convencional contra el cancer tanto con IRESSA como con TARCEVA supone la administracion oral
diaria de no méas de 500 mg de los compuestos respectivos. En mayo de 2003, IRESSA se convirtié en el primero de
estos productos en llegar al mercado de los Estados Unidos, cuando fue aprobado para el tratamiento de pacientes
con cancer de pulmén avanzado de células no pequefas.

IRESSA es una quinazolina oralmente activa que funciona inhibiendo en forma directa la fosforilacién de la tirosina
quinasa en la molécula del EGFR. Compite por el sitio de enlazamiento del trifosfato de adenosina (ATP),
conduciendo a la supresion del eje de la quinasa HER. El mecanismo exacto de la respuesta de la IRESSA no es
completamente entendido, sin embargo, los estudios sugieren que la presencia del EGFR es un prerrequisito
necesario para su accion.

Una limitacion significativa en el uso de estos compuestos es que los receptores de los mismos pueden desarrollar
una resistencia a sus efectos terapéuticos después de que inicialmente responden a la terapia, o pueden no
responder a los EGFR-TKI en ningln grado medible en absoluto. De hecho, sélo el 10 - 15 por ciento de los
pacientes con cancer de pulmén avanzado de células no pequefias responde a los inhibidores de la quinasa del
EGFR. Por lo tanto, seria extremadamente benéfico una mejor comprension de los mecanismos moleculares
subyacentes de la sensibilidad a IRESSA y TARCEVA en la seleccién de la terapia para aquellos individuos que
tienen mas probabilidades de beneficiarse de dicha terapia.

Existe una necesidad significativa en la técnica por un tratamiento satisfactorio del cancer, y especificamente de
canceres de células epiteliales tales como los canceres de pulmdn, de ovario, de mama, de cerebro, de colon y de
prostata, que incorporan los beneficios de la terapia del TKI y vencen la falta de sensibilidad mostrada por los
pacientes. Dicho tratamiento podria tener un impacto dramatico en la salud de las personas, y especialmente en las
personas mayores, entre los que el cancer es muy comun.

Resumen

La presente invencién se define en y por las reivindicaciones adjuntas. En la siguiente descripcion y en las
reivindicaciones, una referencia a una posicion de nucleétido de la SEQ ID NO: 511 es una referencia a la
numeracion de acuerdo con la Figura 5.

La terapia con el inhibidor de tirosina quinasa (TKI) tal como con gefitinib (IRESSA®) no es efectiva en la gran
mayoria de las personas que se ven afectadas con los canceres mencionados anteriormente. Los presentes
inventores han descubierto sorprendentemente que la presencia de mutaciones somaticas en el dominio quinasa del
EGFR aumenta sustancialmente la sensibilidad del EGFR con TKI tal como IRESSA, TARCEVA. Por ejemplo menos
del 30% de los pacientes que tienen tal cancer son susceptibles al tratamiento por los TKI actuales, mientras que
mas del 50%, mas preferiblemente del 60, 70, 80, 90% de los pacientes que tienen una mutaciéon en el dominio
quinasa del EGFR son susceptibles. Ademas, estas mutaciones confieren aumento de la actividad de la quinasa del
EGFR. Por lo tanto, los pacientes que tienen estas mutaciones probablemente seran sensibles a la terapia actual
con inhibidor de tirosina quinasa (TKI), por ejemplo, gefitinib.

En consecuencia, la presente invencidén permite un nuevo método para determinar la probabilidad de la efectividad
de un tratamiento dirigido al receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) en un paciente humano afectado
con céncer. El método comprende la detecciéon de la presencia o ausencia de al menos una diferencia del acido
nucleico en el dominio quinasa del gen erbB1 de dicho paciente en relacion con el gen de tipo silvestre erbB1. La
presencia de al menos una diferencia indica que el tratamiento dirigido al EGFR es probable que sea efectivo.
Preferiblemente, la diferencia de &cido nucleico aumenta la actividad de la quinasa del EGFR. El paciente puede ser
tratado entonces con un tratamiento dirigido al EGFR. El tratamiento dirigido al EGFR puede ser un inhibidor de la
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tirosina quinasa. Preferiblemente, el inhibidor de la tirosina quinasa es una anilinoquinazolina. La anilinoquinazolina
puede ser una anilinoquinazolina sintética. Preferiblemente, la anilinoquinazolina sintética es ya sea gefitinib o
erlotinib. El tratamiento dirigido al EGFR puede ser un inhibidor irreversible del EGFR, que incluye al acido 4-
dimetilamino-but-2-enoico [4 - (8-cloro-4-fluorofenilamino)-3-ciano-7-etoxi-quinolin-6-iljlamida ("EKB-569", a veces
también denominado como "EKI-569", véase, por ejemplo el documento WO/2005/018677 y Torrance et al., Nature
Medicine, vol. 6, No. 9, septiembre de 2000, p. 1024) y/o HKI-272 o HKI-357 (Wyeth; véase Greenberger et al., Proc
11avo Simposio NCI EORTC-AACR sobre nuevos medicamentos en la terapia contra el cancer, Clinical Cancer Res.
Vol. 6, Suplemento, noviembre de 2000, ISSN 1078 - 0432; en Rabindran et al., Cancer Res. 64: 3958 - 3965 (2004);
Holbro y Hynes, Ann. Rev. Pharm. Tox. 44: 195 - 217 (2004); Tsou et al., J. Med. Chem. 2005, 48, 1107 - 1131,y
Tejpar et al., J. Clin. Oncol. ASCO Annual Meeting Proc. Vol., 22, No. 14S: 3579 (2004)).

El EGFR se puede obtener de una muestra biolégica de un paciente con o en riesgo de desarrollar cancer. La
variacion en el dominio quinasa del EGFR (o el gen erbB1) efectda la estructura conformacional del bolsillo de
enlazamiento del ATP. Preferiblemente, la variacion en el dominio quinasa del EGFR es una supresién en el marco o
una sustitucion en el exén 18, 19, 20 o 21.

La supresion en el marco puede ser en el exdn 19 del EGFR (erbB1). La supresién en el marco en el exén 19
comprende preferiblemente una supresion de al menos los aminoacidos leucina, arginina, acido glutamico y alanina,
en los codones 747 748, 749, y 750. La supresion en el marco puede comprender los nucleétidos 2235 a 2249 y
elimina los aminoacidos 746 a 750 (la secuencia de acido glutdmico, leucina, arginina, acido glutamico, y alanina),
véase la Tabla 2, la Tabla S2, la Figura 2B, la Figura 4A, la Figura 5, la SEQ ID No: 511, la Figura 6C y la Figura 8C.
En otra forma de realizacion, la supresion en el marco comprende los nucleétidos 2236 a 2250 y elimina los amino
acidos 746 a 750, véase la Tabla S2, la Figura 5, la SEQ ID No: 511, y la Figura 6C. Alternativamente, la supresion
en el marco comprende los nucledtidos 2240 a 2251, véase la Tabla 2, la Figura 2C, la Figura 4A, la Figura 5, la
SEQ ID No: 511, o los nucleétidos 2240 a 2257, véase la Tabla 2, la Tabla S3A, la Figura 2A, la Figura 4A , la Figura
5, la SEQ ID No: 511, la Figura 6C, y la Figura 8E. Alternativamente, la supresiéon en el marco comprende los
nucleétidos 2239 a 2247 junto con una sustitucion de citosina por guanina en el nucleétido 2248, véase la Tabla S3A
y la Figura 8D, o una supresion de los nucleétidos 2238 a 2255 junto con una sustitucién de timina por adenina en el
nucleétido 2237, véase la Tabla S3A y la Figura 8F, o una supresién de los nucleétidos 2254 a 2277, véase la Tabla
S2. Alternativamente, la supresion en el marco comprende los nucleétidos 2239 - 2250de1 TTAAGAGAAGCA;
2251A> C, o0 2240 - 2254delTAAGAGAAGCA, o 2257 - 2271de1CCGAAAGCCAACAAG, como se muestra en la
Tabla S3B.

La sustitucion puede ser en el exdn 21 del EGFR. La sustitucién en el exén 21 comprende al menos un aminoacido.
La sustitucion en el exén 21 puede comprender una sustitucién de una guanina por una timina en el nucleétido 2573,
veéase la Figura 4A y la Figura 5, la SEQ ID No: 511. Esta sustitucién da como resultado una sustitucién de
aminoacidos, donde la Leucina de tipo silvestre se reemplaza con una arginina en el aminoacido 858, véase la
Figura 5, la Tabla 2, la Tabla S2, la Tabla S2A, la Figura 2D, la Figura 6A, la figura 8B, y la SEQ ID No: 512.
Alternativamente, la sustitucién en el exén 21 comprende una sustitucién de una adenina por una timina en el
nucleétido 2582, véase la Figura 4A y la Figura 5, la SEQ ID No: 511. Esta sustitucion da como resultado una
sustitucion de aminoacidos, donde la Leucina de tipo silvestre se reemplaza con una glutamina en el aminoacido
861, véase la Figura 5, la Tabla 2, la Figura 2E, la Tabla S3B, y la SEQ ID NO: 512.

La sustitucion también puede ser en el exén 18 del EGFR. La sustitucién puede ser en el exén 18 y puede ser una
timina por una guanina en el nucleétido 2155, véase la Figura 4A y la Figura 5, la SEQ ID No: 511. Esta sustitucion
da como resultado una sustitucion de aminoacidos, en donde la glicina de tipo silvestre se sustituye con una cisteina
en el coddn 719, véase la Figura 5, la SEQ ID No: 512. La sustitucion en el exdén 18 puede ser una adenina por una
guanina en el nucleétido 2155 que resulta en una sustitucién de aminoacidos, en donde la glicina de tipo silvestre se
sustituye por una serina en el codén 719, véase la Tabla S2, la figura 6B, la figura 8A, la figura 5, la SEQ ID No: 511
y 512.

La sustitucién puede ser una insercion de guanina, guanina y timina (GGT) después del nuclebtido 2316 y antes del
nucleétido 2317 de la SEQ ID No: 511 (236_2317 ins GGT). Esto también puede ser descrito como una insercién de
valina (V) en el aminoacido 772 (P772_H733 INSV). Otras mutaciones se muestran en la Tabla S3B e incluyen, por
ejemplo, y la insercion de CAACCCGG después del nucle6tido 2309 y antes del nucleétido 2310 de la SEQ ID No:
511 y una insercion de GCGTGGACA después del nucleétido 2311 y antes del nucleétido 2312 de la SEQ ID No:
511. La sustitucién también puede ser en el exdn 20 y en una forma de realizacion es una sustitucion de AA por GG
en los nucledtidos 2334 y 2335, véase la Tabla S3B.

En resumen, en formas de realizacién preferidas, la variacion de acidos nucleicos del gen erbB1 es una sustitucion
de una timina por una guanina o una adenina por una guanina en el nucleétido 2155 de la SEQ ID No: 511, una
supresion de los nucleétidos 2235 a 2249 , 2240 a 2251, 2240 a 2257, 2236 a 2250, 2254 a 2277, 0 2236 a 2244 de
la SEQ ID No: 511, una insercion de los nucleétidos guanina, guanina y timina (GGT) después del nucledtido 2316 y
antes del nucle6tido 2317 de la SEQ ID No: 511, y una sustitucion de una guanina por una timina en el nucleétido
2573 o una adenina por una timina en el nucleétido 2582 de la SEQ ID No: 511.

La deteccion de la presencia o ausencia de al menos una variaciéon de acido nucleico se puede determinar mediante
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la amplificacion de un segmento de acido nucleico que codifica al receptor. EI segmento a amplificar es de 1000
nucleétidos de longitud, preferiblemente, 500 nucleétidos de longitud, y lo mas preferiblemente 100 nucledtidos de
longitud o menos. El segmento que se amplifica puede incluir una pluralidad de variaciones.

La deteccion de la presencia o ausencia de al menos una variacién puede permitir el contacto del acido nucleico del
EGFR que contiene un sitio de variacién con al menos una sonda de acido nucleico. La sonda preferentemente
hibrida con una secuencia de acido nucleico que incluye un sitio de variacion y que contiene bases de nucleétidos
complementarios en el sitio de la variacion en condiciones de hibridacion selectiva. La hibridacion se puede detectar
con un marcador detectable.

La deteccién de la presencia o ausencia de al menos una variacion puede comprender la secuenciaciéon de al menos
una secuencia de &cido nucleico y la comparacion de la secuencia obtenida con la secuencia conocida del acido
nucleico erbB1. Alternativamente, la presencia o ausencia de al menos una variacién comprende la determinacién
espectrométrica de masa de al menos una secuencia de acido nucleico.

La deteccién de la presencia o ausencia de al menos una variacion del acido nucleico puede comprender realizar
una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). La secuencia del acido nucleico erbB1 que contiene la variacion
hipotética se amplifica y se determina la secuencia de nucleétidos del acido nucleico amplificado. La determinacién
de la secuencia de nuclettidos del acido nucleico amplificado comprende la secuenciacion de al menos un
segmento de acido nucleico. Alternativamente, los productos de amplificacién se pueden analizar mediante el uso de
cualquier método capaz de separar los productos de amplificacién segun su tamaro, incluyendo la electroforesis en
gel automatizada y manual y similares.

Alternativamente, la deteccion de la presencia o ausencia de al menos una variacién comprende la determinacion
del haplotipo de una pluralidad de variaciones en un gen.

En otra forma de realizacion, la presencia o ausencia de una variacion del EGFR puede ser detectada mediante el
analisis del producto del gen erbB1 (proteina). En esta forma de realizacién, se utiliza una sonda que se enlaza
especificamente a una variante del EGFR. En una forma de realizacion preferida, la sonda es un anticuerpo que se
enlaza preferentemente a una variante del EGFR. La presencia de una variante del EGFR predice la probabilidad de
la eficacia de un tratamiento dirigido al EGFR. Alternativamente, la sonda puede ser un fragmento de anticuerpo,
anticuerpo quimérico, anticuerpo humanizado o un aptamero.

La presente invencion proporciona ademas una sonda que se enlaza especificamente en condiciones de
enlazamiento selectivo a una secuencia de acido nucleico que comprende al menos una variacion del acido nucleico
en el gen EGFR (erbB1). En una forma de realizacién, la variaciéon es una mutacion en el dominio quinasa de erbB1
que confiere un cambio estructural en el bolsillo de enlazamiento de ATP.

La sonda de la presente invencion puede comprender una secuencia de acido nucleico de aproximadamente 500
bases de nucleétidos, preferiblemente de aproximadamente 100 bases de nucleétidos, y mas preferiblemente de
aproximadamente 50 o aproximadamente 25 bases de nucle6tidos 0 menos de longitud. La sonda puede estar
compuesta de ADN, ARN, o &cido nucleico peptidico (PNA). Ademas, la sonda puede contener un marcador
detectable, tal como, por ejemplo, un marcador fluorescente o enzimatico.

La presente invencion proporciona adicionalmente un nuevo método para determinar la probabilidad de la
efectividad de un tratamiento dirigido al recetor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) en un paciente afectado
con cancer. El método comprende la determinacion de la actividad de la quinasa del EGFR en una muestra biolégica
de un paciente. Un aumento en la actividad de la quinasa después de la estimulacién con un ligando del EGFR, en
comparacioén con un control normal, indica que el tratamiento dirigido al EGFR es probable que sea efectivo.

La presente invencion proporciona ademas un método novedoso para el tratamiento de un paciente afectado con o
en riesgo de desarrollar cancer. El método implica la determinacion de si el dominio quinasa del EGFR de un
paciente contiene al menos una variacién del acido nucleico. Preferiblemente, el EGFR se encuentra en el sitio del
tumor o cancer y la variacién del acido nucleico es somatica. La presencia de tal variacion indica que un tratamiento
dirigido al EGFR sera efectivo. Si la variacion esta presente, se administra el inhibidor de la tirosina quinasa al
paciente.

Como anteriormente, el inhibidor de la tirosina quinasa administrado a un paciente identificado puede ser una
anilinoquinazolina o un inhibidor de tirosina quinasa irreversible, tal como, por ejemplo, EKB-569, HKI-272 y/o HKI-
357 (Wyeth). Preferiblemente, la anilinoquinazolina es una anilinoquinazolina sintética y lo mas preferiblemente la
anilinoquinazolina sintética es gefitinib y erlotinib.

El cancer a ser tratado por los métodos de la presente invencion incluye, por ejemplo, pero no se limitan a, cancer
gastrointestinal, cancer de prostata, cancer de ovario, cancer de mama, cancer de cabeza y cuello, cancer de
pulmoén, cancer de pulmén de células no pequenas, cancer del sistema nervioso, cancer de rifion, cancer de retina,
cancer de piel, cancer de higado, cancer de pancreas, cancer genitourinario y cancer de vejiga. En una forma de
realizacién preferida, el cancer es cancer de pulmén de células no pequefas.
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También esta comprendido un kit para la implementacién de los métodos de PCR de la presente invencién. El kit
incluye al menos un par de cebadores degenerados disefiados para hibridar con regiones de acido nucleico que
bordean los genes que codifican para el bolsillo de enlazamiento de ATP del dominio quinasa del EGFR. Ademas, el
kit contiene los productos y los reactivos necesarios para llevar a cabo la amplificacion por PCR, y las instrucciones.

En una forma de realizacion preferida, los pares de cebadores contenidos en el kit se seleccionan entre el grupo que
consiste de la SEQ ID N o: 505, la SEQ ID No: 506, la SEQ ID No: 507, y la SEQ ID No: 508. También se prefieren
los cebadores enumerados en la Tabla 6 y 7 en los ejemplos.

En aun otra forma de realizacion, la presente invencion da a conocer un método para seleccionar un compuesto que
inhibe la actividad catalitica de quinasa de una variante del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR).
Como una primera etapa, una variante del EGFR se pone en contacto con un compuesto potencial. La actividad de
la quinasa resultante de la variante del EGFR se detecta a continuacion, y se selecciona un compuesto que inhibe la
actividad de la quinasa de la variante del EGFR. En una forma de realizacién, la variante del EGFR esta contenida
dentro de una célula. El método también se puede utilizar para seleccionar un compuesto que inhibe la actividad de
la quinasa de la variante del EGFR que tiene una mutacion secundaria en el dominio quinasa que confiere
resistencia a un TKI, por ejemplo, gefitinib o erlotinib.

En una forma de realizacién, se marca la variante del EGFR. En otra forma de realizacion, el EGFR se enlaza a un
soporte sélido. En una forma de realizacién preferida, el soporte sélido es un chip de proteina.

En aun otra forma de realizacion de la presente invencion se divulga una composicion farmacéutica que inhibe la
actividad catalitica de la quinasa de una variante del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). El
compuesto que inhibe la actividad catalitica de la quinasa de una variante del EGFR se selecciona del grupo que
consiste de un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, una molécula pequefia, un péptido, una proteina, un acido
nucleico antisentido, una ribozima, un ANP, un ARNpi, un aptamero de oligonucleétido, y el aptamero peptidico.

También se da a conocer un método para tratar un paciente que tiene una enfermedad mediada por EGFR. De
acuerdo con el método, se administra al paciente la composicion farmacéutica que inhibe la actividad catalitica de la
quinasa de una variante del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR).

En una forma de realizacion, la enfermedad mediada por EGFR es cancer. En una forma de realizacién preferida, el
cancer es de origen epitelial. Por ejemplo, el cancer es cancer gastrointestinal, cancer de prostata, cancer de ovario,
cancer de mama, cancer de cabeza y cuello, cancer de pulmdn, cancer de pulmén de células no pequefas, cancer
del sistema nervioso, cancer de rifidén, cancer de retina, cancer de piel, cancer de higado, cancer pancreatico, cancer
genitourinario y cancer de vejiga. En una forma de realizacion preferida, el cancer es cancer de pulmén de células
no pequenas.

En otra forma de realizacién, se divulga un método para predecir la adquisicion de mutaciones secundarias (o la
seleccién de mutaciones) en el dominio quinasa del gen erbB1. Se pone en contacto una célula que expresa una
forma variante del gen erbB1 con una dosis efectiva incluso sub-letal de un inhibidor de la tirosina quinasa. Se
seleccionan las células que son resistentes a un efecto de la detencién del crecimiento del inhibidor de la tirosina
quinasa y se analiza el acido nucleico de erbB1 por la presencia de mutaciones adicionales en el dominio quinasa de
erbB1. En una forma de realizacion, la célula esta in vitro. En otra forma de realizacién, se obtiene la célula de un
animal transgénico. En una forma de realizacién, el animal transgénico es un ratén. En este modelo de ratén, las
células a ser estudiadas se obtienen a partir de una biopsia del tumor. Las células que contienen una mutacién
secundaria en el dominio quinasa de erbB1 seleccionadas por la presente invencién se pueden utilizar en los
métodos anteriores para seleccionar un compuesto que inhibe la actividad de la quinasa de la variante del EGFR
que tiene una mutacién secundaria en el dominio quinasa.

En una forma de realizacion alternativa para la prediccién de la adquisicién de mutaciones secundarias en el dominio
quinasa del gen erbB1, se ponen primero en contacto células que expresan una forma variante del gen erbB1 con
una cantidad efectiva de un agente mutagénico. La mutagénesis es, por ejemplo, metanosulfonato de etilo (EMS), N-
etil-N-nitrosourea (ENU), N-metil-N-nitrosourea (MNU), clorhidrato de focarbaxina (Prc), metanosulfonato de metilo
(MeMS), clorambucil (Chl), melfalan, clorhidrato de porcarbazina, ciclofosfamida (Cp), sulfato de dietilo (Et2SQa4),
monomero de acrilamida (AA), trietilen-melamina (TEM), mostaza nitrogenada, vincristina, dimetilnitrosamina, N-
metil-N'-nitro-nitrosoguanidina  (MNNG), 7,12  dimetilbenz(a)antraceno  (DMBA), O6xido de etileno,
hexametilfosforamida, bisulfan, o etil metanosulfonato (ETMs). Se pone luego la célula en contacto con una dosis
efectiva incluso sub-letal de un inhibidor de la tirosina quinasa. Se seleccionan las células que son resistentes a un
efecto de la detencidn del crecimiento del inhibidor de la tirosina quinasa y se analiza el acido nucleico de erbB1 por
la presencia de mutaciones adicionales en el dominio quinasa erbB1.

Breve descripcion de las figuras

Las figuras 1A-1B muestran una ilustracién representativa de la respuesta al gefitinib en un cancer dificil de pulmoén
de células no pequeias (NSCLC). Tomografia computarizada de térax del caso 6 (Tabla 1), que demuestra (Figura
1A) una gran masa en el pulmén derecho antes del tratamiento con gefitinib y (Figura 1B) una marcada mejoria seis
semanas después de iniciado el tratamiento con Gefitinib.
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La Figura 2 muestra las mutaciones del EGFR en tumores sensibles al gefitinib.

Las Figuras 2A-2C muestran la secuencia de nucle6tidos del gen EGFR en muestras de tumores con supresiones
en el marco de heterocigotos dentro del dominio quinasa (picos dobles) (SEQ ID Nos: 643 a 654, respectivamente,
en orden de aparicién). Se muestran los seguimientos en ambas direcciones tanto sentido como antisentido para
demostrar los dos puntos de rompimiento de la supresién; se muestra la secuencia de nucleétidos de tipo silvestre
en letras mayusculas, y la secuencia mutante en letras mindsculas. El punto de rompimiento 5' de la mutacién
delL747-T751insS esta precedida por una sustitucion de T por C que no altera el aminoacido codificado.

La Figura 2D y la Figura 2E muestran mutaciones heterocigotas en sentido erréneo (flechas) que resultan en
sustituciones de aminoédcidos dentro del dominio de la tirosina quinasa (SEQ ID Nos: 656 y 658). Los picos dobles
representan dos nucleétidos en el sitio de mutaciones heterocigotas. Para la comparacion, también se muestra la
secuencia de tipo silvestre correspondiente (SEQ ID Nos: 655 y 657).

La figura 2F es una representacion esquematica de moléculas del EGFR dimerizado enlazadas por medio del
ligando EGF. Se resaltan el dominio extracelular (que contiene dos dominios del ligando del receptor [L] y un
dominio como el de la furina), la regiéon transmembrana y el dominio citoplasmatico (que contiene el dominio
catalitico de la quinasa). Se indica la posicion de la tirosina'®® (Y-1068), un sitio de autofosforilacion utilizado como
un marcador de la activacion del receptor, junto con los efectores secuencia abajo activados por la autofosforilacion
del EGFR (STAT3, MAP quinasa (MAPK), y AKT). Se muestra la ubicacion de las mutaciones asociadas a tumores,
todos dentro del dominio de la tirosina quinasa.

La Figura 3 demuestra la activacion mejorada que depende de EGF del EGFR mutante y aumento de la sensibilidad
del EGFR mutante al gefitinib.

La figura 3A muestra una evolucion en el tiempo de la activacion inducida por ligandos de los mutantes delL747-
P753insS y L858R, en comparacién con el EGFR de tipo silvestre, después de la adicion de EGF a las células
privadas de suero. Se utiliza la autofosforilacion del EGFR como un marcador de la activacion del receptor,
utilizando una transferencia tipo Western con un anticuerpo que reconoce especificamente el residuo de tirosina'068
fosforilada del EGFR (panel de la izquierda), en comparacién con los niveles totales del EGFR expresado en células
Cos-7 (control; panel de la derecha). Se mide la autofosforilacién del EGFR en intervalos después de la adicidén de
EGF (10 ng/ml).

La Figura 3B es una representacion grafica de la induccion de EGF de la fosforilacion del receptor de tipo silvestre y
mutante (véase el panel A). Se cuantificaron las autorradiografias de tres experimentos independientes usando el
software de imagenes NIH; se normalizé la intensidad de la fosforilacion del EGFR con la expresién de la proteina
total, y se muestra como la activacion del receptor en porcentaje, con una desviacidon estandar.

La figura 3C muestra una inhibicion dependiente de la dosis de la activacion del EGFR por gefitinib. La
autofosforilacion de la tirosina'®® del EGFR se demuestra por medio de andlisis de transferencias tipo Western de
células Cos-7 que expresan receptores de tipo silvestre o mutante, y se estimularon con 100 ng/ml de EGF durante
30 min. Las células se dejaron sin tratar (U) o se las tratd previamente durante 3 horas con concentraciones
crecientes de gefitinib como se muestra (panel de la izquierda). Las cantidades totales de proteina del EGFR
expresadas se muestran como control (panel de la derecha).

La Figura 3D muestra la cuantificacion de los resultados de dos experimentos descritos para el panel 3C (software
de imagenes NIH). Las concentraciones del EGFR fosforilado se normalizaron a los niveles de expresién de proteina
y se expresaron como la activacion del receptor en porcentaje.

La Figura 4 demuestra la agrupacion de mutaciones en los sitios criticos dentro del bolsillo de enlazamiento de ATP
del EGFR.

La Figura 4A muestra la posicion de la superposicién de supresiones en el marco en el exén 19 y mutaciones en
sentido erréneo en el exén 21 del gen EGFR, en multiples casos de NSCLC (SEQ ID Nos: 495 a 504 (ADN)). Se
muestra la secuencia parcial de nucleétidos para cada exén, con supresiones marcadas por lineas punteadas y las
mutaciones de sentido erréneo resaltadas y subrayadas; se muestran las secuencias de nucleétidos y aminoacidos
del EGFR de tipo silvestre (SEQ ID Nos: 493 y 494 (ADN) y 509-510 (amino &cido)).

La Figura 4B muestra la estructura tridimensional de la hendidura de ATP del EGFR flanqueada por los lébulos
amino (N) y carboxilo (C) del dominio quinasa (coordenadas derivadas de PDB 1M14, y mostradas mediante el uso
de software Cn3D). El inhibidor, que representa Gefitinib, se describe ocupando la hendidura de ATP. Se muestran
las ubicaciones de las dos mutaciones de sentido erréneo, dentro del bucle de activacién de la quinasa; las tres
supresiones en el marco estan todas presentes dentro de otro bucle, que flanquea la hendidura de ATP.

La Figura 4C es un primer plano del dominio quinasa del EGFR, que muestra los residuos de aminodcidos criticos
implicados en el enlazamiento ya sea a ATP o al inhibidor. Especificamente, los compuestos de 4-anilinoquinazolina
tales como gefitinib inhiben la catélisis ocupando el sitio de enlazamiento de ATP, donde forman enlaces de
hidrogeno con residuos de metionina’? (M793) y cisteina’> (C775), mientras que su anillo de anilina esta cerca de
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residuos de metionina’% (M766), lisina™® (K745) y leucine’® (L788). Se predice que las supresiones en el marco
dentro del bucle que estan dirigidas por mutaciones alteran la posicion de estos aminoacidos en relacion con el
inhibidor. Se muestran residuos mutados en el bucle de activacién de la tirosina quinasa.

La Figura 5 muestra la secuencia de nucleétidos y de aminoacidos del gen erbB1. Los aminoacidos se representan
como letras individuales, que son conocidas por aquellos capacitados en la técnica. Las variaciones de nucleétidos
en el dominio quinasa se destacan por medio del nimero del paciente, véase la Tabla 2. La SEQ ID No: 511 incluye
los nucleédtidos 1 a 3633. La SEQ ID No: 512 incluye los aminoédcidos 1 a 1210.

Figuras 6A - 6C: Alineacion de secuencias de regiones seleccionadas dentro de los dominios quinasa del EGFR y de
B-Raf. Representacion de las mutaciones del EGFR en NSCLC humano. Las mutaciones del EGFR (gb: X00588) en
los tumores de NSCLC se resaltan en gris. Las mutaciones de B-Raf (gb: M95712) en mudltiples tipos de tumores (5)
se resaltan en negro. Los asteriscos indican los residuos conservados entre EGFR y B-Raf. La Figura 6A representa
mutaciones del L858R en el bucle de activacion (SEQ ID Nos 477 - 479). La Figura 6B representa al mutante G719S
en el bucle de P (SEQ ID Nos 480 - 482). La Figura 6C representa mutantes de supresion del exén 19 del EGFR
(SEQ ID Nos 483 - 489).

Figura 7: Posiciones de las mutaciones de sentido erréneo G719S y L858R y la supresion Del-1 en la estructura
tridimensional del dominio quinasa del EGFR. El bucle de activacion se muestra en amarillo, el bucle P es de color
azul y el l6bulo C y el I6bulo N son como se indica. Los residuos dirigidos por mutacion o supresion se resaltan en
rojo. La mutacion Del-1 dirige los residuos ELREA en los codones 746 a 750. Las mutaciones se encuentran en
regiones altamente conservadas dentro de quinasas y se encuentran en bucle p y en el bucle de activacion, que
rodean la regién donde se predice que ATP y también gefitinib y erlotinib se enlazan.

Figuras 8A-8F. Cromatogramas representativos de ADN del EGFR a partir de tejido normal y de los tejidos
tumorales. Las ubicaciones de las mutaciones identificadas son las siguientes. La Figura 8A representa el exén 18
del bucle P del dominio quinasa (SEQ ID Nos. 659 - 660). La Figura 8B representa el exén 21 del bucle A del
dominio quinasa (SEQ ID Nos. 661 - 662). La Figura 8C representa el exén 19 de Del-1 del dominio quinasa (SEQ
ID Nos. 663 - 665). La Figura 8D representa el exdn 19 de Del-3 del dominio quinasa (SEQ ID Nos. 666 - 668). La
Figura 8E representa el exén 19 de Del-4 del dominio quinasa (SEQ ID No. 669 - 671). La Figura 8F representa el
exén 19 de Del-5del dominio quinasa (SEQ ID No. 672 - 674).

Figura 9: La alineacién de la secuencia de los polipéptidos BCR-ABL y EGFR y la ubicacion de los residuos que
confieren un fenotipo resistente a farmacos. El polipéptido EGFR (SEQ ID No: 492) codificado por la secuencia de
nucleétidos descrita en el GenBank, nimero de acceso NM005228 y el polipéptido BCR-ABL (SEQ ID No: 491)
codificado por la secuencia de nucleétidos descrita en el GenBank nimero de acceso M14752 son residuos
alineados y conservados, se presentan sombreados. Las mutaciones de BCR-ABL que confieren resistencia al
inhibidor de tirosina quinasa imatinib (ST1571, Glivec/Gleevec) se indican mediante asteriscos.

La Figura 10 muestra el proceso de toma de decision para un paciente con NSCLC metastasico en fase de pruebas
del EGFR.

La Figura 11 muestra un diagrama de los exones 18-24 del EGFR (no a escala). Las flechas describen la ubicacion
de las mutaciones identificadas. Los asteriscos denotan el nimero de pacientes con mutaciones en cada ubicacion.
El diagrama ampliado representa la superposicion de las supresiones del exén 19, y el nimero de pacientes (n) con
cada supresion. Obsérvese que estos resultados no son inclusivos de todas las mutaciones del EGFR hasta la
fecha.

Descripcion detallada

La presente invencion proporciona un nuevo método para determinar la probabilidad de la eficacia de un tratamiento
dirigido al receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) en un paciente afectado con cancer. El método
comprende la deteccién de la presencia o ausencia de al menos una variacion del acido nucleico en el dominio
quinasa del gen erbB de dicho paciente. La presencia de al menos una variacién indica que tratamiento dirigido al
EGFR probablemente sea efectivo. Preferiblemente, la variacion de acido nucleico aumenta la actividad quinasa del
EGFR. El paciente puede ser tratado luego con un tratamiento dirigido al EGFR. En una forma de realizacion de la
presente invencion, el tratamiento dirigido al EGFR es un inhibidor de tirosina quinasa. En una forma de realizacién
preferida, el inhibidor de tirosina quinasa es una anilinoquinazolina. El anilinoquinazolina puede ser una
anilinoquinazolina sintética. Preferiblemente, la anilinoquinazolina sintético es o bien gefitinib o erlotinib.

Definiciones:

Los términos "ErbB1", "receptor del factor de crecimiento epidérmico”, y "EGFR" se utilizan aqui de forma
intercambiable y se refieren al EGFR de la secuencia nativa divulgada, por ejemplo, en Carpenter et al. Ann. Rev.
Biochem. 56: 881-914 (1987), que incluye variantes del mismo (por ejemplo, un EGFR mutante por supresién como
en Humphrey et al. PNAS (EUA) 87: 4.207-4.211 (1990)). ErbB1 se refiere al gen que codifica al producto de la
proteina del EGFR.
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El término "variacion de acidos nucleicos que incrementa la actividad de la quinasa" como se utiliza aqui se refiere a
una variacioén (es decir, una mutacion) en la secuencia de nucleétidos de un gen que se traduce en un aumento de la
actividad de la quinasa. El aumento de la actividad de la quinasa es un resultado directo de la variacién en el acido
nucleico y esté asociado con la proteina codificada por el gen.

El término "farmaco" o "compuesto” como se utiliza aqui se refiere a una entidad quimica o producto biolégico, o
combinacion de entidades quimicas o de productos bioldgicos, administrado a una persona para tratar o prevenir o
controlar una enfermedad o condicién. La entidad quimica o producto biolégico es preferiblemente, pero no
necesariamente, un compuesto de bajo peso molecular, sino que también puede ser un compuesto mas grande, por
ejemplo, un oligémero de acidos nucleicos de amino&cidos o de carbohidratos que incluye sin limitacion proteinas,
oligonucledtidos, ribozimas, ADNzimas, glicoproteinas, los ARNpi, lipoporteinas, aptameros, y modificaciones y
combinaciones de los mismos.

El término "genotipo" en el contexto de esta invencion se refiere a la forma alélica particular de un gen, que se puede
definir por medio del (de los) nucleétido(s) particular(es) presente(s) en una secuencia de acido nucleico en un
(unos) sitio(s) particular(es).

Los términos "forma variante de un gen", "forma de un gen", o "alelo" se refieren a una forma especifica de un gen
en una poblacion, siendo diferente la forma especifica de otras formas del mismo gen en la secuencia de al menos
un, y frecuentemente mas de un, sitios de variantes dentro de la secuencia del gen. Las secuencias en estos sitios
de variantes que se diferencian entre los diferentes alelos de un gen se llaman " variaciones de la secuencia del gen"
o "variaciones" o "variantes". Otros términos conocidos en la técnica que son equivalentes incluyen mutacién y
polimorfismo, aunque se utiliza a menudo mutacién para referirse a un alelo asociado con un fenotipo perjudicial. En
aspectos preferidos de esta invencion, las variaciones se seleccionan del grupo que consiste de las variaciones
enumeradas en las tablas de variacién presentadas aqui.

En el contexto de esta invencién, el término "sonda" se refiere a una molécula que puede distinguir en forma
detectable entre moléculas objetivo que difieren en su estructura. La deteccion puede llevarse a cabo en una
variedad de diferentes maneras, dependiendo del tipo de sonda utilizada y del tipo de molécula objetivo. Asi, por
ejemplo, la deteccion puede basarse en la discriminacién de niveles de actividad de la molécula objetivo, pero
preferiblemente se basa en la deteccién de enlazamientos especificos. Los ejemplos de tales enlazamientos
especificos incluyen enlazamiento de anticuerpos e hibridacion de sondas de &cido nucleico. Por lo tanto, por
ejemplo, las sondas pueden incluir sustratos enzimaticos, anticuerpos y fragmentos de anticuerpos, y
preferiblemente sondas de hibridacion de acido nucleico.

Como se utilizan aqui, los términos "efectivo" y "efectividad" incluyen tanto efectividad farmacolégica como seguridad
fisiologica. La efectividad farmacoldgica se refiere a la capacidad del tratamiento que da como resultado un efecto
biol6gico deseable en el paciente. La seguridad fisioldgica se refiere al nivel de toxicidad, u otros efectos fisioldgicos
adversos a nivel celular, de 6rganos y/o de organismos (a menudo denominados como efectos secundarios) que
resultan de la administracion del tratamiento. “Menor efectividad" significa que el tratamiento da como resultado un
nivel mas bajo terapéuticamente de la efectividad farmacoldogica y/o un mayor nivel terapéutico de efectos
fisiolégicos adversos.

El término "cebador", como se utiliza aqui, se refiere a un oligonucleétido que es capaz de actuar como un punto de
iniciacion de la sintesis de polinucledtidos a lo largo de una hebra complementaria cuando se coloca bajo
condiciones en las cuales se cataliza la sintesis de un producto de extension del cebador que es complementario
con un polinucleétido. Tales condiciones incluyen la presencia de cuatro diferentes trifosfatos de nucleétidos o
andlogos de nucledsidos y uno o mas agentes de polimerizaciéon tales como ADN polimerasa y/o transcriptasa
inversa, en un amortiguador apropiado ("amortiguador” incluye sustituyentes que son cofactores, o que afectan el
pH, la fuerza iénica, etc.), y una temperatura adecuada. Un cebador debe ser suficientemente largo para cebar la
sintesis de los productos de extensidon en presencia de un agente para la polimerasa. Un cebador tipico contiene al
menos aproximadamente 5 nucleétidos de longitud de una secuencia sustancialmente complementaria a la
secuencia objetivo, pero se prefieren cebadores algo mas largos. Por lo general, los cebadores contienen
aproximadamente 15-26 nucleétidos, pero se pueden emplear también cebadores mas largos.

Un cebador siempre contendrd una secuencia sustancialmente complementaria con la secuencia objetivo, que es la
secuencia especifica que va a ser amplificada, con la cual puede hibridarse. Un cebador puede, opcionalmente,
comprender también una secuencia promotora. El término "secuencia promotora" define una sola hebra de una
secuencia de &cido nucleico que es reconocida especificamente por una ARN polimerasa que se enlaza con una
secuencia reconocida e inicia el proceso de transcripcion por medio del cual se produce un transcrito de ARN. En
principio, se puede emplear cualquier secuencia promotora para la cual existe una polimerasa conocida y disponible
que es capaz de reconocer la secuencia de iniciacion. Los promotores conocidos y Utiles son aquellos que son
reconocidos por ciertas polimerasas de bacteriéfagos, tales como los bacteriéfagos T3, T7 o SP6.

Un "microarreglo” es un arreglo lineal o bidimensional de regiones preferiblemente discretas, teniendo cada una un
area definida, formada sobre la superficie de un soporte sélido. La densidad de las regiones discretas sobre un
microarreglo se determina por medio del niUmero total de polinucleé6tidos objetivo que van a ser detectados sobre la
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superficie de un Unico soporte en fase sdlida, preferiblemente al menos aproximadamente 50/cm?, mas
preferiblemente al menos aproximadamente 100/cm?, incluso méas preferiblemente al menos aproximadamente
500/cm?, y alin mas preferiblemente al menos aproximadamente 1.000/cm?2. Como se utiliza qui, un microarreglo es
un arreglo de cebadores de oligonucleotidos colocados sobre un chip u otras superficies utilizadas para amplificar o
clonar polinucleétidos objetivo. Ya que la posicion de cada grupo particular de cebadores en el arreglo es conocida,
se pueden determinar las identidades de los polinucle6tidos objetivo con base en su enlazamiento con una posicién
particular en el microarreglo.

El término "etiqueta” se refiere a una composicion capaz de producir una sefial detectable indicativa de la presencia
del polinucleétido objetivo en una muestra del ensayo. Los marcadores adecuados incluyen radioisétopos,
cromoforos de nucledtidos, enzimas, sustratos, moléculas fluorescentes, fracciones quimioluminiscentes, particulas
magnéticas, fracciones bioluminiscentes, y similares. Como tal, una etiqueta es cualquier composicién detectable por
medios espectroscopicos, fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos, eléctricos, épticos o quimicos.

El término "soporte" se refiere a soportes convencionales tales como perlas, particulas, tiras reactivas, fibras, filtros,
membranas y soportes de silano o de silicato tales como placas de vidrio.

El término "amplificacién" se utiliza en sentido amplio para significar la creaciéon de un producto de amplificacién que
puede incluir, por ejemplo, moléculas objetivo adicionales, o moléculas tipo objetivo o moléculas complementarias a
la molécula objetivo, las cuales se crean en virtud de la presencia de la molécula objetivo en la muestra. En la
situacion en donde el objetivo es un &cido nucleico, se puede elaborar enzimaticamente un producto de
amplificacion con ADN o ARN polimerasa o transcriptasas inversas.

Como se utiliza aqui, una "muestra biolégica". se refiere a una muestra de tejido o fluido aislada de un individuo, que
incluye, pero no se limita a, por ejemplo, sangre, plasma, suero, biopsias de tumor, orina, heces, esputo, liquido
cefalorraquideo, liquido pleural, aspirados de pezoén, fluido linfatico, secciones externas de la piel, del tracto
respiratorio, intestinal, y genitourinario, lagrimas, saliva, leche, células (incluyendo, pero sin limitarse a, células de la
sangre), tumores, 6rganos, y también muestras de constituyentes de cultivo celular in vitro. En una forma de
realizacién preferida, la muestra es de una reseccion, biopsia broncoscopica, o biopsia con aguja gruesa de un
tumor primario 0 metastasico, o un bloque de celdas de liquido pleural. Ademas, se utilizan muestras de aspirado
con aguja fina. Las muestras pueden ser ya sea de tejido embebido en parafina o congelado.

El término "anticuerpo" significa que se trata de una proteina de inmunoglobulina que es capaz de enlazar un
antigeno. Anticuerpo como se utiliza se entiende que incluye fragmentos de anticuerpo, por ejemplo, F(ab’)2, Fab',
Fab, capaces de enlazar al antigeno o un fragmento antigénico de interés. Preferiblemente, el enlazamiento del
anticuerpo con el antigeno inhibe la actividad de una forma variante del EGFR.

El término "anticuerpo humanizado" se utiliza aqui para describir moléculas de anticuerpo completas, es decir,
compuesta de dos cadenas livianas completas y dos cadenas pesadas completas, asi como anticuerpos que
consisten Unicamente de fragmentos de anticuerpos, por ejemplo, Fab, Fab', F(ab)2, y Fv, en los que las CDR
proceden de una fuente no humana y la porcion restante de la molécula de Ig o fragmento de la misma se deriva de
un anticuerpo humano, preferiblemente producido a partir de una secuencia de acido nucleico que codifica un
anticuerpo humano.

Los términos "anticuerpo humano" y "anticuerpo humanizado" se utilizan aqui para describir un anticuerpo a partir
del cual se derivan todas las porciones de la molécula de anticuerpo de una secuencia de acido nucleico que
codifica un anticuerpo humano. Tales anticuerpos humanos son los mas deseables para uso en terapias de
anticuerpos, ya que tales anticuerpos podrian provocar poca o ninguna respuesta inmune en el paciente humano.

El término "anticuerpo quimérico" se utiliza aqui para describir una molécula de anticuerpo, asi como fragmentos de
anticuerpos, como se describi6 anteriormente en la definicion del término "anticuerpo humanizado". El término
"anticuerpo quimérico" incluye anticuerpos humanizados. Los anticuerpos quiméricos tienen al menos una porcién
de una secuencia de aminoacidos de cadena pesada o liviana que se obtiene a partir de una primera especie de
mamifero y otra parte de la secuencia de aminoacidos de cadena pesada o liviana que se obtiene a partir de una
segunda especie diferente de mamifero.

Preferiblemente, la regién variable se deriva de una especie de mamifero no humano y la region constante se deriva
de una especie humana. Especificamente, el anticuerpo quimérico se produce preferiblemente a partir de una
secuencia de 9 nucleétidos de un mamifero no humano que codifica una regién variable y una secuencia de
nucleétidos de un humano que codifica una regién constante de un anticuerpo.

La Tabla 2 es una lista parcial de variaciones de la secuencia de ADN en el dominio quinasa de erbB1 relevante
para los métodos descritos en la presente invencién. Estas variaciones fueron identificadas por los inventores en
estudios de muestras biologicas de pacientes con NSCLC que respondieron a gefitinib y pacientes sin exposicién a
gefitinib.

Las moléculas de acido nucleico se pueden aislar de una muestra biolégica particular utilizando cualquiera de una
cantidad de procedimientos, que son conocidos en el arte, siendo el procedimiento particular de aislamiento elegido
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el apropiado para la muestra bioldgica particular. Por ejemplo, pueden ser Utiles los procedimientos de lisis alcalina y
de congelacién-descongelacion para obtener moléculas de acido nucleico a partir de materiales sélidos; pueden ser
utiles los procedimientos de lisis alcalina y calor para obtener moléculas de acido nucleico de la orina; y se puede
utilizar extraccién de la proteinasa K para obtener acido nucleico de la sangre (Rolff, A et al. PCR: Clinial Diagnostics
and Research, Springer (1994)).

Métodos de deteccion

La determinacion de la presencia o ausencia de una variacién particular o de una pluralidad de variaciones en el
dominio quinasa del gen erbB1 en un paciente con, o en riesgo de desarrollar cancer, se puede llevar a cabo en una
variedad de formas. Tales pruebas se llevan a cabo comunmente utilizando ADN o ARN recolectado de muestras
bioldgicas, por ejemplo, biopsias de tejidos, orina, heces, esputo, sangre, células, raspados de tejido, aspirados de
mama u otros materiales celulares, y se pueden realizar por medio de una variedad de métodos que incluyen, pero
no se limitan a, PCR, hibridacion con sondas especificas de alelos, deteccién de mutacion enzimatica, escision
quimica de faltas de correlacién, espectrometria de masas o secuenciacion de ADN, incluyendo minisecuenciacion.
En formas particulares de realizacion, se pueden llevar a cabo hibridaciones con sondas especificas de alelos en
dos formatos: (1) oligonuclettidos especificos de alelos enlazados a una fase sélida (vidrio, silicio, membranas de
nailon) y las muestras marcadas en soluciéon, como en muchas aplicaciones de chips de ADN, o (2) muestra
enlazada (a menudo ADN clonado o ADN amplificado por PCR) y oligonucleétidos marcados en solucién (ya sea
especifico del alelo o corto para permitir la secuenciacién por medio de hibridacién). Los ensayos de diagndstico
pueden involucrar un panel de variaciones, a menudo sobre un soporte sélido, que permite la determinacion
simultdnea de mas de una variacion.

En otro aspecto, la determinacién de la presencia de al menos una actividad de quinasa que incrementa la variacion
de acidos nucleicos en el gen erbB1 puede implicar una prueba de determinacion del haplotipo. Los métodos para
determinar los haplotipos son conocidos por aquellos capacitados en el arte, como por ejemplo, en el documento
WO 00/04194.

Preferiblemente, la determinacién de la presencia o ausencia de una actividad de quinasa que incrementa la
variacion de acidos nucleicos involucra la determinacién de la secuencia del sitio o sitios de la variacion por medio
de métodos tales como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Alternativamente, la determinacién de la
presencia o ausencia de una actividad de quinasa que incrementa la variaciéon de acidos nucleicos puede abarcar
secuenciacion o minisecuenciaciéon del ADN de terminacién de la cadena, hibridacion de oligonucleétidos o
espectrometria de masas.

Los métodos de la presente invencion se pueden utilizar para predecir la probabilidad de la efectividad (o falta de
efectividad) de un tratamiento dirigido al EGFR en un paciente afectado con o en riesgo de desarrollar cancer.
Preferiblemente, los canceres incluyen cancer de origen epitelial, incluyendo, pero sin limitarse a, cancer
gastrointestinal, cancer de prostata, cancer de ovario, cancer de mama, cancer de cabeza y cuello, cancer de
pulmén, cancer de pulmén de células no pequenas, cancer del sistema nervioso, cancer de rifidn, cancer de retina,
cancer de piel, cancer de higado, cancer de pancreas, cancer genitourinario y cancer de vejiga. En una forma de
realizacién preferida, el cancer es cancer de pulmén de células no pequefas.

La presente invencién se refiere generalmente a la identificacion de las variaciones en el dominio quinasa del gen
erbB1 que son indicativas de la eficacia de un tratamiento dirigido al EGFR en un paciente con o en riesgo de
desarrollar cancer. Adicionalmente, la identificacion de variaciones especificas en el dominio quinasa del EGFR, en
efecto, puede ser utilizada como una prueba de diagnéstico o prondstico. Por ejemplo, la presencia de al menos una
variacion en el dominio quinasa de erbB1 indica que un paciente probablemente se beneficiara del tratamiento con
un compuesto dirigido al EGFR, tal como, por ejemplo, un inhibidor de tirosina quinasa.

Los métodos para las pruebas de diagnéstico son bien conocidas en el arte y se divulgan en la solicitud de patente
WO 00/04194. En un método de ejemplo, la prueba de diagnéstico comprende la amplificacion de un segmento de
ADN o ARN (generalmente después de convertir el ARN en ADNc) que abarca una o més variaciones conocidas en
el dominio quinasa de la secuencia del gen erbB1. Este segmento amplificado es luego secuenciado, y/o ometido a
electroforesis en gel de poliacrilamida con el fin de identificar las variaciones de acido nucleico en el segmento
amplificado.

PCR

En una forma de realizacion, la invencién proporciona un método de cribado de las variantes en el dominio quinasa
del gen erbB1 en una muestra biolégica de ensayo por medio de PCR o, alternativamente, en una reaccion en
cadena de ligacién (LCR) (véase, por ejemplo, Landegran, et al., 1988. Science 241: 1077-1080; y Nakazawa, et al.,
1994. Proc. Natl. Acad. Sci. EUA. 91: 360-364), el tltimo de los cuales puede ser particularmente Gtil para detectar
mutaciones puntuales en el gen para EGFR (véase, Abravaya, et al., 1995. Nucl. Acids Res. 23: 675-682). El método
comprende las etapas de disefio de cebadores degenerados para amplificar la secuencia objetivo, correspondiendo
los cebadores a una o mas regiones conservadas del gen, amplificando la reaccién con los cebadores utilizando,
como molde, un ADN o ADNc obtenido a partir de una muestra bioldgica de prueba y analizando los productos de
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PCR. La comparacién de los productos de la PCR de la muestra biolégica de prueba con una muestra de control
indica las variaciones en la muestra biolégica de prueba. El cambio puede ser o bien en ausencia o en presencia de
una variacién de acido nucleico en la muestra bioldgica de prueba.

Los métodos alternativos de amplificacion incluyen: replicacion de secuencia autosostenida (véase, Guatelli, et al.,
1990., Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 87: 1874 - 1878), sistema de amplificacion transcripcional (véase, Kwoh, et al.,
1989, Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 86: 1173 - 1177); Qb replicasa (véase, Lizardi, et al., 1988. BioTechnology 6:
1197), o cualquier otro método de amplificacion de &cido nucleico, seguido por la deteccién de las moléculas
amplificadas usando técnicas bien conocidas por aquellos capacitados en la técnica. Estos esquemas de deteccion
son especialmente Utiles para la deteccion de moléculas de acido nucleico si tales moléculas estan presentes en
cantidades muy bajas.

Los cebadores se pueden disefar utilizando secuencias de aminoacidos de las secuencias de acido nucleico o
proteina del dominio quinasa del gen erbB1 como guia, por ejemplo, la SEQ ID No: 493, la SEQ ID No: 494, la SEQ
ID No: 509, y la SEQ ID NO: 510. Los cebadores se disefian en las regiones homélogas del gen en el que al menos
dos regiones de homologia estan separadas por una regién divergente de secuencia variable, siendo la secuencia
variable, ya sea en longitud o en la secuencia de acidos nucleicos.

Por ejemplo, la secuencia idéntica o altamente homdloga, preferiblemente al menos 80% - 85%, mas
preferiblemente al menos 90 - 99% de la secuencia homdloga de aminoacidos de al menos aproximadamente 6,
preferiblemente al menos 8 - 10 aminoacidos consecutivos. Lo mas preferiblemente, la secuencia de aminoacidos es
100% idéntica. Los cebadores directos e inversos se disefian con base en el mantenimiento de la degeneracion del
codon y la representacion de los diferentes aminoacidos en una posicion dada entre los miembros conocidos de la
familia de genes. El grado de homologia como se menciona en el presente documento se basa en el analisis de una
secuencia de aminoacidos usando un software de comparacion de secuencia estandar, como proteina-BLAST
utilizando la configuracion predeterminada (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/) .

La Tabla 3 a continuacion representa el uso de los codigos de degenerados y sus simbolos estandar:

T c A G
TTTPhe (F) | TCTSer(S) | TATTyr(Y) | TGT Cys (C)
TTC" TCC" TAC TGC
TTALeu (L) | TCA" TAA Ter TGA Ter
TTG" TCG" TAG Ter TGG Trp (W)
CTTLeu(L) |CCTPro(P) | CATHis(H) | CGTArg(R)
ccTe” cce CAC" CGC"

CTA" CCA" CAAGIn (Q) | CGA"

CTG" cca” CAG" CGG"

ATT lle (1) ACT Thr (T) AAT Asn (N) | AGT Ser (S)
ATC" ACC" AAC" AGC"

ATA" ACA" AAA Lys AGA Arg (R)
ATG Met ACG" AAG" AGG"
GTTval (V) |GCTAa(A) | GATAsp(D) | GGT Gly (G)
GTC" Gce" GAC" GGC"

GTA" GCA" GAAGIu (E) | GGA"

GTG" GCG" GAG" GGG"

Preferiblemente se evitan cualquiera de los codones degenerados 6 veces tales como L, Ry S ya que en la practica
introduciran una degeneracion 6 veces mas alta. En el caso de L, TTR y CTN son YTN comprometidos
(degeneracion de 8 veces), en el caso de R, CGN y AGR se comprometen en MGN (degeneracion de 8 veces), y,
finalmente, S, TCN y AGY que pueden verse comprometidas con WSN (degeneracién de 16 veces). En los tres
casos en 6 de ellos coincidira con la secuencia objetivo. Para evitar esta pérdida de especificidad, es preferible evitar
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estas regiones, o para hacer dos poblaciones, cada una con el codén degenerado alternativo, por ejemplo, para S
incluyen TCN en una reserva, y AGY en la otra.

Los cebadores pueden disefarse utilizando una cantidad de programas de ordenador disponibles, incluyendo, pero
sin limitarse a Oligo Analyzer 3.0; Oligo Calculator; NetPrimer; Methprimer; Primer3; WebPrimer; PrimerFinder;
Primer9; Oligo2002; Pride o GenomePride; Oligos y Codehop. La informacién detallada acerca de estos programas
se puede obtener, por ejemplo, de www.molbiol.net.

Los cebadores se pueden marcar usando las etiquetas conocidas por una persona capacitada en en la técnica.
Tales marcadores incluyen, pero no se limitan a marcadores radioactivos, fluorescentes, colorantes, y enzimaticos.

El andlisis de los productos de amplificacion se puede realizar utilizando cualquier método capaz de separar los
productos de amplificacion de acuerdo con su tamafo, incluyendo electroforesis automatizada y manual en gel,
espectrometria de masas, y similares.

Alternativamente, los productos de amplificacion se pueden separar utilizando las diferencias de secuencia,
utilizando SSCP, DGGE, TGGE, escisién quimica o polimorfismos de fragmentos de restriccién, asi como la
hibridacion, por ejemplo, con matrices de acidos nucleicos.

Los métodos de aislamiento de acidos nucleicos, amplificaciéon y analisis son de rutina para una persona capacitada
en la técnica y se pueden encontrar ejemplos de protocolos, por ejemplo, en el Molecular Cloning: A Laboratory
Manual (conjunto de 3 volumenes) Ed. Joseph Sambrook, David W. Russell y Joe Sambrook, Cold Spring Harbor
Laboratory, tercera edicion (Enero 15, 2001), ISBN: 0879695773. Una fuente de protocolos particularmente atil para
los métodos utilizados en la amplificacion por PCR es PCR (Basics: From Background to Bench) por M. J.
McPherson, S. G. Miller, R. Beynon, C. Howe, Springer Verlag, primera edicion (octubre 15, 2000), ISBN:
0387916008.

Preferiblemente, se amplifican los exones 19 y 21 del EGFR humano por medio de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) utilizando los siguientes cebadores: cebador sentido del Exon 19, 5'-GCAATATCAGCCTTAGGTG
CGGCTC-3' (SEQ ID NO: 505); cebador antisentido del Exén 19, 5-CATAGAAAGTGAACATTTAGGATGTG-3' (SEQ
ID NO: 506); cebador sentido del Exén 21, 5-CTAACGTTCG CCAGCCATAAGTCC-3' (SEQ ID NO: 507), y cebador
antisentido del Exén 21, 5-GCTGCGAGCTCACCCAG AATGTCTGG-3' (SEQ ID No: 508).

En una realizacion alternativa, se pueden identificar las mutaciones en un gen EGFR de una célula de muestra por
medio de las alteraciones en los patrones de escision de la enzima de restriccion. Por ejemplo, se aisla el ADN de la
muestra y del control, se amplifica (opcionalmente), se digiere con una o0 mas endonucleasas de restriccion, y se
determina la longitud de los fragmentos por electroforesis en gel y se comparan. Las diferencias en longitud de los
fragmentos entre el ADN de la muestra y del control indican mutaciones en el ADN de la muestra. Por otra parte, el
uso de ribozimas especificos de la secuencia (véase, por ejemplo, la patente de los Estados Unidos No. 5.493.531)
se puede utilizar para cuantificar la presencia de mutaciones especificas por medio del desarrollo o la pérdida de un
sitio de escision del ribozima.

Otros métodos para detectar mutaciones en el gen EGFR incluyen métodos en los cuales se usa proteccion de los
agentes de escision para detectar bases mal emparejadas en heterodiplex de ARN/ARN o ARN/ADN. Véase, por
ejemplo, Myers, et al., 1985. Science 230: 1242. En general, la técnica del arte de "escision de falta de correlacion”
comienza proporcionando heteroduplex formados por hibridacién (etiquetado) de ARN o ADN que contiene la
secuencia del EGFR de tipo silvestre con ARN o ADN potencialmente mutante obtenido a partir de una muestra de
tejido. Los duplex bicatenarios se tratan con un agente que escinde regiones monocatenarias del duplex tales como
aquellas que existiran debido a una falta de correlacion de pares de bases entre las cadenas del control y de la
muestra. Por ejemplo, se pueden tratar duplex de ARN/ADN con ARNasa e hibridos de ADN/ADN tratados con
nucleasa S1 para digerir enzimaticamente las regiones no coincidentes. En otras formas de realizacion, se pueden
tratar ya sea los duplex de ADN/ADN o ARN/ADN con hidroxilamina o tetréxido de osmio y con piperidina con el fin
de digerir las regiones no coincidentes. Después de la digestion de las regiones no coincidentes, se separa luego el
material resultante por tamafo en geles de poliacrilamida desnaturalizantes para determinar el sitio de la mutacion.
Véase, por ejemplo Cotton, et al., 1988. Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 85: 4397; Saleeba, et al., 1992. Methods
Enzymol. 2 17: 286 - 295. En una forma de realizacion, se puede marcar el ADN o ARN de control para la deteccion.

En aun otra forma de realizacion, la reaccidon de escision de emparejamientos erroneos emplea una o mas proteinas
que reconocen pares de bases desapareadas en ADN bicatenario (llamadas enzimas de "reparacion de
emparejamientos erréneos del ADN") en sistemas definidos para detectar y mapear mutaciones puntuales en los
ADNc del EGFR obtenidos a partir de muestras de células. Por ejemplo, la enzima mutY de E. coli escinde A en
emparejamientos erréneos de G/A y la timidina ADN glicosilasa de células HelLa escinde T en emparejamientos
erréneos de G/T. Véase, por ejemplo, Hsu, et al., 1994. Carcinogenesis 15: 1657 - 1662. De acuerdo con un ejemplo
de una forma de realizacion, se hibrida una sonda basada en una secuencia mutante del EGFR, por ejemplo, una
secuencia der EGFR DEL-1 hasta DEL-5, G719S, G857V, L883S o L858R, con un ADNc u otro producto de ADN de
una(s) célula(s) de prueba. Se trata el duplex con una enzima de reparacion de emparejamientos erréneos de ADN,
y los productos de escision, si los hay, se pueden detectar a partir de protocolos de electroforesis o similares. Véase,
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por ejemplo, la patente de los Estados Unidos No. 5.459.039.

En otras formas de realizaciones, se usaran las alteraciones en la movilidad electroforética para identificar
mutaciones en genes EGFR. Por ejemplo, se puede utilizar un polimorfismo de conformacién monocatenaria (SSCP)
para detectar diferencias en la movilidad electroforética entre acidos nucleicos mutantes y de tipo silvestre. Véase,
por ejemplo, Orita, et al., 1989. Proc. Natl. Acad. Sci. EUA: 86: 2766; Cotton, 1993. Mutat. Res. 285: 125 - 144;
Hayashi, 1992. Genet. Anal. Tech. Appl. 9: 73 - 79. Se desnaturalizaran fragmentos de ADN monocatenarios de
acidos nucleicos del EGFR del control y de la muestra y se permitird que se renaturalicen. La estructura secundaria
de acidos nucleicos monocatenarios varia de acuerdo con la secuencia, la alteracién resultante en la movilidad
electroforética permite la deteccion incluso de un solo cambio de base. Los fragmentos de ADN pueden marcarse o
detectarse con sondas marcadas. La sensibilidad del ensayo puede ser mejorada mediante el uso de ARN (en lugar
de ADN), en donde la estructura secundaria es mas sensible a un cambio en la secuencia. En una forma de
realizacién, el método objetivo utiliza analisis de heteroduplex para separar moléculas de heteroduplex bicatenarias
con base en los cambios en la movilidad electroforética. Véase, por ejemplo, Keen, et al., 1991. Trends Genet. 7: 5.

En aun otra forma de realizacién, el movimiento de fragmentos mutantes o de tipo silvestre en geles de
poliacrilamida que contienen un gradiente de desnaturalizante se ensaya usando electroforesis en gel de gradiente
desnaturalizante (DGGE). Véase, por ejemplo, Myers, et al., 1985. Nature 313: 495. Cuando se utiliza DGGE como
el método de andlisis, se modificara el ADN para asegurar que no se desnaturaliza completamente, por ejemplo,
anadiendo una abrazadera de GC de aproximadamente 40 pb de ADN rico en GC de alto punto de fusién por medio
de PCR. En una forma de realizacion adicional, se usa un gradiente de temperatura en lugar de un gradiente
desnaturalizante para identificar diferencias en la movilidad del ADN de control y de muestra. Véase, por ejemplo,
Rosenbaum y Reissner, 1987. Biophys. Chem., 265: 12753.

Los ejemplos de otras técnicas para detectar mutaciones puntuales incluyen, pero no se limitan a, hibridacion
selectiva de oligonucleotidos, amplificacion selectiva, o extensién selectiva de cebadores. Por ejemplo, se pueden
preparar cebadores de oligonucleétidos en los que se coloca la mutacién conocida en el centro y luego se hibrida
con ADN objetivo bajo condiciones que permiten la hibridacion so6lo si se encuentra una coincidencia perfecta.
Véase, por ejemplo, Saiki, et al., 1986. Nature 324: 163; Saiki, et al., 1989. Proc. Natl. Acad. Sci. EUA. 86: 6230.
Tales oligonucledtidos especificos de alelo se hibridan con ADN objetivo amplificado por PCR o una cantidad de
mutaciones diferentes cuando los oligonucleétidos estan unidos a la membrana de hibridacién y se hibridan con el
ADN objetivo marcado.

Alternativamente, puede utilizarse la tecnologia de amplificacién especifica de alelo que depende de la amplificacion
selectiva por PCR conjuntamente con la presente invencion. Los oligonucleotidos utilizados como cebadores para la
amplificacion especifica pueden portar la mutacion de interés en el centro de la molécula (por lo que la amplificacion
depende de hibridacion diferencial; véase, por ejemplo, Gibbs, et al., 1989., Nucl. Acids Res. 17: 2437 — 24-48) o en
el terminal 3’ del extremo de un cebador donde, en condiciones apropiadas, falta de coincidencia puede prevenir, o
reducir la extension de la polimerasa (véase, por ejemplo, Prossner, 1993. Tibtech. 11: 238). Ademas, puede ser
deseable introducir un nuevo sitio de restriccion en la region de la mutacién para crear una deteccion basada en la
escision. Véase, por ejemplo, Gasparini, et al., 1992. Mol. Cell Probes 6: 1. Se prevé que en ciertas formas de
realizaciones también puede realizar la amplificacion usando Taq ligasa para la amplificacion. Véase, por ejemplo,
Barany, 1991. Proc. Natl. Acad. Sci. EUA. 88: 189. En tales casos, la ligaciéon se producira sélo si existe una
correspondencia perfecta en el terminal 3' de la secuencia 5', haciendo posible detectar la presencia de una
mutacion conocida en un sitio especifico mediante la busqueda de la presencia o ausencia de amplificacion.

Soporte solido y sonda

En una forma de realizacion alternativa, la deteccion de la presencia o ausencia de la al menos una variaciéon de
acido nucleico que implica poner en contacto una secuencia de acido nucleico correspondiente a la region deseada
del gen erbB1, identificado anteriormente, con una sonda. La sonda es capaz de distinguir una forma particular del
gen o la presencia 0 una variaciéon o variaciones particulares, por ejemplo, mediante enlazamiento o hibridacion
diferencial. Por lo tanto, los ejemplos de sondas incluyen sondas de hibridacion de acido nucleico, sondas de acido
nucleico peptidico, sondas que contienen nucleétidos que también contienen al menos un analogo de nucledtido, y
anticuerpos, por ejemplo, anticuerpos monoclonales, y otras sondas como se discute en este documento. Aquellos
capacitados en la técnica estan familiarizados con la preparacion de sondas con especificidades particulares.
Aquellos capacitados en la técnica reconoceran que se pueden ajustar una variedad de variables para optimizar la
discriminacion entre dos formas variantes de un gen, incluyendo cambios en la concentracién salina, temperatura,
pH y la adicién de diferentes compuestos que afectan la afinidad diferencial de GC versus los pares de bases AT,
tales como cloruro de tetrametil amonio. (Véase Current Protocols in Molecular Biology por F. M. Ausubel, R. Brent,
R. E. Kingston, D. D. Moore, J. G. Seidman, K. Struhl y V. B. Chanda (editores), John Wiley & Sons.)

Por lo tanto, en formas de realizacion preferidas, la deteccién de la presencia o ausencia de al menos una variacion
implica poner en contacto una secuencia de acido nucleico que incluye al menos un sitio de variancion con una
sonda, preferiblemente una sonda de acido nucleico, donde la sonda preferentemente hibrida con una forma de la
secuencia de acido nucleico que contiene una base complementaria en el sitio de la variacién en comparacion con la
hibridacion con una forma de la secuencia de acido nucleico que tiene una base no complementaria en el sitio de la
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variacién, donde se lleva a cabo la hibridacion en condiciones de hibridacién selectiva. Tal sonda de hibridacién de
acido nucleico puede abarcar dos 0 mas sitios de variacion. A menos que se especifique otra cosa, una sonda de
acido nucleico puede incluir uno o mas analogos de acido nucleico, etiquetas u otros sustituyentes o fracciones
siempre que se conserva la funcién de apareamiento de bases.

La sonda se puede disefiar para enlazarse, por ejemplo, al menos con tres nucleétidos continuos en ambos lados de
la regién suprimida de la SEQ ID No: 495, la SEQ ID NO: 497, o la SEQ ID NO: 499. Tales sondas, cuando se
hibrida en las condiciones apropiadas, se enlazaran con la forma variante del EGFR, pero no se enlazara con el
EGFR de tipo silvestre.

Tales sondas de hibridacion son bien conocidas en la técnica (véase, por ejemplo, Sambrook et al., Eds, (la edicion
mas reciente), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, (tercera edicién, 2001), vol. 1 - 3, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, Nueva York). Las condiciones de hibridacién rigurosa incluiran tipicamente
concentraciones de sal de menos de aproximadamente 1 M, mas usualmente aproximadamente menos de 500 mM
y preferiblemente aproximadamente menos de 200 mM. Las temperaturas de hibridacién pueden ser tan bajas como
5¢ C, pero son tipicamente mayores a 22° C, mas tipicamente mayores aproximadamente a 302 C, y preferiblemente
por encima de aproximadamente 37° C. Los fragmentos mas largos pueden requerir temperaturas de hibridacién
mayores para hibridacion especifica. Otros factores pueden afectar la rigurosidad de la hibridacion, incluyendo la
composicion de bases y la longitud de las cadenas complementarias, la presencia de disolventes organicos y el
grado de falta de correlacion de las bases; la combinacién de pardmetros usada es mas importante que la medida
absoluta de cualquiera de ellos solo. Otras condiciones de hibridacion que se pueden controlar incluyen el tipo y la
concentracién del amortiguador, el pH de la solucion, la presencia y concentraciéon de los reactivos de bloqueo (por
ejemplo, las secuencias de repeticion, ADN Cotl, el bloqueo de las soluciones de proteina) para disminuir el
enlazamiento de fondo, el(los) tipo(s) de detergente(s) y las concentraciones, moléculas tales como polimeros que
aumentan la concentracion relativa de los polinucleétidos, idn(es) metalicos(s) y su(s) concentracion(es), el(los)
agente(s) quelante(s) y su(s) concentracion(es), y otras condiciones conocidas o que pueden ser descubiertas en la
técnica. Se pueden utilizar férmulas para predecir la temperatura de fusién Optima para una secuencia
perfectamente complementaria para una sonda dada, pero las temperaturas de fusidén verdaderas para una sonda
bajo un conjunto de condiciones de hibridacién deben ser determinadas empiricamente. Ademas, se puede probar
una sonda contra su complemento exacto para determinar una temperatura de fusion precisa bajo un conjunto dado
de condiciones como se describe en Sambrook et al., "Molecular Cloning”, 3 edicién, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 2001. Se pueden alterar sistematicamente las temperaturas de hibridacién para una solucién de hibridacién
dada usando un soporte asociado con polinucleé6tidos objetivo hasta identificar un rango de temperatura que permita
la deteccion del enlazamiento de una sonda detectable al nivel de rigurosidad deseado, ya sea con alta rigurosidad
donde so6lo hibridan polinucleétidos objetivo con una alto grado de complementariedad, o con una menor rigurosidad
donde polinucledtidos objetivo adicionales que tienen regiones de complementariedad con la sonda detectable
hibridan por encima del nivel de fondo proporcionado a partir del enlazamiento no especifico con polinucleé6tidos
objetivo no complementarios y para el soporte. Cuando se lleva a cabo la hibridaciéon con polinucleétidos objetivo
potenciales sobre un soporte bajo un conjunto dado de condiciones, se lava el soporte a continuacién, bajo
condiciones crecientes de rigurosidad (tipicamente menor concentracién de sal y/o aumento de la temperatura, pero
se pueden alterar otras condiciones) hasta disminuir el enlazamiento de fondo hasta el punto donde se pueden
observar sefales positivas distintas. Esto puede ser monitoreado en progreso usando un contador Geiger en donde
se marcé radiactivamente la sonda, radiograficamente, utilizando un formador de imagenes fluorescentes, o por
otros medios de deteccion de enlazamiento de la sonda. No se permite que el soporte se seque durante tales
procedimientos, o se puede enlazar en forma irreversible la sonda incluso con ubicaciones de fondo. Cuando una
sonda produce un fondo indeseable o falsos positivos, se emplean reactivos de bloqueo, o0 se usan diferentes
regiones de la sonda o sondas diferentes hasta que se puedan distinguir las sefales positivas de las de fondo. Una
vez que se encuentran las condiciones que proporcionan una sefal satisfactoria por encima del fondo, los
polinucleétidos objetivo que proporcionan una sefial positiva se aislan y caracterizan adicionalmente. Los
polinucleétidos aislados pueden ser secuenciados; la secuencia se puede comparar con las entradas del banco de
datos o con secuencias conocidas; en caso necesario, se pueden obtener clones de longitud completa por medio de
técnicas conocidas en la técnica; y se pueden expresar los polinucleétidos utilizando vectores y huéspedes
adecuados para determinar si el polinucleétido identificado codifica una proteina que tiene actividad similar a aquella
de la cual se deriva el polinucle6tido sonda. Las sondas pueden ser de 10 - 50 nucle6tidos. Sin embargo, también se
pueden emplear sondas mas largas, por ejemplo, de 50 - 500 nucledtidos o mas grandes.

Soporte de fase sélida

El soporte de fase soélida de la presente invencién puede ser de cualquier material y estructura sélidos adecuados
para dar soporte a la hibridacion y sintesis de nucleotidos. Preferiblemente, el soporte de fase solida comprende al
menos una superficie sustancialmente rigida sobre la cual se pueden inmovilizar oligonucleétidos o cebadores de
oligonucledtidos. El soporte de fase sdlida puede ser elaborado, por ejemplo, de vidrio, polimero sintético, plastico,
nailon de malla no dura o de ceramica. Se conocen otros materiales adecuados de soporte sélido y se encuentran
facilmente disponibles para aquellos capacitados en la técnica. El tamario del soporte sélido puede ser cualquiera de
los tamafos estandar de microarreglos, Utiles para la tecnologia de microarreglos de ADN, y se puede adaptar el
tamafo a la maquina particular que esta siendo utilizada para llevar a cabo una reacciéon de la invencién. Los
métodos y materiales para la formacion de derivados de soportes de fase sélida con el fin de inmovilizar
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oligonucledtidos son conocidos por aquellos capacitados en la técnica y se describen, por ejemplo, en la patente de
los Estados Unidos No. 5.919.523.

El soporte solido puede ser proporcionado en o formar parte de un recipiente que contiene fluido. Por ejemplo, el
soporte solido se puede colocar en una camara con lados que crean un sello a lo largo del borde del soporte sélido
de manera que contenga la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) sobre el soporte. En un ejemplo especifico,
la camara puede tener paredes a cada lado de un soporte rectangular para garantizar que la mezcla de la PCR se
mantenga en el soporte y también para volver toda la superficie Util para proporcionar los cebadores.

Los oligonucleétidos o cebadores de oligonucleétidos de la invencidn se fijan, inmovilizan, proporcionan y/o aplican a
la superficie del soporte sélido utilizando cualquier medio disponible para fijar, inmovilizar, proporcionar y/o aplicar
los oligonucledtidos en una ubicacion particular en el soporte sélido. Por ejemplo, se puede utilizar fotolitografia
(Affymetrix, Santa Clara, California) para aplicar los cebadores de oligonucleétidos en una posicion particular en un
chip o soporte sélido, como se describe en las patentes de los Estados Unidos Nos. 5.919.523, 5.837.832,
5.831.070, y 5.770.722. Los cebadores de oligonucleétidos también se pueden aplicar a un soporte sélido tal como
se describe en Brown y Shalon, patente de los Estados Unidos No. 5.807.522 (1998). Adicionalmente, se pueden
aplicar los cebadores a un soporte sélido utilizando un sistema robético, tal como uno fabricado por Genetic
MicroSystems (Woburn, Massachusetts), GeneMachines (San Carlos, California) o Cartesian Technologies (Irvine,
California).

En un aspecto de la invencién, se lleva a cabo la amplificacion en fase sélida de polinucleétidos objetivo a partir de
una muestra biol6gica, en donde se inmovilizan multiples grupos de cebadores de oligonucleétidos sobre un soporte
de fase sélida. En una forma de realizacion preferida, los cebadores dentro de un grupo comprenden al menos un
primer conjunto de cebadores que son idénticos en secuencia y son complementarios a una secuencia definida del
polinucleétido objetivo, capaz de hibridar con el polinucleétido objetivo bajo condiciones apropiadas, y son
adecuados como cebadores iniciales para la sintesis de acido nucleico (es decir, extensiéon o alargamiento de la
cadena). Los cebadores seleccionados que cubren una regién particular de la secuencia de referencia se
inmovilizan, como grupo, sobre un soporte so6lido en una ubicacion discreta. Preferiblemente, la distancia entre los
grupos es mayor que la resolucion de los medios de deteccién que se utilizan para la deteccion de los productos
amplificados. En una forma de realizacién preferida, los cebadores se inmovilizan para formar un microarreglo o chip
que puede ser procesado y analizado a través de procesamiento automatizado. Se utilizan los cebadores
inmovilizados para la amplificacién en fase sélida de polinucleétidos objetivo bajo condiciones adecuadas para un
medio de amplificaciéon de acidos nucleicos. De esta forma, se pueden determinar en un ensayo la presencia o
ausencia de una variedad de variaciones potenciales en el dominio quinasa del gen erbB1.

Se puede utilizar una poblacion de polinucledtidos objetivo aislada de un individuo sano como control para
determinar si una fuente bioldgica tiene al menos una variacion que incrementa la actividad de quinasa en el dominio
quinasa del gen erb1. Alternativamente, se pueden utilizar los polinucleétidos objetivo aislados de tejido sano del
mismo individuo como control como anteriormente.

Se pueden llevar a cabo reacciones PCR del tipo in situ en los microarreglos esencialmente como se describe, por
ejemplo en Embretson et al., Nature 362: 359-362 (1993); Gosden et al., BioTechniques 15 (1): 78-80 (1993);
Heniford et al., Nuc. Acid Res. 21 (14): 3.159-3.166 (1993); Long et al., Histochemestry 99: 151-162 (1993); Nuovo et
al., PCR Methods and Applications 2 (4): 305-312 (1993); Patterson et al., Science 260: 976-979 (1993).

Alternativamente, se pueden determinar las variaciones en el dominio quinasa de erbB1 mediante técnicas de fase
sélida sin llevar a cabo una PCR sobre el soporte. Una pluralidad de sondas de oligonucleétido, conteniendo cada
una una variacion distinta en el dominio quinasa de erbB1, en duplicado, triplicado o cuadruplicado, se pueden
enlazar con el soporte de fase soélida. Se puede detectar la presencia o ausencia de variaciones en la muestra
biolégica de prueba por medio de técnicas de hibridacion selectiva, conocidas por aquellos capacitados en la técnica
y descritas anteriormente.

Espectrometria de masas

En otra forma de realizaciéon, se determinan la presencia o ausencia de variaciones de acido nucleico que
incrementan la actividad de quinasa en el dominio quinasa del gen erbB1 mediante espectrometria de masas. Para
obtener una cantidad apropiada de moléculas de &cido nucleico sobre las cuales llevar a cabo la espectrometria de
masas, puede ser necesaria una amplificacion. Los ejemplos de procedimientos apropiados de amplificacion para
uso en la invencién incluyen: clonacién (Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, tercera Edicion,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001), reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (C. R. Newton y A.
Graham, PCR, BIOS Publishers, 1994), reaccién en cadena de la ligasa (LCR) (Wiedmam, M., et al., (1994) PCR
Methods Appl. Vol. 3, paginas. 57-64; F. Barnay Proc. Natl. Acad. Sci. EUA. 88,189-93 (1991)), amplificacion por
desplazamiento de cadena (SDA) (G. Terrance Walker et al., Nucleic Acids Res. 22, 2670-77 (1994)) y variaciones
tales como RT-PCR (Higuchi, et al., Bio/Technology 11: 1026-1030 (1993)), amplificacion especifica de alelos (ASA)
y procesos basados en la transcripcion.

Para facilitar el andlisis espectrométrico de masas, se puede inmovilizar una molécula de acido nucleico que
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contiene una secuencia de acido nucleico que va a ser detectada a un soporte sélido. Los ejemplos de soportes
sélidos adecuados incluyen perlas (por ejemplo, de gel de silice, de vidrio de poro controlado, magnéticas, de
Sefadex/Sefarosa, de celulosa), superficies planas o chips (por ejemplo, de filtros de fibra de vidrio, de superficies de
vidrio, de superficies metdlicas (de acero, de oro, de plata, de aluminio, de cobre y de silicio), capilares, plastico (por
ejemplo, membranas de polietileno, polipropileno, poliamida, polivinilidendifloruro o placas de microtitulacién)); o
alfileres o peines hechos a partir de materiales similares que comprenden perlas o superficies planas o perlas
colocadas en pozos en superficies planas tales como obleas (por ejemplo, obleas de silicio).

La inmovilizacién se puede lograr, por ejemplo, con base en la hibridacion entre una secuencia de acido nucleico de
captura, que ya ha sido inmovilizada al soporte y una secuencia de acido nucleico complementaria, que también
esta contenida dentro de la molécula de acido nucleico que contiene la secuencia de acido nucleico que va a ser
detectada. Por lo tanto esa hibridacion entre las moléculas de acido nucleico complementarias no se ve
obstaculizada por el soporte, el acido nucleico de captura puede incluir una regién espaciadora de al menos
aproximadamente cinco nucleétidos de longitud entre el soporte sélido y la secuencia de acido nucleico de captura.
El duplex formado se escindira bajo la influencia del pulso laser y se puede iniciar la desorcion. La secuencia base
enlazada al soporte sélido se puede presentar a través de oligorribonucleétidos u oligodesoxirribonucleétidos
naturales, asi como andlogos (por ejemplo, una estructura de fosfodiéster o fosfotriéster tio-modificado) o empleando
imitaciones de oligonucleétidos tales como analogos de PNA (véase, por ejemplo Nielsen et al., Science, 254,1497
(1991)) que tornan la secuencia base menos susceptible a degradacién enzimatica y por lo tanto incrementan la
estabilidad total de la secuencia base de captura enlazada al soporte sélido.

Antes del analisis espectrométrico de masas, puede ser Util “acondicionar” las moléculas de acido nucleico, por
ejemplo, para disminuir la energia laser requerida para la volatilizacion y/o para minimizar la fragmentacién. El
acondicionamiento se lleva a cabo preferiblemente mientras se inmoviliza un sitio de deteccion objetivo. Un ejemplo
de acondicionamiento es la modificacion de la estructura de fosfodiéster de la molécula de acido nucleico (por
ejemplo, intercambio catiénico), que puede ser Util para la eliminaciéon del ensanchamiento de pico debido a una
heterogeneidad en los cationes enlazados por unidad de nucleétido. El contacto de una molécula de acido nucleico
con un agente de alquilacién tal como yoduro de alquilo, yodoacetamida, B-yodoetanol, 2,3-epoxi-1-propanol, los
enlaces monotio fosfodiéster de una molécula de acido nucleico se pueden transformar en un enlace fosfotriéster.
Del mismo modo, los enlaces fosfodiéster se pueden transformar en derivados no cargados que emplean cloruros de
trialquilsililo. El acondicionamiento adicional involucra la incorporacion de nucleétidos que reducen la sensibilidad por
despurinizacion (fragmentacion durante la MS) tal como nucleétidos de N7 o N9-deazapurina, o bloques de
construccion de ARN o utilizando triésteres de oligonucleétido o incorporando funciones fosforotioato que estan
alquiladas o empleando imitaciones de oligonucledtidos tales como PNA.

Para ciertas aplicaciones, puede ser Util detectar simultaneamente mas de un loci (mutado) sobre un fragmento
particular de acido nucleico capturado (sobre un punto de un arreglo) o puede ser util llevar a cabo un procesamiento
paralelo por medio del uso de oligonucleétidos o arreglos miméticos de oligonucleétido sobre diferentes soportes
solidos. Se puede lograr una "multiplexacion” por medio de diferentes metodologias. Por ejemplo, se pueden
detectar simultdneamente diferentes mutaciones sobre una secuencia objetivo empleando las moléculas detectoras
correspondientes(sonda) (por ejemplo, oligonucleétidos o miméticos de oligonucledtidos). Sin embargo, las
diferencias de peso molecular entre los oligonucleétidos de deteccion D1, D2 y D3 deben ser lo suficientemente
grandes para que sea posible la deteccion simultdnea (multiplexacion). Esto se puede lograr ya sea por medio de la
secuencia misma (composicion o longitud) o por medio de la introduccién de grupos funcionales que modifican |
masa M1-M3 dentro del oligonucleétido de deteccion.

Los formatos preferidos del espectrémetro de masas para uso en la invencién son ionizacion de desorcion laser
asistida por matriz (MALDI), electroaspersion (ES), resonancia ciclotron de iones (ICR) y transformadas de Fourier.
Los métodos para realizar la espectrometria de masas son conocidos por aquellos capacitados en la técnica y se
describen adicionalmente en Methods of Enzymology, vol. 193: "Mass Espectometry" (JA McCloskey, editor), 1990,
Academic Press, Nueva York.

Secuenciacion

En otras formas de realizacion preferidas, la determinacion de la presencia o ausencia de al menos una actividad de
quinasa que incrementa la variacion de acidos nucleicos involucra la secuenciacién de al menos una secuencia de
acido nucleico. La secuenciacién involucra la secuenciacion de una porcién o porciones del dominio quinasa de
erbB1 que incluye al menos un sitio de variacion, y puede incluir una pluralidad de tales sitios. Preferiblemente, la
porcién es de 500 nucleétidos o menos de longitud, mas preferiblemente 100 nucleétidos o menos, y lo mas
preferiblemente 45 nucleodtidos o menos de longitud. Tal secuenciacién se puede llevar a cabo por medio de
diferentes métodos reconocidos por aquellos capacitados en la técnica, que incluye el uso de métodos de
terminacion didesoxi (por ejemplo, utilizando nucleétidos didesoxi marcados con colorantes), minisecuenciacion, y el
uso de métodos espectrométricos de masas.

Inmunodeteccién

En una forma de realizacién, la determinacion de la presencia o ausencia de al menos una actividad de quinasa que
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incrementa la variacion de &acidos nucleicos involucra la determinacion del estado de activacion de objetivos
secuencia abajo del EGFR.

Los inventores de la presente solicitud han comparado el estado de fosforilacién de la mayoria de los objetivos
secuencia abajo del EGFR. Por ejemplo, se ha examinado la activacién inducida por EGF de Erk1 y Erk2, a través
de Ras, de Akt a través de PLCy/PI3K, y de STAT3 y STAT5 a través de JAK2. Erk1 y Erk2, a través de Ras, Akt a
través de PLCy/PI3K y STAT3 y STAT5 a través de JAK2 son rutas esenciales secuencia abajo que median los
efectos oncogénicos del EGFR (R. N. Jorissen et al., Exp. Cell Res. 284, 31 (2003)).

Los inventores de la presente solicitud han mostrado que la activacion de Erk inducida por EGF es indistinguible
entre las células que expresan EGFR de tipo silvestre o cualquiera de los dos que activan los mutantes del EGFR.

En contraste, la fosforilacion tanto de Akt como de STAT5 fue sustancialmente elevada en células que expresan
cualquiera de los EGFR mutantes. Se observé en forma similar una mayor fosforilacion de STAT3 en células que
expresan los EGFR mutantes. Por lo tanto, la autofosforilacion selectiva inducida por EGF de los residuos de tirosina
del terminal C dentro de los mutantes del EGFR esta bien correlacionada con la activacion selectiva de las rutas de
sefalizacion secuencia abajo.

En una forma de realizacion de la presente solicitud, la presencia de mutaciones del EGFR se puede determinar
utilizando técnicas inmunolégicas bien conocidas en la técnica, por ejemplo, técnicas de anticuerpos tales como
inmunohistoquimica, inmunocitoquimica, barrido para FACS, inmunotransferencias, radioinmunoensayos,
transferencia tipo Western, inmunoprecipitacion, ensayos por inmunoabsorcién ligados a enzimas (ELISA), y
técnicas de derivacién que hacen uso de anticuerpos dirigidos contra objetivos activados secuencia abajo del EGFR.
Los ejemplos de tales objetivos incluyen, por ejemplo, STAT3 fosforilado, STAT5 fosforilado, y Akt fosforilado.
Utilizando anticuerpos fosfo-especificos, se puede determinar el estado de activacion de STAT3, STATS5, y Akt. La
activacion de STAT3, STATS5, y Akt es util como un indicador de diagnéstico de la activacion de mutaciones del
EGFR.

En una forma de realizacion de la presente invencién, la presencia de STAT5, STAT3, o Akt activados (fosforilados)
indica que un tratamiento dirigido al EGFR es probable que sea efectivo.

La invencion proporciona un método de cribado para variantes en el dominio quinasa del gen erbB1 en una muestra
biol6gica de prueba por medio de métodos inmunohistoquimicos o inmunocitoquimicos.

Se pueden utilizar, por ejemplo, técnicas inmunohistoquimicas ("IHC") e inmunocitoquimicas ("ICC"). IHC es la
aplicacién de inmunoquimica a secciones de tejido, mientras que ICC es la aplicacion de inmunoquimica a
impresiones de células o tejidos después de que han sido objeto de preparaciones citoldgicas especificas, tales
como, por ejemplo, preparaciones en base liquida. La inmunoquimica es una familia de técnicas basadas en el uso
de un anticuerpo especifico, en donde se utilizan anticuerpos para moléculas especificamente objetivo dentro o
sobre la superficie de las células. El anticuerpo contiene tipicamente un marcador que experimentara una reaccién
bioquimica, y por lo tanto experimenta un cambio de color, por el encuentro con las moléculas objetivo. En algunos
casos, la amplificacion de la sefal puede estar integrada en el protocolo particular, en donde un anticuerpo
secundario, que incluye la mancha del marcador, sigue a la aplicacién de un anticuerpo especifico primario.

Los ensayos de inmunohistoquimica son conocidos por aquellos capacitados en la técnica (por ejemplo, véase
Jalkanen, et al., J. Cell. Biol. 101: 976-985 (1985); Jalkanen, et al., J. Cell. Biol. 105: 3087-3096 (1987)).

Los anticuerpos, policlonales 0 monoclonales, pueden ser adquiridos a una variedad de proveedores comerciales, o
pueden ser fabricados utilizando métodos bien conocidos, por ejemplo, como se describe en Harlow et al,
Antibodies: A Laboratory Manual, 2 2 edicion, Cold Spring. Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York
(1988). En general, los ejemplos de anticuerpos utiles en la presente invencion incluyen anticuerpos anti-fosfo-
STAT3, anti-fosfo-STAT5, y anti-fosfo-Akt. Tales anticuerpos pueden ser adquiridos, por ejemplo, a través de
Upstate Biotechnology (Lake Placid, NY), New England Biolabs (Beverly, MA), NeoMarkers (Fremont, CA).

Por lo general, para inmunohistoquimica, se obtienen secciones de tejido de un paciente y se fijan por medio de un
agente de fijacion adecuado, tal como alcohol, acetona, y paraformaldehido, con el cual se hace reaccionar un
anticuerpo. Los métodos convencionales para inmunohistoquimica se describen en Harlow y Lane (eds) (1988) En
"Antibodies: A Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, Nueva York; Ausbel et al., (eds)
(1987), en Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons (Nueva York, Nueva York). Las muestras
biol6gicas apropiadas para tales ensayos de deteccion incluyen, pero no se limitan a, células, biopsias de tejido,
sangre entera, plasma, suero, esputo, fluido cerebro espinal, aspirados de mama, liquido pleural, orina y similares.

Para las técnicas de marcacion directa, se utiliza un anticuerpo marcado. Para las técnicas de marcacion indirecta,
se hace reaccionar adicionalmente la muestra con una sustancia marcada.

Alternativamente, se puede utilizar inmunocitoquimica. En general, las células se obtienen de un paciente y se fijan
por medio de un agente de fijacion adecuado, tal como alcohol, acetona, y paraformaldehido, con el cual se hace
reaccionar un anticuerpo. Los métodos de coloraciéon inmunocitolégica de muestras humanas son conocidos por
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aquellos capacitados en el arte y estan descritos, por ejemplo, en Brauer et al., 2001 (FASEB J, 15, 2689-2701),
Smith-Swintosky et al., 1997.

Los métodos inmunoldgicos de la presente invencidon son ventajosos ya que requieren Unicamente pequefias
cantidades de material biologico. Tales métodos pueden ser desarrollados a nivel celular y por lo tanto requieren
como minimo una célula. Preferiblemente, se obtienen diferentes células de un paciente afectado con o en riesgo de
desarrollar cancer y se evallan de acuerdo con los métodos de la presente invencion.

Otros métodos de diagndstico

Un agente para detectar la proteina del EGFR mutante es un anticuerpo capaz de enlazarse a la proteina del EGFR
mutante, preferiblemente un anticuerpo con un marcador detectable. Los anticuerpos pueden ser policlonales, 0 mas
preferiblemente, monoclonales. Se puede utilizar un anticuerpo intacto, o un fragmento del mismo (por ejemplo, Fab 0
Fb) 2). El término "marcado”, con respecto a la sonda o anticuerpo, pretende abarcar el etiquetado directo de la
sonda o anticuerpo por acoplamiento (es decir, enlazamiento fisico) de una sustancia detectable con la sonda o
anticuerpo, asi como marcacion indirecta de la sonda o anticuerpo por reaccién con otro reactivo que esta marcado
directamente. Ejemplos de marcacién indirecta incluyen la deteccion de un anticuerpo primario usando un anticuerpo
secundario marcado en forma fluorescente y marcacion final de una sonda de ADN con biotina de manera que
pueda ser detectada con estreptavidina marcada en forma fluorescente. El término "muestra biol6gica” pretende
incluir tejidos, células y fluidos bioldgicos aislados de un individuo, asi como tejidos, células y fluidos presentes en un
sujeto. Es decir, se puede utilizar el método de deteccion de la invencion para detectar ARNm mutante del EGFR,
proteina, o ADN gendémico en una muestra biolégica in vitro asi como in vivo. Por ejemplo, las técnicas in vitro para
la deteccion de ARNm mutante del EGFR incluyen hibridaciones tipo Northern e hibridaciones in situ. Las técnicas in
vitro para la deteccion de proteina del EGFR mutante incluyen ensayos por inmunoabsorcion ligados a enzimas (los
ELISA), transferencias tipo Western, inmunoprecipitaciones, e inmunofluorescencia. Las técnicas in vitro para
deteccion de ADN gendmico mutante del EGFR incluyen hibridaciones tipo Southern. Ademas, las técnicas in vivo
para deteccion de proteina del EGFR mutante incluyen la introduccion en un individuo de un anticuerpo marcado de
proteina anti-EGFR mutante. Por ejemplo, el anticuerpo puede ser marcado con un marcador radiactivo cuya
presencia y localizacion en un individuo se puede detectar mediante técnicas estandar de formaciéon de imagenes.

En una forma de realizacion, la muestra biolégica contiene moléculas de proteina del individuo de prueba.
Alternativamente, la muestra biolégica puede contener moléculas de ARNm del individuo de prueba o moléculas de
ADN genoémico del individuo de prueba.

En otra forma de realizacion, los métodos involucran ademas la obtenciéon de una muestra bioldgica de control de un
individuo de control, poniendo en contacto la muestra de control con un compuesto 0 agente capaz de detectar
proteina del EGFR mutante, ARNm, o ADN gendmico, de tal manera que se detecta la presencia de proteina del
EGFR mutante, ARNm o ADN gendmico en la muestra biolégica, y se compara la presencia de proteina del EGFR
mutante, ARNm o ADN genémico en la muestra de control con la presencia de proteina del EGFR mutante, ARNm o
ADN genémico en la muestra de prueba.

En una forma diferente de realizacién, el ensayo diagnéstico es para actividad del EGFR mutante. En una forma de
realizacién especifica, la actividad del EGFR mutante es una actividad de tirosina quinasa. Tl ensayo diagnéstico es
para detectar fosforilacion mediada por EGFR de al menos un sustrato del EGFR. Los niveles de actividad del EGFR
se pueden evaluar, por ejemplo, para diferentes polipéptidos del EGFR mutante, diferentes tejidos que contienen
EGFR mutante, biopsias de tejidos cancerosos que se sospecha que tengan al menos un EGFR mutante, y
similares. Pueden hacerse opcionalmente comparaciones de los niveles de actividad del EGFR en las diferentes
células, tejidos o extractos de la misma. En una forma de realizacién, los altos niveles de actividad del EGFR en
tejido canceroso sirven de diagndstico para canceres que pueden ser susceptibles de tratamientos con uno o mas
inhibidores de tirosina quinasa. En formas de realizacién relacionadas, se pueden determinar los niveles de actividad
del EGFR entre muestras de biopsias tratadas y no tratadas, lineas celulares, animales transgénicos, o extractos de
cualquiera de estos, para determinar el efecto de un tratamiento dado sobre la actividad del EGFR mutante en
comparacion con un control no tratado.

Método de tratamiento de un paciente

En una forma de realizacién, la invencién proporciona un método para seleccionar un tratamiento para un paciente
afectado por o en riesgo de desarrollar cancer por medio de la determinacion de la presencia o ausencia de al
menos una actividad de quinasa que incrementa la variacién de acidos nucleicos en el dominio quinasa del gen
erbB1. En otra forma de realizacién, la variacion es una pluralidad de variaciones, mediante el cual una pluralidad
puede incluir variaciones de uno, dos, tres 0 mas loci de genes.

En ciertas formas de realizacién, la presencia de al menos una variacion es indicativa de que el tratamiento sera
efectivo o bien beneficioso (0 mas probablemente que sea beneficioso) en el paciente. La manifestacion de que el
tratamiento sera efectivo significa que la probabilidad un efecto terapéutico beneficioso sera mayor que en una
persona que no tenga la presencia adecuada de la(s) variacién(ones) de acido nucleico que incrementan la actividad
de la quinasa particular en el dominio quinasa del gen erbB1.
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El tratamiento involucrara la administracién de un inhibidor de tirosina quinasa. El tratamiento puede involucrar una
combinacion de tratamientos, que incluyen, pero no se limitan a, un inhibidor de tirosina quinasa en combinacion con
otros inhibidores de tirosina quinasa, quimioterapia, radiacion, etc.

Por lo tanto, en relaciéon con la administracién de un inhibidor de tirosina quinasa, un farmaco que sea "efectivo
contra" un cancer indica que la administracion en una forma clinicamente apropiada da como resultado un efecto
beneficioso para al menos una fraccién de pacientes estadisticamente significativa, tal como una mejoria de los
sintomas, una cura, una reduccion en la carga de la enfermedad, una reduccion en la masa o en el nimero de
células del tumor, prolongacién de la vida, una mejoria en la calidad de vida, u otro efecto generalmente reconocido
como positivo por parte de los médicos familiarizados con el tratamiento del tipo particular de enfermedad o
condicion.

En una forma de realizacién preferida, el compuesto es una anilinoquinazolina o anilinoquinazolina sintética. La
publicacion de la patente europea No. 0566226 divulga anilinoquinazolinas que tienen actividad contra la tirosina
quinasa del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF). También se sabe a partir de las solicitudes de
patente europeas numeros 0520722 y 0566226 que ciertos derivados de 4-anilinoquinazolina son Utiles como
inhibidores de tirosina quinasas del receptor. Las relaciones muy estrechas de la actividad con la estructura
mostradas por estos compuestos sugieren un modo de enlazamiento claramente definido, en donde el anillo de
quinazolina se enlaza en el bolsillo de adenina y el anillo anilino se enlaza en un bolsillo lipofilico Unico adyacente.
Se han evaluado clinicamente tres anélogos de 4-anilinoquinazolina (dos inhibidores reversibles y uno irreversible)
como compuestos farmacéuticos contra el cancer. Denny, Farmaco enero - febrero 2001; 56 (1 - 2): 51 - 6.
Alternativamente, el compuesto es EKB-569, un inhibidor de quinasa del receptor de EGF (Torrance et al., Nature
Medicine, vol. 6, No. 9, septiembre de 2000, pagina 1024). En una forma de realizacién mas preferida, el compuesto
es gefitinib (IRESSA®) o erlotinib (TARCEVA®).

El tratamiento dirigido a las células cancerosas que contienen al menos un EGFR mutante descrito aqui puede ser
administrado solo o en combinacidn con cualquier otro tratamiento apropiado contra el cancer y/o agente terapéutico
conocido por alguien capacitado en el arte. En una forma de realizacion, existe un tratamiento de una patologia, tal
como un cancer, que comprende administrar a un individuo que requiera del mismo cantidades terapéuticamente
efectivas de un compuesto que inhibe la actividad de quinasa del EGFR, tales como gefitinib, erlotinib, etc.,
administrados solos o en combinacion con al menos otro agente o terapia contra el cancer. La inhibicién de proteina
quinasas activadas a través del uso de compuestos farmacéuticos de moléculas pequefias especificas o de
estrategias basadas en anticuerpos se ha convertido en un enfoque efectivo como terapia contra el cancer. Véase,
por ejemplo, G. D. Demetri et al., N. Engl. J. Med. 347, 472 (2002); B. J. Druker et al., N. Engl. J. Med. 344, 1038
(2001); D. J. Slamon et al., N. Engl. J. Med. 344, 783 (2001).

En una forma de realizacion, el agente contra el cancer es al menos un agente quimioterapéutico. En una forma de
realizacién relacionada, el agente contra el cancer es al menos una radioterapia. En una variante de una forma de
realizacién, la terapia contra el cancer es una terapia antiangiogénica (por ejemplo, endostatina, angiostatina, TNP-
470, caplostatina (Stachi-Fainaro et al., Cancer Cell 7 (3), 251 (2005)).

Los agentes terapéuticos pueden ser iguales o diferentes, y pueden ser, por ejemplo, radionucleidos terapéuticos,
farmacos, hormonas, antagonistas de hormonas, antagonistas de receptores, enzimas o proenzimas activadas por
otro agente, autocrinas, citoquinas o cualquier agente adecuado contra el cancer conocido por aquellos capacitados
en la técnica. En una forma de realizacion, el agente contra el cancer es avastina, un anticuerpo anti-VEGF probado
exitosamente en terapia antiangiogénica del cancer tanto contra canceres solidos y como contra neoplasias
hematolégicas. Véase, por ejemplo, Ribatti et al., 2003 J Hematother Stem Cel Res. 12 (1), 11-22. También se
pueden utilizar toxinas en los métodos de la presente invencién. Otros agentes terapéuticos Utiles en la presente
invencion incluyen anti-ADN, anti-ARN, oligonucleétidos marcados radiactivamente, tales como oligonucleétidos
antisentido, agentes citotéxicos o antimicrobiano anti-proteina y anti-cromatina. Otros agentes terapéuticos son
conocidos por aquellos capacitados en el arte, y se contempla especificamente el uso de tales otros agentes
terapéuticos de acuerdo con la presente invencién.

El agente antitumoral puede ser uno entre numerosos agentes quimioterapéuticos tales como un agente alquilante,
un antimetabolito, un agente hormonal, un antibiético, un anticuerpo, un compuesto bioldégico contra el cancer,
Gleevec, colchicina, un alcaloide de la vinca, L-asparaginasa, procarbazina, hidroxiurea, mitotano, nitrosoureas o
una imidazol carboxamida. Agentes adecuados son aquellos agentes que promueven la despolarizacién de tubulina
o prohiben la proliferacion de células tumorales. Los agentes quimioterapéuticos contemplados dentro del alcance
de la invencion incluyen, pero no se limitan a, agentes contra el cancer enumeradas en el Orange Book of Approved
Drug Products With Therapeutic Equivalence Evaluations, como los recopilados por la Administracién de Alimentos y
Medicamentos y el Departamento de Salud y Servicios Humanos de los Estados Unidos. Ejemplos no limitantes de
agentes quimioterapéuticos incluyen, por ejemplo, carboplatino y paclitaxel. Los tratamientos dirigidos a la actividad
de la quinasa del EGFR también se pueden administrar con un tratamiento de terapia por radiacion. Se contemplan
tratamientos adicionales contra el cancer conocidos en el arte dentro del alcance de la invencion.

El agente terapéutico puede ser un agente quimioterapéutico. Los agentes quimioterapéuticos son conocidos en la
técnica e incluyen al menos los taxanos, mostazas de nitrogeno, derivados de etilenimina, sulfonatos de alquilo,
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nitrosoureas, triazenos, analogos de acido folico, analogos de pirimidina, analogos de purina, alcaloides de la vinca,
antibidticos, enzimas, complejos de coordinacion de platino, urea sustituida, derivados de metil hidracina, supresores
adrenocorticales, o antagonistas. Mas especificamente, los agentes quimioterapéuticos pueden ser uno o mas
agentes escogidos del grupo no limitante de esteroides, progestinas, estrogenos, antiestrégenos, o andrégenos. Aln
mas especificamente, los agentes quimioterapéuticas pueden ser azaribina, bleomicina, briostatina-1, busulfan,
carmustina, clorambucilo, carboplatino, cisplatino, CPT-11, ciclofosfamida, citarabina, dacarbazina, dactinomicina,
daunorubicina, dexametasona, dietilestilbestrol, doxorrubicina, etinil estradiol, etopdsido, fluorouracilo,
fluoximesterona, gemcitabina, caproato de hidroxiprogesterona, hidroxiurea, L-asparaginasa, leucovorina, lomustina,
mecloretamina, acetato de medroprogesterona, acetato de megestrol, melfalan, mercaptopurina, metotrexato,
mitramicina, mitomicina, mitotano, paclitaxel, butirato de fenilo, prednisona, procarbazina, semustina estreptozocina,
tamoxifeno, taxanos, taxol, propionato de testosterona, talidomida, tioguanina, tiotepa, mostaza de uracilo,
vinblastina, o vincristina. También se contempla el uso de cualquiera de la combinacién de agentes
quimioterapéuticos. La administracién del agente quimioterapéutico puede hacerse antes, durante o después de la
administracion de un tratamiento dirigido a la actividad del EGFR.

Otros agentes terapéuticos adecuados se seleccionan del grupo que consiste de radioisétopo, adicion de boro,
inmunomodulador, toxina, agente fotoactivo o colorante, compuesto farmacéutico quimioterapéutico contra el cancer,
compuesto farmacéutico antiviral, compuesto farmacéutico contra hongos, compuesto farmacéutico antibacteriano,
compuesto farmacéutico contra protozoarios y agente quimiosensibilizador (véanse, las patentes de los Estados
Unidos Nos. 4.925.648 y 4.932.412). Se describen agentes quimioterapéuticos adecuados en Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 192 edicién. (Mack Publishing Co., 1995), y en The Pharmacological Basis of Therapeutics
de Goodman y Gilman (Goodman et al., Eds. Macmillan Publishing Co., New York, ediciones 1980 y 2001). Otros
agentes quimioterapéuticos adecuados, tales como compuestos farmacéuticos experimentales, son conocidos por
aquellos capacitados en el arte. Por otra parte, se selecciona un radioisétopo terapéutico adecuado del grupo que
consiste de emisores a, emisores 3, emisores y, emisores de electrones Auger, agentes de captura de neutrones
que emiten particulas a y radioisétopos que decaen por la captura de electrones. Preferiblemente, se selecciona el
radiois6topo del grupo que consiste de 225Ac, 198Au, 32P, 1251, 1311, 90Y, 186Re, 188Re, 67Cu, 177Lu, 213Bi,
10B, y 211At.

Cuando se utiliza mas de un agente terapéutico, pueden ser iguales o diferentes. Por ejemplo, los agentes
terapéuticos pueden incluir diferentes radionucleidos, o un compuesto farmacéutico y un radionucleido. En una
forma de realizacion preferida, el tratamiento dirigido a la actividad del EGFR inhibe la actividad de quinasa del
EGFR mutante.

En otra forma de realizacion, se utilizan diferentes is6topos que son efectivos en diferentes distancias como
resultado de sus emisiones individuales de energia como primero y segundo agentes terapéuticos. Tales agentes
pueden ser utilizados para lograr un tratamiento mas efectivo de los tumores, y son utiles en pacientes que
presentan multiples tumores de diferentes tamafios, como en circunstancias clinicas normales.

Pocos de los isotopos disponibles son Utiles para el tratamiento de depdsitos tumorales muy pequefos y células
individuales. En estas situaciones, un compuesto farmacéutico o toxina pueden ser un agente terapéutico mas Uutil.
En consecuencia, en formas de realizacion preferidas de la presente invencién, se utilizan is6topos en combinacion
con especies no isotépicas tales como compuestos farmacéuticos, toxinas, y agentes de captura de neutrones. Se
conocen muchos compuestos farmacéuticos y toxinas que tienen efectos citotdxicos sobre las células, y pueden ser
utilizados en conexion con la presente invencion. Se encuentran en compendios de compuestos farmacéuticos y
toxinas, tales como el Merck Index, Goodman y Gilman, y similares, y en las referencias citadas anteriormente.

Los compuestos farmacéuticos que interfieren con la sintesis de proteina intracelular también pueden ser utilizados
en los métodos de la presente invencion; tales compuestos farmacéuticos son conocidos por aquellos capacitados
en el arte e incluyen puromicina, cicloheximida y ribonucleasa.

Los métodos terapéuticos de la invencién pueden ser utilizados para terapia contra el cancer. Se sabe bien que los
radiois6topos, los compuestos farmacéuticos y las toxinas se pueden conjugar con anticuerpos o con fragmentos de
anticuerpos que se enlazan especificamente con marcadores que son producidos por o estan asociados con células
cancerosas, y que tales conjugados de anticuerpo pueden ser usados para dirigir los radioisétopos, compuestos
farmacéuticos o toxinas a los sitios tumorales para mejorar su eficacia terapéutica y minimizar los efectos
secundarios. Ejemplos de estos agentes y métodos son revisados en un Wawrzynczak y Thorpe (en Introduction to
the Cellular and Molecular Biology of Cancer, L. M. Franks y N. M. Teich, eds. capitulo 18, paginas 378 - 410, Oxford
University Press. Oxford, 1986), en Immunoconjugates: Antibody Conjugates in Radioimaging and Therapy of
Cancer (C. W. Vogel, ed., 3 - 300, Oxford University Press, N.Y., 1987), en Dillman, R. O. (CRC Critical Reviews in
Oncology/Hematology 1: 357, CRC Press, Inc., 1984), en Pastan et al., (Cell 47: 641, 1986). En Vitetta et al,,
(Science 238: 1098 - 1104, 1987) y en Brady et al., (Int. J. Rad. Oncol. Biol. Phys. 13: 1535 - 1544,1987). Otros
ejemplos del uso de inmunoconjugados para el cancer y otras formas de terapia han sido divulgados, entre otros, en
las patentes de los Estados Unidos Nos. 4.331.647, 4.348.376, 4.361.544, 4.468.457, 4.444.744, 4.460.459,
4.460.561, 4.624.846, 4.818.709, 4.046.722, 4.671.958, 4.046.784, 5.332.567, 5.443.953, 5.541.297, 5.601.825,
5.635.603, 5.637.288, 5.677.427, 5.686.578, 5.698.178, 5.789.554, 5.922.302, 6.187.287, y 6.319.500.
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Adicionalmente, se pueden utilizar los métodos de tratamiento de la invenciéon en combinacién con otros compuestos
o técnicas para prevenir, mitigar o revertir los efectos secundarios de ciertos agentes citotdxicos. Los ejemplos de
tales combinaciones incluyen, por ejemplo, la administracién de IL-1 junto con un anticuerpo para rapida eliminacion,
como se describe, por ejemplo en la Patente de los Estados Unidos No. 4.624.846. Tal administracion se puede
realizar de 3 a 72 horas después de la administracién de un tratamiento terapéutico primario dirigido a la actividad
del EGFR en combinacién con un agente contra el cancer (por ejemplo, con un radiois6topo, compuesto
farmacéutico o toxina como el componente citotoxico). Esto se puede utilizar para mejorar la eliminacién del
conjugado, el compuesto farmacéutico o la toxina del torrente sanguineo y para mitigar o revertir la toxicidad
mieloide y otra toxicidad hematopoyético causada por el agente terapéutico.

En otro aspecto de la invencion, la terapia contra el cancer puede involucrar una combinacién de mas de un agente
tumoricida, por ejemplo, un compuesto farmacéutico y un radiois6topo, o un radiois6topo y un agente de boro 10
para terapia activada por neutrones, o un compuesto farmacéutico y un modificador de respuesta biologica, o un
conjugado de moléculas de fusion y un modificador de respuesta biolégica. Se puede integrar la citoquina en tal
régimen terapéutico para maximizar la eficacia de cada componente de la misma.

En forma similar, ciertos anticuerpos contra la leucemia y contra linfoma conjugados con radioisétopos que son
emisores 3 o a pueden inducir efectos secundarios mieloides y otros efectos secundarios hematopoyéticas cuando
estos agentes no estan dirigidos Unicamente a las células tumorales. Esto se observa particularmente cuando las
células tumorales estan en el torrente sanguineo y en los 6rganos que forma la sangre. Se prefiere la administracion
concomitante y/o posterior de al menos una citoquina hematopoyética (por ejemplo, factores de crecimiento, tales
como factores estimulantes de colonias, tales como G-CSF y GM-CSF) para reducir o mejorar los efectos
secundarios hematopoyéticos, aumentando al mismo tiempo los efectos contra el cancer.

Se conoce bien en el arte que se pueden utilizar diferentes métodos de terapia con radionucleidos para el
tratamiento del cancer y otras condiciones patologicas, como se describe, por ejemplo, en Harbert, "Nuclear
Medicine Therapy", Nueva York, Thieme Medical Publishers, 1087, paginas 1-340. Un médico experimentado en
estos procedimientos sera capaz de adaptar facilmente la terapia adyuvante de citoquina descrita aqui a tales
procedimientos para mitigar cualquiera de los efectos secundarios hematopoyéticos de los mismos. En forma similar,
se puede utilizar una terapia con compuestos farmacéuticos citotoxicos, administrada con el tratamiento dirigido a la
actividad del EGFR, por ejemplo, para el tratamiento del cancer o de otras enfermedades proliferativas celulares. Tal
tratamiento esta gobernado por medio de principios analogos a los de la terapia de radioisétopos con isétopos o
anticuerpos marcados en forma radioactiva. El médico ordinariamente capacitado sera capaz de adaptar la
administracion de la terapia adicional contra el cancer durante y/o después de la terapia primaria contra el cancer.

Kits

Por consiguiente, la presente invencion proporciona kits predictivos, de diagndstico, y de pronéstico que
comprenden cebadores degenerados para amplificar un acido nucleico objetivo en el dominio quinasa del gen erbB1
e instrucciones que incluyen la amplificacién del protocolo y el andlisis de los resultados. El kit también puede incluir
alternativamente amortiguadores, enzimas, y contenedores para llevar a cabo la amplificacion y el analisis de los
productos de la amplificacion. El kit también puede ser un componente de un kit de cribado, diagndstico o prondstico
que incluye otras herramientas tales como microarreglos de ADN. Preferiblemente, el kit también proporciona una o
mas plantillas de control, tales como acidos nucleicos aislados de una muestra de tejido normal, y/o una serie de
muestras que representan diferentes variaciones en el dominio quinasa del gen erbB1.

En una forma de realizacion, el kit proporciona dos o mas pares de cebadores, cada par capaz de amplificar una
region diferente del gen erbB1 (cada region un sitio de variacién potencial) proporcionando por lo tanto un kit para
andlisis de la expresién de diferentes variaciones de los genes en una muestra biolégica en una reaccién o en varias
reacciones paralelas.

Los cebadores en los kits pueden ser marcados, por ejemplo marcados en forma fluorescente, para facilitar la
deteccion de los productos de la amplificacién y el analisis consecuente de las variaciones de acido nucleico.

En una forma de realizacién, se puede detecta mas de una variacién en un andlisis. Un kit de combinacion incluira
por lo tanto cebadores capaces de amplificar diferentes segmentos del dominio quinasa del gen erbB1. Los
cebadores pueden ser marcados en forma diferencial, por ejemplo, utilizando diferentes marcadores fluorescentes,
para diferenciar entre las variaciones.

Los cebadores contenidos en el kit pueden incluir los siguientes cebadores: cebador sentido del Ex6n 19, 5'-
GCAATATCAGCCTTAGSTGCGGCTC-3’ (SEQ ID No: 505), cebador antisentido del exén 19, 5-CATAGAAAGT
GAACATTTAGGATGTG-3’ (SEQ ID No: 506); cebador sentido del exén 21, 5-CTAACGTTCGCCAGCCATAAGTC
C-3’ (SEQ ID No: 507) y cebador antisentido del exén 21, 5-GCTGCGAGCTCACCCAGAATGTCTGG-3’ (SEQ ID
No: 508).

En una forma de realizacién preferida, se seleccionan los cebadores del grupo que consiste de las SEQ ID Nos. 646
a 673 (véanse las Tablas 5 y 6). Estos cebadores tienen la SEQ ID No. 645 sobre el extremo 5’ del cebador hacia
adelante y la SEQ ID No. 674 en el extremo 5’ de los cebadores inversos.

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2741574 T3

Kits de inmunodeteccion

En formas de realizacion adicionales, la invencion proporciona kits inmunolégicos para uso en la deteccién de los
niveles de activacion de los objetivos del EGFR secuencia abajo (es decir, STAT3, STATS5, y Akt). Tales kits
generalmente contendran uno o mas anticuerpos que tienen inmunoespecificidad para la forma fosforilada de
STATS3, STATS, o Akt.

Un kit que comprende un anticuerpo capaz de enlazarse en forma inmunoespecifica a una proteina fosforilada en
una célula de mamifero seleccionada del grupo que consiste de proteinas Akt, STAT3, y STAT5 fosforiladas e
instrucciones para el uso del anticuerpo para examinar la célula de mamifero para la activacion de la ruta de Akt,
STAT3 o STAT5 es provista en la presente invencion. En métodos preferidos, el kit comprende diferentes
anticuerpos, cada uno de los cuales es capaz de enlazarse inmunoespecificamente con proteinas fosforiladas en
una célula de mamifero seleccionada del grupo que consiste de proteinas Akt, STAT3, STATS fosforiladas.

El kit comprende, en general, a) un vehiculo farmacéuticamente aceptable; b) un anticuerpo dirigido contra STATS3,
STATS, o Akt fosforilados, en un medio contenedor adecuado; y ¢) un reactivo de inmunodeteccion. Los anticuerpos
(monoclonales o policlonales) se encuentran disponibles comercialmente y también se pueden preparar por medio
de métodos conocidos por aquellos capacitados en la técnica, por ejemplo, en Current Protocols in Immunology,
John Wiley & Sons, Editado por: John E. Coligan, Ada M. Kruisbeek, David H. Margulies, Ethan M. Shevach, Warren
Strober, 2001.

En ciertas formas de realizacion, el antigeno o el anticuerpo puede estar unido a un soporte solido, tal como una
matriz de columna o pozo de una placa de microtitulacion. Los reactivos de inmunodeteccién del kit pueden adoptar
cualquiera de una variedad de formas, incluyendo aquellas etiquetas detectables que se asocian con, o que se
enlazan con, el anticuerpo dado o antigeno mismo. También se contemplan las etiquetas detectables que se asocian
con 0 que se unen a un ligando de enlazamiento secundario. Ejemplos de ligandos secundarios son aquellos
anticuerpos secundarios que tienen afinidad de enlazamiento por el primer anticuerpo o antigeno.

Los marcadores de ensayo adecuados son conocidos en la técnica e incluyen marcadores enzimaticos, tales como,
glucosa oxidasa, radioisétopos, tales como yodo ('3'l, 23], 23] 121]), carbono ('“C), azufre (3°S), tritio (3H), indio
(115mIn, 113mIn, 112|n, 11In), y tecnecio (*°Tc, %°™Tc), talio (*°'Ti), galio (®3Ga, 8’Ga), paladio ('°*Pd), molibdeno (**Mo),
xenoén (”3Xe), fluor (18|:), 183Sm, 177y, 15°9Gd, 149Pm, 140La, 175Yp, 186Ho, %Y, 47Sc, 186Re, '88Re, 142Pr, 195Rh, 97Ru:
etiquetas luminiscentes tales como luminol; y etiquetas fluorescentes, tales como fluoresceina y rodamina, y biotina.

Otros reactivos de inmunodeteccién adecuados para uso en los presentes kits incluyen el reactivo de dos
componentes que comprende un anticuerpo secundario que tiene afinidad de enlazamiento por el primer anticuerpo
o antigeno, junto con un tercer anticuerpo que tiene afinidad de enlazamiento por el segundo anticuerpo, en donde el
tercer anticuerpo se enlaza a un marcador detectable.

Se conocen una cantidad de ejemplos de etiquetas o marcadores en la técnica y todas estas etiquetas se puede
emplear en conexion con la presente invencion. Los marcadores radiactivos, los is6topos de resonancia de espin
magnético nuclear, etiquetas fluorescentes y etiquetas de enzimas capaces de generar un producto coloreado tras el
contacto con un sustrato apropiado son ejemplos adecuados.

Los kits pueden contener conjugados de etiqueta-anticuerpo, ya sea en forma completamente conjugada, en forma
de compuestos intermedios, 0 como fracciones separadas para ser conjugados por el usuario del kit.

Los kits pueden incluir ademas una composicién adecuada en alicuotas de un antigeno ya sea marcado o no
marcado, tal como se puede utilizar para preparar una curva estandar para un ensayo de deteccién o como un
control positivo.

Los kits de la invencién, independientemente del tipo, generalmente incluiran uno o mas contenedores en los cuales
se colocan los agentes biolégicos y, preferiblemente, en alicuotas adecuadas. Los componentes de los kits pueden
empacarse o bien en medio acuoso o en forma liofilizada.

Los kits de inmunodeteccion de la invencién pueden contener adicionalmente uno o mas de una variedad de otros
anticuerpos o antigenos marcadores de cancer, si asi se desea. Tales kits podrian por lo tanto proporcionar un panel
de marcadores de cancer, que pueden ser utilizados mejor en las pruebas de una variedad de pacientes. A modo de
ejemplo, dichos marcadores adicionales podrian incluir, otros marcadores tumorales, tales como PSA, SelLe (X),
HCG, asi como p53, ciclina D1, p16, tirosinasa, MAGE, BAGE, PAGE, MUC18, CEA, p27, [bgr]JHCG u otros
marcadores conocidos por aquellos capacitados en la técnica.

El medio contenedor de los kits, generalmente, incluira al menos un vial, un tubo de ensayo, un matraz, una botella,
o incluso una jeringa u otro medio contenedor, en el que se pueden colocar el anticuerpo o el antigeno, y
preferiblemente, en forma de alicuotas adecuadas. Cuando se proporciona un segundo o un tercer ligando de
enlazamiento o un componente adicional, el kit también contendra generalmente un segundo, un tercer u otro
contenedor adicional en el que se puede colocar este ligando 0 componente.
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Los kits de la presente invencion también incluiran tipicamente un medio para contener el anticuerpo, el antigeno, y
cualesquiera otros contenedores de reactivos en un confinamiento cerrado para la venta comercial. Estos
contenedores pueden incluir contenedores plasticos moldeados por inyeccion o por soplado en los que se mantienen
los viales deseados.

Los métodos de la presente invencion también abarcan la identificacion de compuestos que interfieren con la
actividad de la quinasa de una forma variante del EGFR. El EGFR variante comprende al menos una variacion en su
dominio quinasa. Tales compuestos pueden, por ejemplo, ser inhibidores de la tirosina quinasa. Los métodos para la
identificacion de compuestos que interfieren con la actividad de la quinasa de un receptor son generalmente
conocidos por aquellos capacitados en la técnica y se describen adicionalmente, por ejemplo, en Dhanabal et al.,
Cancer Res. 59: 189 - 197 (1999); Xin et al., J. Biol., Chem., 274: 9116 - 9121 (1999); Sheu et al., Anticancer Res.
18: 4435 - 4441; Ausprunk et al., Dev. Biol., 38: 237 - 248 (1974); Gimbrone et al., J. Natl. Cancer Inst. 52: 413 - 427;
Nicosia et al., In vitro 18: 538 - 549. En general, se identifican los compuestos, usando los métodos divulgados en
este documento, que interfieren con la actividad mejorada caracteristica de la quinasa de al menos una variacion en
el dominio quinasa del gen erbB1.

Soporte solido

En otra forma de realizacién, la invencidn proporciona un kit para la practica de los métodos de la invencion. En una
forma de realizacion, se describe un kit para la deteccién de variaciones en el dominio quinasa del gen erbB1 en un
soporte sélido. El kit puede incluir, por ejemplo, los materiales y reactivos para la deteccién de una pluralidad de
variaciones en un ensayo. El kit puede incluir por ejemplo, un soporte sélido, cebadores de oligonucleétidos para un
conjunto especifico de polinucledtidos objetivo, reactivos para la reaccion en cadena de la polimerasa y
componentes, por ejemplo, enzimas para la sintesis de ADN, materiales marcadores, y otros amortiguadores y
reactivos para el lavado. El kit también puede incluir instrucciones para uso del kit para amplificar objetivos
especificos sobre un soporte sélido. Cuando el kit contiene un soporte sélido preparado que tiene un conjunto de
cebadores ya fijados sobre el soporte sélido, por ejemplo, para la amplificacion de un conjunto particular de
polinucleétidos objetivo, el disefio y la construccion de tal soporte sélido preparado se describié anteriormente. El kit
también incluye reactivos necesarios para la realizacion de una PCR sobre un soporte sélido, por ejemplo utilizando
un procedimiento de PCR de tipo de fase sélida o del tipo in situ, donde el soporte es capaz de amplificacién por
PCR usando un maquina de PCR de tipo in situ. Los reactivos de PCR, incluidos en el kit, incluyen los
amortiguadores de PCR habituales, una polimerasa termoestable (por ejemplo, Tag ADN polimerasa), nucleétidos
(por ejemplo, los dNTP), y otros componentes y moléculas de marcacion (por ejemplo, para marcacion directa o
indirecta tal como se describe mas arriba). Los kits se pueden ensamblar para apoyar la practica del método de
amplificacion por PCR utilizando cebadores inmovilizados solos o, alternativamente, junto con los cebadores en fase
de solucion.

Alternativamente, el kit puede incluir un soporte sélido con oligonucleétidos especificos fijados a cualquier cantidad
de variaciones del EGFR, que se definen adicionalmente en las Figuras 4A - 4C y en las Figuras 7 y 8. Se puede
aplicar una muestra bioldégica de prueba al soporte soélido, bajo condiciones de hibridacion selectivas, para la
determinacion de la presencia o ausencia de variaciones en el dominio quinasa de erbB1.

Los métodos de la presente invencion también abarcan la identificacion de compuestos que interfieren con la
actividad de la quinasa de una forma variante del EGFR. El EGFR variante comprende al menos una variacion en su
dominio quinasa. Sin embargo, en una forma de realizacion alternativa, el EGFR variante comprende una mutacion
secundaria que confiere resistencia a una primera TKI por ejemplo, gefitinib o erlotinib. Tales compuestos pueden,
por ejemplo, ser inhibidores de la tirosina quinasa. Los métodos para la identificacién de compuestos que interfieren
con la actividad de la quinasa de un receptor son generalmente conocidos por aquellos capacitados en la técnica y
se describen adicionalmente, por ejemplo, en Dhanabal et al., Cancer Res. 59: 189 - 197 (1999); Xin et al., J. Biol.
Chem. 274: 9116 - 9121 (1999); Sheu et al., Anticancer Res. 18: 4435 - 4441; Ausprunk et al., Dev. Biol. 38: 237 -
248 (1974); Gimbrone et al., J. Natl. Cancer Inst. 52: 413 - 427; Nicosia et al., In vitro 18: 538 - 549. En general, se
identifican compuestos, usando los métodos divulgados en este documento, que interfieren con la actividad
mejorada caracteristica de la quinasa de al menos una variacion en el dominio quinasa del gen erbB1. Tales
variaciones conocidas se describen en las Figuras 4, 7, 8 y en la Tabla 2.

Una vez identificados, tales compuestos se administran a los pacientes que requieran de tratamiento dirigido al
EGFR, por ejemplo, los pacientes afectados con o en riesgo de desarrollar cancer.

La via de administracion puede ser intravenosa (I.V.), intramuscular (IM), subcutdnea (SC), intradérmica (ID),
intraperitoneal (IP), intratecal (IT), intrapleural, intrauterina, rectal, vaginal, tdpica, intratumoral y similares. Los
compuestos de la invencién se pueden administrar por via parenteral mediante inyeccién o por infusion gradual en el
tiempo y pueden ser suministrados por medio peristaltico.

La administracién puede ser por via transmucosa o transdérmica. Para la administracion transmucosa o
transdérmica, se usan penetrantes apropiados para permear la barrera en la formulaciéon. Tales penetrantes son
generalmente conocidos en la técnica, e incluyen, por ejemplo, para la administracion transmucosa sales biliares y
derivados de é&cido fusidico. Ademas, pueden usarse detergentes para facilitar la permeacién. La administracion
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transmucosa puede ser a través de aerosoles nasales, por ejemplo, o usando supositorios. Para la administracion
oral, los compuestos de la invencion se formulan en formas de administracion oral convencionales tales como
capsulas, comprimidos y tonicos.

Para la administracion tépica, la composiciéon farmacéutica (inhibidor de la actividad de la quinasa) se formula en
pomadas, unglientos, geles, o cremas, como se conoce generalmente en la técnica.

Las composiciones terapéuticas de esta invenciéon se administran convencionalmente por via intravenosa, como
mediante inyeccién de una dosis unitaria, por ejemplo. El término "dosis unitaria" cuando se usa en referencia a una
composicion terapéutica de la presente invencion se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como
dosificacién unitaria para el individuo, conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de material activo
calculada para producir el efecto terapéutico deseado junto con el diluyente requerido, es decir, el portador, o
vehiculo.

Las composiciones se administran de una manera compatible con la formulacion de la dosificacion, y en una
cantidad terapéuticamente efectiva. La cantidad a administrar y el momento dependen del sujeto a tratar, de la
capacidad del sistema del individuo para utilizar el ingrediente activo, y del grado de efecto terapéutico deseado. Las
cantidades precisas de ingrediente activo requeridas para ser administradas dependen del juicio del médico tratante
y son particulares para cada individuo.

Los inhibidores de tirosina quinasa Utiles para la practica de los métodos de la presente invencién se describen en
este documento. Se puede utilizar cualquier formulaciéon o sistema de suministro de farmacos que contengan los
ingredientes activos, que sea adecuada para el uso previsto, como generalmente las conocen aquellos capacitados
en la técnica. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables adecuados para administracion oral, rectal, tdpica o
parenteral (incluyendo inhalacién, subcutanea, intraperitoneal, intramuscular e intravenosa) son conocidos por
aquellos capacitados en la técnica. El vehiculo debe ser farmacéuticamente aceptable en el sentido de ser
compatible con los otros ingredientes de la formulacién y no perjudicial para el receptor de los mismos.

Como se usa en este documento, los términos, "farmacéuticamente aceptable”, "fisiol6gicamente tolerable" y
variaciones gramaticales de los mismos, como se refieren a composiciones, vehiculos, diluyentes y reactivos, se
utilizan de manera intercambiable y significa que los materiales pueden ser administrados a o sobre un mamifero sin
la produccién de efectos fisioldgicos indeseables.

Las formulaciones adecuadas para administracién parenteral incluyen convenientemente una preparacion acuosa
estéril del compuesto activo que es preferiblemente isotdnica con la sangre del receptor. Por lo tanto, tales
formulaciones pueden contener convenientemente agua destilada, dextrosa al 5% en agua destilada o solucién
salina. Las formulaciones utiles también incluyen soluciones concentradas o sélidos que contienen el compuesto que
tras la dilucién con un disolvente apropiado producen una solucién adecuada para administracion parental como se
menciond mas arriba.

Para la administracién enteral, se puede incorporar un compuesto en un vehiculo inerte en unidades discretas tales
como céapsulas, tabletas, comprimidos o pastillas, conteniendo cada una una cantidad predeterminada del
compuesto activo; como un polvo o granulos; o una suspension o solucién en un liquido acuoso o en un liquido no
acuoso, por ejemplo, un jarabe, un elixir, una emulsién o una pocién. Los vehiculos adecuados pueden ser
almidones o azlcares e incluyen lubricantes, saborizantes, aglutinantes y otros materiales de la misma naturaleza.

Un comprimido puede fabricarse por compresion o moldeado, opcionalmente con uno o mas ingredientes
accesorios. Las tabletas comprimidas se pueden preparar comprimiendo en una maquina adecuada el compuesto
activo en una forma de flujo libre, por ejemplo, un polvo o granulos, opcionalmente mezclados con ingredientes
accesorios, por ejemplo, aglutinantes, lubricantes, diluyentes inertes, agentes dispersantes o tensoactivos. Los
comprimidos moldeados se pueden preparar moldeando en una maquina adecuada una mezcla del compuesto
activo en polvo con cualquier vehiculo adecuado.

Un jarabe o suspensién se puede fabricar afiadiendo el compuesto activo a una solucién acuosa concentrada de un
azUcar, por ejemplo, sacarosa, a la que también se puede afnadir cualquier ingrediente accesorio. Tales ingredientes
accesorios pueden incluir saborizantes, un agente para retardar la cristalizacién del azlcar o un agente para
aumentar la solubilidad de cualquier otro ingrediente, por ejemplo, como un alcohol polihidrico, por ejemplo, glicerol
0 sorbitol.

Las formulaciones para administracion rectal pueden presentarse como un supositorio con un vehiculo convencional,
por ejemplo, manteca de cacao o Witepsol S55 (marca registrada de Dynamite Nobel Chemical, Alemania), para una
base de supositorio.

Las formulaciones para administraciéon oral se pueden presentar con un potenciador. Potenciadores de la absorcion
por via oral aceptables incluyen agentes tensoactivos tales como lauril sulfato de sodio, palmitoil carnitina, Laureth-9,
fosfatidilcolina, ciclodextrina y derivados de los mismos; sales biliares tales como desoxicolato de sodio, taurocolato
de sodio, glicolato de sodio, y fusidato de sodio, agentes quelantes como EDTA, citrico acido y salicilatos; y acidos
grasos (por ejemplo, &cido oleico, acido laurico, acilcarnitinas, mono y diglicéridos). Otros potenciadores de la
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absorcion oral incluyen cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio, CHAPS (3-(3-colamidopropil)-dimetilamonio-
1-propansulfonato), Big-CHAPS (N,N-bis(3-D-gluconamidopropil)-colamida), clorobutanol, octoxinol-9, alcohol
bencilico, fenoles, cresoles, y alcoholes de alquilo. Un potenciador de la absorcién oral especialmente preferido para
la presente invencion es lauril sulfato de sodio.

Alternativamente, el compuesto puede ser administrado en liposomas o microesferas (o microparticulas). Los
métodos para preparar liposomas y microesferas para administracién a un paciente son bien conocidos por aquellos
capacitados en la técnica. La patente de los Estados Unidos No. 4.789.734, describe procedimientos para
encapsular materiales bioldgicos en liposomas. Esencialmente, el material se disuelve en una soluciéon acuosa, se
anaden los fosfolipidos y lipidos apropiados, junto con tensoactivos si se requiere, y el material dializado o sonicado,
como, segun se requiera. Una revision de los métodos conocidos es proporcionada por G. Gregoriadis, Capitulo 14,
"Liposomes", Drug Carriers in Biology and Medicine, paginas 287 - 341 (Academic Press, 1979).

Las microesferas formadas a partir de polimeros o proteinas son bien conocidas para aquellos capacitados en la
técnica, y pueden ser adaptadas para pasar a través del tracto gastrointestinal directamente al torrente sanguineo.
Alternativamente, se puede incorporar el compuesto y las microesferas, o se puede implantar la composicion de
microesferas, para liberacion lenta durante un periodo de tiempo que varia de dias a meses. Véanse, por ejemplo,
las patentes de los Estados Unidos Nos. 4.906.474, 4.925.673 y 3.625.214, y Jein, TIPS 19: 155 - 157 (1998).

En una forma de realizacion, el inhibidor de la tirosina quinasa de la presente invencion se pueden formular en un
liposoma o microparticula, que es de tamafo adecuado para alojarse en lechos capilares después de la
administracion intravenosa. Cuando el liposoma o la microparticula se aloja en los lechos capilares que rodean el
tejido isquémico, los agentes se pueden administrar localmente en el sitio en el que pueden ser mas eficaces.
Liposomas adecuados para ser dirigidos a tejido isquémico son por lo general aproximadamente menores de 200
nanoémetros y también son tipicamente vesiculas unilamelares, como se divulga, por ejemplo, en la patente de los
Estados Unidos No. 5.593.688 de Baldeschweiler, titulada "Liposomal targeting of ischemic tissue".

Las microparticulas preferidas son aquellas preparadas a partir de polimeros biodegradables, tales como
poliglicélido, polilactida y copolimeros de los mismos. Aquellos capacitados en la técnica puede determinar
facilmente un sistema portador apropiado dependiendo de diversos factores, incluyendo la velocidad deseada de
liberacion del farmaco y la dosificacién deseada.

En una forma de realizacion, las formulaciones se administran a través de catéter directamente en el interior de los
vasos sanguineos. La administracion puede ocurrir, por ejemplo, a través de los agujeros en el catéter. En aquellas
formas de realizaciones en las que los compuestos activos tienen una vida media relativamente larga (del orden de 1
dia a una semana o mas), las formulaciones se pueden incluir en hidrogeles poliméricos biodegradables, tales como
los divulgados en la patente de los Estados Unidos No. 5.410.016 de Hubbell et al. Estos hidrogeles poliméricos
pueden ser suministrados en el interior de un lumen de tejido y los compuestos activos liberados con el tiempo a
media que el polimero se degrada. Si se desea, los hidrogeles poliméricos pueden tener microparticulas o liposomas
que incluyen el compuesto activo dispersado en los mismos, proporcionando otro mecanismo para la liberacion
controlada de los compuestos activos.

Las formulaciones pueden presentarse convenientemente en forma de dosificacién unitaria y pueden prepararse por
cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica del campo farmacéutico. Todos los métodos incluyen la
etapa de poner el compuesto activo en asociacion con un vehiculo que constituye uno o mas ingredientes
accesorios. En general, las formulaciones se preparan poniendo en contacto en forma uniforme e intima el
compuesto activo junto con un vehiculo liquido o un vehiculo sélido finamente dividido y, a continuacion, si es
necesario, se conforma el producto en la forma de dosificacion unitaria deseada.

Las formulaciones pueden incluir ademéas uno o mas ingredientes accesorios opcionales utilizados en la técnica de
las formulaciones farmacéuticas, por ejemplo, diluyentes, amortiguadores, agentes saborizantes, aglutinantes,
agentes activos de superficie, espesantes, lubricantes, agentes de suspension, conservantes (incluyendo
antioxidantes) y similares.

Los compuestos de los presentes métodos se pueden presentar para la administracién al tracto respiratorio como
una sustancia para aspirar o un aerosol o solucién para un nebulizador, 0 como un polvo microfino para insuflacion,
solos 0 en combinacién con un vehiculo inerte tal como lactosa. En tal caso, las particulas de compuesto activo
tienen adecuadamente diametros de menos de 50 micras, preferiblemente menos de 10 micras, mas
preferiblemente entre 2 y 5 micras.

En general, para administracion nasal se prefiere un pH ligeramente &cido. Preferiblemente, las composiciones de la
invencion tienen un pH de aproximadamente 3 a 5, mas preferiblemente de aproximadamente 3,5 hasta
aproximadamente 3,9 y lo mas preferiblemente de 3,7. El ajuste del pH se consigue mediante la adicion de un acido
apropiado, tal como acido clorhidrico.

La preparacion de una composicion farmacolégica que contiene ingredientes activos disueltos o dispersados en ella
se entiende bien en la técnica y no necesita estar limitada con base en la formulacion. Tipicamente, tales
composiciones se preparan como inyectables, ya sea como soluciones o suspensiones liquidas, sin embargo,
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también se pueden preparar formas sélidas adecuadas para soluciéon, o suspensiones en liquido antes de ser
usadas. La preparacién también se puede emulsionar.

El ingrediente activo se puede mezclar con excipientes que sean farmacéuticamente aceptables y compatibles con
el ingrediente activo y en cantidades adecuadas para uso en los métodos terapéuticos descritos en este documento.
Los excipientes adecuados son, por ejemplo, agua, soluciéon salina, dextrosa, glicerol, etanol o similares y
combinaciones de los mismos. Ademas, si se desea, la composicidon puede contener cantidades menores de
sustancias auxiliares tales como agentes humectantes o emulsionantes, agentes amortiguadores del pH y similares
que mejoran la eficacia del ingrediente activo.

El inhibidor de la quinasa de la presente invencién puede incluir sales farmacéuticamente aceptables de los
componentes en el mismo. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicién &cida (formadas
con los grupos amino libres del polipéptido) que se forman con acidos inorganicos tales como, por ejemplo, acidos
clorhidrico o fosférico, o acidos organicos tales como acético, tartarico, mandélico y similares. Las sales formadas
con los grupos carboxilo libres también se pueden derivar de bases inorganicas tales como, por ejemplo, hidréxido
de sodio, potasio, amonio, calcio o férrico, y bases organicas tales como isopropilamina, trimetilamina, 2 - etilamino
etanol, histidina, procaina y similares.

Los vehiculos fisiologicamente tolerables son bien conocidos en la técnica. Ejemplos de vehiculos liquidos son
soluciones acuosas estériles que no contienen materiales ademas de los ingredientes activos y agua, o contienen un
amortiguador tal como fosfato de sodio a un valor de pH fisioldgico, solucion salina fisiolégica o ambos, tal como
solucion salina amortiguada con fosfato. Aun mas, los vehiculos acuosos pueden contener mas de una sal
amortiguadora, asi como sales tales como cloruros de sodio y de potasio, dextrosa, polietilenglicol y otros solutos.

Las composiciones liquidas también pueden contener fases liquidas ademas de y con la exclusién del agua.
Ejemplos de tales fases liquidas adicionales son glicerina, aceites vegetales tales como aceite de semilla de
algodoén, y emulsiones agua-aceite.

La predicciéon de mutaciones

En otra forma de realizacién, la presente invencion divulga un método para predecir las variaciones en el gen erbB1
después del tratamiento con un inhibidor de la tirosina quinasa. Es generalmente conocido que la respuesta al
tratamiento del cancer con un inhibidor de la tirosina quinasa es seguido a menudo por la resistencia a ese u otros
compuestos similares. Se cree que tal resistencia surge a través de la adquisicién de mutaciones en el objetivo del
farmaco, por ejemplo, en el EGFR. La capacidad para predecir (y seleccionar) tales mutaciones permitiran obtener
mejores opciones de tratamiento y menos recaidas.

En una forma de realizacion de la presente invencion, se aisla y secuencia el ADN que codifica el dominio quinasa
del EGFR a partir de una muestra tumoral de pacientes con cancer que han respondido al gefitinib (o un tratamiento
similar dirigido al EGFR) pero han recaido posteriormente. Se espera que la recaida en tales pacientes involucre la
adquisicion de mutaciones secundarias dentro del dominio quinasa del EGFR. Los compuestos que dirigen, e
inhiben la actividad de la quinasa de estas mutaciones recién definidas se identifican luego usando los métodos
divulgados en este documento. Tales compuestos se pueden usar solos, o en combinacién con otros tratamientos
conocidos dirigidos al EGFR, para el tratamiento de pacientes con cancer con mutaciones primarias o secundarias
(como anteriormente) en el dominio quinasa del EGFR.

En una forma de realizacién, la prediccién de las variaciones en el dominio quinasa (catalitico) del EGFR (gen
erbB1) se realiza in vitro. En este método, las células, por ejemplo células fibroblasticas, se transfectaron de forma
estable con los ADNc que contienen mutaciones en el dominio quinasa que se han identificado en lineas celulares
de cancer humano. Por ejemplo, las células pueden ser transfectadas con un EGFR que porta una mutacién tal
como la SEQ ID NO: 495, descrita adicionalmente en la Figura 4A, o con cualquier cantidad de los EGFR mutados
del dominio quinasa identificados o aun no identificados. La transfeccién de los EGFR mutados del dominio quinasa
en las células dara lugar a la proliferacién aberrante de las células en cultivo. Los métodos de transfeccion estable
son conocidos por aquellos capacitados en la técnica y se definen adicionalmente en Current Protocols in Molecular
Biology por F. M. Ausubel, R. Brent, R. E. Kingston, D. D. Moore, J. G. Seidman, K. Struhl y V. B. Chanda (Editores),
John Wiley & Sons, 2004. Las células transfectadas reciben a continuacion, una dosis ain no letal efectiva de una
composicion farmacéutica, preferiblemente un inhibidor de la tirosina quinasa, que se predice que inhibe la
proliferacién celular. En una forma de realizacion preferida, el farmaco es un anilinoquinazolina, anilinoquinazolina
sintética, gefitinib o erlotinib. Las células se pasan en serie en presencia de farmacos y se seleccionan los subclones
que sobreviven. Durante muchas generaciones, se seleccionan las células que sobreviven (es decir, que son
resistentes al compuesto), y se analizaron las variaciones en el gen erbB1. Se pueden predecir luego las variaciones
secundarias que se presentan después del tratamiento repetido con un inhibidor de la tirosina quinasa in vivo.

Alternativamente, las células se transfectan con ADNc mutante resistente a gefitinib derivado de lineas celulares de
NSCLC humano, por ejemplo, NCI-1650 y NCI-1975. Cada linea celular tiene una mutacion heterocigota con el
dominio quinasa del EGFR, y se espera, por lo tanto, que sea sensible a gefitinib. La mutacién del EGFR en NCI-
1650 consiste en una supresion en el marco de 15 nucleétidos en la posicion 2235 - 2249 (delLE746-A750) en el
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exon 19, mientras que NCI-1975 tiene una mutacién en sentido erréneo en el exdn 21 que sustituye una G por T en
el nucledtido 2573 (L858R). Como se muestra en este documento, la mutacién L858R en NCI-H1975 se activa y
confiere mayor sensibilidad al gefitinib in vitro. Se pueden utilizar otras lineas celulares de cancer que albergan
mutaciones del dominio quinasa del EGFR. Las lineas celulares de cancer pueden incluir cancer de pulmoén, asi
como otros tipos de cancer que se encuentra que albergan tales mutaciones.

Las células pueden ser tratadas con un mutageno con el fin de aumentar la frecuencia con la que las células
adquieren mutaciones secundarias. Un mutageno puede inducir mutaciones en diferentes frecuencias dependiendo
del régimen de dosificacién, modo de administracion, y la etapa de desarrollo del organismo o célula después de la
administracion del mutageno, donde todos los parametros se dan a conocer en la técnica anterior para diferentes
mutagenos o técnicas de mutagénesis. El mutdgeno puede ser un agente alquilante, tal como metanosulfonato de
etilo (EMS), N-etil-N-nitrosourea (ENU) o N-metil-N-nitrosourea (MNU). Alternativamente, el mutageno puede ser,
por ejemplo, clorhidrato de focarbaxina (Prc), metanosulfonato de metilo (MeMS), clorambucilo (Chl), melfalan,
clorhidrato de porcarbazina, ciclofosfamida (Cp), sulfato de dietilo (Et2SO4), monémero de acrilamida (AA), trietilén
melamina (TEM), mostaza nitrogenada, vincristina, dimetilnitrosamina , N-metil-N'-nitro-nitrosoguanidina (MNNG),
7,12-dimetilbenz(a)antraceno (DMBA), 6xido de etileno, hexametilfosforamida, bisulfan, y metanosulforato de etilo
(EtMs). Los métodos de tratamiento de las células con mutagenos se describen, por ejemplo, en la patente de los
Estados Unidos No. 6.015.670. Después de la mutagénesis, las células (es decir, transfectadas con EGFR variante
o derivado de una linea celular de cancer humano) pueden ser cultivadas en un medio suplementado con gefitinib
para seleccionar el resultado de los clones resistentes. El subcultivo de los clones individuales puede ser seguido,
por ejemplo, por la determinacion de la secuencia de nucleétidos del gen EGFR después de la amplificacion
especifica mediada por PCR del ADN gendémico correspondiente al dominio quinasa del EGFR.

En otra forma de realizacion, las células (con una variacién del EGFR) se pasan en forma serial en presencia de
concentraciones gradualmente crecientes de gefitinib (o un inhibidor similar de la tirosina quinasa) durante el
transcurso de varias semanas o meses con el fin de seleccionar la adquisicion espontdnea de mutaciones en el gen
EGFR que confiere resistencia a gefitinib. Las células seleccionadas (que contindan proliferando a una
concentracién relativamente alta de gefitinib) se pueden aislar en forma de colonias, y se identificaran las
mutaciones como se describié anteriormente. Se puede predecir por lo tanto que ocurriran tales variaciones tras el
tratamiento repetido con un inhibidor de tirosina quinasa in vivo. Véase, por ejemplo, Scappini et al., Cancer, abril 1,
2004, vol. 100, pagina 1459.

En ailn otra forma de realizacién, una forma variante del gen EGFR se puede propagar en una cepa bacteriana
deficiente para la reparacion del ADN antes de volver a introducirlo en lineas celulares seleccionadas de forma
estable. La replicacién en tales bacterias mejorara la frecuencia de mutagénesis. Alternativamente, se puede utilizar
PCR "propenso a errores" para mejorar la frecuencia de mutaciones en el ADN clonado del EGFR in vitro, utilizando
métodos estandar, conocidos por aquellos capacitados en la técnica.

En otra forma de realizacion, la prediccion de las variaciones en el dominio quinasa del gen erbB1 se realiza in vivo.
Por ejemplo, se transfecta una forma variante que incrementa la actividad de la quinasa del gen erbB1 en un animal,
es decir, un ratén, generando una modelo de cancer. El animal es tratado luego con una dosis efectiva de un
compuesto, preferiblemente una anilinoquinazolina, una anilinoquinazolina sintética, gefitinib o erlotinib. Tras la
exposicion repetida al compuesto, se inhibe inicialmente el cancer. Al igual que en los seres humanos tratados con
tales compuestos, las células tumorales en el animal adquieren mutaciones que las hacen resistentes a tal
tratamiento. Los métodos de la presente invencion permiten el aislamiento y la caracterizaciéon del gen erbB1 en
tales tumores resistentes. Los compuestos que dirigen especificamente estas variaciones recién caracterizadas son
utiles en el tratamiento de pacientes de los que se sospecha que portan tal gen erbB1 mutado. Tales pacientes
incluyen, por ejemplo, a los pacientes que inicialmente responden a la terapia con un inhibidor de la tirosina quinasa,
pero que posteriormente no responden al misma o a un compuesto similar.

Los métodos de creacién de un modelo animal son conocidos por aquellos capacitados en la técnica y se definen
con mas detalle, por ejemplo, en Ohashi et al., Cell, 65: 305 - 317 (1991); Adams et al., Nature, 325: 223 - 228
(1987); Romano et al., Cell, 61: 383 - 396 (1990). En el caso de oocitos fertilizados, el método preferido para la
introduccion de transgenes es por microinyeccion, véase, por ejemplo, Leder et al., patentes de los Estados Unidos
Nos. 4.736.866 y 5.175.383, mientras que en el caso de las células madre embrionarias (ES), el método preferido es
la electroporacion. Sin embargo, se pueden utilizar otros métodos, incluyendo los sistemas de suministro virales
tales como infeccién retroviral, o de fusion liposomal. El aislamiento y la caracterizacion de acidos nucleicos se
describe anteriormente y en los ejemplos.

Las variaciones que incrementan la actividad de la quinasa identificadas anteriormente en el gen erbB1 pueden ser
cribadas en pacientes (en diagndstico o pronéstico), utilizando los métodos de la presente invencion. La presencia o
ausencia de tales mutaciones puede ser utilizada entonces como un criterio para determinar la sensibilidad de
aquellas al tratamiento con un compuesto dirigido al EGFR, tal como, por ejemplo, un inhibidor de tirosina quinasa.

Los compuestos que se dirigen especificamente a estas variaciones recién definidas, ya sea detectados in vivo o in
vitro, se pueden seleccionar mediante técnicas conocidas en la técnica y se discuten en este documento. Se pueden
utilizar ensayos de cribado de farmacos candidatos para identificar agentes candidatos bioactivos que inhiban la
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actividad de las formas variantes del EGFR. De particular interés son los ensayos de cribado para agentes que
tengan una baja toxicidad para las células humanas. Se puede utilizar una amplia variedad de ensayos para este
propésito, incluyendo ensayos de enlazamiento proteina - proteina marcados in vitro, ensayos de cambio de
movilidad electroforética, ensayos de actividad enzimatica, inmunoensayos para enlazamiento de proteina, y
similares. La proteina purificada del EGFR mutante también puede usarse para la determinacion de la estructura
tridimensional del cristal, que puede ser utilizada para el modelado de las interacciones intermoleculares, la funcion
del transportador, etc. Tales compuestos pueden ser, por ejemplo, inhibidores de la tirosina quinasa, anticuerpos,
aptameros, los ARNpi, y vectores que inhiben la actividad de quinasa del EGFR.

En otra forma de realizacién, los compuestos Utiles en el método de la presente invencidn son anticuerpos que
interfieren con la sefalizacion de la quinasa a través del EGFR mutante, incluyendo los anticuerpos monoclonales
quiméricos, humanizados y recombinantes y fragmentos de los mismos que se caracterizan por su capacidad para
inhibir la actividad de quinasa del EGFR y que tienen baja toxicidad.

Los anticuerpos neutralizantes se elevan rapidamente en animales tales como conejos o ratones mediante la
inmunizacion con un EGFR con al menos una variacion de acido nucleico en su dominio quinasa. Los ratones
inmunizados son particularmente Utiles para proporcionar fuentes de células B para la fabricacion de hibridomas,
que a su vez se cultivan para producir grandes cantidades de anticuerpos monoclonales anti-EGFR. Los anticuerpos
quiméricos son moléculas de inmunoglobulina caracterizadas por dos 0 mas segmentos o porciones derivadas de
diferentes especies animales. En general, la regién variable del anticuerpo quimérico se deriva de un anticuerpo de
mamifero no humano, tal como un anticuerpo monoclonal de murido, y la regién constante de la inmunoglobulina se
deriva de una molécula de inmunoglobulina humana. Preferiblemente, ambas regiones y la combinacién tienen baja
inmunogenicidad, determinada de forma rutinaria. Los anticuerpos humanizados son moléculas de inmunoglobulina
creadas por técnicas de ingenieria genética en las que las regiones constantes del mirido son reemplazadas con
sus contrapartes humanas al tiempo que retienen las regiones de enlazamiento de antigeno de murido. El anticuerpo
quimérico de ratdbn-humano resultante deberia haber reducido la inmunogenicidad y mejorado la farmacocinética en
humanos. Los ejemplos preferidos de anticuerpos monoclonales de alta afinidad y derivados quiméricos de los
mismos, utiles en los métodos de la presente invencion, se describen en la solicitud de patente europea EP 186.833;
la solicitud de patente PCT WO 92/16553 y la patente de los Estados Unidos No. 6.090.923.

Los compuestos existentes o los recientemente identificados como se describié anteriormente son Utiles en el
tratamiento de pacientes portadores de mutaciones primarias y/o secundarias del EGFR.

En una forma de realizacién preferida, el compuesto es un inhibidor de la actividad de tirosina quinasa de un EGFR
con un al menos una variacion en su dominio quinasa, particularmente inhibidores de moléculas pequenas que
tienen accion selectiva sobre los EGFR "mutados" en comparacién con otras tirosina quinasas. Los inhibidores del
EGFR incluyen, pero no se limitan a, inhibidores de tirosina quinasa tales como quinazolinas, tales como PID
153035, 4-(3-cloroanilino) quinazolina o CP - 358.774, piridopirimidinas, pirimidopirimidinas, pirrolopirimidinas, tales
como CGP 59326, CGP 60261 y CGP 62706 y pirazolopirimidinas, 4-(fenilamino)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidinas
(Traxler et al., (1996) J. Med. Chem. 39: 2285 - 2292), curcumina (diferuloil metano) (Laxmin arayana, et al., (1995),
Carcinogen 16: 1741 - 1745), 4,5-bis(4-fluoroanilino)ftalimida (Buchdunger et al. (1995) Clin. Cancer Res. 1: 813 -
821; Dinney et al. (1997) Clin. Cancer Res. 3: 161 - 168); tirfostinas que contienen fracciones de nitrotiofeno
(Brunton et al. (1996) Anti Cancer Drug Design 11: 265 - 295), el inhibidor de proteina quinasa ZD-1 839
(AstraZeneca), CP - 358.774 (Pfizer, Inc.); PD-01 83805 (Warner-Lambert), EKB-569 (Torrance et al., Nature
Medicine, Vol. 6, No. 9, septiembre de 2000, pagina 1024), HKI-272 y HKI-357 (Wyeth); o como se describe en la
solicitud internacional de patente WO 99/09016 (American Cyanamid); WO 98/43960 (American Cyanamid); WO
97/38983 (Warener Labert); WO 99/06378 (Warner Lambert); WO 99/06396 (Warner Lambert); WO 96/30347
(Pfizer, Inc.); WO 96/33978 (Zeneca); WO 96/33977 (Zeneca), y WO 96/33980 (Zeneca).

En otra forma de realizacién, se puede utilizar una estrategia antisentido para interferir con la actividad de quinasa
de un EGFR variante. Este enfoque puede, por ejemplo, utilizar acidos nucleicos antisentido o ribozimas que
bloguean la traduccién de un ARNm especifico, ya sea mediante el enmascaramiento de ese ARNm con un &cido
nucleico antisentido o escindiéndolo con una ribozima. Para una discusion general de la tecnologia antisentido,
véase, por ejemplo, Antisense DNA y RNA, (Cold Spring Harbor Laboratory, D. Melton, ed., 1988).

La inhibicion corta reversible de la transcripcion del gen EGFR de la variante, también puede ser util. Tal inhibicion
se puede lograr mediante el uso de los ARNpi. La tecnologia de ARN de interferencia (ARNi) evita la expresion de
genes mediante el uso de moléculas pequefias de ARN, tales como los ARN pequefios de interferencia (ARNpi).
Esta tecnologia a su vez toma ventaja del hecho de que el ARNi es un mecanismo biolégico natural para silenciar
genes en la mayoria de las células de muchos organismos vivos, de plantas a insectos a mamiferos (McManus et
al., Nature Reviews Genetics, 20023, (10) pagina 737). El ARNi evita que un gen produzca una proteina funcional al
garantizar que la molécula intermedia, la copia del ARN mensajero del gen se destruye. Los ARNpi pueden ser
utilizados en una forma simple e incorporarse en un vector, tal como se describe a continuacion. Se puede hacer uso
ademas de aptameros para inhibir especificamente la transcripcion del gen EGFR de la variante, véase, por ejemplo,
la patente de los Estados Unidos No. 6.699.843. Los aptameros Utiles en la presente invencion pueden ser
identificados usando el proceso SELEX. Los métodos de SELEX han sido descritos, por ejemplo, en las patentes de
los Estados Unidos Nos. 5.707.796, 5.763.177, 6.011.577, 5.580.737, 5.567.588, y 5.660.985.

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2741574 T3

Un "&cido nucleico antisentido" u "oligonucleétido antisentido” es una molécula de acido nucleico monocatenario,
que, por hibridaciéon en condiciones citoplasmaticas con bases complementarias en una molécula de ARN o ADN,
inhibe la funcién de esta ultima. Si el ARN es un transcrito de ARN mensajero, el acido nucleico antisentido es un
contratranscrito o un &cido nucleico complementario que interfiere con el ARNm. Tal como se utiliza en la actualidad,
"antisentido”" incluye ampliamente las interacciones ARN-ARN, las interacciones ARN-ADN, ribozimas, ARNi,
aptameros y a captura mediada por ARNasa-H.

Los ribozimas son moléculas de ARN que poseen la capacidad de escindir especificamente otras moléculas de ARN
monocatenarias de una manera algo anéloga a las endonucleasas de restriccion de ADN. Los ribozimas se
descubrieron a partir de la observacién de que ciertos ARNm tienen la capacidad para escindir sus propios intrones.
Mediante la modificacién de la secuencia de nucleétidos de estos ribozimas, los investigadores han sido capaces de
modificar por ingenieria genética moléculas que reconocen secuencias de nucleétidos especificos en una molécula
de ARN y escindirlas (Cech, 1989, Science 245 (4915) pagina 276). Debido a que son especificos de la secuencia,
s6lo los ARNm con secuencias particulares se inactivan.

Las moléculas de acido nucleico antisentido puede ser codificadas por un gen recombinante para la expresion en
una célula (por ejemplo, las patentes de los Estados Unidos Nos. 5.814.500; 5.811.234), o, alternativamente, se
pueden preparar sintéticamente (por ejemplo, la patente de los Estados Unidos No. 5.780.607).

La presente invencion proporciona ademas métodos de tratamiento de pacientes con cancer. En particular, los
pacientes con al menos una variacién de acido nucleico en el dominio quinasa del EGFR. El método de tratamiento
comprende la administracion de una composicién que contiene ARNpi a un paciente dentro de una ventana de
tiempo apropiada. Los ARNpi pueden ser sintetizados quimicamente, producidos usando transcripcion in vitro, etc.
Ademas, la molécula de ARNpi se puede personalizar para pacientes individuales en una forma tal que corresponda
en forma precisa a la mutacion identificada en su tumor. Ya que ARNpi puede discriminar entre secuencias de
nucleétidos que difieren por so6lo un Unico nucleétido, es posible disefiar ARNpi que dirijan Unicamente una forma
mutante del gen EGFR que esta asociada, ya sea con una Unica sustitucion de nucleétidos o una pequena supresion
de varios nucleétidos, ambos han sido identificados en tumores como se describe en este documento. Los ARNpi
han sido descritos en Brummelkamp et al., Science 296; 550 - 553, 2002, Jaque et al., Nature 418; 435 - 438, 2002,
Elbashir S. M. et al. (2001) Nature, 411: 494 - 498, McCaffrey et al. (2002), Nature, 418: 38 - 39; Xia H. et al. (2002),
Nat. Biotech. 20: 1006 - 1010, Novina et al. (2002), Nat. Med. 8: 681 - 686, y la solicitud de patente de los Estados
Unidos No. 20030198627.

Una ventaja importante de tal estrategia terapéutica en relacién con el uso de farmacos tales como gefitinib, que
inhiben tanto el receptor mutado como el receptor normal, es que ARNpi dirigido especificamente contra el EGFR
mutado no debe inhibir el EGFR de tipo silvestre. Esto es significativo porque en general se cree que los "efectos
secundarios" del tratamiento con gefitinib, que incluyen diarrea y dermatitis, son una consecuencia de la inhibicion
del EGFR en tejidos normales que requieren de su funcion.

El suministro de ARNpi a los tumores potencialmente se puede lograr a través de cualquiera de los diferentes
"vehiculos" de suministro de genes que estan actualmente disponibles. Estos incluyen vectores virales, tales como
adenovirus, lentivirus, virus del herpes simple, virus vacuna, y retrovirus, asi como sistemas de suministro de genes
mediada por productos quimicos (por ejemplo, liposomas), o sistemas de suministro mecanico de ADN (pistolas de
ADN). Los oligonucleétidos que van a ser expresados por tal inhibicion mediada por ARNpi de la expresion génica
estarian entre 18 y 28 nucleétidos de longitud.

En otra forma de realizacion, los compuestos son moléculas antisentido especificas para secuencias humanas que
codifican para un EGFR que tiene al menos una variacion en su dominio quinasa. El agente terapéutico administrado
pueden ser oligonucleétidos antisentido, particularmente oligonucleétidos sintéticos, que tienen modificaciones
quimicas de los acidos nucleicos nativos, o constructos de acido nucleico que expresan tales moléculas antisentido
como ARN. La secuencia antisentido es complementaria al ARNm de los genes EGFR objetivo, e inhibe la expresién
de los productos génicos objetivo (véase, por ejemplo Nyce et al. (1997) Nature 385: 720). Las moléculas antisentido
inhiben la expresion génica mediante la reduccion de la cantidad de ARNm disponible para la traduccion, a través de
la activacién de ARNasa H o impedimento estérico. Se puede administrar una o una combinacién de moléculas
antisentido, donde una combinacién puede comprender multiples secuencias diferentes de un solo gen objetivo, o
secuencias que complementan varios genes diferentes.

Un gen objetivo preferido es un EGFR con al menos una variacién de &cido nucleico en su dominio quinasa. La
secuencia del gen se incorpora en este documento, tal como, por ejemplo, en la Figura 5. En general, la secuencia
antisentido tendra la misma especie de origen que el huésped animal.

Las moléculas antisentido pueden ser producidas por expresion de la totalidad o de una parte de la secuencia del
gen objetivo en un vector apropiado, donde se introduce el vector y se expresa en las células objetivo. La iniciacion
de la transcripcion se orientara de tal manera que la cadena antisentido se produce como una molécula de ARN.

El ARN antisentido hibrida con el ARNm de cadena sentido enddgena, bloqueando de este modo la expresion del
gen objetivo. Se pueden emplear la region de iniciacion transcripcional nativa, o una regién de iniciacién
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transcripcional exégena. El promotor puede introducirse por métodos recombinantes in vitro, o0 como el resultado de
la integracion homologa de la secuencia en un cromosoma. Se conocen en el arte muchos promotores fuertes que
son activos en células musculares, incluyendo el promotor O-actina, promotores tardios y tempranos de SV40, un
promotor de citomegalovirus humano, LTR retrovirales, etc. Los vectores de transcripcién generalmente tienen sitios
de restriccién convenientes localizados cerca de la secuencia promotora para prever la insercion de secuencias de
acido nucleico. Los casetes de transcripcion se pueden preparar para que comprendan una region de iniciacion de la
transcripcion, el gen objetivo o un fragmento del mismo, y una regién de terminacion transcripcional. Los casetes de
transcripcion se pueden introducir en una variedad de vectores, por ejemplo un plasmido; un retrovirus, por ejemplo
lentivirus; adenovirus, y similares, donde los vectores son capaces de mantenerse en forma transitoria o estable en
las células, por lo general por un periodo de al menos aproximadamente un dia, mas usualmente durante un periodo
de al menos aproximadamente varios dias.

Los aptameros son también Utiles. Los aptameros son una nueva clase prometedora de oligonucleétidos o péptidos
terapéuticos y se seleccionan in vitro para enlazarse especificamente a un objetivo determinado con alta afinidad,
tales como por ejemplo receptores del ligando. Sus caracteristicas de enlazamiento son probablemente un reflejo de
la capacidad de los oligonucleétidos para formar estructuras tridimensionales que se mantienen unidas por el
apareamiento intramolecular de nucleobases. Los aptdmeros son secuencias sintéticas de ADN, ARN o de péptidos
que pueden ser normales y modificadas (por ejemplo, &cido péptido nucleico (PNA), ADN tiofosforilado, etc.) que
interactdan con una proteina, ligando objetivo (lipido, carbohidrato, metabolito, etc.) En una forma de realizacion
adicional, se pueden introducir o expresar en aptameros de ARN especificos para un EGFR variante en una célula
como agente terapéutico.

Los acidos péptido nucleicos (PNA) son compuestos que en algunos aspectos son similares a oligonucleétidos y sus
analogos y por lo tanto pueden imitar ADN y ARN. En PNA, la cadena principal de desoxirribosa de oligonucleotidos
ha sido reemplazada por una cadena principal pseudopeptidica (Nielsen et al. 1991 Science 254, 1457 - 1500).
Cada subunidad, o monémero, tiene una nucleobase de origen natural o de origen no natural unida a esta cadena
principal. Una de tales cadenas principales estd construida de unidades de repeticion de N-(2-aminoetil)glicina
enlazada a través de enlaces de amida. PNA se hibrida con acidos nucleicos complementarios a través del
apareamiento de bases de Watson y Crick y la formacion de la hélice. La cadena principal de pseudopéptido
proporciona propiedades de hibridacion superiores (Egholm et al. Nature (1993) 365, 566 - 568), resistencia a la
degradacién enzimatica (Demidov et al. Biochem. Pharmacol. (1994) 48, 1310 - 1313) y acceso a una variedad de
modificaciones quimicas (Nielsen y Haaima Chemical Society Reviews (1997) 73 - 78). Los PNA especificos para un
EGFR variante pueden ser introducidos o expresados en una célula como agente terapéutico. Los PNA han sido
descritos, por ejemplo, en la solicitud de patente de los Estados Unidos No. 20040063906.

Los pacientes a ser tratados con un compuesto que se dirige a una variante del EGFR incluyen, por ejemplo, los
pacientes diagnosticados con una mutacion primaria o secundaria en su EGFR, los pacientes que inicialmente
responden a la terapia con inhibidor de tirosina quinasa, pero que posteriormente no responden al mismo compuesto
o a uno similar. Alternativamente, los compuestos que se dirigen a las mutaciones del EGFR secundarios pueden
ser administrados a pacientes con cancer en combinacién con compuestos que se dirigen a las mutaciones
primarias del EGFR, por ejemplo, gefitinib, como una terapia de combinacion. Mediante la combinaciéon de
compuestos que se dirigen tanto a mutaciones primarias como secundarias del EGFR, se reducird la probabilidad de
resistencia.

Mutaciones adicionales del EGFR que confieren resistencia a terapéuticos contra el cancer actualmente conocidos,
incluyendo pero sin limitarse a inhibidores de tirosina quinasa del EGFR gefitinib, erlotinib y similares, estan dentro
del alcance de la invencion. Se predice que mutantes resistentes del EGFR tienen mutantes analogos a los
mutantes identificados en los dominios quinasa de proteinas que contienen un dominio relacionado de tirosina
quinasa que tienen alta homologia en esta regiéon quinasa. Los articulos que describen mutaciones en proteinas
analogas incluyen aquellos conocidos en la técnica para BCR-ABL. Véase, por ejemplo, Bradford et al. Blood. 2003
1 de julio; 102 (1): 276 - 83, Epub 2003, 06 de marzo; Hochhaus et al., Leukemia. 2002 Nov. 16 (11): 2190 - 6; y Al-
Ali et al., J. Hematol 2004; 5 (1): 55 - 60.

Un EGFR mutante resistente a los inhibidores conocidos de la tirosina quinasa del EGFR incluye uno o mas
polipéptidos del EGFR, o un nucleétido que los codifica, con un residuo de tipo no silvestre en una 0 méas posiciones
andlogas a los residuos c-abl (BCR- ABL) que confirman un fenotipo resistente al imatinib. Los residuos que cuando
mutan en EGFR confieren resistencia a los farmacos incluyen especialmente aquellos residuos del dominio quinasa,
incluyendo pero sin limitarse, por ejemplo, al bucle P y el bucle de activacion, en donde los residuos mutados en el
polipéptido del EGFR son anédlogos a los residuos c-able. Los mutantes contemplados resistentes del EGFR tienen
residuos de tipo no silvestre en las posiciones de aminoacidos que son analogos a al menos las posiciones Met 244,
Leu 248, Gly 250, GIn 252, Tyr 253, Glu 255, Asp 276, Thr 315, Phe 317, Met 351, Glu 355, Phe 359, Su 396, Ser
417,y Phe 486 de BCR-ABL, véase, por ejemplo, la Tabla S3C y la FIG. 9. Estos residuos BCL-ABL corresponden a
los residuos de Lys 714, Leu 718, Ser 720, Ala 722, Phe 723, Thr 725, Ala 750, Thr 790, Leu 792, Met 825, Glu 829,
Leu 833, His 870, Thr 892, Phe 961, respectivamente, en EGFR. Véase, por ejemplo, la Tabla S3C, FIG. 9.

Pruebas de prondstico
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Los métodos de la presente invencion se utilizan como un indicador de prondstico del desarrollo de cancer.
Alternativamente, los métodos se utilizan para detectar el cancer que esta presente, pero aun no ha sido
diagnosticado o esta en una etapa que es indetectable. Los pacientes en situacién de riesgo de desarrollar cancer
son seleccionados, utilizando los métodos de la presente invencion, por la presencia de actividad de la quinasa que
incrementa la variacion de acido nucleico en el gen erbB1. La presencia de una variacién o variaciones en el dominio
quinasa del gen erbB1 indica la presencia o la presencia inminente de cancer. Por lo tanto, la presencia de
variaciones en el dominio quinasa del gen erbB1 sugiere que un paciente se beneficiaria de un tratamiento dirigido al
EGFR. Como se describe en este documento, un tratamiento dirigido al EGFR es preferentemente un tratamiento
con un inhibidor de la tirosina quinasa.

En una forma de realizacion preferida de la presente invencién, se selecciona un paciente por la presencia o
ausencia de variaciones de acido nucleico en el dominio quinasa del gen erbB1 mediante la obtencién de una
muestra biol6égica. La muestra puede ser cualquier muestra del paciente, incluyendo el tejido, por ejemplo, de la
lengua, boca, mejilla, traquea, tubo bronquial, pulmones, etc. o fluido, por ejemplo, a partir de esputo o aspirado de
pulmén. Los métodos de obtencién de estos especimenes biolégicos son bien conocidos por aquellos capacitados
en la técnica.

Por lo tanto, la invencion proporciona un método para identificar una enfermedad o trastorno asociado con la
expresion o actividad del EGFR mutante aberrante en la cual se obtiene una muestra de ensayo de un individuo y se
detecta la proteina del EGFR mutante o el &cido nucleico (por ejemplo, ARNm, ADN gen6mico), en donde la
presencia de la proteina del EGFR mutante o el &cido nucleico es diagnéstica para un individuo que tiene o esta en
riesgo de desarrollar una enfermedad o trastorno asociado con la expresién o actividad del EGFR mutante
aberrante. Como se usa en este documento, una "muestra de ensayo" se refiere a una muestra bioldégica obtenida
de un individuo de interés. Por ejemplo, una muestra de ensayo puede ser un fluido biolégico (por ejemplo, suero),
muestra celular, o tejido, especialmente una muestra de biopsia de tejido.

Por otra parte, los ensayos de prondstico descritos en este documento pueden ser utilizados para determinar si se le
puede administrar a un individuo un agente (por ejemplo, un agonista, antagonista, peptidomimético, proteina,
péptido, acido nucleico, molécula pequena, u otro fa&rmaco candidato) para tratar una enfermedad o trastorno
asociado con la expresion o actividad del EGFR mutante aberrante. Por ejemplo, se pueden utilizar tales métodos
para determinar si un individuo puede ser tratado efectivamente con un agente para un trastorno. Por lo tanto, la
invencion proporciona métodos para determinar si un individuo puede ser tratado efectivamente con un agente para
un trastorno asociado con la expresion o actividad del EGFR mutante aberrante en donde se obtiene una muestra de
ensayo y se detecta la proteina o el acido nucleico del EGFR mutante (por ejemplo, en donde la presencia de la
proteina o el acido nucleico del EGFR mutante es diagndstica para un individuo al que se le puede administrar el
agente para tratar un trastorno asociado con la expresién o actividad del EGFR mutante).

Ejemplos
Ejemplo 1
Analisis de la secuencia de nucleétidos de especimenes tumorales

Los especimenes tumorales de procedimientos quirtirgicos o de diagnostico inicial se obtuvieron de pacientes con
NSCLC que fueron posteriormente tratados con Gefitinib, en virtud de un protocolo aprobado por el IRB.
Especimenes tumorales congelados, junto con el tejido normal correspondiente, estaban disponibles para cuatro
casos, y se utilizé material embebido en parafina para los especimenes restantes. Ademas, se obtuvieron 25 casos
no seleccionados de NSCLC primario (15 broncoalveolares, 7 de adenocarcinoma, y 3 de canceres de pulmon de
células grandes), con los tejidos normales correspondientes, del banco de tumores del Hospital General de
Massachusetts. Para el andlisis mutacional de toda la secuencia de codificacion del EGFR, se extrajo ADN de los
especimenes, seguido por la amplificacion de todos los 28 exones, secuenciacién automatizada de los fragmentos
de PCR no clonados, y el andlisis de electroferogramas, tanto en direccion sentido como antisentido para la
presencia de mutaciones heterocigotas. Se confirmaron todas las variantes de la secuencia por medio de
amplificaciones independientes multiples de la PCR. Las secuencias del cebador y las condiciones de amplificacion
se suministran en la seccion Material complementario. Se buscaron también mutaciones del EGFR en los exones 19
y 21 en tumores primarios de mama (15 casos), de colon (20 casos), de rifdn (16 casos), y de cerebro (4 casos),
junto con un panel de 78 lineas celulares de cancer que representan diversas histologias (enumeradas a
continuacion).

Analisis funcional de constructos del EGFR mutante

Se introdujeron las mutaciones L858R y delL747-P753insS en la secuencia de codificacion de longitud completa del
EGFR usando mutagénesis dirigida al sitio y se insertaron en un constructo de expresién conducido por
citomegalovirus (pUSE, Upstate). Se transfectaron células Cos-7 (Lipofectamine 2000, Invitrogen), utilizando 1 ug de
los constructos de expresion, seguido después de 18 horas por una resiembra a razén de 5 x10* células/pozo
(placas de 12 pozos, Costar) en DMEM que carecen de suero de ternera fetal. Después de 16 horas de privacion de
suero, se estimularon las células con 10 ng/ml de EGF (SIGMA). Para demostrar la inhibicién de Gefitinib, se afadio
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el farmaco al medio de cultivo 3 horas antes de la adicién del EGF (30 min de estimulacion con 100 ng/ml del EGF).
Se prepararon los lisados celulares en 100 pL de amortiguador de lisis de Laemmli, seguido por la resolucion de
proteinas en SDS-PAGE al 10%, transferencia a membranas de PVDF, y andlisis de transferencia tipo Western
usando reactivo de quimioluminiscencia mejorado (Amersham). Se midi6 la autofosforilacién del EGFR utilizando
anticuerpo para fosfotirosina Y-1068, y se mostré la expresién comparable de proteina utilizando anticuerpo anti-
EGFR (concentracién de trabajo de 1:100; Cell Signaling Technology).

Analisis mutacional

Se utilizé la reaccion en cadena de la polimerasa para amplificar los 28 exones que contenian el gen EGFR
utilizando ADN aislado de tejido tumoral primario o lineas de células derivadas de tumores. Los pares de cebadores
utilizados fueron: Exén 1, CAGATTTGGCTCGACCTGGACATAG (sentido) (SEQ ID NO: 513) vy
CAGCTGATCTCAAGGAAACAGG (antisentido) (SEQ ID NO: 514); Exén 2, GTATTATCAGTCAC TAAAGCTCAC
(sentido) (SEQ ID NO: 515) y CACACTTCAAGTGGAATTCTGC (SEQ ID NO: 516); Exon 3, CTCGTG
TGCATTAGGGTTCAACTGG (sentido) (SEQ ID NO: 517) y CCTTCTCCGAGGTGGAATTGAGTGAC (antisentido)
(SEQ ID NO: 518); Ex6n 4, GCTAATTGCGGGACTCTTGTTCGCAC (sentido) (SEQ ID NO: 519) y TACATGC
TTTTCTAGTGGTCAG (antisentido) (SEQ ID NO: 520); Exon 5, GGTCTCAAGTGATTCTACAAACCAG (sentido)
(SEQ ID NO: 521) y CCTTCACCTACTGGTTCACATCTG (antisentido) (SEQ ID NO: 522); Ex6n 6, CATGGT
TTGACTTAGTTTGAATGTGG (sentido) (SEQ ID NO: 523) y GGATACTAAAGATACTTTGTCAC CAGG (antisentido)
(SEQ ID NO: 524); Ex6n 7, GAACACTAGGCTGCAAAGACAGTAAC (sentido) (SEQ ID NO: 525) vy
CCAAGCAAGGCAAACACATCCACC (antisentido) (SEQ ID NO: 526); Exén 8, GGAGGATGGAGCC TTTCCATCAC
(sentido) (SEQ ID NO: 527) y GAAGAGGAAGATGTGTTCCTTTGG (antisentido) (SEQ ID NO: 528); Exones 9 y 10,
GAATGAAGGATGATGTGGCAGTGG (sentido) (SEQ ID NO: 529) y CAAAACATCAGCC ATTAACGG (antisentido)
(SEQ ID NO: 530); Exon 11, CCACTTACTGTTCATATAATACAGAG (sentido) (SEQ ID NO: 531) vy
CATGTGAGATAGCATTTGGGAATGC (antisentido) (SEQ ID NO: 532); Exén 12, CATGACCT
ACCATCATTGGAAAGCAG (sentido) (SEQ ID NO: 533) y GTAATTTCACAGTTAGGAATC (sentido) (SEQ ID NO:
534); Exén 13, GTCACCCAAGGTCATGGAGCACAGG (sentido) (ID SEC NO: 535) y CAGAATGC
CTGTAAAGCTATAAC (antisentido) (SEQ ID NO: 536); Exén 14, GTCCTGGAGTCCCAACTCCTTGAC (sentido)
(SEQ ID NO: 537) y GGAAGTGGCTCTGA TGGCCGTCCTG (antisentido) (SEQ ID NO: 538); Exén: 15, CCAC
TCACACACACTAAATATTTTAAG (sentido) (SEQ ID NO: 539) y GACCAAAACACCTTAAGTAA CTGACTC
(antisentido) (SEQ ID NO: 540); Ex6n 16, CCAA TCCAACATCCAGACACATAG (sentido) (SEQ ID NO: 541) y
CCAGAGCCATAGAAACTTGATCAG (antisentido) (SEQ ID NO: 542); Exén 17, GTATGGACTATGGC
ACTTCAATTGCATGG (sentido) (SEQ ID NO: 543) y CCAGAGAACATGGCAACCAGCACAGGAC (antisentido)
(SEQ ID NO: 544); Ex6n 18, CAAATGAGCTGGCAAGTGCCGTGTC (sentido) (SEQ ID NO: 545) y GAGTTT
CCCAAACACTCAGTGAAAC (antisentido) (SEQ ID NO: 546) o CAAGTGCCGTGTCCTGGCACCCAAGC (sentido)
(SEQ ID NO: 675) y CCAAACACTCAGTGAAACAAAGAG (antisentido) (SEQ ID NO: 676); Exén 19,
GCAATATCAGCC TTAGG TGCGGCTC (sentido) (SEQ ID NO: 547) y CATAGAAAGTGAACATTTAGGATGTG
(antisentido) (SEQ ID NO: 548); Exon 20, CCATGAGTACGTATTTTGAAACTC (sentido) (SEQ ID NO: 549) y
CATATCC CCATGGC AAACTCTTGC (antisentido) (SEQ ID NO: 550); Exo6n 21,
CTAACGTTCGCCAGCCATAAGTCC (sentido) (SEQ ID NO: 551) y GCTGCGAGCTCACCCAGAATGTCTGG
(antisentido) (SEQ ID NO: 552); Exén 22, GACGGG TCCTGGGGTGATCTGGCTC (sentido) (SEQ ID NO: 553) y
CTCAGTACAATAGATAGACAGCAATG (antisentido) (SEQ ID NO: 684); Exon 23,
CAGGACTACAGAAATGTAGGTTTC (sentido) (SEQ ID NO: 555) y GTGCCTG CCTTAAGTAATGTGATGAC
(antisentido) (SEQ ID NO: 556); Ex6n 24, GACTGG AAGTGTCGCA TCACCAATG (sentido) (SEQ ID NO: 557) y
GGTTTAATAATGCGATCTGGGACAC (antisentido) (SEQ ID NO: 558); Exon 25,
GCAGCTATAATTTAGAGAACCAAGG (sentido) (ID SEC N % 559) y GGTT AAAATTGACTTC ATTTCCATG
(antisentido) (SEQ ID NO: 560); Exon 26, CCTAGTTGCTCTAAA ACTAACG (sentido) (SEQ ID NO: 561) y
CTGTGAGGCGTGACAGCCGTGCAG (antisentido) (SEQ ID NO: 562); Exon 27, CAACCTACTAATCAG
AACCAGCATC (sentido) (SEQ ID NO: 563) y CCTTCACTGTGTCTGC AAATCTGC (antisentido) (SEQ ID NO: 564);
Exén 28, CCTGTCATAAGTCTCCTTGTTGAG (sentido) (SEQ ID NO: 565) y CAGTCTGTGGGTCTAAG AGCTAATG
(antisentido) (SEQ ID NO : 566). Las temperaturas de hibridacion fueron 58 °C (exones 1, 3, 4, 7 - 10, 12 - 25, 27, y
28), 56 °C (exones 2, 5, 6, y 26), 0 52 °C (exén 11).

La amplificacién por PCR anidada del ADN extraido de tejido tumoral de archivo se llevo a cabo de la siguiente
manera. Se generd un PCR inicial para los exones 2, 5, 6, 7, 11, 12, 14, 16, 18, 19, 20, 21, 23, 24, 25, 26, y 27,
utilizando los cebadores y condiciones descritas anteriormente. Posteriormente, se amplificaron 2 ul de esta reaccion
en una PCR secundaria utilizando los siguientes pares de cebadores internos: Exon 2,
CAGGAATGGGTGAGTCTCTGTGTG (sentido) (SEQ ID NO: 567) y GTGGAATTCTGCCCAGGCCTTTC
(antisentido) (SEQ ID NO: 568); Exon 5, GATTCTACAAACCA GCCAGCCAAAC (sentido) (SEQ ID NO: 569) y
CCTACTGGTTCACATCTGACCCTG (antisentido) (SEQ ID NO: 570 ); Exén 6, GTTTGAATGTGGTTTCGTTGGAAG
(sentido) (SEQ ID NO: 571) y CTTTGTCACCAGG CAGAGG GCAATATC (antisentido) (SEQ ID NO: 572); Exén 7,
GACAGTAACTTGGGCTTTCTGAC (sentido) (SEQ ID NO: 573) y CATCCACCCAAAGACTCTCCAAG (antisentido)
(SEQ ID NO: 574); Ex6n 11, CTGTTCATA TAATAC AGAGTCCCTG (sentido) (SEQ ID NO: 575) y
GAGAGATGCAGGAGCTCTGTGC (antisentido) (SEQ ID NO: 576); Exén 12, GCAGTTTGTAGTCAATCAAAGGTGG
(sentido) (SEQ ID NO: 577) y GTAATTTAAATGGGAAT AGCCC (antisentido) (SEQ ID NO: 578); Exon 14,
CAACTCCTTGACCATTACCTCAAG (sentido) (SEQ ID NO: 579) y GATGGCCGTCCTGCCCACACAGG
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(antisentido) (SEQ ID NO: 580); Ex6n 16, GAGTAGTTTAGCA TATATTGC (sentido) (SEQ ID NO: 581) y
GACAGTCAGAAATGCAGGAAAGC (antisentido) (SEQ ID NO: 582); Ex6n 18,
CAAGTGCCGTGTCCTGGCACCCAAGC (sentido) (SEQ ID NO: 583) y CCAAACACTCA GTGAAACAAAGAG
(antisentido) (SEQ ID NO: 584) o GCACCCAAGCCCATGCCGTGGCTGC (sentido) (SEQ ID NO: 677) y
GAAACAAAGAGTAAAGTAGATGATGG (antisentido) (SEQ ID NO: 678); Exén 19, CCTTAGGTGCGGCTCCACAGC
(sentido) (SEQ ID NO: 585) y CATTTAGGATGTGGAGATGAGC (antisentido) (SEQ ID NO: 586); Ex6n 20,
GAAACTCAAG ATCGCATTCATGC (sentido) (SEQ ID NO: 587) y GCAAACTCTTGCTATCCCAGGAG (antisentido)
(SEQ ID NO: 588); Ex6n 21, CAGCCATAAGTCCTCGACGTGG (sentido) (SEQ ID NO: 589) y CATCCTCCCCT
GCATGTGTTAAAC (antisentido) (SEQ ID NO: 590); Exén 23, GTAGGTTTCTAAACATCAAGAAAC (sentido) (SEQ
ID NO: 591) y GTGATGACATTTCTCCAGGGATGC (antisentido) (SEQ ID NO: 592); Ex6n 24, CATCACCA
ATGCCTTCTTTAAGC (sentido) (SEQ ID NO: 593) y GCTGGAGGGTTTAATAATGCGATC (antisentido) (SEQ ID
NO: 594); Exén 25, GCAAACACACAGGCACCTGCTGGC (sentido) (SEQ ID NO: 595) y CATTTC
CATGTGAGTTTCACTAGATGG (antisentido) (SEQ ID NO: 596); Exén 26, CACCTTCACAATATACCCTCCATG
(sentido) (SEQ ID NO: 679) y GACAGCCGTGCAGGGAAAAACC (antisentido) (SEQ ID NO: 680); Exén 27,
GAACCAGCATCTCAAGGAGATCTC (sentido) (SEQ ID NO: 681) y GAGCACCTGGCTTGGACACTGGAG
(antisentido) (SEQ ID NO: 682).

Las amplificaciones por PCR anidada para el resto de los exones consistié de PCR primaria utilizando los siguientes
cebadores. Ex6n 1, GACCGGACGACAGGCCACCTCGTC (sentido) (SEQ ID NO: 597)
GAAGAACGAAACGTCCCGTTCCTCC  (antisentido) (SEQ ID NO: 598); Exén 3, GTTGAGCACT
CGTGTGCATTAGG (sentido) (SEQ ID NO: 599) y CTCAGTGCACGTGTACTGGGTA (antisentido) (SEQ ID NO:
600); Exon 4, GTTCACTGGGCTAATTGCGGGACTCTTGTTCGCAC (sentido) (SEQ ID NO: 601) y GGTA
AATACATGCTTTTCTAGTGGTCAG (antisentido) (SEQ ID NO: 602); Exén 8, GGAGGATGGA GCCTTTCCATCAC
(sentido) (SEQ ID NO: 603) y GAAGAGGAAGATGTGTTCCTTTGG (antisentido) (SEQ ID NO: 604); Exon 9,
GAATGAAGGATGATGTGGCAGTGG (sentido) (SEQ ID NO: 605) y GTATGTGTGAAGGAG TCACTGAAAC
(antisentido) (SEQ ID NO: 606); Ex6n 10, GGTGAGTCACAGGTTCAGTTGC (sentido) (SEQ ID NO: 607) y
CAAAACATCAGCCATTAACGG (antisentido) (SEQ ID NO: 608); Exon 13, GTAGCCAGCATGTC TGTGTCAC
(sentido) (SEQ ID NO: 609) y CAGAATGCCTGTAAAGCTATAAC (antisentido) (SEQ ID NO: 610); Exén 15,
CATTTGGCTTTCCCCACTCACAC (sentido) (SEQ ID NO: 611) y GACCAAAACACCTTAA GTAACTGACTC
(antisentido) (SEQ ID NO: 612); Ex6n 17, GAAGCTACATAGTGTCTCACTTTCC (sentido) (SEQ ID NO: 613) y
CACAACTGCTAATGGCCCGTTCTCG (antisentido) (SEQ ID NO: 614); Exon 22,
GAGCAGCCCTGAACTCCGTCAGACTG (sentido) (SEQ ID NO: 683) y CTCAGTACAATAGATAGACAGCAATG
(antisentido) (SEQ ID NO: 684); Exén 28a GCTCC TGCTCCCTGTCATAAGTC (sentido) (SEQ ID NO: 615) y
GAAGTCCTGCTGGTAGTCAGGGTTG (antisentido) (SEQ ID NO: 616); Exén 28b,
CTGCAGTGGGCAACCCCGAGTATC (sentido) (SEQ ID NO: 617) y CAGTC TGTGGGTCTAAGAGCTAATG
(antisentido) (SEQ ID NO: 618). La amplificacion secundaria por PCR se realiz6 utilizando pares de cebadores: Exén
1, GACAGGCCACCTCGTCGGCGTC (sentido) (SEQ ID NO: 619) y CAGCTGATCTCAAGGAAACAGG (antisentido)
(SEQ ID NO: 620); Exén 3, CTCGTG TGCATTA GGGTTCAACTGG (sentido) (SEQ ID NO : 621) y
CCTTCTCCGAGGTGGAATTGAGTGAC (antisentido) (SEQ ID NO: 622); Exon 4,
GCTAATTGCGGGACTCTTGTTCGCAC (sentido) (SEQ ID NO: 623) y TACATGCTTT TCTAGTGGTCAG
(antisentido) (SEQ ID NO: 624); Exén 8, CCTTTCCATCACCCCTCAAGAGG (sentido) (SEQ ID NO: 625) y
'GATGTGTTCCTTTGGAGGTGGCATG  (antisentido) (SEQ ID NO: 626); Exon 9, GATGTGG
CAGTGGCGGTTCCGGTG (sentido) (SEQ ID NO: 627) y GGAGTCACTGAAACAAACAACAGG (antisentido) (SEQ
ID NO: 628); Ex6n 10, GGTTCAGTTGCTTGTATAAAG (sentido) (SEQ ID NO: 629) y CCATTAACGGT
AAAATTTCAGAAG (antisentido) (SEQ ID NO: 630); Exén 13, CCAAGGTCATGGAGCACAGG (sentido) (SEQ ID
NO: 631) y CTGTAAAGCTATAACAACAACCTGG (antisentido) (SEQ ID NO: 632); Ex6n 15, CCACTCACA
CACACTAAATATTTTAAG (sentido) (SEQ ID NO: 633 ) y GTAACTGACTCAAATACAAACCAC (antisentido) (SEQ ID
NO: 634); Exon 17, GAAGCTACATAGTGTCTCACTTTCC (sentido) (SEQ ID NO: 635) y CACAA
CTGCTAATGGCCCGTTCTCG (antisentido) (SEQ ID NO: 636); Exon 22, GACGGGTCCTGGGGTGATCTGGCTC
(sentido) ( SEQ ID NO: 685) y CTCAGTACAATAGATAGACAGCAATG (antisentido) (SEQ ID NO: 686); Exén 28a,
CCTGTCATAAG TCTCCTTGTTGAG (sentido) (SEQ ID NO: 637) y GGTAGTCAGGGTTGTCCAGG (antisentido)
(SEQ ID NO: 638); Ex6n 28b, CGAGTATCTCAACACTGTCCAGC (sentido) (SEQ ID NO: 639) vy
CTAAGAGCTAATGCGGGC ATGGCTG (antisentido) (SEQ ID NO: 640). La temperatura de hibridacién para las
amplificaciones del ex6n 1 fue de 54° C. Las temperaturas de hibridacion tanto para las amplificaciones primaria
como secundaria fueron de 58 °C (exones 3, 4,7 - 10, 12 - 17, 19 - 25, 27, y 28), 56 °C (exones 2, 5, 6, y 26), 0 52
°C (exones 11y 18).

Los amplicones de la PCR se purificaron usando exonucleasa | (United States Biochemical, Cleveland, OH), y
fosfatasa alcalina de camarén (United States Biochemical, Cleveland, OH) antes de la secuenciacién. EI ADN
purificado se diluyé y se realiz6 el ciclo de secuenciacion utilizando el kit v1.1 BigDye Terminator de ABI (ABI, Foster
City, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las reacciones de secuenciacion se sometieron a
electroforesis en un analizador genético ABI 3100. Se analizaron los electroferogramas tanto en direccién sentido
como antisentido por la presencia de mutaciones, utilizando el software Sequence Navigator en combinacién con
Factura para marcar las posiciones de los heterocigotos. Todas las variantes de la secuencia se confirmaron en
multiples amplificaciones independientes de PCR y reacciones de secuenciacién.

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2741574 T3

Lineas celulares derivadas de cancer:

Se analizé un panel de 14 lineas celulares derivadas de cancer de pulmén se analiz6 por mutaciones del EGFR.
Estos se derivaron de tumores de NSCLC (N = 5), cancer de pulmén de células pequenas (N = 6), carcinoma
adenoescamoso (N = 1), carcinoide bronquial (N = 1), y de histologia desconocida (N = 1). Las lineas celulares
especificas fueron: NCI-H460, NCI-522, HOP-92, NCIH841, NCIH734, NCIH2228, NCIH596, NCIH727, NCIH446,
NCIH1781, NCIH209, NCIH510, NCIH82, NCIH865. Ademdas, se seleccionaron 64 lineas celulares derivadas de
cancer para las mutaciones en los exones 19 y 21. Estas representaron las siguientes histologias: cancer de mama
(BT549, BT483, UACC893, HS467T, HS578T, MCF7, MCF7-ADR, MDA-MB-15, MDA-MB-175, MDA-MB-231, MDA-
MB-415, MDA-MB-436, MDA-MB-453, MDA-MB-468, T47D), cancer de ovario (ES-2, IGROV-1, MDAH2774,
OV1063, OVCAR3, OVCAR4, OVCAR5, SKOV3, SW626), canceres del SNC (SF-295, SNB-19, U-251, CCF-
STTG1, SW-1088, SW-1783, T98G, M059K, A172, SK-N-DZ, SK-N-MC), leucemia (CCRF-CEM, K562, MOLT-4,
RPMI8226, SR), cancer de préstata (DU-145, PC-3), cancer de colon (COLO-205, HCT-116, HCT-15, HT-29, SW-
620), cancer renal (786-O, ACHN, CAKI-1, SN-12C, UO-31), melanoma (LOX-IMVI, M14, SKMEL2, UACC-62),
osteosarcoma (SAOS-2), y canceres de cabeza y cuello (O11, O13, 019, 028, 022, 029, 012). Las lineas de
células de cancer de cabeza y cuello fueron proporcionadas por el Dr. James Rocco, Massachusetts General
Hospital/Massachusetts Eye and Ear Infirmary. El resto de las lineas celulares estan disponibles a través de la
American Type Culture Collection (Manassas, VA).

El ADN gendmico se aislé a partir de especimenes tumorales congelados en forma instantanea. Se molieron primero
especimenes de tumor hasta un polvo fino usando un mortero y mano de mortero previamente enfriados y
esterilizados. Se transfiri6 inmediatamente el tejido tumoral a una solucién de extraccién de ADN que consiste de
cloruro de sodio 100 mM, Tris 10 mM pH 7,5, EDTA (acido etilendiamina tetra acético disédico) 25 mM pH 8,0, y
dodecil sulfato de sodio al 0,5% (p/v), y 100 pug/ml de proteinasa K recientemente preparada y se incub6 durante la
noche a 372 C o durante 3 horas a 50° C. Se extrajo luego el ADN, utilizando los métodos estandar de fenol-
cloroformo, se precipitd con etanol, se lavé con etanol al 70%, se sec6 al aire y se resuspendié en amortiguador TE.
Se determind la concentracion de ADN espectrofotométricamente. Se amplificaron los Exones 19 y 21 del EGFR
humano mediante la reaccién en cadena de la polimerasa usando los siguientes pares de cebadores: cebador
sentido del Exon19, 5-GCAATATCAGCCTTAGGTGCGGCTC-3' (SEQ ID NO: 505); cebador antisentido del Exén
19, 5-CATAGAA AGTGAACATTTAGGATGTG-3' (SEQ ID NO: 506); cebador sentido del Exén 21, 5'-
CTAACGTTCG CCAGCCATAAGTCC-3' (SEQ ID NO: 507); cebador antisentdo del Exén 21, 5-
GCTGCGAGCTCACCCAG AATGTCTGG-3' (SEQ ID NO: 508). Para cada muestra, se amplificaron 20 ng de ADN
gendmico en una reaccion PCR que consiste de 1X amortiguador Expand Long Template 1 (Roche, Mannheim
Alemania), dATP grado secuenciacion 50 M (Amersham Biosciences, Cleveland, OH), dCTP grado secuenciacion 50
UM (Amersham Biosciences, Cleveland OH), dGTP grado secuenciacién 50 pM (Amersham Biosciences, Cleveland
OH), dTTP grado secuenciacién 50 uM (Amersham Biosciences, Cleveland OH), cebador sentido 0,2 uM, cebador
antisentido 0,2 pM, 1,25 unidades de mezcla de la enzima Expand Long Template (Taq ADN polimerasa/Tgo ADN
polimerasa) (Roche, Mannheim, Alemania) que ha sido previamente incubada durante 5 minutos en hielo con 1/6 de
volumen de Anticuerpo TaqgStart (1,1 pg/ul) (Clontech, Palo Alto, CA) y agua hasta un volumen final de 25 pl. Cada
serie de amplificaciones también incluye un control negativo para el que se omite el molde de ADN. Las condiciones
de los ciclos de la PCR para ambos exones fueron 95° C durante 2 min seguido de 40 ciclos de 95° C durante 30 s,
582 C durante 30 s y 72° C durante 45 s, y una extension final de 72° C durante 10 min seguido de mantenimiento a
4° C en un Termociclador PTC-200 o PTC-225 de MJ-Research (MJ-Research, Waltham, MA).

Los productos de la PCR se resolvieron por electroforesis a través de un gel de agarosa al 0,8% para asegurar la
amplificacion del material del paciente y que no hubiera amplificacion en el control negativo. Se purificaron los
productos de la PCR antes de la secuenciacion mediante la mezcla de 10 pl de cada amplicén de la PCR con 0,5 pl
de exonucleasa | (10 U/ul) (United States Biochemical, Cleveland, OH), y 1 ul de fosfatasa alcalina de camarén (1
U/ul) (United States Biochemical, Cleveland, OH) e incubando a 37° C durante 20 minutos, seguido de inactivacion a
802 C durante 15 minutos en un termociclador (MJ-Research, Waltham, MA). Se diluyé ADN purificado en agua, de
acuerdo con la intensidad del amplicon, y se llevé a cabo el ciclo de secuenciacion utilizando el kit v1.1 BigDye
Terminator de ABI (Applied Biosystems, Foster City, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El ciclo de
secuenciacion se realiz6 en un termociclador de MJ-Research usando las siguientes condiciones para el ciclo: los
cebadores  utilizados para la  secuenciaciébn  fueron: cebador sentido  del Exén 19, 5-
GCAATATCAGCCTTAGGTGCGGCTC-3' (SEQ ID NO: 505); cebador antisentido del Exéon 19, 5-CATAG
AAAGTGAACATTTAGGATGTG-3' (SEQ ID NO: 506); cebador sentido del Exén 21, 5-CTAACGTTCGCCAG
CCATAAGTCC-3' (SEQ ID NO: 507) o 5-CGTGGAGAGGCTCAGAGCCTGGCATG-3' (SEQ ID NO: 687); cebador
antisentido del Exén 21, 5-GCTGCGAGCTCACCCAGAATGTCTGG-3' (SEQ ID NO: 508). Las reacciones de
secuenciacion se sometieron a electroforesis en un analizador genético ABI 3100 (Applied Biosystems, Foster City,
CA). Se utilizaron los programas de software Factura y Sequence Navigator (Applied Biosystems, Foster City, CA)
para marcar las posiciones posibles de los heterocigotos y los muestra para su evaluacion. Las posiciones de los
nucleétidos en las cuales la altura del pico secundario fue mayor que, o igual a, 30% de la altura del pico principal se
marcaron como heterocigotos y se confirmaron mediante andlisis tanto de lecturas sentido como antisentido. Las
muestras con una secuencia indicativa de la presencia de una mutaciéon fueron amplificadas nuevamente vy
secuenciadas para la confirmacién.

Posicién de los cebadores utilizados en el andlisis de secuencia con relacion a los Exones 19 y 21

35



10

15

20

25

30

ES 2741574 T3

Los cebadores intronicos se muestran en mindsculas y subrayados.
La secuencia intrénica se muestra en minusculas.
La secuencia exdnica se muestra en mayusculas.

Exén 19 del EGFR (5'- 3 ") (SEQ ID NO: 641)

gcaatatcagccttaggtgcggctocacageeoccagtgtcectcacctteggggtgecatege

tggtaacatcgacccagatcactgggcagcatgtggcaccatctcacaattgccégttaacg
tcttecttcectetetectgtcatagGGACTCTGGATCCCAGAAGGTGAGAAAGTTAARAATTCCC
GTCGCTAT CAAGGAATTAAGAGAAGCAACATCTCCGAAAGCCAACAAGGAAATCCTCGATL
gagtttctgctttgctgtgtgggggtccatggctctgaacctcaggcccaccttttctcatg
tctggcagctgetetgetctagaccectgeteocatctogacatectaaatgttcactttctatyg

Exén 21 del EGFR (5' - 3") (SEQ ID NO: 642) o (SEQ ID NO: 687)

ctaacgttcgccagoccataagtcctecgacgtggagaggctcagagectggc aacatgac
cctgaattcggatgcagagcttecttececatgatgatectgteectcacagcagggtcttetet

gtttcagGGCATGAA CTACTTGGAGGACCGTCGCTTGGTGCACCGCGACCTGGCAGCCAGGA
ACGTACTGGTGAARACACCGCAGCATGTCAAGATCACAGATTTTGGGCTGGCCAAACTGCTG
GGTGCGGARGAGAAAGAATACCATGCAGAAGGAGGCAAAgtaaggaggtggetttaggtecag
ccagcattttecctga caccagggaccaggectgectteccactagetgtattgtttaacacat

gcaggggaggatgct cteccagacattetgggtgagctegeage

Resultados
Caracteristicas clinicas de las respuestas al gefitinib

Los pacientes con NSCLC avanzado reacio a la quimioterapia han sido tratados con gefitinib como Unico agente
desde el afio 2000 en el Hospital General de Massachusetts. Un total de 275 pacientes fueron tratados, tanto antes
de su aprobacién en mayo de 2003 por la FDA, como parte de un programa de acceso mas amplio de uso
compasivo, y después de esa fecha a través del uso del producto obtenido en el comercio. Durante este periodo, se
identificd por parte de los médicos que 25 pacientes tenian respuestas clinicas significativas. Una respuesta clinica
significativa se define ya sea como una respuesta parcial segun criterios RECIST para los pacientes con enfermedad
medible, o para los pacientes cuya carga tumoral no podia ser cuantificada usando estos criterios, dos médicos
evaluaron una respuesta que pudiera ser medida. La Tabla 1 muestra las caracteristicas clinicas de 9 casos para los
cuales las muestras de tumor obtenidas en el momento del diagnédstico inicial estaban disponibles. Para los otros
que responden al gefitinib, el tejido no estaba disponible, mas cominmente, porque las muestras de diagndstico se
limitaron a una citologia de los aspirados con aguja. Como grupo, los 9 pacientes experimentaron beneficio
sustancial con el gefitinib. La supervivencia media desde el inicio del tratamiento con el farmaco es de méas de 18
meses, y la duracion media de la terapia es mayor a 16 meses. De acuerdo con informes previos, aquellos que
responden al gefitinib tienen una alta prevalencia de sexo femenino, ausencia de antecedentes de tabaquismo, y
tumores con histologia broncoalveolar (11, 12). El caso 6 es representativo de la cohorte sensible al Gefitinib. Este
paciente es un hombre de 32 afios de edad, sin antecedentes de tabaquismo, que presentaba multiples lesiones
cerebrales y la enfermedad en el pulmoén derecho se diagnostic6 como carcinoma broncoalveolar. El paciente fue
tratado con radioterapia total del cerebro, seguido por una serie de regimenes de quimioterapia a la que no
respondié su tumor (carboplatino y gemcitabina; docetaxel; vinorelbina). Con un estado funcional tendiente a
empeorar y un agobio progresivo del tumor del pulmén, el paciente empezd la terapia con 250 mg por dia de
gefitinib. Su falta de aliento mejor6 rapidamente y un escaner TC del pulmdn 6 semanas después del inicio del
tratamiento reveld la mejoria dramatica que se muestra en la Figura 1.

Mutaciones del EGFR en aquellos que responden al gefitinib
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Se formul6 la hipétesis de que los casos de NSCLC con respuestas sorprendentes al gefitinib podrian albergar
mutaciones somaticas en el EGFR, lo que indica el papel esencial desempefiado por esta ruta de sefalizacion del
factor de crecimiento en estos tumores. Para buscar tales mutaciones, primero se analizaron los reordenamientos
dentro del dominio extracelular del EGFR que son caracteristicos de los gliomas (15): no se detecté ninguno. Por lo
tanto, se secuencid toda la region de codificacion del gen usando amplificacién por PCR de los exones individuales.
No se observaron mutaciones heterocigéticas en 8 de los 9 casos, todos los cuales fueron agrupados dentro del
dominio quinasa del EGFR (Tabla 2 y Figura 2). Cuatro tumores tenian supresiones en el marco por la remocion de
los aminoéacidos 746 - 750 (delE756-A750; caso 1), 747 a 750 (delL747-T751insS; caso 2), y 747 a 752 (delL747-
P753insS; casos 3 y 4). Las dos ultimas supresiones se asociaron con la insercidn de un residuo de serina,
resultante de la generacion de un nuevo coddn en el rompimiento de la supresion. Sorprendentemente, estas cuatro
supresiones se superpusieron, con la supresion de cuatro aminoacidos (leucina, arginina, acido glutamico y alanina,
en los codones 747 a 750) dentro del exén 19 compartido por todos los casos (véase la Figura 4a). Otros tres
tumores tenian sustituciones de aminoacidos en el exén 21: leucina por arginina en el codén 858 (L858R; casos 5 y
6), y leucina por glutamina en el codén 861 (L861 Q; caso 7). La mutacion L861Q es de particular interés, ya que el
mismo cambio de aminoacidos en el gen egfr de ratén es responsable por el rasgo de piel oscura (dsk5), asociado
con la senalizacion del EGFR alterado (18). Una cuarta mutacion de sentido erréneo en el dominio quinasa dio lugar
a una sustitucion de glicina por cisteina en el codén 719 dentro del exén 18 (G719C; caso 8). Estaba disponible
tejido normal emparejado para los casos de 1, 4, 5y 6, y mostr6 solo la secuencia de tipo silvestre, lo que indica que
las mutaciones habian surgido somaticamente, durante la formacion del tumor. No se observaron mutaciones en
siete casos de NSCLC que no lograron responder al gefitinib (P = 0,0007; prueba exacta de Fisher bilateral).

Prevalencia de mutaciones especificas del EGFR en NSCLC y otros tipos de cancer

A diferencia de los gliomas, en los que los reordenamientos que afectan al dominio extracelular del EGFR han sido
estudiados extensamente (15), la frecuencia de las mutaciones del EGFR en NSCLC no ha sido definida. Por lo
tanto, se secuenci6 toda la region de codificacion del gen en 25 casos primarios de NSCLC no relacionados con el
estudio del gefitinib, incluyendo 15 con histologia broncoalveolar, que se ha asociado con sensibilidad al gefitinib en
ensayos clinicos previos (11, 12). Se detectaron mutaciones heterocigotas en dos tipos de cancer broncoalveolar.
Ambos casos tenian supresiones en el marco en el dominio quinasa idénticas a aquellas encontrados en aquellos
que responden al gefitinib, a saber delL747-P753insS y delE746-A750 (Tabla 2). Dada la aparente agrupacion de
mutaciones del EGFR, se secuenciaron los exones 19 y 21 en un total de 55 tumores primarios y 78 lineas celulares
derivadas de cancer, que representan diversos tipos de tumores (véase el Material complementario). No se
detectaron mutaciones, lo que sugiere que estas surgen so6lo en un subconjunto de canceres, en los que la
sefalizacion del EGFR pueden jugar un papel critico en la tumorigénesis.

Aumento en la activacién inducida por EGF vy la inhibicion por gefitinib de las proteinas del EGFR mutante

Para estudiar las propiedades funcionales codificadas por estas mutaciones, se expresaron la supresiéon de L747-
S752insS y los mutantes de sentido erréneo L858R en células cultivadas. La transfeccion transitoria de los
constructos mutantes y de tipo silvestre en células Cos-7 demostrd niveles de expresion equivalentes, lo que indica
que las mutaciones no afectan la estabilidad de la proteina. Se cuantificé la activacion del EGFR mediante la
medicién de la fosforilacién del residuo de tirosina 198 cominmente usado como un marcador de la autofosforilacion
del receptor (19). En la ausencia de factores de crecimiento asociados y en suero, ni el EGFR de tipo silvestre ni el
mutante demostraron autofosforilacién (Figura 3a). Sin embargo, la adicién de EGF condujo a un aumento de 2-3
veces en la activacion del receptor tanto para los mutantes del EGFR de supresion y de sentido erréneo, en
comparacién con el receptor de tipo silvestre. Por otra parte, mientras que la activacion del EGFR normal estaba
subregulada después de 15 min, en forma consistente con la internalizacién del receptor, los dos receptores
mutantes demostraron activacién continua hasta por 3 horas (Figura 3a). Se obtuvieron resultados similares con
anticuerpos que miden el total de la fosforilacion del EGFR después de la adicion de EGF (no se muestra).

Ya que 7 de 8 mutaciones de quinasa del EGFR residen cerca de la hendidura del ATP, que esta dirigida por el
gefitinib, se determind si las proteinas mutantes habian alterado la sensibilidad con el inhibidor. Se midié la
autofosforilacion del receptor inducida por EGF en las células pretratadas con concentraciones variables de gefitinib.
Sorprendentemente, ambos receptores mutantes mostraron un aumento de la sensibilidad con la inhibicién por
gefitinib. El EGFR de tipo silvestre tenia una ICso de 0,1 pM y mostrd una inhibicién completa de la autofosforilacion
con 2 uM gefitinib, mientras que las dos proteinas mutantes tenian una ICso de 0,015 pM y la anulacién de la
autofosforilacion con 0,2 uM (Figura 3b). Esta diferencia en la sensibilidad al farmaco puede ser clinicamente
relevante, ya que los estudios farmacocinéticos indican que la administracién oral diaria de 400 - 600 mg de gefitinib
da como resultado una concentracion estacionaria minima en plasma de 1,1 - 1,4 uM, mientras que la dosis diaria
recomendada actualmente de 250 mg conduce a una concentracién minima de 0,4 uM (20).

Ejemplo 2

Las células tumorales que albergan mutaciones dentro del dominio quinasa del EGFR, y por lo tanto son sensibles a
la inhibicién del crecimiento por el tratamiento con gefitinib, pueden experimentar mutaciones en un "segundo sitio",
también dentro del dominio quinasa, que confieren resistencia al gefitinib pero que aun se "activan" en el sentido de
que presentan un aumento de sefalizacion del EGFR con respecto al EGFR de tipo silvestre. Tales mutantes
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resistentes al gefitinib se generan a partir de dos lineas celulares de NSCLC humano esporadico a saber NCI-1650 y
NCI-1975. Cada linea celular contiene una mutacién heterocigota con el dominio quinasa del EGFR, vy, por lo tanto,
se espera que sea sensible al gefitinib. La mutacion del EGFR en NCI-1650 consiste en una supresién en el marco
de 15 nucleétidos en la posicion 2235 - 2249 (delLE746-A750) en el exén 19, mientras que NCI-1975 tiene una
mutacién en sentido erréneo en el exon 21 que sustituye una G por T en el nucleétido 2573 (L858R). La mutacion
L858R en NCI-H1975 se ha demostrado en este documento que se activa y que confiere un aumento de sensibilidad
al gefitinib in vitro.

Las lineas de células resistentes al gefitinib, derivadas tanto de NCI-1650 como de NCI-1975 se aislan, después de
mutagénesis quimica aleatoria usando EMS (metanosulfonato de etilo) seguido por el cultivo en medio
suplementado con gefitinib para seleccionar el resultado de los clones resistentes. El subcultivo de los clones
individuales es seguido por la determinacién de la secuencia de nuclettidos del gen EGFR después de la
amplificacion especifica mediada por PCR del ADN genémico correspondiente al dominio quinasa del EGFR.

Una variaciéon de esta estrategia implica el paso en serie de estas dos lineas celulares en presencia de
concentraciones gradualmente crecientes de gefitinib en el transcurso de varias semanas o meses con el fin de
seleccionar la adquisicion espontanea de mutaciones en el gen EGFR que confieren resistencia al gefitinib. Las
células seleccionadas (que continuaran proliferando a una concentracién relativamente alta de gefitinib) se aislan en
forma de colonias, y se identifican las mutaciones como se ha descrito anteriormente.

Ejemplo 3

Para determinar si la mutacién de tirosina quinasas del receptor desempefa un papel causal en el NSCLC, se
buscaron alteraciones genéticas somaticas en una serie de 119 tumores primarios de NSCLC, que consisten en 58
muestras del Hospital Universitario de la ciudad de Nagoya en Japon y 61 del Hospital Brigham y de Mujeres en
Boston, Massachusetts. Los tumores incluyeron 70 adenocarcinomas de pulmoén y otros 49 tumores de NSCLC de
74 pacientes varones y 45 pacientes de sexo femenino, ninguno de los cuales habia documentado tratamiento con
inhibidores de quinasa del EGFR.

Como una seleccion inicial, se amplifican y secuencian los exones que codifican los bucles de activaciéon de 47 de
los 58 genes de tirosina quinasa receptora humana (*) (Tabla S1) a partir de ADN gendmico de un subconjunto de
58 muestras de NSCLC que incluye 41 adenocarcinomas de pulmon. Tres de los tumores, todos adenocarcinomas
de pulmén, mostraron mutaciones de sentido erréneo heterocigotas en EGFR que no estan presentes en el ADN de
tejido pulmonar normal de los mismos pacientes (Tabla S2; S0361, S0388, S0389). No se detectaron mutaciones en
amplicones de otros genes de la tirosina quinasa receptora. Todos los tres tumores tenian la misma mutacién del
EGFR, que se predijo que cambia la leucina ("L") en la posicién 858 por arginina ("R") (Figura 6A; CTG - CGG;
"L858R"), en donde toda la numeracion se refiere a EGFR humano.

A continuacién se examinaron los exones 2 al 25 del EGFR en la coleccion completa de 119 tumores de NSCLC. La
secuenciacion del exdn de ADN gendmico revelé mutaciones de sentido erréneo y la supresion de mutaciones del
EGFR en un total de 16 tumores, todo dentro de los exones 18 a 21 del dominio quinasa. Todas las alteraciones de
secuencia en este grupo fueron heterocigotas en el ADN del tumor; en cada caso, el tejido pulmonar normal
aparejado del mismo paciente mostré una secuencia de tipo silvestre, o que confirma que las mutaciones son de
origen somatico. La distribucién de las alteraciones de las secuencias de nucledtidos y de proteinas, y las
caracteristicas del paciente asociadas con estas anomalias, se resumen en la Tabla S2.

Las mutaciones de sustitucién G719S y L858R se detectaron en dos y tres tumores, respectivamente. La mutacion
"G719S" cambia la glicina (G) en la posicién 719 por serina (S) (Figura 6B). Estas mutaciones se localizan en el
motivo GXGXXG (SEQ ID NO: 490) del dominio de enlazamiento de trifosfato del nucleétido o bucle P y adyacente
al motivo DFG altamente conservado en el bucle de activacién (52), respectivamente. Véase, por ejemplo, la Figura
7. Los residuos mutados son casi invariables en todas las proteinas quinasas y los residuos analogos (G463 y L596)
en la proteina serina-treonina quinasa B-Raf son somaticamente mutados en carcinoma colorrectal, de ovario y de
pulmén (41, 53) (Figura 6A, 6B).

También se detectaron multiples mutaciones de supresion agrupadas en la regiéon que abarca los codones 746 a
759 dentro del dominio quinasa del EGFR. Diez tumores transportaban uno de las dos supresiones de 15
nucle6tidos que se superponen eliminando los codones del EGFR 746 - 750, a partir ya sea del nucle6tido 2235 o
2236 (Del-1; Figuras 6C y 8C, Tabla S2). EI ADN del EGFR de otro tumor mostré una brecha de 24 nucleétidos
heterocigotos que conduce a la supresién de los codones 752 - 759 (Del-2; Figura 6C). Los cromatogramas
representativos se muestran en las Figuras 8A - 8F.

Las posiciones de las mutaciones de sustitucion y la supresion Del-1 en la estructura tridimensional de la forma
activa del dominio quinasa del EGFR (54) se muestran en la Figura 7. Obsérvese que las alteraciones de la
secuencia se agrupan alrededor del sitio activo de la quinasa, y que las mutaciones de sustitucién se encuentran en
el bucle de activacion y el bucle P rico en glicina, elementos estructurales que se sabe que son importantes para la
autorregulacion en muchas proteina quinasas (52).

Se han identificado dos mutaciones adicionales del EGFR en dos tipos de tumores diferentes. Es decir, se ha

38



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2741574 T3

identificado la mutacion G857V del EGFR en la leucemia mielégena aguda (AML) y la mutacion L883S del EGFR en
un sarcoma metastasico. La mutacién "G857V" tiene la glicina (G) en la posicion 857 sustituida con una valina (V),
mientras que la mutacion "L883S" tiene la leucina (L) en la posicion 883 sustituido con una serina (S). Estos
hallazgos sugieren que se producen mutaciones en EGFR en varios tipos de tumores y, lo mas importante, que los
inhibidores del EGFR serian eficaces en el tratamiento de los pacientes portadores de tales mutaciones. Esto
expande el uso de inhibidores de quinasa tales como, por ejemplo, los inhibidores de la tirosina quinasa gefitinib
(comercializada como Iressa™), erlotinib (comercializado como Tarceva™), y similares, en el tratamiento de otros
tipos de tumores diferentes al NSCLC.

Las mutaciones del EGFR muestran una notable correlacién con las caracteristicas de los pacientes diferenciales
descritas en las poblaciones de pacientes japonesas y de los Estados Unidos. Como se sefialé anteriormente, los
ensayos clinicos revelan una variabilidad significativa en la respuesta al inhibidor de tirosina quinasa gefitinib
(Iressa™), con mayores respuestas observadas en los pacientes japoneses que en una poblacion
predominantemente europea (27,5% versus 10,4%, en un ensayo de fase Il multi-institucional) (48); y con
respuestas parciales observadas con mas frecuencia en mujeres no fumadoras en los Estados Unidos y en
pacientes con adenocarcinomas (49 - 51). Se demuestra que las mutaciones del EGFR fueron mas frecuentes en los
adenocarcinomas (15/70 0 21%) que en otros NSCLC (1/49 o0 2%); mas frecuente en mujeres (9/45 0 20%) que en
hombres (7/74 0 9%), y mas frecuentemente en los pacientes de Japén (15/58 o 26%, y 14/41 con adenocarcinomas
0 32%) que en aquellos de los Estados Unidos (1/61 o 2%, y 1/29 con adenocarcinomas o 3%). Se observo la
fraccion mas alta de mutaciones del EGFR en las mujeres japonesas con adenocarcinoma (8/14 o 57%). En
particular, las caracteristicas de los pacientes que se correlacionan con la presencia de mutaciones del EGFR
parecen ser aquellas que se correlacionan con la respuesta clinica al tratamiento con gefitinib.

Para investigar si las mutaciones del EGFR pueden ser un factor determinante de la sensibilidad al gefitinib, se
obtuvieron muestras de NSCLC antes del tratamiento de 5 pacientes que respondieron y 4 pacientes que
progresaron durante el tratamiento con gefitinib, donde estos pacientes se identificaron de un total de mas de 125
pacientes tratados en el Instituto del Cancer Dana-Farber, ya sea en un programa de acceso expandido o después
de la aprobacién reglamentaria del gefitinib (49). Cuatro de los pacientes tuvieron respuestas radiograficas parciales
(= 50% de regresion tumoral en una tomografia computarizada después de 2 meses de tratamiento), mientras que el
quinto paciente experimentd dramatica mejoria de los sintomas en menos de dos meses. Todos los pacientes eran
de los Estados Unidos y caucasicos.

Aunque la secuenciacion del dominio quinasa (exones 18 a 24) no revel6 mutaciones en los tumores de los cuatro
pacientes cuyos tumores progresaron con gefitinib, los cinco tumores de pacientes sensibles a gefitinib albergaban
mutaciones del dominio quinasa del EGFR. La prueba de Chi cuadrado revel6 la diferencia en la frecuencia de la
mutacion del EGFR entre aquellos que respondieron al gefitinib (5/5) y los que no respondieron (0/4) que es
estadisticamente significativa con p = 0,0027, mientras que la diferencia entre quienes respondieron al gefitinib y
pacientes estadounidenses no seleccionados con NSCLC (5/5 frente a 1/61) también fue significativa con p <1012
(*)- La mutacién L858R del EGFR, observado previamente en los tumores no seleccionados, se identific6 en un
adenocarcinoma de pulmén sensible a gefitinib (Figura 6A; Tabla S3A, IR3T). Tres tumores sensibles a gefitinib
contenian supresiones heterocigotas en el marco (Fig. 6C y Tablas S3A y S3B, Del-3 en dos casos y Del-4 en uno) y
uno contenia una supresién homocigota en el marco (Fig. 6C y Tablas S3A y S3B, Del-5). Cada una de estas
supresiones estaba dentro de la region del codén 746 - 753 del EGFR, donde también se encontraron supresiones
en tumores no seleccionados. Cada una de estas tres supresiones también se asocia con una sustitucion de
aminoacidos (Tablas S3A - S3C). En las cuatro muestras donde el tejido normal coincidié, se confirmaron estas
mutaciones como somaticas.

Ejemplo 3A: Disefo del cebador

Las secuencias de ADNc de tirosina quinasas receptoras se obtuvieron a partir del GenBank (nimeros de acceso
enumerados en la Tabla S1), y fueron a la formacién del genoma humano (http :// genome.ucsc.edu) utilizando la
alineacion BLAT para identificar los limites del exon/intrén. Se disefiaron pares de cebadores especificos del gen
externo para amplificar secuencias de exdn y al menos 250 pb de secuencia intrénica de flanqueo o secuencia
exonica adyacente en cada lado utilizando el programa Primer3 (http:/frodo.wi.mit.edu/primer3/primer3_code.html).
Los amplicones resultantes predichos se utilizaron entonces para disefiar cebadores internos que flanquean el exén
(generalmente mayor de 50 pb desde el limite del exdn/intrédn) y que contienen anexas colas de cebador hacia
adelante e inversas M13. Estos conjuntos de cebadores anidados se pusieron a prueba para el tamario adecuado
del amplicdn y la secuencia de alta calidad a partir del ADN de control. Los amplicones que abarcan exones que
codifican el bucle de activacion de tirosina quinasa receptora de 47 tirosina quinasas se amplificaron y secuenciaron
en un conjunto de 58 muestras de cancer de pulmén primario de la escuela de medicina de la Universidad de la
Ciudad de Nagoya. Ademas, los amplicones que cubren toda la longitud del EGFR también fueron amplificados.

Ejemplo 3B: Métodos PCR y de secuenciacién de ADN genémico

Los exones de la tirosina quinasa y las secuencias intronicas de flanqueo fueron amplificados utilizando cebadores
especificos en una disposicién de PCR anidado en formato de 384 pozos. Cada reaccion PCR contenia 5 ng de
ADN, 1X de amortiguador HotStar, los dNTP de 0,8 mM, MgCl2 1 mM, 0,2 U de Enzima HotStar (Qiagen, Valencia,
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CA), y cebadores hacia delante e inversos 0,2 uM en un volumen de reaccion de 10 pl. Los parametros de los ciclos
de PCR fueron: un ciclo de 95° C durante 15 min, 35 ciclos de 95° C durante 20 s, 60° C durante 30 sy 72° C
durante 1 min, seguido de un ciclo de 72° C durante 3 min.

Los productos PCR resultantes se purificaron por medio de quimica de inmovilizacién reversible en fase sélida
seguida por secuenciacion fluorescente terminadora de coloracién bidireccional con cebadores universales M13. Los
fragmentos de secuenciacion se detectaron a través de electroforesis capilar utilizando un analizador de ADN ABI
Prism 3700 (Applied Biosystems, Foster City, CA). Se llevaron a cabo una PCR y secuenciacion por parte de
Agencourt Bioscience Corporation (Beverly, MA).

Ejemplo 3B: Analisis de secuencias y validacion

Se analizaron Cromatogramas hacia adelante (F) e inversos (R) fueron analizadas por lotes por medio del Mutation
Surveyor 2.03 (SoftGenetics, State College, PA), seguido por una revision manual. Las variaciones en la secuencia
de alta calidad que se encuentran en una o ambas direcciones se anotaron como mutaciones candidatas. Se
volvieron a amplificar los exones que albergan mutaciones candidatas a partir de la muestra original de ADN y se
volvid a secuenciar como anteriormente.

Ejemplo 3C: Los pacientes

Los especimenes de tumor de pulmon se obtuvieron de pacientes con cancer de pulmoén de células no pequefas
tratados en el Hospital de la Universidad de la Ciudad de Nagoya y el Hospital Brigham y de Mujeres (tumores de
japoneses no seleccionados y tumores de estadounidenses tratados con gefitinib, respectivamente) y del banco de
tumores andénimos del Hospital Brigham y de Mujeres (muestras de estadounidenses no seleccionadas) bajo
estudios aprobados de la Junta de Revision Institucional. La informaciéon sobre el género, la edad, y la histologia
estaba disponible para la mayoria de las muestras. Las muestras de pacientes también fueron obtenidas de
pacientes tratados en un ensayo clinico de etiqueta abierta de gefitinib en el Instituto del Cancer Dana-Farber (13).
Las respuestas al gefitinib se definieron mediante criterios estandar (Véase, por ejemplo, AB Miller, B. Hoogstraten,
M. Staquet, A. Winkler, 1981 Cancer 47, 207 - 14). Se obtuvo la aprobacién del IRB para estos estudios.

De los pacientes que responden al gefitinib, hubo dos pacientes que habian sido tratados previamente con al menos
un ciclo de quimioterapia, un paciente previamente tratado con terapia de radiacion, un paciente tratado al mismo
tiempo con quimioterapia, y un paciente que no recibié ningun otro tratamiento. Para los pacientes no sensibles al
gefitinib, el fracaso del tratamiento se defini6 como la aparicion de nuevas lesiones tumorales o el crecimiento de
lesiones tumorales existentes en una tomografia computarizada después de 2 meses de tratamiento con gefitinib en
comparacién con una tomografia computarizada de linea de base.

Ejemplo 3D: Secuenciacion de ADNc de muestras de los pacientes

Se aisld ARN total a partir de muestras de tejido utilizando Trizol™ (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se purifico usando un
kit de limpieza de minieluato ARNeasy™ (Qiagen, Valencia, CA). Se transcribe ADNc a partir de 2 pg de ARN total
con transcriptasa inversa Superscript Il (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA), de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante. EIl ADNc se usa como molde para amplificaciones posteriores por PCR del EGFR.

Los componentes de la PCR son: Tris-HCI 20 mM (pH 8,4), KCI 50 mM, MgClz 1,5 mM, dATP, dCTP, dGTP, dTTP
cada uno 0,2 uM, 0,2 uM de cada cebador, y 0,05 unidades/ul de Taq polimerasa (Taq Platinum, GIBCO BRL,
Gaithersburg, MD). La amplificacién del fragmento "a" requiere la adicién de DMSO al 4% a la reaccion. Las
secuencias de cebadores se enumeran en la Tabla S4. Los cebadores hacia adelante e inversos se sintetizan con
18 pares de bases de secuencias hacia delante e inversas de M13 que sobresalen, respectivamente. Las
condiciones de los ciclos térmicos son: 94° C, 4 min, seguido por 11 ciclos, con una etapa de desnaturalizacion a 94°
C durante 20 s, una etapa de extension a 72° C durante 20 s, y con una etapa de hibridacion de 20 s que disminuy6
12 C/ciclo, desde 60° C en un ciclo hasta 50° C en el ciclo de 11; se repitid6 luego el ciclo 11, 25 veces. Una
incubacién de 6 minutos a 72° C seguida de un remojo a 4° C completan el programa.

Una parte alicuota de la reaccién de PCR se diluye en proporcion 1:50 con agua. El producto de PCR diluido se
secuencia usando un kit cebador M13 Forward Big Dye (Perkin-Elmer/Applied Biosystems, Foster City, CA), de
acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Los productos de secuenciacién se separan en un secuenciador
fluorescente (modelo 3100 de Applied Biosystems, Foster City, CA). Las llamadas de bases se realizan mediante el
software del instrumento, y se revisan por medio de inspeccidn visual. Cada secuencia se compara con la secuencia
normal correspondiente utilizando el software Sequencher 4.1 (Gene Codes Corp.).

Ejemplo 3E: Tipos de tumores que expresan EGFR mutante

Se encontraron dos mutaciones adicionales en EGFR en dos tipos de tumores diferentes. Se identificd una mutacion
del EGFR que sustituye una glicina (G) para una valina (V) en posicién 857 ("G857V") en leucemia mielégena aguda
(AML). Una mutacion EGFR que sustituye una leucina (L) con una serina (S) en posicién 883 ("L883S") en un
sarcoma metastasico.

40



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2741574 T3

Ejemplo 3F: Lineas celulares

Se examinaron los efectos del gefitinib sobre lineas de células de NSCLC. Una linea celular, H3255, fue
particularmente sensible al gefitinib, con una 1Cso de 40 nM. Otras lineas celulares tenian 1Cso mucho mas altos. Por
ejemplo, una linea celular de tipo silvestre H1666 tiene un ICso de 2 uM, que es 50 veces mayor que para la linea
celular mutante. Cuando se secuencié el EGFR de esta linea celular, contenia la mutacién de sentido erréneo
L858R, mientras que las otras lineas celulares eran de tipo silvestre para EGFR. Se requirieron concentraciones
mucho menores de gefitinib para desactivar la fosforilacion del EGFR y también AKT y ERK por medio del EGFR en
comparacioén con las células de tipo silvestre para EGFR, que requieren al menos concentraciones 100 veces mas
altos de gefitinib para lograr el mismo efecto. Estos hallazgos sugieren que el receptor mutante es mas sensible a
los efectos del gefitinib.

También téngase en cuenta aqui,
Ejemplo 3G: Terapias de combinacion

Se analizaron especimenes tumorales de pacientes con NSCLC avanzado tratados en un ensayo aleatorio de
carboplatino/paclitaxel con o sin erlotinib. La porcion clinica de este ensayo demostrd una supervivencia equivalente
en los dos brazos del tratamiento. Se encontraron disponibles especimenes tumorales para secuenciacion de 228 de
los 1076 pacientes. Las caracteristicas clinicas preliminares de estos pacientes no son diferentes de las del grupo
como un todo con respecto a los datos demograficos de referencia, la velocidad de respuesta, la supervivencia
media y total.

Se secuenciaron los exones 18 - 21 del dominio tirosina quinasa y se identificaron 29 mutaciones, para una
frecuencia de mutacién de 12,7 por ciento.

En su conjunto, los pacientes con mutaciones del EGFR tienen una mejor supervivencia, independientemente de si
recibieron tratamiento con quimioterapia Unicamente o en combinacién con erlotinib. Estas diferencias son
estadisticamente significativas con un valor p de menos de 0,001. Estos resultados plantean la posibilidad de que las
mutaciones del EGFR, ademas de ser predictores de la respuesta al gefitinib y al erlotinib, también pueden servir de
prondstico para una mejor supervivencia.

(*) Obsérvese que la frecuencia de mutacion del EGFR en los pacientes estadounidenses no seleccionados, 1 de
61, parece ser menor en comparacion con la frecuencia de la respuesta reportada al gefitinib de 10,4%. Esta
diferencia tiene una importancia estadistica moderada (p = 0,025 por medio del ensayo de chi-cuadrado). Por lo
tanto este resultado podria aun deberse al azar, podria ser debido a una fraccion de los que respondieron que no
tienen mutaciones del EGFR, o podria deberse a una falla para detectar experimentalmente mutaciones del EGFR
en esta coleccion de tumores. Si se compara la frecuencia de la mutaciéon del EGFR en pacientes estadounidenses
sensibles al gefitinib (5/5) con la frecuencia esperada de respuesta al gefitinib (10,4%), la probabilidad de chi-
cuadrado es nuevamente menor a 10 - 12.

Ejemplo 4
Disefo del estudio:

Se realiz6 un estudio retrospectivo de una cohorte de pacientes con NSCLC que se refiere a la secuenciacion del
dominio quinasa del EGFR somatico desde agosto de 2004 hasta enero de 2005 en el Hospital General de
Massachusetts (MGH), el instituto del cancer Dana-Farber (DFCI) y el Hospital Brigham y de Mujeres (BWH). Estas
tres instituciones comprenden Dana-Farber/Partners CancerCare (DF/PCC), un centro de cancer académico
asociado que atiende aproximadamente 1200 pacientes con cancer de pulmén al afio. En agosto de 2004, se
encontraba disponible la secuenciacion del dominio quinasa del EGFR para uso clinico en DF/PCC. Los médicos
podrian seleccionar que pacientes remitir a las pruebas, sin embargo, los pacientes necesitan tener especimenes
tumorales apropiados y suficientes disponibles. Las células tumorales tenian que comprender al menos 50% del
espécimen con base en el examen histolégico por parte de los patélogos de referencia del MGH y BWH, y el
espécimen tenia que ser de una reseccion, biopsia broncoscépica, o biopsia con aguja gruesa de un tumor primario
0 metastasico, o un bloque de células de fluido pleural. En raros casos, se consideraron adecuadas las muestras
aspiradas con aguja fina. Las muestras podrian ser o bien tejido embebido en parafina o congelado. Debido a la baja
incidencia de mutaciones del EGFR en pacientes con tumores de células escamosas (62) con este diagnostico, no
fueron elegibles para el ensayo.

Se identificaron los pacientes sometidos a los ensayos del EGFR utilizando el registro del caso del EGFR mantenido
en el Laboratorio de Medicina Molecular (LMM), de la Escuela de Medicina de Harvard/Partners HealthCare Center
for Genetics y Genomics (CLIA # 22D 1005307), el centro de analisis de diagnéstico en donde se realizaron e
interpretaron todas las secuenciaciones. Se incluyeron todos los pacientes referidos para analisis del EGFR de
DF/PCC con un diagnostico de NSCLC durante el periodo del estudio.

Se recolectaron datos del paciente como edad, género y raza del sistema electrénico de registro médico. Se
documentaron datos como el consumo de tabaco, antecedentes de cancer, resultados de la secuenciacién del
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dominio quinasa del EGFR, y los posteriores planes de tratamiento del EGFR-TKI utilizando una revision
estructurada del médico. Especificamente, se obtuvieron la condicion de fumador y antecedentes de cancer de las
notas médicas y de enfermeria. Los ex fumadores se definieron como pacientes que habian dejado de fumar al
menos un afo antes del diagndstico de cancer de pulmén y los no fumadores se definieron como pacientes que
habian fumado menos de 100 cigarrillos en su vida. Los fumadores que habian dejado de fumar al afo de su
diagnéstico o que estaban fumando en el momento del diagndéstico fueron clasificados como fumadores actuales. Se
calcularon los paquetes fumados al afio multiplicando el niumero de paquetes fumados por dia por el nimero de
anos como fumador. Se obtuvieron los resultados de la histologia tumoral y de la secuenciacion del dominio quinasa
del EGFR a partir de los reportes de patologia. Todas las muestras de patologia fueron revisadas en un solo sitio, ya
sea en el MGH o en el BWH y se categoriz6 la histologia utilizando el sistema de clasificacién de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), (63). Los planes posteriores de tratamiento se obtuvieron de las notas del médico.

Los datos completos estaban disponibles para edad, género, histologia del tumor, y el estado de mutacién del
EGFR. Se perdieron datos para la raza (12%), estado del tumor en el momento del andlisis (4%), estatus de fumador
(6%), tratamientos previos (5%), y planes de tratamiento posteriores del EGFR-TKI (11%). Este estudio fue
aprobado por la Junta de Revisién Institucional de DF/PCC.

Secuenciacion del gen EGFR:

Se cortaron secciones seriales ya sea de tejido tumoral embebido en parafina (FFPE), fijado en formalina o
congelado y se colocaron sobre un portaobjetos de vidrio. Se identificé una regién de tejido tumoral que consistia de
al menos 50% de células tumorales viables por parte de un patélogo. Se extrajeron muestras de FFPE con etanol y
xileno para remover la parafina. Se digirieron tanto las muestras de tejido congelados como las FFPE con proteinasa
K durante la noche. Se extrajo el acido desoxirribonucleico genémico (ADN) del tejido y de sangre entera periférica
utilizando procedimientos estandar. Se extrajo el ADN genémico de muestras de saliva utilizando el kit para saliva de
ADN Genotek-Oragene™.

Se amplificd el dominio quinasa del EGFR (exones 18 - 24 y las regiones intrénicas de flanqueo) en un conjunto de
reacciones de la reaccion en cadena de la polimerasa anidada (PCR). Los cebadores utilizados en las
amplificaciones de PCR anidada se describen en la Tabla S1Ay By la SEQ ID 1 - 424 con la adicién de secuencias
universales a los extremos 5 de los cebadores (5'-tgtaaaacgacggccagt) (SEQ ID NO: 645). Se secuenciaron
directamente los productos PCR en forma bidireccionalmente por medio de la secuenciacion terminadora de
coloracién. Se realizdé la PCR en una placa de 384 pozos en un volumen de 15 pl que contenia 5 ng de ADN
gendmico, MgCl2 2 mM, 0,75 pl de DMSO, Betaina 1 M, los dNTP 0,2 mM, 20 pmoles de cebadores, 0,2 ul de
AmpliTag Gold® (Applied Biosystems), 1X amortiguador (suministrado con AmpliTag Gold). Las condiciones de los
ciclos térmicos fueron las siguientes: 95° C durante 10 minutos; 952 C durante 30 segundos, 60° C durante 30
segundos, 72° C durante 1 minuto durante 30 ciclos; y 72° C durante 10 minutos. Se purificaron los productos PCR
con perlas magnéticas Ampure® (Agencourt).

Los productos de la secuenciaciéon se purificaron utilizando perlas magnéticas Cleanseq™ (Agencourt) y se
separaron por medio de electroforesis capilar en un analizador de ADN ABI 3730 (Applied Biosystems). El andlisis
de secuencia se realizd por medio del Mutacién Surveyor (SoftGenetics, State College, PA) y manualmente por
medio de dos revisores. Se confirmaron las variantes de secuencia de ADN no sindénimas por medio del analisis de
3-5 reacciones PCR independientes de la muestra original de ADN gendémico. Se analizaron muestras de sangre o
saliva de individuos con variantes de secuencia de ADN no sin6nimas para determinar si los cambios de secuencia
eran exclusivos del tejido tumoral.

Analisis estadistico:

Se construyeron modelos de regresion logistica para evaluar la asociacion univariada entre caracteristicas
demograficas y clinicas del paciente y el estado de mutacién del EGFR. Para identificar predictores significativos del
status positivo de la mutacion, se construyé un modelo de regresion logistica multivariable que incluia variables
independientes identificadas en estudios previos como predictores de mutaciones, especificamente género, raza,
histologia y condicién de fumador. Se excluyeron seis pacientes de estos analisis debido a la falta de datos de
mutaciones del EGFR, como resultado de un dafio del PCR. Todos los andlisis se realizaron utilizando un software
estadistico SAS (version 8.02, SAS Institute, Cary, NC).

Resultados:
Caracteristicas de los pacientes:

Entre los 100 pacientes con NSCLC referidos para secuenciacion del dominio quinasa del EGFR somatico como
parte del cuidado clinico del cancer durante el periodo de estudio, la edad promedio fue de 60,7 afos y el 63% eran
mujeres (Tabla 4). La mayoria de los pacientes eran de raza blanca (76%) o asiaticos (7%), y tenian enfermedad
metastatica al momento de ordenar los analisis (67%). Casi todos los pacientes (94%) analizados para las
mutaciones del EGFR tenian caracteristicas de adenocarcinoma, adenocarcinoma con carcinoma broncoalveolar
(BAC), o BAC puro. Aproximadamente un tercio de los pacientes nunca fueron fumadores. La terapia administrada
antes de remitir a los pacientes para ensayos del EGFR incluian cirugia (50%), radioterapia toracica (22%),
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quimioterapia (47%), y terapia destinada dirigida al EGFR (11%).
Mutaciones identificadas:

El tiempo promedio desde la remision para los andlisis hasta la disponibilidad de los resultados fue de 12 dias
habiles. La mayoria de los especimenes remitidos estaban embebidos en parafina (74%). Seis de los 74
especimenes embebidos en parafina (8%) fallaron en las amplificaciones de la PCR, mientras que todos los 26
especimenes congelados fueron amplificados con éxito. Entre los 94 pacientes con resultados interpretables, se
encontré que 23 (24%) tenian al menos una mutacion en el dominio quinasa del EGFR, con dos de estos pacientes
demostrando dos mutaciones puntuales cada uno, para un total de 25 mutaciones identificadas (Tabla 5). Entre los
23 pacientes con mutaciones, 9 (39%) tenian una o mas mutaciones puntuales, 12 (52%) tenian supresiones que se
superponen en el marco en el exén 19 y dos pacientes (9%) tenia duplicaciones en el exén 20. Las mutaciones
puntuales fueron en los exones 18 y 21, e incluian cinco 2573T> G (L858R), y uno de cada uno de 2126A> T
(E709V), 2155G> A (G719S), 2156G> C (G719A), 2327G> A (R776H), 2543C> T (P848L) y 2582T> A (L861Q). Una
de las mutaciones puntuales (P848L) fue detectada tanto en el espécimen tumoral como en las células
mononucleares obtenidas de un hisopo bucal. No se detectaron mutaciones en los exones 22, 23, 0 24.

Predictores de mutaciones:

En nuestro ejemplo, no hubo una asociacion significativa entre el estado de mutacién del EGFRy la edad (p = 0,61),
género femenino (p = 0.92), raza asiatica (p = 0,08), o enfermedad metastatica al momento de la remisién (p = 0,43,
Tabla 4). Se encontr6 que ninguno de los 6 pacientes con histologia tumoral diferente a adenocarcinoma tiene
mutaciones. Entre los pacientes con caracteristicas de adenocarcinoma, adenocarcinoma con BAC y BAC puro, no
hubo asociacion entre las caracteristicas BAC/BAC y el estado de mutacién del EGFR (p = 0,35).

Se encontré que ninguno de los 17 fumadores actuales tiene una mutacion. Los no fumadores eran mas propensos
a tener una mutacion del EGFR que los ex fumadores (odds ratio [OR] = 3,08, intervalo de confianza del 95% [IC]:
1,09 a 8,76). El nimero promedio paquetes fumados al afio fue significativamente menor entre los pacientes con
mutacion positiva del EGFR (0,7 paquetes al afo) frente a los pacientes con mutacién negativa del EGFR (25,0
paquetes al ano, p < 0,001). Por cada paquete adicional fumado al afo, hubo una disminucion del 4% en la
probabilidad de tener una mutacién (OR = 0,96, IC del 95% 0,93 - 0,99).

El nimero de paquetes fumados al afio sigue siendo un predictor significativo del status de mutacion después de
controlar el género, la raza y la histologia del tumor (OR = 0,96, IC del 95%: 0,93 - 0,99).

Uso posterior de la informacion de la prueba:

Los pacientes con mutacién positiva del EGFR fueron significativamente més propensos ha tener planes
documentados para recibir un tratamiento posterior del EGFR-TKI (86%) que los pacientes con mutacion negativa
del EGFR (11%, p < 0,001). Los médicos documentaron que los resultados del EGFR afectaron su priorizacion de
las terapias recomendadas en un 38% de los casos. Estos casos incluyeron 14 (61%) de los 23 pacientes con
mutacién positiva para quienes se recomendoé terapia del EGFR-TKI antes de lo que hubiera tenido que hacerse
para pacientes con mutacion negativa, y 24 (34%) de los 71 pacientes mutacion negativa para quienes la terapia del
EGFR-TKI no fue recomendada o fue recomendada mas tarde de lo que hubiera sido para pacientes con mutacion
positiva.

Era mas probable que el estado de mutacién del EGFR cambiara la priorizacion de las opciones de tratamiento en
pacientes con enfermedad metastatica (54%) que en pacientes con enfermedad local o localmente avanzada (19%,
p = 0,003). Teniendo en cuenta este resultado, se analizd el proceso de toma de decisidbn en pacientes con
metastasis (Figura 10). Entre los 31 pacientes con enfermedad metastatica cuyos resultados del andlisis afectaron
las recomendaciones de tratamiento, se les ofrecié a cinco pacientes de primera linea con mutacién positiva el
tratamiento del EGFR-TKI y se les ofreci6 a seis pacientes de segunda linea con mutacion positiva el tratamiento del
EGFR-TKI en lugar de quimioterapia. Se alent6 a veinte pacientes con mutaciéon negativa a aplazar el tratamiento
del EGFR-TKI hasta un tratamiento de tercera linea o superior con base en sus resultados negativos de las pruebas
del EGFR. Entre los 26 pacientes con enfermedad metastatica cuyos resultados de la prueba no afectaron las
recomendaciones del tratamiento, dos pacientes con mutacion negativos recibieron tratamiento de primera linea del
EGFR-TKI a pesar de sus resultados negativos, nueve pacientes que incluian cuatro pacientes con mutacion
positiva recibieron tratamiento de segunda o tercera linea del EGFR-TKI y 15 pacientes, incluyendo dos pacientes
con mutacion positiva no recibieron una recomendacién para un tratamiento del EGFR-TKI. Tres de los pacientes
con enfermedad metastatica participaron en ensayos para evaluar la terapia de primera linea del EGFR-TKI. Nueve
de los pacientes con enfermedad metastatica habian recibido previamente o estaban recibiendo los EGFR-TKI al
momento del andlisis del EGFR.

Discusién:

Se estudiaron los primeros 100 pacientes con NSCLC para experimentar seleccion por las mutaciones somaticas del
EGFR como parte del cuidado clinico del cancer en nuestra institucién y se encontré que el analisis era factible e
impact6 significativamente el tratamiento de los pacientes con NSCLC. Era significativamente mas probable que los
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pacientes con mutaciones del EGFR recibieran recomendaciones para terapia del EGFR-TKI que los pacientes sin
mutaciones. Los médicos ajustaron sus recomendaciones de tratamiento con base en los resultados del ensayo en
mas de un tercio de los casos, y era mas probable que lo hicieran en pacientes con enfermedad metastatica. En
nuestra muestra de pacientes, los médicos utilizaron resultados positivos de la prueba del EGFR para ayudarlos a
tomar la decision para priorizar los EGFR-TKI sobre la quimioterapia para algunos pacientes, especialmente para
tratamiento de primera o segunda linea. Sin embargo, los resultados negativos de las pruebas del EGFR no
impidieron que los médicos administraran los EGFR-TKI a pacientes seleccionados. Muchos de los pacientes en
quienes los resultados de la prueba no impactaron en la toma de decisiones clinicas tenian enfermedad resecada en
etapa temprana o ya habian recibido una EGFR-TKI para enfermedad metastatica al momento de la prueba. Esto es
razonable ya que la utilidad de las EGFR-TKI como terapia adyuvante no se conoce y existe un beneficio con la
terapia del EGFR-TKI en una cantidad pequefia de pacientes sin mutaciones identificadas del EGFR (65, 66 - 70,
71).

Nuestro estudio también proporciona evidencia de que el diagnéstico molecular puede mejorar la capacidad clinica
para identificar pacientes con mutaciones del EGFR. Muchos oncélogos utilizan actualmente las caracteristicas
clinicas asociadas con mutaciones del EGFR y la respuesta a los EGFR-TKI para guiar el proceso de toma de
decisiones para los pacientes con NSCLC. En efecto, nuestra poblacion de pacientes remitidos para el ensayo del
EGFR demostr6 un aumento de la prevalencia de tales caracteristicas. Por ejemplo, 95% de los pacientes remitidos
tenian adenocarcinoma o histologia tumoral BAC, en comparacion con 45% en la poblacion general de NSCLC (72).
Mientras que los no fumadores comprendian el 29% de nuestra poblacién, la incidencia de los no fumadores en la
poblacion general de NSCLC se ha reportado como el 2 - 10%, y puede ser tan alta como 27% en mujeres con
NSCLC (73 - 75). Del mismo modo, nuestra poblacion consistia en Unicamente de 17% de fumadores actuales, en
comparacion con la tasa de 38 - 75% de fumadores actuales entre los pacientes con NSCLC recientemente
diagnosticados (75, 78 - 80). Nuestra poblacién clinicamente seleccionada tuvo como consecuencia una tasa de
mutacion del EGFR de 24%, que es sustancialmente superior las tasas documentadas por nosotros y por otros
grupos estadounidenses que analizaron muestras tumorales de NSCLC disponibles no seleccionadas (65 - 66, 81).
Sin embargo, es importante sefialar que mientras que los médicos parecian estar tratando de seleccionar pacientes
para las pruebas que tenian las caracteristicas clinicas de prediccion de mutaciones del EGFR, la frecuencia de
mutacioén era aun Unicamente del 24%, destacando el hecho de que el diagnéstico molecular aumenta la informacion
disponible para la toma de decisiones clinicas.

El estatus de fumador fue el predictor mas fuerte del estado de mutacion del EGFR en nuestros pacientes, con un
aumento del historial de tabaquismo asociado a una significativa disminucién de la probabilidad de albergar una
mutaciéon del EGFR, después de controlar predictores previamente descritos del estado de mutacion. Nuestros
resultados son consistentes con otra serie de casos que documentan la importancia de la condicién de fumador en la
probabilidad de mutaciones del EGFR (66, 69, 70, 81, 82). Al igual que la extremadamente baja prevalencia de
mutaciones del EGFR en tumores de células escamosas (62) se han desplazado los esfuerzos de los analisis hacia
los tumores de adenocarcinoma, puede ser apropiado enfocar los esfuerzos futuros sobre los pacientes con un
historial bajo o nulo de tabaquismo. Sin embargo, los informes de mutaciones del EGFR en pacientes sin
caracteristicas clinicas tipicas desaconsejan las limitaciones estrictas de los andlisis (83). Cuando se examinan las
otras caracteristicas clinicas que se cree que estan asociadas con las mutaciones, se encontré que la histologia
tumoral BAC y de raza asiatica no tienen tendencias significativas para predecir el estado de mutacién del EGFR. La
falta de significancia estadistica en estas asociaciones puede ser debido al pequefio tamafno de la muestra.

La prueba era factible y se adapta a las limitaciones de tiempo de cuidado clinico del cancer. Casi todos los tumores
enviados para andlisis produjeron resultados interpretables. Las seis muestras que fallaron la amplificacién por PCR
estaban todas embebidas en parafina, mientras que ninguno de los especimenes congelados fallé en la
amplificacion por PCR. Cuando esta disponible, el tejido fresco congelado es el sustrato preferible para pruebas de
mutacién del EGFR.

Se han reportado cerca de 2.500 muestras de NSCLC que hasta el momento han sido sometidos a analisis de
secuencia del EGFR parcial o completo. Nuestros pacientes demostraron mutaciones similares a los informes
anteriores, con la superposicion de las supresiones del exén 19 de 9 - 23 pares de bases y mutaciones puntuales
que conducen a sustituciones de aminodacidos individuales en los exones 18 y 21. Se encontr6 que cinco de las
mutaciones puntuales han sido descritas anteriormente (E709V, G719S, G719A, L858R, y L861Q). Se encontr6 que
una de las mutaciones puntuales provoca una sustitucién de aminodcido en un codén donde se ha descrito
previamente una sustitucién de aminoacidos diferente (R776H). Se encontr6 que cada una de las variantes E709V y
R776H en combinacién con una mutacién conocida que sensibiliza al gefitinib que involucra al codén 719. Se
encontré que la mutacion P848L en el exén 21 tanto en muestras somaticas como bucales, lo que sugiere que
puede ser una variante de linea germinal de significado incierto. La paciente era una mujer no fumadora con
adenocarcinoma que tenia enfermedad estable durante 15 meses en tratamiento con gefitinib, antes de la prueba de
mutacion del EGFR. Cuando se reveld la mutacién P848L, se le habia encontrado recientemente que tiene una
enfermedad progresiva y se inicié el tratamiento con erlotinib. No existe informacion disponible acerca de la
respuesta al erlotinib hasta el momento.

Los solapamientos de la supresion (2253 2276 del) describieron previamente las supresiones del exén 19. Las
supresiones en nuestros pacientes se pueden clasificar en uno de dos grupos: aquellos codones que abarcan 747-
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749 como minimo (secuencia de aminoacidos LRE), y aquellos codones que abarcan 752 - 759 (Figura 11). El
andlisis de todas las supresiones del ex6n 19 reportados hasta la fecha sugiere que una amplia variedad de
aminoacidos se puede eliminar de la region TK que abarca los codones 747 - 759. No parece ser un codén comun
requerida suprimido; sin embargo, todas las supresiones detectadas mantenian un residuo de lisina en la posicion
745.

Una de las dos mutaciones del exdn 20 estan en una mujer no fumadora con adenocarcinoma recurrente que fue
tratado con erlotinib después de que se realizé una prueba del EGFR y ha tenido enfermedad estable durante dos
meses en este momento. El otro es un hombre ex-fumador con adenocarcinoma metastasico que fue tratado con un
EGFR-TKI, pero no pudo tolerarlo debido a una erupcién cutédnea severa. La identificacién de mutaciones del EGFR
clinicamente relevantes en el exdn 20 subraya la importancia de la secuenciacion completa de la regién TK del
EGFR.

En conclusion, este estudio demuestra la viabilidad y la utilidad de la deteccion integral de la regién TK del gen
EGFR para mutaciones somaticas en pacientes con NSCLC como parte de la atencion clinica del cancer. El
resultado de la prueba proporciona informacion util con respecto a los predictores clinicos de respuesta a EGFR-TKI.
Los fumadores actuales son menos propensos a albergar una mutacion, al igual que los ex fumadores con un alto
nuamero de paquetes al afio de historia de tabaquismo.

Ejemplo 5

Analisis del gen EGFR para cancer de pulmén de células no pequefas, un procedimiento operativo estandar.
Indicaciones clinicas:

Esta prueba esta indicada para las personas con cancer pulmonar de células no pequefias.

Principio analitico

La prueba de gen EGFR es una prueba genética que detecta mutaciones en el dominio quinasa del EGFR. Se
obtiene primero ADN a partir de una biopsia de tumor. La secuencia de ADN de 7 exones (18, 19, 20, 21, 22, 23, 24)
del EGFR se determina entonces por medio de secuenciacién génica bidireccional directa. Se compara luego la
secuencia obtenida con la secuencia conocida del EGFR para identificar cambios de la secuencia de ADN. Si se
detecta un cambio de secuencia de ADN en el tejido tumoral, la prueba se repetird en la muestra de tejido original. Si
no ha sido previamente reportado el cambio en alguien que responde al gefitinib o erlotinib, la prueba también se
llevara a cabo con una muestra de sangre del individuo para determinar si la mutacion es constitutiva (y por lo tanto
probablemente ocurra normalmente un polimorfismo) o se ha producido de forma somatica en el tejido tumoral.

Requerimientos del espécimen:

Se requiere un minimo de 100 ng de ADN de la muestra de tejido. Nota: se pueden extraer cantidades
extremadamente pequefias de ADN de muestras de tejido. La concentracion de este ADN no se puede cuantificar
con precision.

Control de calidad:
Controles utilizados

Se incluyen dos controles negativos (agua) y un control positivo (ADN humano) para cada exén en las reacciones
PCR. El control negativo debe proceder a través de todo el procedimiento para asegurar que la secuencia obtenida
no es el resultado de una contaminacién. Un control positivo pGEM y un control de la matriz ABI estan incluidos en
la etapa de secuenciacion.

Preparacién y almacenamiento del control:

El control positivo para PCR es o bien ADN humano Clontech o ADN humano a partir de una muestra de sangre
andénima y se almacena a 4° C. El control negativo para la reaccién PCR es agua grado biolégico de HyPure
Molecular almacenada a temperatura ambiente. El control de la reacciéon de secuenciacién positivo pGEM vy el
control de la matriz ABI se almacenan a 20° C.

Limites de tolerancia y pasos a seguir si se produce un error de control individual:

Si el control positivo de PCR falla, pero los controles negativos y las muestras pasan, los resultados de la PCR se
consideraran que pasan y se llevara a cabo la secuenciaciéon. Si un control negativo muestra evidencia de
amplificacion de ADN, se repetira toda la reaccion con una nueva parte alicuota de ADN del paciente. Si el control
pGEM falla y las reacciones de las pruebas fallan, la ejecuciéon de la secuenciacion se repetira con una segunda
alicuota del producto de PCR. Si los controles de secuenciacion fallan, pero las reacciones de prueba pasan la no
necesita ser repetida la secuenciacion. NOTA: Debido al baja rendimiento de la extraccién de ADN a partir de
muestras de tejidos embebidos en parafina, las reacciones de PCR externos a menudo no producen productos
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visibles. Las reacciones internas PCR deben producir productos visibles. El tamario del producto detectado en el gel
debe ser comparado con los tamafios esperados (véase mas adelante) para asegurar que el producto de PCR
apropiada se ha obtenido. Si un producto de PCR interno no es visible en el gel, se deben repetir las fallas de la
PCR especificas del exon.

Si la amplificacién de la PCR de una muestra individual falla, una nueva ronda de PCR se debe intentar con un
aumento de dos veces en el molde de entrada de ADN. Si la amplificacion de la PCR falla nuevamente, se debe
adquirir una nueva muestra de ADN para ese paciente si esta disponible. Si la muestra era una muestra de tejido
embebido en parafina, se deben obtener muestras adicionales. Si se encuentran disponibles, se deben obtener mas
muestras que las utilizadas para generar la muestra original y se debe permitir la digestion en proteinasa K durante
tres noches.

Equipos y reactivos (todos los reactivos estables durante un afio a menos que se indique lo contrario)

PCR y secuenciacion (en general, el equipo y los reactivos para PCR y secuenciacién son conocidos por aquellos
capacitados en la técnica y pueden ser utilizados en este documento, como se sefial6 anteriormente).

Cebadores: (véanse las Tablas 6 y 7 a continuacion)

Tabla 6: cebadores externos de PCR:

. Secuencia del cebador hacia SEQ Secuencia inversa del cebador, SEQ
Exon | _delante, (5—3) D | 5.3) D
’ NOS NOS

18 TCAGAGCCTGTGTTTCTACCAA 653 TGGTCTCACAGGACCACTGATT | 646

19 AAATAATCAGTGTGATTCGTGGAG | 654 GAGGCCAGTGCTGTCTCTAAGG | 647

20 ACTTCACAGCCCTGCGTAAAC 655 ATGGGACAGGCACTGATTTGT 648

21 GCAGCGGGTTACATCTTCTTTC 656 CAGCTCTGGCTCACACTACCAG | 649

22 CCTGAACTCCGTCAGACTGAAA 657 GCAGCTGGACTCGATTTCCT 650

23 CCTTACAGCAATCCTGTGAAACA 658 TGCCCAATGAGTCAAGAAGTGT | 651

24 ATGTACAGTGCTGGCATGGTCT 659 CACTCACGGATGCTGCTTAGTT | 652

TABLA 7: Cebadores internos de PCR:

Longitud
Exoén ggggir;g:atsqe_l)ggbador hacia Secuencia inversa del cebador, (5'—3’) g(ratlnducto
(pb)

18 TCCAAATGAGCTGGCAAGTG TCCCAAACACTCAGTGAAACAAA 397
(SEQ ID NO 660) (SEQ ID NO 667)

19 GTGCATCGCTGGTAACATCC TGTGGAGATGAGCAGGGTCT (SEQ 297
(SEQ ID NO 661) ID NO 668)

20 ATCGCATTCATGCGTCTTCA (SEQ | ATCCCCATGGCAAACTCTTG (SEQID 378
ID NO 662) NO 669)

1 GCTCAGAGCCTGGCATGAA (SEQ | CATCCTCCCCTGCATGTGT (SEQID 348
ID NO 663) NO 670)

20 TGGC T CGTCTGTGTGTGTCA CGAAAGAAAATACTTGCATGTCAGA 087
(SEQ ID NO 664) (SEQ ID NO 671)

23 TGAAGCAAATTGCCCAAGAC TGACATTTCTCCAGGGATGC (SEQID 383
(SEQ ID NO 665) NO 672)

o4 AAGTGTCGCATCACCAATGC ATGCGATCTGGGACACAGG (SEQID 302
(SEQ ID NO 666) NO 673)

Enlazador , .

del tgtaaaacgacggccagt (SEQ ID NO Extremo 5’ de todos los cebadores hacia 18

cebador F 645) adelante

Enlazador

ggLa dor aacagctatgaccatg (SEQ ID NO 674) 51)\(};?;])2 5' de todos los cebadores 16

R
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Precauciones

Tabla 8
Tarea Instruccién(es) Riesgo
1. Montaje de la PCR Uso de campana para PCR Contaminaciéon de la
Uso dedicado de pipetas y puntas filtradas reaccion de la PCR
Unicamente abrir reactivos en la campana
2. Uso de campana para PCR No utilizar ninguna muestra o reactivo después | Contaminacion de la
de la PCR en la campana reaccion de la PCR

Preparar de la mezcla de reaccion PCR para PCR externo
Todos los procedimientos se realizan en una campana para PCR para ADN genémico, no la campana limpia.
1. Descongelar la Tag Gold y dNTP sobre hielo.

2. Preparar la mezcla maestra en un tubo (tubos Eppendorf o de 15 mL) usando la tabla presentada mas abajo.
Deben anadirse agua, betaina, amortiguador 10X, MgClz, DMSO, Taq Gold y dNTP en el orden indicado. Es muy
importante mezclar los reactivos pipeteando hacia arriba y hacia abajo suavemente mientras que ahade cada
reactivo.

3. El ADN se debe afadir a la mezcla maestra antes de formar las alicuotas. Después de elaborar un gran volumen
de mezcla maestra, se toma una alicuota de 96 ul (suficiente para 8 rxns) a un tubo separado para cada paciente o
control. Se afiaden 8 ul de ADN a razén de 5 ng/ul a los 96 ul de la mezcla maestra. Se puede afadir luego 13 ul a
los pozos individuales de la placa o colocarlos en tubos de tiras y pipetearlos con una pipeta multicanal.

4. Para una placa de 384 pozos llena de reactivos, se elabora mezcla maestra suficiente para aproximadamente 415
reacciones.

5. Girar la placa de la mezcla maestra para deshacerse de las burbujas de aire.

6. Si se utiliza un grupo grande de cebadores, ayudaria a tenerlos en placas de 96 pozos con cebadores hacia
adelante y cebadores inversos en placas separadas.

7. Anadir los cebadores utilizando una pipeta multicanal. Asegurarse de mezclar pipeteando suavemente hacia
arriba y hacia abajo.

8. Girar la placa para eliminar cualquier burbuja de aire.
9. Utilizar el ciclo siguiente para amplificacién.

Nota: la PCR se realiza en placas de 384 pozos.

Tabla 9
Reactivo Volumen por reaccién (uL)
ddH20 autoclavada 4,90
Betaina 5M 3,00
Amortiguador 10X 1,50
Cloruro de magnesio 1,50
DMSO 0,75
Taq 0,20
dNTP 0,15
Cebador 1 hacia adelante para la PCR (conc. 20 pmol/uL) | 1,00
Cebador 2 inverso para la PCR (conc. 20 pmol/uL) 1,00
ADN (conc. 5 ng/uL) 1,00
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Volumen total de reaccién PCR 15,00

Tabla 10: Ciclo de amplificacién de la PCR

Activacion de Taq Gold 10 minutos 95° C

Desnaturalizacién 30 segundos 95° C

Hibridacion 30 segundos 60° C 30 ciclos
1 minuto 72°C

Extensién 10 minutos 72°C

Sostenimiento © 4°C

Nota: No es necesaria una limpieza después de realizar la PCR externa.

Preparacién de la mezcla de reaccion PCR para PCR interna

El montaje de la PCR interna es casi el mismo que el de la PCR externa con unas pocas excepciones.

—_

. Elaborar el gran volumen de mezcla maestra como se describe para la PCR externa en la campana de PCR.
2. Alicuota MM para tubos de 7 tiras y pipeta multicanal de 12 ul en la placa de 384 pozos.

3. Afadir 1 ul de cada uno de los cebadores internos hacia delante e inversos. Sellar temporalmente la placa.
4. Remover de la campana, desacelerar la placa y proceder a la zona de montaje posterior de la PCR.

5. Utilizar pipetas dedicadas para alicuotas de 1 ul de producto PCR externo en cada reaccion.

6. Sellar con calor y girar nuevamente.

7. Correr el mismo ciclo de amplificacién como en el caso externo.

Correr los productos PCR sobre un gel al 1% antes de la limpieza. Determinar los exones que pasan/fallan para
repetir la PCR.

Limpieza de la PCR interna utilizando perlas magnéticas Ampure

Limpieza

1. Someter a agitacion tipo vortice la placa de perlas magnéticas Ampure hasta que no haya depdsito de perlas.
2. Es muy importante que la temperatura de las perlas Ampure esté a temperatura ambiente.

3. Uso del protocolo Ampure de 384 pozos en el Biomek y cambio del volumen de reaccion hasta 12uL para
acomodar los reactivos utilizados para la limpieza. Si esto no se hace, se puede generar un error.

4. Después de que se completa el programa, se hidrata la placa 20 uL de ddH20 autoclavada por pozo. Mientras se
afnade el agua, asegulrese de mezclar pipeteando suavemente hacia arriba y hacia abajo.

5. Girar la placa para eliminar cualquier burbuja de aire.

6. Colocar la placa en un iman para separar las perlas. Ahora se puede tomar 1 uL del ADN para configurar las
reacciones de secuenciacion. Guardar el resto a -20° C para un uso posterior.

Protocolo de secuenciacion
Preparacién de la mezcla de reaccién para secuenciacion
1. Descongelar BigDye 3.1 en un lugar oscuro, sobre hielo.

2. Preparar la mezcla maestra en un tubo (tubos Eppendorf o de 15 ml) utilizando la tabla que se muestra mas
abajo. Se deben anadir agua, amortiguador, DMSO y BigDye en el orden indicado.

3. Es muy importante mezclar los reactivos pipeteando suavemente hacia arriba y hacia abajo mientras se anade
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cada reactivo.

4. Cuando se utiliza un cebador universal para secuenciacién, también se puede afnadir el cebador a la mezcla
maestra en este momento. Si el cebador es Unico se debe afadir en forma individual después de que la mezcla
maestra esta en la placa de 384 pozos.

5. Usualmente, para una placa completa de 384 pozos de reacciones, elaborar suficiente mezcla maestra para
aproximadamente 415 reacciones.

6. Una vez que se configura la mezcla maestra, se divide la mezcla en 8 pozos de tubos de tiras. (No utilizar
depdsitos para tomar alicuotas de la mezcla maestra. Eso seria un desperdicio de reactivos)

7. Ahora se puede utilizar una pipeta multicanal para tomar alicuotas de la mezcla maestra en la placa de 384 pozos.
8. Girar la placa de la mezcla maestra para deshacerse de las burbujas de aire.

9. Afadir el producto PCR para ser secuenciado utilizando una pipeta multicanal. Asegurarse de mezclar pipeteando
hacia arriba y hacia abajo.

10. Girar la placa para eliminar cualquier burbuja de aire.

11. Utilizar el ciclo que se presenta a continuacién para la amplificacién.

Tabla 11
Reactivo Volumen por reaccién (uL)
ddH20 autoclavada 4,38
Amortiguador ABI 5X 3,65
DMSO 0,50
BigDye 3.1 ABI 0,35

Concentracion del cebador de secuenciaciéon 0,12

ADN de la reaccion PCR interna 1,00

Volumen total de la reaccion 10,00

Tabla 12: Ciclo de amplificaciéon para secuenciacion

Desnaturalizacién | 10 segundos | 96°C

Hibridacién 5 segundos 50°C 25 ciclos
Extension 4 minutos 60°C
Sostenimiento o0 4°C

Limpieza a través de las perlas magnéticas Cleanseq
1. Someter a agitacion tipo vortice la placa de perlas magnéticas CleanSeq hasta que no haya depésito de perlas.
2. Utilizar el programa para placas de 384 pozos en el Biomek para limpiar las muestras.

3. Una vez corrido el programa, guardar la placa original a -20° C. La nueva placa con las muestras limpias esta lista
para ir al ABI 3730.

(Nota: Si los productos PCR son mas cortos que 300 pb se debe diluir la muestra antes de colocarla en el ABI 3730)

Crear moldes Mutation Surveyor para la prueba del EGFR y guardarlos en LMM/secuenciacién/secuencias - MS
Review/EGFR.

Repeticion de los criterios de los resultados
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Todos los resultados positivos se repiten por medio de la amplificacion y secuenciacién del (de los) exén(es)
especifico(s) en la cual se haya detectado un cambio en la secuencia de ADN de una segunda alicuota del ADN del
paciente derivado de la muestra de tejido original. Ademas, el ADN extraido de una muestra de la sangre del
paciente se debe correr en forma paralela para comparar con el tejido del tumor si el cambio detectado de la
secuencia no ha sido previamente detectado en un paciente que responde al gefitinib o al erlotinib.

Cualquier exén que no produjera una secuencia clara se repetird ya sea a partir de la extraccién, la PCR o la
secuenciacion, con base en los problemas técnicos especificos.

Parametros del ensayo

Sensibilidad del ensayo: se han encontrado mutaciones somaticas del dominio quinasa del EGFR aproximadamente
en 13% de los individuos con NSCLC (Paez J. G. et al., 2004). Ademas, se han encontrado mutaciones somaticas
en el dominio quinasa del EGFR en 13/14 individuos (92,8%) con NSCLC que fueron sensibles al gefitinib (Paez JG
et al., 2004, Lynch, et al., 2004). La validacion de la sensibilidad técnica del ensayo demostr6 100% de sensibilidad a
las mutaciones conocidas y la validacion de la plataforma de secuenciacion en nuestro laboratorio muestra una
sensibilidad del 100% (véase "precision de la técnica" mas abajo). Se determiné que la sensibilidad para la deteccién
de la mutacion de muestras mosaico es del 25% (es decir, se pueden detectar mutaciones heterocigotos cuando
estan presentes en un 50% de una mezcla de células). Se ha encontrado que hasta un 20% del tejido embebido en
parafina no produce un ADN de alta calidad. No se puede obtener informacién de la secuencia a partir de estas
muestras.

Especificidad del ensayo: hasta la fecha, la literatura publicada indica que ningun individuo con una mutacion
somatica en EGFR fuera sensibles al gefitinib (11/11). La posibilidad de encontrar una mutacién debido a un
artefacto de secuenciacion bidireccional es cercana al 0% (véase "precision de la técnica" a continuacion). Como tal,
la especificidad del ensayo es aproximadamente del 100%.

Precision de la técnica: la técnica de secuenciacién de ADN es el estdndar dorado en los diagndsticos moleculares.
Este laboratorio utiliza el analizador de ADN ABI 3730 que ha reportado una precision del 98,5%. Combinando esto
con una secuenciacion bidireccional, el analisis automatizado de un cromatograma con Mutation Surveyor, y el
andlisis manual de los falsos positivos, se ha logrado una tasa de precision del 100%. Esto con base en el analisis
de mas de 100.000 bases de secuencias sin procesar. Para mas informaciéon sobre esta evaluacién, consulte
nuestro manual de Programa de Aseguramiento de Calidad.

Nota: no se asume que estos resultados garantizan el 100% de precisién de esta plataforma. Se sabe que pueden
presentarse errores en la secuenciacion y por lo tanto, se reporta una precisién que es del 99,99% que ha sido
encontrada por proyectos de secuenciacion a gran escala (Hill et al., 2000).

Reproducibilidad del ensayo: debido a la precision del ensayo, cuando se obtienen los resultados, tienen una
reproducibilidad igual a la precision del ensayo (99,99%). Sin embargo, a veces, el ensayo puede fallar debido a
factores como los enumerados méas adelante (véase Limitaciones del método) o debido a fallas en la secuenciacion
o de la PCR debido a razones técnicas sin explicacion. En estos casos, no se obtienen resultados y se repite el
ensayo hasta obtener un resultado o el espécimen del paciente se considera inaceptable. Las tasas especificas de
fracaso de cada etapa del ensayo y de los especimenes pueden encontrarse en nuestro manual de Programa de
Aseguramiento de Calidad.

Rango normal de los resultados: la secuencia normal del gen EGFR se puede encontrar en linea utilizando los
nuameros de acceso del GenBank: Nt_033968.5 (secuencia gendmica) y NM_005228.3 (secuencia de ARNm).

Limitaciones del Método:

Grandes supresiones que abarcan uno o mas exones no seran detectadas por el método de secuenciamiento,
particularmente si estan presentes en mutaciones de heterocigotos en el gen EGFR fuera del dominio quinasa, no
seran detectados por el ensayo. Pueden estar presentes inhibidores en la muestra de ADN impidiendo la
amplificacion por PCR. El ADN degradado puede no producir datos analizables y puede requerirse reenviar
espécimen. Las variaciones raras de la secuencia o estructuras secundarias de las secuencias del cebador objetivo
podrian afectar la amplificacion por PCR y por lo tanto la(s) mutacion(es) podria(n) perderse en aquella regién de un
alelo.

Ejemplo 6

El gefitinib (Iressa) es un inhibidor de la tirosina quinasa que dirige al receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR), e induce respuestas clinicas dramaticas en los canceres de pulmén de células no pequefias (NSCLC) con
mutaciones de activacion dentro del dominio quinasa del EGFR. Reportamos que estos EGFR mutantes activan
selectivamente las rutas de senalizacion Akt y STAT, que promueven la supervivencia celular, pero no tienen ningln
efecto sobre la senalizacion de Erk/MAPK, que induce la proliferacién. Los NSCLC que expresan los EGFR
mutantes sufrieron una amplia apoptosis después de la desactivacion mediada por ARNpi del EGFR mutante o el
tratamiento con inhibidores farmacolégicos de la sefalizacion de Akt y STAT, y eran relativamente resistentes a la
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apoptosis inducida por farmacos quimioterapéuticos convencionales. Por lo tanto, los EGFR mutantes transducen
selectivamente las sefiales de supervivencia de las cuales se vuelven dependientes los NSCLC; en consecuencia, la
inhibicién de esas sefiales por gefitinib puede ser la verdadera razén de respuestas clinicas notables.

Las tirosina quinasas receptoras de la familia del EGFR regulan funciones celulares esenciales incluyendo la
proliferacién, supervivencia, migracion, y diferenciacién, y parecen jugar un papel central en la etiologia y progreso
de los tumores sélidos (R. N. Jorissen et al., Exp. Cell Res. 284, 31 (2003), H. S. Earp, T. L. Dawson, X. Li, H. Yu,
Breast Cancer Res. Treat. 35, 115 (1995)). El EGFR se sobreexpresa frecuentemente en cancer de mama, de
pulmén, de colon, de ovario, y en tumores cerebrales, lo que provocé el desarrollo de inhibidores farmacol6gicos
especificos, tales como gefitinib, que afectan la actividad de quinasa del EGFR mediante el enlazamiento del bolsillo
de ATP en el dominio catalitico (A- E. Wakeling et al.,, Cancer Res. 62, 5749 (2002)). Gefitinib ha inducido
respuestas clinicas dramaticas en aproximadamente el 10% de los pacientes con NSCLC refractario a la
quimioterapia (J. Baselga et al., J. Clin. Oncol. 20, 4292 (2002), M. Fukuoka et al., J. Clin. Oncol. 21, 2237 (2003), G.
Giaccone et al., J Clin Oncol. 22, 777 (2004), M. G. Kris et al., JAMA 290, 2149 (2003)). Practicamente todos los
canceres de pulmén sensibles a gefitinib albergan mutaciones somaticas en el dominio quinasa del EGFR, mientras
que no se han observado mutaciones en los casos no sensibles (T. J. Lynch et al., N. Engl. J. Med. 350, 2129
(2004), J. G. Paez et al., Science 304, 1497 (2004)). Estas mutaciones heterocigotas incluyen supresiones pequenas
en el marco y sustituciones en sentido erroneo agrupadas dentro del bolsillo de enlazamiento del ATP.

Utilizando transfecciones transitorias de los EGFR mutantes, se mostré previamente que ambos tipos de mutaciones
conducen a una mayor activacion del receptor de depende de EGF, tal como se mide por la autofosforilacion de
Y1068, uno de los sitios de fosforilacion prominentes del terminal C del EGFR. (T. J. Lynch et al., N. Engl. J. Med.
350, 2129 (2004)).

Para permitir los estudios de diferencias cualitativas en la sefalizacién por los EGFR mutantes, hemos generado
lineas estables de células epiteliales mamarias de ratén no transformadas (NMuMg) que expresan EGFR de tipo
silvestre o mutante, y se analizé la autofosforilacion mediada por EGF de multiples residuos de tirosina vinculados a
la activacion de distintos efectores secuencia abajo (R. N. Jorissen et al., Exp. Cell Res. 284, 31 (2003)). Se
generaron lineas celulares que expresan, ya sea EGFR de tipo silvestre o una de las dos mutaciones recurrentes
detectadas en los tumores de los pacientes que responden a gefitinib: la mutacion en sentido erréneo L858R vy la
supresion en el marco de 18 pb, delL747-P753insS. No se observaron patrones de fosforilacion de tirosina
significativamente diferentes entre los EGFR de tipo silvestre y los dos mutantes en diferentes sitios del terminal C.
La fosforilacién inducida por EGF de Y1045 y Y1173 era virtualmente indistinguible entre los EGFR de tipo silvestre
y mutante, mientras que la fosforilacion de Y992 y Y1068 se incrementé sustancialmente en ambos mutantes.
Curiosamente, Y845 fue altamente fosforilado en el mutante de sentido erréneo L858R, pero no en el de tipo
silvestre o el mutante de supresion, y por lo tanto parece ser Unico para distinguir entre los dos tipos de mutaciones
del EGFR. El patrén de fosforilacion de la tirosina inducida por EGF diferencial observado con los receptores de tipo
silvestre y mutante fue reproducible en células COS7 transfectadas transitoriamente, asegurando contra efectos
potenciales especificos del tipo de célula.

Por lo tanto, los EGFR mutantes sensibles gefitinib transducen sefales que son cualitativamente distintas de
aquellas mediadas por EGFR de tipo silvestre. Estas diferencias pueden resultar directamente de las alteraciones
estructurales en el bolsillo catalitico afectando la especificidad del sustrato, o de las interacciones alteradas con las
proteinas accesorias que modulan la sefalizacion del EGFR.

El establecimiento de lineas celulares transfectadas establemente con los EGFR mutantes hizo posible comparar el
estado de fosforilacién de los principales objetivos secuencia abajo del EGFR en un fondo celular compartido. La
activacion inducida por EGF de Erk1 y Erk2, a través de Ras, Akt a través de PLCy/PIBK y de STAT3 y STAT5 a
través de JAK2, son rutas esenciales secuencia abajo que median los efectos oncogénicos del EGFR (R. N.
Jorissen et al., Exp. Cell Res. 284, 31 (2003)). La activacién de Erk inducida por EGF era esencialmente
indistinguible entre las células que expresan EGFR de tipo silvestre o cualquiera de los dos que activan mutantes del
EGFR. Por el contrario, la fosforilacion de Akt y STAT5 se elevd sustancialmente en las células que expresan
cualquiera de los EGFR mutantes. El aumento de la fosforilacion de STAT3 se observo también en forma similar en
células que expresan EGFR mutantes. La activacion de Erk inalterada por los EGFR mutantes es coherente con la
ausencia de aumento de la fosforilacion de Y1173, un importante sitio de acoplamiento para los adaptadores Shc y
grb-2 que conduce a la activacién de Ras y la posterior fosforilacion de Erk (R. N. Jorissen et al., Exp. Cell Res. 284,
31 (2003)). El aumento de fosforilaciéon de Akt y STAT después de la activacion de los EGFR mutantes es
consistente con el aumento en fosforilacion de Y992 y Y1068, ambos de los cuales han sido previamente vinculados
a la activacion de Akt y STAT (R. N. Jorissen et al., Exp. Cell Res. 284, 31 (2003)). Por lo tanto, la autofosforilacién
selectiva inducida por EGF de los residuos de tirosina del terminal C dentro de los mutantes del EGFR esté bien
correlacionada con la activacion selectiva de las rutas de sefalizacion secuencia abajo.

Para extender estas observaciones a las células de cancer de pulmén en las cuales las mutaciones del EGFR
parecen dirigir la tumorigénesis, hemos estudiado las lineas derivadas de cinco tumores de NSCL. NCI-H1975
transporta la mutacién de sentido erréneo heterocigota recurrente L858R y NCI-H1650 tiene la supresién en el
marco delE746-A750, mientras que el NCI-358, NCI-H1666 y NCI-H1734 expresan EGFR de tipo silvestre. Al igual
que en las células transfectadas, la autofosforilacién inducida por EGF de Y992 y Y1068 se elevdé marcadamente en
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las dos lineas con mutaciones del EGFR enddgeno, al igual que la fosforilacion de Akt y STAT5, pero no Erk.

La actividad oncogénica del EGFR refleja la activacion de sefiales que promueven tanto la proliferacién celular y
como la supervivencia celular (S. Grant, L. Qiao, P. Dent, Front. Biosc. 7, d376 (2002)). Mientras que estas rutas
exhiben solapamiento, la activacion mediada por Ras de las quinasas Erk contribuye sustancialmente a la actividad
proliferativa del EGFR, mientras que la activacion de Akt y STAT esta vinculada en gran medida a una funcién anti-
apoptotica (S. Grant, L. Qiao, P. Dent, Front. Biosci. 7, d376 (2002), F. Chang et al., Leukemia 17, 1263 (2003), F.
Chang et al., Leukemia 17, 590 (2003), F. Chang et al., Int. J. Oncol. 22, 469 (2003), V. Calo et al., J. Cell Physiol.
197, 157 (2003), T. J. Ahonen et al., J. Biol. Chem. 278, 27287 (2003)). Las dos lineas celulares de cancer de
pulmén que albergan mutaciones del EGFR mostraron una respuesta proliferativa a EGF a bajas concentraciones de
suero que no se observd en las células con receptores de tipo silvestre. Sin embargo, su tasa de proliferacion y la
densidad de las células en confluencia fueron comparables a las concentraciones séricas normales.

ARNpi

En contraste, las rutas apoptéticas eran marcadamente diferentes en las células de cancer de pulmoén con EGFR
mutantes: la inactivacién especifica mediada por ARNpi del EGFR mutante en estas lineas celulares resulté en una
rapida y masiva apoptosis. Alrededor del 90% de las células NCI-H1975 transfectadas con ARNpi especifico de
L858R murieron en un lapso de 96 horas, como lo hicieron las células NCI-H1650 transfectadas con ARNpi
especifico de delE746-A750. El ARNpi especifico, para cualquier mutacion del EGFR no tuvo ningun efecto sobre las
células que expresan la mutacion alternativa, y ARNpi que dirige tanto a EGFR de tipo silvestre como mutante tuvo
un efecto minimo sobre la viabilidad de las células que expresan soélo los receptores de tipo silvestre, pero indujo
una rapida muerte celular en lineas que expresan mutantes del EGFR. La capacidad de los ARNpi para dirigir
especificamente a los alelos correspondientes del EGFR fue confirmada en las células transfectadas COS7 por
medio de inmunotransferencia. Por lo tanto, parece esencial la expresion de los EGFR mutantes para la supresion
de las sefiales pro-apoptéticas en los canceres de pulmén que albergan estas mutaciones. El hecho de que las
células de cancer de pulmoén que expresan sélo los receptores de tipo silvestre no muestran una dependencia similar
sobre la expresion del EGFR también puede dar cuenta de la relativa insensibilidad al gefitinib de tumores humanos
que sobreexpresan EGFR de tipo silvestre.

La efectividad de gefitinib en canceres de pulmén que albergan EGFR mutantes puede reflejar tanto su inhibicién de
las rutas anti-apoptoticos criticas sobre la cuales estas células se han vuelto estrictamente dependientes, asi como
las propiedades bioquimicas alteradas de los receptores mutantes. Hemos informado anteriormente que los EGFR
mutantes son mas sensibles a la inhibiciéon de gefitinib de autofosforilacion dependiente de EGF que los receptores
de tipo silvestre (T. J. Lynch et al., N. Engl. J. Med. 350, 2129 (2004)). También se observé este aumento de
sensibilidad al farmaco por parte de los receptores mutantes, tanto para la activacion de Erk como de STAT5. Por lo
tanto, mientras que la senalizacién inducida por EGF por parte de los receptores mutantes demuestra activacion
selectiva de los efectores secuencia abajo a través de eventos de autofosforilacion diferenciales, su mayor inhibicién
por gefitinib es uniforme, y puede reflejar enlazamiento alterado del farmaco con el bolsillo del ATP mutante.

Para establecer la relevancia del aumento de sefalizacion de Akt y STAT en superviviente del NSCL mediado por
EGFR, nos centramos en estas rutas con inhibidores farmacoldgicos especificos. Las células de cancer de pulmén
que albergan mutaciones del EGFR eran 100 veces mas sensibles al gefitinib que las células con receptores de tipo
silvestre. Las células que expresan EGFR mutantes también eran mas sensibles a la inhibicién farmacoldgica de la
sefalizacion de Akt o STAT que las células que expresan sélo EGFR de tipo silvestre. Mientras que las células de
cancer de pulmén mutantes del EGFR mostraron aumento de la sensibilidad a la interrupcion de las sefiales anti-
apoptoticas mediadas por Akt/STAT, demostraron notable aumento de la resistencia a las sefiales de muerte celular
inducidas por los agentes quimioterapéuticos comunmente utilizados doxorrubicina y cisplatino, y el ligando de FAS
pro-apoptotico.

La sefalizacién mejorada de Akt/STAT en las células con EGFR mutante puede proporcionar por lo tanto, un
objetivo terapéutico adicional, mientras aumenta la posibilidad de que la quimioterapia convencional pueda ser
menos efectiva contra estos tumores.

Se ha propuesto "adicciéon oncogénica” para explicar la apoptosis de las células cancerosas después de la supresién
de una senal proliferativa de la cual se han vuelto dependientes (I. B. Weinstein, Science 297, 63 (2002)).
Curiosamente, imatinib (Gleevec) activa eficientemente la muerte celular en leucemias mieloides cronicas que
expresan el producto de la translocacién BCR-ABL y en los tumores del estroma gastrointestinal que expresan la
activacion de mutaciones de c-Kit, los cuales exhiben frecuentemente activacion constitutiva de STAT que es
inhibida eficazmente por el farmaco (T. Kindler et al., leukemia 17, 999 (2003), G. P. Paner et al., Anticancer Res.
23, 2253 (2003)). Del mismo modo, en las células de cancer de pulmén con mutaciones de la quinasa del EGFR, la
sensibilidad al gefitinib puede resultar en gran parte de su inhibicién efectiva de sefiales anti-apoptéticas esenciales
transducidas por el receptor mutante.

Materiales y métodos

Inmunotransferencia
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Los lisados de células cultivadas se prepararon en solucién de lisis RIPA enfriada con hielo (Triton X-100 al 1%,
SDS al 0,1%, Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, EDTA 1mM, EGTA 1 mM, B-glicerol-fosfato, NaF 10 mM,
ortovanadato de sodio 1 mM, que contienen inhibidores de proteasa. Se removieron los residuos por centrifugacién
en una microcentrifuga a 12.000 xg durante 10 min a 42 C. Se calentaron a ebullicién los lisados clarificados en gel
que carga amortiguador y se separaron por medio de SDS-PAGE al 10%. Se electrotransfirieron las proteinas a
nitrocelulosa y se detectaron con anticuerpos especificos, seguido por incubacién con anticuerpo de cabra
secundario conjugado con peroxidasa de rdbano (sefializacion celular (Beverly, MA; 1: 2000) y desarrollo con
quimioluminiscencia mejorada (DuPont NEN), seguido por autorradiografia). Se obtuvieron los anticuerpos fosfo-
EGFR Y845, Y992, Y1045, Y1068, fosfo-STAT5 (tyr694), fosfo-Akt (Serd73), fosfo-Erk1/2 (Thr202/Tyr204), Akt,
STAT5 y ERK1/2 a través de New England Biolabs (Beverly, MA). Se obtuvo anticuerpo Ab-20 del EGFR total a
través de NeoMarkers (Fremont, CA). El anticuerpo Y1173 de fosfo-EGFR a través de Upstate Biotechnology (Lake
Placid, NY) y el anticuerpo total de fosfotirosina PY-20 a través de Transduction Laboratories (Lexington, KY). Todos
los anticuerpos se utilizaron en una dilucion de 1:1000.

Vectores de expresion del EGFR

Los constructos de expresion de longitud completa del EGFR que codifican las mutaciones L858 o dellL747-
P753insS de tipo silvestre fueron sub-clonados utilizando métodos estandar en el plasmido pUSEamp. Se
confirmaron todos los constructos por medio de analisis de secuencia de ADN.

Lineas celulares y transfecciones

Se cultivaron células COS7 y células NMuMg (epiteliales mamarias de ratéon normales) en DMEM (medio de Eagle
modificado de Dulbecco) con suero de ternera fetal al 10% en presencia de L-glutamina 2mM y 50 U/ml de
penicilina/estreptomicina. Se obtuvieron las lineas celulares de cancer de pulmén humano NCI-H358, NCI-H1650,
NCI-H1734, NCI-H1666 y NCI-H1975 a través de la coleccion American Type Culture Collection y se cultivaron en
RPMI1640 con suero bovino fetal al 10%, L-glutamina 2 mM, 50 U/ml de penicilina/estreptomicina y piruvato de
sodio 1mM. Se denominan en el texto, en forma abreviada, como H358, H1650, H1734, H1666 y H1975,
respectivamente. La transfeccion transitoria de células COS7 se realizé utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Se transfectd el plasmido (1 pg) en células con un 80% de confluencia en una placa de 10 cm.
Después de 12 horas, se recogieron las células y se volvieron a sembrar en placas de 12 pozos en ausencia de
suero. Al dia siguiente, se estimularon las células con 30 ng/ml de EGF. Se prepararon las lineas celulares estables
NMuMg mediante cotransfeccién de los constructos de expresion del EGFR con el plasmido seleccionable por el
farmaco pBABE puro, seguido por seleccién en 3 ug/ml de puromicina. Se utilizaron reservorios de células
resistentes al farmaco para el analisis. La expresion del EGFR en las células transfectadas de forma estable se
confirmé mediante inmunotransferencia.

“Desactivacion” mediada por ARNpi de la expresion del EGFR

Se diseid6 ARNpi para L858R del EGFR para dirigir la secuencia de nucleétidos CACAGATTTTGGGCGGGCCAA
(SEQ ID NO. 688), mientras que se utilizé la secuencia GCTATCAAAACATCTCCGAAA (SEQ ID NO: 689) para la
delE745-A750 (Qiagen, Valencia, CA). Para dirigir todas las formas del EGFR, se obtuvo ARNpi preparado
comercialmente correspondiente a EGFR de tipo silvestre humano a través de Dharmacon (Lafayette, CO). Se llevo
a cabo la transfeccion de los ARNpi con Lipofectamina 2000 (Invitrogen) segin las instrucciones del fabricante. Las
células se ensayaron para determinar la viabilidad después de 96 horas usando el ensayo de MTT.

Ensayo de apoptosis

Se sembraron 10.000 células en pozos individuales de una placa de 96 pozos. Después de 6 horas, se cambié el
medio y se mantuvieron las células en presencia de concentraciones crecientes de doxorrubicina (Sigma, St. Louis,
MO), cisplatino (Sigma), ligando Fas (activador humano, clon CH11; Upstate Biotechnology), Ly294002 (Sigma), o
AG490 (Calbiochem, La Jolla, CA). Después de 96 horas, se determind la viabilidad de las células utilizando el
ensayo de MTT. Para la inmunocoloracién de la caspasa, se sembraron 10.000 células sobre cubreobjetos de 10
mm. Al dia siguiente fueron transfectadas con ARNpi (véase la seccion anterior para mas detalles). Después de 72
horas, se fijaron las células en paraformaldehido al 4% a temperatura ambiente durante 10 min. Posteriormente, se
permeabilizaron durante 5 min en Triton X-100 al 0,5% y se bloquearon durante 1 h en suero normal de cabra al 5%
(NGS). Se incubaron los cubreobjetos durante la noche a 4° C en anticuerpo primario (caspasa-3 Asp 175 5A1
escindida a través de Cell Signaling) con una dilucion de 1:100. Al dia siguiente, se lavaron los cubreobjetos 3 veces
en PBS y se incubaron durante 1 hora con el anticuerpo secundario (conjugado de Texas-red anti-conejo de cabra;
de Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA) con una dilucién 1:250 en suero de cabra normal al 5% y 0,5 pg/mi
de DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol). Después de 3 lavadas en PBS, se montaron los cubreobjetos con reactivo
contra la decoloracion ProLong Gold de Molecular Probes (Eugene, OR).

Ensayo de viabilidad celular

Se anadieron 10 pl de solucién de 5 mg/ml de MTT (azul de tiazolilo; Sigma) a cada pozo de una placa de 96 pozos.
Después de 2 horas de incubacién a 372 C, se removi6 el medio y se solubilizé la MTT mediante la adicion de 100 pl
de isopropanol &acido (HCI 0,1 normal) a cada pozo. Se determiné la absorbancia espectrofotométricamente a 570
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nm.
Curva de crecimiento

Se obtuvieron curvas de crecimiento para las células H-358, H-1650, H-1734, y H-1975 sembrando 1.000 células en
pozos individuales de placas de 96 pozos. Se sembr6 en placa cada linea celular en 8 pozos separados. Los
siguientes dias, se fijaron las células en formaldehido al 4% y se tifieron con solucion de cristal violeta al 0,1% (p/v).
Se solubilizé luego el cristal violeta 100 ul de acido acético al 10%, y se midié la absorbancia a 570 nm utilizando un
lector de placas para determinar el numero relativo de células.

Identificacién de la mutacion

Para identificar lineas de células esporadicas de NSCLC que albergan mutaciones dentro del EGFR, se
secuenciaron los exones 19 y 21 dentro de un panel de 15 lineas celulares de NSCLC, como se describid
anteriormente. Se seleccionaron lineas celulares para andlisis con base en su derivacién a partir de tumores de
histologia broncoalveolar, independientemente de los antecedentes de tabaquismo (NCI-H358, NCI-H650, NCI-
H1650), o de adenocarcinomas que surgen dentro de los no fumadores (NCI-H1435, NCI-H1563, NCI-H1651, NCI-
H1734, NCI-H1793, NCI-H1975, NCI-H2291, NCI-H2342, NCI-H2030, NCI-H1838, NCI-H2347, NCI-H2023). Se ha
reportado que NCI-H1666 albergar tnicamente EGFR de tipo silvestre (véanse los ejemplos anteriores). Todas las
lineas celulares estan disponibles a través de la American Type Culture Collection.
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Tabla 1. Caracteristicas de 9 pacientes con cancer de pulmén de células no pequeias y sensibilidad al gefitinib

Paciente  Sexo Edad al inicio Tipo No. de Estatus de Duracién Supervivencia Mutacién Respuesta’
No. de laterapiade  patolégico* regimenes fumador® de la total* del EGFRS
gefitinib anteriores terapia
anos meses
1 F 70 BAC 3 Nunca 15,6 18,8 Si Mayor; lesiones pulmonares
mejoradas
2 M 66 BAC 0 Nunca >14,0 >14,0 Si Mayor; lesiones pulmonares
bilaterales mejoradas
3 M 64 Adeno 2 Nunca 6 12,9 Si Parcial; lesiones pulmonares
mejoradas
4 F 81 Adeno 1 Ex-fumador >13,3 >21,4 Si Menor; enfermedad pleural
mejorada
5 F 45 Adeno 2 Nunca >14,7 >14,7 Si Parcial; lesiones hepaticas
mejoradas
6 M 32 BAC 3 Nunca >7,8 >7,8 Si Mayor; lesiones pulmonares
mejoradas
7 F 62 Adeno 1 Ex-fumador >4,3 >4,3 Si Parcial; lesiones pulmonares y

hepéticas mejoradas
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8 F 58 Adeno 1 Ex-fumador 11,7 17,9 Si Parcial; lesiones hepaticas
mejoradas

9 F 42 BAC 2 Nunca >33,5 >33,5 No Parcial; n6dulos pulmonares
mejorados

* Adenocarcinoma (Adeno) con cualquier elemento del carcinoma broncoalveolar (BAC) se enumera como BAC

T El estatus de fumador se definié como de ex-fumador si el paciente no habia fumado ningun cigarrillo en u lapso de 12 meses antes de entrar y nunca si el paciente habia
fumado menos de 100 cigarrillos en toda su vida.

* Se midi6 la supervivencia total desde el comienzo del tratamiento con gefitinib hasta la muerte.
S EGFR denota el gen para el receptor del factor de crecimiento epidérmico

9 Se evalué una respuesta parcial con el uso de criterios de evaluacién de respuesta en tumores sélidos; se evaluaron las respuestas mayor y menor por parte de dos médicos
en pacientes en quienes no se podia medir la respuesta con el uso de estos criterios.

Tabla 2. Mutaciones somaticas en el dominio tirosina quinasa de EGR en pacientes con cancer de pulmén de células no pequefas

Paciente Mutacién Efecto de la mutacién

Pacientes con sensibilidad al gefitinib

Paciente 1 Supresion de 15 nucledtidos (2235 - 2249) Supresion en el marco (746 - 750)

Paciente 2 Supresion de 12 nucledtidos (2240 - 2251) Supresion en el marco (747 - 751) e insercion de un residuo de serina
Paciente 3 Supresion de 18 nucledtidos (2240 - 2257) Supresion en el marco (747 - 753) e insercién de un residuo de serina
Paciente 4 Supresion de 18 nucledtidos (2240 - 2257) Supresion en el marco (747 - 753) e insercién de un residuo de serina
Paciente 5 Sustitucion de G por T en el nucleétidos 2573 Sustitucién de amino&cido (L858R)

Paciente 6 Sustitucion de G por T en el nucledtidos 2573 Sustitucién de amino&cido (L858R)

Paciente 7 Sustitucion de A por T en el nucleétidos 2582 Sustitucion de aminoécido (L861Q)

Paciente 8 Sustitucion de T por G en el nucleétidos 2155 Sustitucién de aminoécido (G719C)

Pacientes sin exposicion al gefitinib*
Paciente A Supresion de 18 nucledtidos (2240 - 2257) Supresion en el marco (747 - 753) e insercion de un residuo de serina

Paciente B Supresion de 15 nucledtidos (2235 - 2249) Supresion en el marco (746 - 750)

* Entre los 25 pacientes sin exposicion al gefitinib (15 con cancer broncoalveolar, 7 con adenocarcinoma, y 3 con carcinoma de células grandes), 2 (Pacientes Ay B) —
quienes tenian cancer broncoalveolar — tenian mutaciones del EGFR. No se encontraron mutaciones en 14 lineas celulares de cancer de pulmén que representan tipos
histoldgicos diversos: cancer pulmonar de células no pequefias (6 especimenes), cancer pulmonar de células pequefias (6 especimenes), carcinoide bronquial (1
espécimen), y un tipo desconocido (un espécimen). Las variantes polimérficas identificadas dentro del EGFR incluyen las siguientes: la sustitucién de A por G en el
nucledtido 1562, la sustituciéon de A por T en el nucleétido 1887, y una variante de linea germinal de significado funcional desconocido, la sustitucién de A por G en el
nucleétido 2885 dentro del dominio de tirosina quinasa.

Tabla 4: Caracteristicas de la poblacién entre 100 pacientes analizados por las mutaciones del EGFR como parte del
cuidado del NSCLC

Caracteristicas Frecuencia
Edad promedio, afios (desviacion estandar) 60,7 (11,0)
Mujer 63
Raza
Blanca 76
Asiatica 7
Otra 5
Desconocida 12
Etapa al momento del ensayo
I 15
1] 4
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1 10
v 67
Desconocida 4
Histologia
BAC puro 1
Adenocarcinoma con caracteristicas de BAC 24
Adenocarcinoma 69
NSCLC, todos los otros subtipos 6
Estatus de fumador
Actual 17
Ex-fumador 48
Nunca 29
Desconocido 6
Cantidad promedio fumada por fumadores actuales y ex-fumadores, paquetes por afo 39,0 (32,3)
(desviacion estandar)
Tiempo promedio de diagnéstico para la prueba del EGFR, meses (desviacion estandar) 18,7 (78,4)
Tratamiento previo de quimioterapia 47
Tratamiento previo dirigido al EGFR 11
BAC = carcinoma broncoalveolar, EGFR = receptor del factor de crecimiento epidérmico
Tabla 5: Mutaciones identificadas del gen somatico para el receptor del factor de crecimiento epidérmico

Paciente Género Histologia ggg::g}es fumados Exén Cambio de nucleétido Cambio de aminoécido
18 2126A>T E709V
1 F Adeno 0
18 2155G>A G719S
18 2156G>C G719A
2 F A+BAC 60
20 2327G>A R776H
3 F A+BAC 0 19 2235 2249 del K745_A750 del ins K
4 M A+BAC 0 19 2235_2249 del K745_A750 del ins K
5 F Adeno 5 19 2235_2249 del K745_A750 del ins K
6 M Adeno Desconocido 19 2235 2249 del K745 _A750 del ins K
7 F Adeno 0 19 2236_2250 del E746_A750 del
8 M Adeno 45 19 2236_2250 del E746_A750 del
9 F Adeno Desconocido 19 2236_2250 del E746_A750 del
10 M A+BAC 12 19 2237 _2255delins T E746_S752 del ins V
11 M Adeno 1 19 2239 2248 del ins C L747_A750 del ins P
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(continuacion)

Paquetes fumados

Paciente Género Histologia por aio Exén Cambio de nucleétido Cambio de aminoéacido
12 M A+BAC 0 19 2239_2251 del ins C L747_T751 del ins P
13 F Adeno 30 19 2253_2276 del T751_1759 delins T
14 F Adeno 0 19 2254 2277 del S752_1759 del

15 F Adeno 0 20 2303_2311 dup D770_N771ins SVD
16 M Adeno 5 20 2313_2318 dup CCCCGA | P772_H773 dup

17 F Adeno 0 21 2543C>T P848L*

18 M BAC 0 21 2573T>G L858R

19 F A+BAC 0 21 2573T>G L858R

20 M A+BAC 1 21 2573T>G L858R

21 F Adeno 0 21 2573T>G L858R

22 F Adeno 15 21 2573T>G L858R

23 F Adeno 0 21 2582T>A L861Q

Adeno = Adenocarcinoma, Adeno + BAC = Adenocarcinoma con caracteristicas de carcinoma broncoalveolar, BAC = Carcinoma
broncoalveolar puro

* Esta mutacion fue identificada como una variante de linea germinal
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NO:1-212)
Gen mﬁ';gq Em’:;SEQ i noiE Anidado R Anidado N
M‘___ MM 00430424 10,2 WGOAAATATAGCGAA CGGAAGOAA [TTGACAGGGETACCAGCSAGATOA
ALK INM 00430425 134 CTGAACCGOCAAGGACTCAT TTTTCCCTCCCTACT A CACACG
AXL M_0218E300 5.6 |ACTGATOCCCTGACCCTGTT ICCCATGGTTCCCCACTETT
“ICSFIR iihg_DOS2EIE  f1B WGGEACTCCALAGOCATGTG CTETCTGGOGCCATCC.ACT
ICSFIR INM 005200019 o0 ICATTGTCAAGGOCAATGTAAGTG _ |CTCTCACCAACCCTCG€CTGT
_D_DRI INM Qraoaqes  JILI2 l JACATGCOGAGOCAGAGTGAC TGCA&U:EAG&GAMGTGJG |
DDR2 N D061EZIG 13,14 TGAGCTTTICAACCCTAGTTTOTTG _ |GTTTGCCTCCTGCTGTC TCA
DK F2pI61F1010 MM dlgdza e TGTCCTTGICTTITTGAAGATTCC  [TGCAGACAGATGACAA ACATGAA
EGFR MM ODSIIRR 1AL TGGG_TE&GTCTCTGTM_QQ&G CATTGCCATAGCAAAA ATAAAMCACA
EGER NM_00S22EB  |15.20 GOTTCAACTGOGEGTCCTA CCTTCTCCGAGGTGGAATTG
[EGFR N} 0052284 J21.22 CGCACCATGGCATCICTITA AAAACGATCTCTATGT«CCGTGGT
FR BB OFST2E 33,24 .CAGCCAGCCAMCAATCAG.N TCTTTGGAGTCTTCAGA GGOAAA
EGER N 00528k 2526 [TGTGGTTTCOTTGGAAGCAA AATTGACAGCTCOOCC-ACAG
EGFR NM 005228y 2728 GGCTTTCTGACGOGAGTCAA ]}g;ﬁODE&&ﬁGACTCTCCAAGA
EGFR M 0DST2ER 17930 CCTTTCCATCACCOCTCAAG __ |MGTGOCTTCCCATTODESTAS
EGFR. WM (OSZ2EE iji,ﬂ WCCGGAATTCCTTOCTGETT CACTGAAACAAACAAT AGGGTGA
EGFR NM_005228/10 35,34 AGUGGGETOAGTCACAGGTTC TCAGAAGAAATGTTTT TATTCCAAGT
EGFR MM ﬂusz:afu 3536 IGCAAATCCAATTTTCCCACTT GCAGGAGCTCTGTGCCCTAT
EGFR b oosazehz (3738 TOCCACAGCATGACCTACCA TITGCTTCTTAAGGAAC TGAAAA
EGFR n 00522813 13940 ITGTCACCCAAGGTCATGOAG (CAAAAGCCAAGCOCAMAGAA
EGFR M 00522814 4147 |GGAGTCCCAACTCCTIGACC IGTCCTBOCCACACAGGATG |
EGFR NM 005728015 34 rﬂTTCCCC&CTCAMCﬁC& Ib\MCCTCGﬂCA-‘.ﬂTCiTTG _l'
EGFR WM O05Z28(l6 546 CCACCAATCCAACATCCAGA [TGOCCCAGAGCCATAG AAAC
EGFR W 005728117 4748 OATCATTCTACAAGATGTCAGCACATTCAGAGATIC TTTCTGE
[EGFR [NM_005228018 149,50 ITCCAAATGAGCTGGCAAGTG  [TCCCAAACACTCAGTGAAACAAA
EGFR el UDSEZE:EI? 51,52 GTGCATCGCTOGTAACATOD TGTGQEHGATGAGEAGG-GTC‘I
EGFR MM 00522300 [53.54 TCGCATTCATGOGTCTTCA ATCCCCATGGCAAACTECTTA
EGFR____ MM 00522800 15556 [GCTCAGAGCOCTOGCATOAA CATCCTCCCCTGCATGN GT
EGFR ____|nad opsxgpr  [s7.58 TOECTCGTCTGTGTGTGTCA CRAAAGAAAA TACTTF CATGTCAGA
EGFR NM 003228R3  [59.60 ITGAAGCAAATTGCCCAAGAC TGACATTTCTCCAGOO TG
EGFR Ni_DDS228[R4  |61,62 AAGTGTCGCATCACCAATGE IATGCGATCTGGEACACAGE
IEGFR MM BOSTIRPS 364 _GG(‘;ACITTGC‘!'GGC.&ATA@C‘_ ATGACTTCATATCCATOT GAGTTTCACT
GFR ed O0SZ2ERG 65,60 TATACOCCTCCATGAGGUACA GGOAAAAACCCACACA. GGAA
EGFR MM 00522807 167,68 TCAGAACCAGCATCTCAAGGA GATGCTGGAGGGAGCA ©CT
EGFR M _DOST2REE 1 )6ST0 CCTTGTTOAGGACATICACAGS ATGTGOCCGAGSTGOAAGTA
EPHAl WM 005233014 [71,72 [GGAGGGCAGAGGACTAGCTG GTGCCTGGCCAAGTCTETGT
HE_FH:M M DOSFING 173,74 CTOCAGCCTAGCAACAGAGE ?Mﬁ,mcmmcmeccmm.&
EPHA? M Q43113 17576 |CGGGTAAGGATGTGGGTTOT kCAGGTGTTCTGCETCCT GAA
EPHAZ MM_004931014 (77,78 GCTTCAGGAGGCAGAACACE GAGCAAGCCTAAGAA GGTTCA
EPHA i coszaae 7e.80 GCCTTGTATCCATITOCCACA TGACAACACGTTTTOGLSTCAT
(EPHAS o goszsaft 8182 |TGCATATTCCATTTCAGAACAGA _ JAAACAGTTTCATTGCIGECTAAAT _
EPHA4 NM 00443813 '33,.8‘-4 ICCGGATACAGATACCCAAAAAGA GAGOCTTCAAGGGATEAGA
EPHA4 I _ooed3slld 5.6 GCTGTTGTCCTOCTTOOCTA b GGTIGTAATGTIGAACSTAGETTTE
IEPHAT MM 13 JB788 [TGOCTGTCAGCTAAATAAGCATGT _TCAATTTGCTICATITC T CCTGTT
EPHAT [N u.w-m!m o0 ITGCTOCTCAACTACCAACCAA TOTGGTAGTAATIGTGLSAAAACTG
EFHAS MM 020526!]3 21,82 CAAAGCACCGTCTCAACTCG COCGMACTEM&ACTI‘C&T
EFHAS MM 02052614 [93.94 COAAAACAGGACCCCAGTGT CCCTCCTCCACAGAGCT GAT
EFHE1 MM 0044410 5,96 GACAGAAGCTGACAAGCAGCA AGGTTCCATTCCCTCOCAGT
IEFHE] MM O0Eadl R a7 9B TOGGAGTOAGAGT TTOGAAGAA TATG;&GGDCGTG&GCTG_-M.#
I[EPHEZ [NM_ 017448001 96,100 GOGCCCTGCTCTGGTIT CCAATTGGGUGT TAGTGAAA
EPHE? [M_D1 7448012 100, CATGAGATTGGOGCATCA AGGCCCATGATCTCAGAAGE
II_'_,-:_r;HIH MM 004443111 1103, GOTTGCAGOAGAGACOAGGET AGGCCCTTCACCCTGTG AC ]
EPHB3 _ WM oodaq3fiz los ATGACCCCTCCGATCCTACT [TAATCCTGCTCCACGOATT
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EPHB4 MM 004444114 {107 GOAAAAAGCAGAGGCAGGTG TGGTCTCAAGAACCCAG CAG
EPHBG INM 004445016 [109 GACACCCTCCCCCTCTCAT |ACTATGACACCCOGGCTSGAG
EPHBG M 00444517 [ TGCTTGATGTAAAACCCTTGG GCAATCCAACAGCCATG AGA
ERBE? NM_00444821 113 GGAGCAAACCOCTATGTCCA TCCTCCAACTGTGTGTTGSTGG
ERBB3 NM 00198201 (115 TGGGGACCACTGCTGAGAG TGCAGCCTTCTCICCTIGAA
FGFRI NM _000604}14  [117 IGCAGAGCAGTGTGOCAGAAG ACAGGTGGGAAGGGACT GG
GFR1 NM_000604)15 - 119 AGTGGGGTGGGCTGAGAAC TCTCTGGGGCAGAAAGA. GGA
FGFR2 NM_000141014 121 ACCCGGCCACACTGTATTIC CATCCCACCCAGCTCTCAAC
FGFR2 NM 00014ths 123 AGGGCATAGCCCTATIGAGC AGGAAAAAGCCAGAGAA
FGFR3 NM_000142013 [125 CAGGTGTGGGTGGAGTAGGT CTCAGGCGCCATCCACT T
'FGFR3 MM _oo01a2lia 127 AAGAAGACGACCAACGTGAGE  IAGGAGCTCCAGGGCACA.G
FGFR4 NM 00200304 [129 CCTCCTCTGTAAAGTGGGTGGA ﬂGﬁGGGCCTCAGTGCQEAGT
FGFR4 MM 00201115 [131 AGATGGGGCAGAACTGGATG GOGTCOCAGACCAAATCTGA
FLTI M 0201903 133 AGGTGCTCCCTTCACAGCAT HTCAGGGACTACAGLTG.AGGAA
FLT) NM 00201904 |35 GCCGTATGTTATCTGGGAGGT TGGGCOCATTACACTTTAAGA
FLT3 NM 00411920 137 TTCCATCACCGGTACCTCCT CCATAAATCAAAAATOC ACCACA
FLTS NM eoal1op1 139 GAGTGGTCTTAGGAAGATGATGC _|AAAGTCATGGGCTGCAA TACAA
FLT4 M 0020203 141 ATGGTCCCCACTGETTGE |4GGAGCTCACCTCACCCTGT
IGFIR NM_DO0ETS|IS  [143 CCTTGCGTCTCTOCACACAT GGCAACGGGTAACAAT GAA
SR NM 00020818 _[145 GGCTGAGOTAAGCTGCTTCG AAAAAGAAGTATCTTGCCCCTTT
INSR NM_D0020B)19 (147 AACCCCTCTTAGGGCTCTGTG CAGGAGGATGGCAGGCTTC
KDR INM_002253p4 1149 COTAGAGAGCTTCAGGACCTGTG _ [TTCCGAGAAGTITIGCCIEGA
KIT NM 000222017 [151 TGTGAACATCATICAAGGCGTA  |AAAATGTGTGATATCCC FAGACAGG
KIT NI 00022218 {133 T CCACATTTCAGCAACAGCA GGCTGCTTCCTGAGACACCAGT
LTK NM 0023a4)16_ [155 TATCTACCGGTGCOGGACTT AGOTGTAGOCTCOCCTCACA
IMERTK NM 006343017 [157 AGGCTGGTOGTGTCTCTGTG CAAGCTGCCAACCCTCACGTT
MET NM 000243019 [159 TGGATTTCAAATACTGAAGCCACT _(TGGAATTGGTGGTGTTIGAATTT
LMUS]‘: (NM D05592(15 1161 GGGCTTCATATGTICTGACATGG ICAGAGOACCACGCCATA. GG
MUSK NM 005592015 2(163 CCGAGATTTAGCCACCAGGA CCTGGGAAGCAAACAACACA
NTRKI NM 00252915 [165 AGGTCCCCAGICTCCTCTEC IAGACCCATGCAGCCATCCTA
INTRK1 NM_002520(16 1167 CGTGAACCACCGAGCTTGT AGAGGGGCAGAAGGGGAAC
NTRK? NM_006130[15 (169 GGTGGGGGTGAGGAGCTTAG TOGTTTAAGCCACCCAGTCA
NTRK2 M_006180[16 171 TGCAAATAAGGAAAGCAAACA  [TCCTGACATGGTCTTCCAACC
NTRK3 INM_002530017_ 173 CAGCATCTTCACACACCTCIGA  |GCTGGCTCTAAATCCCACTCT
NTRK3 (NM_ 00253008 175 CTAATOOGGGAAGTTGITGC TTCTGTATCAGCAGCTICTCIGTG
PDGFRA NM 006206018 177 CAAGTGCCACCATGGATCA GGCAGTGTACTGACCCC T TGA
PDGFRA NM_00620619 {179 GCACAAGTTATTAAGAGCCCAAGG |AGCATACTGGCCTCACACCCA
PDGFRB NM 002600018 |181 GCACATGGGCAGTGTTGTATTT _ IGAGCCCCACACAGATTTECCT
PDGFRB NM 00260819 [183 ATGGGACGGAGAAGTCOTTG TCCCTGTATCAGGGCTOCSTC
FTK? NM 00282118 {185 TTCCTACGCAGCACACCAAT GCAGGCACTAAACOCTTICC
PTKT INM_o02s21)19[187 IGCACGCATGTGACCAATTTC AGCCCTGAGAGGGAGGT AGG
RET " NM_gooaz3lis 189 CACACACCACOCCTCTGCT A AAGATTTGGGGTGAGG-GCTA
RET NM 00032316 [191 CTGAAAGCTCAGGGATAGGG CTGGCCAAGCTGCACAG.A
RORI NM 005012009 1193 TGCAGCCAACGATTTGAAAG GGAAAGCCOCAAGTCTG AAA
ROR! INM_005012009 2(195 TCATCATGAGATCCCCACACT GCATTTCCCCCTGAAGGAGT
lRORI NM_005012109 3197 TGGATICAGTAACCAGGAAGTGA _ICOCATTCCACCAGGATGATT
RORI NM_00S012K9_4{199 GTTTCCAGCTGCCCACTACC GCTCGAAACCACATGITCCCA
RYK NM 002958[13 201 CTGGATTTGGGGTTCICTGE COOGAACAGCTAGCAGA TTTTT
TEK NM 00045918 203 GGGAATTTTGGAGGGGAACT GCTTCAGTCACCACAGACSCA
TEK M _ooasalis faos TGAGTCTACCCAGCAATCATITG _ [TTCOCGAGAGCTACAGG.ACA
TIE NM 00542418 |207 GGTAACAAGGGTACCCACGAA GTTTGAGGGGCTGAGTG TGS
TiE M 00s424)t9 (209 CCTCACCCTTAGGGCTTGTG AGCCCAGGTCATGCCTTAAGA
rYRO3 M 0062038 [11212  [GGGTAGCTTGGGAGCAAAGA CCAAACCCCAGAGAGCA GAC
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NOS: 213 — 424)
L(_;?'.‘_ RefSeq [Exén |SEQ 1D NO |F Externo R Externo
ALK NM 004304 P4 113214 |CATTTCCOCTAATCCTTITCCA GTGATCCCAGATTTAGGCCTTC
ALK NM 002303 ps  [2is GOCTCTOGTOGTTTIGTTTTGIC CCCAGOGTAGGGTCCAATAATC
AXL MM 021913 19 217 CTTCCTGGTGGAGGTGACTGAT CAGGCATAGTGTGTGATGGTCA
"ICSFIR MM 005211 1B 219 TCACGATACACATICTCAGATCC GAAGATCTCCCAGAGGAGGATG
CSFIR MM 005211 Jio o COTAACGTGCTGTTGACCAAT AAACGAGGGAAGAGCCAGAAAG
DDRI NM_013994 15, [223 TOGGGAGCACAATAAAAGAAGA ACTCTTGGCTCCTGGATTCTTG
DDR2 NM 006182 {16 [235 GGAAGTCAGTGTGCAGGGAATA _ [TTTTAGCAGAAATAGGCAAGCA
DRFZp?51P1010 [NM 018423 R 227 TGGTAATCCTAAACACAATGCAGA _[CTGGGCAACACAGTGAGATCCT
EGFR MM 005228 2 229 TCACAAATTTCTTIGCTGTGTCC CATGGAACTCCAGATTAGCCTGT -
EGFR NM 005228 £} 231 GATTGTTGCAGATOCGTGGACAT CGCTTAAATCTTCCCATTICCAG
IEGFR MM_005228 il 233 CTCCATGGCACCATCATTAACA CTCAGGACACAAGTGCTCTGCT
GFR NM_005228 Al 235 GCAGTTCATGOTTCATCTTCTTTT CAAAATAGCCCACCCTGGATTA
EGFR NM 0S228 6 |37 CTTTCTGCATTGCCCAAGATG CAAGGTCTCAGTGAGTGGTGGA
EGFR. NM 005228 |7 239 GAGAAGGGTCTTTCTGACTCTGC  [CAGGTGTTTCTCCTGTGAGGTG
FR NM_005228 b 241 CACATTGCOGCCTAGAATGTTA ﬁCCC‘-:GTC&CAACCﬂCAGT
- EGFR NM_005228 A 243 GCCGTAGCCCCAAAGTGTACTA TCAGCTCAAACCTGTGATTTCC
EGFR NM_ 005228 10 45 CTCACTCTCCATAAATGCTACGAA GACTTAACGTGTCCCCTTTIGC
EGFR MM 005228 1] 47 GCCTCTTCGOGGGTAATCAGATA GAAGTCTGTGGTTTAGCGGACA
EGFR NM 005228 fi2  [240 ATCTTTTGCCTGGAGGAACTTT CAGGGTAAATTCATCCCATTGA
EGFR NM_ 005228 13 (251 CAGCAGCCAGCACAACTACTTT TTGGCTAGATGAACCATTGATGA
EGFR MM 005228 14 |83 TGAATGAAGCTCCTGTGTTTACTC _ ATGTTCATOGCAGGCTAATGTG
EGFR M 005228 15 pss AAAACAGGGAGAACTTCTAAGCAA |CATGGCAGAGTCATICCCACT
GFR NM 005228 16 25‘}' CAATGCTAGAACAACGCCTGTC TCCCTCCACTGAGGACAAAGTT
EGFR MM 005228 17 l2se (GGGAGAGCTTOAGAAAGTIGGA _ IATTTCCTCGGATGGATGTACCA
lecrr NM 005228 1B |21 TCAGAGCCTGTGTTTCTACCAA TGGTCTCACAGGACCACTGATT
EGFR MM 005228 19 263 IAAATAATCAGTGTGATICGTGGAG __IGAGGCCAGTGCTGTCTCTAAGS
EGFR NM 005228 [0 265 ACTTCACAGCCCTGCGTAAAC ATGGGACAGGCACTGATITGT
EGFR NM 005228 1 |267 (GCAGCGGGTTACATCTTCITTC CAGCTCTGGCTCACACTACCAG
EGFR NM 005228 p2  beo CCTGAACTCOGTCAGACTGAAA _ IGCAGCTGGACTCGATTTCCT
EGFR MM 005228 3 1271 ICCTT ACAGCMTCCTGTGJ’.&ACA TGCCCAATGAGTCAAGAAGTGT
EGFR NM_005228 D4 273 ATGTACAGTGCTGGCATGGTCT CACTCACGUATGCTGCTTAGTT
EGFR MM 005228 fa] 275 TAAGGCACCCACATCATGTCA [TGGACCTAAAAGGCTTACAATCA A
GFR MM 005228 26 77 GCCTTTTAGOTCCACTATGGAATG  [CCAGGCGATGCTACTACTGGTC
GFR NM 005228 b7 o TCATAGCACACCTCCCTCACTG ACACAACAAAGAGCTTGTGCAG
lecrr NM 005228 8 1 ps) CCATTACTTTGAGAAGGACAGGAA _ITATTCTTGCTGGATGCGTTTCT
EPHAI M 005232 |14 [83 AGGAGGGCAGAGGACTAGCTG GGCAATGTGAATGTGCACTG
EPHAI NM 005232 |i5  [28s CTTGAACCTGGGAGGTGGAG ATCAGGGTGOGAGGAGTAAAGA
EPHAZ NM 004431 13 ]287 CCCACTTACCTCICACCTGTGC __ |GTGAACTTCCGGTAGGAAATGG
}EP'HM NM 004431 14 Esy AGGGGACCTCAAGGGAGAAG AGATCATGOCAGTGAACTCCAG
EPHA3 NM 005233 Jio jp91 GGACCAGGAAAGTCCTTGCTTT _ |GGTGGGGAACATTAAACTGAGG
lgpnas NM 005233 |11 [pes GCTTCAGGTTGTTTTGTTGCAG ACCCTTGCTTGAGGGAAATATG.
[EPHA4 NM 004438 )13 |os " |CCCAGCTCCTAGGGTACAGTCT CAGTCAGCTTCAAAATCCCTCTT
EPHAA NM_004438 |14 [2e7 TCACTTCCCTGTGAGTAAAGAAAA |GGCCATTTAATICTTGTCCTTGA
EPHA7 NM 004440 13 P09 TGGACTTGTGCAAACTCAAACTG _ [TCCCAATATAGGGCAGTCATGTT
EPHA7 MM ooaase  fia  Jsor TCTCAATCAGTTGAGTTGCCTTG _|AGCTGTGCAAGTGTGGAAACAT
EPHAS NM 020526 )13 303 GCTGTGAGGGTAAATGAGACCA  |GTCTCCTGGTGAGTGACTGIGG
EPHAS NM 020526 14 [308 CCTTCCTTCOTCTCCACAGE GTCCTTGTGCCAACAGTCGAG
EPHBI MM 004441 7 307 GCTTOGCAAGGAGAAGAGAACA GCTTGCTTTCTTGCTTGAACAAC
EPHB1 NM 004441 B 309 GCTGOTCACCTTGAGCTTCTCT CCATGCTGGGCTCTTTGATTA
EPHB2 NM 017449 1t a1t CACCACTCTGAAGTTGGCCTCT ATGGCTCTGCACATTTGTTCC
EPHB2 NM 017499 12 [313 CAGAGTGOGAAAAGGCACTTCA  ICCAGAGTCCTGTGCAGACATTC
EPHBA NM 004443 f11- |35 IATGGGGATTAACTGGGATGTIG _ |CGTAGCTCCAGACATCACTAGCA
EPHE3 NM_004443 12 _I]l'? GCAACCTGGTCTGCAAAGTCTC ACCG&GCAG!Q;&GC&TG&G
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Tabla S1B (continuacion)

EPHB4 JNM 00adss  fa o IGAGTTTCAGTGAGCCAAGATCG TTACAGGCTTGAGCCACTAGGC
[EFHBS WM _D0ads5 W] B2 AAGCTTCCAGGAGACGAGGTC IGTCCCTGAAATCCCTCAAACC
EPHB6 NM 004445 W7 B2 (TGCTCCATAAACGTGACTATTIGE __|GTAAGAGGGTGGGCTGGAATCT
[ERBB2 NM 004448 1) 325 CTTAGACCATGTCCGGGAAAAT CACATCACTCTGGTGGOTGAAC |
ERBB3 MM 00K982 By 1327 AAATTTCATCCCAAAMCCAACT CCAGTCCCAAGTTCTTGATCATT
FGFR! NM_000604 - fi4 329 ACAAGTCOGCTAGTTGCATGG ITCTCAGATGAAACCACCAGCAC
FGFR1 NM 000604 f1s (351 (TTCATCTGAGAAGCAAGGAGTGG __ICCAGGGAGAAAGCAGGACTCTA
IFGFR2 NM 000141 14 1333 TTCTGGCGGTGTTTTGAAATTA CT CAA(:A‘I‘TG.»\E&]ﬁﬂE‘:I‘]T CTT. .
FGFR NM 000141 {15 335 TCAGCTCTTAAACAGGGCATAGE GAAATQ@GCAG&CACTMAG&
[FGFR3 MM 000142 13 137 CTCACCTTCAAGGACCTGGTGT CAGGGAGGGGTAGAAACCACA
FGFR3 NM 00012 4 30 IGGAGAGGTGGAGAGGCTICAG GAGACTCCCAGGACAGACACCT
IFGFR4 MM 002011 14 L34| ICACTCGTTCCTCACCCTTCC AGGACTCACACGTCACTCTGGT
FGFR4 NM 00201115 1343 GGACAATGTGATGAAGATTGCTO __|ATAGCAGGATCCCAAAAGACCA
FLTI INM 002018 P3 |345 GGCTIGGGGACCTGTATITGTA CAGTGGCCTTTCTGAGCCTTAC
FLT! NN_002019 4 47 IGCACTCTAGCTCCCICTTTTAGC TTTTACAGTAGAGGGCAGACATGL!
FLT3 NM (04119 Be 49 GCCACCATAGCTGCAGAATTAG CCCAAGGACAGATGTGATGCTA
FLT3 M 004118 ' L 351 GCCTTTGITCGAGAGGAGTTGT IGTTCACGCTCTCAAGCAGGTTA
FLT4 M 002020 p3  [353 ATTCCACAAGCTCTCTCCATGA CTTGCCCCAAGATGCCTAAG
NGFIR MM 000875 - {18 355 TGCTTGGTATITGCTCATCATGY COCCTTAGCTAGUCCACTGACAA
INSR MM 000208 118 Fm CICCTGGGAGTGGTGTCCAA ICCTGGGCAACAGACAGAGTAAG
NSR INM_000208 19 359 ICTTCACTTCCCCATGCGTACC |GGG TTCACAATGCCTACAGGA
DR NM 002253 24 61 BAAAATCTGTGACTTTGGCTIGG IGGGAGGAGACATICTITGATTTU
T NM _0po222 N7 363 IGCAGTCCTGAGAAGAAAACAGT CTTCACATGCCCCAAAATTACA
KIT- MM (00222 § (365 TGAGCCATGTATTTCAGAGGTGA TACATTTCAGCAGGTCGCGTGTT
LTK NM 002344 _ 16 167 TTGCCTACTCTGTAGGGATATIOC  IATAGGGCATGTAGCCCAGTGA
MERTK INM_006343 17 369 GCTCTGCTGTIGGTCCTCACT TTGCAAAGCACACATCTTICTGA
MET NM_000243 19 371 TOOCAATGTCAATGTCAAGCAT GTATGTTGCCCCACTCAACAAA
IMUSK INM 005592 151 (3713 TGCATFTCCTAGCTGAGACTCC TGCCATCTCGCACGTAGTAAAT
MUSK INM _00S592 15 2 [375 CTCTCCTGTGCTGAGCAGCTTT (TGTTTCCAATCACTGGCTITCA
NTRE] INM_ 002329 15 377 GAACCATGGGCTOTCTCTGG IATCTGGGATAGCGAAGGAGACA
INTRKI NM_(02529 16 T8 ATTACAGGCCACACGCCATC |AAGGCAAGAATAAGGGAGGAAGA
NTRE2 MM 0061RD IS 381 GCTCTCAGGACTGCAGAAGTACA (GAGGAACCAATCCCACTCACAC
NTRKZ NM 006180 lis |83 CACTCTTTGCCTICTGTCICIG GCACTGTGCTTTGCTTICTCAG
INTRE3 NM 002530 17 ‘385 j‘I‘GTCTCCT TTATCGTAGGTCTCCA CACCACATTTCCTACAGTTCCA
INTRE3 [NM 002530 18 387 CTGTGCACCAGACAGACAAA TGTGGTTTTCIGTATCAGCAGCTT
PDGFRA NM 006206 Jig _ [38% CAGGGAGTCTGAAATCATCAGG TCAAGTATCTAGCCCCAAATCCA
PDGFRA MM 006206 19 hoi GCAATATIGACCATTICATCATTC GGCCAGGAGTAAGACGCAAC
PDGFRE MM 002600 B 303 AGAACG'MCGTGTGGTGTTGG ICGCTATACTIGCTCCATGCACT
FDGFRE NM_ 002605 i1 393 InGGAAACAGCCTCTGGTCCTC GTCAATGCTCAGACAGGGAGAT
PTK? INM 00282} B8 197 CCCAGGAAGGCAGGTACTGTTA TTTTACAACCACCAAGGGTGTG
FTK7 NM_002821 ia 399 TCSTCTGGTTACCTCCAGATTTT AAATTAGCCAGGGAGTGGAGGT
RET NM 000323 {15 J401 CATGCCATGCTATGGCTCAC IAGGCTGAGCGGAGTTCTAATIG
ET NM 000323 16 403 ATCTCAGCAATCCACAGGAGGT ATTTGCCTCACGAACACATCAT
IROR] NM 005012 D 11405 [TGGAAAGTTGTCTATGGCACCTC IATGOGCAGCAABGACTTACTICT -
ORJ MM 005012 P9 2 207 CACCCCAATATTGTCTGCCTTC GGCTCGGOAACATGTAATTAGG
OR1 NM 005012 103 3 a0 CCATCATGTATGGCAAATTCTCTT _ [TGGCGTCTCCTAGTAAAGATGET
ROR1 INM 005052 09 4 a1l GCCAGATTGCTGOTTITCATTG GGCTAAAACACAAAGCACCATT
[I:L\'K INM_002958 13 413 GGGAAGICATCCACAAAGACCT GOTCTGGGTCACAGCTOCTC
K (INM 000458 )18 415 TTCTTCTGCCAAGATGTGGTGT TGCAGATGCTGCAATCATGTTA
TEK NM 000459 19 417 TGGACCCCCAAAGATAAATAGG HTCTGCACTGCTCTGG&A&CTG
TIE [NM 0035424 18 419 GOGTGAGAGCCAACACTGATCT CTGTGCCCTCTCATCTCACACT
ITIE INM 005424 19 421 ACAACCTAGCCTCCAAGATTGC IACACCTTCCAAGACTCCTTCCA
TYRO3 NM 006293 I8 423.42¢ lGACTCGAGGGTGGGAeACAG iGCTGTCAC]’AGGTGTCCTGAGC
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H8G81 D<1£/52 o uoloNISNS 12 4 upder  BWOUOIBOOUSPE  BSE0S
H8G81 D<1£/52 6y uoloNISNS 12 4 upder  BwoOUOIBOOUSPE  88E0S
H8G81 D<1£/52 8 uoloNISNS 12 4 upder  BwoOUOIBOOUSPE  |9E0S
[9P6SLL 2S.S  OLVVVDOVVOVYOOOVYYODOLOLIeP./22 ¥S22  LEb z-le@ 61 N upder  BWOUIOIBOOUSPE  BEFOS
19P0S.Y 9¥/3 VYODVYOVOVYLLYYDISP0S2Z 9622 osv al-led 6} 4 ugdep  BUIOUIOJBOOUSPE  GOF0S
19P0S.Y 9¥/3 VYODVYOVOVYLLYYDISP0S2Z 9622 sep al-led 6} N updep  BUIOUIOJBOOUSPE  GEEOS
19P0S.Y 9¥/3 VYODVYOVOVYLLYYDISP0S2Z 9622 vey al-led 6} N updep  BUIOUIOJBOOUSPE  Z1#0S
19P0S.Y 9¥/3 OOVVOVYOVYLLYYODIeP62E SE22 gy el-1ed 6} N updep  BUIOUIOJBOOUSPE  LOE0S
19P0S.Y 9¥/3 ODVVYOVOVYLLYYODIP6YZE GE22 zey el-le@ 61 N upder  BWOUIOIBOOUSPE  G8E0S
19P0S.Y 9¥/3 ODVVYOVOVYLLYYODIP6YZE GE22 LSy el-le@ 61 4 upder  BWOUIOIBOOUSPE  £GE0S
19P0S.Y 9¥/3 ODVVYOVOVYLLYYODIP6YZE GE22 0 el-le@ 61 4 upder  BWOUIOIBOOUSPE  B6E0S
19P0S.Y 9¥/3 ODVVYOVOVYLLYYODIP6YZE GE22 62 el-le@ 61 N upder  BwoOUOIBOOUSPE  08E0S
sepueib se|n|go
19P0S.Y 9¥/3 OOVVOVYOVYLLYYODIeP62E SE22 82y el-1ed 6} 4 uodep ap Joougd £9€0S
19P0S.Y 9¥/3 OOVVOVYOVYLLYYODIeP62E SE22 ki el-1ed 6} 4 ugdep  BUIOUIOJBOOUSPE  81#0S
S61D V<5612 9y ugonusng gl 4 upder  ewouloseO0USPE  //E0S
S61L9 V<DGS512 T4 ugonuisns gl 4 VN3  BWOUID/BOOUSPE  $1G0S
ON BIOUSNOSS B
oplogoujwy oplIgajoNN QID3IS  epuQIEISlY UOXJ 0JoUD  ajueng e)BojoIsIH el1Sanpy

opejel) ou uowind ap JeouRd Us YT [op UOIORINW B| 8P SNJBlSe :ZS B|gel
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Tabla S3B: Mutaciones del EGFR no mostradas en la Tabla 2, Tabla S2 o Tabla S3A

Muestra | Tejido Exon | (eracion de |y ciesido Aminoacido
a secuencila
Adenocarcinoma . 2239-2250delTTAAGAGAAGCA: L747_A750del:
TaraT de pulmén 19 Supresion 2251A>C T751T
AD355 Qdenoca,rcmoma 19 Supresién 2240-2254del TAAGAGAAGCA L747_T751del
e pulmén
IRTT d’*g%ﬁ?&%ﬁ'”oma 19 Supresién 2257-2271delCCGAAAGCCAACAAG | P753 K757del
AD240 | Adenocarcinoma | 5, Insercion 2309-2310insCAACCCGG D770_N771ins
de pulmén NPG
Adenocarcinoma L . D770 _N771ins
AD261 de pulmén 20 Insercién 2311-2312insGCGTGGACA SVD
Adenocarcinoma | 5g | nsercion 2316-2317insGGT P7r2_Hr73ins
de pulmon i
AD3s6 | Adenocarcinoma | 5, Sustitucion | 2334-2335GG>AA G779S
de pulmén
Leucemia S
SP02-23 mieloide aguda 21 Sustitucion 2570G>T G857V
SP08-94 | Glioma 21 Sustitucién 2582T>A L861Q
SP06-45 | Sarcoma 21 Sustitucion 2648T>C L883S
AD241 | Adenocarcinoma | ,, Sustitucion | 2686G>T D896Y
de colon

Tabla S3C: Posicion de los mutantes BCR-ABL resistentes a imatinib y posiciones analogas en EGFR

Regiduo Qe Ab11 sometido a mutacion de Residuo del EGFR analogo | Idéntico/similar/no conservado
resistencia

Met-244 Lys-714 No conservado
Leu-248 Leu-718 Idéntico
Gly-250 Ser-720 No conservado
GiIn-252 Ala-722 No conservado
Tyr-253 Phe-723 Similar
Glu-255 Thr-725 No conservado
Asp-276 Ala-750 No conservado
Thr-315 Thr-790 Idéntico
Phe-317 Leu-792 Similar
Met-351 Met-825 Idéntico
Glu-355 Glu-829 Idéntico
Phe-359 Leu-833 Similar
His-396 His-870 Idéntico
Ser-417 Thr-892 Similar
Phe-486 Phe-961 Idéntico
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Nombre del

cebador
ADNc_EGFR_aF
ADNc_EGFR_aR
ADNc_EGFR_bF
ADNc_EGFR_bR
ADNc_EGFR_cF
ADNc_EGFR_cR
ADNc_EGFR_dF
ADNc_EGFR_dR
ADNc_EGFR_eF
ADNc_EGFR_eR
ADNc_EGFR_fF
ADNc_EGFR_fR
ADNc_EGFR_gF
ADNc_EGFR_gR
ADNc_EGFR_hF
ADNc_EGFR_hR
ADNc_EGFR_iF
ADNc_EGFR_iR
ADNc_EGFR_iF
ADNc_EGFR_IR
ADNc_EGFR_kF
ADNc_EGFR_kR
ADNc_EGFR_IF
ADNc_EGFR_IR

ADNc_EGFR_mF

ES 2741574 T3

Tabla S4: Cebadores utilizados para la secuenciacion de ADNc

SEQID NO

447

448

449

450

451

452

453

454

455

456

457

458

459

460

461

462

463

464

465

466

467

468

469

470

471

Secuencia 5' a 3' del cebador

TGTAAAACGACGGCCAGTCGCCCAGACCGGACGACA

CAGGAAACAGCTATGACCAGGGCAATGAGGACATAACCA

TGTAAAACGACGGCCAGTGGTGGTCCTTGGGAATTTGG

CAGGAAACAGCTATGACCCCATCGACATGTTGCTGAGAAA

TGTAAAACGACGGCCAGTGAAGGAGCTGCCCATGAGAA

CAGGAAACAGCTATGACCCGTGGCTTCGTCTCGGAATT

TGTAAAACGACGGCCAGTGAAACTGACCAAAATCATCTGT

CAGGAAACAGCTATGACCTACCTATTCCGTTACACACTTT

TGTAAAACGACGGCCAGTCCGTAATTATGTGGTGACAGAT

CAGGAAACAGCTATGACCGCGTATGATTTCTAGGTTCTCA

TGTAAAACGACGGCCAGTCTGAAAACCGTAAAGGAAATCAC

CAGGAAACAGCTATGACCCCTGCCTCGGCTGACATTC

TGTAAAACGACGGCCAGTTAAGCAACAGAGGTGAAAACAG

CAGGAAACAGCTATGACCGGTGTTGTTTTCTCCCATGACT

TGTAAAACGACGGCCAGTGGACCAGACAACTGTATCCA

CAGGAAACAGCTATGACCTTCCTTCAAGATCCTCAAGAGA

TGTAAAACGACGGCCAGTGATCGGCCTCTTCATGCGAA

CAGGAAACAGCTATGACCACGGTGGAGGTGAGGCAGAT

TGTAAAACGACGGCCAGTCGAAAGCCAACAAGGAAATCC

CAGGAAACAGCTATGACCATTCCAATGCCATCCACTTGAT

TGTAAAACGACGGCCAGTAACACCGCAGCATGTCAAGAT

CAGGAAACAGCTATGACCCTCGGGCCATTTTGGAGAATT

TGTAAAACGACGGCCAGTTCAGCCACCCATATGTACCAT

CAGGAAACAGCTATGACCGCTTTGCAGCCCATTTCTATC

TGTAAAACGACGGCCAGTACAGCAGGGCTTCTTCAGCA
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Nombre del |[SEQID NO |Secuencia 5'a 3' del cebador

cebador

ADNc_EGFR_mR 472 CAGGAAACAGCTATGACCTGACACAGGTGGGCTGGACA
ADNc_EGFR_nF 473 TGTAAAACGACGGCCAGTGAATCCTGTCTATCACAATCAG
ADNc_EGFR_nR 474 CAGGAAACAGCTATGACCGGTATCGAAAGAGTCTGGATTT
ADNc_EGFR_oF |475 TGTAAAACGACGGCCAGTGCTCCACAGCTGAAAATGCA
ADNc_EGFR_oR |476 CAGGAAACAGCTATGACCACGTTGCAAAACCAGTCTGTG

Los siguientes parrafos numerados definen realizaciones particulares de la presente invencion:

1. Un método para determinar la probabilidad de la efectividad de un tratamiento dirigido al receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) en un paciente humano afectado con o en riesgo de desarrollar cancer, que
comprende: la deteccién de la presencia o ausencia de al menos una variacién de acido nucleico en el dominio
quinasa del gen erbB1 de dicho paciente en relacion con el gen erbB1 de tipo silvestre, en donde la presencia de al
menos una variacion de acido nucleico indica que el tratamiento dirigido al EGFR es probable que sea efectivo.

2. El método del parrafo 1, en donde la variacién de acido nucleico aumenta la actividad de quinasa.
3. El método del parrafo 1, en donde el gen erbB1 se obtiene partir de una muestra biol6gica de dicho paciente.

4. El método del parrafo 1, en donde la variacion en el dominio quinasa del gen erbB1 elabora la estructura
conformacional del bolsillo de enlazamiento de ATP.

5. El método del parrafo 1, en donde la variacién en el dominio quinasa de erbB1 esta en un exén del gen erbB1
seleccionado del grupo que consiste del exén 18, 19, 20 o 21.

6. El método del parrafo 5, en donde la variacién es en el exén 18, 19 0 21.

7. El método del parrafo 1, en donde la variacién en el dominio quinasa del gen erbB1 es una supresion, sustitucién,
o insercién en el marco.

8. El método del parrafo 7, en donde la supresion en el marco es en el exdn 19 del gen erbB1.

9. El método del parrafo 8, en donde la supresion en el marco en el exén 19 del gen erbB1 comprende una
supresion de al menos los aminoacidos leucina, arginina, acido glutamico y alanina, en los codones 747, 748, 749 y
750 de la SEQ ID NO. 512.

10. El método del péarrafo 8, en donde la supresion en el marco en el exén 19 del gen erbB1 comprende una
supresion de al menos los aminoacidos leucina, arginina y acido glutamico en el codén 747, 748 y 749 de la SEQ ID
NO. 512.

11. El método del péarrafo 8, en donde la supresion en el marco comprende los nucleétidos seleccionados del grupo
que consiste de 2235 - 2249, 2240 - 2251 y 2240 - 2257 de la SEQ ID NO: 511.

12. El método del parrafo 7, en donde la sustitucion es en el exén 21 del gen erbB1.
13. El método del parrafo 12, en donde la sustitucién en el exén 21 comprende al menos un amino&cido.

14. El método del parrafo 12, en donde la sustitucién en el exén 21 comprende una sustitucién del grupo que
consiste de una guanina por una timina en el nucleétido 2573 de la SEQ ID NO: 511, y una adenina para una timina
en el nucledtido 2582 de la SEQ ID NO: 511.

15. El método del parrafo 7, en donde la sustitucion es en el exén 18 del gen erbB1.

16. El método del parrafo 15, en donde la sustitucion en el exén 18 es una timina por una guanina o una serina por
una guanina en el nucleétido 2155 de la SEQ ID NO: 511.

17. El método del parrafo 1, en donde la deteccion de la presencia o ausencia de dicha al menos una variacion
comprende la amplificacién de un segmento de acido nucleico.
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18. El método del parrafo 17, en donde el segmento que va a ser amplificado es de 1000 nucleétidos de longitud o
menos.

19. El método del parrafo 17, en donde el segmento que va a ser amplificado incluye una pluralidad de variaciones.

20. El método del parrafo 1, en donde la deteccidén de la presencia o ausencia de dicha al menos una variacién
comprende poner en contacto el &cido nucleico de erbB1 con al menos una sonda de &cido nucleico, en donde dicha
al menos una sonda preferentemente se hibrida con una secuencia de acido nucleico que comprende dicha
variacion en condiciones de hibridacién selectivas.

21. El método del parrafo 1, en donde la deteccion de la presencia o ausencia de dicha al menos una variacién
comprende la secuenciacion de al menos una secuencia de acido nucleico.

22. El método del parrafo 1, en donde la deteccidon de la presencia o ausencia de dicha al menos una variacién
comprende la determinacion por espectrometria de masas de al menos una secuencia de acido nucleico.

23. El método del parrafo 1, en donde la deteccidén de la presencia o ausencia de dicha al menos una variacién
comprende llevar a cabo una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar acido nucleico que
comprende la secuencia de codificacion de erbB1, y la determinacién de la secuencia de nucleotidos del acido
nucleico amplificado.

24. El método del parrafo 23, en donde la determinaciéon de la secuencia de nucleétidos del acido nucleico
amplificado comprende la secuenciacion de al menos un segmento de acido nucleico.

25. El método del parrafo 23, en donde la determinaciéon de la secuencia de nucleétidos del acido nucleico
amplificado comprende correr el segmento de acido nucleico amplificado sobre un gel y la determinacién del tamafno
de los segmentos.

26. El método del parrafo 1, en donde la deteccidén de la presencia o ausencia de dicha al menos una variacién
comprende determinar el haplotipo de una pluralidad de variaciones en un gen.

27. Una sonda que se enlaza especificamente en condiciones de enlazamiento selectivas a una secuencia de acido
nucleico que comprende por lo menos una variaciéon en el gen erbB1, en donde la variacion es una mutacion en el
dominio quinasa de erbB1 que confiere un cambio estructural en el bolsillo de enlazamiento de ATP.

28. La sonda del parrafo 27, en donde dicha variacion es en un exén del gen erbB1 seleccionado del grupo que
consiste del exéon 18, 19, 20 o0 21.

29. La sonda del parrafo 27, en donde dicha sonda comprende una secuencia de &cido nucleico de 500 bases de
nucleétidos o menos de longitud.

30. La sonda del parrafo 27, en donde dicha sonda comprende ADN.

31. La sonda del parrafo 27, en donde dicha sonda comprende ADN y al menos un analogo de acido nucleico.
32. La sonda del parrafo 27, en donde dicha sonda comprende &cido nucleico peptidico (PNA).

33. La sonda del parrafo 27, que comprende ademas un marcador detectable.

34. La sonda del parrafo 27, en donde el marcador detectable es un marcador fluorescente.

35. La sonda del parrafo 27, en donde dicha sonda comprende al menos 10 acidos nucleicos consecutivos que
consisten de al menos los acidos nucleicos 15 - 25 de la SEQ ID NO 495, o sus adiciones.

36. La sonda del parrafo 27, en donde dicha sonda comprende al menos 10 acidos nucleicos consecutivos que
consisten de al menos los acidos nucleicos 20 - 30 de la SEQ ID NO 497, o sus adiciones.

37. La sonda del parrafo 27, en donde dicha sonda comprende al menos 10 acidos nucleicos consecutivos que
consisten de al menos los acidos nucleicos 20 - 30 de la SEQ ID NO 499, o sus adiciones.

38. Un método para determinar la probabilidad de la efectividad de un tratamiento dirigido al EGFR en un paciente
que comprende:

la determinacion de la actividad de la quinasa del gen erbB1 en una muestra bioldgica de dicho paciente, en donde
un incremento en actividad de la quinasa después de la estimulaciéon con un ligando del EGFR, en comparacién con
un control, indica que el tratamiento dirigido al EGFR es probable que sea efectivo.

39. El método de los parrafos 1 y 38, en donde el tratamiento dirigido al EGFR es un inhibidor de |a tirosina quinasa.

40. El método del parrafo 39, en donde el inhibidor de la tirosina quinasa es una anilinoquinazolina.
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41. El método del parrafo 40, en donde la anilinoquinazolina es una anilinoquinazolina sintética.

42. El método del parrafo 41, en donde la anilinoquinazolina sintética se selecciona del grupo que consiste de
gefitinib y erlotinib.

43. Un método para determinar la probabilidad de la efectividad de un tratamiento dirigido al receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) en un paciente humano afectado con o en riesgo de desarrollar cancer, que
comprende:

a. la deteccion de la presencia 0 ausencia de al menos una variacion de &cido nucleico en el exén 18, 19, 20 o 21
mediante la realizacion de una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar una porcién del exén 18,
19,20,021;y

b. la determinacion de la secuencia de nucledtidos del acido nucleico amplificado por secuenciacion de al menos
una porcién del exon amplificado 18, 19, 20, o 21, en donde la presencia de al menos una variacion de nucleétidos
en el ex6n 18, 19, 20 0 21 en comparaciéon con un control de erbB1 de tipo silvestre indica que el tratamiento dirigido
al EGFR es probable que sea efectivo.

44. Un método de tratamiento de un paciente afectado con o en riesgo de desarrollar cancer, que comprende
detectar la presencia o ausencia de al menos una variacion de acido nucleico en el dominio quinasa del gen erbB1
del paciente, en donde se le administra al paciente un tratamiento dirigido al EGFR si se detecta la presencia de
dicha al menos una variacién de acido nucleico.

45. Un método de tratamiento de un paciente afectado con o en riesgo de desarrollar cancer, que comprende:

a. detectar la presencia o ausencia de al menos una variacion de acido nucleico en el exdn 18, 19, 20 o 21 mediante
la realizacién de una reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar una porcion del exén 18, 19, 20, o
21,

b. determinar la secuencia de nucleotidos del acido nucleico amplificado por medio de la secuenciacion de al menos
una porcion del exén amplificado 18, 19,20 0 21;y

c¢. administrar un tratamiento dirigido al EGFR al paciente si se detecta la presencia de dicha al menos una variacién
de é&cido nucleico.

46. El método de los parrafos 44 y 45, en donde el tratamiento dirigido al EGFR es un inhibidor de la tirosina
quinasa.

47. El método del parrafo 46, en donde el inhibidor de la tirosina quinasa es una anilinoquinazolina.
48. El método del parrafo 47, en donde la anilinoquinazolina es una anilinoquinazolina sintética.

49. El método del parrafo 48, en donde la anilinoquinazolina sintética se selecciona del grupo que consiste de
gefitinib y erlotinib.

50. El método de los parrafos 44 y 45, en donde se obtiene el gen erbB1 a partir de una muestra biol6gica de dicho
paciente.

51. El método de los parrafos 44 y 45, en donde dicho cancer se selecciona del grupo que consiste de cancer
gastrointestinal, cancer de prostata, cancer de ovario, cancer de mama, cancer de cabeza y cuello, cancer de
pulmoén, cancer de pulmén de células no pequenas, cancer del sistema nervioso, cancer de rifion, cancer de retina,
cancer de piel, cancer de higado, cancer de pancreas, cancer genitourinario y cancer de vejiga.

52. El método del parrafo 51, en donde dicho cancer es cancer de pulmén de células no pequefias.
53. El método de los parrafos 44 y 45, en donde la variacion de acido nucleico aumenta la actividad de la quinasa.

54. El método de los parrafos 44 y 45, en donde la variacion en el dominio quinasa del gen erbB1 efectia la
conformacion del bolsillo de enlazamiento de ATP.

55. El método de los péarrafos 44 y 45, en donde la variacion en el dominio quinasa de erbB1 es en un exén del gen
erbB1 seleccionado de entre el grupo que consiste del exén 18, 19, 20 o 21.

56. El método del parrafo 55, en donde la variacion es en el exén 18, 19 0 21.

57. El método de los parrafos 44 y 45, en donde la variacion en el dominio quinasa del gen erbB1 es una supresion o
una sustitucion en el marco.

58. El método del parrafo 57, en donde la supresion en el marco es en el exén 19 del gen erbB1.

71



10

15

20

25

30

35

40

ES 2741574 T3

59. El método del parrafo 58, en donde la supresién en el marco en el exdn 19 del gen erbB1 comprende una
supresion de por lo menos los aminoacidos leucina, arginina, acido glutdmico y alanina, en los codones 747, 748,
749y 750.

60. El método del parrafo 58, en donde la supresion en el marco en el exén 19 del gen erbB1 comprende una
supresion de por lo menos los aminoacidos leucina, arginina, glutamina y acido en el codén 747, 748 y 749 de la
SEQ ID NO. 512.

61. El método del parrafo 59, en donde la supresion en el marco comprende los nucleétidos seleccionados de entre
el grupo que consiste de 2235 - 2249, 2240 - 2251, y 2240 - 2257 de la SEQ ID NO: 511.

62. El método del parrafo 57, en donde la sustitucion es en el exén 21 del gen erbB1.

63. El método del parrafo 62, en donde la sustitucion en el exén 21 comprende una sustitucion del grupo que
consiste de una guanina por una timina en el nucleétido 2573 de la SEQ ID NO: 511, y una adenina para una timina
en el nucledtido 2582 nucleotidos de la SEQ ID NO: 511.

64. El método del parrafo 62, en donde la sustitucion en el exén 21 comprende al menos un aminoacido.
65. El método del parrafo 57, en donde la sustitucion es en el exén 18 del gen erbB1.

66. El método del parrafo 65, en donde la sustitucién en el exén 18 es una timina por una guanina en el nucleétido
2155 de la SEQ ID NO: 511.

67. Un kit que comprende:

a. al menos un par cebador degenerado disefiado para hibridar con regiones de &cido nucleico limitrofes o dentro del
exon 18, 19, 20 o 21 del dominio quinasa del EGFR;

b. productos y reactivos necesarios para llevar a cabo la amplificaciéon por PCR, e
c. instrucciones.

68. Un kit de acuerdo con el parrafo 67, en donde el cebador comprende la secuencia de los cebadores
seleccionados de entre el grupo consiste de las SEQ ID NOS: 505 - 508, y las SEQ ID NOS: 646 - 673 con la SEQ
ID NO: 645 en el extremo 5' de todos los cebadores hacia delante y la SEQ ID NO: 674 en el extremo 5' de todos los
cebadores inversos.

69. Un kit que comprende:

a. al menos una sonda disefiada para hibridar con regiones de &cido nucleico dentro de los exones 18, 19, 20 o 21
del dominio quinasa del EGFR;

b. productos y reactivos necesarios para llevar a cabo la reaccion de hibridacion; e

c. instrucciones.

70. El kit del parrafo 69, en donde al menos una sonda esta unida a un soporte solido.
71. Un kit que comprende:

a. al menos una sonda disefada para enlazarse al bolsillo de enlazamiento de ATP de la proteina del dominio
quinasa del EGFR;

b. los productos y los reactivos necesarios para llevar a cabo la reaccién de enlazamiento; e
c. instrucciones.

72. El kit de acuerdo con el parrafo 71, en donde la sonda es un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, o un
anticuerpo quimérico.

73. El kit de acuerdo con el parrafo 72, en donde la sonda comprende ademas un marcador detectable.

74. Un método para seleccionar un compuesto que inhibe la actividad catalitica de la quinasa de una variante del
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), que comprende:

a. poner en contacto el compuesto con una variante del EGFR;y

b. la deteccion de la actividad de la quinasa resultante de la variante del EGFR, en donde se selecciona un
compuesto que inhibe la actividad de la quinasa de la variante del EGFR.
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75. El método del parrafo 74, en donde se marca la variante del EGFR.
76. El método del parrafo 74, en donde la variante del EGFR se une a un soporte sélido.
77. El método del parrafo 74, en donde dicho soporte sélido es un chip de proteina.

78. Un compuesto que inhibe la actividad catalitica de la quinasa de una variante del EGFR como se identifica en el
parrafo 74, en donde el compuesto se selecciona del grupo que consiste de un anticuerpo, un fragmento de
anticuerpo, una molécula pequefia, un péptido, una proteina, un acido nucleico antisentido, una ribozima, PNA,
ARNpi, un aptamero de oligonucle6tido, y un aptamero de péptido.

79. El método del parrafo 74, en donde el EGFR variante comprende una mutacion secundaria en el dominio
quinasa del gen erbB1.

80. Una composicién farmacéutica que comprende el inhibidor de la actividad quinasa del EGFR identificado en los
parrafos 74 - 79.

81. Un método de tratamiento de un paciente que tiene una enfermedad mediada por EGFR, que comprende
administrar a dicho paciente la composicion farmacéutica del parrafo 80.

82. El método del parrafo 81, en donde la enfermedad mediada por EGFR es cancer.

83. El método del parrafo 82, en donde el cancer se selecciona de entre el grupo que consiste en cancer
gastrointestinal, cancer de prostata, cancer de ovario, cancer de mama, cancer de cabeza y cuello, cancer de
pulmén, cancer de pulmén de células no pequefias, cancer del sistema nervioso, cancer de rifidn, cancer de retina,
cancer de piel, cancer de higado, cancer de pancreas, cancer genitourinario y cancer de vejiga.

84. El método del parrafo 83, en donde el cancer es cancer de pulmén de células no pequenas.

85. Un método para predecir la adquisicion de mutaciones secundarias en el dominio quinasa del gen erbB1 que
comprende:

a. poner en contacto una célula que tiene una forma variante del gen erbB1 con una dosis subletal de un inhibidor de
la tirosina quinasa,

b. seleccionar células que sean resistentes a un efecto de detencion del crecimiento del inhibidor de la tirosina
quinasa;y

c. analizar el &cido nucleico de erbB1 de dichas células resistentes por la presencia de mutaciones secundarias en el
dominio quinasa de erbB1.

86. El método del parrafo 85, en donde la célula esta in vitro.

87. El método del parrafo 85, en donde se obtiene la célula de un animal transgénico.

88. El método del parrafo 87, en donde el animal transgénico es un ratén.

89. El método del parrafo 87, en donde se obtiene la célula a partir de una biopsia de tumor.

90. El método del parrafo 85, que comprende ademas poner en contacto primero las células con una cantidad
efectiva de un agente mutagénico.

91. El método del parrafo 90, en el que el agente mutagénico se selecciona de entre el grupo que consiste de
metanosulfonato de etilo (EMS), N-etil-N-nitrosourea (ENU), N-metil-N-nitrosourea (MNU), clorhidrato de focarbaxina
(Prc), metanosulfonato de metilo (MEMS), clorambucilo (Chl), melfalan, clorhidrato procarbazina, ciclofosfamida
(Cp), sulfato de dietilo (Et2SO4), monémero de acrilamida (AA), trietilén melamina (TEM), mostaza de nitrégeno,
vincristina, dimetilnitrosamina, N-metil-N'-nitro-nitrosoguanidina (MNNG), 7,12-dimetilbenz(a)antraceno (DMBA),
oxido de etileno, hexametilfosforamida, bisulfan, y metanosulfonato de etilo (EtMs).

92. El método del parrafo 85, que comprende ademas la propagaciéon de una forma variante del gen EGFR en una
cepa bacteriana deficiente en la reparacion del ADN antes de introducirlo en una célula.

93. Un método para seleccionar un compuesto que comprende poner en contacto el compuesto con una variante del
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) que tiene una mutacion secundaria en el dominio quinasa y la
deteccion de la actividad resultante de la quinasa, en donde se selecciona un compuesto que inhibe la actividad de
la quinasa del EGFR variante.

94. El método del parrafo 93, en donde la mutacién secundaria da como resultado una resistencia a gefitinib o
erlotinib.
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95. Un &cido nucleico aislado que comprende la SEQ ID NO: 495.

96. Un &cido nucleico aislado que comprende la SEQ ID NO: 511, en donde se suprimen los nucleétidos 2235 a
2249.

97. Un &cido nucleico aislado que comprende la SEQ ID NO: 497.

98. Un acido nucleico aislado que comprende la SEQ ID NO: 511, en donde se suprimen los nucleotidos 2240 a
2251.

99. Un é&cido nucleico aislado que comprende la SEQ ID NO: 499.

100. Un acido nucleico aislado que comprende la SEQ ID NO: 511, en donde se suprimen los nucleétidos 2240 a
2257.

101. Un &cido nucleico aislado que comprende la SEQ ID NO: 502.

102. Un &cido nucleico aislado que comprende la SEQ ID NO: 511, en donde se sustituye la guanina en el
nucleétido 2573 por una timina.

103. Un &cido nucleico aislado que comprende la SEQ ID NO: 504.

104. Un acido nucleico aislado que comprende la SEQ ID NO: 511, en donde se sustituye la adenina en el
nucleétido 2582 por una timina.

105. Un &cido nucleico aislado de la SEQ ID NO: 511, en donde se sustituye una timina en el nucleétido 2155 por
una guanina.

106. Una proteina aislada que tiene la secuencia de aminoédcidos de la SEQ ID NO: 512, en donde se suprimen los
aminoécidos 746 a 750.

107. Una proteina aislada que tiene la secuencia de aminoédcidos de la SEQ ID NO: 512, en donde se suprimen los
aminodcidos 747 - 751.

108. Una proteina aislada que tiene la secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 512, en donde se suprimen los
aminoacidos 747 a 753.

109. Una proteina aislada que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 512, en donde se sustituye la
leucina en el aminoacido 858 con una arginina.

110. Una proteina aislada que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 512, en donde se sustituye la
leucina en el aminoacido 861 con una glutamina.

111. Una proteina aislada que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 512, en donde se sustituye la
glicina en el aminoacido 719 con una cisteina.

112. El método del parrafo 1, en donde la variacion de acido nucleico del gen erbB1 se selecciona de entre el grupo
que consiste de una sustitucion de una timina por una guanina o una serina por una guanina en el nucleétido 2155
de la SEQ ID NO 511, una supresion de nuclettidos 2235 a 2249, 2240 a 2251, 2240 a 2257, 2236 a 2250, 2254 a
2277 0 2236 a 2244 de la SEQ ID NO: 511, y una sustituciéon de una guanina por una timina en el nucleétido 2573 o
una adenina para una timina en el nucleétido 2582 de la SEQ ID NO: 511.

113. Un método para determinar la probabilidad de efectividad de un tratamiento dirigido al receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) en un paciente afectado con o en riesgo de desarrollar cancer, que comprende:

a. obtener una muestra biologica de dicho paciente; y

b. determinar si Akt, STAT5 o STAT3 se activan en dicho paciente, en donde Akt, STAT5, o STAT3 activados
indican que dicho tratamiento dirigido al EGFR es probable que sea efectivo.

114. El método del parrafo 113, en donde la muestra bioldgica es una biopsia o un aspirado.
115. El método del parrafo 113, en donde Akt, STAT3, o STATS5 activado esta fosforilado.
116. El método del parrafo 113, en donde el Akt, STAT5, o STATS activado se determina inmunolégicamente.

117. El método del parrafo 116, en donde los métodos de deteccion inmunolégica se seleccionan del grupo que
consiste de inmunohistoquimica, inmunocitoquimica, barrido por FACS, inmunotransferencia, radioinmunoensayos,
transferencia tipo Western, inmunoprecipitacion, o ensayos por inmunoabsorcion ligados a enzimas (ELISA).
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118. El método del parrafo 116, en donde el método de deteccion inmunolégica es inmunohistoquimica o
inmunocitoquimica utilizando anticuerpos anti-fosfo Akt, anti-fosfo STAT3 o anti-fosfo STATS.
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acaggtggga agggactgg
<210> 119

<211>19

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 119
agtggggtgg gctgagaac
<210> 120
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20

20

19

19
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<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 120

tctctgggge agaaagagga
<210> 121

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 121
acccggccac actgtatttc
<210> 122

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 122

catcccaccce agctctcaac
<210> 123

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 123
agggcatagc cctattgage
<210> 124

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 124
cccaggaaaa agccagagaa
<210> 125

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 125

caggtgtggg tggagtaggc
<210> 126

<211>18

20

20

20

20

20

20
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<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 126

ctcaggcgcc atccactt
<210> 127

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 127
aagaagacga ccaacgtgag ¢
<210> 128

<211>18

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 128

aggagctcca gggcacag
<210> 129

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 129

cctectetgt aaagtgggtg ga
<210> 130

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 130

agagggcctc agtgcagagt
<210> 131

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 131

agatggggca gaactggatg
<210> 132

<211> 20

<212> ADN
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<213> Homo sapiens
<400> 132
gggtcccaga ccaaatctga
<210> 133

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 133

aggtgctecc ttcacagceat
<210> 134

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 134

ttcagggact acagctgagg aa
<210> 135

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 135

gccgtatgtt atctgggagg t
<210> 136

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 136

tgggcccatt acactttaag a
<210> 137

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 137

ttccatcacc ggtacctect
<210> 138

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

20

20

21

20

21

22
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<400> 138

ccataaatca aaaatgcacc aca
<210> 139

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 139

gagtggtctt aggaagatga tgc
<210> 140

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 140

aaagtcatgg gctgcaatac aa
<210> 141

<211> 18

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 141

atggtcccca ctgettgg 18

<210> 142

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 142
aggagctcac ctcaccctgt
<210> 143

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 143

ccttgegtcet ctccacacat
<210> 144

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 144

20

20
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23

22
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tggcaacggg taacaatgaa
<210> 145

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 145

ggctgaggta agctgcettcg
<210> 146

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 146
aaaaagaagt atcttgcccc ttt
<210> 147

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 147

aacccctctt agggctetgt g
<210> 148

<211>19

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 148
caggaggatg gcaggcttc
<210> 149

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 149
cgtagagagc ttcaggacct gtg
<210> 150

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 150

ttccgagaag ttttgectga
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<210> 151

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 151

tgtgaacatc attcaaggcg ta

<210> 152

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 152

ES 2741574 T3

22

aaaatgtgtg atatccctag acagg 25

<210> 153

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 153

tccacatttc agcaacagca
<210> 154

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 154

ggctgcttce tgagacacag t
<210> 155

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 155

tatctaccgg tgcgggactt
<210> 156

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 156
aggtgtagcc tceectcaca

<210> 157
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<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 157

aggctggtgg tgtctetgtg
<210> 158

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 158
caagctgcca accctcagtt
<210> 159

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 159

tggatttcaa atactgaagc cact
<210> 160

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 160

tggaattggt ggtgttgaat tt
<210> 161

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 161

gggcttcata tgttctgaca tgg
<210> 162

<211>19

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 162
cagaggacca cgccatagg
<210> 163

<211> 20
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<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 163

ccgagattta gccaccagga
<210> 164

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 164
cctgggaagc aaacaacaca
<210> 165

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 165

aggtccccag tctectetee
<210> 166

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 166

agacccatgc agccatccta
<210> 167

<211> 19

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 167

cgtgaaccac cgagcttgt
<210> 168

<211>19

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 168
agaggggcag aaggggaac
<210> 169

<211> 20

<212> ADN
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<213> Homo sapiens
<400> 169

99tggg9gtg aggagcttag
<210> 170

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 170

tcgtttaage cacccagtca
<210> 171

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 171

tgcaaataag gaaagcaaac a
<210> 172

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 172

tcctgacatg gtcttccaac ¢
<210> 173

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 173

cagcatcttc acacacctct ga
<210> 174

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 174

gctggctcta aatcccacct
<210> 175

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

20

20
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20

22
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<400> 175
ctaatccggg aagttgttge
<210> 176

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 176

ttctgtatca geagcttcte tgtg
<210> 177

<211> 19

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 177
caagtgccac catggatca
<210> 178

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 178
ggcagtgtac tgaccccttg a
<210> 179

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 179

gcacaagtta ttaagagccc aagg

<210> 180

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 180

agcatactgg cctcacacca
<210> 181

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 181
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gcacatgggc agtgttgtat tt
<210> 182

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 182
gagccccaca cagatttect
<210> 183

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 183
atgggacgga gaagtggttg
<210> 184

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 184

tccetgtatc agggcetegte
<210> 185

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 185

ttcctacgca gcacaccaat
<210> 186

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 186
gcaggcacta aaccctttcc
<210> 187

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 187

gcacgcatgt gaccaatttc
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<210> 188

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 188
agccctgaga gggaggtagg
<210> 189

<211>19

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 189
cacacaccac ccctctget
<210> 190

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 190

aaagatttgg ggtgagggct a
<210> 191

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 191

ctgaaagctc agggataggg
<210> 192

<211> 18

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 192
ctggccaagce tgcacaga
<210> 193

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 193
tgcagccaac gatttgaaag

<210> 194
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<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 194

ggaaagcccc aagtctgaaa 20
<210> 195

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 195

tcatcatgag atccccacac t 21
<210> 196

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 196

gcatttccce ctgaaggagt 20
<210> 197

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 197

tggattcagt aaccaggaag tga 23
<210> 198

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 198

cccattccac caggatgatt 20
<210> 199

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 199

gtttccagcet geccactace 20
<210> 200

<211> 20
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<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 200

gctcgaaacc acatgttcca 20
<210> 201

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 201

ctggatttgg ggttctctge 20
<210> 202

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 202

cgggaacagc tagcagattt tt 22
<210> 203

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 203

gggaattttg gaggggaact 20
<210> 204

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 204

gcttcagtca ccacagagca 20
<210> 205

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 205

tgagtctacc cagcaatcat ttg 23
<210> 206

<211> 20

<212> ADN
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<213> Homo sapiens

<400> 206

ttcccgagag ctacaggaca

<210> 207

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 207

ggtaacaagg gtacccacga a

<210> 208

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 208
gtttgagggg ctgagtgtgg
<210> 209

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 209

cctcaccctt agggcttgtg
<210> 210

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 210

agcccaggtc atgccttaga

<210> 211

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 211

gggtagcttg ggagcaaaga

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

<213> Homo sapiens

ES 2741574 T3

20

21

20

20

20

20

109



10

15

20

25

30

35

<400> 212

ccaaacccca gagagcagac
<210> 213

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 213

catttccect aatcecttttc ca
<210> 214

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 214

gtgatcccag atttaggcct tc
<210> 215

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 215

gcctetegtg gtttgttttg te
<210> 216

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 216

cccagggtag ggtccaataa tc
<210> 217

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 217

cttcctggtg gaggtgactg at
<210> 218

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 218
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22

22

22

22
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caggcatagt gtgtgatggt ca
<210> 219

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 219

tcacgataca cattctcaga tcc
<210> 220

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 220

gaagatctcc cagaggagga tg
<210> 221

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 221

cgtaacgtgce tgttgaccaa t
<210> 222

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 222

aaacgaggga agagccagaa ag

<210> 223

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 223
tggggagcac aataaaagaa ga
<210> 224

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 224

actcttggct cctggattct tg
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<210> 225

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 225

ggaagtcagt gtgcagggaa ta 22
<210> 226

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 226

ttttagcaga aataggcaag ca 22
<210> 227

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 227

tggtaatcct aaacacaatg caga 24
<210> 228

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 228

ctgggcaaca cagtgagatc ct 22
<210> 229

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 229

tcacaaattt ctttgctgtg tcc 23
<210> 230

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 230

catggaactc cagattagcc tgt 23
<210> 231
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<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 231

gattgttgca gatcgtggac at
<210> 232

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 232

cgcttaaatc ttcccattce ag
<210> 233

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 233

ctccatggca ccatcattaa ca
<210> 234

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 234

ctcaggacac aagtgctctg ct
<210> 235

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 235

gcagttcatg gttcatcttc tttt
<210> 236

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 236

caaaatagcc caccctggat ta
<210> 237

<211> 21
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<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 237

ctttctgcat tgcccaagat g
<210> 238

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 238

caaggtctca gtgagtggtg ga
<210> 239

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 239
gagaagggtc tttictgacte tgc
<210> 240

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 240

caggtgtttc tcctgtgagg tg
<210> 241

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 241

cacattgcgg cctagaatgt ta
<210> 242

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 242

accccgtcac aaccttcagt
<210> 243

<211> 22

<212> ADN
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<213> Homo sapiens
<400> 243

gccgtagecc caaagtgtac ta
<210> 244

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 244

tcagctcaaa cctgtgattt cc
<210> 245

<211>24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 245

ctcactctcc ataaatgcta cgaa
<210> 246

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 246

gacttaacgt gtccectttt gc
<210> 247

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 247

gcctcticgg ggtaatcaga ta
<210> 248

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 248

gaagtctgtg gtttagcgga ca
<210> 249

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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22

22

22
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<400> 249

atcttttgce tggaggaact tt
<210> 250

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 250

cagggtaaat tcatcccatt ga
<210> 251

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 251

cagcagccag cacaactact tt
<210> 252

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 252

ttggctagat gaaccattga tga
<210> 253

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 253

tgaatgaagc tcctgtgttt actc
<210> 254

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 254

atgttcatcg caggctaatg tg
<210> 255

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 255
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aaaacaggga gaacttctaa gcaa 24
<210> 256

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 256

catggcagag tcattcccac t 21
<210> 257

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 257

caatgctaga acaacgcctg tc 22
<210> 258

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 258

tcectecact gaggacaaag tt 22
<210> 259

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 259

gggagagctt gagaaagttg ga 22
<210> 260

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 260

atttcctcgg atggatgtac ca 22
<210> 261

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 261

tcagagcctg tgtttctacc aa 22
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<210> 262

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 262

tggtctcaca ggaccactga tt
<210> 263

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 263

aaataatcag tgtgattcgt ggag
<210> 264

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 264

gaggccagtg ctgtctctaa gg
<210> 265

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 265

acttcacagc cctgcgtaaa ¢
<210> 266

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 266

atgggacagg cactgatttg t
<210> 267

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 267

gcagcgggtt acatcttctt tc
<210> 268

22

24

22

21

21

22
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<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 268

cagctctggc tcacactacc ag 22
<210> 269

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 269

cctgaactcc gtcagactga aa 22
<210> 270

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 270

gcagctggac tcgatttect 20
<210> 271

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 271

ccttacagca atcctgtgaa aca 23
<210> 272

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 272

tgcccaatga gtcaagaagt gt 22
<210> 273

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 273

atgtacagtg ctggcatggt ct 22
<210> 274

<211> 22
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<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 274

cactcacgga tgctgcttag tt
<210> 275

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 275

taaggcaccc acatcatgtc a
<210> 276

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 276

tggacctaaa aggcttacaa tcaa
<210> 277

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 277

gccttttagg tccactatgg aatg
<210> 278

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 278

ccaggcgatg ctactactgg tc
<210> 279

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 279

tcatagcaca cctcccteac tg
<210> 280

<211> 22

<212> ADN

22

21

24

24

22

22
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<213> Homo sapiens
<400> 280
acacaacaaa gagcttgtgc ag
<210> 281

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 281

ccattacttt gagaaggaca ggaa
<210> 282

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 282

tattcttgct ggatgegttt ct
<210> 283

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 283
aggagggcag aggactagct g
<210> 284

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 284

ggcaatgtga atgtgcactg
<210> 285

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 285

cttgaacctg ggaggtggag
<210> 286

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 286

atcagggtgg gaggagtaaa ga
<210> 287

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 287

cccacttacc tetcacetgt g
<210> 288

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 288

gtgaacttcc ggtaggaaat gg
<210> 289

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 289

aggggacctc aagggagaag
<210> 290

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 290

agatcatgcc agtgaactce ag
<210> 291

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 291

ggaccaggaa agtccttgct tt
<210> 292

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 292
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ggtggggaac attaaactga gg 22
<210> 293

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 293

gcttcaggtt gttttgttge ag 22
<210> 294

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 294

acccttgctt gagggaaata tg 22
<210> 295

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 295

cccagctect agggtacagt ct 22
<210> 296

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 296

cagtcagctt caaaatccct ctt 23
<210> 297

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 297

tcacttcect gtgagtaaag aaaa 24
<210> 298

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 298

ggccatttaa ttcttgtect tga 23
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<210> 299

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 299

tggacttgtg caaactcaaa ctg
<210> 300

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 300

tcccaatata gggcagtcat gtt
<210> 301

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 301

tctcaatcag ttgagttgec ttg
<210> 302

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 302

agctgtgcaa gtgtggaaac at
<210> 303

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 303

gctgtgaggg taaatgagac ca
<210> 304

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 304

gtctcctggt gagtgactgt gg
<210> 305
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<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 305

ccttecttcg tetccacage
<210> 306

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 306

gtccttgtge caacagtcga g
<210> 307

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 307

gcttggcaag gagaagagaa ca
<210> 308

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 308

gcttgctttc ttgcttgaac aac
<210> 309

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 309

gctggtcacc ttgagcttct ct
<210> 310

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 310

ccatgctggg ctetttgatt a
<210> 311

<211> 22
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<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 311

caccactctg aagttggcct ct 22
<210> 312

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 312

atggctctgc acatttgttc ¢ 21
<210> 313

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 313

cagagtggga aaaggcactt ca 22
<210> 314

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 314

ccagagtcct gtgcagacat tc 22
<210> 315

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 315

atggggaitta actgggatgt tg 22
<210> 316

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 316

cgtagctcca gacatcacta gca 23
<210> 317

<211> 22

<212> ADN
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<213> Homo sapiens
<400> 317

gcaacctggt ctgcaaagtc tc
<210> 318

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 318

acccagcagt ccagcatgag
<210> 319

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 319

gagtttcagt gagccaagat cg
<210> 320

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 320

ttacaggctt gagccactag gc
<210> 321

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 321

aagcttccag gagacgaggt ¢
<210> 322

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 322

gtccctgaaa tcectcaaac ¢
<210> 323

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 323

tgctccataa acgtgactat tgc
<210> 324

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 324

gtaagagggt gggctggaat ct
<210> 325

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 325

cttagaccat gtccgggaaa ac
<210> 326

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 326

cacatcactc tggtgggtga ac
<210> 327

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 327

aaatttcatc ccaaaaccaa cc
<210> 328

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 328

ccagtcccaa gttcttgatc att
<210> 329

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 329
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acaagtcggc tagttgcatg g 21
<210> 330

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 330

tctcagatga aaccaccagc ac 22
<210> 331

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 331

ttcatctgag aagcaaggag tgg 23
<210> 332

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 332

ccagggagaa agcaggactc ta 22
<210> 333

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 333

ttctggcggt gttttgaaat ta 22
<210> 334

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 334

ctcaacattg acggcectttc tt 22
<210> 335

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 335

tcagctctta aacagggcat agc 23
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<210> 336

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 336

gaaatgcagc agccactaaa ga
<210> 337

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 337

ctcaccttca aggacctggt gt
<210> 338

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 338

cagggagggg tagaaaccac a
<210> 339

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 339

ggagaggtgg agaggctica g
<210> 340

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 340

gagactccca ggacagacac ct
<210> 341

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 341

cactcgttcc tcacccttce

<210> 342
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<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 342

aggactcaca cgtcactctg gt
<210> 343

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 343

ggacaatgtg atgaagattg ctg
<210> 344

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 344

atagcaggat cccaaaagac ca
<210> 345

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 345

ggcttgggga cctgtatttg ta
<210> 346

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 346

cagtggcctt tctgagectt ac
<210> 347

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 347

gcactctagc tecctetttt age
<210> 348

<211> 24
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<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 348

ttttacagta gagggcagac atgc
<210> 349

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 349

gccaccatag ctgcagaatt ag
<210> 350

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 350

cccaaggaca gatgtgatge ta
<210> 351

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 351

gcctttgttc gagaggagtt gt
<210> 352

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 352

gttcacgctc tcaagcaggt ta
<210> 353

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 353

attccacaag ctctctccat ga
<210> 354

<211> 20

<212> ADN

24

22

22

22

22

22
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<213> Homo sapiens
<400> 354

cttgccccaa gatgcectaag
<210> 355

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 355

tgcttggtat ttgctcatca tgt
<210> 356

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 356

cccttageta geccactgac aa
<210> 357

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 357
ctcctgggag tggtgtccaa
<210> 358

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 358

cctgggcaac agacagagta ag

<210> 359

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 359

cttcacttcc ccatgegtac ¢
<210> 360

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 360

gggttcacaa tgcctacagg a
<210> 361

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 361

aaaatctgtg actttggctt gg
<210> 362

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 362

gggaggagac attctttgat ttg
<210> 363

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 363

gcagtcctga gaagaaaaca gc
<210> 364

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 364

cttcacatgc cccaaaatta ca
<210> 365

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 365

tgagccatgt atttcagagg tga
<210> 366

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 366

21

22

23

22

22

23
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tacatttcag caggtgcgtg tt
<210> 367

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 367

ttgcctacte tgtagggata ttge
<210> 368

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 368

atagggcatg tagcccagtg a
<210> 369

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 369

gctctgetgt tggtectcac t
<210> 370

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 370

ttgcaaagca cacatcttct ga
<210> 371

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 371

tggcaatgtc aatgtcaagc at
<210> 372

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 372

gtatgttgcc ccactcaaca aa
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<210> 373

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 373

tgcatttcct agctgagact cc 22
<210> 374

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 374

tgccatctcg cacgtagtaa at 22
<210> 375

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 375

ctcteetgtg ctgageagct tt 22
<210> 376

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 376

tgtticcaat cactggcttt ca 22
<210> 377

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 377

gaaccatggg ctgtctctgg 20
<210> 378

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 378

atctgggata gcgaaggaga ca 22
<210> 379

136



10

15

20

25

30

35

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 379

attacaggcc acacgccatc
<210> 380

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 380

aaggcaagaa taagggagga aga
<210> 381

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 381

gctctcagga ctgcagaagt aca
<210> 382

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 382

gaggaaccaa tcccactcac ac
<210> 383

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 383

20

tcactctttg ccttctgtct ctg 23

<210> 384

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 384

gcactgtgct ttgcttictc ag 22

<210> 385
<211> 24

23

22

23
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<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 385

tgtctecttt atcgtaggtce tcca
<210> 386

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 386

caccacattt cctacagttc ca
<210> 387

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 387

cactgtgcac cagacagaca aa
<210> 388

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 388

tgtggttttc tgtatcagca gett
<210> 389

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 389

cagggagtct gaaatcatca gg
<210> 390

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 390

tcaagtatct agccccaaat cca
<210> 391

<211> 24

<212> ADN
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<213> Homo sapiens
<400> 391

ggcaatattg accattcatc attc
<210> 392

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 392

aggccaggag taagacgcaa ¢
<210> 393

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 393

aagaacgtac gtgtggtgtt gg
<210> 394

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 394

cgctatactt gctccatgca ct
<210> 395

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 395

aggaaacagc ctetggtect ¢
<210> 396

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 396

gtcaatgctc agacagggag at
<210> 397

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 397

cccaggaagg caggtactgt ta 22
<210> 398

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 398

ttttacaacc accaagggtg tg 22
<210> 399

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 399

tcgtgtgott acctccagat tit 23
<210> 400

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 400

aaattagcca gggagtggag gt 22
<210> 401

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 401

catgccatgc tatggctcac 20
<210> 402

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 402

aggctgagcg gagtictaat tg 22
<210> 403

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 403
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atctcagcaa tccacaggag gt
<210> 404

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 404

atttgcctca cgaacacatc at
<210> 405

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 405

tggaaagttg tctatggcac ctc
<210> 406

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 406

atgggcagca aggacttact ct
<210> 407

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 407

caccccaata ttgtctgect tc
<210> 408

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 408

ggctcgggaa catgtaatta gg
<210> 409

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 409

ccatcatgta tggcaaattc tctt
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<210> 410

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 410

tggcgtctec tagtaaagat gct 23
<210> 411

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 411

gccagattgc tggtttcatt g 21
<210> 412

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 412

ggctaaaaca caaagcacca tt 22
<210> 413

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 413

gggaagtcat ccacaaagac ct 22
<210> 414

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 414

gotctgggtc acagctectc 20
<210> 415

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 415

ttcttctgec aagatgtggt gt 22
<210> 416
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10

15

20

25

30

35

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 416

tgcagatgct gcaatcatgt ta
<210> 417

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 417

tggaccccga aagataaata gg
<210> 418

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 418

ttctgcactc ctctggaaac tg
<210> 419

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 419

gggtgagagc caacactgat ct
<210> 420

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 420

ctgtgcecctc tcatctcaca ct
<210> 421

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 421

agaacctagc ctccaagatt gc
<210> 422

<211> 22
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22

22

22

22

22

22
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10

15

20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 422

acaccttcca agactecttc ca

<210> 423
<211> 20
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 423

gactcgaggg tgggagacag

<210> 424
<211> 22
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 424

gctgtcacta ggtgtcctga ge

<210> 425
<211> 3878
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 425

cceggegeag
ccgaggceggce
ggccaccteg
cacggccccece
cagcgatgeg
gcecggegag
cgcagttggg
aggtggtcct
taaagaccat
ttcctttgga
tagcagtctt
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge
gctcegggeg
gctgcacagg
cgtgcaagga
tgaaccccga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg

cgcggcecgea
cggagtcceg
tcggegtecg
tgactcegte
acccteceggg
tcgggetctg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgeat
ccagtggcegg
ccacctggge
aggagaggag
ctgeegtgge
cceeccgggag
cacctgeccece
gggcaaatac
agatcacggce
cgteccgeaag
tggtgaattt
cacctecatce

22

20

22

gcagccteeg
agctagccce
ccegagtece
cagtattgat
acggccgggyg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
gctggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcgeegtge
gacatagtca
agctgccaaa
aactgccaga
aagtccccca
agcgactgcece
ccactcatge
agctttggtg
tegtgegtee
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatce
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ccececcgeac
ggcggecgece
cgectegeecyg
cgggagagcece
cagcgetect
aagtttgcca
tcagccteca
atgtgcagag
tccteattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatce
aactgaccaa
gtgactgetg
tggtctgecg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggcece
tctecataaa
tccacatcect

ggtgtgagcg
gcecgeccaga
ccaacgcecac
ggagcgagct
ggegetgetg
aggcacgagt
gaggatgttc
gaattatgat
cctcaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgee
tctecagecaac
aagctgtece
aatcatctgt
ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgccgecaaa
tgctacgaat
gccggtggea

144

ccecgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgeg
cttcggggag
gctgegetet
aacaagctca
aataactgtg
ctttecttet
gtggagcgaa
tcctatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagcet
gceccageagt
tgtgcetgecag
gacgaagcca
cagatggatg
ccecgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380



actccttecac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtcgtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgccatee
atgggcctaa
tggtggccet
tgcggagget
ccaaccaagc
gcteeggtge
aaattcccegt
tecctegatga
gcatctgect
tggactatgt
tgcagatcge
cagccaggaa
ccaaactget
agtggatggc
gctacggggt
ctgccagega
gtaccatcga
caaagttccg
ttgtcatteca
gtgcectgat
cacagcaggg

gtgcaaccag
ccatcaagga

aggacagcat
aaaggccege
ccagcagaga
tcaacactgt
agaaaggcag
aggaagccaa
gggtcgegec

<210> 426
<211> 3878
<212> ADN

acatactcct
agggtttttg
cctagaaatc
cctgaacata
aatttcagga
gacctccggt
aggccaggtce
ctgegtetet
ggagggtgag
cctgectecag
tgceccactac
aaacaacacc
aaactgcacc
gatccegtec
ggggatcgge
gctgecaggag
tctettgagg
gttecggecacyg
cgctatcaag
agcctacgtg
cacctccacc
ccgggaacac
aaagggcatg
cgtactggtg
gggtgcggaa
attggaatca
gactgtttgg
gatctectee
tgtctacatg
tgagttgatc
gggggatgaa
ggatgaagaa
cttettecage
caacaattcc
agacagcttc
agacgacacc
tggctctgtg
cccacactac
ccagcccace
ccaccaaatt
gccaaatgge
acaaagcagt

<213> Homo sapiens

<400> 426

ccecggegeag
ccgaggegge
ggccaccteg
cacggccccece
cagcgatgeg
gccecggegag
cgcagttggg
aggtggtcct
taaagaccat
ttcctttgga
tagcagtctt
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa

cgcggcecgea
cggagteceg
tecggegtecg
tgactcegte
accctceggg
tegggetetg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcetgeat
ccagtggcgg
ccacctggge

cctetggate
ctgattcagg
atacgcggca
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgcecatgect
tgceggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggce
ctggtctgga
tacggatgca
atcgccactg
ctettecatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
gaattaagag
atggccageg
gtgcagctca
aaagacaata
aactacttgg
aaaacaccgce
gagaaagaat
attttacaca
gagttgatga
atcectggaga
atcatggtca
atcgaattcet
agaatgcatt
gacatggacg
agccccteca
accgtggett
ttgcagcgat
ttccteccag
cagaatcctg
caggaccccee
tgtgtcaaca
agcctggaca
atctttaagg
gaatttattg

gcagecteeg
agctagecee
cccgagtece
cagtattgat
acggecgggg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
gctggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcgeegtge
gacatagtca
agctgccaaa
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cacaggaact
cttggectga
ggaccaagca
gattacgcte
tgtgctatge
aaattataag
tgtgctccce
tcageccgagg
ttgtggagaa
tcacctgeac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgcca
tggagectcet
aaactgaatt
gactctggat
aagcaacatc
tggacaaccce
tcacgcagcet
ttggctceca
aggaccgteg
agcatgtcaa
accatgcaga
gaatctatac
cctttggate
aaggagaacg
agtgctggat
ccaaaatgge
tgccaagtcee
acgtggtgga
cgtcacggac
gcattgatag
acagctcaga
tgcctgaata
tctatcacaa
acagcactgce
gcacattcga
accctgacta
gctecacage
gagcatga

ccececcgeac
ggeggecgec
cgectegeeg
cgggagagec
cagcgctect
aagtttgceca
tcagecteca
atgtgcagag
tectcattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gecagtgactt
agtgtgatcc

ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge
cagggaatge
ctetgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgeecggecat
tcttgaagge
ggeccectecte
categttegg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
tccgaaagee
ccacgtgtge
catgccctte
gtacctgetce
cttggtgcac
gatcacagat
aggaggcaaa
ccaccagagt
caagccatat
cctecectecag
gatagacgca
ccgagaccece
tacagactce
tgccgacgag
tcecectectyg
aaatgggctg
cceccacagge
cataaaccag
tcagcectetg
agtgggcaac
cagcectgee
ccagcaggac
tgaaaatgca

ggtgtgageg
geegeccaga
ccaacgccac
ggagcgaget
ggcgetgetg
aggcacgagt
gaggatgtte
gaattatgat
cctcaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgece
tetcageaac
aagctgtecce
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aaaaccgtaa
gacctccatg
ttttetettg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggcccgg
gtggacaagt
atacagtgcc
ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccacce
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacgce
ggagaagctc
aaagtgctga
gagaaagtta
aacaaggaaa
cgectgetgg
ggctgectee
aactggtgtg
cgegaccetgg
tttgggctgg
gtgcctateca
gatgtctgga
gacggaatcce
ccacccatat
gatagtcgee
cagcgctacce
aacttctacc
tacctcatce
agctctetga
caaagctgtce
gccttgactg
tcegttcececa
aaccccgege
ccegagtate
cactgggcece
ttetttececa
gaatacctaa

ccecgacgegg
ceggacgaca
aaccaccgeg
cttecggggag
gctgegetcet
aacaagctca
aataactgtg
ctttcecttet
gtggagcgaa
tcecctatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagcet

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3878

60

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



gctggggtge
gctcegggeg
gctgcacagg
cgtgcaagga
tgaacccecga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttecac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtcgtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgccatece
atgggcctaa
tggtggccet
tgcggagget
ccaaccaagce
gecteceggtge
aaattcccegt
tcctegatga
gcatctgeet
tggactatgt
tgcagatcge
cagccaggaa
ccaaactgct
agtggatggce
gctacggggt
ctgccagega
gtaccatcga
caaagttccg
ttgtcatteca
gtgcectgat
cacagcaggg
gtgcaaccag
ccatcaagga
aggacagcat
aaaggcccge
ccagcagaga
tcaacactgt
agaaaggcag
aggaagccaa
gggtcgegee

<210> 427
<211> 3863
<212> ADN

aggagaggag
ctgecegtgge
ccececgggag
cacctgeccee
gggcaaatac
agatcacgge
cgteccgecaag
tggtgaattt
cacctccatc
acatactcct
agggtttttg
cctagaaatc
cctgaacata
aatttcagga
gacctceggt
aggceccaggtce
ctgegtetet
ggagggtgag
cctgectecag
tgcccactac
aaacaacacc
aaactgcacc
gatccegtece
ggggatcgge
gctgcaggag
tctettgagg
gttcggecacg
cgctatcaag
agcctacgtg
cacctccacc
ccgggaacac
aaagggcatg
cgtactggtg
gggtgcggaa
attggaatca
gactgtttgg
gatctectece
tgtctacatg
tgagttgatc
gggggatgaa
ggatgaagaa
cttettecage
caacaattcc
agacagcttce
agacgacacc
tggctctgtg
cccacactac
ccagcccacce
ccaccaaatt
gccaaatgge
acaaagcagt

<213> Homo sapiens

<400> 427

cceggegeag
ccgaggcggce
ggccaccteg
cacggeceee
cagegatgeg
geccggegag

cgcggecgcea
cggagtcccg
teggegtecg
tgactcegte
accctceeggg
tecgggetetg

aactgccaga
aagtccccea
agcgactgece
ccactcatge
agctttggtg
tegtgegtee
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatc
cctetggate
ctgattcagg
atacgcggcea
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgccatgect
tgceggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggcce
ctggtctgga
tacggatgca
atcgecactg
ctectteatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
gaattaagag
atggccageg
gtgcagctca
aaagacaata
aactacttgg
aaaacaccge
gagaaagaat
attttacaca
gagttgatga
atcctggaga
atcatggtca
atcgaattct
agaatgcatt
gacatggacg
agccccteca
accgtggett
ttgcagecgat
ttcecteccag
cagaatcctg
caggacccee
tgtgtcaaca
agcctggaca
atctttaagg
gaatttattg

gcagccteceg
agctagccce
ccegagtece
cagtattgat
acggecgggg
gaggaaaaga
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aactgaccaa
gtgactgctg
tggtctgecg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggcece
tctecataaa
tccacatcct
cacaggaact
cttggectga
ggaccaagca
gattacgcte
tgtgctatge
aaattataag
tgtgctceece
tcagcecgagg
ttgtggagaa
tcacctgcac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgcca
tggagcctet
aaactgaatt
gactctggat
aagcaacatce
tggacaacce
tcacgcagcet
ttggctccca
aggaccgtceg
agcatgtcaa
accatgcaga
gaatctatac
cctttggate
aaggagaacg
agtgctggat
ccaaaatggce
tgccaagtcee
acgtggtgga
cgtcacggac
gcattgatag
acagctcaga
tgcctgaata
tctatcacaa
acagcactge
gcacattcga
accctgacta
gcteccacage
gagcatga

cccecegeac
ggcggecgcece
cgectegeeg
cgggagagee
cagegetect
aagtttgeeca

aatcatctgt
ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgcecgecaaa
tgctacgaat
gceggtggea
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge
cagggaatge
ctectgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgccggecat
tcttgaagge
ggcectecte
categttegg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
tccgaaagee
ccacgtgtge
catgccctte
gtacctgcete
cttggtgcac
gatcacagat
aggaggcaaa
ccaccagagt
caagccatat
ccteectecag
gatagacgca
ccgagaccce
tacagactce
tgccgacgag
tcecectectyg
aaatgggctg
ccccacagge
cataaaccag
tcagcectetg
agtgggcaac
cagccectgee
ccagcaggac
tgaaaatgca

ggtgtgagcg
gccgeccaga
ccaacgccac
ggagcgaget
ggcgetgetg
aggcacgagt

146

gcecageagt
tgtgctgcag
gacgaagcca
cagatggatg
ccecgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gacctccatg
ttttetettyg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggccegg
gtggacaagt
atacagtgcece
ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccace
tgtccaacga
ttgctgcetgg
aagcgcacgce
ggagaagctce
aaagtgctga
gagaaagtta
aacaaggaaa
cgectgetgg
ggctgectee
aactggtgtg
cgcgaccetgg
tttgggctgg
gtgcctatca
gatgtctgga
gacggaatce
ccacccatat
gatagtcgee
cagcgctacce
aacttctacc
tacctcatce
agctctetga
caaagctgtc
geettgactg
tcegttececa
aaccccgege
ccegagtate
cactgggccce
ttetttecca
gaatacctaa

ceccgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgeg
ctteggggag
getgegetet
aacaagctca

9200

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3878

60

120
180
240
300
360



cgcagttggg
aggtggtcct
taaagaccat
ttectttgga
tagcagtctt
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge
gctcegggeg
gctgecacagg
cgtgcaagga
tgaaccececga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttcac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtegtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgccatcce
atgggcctaa
tggtggecccet
tgcggagget
ccaaccaagc
gcteeggtge
aaattccegt
acgtgatgge
ccaccgtgea
aacacaaaga
gcatgaacta
tggtgaaaac
cggaagagaa
aatcaatttt
tttgggagtt
ccteccatcecet
acatgatcat
tgatcatcga
atgaaagaat
aagaagacat
tcagcagecece
attccaccgt
gcttettgea
acaccttcct
ctgtgcagaa
actaccagga
ccacctgtgt
aaattagcct
atggcatctt
gcagtgaatt

<210> 428
<211> 3863
<212> ADN

cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgeat
ccagtggcgg
ccacctggge
aggagaggag
ctgeegtgge
cceeccgggag
cacctgecce
gggcaaatac
agatcacggc
cgteccgeaag
tggtgaattt
caccteccatce
acatactcct
agggtttttg
cctagaaatc
cctgaacata
aatttcagga
gacctceggt
aggccaggte
ctgegtetet
ggagggtgag
cctgectecag
tgcccactac
aaacaacacc
aaactgcacc
gatceccegtec
ggggatcgge
gctgecaggag
tctettgagg
gttecggecacyg
cgctatcaaa
cagegtggac
gctecatcacg
caatattggce
cttggaggac
accgcagcat
agaataccat
acacagaatc
gatgaccttt
ggagaaagga
ggtcaagtgce
attctccaaa
gcatttgeca
ggacgacgtg
cteccacgtea
ggcttgcatt
gcgatacage
cccagtgect
tectgtcetat
cceccacage
caacagcaca
ggacaaccct
taagggctecc
tattggageca

<213> Homo sapiens

<400> 428

gatcatttte
gaaattacct
gctggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcegeegtge
gacatagtca
agctgccaaa
aactgccaga
aagtcccecca
agcgactgee
ccactcatge
agctttggtg
tegtgegtcee
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatc
cctetggate
ctgattcagg
atacgcggea
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgccatgect
tgceggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggcce
ctggtctgga
tacggatgca
atcgccactg
ctcttecatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
acatctccga
aacccccacg
cagctcatge
teccagtace
cgtegettgg
gtcaagatca
gcagaaggag
tatacccace
ggatccaage
gaacgcectce
tggatgatag
atggcccgag
agtectacag
gtggatgccg
cggactcece
gatagaaatg
tcagacceca
gaatacataa
cacaatcagc
actgcagtgg
ttecgacagce
gactaccage
acagctgaaa
tga
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tcagccteca
atgtgcagag
tecctecattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatcc
aactgaccaa
gtgactgcetg
tggtctgecg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggec
tcteccataaa
tccacatcct
cacaggaact
cttggcecctga
ggaccaagca
gattacgcete
tgtgctatge
aaattataag
tgtgcteccce
tcagccgagg
ttgtggagaa
tcacctgcac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgcca
tggagcctet
aaactgaatt
gactctggat
aagccaacaa
tgtgcegect
cctteggetg
tgctcaactg
tgcaccgega
cagattttgg
gcaaagtgce
agagtgatgt
catatgacgg
ctcagccace
acgcagatag
acccccageg
actccaactt
acgagtacct
tectgagete
ggctgcaaag
caggcgectt
accagtccgt
ctectgaacce
gcaaccccga
ctgeccactg
aggacttctt
atgcagaata

gaggatgttc
gaattatgat
cctcaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgee
tctcagcaac
aagctgtece
aatcatctgt
ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgccgcaaa
tgctacgaat
gccggtggea
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge
cagggaatgce
ctetgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgecggecat
tcttgaagge
ggccectcecte
catcgttegg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
ggaaatccte
gctgggeatce
cctectggac
gtgtgtgcag
cctggecagee
gctggccaaa
tatcaagtgg
ctggagctac
aatcecctgee
catatgtacc
tecgeccaaag
ctaccttgte
ctacegtgee
catcccacag
tctgagtgea
ctgtecccate
gactgaggac
tcccaaaagg
cgcgeccage
gtatctcaac
ggcccagaaa
tcccaaggaa
cctaagggtce
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aataactgtg
ctttecttet
gtggagcgaa
tcctatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagcet
gcccagceagt
tgtgctgcag
gacgaagcca
cagatggatg
ccecgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gacctccatg
ttttetettg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggcccgg
gtggacaagt
atacagtgec
ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccace
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacgce
ggagaagcte
aaagtgctgg
gagaaagtta
gatgaagcct
tgecctcacet
tatgtccggg
atcgcaaagg
aggaacgtac
ctgctgggtg
atggcattgg
ggggtgactg
agcgagatcet
atcgatgtcet
ttecgtgagt
attcaggggg
ctgatggatg
cagggcttet
accagcaaca
aaggaagaca
agcatagacg
ccegetgget
agagacccac
actgtccage
ggcagccace
gccaagccaa
gcgcecacaaa

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3863



ccecggegeag
ccgaggcegge
ggccaccteg
cacggeecee
cagcgatgeg
gcccggegag
cgcagttggg
aggtggtcct
taaagaccat
ttectttgga
tagcagtctt
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge
gctcegggeg
gctgecacagg
cgtgcaagga
tgaacccega
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttcac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtcgtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggcecac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgccatcc
atgggcctaa
tggtggcecct
tgecggagget
ccaaccaage
gceteeggtge
aaattccegt
acgtgatgge
ccacecgtgea
aacacaaaga
gcatgaacta
tggtgaaaac
cggaagagaa
aatcaatttt
tttgggagtt
cectecatect
acatgatcat
tgatcatcga
atgaaagaat
aagaagacat
tcagcageee
attccaccgt
gcttettgea
acaccttect
ctgtgcagaa
actaccagga
ccacctgtgt
aaattagect

atggcatctt taagggctcecc acagctgaaa atgcagaata cctaagggtce gecgeccacaaa 3840
3863

cgeggecgea
cggagteceg
tcggegtceeg
tgactcegte
accctececggg
tcgggctcetg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgcat
ccagtggegg
ccacctggge
aggagaggag
ctgccgtgge
ccecccgggag
cacctgecce
gggcaaatac
agatcacgge
cgteccgecaag
tggtgaattt
cacctecate
acatactcct
agggtttttg
cctagaaatc
cctgaacata
aatttcagga
gacctceggt
aggecaggte
ctgegtetet
ggagggtgag
cctgectcag
tgceccactac
aaacaacacc
aaactgcacc
gatccegtee
ggggatcggce
gctgcaggag
tctettgagg
gtteggcacg
cgetatcaaa
cagegtggac
gctcatcacg
caatattggce
cttggaggac
accgcagcat
agaataccat
acacagaatc
gatgaccttt
ggagaaagga
ggtcaagtge
attctccaaa
gcatttgcca
ggacgacgtg
cteccacgtcea
ggcttgecatt
gcgatacage
ccecagtgecet
tcctgtetat
cceeccacage
caacagcaca
ggacaaccct

gecagectecg
agctagcccece
ceccgagtece
cagtattgat
acggccgggyg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
getggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcgecgtge
gacatagtca
agctgccaaa
aactgccaga
aagtccccca
agcgactgce
ccactcatge
agctttggtg
tegtgegtece
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatce
cctetggate
ctgattcagg
atacgcggca
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgccatgect
tgccggaatg
ccaagggagt
geccatgaaca
attgacggce
ctggtctgga
tacggatgca
atcgccactg
ctcttcatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
acatctcega
aacccccacg
cagctcatge
tcccagtace
cgtegettgg
gtcaagatca
gcagaaggag
tatacccace
ggatccaagce
gaacgcectee
tggatgatag
atggcccgag
agtcctacag
gtggatgccg
cggactccce
gatagaaatg
tcagacccceca
gaatacataa
cacaatcagce
actgcagtgg
ttegacagee
gactaccage

gcagtgaatt tattggagca tga

<210> 429
<211> 3863
<212> ADN

<213> Homo sapiens

ES 2741574 T3

cceccecgeac
ggcggecgec
cgectegeeg
cgggagagec
cagcgctect
aagtttgcca
tcagectcea
atgtgcagag
tectecattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatcc
aactgaccaa
gtgactgctg
tggtctgeeg
tctacaacce
ccacctgegt
gagectgtgg
gcgaagggec
tcteccataaa
teccacatect
cacaggaact
cttggcctga
ggaccaagca
gattacgcte
tgtgctatge
aaattataag
tgtgetecee
tcageegagg
ttgtggagaa
tcacctgecac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgcca
tggagecctet
aaactgaatt
gactctggat
aagccaacaa
tgtgecgect
cctteggetg
tgctcaactg
tgcaccgega
cagattttgg
gcaaagtgcc
agagtgatgt
catatgacgg
ctcagecace
acgcagatag
accceccageg
actccaactt
acgagtacct
tectgagete
ggctgcaaag
caggcgectt
accagtcegt
ctetgaaccee
gcaaccccga
ctgececcactg
aggacttett

ggtgtgageg
gcecgeccaga
ccaacgccac
ggagcgagcet
ggcgctgctg
aggcacgagt
gaggatgtte
gaattatgat
cctcaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgece
tctcageaac
aagctgtcce
aatcatctgt
ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgecgeaaa
tgctacgaat
gccggtggea
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggetge
cagggaatge
ctetgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgceggecat
tcttgaaggce
ggcectecte
categttcgg
tacacccagt
caaaaagatce
cccagaaggt
ggaaatccte
gectgggeatce
cctectggac
gtgtgtgcag
cctggcagece
gcectggccaaa
tatcaagtgg
ctggagctac
aatccctgee
catatgtace
tcgeccaaag
ctaccttgte
ctaccgtgee
catcccacag
tctgagtgea
ctgtceccatce
gactgaggac
tcccaaaagg
cgegeccage
gtatctcaac
ggcccagaaa
tcccaaggaa

148

cecgacgegg
ceggacgaca
aaccaccgceg
ctteggggag
gctgegetcet
aacaagctca
aataactgtg
ctttecttet
gtggagcgaa
tectatgect
ceccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagct
gcccageagt
tgtgctgcag
gacgaagcca
cagatggatg
ceccegtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gacctccatg
ttttctcttg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggceegg

gtggacaagt
atacagtgec

ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccace
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacgc
ggagaagctce
aaagtgctgg
gagaaagtta
gatgaagcct
tgcctcacct
tatgtccggg
atcgcaaagg
aggaacgtac
ctgctgggtyg
atggcattgg
ggggtgactg
agcgagatcet
atcgatgtcet
ttccgtgagt
attcaggggg
ctgatggatg
cagggcttct
accagcaaca
aaggaagaca
agcatagacg
cecgetgget
agagacccac
actgtccage
ggcagcecace
gccaagccaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780



<400> 429

cceggegeag
ccgaggegge
ggccaccteg
cacggcecee
cagcgatgceg
gcccggegag
cgcagttggg
aggtggtcct
taaagaccat
ttcectttgga
tagcagtctt
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge
gctcegggeg
gctgecacagg
cgtgcaagga
tgaacceccga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttcac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtcgtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgeccatee
atgggcctaa
tggtggecct
tgcggagget
ccaaccaagce
gcteeggtge
aaattccegt
acgtgatgge
ccaccgtgeca
aacacaaaga
gcatgaacta
tggtgaaaac
cggaagagaa
aatcaatttt
tttgggagtt
cctccatect
acatgatcat
tgatcatcga
atgaaagaat
aagaagacat

tcagcagece
attccaccgt
gecttettgea
acacctteet
ctgtgcagaa
actaccagga
ccacctgtgt
aaattagcct
atggeatett
gcagtgaatt

<210> 430
<211> 3863

cgecggecgea
cggagtcceg
tecggegtecg
tgactccgte
accctceeggg
tegggetcetg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgcat
ccagtggegg
ccacctggge
aggagaggag
ctgecgtgge
cceecgggag
cacctgeccee
gggcaaatac
agatcacggce
cgtccgecaag
tggtgaattt
caccteccatce
acatactcct
agggtttttg
cctagaaatc
cctgaacata
aatttcagga
gacctceggt
aggccaggtce
ctgegtetet
ggagggtgag
cctgectecag
tgcccactac
aaacaacacc
aaactgcacc
gatcecegtece
ggggatcgge
gctgecaggag
tetettgagg
gtteggcacg
cgctatcaaa
cagegtggac
gctecatcacg
caatattggce
cttggaggac
accgcagcat
agaataccat
acacagaatc
gatgaccttt
ggagaaagga
ggtcaagtge
attctccaaa
gcatttgecca
ggacgacgtg

ctccacgteca
ggcttgcatt
gcgatacage
cccagtgeet
tcctgtetat
ccceccacage
caacagcaca
ggacaaccct
taagggcetece
tattggagca

gcagcectecg
agctagcccee
ccecgagtece
cagtattgat
acggeccgggg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
gctggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcgeegtge
gacatagtca
agctgccaaa
aactgccaga
aagtccccca
agcgactgece
ccactcatge
agctttggtg
tegtgegtcee
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatc
cctetggate
ctgattcagg
atacgcggea
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgccatgect
tgceggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggce
ctggtectgga
tacggatgca
atcgeccactg
ctecttecatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
acatctccga
aacccccacg
cagctcatge
teccagtace
cgtecgettgg
gtcaagatca
gcagaaggag
tatacccace
ggatccaage
gaacgcectcee
tggatgatag
atggcccgag
agtectacag
gtggatgccg

cggactccce
gatagaaatg
tcagacccca
gaatacataa
cacaatcagce
actgcagtgg
ttcgacagee
gactaccage
acagctgaaa
tga
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ccececcgeac
ggcggecgee
cgcctegeecg
cgggagagece
cagcgctect
aagtttgcca
tcagcectceca
atgtgcagag
tccteattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatce
aactgaccaa
gtgactgetg
tggtctgecg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggce
tcteccataaa
tccacatcct
cacaggaact
cttggectga
ggaccaagca
gattacgcte
tgtgctatge
aaattataag
tgtgctcecece
tcageccgagg
ttgtggagaa
tcacctgeac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgceca
tggagcectet
aaactgaatt
gactctggat
aagccaacaa
tgtgcegect
cctteggetg
tgctcaactg
tgcaccgega
cagattttgg
gcaaagtgcece
agagtgatgt
catatgacgg
ctcagecace
acgcagatag
acccccageg
actccaactt
acgagtacct

tcctgagete
ggctgcaaag
caggcgectt
accagtcegt
ctctgaacce
gcaacccega
ctgcccactg
aggacttcett
atgcagaata

ggtgtgageg
gcegeccaga
ccaacgccac
ggagcgagcet
ggcegetgetg
aggcacgagt
gaggatgttc
gaattatgat
cctcaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgee
tctcageaac
aagctgtece
aatcatctgt
ccacaaccag
caaattcecga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgccgecaaa
tgctacgaat
gccggtggea
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge
cagggaatge
ctetgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgeecggecat
tcttgaagge
ggccectecte
categttcgg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
ggaaatccte
gctgggeate
cctectggac
gtgtgtgcag
cctggecagece
gctggccaaa
tatcaagtgg
ctggagetac
aatcecctgee
catatgtacce
tcgeccaaag
ctaccttgte
ctacecgtgee
catcccacag

tctgagtgceca
ctgtecccate
gactgaggac
tcccaaaagg
cgcgeccage
gtatctcaac
ggcccagaaa
tcccaaggaa
cctaagggte

149

ccecgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgceg
ctteggggag
gctgegetet
aacaagctca
aataactgtg
ctttecttet
gtggagcgaa
tcctatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagcect
gcccagcagt
tgtgctgecag
gacgaagcca
cagatggatg
ccecgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gacctccatg
ttttectcttg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggcccgg

gtggacaagt
atacagtgce

ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccacc
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacge
ggagaagcte
aaagtgcectgg
gagaaagtta
gatgaagcct
tgcctcaccet
tatgtccggg
atcgcaaagg
aggaacgtac
ctgctgggtg
atggcattgg
ggggtgactg
agcgagatcet
atcgatgtcet
ttecegtgagt
attcaggggg
ctgatggatg
cagggcttcet

accagcaaca
aaggaagaca
agcatagacg
ccegetgget
agagacccac
actgtccage
ggcagcecace
gccaagccaa
gegecacaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300

3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3863



<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 430

cceggegeag
ccgaggcegge
ggccaccteg
cacggccccce
cagcgatgeg
gccecggegag
cgcagttggg
aggtggtcct
taaagaccat
ttecctttgga
tagcagtctt
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge
gctcegggeg
gctgecacagg
cgtgcaagga
tgaacccecga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttcac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtcgtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgeccatee
atgggcctaa
tggtggccct
tgcggaggct
ccaaccaagc
gcteeggtge
aaattcccegt
acgtgatggce
ccaccgtgea
aacacaaaga
gcatgaacta

tggtgaaaac

cggaagagaa
aatcaatttt
tttgggagtt
cctecatect
acatgatcat
tgatcatcga
atgaaagaat
aagaagacat
tcagcagecce
attccaccgt
gcttettgea
acaccttcct
ctgtgcagaa
actaccagga
ccacctgtgt
aaattagcct
atggcatctt
gcagtgaatt

cgcggecgea
cggagteceg
tcggegteeg
tgactcegtce
acccteeggg
tegggetcetg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgeat
ccagtggcegg
ccacctggge
aggagaggag
ctgeecgtgge
ccececgggag
cacctgeccee
gggcaaatac
agatcacgge
cgteccgecaag
tggtgaattt
cacctccatce
acatactcct
agggtttttg
cctagaaatc
cctgaacata
aatttcagga
gacctceceggt
aggccaggte
ctgegtetet
ggagggtgag
cctgectecag
tgceccactac
aaacaacacc
aaactgcacc
gatcecegtece
ggggatcgge
gctgcaggag
tctettgagg
gtteggcacg
cgctatcaaa
cagcgtggac
gctecatcacg
caatattggce
cttggaggac
accgcageat

agaataccat
acacagaatc
gatgaccttt
ggagaaagga
ggtcaagtgce
attctccaaa
gecatttgcca
ggacgacgtg
cteccacgteca
ggcttgecatt
gcgatacage
cccagtgect
tectgtctat
ccccecacage
caacagcaca
ggacaaccct
taagggctece
tattggagca

gcagccteeg
agctagecece
ccecgagtece
cagtattgat
acggccgggg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
gctggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcgeegtge
gacatagtca
agctgecaaa
aactgccaga
aagtccccca
agcgactgece
ccactcatge
agctttggtg
tegtgegtee
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatc
cctetggatce
ctgattcagg
atacgcggea
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgcecatgect
tgceggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggcece
ctggtctgga
tacggatgca
atcgeccactg
ctcttcatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
acatctccga
aacccccacg
cagctcatge
tcccagtace
cgtegettgg
gtcaagatca

gcagaaggag
tatacccace
ggatccaage
gaacgcctee
tggatgatag
atggcccgag
agtcctacag
gtggatgccg
cggactcccee
gatagaaatg
tcagacccca
gaatacataa
cacaatcage
actgcagtgg
ttegacagee
gactaccage
acagctgaaa
tga
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cccececgeac
ggcggecgece
cgcctegecg
cgggagagcce
cagcgctect
aagtttgeca
tcagcctceca
atgtgcagag
tccteattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatcc
aactgaccaa
gtgactgetg
tggtctgecg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggec
tctecataaa
tccacatccet
cacaggaact
cttggectga
ggaccaagca
gattacgcte
tgtgctatge
aaattataag
tgtgctccce
tcagcecgagg
ttgtggagaa
tcacctgcac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgeca
tggagcctcet
aaactgaatt
gactctggat
aagccaacaa
tgtgcegect
cctteggetg
tgctcaactg
tgcacecgega
cagattttgg

gcaaagtgce
agagtgatgt
catatgacgg
ctecagceccace
acgcagatag
acccccageg
actccaactt
acgagtacct
tcctgagete
ggctgcaaag
caggcgectt
accagtccgt
ctectgaacce
gcaaccccga
ctgeccactg
aggacttctt
atgcagaata

ggtgtgagcg
gcecgeccaga
ccaacgccac
ggagcgagcet
ggcgcetgetg
aggcacgagt
gaggatgtte
gaattatgat
cctcaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgee
tctcagcaac
aagctgtece
aatcatctgt
ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgcecgecaaa
tgctacgaat
gceggtggca
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge
cagggaatge
ctetgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgececggecat
tcttgaagge
ggccectecte
catcgttegg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
ggaaatccte
gctgggcecatce
cctectggac
gtgtgtgcag
cctggecagee
gctggecaaa

tatcaagtgg
ctggagctac
aatcectgee
catatgtacc
tcgcecccaaag
ctaccttgte
ctacegtgece
catceccacag
tctgagtgea
ctgteccate
gactgaggac
tcccaaaagg
cgcgeccage
gtatctcaac
ggcccagaaa
tcccaaggaa
cctaagggtce
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ccecgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgceg
ctteggggag
gctgegetet
aacaagctca
aataactgtg
ctttecttet
gtggagcgaa
tcctatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagcet
gcccagcagt
tgtgctgecag
gacgaagcca
cagatggatg
ccecgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gacctccatg
ttttectcttg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggcccegg
gtggacaagt
atacagtgcece
ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccace
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacge
ggagaagctce
aaagtgctgg
gagaaagtta
gatgaagcct
tgcctcacct
tatgtccggg
atcgcaaagg
aggaacgtac

ctgctgggtg

atggcattgg
ggggtgactg
agcgagatcet
atcgatgtcet
ttcegtgagt
attcaggggg
ctgatggatg
cagggcttet
accagcaaca
aaggaagaca
agcatagacg
ccegetgget
agagacccac
actgtccage
ggcagecace
gccaagcecaa
gcgceccacaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820

2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3863



<210> 431
<211> 3863
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 431

cceggegeag
ccgaggceggce
ggccaccteg
cacggcccce
cagcgatgeg
gcceggegag
cgcagttggg
aggtggtcct
taaagaccat
tteectttgga
tagcagtctt
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge
gctcegggeg
gctgcacagg
cgtgcaagga
tgaaccecga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttcac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtcgtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgccatee
atgggcctaa
tggtggccct
tgcggagget

cgcggecgea
cggagtcceg
tcggegtecg
tgactcegte
acccteecggg
tcgggcetcetg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgcat
ccagtggcgg
ccacctggge
aggagaggag
ctgecegtgge
ccececgggag
cacctgecee
gggcaaatac
agatcacgge
cgteccgecaag
tggtgaattt
cacctccatc
acatactcct
agggtttttg
cctagaaatc
cctgaacata
aatttcagga
gaccteeggt
aggceccaggte
ctgegtetet
ggagggtgag
cctgectecag
tgceccactac
aaacaacacc
aaactgcacc
gatccegtec
ggggatcgge
gctgcaggag

gcagccteeg
agctagccce
ccegagtece
cagtattgat
acggccgggg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
gctggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcgecegtge
gacatagtca
agctgccaaa
aactgccaga
aagtccccea
agcgactgcece
ccactcatge
agctttggtg
tegtgegtee
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatce
cctetggate
ctgattcagg
atacgcggcea
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgccatgect
tgceggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggcce
ctggtctgga
tacggatgca
atcgccactg
ctettecatge
agggagcttg
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ccececcgeac
ggcggecgece
cgectegeecg
cgggagagcece
cagcgctect
aagtttgcca
tcagecteca
atgtgcagag
tectcattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatcce
aactgaccaa
gtgactgctg
tggtctgecg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggcece
tctecataaa
tccacatcct
cacaggaact
cttggectga
ggaccaagca
gattacgcte
tgtgctatge
aaattataag
tgtgcteecce
tcagcecgagg
ttgtggagaa
tcacctgcac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggecagg
ggatggtggg
gaaggcgeca
tggagcctcet

ggtgtgagcg
gcecgeccaga
ccaacgcecac
ggagcgagcet
ggcgctgetg
aggcacgagt
gaggatgttc
gaattatgat
cctcaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgee
tctcageaac
aagctgtcce
aatcatctgt
ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgccgecaaa
tgctacgaat
gceggtggea
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge
cagggaatge
ctectgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgeeggecat
tcttgaagge
ggccctecte
catcgttcgg
tacacccagt

151

ccecgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgeg
cttcggggag
gctgegetet
aacaagctca
aataactgtg
ctttecttet
gtggagcgaa
tcctatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagcet
gcccagecagt
tgtgctgecag
gacgaagcca
cagatggatg
cceccgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gacctccatg
ttttetettyg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagcet
tggggcccegg
gtggacaagt
atacagtgcece
ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccace
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacge
ggagaagctc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340



ccaaccaagce
gcteeggtge
aaattcccegt
acgtgatgge
ccaccgtgceca
aacacaaaga
gcatgaacta
tggtgaaaac
cggaagagaa
aatcaatttt
tttgggagtt
cctecatceet
acatgatcat
tgatcatcga
atgaaagaat
aagaagacat
tcagcagccce
attccaccgt
gcttettgea
acaccttcect
ctgtgcagaa
actaccagga
ccacctgtgt
aaattagcct
atggcatctt
gcagtgaatt

<210> 432
<211> 3863
<212> ADN

tetettgagg
gtteggcacg
cgctatcaaa
cagegtggac
gctecatcacg
caatattgge
cttggaggac
accgcageat
agaataccat
acacagaatc
gatgaccttt
ggagaaagga
ggtcaagtge
attctccaaa
gcatttgcca
ggacgacgtg
cteccacgtea
ggcttgcatt
gcgatacage
cccagtgecet
tcctgtcetat
cccecacage
caacagcaca
ggacaaccct
taagggctece
tattggagca

<213> Homo sapiens

<400> 432

cceggegeag
ccgaggeggce
ggccaccteg
cacggcceccce
cagcgatgeg
gcccggcgag
cgcagttggg
aggtggtcct
taaagaccat
ttectttgga
tagcagtctt
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge
gctcegggeg
gctgecacagg
cgtgcaagga
tgaaccccga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttecac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtcgtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac

agcccaggga

cgeggecgea
cggagtcceg
teggegtecg
tgactcegte
acccteecggg
tcgggetcetg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgeat
ccagtggcgg
ccacctggge
aggagaggag
ctgeecgtgge
ccececgggag
cacctgeccece
gggcaaatac
agatcacgge
cgteccgecaag
tggtgaattt
cacctccatce
acatactcct
agggtttttg
cctagaaatce
cctgaacata
aatttcagga
gacctcceggt
aggccaggtc
ctgegtetet

atcttgaagg
gtgtataagg
acatctcega
aacccccacg
cagctcatge
tccecagtace
cgtegettgg
gtcaagatca
gcagaaggag
tatacccace
ggatccaage
gaacgectce
tggatgatag
atggcccgag
agtcctacag
gtggatgccg
cggactccce
gatagaaatg
tcagacccca
gaatacataa
cacaatcage
actgcagtgg
ttcgacagee
gactaccage
acagctgaaa
tga

gcagcectecg
agctagcccee
cccgagtece
cagtattgat
acggccgggg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
gctggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggegeegtge
gacatagtca
agctgcecaaa
aactgccaga
aagtcccceca
agcgactgece
ccactcatge
agctttggtg
tegtgegtece
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatc
cctetggate
ctgattcagg
atacgeggea
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgccatgect
tgccggaatg
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aaactgaatt
gactctggat
aagccaacaa
tgtgcegect
cctteggetg
tgctcaactg
tgcaccgega
cagattttgg
gcaaagtgce
agagtgatgt
catatgacgg
ctecageccace
acgcagatag
acccccageg
actccaactt
acgagtacct
tcctgagete
ggctgcaaag
caggcgectt
accagtcegt
ctectgaacce
gcaaccccga
ctgecccactg
aggacttctt
atgcagaata

cceceecgeac
ggcggecgece
cgectegecg
cgggagagce
cagcgctect
aagtttgcca
tcagecteca
atgtgcagag
tcctecattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatcc
aactgaccaa
gtgactgetg
tggtctgecg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcetgtgg
gcgaagggece
tctecataaa
tccacatcct
cacaggaact
cttggectga
ggaccaagea
gattacgcte
tgtgctatge
aaattataag
tgtgctccce
tcagcecgagg

caaaaagatc
cccagaaggt
ggaaatcctc
gctgggcate
cctectggac
gtgtgtgcag
cctggcagece
gctggeccaaa
tatcaagtgg
ctggagctac
aatccctgece
catatgtacc
tcgceccaaag
ctaccttgte
ctaccegtgece
catceccacag
tctgagtgeca
ctgteccate
gactgaggac
tcccaaaagg
cgcgeccage
gtatctcaac
ggcccagaaa
tcccaaggaa
cctaagggtce

ggtgtgageg
gcecgeccaga
ccaacgccac
ggagcgagcet
ggcgctgetg
aggcacgagt
gaggatgttc
gaattatgat
cctcaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgee
tctcagcaac
aagctgtcce
aatcatctgt
ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggececgacage
ttgcecgecaaa
tgctacgaat
gccggtggea
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge
cagggaatgc

152

aaagtgctgg
gagaaagtta
gatgaagcct
tgcctcaccet
tatgtccggg
atcgcaaagg
aggaacgtac
ctgctgggtg
atggcattgg
ggggtgactg
agcgagatct
atcgatgtet
ttecegtgagt
attcaggggg
ctgatggatg
cagggcttet
accagcaaca
aaggaagaca
agcatagacg
ccegetgget
agagacccac
actgtccage
ggcagcecace
gccaagccaa
gcgecacaaa

ccecgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgceg
cttceggggag
gctgegetet
aacaagctca
aataactgtg
ctttecttet
gtggagcgaa
tcctatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagcet
gcccagcagt
tgtgctgecag
gacgaagcca
cagatggatg
ccecgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gacctccatg
ttttetettyg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggcccgg
gtggacaagt

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3863

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860



gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgcecatece
atgggcctaa
tggtggcccet
tgcggagget
ccaaccaagce
gcteeggtge
aaattcccegt
acgtgatgge
ccaccgtgea
aacacaaaga
gcatgaacta
tggtgaaaac
cggaagagaa
aatcaatttt
tttgggagtt
cctccatect
acatgatcat
tgatcatcga
atgaaagaat
aagaagacat
tcagcagcce
attccaccgt
gcttettgea
acaccttect
ctgtgcagaa
actaccagga
ccacctgtgt
aaattagcct
atggcatctt
gcagtgaatt

<210> 433
<211> 3863
<212> ADN

ggagggtgag
cctgectecag
tgcccactac
aaacaacacc
aaactgcacc
gatccegtec
ggggatcgge
gctgecaggag
tctettgagg
gttecggcacyg
cgctatcaaa
cagegtggac
gctecatcacg
caatattggce
cttggaggac
accgcagcat
agaataccat
acacagaatc
gatgaccttt
ggagaaagga
ggtcaagtgce
attctccaaa
gcatttgcca
ggacgacgtg
ctccacgteca
ggcttgcatt
gcgatacage
cccagtgecet
tcctgtetat
ccecccacage
caacagcaca
ggacaaccct
taagggctece
tattggagca

<213> Homo sapiens

<400> 433

cceggegeag
ccgaggceggce
ggccaccteg
cacggccccece
cagcgatgeg
gcccggegag
cgcagttggg
aggtggtcct
taaagaccat
ttcctttgga
tagcagtcett
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge
gcteegggeg
gctgcacagg
cgtgcaagga
tgaacceccga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg

cgcggcecgea
cggagtcceg
tcggegtecg
tgactcegte
acccteceggg
tcgggetctg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgeat
ccagtggcegg
ccacctggge
aggagaggag
ctgeegtgge
cccecgggag
cacctgeccee
gggcaaatac
agatcacggce
cgtecgeaag
tggtgaattt
cacctecatce

ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggcece
ctggtctgga
tacggatgca
atcgccactg
ctecttecatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
acatctccga
aacccccacg
cagctcatge
tccecagtace
cgtegettgg
gtcaagatca
gcagaaggag
tatacccace
ggatccaage
gaacgcectcee
tggatgatag
atggcccgag
agtcctacag
gtggatgccg
cggactccce
gatagaaatg
tcagacccca
gaatacataa
cacaatcage
actgcagtgg
ttcgacagcee
gactaccage
acagctgaaa
tga

gcagccteeg
agctagccce
ccegagtece
cagtattgat
acggccgggyg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
gctggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcgceegtge
gacatagtca
agctgccaaa
aactgccaga
aagtccccca
agcgactgcece
ccactcatge
agctttggtg
tegtgegtee
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatce
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ttgtggagaa
tcacctgcac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgcca
tggagcctcet
aaactgaatt
gactctggat
aagccaacaa
tgtgcegect
cctteggetg
tgctcaactg
tgcaccgega
cagattttgg
gcaaagtgcce
agagtgatgt
catatgacgg
ctecagccace
acgcagatag
acccccageg
actccaactt
acgagtacct
tcctgagcete
ggctgcaaag
caggcgectt
accagtcegt
ctetgaacce
gcaacceccga
ctgecccactg
aggacttett
atgcagaata

ccececcgeac
ggcggecgece
cgectegeecyg
cgggagagcece
cagcgetect
aagtttgcca
tcagccteca
atgtgcagag
tccteattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatce
aactgaccaa
gtgactgetg
tggtctgecg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggcce
tctecataaa
tccacatcect

ctetgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgecggecat
tcttgaagge
ggecctecte
catcgttegg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
ggaaatccte
gctgggeatc
cctectggac
gtgtgtgcag
cctggcagee
gctggccaaa
tatcaagtgg
ctggagctac
aatcectgee
catatgtacc
tecgeccaaag
ctaccttgte
ctacegtgece
catcccacag
tctgagtgeca
ctgteccate
gactgaggac
tceccaaaagg
cgcgeccage
gtatctcaac
ggcccagaaa
tceccaaggaa
cctaagggtce

ggtgtgagcg
gcecgeccaga
ccaacgcecac
ggagcgagct
ggcgetgetg
aggcacgagt
gaggatgttc
gaattatgat
cctcaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgee
tctecagcaac
aagctgtece
aatcatctgt
ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgccgcaaa
tgctacgaat
gccggtggea

153

atacagtgec
ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccace
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacgce
ggagaagctc
aaagtgctgg
gagaaagtta
gatgaagcct
tgecctcaccet
tatgtccggg
atcgcaaagg
aggaacgtac
ctgcetgggtg
atggcattgg
ggggtgactg
agcgagatet
atcgatgtet
tteccgtgagt
attcaggggg
ctgatggatg
cagggcttet
accagcaaca
aaggaagaca
agcatagacg
ccegetgget
agagacccac
actgtccage
ggcagccace
gccaagccaa
gcgccacaaa

ccecgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgeg
cttcggggag
gctgegetet
aacaagctca
aataactgtg
ctttecttet
gtggagcgaa
tcctatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagcet
gceccageagt
tgtgctgecag
gacgaagcca
cagatggatg
ccecgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3863

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380



actccttecac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtcgtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgccatece
atgggcctaa
tggtggccet
tgcggagget
ccaaccaagc
gcteeggtge
aaattcccegt
acgtgatgge
ccaccgtgeca
aacacaaaga
gcatgaacta
tggtgaaaac
cggaagagaa
aatcaatttt
tttgggagtt
cctccatect
acatgatcat
tgatcatcga
atgaaagaat
aagaagacat
tcagcagcece
attccaccgt
gcttettgea
acaccttcct
ctgtgcagaa
actaccagga
ccacctgtgt
aaattagcct
atggcatctt
gcagtgaatt

<210> 434
<211> 3863
<212> ADN

acatactcct
agggtttttg
cctagaaatc
cctgaacata
aatttcagga
gacctcceggt
aggccaggtce
ctgegtetet
ggagggtgag
cctgectecag
tgceccactac
aaacaacacc
aaactgcacc
gatccegtec
ggggatcgge
gctgecaggag
tctettgagg
gttecggecacyg
cgctatcaaa
cagegtggac
gctecatcacg
caatattggce
cttggaggac
accgcagecat
agaataccat
acacagaatc
gatgaccttt
ggagaaagga
ggtcaagtge
attctccaaa
gcatttgcececa
ggacgacgtg
cteccacgteca
ggcttgecatt
gcgatacage
cccagtgect
tcctgtectat
ccecccacage
caacagcaca
ggacaaccct
taagggctec
tattggageca

<213> Homo sapiens

<400> 434

cccggegeag
ccgaggegge
ggccaccteg
cacggccccec
cagcgatgceg
gcccggegag
cgcagttggg
aggtggtcct
taaagaccat
ttcctttgga
tagcagtett
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge

cgeggecgea
cggagtcceg
teggegteeg
tgactcegte
acccteeggg
tegggetetg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgeat
ccagtggcgg
ccacctggge
aggagaggag

cctetggate
ctgattcagg
atacgcggcea
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgcecatgect
tgceggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggce
ctggtctgga
tacggatgca
atcgccactg
ctecttecatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
acatctccga
aacccccacg
cagctcatge
teccagtace
cgtegettgg
gtcaagatca
gcagaaggag
tatacccace
ggatccaage
gaacgcctcee
tggatgatag
atggcccgag
agtcctacag
gtggatgccg
cggactccce
gatagaaatg
tcagacccca
gaatacataa
cacaatcage
actgcagtgg
ttcgacagee
gactaccage
acagctgaaa
tga

gcagecteeg
agctageccec
ccecgagteee
cagtattgat
acggccgggg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
gctggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcgccgtge
gacatagtca
agctgccaaa
aactgccaga
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cacaggaact
cttggcectga
ggaccaagca
gattacgcte
tgtgctatge
aaattataag
tgtgctccce
tcageccgagg
ttgtggagaa
tcacctgeac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgcca
tggagcctcet
aaactgaatt
gactctggat
aagccaacaa
tgtgcegect
cctteggetg
tgctcaactg
tgcaccgega
cagattttgg
gcaaagtgcee
agagtgatgt
catatgacgg
ctecagccace
acgcagatag
acccccageg
actccaactt
acgagtacct
tcctgagete
ggctgcaaag
caggcgectt
accagtccgt
ctectgaacce
gcaaccccga
ctgecccactg
aggacttctt
atgcagaata

ccececcgeac
ggcggecgec
cgectegeeg
cgggagagec
cagegctect
aagtttgcca
tcagcectcca
atgtgcagag
tcecteattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatcc
aactgaccaa

ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge
cagggaatge
ctetgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgecggecat
tcttgaagge
ggecctecte
catcgttegg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
ggaaatccte
gctgggeatce
cctectggac
gtgtgtgcag
cctggecagee
gctggccaaa
tatcaagtgg
ctggagctac
aatcecctgece
catatgtacc
tcgeccaaag
ctaccttgte
ctacegtgee
catcccacag
tctgagtgea
ctgteccate
gactgaggac
tcccaaaagg
cgcgeccage
gtatctcaac
ggcccagaaa
tcccaaggaa
cctaagggte

ggtgtgageg
gccgeccaga
ccaacgecac
ggagcgagcet
ggcgetgetg
aggcacgagt
gaggatgttc
gaattatgat
cctecaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgece
tectcagecaac
aagctgtcecce
aatcatctgt
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aaaaccgtaa
gacctccatg
ttttcectettg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggcccgg
gtggacaagt
atacagtgecc
ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccacc
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacgce
ggagaagctc
aaagtgctgg
gagaaagtta
gatgaagcct
tgecctcaccet
tatgtccggg
atcgcaaagg
aggaacgtac
ctgctgggtg
atggcattgg
ggggtgactg
agcgagatcet
atcgatgtet
ttecegtgagt
attcaggggg
ctgatggatg
cagggcttet
accagcaaca
aaggaagaca
agcatagacg
ccegetgget
agagacccac
actgtccage
ggcagccace
gccaagccaa
gcgecacaaa

ccecgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgeg
cttcggggag
gctgegetet
aacaagctca
aataactgtg
ctttcettet
gtggagcgaa
tectatgect
ccecatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagcet
gcccagceagt

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3863

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9200



gctcegggeg
gctgecacagg
cgtgcaagga
tgaaccccga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttcac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtcgtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggecac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgccatec
atgggcctaa
tggtggcccet
tgcggagget
ccaaccaagc
gcteeggtge
aaattcccegt
acgtgatggce
ccaccgtgeca
aacacaaaga
gcatgaacta
tggtgaaaac
cggaagagaa
aatcaatttt
tttgggagtt
cctecatect
acatgatcat
tgatcatcga
atgaaagaat
aagaagacat
tcagcagcecce
attccaccgt
gettettgea
acaccttecct
ctgtgcagaa
actaccagga
ccacctgtgt
aaattagcct
atggcatctt
gcagtgaatt

<210> 435
<211> 3863
<212> ADN

ctgeecgtgge
cceeccgggag
cacctgecce
gggcaaatac
agatcacggce
cgtecgcaag
tggtgaattt
caccteccatce
acatactcct
agggtttttg
cctagaaatc
cctgaacata
aatttcagga
gacctceggt
aggcecaggte
ctgegtetet
ggagggtgag
cctgectecag
tgceccactac
aaacaacacc
aaactgcacc
gatccegtec
ggggatcgge
gctgecaggag
tctettgagg
gttecggecacyg
cgctatcaag
cagcegtggac
gctcatcacg
caatattggce
cttggaggac
accgcagcat
agaataccat
acacagaatc
gatgaccttt
ggagaaagga
ggtcaagtge
attctccaaa
gcatttgeca
ggacgacgtg
cteccacgteca
ggcttgcatt
gegatacage
cccagtgect
tectgtetat
cceccacage
caacagcaca
ggacaaccct
taagggctec
tattggageca

<213> Homo sapiens

<400> 435

cceggegeag
ccgaggegge
ggccaccteg
cacggcccece
cagcgatgeg
geeccggegag
cgecagttggg

cgeggecgea
cggagtcccg
teggegtecg
tgactcegtce
accctceggg
tegggetetg
cacttttgaa

aagtcccecca
agcgactgee
ccactcatge
agctttggtg
tegtgegtee
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatc
cctetggate
ctgattcagg
atacgcggca
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgceecatgect
tgcecggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggece
ctggtctgga
tacggatgca
atcgccactg
ctettecatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
acatctccga
aacccccacg
cagctcatge
tcccagtace
cgtegettgg
gtcaagatca
gcagaaggag
tatacccace
ggatccaage
gaacgectee
tggatgatag
atggcccgag
agtcctacag
gtggatgccg
cggactccce
gatagaaatg
tecagacccca
gaatacataa
cacaatcagce
actgcagtgg
ttecgacagee
gactaccage
acagctgaaa
tga

gcagcecteceg
agctagceccece
cccgagtece
cagtattgat
acggccgggg
gaggaaaaga
gatcatttte
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gtgactgcetg
tggtctgecg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggcece
tctecataaa
tccacatcct
cacaggaact
cttggcectga
ggaccaagca
gattacgcte
tgtgctatge
aaattataag
tgtgetecee
tcagccgagg
ttgtggagaa
tcacctgcac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgcca
tggagcctcet
aaactgaatt
gactctggat
aagccaacaa
tgtgcegect
ccttecggetg
tgctcaactg
tgcaccgega
cagattttgg
gcaaagtgcce
agagtgatgt
catatgacgg
ctcageecace
acgcagatag
acccccageg
actccaactt
acgagtacct
tcctgagete
ggctgcaaag
caggcgectt
accagtccgt
ctetgaacce
gcaaccccga
ctgcccactg
aggacttctt
atgcagaata

cceeccgeac
ggcggecgec
cgectegecg
cgggagagcec
cagcgctect
aagtttgcca
tcageeteca

ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgccgecaaa
tgctacgaat
gccggtggea
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggetge
cagggaatgce
ctetgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgccggecat
tcttgaagge
ggcectecte
catcgttegg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
ggaaatccte
gctgggcate
cctcectggac
gtgtgtgcag
cctggcagece
gctggccaaa
tatcaagtgg
ctggagctac
aatccctgece
catatgtace
tcgceccaaag
ctaccttgte
ctacegtgece
catcccacag
tctgagtgea
ctgtccecate
gactgaggac
tcccaaaagg
cgegeccage
gtatctcaac
ggcccagaaa
tcccaaggaa
cctaagggte

ggtgtgagcg
gccgeccaga
ccaacgcecac
ggagcgaget
ggcgetgetg
aggcacgagt
gaggatgtte
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tgtgctgcag
gacgaagcca
cagatggatg
cceccgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gacctccatg
ttttctettg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggeecgg
gtggacaagt
atacagtgec
ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccace
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacgce
ggagaagctce
aaagtgctgg
gagaaagtta
gatgaagcct
tgcctcaccet
tatgtceggg
atcgcaaagg
aggaacgtac
ctgctgggtyg
atggcattgg
ggggtgactg
agcgagatct
atcgatgtet
ttecegtgagt
attcaggggg
ctgatggatg
cagggcttet
accagcaaca
aaggaagaca
agcatagacg
ccegetgget
agagacccac
actgtccage
ggcagccace
gccaagccaa
gcgecacaaa

ccecgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgeg
ctteggggag
getgegetet
aacaagctca
aataactgtg

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3863

60

120
180
240
300
360
420



aggtggtcct
taaagaccat
ttcectttgga
tagcagtctt
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge
geteegggeg
gctgecacagg
cgtgcaagga
tgaaccecga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttcac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtcgtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgcecatecce
atgggcctaa
tggtggcccet
tgcggagget
ccaaccaagce
gcteeggtge
aaattcccgt
acgtgatgge
ccaccgtgceca
aacacaaaga
gcatgaacta
tggtgaaaac
cggaagagaa
aatcaatttt
tttgggagtt
cctcecatcect
acatgatcat
tgatcatcga
atgaaagaat
aagaagacat
tcagcagccce
attccaccgt
gcttettgea
acaccttecct
ctgtgcagaa
actaccagga
ccacctgtgt
aaattagccect
atggcatctt
gcagtgaatt

<210> 436
<211> 3863
<212> ADN

tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgcecat
ccagtggcgg
ccacctggge
aggagaggag
ctgeegtgge
cceeccgggag
cacctgecce
gggcaaatac
agatcacggce
cgtecgcaag
tggtgaattt
cacctccatc
acatactcct
agggtttttg
cctagaaatc
cctgaacata
aatttcagga
gaccteceggt
aggccaggte
ctgegtetet
ggagggtgag
cctgectecag
tgcccactac
aaacaacacc
aaactgcacc
gatccegtec
ggggatcgge
gctgecaggag
tctettgagg
gtteggcacg
cgctatcaag
cagegtggac
gctecatcacg
caatattggc
cttggaggac
accgcagecat
agaataccat
acacagaatc
gatgaccttt
ggagaaagga
ggtcaagtgce
attctccaaa
gcatttgecca
ggacgacgtg
cteccacgteca
ggcttgcatt
gcgatacage
cccagtgect
tcctgtctat
ccecccacage
caacagcaca
ggacaaccct
taagggctecce
tattggagca

<213> Homo sapiens

<400> 436

gaaattacct
gctggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcgecgtge
gacatagtca
agctgccaaa
aactgccaga
aagtccececa
agcgactgee
ccactcatge
agcetttggtg
tegtgegtee
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatce
cctetggatce
ctgattcagg
atacgcggcea
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgccatgect
tgceggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggcece
ctggtctgga
tacggatgca
atcgccactg
ctettecatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
acatctcega
aacccccacyg
cagctcatge
teccagtace
cgtegettgg
gtcaagatca
gcagaaggag
tatacccace
ggatccaage
gaacgcectcee
tggatgatag
atggcccgag
agtcctacag
gtggatgccg
cggactcccee
gatagaaatg
tcagacccca
gaatacataa
cacaatcage
actgcagtgg
ttcgacagcee
gactaccage
acagctgaaa
tga
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atgtgcagag
tcctcattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatce
aactgaccaa
gtgactgetg
tggtctgecg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggcec
tctecataaa
tccacatcct
cacaggaact
cttggectga
ggaccaagca
gattacgcte
tgtgctatge
aaattataag
tgtgcteccce
tcagccgagg
ttgtggagaa
tcacctgcac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgcca
tggagcctcet
aaactgaatt
gactctggat
aagccaacaa
tgtgcegect
cctteggetg
tgctcaactg
tgcaccgcega
cagattttgg
gcaaagtgce
agagtgatgt
catatgacgg
ctecagccace
acgcagatag
acccccageg
actccaactt
acgagtacct
tcctgagete
ggctgcaaag
caggcgectt
accagtcegt
ctectgaacce
gcaacceccga
ctgeccactg
aggacttcett
atgcagaata

gaattatgat
cctcaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgece
tctcagcaac
aagctgtece
aatcatctgt
ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgececgecaaa
tgctacgaat
gceggtggea
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge
cagggaatgc
ctctgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgecggecat
tcttgaagge
ggecctecte
catcgttegg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
ggaaatcctce
gctgggecate
cctectggac
gtgtgtgcag
cctggcagece
gctggccaaa
tatcaagtgg
ctggagctac
aatcecctgee
catatgtacc
tcgeccaaag
ctaccttgte
ctacegtgece
catceccacag
tctgagtgeca
ctgtecccate
gactgaggac
tceccaaaagg
cgcgeccage
gtatctcaac
ggcccagaaa
tcecaaggaa
cctaagggtce
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ctttecttet
gtggagcgaa
tcctatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagcet
gcccagcecagt
tgtgetgeag
gacgaagcca
cagatggatg
cceecgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gacctccatg
ttttcectettg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggcccgg
gtggacaagt
atacagtgcc
ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccace
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacgce
ggagaagctc
aaagtgctgg
gagaaagtta
gatgaagcct
tgcctcaccet
tatgtccggg
atcgcaaagg
aggaacgtac
ctgctgggtyg
atggcattgg
ggggtgactg
agcgagatcet
atcgatgtet
ttececgtgagt
attcaggggg
ctgatggatg
cagggcttet
accagcaaca
aaggaagaca
agcatagacg
ccegetgget
agagacccac
actgtccage
ggcagccace
gccaagccaa
gcgccacaaa

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3863



ccecggegeag
ccgaggcgge
ggccaccteg
cacggcccee
cagcgatgeg
gceecggegag
cgcagttgag
aggtggtcct
taaagaccat
ttcctttgga
tagcagtctt
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge
gctcegggeg
getgecacagg
cgtgcaagga
tgaaccccga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttcac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtcgtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgecatce
atgggcctaa
tggtggccct
tgcggaggcet
ccaaccaage
geteceggtge
aaattccegt
acgtgatgge
ccacegtgea
aacacaaaga
gcatgaacta
tggtgaaaac
cggaagagaa
aatcaatttt
tttgggagtt
cctececatect
acatgatcat
tgatcatcga
atgaaagaat
aagaagacat
tcagcagcece
attccaccgt
gcttettgea
acacctteet
ctgtgcagaa
actaccagga
ccacctgtgt
aaattagect
atggcatctt

cgcggccgea
cggagtcceg
tcggegtecg
tgactcegte
acccteceggg
tcgggctctg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgeat
ccagtggegg
ccacctggge
aggagaggag
ctgeegtgge
cccecgggag
cacctgecce
gggcaaatac
agatcacgge
cgtecgeaag
tggtgaattt
cacctcecate
acatactcct
agggtttttg
cctagaaate
cctgaacata
aatttcagga
gacctceggt
aggccaggte
ctgegtetet
ggagggtgag
cctgectcag
tgceccactac
aaacaacace
aaactgcace
gatccecgtce
ggggatcggce
gctgcaggag
tctettgagg
gttecggcacg
cgctatcaag
cagcgtggac
gctecatcacg
caatattgge
cttggaggac
accgcagcat
agaataccat
acacagaate
gatgaccttt
ggagaaagga
ggtcaagtgce
attctccaaa
gcatttgeca
ggacgacgtg
ctccacgtca
ggcttgecatt
gcgatacage
cccagtgect
tcctgtctat
ccceccacage
caacagcaca
ggacaaccct
taagggctce

gcagcctceceg
agctagcece
ccegagteee
cagtattgat
acggcegggg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
gectggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcgecgtge
gacatagtca
agctgccaaa
aactgccaga
aagtccccea
agcgactgee
ccactcatge
agctttggtg
tegtgegtec
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatc
cctectggate
ctgattcagg
atacgecggea
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgccatgect
tgccggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggce
ctggtctgga
tacggatgca
atcgccactg
ctcttcatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
acatctcecga
aaccccecacg
cagctcatge
tececcagtace
cgtcgettgg
gtcaagatca
gcagaaggag
tatacccace
ggatccaage
gaacgcctee
tggatgatag
atggcccgag
agtcctacag
gtggatgeceg
cggactccee
gatagaaatg
tcagacccecceca
gaatacataa
cacaatcagc
actgcagtgg
ttcgacagcece
gactaccage
acagctgaaa

gcagtgaatt tattggagca tga

<210> 437
<211> 3854
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 437
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ccceccgeac
ggcggccgec
cgcectegeeg
cgggagagcece
cagcgctecct
aagtttgcca
tcagecteca
atgtgcagag
tcctcattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatcce
aactgaccaa
gtgactgctg
tggtctgecg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggece
tctecataaa
tccacatcect
cacaggaact
cttggcctga
ggaccaagea
gattacgcte
tgtgctatge
aaattataag
tgtgctecee
tcagccgagg
ttgtggagaa
tcacctgecac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgcca
tggagcectet
aaactgaatt
gactctggat
aagccaacaa
tgtgccgect
cctteggetg
tgctcaactg
tgcaccgcga
cagattttgg
gcaaagtgce
agagtgatgt
catatgacgg
ctcagccace
acgcagatag
accecccageg
actccaactt
acgagtacct
tcctgagecte
ggctgcaaag
caggcgectt
accagtecegt
ctctgaaccc
gcaaccccga
ctgcccactg
aggacttectt
atgcagaata

ggtgtgagcg
gecgeccaga
ccaacgccac
ggagcgagcet
ggcgetgetg
aggcacgagt
gaggatgttc
gaattatgat
cctcaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgec
tetecageaac
aagctgtcec
aatcatctgt
ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacagce
ttgeccgeaaa
tgctacgaat
gccggtggea
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge
cagggaatgc
ctetgagtge
aggacgggga
caagacctgce
cgecggecat
tettgaagge
ggccctecte
catcgttcgg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
ggaaatcctc
gctgggeatc
cctectggac
gtgtgtgcag
cctggcagcec
gctggccaaa
tatcaagtgg
ctggagctac
aatccectgec
catatgtacc
tegeccaaag
ctaccttgtce
ctaccgtgec
catcccacag
tectgagtgea
ctgtceccate
gactgaggac
teccaaaagg
cgcgcccagce
gtatctcaac
ggcccagaaa
teccaaggaa
cctaagggtce
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cccgacgcegg
ccggacgaca
aaccaccgeg
cttcggggag
gctgegetet
aacaagctca
aataactgtg
ctttecttet
gtggagcgaa
tcctatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagct
gcccageagt
tgtgctgcag
gacgaagcca
cagatggatg
cccegtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gacctccatg
ttttectettg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggcecgg
gtggacaagt
atacagtgce
ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccace
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacgce
ggagaagctce
aaagtgcetgg
gagaaagtta
gatgaagcct
tgcctcacct
tatgtceggg
atcgcecaaagg
aggaacgtac
ctgctgggtg
atggcattgg
ggggtgactg
agcgagatct
atcgatgtct
ttccgtgagt
attcaggggg
ctgatggatg
cagggcttet
accagcaaca
aaggaagaca
agcatagacg
ccegetgget
agagacccac
actgtccage
ggcagccace
gccaagecaa
gegecacaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840



cceggegeag
ccgaggegge
ggccaccteg
cacggcecee
cagcgatgeg
gcececggegag
cgcagttggg
aggtggtcct
taaagaccat
ttectttgga
tagcagtctt
atttacagga
tggagagcat
actteccagaa
gctggggtge
gcteegggeg
gctgecacagg
cgtgcaagga
tgaacceccga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttceac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtcgtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgccatee
atgggcctaa
tggtggeccct
tgcggagget
ccaaccaagce
gcteeggtge
aaattcccgt
ccagegtgga
agctcatcac
acaatattgg
acttggagga
caccgcagca
aagaatacca
tacacagaat
tgatgacctt
tggagaaagg
tggtcaagtg
aattctccaa
tgcatttgece
tggacgacgt
cctccacgte

tggcttgecat
agcgatacag
tceccagtgece
atcctgtcta
acccccacag
tcaacagcac
tggacaaccce
ttaagggctce
ttattggagce

<210> 438
<211> 3878
<212> ADN

cgecggecgea
cggagtcceg
tcggegtecg
tgactcegtce
acccteeggg
tegggetetg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgeat
ccagtggcegg
ccacctggge
aggagaggag
ctgeegtgge
cceeccgggag
cacctgecece
gggcaaatac
agatcacgge
cgtecgeaag
tggtgaattt
cacctccatc
acatactcct
agggtttttg
cctagaaatc
cctgaacata
aatttcagga
gacctceeggt
aggccaggte
ctgegtectet
ggagggtgag
cctgectcag
tgcccactac
aaacaacacc
aaactgcacc
gatccegtec
ggggatcgge
gctgcaggag
tctettgagg
gtteggcacg
cgctatcaag
caacccccac
gcagctcatg
ctececcagtac
ccgtegettg
tgtcaagatc
tgcagaagga
ctatacccac
tggatccaag
agaacgcctc
ctggatgata
aatggcccga
aagtcctaca
ggtggatgcc
acggactccce

tgatagaaat
ctcagaccce
tgaatacata
tcacaatcag
cactgcagtg
attcgacagce
tgactaccag
cacagctgaa
atga

gecagecteeg
agctagcccee
ccegagtece
cagtattgat
acggecgggg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
getggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcgcegtge
gacatagtca
agctgecaaa
aactgccaga
aagtccccca
agcgactgece
ccactcatge
agctttggtg
tegtgegtee
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatc
cctetggate
ctgattcagg
atacgeggea
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgcecatgect
tgceggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggcc
ctggtctgga
tacggatgca
atcgccactg
ctettecatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
gaattaagag
gtgtgecgee
ccecttegget
ctgetcaact
gtgcaccgeg
acagattttg
ggcaaagtge
cagagtgatg
ccatatgacg
ccteagecac
gacgcagata
gacccccage
gactccaact
gacgagtacce
ctcetgaget

gggctgcaaa
acaggcgect
aaccagtccg
cctetgaace
ggcaaccceqg
cctgeccact
caggacttcet
aatgcagaat
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ccececcgeac
ggcggecgcee
cgcctegeeg
cgggagagcece
cagcgctect
aagtttgeca
tcagecteca
atgtgcagag
tectcattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatcc
aactgaccaa
gtgactgcetg
tggtctgecg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggece
tctecataaa
tccacatcct
cacaggaact
cttggectga
ggaccaagca
gattacgcte
tgtgctatge
aaattataag
tgtgectcecce
tcagececgagg
ttgtggagaa
tcacctgcac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgeca
tggagcctcet
aaactgaatt
gactctggat
aagcaacact
tgctgggecat
gcctectgga
ggtgtgtgca
acctggcage
ggctggcecaa
ctatcaagtg
tctggagcta
gaatccctge
ccatatgtac
gtcgeccaaa
gctaccttgt
tctacegtge
tcatcccaca
ctctgagtge

gctgteccat
tgactgagga
ttcccaaaag
ccgegeccag
agtatctcaa
gggcccagaa
ttceccaagga
acctaagggt

ggtgtgageg
gcegeccaga
ccaacgccac
ggagcgagcet
ggcgetgetg
aggcacgagt
gaggatgttce
gaattatgat
cctcaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgee
tctcagcaac
aagctgtcecce
aatcatctgt
ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgecgecaaa
tgctacgaat
gceggtggea
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge
cagggaatge
ctectgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgecggecat
tcttgaagge
ggeccectecte
catcgttcgg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
cgatgaagce
ctgecteace
ctatgtcegg
gatcgcaaag
caggaacgta
actgctgggt
gatggcattg
cggggtgact
cagcgagatce
catcgatgte
gttecgtgag
cattcagggg
cctgatggat
gcagggcette
aaccagcaac

caaggaagac
cagcatagac
gceegetgge
cagagaccca
cactgtccag
aggcagccac
agccaagecca
cgegecacaa

158

ccecgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgceg
ctteggggag
gctgegetet
aacaagctca
aataactgtg
ctttecttet
gtggagcgaa
tcctatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagcet
gcccagecagt
tgtgctgecag
gacgaagcca
cagatggatg
cceccgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gacctccatg
ttttetettg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggcccgg
gtggacaagt
atacagtgece
ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccace
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacge
ggagaagctc
aaagtgctgg
gagaaagtta
tacgtgatgg
tccaccgtge
gaacacaaag
ggcatgaact
ctggtgaaaa
gcggaagaga
gaatcaattt
gtttgggagt
tcctecatee
tacatgatca
ttgatcatcg
gatgaaagaa
gaagaagaca
ttcagcagee
aattccacceg

agcecttettge
gacaccttee
tctgtgcaga
cactaccagg
cccacctgtg
caaattagcc
aatggcatct
agcagtgaat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
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
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360

3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3854



<213> Homo sapiens

<400> 438

cceggegeag
ccgaggegge
ggccaccteg
cacggcccce
cagcgatgeg
gccecggegag
cgcagttggg
aggtggtcct
taaagaccat
ttectttgga
tagcagtctt
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge
gctceegggeg
gctgcacagg
cgtgcaagga
tgaacccecga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttcecac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtcgtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgccatcec
atgggcctaa
tggtggeccct
tgcggagget
ccaaccaagc
gcteeggtge
aaattcccgt
tcctegatga
gcatctgect
tggactatgt
tgcagatcge
cagccaggaa
ccaaactgcet

agtggatgge
gctacggggt
ctgccagega
gtaccatcga
caaagttccg
ttgtcattca
gtgcectgat
cacagcaggg

gtgcaaccag
ccatcaagga

aggacagcat
aaaggcccge
ccagcagaga
tcaacactgt
agaaaggcag
aggaagccaa
gggtcgegec

<210> 439

cgcggcecgea
cggagteceg
tcggegteeg
tgactcegtce
acccteeggg
tegggetcetg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgecat
ccagtggcegg
ccacctggge
aggagaggag
ctgeecgtgge
ccececgggag
cacctgecece
gggcaaatac
agatcacggce
cgtceccgecaag
tggtgaattt
cacctecatce
acatactcct
agggtttttg
cctagaaatce
cctgaacata
aatttcagga
gacctceggt
aggccaggtce
ctgegtetet
ggagggtgag
cctgectecag
tgcccactac
aaacaacacc
aaactgcacc
gatcccegtece
ggggatcgge
gctgcaggag
tctettgagg
gttecggecacyg
cgctatcaag
agcctacgtg
cacctcecace
ccgggaacac
aaagggcatg
cgtactggtg
gggtgcggaa

attggaatca
gactgtttgg
gatctecctece
tgtctacatg
tgagttgatc
gggggatgaa
ggatgaagaa
cttetteage
caacaattcc
agacagcttc
agacgacacc
tggctctgtg
cccacactac
ccagcccace
ccaccaaatt
gccaaatggce
acaaagcagt

gcagccteeg
agctagececce
ccegagtece
cagtattgat
acggecgggg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
gctggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggegeegtge
gacatagtca
agctgecaaa
aactgccaga
aagtccccca
agcgactgece
ccactcatge
agctttggtg
tegtgegtcee
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatce
cctetggate
ctgattcagg
atacgceggcea
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgccatgect
tgceggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggcce
ctggtctgga
tacggatgca
atcgccactg
ctcttecatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
gaattaagag
atggccagceg
gtgcagctca
aaagacaata
aactacttgg
aaaacaccge
gagaaagaat

attttacaca
gagttgatga
atcctggaga
atcatggtca
atcgaattct
agaatgcatt
gacatggacg
agceccteca
accgtggett
ttgcagcgat
tteccteccag
cagaatcctg
caggaccccee
tgtgtcaaca
agcctggaca
atctttaagg
gaatttattg
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ccececcgeac
ggcggecgece
cgcctegeeg
cgggagagcce
cagcgctect
aagtttgeca
tcagcctcca
atgtgcagag
tccteattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatcce
aactgaccaa
gtgactgetg
tggtctgecg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggec
tctecataaa
tccacatcct
cacaggaact
cttggectga
ggaccaagca
gattacgcte
tgtgctatge
aaattataag
tgtgcteece
tcagcecgagg
ttgtggagaa
tcacctgcac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgcca
tggagcectet
aaactgaatt
gactctggat
aagcaacatc
tggacaaccce
tcacgcaget
ttggctcceca
aggaccgtceg
agcatgtcaa
accatgcaga

gaatctatac
cctttggate
aaggagaacg
agtgctggat
ccaaaatggce
tgccaagtce
acgtggtgga
cgtcacggac
gcattgatag
acagctcaga
tgcctgaata
tctatcacaa
acagcactge
gcacattega
accctgacta
gctecacage
gagcatga

ggtgtgagcg
gcecgeccaga
ccaacgccac
ggagcgagcet
ggcgetgetg
aggcacgagt
gaggatgtte
gaattatgat
cctcaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgee
tctcagcaac
aagctgtcecce
aatcatctgt
ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgccgcaaa
tgctacgaat
gceggtggea
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge
cagggaatgce
ctectgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgeeggecat
tcttgaagge
ggccectecte
categttegg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
tccgaaagee
ccacgtgtge
catgcecctte
gtacctgcte
cttggtgcac
gatcacagat
aggaggcaaa

ccaccagagt
caagccatat
cctecectecag
gatagacgca
ccgagaccce
tacagactce
tgccgacgag
tececectectyg
aaatgggctg
cceccacagge
cataaaccag
tcagectetg
agtgggcaac
cagcectgee
ccagcaggac
tgaaaatgca
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ccecgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgceg
ctteggggag
gctgegetet
aacaagctca
aataactgtg
ctttecttet
gtggagcgaa
tcctatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagcet
gcccagcagt
tgtgctgecag
gacgaagcca
cagatggatg
ccecgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gacctccatg
ttttetettg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggcecgg
gtggacaagt
atacagtgcece
ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccacc
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacgce
ggagaagctce
aaagtgctgg
gagaaagtta
aacaaggaaa
cgectgetgg
ggctgectee
aactggtgtg
cgegaccetgg
tttgggcggg
gtgcctatca

gatgtctgga
gacggaatce
ccacccatat
gatagtcgee
cagcgctace
aacttctacc
tacctcatce
agctectetga
caaagctgtc
gccttgactg
tcegttececa
aaccececgege
ccegagtatce
cactgggecece
ttetttcececa
gaatacctaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880

2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3878



<211> 3878
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 439

cceggegeag
ccgaggegge
ggccaccteg
cacggccccce
cagcgatgeg
gccecggegag
cgcagttggg
aggtggtcct
taaagaccat
ttcctttgga
tagcagtctt
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge
gcteecgggeg
gctgecacagg
cgtgcaagga
tgaacccega
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttcac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtcgtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgccatee
atgggcctaa
tggtggccet
tgecggagget
ccaaccaage

cgcggcecgea
cggagteceg
tcggegtecg
tgactcegtce
acccteeggg
tegggetcetg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgeat
ccagtggegyg
ccacctggge
aggagaggag
ctgeegtgge
ccececgggag
cacctgeccee
gggcaaatac
agatcacggce
cgtccgecaag
tggtgaattt
cacctccatce
acatactcct
agggtttttg
cctagaaatc
cctgaacata
aatttcagga
gacctceggt
aggccaggte
ctgegtetet
ggagggtgag
cctgectecag
tgceccactac
aaacaacacc
aaactgcacc
gatccegtece
ggggatcgge
gctgecaggag
tctettgagg

gcagccteeg
agctagececce
ccegagtece
cagtattgat
acggecgggg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
getggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggegeegtge
gacatagtca
agctgecaaa
aactgccaga
aagtccccca
agcgactgece
ccactcatge
agcetttggtg
tegtgegtee
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatce
cctetggate
ctgattcagg
atacgcggea
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgcecatgect
tgceggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggce
ctggtctgga
tacggatgca
atcgccactg
ctetteatge
agggagcttg
atcttgaagg
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cccececgeac
ggcggecgece
cgectegeecyg
cgggagagcece
cagcgctect
aagtttgeca
tcagcctceca
atgtgcagag
tccteattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatcce
aactgaccaa
gtgactgetg
tggtctgecg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggece
tcteccataaa
tccacatccet
cacaggaact
cttggectga
ggaccaagca
gattacgcte
tgtgctatge
aaattataag
tgtgctccce
tcagcecgagg
ttgtggagaa
tcacctgeac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgcca
tggagectcet
aaactgaatt

ggtgtgagcg
gcecgeccaga
ccaacgcecac
ggagcgagcet
ggcgetgetg
aggcacgagt
gaggatgtte
gaattatgat
cctcaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgee
tctecageaac
aagctgtece
aatcatctgt
ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgccgcaaa
tgctacgaat
gceggtggca
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge
cagggaatge
ctetgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgecggecat
tcttgaagge
ggcectecte
categttegg
tacacccagt
caaaaagatc
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ccecgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgeg
ctteggggag
gctgegetet
aacaagctca
aataactgtg
ctttecttet
gtggagcgaa
tcctatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagcet
gcccagcagt
tgtgcectgeag
gacgaagcca
cagatggatg
ccecgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gacctccatg
ttttetcttg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggcccgg
gtggacaagt
atacagtgcece
ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccace
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacgce
ggagaagctc
aaagtgcectgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400



gcteeggtge
aaattceccgt
tcctegatga
gcatctgcct
tggactatgt
tgcagatcge
cagccaggaa
ccaaactget
agtggatgge
gctacggggt
ctgeccagega
gtaccatcga
caaagttccg
ttgtcatteca
gtgccectgat
cacagcaggg
gtgcaaccag
ccatcaagga
aggacagcat
aaaggccecge
ccagcagaga
tcaacactgt
agaaaggcag
aggaagccaa
gggtcgegee

<210> 440
<211> 3878
<212> ADN

gttcggecacyg
cgctatcaag
agcctacgtg
cacctccacc
ccgggaacac
aaagggcatg
cgtactggtg
gggtgcggaa
attggaatca
gactgtttgg
gatctectee
tgtctacatg
tgagttgatc
gggggatgaa
ggatgaagaa
cttettecage
caacaattcc
agacagcttc
agacgacacc
tggctctgtg
cccacactac
ccagcccace
ccaccaaatt
gccaaatgge
acaaagcagt

<213> Homo sapiens

<400> 440

cceggegeag
ccgaggcggce
ggccaccteg
cacggccccce
cagcgatgeg
geeccggegag
cgcagttggg
aggtggtcct
taaagaccat
ttectttgga
tagcagtcett
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge
gctcecegggeg
gctgecacagg
cgtgcaagga
tgaaccccga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttcac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtcgtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggecac

agcccaggga
gcaaccttet

cgcggecgea
cggagteceg
tcggegtecg
tgactcegtce
acccteeggg
tegggetetg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgeat
ccagtggcegg
ccacctggge
aggagaggag
ctgecegtgge
cceeccgggag
cacctgecece
gggcaaatac
agatcacggce
cgtecgeaag
tggtgaattt
cacctcecatce
acatactcect
agggtttttg
cctagaaatc
cctgaacata
aatttcagga
gacctcecggt
aggecaggte
ctgegtetet
ggagggtgag

gtgtataagg
gaattaagag
atggccageg
gtgcagcectca
aaagacaata
aactacttgg
aaaacaccge
gagaaagaat
attttacaca
gagttgatga
atcctggaga
atcatggtceca
atcgaattct
agaatgcatt
gacatggacg
agcccecteca
accgtggett
ttgcagcgat
tteccteccag
cagaatcctg
caggaccccee
tgtgtcaaca
agcctggaca
atctttaagg
gaatttattg

gcagccteeg
agctagececce
ccegagtece
cagtattgat
acggecgggg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
gctggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcgeegtge
gacatagtca
agctgecaaa
aactgccaga
aagtccccea
agcgactgece
ccactcatge
agctttggtg
tegtgegtcee
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatc
cctetggate
ctgattcagg
atacgceggea
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgeecatgecet
tgceggaatg
ccaagggagt
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gactctggat
aagcaacatc
tggacaacce
tcacgcagct
ttggctcecca
aggaccegteg
agcatgtcaa
accatgcaga
gaatctatac
cctttggate
aaggagaacqg
agtgctggat
ccaaaatggce
tgccaagtcee
acgtggtgga
cgtcacggac
gcattgatag
acagctcaga
tgcctgaata
tctatcacaa
acagcactge
gcacattcga
accctgacta
gctcecacage
gagcatga

ccecececgeac
ggcggecgece
cgectegecyg
cgggagagcece
cagcgctect
aagtttgeca
tcagecteca
atgtgcagag
tccteattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatce
aactgaccaa
gtgactgctg
tggtctgecg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggece
tctecataaa
tccacatccet
cacaggaact
cttggectga
ggaccaagca
gattacgctce
tgtgctatge
aaattataag
tgtgeteece
tcageccgagg
ttgtggagaa

cccagaaggt
tcecgaaagee
ccacgtgtge
catgcccette
gtacctgcete
cttggtgcac
gatcacagat
aggaggcaaa
ccaccagagt
caagccatat
ccteccteag
gatagacgca
ccgagaccece
tacagactce
tgcecgacgag
tcecectectg
aaatgggctg
ccccacagge
cataaaccag
tcagectetg
agtgggcaac
cagcecctgee
ccagcaggac
tgaaaatgca

ggtgtgagcg
gcecgeccaga
ccaacgcecac
ggagcgagcet
ggcgetgetg
aggcacgagt
gaggatgttce
gaattatgat
cctcaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgece
tctecagcaac
aagctgtece
aatcatctgt
ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgeccgecaaa
tgctacgaat
gccggtggea
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggetge
cagggaatge
ctetgagtge
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gagaaagtta
aacaaggaaa
cgectgetgg
ggctgcctece
aactggtgtg
cgcgaccetgg
tttgggcggg
gtgcctatca
gatgtctgga
gacggaatce
ccacccatat
gatagtcgece
cagcgctace
aacttctacc
tacctcatcc
agctctetga
caaagctgtce
gccttgactg
tcegttecca
aaccecegege
ccegagtatce
cactgggecce
ttctttcececa
gaatacctaa

ccecgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgeg
ctteggggag
gctgegetet
aacaagctca
aataactgtg
ctttecttet
gtggagcgaa
tcctatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggaget
gcccagecagt
tgtgectgcag
gacgaagcca
cagatggatg
ccecgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gacctccatg
ttttectettg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggcecgg

gtggacaagt
atacagtgce

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3878

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920



acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgccatece
atgggcctaa
tggtggccect
tgcggagget
ccaaccaagc
gcteeggtge
aaattcecegt
tecctegatga
gcatctgect
tggactatgt
tgcagatcge
cagccaggaa
ccaaactgcet
agtggatggc
gctacggggt
ctgccagega
gtaccatcga
caaagttccg
ttgtcattca
gtgccctgat
cacagcaggg
gtgcaaccag
ccatcaagga
aggacagcat
aaaggcccge
ccagcagaga
tcaacactgt
agaaaggcag
aggaagccaa
gggtcgegece

<210> 441
<211> 3869
<212> ADN

cctgectecag
tgceccactac
aaacaacacc
aaactgcacc
gatccegtee
ggggatcgge
gctgecaggag
tctettgagg
gttcecggecacyg
cgctatcaag
agcctacgtg
cacctccacc
ccgggaacac
aaagggcatg
cgtactggtg
gggtgcggaa
attggaatca
gactgtttgg
gatctcctece
tgtctacatg
tgagttgatc
gggggatgaa
ggatgaagaa
cttettecage
caacaattcc
agacagcttc
agacgacacc
tggctctgtg
cccacactac
ccagcccace
ccaccaaatt
gccaaatggce
acaaagcagt

<213> Homo sapiens

<400> 441

cceggegeag
ccgaggcegge
ggccaccteg
cacggcececcee
cagcgatgceg
gcccggegag
cgcagttggg
aggtggtcct
taaagaccat
ttectttgga
tagcagtctt
atttacagga
tggagagcat
actteccagaa
gctggggtge
gctceegggeg
gctgcacagg
cgtgcaagga
tgaaccccga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttcecac

cgeggecgea
cggagtcceg
tcggegtecg
tgactccgte
accctceggg
tegggetetg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgeat
ccagtggcegg
ccacctggge
aggagaggag
ctgeegtgge
ccececcgggag
cacctgecec
gggcaaatac
agatcacgge
cgteccgeaag
tggtgaattt
cacctccatc
acatactcct

gccatgaaca
attgacggcce
ctggtetgga
tacggatgca
atcgccactg
ctettecatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
gaattaagag
atggccageg
gtgcagctca
aaagacaata
aactacttgg
aaaacaccge
gagaaagaat
attttacaca
gagttgatga
atcctggaga
atcatggtca
atcgaattcet
agaatgcatt
gacatggacg
agccccteea
accgtggett
ttgcagcgat
ttccteccag
cagaatcctg
caggacccee
tgtgtcaaca
agcctggaca
atctttaagg
gaatttattg

gcagecteceg
agctagccce
ccegagtece
cagtattgat
acggeccgggg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
gctggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcgcegtge
gacatagtca
agctgecaaa
aactgccaga
aagtccccca
agcgactgcc
ccactcatge
agctttggtg
tegtgegtee
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatc
cctetggate
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tcacctgeac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgcca
tggagectcet
aaactgaatt
gactctggat
aagcaacatce
tggacaaccce
tcacgcagcet
ttggctcececa
aggaccgtceg
agcatgtcaa
accatgcaga
gaatctatac
cctttggate
aaggagaacg
agtgctggat
ccaaaatgge
tgccaagtcce
acgtggtgga
cgtcacggac
gcattgatag
acagctcaga
tgcctgaata
tctatcacaa
acagcactge
gcacattcga
accctgacta
gctecacage
gagcatga

cceceecgeac
ggcggecgee
cgectegeecg
cgggagagece
cagcgctect
aagtttgcca
tcagcectceca
atgtgcagag
tccteattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatcce
aactgaccaa
gtgactgctg
tggtctgeccg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggcce
tctecataaa
tccacatcect
cacaggaact

aggacgggga
caagacctgce
cgeceggecat
tcttgaagge
ggccctecte
categttegg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
tcecgaaagee
ccacgtgtge
catgcccette
gtacctgete
cttggtgcac
gatcacagat
aggaggcaaa
ccaccagagt
caagccatat
ccteectecag
gatagacgca
ccgagaccce
tacagactcc
tgecgacgag
tcecectectg
aaatgggctg
cceccacagge
cataaaccag
tcagectetg
agtgggcaac
cagccectgee
ccagcaggac
tgaaaatgca

ggtgtgagcg
gccgeccaga
ccaacgccac
ggagcgaget
ggcgctgetg
aggcacgagt
gaggatgtte
gaattatgat
cctcaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgee
tctcagcaac
aagctgtece
aatcatctgt
ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgccgecaaa
tgctacgaat
gceggtggea
ggatattctg
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ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgcecace
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacgce
ggagaagctc
aaagtgctgg
gagaaagtta
aacaaggaaa
cgectgetgg
ggctgectee
aactggtgtg
cgcgacctgg
tttgggcggg
gtgcctatca
gatgtctgga
gacggaatcc
ccacccatat
gatagtcgece
cagcgctace
aacttctace
tacctcatcce
agctctctga
caaagctgtc
gccttgactg
tcegttecca
aaccccgcege
cccgagtatce
cactgggccc
ttctttecca
gaatacctaa

ccecgacgegyg
ccggacgaca
aaccaccgeg
cttcggggag
gctgegetet
aacaagctca
aataactgtg
ctttecttet
gtggagcgaa
tcctatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagcet
gcccagecagt
tgtgctgecag
gacgaagcca
cagatggatg
cceegtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3878

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440



aggaaatcac
cctttgagaa
cagtegtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgccatece
atgggcctaa
tggtggeccet
tgcggagget
ccaaccaagc
gcteeggtge
aaattcececgt
aagcctacgt
tcacctecac
tcecgggaaca
caaagggcat
acgtactggt
tgggtgcgga
cattggaatc
tgactgtttg
agatctecte
atgtctacat
gtgagttgat
agggggatga
tggatgaaga
gcttettecag
gcaacaattc
aagacagctt
tagacgacac
ctggectetgt
acccacacta
tccagcececac
gccaccaaat
agccaaatgg
cacaaagcag

<210> 442
<211> 3869
<212> ADN

agggtttttg
cctagaaatc
cctgaacata
aatttcagga
gaccteceggt
aggccaggtce
ctgegtetet
ggagggtgag
cctgectecag
tgceccactac
aaacaacacc
aaactgcacc
gatcecegtec
ggggatcgge
gctgcaggag
tetettgagg
gtteggcacg
cgctatcaag
gatggccage
cgtgcagetce
caaagacaat
gaactacttg
gaaaacaccg
agagaaagaa
aattttacac
ggagttgatg
catcctggag
gatcatggtc
catcgaattc
aagaatgcat
agacatggac
cagcccctece
caccgtgget
cttgcagega
cttectecca
gcagaatccet
ccaggacccece
ctgtgtcaac
tagecctggac
catctttaag
tgaatttatt

<213> Homo sapiens

<400> 442

cceggcegcag
ccgaggeggce
ggccaccteg
cacggcceccee
cagcgatgceg
geecggegag
cgcagttggg
aggtggtcct
taaagaccat
ttectttgga
tagcagtctt
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge
gctcecegggeg

cgcggcecgea
cggagtcceg
teggegteeyg
tgactcegte
accctcecggg
tcgggetcetg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgecat
ccagtggcegg
ccacctggge
aggagaggag
ctgecegtgge

ctgattcagg
atacgcggea
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgcecatgect
tgceggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggce
ctggtctgga
tacggatgca
atcgccactg
ctecttecatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
gaaccaacat
gtggacaacc
atcacgcage
attggctcce
gaggaccgte
cagcatgtca
taccatgcag
agaatctata
acctttggat
aaaggagaac
aagtgctgga
teccaaaatgg
ttgccaagte
gacgtggtgg
acgtcacgga
tgcattgata
tacagctcag
gtgcctgaat
gtctatcaca
cacagcactg
agcacattcg
aaccctgact
ggctccacag
ggagcatga

gcagecteeg
agctagccecce
cccgagtece
cagtattgat
acggeccgggg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
gctggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcgeegtge
gacatagtca
agctgccaaa
aactgccaga
aagtcccceca
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cttggcctga
ggaccaagca
gattacgcete
tgtgctatge
aaattataag
tgtgctccce
tcageccgagg
ttgtggagaa
tcacctgceac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgcca
tggagcctet
aaactgaatt
gactctggat
ctccgaaage
cccacgtgtg
tcatgcecctt
agtacctgcet
gcecttggtgea
agatcacaga
aaggaggcaa
cccaccagag
ccaagccata
gecteectea
tgatagacge
ccecgagaccee
ctacagactc
atgccgacga
ctecectect
gaaatgggct
accccacagg
acataaacca
atcagcctcet
cagtgggcaa
acagccctge
accagcagga
ctgaaaatge

ccececcgeac
ggcggecgec
cgectegeeg
cgggagagec
cagcgctcct
aagtttgeca
tecageccteca
atgtgcagag
tectcattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatcc
aactgaccaa
gtgactgctg

aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge
cagggaatge
ctetgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgecggecat
tcttgaagge
ggccectcecte
catcgttegg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
caacaaggaa
ccgectgetg
cggctgecte
caactggtgt
ccgegaccetyg
ttttgggctg
agtgcctatce
tgatgtctgg
tgacggaatc
gccacceata
agatagtcge
ccagegcetac
caacttctac
gtacctcate
gagctctctg
gcaaagctgt
cgecttgact
gtecegttece
gaaccccgeg
cceccgagtat
ccactgggcece
cttctttece
agaataccta

ggtgtgageg
gccgeccaga
ccaacgecac
ggagcgagct
ggcgectgetg
aggcacgagt
gaggatgttc
gaattatgat
cctecaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caacccetgee
tctcageaac
aagctgtecce
aatcatctgt
ccacaaccag
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gacctccecatg
ttttetettg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggcccgg
gtggacaagt
atacagtgecc
ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccace
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacge
ggagaagctce
aaagtgectgg
gagaaagtta
atcctcgatg
ggcatctgece
ctggactatg
gtgcagatcg
gcagccagga
gccaaactge
aagtggatgg
agctacgggg
cctgecageg
tgtaccateg
ccaaagttcc
cttgtcatte
cgtgecctga
ccacagcagg
agtgcaacca
cccatcaagg
gaggacagca
aaaaggccceg
cccagcagag
ctcaacactg
cagaaaggca
aaggaagcca
agggtcgege

ccecgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgeg
ctteggggag
gectgegetet
aacaagctea
aataactgtg
ctttecttet
gtggagcgaa
tcctatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagct
gcccagcagt
tgtgectgecag

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3869

60

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



gctgcacagg
cgtgcaagga
tgaaccccga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttcac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtcgtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgccatec
atgggcctaa
tggtggccet
tgcggagget
ccaaccaagc
gctecggtge
aaattceccgt
aagcctacgt
tcacctccac
tcecgggaaca
caaagggcat
acgtactggt
tgggtgcgga
cattggaatc
tgactgtttg
agatctcctce
atgtctacat
gtgagttgat
agggggatga
tggatgaaga
gcttettecag
gcaacaattc
aagacagctt
tagacgacac
ctggctetgt
acccacacta
tccagcececac
gccaccaaat
agccaaatgg
cacaaagcag

<210> 443
<211> 3860
<212> ADN

ccececgggag
cacctgecce
gggcaaatac
agatcacggc
cgteccgeaag
tggtgaattt
caccteccatce
acatactcct
agggtttttg
cctagaaatc
cctgaacata
aatttcagga
gacctceggt
aggccaggtce
ctgegtetet
ggagggtgag
cctgectecag
tgceccactac
aaacaacacc
aaactgcacc
gatcccegtec
ggggatcgge
gctgcaggag
tctettgagg
gttecggcacyg
cgctatcaag
gatggccage
cgtgcagetce
caaagacaat
gaactacttg
gaaaacaccg
agagaaagaa
aattttacac
ggagttgatg
catcctggag
gatcatggtc
catcgaattc
aagaatgcat
agacatggac
cagcccectece
caccgtgget
cttgcagega
cttectecea
gcagaatccet
ccaggaccee
ctgtgtcaac
tagecctggac
catctttaag
tgaatttatt

<213> Homo sapiens

<400> 443

ccecggegeag
ccgaggegge
ggccacceteg
cacggceccee
cagcgatgeg
gcccggegayg
cgcagttggg
aggtggtcct

cgeggecgea
cggagtcceg
teggegteeyg
tgactcegte
accctceggg
tegggetetg
cacttttgaa
tgggaatttg

agcgactgece
ccactcatge
agctttggtg
tegtgegtee
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatc
cctetggate
ctgattcagg
atacgcggea
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgcecatgect
tgceggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggece
ctggtctgga
tacggatgca
atcgccactg
ctettecatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
gaaccaacat
gtggacaace
atcacgcagce
attggctece
gaggaccgte
cagcatgtca
taccatgcag
agaatctata
acctttggat
aaaggagaac
aagtgctgga
tccaaaatgg
ttgccaagte
gacgtggtgg
acgtcacgga
tgcattgata
tacagctcag
gtgectgaat
gtctatcaca
cacagcactg
agcacattcg
aaccctgact
ggctccacag
ggagcatga

gcagcecteeg
agctagccce
ccegagtece
cagtattgat
acggccgggg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
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tggtctgecg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggcce
tcteccataaa
tccacatcct
cacaggaact
cttggcctga
ggaccaagca
gattacgcte
tgtgctatge
aaattataag
tgtgctccce
tcageccgagg
ttgtggagaa
tcacctgeac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgcca
tggagcctct
aaactgaatt
gactctggat
ctecgaaage
cccacgtgtg
tcatgccett
agtacctgcet
gcttggtgeca
agatcacaga
aaggaggcaa
cccaccagag
ccaagccata
gcctecectea
tgatagacgce
ccecgagacee
ctacagactc
atgccgacga
cteecectect
gaaatgggct
accccacagg
acataaacca
atcagcctcet
cagtgggcaa
acagccctge
accagcagga
ctgaaaatge

cceccecgeac
ggcggecgece
cgectegeeyg
cgggagagec
cagcgcteet
aagtttgcca
tcagecteca
atgtgcagag

caaattccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgececgcaaa
tgctacgaat
gccggtggea
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge
cagggaatge
ctetgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgccggecat
tcttgaagge
ggccectcecte
catcgttegg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
caacaaggaa
ccgectgetg
cggectgecte
caactggtgt
ccgcegaccetg
ttttgggctg
agtgcctatce
tgatgtctgg
tgacggaatc
gccacccata
agatagtcge
ccagcgctac
caacttctac
gtacctcate
gagctctctg
gcaaagctgt
cgecttgact
gtecegttece
gaaccccgeg
ccecgagtat
ccactgggcece
cttctttece
agaataccta

ggtgtgagcg
gcecgceccaga
ccaacgecac
ggagcgagcet
ggcgetgetg
aggcacgagt
gaggatgttce
gaattatgat
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gacgaagcca
cagatggatg
cceccegtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gacctccatg
ttttetettg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggcccgg
gtggacaagt
atacagtgcc
ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccace
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacgce
ggagaagctc
aaagtgctgg
gagaaagtta
atcctcegatg
ggcatetgee
ctggactatg
gtgcagatcg
gcagccagga
gccaaactge
aagtggatgg
agctacgggg
cctgecageg
tgtaccatcg
ccaaagttec
cttgtcattc
cgtgccctga
ccacagcagg
agtgcaacca
cccatcaagg
gaggacagca
aaaaggcccg
cccagcagag
ctcaacactg
cagaaaggca
aaggaagcca
agggtcgege

cccgacgegg
ccggacgaca
aaccaccegeg
ctteggggag
gctgegetet
aacaagctca
aataactgtg
cttteettet

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3869

60

120
180
240
300
360
420
480



taaagaccat
tteectttgga
tagcagtctt
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge
gctceegggeg
gctgecacagg
cgtgcaagga
tgaacceccga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttcac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtegtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgccatcc
atgggcctaa
tggtggecct
tgcggagget
ccaaccaagc
gcteeggtge
aaattcccegt
tgatggeccag
ccgtgecaget
acaaagacaa
tgaactactt
tgaaaacacc
aagagaaaga
caattttaca
gggagttgat
ccatcctgga
tgatcatggt
tcatcgaatt
aaagaatgca
aagacatgga
gcagcececte
ccaccgtgge
tcttgecageg
ccttectece
tgcagaatce
accaggaccc
cctgtgtcaa
ttagcctgga
gcatctttaa
gtgaatttat

<210> 444
<211> 3860
<212> ADN

ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgeat
ccagtggcegg
ccacctggge
aggagaggag
ctgeecgtgge
ccececgggag
cacctgeccecece
gggcaaatac
agatcacggce
cgteccgecaag
tggtgaattt
cacctecatce
acatactcct
agggtttttg
cctagaaatc
cctgaacata
aatttcagga
gaccteceggt
aggccaggte
ctgegtetet
ggagggtgag
cctgectecag
tgcccactac
aaacaacacc
aaactgcacc
gatccegtece
ggggatcgge
gctgcaggag
tctettgagg
gtteggcacg
cgctatcaag
cgtggacaac
catcacgcag
tattggetcece
ggaggaccgt
gcagcatgtc
ataccatgea
cagaatctat
gacctttgga
gaaaggagaa
caagtgctgg
ctccaaaatg
tttgccaagt
cgacgtggtg
cacgtcacgg
ttgcattgat
atacagctca
agtgcctgaa
tgtctatcac
ccacagcact
cagcacattce
caaccctgac
gggctccaca
tggagcatga

<213> Homo sapiens

<400> 444

gctggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcegceegtge
gacatagtca
agctgccaaa
aactgccaga
aagtccccca
agcgactgece
ccactcatge
agctttggtg
tegtgegtcee
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatc
cctetggate
ctgattcagg
atacgcggceca
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgccatgect
tgceggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggcece
ctggtctgga
tacggatgca
atcgecactg
ctcttecatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
gaatcgaaag
ccccacgtgt
ctcatgececct
cagtacctge
cgcttggtge
aagatcacag
gaaggaggca
acccaccaga
tccaagcecat
cgccteccte
atgatagacg
gccegagace
cctacagact
gatgcecgacg
actecccectee
agaaatgggce
gaccccacag
tacataaacc
aatcageccte
gcagtgggca
gacagccctg
taccagcagg
gctgaaaatg
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tectcattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatce
aactgaccaa
gtgactgetg
tggtctgecg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggcce
tcteccataaa
tccacatcect
cacaggaact
cttggectga
ggaccaagca
gattacgcetce
tgtgctatge
aaattataag
tgtgctccce
tcagcecgagg
ttgtggagaa
tcacctgcac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgcca
tggagcectet
aaactgaatt
gactctggat
ccaacaagga
gecgectget
tcggetgect
tcaactggtg
accgcgacct
attttgggcet
aagtgcctat
gtgatgtctg
atgacggaat
agccacccat
cagatagtcg
cccagegeta
ccaacttcta
agtacctcat
tgagctctet
tgcaaagctg
gegecttgac
agtccgttee
tgaacccege
accccgagta
cccactggge
acttctttce
cagaatacct

cctcaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgee
tctcagcaac
aagctgtece
aatcatctgt
ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgccgecaaa
tgctacgaat
geeggtggea
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge
cagggaatge
ctctgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgeceggecat
tcttgaagge
ggcectecte
catcgttcgg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
aatcctcgat
gggcatctge
cctggactat
tgtgcagatc
ggcagccagg
ggccaaactg
caagtggatg
gagctacggg
ccetgecage
atgtaccatc
cccaaagtte
ccttgtecatt
ccgtgeecctg
cccacagcag
gagtgcaacc
tcccatcaag
tgaggacagc
caaaaggcce
gcccagcaga
tctcaacact
ccagaaaggce
caaggaagcc
aagggtcgeg
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gtggagcgaa
tcctatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagct
gcccagcagt
tgtgctgecag
gacgaagcca
cagatggatg
ccecgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gacctcecatg
ttttetettg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggcccgg
gtggacaagt
atacagtgcce
ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccace
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacgce
ggagaagctce
aaagtgctgg
gagaaagtta
gaagcctacg
ctcacctceca
gtececgggaac
gcaaagggca
aacgtactgg
ctgggtgcgg
gcattggaat
gtgactgttt
gagatctcct
gatgtctaca
cgtgagttga
cagggggatg
atggatgaag
ggcttcttea
agcaacaatt
gaagacagct
atagacgaca
gctggetetg
gacccacact
gtccagecca
agccaccaaa
aagccaaatg
ccacaaagca

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3860



cccggegeag
ccgaggegge
ggccaccteg
cacggecece
cagcgatgeg
gcccggegag
cgecagttggg
aggtggtect
taaagaccat
ttecetttgga
tagcagtctt
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
getggggtge
getecgggeg
getgcacagg
cgtgcaagga
tgaacccega
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actcctteac
aggaaatcac
cectttgagaa
cagtcgtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttcet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgececatce
atgggcectaa
tggtggccct
tgeggaggcet
ccaaccaagce
gectecggtge
aaattccegt
tgatggccag
cegtgeaget
acaaagacaa
tgaactactt
tgaaaacacc
aagagaaaga
caattttaca
gggagttgat
ccatectgga
tgatcatggt
tcatcgaatt
aaagaatgca
aagacatgga
gcagcccecte
ccacegtgge
tettgecageg
ccttectece
tgcagaatce
accaggacce
cctgtgteaa
ttagcectgga
gecatctttaa
gtgaatttat

<210> 445
<211> 3878
<212> ADN

cgcggecgea
cggagtcecg
teggegteeg
tgactecegte
accctecggg
tegggetetg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgcat
ccagtggegg
ccacctggge
aggagaggag
ctgecegtgge
cecccecgggag
cacctgeccce
gggcaaatac
agatcacgge
cgtccgecaag
tggtgaattt
cacctecatce
acatactect
agggtttttg
cctagaaate
cctgaacata
aatttcagga
gaccteccggt
aggccaggtc
ctgegtetct
ggagggtgag
cctgecteag
tgcccactac
aaacaacacce
aaactgcacc
gatccegtee
ggggatcgge
getgcaggag
tctettgagg
gtteggecacg
cgctatcaag
cgtggacaac
catcacgecag
tattggctcce
ggaggaccgt
gcagcatgte
ataccatgeca
cagaatctat
gacctttgga
gaaaggagaa
caagtgctgg
cteccaaaatg
tttgccaagt
cgacgtggtyg
cacgtcacgg
ttgcattgat
atacagctca
agtgcctgaa
tgtctatcac
ccacagcact
cagcacatte
caaccctgac
gggctecaca
tggagcatga

<213> Homo sapiens

<400> 445

gecageceteeg
agctagecce
ccecgagtece
cagtattgat
acggccgggg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
gctggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcgcegtge
gacatagtca
agctgccaaa
aactgecaga
aagtccccca
agcgactgee
ccactcatge
agetttggtg
tegtgegtec
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggegatce
cctetggate
ctgattcagg
atacgeggea
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgccatgect
tgccggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggcce
ctggtetgga
tacggatgca
atcgeccactg
ctettecatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
gtteccgaaag
ccccacgtgt
ctecatgecct
cagtacctge
cgettggtge
aagatcacag
gaaggaggca
acccaccaga
tccaagecat
cgecteecte
atgatagacg
gceccgagace
cctacagact
gatgcegacyg
actccectee
agaaatggge
gaccccacag
tacataaacc
aatcagecte
gecagtgggea
gacagecctg
taccagcagg
getgaaaatg
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ceccceccgeac
ggcggecgece
cgectegeceg
cgggagagee
cagcgetect
aagtttgeca
tcagecctceca
atgtgcagag
tcctcattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatce
aactgaccaa
gtgactgcetg
tggtctgecg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggec
tctcecataaa
teccacatect
cacaggaact
cttggectga
ggaccaagca
gattacgcte
tgtgctatge
aaattataag
tgtgcteccece
tcagcegagg
ttgtggagaa
tcacctgeac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgcca
tggagectcet
aaactgaatt
gactctggat
ccaacaagga
gcegectget
teggctgect
tcaactggtg
accgegacct
attttgggcet
aagtgectat
gtgatgtctg
atgacggaat
agccacccat
cagatagtcg
cccagegeta
ccaacttcta
agtaccteat
tgagctctcet
tgcaaagcetg
gegecttgac
agtcegttee
tgaaccccge
accccgagta
ceccactggge
acttctttce
cagaatacct

ggtgtgageg
geecgeccaga
ccaacgccac
ggagcgaget
ggcgctgetg
aggcacgagt
gaggatgtte
gaattatgat
cctecaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgece
tctcageaac
aagctgtcce
aatcatctgt
ccacaaccag
caaatteccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgcecgcaaa
tgctacgaat
gceggtggea
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge
cagggaatge
ctectgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgecggecat
tcttgaagge
ggecctecte
catcegttcecgg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
aatcctegat
gggcatctge
cctggactat
tgtgcagatc
ggcagecagg
ggccaaactg
caagtggatg
gagctacggg
ccectgecage
atgtaccate
cccaaagtte
ccttgteatt
cegtgeectg
cccacageag
gagtgcaace
tceccatcaag
tgaggacage
caaaaggccc
gcecageaga
tctcaacact
ccagaaagge
caaggaagcc
aagggtcgeg
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ceccgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgcg
ctteggggag
gctgegetcet
aacaagctca
aataactgtg
ctttecttct
gtggagcgaa
tectatgect
cccatgagaa
ctgtgecaacg
atgtcgatgg
aatgggagcet
gceccageagt
tgtgectgecag
gacgaagcca
cagatggatg
ccecgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gaccteccatg
ttttetettg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggcccgg
gtggacaagt
atacagtgce
ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgecace
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacgce
ggagaagcte
aaagtgctgg
gagaaagtta
gaagcctacg
ctcacctcca
gtecgggaac
gcaaagggca
aacgtactgg
ctgggtgegg
gcattggaat
gtgactgttt
gagatctecct
gatgtctaca
cgtgagttga
cagggggatg
atggatgaag
ggettettea
agcaacaatt
gaagacagcet
atagacgaca
gctggectctg
gacccacact
gtecagececa
agccaccaaa
aagccaaatg
ccacaaagca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3860



cceggegeag
ccgaggegge
ggccaccteg
cacggcecee
cagcgatgeg
gcccggegag
cgcagttggg
aggtggtcct
taaagaccat
ttectttgga
tagcagtcett
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge
gctcegggeg
gctgcacagg
cgtgcaagga
tgaaccecga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttcac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtcegtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgccatece
atgggcctaa
tggtggccct
tgcggagget
ccaaccaagce
gcteeggtge
aaattceccgt
tcctegatga
gcatctgect
tggactatgt
tgcagatcege
cagccaggaa
ccaaactgct
agtggatgge
gctacggggt
ctgccagega
gtaccatcga
caaagttccg
ttgtcattca
gtgcectgat
cacagcaggg
gtgcaaccag

ccatcaagga
aggacagcat
aaaggcccege
ccagcagaga
tcaacactgt
agaaaggecag
aggaagccaa
gggtcgegee

<210> 446
<211> 3878
<212> ADN

cgecggecgea
cggagtcceg
tecggegtecg
tgactccgte
acccteeggg
tcgggetctg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgeat
ccagtggcegg
ccacctggge
aggagaggag
ctgecegtgge
ccececgggag
cacctgecece
gggcaaatac
agatcacggce
cgteccgecaag
tggtgaattt
cacctccatce
acatactcct
agggtttttg
cctagaaatc
cctgaacata
aatttcagga
gacctceggt
aggccaggtce
ctgegtetet
ggagggtgag
cctgectecag
tgceccactac
aaacaacacc
aaactgcacc
gatccegtec
ggggatcgge
gctgecaggag
tctettgagg
gttcggecacg
cgctatcaag
agcctacgtg
cacctecace
ccgggaacac
aaagggcatg
cgtactggtg
gggtgcggaa
attggaatca
gactgtttgg
gatctectece
tgtctacatg
tgagttgatc
gggggatgaa
ggatgaagaa
cttettecage
caacaattcc

agacagcttc
agacgacacc
tggetetgtyg
cccacactac
ccagcccace
ccaccaaatt
gccaaatgge
acaaagcagt

gcagcectecg
agctagcccee
ccecgagtece
cagtattgat
acggcecgggg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
gctggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcgecgtge
gacatagtca
agctgccaaa
aactgccaga
aagtccccea
agcgactgece
ccactcatge
agctttggtg
tegtgegtee
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatc
cctetggate
ctgattcagg
atacgceggcea
acatecttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgccatgect
tgceggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggce
ctggtctgga
tacggatgca
atcgccactg
ctcttcatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
gaattaagag
atggccageg
gtgcagectea
aaagacaata
aactacttgg
aaaacaccge
gagaaagaat
attttacaca
gagttgatga
atcectggaga
atcatggtceca
atcgaattet
agaatgcatt
gacatggacg
agccccteca
accgtggett

ttgcagcgat
tteccteccag
cagaatcctg
caggaccece
tgtgtcaaca
agectggaca
atctttaagg
gaatttattg
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ccececcgeac
ggcggecgcee
cgcctegeeg
cgggagagcece
cagegctect
aagtttgcca
tcagcctceca
atgtgcagag
tccteattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatcc
aactgaccaa
gtgactgctg
tggtctgecg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggcec
tctecataaa
tccacatccet
cacaggaact
cttggectga
ggaccaagca
gattacgete
tgtgctatge
aaattataag
tgtgctcecece
tcageccgagg
ttgtggagaa
tcacctgeac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgeca
tggagcectcet
aaactgaatt
gactctggat
aagcaacatc
tggacaacce
tcacgcaget
ttggctccca
aggacegtceg
agcatgtcaa
accatgcaga
gaatctatac
cctttggate
aaggagaacg
agtgctggat
ccaaaatgge
tgccaagtcce
acgtggtgga
cgtcacggac
gcattgatag

acagctcaga
tgcctgaata
tetatcacaa
acagcactge
gcacattcga
acectgacta
gctecacage
gagcatga

ggtgtgageg
gcegeccaga
ccaacgccac
ggagcgagcet
ggcgetgetg
aggcacgagt
gaggatgtte
gaattatgat
cctcaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgee
tctecagcaac
aagctgtcce
aatcatctgt
ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgcecgecaaa
tgctacgaat
gcceggtggea
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctecaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge
cagggaatgce
ctetgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgeecggecat
tcttgaagge
ggeccctecte
catcgttegg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
tcecgaaagee
ccacgtgtge
catgcccette
gtacctgcete
cttggtgcac
gatcacagat
aggaggcaaa
ccaccagagt
caagccatat
ccteectecag
gatagacgca
ccgagaccece
tacagactcc
tgccgacgag
tcecectectyg
aaatgggctg

ccccacaggce
cataaaccag
tecagectetg
agtgggcaac
cagcectgee
ccageaggac
tgaaaatgca
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cccgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgceg
ctteggggag
gctgegetet
aacaagctca
aataactgtg
ctttecttet
gtggagcgaa
tcctatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagcet
gcccagecagt
tgtgctgcag
gacgaagcca
cagatggatg
ccecgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gacctccatg
ttttetettg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggceegg

gtggacaagt
atacagtgce

ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccacc
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacge
ggagaagctc
aaagtgctgg
gagaaagtta
aacaaggaaa
cgectgetgg
ggctgecetee
aactggtgtg
cgegaccetgg
tttgggcggg
gtgcctatca
gatgtctgga
gacggaatcc
ccacccatat
gatagtcgee
cagcgctace
aacttctacc
tacctcatcee
agctctetga
caaagctgtce

gccttgactg
tcegttecca
aaccceegege
ccegagtate
cactgggcce
ttettteeca
gaatacctaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420

3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3878



<213> Homo sapiens

<400> 446

cceggegeag
ccgaggceggce
ggccaccteg
cacggcceccce
cagcgatgeg
gcccggegag
cgcagttggg
aggtggtcct
taaagaccat
ttectttgga
tagcagtctt
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge
gctcegggeg
gctgecacagg
cgtgcaagga
tgaaccccga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttecac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtcgtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgccatece
atgggcctaa
tggtggcect
tgecggagget
ccaaccaagc
gcteeggtge
aaattccegt
tcctegatga
gcatctgect
tggactatgt
tgcagatcge
cagccaggaa
ccaaactgcet
agtggatggc

gctacggggt
ctgccagega
gtaccatega
caaagttceg
ttgtcattca
gtgcectgat
cacagcaggg
gtgcaaccag
ccatcaagga
aggacagcat
aaaggcccge
ccagcagaga
tcaacactgt
agaaaggcag
aggaagccaa
gggtegegece

<210> 447

cgcggecgea
cggagtcceg
tcggegtecg
tgactcegte
accctecaeggg
tcgggetctg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcectgeat
ccagtggegg
ccacctggge
aggagaggag
ctgecegtgge
ccececgggag
cacctgecece
gggcaaatac
agatcacggce
cgtecgeaag
tggtgaattt
cacctcecatc
acatactcct
agggtttttg
cctagaaatc
cctgaacata
aatttcagga
gaccteceggt
aggccaggte
ctgegtetet
ggagggtgag
cctgectecag
tgceccactac
aaacaacacc
aaactgcacc
gatccegtece
ggggatcgge
gctgecaggag
tctettgagg
gttecggecacyg
cgctatcaag
agcctacgtg
cacctecace
ccgggaacac
aaagggcatg
cgtactggtg
gggtgcggaa
attggaatca

gactgtttgg
gatctectec
tgtetacatg
tgagttgatc
gggggatgaa
ggatgaagaa
cttettecage
caacaattcc
agacagcttc
agacgacacc
tggctctgtg
cccacactac
ccagcccace
ccaccaaatt
gccaaatgge
acaaagcagt

gcagccteeg
agctagccce
ccegagtece
cagtattgat
acggccgggyg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
gctggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcgeegtge
gacatagtca
agctgccaaa
aactgccaga
aagtccccea
agcgactgece
ccactcatge
agctttggtg
tegtgegtcee
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatc
cctetggate
ctgattcagg
atacgceggea
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgcecatgect
tgceggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggce
ctggtctgga
tacggatgca
atcgccactg
ctettcatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
gaattaagag
atggccagceg
gtgcagctca
aaagacaata
aactacttgg
aaaacaccgce
gagaaagaat
attttacaca

gagttgatga
atcctggaga
atcatggtea
atcgaattct
agaatgcatt
gacatggacg
agcccectceca
accgtggett
ttgcagcgat
ttcecteccag
cagaatcctg
caggaccceece
tgtgtcaaca
agcctggaca
atctttaagg
gaatttattg

ES 2741574 T3

ccececcgeac
ggcggecgece
cgectegecyg
cgggagagcce
cagcegetect
aagtttgcca
tcagcctceca
atgtgcagag
tccteattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatce
aactgaccaa
gtgactgctg
tggtctgecg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggcece
tctecataaa
tccacatcect
cacaggaact
cttggectga
ggaccaagca
gattacgete
tgtgctatge
aaattataag
tgtgctccce
tcagcecgagg
ttgtggagaa
tcacctgcac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgeca
tggagectcet
aaactgaatt
gactctggat
aagcaacatce
tggacaaccce
tcacgcaget
ttggctceca
aggaccgtceg
agcatgtcaa
accatgcaga
gaatctatac

cctttggate
aaggagaacg
agtgetggat
ccaaaatgge
tgccaagtce
acgtggtgga
cgtcacggac
gcattgatag
acagctcaga
tgcctgaata
tctatcacaa
acagcactge
gcacattcga
accctgacta
gctecacage
gagcatga

ggtgtgagcg
gcecgeccaga
ccaacgccac
ggagcgagct
ggcgetgetg
aggcacgagt
gaggatgtte
gaattatgat
cctcaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccectgee
tctcageaac
aagctgtece
aatcatctgt
ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgccgecaaa
tgctacgaat
gccggtggea
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge
cagggaatge
ctctgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgecggecat
tcttgaagge
ggccctecte
catcgttcgg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
tcegaaagee
ccacgtgtge
catgcccette
gtacctgetce
cttggtgcac
gatcacagat
aggaggcaaa
ccaccagagt

caagccatat
ccteectecag
gatagacgea
ccgagaccee
tacagactce
tgccgacgag
tccectectg
aaatgggctg
cceccacagge
cataaaccag
tcagcctetg
agtgggcaac
cagccctgee
ccagcaggac
tgaaaatgca
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ccecgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgceg
cttcggggag
gctgegetet
aacaagctca
aataactgtg
ctttecttet
gtggagcgaa
tcectatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacyg
atgtcgatgg
aatgggagcet
gcccagcagt
tgtgectgecag
gacgaagcca
cagatggatg
ccecgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gacctceatg
ttttetcttg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggcccgg
gtggacaagt
atacagtgece
ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccace
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacge
ggagaagctc
aaagtgctgg
gagaaagtta
aacaaggaaa
cgectgetgg
ggctgectee
aactggtgtg
cgcgacctgg
tttgggcggg
gtgcctateca
gatgtctgga

gacggaatce
ccacccatat
gatagtegece
cagcgctace
aacttctacc
tacctcatce
agctctetga
caaagctgtce
gccttgactg
tcegttcecea
aaccccgege
ccegagtate
cactgggccce
ttetttcececa
gaatacctaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
9260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940

3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3878
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<211> 36

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 447

tgtaaaacga cggccagtcg cccagaccgg acgaca 36
<210> 448

<211> 39

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 448

caggaaacag ctatgaccag ggcaatgagg acataacca 39
<210> 449

<211> 38

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 449

tgtaaaacga cggccagtgg tggtccttgg gaatttgg 38
<210> 450

<211> 40

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 450

caggaaacag ctatgacccc atcgacatgt tgctgagaaa 40
<210> 451

<211> 38

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 451

tgtaaaacga cggccagtga aggagctgcc catgagaa 38
<210> 452

<211> 38

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 452

caggaaacag ctatgacccg tggcticgtc tcggaatt 38
<210> 453

<211> 40
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<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 453

tgtaaaacga cggccagtga aactgaccaa aatcatctgt
<210> 454

<211> 40

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 454

caggaaacag ctatgaccta cctattccgt tacacacttt
<210> 455

<211> 40

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 455

tgtaaaacga cggccagtce gtaattatgt ggtgacagat
<210> 456

<211> 40

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 456

caggaaacag ctatgaccgc gtatgatttc taggttctca
<210> 457

<211> 41

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 457

tgtaaaacga cggccagtct gaaaaccgta aaggaaatca ¢
<210> 458

<211> 37

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 458

caggaaacag ctatgacccc tgccteggcet gacatic
<210> 459

<211> 40

<212> ADN

40

40

40

40

37

41
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<213> Homo sapiens

<400> 459

tgtaaaacga cggccagtta agcaacagag gtgaaaacag

<210> 460

<211> 40

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 460

caggaaacag ctatgaccgg tgttgttttc tcccatgact
<210> 461

<211> 38

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 461

tgtaaaacga cggccagtgg accagacaac tgtatcca
<210> 462

<211> 40

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 462

caggaaacag ctatgacctt ccttcaagat cctcaagaga
<210> 463

<211> 38

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 463

tgtaaaacga cggccagtga tcggcectcett catgcgaa
<210> 464

<211> 38

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 464

caggaaacag ctatgaccac ggtggaggtg aggcagat
<210> 465

<211> 39

<212> ADN

<213> Homo sapiens

40

40

38

40

38

38
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<400> 465

tgtaaaacga cggccagicg aaagccaaca aggaaatcc
<210> 466

<211> 40

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 466

caggaaacag ctatgaccat tccaatgcca tccacttgat
<210> 467

<211> 39

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 467

tgtaaaacga cggccagtaa caccgcagca tgtcaagat
<210> 468

<211> 39

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 468

caggaaacag ctatgaccct cgggccattt tggagaatt
<210> 469

<211> 39

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 469

tgtaaaacga cggccagttc agccacccat atgtaccat
<210> 470

<211> 39

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 470

caggaaacag ctatgaccgc tttgcagccc atttctatc
<210> 471

<211> 38

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 471

39

40

39

39

39

39
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tgtaaaacga cggccagtac agcagggctt cttcagca
<210> 472

<211> 38

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 472

caggaaacag ctatgacctg acacaggtgg gctggaca
<210> 473

<211> 40

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 473

tgtaaaacga cggccagtga atcctgtcta tcacaatcag
<210> 474

<211> 40

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 474

caggaaacag ctatgaccgg tatcgaaaga gtctggattt
<210> 475

<211> 38

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 475

tgtaaaacga cggccagtgce tccacagetg aaaatgca
<210> 476

<211> 39

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 476

caggaaacag ctatgaccac gttgcaaaac cagtctgtg
<210> 477

<211> 25

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 477

38

38

40

40

38

39
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Lys Thr Pro Gln His Val Lys Ile Thr Asp Phe Gly Arg Ala Lys Leu

1 5 10 15
Leu Gly Ala Glu Glu Lys Glu Tyr His
20 25
<210> 478
<211>25
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 478
Lys Thr Pro Gln His Val Lys Ile Thr Asp Phe Gly Leu Ala Lys Leu
1 5 10 15

Leu Gly Ala Glu Glu Lys Glu Tyr His
20 25

<210> 479

<211>25

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 479

His Glu Asp Leu Thr Val Lys Ile Gly Asp Phe Gly Leu Ala Thr Val
1 5 10 15

Lys Ser Arg Trp Ser Gly Ser His Gln
20 25

<210> 480

<211>25

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 480

Glu Thr Glu Phe Lys Lys Ile Lys Val Leu Ser Ser Gly Ala Phe Gly
1 5 10 15

Thr Val Tyr Lys Gly Leu Trp Ile Pro
20 25

<210> 481
<211> 25
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 481
Glu Thr Glu Phe Lys Lys Ile Lys Val Leu Gly Ser Gly Ala Phe Gly
1 5 10 15

Thr Val Tyr Lys Gly Leu Trp Ile Pro
20 25

<210> 482
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<211> 25
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 482

Asp Gly Gln Ile Thr Val Gly Gln Arg Ile Gly Ser Gly Ser Phe Gly
1 5 10 15

Thr Val Tyr Lys Gly Lys Trp His Gly
20 25

<210> 483

<211>19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 483

Val Ala Ile Lys Thr Ser Pro Lys Ala Asn Lys Glu Ile Leu Asp Glu
1 5 10 15

Ala Tyr Val
<210> 484

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 484

Val Ala Ile Lys Glu Leu Arg Glu Ala Thr Leu Asp Glu Ala Tyr Val
1 5 10 15

<210> 485

<211> 21

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 485

Val Ala Ile Lys Glu Pro Thr Ser Pro Lys Ala Asn Lys Glu Ile Leu
1 5 10 15

Asp Glu Ala Tyr Val
20

<210> 486
<211> 18
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 486

Val Ala Ile Lys Glu Ser Lys Ala Asn Lys Glu Ile Leu Asp Glu Ala
1 5 10 15

Tyr Val
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<210> 487

<211> 18

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 487

Val Ala Ile Lys Val Pro Lys Ala Asn Lys Glu Ile Leu Asp Glu Ala
1 5 10 15

Tyr Val

<210> 488

<211>24

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 488

Val Ala Ile Lys Glu Leu Arg Glu Ala Thr Ser Pro Lys Ala Asn Lys
1 5 10 15

Glu Ile Leu Asp Glu Ala Tyr Val
20

<210> 489

<211> 25

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 489

Val Ala Val Lys Met Leu Asn Val Thr Ala Pro Thr Pro Gln Gln Leu
1 5 10 15

Gln Ala Phe Lys Asn Glu Val Gly Val
20 25

<210> 490

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: motivo de mutacion ilustrativo
<220>

<221> MOD_RES

<222> (2)

<223> residuo variable
<220>

<221> MOD_RES

<222> (4)..(5)

176
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<223> residuo variable

<400> 490

Gly Xaa Gly Xaa Xaa Gly

1

<210> 491

<211> 252

<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<400> 491

Ile

1

Glu

Lys

Met

Thr

65

Asn

val

Leu

Leu

Arg

145

Pro

Ile

Thr

Glu

Glu
225

Asp

Thr Met

Gly Vval

Glu Asp
35

Lys Glu
50

Arg Glu

Leu Leu

Val Leu

Glu Lys
115

val Gly
130

Leu Met

Ile Lys

Lys Ser

Tyr Gly
195

Leu Leu
210

Lys Val

Arg Pro

<210> 492

<211> 268

<212> PRT

Lys

Trp

20

Thr

Ile

Pro

Asp

Leu

100

Lys

Glu

Thr

Trp

Asp
180

Met

Glu

Tyr

Ser

His

Lys

Met

Lys

Pro

Tyr

85

Tyr

Asn

Asn

Gly

Thr

165

val

Ser

Lys

Glu

Phe
245

<213> Homo sapiens

Lys

Lys

Glu

His

Phe

70

Leu

Met

Phe

His

Asp

150

Ala

Trp

Pro

Asp

Leu
230

Ala

Leu

Tyr

vVal

Pro

55

Tyr

Arg

Ala

Ile

Leu

135

Thr

Pro

Ala

Tyr

Tyr
215

Met

Glu

Gly

Ser

Glu

40

Asn

Ile

Glu

Thr

His

120

vVal

Tyr

Glu

Phe

Pro
200

Arg

Arg

Ile

ES 2741574 T3

Gly

Leu

25

Glu

Leu

Ile

Cys

Gln

105

Arg

Lys

Thr

Ser

Gly
185

Gly

Met

Ala

His

Gly

10

Thr

Phe

Val

Thr

Asn

90

Ile

Asp

Val

Ala

Leu

170

Val

Ile

Glu

Cys

Gln
250

Gln

Val

Leu

Gln

Glu

75

Arg

Ser

Leu

Ala

His

155

Ala

Leu

Asp

Arg

Trp
235

Ala

Tyr

Ala

Lys

Leu

60

Phe

Gln

Ser

Ala

Asp

140

Ala

Tyr

Leu

Leu

Pro
220

Gln

Phe

177

Gly

val

Glu

45

Leu

Met

Glu

Ala

Ala

125

Phe

Gly

Asn

Trp

Ser
205

Glu

Trp

Glu

Lys

30

Ala

Gly

Thr

Val

Met

110

Arg

Gly

Ala

Lys

Glu
190

Gln

Gly

Asn

val

15

Thr

Ala

Val

Tyr

Asn

95

Glu

Asn

Leu

Lys

Phe

175

Ile

val

Cys

Pro

Tyr

Leu

val

Cys

Gly

80

Ala

Tyr

Cys

Ser

Phe

160

Ser

Ala

Tyr

Pro

Ser
240
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<400> 492

Phe Lys Lys Ile Lys Val Leu Gly Ser Gly Ala Phe Gly
1 5 10

Thr

Lys Gly Leu Trp Ile Pro Glu Gly Glu Lys Val Lys Ile Pro

20 25

30

Ile Lys Glu Leu Arg Glu Ala Thr Ser Pro Lys Ala Asn Lys

35 40 45

Leu Asp Glu Ala Tyr Val Met Ala Ser Val Asp Asn Pro His

50 55 60

Arg Leu Leu Gly Ile Cys Leu Thr Ser Thr Val Gln Leu
65 70 75

Ile

Leu Met Pro Phe Gly Cys Leu Leu Asp Tyr Val Arg Glu His

85 90

Asn Ile Gly Ser Gln Tyr Leu Leu Asn Trp Cys Val Gln
100 105

Ile
110

Gly Met Asn Tyr Leu Glu Asp Arg Arg Leu Val His Arg Asp

115 120 125

Ala Arg Asn Val Leu Val Lys Thr Pro Gln His Val Lys
130 135 140

Phe Gly Leu Ala Lys Leu Leu Gly Ala Glu Glu Lys Glu
145 150 155

Glu Gly Gly Lys Val Pro Ile Lys Trp Met Ala Leu Glu
165 170

Ile

Tyr

Ser

His Arg Ile Tyr Thr His Gln Ser Asp Val Trp Ser Tyr Gly

180 185

190

Val Trp Glu Leu Met Thr Phe Gly Ser Lys Pro Tyr Asp Gly

195 200 205

Ala Ser Glu Ile Ser Ser Ile Leu Glu Lys Gly Glu Arg Leu

210 215 220

Pro Pro Ile Cys Thr Ile Asp Val Tyr Met Ile Met Val Lys

225 230 235

Met Ile Asp Ala Asp Ser Arg Pro Lys Phe Arg Glu Leu
245 250

Phe Ser Lys Met Ala Arg Asp Pro Gln Arg Tyr Leu
260 265

<210> 493

<211> 54

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 493

aaaattcccg tcgctatcaa ggaattaaga gaagcaacat ctccgaaagce caac
<210> 494

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

178

Ile

54

val

15

val

Glu

val

Thr

Lys

95

Ala

Leu

Thr

His

Ile

175

Val

Ile

Pro

Cys

Ile
255

Tyr

Ala

Ile

Cys

Gln

80

Asp

Lys

Ala

Asp

Ala

160

Leu

Thr

Pro

Gln

Trp
240

Glu
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<400> 494

tttgggctgg ccaaactgcet gggt 24
<210> 495

<211> 39

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 495

aaaattcecg tcgctatcaa aacatcteccg aaagecaac
<210> 496

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 496

tttgggctgg ccaaactgct gggt 24
<210> 497

<211> 42

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 497

aaaattcccg tcgctatcaa ggaatcatct ccgaaageca ac
<210> 498

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 498

tttgggcetgg ccaaactgcet gggt 24
<210> 499

<211> 36

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 499

aaaattcecg tcgctatcaa ggaatcgaaa gecaac
<210> 500

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 500

39

42
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tttgggcetgg ccaaactgcet gggt 24
<210> 501

<211>54

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 501

aaaattcccg tcgctatcaa ggaattaaga gaagcaacat ctccgaaagce caac
<210> 502

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 502

tttgggcggg ccaaactgcet gggt 24
<210> 503

<211>54

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 503

aaaattcecg tcgctatcaa ggaattaaga gaagcaacat ctccgaaagce caac
<210> 504

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 504

tttgggctgg ccaaacagct 24
<210> 505

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 505

gcaatatcag ccttaggtgc ggctc 25
<210> 506

<211> 26

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 506

catagaaagt gaacatttag gatgtg 26
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<210> 507

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 507

ctaacgttcg ccagccataa gtcc 24
<210> 508

<211> 26

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 508

gctgegagct cacccagaat gtctgg 26
<210> 509

<211>18

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 509

Lys Ile Pro Val Ala Ile Lys Glu Leu Arg Glu Ala Thr Ser Pro Lys
1 5 10 15

Ala Asn

<210> 510

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 510

Phe Gly Leu Ala Lys Leu Leu Gly
1 5

<210> 511

<211> 3878

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<221> CDS

<222> (246)..(3875)
<400> 511
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cceggegeag cgeggecgea gecagecteeg cececegeac ggtgtgageg cccgacgegg 60

ccgaggegge cggagteceg agetagecee ggeggecgee gecgeccaga ccggacgaca 120
ggccaccteg teggegtceceg cccgagtece cgectegecg ccaacgccac aaccaccgeg 180
cacggeccce tgacteegte cagtattgat cgggagagee ggagegaget ctteggggag 240

cagcg atg cga ccc tece ggg acg gce ggg gca gcg ctcec ctg geg ctg ctg 290

Met Arg Pro Ser Gly Thr Ala Gly Ala Ala Leu Leu Ala Leu Leu
1 5 10 15

gct geg cte tge ccg geg agt cgg gect ctg gag gaa aag aaa gtt tgce 338
Ala Ala Leu Cys Pro Ala Ser Arg Ala Leu Glu Glu Lys Lys Val Cys
20 25 30

caa ggc acg agt aac aag ctc acg cag ttg ggc act ttt gaa gat cat 386
Gln Gly Thr Ser Asn Lys Leu Thr Gln Leu Gly Thr Phe Glu Asp His
35 40 45

ttt ctc age cte cag agg atg ttc aat aac tgt gag gtg gtc ctt ggg 434
Phe Leu Ser Leu Gln Arg Met Phe Asn Asn Cys Glu Val Val Leu Gly
50 55 60

aat ttg gaa att ace tat gtg cag agg aat tat gat ctt tec ttc tta 482
Asn Leu Glu Ile Thr Tyr Val Gln Arg Asn Tyr Asp Leu Ser Phe Leu

aag acc atc cag gag gtg gct ggt tat gtc cte att gec cte aac aca 530
Lys Thr Ile Gln Glu Val Ala Gly Tyr Val Leu Ile Ala Leu Asn Thr
80 85 90 95

gtg gag cga att cct ttg gaa aac ctg cag atc atc aga gga aat atg 578
Val Glu Arg Ile Pro Leu Glu Asn Leu Gln Ile Ile Arg Gly Asn Met
100 105 110

tac tac gaa aat tecc tat gece tta geca gte tta tet aac tat gat gea 626
Tyr Tyr Glu Asn Ser Tyr Ala Leu Ala Val Leu Ser Asn Tyr Asp Ala
115 120 125

aat aaa acc gga ctg aag gag ctg ccc atg aga aat tta cag gaa atc 674
Asn Lys Thr Gly Leu Lys Glu Leu Pro Met Arg Asn Leu Gln Glu Ile
130 135 140

ctg cat ggc gce gtg cgg ttec age aac aac cct gee ctg tge aac gtg 722
Leu His Gly Ala Val Arg Phe Ser Asn Asn Pro Ala Leu Cys Asn Val
145 150 155

gag agc atc cag tgg cgg gac ata gtc age agt gac ttt cte age aac 770
Glu Ser Ile Gln Trp Arg Asp Ile Val Ser Ser Asp Phe Leu Ser Asn
160 165 170 175

atg tcg atg gac ttc cag aac cac ctg gge age tge caa aag tgt gat 818
Met Ser Met Asp Phe Gln Asn His Leu Gly Ser Cys Gln Lys Cys Asp
180 185 190

cca age tgt cce aat ggg age tge tgg ggt gca gga gag gag aac tgce 866
Pro Ser Cys Pro Asn Gly Ser Cys Trp Gly Ala Gly Glu Glu Asn Cys
195 200 205
cag aaa ctg acc aaa atc atc tgt gec cag cag tge tcc ggg cgc tge 914
Gln Lys Leu Thr Lys Ile Ile Cys Ala Gln Gln Cys Ser Gly Arg Cys
210 215 220

cgt ggc aag tcc ccc agt gac tge tge cac aac cag tgt gect geca ggc 962
Arg Gly Lys Ser Pro Ser Asp Cys Cys His Asn Gln Cys Ala Ala Gly

225 230 235
tge aca ggc cce cgg gag age gac tge ctg gte tge cge aaa ttc cga 1010
Cys Thr Gly Pro Arg Glu Ser Asp Cys Leu Val Cys Arg Lys Phe Arg
240 245 250 255

gac gaa gcc acg tge aag gac acc tgce ccc cca ctc atg ctec tac aac 1058
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Asp

cce
Pro

ggt
Gly

cac
His

gaa
Glu
320

gtg
val

aat
Asn

gat
Asp

act
Thr

gaa
Glu
400

gac
Asp

caa
Gln

ttg
Leu

tca
Ser

ctg
Leu
480

gaa
Glu

cece
Pro

Glu

ace
Thr

gec
Ala

gge
Gly
305

gac
Asp

tgt
Cys

gct
Ala

cte
Leu

cct
Pro
385

atc
Ile

cte
Leu

cat
His

gga
Gly

gga
Gly
465

ttt
Phe

aac
Asn

gag
Glu

Ala

acg
Thr

acc
Thr
290

teg
Ser

gge
Gly

aac
Asn

acg
Thr

cac
His
370

cct
Pro

aca
Thr

cat
His

ggt
Gly

tta
Leu
450

aac

Asn

ggg9
Gly

agce
Ser

gge
Gly

Thr

tac
Tyr
275

tgc
Cys

tgc
Cys

gtc
Val

gga
Gly

aat
Asn
355

atc
Ile

ctg
Leu

ggg
Gly

gcc
Ala

cag
Gln
435

cge

Arg

aaa
Lys

acc
Thr

tge
Cys

tge
Cys

Cys
260

cag
Gln

gtg
val

gtc
Val

cge
Arg

ata
Ile
340

att
Ile

ctg
Leu

gat
Asp

ttt
Phe

ttt
Phe
420

ttt
Phe

tece
Ser

aat
Asn

tec
Ser

aag
Lys
500

tgg
Trp

Lys

atg
Met

aag
Lys

cga
Arg

aag
Lys
325

ggt
Gly

aaa
Lys

ccg
Pro

cca
Pro

ttg
Leu
405

gag
Glu

tect
Ser

cte
Leu

ttg
Leu

ggt
Gly
485

gee

Ala

gge
Gly

Asp

gat
Asp

aag
Lys

gce
Ala
310

tgt
Cys

att
Ile

cac
His

gtg
Val

cag
Gln
390

ctg
Leu

aac
Asn

ctt
Leu

aag
Lys

tge
Cys
470

cag
Gln

aca
Thr

ccyg
Pro

Thr

gtg
Val

tgt
Cys
295

tgt
Cys

aag
Lys

ggt
Gly

tte
Phe

gca
Ala
375

gaa
Glu

att
Ile

cta
Leu

gca
Ala

gag
Glu
455

tat

Tyr

aaa
Lys

ggc
Gly

gag
Glu

Cys

aac
Asn
280

cce
Pro

999
Gly

aag
Lys

gaa
Glu

aaa
Lys
360

ttt
Phe

ctg
Leu

cag
Gln

gaa
Glu

gte
val
440

ata
Ile

gca
Ala

ace
Thr

cag
Gln

cece
Pro
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Pro
265

cce
Pro

cgt
Arg

gce
Ala

tge
Cys

ttt
Phe
345

aac
Asn

agg
Arg

gat
Asp

gct
Ala

ate
Ile
425

gte
Val

Ser

aat
Asn

aaa
Lys

gte
val
505

agg
Arg

Pro

gag
Glu

aat
Asn

gac
Asp

gaa
Glu
330

aaa
Lys

tge
Cys

ggt
Gly

att
Ile

tgg
Trp
410

ata
Ile

age
Ser

gat
Asp

aca
Thr

att
Ile
490

tge
Cys

gac
Asp

Leu

gge
Gly

tat
Tyr

age
Ser
315

999
Gly

gac
Asp

acc
Thr

gac
Asp

ctg
Leu
395

cct
Pro

cge
Arg

ctg
Leu

gga
Gly

ata
Ile
475

ata

Ile

cat
His

tge
Cys

Met

aaa
Lys

gtg
Val
300

tat
Tyr

cect
Pro

tca
Ser

tce
Ser

tece
Ser
380

aaa
Lys

gaa
Glu

gge
Gly

aac
Asn

gat
Asp
460

aac

Asn

age
Ser

gee
Ala

gte
val
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Leu

tac
Tyr
285

gtg
Val

gag
Glu

tgc
Cys

cte
Leu

ate
Ile
365

tte
Phe

ace
Thr

aac
Asn

agg
Arg

ata
Ile
445

gtg
Val

tgg
Trp

aac
Asn

ttg
Leu

tet
Ser

Tyr
270

age
Ser

aca
Thr

atg
Met

cge
Arg

tce
Ser
350

agt
Ser

aca
Thr

gta
val

agg
Arg

acc
Thr
430

aca
Thr

ata
Ile

aaa
Lys

aga
Arg

tge
Cys
510

tge
Cys

Asn

ttt
Phe

gat
Asp

gag
Glu

aaa
Lys
335

ata
Ile

gge
Gly

cat
His

aag
Lys

acg
Thr
415

aag
Lys

tecc
Ser

att
Ile

aaa
Lys

ggt
Gly
495

tece

Ser

cgg
Arg

1106

1154

1202

1250

1298

1346

1394

1442

1490

1538

1586

1634

1682

1730

1778

1826



aat
Asn

ggt
Gly

cca
Pro
560

cca
Pro

gte
Val

tgg
Trp

tgc
Cys

ggg
Gly
640

ttg
Leu

cac
His

ctt
Leu

ttg
Leu

tce
Ser
720

gag
Glu

tct
Ser

age
Ser

gte
val

gag
Glu
545

gag
Glu

gac
Asp

aag
Lys

aag
Lys

acc
Thr
625

cct
Pro

ctg
Leu

ate
Ile

gtg
val

agg
Arg
705

ggt
Gly

aaa
Lys

ccg
Pro

gtg
val

agc
Ser
530

cca
Pro

tgc
Cys

aac
Asn

acc
Thr

tac
Tyr
610

tac
Tyr

aag
Lys

ctg
Leu

gtt
Val

gag
Glu
690

atc
Ile

gcg
Ala

gtt
val

aaa
Lys

gac
Asp
770

515

cga
Arg

agg
Arg

ctg
Leu

tgt
Cys

tgc
Cys
595

gca
Ala

gga
Gly

atc
Ile

gtg
val

cgg
Arg
675

cct
Pro

ttg
Leu

tte
Phe

aaa
Lys

gee
Ala
755

aac
Asn

ggc
Gly

gag
Glu

cct
Pro

ate
Ile
580

ccg
Pro

gac
Asp

tgc
Cys

ccg
Pro

gtg
val
660

aag
Lys

ctt
Leu

aag
Lys

gge
Gly

att
Ile
740

aac

Asn

cce
Pro

agg
Arg

ttt
Phe

cag
Gln
565

cag
Gln

geca
Ala

gce
Ala

act
Thr

tece
Ser
645

gcc
Ala

cge
Arg

aca
Thr

gaa
Glu

acg
Thr
725

cce
Pro

aag
Lys

cac
His

gaa
Glu

gtg
val
550

gce
Ala

tgt
Cys

gga
Gly

ggc
Gly

g99
Gly
630

atc
Ile

ctg
Leu

acg
Thr

cece
Pro

act
Thr
710

gtg
Val

gte
val

gaa
Glu

gtg
Val

tgc
Cys
535

gag
Glu

atg
Met

gcec
Ala

gte
Val

cat
His
615

cca
Pro

gce
Ala

999
Gly

ctg
Leu

agt
Ser
695

gaa
Glu

tat
Tyr

gct
Ala

atc
Ile

tge
Cys
775

520

gtg
val

aac
Asn

aac
Asn

cac
His

atg
Met
600

gtg
Val

ggt
Gly

act
Thr

atc
Ile

cgg
Arg
680

gga
Gly

tte
Phe

aag
Lys

ate
Ile

cte
Leu
760

cge
Arg

ES 2741574 T3

gac
Asp

tect
Ser

ate
Ile

tac
Tyr
585

gga
Gly

tge
Cys

ctt
Leu

gg99
Gly

gge
Gly
665

agg
Arg

gaa
Glu

aaa
Lys

gga
Gly

aag
Lys
745

gat
Asp

ctg
Leu

aag
Lys

gag
Glu

acc
Thr
570

att
Ile

gaa
Glu

cac
His

gaa
Glu

atg
Met
650

cte
Leu

ctg
Leu

gect
Ala

aag
Lys

cte
Leu
730

gaa

Glu

gaa
Glu

ctg
Leu

tge
Cys

tge
Cys
555

tge
Cys

gac
Asp

aac
Asn

ctg
Leu

gge
Gly
635

gtg
val

tte
Phe

ctg
Leu

cee
Pro

atc
Ile
715

tgg
Trp

tta
Leu

gee
Ala

ggc
Gly

aac
Asn
540

ata
Ile

aca
Thr

gge
Gly

aac
Asn

tge
Cys
620

tgt
Cys

ggg
Gly

atg
Met

cag
Gln

aac
Asn
700

aaa
Lys

ate
Ile

aga
Arg

tac
Tyr

ate
Ile
780

184

525

ctt
Leu

cag
Gln

gga
Gly

cece
Pro

ace
Thr
605

cat
His

cca
Pro

gee
Ala

cga
Arg

gag
Glu
685

caa
Gln

gtg
val

cca
Pro

gaa
Glu

gtg
Val
765

tgc
Cys

ctg
Leu

tge
Cys

cgg
Arg

cac
His
5390

ctg
Leu

cca
Pro

acg
Thr

cte
Leu

agg
Arg
670

agg

gct
Ala

ctg
Leu

gaa
Glu

gca
Ala
750

atg
Met

cte
Leu

gag
Glu

cac
His

gga
Gly
575

tgc
Cys

gtc
Val

aac
Asn

aat
Asn

cte
Leu
655

cgc
Arg

gag
Glu

cte
Leu

gge
Gly

ggt
Gly
735

aca
Thr

gee
Ala

acc
Thr

1874

1922

1970

2018

2066

2114

2162

2210

2258

2306

2354

2402

2450

2498

2546

2594



tece
Ser

gac
Asp
800

aac
Asn

cge
Arg

ceg
Pro

gcg
Ala

tgg
Trp
880

gat
Asp

tece
Ser

gag
Glu

tac
Tyr

aag
Lys
960

cag
Gln

cct
Pro

gac
Asp

tte

ace
Thr
785

tat
Tyr

tgg
Trp

ttg
Leu

cag
Gln

gaa
Glu
865

atg
Met

gte
Val

aag
Lys

aaa
Lys

atg
Met
945

tte
Phe

cge
Arg

aca
Thr

gac
Asp

age

gtg
Val

gte
Val

tgt
Cys

gtg
val

cat
His
850

gag
Glu

gca
Ala

tgg
Trp

cca
Pro

gga
Gly
930

ate

Ile

cgt
Arg

tac
Tyr

gac
Asp

gtg
val
1010

age

Phe Ser Ser

1025

cag
Gln

cgg
Arg

gtg
Val

cac
His
835

gte
Val

aaa
Lys

ttg
Leu

agce
Ser

tat
Tyr
915

gaa
Glu

atg
Met

gag
Glu

ctt
Leu

tce
Ser
995

gtg
Val

cce
Pro

cte
Leu

gaa
Glu

cag
Gln
820

cge
Arg

aag
Lys

gaa
Glu

gaa
Glu

tac
Tyr
900

gac
Asp

cge
Arg

gte
val

ttg
Leu

gtc
vVal
980

aac

Asn

gat
Asp

tece
Ser

atc
Ile

cac
His
805

ate
Ile

gac
Asp

atec
Ile

tac
Tyr

teca
Ser
885

gg99
Gly

gga
Gly

cte
Leu

aag
Lys

atc
Ile
965

att
Ile

tte
Phe

gce
Ala

acg

acg
Thr
790

aaa
Lys

gca
Ala

ctg
Leu

aca
Thr

cat
His
870
att
Ile

gtg
Val

ate
Ile

cct
Pro

tgce
Cys
950

ate
Ile

cag
Gln

tac
Tyr

gac
Asp

tca

cag
Gln

gac
Asp

aag
Lys

geca
Ala

gat
Asp
855

geca
Ala

tta
Leu

act
Thr

cct
Pro

cag
Gln
935

tgg
Trp

gaa
Glu

ggag
Gly

cgt
Arg

gag
Glu
1015

cgg

Thr Ser Arg

1030

cte
Leu

aat
Asn

gge
Gly

gee
Ala
840

ttt
Phe

gaa
Glu

cac
His

gtt
Val

gcc
Ala
920

cca

Pro

atg
Met

tte
Phe

gat
Asp

gce
Ala

1000

tac
Tyr

act
Thr
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atg
Met

att
Ile

atg
Met
825

agg
Arg

999
Gly

gga
Gly

aga
Arg

tgg
Trp
905

age
Ser

cce
Pro

ata
Ile

tece
Ser

gaa
Glu
985

ctg
Leu

cte
Leu

cce
Pro

cce
Pro

gge
Gly
810

aac
Asn

aac
Asn

ctg
Leu

ggce
Gly

ate
Ile
890

gag
Glu

gag
Glu

ata
Ile

gac
Asp

aaa
Lys
970

aga

Arg

atg
Met

atc
Ile

tte
Phe
795

tece
Ser

tac
Tyr

gta
Val

gee
Ala

aaa
Lys
8175

tat
Tyr

ttg
Leu

ate
Ile

tgt
Cys

gca
Ala
955

atg
Met

atg
Met

gat
Asp

cca
Pro

gge
Gly

cag
Gln

ttg
Leu

ctg
Leu

aaa
Lys
860

gtg
Val

ace
Thr

atg
Met

tece
Ser

acc
Thr
940

gat
Asp

gce
Ala

cat
His

gaa
Glu

cag
Gln
1020

cte ctg age
Leu Leu Ser

1035

18

5

tge
Cys

tac
Tyr

gag
Glu

gtg
val

845

ctg
Leu

cct
Pro

cac
His

acce
Thr

tece
Ser
925

atc
Ile

agt
Ser

cga
Arg

ttg
Leu

gaa
Glu
1005

cag

Gln

tect
Ser

cte
Leu

ctg
Leu

gac
Asp
830

aaa
Lys

ctg
Leu

ate
Ile

cag
Gln

ttt
Phe
910

ate
Ile

gat
Asp

cge
Arg

gac
Asp

cca
Pro
990

gac

Asp

ggc
Gly

ctg
Leu

ctg
Leu

cte
Leu
815

cgt
Arg

aca
Thr

ggt
Gly

aag
Lys

agt
Ser
895

gga
Gly

ctg
Leu

gte
val

cca
Pro

cce
Pro
975

agt

Ser

atg
Met

tte
Phe

agt
Ser

2642

2690

2738

2786

2834

2882

2930

2978

3026

3074

3122

3170

3218

3266

3314

3362



gca acc
Ala Thr
1040

caa
Gln

agce
Ser

tgt ccc
Cys Pro
1

gac
Asp

cce
Pro

aca ggc

1075

cca
Pro

gtg cct
Val Pro
1090

gaa
Glu

aat
Asn

tct gtg
Ser Val
1105

cag
Gln

agc aga
Ser Arg
1120

gac
Asp

cca
Pro

age aac aat tec
Ser Asn Asn Ser
1045

atec
Ile
060

gce

Thr Gly Ala

tac
Tyr

cct
Pro
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acc
Thr

gtg gct
Val Ala

aag
Lys

gaa
Glu

gac agc
Asp Ser

tge att
Cys Ile
1050

tte
Phe

ttg
Leu

1065

act
Thr

ttg
Leu

gag gac
Glu Asp
1080

ata
Ile

aac cag tcc
Asn Gln Ser
1095

aat
Asn

gte tat
Val Tyr
1110

cac
His

cac tac
His Tyr
1125

cag
Gln

gac
Asp

cce
Pro

ata
Ile

age
Ser

gtt
val

cce
Pro

cct
Pro

cag
Gln

cac agc
His Ser
1130

gat
Asp

cag
Gln

cga tac
Arg Tyr

aga aat ggg ctg
Arg Asn Gly Leu

1055

agce
Ser

1070

gac
Asp

gac acc
Asp Thr
1085

aaa agg
Lys Arg
1100

cce
Pro

ctg
Leu
1115

aac
Asn

cce
Pro

act
Thr

gca
Ala

gtg
vVal

tte
Phe

gct
Ala

gcg
Ala

gge
Gly

teca
Ser

ctc
Leu

ggc
Gly

cce
Pro

aac
Asn

1135

cce
Pro

tat
Tyr

ctc aac
Leu Asn

gag
Glu

act
Thr

gte
Val

cag
Gln

cce ace tgt
Pro Thr Cys

gte
val

aac
Asn

agc aca
Ser Thr

1

gac
Asp

age
Ser

cct gee
Pro Ala
1155

gac
Asp

aac cct gac
Asn Pro Asp
1170

ttt
Phe

aat ggc atc
Asn Gly Ile
1185

caa
Gln

gte gecg cca
Val Ala Pro
1200

<210> 512
<211>1210
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 512

Met
1
Ala Leu
20

Gly Thr
35

Ser
50

Leu

Leu Glu

65

140
cac

His

tac
Tyr

1145

tgg
Trp

gce
Ala

cag aaa
Gln Lys
1160

cag
Gln

cag gac ttc
Gln Asp Phe

ggc
Gly

age
Ser

ttt
Phe

cece
Pro

1150

caa att
Gln Ile
1165

cac
His

aag gaa
Lys Glu

gce
Ala

1175

aag
Lys

ggc tecc aca
Gly Ser Thr
1190

age agt gaa ttt
Ser Ser Glu Phe
1205

Arg Pro Ser Gly Thr Ala Gly

5

Cys Pro Ala Ser Arg Ala

Ser Asn Lys Leu Thr Gln

40

Leu Gln Arg Met Phe Asn

55

Ile Thr Tyr Val Gln Arg

70

gct
Ala

att
Ile

Ala

Leu

25

Leu

Asn

Asn

1180

gaa
Glu

aat gca gaa
Asn Ala Glu
1195

gga gca tga
Gly Ala
1210

Ala Leu Leu Ala

10

Glu Glu Lys Lys

Glu
45

Gly Thr Phe

Cys Glu Val val

60

Tyr Asp Leu Ser

75

186

tac
Tyr

Leu

vVal

30

Asp

Leu

Phe

agc
Ser

aag
Lys

cta
Leu

Leu

15
Cys
His

Gly

Leu

tte
Phe

ctg
Leu

cca
Pro

agg
Arg

Ala

Gln

Phe

Asn

Lys
80

3410

3458

3506

3554

3602

3650

3698

3746

3794

3842

3878
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Thr Ile Gln Glu Val Ala Gly Tyr Val Leu Ile Ala Leu Asn Thr Val
Glu Arg Ile Pro Leu Glu Asn Leu Gln Ile Ile Arg Gly Asn Met Tyr
100 105 110

Tyr Glu Asn Ser Tyr Ala Leu Ala Val Leu Ser Asn Tyr Asp Ala Asn
115 120 125

Lys Thr Gly Leu Lys Glu Leu Pro Met Arg Asn Leu Gln Glu Ile Leu
130 135 140

His Gly Ala Val Arg Phe Ser Asn Asn Pro Ala Leu Cys Asn Val Glu
145 150 155 160

Ser Ile Gln Trp Arg Asp Ile Val Ser Ser Asp Phe Leu Ser Asn Met
165 170 175

Ser Met Asp Phe Gln Asn His Leu Gly Ser Cys Gln Lys Cys Asp Pro
180 185 190

Ser Cys Pro Asn Gly Ser Cys Trp Gly Ala Gly Glu Glu Asn Cys Gln
195 200 205

Lys Leu Thr Lys Ile Ile Cys Ala Gln Gln Cys Ser Gly Arg Cys Arg
210 215 220

Gly Lys Ser Pro Ser Asp Cys Cys His Asn Gln Cys Ala Ala Gly Cys
225 230 235 240

Thr Gly Pro Arg Glu Ser Asp Cys Leu Val Cys Arg Lys Phe Arg Asp
245 250 255

Glu Ala Thr Cys Lys Asp Thr Cys Pro Pro Leu Met Leu Tyr Asn Pro
260 265 270

Thr Thr Tyr Gln Met Asp Val Asn Pro Glu Gly Lys Tyr Ser Phe Gly
275 280 285

Ala Thr Cys Val Lys Lys Cys Pro Arg Asn Tyr Val Val Thr Asp His
290 295 300

Gly Ser Cys Val Arg Ala Cys Gly Ala Asp Ser Tyr Glu Met Glu Glu
305 310 315 320

Asp Gly Val Arg Lys Cys Lys Lys Cys Glu Gly Pro Cys Arg Lys Val
325 330 335

Cys Asn Gly Ile Gly Ile Gly Glu Phe Lys Asp Ser Leu Ser Ile Asn
340 345 350

Ala Thr Asn Ile Lys His Phe Lys Asn Cys Thr Ser Ile Ser Gly Asp
355 360 365

Leu His Ile Leu Pro Val Ala Phe Arg Gly Asp Ser Phe Thr His Thr
370 375 380

Pro Pro Leu Asp Pro Gln Glu Leu Asp Ile Leu Lys Thr Val Lys Glu
385 390 395 400

Ile Thr Gly Phe Leu Leu Ile Gln Ala Trp Pro Glu Asn Arg Thr Asp
405 410 415

Leu His Ala Phe Glu Asn Leu Glu Ile Ile Arg Gly Arg Thr Lys Gln

187



His

Gly

Gly

465

Phe

Asn

Glu

Val

Glu

545

Glu

Asp

Lys

Lys

Thr

625

Pro

Leu

Ile

val

Arg

705

Gly

Lys

Pro

Gly

Leu

450

Asn

Gly

Ser

Gly

Ser

530

Pro

Cys

Asn

Thr

Tyr

610

Tyr

Lys

Leu

Val

Glu

690

Ile

Ala

val

Lys

Gln

435

Arg

Lys

Thr

Cys

Cys

515

Arg

Arg

Leu

Cys

Cys

595

Ala

Gly

Ile

val

Arg

675

Pro

Leu

Phe

Lys

Ala
755

420

Phe

Ser

Asn

Ser

Lys

500

Trp

Gly

Glu

Pro

Ile

580

Pro

Asp

Cys

Pro

val

660

Lys

Leu

Lys

Gly

Ile

740

Asn

Ser

Leu

Leu

Gly

485

Ala

Gly

Arg

Phe

Gln

565

Gln

Ala

Ala

Thr

Ser

645

Ala

Arg

Thr

Glu

Thr

725

Pro

Lys

Leu

Lys

Cys

470

Gln

Thr

Pro

Glu

Val

550

Ala

Cys

Gly

Gly

Gly

630

Ile

Leu

Thr

Pro

Thr

710

val

val

Glu

Ala

Glu

455

Tyr

Lys

Gly

Glu

Cys

535

Glu

Met

Ala

val

His

615

Pro

Ala

Gly

Leu

Ser

695

Glu

Tyr

Ala

Ile

Val

440

Ile

Ala

Thr

Gln

Pro

520

Val

Asn

Asn

His

Met

600

Val

Gly

Thr

Ile

Arg

680

Gly

Phe

Lys

Ile

Leu
760

425

Vval

Ser

Asn

Lys

val

505

Arg

Asp

Ser

Ile

Tyr

585

Gly

Cys

Leu

Gly

Gly

665

Arg

Glu

Lys

Gly

Lys

745

Asp

ES 2741574 T3

Ser Leu Asn
Asp Gly Asp
460

Thr Ile Asn
475

Ile Ile Ser
490

Cys His Ala

Asp Cys Val

Lys Cys Asn

540

Glu Cys Ile
555

Thr Cys Thr
570

Ile Asp Gly

Glu Asn Asn

His Leu Cys

620

Glu Gly Cys
635

Met Val Gly
650

Leu Phe Met

Leu Leu Gln

Ala Pro Asn
700

Lys Ile Lys
715

Leu Trp Ile
730

Glu Leu Arg

Glu Ala Tyr

Ile

445

Val

Trp

Asn

Leu

Ser

525

Leu

Gln

Gly

Pro

Thr

605

His

Pro

Ala

Arg

Glu

685

Gln

Val

Pro

Glu

Vval
765

188

430

Thr

Ile

Lys

Arg

Cys

510

Cys

Leu

Cys

Arg

His

590

Leu

Pro

Thr

Leu

Arg

670

Arg

Ala

Leu

Glu

Ala

750

Met

Ser

Ile

Lys

Gly

495

Ser

Arg

Glu

His

Gly

575

Cys

val

Asn

Asn

Leu

655

Arg

Glu

Leu

Gly

Gly

735

Thr

Ala

Leu

Ser

Leu

480

Glu

Pro

Asn

Gly

Pro

560

Pro

val

Trp

Cys

Gly

640

Leu

His

Leu

Leu

Ser

720

Glu

Ser

Ser



Val Asp
770

Thr val
785

Tyr Val

Trp Cys

Leu Val

Gln His
850

Glu Glu
865

Met Ala

Val Trp

Lys Pro

Lys Gly

930

Met Ile
945

Phe Arg

Arg Tyr

Thr Asp

Asp Val
1010

Ser Ser
1025

Thr Ser

Ser Cys

Pro Thr

Val Pro

1090

Val Gln
1105

Asn

Gln

Arg

val

His

835

val

Lys

Leu

Ser

Tyr

915

Glu

Met

Glu

Leu

Ser

995

val

Pro

Asn

Pro

Gly

1075

Glu

Asn

Pro

Leu

Glu

Gln

820

Arg

Lys

Glu

Glu

Tyr

9200

Asp

Arg

Val

Leu

Val

980

Asn

Asp

Ser

Asn

Ile

1060

Ala

Tyr

Pro

His

Ile

His

805

Ile

Asp

Ile

Tyr

Ser

885

Gly

Gly

Leu

Lys

Ile

965

Ile

Phe

Ala

Thr

Ser

1045

Lys

Leu

Ile

Val

Thr

790

Lys

Ala

Leu

Thr

His

870

Ile

Val

Ile

Pro

Cys

950

Ile

Gln

Tyr

Cys

775

Gln

Asp

Lys

Ala

Asp

855

Ala

Leu

Thr

Pro

Gln

935

Trp

Glu

Gly

Arg
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Arg Leu Leu Gly Ile Cys
780

Leu Met Pro Phe Gly Cys
795

Asn Ile Gly Ser Gln Tyr
810

Gly Met Asn Tyr Leu Glu
825

Ala Arg Asn Val Leu Val
840 845

Phe Gly Leu Ala Lys Leu
860

Glu Gly Gly Lys Val Pro
875

His Arg Ile Tyr Thr His
890

Val Trp Glu Leu Met Thr
905

Ala Ser Glu Ile Ser Ser
920 925

Pro Pro Ile Cys Thr Ile
940

Met Ile Asp Ala Asp Ser
955

Phe Ser Lys Met Ala Arg
970

Asp Glu Arg Met His Leu
985

Ala Leu Met Asp Glu Glu
1000 1005

Asp Glu Tyr Leu Ile Pro Gln Gln

Ser

1030

Thr

Glu

Thr

1015

Arg

val

1020

Thr Pro Leu Leu Ser Ser
1035

Ala Cys Ile Asp Arg Asn
1050

Leu

Leu

Leu

Asp

830

Lys

Leu

Ile

Gln

Phe

910

Ile

Asp

Arg

Asp

Pro

990

Asp

Gly

Leu

Gly

Asp Ser Phe Leu Gln Arg Tyr Ser

Glu

1065

Asp Ser Ile Asp Asp Thr
1080 1085

Asn Gln Ser Val Pro Lys Arg Pro

1095

1100

Val Tyr His Asn Gln Pro Leu Asn Pro

1110

1115

189

1070

Phe

Ala

Ala

Thr

Leu

Leu

815

Arg

Thr

Gly

Lys

Ser

895

Gly

Leu

Val

Pro

Pro

975

Ser

Met

Phe

Ser

Leu

1055

Ser

Leu

Gly

Pro

Ser

Asp

800

Asn

Arg

Pro

Ala

Trp

880

Asp

Ser

Glu

Tyr

Lys

960

Gln

Pro

Asp

Phe

Ala

1040

Gln

Asp

Pro

Ser

Ser
1120
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20

25
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Arg Asp Pro His Tyr Gln Asp Pro His Ser Thr Ala Val Gly Asn Pro

1125

1130

Glu Tyr Leu Asn Thr Val Gln Pro Thr Cys Val Asn Ser Thr

1140

1145

1150

Ser Pro Ala His Trp Ala Gln Lys Gly Ser His Gln Ile Ser

1155 1160

1165

Asn Pro Asp Tyr Gln Gln Asp Phe Phe Pro Lys Glu Ala Lys

1170 1175

1180

Gly Ile Phe Lys Gly Ser Thr Ala Glu Asn Ala Glu Tyr Leu

1185 1190

1195

Ala Pro Gln Ser Ser Glu Phe Ile Gly Ala

1205
<210> 513
<211> 25
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 513
cagatttggc tcgacctgga catag 25
<210> 514
<211> 22
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 514
cagctgatct caaggaaaca gg 22
<210> 515
<211> 24
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 515
gtattatcag tcactaaagc tcac 24
<210> 516
<211> 22
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 516
cacacttcaa gtggaattct gc 22
<210> 517
<211> 19
<212> ADN

1210

190

1135

Phe Asp

Leu Asp

Pro Asn

Arg Val
1200
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35

<213> Homo sapiens

<400> 517

tgcattaggg ttcaactgg 19

<210> 518

<211> 26

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 518

ccttctccga ggtggaattg agtgac
<210> 519

<211> 26

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 519

gctaattgcg ggactcttgt tcgcac
<210> 520

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 520

tacatgcttt tctagtggtc ag
<210> 521

<211>25

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 521

ggtctcaagt gattctacaa accag
<210> 522

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 522

ccttcaccta ctggttcaca tetg
<210> 523

<211> 26

<212> ADN

<213> Homo sapiens

ES 2741574 T3
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<400> 523

catggtttga cttagtttga atgtgg 26
<210> 524

<211> 27

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 524

ggatactaaa gatactttgt caccagg 27
<210> 525

<211> 26

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 525

gaacactagg ctgcaaagac agtaac 26
<210> 526

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 526

ccaagcaagg caaacacatc cacc 24
<210> 527

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 527

ggaggatgga gcctitccat cac 23
<210> 528

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 528

gaagaggaag atgtgttcct ttgg 24
<210> 529

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 529
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gaatgaagga tgatgtggca gtgg
<210> 530

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 530

caaaacatca gccattaacg g
<210> 531

<211> 26

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 531

ccacttactg ttcatataat acagag
<210> 532

<211>25

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 532

catgtgagat agcatttggg aatgc
<210> 533

<211> 26

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 533

catgacctac catcattgga aagcag

<210> 534

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 534

gtaatttcac agttaggaat ¢
<210> 535

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 535

gtcacccaag gtcatggagc acagg

ES 2741574 T3
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<210> 536

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 536

cagaatgcct gtaaagctat aac 23
<210> 537

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 537

gtcctggagt cccaactcect tgac 24
<210> 538

<211>25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 538

ggaagtggct ctgatggeeg tcetg 25
<210> 539

<211> 27

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 539

ccactcacac acactaaata ttttaag 27
<210> 540

<211> 27

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 540

gaccaaaaca ccttaagtaa ctgactc 27
<210> 541

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 541

ccaatccaac atccagacac atag 24

<210> 542
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<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 542

ccagagccat agaaacttga tcag
<210> 543

<211> 29

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 543

gtatggacta tggcacttca attgcatgg
<210> 544

<211>28

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 544

ccagagaaca tggcaaccag cacaggac
<210> 545

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 545

caaatgagct ggcaagtgcc gtgtc
<210> 546

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 546

gagtttccca aacactcagt gaaac
<210> 547

<211>25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 547

gcaatatcag ccttaggtgce ggctc
<210> 548

<211> 26

24

25

25

25

29

28

ES 2741574 T3
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<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 548

catagaaagt gaacatttag gatgtg
<210> 549

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 549

ccatgagtac gtattttgaa actc
<210> 550

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 550

catatcccca tggcaaactc ttge
<210> 551

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 551

ctaacgttcg ccagccataa gtcc
<210> 552

<211> 26

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 552

gctgcgagct cacccagaat gtctgg
<210> 553

<211>25

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 553

gacgggtcct ggggtgatct ggcte
<210> 554

<211> 3866

<212> ADN

26

24

24

24

26

25

ES 2741574 T3
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<213> Homo sapiens

<400> 554

cceggegeag
ccgaggcggce
ggccaccteg
cacggcceccce
cagcgatgeg
gcceggegag
cgecagttggg
aggtggtcct
taaagaccat
ttcctttgga
tagcagtctt
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge
gctcegggeg
gctgecacagg
cgtgcaagga
tgaacccecga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttcac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtecgtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgccatee
atgggcctaa
tggtggecct
tgcggagget
ccaaccaagce
gcteeggtge
aaattccegt
cctacgtgat
cctccaccegt
gggaacacaa
agggcatgaa
tactggtgaa
gtgcggaaga
tggaatcaat
ctgtttggga
tctectecat
tctacatgat
agttgatcat
gggatgaaag
atgaagaaga
tcttecagecag
acaattccac

acagcttctt
acgacacctt
getetgtgea
cacactacca
agcccacctg
accaaattag
caaatggcat
aaagcagtga

<210> 555

cgcggcecgea
cggagtcceg
tcggegtecg
tgactcegte
acccteeggg
tecgggetcetg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgeat
ccagtggcegg
ccacctggge
aggagaggag
ctgeecgtgge
ccececgggag
cacctgecce
gggcaaatac
agatcacggce
cgteccgecaag
tggtgaattt
cacctecatce
acatactcect
agggtttttg
cctagaaatc
cctgaacata
aatttcagga
gacctceceggt
aggccaggtce
ctgegtetet
ggagggtgag
cctgectecag
tgceccactac
aaacaacacc
aaactgcacc
gatccegtece
ggggatcgge
gctgcaggag
tectettgagg
gtteggcacg
cgctatcaag
ggccagegtg
gcagctcate
agacaatatt
ctacttggag
aacaccgcag
gaaagaatac
tttacacaga
gttgatgacc
cctggagaaa
catggtcaag
cgaattctcc
aatgcatttg
catggacgac
ccectecacg
cgtggcttge

gcagcgatac
ccteccagtg
gaatcectgte
ggacccceac
tgtcaacagc
cetggacaac
ctttaagggc
atttattgga

gcagccteeg
agctagccce
ccegagtece
cagtattgat
acggeccgggg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
getggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcgeegtge
gacatagtca
agctgccaaa
aactgccaga
aagtccccca
agcgactgece
ccactcatge
agctttggtg
tegtgegtcee
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatce
cctetggate
ctgattcagg
atacgceggea
acatccettgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgccatgect
tgceggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggcce
ctggtctgga
tacggatgca
atcgeccactg
ctecttecatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
gaaccatcte
gacaaccccee
acgcagctca
ggctceccagt
gaccgteget
catgtcaaga
catgcagaag
atctatacce
tttggatcca
ggagaacgcce
tgctggatga
aaaatggccc
ccaagtccta
gtggtggatg
tcacggacte
attgatagaa

agctcagacc
cctgaataca
tatcacaate
agcactgcag
acattcgaca
cetgactace
tecacagetg
gcatga
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ccececcgeac
ggcggecgece
cgectegeecg
cgggagagce
cagegetect
aagtttgcca
tcagccteca
atgtgcagag
tcctecattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatcc
aactgaccaa
gtgactgetg
tggtctgecg
tctacaaccce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggece
tcteccataaa
tccacatcct
cacaggaact
cttggectga
ggaccaagca
gattacgete
tgtgctatge
aaattataag
tgtgectccce
tcageccgagg
ttgtggagaa
tcacctgcac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgcca
tggagcectet
aaactgaatt
gactctggat
cgaaagccaa
acgtgtgeccg
tgceccttegg
acctgcetcaa
tggtgcaccg
tcacagattt
gaggcaaagt
accagagtga
agccatatga
tcccteagee
tagacgcaga
gagacccceca
cagactccaa
ccgacgagta
ccctectgag
atgggctgca

ccacaggcge
taaaccagtc
agcectetgaa
tgggcaacce
gccctgeeca
agcaggactt
aaaatgcaga

ggtgtgagcg
gcecgeccaga
ccaacgccac
ggagcgagct
ggcgcetgetg
aggcacgagt
gaggatgttc
gaattatgat
cctcaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgee
tctcagcaac
aagctgtccce
aatcatctgt
ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgccgecaaa
tgctacgaat
gccggtggea
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge
cagggaatgce
ctetgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgeceggecat
tcttgaagge
ggccectecte
catcgttcegg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
caaggaaatc
cctgetggge
ctgectectyg
ctggtgtgtg
cgacctggca
tgggctggec
gectatcaag
tgtctggage
cggaatccct
acccatatgt
tagtcgecca
gcgctaccett
cttctaccgt
cctecatcecca
ctetetgagt
aagctgtcce

cttgactgag
cgtteccaaa
cceegegeee
cgagtatcte
ctgggcccag
cttteccaag
atacctaagg
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ccecgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgeg
ctteggggag
gcectgegetet
aacaagctca
aataactgtg
ctttecttet
gtggagcgaa
tcctatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagct
gcccagcagt
tgtgctgecag
gacgaagcca
cagatggatg
ccecgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gacctccatg
ttttetettg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggcccegg
gtggacaagt
atacagtgcece
ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccace
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacgce
ggagaagctce
aaagtgctgg
gagaaagtta
ctegatgaag
atctgectea
gactatgtce
cagatcgcaa
gccaggaacyg
aaactgctgg
tggatggcat
tacggggtga
gccagcecgaga
accatcgatg
aagttcegtg
gtcattcagg
gcectgatgg
cagcagggct
gcaaccagca
atcaaggaag

gacagcatag
aggcccgetg
agcagagacce
aacactgtcce
aaaggcagcc
gaagecaage
gtecgegecac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420

3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3866
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<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 555

caggactaca gaaatgtagg tttc
<210> 556

<211> 26

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 556

gtgcctgcect taagtaatgt gatgac
<210> 557

<211>25

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 557

gactggaagt gtcgcatcac caatg
<210> 558

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 558

ggtttaataa tgcgatctgg gacac
<210> 559

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 559

gcagctataa tttagagaac caagg
<210> 560

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 560

aaaattgact tcatttccat g
<210> 561

<211> 22

ES 2741574 T3
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<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 561

cctagttgct ctaaaactaa cg 22
<210> 562

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 562

ctgtgaggcg tgacagccegt gcag 24
<210> 563

<211>25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 563

caacctacta atcagaacca gcatc 25
<210> 564

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 564

ccttcactgt gtctgcaaat ctge 24
<210> 565

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 565

cctgtcataa gtctccttgt tgag 24
<210> 566

<211>25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 566

cagtctgtgg gtctaagagc taatg 25
<210> 567

<211> 24

<212> ADN
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<213> Homo sapiens

<400> 567

caggaatggg tgagictctg tgtg 24
<210> 568

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 568

gtggaattct gcccaggect tic 23
<210> 569

<211>25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 569

gattctacaa accagccagc caaac 25
<210> 570

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 570

cctactggtt cacatctgac cctg 24
<210> 571

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 571

gtttgaatgt ggtttcgttg gaag 24
<210> 572

<211> 27

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 572

cittgtcacc aggcagaggg caatatc 27
<210> 573

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 573

gacagtaact tgggctttct gac
<210> 574

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 574

catccaccca aagactctce aag
<210> 575

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 575

ctgttcatat aatacagagt ccctg
<210> 576

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 576

gagagatgca ggagctctgt gc
<210> 577

<211>25

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 577

gcagtttgta gtcaatcaaa ggtgg
<210> 578

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 578

gtaatttaaa tgggaatagc cc
<210> 579

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 579
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caactccttg accattacct caag
<210> 580

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 580

gatggccgtc ctgcccacac agg
<210> 581

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 581

gagtagttta gcatatattg c 21

<210> 582

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 582

gacagtcaga aatgcaggaa agc
<210> 583

<211> 26

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 583

caagtgcegt gtectggeac ccaage
<210> 584

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 584

ccaaacactc agtgaaacaa agag
<210> 585

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 585

ccttaggtgc ggctecacag ¢
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<210> 586

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 586

catttaggat gtggagatga gc
<210> 587

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 587

gaaactcaag atcgcattca tgc
<210> 588

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 588

gcaaactctt gctatcccag gag
<210> 589

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 589

cagccataag tcctcgacgt gg
<210> 590

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 590

catccteecce tgcatgtgtt aaac
<210> 591

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 591

gtaggtttct aaacatcaag aaac

<210> 592
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<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 592

gtgatgacat ttctccaggg atgc
<210> 593

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 593

catcaccaat gccticttta age
<210> 594

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 594

gctggagggt ttaataatge gate
<210> 595

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 595

gcaaacacac aggcacctgc tggc
<210> 596

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 596

catgtgagtt tcactagatg g
<210> 597

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 597

gaccggacga caggccacct cgtc
<210> 598

<211>25
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<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 598

gaagaacgaa acgtcccgtt cctee 25
<210> 599

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 599

gttgagcact cgtgtgcatt agg 23
<210> 600

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 600

ctcagtgcac gtgtactggg ta 22
<210> 601

<211> 35

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 601

gttcactggg ctaattgcgg gactcttgtt cgcac
<210> 602

<211> 28

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 602

ggtaaataca tgcttttcta gtggtcag 28

<210> 603

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 603

ggaggatgga gcctitccat cac 23
<210> 604

<211> 24

<212> ADN
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<213> Homo sapiens
<400> 604

gaagaggaag atgtgttcct ttgg
<210> 605

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 605

gaatgaagga tgatgtggca gtgg
<210> 606

<211>25

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 606

gtatgtgtga aggagtcact gaaac
<210> 607

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 607

ggtgagtcac aggttcagtt gc
<210> 608

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 608

caaaacatca gccattaacg g
<210> 609

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 609

gtagccagca tgtetgtgtc ac
<210> 610

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

24

22

21

22

24

25
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<400> 610

cagaatgcct gtaaagctat aac
<210> 611

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 611

catttggctt tccccactea cac
<210> 612

<211> 27

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 612

gaccaaaaca ccttaagtaa ctgactc
<210> 613

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 613

gaagctacat agtgtctcac tttcc
<210> 614

<211>25

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 614

cacaactgct aatggcccgt teteg
<210> 615

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 615

gctectgcetce cctgtcataa gic
<210> 616

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 616

23

23

25

23

25

27
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gaagtcctgc tggtagtcag ggttg
<210> 617

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 617

ctgcagtggg caaccccgag tate
<210> 618

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 618

tgtgggtcta agagctaatg 20

<210> 619

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 619

gacaggccac ctegteggeg tc
<210> 620

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 620

cagctgatct caaggaaaca gg
<210> 621

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 621

ctcgtgtgcea ttagggttca actgg
<210> 622

<211> 26

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 622

ccttctccga ggtggaattg agtgac
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<210> 623

<211> 26

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 623

gctaattgcg ggactcttgt tcgcac 26
<210> 624

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 624

tacatgctit tctagtggic ag 22
<210> 625

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 625

cctttccate accectcaag agg 23
<210> 626

<211>25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 626

gatgtgttcc titggaggtg gcatg 25
<210> 627

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 627

gatgtggcag tggcggttcc ggtg 24
<210> 628

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 628

ggagtcactg aaacaaacaa cagg 24

<210> 629
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<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 629

ggttcagttg cttgtataaa g 21
<210> 630

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 630

ccattaacgg taaaatttca gaag 24
<210> 631

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 631

ccaaggtcat ggagcacagg 20
<210> 632

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 632

ctgtaaagct ataacaacaa cctgg 25
<210> 633

<211> 27

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 633

ccactcacac acactaaata ttttaag 27
<210> 634

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 634

gtaactgact caaatacaaa ccac 24
<210> 635

<211>25
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<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 635
gaagctacat agtgtctcac tttcc
<210> 636

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 636

ctgctaatgg ccegttcteg
<210> 637

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 637

cctgtcataa gtctecttgt tgag
<210> 638

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 638
ggtagtcagg gttgtccagg
<210> 639

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 639

cgagtatctc aacactgtcc age
<210> 640

<211>25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 640

ctaagagcta atgcgggcat ggctg

<210> 641
<211> 372
<212> ADN
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<213> Homo sapiens

<400> 641

gcaatatcag
gctggtaaca
aacgtcttee
attcecegteg
ctegatgtga
ttttetecatg
tcacttteta

<210> 642
<211> 415
<212> ADN

ccttaggtge
tccacccaga
ttctetetet
ctatcaagga
gtttetgett
tetggecaget
tg

<213> Homo sapiens

<400> 642

ctaacgtteg
accctgaatt
ctetgtttea
ccaggaacgt
aactgctggg
tttaggtcag
tgtttaacac

<210> 643
<211> 35
<212> ADN

ccagccataa
cggatgcaga
gggcatgaac
actggtgaaa
tgcggaagag
ccagcatttt
atgcagggga

<213> Homo sapiens

<400> 643

ggctccacag
tcactgggca
gtcataggga
attaagagaa
tgctgtgtgg
gctetgetet

gtecctegacyg
gcttettece
tacttggagg
acaccgcage
aaagaatacc
cctgacacca
ggatgcetcte

tatcaaggaa ttaagagaag caacatctcc gaaag

<210> 644
<211> 24
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 644

cgaaagccaa caaggaaatc ctcg

<210> 645
<211> 18
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 645

tgtaaaacga cggccagt

<210> 646
<211> 22
<212> ADN

24

18
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cccecagtgte
gcatgtggca
ctectggatee
gcaacatctce

gggtccatgg
agaccctget

tggagaggct
atgatgatct
accgtegett
atgtcaagat
atgcagaagg
gggaccaggc
cagacattct

35

cctecacctte
ccatctcaca
cagaaggtga
cgaaagccaa
ctetgaacct
catctecaca

cagagcctgg
gtcectcaca
ggtgcacege
cacagatttt
aggcaaagta
tgcecttcececa
gggtgagcte

212

ggggtgcatc
attgccagtt
gaaagttaaa
caaggaaatc
caggececace
tectaaatgt

catgaacatg
gcagggtctt
gacctggcag
gggctggeca
aggaggtgge
ctagctgtat
gcage
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<213> Homo sapiens
<400> 646

tggtctcaca ggaccactga tt
<210> 647

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 647

gaggccagtg ctgtctctaa gg
<210> 648

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 648

atgggacagg cactgatttg t
<210> 649

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 649

cagctctggc tcacactacc ag
<210> 650

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 650

gcagctggac tcgatttect
<210> 651

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 651

tgcccaatga gtcaagaagt gt
<210> 652

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

22

22

21

20

22

22
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<400> 652

cactcacgga tgctgcttag tt
<210> 653

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 653

tcagagcctg tgtttctacc aa
<210> 654

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 654

aaataatcag tgtgattcgt ggag
<210> 655

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 655

acttcacagc cctgcgtaaa ¢
<210> 656

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 656

gcagcgggtt acatcttctt tc
<210> 657

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 657

cctgaactce gtcagactga aa
<210> 658

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 658

22

22

24

21

22

22
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ccttacagca atcctgtgaa aca
<210> 659

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 659

atgtacagtg ctggcatggt ct
<210> 660

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 660
tccaaatgag ctggcaagtg
<210> 661

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 661

gtgcatcgct ggtaacatcc
<210> 662

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 662

atcgcattca tgcgtcttca
<210> 663

<211> 19

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 663
gctcagagcc tggcatgaa
<210> 664

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 664

tggctcgtcet gtgtgtgtca
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<210> 665

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 665
tgaagcaaat tgcccaagac
<210> 666

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 666
aagtgtcgca tcaccaatge
<210> 667

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 667

20

20

tcccaaacac tcagtgaaac aaa

<210> 668

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 668
tgtggagatg agcagggtct
<210> 669

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 669
atccccatgg caaactcttg
<210> 670

<211>19

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 670
catccteecce tgcatgtgt

<210> 671

20

20

19

23
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<211> 25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 671

cgaaagaaaa tacttgcatg tcaga
<210> 672

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 672

tgacatttct ccagggatgce 20
<210> 673

<211>19

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 673

atgcgatctg ggacacagg 19
<210> 674

<211> 16

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 674

aacagctatg accatg 16
<210> 675

<211> 26

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 675

caagtgcegt gtcctggeac ccaage
<210> 676

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 676

ccaaacactc agtgaaacaa agag
<210> 677

<211>25

25

26

24
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<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 677

gcacccaagc ccatgecgtg getge
<210> 678

<211> 26

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 678

gaaacaaaga gtaaagtaga tgatgg

<210> 679

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 679

caccttcaca atataccctc catg
<210> 680

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 680

gacagccgtg cagggaaaaa cc
<210> 681

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 681

gaaccagcat ctcaaggaga tctc
<210> 682

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 682

gagcacctgg cttggacact ggag
<210> 683

<211> 26

<212> ADN
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<213> Homo sapiens

<400> 683

gagcagccct gaactccgtc agactg
<210> 684

<211> 26

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 684

ctcagtacaa tagatagaca gcaatg
<210> 685

<211>25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 685

gacgggtcct ggggtgatct ggcte
<210> 686

<211> 26

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 686

ctcagtacaa tagatagaca gcaatg
<210> 687

<211> 26

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 687

cgtggagagg ctcagagcect ggcatg
<210> 688

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 688

cacagatttt gggcgggceea a
<210> 689

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 689

gctatcaaaa catctccgaa a 21
<210> 690

<211>35

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 690

ES 2741574 T3

tatcaaggaa ttaagagaag caacatctcc gaaag 35

<210> 691

<211> 29

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 691

agttaaaatt cccgtcgcta tcaaggaat
<210> 692

<211> 35

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 692

29

tatcaaggaa ttaagagaag caacatctcc gaaag 35

<210> 693

<211>29

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 693

aacatctccg aaagccaaca aggaaatcc
<210> 694

<211>35

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 694

29

tatcaaggaa ttaagagaag caacatctcc gaaag 35

<210> 695

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 695
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taaaattccc gtcgctatca a 21
<210> 696

<211>35

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 696

tatcaaggaa ttaagagaag caacatctcc gaaag
<210> 697

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 697

ccatctccga aagccaacaa ggaaa 25
<210> 698

<211>35

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 698

tatcaaggaa ttaagagaag caacatctcc gaaag
<210> 699

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 699

aattccegte getatcaagg aac 23
<210> 700

<211> 15

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 700

gggctggcca aactg 15

<210> 701

<211> 15

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 701

gggcgggceca aactg 15
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<210> 702

<211> 15

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 702

gggctggcca aactg 15

<210> 703

<211> 15

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 703

gggctggcca aacag 15

<210> 704

<211> 27

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 704

gatcaaagtg ctgggctccg gtgegtt 27
<210> 705

<211> 27

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> base_modificada

<222> (14)

<223> a, t, ¢, g, otro o desconocido
<400> 705

gatcaaagtg ctgngctccg gtgegtt 27
<210> 706

<211> 31

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 706

tcacagattt tgggctggec aaactgetgg g 31
<210> 707

<211> 31

<212> ADN
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<213> Homo sapiens

<220>

<221> base_modificada

<222> (16)

<223> a, t, ¢, g, otro o desconocido
<400> 707

tcacagattt tgggcnggcec aaactgcetgg g
<210> 708

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 708

tatcaaggaa ttaagagaag ¢ 21
<210> 709

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> base_modificada

<222> (17)

<223> a, t, ¢, g, otro o desconocido
<400> 709

tatcaaggaa ttaaganaag ¢ 21
<210> 710

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 710

tatcaaggaa ttaagagaag ca 22
<210> 711

<211> 27

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 711

cgtcgctatc aaggaattaa gagaage
<210> 712

<211> 20

27

31
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<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 712

cgctatcaag gaacaacatc 20

<210> 713

<211>19

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 713

sgatcaygga ascaacatc 19

<210> 714

<211> 28

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 714

aggaattaag agaagcaaca tctccgaa 28
<210> 715

<211> 28

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 715

aggaattaaa agaaaccaca tctctcat 28
<210> 716

<211> 28

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 716

aggaaccaag agaagccacg tattcgaa 28
<210> 717

<211> 37

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 717

tatcaaggaa ttaagagaag caacatctcc gaaagcc
<210> 718

<211>19

<212> ADN
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<213> Homo sapiens

<400> 718

tatcaaggtt ccgaaagcc

<210> 719
<211>19
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 719

tatcaaggtt ccgaaagcc

<210> 720
<211> 3867
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 720

cceggegeag
ccgaggegge
ggccaccteg
cacggccccce
cagcgatgeg
gcccggegag
cgcagttggg
aggtggtcct
taaagaccat
ttcectttgga
tagcagtcett
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge

gctceegggeg
gctgecacagg
cgtgcaagga
tgaaccececga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttcac
aggaaatcac

cgcggcecgea
cggagteceg
tcggegtceeg
tgactcegtce
accctecggg
tegggetcetg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgecat
ccagtggegg
ccacctggge
aggagaggag

ctgeecgtgge
ccececgggag
cacctgeccece
gggcaaatac
agatcacggce
cgtccgecaag
tggtgaattt
cacctccatc
acatactcct
agggtttttg

19

19

gcagccteceg
agctagececce
ccegagtece
cagtattgat
acggccgggg
gaggaaaaga
gatcattttce
gaaattacct
gctggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcgecgtge
gacatagtca
agctgccaaa
aactgccaga

aagtccccca
agcgactgece
ccactcatge
agctttggtg
tegtgegtcee
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatc
cctetggate
ctgattcagg
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ccecececgeac
ggcggecgece
cgcctegecg
cgggagagcce
cagegetect
aagtttgeca
tcagcctcecca
atgtgcagag
tccteattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatce
aactgaccaa

gtgactgetg
tggtctgecg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggcece
tcteccataaa
tccacatecct
cacaggaact
cttggectga

ggtgtgagcg
gcecgeccaga
ccaacgccac
ggagcgagcet
ggcgctgctg
aggcacgagt
gaggatgttc
gaattatgat
cctcaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgee
tctcageaac
aagctgtcce
aatcatctgt

ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgccgcaaa
tgctacgaat
gceggtggca
ggatattctg
aaacaggacyg

225

ccecgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgceg
ctteggggag
gctgegetet
aacaagctca
aataactgtg
ctttecttet
gtggagcgaa
tcctatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagct
gcecageagt

tgtgctgecag
gacgaagcca
cagatggatg
ccecgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gacctccatg

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9200

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500



cctttgagaa
cagtcgtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgccatcc
atgggcctaa
tggtggecet
tgcggagget
ccaaccaagce
gcteeggtge
aaattcccgt
gcctacgtga
accteccaceg
cgggaacaca
aagggcatga
gtactggtga
ggtgcggaag
ttggaatcaa
actgtttggg
atctecteca
gtctacatga
gagttgatca
ggggatgaaa
gatgaagaag
ttecttcageca
aacaattcca
gacagcttet
gacgacacct
ggctcectgtge
ccacactacc
cagcccacct
caccaaatta
ccaaatggca
caaagcagtg

<210> 721
<211> 3863
<212> ADN

cctagaaatce
cctgaacata
aatttcagga
gacctceggt
aggccaggte
ctgegtetet
ggagggtgag
cctgectecag
tgcccactac
aaacaacacc
aaactgecacc
gatccegtece
ggggatcgge
gctgcaggag
tetettgagg
gtteggeacyg
cgctatcaag
tggccagegt
tgcagctcat
aagacaatat
actacttgga
aaacaccgca
agaaagaata
ttttacacag
agttgatgac
tcctggagaa
tcatggtcaa
tcgaattcte
gaatgcattt
acatggacga
geecectecac
ccgtggettg
tgcagcgata
tccteccagt
agaatcctgt
aggaccccca
gtgtcaacag
gcctggacaa
tctttaaggg
aatttattgg

<213> Homo sapiens

<400> 721

cceggegeag
ccgaggegge
ggccaccteg
cacggccccce
cagcgatgeg
gcececggegag
cgcagttggg
aggtggtcct
taaagaccat
ttcctttgga
tagcagtctt
atttacagga
tggagagcat
actteccagaa
gctggggtge
gctcecgggeg
gctgcacagg

cgcggecgea
cggagtcceg
tcggegteeg
tgactcegte
acccteeggg
tcgggcetctg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgeat
ccagtggegg
ccacctggge
aggagaggag
ctgecegtgge
ccececgggag

atacgcggca
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgccatgect
tgceggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggcce
ctggtctgga
tacggatgca
atcgccactg
ctetteatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
gaatacatct
ggacaaccce
cacgcagctce
tggctceccag
ggaccgtege
gcatgtcaag
ccatgcagaa
aatctatacce
ctttggatcc
aggagaacgce
gtgctggatg
caaaatggcce
gccaagtect
cgtggtggat
gtcacggact
cattgataga
cagctcagac
gectgaatac
ctatcacaat
cagcactgeca
cacattcgac
ccctgactac
ctcecacaget
agcatga

gcagcectecg
agctagcccee
ccegagtece
cagtattgat
acggccgggg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
gctggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcgcegtge
gacatagtca
agctgecaaa
aactgccaga
aagtcccccea
agcgactgec
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ggaccaagca
gattacgcte
tgtgctatge
aaattataag
tgtgcteece
tcagccgagg
ttgtggagaa
tcacctgcac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggegeca
tggagcctcet
aaactgaatt
gactctggat
ccgaaagcca
cacgtgtgce
atgeccectteg
tacctgctca
ttggtgcace
atcacagatt
ggaggcaaag
caccagagtg
aagccatatg
ctcectcage
atagacgcag
cgagacccecee
acagactcca
gccgacgagt
ccectectga
aatgggctge
cccacaggceg
ataaaccagt
cagcctctga
gtgggcaacce
agccctgece
cagcaggact
gaaaatgcag

ccececcgeac
ggcggecgee
cgcctegecg
cgggagagce
cagegetect
aagtttgcca
tcagcctceca
atgtgcagag
tccteattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatcce
aactgaccaa
gtgactgctg
tggtctgecg

acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge
cagggaatgce
ctectgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgecggecat
tcttgaagge
ggccectecte
catcgttegg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
acaaggaaat
gcctgetggg
gctgectect
actggtgtgt
gcgacctgge
ttgggctgge
tgectatcaa
atgtctggag
acggaatccce
cacccatatg
atagtcgece
agcgcetacct
acttctaccg
acctcatcce
gctctctgag
aaagctgtce
ccttgactga
cegtteccaa
acccecgegee
ccgagtatct
actgggccca
tcttteccaa
aatacctaag

ggtgtgageg
gcegeccaga
ccaacgccac
ggagcgagct
ggegetgetg
aggcacgagt
gaggatgtte
gaattatgat
cctecaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgee
tctcagcaac
aagctgtece
aatcatctgt
ccacaaccag
caaattccga
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ttttetettg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggceccgg
gtggacaagt
atacagtgece
ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccacce
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacge
ggagaagctc
aaagtgctgg
gagaaagtta
cctegatgaa
catctgectce
ggactatgtc
gcagatcgca
agccaggaac
caaactgctg
gtggatggca
ctacggggtg
tgccagecgag
taccatcgat
aaagttccgt
tgtcattcag
tgcecctgatg
acagcagggc
tgcaaccage
catcaaggaa
ggacagcata
aaggcccget
cagcagagac
caacactgtc
gaaaggcagc
ggaagccaag
ggtcgcgeca

ccecgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgceg
cttceggggag
gctgegetet
aacaagctca
aataactgtg
ctttecttet
gtggagcgaa
tcctatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagcet
gcccagecagt
tgtgctgcag
gacgaagcca

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3867

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020



cgtgcaagga
tgaacccecga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttceac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtcgtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgccatcec
atgggcctaa
tggtggeccet
tgcggagget
ccaaccaagc
gcteeggtge
aaattceccgt
acgtgatgge
ccaccgtgea
aacacaaaga
gcatgaacta
tggtgaaaac
cggaagagaa
aatcaatttt
tttgggagtt
cctccatcect
acatgatcat
tgatcatcga
atgaaagaat
aagaagacat
tcagcagccce
attccaccgt
gcttettgea
acaccttecct
ctgtgcagaa
actaccagga
ccacctgtgt
aaattagcct
atggcatctt
gcagtgaatt

<210> 722
<211> 3886
<212> ADN

cacctgecece
gggcaaatac
agatcacggce
cgteccgeaag
tggtgaattt
cacctccatc
acatactcct
agggtttttg
cctagaaatc
cctgaacata
aatttcagga
gacctceeggt
aggccaggtce
ctgegtetet
ggagggtgag
cctgectecag
tgcccactac
aaacaacacc
aaactgcacc
gatceccegtec
ggggatcgge
gctgcaggag
tectettgagg
gtteggecacyg
cgctatcaag
cagcgtggac
gctcatcacyg
caatattgge
cttggaggac
accgcagcecat
agaataccat
acacagaatc
gatgaccttt
ggagaaagga
ggtcaagtgce
attctccaaa
gcatttgeeca
ggacgacgtg
ctccacgteca
ggcttgeatt
gcgatacage
cccagtgecet
tcctgtctat
ccccecacage
caacagcaca
ggacaaccct
taagggctec
tattggageca

<213> Homo sapiens

<400> 722

cceggegeag
ccgaggegge
ggccaccteg
cacggccccece
cagcgatgeg
gccecggegag
cgcagttggg
aggtggtcct
taaagaccat

cgcggecgea
cggagtcceg
teggegtecg
tgactcegtce
acccteeggg
tecgggetetg
cacttttgaa
tgggaatttg

ccaggaggtg

ccactcatge
agctttggtg
tegtgegtcee
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatc
cctetggate
ctgattcagg
atacgcggcea
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgccatgect
tgceggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggcece
ctggtctgga
tacggatgca
atcgccactg
ctecttecatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
gaattaagag
aacccccacg
cagctcatge
tccecagtace
cgtegettgg
gtcaagatca
gcagaaggag
tatacccace
ggatccaage
gaacgcectcee
tggatgatag
atggcccgag
agtectacag
gtggatgccg
cggactccce
gatagaaatg
tcagacccca
gaatacataa
cacaatcage
actgcagtgg
ttcgacagee
gactaccage
acagctgaaa
tga

gcagecteeg
agctageccce
ccecgagtecce
cagtattgat
acggccgggg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
gctggttatg
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tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggcce
tctccataaa
tccacatcect
cacaggaact
cttggcctga
ggaccaagca
gattacgctc
tgtgctatge
aaattataag
tgtgctceece
tcagccgagg
ttgtggagaa
tcacctgceac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgcca
tggagcctcet
aaactgaatt
gactctggat
aagcaacatc
tgtgcegect
cctteggetg
tgctcaactg
tgcaccgega
cagattttgg
gcaaagtgcce
agagtgatgt
catatgacgg
ctcagccace
acgcagatag
accecccageg
actccaactt
acgagtacct
tcctgagcete
ggctgcaaag
caggcgectt
accagtcegt
ctectgaacce
gcaaccccga
ctgeccactg
aggacttctt
atgcagaata

ccececcgeac
ggcggecgec
cgectegeeg
cgggagagcec
cagcegctect
aagtttgcca
tcageeteeca
atgtgcagag
tectcattge

caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgeccgcaaa
tgctacgaat
gccggtggca
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge
cagggaatgce
ctetgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgccggecat
tcttgaagge
ggccectcecte
catcgttegg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
tgaaatcctce
gctgggcate
cctectggac
gtgtgtgcag
cctggcagece
gctggccaaa
tatcaagtgg
ctggagctac
aatcecctgece
catatgtacc
tcgeccaaag
ctaccttgte
ctacegtgee
catcccacag
tctgagtgeca
ctgteccate
gactgaggac
tceccaaaagg
cgegeccage
gtatctcaac
ggcccagaaa
tcccaaggaa
cctaagggte

ggtgtgageg
gccgeccaga
ccaacgccac
ggagcgagcet
ggcgectgetg
aggcacgagt
gaggatgtte
gaattatgat
cctecaacaca
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cagatggatg
ccecgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gacctccatg
ttttctettyg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggccegg
gtggacaagt
atacagtgec
ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccace
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacge
ggagaagctc
aaagtgctgg
gagaaagtta
gatgaagcct
tgcctcaccet
tatgtceggg
atcgcaaagg
aggaacgtac
ctgcetgggtg
atggcattgg
ggggtgactg
agcgagatcet
atcgatgtcet
tteecgtgagt
attcaggggg
ctgatggatg
cagggcttet
accagcaaca
aaggaagaca
agcatagacg
ccegetgget
agagacccac
actgtccage
ggcagcecace
gccaagccaa
gcgecacaaa

ccecgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgceg
cttcggggag
gctgegetet
aacaagctca
aataactgtg
ctttcettet

gtggagcgaa

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3863

60

120
180
240
300
360
420
480
540



ttectttgga
tagcagtctt
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge
gctcecgggeg
gctgcacagg
cgtgcaagga

tgaacceccga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttcac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtegtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgccatcec
atgggcctaa
tggtggecccet
tgcggagget
ccaaccaagc
gcteeggtge
aaattcccegt
tecctegatga
cctgetggge
ctgectectg
ctggtgtgtg
cgacctggea
tgggctggec
gcctatcaag
tgtctggage
cggaatccct
acccatatgt
tagtecgecca
gegctaccett
cttctacegt
cctcatecca
ctectetgagt
aagctgtcee
cttgactgag
cgttcccaaa
ccecegegece
cgagtatcte
ctgggcccag
cttteccaag
atacctaagg

<210> 723
<211> 3887
<212> ADN

aaacctgcag
atctaactat
aatcctgeat
ccagtggegg
ccacctggge
aggagaggag
ctgecegtgge
ccececgggag
cacctgeccce

gggcaaatac
agatcacggce
cgteccgeaag
tggtgaattt
cacctecatce
acatactcct
agggtttttg
cctagaaatc
cctgaacata
aatttcagga
gaccteceggt
aggccaggtce
ctgegtetet
ggagggtgag
cctgectecag
tgcccactac
aaacaacacc
aaactgcacc
gatcccegtece
ggggatcgge
gctgcaggag
tctettgagg
gtteggcacg
cgctatcaag
agcecctacgtg
atctgectca
gactatgtec
cagatcgcaa
gccaggaacyg
aaactgctgg
tggatggcat
tacggggtga
gccagcgaga
accatcgatg
aagttcegtg
gtcattcagg
gccctgatgg
cagcagggcet
gcaaccagca
atcaaggaag
gacagcatag
aggccegetg
agcagagacc
aacactgtecc
aaaggcagcce
gaagccaage
gtcgegecac

<213> Homo sapiens

<400> 723

atcatcagag
gatgcaaata
ggcegeegtge
gacatagtca
agctgccaaa
aactgccaga
aagtcccccea
agcgactgece
ccactcatge

agctttggtg
tegtgegtcee
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatc
cctetggate
ctgattcagg
atacgcggcea
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgccatgect
tgceggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggcece
ctggtctgga
tacggatgca
atcgccactg
ctctteatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
gaattaagag
atggccageg
cctecacegt
gggaacacaa
agggcatgaa
tactggtgaa
gtgcggaaga
tggaatcaat
ctgtttggga
tctectecat
tctacatgat
agttgatcat
gggatgaaag
atgaagaaga
tcttecagecag
acaattccac
acagcttett
acgacacctt
gctetgtgea
cacactacca
agcccacctg
accaaattag
caaatggcat
aaagcagtga
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gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatce
aactgaccaa
gtgactgctg
tggtctgecg
tctacaacce

ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggce
tcteccataaa
tccacatect
cacaggaact
cttggcecctga
ggaccaagca
gattacgcetce
tgtgctatge
aaattataag
tgtgctecce
tcagccgagg
ttgtggagaa
tcacctgcac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgcca
tggagcctet
aaactgaatt
gactctggat
aagcaacatc
tggacaaccce
gcagctcate
agacaatatt
ctacttggag
aacaccgcag
gaaagaatac
tttacacaga
gttgatgacce
cctggagaaa
catggtcaag
cgaattctce
aatgcatttg
catggacgac
ccectecacyg
cgtggcettge
gcagcgatac
ccteccagtg
gaatcctgte
ggacccccac
tgtcaacagce
cctggacaac
ctttaaggge
atttattgga

ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgee
tctecagcaac
aagctgtccce
aatcatctgt
ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac

gaagaagtgt
ggccgacage
ttgeccgcaaa
tgctacgaat
gceggtggea
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge
cagggaatgce
ctctgagtge
aggacgggga
caagacctgce
cgccggecat
tcttgaagge
ggcectecte
catcgttegg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
tcegaaagece
ggcaacccee
acgcagctca
ggctceccagt
gaccgteget
catgtcaaga
catgcagaag
atctatacce
tttggatcca
ggagaacgcce
tgctggatga
aaaatggccc
ccaagtccta
gtggtggatg
tcacggacte
attgatagaa
agctcagace
cctgaataca
tatcacaatc
agcactgcag
acattcgaca
cctgactace
tccacagetg
gcatga
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tectatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagct
gcccageagt
tgtgectgcag
gacgaagcca
cagatggatg

ccecgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gacctcecatg
ttttetettg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggcccgg
gtggacaagt
atacagtgcc
ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccace
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacgce
ggagaagcte
aaagtgctgg
gagaaagtta
aacaaggaaa
acgtgtgcceg
tgccettegg
acctgctcaa
tggtgcaceg
tcacagattt
gaggcaaagt
accagagtga
agccatatga
tcectecagee
tagacgcaga
gagaccccca
cagactccaa
ccgacgagta
ccetectgag
atgggctgeca
ccacaggcege
taaaccagtce
agcctctgaa
tgggcaaccc
gcectgecca
agcaggactt
aaaatgcaga

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3886



cccggegeag
ccgaggegge
ggccaccteg
cacggecece
cagcgatgeg
gcccggegag
cgecagttggg
aggtggtect
taaagaccat
ttecetttgga
tagcagtctt
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
getggggtge
gcetecgggeg
getgcacagg
cgtgcaagga
tgaacccega
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actcctteac
aggaaatcac
cectttgagaa
cagtcgtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttcet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgececatce
atgggcectaa
tggtggccct
tgeggaggcet
ccaaccaagce
gectecggtge
aaattccegt
tecctcegatga
gectgetggg
gctgectect
actggtgtgt
gegacctgge
ttgggectgge
tgcecctatcaa
atgtctggag
acggaatcce
cacccatatg
atagtegece
agcgcectacct
acttetacceg
acctcatcece
gcetetetgag
aaagctgtce
ccttgactga
cegtteccaa
acccegegee
cecgagtatct
actgggccca
tettteccaa
aatacctaag

<210> 724
<211> 3881
<212> ADN

cgcggecgea
cggagtcecg
teggegteeg
tgactecegte
accctecggg
tegggetetg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgcat
ccagtggegg
ccacctggge
aggagaggag
ctgecegtgge
cecccecgggag
cacctgeccce
gggcaaatac
agatcacgge
cgtccgecaag
tggtgaattt
cacctecatce
acatactect
agggtttttg
cctagaaate
cctgaacata
aatttcagga
gaccteccggt
aggccaggtc
ctgegtetct
ggagggtgag
cctgecteag
tgcccactac
aaacaacacce
aaactgcacc
gatccegtee
ggggatcgge
getgcaggag
tctettgagg
gtteggecacg
cgctatcaag
agcctacgtg
catctgecte
ggactatgtce
gcagatcgea
agccaggaac
caaactgcetg
gtggatggca
ctacggggtg
tgccagegag
taccatcgat
aaagttcegt
tgtcattcag
tgeccctgatg
acagcaggge
tgcaaccage
catcaaggaa
ggacagcata
aaggecceget
cagcagagac
caacactgte
gaaaggcagc
ggaagccaag
ggtcgegeca

<213> Homo sapiens

<400> 724

gecageceteeg
agctagecce
ccecgagtece
cagtattgat
acggccgggg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
gctggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcgcegtge
gacatagtca
agctgccaaa
aactgecaga
aagtccccca
agcgactgee
ccactcatge
agetttggtg
tegtgegtec
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggegatce
cctetggate
ctgattcagg
atacgeggea
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgccatgect
tgccggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggcce
ctggtetgga
tacggatgca
atcgeccactg
ctettecatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
gaattaagag
atggccagceg
acctecacceg
cgggaacaca
aagggcatga
gtactggtga
ggtgcggaag
ttggaatcaa
actgtttggg
atctecteca
gtctacatga
gagttgatca
ggggatgaaa
gatgaagaag
ttecttecagea
aacaattcca
gacagcttcet
gacgacacct
ggctctgtge
ccacactace
cagcccacct
caccaaatta
ccaaatggea
caaagcagtg
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ceccceccgeac
ggcggecgece
cgectegeceg
cgggagagee
cagcgetect
aagtttgeca
tcagecctceca
atgtgcagag
tcctcattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatce
aactgaccaa
gtgactgcetg
tggtctgecg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggec
tctcecataaa
teccacatect
cacaggaact
cttggectga
ggaccaagca
gattacgcte
tgtgctatge
aaattataag
tgtgcteccece
tcagcegagg
ttgtggagaa
tcacctgeac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgcca
tggagectcet
aaactgaatt
gactctggat
aagcaacatce
tggacagcgt
tgcagetcat
aagacaatat
actacttgga
aaacaccgca
agaaagaata
ttttacacag
agttgatgac
tcctggagaa
tcatggtcaa
tcecgaattcte
gaatgcattt
acatggacga
gcccectecac
cegtggettg
tgcagcgata
tectcoeccagt
agaatcctgt
aggacceccca
gtgtcaacag
gecctggacaa
tetttaaggg
aatttattgg

ggtgtgageg
geecgeccaga
ccaacgccac
ggagcgaget
ggcgctgetg
aggcacgagt
gaggatgtte
gaattatgat
cctecaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgece
tctcageaac
aagctgtcce
aatcatctgt
ccacaaccag
caaatteccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgcecgcaaa
tgctacgaat
gceggtggea
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge
cagggaatge
ctectgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgecggecat
tcttgaagge
ggecctecte
catcegttcecgg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
tccgaaagee
ggacaacccc
cacgcagcte
tggctecccag
ggaccgtege
gcatgtcaag
ccatgcagaa
aatctatacc
ctttggatcce
aggagaacge
gtgctggatg
caaaatggce
gccaagtect
cgtggtggat
gtecacggact
cattgataga
cagctcagac
gcctgaatac
ctatcacaat
cagcactgca
cacattecgac
ccctgactac
ctecacaget
agcatga
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ceccgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgcg
ctteggggag
gctgegetcet
aacaagctca
aataactgtg
ctttecttct
gtggagcgaa
tectatgect
cccatgagaa
ctgtgecaacg
atgtcgatgg
aatgggagcet
gceccageagt
tgtgectgecag
gacgaagcca
cagatggatg
ccecgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gaccteccatg
ttttetettg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggcccgg
gtggacaagt
atacagtgce
ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgecace
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacgce
ggagaagcte
aaagtgctgg
gagaaagtta
aacaaggaaa
cacgtgtgce
atgcecttceg
tacctgetca
ttggtgcace
atcacagatt
ggaggcaaag
caccagagtg
aagccatatg
cteccteage
atagacgcag
cgagacccce
acagactcca
geegacgagt
ccectectga
aatgggetge
cccacaggceg
ataaaccagt
cagectetga
gtgggeaace
agccetgece
cagcaggact
gaaaatgcag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3887



cceggegeag
ccgaggegge
ggccaccteg
cacggcecee
cagcgatgeg
gcccggegag
cgcagttggg
aggtggtcct
taaagaccat
ttectttgga
tagcagtcett
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge
gctcegggeg
gctgcacagg
cgtgcaagga
tgaaccecga
atgtggtgac
aggaagacgg

gaataggtat
tcaaaaactg
actccttecac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtegtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgccatcec
atgggcctaa
tggtggeccct
tgcggagget
ccaaccaagc
gcteeggtge
aaattccegt
tcctegatga
tgggcatctg
tectggacta
gtgtgcagat
tggcagccag
tggccaaact
tcaagtggat
ggagctacgg
tcectgecag
tatgtaccat
gcceccaaagtt
accttgtcat
accgtgecct
tcccacagea

tgagtgcaac
gtcccatcaa
ctgaggacag
ccaaaaggcece
cgcccageag
atctcaacac
cccagaaagg
ccaaggaagc
taagggtcge

<210> 725
<211> 3878

cgecggecgea
cggagtcceg
tecggegtecg
tgactccgte
acccteeggg
tcgggetctg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgeat
ccagtggcegg
ccacctggge
aggagaggag
ctgecegtgge
ccececgggag
cacctgecece
gggcaaatac
agatcacggce
cgteccgecaag

tggtgaattt
cacctcecatce
acatactcect
agggtttttg
cctagaaatce
cctgaacata
aatttcagga
gacctceceggt
aggccaggte
ctgegtetet
ggagggtgag
cctgectecag
tgcccactac
aaacaacacc
aaactgecacc
gatccecgtec
ggggatcgge
gctgecaggag
tctettgagg
gtteggcacg
cgctatcaag
agcctacgtg
cctcacctece
tgtccgggaa
cgcaaagggce
gaacgtactg
gctgggtgeg
ggcattggaa
ggtgactgtt
cgagatctece
cgatgtctac
cegtgagttg
tcagggggat
gatggatgaa
gggcttctte

cagcaacaat
ggaagacagc
catagacgac
cgctggetet
agacccacac
tgteccagece
cagccaccaa
caagccaaat
gccacaaage

gcagcectecg
agctagcccee
ccecgagtece
cagtattgat
acggcecgggg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
gctggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcgecgtge
gacatagtca
agctgccaaa
aactgccaga
aagtccccea
agcgactgece
ccactcatge
agctttggtg
tegtgegtee
tgtaagaagt

aaagactcac
agtggcgatc
cctetggate
ctgattcagg
atacgeggea
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgccatgect
tgceggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggcece
ctggtctgga
tacggatgca
atcgccactg
ctcttecatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
gaattaagag
atggccageg
accgtgcage
cacaaagaca
atgaactact
gtgaaaacac
gaagagaaag
tecaattttac
tgggagttga
tccatectgg
atgatcatgg
atcatcgaat
gaaagaatgce
gaagacatgg
agcagccect

tccacegtgg
ttcttgecage
accttectece
gtgcagaatc
taccaggacc
acctgtgtea
attagcctgg
ggcatcttta
agtgaattta
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ccececcgeac
ggcggecgcee
cgcctegeeg
cgggagagcece
cagegctect
aagtttgcca
tcagcctceca
atgtgcagag
tccteattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatcc
aactgaccaa
gtgactgctg
tggtctgecg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggcec

tctecataaa
tccacatcct
cacaggaact
cttggectga
ggaccaagca
gattacgetce
tgtgctatge
aaattataag
tgtgctcecce
tcagcecgagg
ttgtggagaa
tcacctgecac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgcca
tggagcectet
aaactgaatt
gactctggat
aagcaacatc
tggacaacce
tcatcacgca
atattggetce
tggaggaccg
cgcagcatgt
aataccatgce
acagaatcta
tgacctttgg
agaaaggaga
tcaagtgctg
tctceccaaaat
atttgccaag
acgacgtggt
ccacgtcacg

cttgcattga
gatacagcte
cagtgcctga
ctgtctatca
cccacagcac
acagcacatt
acaaccctga
agggctccac
ttggagcatg

ggtgtgageg
gcegeccaga
ccaacgccac
ggagcgagcet
ggcgetgetg
aggcacgagt
gaggatgtte
gaattatgat
cctcaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgee
tctecagcaac
aagctgtcce
aatcatctgt
ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgcecgecaaa

tgctacgaat
gccggtggea
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge
cagggaatge
ctetgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgeeggecat
tecttgaagge
ggccctecte
categttegg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
tccgaaagee
cggtcacgtg
gctecatgece
ccagtacctg
tcgettggtyg
caagatcaca
agaaggaggc
tacccaccag
atccaageca
acgcectecct
gatgatagac
ggcccgagac
tcctacagac
ggatgccgac
gactccecte

tagaaatggg
agaccccaca
atacataaac
caatcagcct
tgcagtggge
cgacagcecct
ctaccagcag
agctgaaaat
a
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cccgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgceg
ctteggggag
gctgegetet
aacaagctca
aataactgtg
ctttecttet
gtggagcgaa
tcctatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagcet
gcccagecagt
tgtgctgcag
gacgaagcca
cagatggatg
ccecgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg

attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gacctcecatg
ttttetettyg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggcccgg
gtggacaagt
atacagtgcece
ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccace
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacgce
ggagaagcte
aaagtgctgg
gagaaagtta
aacaaggaaa
tgccgectge
tteggcetgee
ctcaactggt
caccgecgace
gattttggge
aaagtgccta
agtgatgtcet
tatgacggaa
cagccaccca
gcagatagte
cceccageget
tccaacttet
gagtacctca
ctgagctcete

ctgcaaagcect
ggcgecttga
cagtcegtte
ctgaaccceg
aaccccgagt
gcccactggg
gacttcttte
gcagaatacc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9200
960
1020
1080
1140
1200
1260

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360

3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3881



<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 725

cceggegeag
ccgaggegge
ggccaccteg
cacggcccce
cagcgatgeg
gccecggegag
cgcagttggg
aggtggtcct
taaagaccat
ttectttgga
tagcagtcett
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge
gctceegggeg
gctgcacagg
cgtgcaagga
tgaacccecga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttcecac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtcgtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgccatcec
atgggcctaa
tggtggeccct
tgcggagget
ccaaccaagc
gcteeggtge
aaattcccgt
tcctegatga
gcatctgect
tggactatgt
tgcagatcge
cagccaggaa
ccaaactgcet

agtggatgge
gctacggggt
ctgccagega
gtaccatcga
caaagttccg
ttgtcattca
gtgcectgat
cacagcaggg

gtgcaaccag
ccatcaagga

aggacagcat
aaaggcccge
ccagcagaga
tcaacactgt
agaaaggcag
aggaagccaa
gggtcgegec

cgcggcecgea
cggagteceg
tcggegteeg
tgactcegtce
acccteeggg
tegggetcetg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgeat
ccagtggcegg
ccacctggge
aggagaggag
ctgeecgtgge
ccececgggag
cacctgecece
gggcaaatac
agatcacggce
cgtceccgecaag
tggtgaattt
cacctecatce
acatactcct
agggtttttg
cctagaaatce
cctgaacata
aatttcagga
gacctceggt
aggccaggtce
ctgegtetet
ggagggtgag
cctgectecag
tgcccactac
aaacaacacc
aaactgcacc
gatcccegtece
ggggatcgge
gctgcaggag
tctettgagg
gttcecggecacyg
cgctatcaag
agcctacgtg
cacctcecace
ccgggaacac
aaagggcatg
cgtactggtg
gggtgcggaa

attggaatca
gactgtttgg
gatctecctece
tgtctacatg
tgagttgatc
gggggatgaa
ggatgaagaa
cttetteage
caacaattcc
agacagcttc
agacgacacc
tggctctgtg
cccacactac
ccagcccace
ccaccaaatt
gccaaatggce
acaaagcagt

gcagcctceeg
agctagececce
ccegagtece
cagtattgat
acggecgggg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
gctggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggegeegtge
gacatagtca
agctgecaaa
aactgccaga
aagtccccca
agcgactgece
ccactcatge
agctttggtg
tegtgegtcee
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatce
cctetggate
ctgattcagg
atacgceggcea
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgccatgect
tgceggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggcce
ctggtctgga
tacggatgca
atcgccactg
ctcttecatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
gaattaagag
atggccagceg
gtgcagctca
aaagacaata
aactacttgg
aaaacaccge
gagaaagaat

attttacaca
gagttgatga
atcctggaga
atcatggtca
atcgaattct
agaatgcatt
gacatggacg
agceccteca
accgtggett
ttgcagcgat
tteccteccag
cagaatcctg
caggaccccee
tgtgtcaaca
agcctggaca
atctttaagg
gaatttattg
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ccecececgeac
ggcggecgece
cgcctegeeg
cgggagagcce
cagcgctect
aagtttgeca
tcagcctcca
atgtgcagag
tccteattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatcce
aactgaccaa
gtgactgetg
tggtctgecg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggec
tctecataaa
tccacatcct
cacaggaact
cttggectga
ggaccaagca
gattacgcte
tgtgctatge
aaattataag
tgtgcteece
tcagcecgagg
ttgtggagaa
tcacctgcac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgcca
tggagcectet
aaactgaatt
gactctggat
aagcaacatc
tggacaaccce
tcacgcaget
ttggctcceca
aggaccgtceg
agcatgtcaa
accatgcaga

gaatctatac
cctttggate
aaggagaacg
agtgctggat
ccaaaatggce
tgccaagtce
acgtggtgga
cgtcacggac
gcattgatag
acagctcaga
tgcctgaata
tctatcacaa
acagcactge
gcacattega
accctgacta
gctecacage
gagcatga

ggtgtgagcg
gcecgeccaga
ccaacgccac
ggagcgagcet
ggcgetgetg
aggcacgagt
gaggatgtte
gaattatgat
cctcaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgee
tctcagcaac
aagctgtcecce
aatcatctgt
ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgccgcaaa
tgctacgaat
gceggtggea
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge
cagggaatgce
ctectgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgeeggecat
tcttgaagge
ggccectecte
categttegg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
tccgaaagee
ccacgtgtge
catgcecctte
gtacctgcte
cttggtgcac
gatcacagat
aggaggcaaa

ccaccagagt
caagccatat
cctecectecag
gatagacgca
ccgagaccce
tacagactce
tgccgacgag
tececectectyg
aaatgggctg
cceccacagge
cataaaccag
tcagectetg
agtgggcaac
cagcectgee
ccagcaggac
tgaaaatgca
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ccecgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgceg
ctteggggag
gctgegetet
aacaagctca
aataactgtg
ctttecttet
gtggagcgaa
tecctatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagcet
gcccagcagt
tgtgctgecag
gacgaagcca
cagatggatg
ccecgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gacctccatg
ttttetettg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggcecgg
gtggacaagt
atacagtgcece
ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccacc
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacgce
ggagaagctce
aaagtgctgg
gagaaagtta
aacaaggaaa
cgectgetaa
ggctgectee
aactggtgtg
cgegaccetgg
tttgggctgg
gtgcctatca

gatgtctgga
gacggaatce
ccacccatat
gatagtcgee
cagcgctace
aacttctacc
tacctcatce
agctectetga
caaagctgtc
gccttgactg
tcegttececa
aaccececgege
ccegagtatce
cactgggecece
ttetttcececa
gaatacctaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880

2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3878



<210> 726
<211> 3878
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 726

cceggegeag
ccgaggcegge
ggccaccteg
cacggccccece
cagcgatgeg
gcccggegag
cgcagttggg
aggtggtcct
taaagaccat
ttcctttgga
tagcagtctt
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge
gcteecgggeg
gctgcacagg
cgtgcaagga
tgaaccccga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttcac

aggaaatcac
cctttgagaa
cagtcgtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgccatee
atgggcctaa
tggtggecct
tgcggagget

cgcggcecgea
cggagteceg
tcggegtecg
tgactcegtce
accctceggg
tegggetcetg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgeat
ccagtggegyg
ccacctggge
aggagaggag
ctgecgtgge
ccececgggag
cacctgecece
gggcaaatac
agatcacggce
cgtccgecaag
tggtgaattt
cacctccatce
acatactcct

agggtttttg
cctagaaatc
cctgaacata
aatttcagga
gacctccggt
aggccaggte
ctgegtcetet
ggagggtgag
cctgectceag
tgcccactac
aaacaacacc
aaactgcacc
gatcecegtec
ggggatcgge
gctgcaggag

gcagccteeg
agctagececce
ccegagtece
cagtattgat
acggecgggg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
getggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcgeegtge
gacatagtca
agctgecaaa
aactgccaga
aagtccccca
agcgactgece
ccactcatge
agcetttggtg
tegtgegtee
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatce
cctetggate

ctgattcagg
atacgceggcea
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgccatgect
tgceggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggcece
ctggtctgga
tacggatgca
atcgeccactg
ctecttecatge
agggagcttg
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cccececgeac
ggcggecgece
cgectegeecyg
cgggagagcece
cagcgctect
aagtttgeca
tcagcctceca
atgtgcagag
tcctecattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatcce
aactgaccaa
gtgactgetg
tggtctgecg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggcece
tcteccataaa
tccacatccet
cacaggaact

cttggectga
ggaccaagca
gattacgctc
tgtgctatge
aaattataag
tgtgctcece
tcagcecgagg
ttgtggagaa
tcacctgecac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgcca
tggagectct

ggtgtgagcg
gcecgeccaga
ccaacgcecac
ggagcgagcet
ggcgetgetg
aggcacgagt
gaggatgtte
gaattatgat
cctcaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgee
tctecageaac
aagctgtece
aatcatctgt
ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgccgcaaa
tgctacgaat
gceggtggca
ggatattctg

aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge
cagggaatgce
ctectgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgececggecat
tcttgaagge
ggccectecte
catcgttcgg
tacacccagt
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ccecgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgeg
ctteggggag
gctgegetet
aacaagctca
aataactgtg
ctttecttet
gtggagcgaa
tcctatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagcet
gcccagcagt
tgtgcectgeag
gacgaagcca
cagatggatg
ccecgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa

gacctccatg
ttttectettg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggccegg
gtggacaagt
atacagtgcc
ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccacce
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacgce
ggagaagctc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340



ccaaccaagc
gcteeggtge
aaattcccegt
tcctegatga
gcatctgecet
tggactatgt
tgcagatcge
cagccaggaa
ccaaactgcet
agtggatgge
gctacggggt
ctgccagega
gtaccatcga
caaagttcecg
ttgtcattca
gtgcectgat
cacagcaggg
gtgcaaccag
ccatcaagga
aggacagcat
aaaggcccge
ccagcagaga
tcaacactgt
agaaaggcag
aggaagccaa
gggtcgegee

<210> 727
<211> 3878
<212> ADN

tetettgagg
gtteggcacg
cgctatcaag
agcctacgtg
cacctccacce
ccgggaacac
aaagggcatg
cgtactggtg
gggtgcggaa
attggaatca
gactgtttgg
gatctectec
tgtctacatg
tgagttgatc
gggggatgaa
ggatgaagaa
cttettecage
caacaattcc
agacagcttc
agacgacacc
tggctctgtg
cccacactac
ccagcccace
ccaccaaatt
gccaaatgge
acaaagcagt

<213> Homo sapiens

<400> 727

cceggegeag
ccgaggeggce
ggccaccteg
cacggcceccce
cagcgatgeg
gceceggegag
cgecagttggg
aggtggtcct
taaagaccat
ttcectttgga
tagcagtctt
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge
gctcegggeg
gctgcacagg
cgtgcaagga
tgaacceccga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttcac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtegtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac

cgeggecgea
cggagtcceg
teggegtecg
tgactcegte
acccteceggg
tcgggcetctg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgcat
ccagtggcegg
ccacctggge
aggagaggag
ctgeegtgge
ccececgggag
cacctgecece
gggcaaatac
agatcacggce
cgtecgeaag
tggtgaattt
cacctecatce
acatactcct
agggtttttg
cctagaaatc
cctgaacata
aatttcagga
gacctceceggt
aggccaggte

atcttgaagg
gtgtataagg
gaattaagag
atggccageg
gtgcagctca
aaagacaata
aactacttgg
aaaacaccge
gagaaagaat
attttacaca
gagttgatga
atcctggaga
atcatggtca
atcgaattcet
agaatgcatt
gacatggacg
agcccectcecea
accgtggett
ttgcagcgat
ttcecteccag
cagaatcctg
caggaccccee
tgtgtcaaca
agcctggaca
atctttaagg
gaatttattg

gcagcectecg
agctagcccee
ceccgagtece
cagtattgat
acggccgggg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
gctggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcgeegtge
gacatagtca
agctgccaaa
aactgccaga
aagtccccea
agcgactgece
ccactcatge
agctttggtg
tegtgegtcee
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatc
cctetggate
ctgattcagg
atacgceggea
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgcecatgect
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aaactgaatt
gactctggat
aagcaacatc
tggacaacce
tcacgcagcet
ttggctccca
aggaccgteg
agcatgtcaa
accatgcaga
gaatctatac
cctttggate
aaggagaacg
agtgctggat
ccaaaatggce
tgccaagtce
acgtggtgga
cgtcacggac
gcattgatag
acagctcaga
tgcctgaata
tctatcacaa
acagcactge
gcacattcga
accctgacta
gctecacage
gagcatga

ccececcgeac
ggcggecgece
cgectegecyg
cgggagagce
cagcgetect
aagtttgcca
tcagccteca
atgtgcagag
tectcattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatce
aactgaccaa
gtgactgctg
tggtctgecg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggce
tcteccataaa
tccacatcct
cacaggaact
cttggectga
ggaccaagca
gattacgcete
tgtgctatge
aaattataag
tgtgectcecce

caaaaagatc
cccagaaggt
tcecgaaagece
ccacgtgtge
catgccctte
gtacctgcete
cttggtgeac
gatcacagat
aggaggcaaa
ccaccagagt
caagccatat
ccteectecag
gatagacgca
ccgagaccce
tacagactce
tgeccgacgag
tcecectectyg
aaatgggctg
ccccacagge
cataaaccag
tcagcectetg
agtgggcaac
cagcectgee
ccagcaggac
tgaaaatgca

ggtgtgageg
gcecgeccaga
ccaacgccac
ggagcgagct
ggegcetgetg
aggcacgagt
gaggatgttc
gaattatgat
cctcaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgcee
tctcageaac
aagctgtcce
aatcatctgt
ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgeccgecaaa
tgctacgaat
gcceggtggea
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt

cgagggctge
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aaagtgctgg
gagaaagtta
aacaaggaaa
cgectgetgg
ggctgectee
aactggtgtg
cgcgacctgg
tttgtgctgg
gtgcctatca
gatgtctgga
gacggaatce
ccacccatat
gatagtcgee
cagcgctace
aacttctacc
tacctcatce
agctctcetga
caaagctgte
gcecttgactg
tcegttecceca
aaccccgege
ccecgagtatce
cactgggcece
ttectttcececa
gaatacctaa

cccgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgceg
ctteggggag
gctgegetet
aacaagctca
aataactgtg
ctttecttet
gtggagcgaa
tcctatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagct
gcecageagt
tgtgctgcag
gacgaagcca
cagatggatg
ccecgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gacctcecatg
ttttetettg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct

tggggccegg

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3878

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800



agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgccatece
atgggcctaa
tggtggccet
tgcggagget
ccaaccaagc
gcteeggtge
aaattcccegt
tecctegatga
gcatctgeet
tggactatgt
tgcagatcge
cagccaggaa
ccaaacagct
agtggatgge
gctacggggt
ctgccagega
gtaccatcga
caaagttccg
ttgtcattca
gtgcectgat
cacagcaggg
gtgcaaccag
ccatcaagga
aggacagcat
aaaggcccge
ccagcagaga
tcaacactgt
agaaaggcag
aggaagccaa
gggtcgegec

<210> 728
<211> 3878
<212> ADN

ctgegtetet
ggagggtgag
cctgectecag
tgcccactac
aaacaacacc
aaactgcacc
gatccegtec
ggggatcgge
gctgecaggag
tctettgagg
gttecggecacyg
cgctatcaag
agcctacgtg
cacctccacce
ccgggaacac
aaagggcatg
cgtactggtg
gggtgcggaa
attggaatca
gactgtttgg
gatctectece
tgtctacatg
tgagttgatc
gggggatgaa
ggatgaagaa
cttettecage
caacaattcc
agacagcttc
agacgacacc
tggctcectgtg
cccacactac
ccagcccace
ccaccaaatt
gccaaatggce
acaaagcagt

<213> Homo sapiens

<400> 728

cceggcegecag
ccgaggeggce
ggccaccteg
cacggccccece
cagcgatgeg
gcccggegag
cgecagttggg
aggtggtcct
taaagaccat
ttcctttgga
tagcagtctt
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge
gctceegggeg
gctgcacagg
cgtgcaagga
tgaaccccga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat

cgeggecgea
cggagtcceg
teggegtecg
tgactcegte
acccteceggg
tcgggcetctg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgecat
ccagtggcegg
ccacctggge
aggagaggag
ctgecegtgge
cceeccgggag
cacctgecece
gggcaaatac
agatcacggce
cgteccgecaag
tggtgaattt

tgcecggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggcce
ctggtcectgga
tacggatgca
atcgccactg
ctettecatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
gaattaagag
atggccageg
gtgcagctca
aaagacaata
aactacttgg
aaaacaccge
gagaaagaat
attttacaca
gagttgatga
atcctggaga
atcatggtca
atcgaattet
agaatgcatt
gacatggacg
agcccectceca
accgtggett
ttgcagcgat
ttccteccag
cagaatcctg
caggacccece
tgtgtcaaca
agcctggaca
atctttaagg
gaatttattg

gcagcectecg
agctagcccece
ceccgagtece
cagtattgat
acggccgggg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
gctggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcgecegtge
gacatagtca
agctgccaaa
aactgccaga
aagtccccea
agcgactgece
ccactcatge
agctttggtg
tegtgegtcee
tgtaagaagt
aaagactcac
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tcagcecgagyg
ttgtggagaa
tcacctgeac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgcca
tggagcctet
aaactgaatt
gactctggat
aagcaacatc
tggacaacce
tcacgcagcet
ttggctcceca
aggaccgtceg
agcatgtcaa
accatgcaga
gaatctatac
cctttggate
aaggagaacg
agtgctggat
ccaaaatgge
tgccaagtce
acgtggtgga
cgtcacggac
gcattgatag
acagctcaga
tgcctgaata
tctatcacaa
acagcactge
gcacattecga
accctgacta
gctecacage
gagcatga

ccececcgeac
ggcggecgece
cgectegecyg
cgggagagcce
cagcgetect
aagtttgcca
tcagccteca
atgtgcagag
tecctcattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatce
aactgaccaa
gtgactgctg
tggtctgecg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggce
tcteccataaa

cagggaatgc
ctetgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgecggecat
tcttgaagge
ggececctecte
categttegg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
tccgaaagee
ccacgtgtge
catgccctte
gtacctgete
cttggtgecac
gatcacagat
aggaggcaaa
ccaccagagt
caagccatat
ccteectecag
gatagacgca
ccgagaccece
tacagactcc
tgccgacgag
tcecectectg
aaatgggctg
cceccacagge
cataaaccag
tcagectetg
agtgggcaac
cagccctgece
ccagcaggac
tgaaaatgca

ggtgtgageg
gccgeccaga
ccaacgccac
ggagcgagct
ggegetgetg
aggcacgagt
gaggatgttc
gaattatgat
cctcaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgece
tctcagcaac
aagctgtcce
aatcatctgt
ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgccgcaaa
tgctacgaat
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gtggacaagt
atacagtgcecc
ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccacc
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacgce
ggagaagctce
aaagtgctgg
gagaaagtta
aacaaggaaa
cgectgetgg
ggctgectee
aactggtgtg
cgcgacctgg
tttgggctgg
gtgcctatca
gatgtctgga
gacggaatcce
ccacccatat
gatagtegec
cagegctace
aacttctacce
tacctcatcee
agctctcetga
caaagctgte
gcecttgactg
tcegttcececa
aacceccgege
ccegagtate
cactgggccce
ttctttcececa
gaatacctaa

ccecgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgceg
cttceggggag
gctgegetet
aacaagctca
aataactgtg
ctttecttet
gtggagcgaa
tcctatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagct
gcccagecagt
tgtgctgcag
gacgaagcca
cagatggatg
ccecgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3878

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320



tcaaaaactg
actccttcac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtcgtcag

gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgeccatee
atgggcctaa
tggtggccct
tgcggagget
ccaaccaagce
gcteeggtge
aaattceccgt
tcctegatga
gcatctgect
tggactatgt
tgcagatcge
cagccaggaa
ccaaactget
agtggatgge
gctacggggt
ctgeccagega
gtaccatcga
caaagttccg
ttgtcattca
gtgccctgat
cacagcaggg
gtgcaaccag
ccatcaagga
aggacagcat
aaaggcccge
ccagcagaga
tcaacactgt
agaaaggcag
aggaagccaa
gggtcgegee

<210> 729
<211> 3878
<212> ADN

cacctcececatce
acatactcct
agggtttttg
cctagaaatc
cctgaacata

aatttcagga
gacctceceggt
aggccaggtce
ctgegtetet
ggagggtgag
cctgectecag
tgcccactac
aaacaacacc
aaactgcacc
gatccegtec
ggggatcgge
gctgcaggag
tctettgagg
gtteggcacg
cgctatcaag
agcctacgtg
cacctececace
ccgggaacac
aaagggcatg
cgtactggtg
gggtgcggaa
atcggaatca
gactgtttgg
gatctectee
tgtctacatg
tgagttgatc
gggggatgaa
ggatgaagaa
cttettecage
caacaattcc
agacagcttc
agacgacacc
tggctctgtg
cccacactac
ccagcccace
ccaccaaatt
gccaaatgge
acaaagcagt

<213> Homo sapiens

<400> 729

cceggegeag
ccgaggegge
ggccaccteg
cacggccccece
cagcgatgceg
gcccggegag
cgcagttggg
aggtggtcct
taaagaccat
ttcectttgga
tagcagtcett
atttacagga

cgcggcecgea
cggagtceceg
tcggegtecg
tgactcegte
accctceggg
tcgggetctg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgcat

agtggcgatc
cctetggate
ctgattcagg
atacgcggea
acatccttgg

aacaaaaatt
cagaaaacca
tgccatgect
tgcecggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggcce
ctggtcectgga
tacggatgca
atcgccactg
ctettecatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
gaattaagag
atggccageg
gtgcagctca
aaagacaata
aactacttgg
aaaacaccge
gagaaagaat
attttacaca
gagttgatga
atcctggaga
atcatggtca
atcgaattet
agaatgcatt
gacatggacg
agcccectcececa
accgtggett
ttgcagcegat
tteccteccag
cagaatcctg
caggaccccee
tgtgtcaaca
agcctggaca
atctttaagg
gaatttattg

gcagcctceeg
agctagcccce
cccgagtece
cagtattgat
acggccgggg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
gctggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcgeegtge
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tccacatect
cacaggaact
cttggectga
ggaccaagca
gattacgctce

tgtgctatge
aaattataag
tgtgctccce
tcagcecgagyg
ttgtggagaa
tcacctgeac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgeca
tggagcctcet
aaactgaatt
gactctggat
aagcaacatc
tggacaacce
tcacgcagcet
ttggctccca
aggaccgtceg
agcatgtcaa
accatgcaga
gaatctatac
cctttggate
aaggagaacg
agtgctggat
ccaaaatgge
tgccaagtce
acgtggtgga
cgtcacggac
gcattgatag
acagctcaga
tgcctgaata
tctatcacaa
acagcactgce
gcacattcga
accctgacta
gctecacage
gagcatga

cceeccgeac
ggcggecgec
cgectegeeg
cgggagagcc
cagcgctcect
aagtttgceca
tcagccteca
atgtgcagag
tcecteattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa

gceggtggea
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag

aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge
cagggaatge
ctetgagtge
aggacgggga
caagacctgce
cgecggecat
tcttgaagge
ggccctecte
catcgttcgg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
tccgaaagee
ccacgtgtge
catgeccctte
gtacctgcete
cttggtgcac
gatcacagat
aggaggcaaa
ccaccagagt
caagccatat
ccteectecag
gatagacgca
ccgagaccce
tacagactce
tgeccgacgag
tccectectyg
aaatgggctg
ccecacagge
cataaaccag
tcagcectetg
agtgggcaac
cagccctgee
ccagcaggac
tgaaaatgca

ggtgtgagceg
gccgeccaga
ccaacgccac
ggagcgagct
ggcgetgetg
aggcacgagt
gaggatgtte
gaattatgat
cctecaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgec
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tttaggggtg
aaaaccgtaa

gacctccatg
ttttetcttg
ataagtgatg

aactggaaaa
gaaaacagcet
tggggcccgg
gtggacaagt
atacagtgcc
ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccacc
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacge
ggagaagctc
aaagtgctgg
gagaaagtta
aacaaggaaa
cgectgetgg
ggctgectece
aactggtgtg
cgegacctgg
tttgggctgg
gtgcctatca
gatgtctgga
gacggaatcce
ccacccatat
gatagtegcec
cagcgctace
aacttctacc
tacctcatcee
agctctetga
caaagctgte
gcecttgactg
tcegttecca
aacccecgege
ccegagtate
cactgggccce
ttectttececa
gaatacctaa

ccecgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgeg
cttcggggag
gectgegetet
aacaagctca
aataactgtg
ctttcettet
gtggagcgaa
tcecctatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg

1380
1440
1500
1560
1620

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3878

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720



tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge
gctececgggeg
gctgecacagg
cgtgcaagga
tgaacceccga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttcac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtcgtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgccatece
atgggcctaa
tggtggcect
tgcggagget
ccaaccaagce
gcteeggtge
aaattcccegt
tcctegatga
gcatctgect
tggactatgt
tgcagatcge
cagccaggaa
ccaaactgct
agtggatgge
gctacggggt
ctgccagega
gtaccatcga
caaagttccg
ttgtcattca
gtgcectgat
cacagcaggg
gtgcaaccag
ccatcaagga
aggacagcat
aaaggcccge
ccagcagaga
tcaacactgt
agaaaggcag
aggaagccaa
gggtcgegec

<210> 730
<211> 3863
<212> ADN

ccagtggegg
ccacctggge
aggagaggag
ctgecgtgge
ccececgggag
cacctgeccee
gggcaaatac
agatcacggc
cgteccgecaag
tggtgaattt
cacctecatce
acatactcct
agggtttttg
cctagaaatc
cctgaacata
aatttcagga
gacctceggt
aggccaggte
ctgegtetet
ggagggtgag
cctgectecag
tgcccactac
aaacaacace
aaactgcacc
gatccegtec
ggggatcgge
gctgecaggag
tetettgagg
gtteggcacg
cgctatcaag
agcctacgtg
cacctecace
ccgggaacac
aaagggcatg
cgtactggtg
gggtgcggaa
attggaatca
gactgtttgg
gatctectece
tgtctacatg
tgagttgatc
gggggatgaa
ggatgaagaa
cttettecage
caacaattcc
agacagcttc
agacgacacc
tggctcetgtyg
cccacactac
ccagcccacce
ccaccaaatt
gccaaatgge
acaaagcagt

<213> Homo sapiens

<400> 730

cceggegeag
ccgaggegge
ggccaccteg
cacggcccece

cgcggecgcea
cggagteceqg
teggegtecg
tgactcegtce

gacatagtca
agctgccaaa
aactgccaga
aagtcccceca
agcgactgece
ccactcatge
agctttggtg
tcgtgegtce
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatce
cctetggate
ctgattcagg
atacgcggea
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgccatgect
tgceggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggce
ctggtectgga
tacggatgca
atcgccactg
ctettecatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
gaattaagag
atggccageg
gtgcagctca
aaagacaata
aactacttgg
aaaacaccge
gagaaagaat
attttacaca
gagttgatga
atcctggaga
atcatggtca
atcgaattcet
agaatgcatt
gacatggacg
agccccteca
accgtggett
ttgcagcgat
ttccteccag
cagaatcctg
caggaccceee
tgtgtcaaca
agcctggaca
atctttaagg
gaatttattg

gcagcectceeg
agctagecece
ccecgagtece
cagtattgat

ES 2741574 T3

gcagtgactt
agtgtgatcce
aactgaccaa
gtgactgetg
tggtctgecg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggece
tcteccataaa
tccacatect
cacaggaact
cttggectga
ggaccaagca
gattacgcte
tgtgctatge
aaattataag
tgtgctecece
tcagcecgagg
ttgtggagaa
tcacctgeac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgeca
tggagectcet
aaactgaatt
gactctggat
aagcaacatc
tggacaaccce
tcacgcagcet
ttggctcceca
aggaccgtceg
agcatgtcaa
accatgcaga
gaatctatac
cctttggate
aaggagaacg
agtgctggat
ccaaaatgge
tgccaagtce
acgtggtgga
cgtcacggac
gcattgatag
acagctcaga
tgcctgaata
tctatcacaa
acagcactge
gcacattcga
accctgacta
gctecacage
gagcatga

ccceccgeac
ggeggecgece
cgectegecg
cgggagagec

tctcageaac
aagctgtcce
aatcatctgt
ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgccgecaaa
tgctacgaat
gccggtggea
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggcetge
cagggaatgce
ctectgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgeeggecat
tcttgaagge
ggcectecte
catcgttegg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
tcecgaaagece
ccacgtgtge
catgececctte
gtacctgete
cttggtgcac
gatcacagat
aggaggcaaa
ccaccagagt
caagccatat
ccteectecag
gatagacgca
ccgagaccece
tacagactcce
tgccgacgag
tcecectectg
aaatgggectg
ccccacagge
cataaaccag
tcagcectetg
agtgggcaac
cagccectgee
ccagcaggac
tgaaaatgca

ggtgtgageg
gecegeccaga
ccaacgccac
ggagcgagct
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atgtcgatgg
aatgggagcet
gcceccageagt
tgtgctgecag
gacgaagcca
cagatggatg
ccecgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gacctccatg
ttttetcttg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggceegg
gtggacaagt
atacagtgcece
ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccace
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacgce
ggagaagctc
aaagtgctgg
gagaaagtta
aacaaggaaa
cgectgetgg
ggctgectece
aactggtgtg
cgcgaccetgg
tttgggctgg
gtgcctatca
tatgtctgga
gacggaatcce
ccacccatat
gatagtcgee
cagcgctacce
aacttctacc
tacctcatce
agctctetga
caaagctgte
gcecttgactg
tcegttececa
aaccccgege
ccegagtate
cactgggccce
ttectttececa
gaatacctaa

cccgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgeg

cttcggggag

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3878

60

120
180
240



cagcgatgeg
gcceggegag
cgcagttggg
aggtggtcct
taaagaccat
ttecectttgga
tagcagtctt
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge
getecgggeg
gctgecacagg
cgtgcaagga
tgaacceccga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actecttcac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtcgtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac

agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgeccatece
atgggcctaa
tggtggeccct
tgcggagget
ccaaccaagc
gctecggtge
aaattcccegt
acgtgatgge
ccaccgtgea
aacacaaaga
gcatgaacta
tggtgaaaac
cggaagagaa
aatcaatttt
tttgggagtt
cctecatect
acatgatcat
tgatcatcga
atgaaagaat
aagaagacat
tcagcagccce
attccaccgt
gcttettgea
acaccttcct
ctgtgcagaa
actaccagga
ccacctgtgt
aaattagcct
atggcatctt
gcagtgaatt

<210> 731
<211> 3866
<212> ADN

acccteeggg
tcgggctetg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgeat
ccagtggegg
ccacctgggce
aggagaggag
ctgcecgtgge
ccececcgggag
cacctgecece
gggcaaatac
agatcacgge
cgtccgcecaag
tggtgaattt
cacctececate
acatactect
agggtttttg
cctagaaatce
cctgaacata
aatttcagga
gacctceggt
aggccaggte

ctgegtetct
ggagggtgag
cctgecteag
tgcccactac
aaacaacacc
aaactgcacce
gatccegtee
ggggatcgge
gctgcaggag
tctettgagg
gttcggecacg
cgctatcaaa
cagegtggac
gctcatcacg
caatattgge
cttggaggac
accgcagcat
agaataccat
acacagaate
gatgaccttt
ggagaaagga
ggtcaagtge
attctccaaa
gcatttgeca
ggacgacgtg
cteccacgtca
ggcttgecatt
gcgatacage
ccecagtgect
tcctgtetat
ccecccacage
caacagcaca
ggacaaccct
taagggcetcec
tattggagca

<213> Homo sapiens

<400> 731

acggccgggg
gaggaaaaga
gatcattttc
gaaattacct
gctggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcgeegtge
gacatagtca
agctgccaaa
aactgccaga
aagtccccca
agcgactgee
ccactcatge
agctttggtg
tegtgegtece
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatce
cctetggate
ctgattcagg
atacgcggca
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgccatgect

tgcecggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggce
ctggtctgga
tacggatgca
atcgeccactg
ctcttecatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
acatctccga
aaccceccacg
cagctecatge
tccecagtacc
cgtegettgg
gtcaagatca
gcagaaggag
tataccecace
ggatccaage
gaacgccetcee
tggatgatag
atggceccgag
agtcectacag
gtggatgccg
cggactccce
gatagaaatg
tcagacccca
gaatacataa
cacaatcagce
actgcagtgg
ttecgacagcece
gactaccage
acagctgaaa
tga
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cagcgctect
aagtttgcca
tcagecteca
atgtgcagag
tecctcattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatcc
aactgaccaa
gtgactgctg
tggtectgceg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggcec
tctceccataaa
tecacatect
cacaggaact
cttggectga
ggaccaagca
gattacgcetce
tgtgetatge
aaattataag
tgtgetecce

tcagecgagg
ttgtggagaa
tcacctgeac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgeca
tggagcctcet
aaactgaatt
gactctggat
aagccaacaa
tgtgeccgect
cctteggetg
tgctcaactg
tgcaccgega
cagattttgg
gcaaagtgece
agagtgatgt
catatgacgg
ctcagccace
acgcagatag
accccecageg
actccaactt
acgagtacct
tcecctgagete
ggctgcaaag
caggcgectt
accagtceegt
ctectgaacce
gcaacccecga
ctgececcactg
aggacttcett
atgcagaata

ggcgetgetg
aggcacgagt
gaggatgtte
gaattatgat
cctcaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgece
tctcagecaac
aagctgtccce
aatcatctgt
ccacaaccag
caaattcecga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgccgcaaa
tgctacgaat
gecggtggea
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctecaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge

cagggaatgc
ctctgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgcecggecat
tcttgaagge
ggcectecte
catcgttcgg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
ggaaatccte
gctgggeate
cctectggac
gtgtgtgcag
cctggcagece
gctggccaaa
tatcaagtgg
ctggagctac
aatccctgee
catatgtacc
tcgcccaaag
ctaccttgte
ctaccgtgee
catcccacag
tctgagtgceca
ctgtceccate
gactgaggac
tcccaaaagg
cgcgeccage
gtatctcaac
ggcccagaaa
tcccaaggaa
cctaagggte

237

gctgegetet
aacaagctca
aataactgtg
ctttecttet
gtggagcgaa
tectatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcecgatgg
aatgggagct
gcccagecagt
tgtgctgecag
gacgaagcca
cagatggatg
cceccgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gacctcecatg
ttttetettg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggcecgg

gtggacaagt
atacagtgce
ccagacaact
ccggeaggag
gtgtgccacc
tgtccaacga
ttgetgetgg
aagcgcacgce
ggagaagctc
aaagtgctgg
gagaaagtta
gatgaagcct
tgecctcacct
tatgtceggg
atcgcaaagg
aggaacgtac
ctgctgggtg
atggcattgg
ggggtgactg
agcgagatct
atcgatgtct
ttcegtgagt
attcaggggg
ctgatggatg
cagggcttct
accagcaaca
aaggaagaca
agcatagacg
ceegetgget
agagacccac
actgtccage
ggcagccacce
gccaagcecaa
gcgecacaaa

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3863



cceggegeag
ccgaggeggce
ggccaccteg
cacggccccce
cagcgatgeg
gceceggegag
cgcagttggg
aggtggtcct
taaagaccat
ttcectttgga
tagcagtctt
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge
gctecegggeg
gctgcacagg
cgtgcaagga
tgaaccecga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttcac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtegtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgeccatee
atgggcctaa
tggtggcccet
tgcggagget
ccaaccaagc
gcteeggtge
aaattcccegt
cctacgtgat
cctccaccegt
gggaacacaa
agggcatgaa
tactggtgaa
gtgcggaaga
tggaatcaat
ctgtttggga
tctectecat
tctacatgat
agttgatcat
gggatgaaag
atgaagaaga
tcttecagecag
acaattccac
acagcttctt
acgacacctt
gctcetgtgea

cacactacca
agcccacctg
accaaattag
caaatggcat

aaagcagtga
<210> 732
<211> 3860
<212> ADN

cgeggecgea
cggagtcceg
teggegtecg
tgactcegte
acccteceggg
tcgggcetctg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgeat
ccagtggegg
ccacctggge
aggagaggag
ctgecegtgge
ccececgggag
cacctgecece
gggcaaatac
agatcacggce
cgtecgeaag
tggtgaattt
cacctecatce
acatactcct
agggtttttg
cctagaaatc
cctgaacata
aatttcagga
gaccteceggt
aggccaggtce
ctgegtetet
ggagggtgag
cctgectecag
tgcccactac
aaacaacacc
aaactgcacc
gatccegtec
ggggatcgge
gctgecaggag
tctettgagg
gttecggecacyg
cgctatcaag
ggccagegtg
gcagctcatce
agacaatatt
ctacttggag
aacaccgcag
gaaagaatac
tttacacaga
gttgatgacc
cctggagaaa
catggtcaag
cgaattectec
aatgcatttg
catggacgac
ccecctecacg
cgtggettge
gcagcgatac
ccteccagtg
gaatcctgtce

ggaccecccac
tgtcaacagce
cctggacaac
ctttaaggge
atttattgga

gcagcectecg
agctagcccee
ceccgagtece
cagtattgat
acggccgggyg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
gctggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcgcegtge
gacatagtca
agctgccaaa
aactgccaga
aagtccccea
agcgactgece
ccactcatge
agctttggtg
tegtgegtee
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatc
cctetggate
ctgattcagg
atacgceggea
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgccatgect
tgccggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggcce
ctggtctgga
tacggatgca
atcgccactg
ctetteatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
gaatcatcte
gacaacccce
acgcagctca
ggctcceccagt
gacecgtceget
catgtcaaga
catgcagaag
atctataccc
tttggatcca
ggagaacgcce
tgctggatga
aaaatggcecce
ccaagtccta
gtggtggatg
tcacggacte
attgatagaa
agctcagacce
cctgaataca
tatcacaatce

agcactgcag
acattcgaca
cctgactace
tccacagetg
gcatga
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cceceecgeac
ggcggecgece
cgectegecyg
cgggagagce
cagcgcetect
aagtttgcca
tcagccteca
atgtgcagag
tecctcattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatce
aactgaccaa
gtgactgctg
tggtctgecg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggcece
tcteccataaa
tccacatcct
cacaggaact
cttggectga
ggaccaagca
gattacgcete
tgtgctatge
aaattataag
tgtgctcecce
tcagcecgagyg
ttgtggagaa
tcacctgeac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgcca
tggagectcet
aaactgaatt
gactctggat
cgaaagccaa
acgtgtgecg
tgceccettegg
acctgcetcaa
tggtgcaccg
tcacagattt
gaggcaaagt
accagagtga
agccatatga
tceccteagee
tagacgcaga
gagacccccea
cagactccaa
ccgacgagta
ccctectgag
atgggctgea
ccacaggcege
taaaccagtce
agcctcectgaa

tgggcaacce
gcectgeeca
agcaggactt
aaaatgcaga

ggtgtgageg
gccgeccaga
ccaacgccac
ggagcgagcet
ggcgetgetg
aggcacgagt
gaggatgttc
gaattatgat
cctcaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgee
tctcageaac
aagctgtcce
aatcatctgt
ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgeccgecaaa
tgctacgaat
gccggtggea
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge
cagggaatge
ctectgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgeecggecat
tcttgaagge
ggeccctecte
categttegg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
caaggaaatc
cctgetggge
ctgcctectg
ctggtgtgtg
cgacctggca
tgggctggee
gcctatcaag
tgtctggage
cggaatccct
acccatatgt
tagtcgecca
gegctaccett
cttctaccgt
cctecatcecca
ctectetgagt
aagctgtece
cttgactgag
cgttcccaaa
ccecgegece

cgagtatctce
ctgggcccag
ctttecccaag
atacctaagg
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ccecgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgceg
ctteggggag
gctgegetet
aacaagctca
aataactgtg
ctttecttet
gtggagcgaa
tcctatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagct
gcecageagt
tgtgctgcag
gacgaagcca
cagatggatg
ccecgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gacctcecatg
ttttetettg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggcccgg
gtggacaagt
atacagtgcc
ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccacc
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacgce
ggagaagctc
aaagtgctgg
gagaaagtta
ctecgatgaag
atctgeccteca
gactatgtce
cagatcgcaa
gccaggaacyg
aaactgctgg
tggatggcat
tacggggtga
gccagcgaga
accatcgatg
aagttccegtg
gtcattcagg
gcectgatgg
cagcagggct
gcaaccagca
atcaaggaag
gacagcatag
aggcccgetg
agcagagacc

aacactgtcc
aaaggcagcce
gaagccaagce
gtegegecac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600

3660
3720
3780
3840
3866



<213> Homo sapiens

<400> 732

cceggegeag
ccgaggceggce
ggccaccteg
cacggccccce
cagcgatgeg
gcceggegag
cgecagttggg
aggtggtcct
taaagaccat
ttectttgga
tagcagtctt
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge
gcteegggeg
gctgecacagg
cgtgcaagga
tgaaccccga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttcac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtegtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg

gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgeccatee
atgggcctaa
tggtggecct
tgcggagget
ccaaccaagce
gcteeggtge
aaattcccegt
tgatggecag
ccgtgecaget
acaaagacaa
tgaactactt
tgaaaacacc
aagagaaaga
caattttaca
gggagttgat
ccatectgga

tgatcatggt
tcategaatt
aaagaatgca
aagacatgga
gcagcececte
ccaccgtgge
tettgeageg
ccttectecee
tgcagaatce
accaggaccc
cctgtgtcaa
ttagcctgga
gcatctttaa
gtgaatttat

cgcggecgea
cggagtecceg
tcggegtecg
tgactcegte
acccteceggg
tcgggetcetg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgeat
ccagtggcegg
ccacctggge
aggagaggag
ctgeegtgge
cceeccgggag
cacctgecee
gggcaaatac
agatcacggce
cgtccgecaag
tggtgaattt
cacctececatce
acatactcct
agggtttttg
cctagaaatc
cctgaacata
aatttcagga
gacctceggt
aggccaggtce
ctgegtetet
ggagggtgag
cctgectcag

tgceccactac
aaacaacacc
aaactgcacc
gatcecegtece
ggggatcgge
gctgcaggag
tectettgagg
gttecggeacg
cgctatcaag
cgtggacaac
catcacgecag
tattggctcee
ggaggaccgt
gcagcatgtce
ataccatgeca
cagaatctat
gacctttgga
gaaaggagaa

caagtgctgg
ctecaaaatyg
tttgccaagt
cgacgtggtg
cacgtcacgg
ttgcattgat
atacagctea
agtgcctgaa
tgtctatcac
ccacagecact
cagcacattc
caaccctgac
gggctccaca
tggagcatga

gcagccteeg
agctagcececce
ccegagtece
cagtattgat
acggccgggg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
gctggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcgeegtge
gacatagtca
agctgccaaa
aactgccaga
aagtccccca
agcgactgece
ccactcatge
agctttggtg
tegtgegtcee
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatc
cctetggate
ctgattcagg
atacgcggea
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgcecatgect
tgceggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca

attgacggcece
ctggtctgga
tacggatgca
atcgeccactg
ctettecatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
gaatcgaaag
ceccacgtgt
ctcatgecect
cagtacctge
cgcttggtge
aagatcacag
gaaggaggca
acccaccaga
tccaagecat
cgecteccte

atgatagacg
gecegagace
cctacagact
gatgccgacg
acteccectec
agaaatgggce
gaccccacag
tacataaacc
aatcagcctce
gcagtgggca
gacagccctg
taccagcagg
gctgaaaatg
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ccecececgeac
ggcggecgece
cgectegeeyg
cgggagagcece
cagcgetect
aagtttgcca
tcagcecteca
atgtgcagag
tccteattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatce
aactgaccaa
gtgactgectg
tggtctgecg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggece
tcteccataaa
tccacatect
cacaggaact
cttggectga
ggaccaagca
gattacgcetc
tgtgctatge
aaattataag
tgtgctccce
tcagcecgagg
ttgtggagaa
tcacctgeac

cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgceca
tggagcctcet
aaactgaatt
gactctggat
ccaacaagga
geegeetget
teggectgect
tcaactggtg
accgcegaccet
attttgggcet
aagtgectat
gtgatgtctg
atgacggaat
agccacccat

cagatagtcg
cecagegeta
ccaacttcta
agtacctcat
tgagctctcet
tgcaaagctg
gcgecttgac
agteccgttcce
tgaaccccege
accccgagta
cccactggge
acttcetttee
cagaatacct

ggtgtgagcg
gcecgeccaga
ccaacgcecac
ggagcgagct
ggcgetgetg
aggcacgagt
gaggatgttc
gaattatgat
cctcaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgee
tctcagcaac
aagctgtece
aatcatctgt
ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgccgecaaa
tgctacgaat
gccggtggea
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge
cagggaatge
ctectgagtge
aggacgggga

caagacctge
cgecggecat
tcttgaagge
ggccectecte
categttcgg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
aatcctcegat
gggcatcetge
cctggactat
tgtgcagatc
ggcagccagg
ggccaaactg
caagtggatg
gagctacggg
ccetgecage
atgtaccatc

cccaaagtte
cettgteatt
ccgtgeectg
cccacagcag
gagtgcaacc
tceccatcaag
tgaggacage
caaaaggcce
gcccagcaga
tctcaacact
ccagaaaggc
caaggaagcce
aagggtcgeg

239

ccecgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgeg
ctteggggag
gcetgegetet
aacaagctca
aataactgtg
ctttecttet
gtggagcgaa
tcctatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagct
gcccagcagt
tgtgctgecag
gacgaagcca
cagatggatg
ccecgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gacctccatg
ttttectettg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggcccgg
gtggacaagt
atacagtgece
ccagacaact

ccggcaggag
gtgtgccacc
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacge
ggagaagctce
aaagtgctgg
gagaaagtta
gaagcctacg
cteaccteca
gtececgggaac
gcaaagggca
aacgtactgg
ctgggtgcgg
gcattggaat
gtgactgttt
gagatctcct
gatgtctaca

cgtgagttga
cagggggatg
atggatgaag
ggcttctteca
agcaacaatt
gaagacagct
atagacgaca
gctggectetg
gacccacact
gtecagecca
agccaccaaa
aagccaaatg
ccacaaagca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060

3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3860



<210> 733
<211> 3860
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 733

cceggegeag
ccgaggeggce
ggccaccteg
cacggccccce
cagcgatgeg
gceceggegag
cgcagttggg
aggtggtcct
taaagaccat
ttectttgga
tagcagtctt
atttacagga
tggagagcat
actteccagaa
gctggggtge
gctcegggeg
gctgecacagg
cgtgcaagga
tgaacceccga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttcac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtcgtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgccatee
atgggcctaa
tggtggecct
tgcggagget
ccaaccaagce
gcteeggtge
aaattcccgt
tgatggccag

cgcggcecgea
cggagtceceg
tcggegtecg
tgactcegte
acccteecggg
tcgggcetcectg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgeat
ccagtggcegg
ccacctggge
aggagaggag
ctgeecgtgge
cceeccgggag
cacctgecece
gggcaaatac
agatcacggce
cgtecgeaag
tggtgaattt
cacctecatce
acatactcct
agggtttttg
cctagaaatc
cctgaacata
aatttcagga
gacctceggt
aggccaggtce
ctgegtetet
ggagggtgag
cctgectcag
tgceccactac
aaacaacacc
aaactgcacc
gatcccegtece
ggggatcgge
gctgcaggag
tetettgagg
gtteggcacg
cgctatcaag
cgtggacaac

gcagcctceeg
agctagcececce
ccegagtece
cagtattgat
acggeccgggg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
gctggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcegceegtge
gacatagtca
agctgecaaa
aactgccaga
aagtccccca
agcgactgece
ccactcatge
agcetttggtg
tegtgegtee
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatc
cctetggate
ctgattcagg
atacgcggea
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgccatgect
tgceggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggce
ctggtctgga
tacggatgca
atcgccactg
ctecttecatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
gaatcgaaag
cccecacgtgt
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ccceccgeac
ggcggecgece
cgectegecyg
cgggagagcce
cagcgctect
aagtttgcca
tcagccteca
atgtgcagag
tecctcattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatcc
aactgaccaa
gtgactgectg
tggtctgecg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggcece
tcteccataaa
tccacatcct
cacaggaact
cttggectga
ggaccaagca
gattacgcte
tgtgctatge
aaattataag
tgtgctccce
tcagececgagg
ttgtggagaa
tcacctgecac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgceca
tggagcctcet
aaactgaatt
gactctggat
ccaacaagga
gccgectget

ggtgtgagcg
gcecgeccaga
ccaacgcecac
ggagcgagcet
ggcgctgetg
aggcacgagt
gaggatgttc
gaattatgat
cctcaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgee
tctcagcaac
aagctgtece
aatcatctgt
ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgeccgecaaa
tgctacgaat
gccggtggea
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge
cagggaatge
ctetgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgccggecat
tcttgaagge
ggccectecte
catcgttcgg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
aatcctegat
gggcatctge
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ccecgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgeg
cttcggggag
gctgegetet
aacaagctca
aataactgtg
ctttecttet
gtggagcgaa
tcctatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagcet
gcccagcagt
tgtgctgecag
gacgaagcca
cagatggatg
ccecgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gacctccatg
ttttetcttg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggcccgg
gtggacaagt
atacagtgcc
ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccace
tgtccaacga
ttgctgcetgg
aagcgcacge
ggagaagcte
aaagtgctgg
gagaaagtta
gaagcctacg
ctcacctceea

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580



ccgtgcaget
acaaagacaa
tgaactactt
tgaaaacacc
aagagaaaga
caattttaca
gggagttgat
ccatcctgga
tgatcatggt
tcatcgaatt
aaagaatgca
aagacatgga
gcagececte
ccaccgtgge
tcttgcageg
ccttectece
tgcagaatcce
accaggaccc
cctgtgtcaa
ttagcctgga
gcatctttaa
gtgaatttat

<210> 734
<211> 3878
<212> ADN

catcacgcag
tattggctee
ggaggaccgt
gcagcatgte
ataccatgeca
cagaatctat
gacctttgga
gaaaggagaa
caagtgctgg
ctccaaaatg
tttgccaagt
cgacgtggtg
cacgtcacgg
ttgcattgat
atacagctca
agtgcctgaa
tgtctatcac
ccacagcact
cagcacattc
caaccctgac
gggctccaca
tggagcatga

<213> Homo sapiens

<400> 734

cceggcegecag
ccgaggeggce
ggccaccteg
cacggccccece
cagcgatgeg
gcccggegag
cgecagttggg
aggtggtcct
taaagaccat
ttcctttgga
tagcagtctt
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge
gctcegggeg
gctgcacagg
cgtgcaagga
tgaaccccga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttcac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtegtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga

cgeggecgea
cggagtcceg
teggegtecg
tgactcegte
acccteceggg
tcgggcetctg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgecat
ccagtggcgg
ccacctggge
aggagaggag
ctgeegtgge
cceeccgggag
cacctgecece
gggcaaatac
agatcacggce
cgteccgecaag
tggtgaattt
cacctecatce
acatactcct
agggtttttg
cctagaaatc
cctgaacata
aatttcagga
gacctceggt
aggceccaggte
ctgegtetet
ggagggtgag
cctgectecag
tgceccactac
aaacaacacc

ctcatgeect
cagtacctge
cgettggtge
aagatcacag
gaaggaggca
acccaccaga
tecaagecat
cgcceteccte
atgatagacg
gccegagace
cctacagact
gatgccgacg
actccectee
agaaatgggce
gaccccacag
tacataaacc
aatcageccte
gcagtgggca
gacagccctg
taccagcagg
gctgaaaatg

gcagectecg
agctagcccee
ceccgagtece
cagtattgat
acggccgggyg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
gctggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcgecegtge
gacatagtca
agctgccaaa
aactgccaga
aagtccccea
agcgactgece
ccactcatge
agctttggtg
tegtgegtcee
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatc
cctetggate
ctgattcagg
atacgceggcea
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgcecatgect
tgceggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggcce
ctggtctgga
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teggcectgect
tcaactggtg
accgcgacct
attttgggcet
aagtgectat
gtgatgtctg
atgacggaat
agccacccat
cagatagtcg
cccagegeta
ccaacttcta
agtacctcat
tgagctctet
tgcaaagctg
gcgecttgac
agtcegttee
tgaacccege
accccgagta
cccactggge
acttectttcce
cagaatacct

cceceecgeac
ggcggecgece
cgectegecyg
cgggagagcece
cagcgetect
aagtttgcca
tcagcecteca
atgtgcagag
tccteattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatce
aactgaccaa
gtgactgctg
tggtctgecg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggce
tctecataaa
tccacatcect
cacaggaact
cttggectga
ggaccaagca
gattacgetce
tgtgctatge
aaattataag
tgtgctccce
tcagcecgagg
ttgtggagaa
tcacctgeac
cccactgegt
agtacgcaga

cctggactat
tgtgcagatc
ggcagccagg
ggccaaactg
caagtggatg
gagctacggg
ccetgecage
atgtaccatc
cccaaagtte
ccttgtecatt
ccgtgeectg
cccacagcag
gagtgcaacc
tcccatcaag
tgaggacage
caaaaggcce
gcccagecaga
tctcaacact
ccagaaaggce
caaggaagcce
aagggtcgeg

ggtgtgageg
gcecgeccaga
ccaacgcecac
ggagcgagct
ggcgetgetg
aggcacgagt
gaggatgttc
gaattatgat
cctcaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgee
tctcageaac
aagctgtcce
aatcatctgt
ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgccgecaaa
tgctacgaat
gccggtggea
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge
cagggaatgce
ctetgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgecggecat
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gtecgggaac
gcaaagggca
aacgtactgg
ctgggtgcgg
gcattggaat
gtgactgttt
gagatctcct
gatgtctaca
cgtgagttga
cagggggatg
atggatgaag
ggcttctteca
agcaacaatt
gaagacagct
atagacgaca
gctggetetg
gacccacact
gtccagcceca
agccaccaaa
aagccaaatg
ccacaaagca

cccgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgceg
cttcggggag
gctgegetet
aacaagctca
aataactgtg
ctttecttet
gtggagcgaa
tcctatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagct
gcccagecagt
tgtgectgcag
gacgaagcca
cagatggatg
ccecgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gacctccatg
ttttetettg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggccegg
gtggacaagt
atacagtgcece
ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccacc

2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3860

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100



tgtgccatcec

atgggcctaa
tggtggcccet
tgeggagget
ccaaccaagce
gcteeggtge
aaattcccegt
tcctegatga
gcatectgecet
tggactatgt
tgcagatcge
cagccaggaa
ccaaactget
agtggatggc
gctacggggt
ctgccagega
gtaccatcga
caaagttccg
ttgtecatteca
gtgcectgat
cacagcaggg
gtgcaaccag
ccatcaagga
aggacagcat
aaaggcecge
ccagcagaga
tcaacactgt
agaaaggcag
aggaagccaa
gggtcgegec

<210> 735
<211> 3878
<212> ADN

aaactgecacc

gatccegtece
ggggatcgge
gctgecaggag
tctettgagg
gtteggcacg
cgctatcaag
agcctacgtg
cacctccacce
ccgggaacac
aaagggcatg
cgtactggtg
gggtgcggaa
attggaatca
gactgtttgg
gatctcctece
tgtctacatg
tgagttgatc
gggggatgaa
ggatgaagaa
cttetteage
caacaattcc
agacagcttce
agacgacacc
tggetetgtg
cccacactac
ccagcccacce
ccaccaaatt
gccaaatggce
acaaagcagt

<213> Homo sapiens

<400> 735

cceggegeag
ccgaggegge
ggccaccteg
cacggccccce
cagcgatgeg
gcccggegag
cgcagttggg
aggtggtcct
taaagaccat
ttcectttgga
tagcagtcett
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge
gctecegggeg
gctgcacagg
cgtgcaagga
tgaacceccga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttcac
aggaaatcac
cctttgagaa

cgcggcecgea
cggagteceg
tcggegtceeg
tgactcegtce
accctecggg
tegggetcetg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgecat
ccagtggegg
ccacctggge
aggagaggag
ctgecegtgge
ccececgggag
cacctgecece
gggcaaatac
agatcacggce
cgtecgeaag
tggtgaattt
cacctecatce
acatactcct
agggtttttg
cctagaaatc

tacggatgca

atcgccactg
ctettecatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
gaattaagag
atggccageg
gtgcagctca
aaagacaata
aactacttgg
aaaacaccge
gagaaagaat
attttacaca
gagttgatga
atcctggaga
atcatggtca
atcgaattcet
agaatgcatt
gacatggacg
agceccteca
accgtggett
ttgcagecgat
ttccteccag
cagaatcctg
caggacccee
tgtgtcaaca
agcctggaca
atctttaagg
gaatttattg

gcagccteceg
agctagececce
ccegagtece
cagtattgat
acggccgggg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
gctggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcgecgtge
gacatagtca
agctgccaaa
aactgccaga
aagtccccea
agcgactgece
ccactcatge
agctttggtg
tegtgegtee
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatc
cctetggate
ctgattcagg
atacgcggea
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ctgggecagg

ggatggtggg
gaaggcgcca
tggagectcet
aaactgaatt
gactctggat
aagcaacatc
tggacaaccc
tcacgcagcet
ttggctcceca
aggaccgtceg
agcatgtcaa
accatgcaga
gaatctatac
cctttggate
aaggagaacg
agtgctggat
ccaaaatgge
tgccaagtce
acgtggtgga
cgtcacggac
gcattgatag
acagctcaga
tgcctgaata
tctatcacaa
acagcactge
gcacattcga
accctgacta
gctecacage
gagcatga

ccecececgeac
ggcggecgece
cgcctegecg
cgggagagcce
cagegetect
aagtttgeca
tcagcctecca
atgtgcagag
tccteattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatce
aactgaccaa
gtgactgctg
tggtctgecg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggcece
tcteccataaa
tccacatcct
cacaggaact
cttggectga
ggaccaagca

tcttgaagge

ggccctecte
categttegg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
tccgaaagee
ccacgtgtge
catgccctte
gtacctgcete
cttggtgcac
gatcacagat
aggaggcaaa
ccaccagagt
caagccatat
cctcecteag
gatagacgca
ccgagaccece
tacagactce
tgccgacgag
tececectectg
aaatgggctg
ccccacagge
cataaaccag
tcagectetyg
agtgggcaac
cagccectgee
ccagcaggac
tgaaaatgca

ggtgtgagcg
gcecgeccaga
ccaacgccac
ggagcgagcet
ggcgctgctg
aggcacgagt
gaggatgttc
gaattatgat
cctcaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgee
tctcageaac
aagctgtcce
aatcatctgt
ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggcecgacage
ttgeccgecaaa
tgctacgaat
gccggtggea
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag

242

tgtccaacga

ttgctgetgg
aagcgcacgce
ggagaagctc
aaagtgctgg
gagaaagtta
aacaaggaaa
cgectgetgg
ggctgectee
aactggtgtg
cgegaccetgg
tttgggcggg
gtgcctatca
gatgtctgga
gacggaatcc
ccacccatat
gatagtegece
cagcgctacce
aacttctace
tacctcatce
agctectetga
caaagctgtce
geettgactg
tcegttcececa
aacceecgege
ccegagtate
cactgggccce
ttectttecca
gaatacctaa

ccecgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgceg
ctteggggag
gctgegetet
aacaagctca
aataactgtg
ctttecttet
gtggagcgaa
tcctatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagct
gcecageagt
tgtgctgcag
gacgaagcca
cagatggatg
ccecgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gacctccatg
ttttetcttg

2160

2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3878

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560



cagtegtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgccatcece
atgggcctaa
tggtggecct
tgcggaggct
ccaaccaagce
gcteeggtge
aaattceccgt
tcctecgatga
gcatctgect
tggactatgt
tgcagatcge
cagccaggaa
ccaaactgct
agtggatgge
gctacggggt
ctgccagega
gtaccatcga
caaagttccg
ttgtecattea
gtgccectgat
cacagcaggg
gtgcaaccag
ccatcaagga
aggacagcat
aaaggcccge
ccagcagaga
tcaacactgt
agaaaggcag
aggaagccaa
gggtcgegec

<210> 736
<211> 3878
<212> ADN

cctgaacata
aatttcagga
gacctceceggt
aggccaggtce
ctgegtetet
ggagggtgag
cctgectecag
tgceccactac
aaacaacacc
aaactgecacc
gatcccegtece
ggggatcgge
gctgcaggag
tetettgagg
gtteggcacg
cgctatcaag
agcctacgtg
caccteccace
ccgggaacac
aaagggcatg
cgtactggtg
gggtgcggaa
attggaatca
gactgtttgg
gatctectece
tgtctacatg
tgagttgatc
gggggatgaa
ggatgaagaa
cttettecage
caacaattcc
agacagcttce
agacgacacc
tggctctgtg
cccacactac
ccagcccace
ccaccaaatt
gccaaatggce
acaaagcagt

<213> Homo sapiens

<400> 736

cceggegeag
ccgaggegge
ggccaccteg
cacggcccce
cagcgatgeg
gcceggegag
cgcagttggg
aggtggtcct
taaagaccat
ttectttgga
tagcagtcett
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge
gctceegggeg
gctgcacagg
cgtgcaagga

cgcggecgea
cggagtcceg
tecggegtecg
tgactcegte
acccteecggg
tecgggetcetg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgecat
ccagtggegg
ccacctggge
aggagaggag
ctgeegtgge
cceeccgggag
cacctgeccee

acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgccatgect
tgceggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggcce
ctggtctgga
tacggatgca
atcgeccactg
ctectteatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
gaattaagag
atggccageg
gtgcagctca
aaagacaata
aactacttgg
aaaacaccge
gagaaagaat
attttacaca
gagttgatga
atcctggaga
atcatggtca
atcgaattct
agaatgceatt
gacatggacg
agcccectceea
accgtggett
ttgcagecgat
ttccteccag
cagaatcctg
caggaccceece
tgtgtcaaca
agcctggaca
atctttaagg
gaatttattg

gcagcectecg
agctagcccee
ccegagtece
cagtattgat
acggccgggg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
gctggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcgecegtge
gacatagtca
agctgccaaa
aactgccaga
aagtccccca
agcgactgece
ccactcatge
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gattacgetce
tgtgctatge
aaattataag
tgtgctcecce
tcagcecgagg
ttgtggagaa
tcacctgcac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggegeea
tggagcctcet
aaactgaatt
gactctggat
aagcaacatc
tggacaaccce
tcacgcagcet
ttggctcceca
aggaccgtceg
agcatgtcaa
accatgcaga
gaatctatac
cctttggate
aaggagaacg
agtgctggat
ccaaaatggce
tgccaagtee
acgtggtgga
cgtcacggac
gcattgatag
acagctcaga
tgcctgaata
tctatcacaa
acagcactgce
gcacattcga
accctgacta
gcteccacage
gagcatga

ccececcgeac
ggcggecgee
cgcctegecg
cgggagagcc
cagcgctect
aagtttgcca
tcagccteca
atgtgcagag
tccteattge
gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatce
aactgaccaa
gtgactgetg
tggtctgecg
tctacaacce

cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge
cagggaatge
ctetgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgececggecat
tettgaagge
ggccectecte
categttegg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
tcecgaaagee
ccacgtgtge
catgccctte
gtacctgete
cttggtgecac
gatcacagat
aggaggcaaa
ccaccagagt
caagccatat
cctceectecag
gatagacgca
ccgagaccce
tacagactee
tgeccgacgag
tccectectyg
aaatgggctg
cceccacagge
cataaaccag
tcagcectcetg
agtgggcaac
cagccectgee
ccagcaggac
tgaaaatgca

ggtgtgageg
gcegeccaga
ccaacgccac
ggagcgagct
ggcgctgetg
aggcacgagt
gaggatgttc
gaattatgat
cctcaacaca
ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgee
tctcageaac
aagctgtece
aatcatetgt
ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac
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ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggcccgg
gtggacaagt
atacagtgcece
ccagacaact
ccggecaggag
gtgtgccace
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgecacge
ggagaagctce
aaagtgctgg
gagaaagtta
aacaaggaaa
cgectgetgg
ggctgectec
aactggtgtg
cgcgacctgg
tttgggcggg
gtgcctatca
gatgtctgga
gacggaatce
ccacccatat
gatagtcgee
cagecgctace
aacttcetace
tacctcatce
agctctcetga
caaagctgte
gcettgactg
tcegttececa
aaccccgege
ccegagtate
cactgggccce
ttetttcececa
gaatacctaa

ccecgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgceg
cttcggggag
gctgegetet
aacaagctca
aataactgtg
ctttecttet
gtggagcgaa
tectatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagcet
gcccageagt
tgtgctgecag
gacgaagcca
cagatggatg

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3878

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080



tgaaccecga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttcac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtegtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgccatece
atgggcctaa
tggtggcect
tgeggagget

ccaaccaagc
gcteceggtge
aaattcccegt
tcctegatga
gcatctgect
tggactatgt
tgcagatcge
cagccaggaa
ccaaacagcet
agtggatggc
gctacggggt
ctgccagega
gtaccatcga
caaagttccg
ttgtcattca
gtgccectgat
cacagcaggg
gtgcaaccag
ccatcaagga
aggacagcat
aaaggcccgce
ccagcagaga
tcaacactgt
agaaaggcag
aggaagccaa
gggtcgegee

<210> 737
<211> 3878
<212> ADN

gggcaaatac
agatcacggce
cgtecgeaag
tggtgaattt
cacctecatce
acatactcct
agggtttttg
cctagaaatc
cctgaacata
aatttcagga
gacctceceggt
aggccaggte
ctgegtetet
ggagggtgag
cctgectecag
tgceccactac
aaacaacacc
aaactgcacc
gatccegtec
ggggatcgge
gctgecaggag

tctettgagg
gttecggecacg
cgctatcaag
agcctacgtg
caccteccace
ccgggaacac
aaagggcatg
cgtactggtg
gggtgcggaa
attggaatca
gactgtttgg
gatctcctec
tgtctacatg
tgagttgatc
gggggatgaa
ggatgaagaa
cttettecage
caacaattcc
agacagcttc
agacgacacc
tggctctgtg
cccacactac
ccagcccace
ccaccaaatt
gccaaatgge
acaaagcagt

<213> Homo sapiens

<400> 737

cceggegeag
ccgaggcegge
ggccaccteg
cacggccccece
cagcgatgeg
gccecggegag
cgcagttggg
aggtggtcct
taaagaccat

cgcggecgea
cggagtcceg
teggegtecg
tgactcegtce
acccteeggg
tecgggetetg
cacttttgaa
tgggaatttg

ccaggaggtyg

agctttggtg
tegtgegtee
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatc
cctetggate
ctgattcagg
atacgcggcea
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgccatgect
tgccggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggcece
ctggtctgga
tacggatgca
atcgccactg
ctettecatge

agggagcttg

atcttgaagg
gtgtataagg
gaattaagag
atggccageg
gtgcagctca
aaagacaata
aactacttgg
aaaacaccge
gagaaagaat
attttacaca
gagttgatga
atcctggaga
atcatggtca
atcgaattet
agaatgcatt
gacatggacg
agccccteca
accgtggett
ttgcagcgat
tteccteccag
cagaatcctg
caggaccccee
tgtgtcaaca
agcctggaca
atctttaagg
gaatttattg

gcagecteeg
agctageccce
ccecgagtecce
cagtattgat
acggccgggg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
gctggttatg
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ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggcec
tctecataaa
tccacatcct
cacaggaact
cttggectga
ggaccaagca
gattacgcete
tgtgctatge
aaattataag
tgtgectccce
tcagcegagyg
ttgtggagaa
tcacctgeac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgcca
tggagectcet

aaactgaatt
gactctggat
aagcaacatc
tggacaacce
tcacgecagcet
ttggctcceca
aggaccgtcg
agcatgtcaa
accatgcaga
gaatctatac
cctttggate
aaggagaacg
agtgctggat
ccaaaatgge
tgccaagtce
acgtggtgga
cgtcacggac
gcattgatag
acagctcaga
tgcctgaata
tctatcacaa
acagcactge
gcacattcga
accctgacta
gctecacage
gagcatga

ccececcgeac
ggcggecgec
cgectegeeg
cgggagagcec
cagcegctect
aagtttgcca
tcageeteeca
atgtgcagag
tectcattge

gaagaagtgt
ggccgacage
ttgeccgecaaa
tgctacgaat
gccggtggea
ggatattctg
aaacaggacg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggctge
cagggaatge
ctctgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgeecggecat
tcttgaagge
ggccctecte
catcgttegg
tacacccagt

caaaaagatc
cccagaaggt
tcecgaaagece
ccacgtgtge
catgeccctte
gtacctgete
cttggtgcac
gatcacagat
aggaggcaaa
ccaccagagt
caagccatat
ccteectecag
gatagacgca
ccgagaccce
tacagactcc
tgccgacgag
tcecectectg
aaatgggctg
cceccacagge
cataaaccag
tcagectetg
agtgggcaac
cagcectgee
ccagcaggac
tgaaaatgca

ggtgtgageg
gccgeccaga
ccaacgccac
ggagcgagcet
ggcgcetgetg
aggcacgagt
gaggatgtte
gaattatgat
cctecaacaca

244

ccecgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gacctccatg
ttttectettg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggcccgg
gtggacaagt
atacagtgcc
ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccacc
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacgce
ggagaagctc

aaagtgctgg
gagaaagtta
aacaaggaaa
cgectgetgg
ggctgectec
aactggtgtg
cgegacctgg
tttgggctgg
gtgcctatca
gatgtctgga
gacggaatcc
ccacccatat
gatagtegec
cagecgctace
aacttctacce
tacctcatce
agctctetga
caaagctgte
gccttgactg
tcegttecca
aacceccgege
ccecgagtate
cactgggcece
ttetttcececa
gaatacctaa

ccecgacgegg
ccggacgaca
aaccaccgceg
cttcggggag
gctgegetet
aacaagctca
aataactgtg
ctttcettet

gtggagcgaa

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

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3878

60

120
180
240
300
360
420
480
540



ttectttgga
tagcagtcett
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge
gctceegggeg
gctgecacagg
cgtgcaagga
tgaacceccga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttcac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtcgtcag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgeccatee
atgggcctaa
tggtggcccet
tgcggagget
ccaaccaagce
gcteeggtge
aaattcccegt
tcctegatga
gcatctgect
tggactatgt
tgcagatcge
cagccaggaa
ccaaactgct
agtggatggce
gctacggggt
ctgccagega
gtaccatcga
caaagttccg
ttgtcattca
gtgcectgat
cacagcaggg

gtgcaaccag
ccatcaagga

aggacagcat
aaaggcccge
ccagcagaga
tcaacactgt
agaaaggcag
aggaagccaa
gggtcgegec

<210> 738
<211> 3860
<212> ADN

aaacctgcag
atctaactat
aatcctgecat
ccagtggegg
ccacctggge
aggagaggag
ctgeegtgge
ccececgggag
cacctgeccee
gggcaaatac
agatcacggce
cgtccgecaag
tggtgaattt
cacctecatce
acatactcct
agggtttttyg
cctagaaatc
cctgaacata
aatttcagga
gacctccggt
aggecaggte
ctgegtetet
ggagggtgag
cctgectcag
tgceccactac
aaacaacacc
aaactgcacc
gatccegtece
ggggatcgge
gctgcaggag
tctettgagg
gttecggecacyg
cgctatcaag
agcctacgtg
caccteccace
ccgggaacac
aaagggcatg
cgtactggtg
gggtgcggaa
attggaatca
gactgtttgg
gatctectece
tgtctacatg
tgagttgatc
gggggatgaa
ggatgaagaa
cttetteage
caacaattcc
agacagcttc
agacgacacc
tggctctgtg
cccacactac
ccagcccacce
ccaccaaatt
gccaaatgge
acaaagcagt

<213> Homo sapiens

<400> 738

atcatcagag
gatgcaaata
ggcgeegtge
gacatagtca
agctgccaaa
aactgccaga
aagtccccea
agcgactgece
ccactcatge
agctttggtg
tegtgegtcee
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggcgatc
cctetggate
ctgattcagyg
atacgcggea
acatccttgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgcecatgect
tgcecggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggcece
ctggtetgga
tacggatgca
atcgecactg
ctecttecatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
gaattaagag
atggccageg
gtgcagctca
aaagacaata
aactacttgg
aaaacaccge
gagaaagaat
attttacaca
gagttgatga
atcctggaga
atcatggtceca
atcgaattcet
agaatgcatt
gacatggacg
agcecccteca
accgtggett
ttgcagcgat
ttccteccag
cagaatcctg
caggaccceece
tgtgtcaaca
agcctggaca
atctttaagg
gaatttattg
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gaaatatgta
aaaccggact
ggttcagcaa
gcagtgactt
agtgtgatcce
aactgaccaa
gtgactgctg
tggtctgecg
tctacaacce
ccacctgegt
gagcctgtgg
gcgaagggece
tcteccataaa
tccacatcct
cacaggaact
cttggectga
ggaccaagca
gattacgcte
tgtgctatge
aaattataag
tgtgetecece
tcagcecgagyg
ttgtggagaa
tcacctgeac
cccactgegt
agtacgcaga
ctgggccagg
ggatggtggg
gaaggcgcca
tggagcctet
aaactgaatt
gactctggat
aagcaacatc
tggacaacce
tcacgecaget
ttggctceecca
aggaccgtceg
agcatgtcaa
accatgcaga
gaatctatac
cctttggate
aaggagaacg
agtgctggat
ccaaaatgge
tgccaagtce
acgtggtgga
cgtcacggac
gcattgatag
acagctcaga
tgcctgaata
tctatcacaa
acagcactgce
gcacattcga
accctgacta
gctecacage
gagcatga

ctacgaaaat
gaaggagctg
caaccctgee
tctcageaac
aagctgtcce
aatcatctgt
ccacaaccag
caaattccga
caccacgtac
gaagaagtgt
ggccgacage
ttgccgecaaa
tgctacgaat
gccggtggea
ggatattctg
aaacaggacqg
acatggtcag
cctcaaggag
aaatacaata
caacagaggt
cgagggcetge
cagggaatge
ctctgagtge
aggacgggga
caagacctge
cgeeggecat
tcttgaagge
ggcectecte
categttegg
tacacccagt
caaaaagatc
cccagaaggt
tccgaaagee
ccacgtgtge
catgeccctte
gtacctgete
cttggtgcac
gatcacagat
aggaggcaaa
ccaccagagt
caagccatat
ccteectecag
gatagacgca
ccgagaccece
tacagactcce
tgccgacgag
tcecectectg
aaatgggctg
cceccacagge
cataaaccag
tcagcectetg
agtgggcaac
cagccectgee
ccagcaggac
tgaaaatgca

tcctatgect
cccatgagaa
ctgtgcaacg
atgtcgatgg
aatgggagcet
gceccageagt
tgtgectgecag
gacgaagcca
cagatggatg
ccecgtaatt
tatgagatgg
gtgtgtaacg
attaaacact
tttaggggtg
aaaaccgtaa
gacctecatg
ttttetettg
ataagtgatg
aactggaaaa
gaaaacagct
tggggccegg
gtggacaagt
atacagtgcc
ccagacaact
ccggcaggag
gtgtgccace
tgtccaacga
ttgctgetgg
aagcgcacgce
ggagaagctce
aaagtgctgt
gagaaagtta
aacaaggaaa
cgectgetgg
ggctgectece
aactggtgtg
cgegacctgg
tttgggctgg
gtgcctatca
gatgtctgga
gacggaatce
ccacccatat
gatagtcgee
cagcgctacce
aacttctacc
tacctcatce
agctctetga
caaagctgtce
gccttgactg
tcegttcecea
aaccccgege
ccegagtate
cactgggccce
ttectttecca
gaatacctaa

600

660

720

780

840

900

9260

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3878

cceggegeag cgeggecegea gcagecteeg cececcegeac ggtgtgageg ceccgacgegg 60
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ccgaggegge
ggccaccteg
cacggccece
cagcgatgeg
gcccggegag
cgecagttggg
aggtggtect
taaagaccat
ttcecctttgga
tagcagtett
atttacagga
tggagagcat
acttccagaa
gctggggtge
getecgggeg
gctgcacagg
cgtgcaagga
tgaaccccga
atgtggtgac
aggaagacgg
gaataggtat
tcaaaaactg
actccttcac
aggaaatcac
cctttgagaa
cagtegtceag
gagatgtgat
aactgtttgg
gcaaggccac
agcccaggga
gcaaccttet
acccagagtg
gtatccagtg
tcatgggaga
tgtgcecatcee
atgggcctaa
tggtggecct
tgceggaggcet
ccaaccaage
getecggtge
aaattccegt

tgatggccag
cegtgeaget
acaaagacaa
tgaactactt
tgaaaacacc
aagagaaaga
caattttaca
gggagttgat
ccatectgga
tgatcatggt
tcatcgaatt
aaagaatgca
aagacatgga
gcagcccecte
ccacegtgge
tettgecageg
ccttectece
tgcagaatce
accaggacce
cctgtgteaa
ttagcectgga
gecatctttaa
gtgaatttat

<210> 739
<211> 3863
<212> ADN

cggagtceceg
teggegtecg
tgactecegte
accctecggg
tegggetetg
cacttttgaa
tgggaatttg
ccaggaggtg
aaacctgcag
atctaactat
aatcctgeat
ccagtggegg
ccacctggge
aggagaggag
ctgeegtgge
cccccgggag
cacctgecce
gggcaaatac
agatcacgge
cgtccgeaag
tggtgaattt
cacctecate
acatactcecct
agggtttttg
cctagaaatc
cctgaacata
aatttcagga
gaccteeggt
aggccaggte
ctgegtetet
ggagggtgag
cctgecteag
tgcccactac
aaacaacacc
aaactgecace
gatccegtee
ggggatcgge
gctgcaggag
tetettgagg
gttcggcacg
cgectatcaag

cgtggacaac
catcacgecag
tattggctcce
ggaggaccgt
gcagcatgte
ataccatgeca
cagaatctat
gacctttgga
gaaaggagaa
caagtgctgg
cteccaaaatg
tttgccaagt
cgacgtggtyg
cacgtcacgg
ttgcattgat
atacagctca
agtgcctgaa
tgtctatcac
ccacagcact
cagcacatte
caaccctgac
gggctecaca
tggagcatga

<213> Homo sapiens

<400> 739

agctagecce
ceccgagtece
cagtattgat
acggccgggg
gaggaaaaga
gatcatttte
gaaattacct
getggttatg
atcatcagag
gatgcaaata
ggcegeegtge
gacatagtca
agctgecaaa
aactgccaga
aagtccececca
agcgactgece
ccactecatge
agctttggtg
tegtgegtece
tgtaagaagt
aaagactcac
agtggegate
cctetggate
ctgattecagg
atacgecggceca
acatcettgg
aacaaaaatt
cagaaaacca
tgccatgect
tgcecggaatg
ccaagggagt
gccatgaaca
attgacggce
ctggtetgga
tacggatgca
atcgcecactg
ctetteatge
agggagcttg
atcttgaagg
gtgtataagg
gaatcgaaag

ccccacgtgt
ctecatgecct
cagtacctge
cgettggtge
aagatcacag
gaaggaggca
acccaccaga
tccaagecat
cgecteecte
atgatagacg
gceccgagace
cctacagact
gatgcegacyg
actccectee
agaaatggge
gaccccacag
tacataaacc
aatcagecte
gecagtgggea
gacagecctg
taccagcagg
getgaaaatg

