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DESCRIPCION
Métodos de evaluacion de células y cultivos celulares

[0001] Esta solicitud reivindica la prioridad sobre la solicitud provisional 60/910,574 presentada el 6 de abril
de 2007.

[0002] Esta invencion guarda relacion con los métodos de determinacién de la composicion de un cultivo
celular, y mas concretamente, con métodos para diferenciar los condrocitos de los fibroblastos.

[0003] Las lesiones del cartilago articular presentan bajas tasas de reparacion, debido en parte a la falta de
aporte sanguineo en el tejido cartilaginoso (Basad y cols., En: Hendrich y cols., Cartilage Surgery and Future
Perspectives, Thieme Verlag, 49-56 (2003)). El traumatismo de la articulacién de la rodilla puede producir, por ejemplo,
lesiones condrales y osteocondrales, y, dichas lesiones pueden evolucionar a osteoartritis (Brittberg y cols., New
England Journal of Medicine, 331(14): 889-895 (1994)). En casos graves de osteoartritis, puede ser necesaria la
artroplastia total de rodilla. Sin embargo, las prétesis artificiales usadas en las artroplastias de rodilla tienen ciclos de
vida util limitados, por lo que las artroplastias de rodilla no constituyen soluciones idéneas, especialmente en pacientes
de edad no avanzada (Brittberg y cols., supra).

[0004] En algunos casos, las lesiones del cartilago articular pueden repararse mediante el implante de
condrocitos autélogos (Brittberg y cols., Clin. Orthopaed. Rel. Res., 367S: S147-S155 (1999)). En esta intervencion, se
recogen condrocitos de un paciente, se expanden en un cultivo celular para aumentar el nimero de condrocitos v,
posteriormente, se vuelven a implantar en el paciente, la zona de la lesion. Los condrocitos se cubren con un colgajo de
tejido periostico para precintar los condrocitos en el lugar de la lesidon. Aunque los condrocitos cultivados muestran
tendencia a desdiferenciarse en cultivo, en el implante realizado con éxito, los condrocitos desdiferenciados conservan
su capacidad de rediferenciacion y se rediferenciaran a condrocitos que producen tejido cartilaginoso hialino tras la
implantacion.

[0005] En una técnica modificada conocida como implante de condrocitos autélogos inducidos en matriz
(procedimiento de implantacion MACI@.), los condrocitos cultivados se cargan en una matriz de colageno antes de
implantarse en el paciente (Basad y cols., supra). Ademas, la matriz de colageno puede fijarse con adhesivo de fibrina
en lugar de suturarse, lo que simplifica la técnica quirdrgica.

[0006] Pueden usarse distintas técnicas y medios para cultivar condrocitos. Por ejemplo, se describen
ejemplos de medios de cultivo de condrocitos sin suero y métodos de aislamiento y propagacion de condrocitos, en las
patentes EE. UU. nimeros 6,150,163 y 7,169,610, y en la solicitud provisional de patente EE. UU. N.° 60/805,307.

[0007] Con los condrocitos pueden aislarse conjuntamente fibroblastos o células fibroblastoides (como los
sinoviocitos) y, de este modo, copropagarse en un cultivo celular durante la preparacion de implantes de condrocitos. Se
sabe que los condrocitos toman el aspecto de fibroblastos cuando se desdiferencian en cultivo (Benya y Shaffer, Cell,
30: 215-224 (1982)). Sin embargo, mantienen su capacidad de diferenciacion, es decir, son capaces de volver a
expresar un fenotipo condrocitario tras la implantacion. En consecuencia, puede ser dificil distinguir por su aspecto los
condrocitos desdiferenciados cultivados de los fibroblastos o células fibroblastoides cocultivados.

[0008] Ademas, los patrones de expresion génica de los condrocitos desdiferenciados cultivados son
distintos de los de los condrocitos nativos del cartilago. Por ejemplo, muchos marcadores netamente expresados en los
condrocitos nativos del cartilago presentan un nivel reducido de expresién en los condrocitos cultivados (Binette y cols.,
J. Orthopaed. Res., 16: 207-216 (1998)). En consecuencia, la expresion de tal marcador condrocitario puede no
distinguir necesariamente un condrocito desdiferenciado de células de otro tipo que puedan estar presentes en el cultivo
celular. Ademas, muchos marcadores conocidos de los fibroblastos se expresan tanto en los condrocitos
desdiferenciados como en los condrocitos nativos del cartilago, aunque en diferentes niveles. En consecuencia, el nivel
de expresion de tal marcador fibroblastico puede no indicar necesariamente si las células presentes en la muestra sean
un condrocitos desdiferenciados, fibroblastos, o células fibroblastoides.

A partir de WO 2006/094836 se conoce un método que distingue entre los condrocitos y los fibroblastos, que se basa en
el nivel de expresion y/o de metilacidon del ADN de siete genes.

Stokes y cols., Arthritis and Rheumatism, vol. 46, no. 2, 2002, pp 404-419 muestra que tanto los condrocitos
diferenciados como los desdiferenciados expresan marcadores caracteristicos del cartilago, pero no se comparan con
los fibroblastos.

En documentos Martlovits y cols., FASEB Journal, vol. 15, no. 4, 2001, pagina A34 y Kolettas y cols., J. of Cell Science,
vol. 108, no. Parte 5, 1995, pp. 1991-1999 se destaca la similitud en el patrén de expresion de los condrocitos
desdiferenciados y los fibroblastos.
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[0009] Es necesario disponer de métodos para identificar los condrocitos, los fibroblastos y las células
fibroblastoides, especialmente, de métodos aplicables al cultivo celular.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0010] En ciertos aspectos, los métodos de la invencion proporcionan métodos para evaluar la
composicion de un cultivo celular (por ejemplo, para distinguir los condrocitos de los fibroblastos). Los métodos de la
invencion pueden usarse, por ejemplo, para evaluar los cultivos de condrocitos usados para el tratamiento de defectos
del cartilago. Esta invencién incluye un método de evaluacion de la composicién de un cultivo celular, comprendiendo el
método:

a) obtener un conjunto de células diversas de un cultivo celular;

b) determinar el nivel de expresion promedio de un marcador fibroblastico en un conjunto diverso de células entre
las que el marcador fibroblastico es el MFAPS5; y

c) determinar la composicion del cultivo basandose en el nivel de expresion promedio de la proteina microfibrilar
5 asociada (MFAP5); donde el nivel de expresion medio de MFAP5 por debajo de un determinado umbral indica
que el cultivo celular incluye condrocitos.

También incluye un método de evaluacion de la composiciéon de un cultivo celular, comprendiendo el método lo
siguiente:

a) aislamiento de células de biopsia de cartilago procedente de mamifero;

b) cultivo de células aisladas en el paso a) en un cultivo celular;

c) obtencion de una muestra de cultivo celular;

d) determinacion del nivel de expresion de MFAP5 y HAPLN 1 en una o mas células de la muestra; y —

e) determinacion de la composicion del cultivo basandose en el nivel de expresion de MFAP5 y HAPLN1.

[0011] La invencién se basa, al menos en parte, en la identificacion del MFAP5 como un marcador del
fenotipo celular que se expresa en alto grado en ciertos tipos celulares no condrocitarios, como fibroblastos o
sinoviocitos, al tiempo que se expresa en un nivel significativamente inferior en los condrocitos. La invencion también se
basa, al menos en parte, en el hallazgo de que las proporciones del nivel de expresion de MFAP5 y un marcador
condrocitario, como el HAPLN1, constituye un indicador fiable del fenotipo celular en cultivos derivados de biopsias de
cartilago. Mientras que bajo ciertas condiciones puede ser preferible usar ambos tipos de marcadores (por ejemplo,
marcadores de fibroblastos y condrocitos) para confirmar la composicién del cultivo celular o el fenotipo de una célula
individual, la invencién también proporciona materializaciones en las que la determinacién del nivel de expresion
normalizada del marcador MFAPS5 aislado puede ser suficiente para tal fin.

[0012] El nivel de expresién normalizado de MFAP5 es inferior en los condrocitos que en los fibroblastos.
En algunas materializaciones, el marcador de los fibroblastos es el MFAPS5, y su nivel de expresién normalizado es
inferior en los condrocitos (por ejemplo, condrocitos primarios y/o transferidos) que en los fibroblastos y/o los
sinoviocitos. En algunas materializaciones, el marcador de los fibroblastos se expresa al menos 2, 5, 8, 10 veces menos
en los condrocitos que en los fibroblastos y/o los sinoviocitos.

[0013] Asi pues, en un aspecto, la invencion proporciona un método de evaluacion de la composicion de
un cultivo celular (Método 1), es decir, cultivo celular que, con cierta probabilidad, contiene condrocitos; también se
describe un método de referencia para evaluar el fenotipo de una célula individual (Método 2). En las materializaciones
del Método 1, el nivel de expresion de cada marcador se determina como el nivel de expresién promedio de dicho
marcador en una diversidad de células (es decir, la muestra de cultivo). En las materializaciones del Método 1, la
composicion de un cultivo celular puede ser evaluado en conjunto para determinar si contiene condrocitos. En algunos
aspectos del Método 2, el nivel de expresiéon de un marcador se determina como el nivel de expresion de dicho marcador
en la célula individual que se esta evaluando. Asi pues, mientras que el Método 1 identifica la composicién del cultivo
celular, el Método 2 identifica el fenotipo de una célula aislada, es decir, si dicha célula es o no un condrocito.

[0014] En algunas materializaciones, el Método 1 comprende:
a) obtener un conjunto de células diversas de un cultivo celular;

b) determinar el nivel de expresiéon promedio de un marcador fibroblastico de la invencion en un conjunto
diverso de células del cultivo celular entre las que el marcador fibroblastico es el MFAPS5; y

c) determinar la composicion del cultivo basandose en el nivel de expresion;
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donde el nivel de expresion por debajo de un umbral predeterminado indica que el cultivo celular incluye condrocitos. De
forma alternativa, el nivel de expresion por encima de un umbral predeterminado indica que el cultivo celular no contiene
condrocitos (es decir, el cultivo no comprende al menos un 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98
%, 99 % o mas condrocitos).

[0015] En algunas materializaciones, el Método 1 implica comparar los niveles de expresiéon de un
marcador fibroblastico (MFAP5) y un marcador condrocitario (es decir, HAPLN1) con un control o entre si. En algunas
materializaciones, el marcador fibroblastico y el marcador condrocitario son tales que la proporcidon de sus niveles de
expresion (marcador condrocitario respecto al marcador fibroblastico) en condrocitos primarios y/o transferidos es
superior o igual a 5, 10, 20, 30, 50, 75, 100 o mas veces la proporcion de la expresion en fibroblastos cultivados.

[0016] En particular, en algunas materializaciones, el Método 1 comprende:
a) obtener un conjunto de células diversas de un cultivo celular;
b) determinar el nivel de expresion medio de un marcador condrocitario en el conjunto de células diversas;

C) determinar el nivel de expresion medio de un marcador fibroblastico en el conjunto de células diversas;
y

d) determinar la composicion del cultivo basandose en el nivel de expresién promedio del marcador
condrocitario y el nivel de expresiéon medio del marcador fibroblastico.

En algunas materializaciones, el cultivo se identifica como que contiene condrocitos si el nivel de expresion del
marcador condrocitario se encuentra por encima de un umbral preestablecido, mientras que el nivel de expresion del
marcador fibroblastico se encuentra pos debajo de un umbral preestablecido. De forma alternativa, el nivel de expresion
del marcador fibroblastico por encima de un umbral predeterminado indica que el cultivo celular no contiene condrocitos
(es decir, el cultivo no comprende al menos un 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % o
mas condrocitos).

[0017] En algunas materializaciones, determinar la composicién del cultivo incluye comparar el nivel de
expresion promedio del marcador condrocitario y el nivel de expresion medio del marcador fibroblastico. En algunas
materializaciones, los niveles de expresion de los marcadores se comparan respecto a su relacion entre si (por tanto, los
umbrales pueden definirse, por ejemplo, como una diferencia dada entre los niveles de expresion de dos marcadores, o
una proporcién entre los mismos). Por ejemplo, en algunas materializaciones, una proporcién entre el nivel de expresion
de un marcador condrocitario (por ejemplo, HAPLN1) respecto al de un marcador fibroblastico (por ejemplo, MFAPS5),
que sea mayor de un umbral predeterminado, por ejemplo, 0,25, 0,55, 1, 2, 2,2, 5, 10, 25, 50 o més, indica que cultivo
celular contiene condrocitos.

[0018] En algunas materializaciones del Método 1, los niveles de expresion de los marcadores
condrocitarios y fibroblasticos estan determinados a nivel del ARN, por ejemplo, segin un método cuantitativo de curva
estandar de RT-PCR (PCR en tiempo real) o segin un método Cr cuantitativo comparativo de PCR en tiempo real (que
mide la diferencia en el nimero de ciclos umbral requeridos para el marcador fibroblastico y los marcadores
condrocitarios).

[0019] En un aspecto relacionado, la descripcién constituye un método para evaluar el fenotipo de una
célula individual (Método 2), por ejemplo, usando citometria de flujo o RT-PCR con una sola célula. El método es util
para identificar células individuales en un cultivo celular, incluidos cultivos celulares derivados de cartilago o sinovial,
cultivos de condrocitos, cultivos de fibroblastos, cultivos de sinoviocitos, o cualquier otro cultivo que resulte apropiado. El
método también es util para identificar células individuales derivadas de cualquier muestra biolégica apropiada en la que
se desee identificar células individuales, incluidas muestras de cartilago, muestras de sinovial, muestras de fibroblastos,
etc. Los marcadores fibroblasticos y condrocitarios en el Método 2 deben elegirse y evaluarse como se describe para el
Método 1.

[0020] En algunas materializaciones, el Método 2 comprende:
a) determinar el nivel de expresion de un marcador fibroblastico de la invencion en la célula; y
b) determinar el fenotipo de la célula basandose en el nivel de expresion del marcador fibroblastico;

donde el nivel de expresion por debajo de un umbral predeterminado indica que la célula es un condrocito. De forma
alternativa, el nivel de expresion por encima de un umbral predeterminado indica que la célula no es un condrocito (por
ejemplo, un fibroblasto o un sinoviocito). En algunos aspectos, el Método 2 comprende:

a) determinar el nivel de expresién de un marcador condrocitario en la célula;
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b) determinar el nivel de expresion de un marcador fibroblastico en la célula; y

C) evaluar el fenotipo de la célula basdndose en el nivel de expresion del marcador condrocitario y el nivel
de expresién del marcador fibroblastico.

En algunas materializaciones, la célula se identifica como un condrocito si el nivel de expresion del marcador
condrocitario se encuentra por encima de un umbral preestablecido, mientras que el nivel de expresién del marcador
fibroblastico se encuentra por debajo de un umbral preestablecido. De forma alternativa, la célula no sera un condrocito
si el nivel de expresion del marcador condrocitario se encuentra por debajo de un umbral preestablecido, mientras que
el nivel de expresion del marcador fibroblastico se encuentra por encima de un umbral preestablecido. En algunas
materializaciones, el paso c) de la evaluacion del fenotipo de la célula incluye comparar el nivel de expresién del
marcador condrocitario y el nivel de expresion del marcador fibroblastico.

[0021] En la descripcion que sigue a continuacion se expondran aspectos adicionales de la invencion.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0022] La figura 1 es un diagrama de flujo que ilustra los estadios en un proceso de fabricacion ejemplar
usado para producir condrocitos cultivados a partir de biopsias condrocitarias.

[0023] La figura 2 describe el nivel de expresion de HAPLN1 en varias cepas celulares determinadas
mediante un método de curva estandar de RT-PCR. Los niveles de expresion fueron normalizados segun el ARN
ribosémico 18S. El nivel de expresion en los condrocitos primarios (CP) se escalé a 1; las otras proporciones se
escalaron en consecuencia. Las cepas celulares usadas se enumeran en la tabla 2.

[0024] La figura 3 describe los niveles de expresion de MFAP5 en las mismas cepas celulares como se
muestra en la figura 2, segun se determiné mediante un método de curva estdndar de RT-PCR. Los niveles de expresion
fueron normalizados segun el ARN ribosémico 18S. El nivel de expresion en los condrocitos primarios (CP) se escal6 a
1; las otras proporciones se escalaron en consecuencia.

[0025] La figura 4 describe las proporciones de los niveles de expresion de HAPLN1 y MFAP5 de las
figuras 2 y 3. La proporcion en los condrocitos primarios (CP) se escal6é a 1; las otras proporciones se escalaron en
consecuencia.

[0026] La figura 5 describe los niveles de expresion de HAPLN1 y de MFAP5 en las mismas cepas como
se muestra en la figura 2. Los niveles de expresion se determinaron mediante un método Ct comparativo de RT-PCR, y
las proporciones se calcularon como 2*(Ct mraps - C1 HAPLN1)-

[0027] La figura 6 describe los niveles de expresién de HAPLN1 en un nimero de cepas adicionales de
condrocitos y sinoviocitos. Los niveles de expresion se determinaron mediante un método de curva estandar de RT-PCR
y normalizado segun el ARN ribosémico 18S. El nivel de expresién en los condrocitos primarios (CP) se escalo a 1; las
otras proporciones se escalaron en consecuencia. Las cepas celulares usadas se enumeran en la tabla 3.

[0028]  La figura 7 describe los niveles de expresién de MFAP5 en las mismas cepas como se muestra en
la figura 6. Los niveles de expresion se determinaron mediante un método de curva estandar de RT-PCR y normalizado
segun el ARN ribosémico 18S. El nivel de expresidon en los condrocitos primarios (CP) se escalé a 1; las otras
proporciones se escalaron en consecuencia.

[0029] La figura 8 describe las proporciones de los niveles de expresion de HAPLN1 y MFAP5 de las
figuras 6 y 7. La proporcion en los condrocitos primarios (CP) se escald a 1; las otras proporciones se escalaron en
consecuencia.

[0030] La figura 9 describe los niveles de expresion de HAPLN1 y de MFAP5 en las mismas cepas como
se muestra en la figura 6. Los niveles de expresion se determinaron mediante un método Ct comparativo de RT-PCR, y
las proporciones se calcularon como 2*(Ct mraps - CT HAPLN1)-

[0031] La figura 10A describe los niveles de expresiéon de HAPLN1 y de MFAP5 en las mismas cepas
como se muestra en las figuras 2 y 6, asi como cepas adicionales de condrocitos, sinoviocitos y fibroblastos dérmicos
identificados en la tabla 4. Los niveles de expresién se determinaron mediante un método Cr comparativo de RT-PCR
usando cebadores y sondas disefiadas a medida segun se describe en el ejemplo 3. Las proporciones HAPLN1:MFAP5
se calcularon como 2%(Ctwmraps - CtHarunt). La figura 10B describe las proporciones de los niveles de expresion de
HAPLN1 y de MFAP5 en cepas celulares adicionales como se muestra en la tabla 5. Los niveles de expresion se
determinaron usando los mismos métodos descritos en la figura 10A.
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[0032] La figura 11 muestra una comparacion entre las proporciones del nivel de expresion para HAPLN1
y MFAP5 en cultivos monocapa y con estructura de colageno. Las cepas celulares se enumeran en la tabla 7. Los
niveles de expresion de HAPLN1 y MFAP5 se determinaron mediante un método de curva estandar de RT-PCR,. Los
niveles de expresion fueron normalizados segun el ARN ribosémico 18S. La proporcion en cultivo monocapa de
condrocitos primarios (CP) se escal6 a 1; las otras proporciones se escalaron en consecuencia.

[0033] La figura 12 muestra una comparacion entre las proporciones del nivel de expresién para HAPLN1
y MFAP5 en cultivos monocapa y con estructura de colageno usando las mismas cepas como se muestra en la figura
11. Los niveles de expresion de HAPLN1 y MFAP5 se determinaron mediante un método Ct comparativo de RT-PCR, y
las proporciones se calcularon como 2*(C+ mraps - Ct HaPLN1)-

[0034] La figura 13 describe el cambio en las proporciones del nivel de expresion de HAPLN1 y MFAP5
como una funcién del nivel de cultivo. Tres cepas de sinoviocitos se cultivaron a partir de cultivo primario (nivel 1 de
cultivo) hasta la cuarta transferencia (nivel 5 de cultivo), como se muestra en la figura. Los niveles de expresion de
HAPLN1 y MFAPS5 se determinaron mediante un método Cr comparativo de RT-PCR, y las proporciones se calcularon
como 2(Cr mrars - CT HAPLN1)-

[0035] Las figuras 14A y 14B describen el cambio en las proporciones del nivel de expresion de HAPLN1
y MFAPS como una funcion del nivel de cultivo. En las figuras 14A y 14B, se obtuvieron cepas de condrocitos a partir de
cartilago (nivel 0 de cultivo) que, posteriormente, se cultivaron a partir de transferencia primaria (nivel 1 de cultivo) hasta
transferencia secundaria (nivel 3 de cultivo), como se muestra en la figura. Los niveles de expresion se determinaron
mediante un método Ct comparativo de RT-PCR usando cebadores y sondas disefiadas a medida segun se describe en
el ejemplo 5. La proporcion HAPLN1:MFAPS5 se calculé como 24(Ct mraps - C1 HAPLN1)-

[0036] La figura 15 describe las proporciones de los niveles de expresion de HAPLN1 y MFAP5 en cultivos
de poblaciones mixtas de condrocitos y sinoviocitos. Se llevaron a cabo tres ensayos, cada uno con proporciones
variables de los dos tipos celulares. Los niveles de expresion se determinaron mediante un método Cy comparativo de
RT-PCR usando cebadores y sondas disefiadas a medida segun se describe en el ejemplo 6. Las proporciones
HAPLN1:MFAPS5 se calcularon como 24(Cr mraps - Ct,HAPLN1)-

[0037] La figura 16 describe las proporciones molares de los niveles de expresién de HAPLN1 y de
MFAPS5 en varias cepas celulares, que se muestran en la tabla 12, usando numeros absolutos de copias de los
marcadores determinados mediante un método de cuantificacion absoluto. La RT-PCR se llevé a cabo como se describe
en el ejemplo 3, excepto porque se usaron 2 yl de cDNA por cada 13 pl de reaccion PCR. Las curvas estandares se
prepararon a partir de estandares sintéticos de transcripciones de ARN de HAPLN1 y MFAPS5 pasadas a 10°%, 10* y 10°
copias/reaccion. La cantidad de copias de ARNm de HAPLN1 y MFAP5 presentes en cada muestra analizada se
determiné a partir de estas curvas estandar.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0038] La invencion se basa, al menos en parte, en la identificacién del MFAP5 como un gen que se
expresa en alto grado en ciertos tipos celulares no condrocitarios, como fibroblastos o sinoviocitos, al tiempo que se
expresa en un grado significativamente inferior en los condrocitos. En consecuencia, la invencién proporciona métodos
para usar MFAP5 como marcador del fenotipo celular. MFAP5 es una proteina rica en serina-treonina que se una a las
fibrilinas y que se consideré que intervenia en la estabilizaciéon del procolageno de tipo | (Lemaire y cols. Arthritis &
Rheumatism, 52(6): 1812-1823 (2005)). Las secuencias del nucledtido y del aminoacido del MFAP5 humano puede
encontrarse en el N.° de Aceptacién GenBank® NM_003480; su secuencia nucleotidica también se proporciona como
SEQ ID NO:1. Ademas de, o en lugar de MFAPS5, también pueden usarse otros marcadores fibroblasticos en los
métodos de la invencion, como se describe mas abajo.

[0039] En consecuencia, en un aspecto, la invencién proporciona un método de evaluacién de la
composicion de un cultivo que incluya condrocitos (Método 1) Y también se describe un método de referencia para
evaluar el fenotipo de una célula individual (Método 2).

[0040] En las materializaciones del Método 1, el nivel de expresién de cada marcador se determina como
el nivel de expresion promedio de dicho marcador en una diversidad de células. En las materializaciones del Método 1,
la composiciéon de un cultivo celular puede ser evaluado en conjunto para determinar si contiene condrocitos. En los
aspectos del Método 2, el nivel de expresion de un marcador se determina como el nivel de expresion de dicho marcador
en una célula individual que se esta evaluando. Asi pues, mientras que el Método 1 identifica la composicién del cultivo
celular, el Método 2 identifica el fenotipo de una célula aislada, por ejemplo, si dicha célula es o no un condrocito.

[0041] En algunas materializaciones, el marcador de los fibroblastos se expresa al menos 2, 5, 8, 10 veces
menos, 0 menos aun, en los condrocitos que en los fibroblastos y/o los sinoviocitos. Tales marcadores adicionales
pueden identificarse mediante, por ejemplo un analisis de matriz génica, como se describe, por ejemplo, en Leung y
cols., Trends in Genetics, 19(11): 649 -659 (2003).
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[0042] En algunas materializaciones, el Método 1 comprende la determinacién del nivel de expresion de un
marcador fibroblastico de la invencion en un conjunto diverso de células de un cultivo celular, donde el nivel de expresion
por debajo de un umbral predeterminado indica que el cultivo celular incluye condrocitos. De forma alternativa, el nivel de
expresion por encima de un umbral predeterminado indica que el cultivo celular no contiene condrocitos (es decir, el
cultivo no comprende al menos un 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % o mas
condrocitos).

[0043] En la invencion, el marcador de los fibroblastos es el MFAP5, y una expresion de MFAP5 superior al
umbral por parte del cultivo celular indica que el cultivo contiene un nimero sustancial de no condrocitos. En algunas
materializaciones, el nivel umbral predeterminado es 1) igual o inferior al de la expresion de MFAP5 en cultivos de
fibroblastos puros (por ejemplo, 2, 3, 4, o 5 veces inferior) o 2) igual o mayor que (por ejemplo, 2, 3, 4, o 5 veces
superior) el nivel de expresion de MFAPS en cultivos de condrocitos puros (por ejemplo, condrocitos primarios obtenidos
a partir de biopsias de cartilago). El nivel “predeterminado” no hay que seleccionarlo antes de determinar los niveles de
expresion del marcador y puede seleccionarse después de determinar los niveles de expresién, basandose, por ejemplo,
en el andlisis estadistico de los resultados de expresion.

[0044] La pluralidad de células del cultivo que se esta evaluando puede representarse mediante una
muestra o una alicuota obtenida de dicho cultivo. Por ejemplo, en el caso de cultivos crecidos en matrices de colageno,
la muestra obtenida por puncién puede usarse como se describe en los Ejemplos. La pluralidad de células contendra
tipicamente al menos el nUmero de células suficiente para llevar a cabo un método dado de analisis de expresién, o
mas. Por ejemplo, para la PCR son suficientes generalmente sélo de 10 a 1.000 células, aunque también puede usarse
un numero inferior.

[0045] En algunas materializaciones, el Método 1 y el Método 2 implican comparar los niveles de expresion
de un marcador fibroblastico (MFAP5) y un marcador condrocitario (por ejemplo, HAPLN1 u otro marcador condrocitario)
con un control o entre si. El orden en que se determinen los niveles de expresion de ambos marcadores puede variar.
Por ejemplo, se puede determinar primero el nivel de expresion de un marcador condrocitario y a continuaciéon
determinar el nivel de expresion de un marcador fibroblastico, o viceversa. En algunas materializaciones, los niveles de
expresion de ambos tipos de marcadores puede determinarse simultaneamente.

[0046] En la tabla 1 se muestran ejemplos de algunos marcadores condrocitarios Utiles en los métodos de
la invencion, incluidos sus numeros de aceptacion GenBank™ vy los SEQ ID NOs. Asi pues, en algunas
materializaciones, el marcador condrocitario se selecciona entre HAPLN1, MGP, EDIL3, WISP3, AGC1, COMP,
COL2A1, COL9A1, COL11A1, LECT1, S100B, CRTAC1, SOX9 y NEBL.
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Tabla 1: Ejemplos de marcadores condrocitarios
Nombre del marcador GenBank™ SEQID NO Referencia
N.° de aceptacion

Proteina 1 de union de | NM_001884 SEQ ID NO:2 Buckwalter y cols., J. Biol.

hialuronano y Chem., 259(9): 5361-5363

proteoglicano (HAPLN1) (1984)

Proteina Gla de matriz | NM_000900 SEQ ID NO:3 Monroe y cols., Nat Genet.,

(MGP) 21(1): 142-4 (1999)

Repeticiones tipo GF y | NM_005711 SEQ ID NO:4 Genes Dev.,, 12(1): 21-33

dominios tipo discoidina | (1998)

3 (EDIL3)

Proteina 3 de sefal | NM_003880 SEQ ID NO:5 Kutz y cols., Mol. Cell. Biol.,

inducida por  WNT1 25(1): 414-21 (2005)

(WISP3)

Agrecano 1 (AGC1) NM_001135 SEQ ID NO:6 Roughley y cols., Eur. Cell
Mater.,11: 1-7 (2006)

proteina oligomérica de la | NM_000095 SEQ ID NO:7 Song y cols., J. Hum. Genet.,

matriz cartilaginosa 48(5): 222-5 (2003)

(COMP)

colageno de tipo Il | NM_001844 SEQ ID NO:8 Nishimura y cols., Hum.

(COL2A1) Mutat., 26(1): 36-43 (2005)

colageno de tipo IX | NM_001851 SEQ ID NO:9 Czarny-Ratajczak y cols., Am.

(COL9A1) J. Hum. Genet., 69(5): 969-80
(2001))

colageno de tipo Xl | NM_001854 SEQ ID NO:10 Poulson y cols.,, J. Med.

(COL11A1) Genet., 41(8):e107 (2004)

quimiotaxina 1 derivada | NM_007015 SEQ ID NO:11 Hiraki y cols.,, Eur. J.

de células leucocitarias Biochem., 260(3): 869-78

(LECT1) (1999)

proteina beta fijadora de | NM_006272 SEQ ID NO:12 Steffansson y cols., Nature,

calcio S100 (S100B) 295(5844): 63-4 (1982)

proteina acidica | NM_018058 SEQ ID NO:13 Steck y cols., Biochem. J.,

cartilaginosa 1 (CRTAC1) 353: 169-174 (2001)

proteina 9 de la caja SRY | NM_000346 SEQ ID NO:14 Kou e Ikegawa, J. Biol.

(SOX9) Chem., 279(49): 50942-8
(2004)

nebulette (NEBL) NM_006393 SEQ ID NO:15 Grogan y cols.,, Arth. &
Rheum., 56(2): 586-95 (2007)

[0047] Otros marcadores condrocitarios adicionales pueden identificarse mediante, por ejemplo, un analisis

8

de matriz génica, como se describe, por ejemplo, en Leung y cols., Trends in Genetics, 19(11): 649-659 (2003).
Generalmente, un marcador condrocitario es un gen o una proteina cuyos niveles de expresién normalizados son
superiores en los condrocitos (por ejemplo, condrocitos primarios, condrocitos cultivados desdiferenciados) que en los
fibroblastos (por ejemplo, fibroblastos dérmicos) y/o los sinoviocitos. En algunas materializaciones, el marcador de los
condrocitos se expresa al menos 2, 4, 8, 10, 50, 75, 100 veces o mas en los condrocitos que en los fibroblastos y/o los
sinoviocitos.
[0048] En algunas materializaciones, el marcador fibroblastico y el marcador condrocitario se seleccionan
de tal modo que la proporciéon de sus niveles de expresion en condrocitos primarios y/o condrocitos transferidos es
superior o igual a 5, 10, 20, 30, 50, 75, 100 o mas veces que en fibroblastos dérmicos y/o sinoviocitos.
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[0049] En particular, en algunas materializaciones, el Método 1 comprende:
a) obtener un conjunto de células diversas de un cultivo celular;

b) determinar el nivel de expresion medio de un marcador condrocitario en el conjunto de células
diversas;

C) determinar el nivel de expresion medio de MFAPS5 en el conjunto de células diversas; y

d) determinar la composicion del cultivo basandose en el nivel de expresion promedio del marcador
condrocitario y el nivel de expresion medio del marcador fibroblastico.

En algunas materializaciones, el cultivo se identifica como que contiene condrocitos si el nivel de expresion del
marcador condrocitario se encuentra por encima de un umbral preestablecido, mientras que el nivel de expresion del
marcador fibroblastico se encuentra pos debajo de un umbral preestablecido. De forma alternativa, el cultivo no contiene
condrocitos (por ejemplo, el cultivo no comprende al menos un 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %,
98 %, 99 % o mas condrocitos) si el nivel de expresion del marcador condrocitario se encuentra por debajo de un umbral
predeterminado, mientras que el nivel de expresion del marcador fibroblastico se encuentra por encima de un umbral
preestablecido.

[0050] En posteriores materializaciones del Método 1, la invencién comprende un método de evaluacién de
la composicién de un cultivo celular, comprendiendo dicho método:

a) aislamiento de células de biopsia de cartilago procedente de mamifero
b) cultivo de células aisladas en el paso a) en un cultivo celular;
c) obtencién de una muestra de cultivo celular;

d) determinacién de los niveles de expresién de MFAP5 y HAPLN1 en una o més células de la muestra;

y
e) determinacion de la composicion del cultivo basandose en los niveles de expresion de MFAPS y
HAPLN1.
[0051] En algunas materializaciones, el paso de determinacién de la composicién del cultivo incluye

comparar los niveles de expresion promedio del marcador condrocitario y el nivel de expresion medio del marcador
fibroblastico. En algunas de tales materializaciones, el cultivo celular se evalia como que contiene condrocitos cuando la
proporcion de la expresion de HAPLN1 respecto a MFAP5 es mayor de 0,25. En materializaciones particulares, esta
proporcion indica que cultivo celular contiene al menos un 50 % de condrocitos.

[0052] En algunas materializaciones, los niveles de expresién de los marcadores se comparan respecto a
su relacion entre si (por tanto, los umbrales pueden definirse, por ejemplo, como una diferencia dada entre los niveles de
expresion de dos marcadores o una proporcion entre los mismos). Por ejemplo, en algunas materializaciones, una
proporcion entre el nivel de expresion de un marcador condrocitario (por ejemplo, HAPLN1) respecto al de un marcador
fibroblastico (por ejemplo, MFAPS5), que sea mayor de un umbral predeterminado, por ejemplo, 0,25, 0,55, 1, 2, 2,2, 5,
10, 25, 50 o0 mas, indica que cultivo celular contiene condrocitos.

[0053] En algunas materializaciones del Método 1, los niveles de expresién de los marcadores
condrocitarios y fibroblasticos estan determinados a nivel del ARN, por ejemplo, segun un método cuantitativo de curva
estandar de RT-PCR (PCR en tiempo real) o segun un método Cr cuantitativo comparativo de PCR en tiempo real (que
mide la diferencia en el numero de ciclos umbral requeridos para el marcador fibroblastico y los marcadores
condrocitarios).

[0054] En un aspecto relacionado, la descripcién constituye un método para evaluar el fenotipo de una
célula individual (Método 2), por ejemplo, usando citometria de flujo. El método es util para identificar células individuales
en un cultivo celular, incluidos cultivos celulares derivados de cartilago o sinovial, cultivos de condrocitos, cultivos de
fibroblastos, cultivos de sinoviocitos, o cualquier otro cultivo que resulte apropiado. EI método también es util para
identificar células individuales derivadas de cualquier muestra biolégica apropiada en la que se desee identificar células
individuales, incluidas muestras de cartilago, muestras de sinovial, muestras de fibroblastos, etc. En algunas
materializaciones, el Método 2 comprende determinar el nivel de expresion de un marcador fibroblastico de la invencion
en la célula, donde el nivel de expresion por debajo de un umbral predeterminado indica que la célula es un condrocito.
De forma alternativa, el nivel de expresion por encima de un umbral predeterminado indica que la célula no es un
condrocito (por ejemplo, la célula es un fibroblasto o un sinoviocito). En algunos aspectos, el Método 2 comprende:

a) determinar el nivel de expresion de un marcador condrocitario en la célula;
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b) determinar el nivel de expresion de un marcador fibroblastico en la célula; y

C) evaluar el fenotipo de la célula basandose en el nivel de expresion del marcador condrocitario y el
nivel de expresion del marcador fibroblastico.

En algunas materializaciones, la célula se identifica como un condrocito si el nivel de expresion del marcador
condrocitario se encuentra por encima de un umbral preestablecido, mientras que el nivel de expresién del marcador
fibroblastico se encuentra por debajo de un umbral preestablecido. Los marcadores fibroblasticos y condrocitarios en los
aspectos del Método 2 pueden elegirse y evaluarse como se describe para el anterior Método 1.

[0055] La citometria de flujo puede llevarse a cabo usando anticuerpos comercialmente disponibles o
dichos anticuerpos pueden prepararse como se describe en, por ejemplo, Linsenmeyer y cols., Biochem. Biophys. Res.
Com., 92(2): 440-6 (1980).

[0056] Las células y cultivos que se evaltian mediante los métodos de esta invencion pueden obtenerse de
cualquier muestra bioldgica, incluido cualquier tejido, cultivo celular, u otro material, que puede o no contener
condrocitos. En algunas materializaciones, las células o cultivos que se evallan proceden de mamiferos, particularmente
del hombre. En algunas materializaciones, el cultivo celular crece a partir de células liberadas de una biopsia de
cartilago. Por ejemplo, en el implante de condrocitos autélogos, las células cartilaginosas usadas para el procedimiento
se cultivan normalmente a partir de una biopsia de cartilago del paciente que recibe el implante. El producto Carticel@.
que contiene condrocitos autélogos (Genzyme Corporation, Cambridge, MA) es un ejemplo de producto a base de
condrocitos cultivados. En algunas materializaciones de la invencion, el cultivo celular comprende una matriz de
colageno cargada con condrocitos. Tales condrocitos pueden obtenerse a partir de una biopsia de cartilago y cultivarse
antes de ser cargados en la matriz, por ejemplo, como se usan en el producto para implantes MACI@.. EI método de la
invencioén es util para identificar y/o confirmar la identidad de las células cargadas en el soporte de colageno antes de
implantar la matriz.

[0057] Para ilustrar un ejemplo de la utilidad del método de determinacion mediante cultivo celular, se hace
referencia a la figura 1. La figura ilustra los pasos que intervienen en la produccion de un producto a base de condrocitos
cultivados para el implante de condrocitos autélogos, como el uso de condrocitos autélogos Carticel@., o para producir
un producto a base de condrocitos cultivados para el procedimiento de implantacion MACI@.. En el paso 1, se envia
para su procesamiento una biopsia de cartilago de un paciente sometido a implante de condrocitos autélogos (paso 2).
El material de la biopsia es digerido en el paso 3 para liberar y recoger condrocitos del cartilago. Las células liberadas se
siembran en frascos de cultivo de tejidos y se expanden en cultivo primario en el paso 4 vy, si es necesario, se
subcultivan. Una vez que las células alcanzan un numero adecuado, opcionalmente pueden congelarse en el paso 5
hasta que el paciente esté preparado para recibir el implante. Una vez que el paciente esta preparado para recibir las
células, se descongelan y se siembran en frascos de cultivo de tejidos donde creceran hasta conformar un cultivo
consolidado (paso 6).

[0058] Para usarlas en un implante de condrocitos autélogos, si se obtiene un nimero suficiente de células
en el cultivo consolidado, se centrifugan hasta formar un botén celular que se resuspende en medio para transporte, lo
que constituye el “producto final” tal como los condrocitos autélogos Carticel@. (paso 8). El “producto final” se somete a
una serie de pruebas de control de calidad, que incluyen, por ejemplo, una prueba de esterilidad, una prueba de
viabilidad celular, una prueba de endotoxinas, un andlisis de micoplasmas, y una prueba de composicion del cultivo
(“identidad del control de calidad” del paso 9, como se describe en el presente documento) para garantizar que las
células cultivadas contienen un numero suficiente de condrocitos. Si las células cultivadas pasan todas las pruebas del
control de calidad, se envian (paso 10) al paciente para su implantacion (paso 11).

[0059] De forma alternativa, cuando el cultivo consolidado en el paso 6 va a ser usado en un implante
MACI@., se resuspenden las células en medio de cultivo, se siembran en una estructura de colageno, y se cultivan
durante 4 dias (paso 7). Al final del periodo de cultivo, las células se lavan con medio para transporte para obtener el
producto final para implantes MACI@. Este producto también se somete a las pruebas de control de calidad antes
sefialadas. En consecuencia, si el producto final es una suspension de condrocitos cultivados, como los condrocitos
autologos Carticel@., o el producto final es un producto para implantes MACI@. sembrado en una estructura, el método
de la invencién es util como ensayo de identificaciéon de lote o ensayo de lanzamiento de lote, para confirmar la
composicion de un cultivo celular como que contiene condrocitos antes del envia del cultivo. Por ejemplo, la “identidad
del control de calidad” (paso 9) puede realizarse en cualquier paso previo al producto final consolidado, por ejemplo,
antes del paso 4, 5,6, 7 u 8.

[0060] Muchos métodos de determinacion de los niveles de expresion génica o de proteinas son conocidos
por las personas experimentadas en el campo, por ejemplo, como se describe en Sambrook y cols., (eds.) Clonacion: A
Laboratory Manual, 2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989; Current Protocols in Molecular Biology
(Ausubel y cols. (eds.) Nueva York: John Wiley and Sons, 1998). Ejemplos de tales métodos incluyen la reaccion en
cadena de la polimerasa (incluida la cuantificacion absoluta por PCR, la PCR en tiempo real (RT-PCR) y la gRT-PCR,
PCR multiplex o singleplex), PCR con una sola célula, andlisis northern blot, ensayos de proteccién de la nucleasa,
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ensayos de hibridacion in situ, ensayos de inmunohistoquimica, ensayos de inmunocitoquimica, ensayos de
electroforesis como en gel o capilar, analisis Western blot, ELISA, ensayos de inmunoprecipitacion, ensayos basados en
cromatografia como HPLC o cromatografia en gel, ensayos de espectrometria de masas, ensayos de proteccion de
RNasa, ensayos de citometria de flujo, ensayos de metilacion del ADN, y analisis de modificacién de histonas.

[0061] En todos los métodos de la invencidn, los niveles de expresion, a nivel del ARN o a nivel proteinico,
pueden determinarse usando cualquier método apropiado, incluido cualquiera de los métodos convencionales. Los
niveles de ARN pueden determinarse mediante, por ejemplo, RT-PCR cuantitativa (por ejemplo, TagMan™ RT-PCR o
RT-PCR), Northern blotting, o cualquier otro método para determinar los niveles de ARN, o como se describe en los
Ejemplos. Los niveles de proteina pueden determinarse, por ejemplo, usando Western blotting, ELISA citometria de flujo,
ensayos de actividad enzimatica, o cualquier otro método para determinar los niveles de proteinas. Los niveles de
expresion pueden escalarse y/o normalizarse segun la cantidad total de ARN o proteina que contiene la muestra y/o un
control, que puede ser tipicamente un gen doméstico como la beta-actina o gliceraldehido-3-fosfato- deshidrogenasa
(GAPDH), o ARN ribosémico 18S, etc.). La normalizaciéon se lleva acabo tipicamente para explicar la variacion en la
cantidad introducida de proteina, ADN o ARN. Por ejemplo, en los Ejemplos, los niveles de expresion son normalizados
segun el ARN ribosémico 18S usando una curva estandar.

[0062] En materializaciones ilustrativas, los niveles de expresion de los marcadores fibroblasticos y
condrocitarios se determinan mediante RT-PCR, ya sea con una curva estandar o con un método Cr comparativo para
una cuantificacién relativa. En algunas materializaciones, la cuantificacién absoluta de los nimeros de copias de los
marcadores puede determinarse preparando curvas estandares usando cantidades conocidas de los marcadores. Los
métodos generales para llevar a cabo tales ensayos se describen, por ejemplo, en sistemas de PCR en tiempo real:
Sistema rapido de PCR en tiempo real 7900HT y sistema de PCR en tiempo real 7300/7500 de Applied Biosystems,
Guia quimica, Applied Biosystems, 2005, Parte N.° 4348358 Rev. E.

[0063] En el caso de comparar dos marcadores usando el método Cr comparativo, la grado de proporcion
de los niveles de expresion de un marcador fibroblastico respecto al de un marcador condrocitario puede calcularse
como (1+ E)X(Crs - Cr), donde Crr es el numero de ciclos de umbral del marcador fibroblastico, Ct es el numero de
ciclos umbral del marcador condrocitario, suponiendo que la eficiencia de la amplificacién (E) es la misma para ambos
marcadores y la cantidad inicial de ambos marcadores se normaliza segun la misma cantidad del control endégeno ( por
ejemplo, como en dos muestras duplicadas). En el caso de E1, como se ilustra en los Ejemplos, la proporcidon puede
ser aproximadamente de 2*(Crs - Cr¢). De lo contrario, los célculos pueden realizarse como se describe en el Apéndice
A de los Sistemas de PCR en tiempo real: Sistema rapido de PCR en tiempo real 7900HT y sistema de PCR en tiempo
real 7300/7500 de Applied Biosystems, Guia quimica, Applied Biosystems, 2005, Parte N.° 4348358 Rev. E.

[0064] Se ilustran materializaciones posteriores de la invencién en los ejemplos siguientes, lo que se hace
con la intencién de ejemplificar y no se hace para limitarse al ambito de la invencion.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Expresion de HAPLN1 y MFAPS5 en condrocitos, sinoviocitos y fibroblastos
[0065]  Aislamiento y cultivo celular -- Los cultivos de condrocitos humanos fueron aislados a partir de

cartilago usando el método de produccién de condrocitos autélogos Carticel@. o el método de las proteasas para
producir condrocitos cultivados. Usando el método de producciéon de los condrocitos autélogos Carticel@., el tejido
cartilaginoso fue desprovisto de hueso y sinovial y se sometié a una primera digestion en la que el tejido fue tratado
enzimaticamente en una solucién de colagenasa durante 18 horas a 37 °C. Las células liberadas en la primera digestion
se siembran en frascos de cultivo de tejidos con suero bovino fetal (FBS) y medio con gentamicina (EGHXX). A
continuacion, las células eran sometidas a una segunda digestién en la que el tejido restante de la primera digestion se
trataba con una solucion de colagenasal/tripsina durante 2,5 horas a 37 °C. Las células liberadas en la segunda digestion
se sembraban en frascos de cultivo de tejidos con EGHXX. Los trozos de tejido restantes tras la segunda digestion se
sembraban en frascos de cultivo de tejidos con EGHXX. Cuando se us6 el método de aislamiento de proteasas, el tejido
cartilaginoso fue desprovisto de hueso y sinovial y se sometié a una primera digestion en una solucién de Pronasa E
(Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO) durante 1,5 horas a 37 °C. A continuacién, se eliminé la solucidon de pronasa y se
realizé6 una segunda digestion del cartilago en una solucién de colagenasa durante 18 horas a 37 °C. Las células
liberadas fueron sembradas en frascos de cultivo de tejidos con EGHXX. Tras el aislamiento, los métodos de cultivo
celular fueron los mismos para las células, independientemente del método de aislamiento con el que se obtuvieron. Los
cultivos celulares primarios fueron realimentados con EGHXX fresca cada 2 a 4 dias. Cuando los frascos de cultivos
primarios alcanzaron del 50 al 80 % de confluencia, fueron tripsinizados en una Unica suspensién celular, neutralizados
con EGHXX para inactivar la tripsina, y se efectud un recuento celular. A continuacion, la suspension celular resultante
fue o bien analizada tomando una muestra y, posteriormente expandida mediante subcultivo, o congelada para su
almacenamiento a largo plazo. El subcultivo del cultivo primario se denomina cultivo secundario o primera transferencia.
A los subcultivos sucesivos se les denominara segunda transferencia, tercera transferencia, cuarta transferencia, etc.
Los subcultivos se efectuaron sembrando células en frascos de cultivo de tejidos con EGHXX y realimentando con
RGHXX fresca cada 2 a 4 dias. Cuando los subcultivos alcanzaron del 80 al 100 % de confluencia, fueron tripsinizados
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en una unica suspension celular, neutralizados con EGHXX para inactivar la tripsina, y se efectué un recuento celular. A
continuacion, la suspension celular resultante fue o bien analizada tomando una muestra, posteriormente expandida, o
congelada para su almacenamiento a largo plazo.

[0066] Los cultivos de sinoviocitos humanos (cultivos celulares derivados de la sinovial, también conocidos
como fibroblastos sinoviales) S1 y S2 se obtuvieron de Cell Applications Inc. (San Diego, CA) como cultivos celulares
primarios congelados. Los sinoviocitos fueron sembrados en frascos de cultivo de tejidos con medio EGHXX y cultivados
usando el método de produccion de condrocitos autdlogos Carticel@., como se describié anteriormente. Los cultivos de
fibroblastos dérmicos humanos fueron adquiridos a Cell Applications Inc. como cultivos celulares primarios congelados.
Los fibroblastos dérmicos fueron cultivados usando el método de produccion de condrocitos autélogos Carticel@., como
se describi6é anteriormente.

[0067] Los cultivos celulares usados en este ejemplo se enumeran en la tabla 2.

Tabla 2: Cultivos celulares usados en el analisis por RT-PCR (Ejemplo 1)

Cultivo celular Tipo de célula Tipo de cultivo celular
CP Condrocito Cultivo primario

C1 Condrocito Segunda transferencia
Cc2 Condrocito Segunda transferencia
S1 Sinoviocito Segunda transferencia
S2 Sinoviocito Segunda transferencia
F1 Fibroblasto dérmico Segunda transferencia
F2 Fibroblasto dérmico Segunda transferencia

[0068] Preparacion de ARN y cDNA -- El ARN se aislé a partir de cultivos celulares usando el método TRI-
spin (Reno y cols., Biotechniques 22: 1082-6 (1997)). Las concentraciones del ARN aislado se determinaron mediante
espectrofotometria. Para la preparacion del cDNA a partir de las muestras PC, C1, C2, S1, S2, F1, y F2, se uso el kit
para la sintesis de la primera cadena (Roche, Indianapolis, IN), usando cebadores de hexamero aleatorio de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. EI cDNA resultante se almacend a -20 °C o -80 °C hasta el andlisis.

[0069] Anélisis de la expresion génica -- El andlisis de la expresién génica se llevo a cabo usando la RT-
PCR en tiempo real cuantitativa, ya usando un método de curva estandar, ya un método Cr comparativo. EI método de
la PCR en tiempo real estaba basado en la division 5’ nucleasa de una oligosonda dual marcada que informa de la
amplificacion del cebador especifico de secuencia de la secuencia diana (ensayo “TagMan™”). La expresion de los
genes que codifican la proteina de union del cartilago (HAPLN1) y la proteina microfibrilar asociada 5 (MFAPS5) se
analizaron usando las pruebas de expresion génica Hs00157103_m1 y Hs00185803_m1 TagMan™ (Applied Biosystems
Inc.), respectivamente. La PCR en tiempo real se prepard con la mezcla maestra para PCR universal TagMan™, sin
UNG (N.° de catalogo 4324018, Applied Biosystems Inc.), la prueba de expresion génica TagMan™ pertinente (Applied
Biosystems) y el cDNA de muestra se usaron de acuerdo con el protocolo de mezcla para PCR universal. Las
amplificaciones se pasaron por un sistema para PCR en tiempo real ABI 7500 (Applied Biosystems Inc.) usando el
ciclado y el programa de recogida de datos TagMan™ estandares para esta configuracion. Las reacciones de 25 pl se
pasaron por duplicado, introduciéndose hasta 5 ng de cDNA por pocillo. Para todos los ensayos se us6 un umbral de 0,1
unidades.

[0070]  Mmsétodo de la curva esténdar - El método de la curva estandar se llevé a cabo usando el ensayo de
control endégeno de rRNA 18S Eukaryotic (N.° de catalogo 4319413E, Applied Biosystems Inc.), en donde se usa rRNA
18S como control interno para normalizar los resultados de la RT-PCR para explicar las variaciones en la entrada. Para
cuantificar los niveles relativos de expresion de cada gen, se pasaron diluciones de cDNA de condrocitos primarios (CP)
para generar una curva estandar con el software del sistema 7500. El nivel de expresion de la muestra en cada andlisis
se determind a partir de la curva estandar, y las proporciones de mRNA resultantes respecto al control de condrocitos
primarios (CP) se dividié por la proporcién de rRNA 18S de la muestra respecto a los CP para normalizar la carga de
cDNA.

[0071] Método Cr comparativo - El andlisis Cr comparativo se llevé a cabo para determinar las
proporciones de la expresion génica relativa de HAPLN1 respecto a MFAPS en las distintas muestras a partir de los
datos en bruto generados en el analisis de la expresion génica en la RT-PCR cuantitativa en tiempo real. El método Ct
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comparativo constituye una medida relativa de la proporcion de HAPLN1 respecto a MFAPS5, lo que permite la
comparaciéon directa entre las muestras a analizar sin necesidad de estandares, analisis de curvas estandar ni
calibradores reales. Este método puede emplearse en el caso de los ensayos de HAPLN1 y MFAP5 usados en este
ejemplo porque se cumplieron las cuatro condiciones siguientes: 1) el funcionamiento del ensayo fue consistente entre
una pasada y otra; 2) se usaron cantidades equivalentes de ARN en los ensayos de HAPLN1, MFAPS5 y del control
endogeno; 3) el valor Ct para el gen del control endégeno, rRNA 18S, siempre fue inferior al Ct para HAPLN1 o al Cr
para MFAPS cuando se usaron cantidades equivalentes de ARN en cada ensayo y, por tanto, el Cr 18S siempre fue
cuantificable cuando HAPLN1 o MFAPS5 fueron cuantificables; y 4) el método un calibrador tedrico seleccionada
arbitrariamente, definido como una muestra tedrica que contiene la proporcion HAPLN1 / MFAPS que produjo un valor
HAPLN1 Cr igual al valor MFAP5 Ct cuanto se cumplieron las otras tres condiciones antes expuestas. La derivacion de
la ecuacion usada para este método Cr comparativo es la siguiente. Donde la cantidad de gen diana en una muestra,
normalizada para un gen de control enddégeno y relativa a un calibrador viene dada por:

(1+E)M-AACr gen diana )

en donde

E = eficiencia de la amplificacion

en donde

AACT gen diana = AC de la muestrar gen diana - AC del calibradorr gen diana
y en donde

ACT,gen diana = CT,gen diana = CT,gen de control endégeno

(Ver Liu, W. y Saint, D.A., Analytical Biochemistry, 302: 52-59 (2002); Livak, K.J, ABI Prism 7700 Sequence Detection
System, User Bulletin 2, ABI publication 4303859, 1997). Asi pues, la proporcion de HAPLN1 respecto a MFAP5 puede
describirse como:

(1+E)M-AACT Haprint) [ (1+E)M-AACT MFaPs)

que es igual a:

(1+E)*(-{[muestra CtnarLn1 - muestra Ct, gen de control endsgeno] - [calibrador Ctpapint - calibrador Cr, gen de control endogenol}) /
(1+E)M(-{[muestra Ct mraprs - muestra Cr, gen de control endogeno] - [Calibrador Ct wraps - calibrador Cr, gen de control endégenol})

Si se pasa la misma cantidad de muestra en todos los ensayos, la Ct del gen de control endégeno de la muestra puede
representarse por el término x. Si se pasa la misma cantidad de calibrador en todos los ensayos, la Ct del gen de
control endégeno del calibrador puede representarse por el término y. Sustituyendo estos términos, la ecuacién queda
de la forma siguiente:

(1+E)*-{[muestra Ct napLn1 - X] - [calibrador Cr napint - Y1) / (1+E)M(-{[muestra Ct mraps - X] - [calibrador Ct mraps - ¥1})
que es igual a:
(1 +E)A([X - muestra CT,HAPLN1] - [y - calibrador CT,HAPLN1]) / (1 +E)A([X - muestra CT,MFAps] - [y - calibrador CT,MFAPS])

Si el calibrador se define como una muestra tedrica que contiene la proporcion de HAPLN1 / MFAP5 que produce un
valor Crnapint igual al valor Crvraps cuando se pasan cantidades equivalentes de calibrador en todos los ensayos, el
término z puede sustituirse por el calibrador Ctnapint Y €l calibrador Cr meaps. La ecuacion queda de la forma siguiente:

(1+E)M([x - muestra Crpapint] - [y - 2]) / (1+E)M([x - muestra Cr mraps] - [y - Z])

que es igual a:

(1+E)([x - muestra Ct napint] - [y - Z] - [x - muestra Crvrars] + [y - 2])

que es igual a:

(1+E)\([x - muestra Ct napin1] - [X - muestra Cr mraps))

que es igual a:

(1+E)M(muestra Ct mraps - muestra Cr papint)

Y si E=1 (100 % de eficiencia), la proporcion relativa de HAPLN1 respecto a MFAPS5 es igual a:

2Mmuestra Cr vraps - muestra Cr xapint)
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Las ecuaciones anteriores conducen a una férmula final que deja sélo dos variables, Ct de la muestra HAPLN1 y Ct de
la muestra MFAP5, como incognitas. Esta férmula se aplica cuando las muestras se analizan en las condiciones antes
descritas, y el calibrador teérico empleado se establece como se describié mas arriba.

[0072] La figura 2 describe el nivel de expresion de HAPLN1 en varias cepas celulares determinadas
mediante un método de curva estandar de RT-PCR. La figura 3 describe los niveles de expresion de MFAP5 en las
mismas muestras celulares como se muestra en la figura 2, segun se determiné mediante un método de curva estandar
de RT-PCR. HAPLN1 se expresd a mayores niveles en los cultivos celulares de condrocitos que en los cultivos celulares
de sinoviocitos y fibroblastos. HAPLN5 se expresdé a mayores niveles en los cultivos celulares de sinoviocitos y
fibroblastos que en los cultivos celulares de condrocitos.

[0073] La figura 4 describe las proporciones de los niveles de expresion de HAPLN1 y MFAP5 de las
figuras 2 y 3. La proporcion en los condrocitos primarios (CP) se escal6é a 1; las otras proporciones se escalaron en
consecuencia.

[0074] La figura 5 describe las proporciones de los niveles de expresion de HAPLN1 y de MFAP5 en las
mismas cepas como se muestra en la figura 2, sin embargo, los niveles de expresiéon se determinaron mediante un
método Ct comparativo de RT-PCR. Los resultados del método Cr fueron similares a los resultados obtenidos por el
método de la curva estandar.

Ejemplo 2: Expresion de HAPLN1 y MFAP5 en cepas adicionales de condrocitos, sinoviocitos y
fibroblastos

[0075] Los niveles de expresion de HAPLN1 y MFAP5 se determinaron cultivos celulares adicionales para
confirmar la fidelidad del método para distinguir entre los cultivos de condrocitos y sinoviocitos. Los cultivos usados en
este ejemplo se enumeran en la tabla 3.

Tabla 3: Cultivos celulares usados en el andlisis por RT-PCR (Ejemplo 2)

Cultivo celular Tipo de célula Tipo de cultivo celular
CP Condrocito Cultivo primario

C3 Condrocito Segunda transferencia
C4 Condrocito Segunda transferencia
C5 Condrocito Segunda transferencia
C6 Condrocito Segunda transferencia
C7 Condrocito Segunda transferencia
S3 Sinoviocito Segunda transferencia
S4 Sinoviocito Segunda transferencia
S5 Sinoviocito Segunda transferencia
S6 Sinoviocito Segunda transferencia
S7 Sinoviocito Segunda transferencia

[0076] Aislamiento y cultivo celular -- Cultivos celulares de condrocitos humanos C3, C4, C5, C6, y C7 se
aislaron y cultivaron usando el método de produccién de condrocitos autdlogos Carticel@. como se describe en el
Ejemplo 1. Los cultivos de sinoviocitos humanos (cultivos celulares derivados de la sinovial, también conocidos como
fibroblastos sinoviales) fueron obtenidos a partir de Genzyme o a partir de Cell Applications Inc. (San Diego, CA). Las
cepas S4, S6, y S7 fueron aisladas en Genzyme usando diversos procedimientos. S4 se aislé sometiendo tejido sinovial
picado a digestion en solucion de colagenasa durante 3,5 horas a 37 °C, seguida de una segunda digestion en solucion
de tripsina durante 1 hora a 37 °C. La cepa S6 se aislo sometiendo tejido sinovial picado a digestién en una solucién con
colagenasa y DNasa durante 2 horas a 37 °C. La cepa S7 se aislé6 sometiendo tejido sinovial picado al método de
produccién de condrocitos autélogos Carticel@.. Tras ser aislados, las células procedentes de la sinovial fueron
sembrados en frascos de cultivo de tejidos con medio EGHXX y cultivados usando el método de produccion de
condrocitos autdlogos Carticel@., como se describié anteriormente en el Ejemplo 1. Las cepas S3 y S5 fueron
adquiridas en Cell Applications Inc. como cultivos celulares de primera transferencia congelados. Tras descongelarlas,

14



10

15

20

25

30

35

40

ES 2380 753 T3

las células de las cepas S3 y S5 fueron sembradas en frascos de cultivo de tejidos con medio EGHXX y cultivados
usando el método de produccion de condrocitos autélogos Carticel@., como se describid en el Ejemplo 1.

[0077] Aislamiento de ARN y preparacion de cDNA -- Las preparaciones de ARN para cultivos celulares de
condrocitos C3, C4, C5, C6, y C7 y cultivos de sinoviocitos S3, S4, S5, S6, S7 se llevaron a cabo como se describe en el
Ejemplo 1. EI ARN procedente de estas muestras fue retrotranscrito a cDNA usando el kit de transcripcion inversa de
cDNA de alta capacidad (Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En
este ejemplo se us6 el cDNA de CP del ejemplo 1. EI cDNA se almacend a -20 °C o -80 °C hasta el andlisis.

[0078] Anélisis de la expresién génica -- El andlisis de la expresion génica se llevo a cabo mediante RT-
PCR como se describe en el ejemplo 1.

[0079] La figura 6 describe los niveles de expresion de HAPLN1 en un nimero de cepas adicionales de
condrocitos y sinoviocitos. Los niveles de expresion se determinaron mediante un método de curva estandar de RT-PCR
y normalizado segun el ARN ribosémico 18S.

[0080]  Lafigura 7 describe los niveles de expresion de MFAPS5 en las mismas cepas como se muestra en
la figura 6. Los niveles de expresion se determinaron mediante un método de curva estandar de RT-PCR y normalizado
segun el ARN ribosémico 18S.

[0081] La figura 8 describe las proporciones de los niveles de expresion de HAPLN1 y MFAP5 de las
figuras 6 y 7. La proporcion en los condrocitos primarios (CP) se escaldé a 1; las otras proporciones se escalaron en
consecuencia.

[0082]  Lafigura 9 describe los niveles de expresion de HAPLN1 y de MFAP5 en las mismas cepas como
se muestra en la figura 6. Los niveles de expresion se determinaron mediante un método Ct comparativo de RT-PCR, y
las proporciones se calcularon como 24(Ct mraps - CtHAPLN1)-

[0083] Los resultados de la RT-PCR en las cepas celulares adicionales fueron consistentes con los
resultados obtenidos en el ejemplo 1.

Ejemplo 3: Expresion de HAPLN1 y MFAP5 en condrocitos, sinoviocitos y fibroblastos usando
cebadores y sondas disefiados a medida

[0084] El analisis de varios cultivos de condrocitos, sinoviocitos y fibroblastos dérmicos se llevo a cabo con
cebadores y sondas de secuencias conocidas de oligonucleétidos.

[0085] Aislamiento y cultivo celular -- Las cepas celulares usadas en este ejemplo se enumeran a
continuacion en las tablas 4 y 5. Los cultivos celulares de condrocitos humanos C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8, C26,
C28, C30 y C34 se aislaron y cultivaron usando el método de produccion de condrocitos autélogos Carticel@. como se
describe en el Ejemplo 1. Los cultivos celulares de condrocitos humanos C21, C22, C23, C24, C25, C27, C29, C31, C32,
y C33 se aislaron (usando el método de la proteasa) y cultivaron como se describe en el Ejemplo 1. Los métodos de
aislamiento y cultivo celular para los cultivos de sinoviocitos humanos S1, S2, S3, S4, S5, S6, y S7 se describieron en
los ejemplos 1 y 2. El cultivo de sinoviocitos S9 se aislé6 sometiendo tejido sinovial picado a digestiéon en una solucién
con colagenasa y DNasa durante 2 horas a 37 °C. El cultivo de sinoviocitos S10 se aislé6 sometiendo tejido sinovial
picado a digestion en solucion de colagenasa durante 3,5 horas a 37 °C, seguida de una segunda digestion en solucion
de tripsina durante 1 hora a 37 °C. Las cepas de sinoviocitos S11, S12, S13, S14, S15, S16, S17, y S18 fueron
adquiridas en Cell Applications Inc. como cultivos celulares de primera transferencia congelados. Las cepas de
fibroblastos dérmicos F1, F2, F3, F4, F5, F6, F8, F9, F10, y F11 fueron adquiridas a Cell Applications Inc. como cultivos
celulares primarios congelados. Todos los cultivos celulares se cultivaron usando el método de produccién de
condrocitos autélogos Carticel@. como se describe en el Ejemplo 1.

Tabla 4: Primer conjunto de cultivos celulares usados en el andlisis por RT-PCR (Ejemplo 3)

Cultivo celular Tipo de célula Tipo de cultivo celular
C1 Condrocito Segunda transferencia
Cc2 Condrocito Segunda transferencia
C3 Condrocito Segunda transferencia
C4 Condrocito Segunda transferencia
C5 Condrocito Segunda transferencia
C6 Condrocito Segunda transferencia
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C7 Condrocito Segunda transferencia
Cc8 Condrocito Segunda transferencia
S1 Sinoviocito Segunda transferencia
S2 Sinoviocito Segunda transferencia
S3 Sinoviocito Segunda transferencia
S4 Sinoviocito Segunda transferencia
S5 Sinoviocito Segunda transferencia
S6 Sinoviocito Segunda transferencia
S7 Sinoviocito Segunda transferencia
S9 Sinoviocito Primera transferencia

S10 Sinoviocito Tercera transferencia

S11 Sinoviocito Tercera transferencia

S12 Sinoviocito Tercera transferencia

S13 Sinoviocito Tercera transferencia

F1 Fibroblasto dérmico Segunda transferencia
F2 Fibroblasto dérmico Segunda transferencia
F3 Fibroblasto dérmico Segunda transferencia
F4 Fibroblasto dérmico Segunda transferencia
F5 Fibroblasto dérmico Segunda transferencia
F6 Fibroblasto dérmico Segunda transferencia

Tabla 5: Segundo conjunto de cultivos celulares usados en el andlisis por RT-PCR (Ejemplo 3)

Cultivo celular Tipo de célula Tipo de cultivo celular
Cc21 Condrocito Segunda transferencia
C22 Condrocito Segunda transferencia
C23 Condrocito Segunda transferencia
C24 Condrocito Segunda transferencia
C25 Condrocito Segunda transferencia
C26 Condrocito Segunda transferencia
c27 Condrocito Segunda transferencia
Cc28 Condrocito Segunda transferencia
C29 Condrocito Segunda transferencia
C30 Condrocito Segunda transferencia
C31 Condrocito Segunda transferencia
C32 Condrocito Segunda transferencia
C33 Condrocito Segunda transferencia
C34 Condrocito Segunda transferencia
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S14 Sinoviocito Tercera transferencia
S15 Sinoviocito Tercera transferencia
S16 Sinoviocito Tercera transferencia
S17 Sinoviocito Segunda transferencia
S18 Sinoviocito Segunda transferencia
F8 Fibroblasto dérmico Segunda transferencia
F9 Fibroblasto dérmico Segunda transferencia
F10 Fibroblasto dérmico Segunda transferencia
F11 Fibroblasto dérmico Segunda transferencia

[0086] Aislamiento de ARN y preparacién de cDNA -- Las preparaciones de ARN para las cepas de
condrocitos C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, la cepas de sinoviocitos S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, y cepas de fibroblastos
dérmicos F1 y F2 se describieron en los ejemplos 1 y 2. Para la preparacion de ARN de la cepas de condrocitos C8, las
cepas de sinoviocitos S9, S10, S11, S12, S13, S14, cepas de fibroblastos dérmicos F3, F4, F5 y F6, y todas las cepas
enumeradas en la tabla 5, se uso el método de aislamiento de ARN RNeasy™ Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA). Para el
aislamiento con RNeasy™, se afiadieron 360 pl de solucion litica a botones celulares que contenian hasta un millén de
células. Las muestras fueron inmediatamente resuspendidas en vortex a maxima velocidad durante 30 segundos vy, a
continuacién llevadas a 37 °C durante 5 minutos. Tras la incubacion, se agitaron las muestras a mano durante 10
segundos, seguidos de otros 30 segundos de vortex a maxima velocidad. Se recogié el contenido de cada tubo, y se
paso el lisado a través de una columna Qiashredder™ (Qiagen). En el procedimiento RNeasy™ se usaron trescientos
veinticinco pl de lisado Qiashredded RNeasy™ siguiendo el protocolo del fabricante para aislar el ARN de células
animales. Las columnas se eluyeron con una sola elucién consistente en 30 ul de agua. El ARN fue retrotranscrito a
cDNA usando el kit de transcripcién inversa de cDNA de alta capacidad (Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. EI cDNA resultante se almacené a -20 °C o -80 °C hasta el analisis.

[0087] Anélisis de la expresiéon génica -- Los ensayos de RT-PCR se llevaron a cabo con cebadores y
sondas especificos para las regiones del ARNm de HAPLN1 y MFAP5, disefiados a medida. La informacién de la
secuencia de los cebadores y sondas disefiados a medida se muestra en la tabla 6. Abreviaturas: 6FAM = 6-
carboxifluoresceina, VIC™ es una marca comercial de Applied Biosystems Inc. y es un fluoréforo, MGBNFQ = fijador de
surco con menor extintor no fluorescente. Los cebadores se obtuvieron de Invitrogen Corp. (Carlsbad, CA). Las sondas
se obtuvieron en Applied Biosystems Inc. Para HAPLN1, la diana del cebador directo son los nucleétidos 543 a 570 de la
secuencia de HAPLN1 depositada en GenBank con el N.° de aceptacion NM_001884.2 (SEQ ID NO:2), la diana del
cebador inverso son los nucledtidos 603 a 622, y la diana de la sonda son los nucleétidos 584 a 601 de la misma
secuencia. Para MFAPS5, la diana del cebador directo son los nucleétidos 301 a 322 de la secuencia de MFAP5
depositada en GenBank con el N.° de aceptacion NM_003480.2 (SEQ ID NO:1); la diana del cebador inverso son los
nucleétidos 353 a 372, y la diana de la sonda son los nucleétidos 334 a 350 de la misma secuencia. La PCR en tiempo
real se prepard con la mezcla maestra para PCR universal TagMan™, sin UNG (N.° de catalogo 4352042, Applied
Biosystems Inc.), cebadores de 900 nM, sondas de 250 nM, y hasta 5 ng de cDNA de muestra, de acuerdo con el
protocolo rapido de mezcla para PCR universal TagMan™. El volumen de la reaccion fue de 13 pl y las amplificaciones
se pasaron por un sistema para PCR en tiempo real ABI 7500 (Applied Biosystems Inc.) usando el ciclado y el programa
de recogida de datos TagMan™ predeterminados para esta configuracion. Para todos los ensayos se usé un umbral de
0,1 unidades. Los niveles de expresion se determinaron mediante un método Cr comparativo de RT-PCR segun se
describe en el ejemplo 1.
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Tabla 6: Secuencias de cebador y sonda disefiadas a medida

Marcador Cebador directo Cebador inverso Sonda
HAPLN1 5 TGAAGGATTAGAAG 5 GCCCCAGTCG 5 VIC /
TACAAGGTGTGGTATTCC
ATGATACTGTTGTG 3’ TGGAAAGTAA 3
/ MGBNFQ 3’
(SEQ ID NO:16) (SEQ ID NO:17)

(SEQ ID NO:18)

MFAP5 5 CGAGGAGACGA 5 AGCGGGATCA 5 6FAM /
ACATTCACAGAAGATCC
TGTGACTCAAG 3’ TTCACCAGAT 3’
/ MGBNFQ 3’
(SEQ ID NO:19) (SEQ ID NO:20)

(SEQ ID NO:21)

[0088] La figura 10A describe los niveles de expresion de HAPLN1 y de MFAP5 en las mismas cepas
como se muestra en las figuras 2 y 6, asi como cepas adicionales de condrocitos, sinoviocitos y fibroblastos dérmicos
que se muestran en la tabla 4. La figura 10B describe las proporciones de los niveles de expresion de HAPLN1 y MFAP5
en las cepas de la tabla 5. Los resultados obtenidos con los cebadores y sondas disefiados a medida fueron similares a
los resultados descritos en los ejemplos 1y 2.

Ejemplo 4: Comparacion de los niveles de expresion de HAPLN1 y MFAP5 en cultivos de condrocitos,
sinoviocitos y fibroblastos, en monocapas y en estructuras de colageno

[0089] Se compararon los niveles de expresion de HAPLN1 y MFAP5 en varios tipos de cultivos en
monocapas Y estructuras de colageno.

[0090] Aislamiento y cultivo celular -- Los cultivos de condrocitos C9, C10, C11, C12, C13, C14, C15, C16,
C17, y C18 se aislaron usando el método de la proteasa como se describe en el Ejemplo 1 y se cultivaron como se
describe en el Ejemplo 1. El cultivo de sinoviocitos S7 fue aislado y cultivado como se describe en los ejemplos 1y 2.
Los cultivos de fibroblastos dérmicos F2, y F7 fueron adquiridas a Cell Applications Inc. como cultivos celulares primarios
congelados y se cultivaron como se describe en el ejemplo 1. Tras completar la segunda transferencia del cultivo
(tercera transferencia para el cultivo S7), se tomd una muestra para aislar el ARN (el muestra de “Dia 0” o en monocapag
y, a continuacion, se resuspendieron las células en medio EGHXX y se sembraron en una estructura MAIX™ de 20 cm
(membrana de colageno ACI- MAIX™ CE, Matricel GmbH, D-52134 Herzogenrath, Alemania). La células se dejaron
fijandose durante 1 hora a 37 °C y, a continuacion, se alimento la estructura con mas EGHXX y se cultivaron durante 4
dias. Los cultivos en estructuras que contenian sinoviocitos y fibroblastos dérmicos también se prepararon de la misma
manera. Después de 4 dias de cultivo en estructura, se obtuvieron muestras de los cultivos con una aguja de biopsia de
8 mm (muestra del “Dia 4” o de estructura) y se llevé a cabo el aislamiento del ARN.

[0091]  Aislamiento de ARN y preparacién de cDNA -- EI ARN se aislé usando el mini-kit RNeasy™
(Qiagen, Valencia, CA). Para el aislamiento con RNeasy™, se afiadieron 360 pl de solucion litica a las muestras para
implantes MACI@. (hasta dos punciones de 8 mm para implantes MACI@. por preparacién). Las muestras fueron
inmediatamente resuspendidas en vortex a maxima velocidad durante 30 segundos y, a continuacion llevadas a 37 °C
durante 5 minutos. Tras la incubacion, se agitaron las muestras a mano durante 10 segundos para desplegar las
membranas, seguidos de otros 30 segundos de vortex a maxima velocidad. Se recogioé el contenido de cada tubo, y se
paso el lisado a través de una columna Qiashredder (Qiagen). En el procedimiento RNeasy™ se usaron trescientos
veinticinco pl de lisado Qiashredded RNeasy™ siguiendo el protocolo del fabricante para aislar el ARN de células
animales. Las columnas se eluyeron con una sola elucidon consistente en 30 pl de agua. La preparacion del cDNA a
partir de la muestra de ARN se llevé a cabo usando el kit de transcripcion inversa de cDNA de alta capacidad (Applied
Biosystems, Inc., Foster City, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. EI cDNA se almacené a -20 °C o -80
°C.

[0092] Los cultivos celulares usados y las configuraciones usadas en este ejemplo se enumeran en la tabla
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Tabla 7: Cultivos celulares usados en el analisis por RT-PCR (Ejemplo 4)

Caodigo del cultivo Tipo de célula Tipo de cultivo Configuracion
C9dia0 Condrocito Segunda transferencia | 5 X 10° botén celular
C10dia0 Condrocito Segunda transferencia | 5 X 10° botén celular
C11dia0 Condrocito Segunda transferencia | 5 X 10° botén celular
C12dia0 Condrocito Segunda transferencia | 5 X 10° botén celular
C13dia0 Condrocito Segunda transferencia | 5 X 10° botén celular
C14dia0 Condrocito Segunda transferencia | 5 X 10° botén celular
C15dia0 Condrocito Segunda transferencia | 5 X 10° boton celular
C16dia0 Condrocito Segunda transferencia | 5 X 10° botén celular
C17dia0 Condrocito Segunda transferencia | 5 X 10° botén celular
C18dia 0 Condrocito Segunda transferencia | 5 X 10° botén celular
S7dia0 Sinoviocito Tercera transferencia 5 X 10° botén celular
F7 dia 0 Fibroblasto dérmico Segunda transferencia | 5 X 10° botén celular
F2 dia 0 Fibroblasto dérmico Segunda transferencia | 5 X 10° botén celular
C9dia4 Condrocito Implante @.MACI Puncién de 8 mm
C10dia4 Condrocito Implante@. MACI Puncion de 8 mm
C11dia4 Condrocito Implante @.MACI Puncién de 8 mm
C12dia4 Condrocito Implante @.MACI Puncién de 8 mm
C13dia 4 Condrocito Implante @.MACI Puncién de 8 mm
C14 dia 4 Condrocito Implante @.MACI Puncién de 8 mm
C15dia 4 Condrocito Implante @.MACI Puncién de 8 mm
C16 dia 4 Condrocito Implante @.MACI Puncién de 8 mm
C17 dia 4 Condrocito Implante @.MACI Puncion de 8 mm
C18 dia 4 Condrocito Implante @.MACI Puncién de 8 mm
S7 dia4 Sinoviocito Implante @.MACI Puncién de 8 mm
F7 dia 4 Fibroblasto dérmico Implante @.MACI Puncion de 8 mm
F2 dia 4 Fibroblasto dérmico Implante @.MACI Puncién de 8 mm
[0093] Anélisis de la expresion génica -- El analisis de la expresion génica del implante cDNA monocapa y
MACI@. se llevé a cabo como se describe en el ejemplo 1.
[0094] La figura 11 muestra una comparacion entre las proporciones del nivel de expresion para HAPLN1 y

MFAPS en cultivos monocapa y con estructura de colageno. Los niveles de expresién de HAPLN1 y MFAPS se
determinaron mediante un método de curva estandar de RT-PCR,. Los niveles de expresion fueron normalizados segun
el ARN ribosémico 18S. La proporcion en cultivo monocapa de condrocitos primarios (CP) se escalé a 1; las otras
proporciones se escalaron en consecuencia.

[0095] La figura 12 muestra una comparacién entre las proporciones del nivel de expresién para
HAPLN1 y MFAPS5 en cultivos monocapa y con estructura de colageno usando las mismas cepas como se muestra en la
figura 11. Los niveles de expresién de HAPLN1 y MFAPS5 se determinaron mediante un método Ct comparativo de RT-
PCR, y las proporciones se calcularon como 2*(Ct mraps - Ct,HAPLN1)-

[0096] Los resultados obtenidos en cultivos en estructura fueron similares a los obtenidos en cultivos
monocapa.
Ejemplo 5: Expresion de HAPLN1 y MFAP5 en funcion del nimero de transferencias

[0097] Se estudid la proporcion de HAPLN1 respecto a MFAPS5 en varias fases del cultivo.

[0098] Aislamiento y cultivo celular - Los cultivos de condrocitos C19, C20, C31, C32 y C33 se aislaron

usando el método de la proteasa como se describe en el Ejemplo 1 y se cultivaron como se describe en el Ejemplo 1.
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Los cultivos de sinoviocitos S6 y S7 fueron aislados y cultivados como se describe en los ejemplos 1y 2. El cultivo de
sinoviocitos S8 se aislo sometiendo tejido sinovial picado a digestidon en una solucién con colagenasa y DNasa durante
2 horas a 37 °C. El cultivo de S8 se llevd a cabo como se describe en el ejemplo 1. Para los cultivos de condrocitos C19,
C20, C31, C32, y C33, se tomaron muestras de células procedentes de cartilago (marcadas como “0” en las figuras 14A
y 14B), cultivos celulares primarios (marcadas como “1” en las figures 14A y 14B), células de primera transferencia
(marcadas como “2” en las figuras 14A y 14B), y células de segunda transferencia (marcadas como “3” en las figuras
14A y 14B). Para el cultivo de sinoviocitos S7, se tomaron muestras de cultivos primarios (marcados como “1” en la
figura 13), células de primera transferencia (marcadas como “2” en la figura 13), de segunda transferencia (marcadas
como “3” en la figura 13), de tercera transferencia (marcadas como “4” en la figura 13), y de cuarta transferencia
(marcadas como “5” en la figura 13). Para los cultivos de sinoviocitos S6 y S8, se tomaron muestras de primera
transferencia (marcadas como “2” en la figura 13), de segunda transferencia (marcadas como “3” en la figura 13), de
tercera transferencia (marcadas como “4” en la figura 13), y de cuarta transferencia (marcadas como “5” en la figura 13).

[0099] Aislamiento de ARN y preparacion de cDNA - El ARN y el cDNA se prepararon usando el mini-kit
RNeasy™ (Qiagen) el kit de transcripcion inversa de cDNA de alta capacidad (Applied Biosystems Inc.) como se
describe en el ejemplo 3.

[0100] Anaélisis de la expresion génica -- El analisis de expresion génica de las muestras de sinoviocitos se llevo
a cabo como se describe en el ejemplo 1. El analisis de expresion génica de las muestras de condrocitos se llevé a cabo
como se describe en el ejemplo 3.

[0101] Las figuras 13, 14A y 14B describen el cambio en las proporciones del nivel de expresion de HAPLN1 y
MFAP5 como una funcién del numero de transferencias. Los niveles de expresion se determinaron mediante un método
Ct comparativo de RT-PCR. Las proporciones HAPLN1:MFAP5 se calcularon como 2*(C+ mraps - Ct HAPLN1).

[0102] Las proporciones de HAPLN1 respecto a MFAP5 fueron consistentemente bajas en todos los niveles de
cultivo para las muestras de sinoviocitos respecto a las muestras de condrocitos. Las proporciones de HAPLN1 respecto
a MFAPS5 fueron consistentemente bajas en todos los niveles de cultivo para las muestras de condrocitos respecto a las
muestras de sinoviocitos.

Ejemplo 6: Expresion de HAPLN1 y MFAPS5 en cultivos celulares mixtos

[0103] Se aplicd un analisis de expresion génica a los cultivos mixtos de condrocitos y sinoviocitos para evaluar el
nivel de sensibilidad del método en los cultivos mixtos. Los cultivos celulares de condrocitos humanos y de sinoviocitos
humanos se usaron para preparar mezclas de los dos tipos celulares en las proporciones siguientes:

1) 0 % condrocitos / 100 % sinoviocitos;
2) 25 % condrocitos / 75 % sinoviocitos;
3) 50 % condrocitos / 50 % sinoviocitos;
4) 75 % condrocitos / 25 % sinoviocitos; y
5) 100 % condrocitos / 0 % sinoviocitos.

[0104] Aislamiento y cultivo celular -- Las cepas de condrocitos C5, C6, y C8 se aislaron y cultivaron como se
describe en los ejemplos 1y 2. Los cultivos de sinoviocitos S6, S7 y S8 se aislaron y cultivaron como se describe en los
ejemplos 1, 2 y 3. Para el experimento mixto 1, se usaron cultivos de segunda transferencia de la cepa 6 de condrocitos
(C6) y de la cepa 6 de sinoviocitos (S6). Para el experimento mixto 2, se usaron cultivos de primera transferencia de la
cepa 8 de condrocitos (C8) y de la cepa 7 de sinoviocitos (S7). Para el experimento mixto 3, se usaron cultivos de
primera transferencia de la cepa 5 de condrocitos (C5) y de la cepa 9 de sinoviocitos (S9).

[0105] Aislamiento de ARN y preparaciéon de cDNA -- EI ARN y el cDNA se prepararon usando el mini-kit
RNeasy™ (Qiagen) el kit de transcripcion inversa de cDNA de alta capacidad (Applied Biosystems Inc.) como se
describe en el ejemplo 3.

[0106] Analisis de la expresion génica -- El analisis de la expresion génica se llevé a cabo como se describe en el
ejemplo 3.

[0107] Los niveles de expresion se determinaron mediante un método Cr comparativo de RT-PCR. Las
proporciones HAPLN1:MFAP5 se calcularon como 2%(Ct mraps - Ct Hapint). LOS resultados de los experimentos mixtos se
exponen en la figura 15, que muestra las proporciones de los niveles de expresion de HAPLN1 y MFAP5 en muestras
de poblaciones mixtas de condrocitos y sinoviocitos. En los cultivos que contenian un 75 % o menos de condrocitos y un
25 % o mas sinoviocitos, las proporciones de los niveles de expresion entre HAPLN1:MFAPS fueron iguales o inferiores
a 1. Proporciones mayores correspondieron a proporciones mayores de condrocitos en las muestras analizadas. La
capacidad del ensayo para discernir mezclas de cultivos celulares mostré que, en promedio, las muestras compuestas
por al menos 67 % de condrocitos con un equilibrio consistente de fibroblastos sinoviales para producir un Ct mraps -
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Cr.napLnt positivo. La contaminacion por otros tipos celulares, como fibroblastos dérmicos, también pueden detectarse
con este ensayo.

Ejemplo 7: Andlisis de la relacion entre la respuesta del ensayo y la proporcion molecular de los
marcadores

[0108] Se emplearon transcripciones de ARN sintético de HAPLN1 y MFAP5 para determinar la relacion entre la
respuesta del ensayo y la proporcion molecular de los marcadores en las muestras analizadas. En primer lugar, la PCR
primaria (Platinum PCR Supermix, numero de catalogo de Invitrogen 11306-016) se llevé a cabo sobre cDNA humano
usando los cebadores enumerados en la tabla 8. Para HAPLN1, estos cebadores amplificaron nucleétidos desde las
posiciones 256 a 1171 del gen HAPLN1 (N.° de aceptacion NM_001884.2). Para MFAP5, estos cebadores amplificaron
nucledtidos desde las posiciones 32 a 728 del gen MFAP5 (N.° de aceptacion NM_003480.2). Los productos de la PCR
se analizaron en geles de agarosa con EDTA tris-acetato (TAE) al 1,5 % usando una escalera alélica de 100 bases de
dimensiéon molecular (regla molecular PCR de 100 bp, nimero de catadlogo de BioRad 170-8206) como referencia y
tincion en gel SYBR Green | (niUmero de catalogo de Invitrogen S-7563). Los amplicones primarios resultantes fueron
purificados en gel con geles de poliacrilamida (por determinar) con EDTA tris-borato nativo al 4 % (PAGE) y se usaron
como plantilla para PCR secundaria con los cebadores que se enumeran en la tabla 8. La plantilla de amplicén primario
purificada en gel para la amplificacion secundaria del MFAP5 se cargdé con 0,56 ng por cada 200 pl de reaccion
secundaria. La plantilla de amplicén primario purificada en gel para la amplificacion secundaria del HAPLN1 se cargd
con 2,5 ng por cada 900 pl de reaccidon secundaria. Los amplicones secundarios se purificaron a partir de geles PAGE
TBE nativos segun se describié y se usaron como plantillas para la transcripcion in vitro con un kit Ambion Megascript
T7. Se usaron hasta 1,3 ug de plantilla para amplicon secundario por cada 20 pl de reaccién de transcripcion. Las
transcripciones resultantes fueron purificadas en gel con geles de poliacrilamida TBE-Urea (TBU) al 6 %, resuspendidas
en EDTA 0,1 mM, y cuantificadas mediante espectrofotometria con lecturas realizadas por duplicado usando un factor
de conversion de 1axo unidades correspondiente a una concentracion de ARN de 40 ng/ul. Las transcripciones
purificadas en gel se analizaron en geles TBU al 6 % para evaluar su pureza. Tras la determinaciéon de la pureza
mediante PAGE vy su cuantificacion mediante espectrofotometria, se determiné el nimero de copias transcritas por pl
usando los factores de conversion enumerados en la tabla 9. Estos factores de conversion suponen un peso molecular
base promedio de 343 Daltons. Se considerd que la constante de Avogadro era 6,02 x 10%/mol. También se SuUpuso que
la primera base transcrita el +1 G del promotor T7, seguida de la secuencia diana. Las transcripciones se diluyeron en
tampon portador de ARN de levadura (solucion de 20 ng/ul de ARN de levadura (numero de catalogo de Ambion
AM7120G) en nucleasa libre de agua) a concentraciones que oscilaron entre 10° y 108 copias / yl. A continuacion, se
analizaron las diluciones usando la RT-PCR descrita en el ejemplo 3 de la solicitud de patente, excepto porque se
usaron 2 pl de cDNA por cada 13 pl de reaccion PCR. A continuacion se calculé la proporcion de HAPLN1:MFAPS para
cada dilucién usando el método Ct comparativo, como se describe en el ejemplo 4 de la solicitud de patente.

[0109] La respuesta del ensayo usando el numero de copias estandar se compar6 con la proporciéon
molecular conocida. Estos resultados se muestran en la tabla 10. Una vez determinada la relacion entre la respuesta del
ensayo Yy la proporciéon molecular, se calcularon las proporciones moleculares exactas en varias respuestas del ensayo.
Estos resultados, que se muestra en la tabla 11, indican que cuando los limites de aceptaciéon determinados por Ct
comparativa son igual a 1 (por ejemplo, cuando HAPLN1:MFAPS5 = 1), se corresponden con una proporcién molecular
exacta de HAPLN1:MFAP5 de 2.212.

Tabla 8: Cebadores usados para la amplificacién de niumeros de copias estandares

Marcador | Cebador directo Cebador directo Cebador inverso

(PCR primaria) (PCR secundaria) (PCR primaria y
secundaria)

HAPLN1 5 GCCAAGGTGTTTT 5 TAATACGACTCACTATAGGGGC 5 CTCTGAAGCAGTA
CACACAG 3 CAAGGTGTTTTCACACAG 3 GACACCA ¥
(SEQ ID NO:22) (SEQ ID NO:23) (SEQ ID NO:24)

MFAP5 5 CCTAGCCTGGCTT 5" TAATACGACTCACTATAGGGCCT 5" CCATTGGGTCTCT
TCTTGCTC & AGCCTGGCTTTCTTGCTC 3 GCAAATCC 3
(SEQ ID NO:25) (SEQ ID NO:26) (SEQ ID NO:27)
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Tabla 9: Tamafos de transcripcion esperados y factores de conversion

Transcripcion Tamano de | Peso molecular (Daltons) Copias/ng
transcripcion esperado
(bases)
HAPLN1 917 3,145 x 10° g/mol 1,914 x 10°/ng
MFAP5 698 2,394 x 10° g/mol 2,515 x 10°/ng

Tabla 10: Respuesta del ensayo frente a la proporcién molecular de los marcadores

Copias de HAPLN1 Copias de MFAP5 Proporcion molecular | Respuesta del ensayo,
exacta de HAPLN1:MFAP5 | HAPLN1:MFAP5
1X10° 1X10° 1 0,470
1X 107 1X 107 1 0,448
1X10° 1X10° 1 0,423
1X10° 1X10° 1 0,452
1X10° 1X10° 1 0,443
1X10° 1X10° 1 0,478
Promedio = 0,452

Tabla 11: Proporciéon molecular exacta en varias respuestas del ensayo

Respuesta del ensayo, HAPLN1:MFAP5 Proporcion molecular exacta de HAPLN1:MFAPS5
500 1106

100 221.2

5 11,06

1 2,212

0,2 0,4425

0,01 0,02212

0,002 0,004425

Ejemplo 8: Analisis para la cuantificacion absoluta de los marcadores condrocitarios y fibroblasticos

[0110] Se llevo a cabo un analisis de la expresion génica usando un método de cuantificacion absoluta. En
la tabla 12 se enumeran los cultivos celulares usados en este ejemplo. Los distintos cultivos celulares se aislaron y se
cultivaron como se discute en los ejemplos anteriores. EI ARN de los cultivos celulares se aisl6 usando el kit RNeasy
como se discutié en el ejemplo 3. La RT-PCR se llevé a cabo en los cultivos celulares como se describié en el ejemplo
3, excepto porque se usaron 2 pl de cDNA por cada 13 pl de reaccion PCR. Los estandares de ARN transcritos in vitro
para HAPLN1 y MFAPS (preparados como se describe en el ejemplo 7) se diluyeron para obtener cDNA a
concentraciones finales de 5 x 10%, 5 X 10°, y5X 10* copias por ul. Las curvas estandares se generaron realizando una
grafica con los resultados de Ct a partir de los estandares en el eje y, frente al logaritmo del nimero de copias por
reaccion (103, 10* y 105) en el eje x. A los datos se ajustd una pendiente lineal, y la cantidad de copias de ARNm de
HAPLN1 y MFAPS5 presentes en cada muestra analizada se determindé matematicamente. Este método de cuantificacion
fue descrito previamente, por ejemplo, en sistemas de PCR en tiempo real: Sistema rapido de PCR en tiempo real
7900HT y sistema de PCR en tiempo real 7300/7500 de Applied Biosystems, Guia quimica, Applied Biosystems, 2005,
Parte N.° 4348358 Rev. E. A continuacion se calculé la proporcion molar de HAPLN1:MFAP5 para cada muestra. La
figura 16 describe las proporciones molares de HAPLN1:MFAPS5 en varios cultivos celulares. Estos resultados indican
que la proporcion molar de HAPLN1:MFAPS en los condrocitos es elevada respecto a los sinoviocitos y los fibroblastos
dérmicos.
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Tabla 12: Cultivos celulares usados en el analisis de cuantificacion absoluta (ejemplo 8)

Cultivo celular Tipo de célula Tipo de cultivo celular
C26 Condrocito Segunda transferencia
c27 Condrocito Segunda transferencia
C28 Condrocito Segunda transferencia
S14 Sinoviocito Tercera transferencia
S15 Sinoviocito Tercera transferencia
S16 Sinoviocito Tercera transferencia
F1 Fibroblasto dérmico Segunda transferencia
F2 Fibroblasto dérmico Segunda transferencia
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LISTADO DE LA SECUENCIA
[0111]
<110> Genzyme Corporation
<120> METODO DE EVALUACION DE CELULAS Y ESTRUCTURAS CELULARES
<130> 07680.0060-00304
<150> US 60/910, 574<151>2007-04-06
<160> 27
<170> Patente en version 3.5
<210> 1
<211> 2900
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 1
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ct gcaacaca
tctgct aage

ctcataattc

tctcectcat
ctgttcatct
cagccaaagg
caaggtgctg
caat agt caa
taatctggtg
accttccaca
1gagaaattt
icagttatge
tcttgtctgt
gceccct agg
tttgcagaga
gt gagaggaa
ttcttaaacc
aaact gat aa
aattttgctg
t acaaacatt
i{tgaatctgt
ccat agaatt
gtgttcetct
agtcttectt
gt caagaat t
1 cagaggct g

gct at ccaat

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440



ttttcatgca
gtttatggat
aaat catacc
caagt gcacg
agggcattca
aagagt gaaa
ccacgt agece
t aaaat gaga
ctgagcactt
ctggccaaca
gcacgt gecct
gaggcagagg
caaaagt cca
ctttaattct
cagt ct aat t
gaat agaaga
gact aactca
aagttatata
gatcagattc
aaaaaat gct
aaat gt actc
t aggcacaga
ccacattgca
t aaacatttt
gt aaaaaaaa
<210> 2

<211> 1759
<212> ADN

gttgtctagt
agt accggga
attggttgac
gtcgaattat
gacttgaatt
gaaacacaat
tt ggat aagc
aggt t aaat t
tgggaagct g
t ggt gaaacc
gt aat cccag
ttgcagt gag
tctt aagaaa
atgattctet
cat agcaacc
aaat cccat't
ataactttct
tgacagt gga
ttgcigttaa
acaaaaagcc
atttagacaa
gtttccaaga
acatttccat
aaaatatitt

daaaaaaaaa

<213> Homo sapiéns

<400> 2

cgggaagt aa
t gaacccacc
gtttccttga
t gt gcaagtg
ttaat aggca
attcagacaa
cattttcett
tatcttagta
aggegaat gg
ccatctctac
ct act cggga
ccgagat ggc
tatatatata
ggat tt aaat
at atct got t
at aacaaat g
at aaaagcca
ggttgtattce
gaaacaat t t
ccaaagcata
cat att aaat
ttaattttaa
cagacagcat

tttccaattt
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ggt t ggaaac
accacaaagc
gttgctactt
gcttttggat
gacagaaagt
cccacattct
cattaggtcc
ctgctgggcg
atcacttgag
t aaaaat aca
ggct gaggcea
gcceat t geac
tattatatat
gecattattca
tatcct aggt
acaaattata
atggaattca
cttttatatt
cgtttaatgg
taatctctac
gcatatttta
gaatatctte
ttcaattcca

atttctcaaa

taagictcat
aaat t agaca
cgttcatctt
atcctgattg
ttgcctaata
tatcct ggct
tggtttaatt
cagtggctca
gt cagaaait
aaaat i agct
ggagaat caa
tccagect gg
attcttagtt
tatttcttga
gagggt agca
t at cat gaat
aat aggagct
gctgagaaaa
gatctgtaca
tccttacagt
gccactttag
acgaacttga
gtattatgta

at aaaatgtc

26

ttactgattc
acttaatgtg
cacaacttaa
gggcct aaga
gttaatacga
ctagcagtaa
tccteatcett
tgcet gt aat
t gagacgagce
gggegtggt g
it gaaccigg
gt gacaaaag
ctaagatttc
agcttagata
gtccacaatg
ccttetgtcet
aggagacaac
ctagttaaat
actgatttta
ctctagaatt
agaaacctca
ceet cot act
t at t gcaaat
ttttgttctg

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2900



gt gaggagaa
gagcat ccga
aagagt ct ac
tatactctgg
gtggaagcag

aaattttatc

accaagct aa
aaaaaaacct
gcttctcigg
at t gaaggat
ccttacttte
ctggaccagg
ct ggact ggt
cccagagage
gat aaagat a
tactatctga
gatggtgctc
gaccgetgtg
agaaggcegcet
cat aagct gt
tcagttttaa
gcaagt tacc
at caat t cat
aaatttaagg
ccaacaaagt
tt aaggaaag
tacaattitg
ctttacal aa
t ¢t aaaagt t
ctitctgace
<210> 3

<211> 661
<212> DNA

agagcgct ac
act cct ggat
ttcttctggt
at cat gacag
agcaagccaa

gagaccct ac

cttcggatta
at ggaggct a
t cat cacaga
t agaagat ga
cacgact ggg
atgct gt gat
gcaat gcegg
cctgtgaagg
aaagcagat a
t ccaccccac
agattgcaaa
atgcggget g
gcagtcctac
atggtgtcta
agtcattaag
aaaactgtga
tgatttgttt
gaagct ct at
atcctttcat
t aaagct act
aaat gcacta
act gagaggt
aatatttcaa

dadadaddd

<213> Homo sapi ens

<400> 3

gttcacttga
tt caggacaa
gctgattica
agct att cac
ggtgttttca
agcatttgge

cct caaggaa
ccagggt aga
cctcactctg
tactgttgtg
gcget acaat
cgcctcecttc
ct gget cagt
ccagaacaca
tgatgttttc
caaact gacc
agt gggccag
gt t ggcggat
t gaggct gca
ctgcttcaga
aacat gt gaa
taaccctttt
tttgtaaagc
gt aaggagac
gaacggggca
cagagcaaca
caat aaacaa
t at acaaaac

gtctctaata
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tctccagett
gt gaagaaga
atctgctggg
at ccaagcag
cacagaggt g

t caggaat cc

gtggatgttt
gtgtttctga
gaagattatg
gt agcact gg
ctcaattttc
gaccagct gt
gatggcetcetg
gtgcccggag
tgttttacat
t at gat gaag
atatttgetg
ggcagcegtcce
gtgecgettcg
gcat acaact
agatgtittt
ttacttactg
tatcattcaa
1tagagccaa
1 gcaat agct
ggttccacaa
attagagcaa
tcagtttcac

ggcagaat at

27

ccaacttaag
ttctttggge
ct gat cat ct
aaaatggccc
gcaatgttac

at aaaat ccg

ttgtttccat
agggaggcag
ggagat at aa
actt acaagg
acgaggcgcea
acgacgcctg
tgcaat at cc
tcaggaacta
ccaatitcaa
cggt gcaagc
cct ggaaaat
gctaccccat
tgggtitcec
gaat gt gecce
tttttccaat
t aaagagt ca
tatatattat
actgtttaag
taagaattgc
gcacaaact t
cacatttgaa
aagggaacaa

tttactecttt

cagaacttga
t at aaagat g
tt cagacaac
ccatctactt
act gccat gt

aattaagtgg

gggat accac
t gat agt gat
gtgtgaggtg
tgtggtattc
gcaggegt gt
gcgggacggg
cat cacaaag
cggattttgg
tggcegttti
ttgtctcaat
t ct cggat at
ctctaggceca
agat aaaaag
ttagagcgcea
at gaact cat
ttttcataag
aaat t aat at
ctgtatcatc
taggat t aaa
tacacatttg
at acaggectt
tctatacctt

aaaat cct gc

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

1759



tggttcttat
tgctgctaca
lcttgecatc
ggaat cit at
t cagcagaga
cgagct caat

1 ggat acaat

agggaagaaa
agcagcatta
tctggctgca
agggt caaag
t

aaaaacct ca
caagaccctg
ct ggecegect
gaacttaatc
tggagagct a
agggaagcct

gctgectata

aaaaal ct ct
ct gaaat aca
ccecettttte

gagagt caac

<210> 4 <211> 2974

<212> |ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4

cagcctt cca
agact gacct
t ageggt agt
ccttcattaa
aagt ccaaga
gtgatgacta

atcgctact t

ttttttctgg
taggcttata
ccgceccccag

atatgtgatt
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ctaacat ccc
gcaggacgaa
aactttgtgt
caggagaaat
gaggat ccga
cagactttgce

caggaagcgc

aggct ggcac
t acaat gctt
at t gat aagt

gitccataat

28

gt aggagcct
accat gaaga
1 at gaat cac
gcaaat acct
gaacgctcta
gaacgct acg

cgagggacca

ctgattttgt
ctttcctgta
aatgaaagtg

aaacttctgg

ctctccctac
gcct gat cct
at gaaagcat
tcatatccce
agcctgtcca
ccatggttta
aat gagactg

at cccect gt
tattctettg
cactgcagtg
tgtgat act t

60
120
180
240
300
360
420

480
540
600
660
661



agaagccccg
gccggt gggt
cecegecgege
cggagct cac
tttagtcacc
cgtcttcttg
ctacactgcc
t gaagcegetc
gcaaaggtga
tggct gatgg
gtgttgtgga
atccat gcca
t aggct at gt
at gaat gcga
attcctgtga
cact gggaat
gagetetttt
ttataaatgc
aaaggaaaat
agt at at aaa
aagt gaaagg
atgct aactc
gt cgaagaca
agcct ct ggg
t cagaacgct

aaggcaaagt

cagccgeege
ctgcetgeee
ctctgecggg
ccacct ccge
actctcgecce
aattctttag
ct ccgecgacg
ggt ageegt ¢
tatttgtgat
ttcecttttcee
ggttgcatca
t aat ggagga
ttgt aaat gt
agl t gagcect
gt gcecagge
tgaaggtgga
tggactccaa
gt ggacagct
gagagt t act
at cctacaaa
caccaat gaa
tttcacacce
ttgcactttg
tat gaaat ca
caacat ggac

gaat gcct gg

gcggagaaca
gcgcagcaga
acccacccge
gcgecggage
tct ccaagaa
taggggcgga
accccl gacc
tggetcttgg
cccaat ccat
tgtgagtgte
gat gaagaag
acct gt gaaa
ccccgaggat
t gcaaaaatg
gaatttatgg
attatatcaa
aaatggtatc
gcagaaaat g
ggtgtgatta
attgcct aca
gacat ggt gt
cccat aaaag
cgaat ggaac
ggacat at ac
atgttcactt

acctctggece
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gcgacagccg
€ccggggeag
agcggagggce
gcaggcaaaa
tttgtttaac
gt ctgct get
agccggggt ¢
t cgggct cag
gt gaaaat gg
cagat ggct t
aaccaacttc
t aagt gaagc
tt aat gggat
gtggaatatg
gaagaaattg
accagcaaat
cctactatgce
acagat ggcce
cccaaggage
gt aat gat gg
ttcgtggaaa
ct cagt at gt
ttcttggetg
aagact atca
gggaaccaag

acaatgacca

29

agcgeeeggt
ccgcgggage
t gagcccgcec
ggggaggaaa
aaagcgcetga
gccct geget
acgt ccggga
ccteggtgte
aggt at ct gt
cacagacccce
agcaggt ccc
at accgaggg
tcactgtcag
tacagatctt
t caat acaaa
cacagct tcc
acgtcttaat
gtggattcag
caagaggatt
aaagacttgg
catt gat aac
aagact ct at
1gaactgtcg
gat cact gcc
gaaagct ¢gg
gt cacaat gg

ccgecet gt ¢t
ccgegecceceg
ggegget cee
ggctcctcte
ggaaagagaa
gccacctcgg
gacgggat ca
cceccagitcg
tt gccaggat
aactgttcta
tgcactccta
gat acattca
cacaacat aa
gl t gct aact
t gct caggcee
tctact cacc
aagaaggggc
ataaatttgc
ggaagcccag
gcaat gt aca
aacactccat
ccccaagttt
ggttgttctg
tccagcat ct

ct ggacaagc

ttacaggt gg

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



atcttcttgt
atgtacagtt
t at accagga
ct cacagaaa
ggtcciggta
gaggggaggc
gaact gtgca
tcaaattatg
atttaatttg
ttacttttct
aagt agcctt
agli tgat aga
ttagcaat aa
caaacact gt
tattataatt
ttitagttcet
aattgaattt
tgactgccta
tttttgaagg
ctctcagttt
t agat gat aa
t aaaaaattt

catttctttg
ggt ggt agt t

<210>5
<211> 1307
<212> ADN

tccaaccaaa
tgttggetce
{ gaaaagcaa
aaatgicatc
cgggaggat ¢
tacatttcac
aaatctgtag
gt aggcaact
attttatttt
ctcattgttt
ctttttatag
gcttitacaa
gtttttttct
caatgtttat
ctcattttac
attctacatt
cctattagtt
t cagt agat t
aagccat aac
gcacaaaaga
ttacatatcc
agcaaagaaa
ttcagctcca

t cccaggaag

<213> Homo sapiens

<400>5

gt gact ggca
t acaaact gg
agaaaagat a
gaccctccca
acat t gcggt
aaccctette
gaaact gaat
aacggtgttt
atccgt caaa
cctgaattat
caagagt aaa
t caat actca
tctgtaatga
tacaaaattt
tttcattatt
cttaatattg
gact aaaaga
gatctgtatt
tatttaattt
acaaaaaat a
ttatatttac
tattaatata

catttcctagt
gcacaggt gg
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tcattacaca
cttacagcaa
aggttttcca
tctat gcacg
cagagct gct
cctatttccee
gotttttttt
ttaaggggot
tctcttaagt
t cgcat t got
aaagt ct caa
cctaattctg
ctctacgtta
t aaagaagaa
t ct aat aaga
tatattacct
agt gt cal gt
taatattcgt
ccaaat aatt
tatatgtctc
tttaaaaaat
gtgctgeata
gaaact aaca

agt t

30

aggagct aaa
t gat ggagaa
gggaaatttt
acacat aaga
gggct gcaca
taaaagtatc
tttttttcat
ctaagcct gc
aacaacacat
agaaat at at
agt cat caaa
at aaaaggaa
tectgtttee
tat gt aacat
gatt at gt ga
gaat aattca
ttactcat at
taattaaatc
gcttcataaa
tttaaattta
cggcttattt
gtttggccaa
tcttattgag

gattitggtc
cact ggact g
gacaat gaca
atccttcctt
gaggaggaat
t ccat ggaat
gaaaaagt gc
cttttcaatg
t aagt gt gaa
tagggaaaga
t aagagcaag
tactgcaatg
ctgtgcctac
gcagt act ga
cttetttttc
atttttttcet
al gt agaaca
tgcagttitta
gaatcccala
aatcttcatt
gtttatttta
gcat act cat

at tt gaaact

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
2974



cctgagtcce
gcaggttatt
tcctettcetce
ctggaccatt
gt aaacagtt
gagt gagcct
aaat ctgcaa

t agacaggcc
t caaccaggt
tct gt gt gag
actgcetctgg
t act acagca
tttggaaaaa
ggat gggaat
aaagactglg
aaggaaaaac
gat gct caag
gctgtatcce
catttaaatg
ct ggagat at
gtcaat cctg
aaaaaaaaaa
<210>6

<211> 7137
<212> ADN

gggaggaaag
agaagagt cc
cactcttctg
agat acaaca
ttgtcactgg
ggt gagagat
t gaagct gac

t aggt acgag
acatt at cat
t ggggccat t
agct aaaggt
gctttcaaca
aaaat gt ct t
at ct aacagg
ttacattcag
at gccaacct
t act cagagt
t aat aagt ct
gaagatgct g
attttctgag
tcat at aat a

ddadaaaaad

<213> Homo sapiens

<400> 6

tgctecgecca
cat gaaagg!
cttget ggec
cctgaaggaa
ccct gcaaat
ggct gt ggat
ctct gt gacc

actggagligt
aat ggccaag
ggat gcacac
ggaaagaagt
agct acaaaa
gt gcaagcaa
gt gaccaatg
ccttgcgaca
actttccaac
t acaaaccca
aaaatgatta
t ggat t acat
ctcaagattc
aaaaaattag

aaaaaagaaa
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ttcct gacct

ggct ccacgg
t ggcacagt t
ggcct ggaga
gcect cagea
gct gt aaaat

cacacaaagg

gt gcat acct

1gtttcagec
ctctgttcat
ctgat cagtc
caat gccage
caaaat ggac
aaaacagcaa
gcaat at at t
1 ct ccaaage
ctttttgtgg
ctattcaatt
ctigtatgtg
1 gt aaaacca
t gagt aaaaa

ddddaddaaa

31

gt gacacgct
tcccagcegac
ctgct gcagg
agt gt cagat
gaagccecegt
ct gt gccaag
getgtattgt

tglagetgtt
caaccccttg
accaaagct g
aaact gt agc
tt at agaaat
tcect get cc
ct gt gaaatg
aaagacaata
t gaaaaat tt
aatatgcttg
tgattgccca
t cagagaaac
agcaaat ggg
aaaaaaaaaa

daddaaa

cact gcgaag
at gcaggggce

gt acagggca
gcacct cage

tgcectectg
caaccagggg

gact act cag

gggt gcgagt
ttcagetgec
gctggecagt ¢
ct ggaaccat
ctcccactta
agaacatgtg
agaaaagaga
aagattccca
gtctttictg
gat aagagat
aat gagggagt
t gcagagaac
ggaaaagtta

aaaaaaaaaa

60
120
180
240
300
360
420

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1307



cggccaggtg
atgaccact t
gaaacttcag
gtcctcectgg
accaccgece
gagaaggagg
caggacaagg
cagagccl gc
gacagcgagg
t ct acacgct
atcattgcca
gcecggetgge
t at ggagaca
acctatgatg
ccagagaagt

gccaccacgg

tgtgggactg
tact ct gggt
accat gacaa
ggacct cect
cttctaccge
t agt gct gct
tctcactgee
gctccaat ga
ccaccctgga
acaccctcga
cgcctgagea
tggctgacca
aggat gagt t
tgtactgett
tcaccttcca

gccacgticta

aagttcitgg
tttcgt gact
ct cgct gagt
caccat ccec
ccecact ggee
ggt ggccact
caactacceg
ctct ggggt ¢
agt cgt ggt g
cttt gacagg
gct gcaggece
gact gl caga
tcctogtgtg
c¢gccgaggag
ggaagcagcc

cctggeetgg
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agaagggagt
ct gagggt ca
gt cagcat cc
tgctatttca
ccaagaat ca
gaagggcgeg
gceat cecea
taccget geg
aaaggcat cg
gcgcageggg
gcct acgaag
taccccat cc
aggacgtatg
atggagggt g
aat gagt gcc
caggct ggca

ccaactcttc
tcact gcage
cccaaccgtc
tcgaccccat
agt ggagecg
t gcgggt caa
gt gacgecac
aggt gat gca
tgttccatta
cctgectgea
acggcttcca
acact ccccg
gcat ccgaga
aggtctttta
ggcggct ggg
t ggacatgtg

32

aaggt gaact
tgtcactgta
cccget gagg
gcaccctgtg
tgt gt ccaag
cagt gect at
¢t t ggaagtc
tggcat cgag
cagagccatc
gaacagt gcc
ccagt gt gac
ggaaggct gc
caccaacgag
t gcaacat ct
tgceceggetg
cagcgcecggce

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



tggct ggecg
aacctect gg
t cat cccgcet
ttctttgogag
gagctgceac
gt aaagccca
gceecctgaaa
aggcect gog
ctegtegt ge
cactaccgee
cct ggcacgg
t at gagcagt
ccacggacce
cgcccat caa
ttcttecgeca
cacaat gcca
tgctatgecg
gcetgeggtg
ctcccagacc
t ct ccaggag
gt gacccaag
ccet caggog
t gggaaccag
cctectactg
tctgcctcag
t cagaggaac
gagccattcce
t at acacctt
ggggceccctg

ttcagtgggc
agtggtctta

gat gaagaga
gagat cct ag
gttctagaga

ct agagacca

accgecagegt
gcgt gaggac
acgacgccat
t3gggogt ga
tgccet cgaaa
tcttcgagot
t aggggccac
gcttteccac
aggt gaccge
cgggacccac
gggcggt cat
gtgacgccgg
cat gcgt ggg
cagagacct a
cacgeetiga
ct gccaccac
gctggetgge
gggacaagcc
cactgtcccg
aagaagaggg
tggttcctgg
agact act gc
cct atacccce
gcgecgaaac
aggaaccatc
cattccecte
cctccaagga
caccccccga
at gtcagt gg
agct gt cagg
ct t ccacagt
gaattgagtg
agggctctge
cctetgecte

ct gecect gg

gcget accee
cgtctacgtg
ctgctacaca
ggaggacat ¢
cat cactgag
clcceccagt
tgecttcget
acctggectg
tgtcecct ggg
ccget act cg
tgcct cgecg
ctggctgegg
t gacaaggac
cgatgtctac
gcagt t cacc
gggccagctc
cgacggcagce
aggcgt gaga
gcaccat gcc
t ggcacaccc
t gt ggct get
catcctagag
agt gggcaca
agaggaaagt
ccect cagag
agt gaggcca
gccat ccece
gcecaget gg
tgacttcaca
ggacagggca
gggct cagge

gcccageact
ctctggagtt
tggagtagga
agt agaggac
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at ct ccaagg
catgccaace
ggt gaagact
accgtccaga
ggt gaagccece
cccctggaac
gaggttgaga
ggccctgeea
cagccgeat t
ctgacctttg
gagcagct cc
gaccagaccg
agcagcccag
tgcetttgtag
1t ccaggaag
tacgecgect
ctccgcet ace
acggt ct acc
ttectgettec
acat caccct
gtcceegt ag
ttcaccaccg
tcceeget ge
acagaaggcc
gtgccattcce
ttccectcag
1 cagaggaac
actgagetge
ggcagtggag
agt ggactgc
ctgactgtgg
cctacggttg
ggggatctca
gacctcagtg

at cagcggge

33

ccecggeccaa
agacgggct a
tt gt ggacat
cagtgacctg
gaggcagegt
ccgaggagcece
at gagact gg
cggcat t cac
tgccagggag
aggaggcaca
aggccgect a
t cagat accc
gggt caggac
acagacttga
cactggagtt
ggagccgegg
ccat cgt cac
tctaccctaa
gaggcatttc
ctggtgtgga
aagaggagac
agccagaaaa
cagggat cct
cttctgcaac
cctcagagga
tggagct gt t
cat cagectc
ccagctctgg
atgtttcagg
cct ct ggaga
aaagt ggact
gt gaact gce
gtggacttce
ggcttectte
ftcettetgg

ctgeggt gge
cecegaccee
cccagaaaac
gccet gacatg
gatccttace
citcacgttt
agaggccacc
cagt gaggac
ggtcgtctte
gcaggcctgce
cgaagcaggc
cattgtgagc
ctatggcglg
99999aggt g
ctgtgaatct
cctggacaag
cccaaggcct
ccagacgggc
agcggt tcet
ggagtggatc
aactgectgta
ccagacagaa
tcctacttgg
t gaagt gcee
gccatcecce
cccctcagag
dgaagagccg
ggaggaat ct
acaccttgac
cctggactcc
accct caggg
ct ct ggagcet
ttctggagaa
t ggagaagt t
agaagttcta

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060



gagaccactg
accact gcee
actgccccetg
gcccect ggag
cct ggagt ag
ggagt agagg
gt agaggaca
gaggacat ca
gacat cagcg
at cagcgggce
agcgggcettc
gggcttcett
cticcttctg
ccttctggag
t ct ggagaag
ggagaagttc
gaagttctag
gttctagaga
gttctagaga
gt agagact t
gagacctctg
gagatttctg
gagacctctg
ctagagact t
t tggt ggggt
agt gggcaag
gtggaccttg
ttcccaactg
agt gaact gg
ccctccagtg
agt ggccaag
agt ggacagc
agcgggct gt
act agt caac

cccct ggagt
ct ggagt aga
gagt agagga
t agaggacat
aggacat cag
acat cagcgg
1 cagegggct

gcgggct tcc
ggcttecttce

ttcetictgg
cttctggaga
ct ggagaagt
gagaagt t ct
aagttctaga
ttctagagac
t agagact ac
agactact gc
cttctaccte
fttctgtctc
ctgcetctgg
ctt ct ggagt
cctctggatt
cttctgaagt
cagcttctgg
cagcttctgg
ct ccagaaac
gaagt ggcce
tttccet agt
a2agggagggg
agct ggacat
catctgggtc
catcagggtt
cctctggaca

cctttggcat

agaggacat ¢
ggacat cagc
cat cagcggg
cagcggget t
cgggct t cct
gcttcecttct
tccttetgga
ttctggagaa
t ggagaagtt
agaagttcta
agttctagag
t ct agagact
agagact gct
gactgctgcce
tactgccccet
tgccectgga
ccetggagta
tgcggt agag
t ggagt agag
aat agaggat
agaggacctc
tggggacctc
agggact gac
agct gaggac
agacttggac
aagtggtctt
accct ct gge
ggattctaca
aaccattggce
t agt gggaga
tcctgatgte
t cct gacact
accaggtgtt

aactgatctg
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agecgggettc
gggcttecett

cttccttcetg
ccttctggag
t ct ggagaag
ggagaagttc
gaagtt ct ag
gttctagaga
ctagagaccg
gagaccgct g
act gct gece

getgeccectg

gcccect ggag
cctggagt ag
ggagt agagg
gt agat gaga
gaggagat ca
gacct cagtg
gacatcagtg
gt cagt gaac
agcaggct cc
agt ggagttc
ctcagt gggc
ct cagt gggt
tt gggcaaac
ccct ct ggat
ctgecet gact
ttggtggaag
atcagtggtg
gctagt ggac
agt ggggaaa
agtggggaaa
agt ggagaag
agt ggagaaa

34

cttctggaga
ct ggagaagt
gagaagtt ct
aagttctaga
ttct agagac
t agagaccgce
agaccgctgce
ccgetgeecce
ctgeeectgg
cceet ggagt
ct ggagt aga
gagt agagga
t agaggacat
aggacat cag
agat cagcgg
t cagt gggct
gcgggcttce
gacttccttce
ggcticcttc
tteettcagg
cttctggaga
cttctggagg
ttccttctgg
tgcettctgg
tgcectictgg
ttagtggtga
tt agt ggact
tggt cacage
caggagaaat
tcccttcagg
tacct ggact
cat ct ggagt
cat ct ggagt

cat ct ggggt

agttct agag
t ¢t agagace
agagaccact
gaccgct gcc
cgctgeccect
tgccect gga
ccctggagta
t ggagt agag
agt agaggac
agaggacat c
ggacat cagce
cat cagcggg

cagcgggcett
cgggcttcct

gcttecttct
tcettetgga
ttctggagaa
t ggaggagaa
t ggagaggt t
agaaggt cta
agaagttcta
agaaggt ct a
aagggagggt
aaaagaagac
aact ct agga
gtattctggg
t ccat ct gga
ct ccact gca
at ct ggactg
aact gaact ¢
ctttggtgtc
gactgagct t
tctttatgge

ccctgatcte

3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100



agt gggcage
gtttctggta
ttggttgaag
agt ggcctcce
ggacagt i tt
ggcct accaa
agcct gccet
cttglagaca
gaagggcctt
ggggagcat t
ggagagccac
ggagaat cct
ttaatcactt
caaaggccce
gctggggaca
gt cccagaat
gcccctgagg
ttccacgaag
ttt caagaag
gat gt gggga
act gaaat ca
agcat cccag
at t gagt cct
t ccccaacag
gct gcagacc
cacttcccgg
cacct gagca
taccagt gga
caccccat ge
gaggactgtg
taccacctcc
aagcggagcet
ccaggacgca

gacggt gt cc

cttcagggtt
ccacgagt gg
t ggcccect ac
cttccggaga
ct ggaacagt
gt ggcat agc
cgggagcat a
gaact ttggt
ctggcatttt
ctggatttct
caggtactcc
ct gt agccat
ctgagttcgt
ctgtgacaca
tt agt ggagc
ctagcagt ga
ccagcagaga
ctaaccttga
gcgaggcegt c
cagaggcace
gcggagacct
agtctgagtg
caagcct cct
atgcttccat
aggaggtatg
accgcgagac
gcat cgt cac
t cggcctgaa
aatttgagaa
t ggt gat gat
ccttcacgtg
cacggcaccc
cccaggacgce

tettetigte

accagggtic
cagcggt gaa
tacatttaaa
ggcagatctg
cgat t ccagt
t gaggt cagt
ttat ggcagt
ggaatctgta
agaact cagt
ggacct aagt
atattttagt
gggcaccagt
ggagggot gt t
cacaccccag
taccccagtg
gacgt ccgcec
agattctggg
gagat cctct
cget gcecca
aggcettigect
gt ct ggt cac
gacccagcag
gt act cagga
cccagcettct
tgaggagggc
ctgggt ggat
ccccgaggag
cgacaggacc
ct ggcgecece
ct ggcacgag
t aaaaagggc
t cggaggagc
tgagcccagg
getttitgte
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agt ggggcaa
tcttctggga
gaagaagaag
t caggcaaat
gggt ttacat
ggagaat cct
ggaactccat
acccaggcetc
ggt gctcatt
gggct gecagt
ggggattttg
ggagaggcct
act gaaccaa
ctttttgagt
ctccct gggt
tat cct gaag
tcceectgatce
ggcctaggag
gaagt gagtg
t cagecact ¢
acct cgcage
acccagcgcc
gaagagactc
ccggaat gga
t ggaacaagt
gct gagegec
caggagtttg
at cgaagggg
aaccagcctg
aagggcgagt
acagccacca
cgcceccagea
agcctgecag

at at aaggaa

35

cat caggagt
ttacatttgt

gcttagggtc
ctgggat ggt
cccagact cc
ccagagct ga
ctagtttcce
caacagccca
ciggagcacc
ccgggct gat
ccagcaccac
caggacttcc
ctatttctca
ccagt ggaaa
ctggagt aga
ctgggttcgg
t gagt gaaac
tgagcggcag
gagaat ccac
ccacggettc
t gggegt t gt
ctgcagagac
acacagt cga
aacgtgaatc
accagggcca
ggt gt cggga
t caacaacaa
acttcecgetg
acaacttttt
ggaat gat gt
cctacaaacg
cagcccactg
gctgacgtge
tcccattaaa

ccctgacclg
ggacaccagt
t gt ggaactc
ggat gt cagt
ggaat t cagt
gatt gggagc
cacggt ct ¢t
agaggcagga
agacat gt ct
agagcccagce
caat gt aagt
agaagtt act
ggaact aggc
agt ct ccaca
agtatcatca
ggcat ct gcc
cacctct gca
cactttgaca
caccaccagt
t ggagacagg
cat cagcacc
gcat ct agaa
aacagccacc
agaat caact
ctgttaccgce
gcagcagtca
1gcccaagac
gt cagat gga
tgeceget gga
t ccct gcaat
cagact acag
agaagagctt
at cccaccca

aaaaaaa

5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7137



<2107

<211> 2471

<212> ADN
<213>Homo sapiens

<400> 7
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agaaagcgag
cttectgctea
gacct gggcce
cgggagetge
t gt gacacgt
ctccactgcg
gcgegetgeg
aacgagtgca
ttcecgetgeg
gctttcgeea
cat aact gcg
t gccageceg
t gcccecgacg
ggct cgeggt
gacact gacc
aaggacaact
ggagacgcect
ccget ggtge
gacaaci gcc
gat gegt geg
agggt accca
aactgtccec
gcttgt gaca
cccacggt g
gacgacgacg
aaccccggec
gat gcagaca
accgacttca
cccaact ggg
ggcctggetg
aacacggtca

ttctacgtgg

cagccaccca
ccctggetge
cgcagat gct
t gcggcagca
gcgggat gca
cgcccggett
gccect geec
acgcccacce
aggcttgece
aggccaacaa
tccecaactc
gcttcgtgag
gct cgeecag
cgtgegtgtg
t agacggct t
gcgt gact gt
gcgat ccgga
ggaacccaga
ggt cccagaa
acgacgacat
act cagacca
agaagagcaa
gcgat caaga
ctaacagt gc
acgacaat ga
aggaggacgc
aggt ggt aga
gggcecttcca
tggtgctcaa
tgggttacac
cggat gacga
t cat gt ggaa

gct cceegec
cct cggegeg
t cgggaactg
ggt cagggag
gcagtcagta
ctgcttccce
cgegggceite
ctgcttccee
gccggggt ac
gcaggtttgce
cgtgtgcatc
cgaccaggceg
cgagt gceac
tgcegttgge
cccggacgag
gcccaactca
t gccgacggg
ccagcgcaac
gaacgacgac
cgacggegac
gaaggacagt
ccecggat cag
ccaggat gga
ccaggaggac
cggagt ccct
ggacagggac
caagat cgac
gacagtcgtg
ccagggaagg
tgectt caat
ct at gcggge
gcagat ggag
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accgecat gg
tccggacagg
caggaaacca
atcacgttcc
cgcaccggec
ggcgt ggect
acgggcaacg
cgagt ccgct
agcggcccca
acggacat ca
aacacccggg
tccggetgee
gagcat gcag
tgggccggea
aagct gcgcet
gggcaggagg
gacggggt cc
acggacgagg
caaaaggaca
cggat ccgea
gatggcgatg
gcggat gtgg
gacggacatc
t cagaccacg
gacagt cggg
ggcgt gageg
gt gt gt cecgg
ctggaccegg
gagat cgtgc
ggcgt ggact
ttcatctttg

caaacgtatt

37

tccececgacac
gccagagcece
acgcggegcet
t gaaaaacac
tacccagcegt
gcat ccagac
gctcgeactg
gt at caacac
cccaccaggg
acgagt gt ga
gctccttcca
agcggegege
actgcgt cct
acgggat ccl
gceccggageg
at gt ggaccg
ccaat gaaaa
acaagtgggg
cagaccagga
accaggcecega
gt at agggga
accacgact t
aggactctcg
atggccaggg
acaact gccg
acgt gt gcca
agaacgctga
agggt gacgce
agacaat gaa
t cgagggcac
gct accagga

ggcaggcgaa

cgeetgegt t
gt tgggetca
gcaggacgtg
ggt gat ggag
gcggceccct g
ggagagcggce
caccgacgtc
cagcecgggg
cgtggggctg
gaccgggcaa
gtgcggeceg
acagcgcettc
agagcgcgat
ctgtggtcge
ccagt gcegt
cgat ggcatc
ggacaact gc
cgatgegt ge
¢ggceggggce
caact gccct
tgcctgtgac
t gt gggagat
ggacaact gt
tgatgectge
cct ggt gect
ggacgactit
agt cacgctc
gcagat tgac
cagcgaccca
gttccatgtg
cagct ccage

cecectteegt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820



gct gt ggeeg
cagct gcgga
aaggacccge
cggccccaag
agcaacgt gg
caggagaaca
t at gagaccc
ccaccct cac

gggggaagt g
aaaaaaaaaa

<210> 8
<211> 5087
<212> ADN

agcct ggcat
acgctctgtg
gaaacgt ggg
t gggct acat
tcttggacac
tcat ct gggce
at cagcl geg
cgegact gga
agaagggcet ¢

a

<213> {omo sapiéns

<400> 8

ccaact caag
gcat acagga
tt ggaaggac
cagggt gcga
aaccat gcgg
caacct gegt
gcaagcct ag
t gggggct ct
agagaggaca
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gct gt gaagt
gacacagagt
aagaagt cct
ttctatgagg
ggt ggcegec
taccgctgca
ggaccagggt
gcacccagec

aaat aaagtg

cltccacagg
ccecaggt gcg
alcgttggtt
gcect gagcet
tgggggtctt
at gacaccat
gaggacccge
ccaaggggt g
t gt gt gcagg

38

ccccggggaa
getgetgtgg
cct gcageac
ggt ggccgac
ctgcttetce
cccagaggac
cggatgacag
gcegtect ga

gaaaaaaaaa

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2471



aacgggcegcec
cceeetectg
tgctectgee
catgattcgc
ccttcggtgt
gt at aat gat
gactgtcctc
ccccttcgga
aggaccaaag
acctcctggg
aggt gaaaaa
tcctggeece
t gcccagatg
aggaccaatg
t caaggat tt
tcccegt ggt
t ggaaaagcet
cccaggecet t
agaggcgggt
gggcccaat g
t gcgggt gece

gcggegggga
ct ccaagggc
gtttcgetge
ct cggggcet c
cagggccagg
aaggat gt gt
tgcgacgaca
gagt gct gcc
ggacagaaag
cct cagggac
ggt gccecet g
cctggtectce
gct ggaggat
ggccccat gg
caaggcaat ¢
ccteetggtce
ggt gaaaggg
cctggtgtca
gctcectggtg

ggtcctegtg
cgaggcaacg

gaagacgcag
ctcctgceatg
gct ccgeeeg
cccagacgcet
at gt ccagga
ggaagccgga
taat ct gt ga
ccatctgcec
gagaacct gg
ctgcagggga
gacctcgtgg
ccggcccece
ttgat gaaaa
gacct cgagg
ct ggt gaacc
cccctggaaa
gt cegectag
aaggt cacag
tgaagggt ga
gcet geet gg
at ggt cagcc
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agcgcetgetg
agggegceagt
ggeeegget ¢
ggtgetgetg
ggct ggcage
gccct geegg
agacgt gaaa
aactgacctc
agacat caag
acaaggaccc
cagagat gga
t ggt cccect
ggct ggt gge
acct ccaggce
t ggt gaacct
gcct ggt gat
t cct cagagt
aggtt atcca
gagtggttcc
1 gaaagagga

aggcccecgea

39

ggctgeeggg
agagacccgg
agccaggecece
acgcigetcg
t gt gt gcagg
atctgt gt ct
gactgcctca
gccactgcca
gatattgtag
agaggggat c
gaacct ggga
ggtcttggtg
gcccagttgg
cctgcaggtg
ggtgtctctg
gat ggt gaag
gctcat got t
ggectggacg
ccgggt gaga
cggact ggcc
gggcct ccgg

tctceegett
acccgcegeeg
cgcggt gage
t cgccegcet gt
at gggcagag
gt gacact gg
gccct gagat
gt gggcaacc
gacccaaagg
gt ggt gacaa
cccct ggaaa
gaaactittgc
gagt aat gca
ctcctgggce
gt cccat ggg
ct ggaaaacc
t cccaggaac
gt gct aaggg
acggatctcc
ct gct ggege
gtcctgtcgg

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

1020
1080
1140
1200
1260



t cct get ggt
t ggt gceccegt
ccct gggect
at ct gct ggt
t ggcect caa
tgetggette
agcecct gga
t gggcccatc
agat ggtctg
cceccaaggga
gggt ct cact
ccct ggt gaa
t gt cat gggt
gggact gecet
t gcaggaccc
gccat ct ggg
aggt gaccag
acgaggtttc
cet ceceegge
tggggct cag
cgct gggece
aaaggat ggt
tggcgagaag
t ccgggt gaa
t gct gat gge
t ggt gceect
gact ggt cct
aget get gge
t ggt cctt ot
agct ggt gaa
agat gacggt
aggcat cgtc
gt cgggat gag
ccecgt gggt

ggt cct ggct
ggt cct gaag
gct ggt gect
gctcctggcea
ggtgcaact g
aaaggt gaac
ccegetggtg
ggtccccectg
gcaggt ccca
gccaacggt g
ggccgceccect g
gatggtcgtc
ttcectggee
ggtgctcctg
cctggeectg
ttccagggac
ggtgttcccg
ccaggt gaac
actcctggca
ggccct ccag
aaaggcgaca
ggacgaggcc
ggagaagttg
cgt ggagaga
cagcct gggg
ggt cct cagg
aaaggagcce
cgcgttggac
ggaaaagat g
cceggect ce
ccctciggtg
ggtctgectg
cccggcaage

cctcct ggece

1cecct ggt ge
gt gct caagg

ccggt aacce
ttgctggtge
gt cctct ggg
aaggccccaa
aagaaggcaa
gagaaagagg
agggagccce
accct ggceceg
gtgatgctagg
ct ggacct ce
ccaaaggt gc
gt ct gagggg
ctggacct gc
ttecetggece
gt gaagct gg
gtggctctce
ctgat ggt cc
gt ctt caggg
ggggt gacgt
tgacaggt cc
gacctcet gg
ctgggccccce
ccaagggt ga
gccectetgg
gaggt gccca
ccecaggcete
gt cccaaagg
aaggt cct gc

ccgaaggtcc

ggcaacgt gg
agggt gct cc
t gacgggt cc
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1 cctggagece
t cct cgegat

t ggaacagat

tcetggettc
cccgaaaggt

gggagaacct

gagaggt gcc
tgctccegge
tggagagcga
t cctggagaa
t cct caaggc
aggt cctcag
caacggt gag
tcttcctgge
tggt gaacga
tcetggt cee
agcccctggce
cggt gcecag
caaaggtgca
aatgcetgge
t ggt gagaaa
cattggcccce
tcctgcagga
cggaccagcg
gcaaggagag
agcacct ggg
aggececccg
caat ggcaac
t gct cgagga
tggacccceet

accaggtccc
t gagagagga
t ggagcat ct

t gcaggt gaa

40

aagggt gaag
gaacctggta
ggaattcctg
cctgggccac
cagacgggt g
ggccctget g
cgtggagagc
aaccgcggtt
gggceccagt g
cctggeettc
aaagt t ggcc
ggggetcgl g
cctggcaaag
aaagatggt g
ggcgagcagg
ccaggt gaag
ctcgtgggtce
ggcect ccagg
tctggcccag
gagaggggag
ggccct gagg
cctggcecag
agtgctggtg
ggatttgctg
gccggecaga
cct cagggtc
ggagccact g
cct ggaccec
gacageggece
ggcgagaagg
cagggt ctgg
ttccctgget
ggagacagag
cctggacgag

ccggececcac
ctcctgggtc
gagccaaagg
ggggecectcec
aacct ggt at
gcccccaggg
ct ggt ggcgt
tccecaggtca
gtcttgetagg
ct ggagcccg
cttctggagce
ggcagect gg
ct ggt gagaa
agacaggt gc
gt gctcctgg
gt ggaaaacc
ccaggggt ga
gt cceegt gg
caggccccece
cagcet ggt at
gagcccect gg
ctggtgctaa
ct cgt ggege
ggcctectgg
aaggcgat gc
ct act ggagt
gattccctgg
ctggtccecce
cceet ggeeg
gagagcct gg
ct ggt cagag
t gcct ggece
gt cctectgg

agggaagecc

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



cggt get gat
gact ggt gct
t ccaact ggc
aggaccagct
ggctggagag
t ct gceegge
tggecct aga
ccetggeece
tcctectgga
gtccgeettt
ggccgaccag
gtccctcaac
tcgeacct ge
tgaccccaac
cgagactigc
gagcaaggag
¢l at ggagat
gct gt ccacg
ggacgaagca
gat ccgggca
acat accggt
ccceat catt
cat agggcecg
acccaaagga
gacctgacct
ttctaagaga
tgtcttectg
atgeccccectg
caggaact gt
t aaaacatca
<210>9

<211> 3704
<212> DNA

ggccecceectg
ot gggagct ¢
aagcaaggag
ggageccggg
cctggegaga
cctectggtce
ggtcctcectg
attgggcectc
aat cct ggac
gctggettag
gcagceggt g
aaccagaitg
agagacctga
caaggct gca
gtctacccca
aagaaacaca
gacaatctgg
gaaggct ccc
gct ggcaace
gagggcaat a
aagt ggggca
gacat tgcac
gtctgettet
cccaagt act
gat gt ccatt
cct gaact gg
t aagaccttc
agt gact gcc
gtgtgtccta
attgatatta

<213> Homo sapiens

<400> 9

gcagagat gg
ct ggagcccce
acagaggaga
gaat ccaggg
gaggcct gaa
cttctggaga
gcceegt egg
ctggtccceg
cceetggtce
gcccgagaga
gccet gagaca
agagcatceg
aact ct gcca
cctiggacgce
atccagcaaa
tctggtttgg
ct cccaacac
agaacat cac
t caagaaggce
gcaggttcac
agact gtt at
ccat ggacat
t gt aaaaacc
ttccaatctc
catcccacee
gcagactgca
gggt caaggce
cccagcccag
cacaatggig

aaaat gaaaa
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cgetget gga
t gggccccct
aget ggt gea
t cct caagge
gggacaccgt
ccaaggt get
tccetet gge
t ggacgat ca
1 ccaggt cce
gaagggccce
gcat gacgcece
cagcccegag
ccetgagt gg
cat gaaggtt
cgticccaag
agaaaccatc
tgccaacgtc
ctaccactge
cctgeteatlce
gt acactgce
cgagt accgg
aggagggecce
t gaacccaga
agtcactcta
tctcacagtt
aaataaaatc
agaggcagga
gccagaagac
ctattcigtg
gattattgga
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gt caagggt g
ggctcecctg
caaggcccca
cccagaggtg
ggcttceactg
tetggtectg
aaagat ggt g
ggcgaaaccyg
cctggeectg
gaccccct ge
gaggtggat g
ggct cecegea
aagagt ggag
ttctgcaaca
aagaact ggt
aat ggt ggct
cagat gacct
aagaacagca
cagggct cca
ct gaaggat g
tcacagaaga
gagcaggaat
aacaacacaa
ggact ctgeca
cggactttte
tcggt gt tct
aact aactgg
ctcecttcag
t caaacacct

aagt aca

atcgtggtga
gceecget gg
t gggaccctc
acaaaggaga
gtctgcaggg
ctggtecttc
ct aat ggaat
gceetgetgg
gcat cgacat
agt acat gcg
ccacactcaa
agaaccct gc
act act ggat
t ggagact gg
ggagcagcaa
tccatttcag
tcct acgect
ttgectat ct
at gacgtgga
gct gcacgaa
cct cacgect
tcogtgtgga
tccgttgcaa
ct gaat ggct
tcecet et ot
atttatttat
t gt gagt caa
gtgccgggeg
ctgtattttt

3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4820
4980
5040
5087
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ccctcaccgg gggcaggagg gaccaagget gggcccagaa cacat agt cc t agggt aaca

42

60



gt gaaggggt
gcaaacaaag
ttgtgtgcag
ctgtcaatic
atgacttacc
gagct at cca
at gt agactt
ccttcttgac
agatt cagga
ctgttgtatt
igtccteett
ctactctitt
ttgacattga
cat ttgaact
gccat gaget
gt gagcaggg
acggt gaceg
agccaggagce
gat cccet gg
gtggatttcce
ct ggagagct
cccct ggece
ccaatgcctg
aagggget aa
accagggaga
gcat caccgg
ctgggcectca
aagcagg! ¢c
ggcccaaagg
ctggaacaaa
taccaggt gt
gt gct ccagg
caggagaggt
cagtgggatc
gcttgcelgg

cgt gagggga
aaaat caact
tttcctggaa
caattctaat
agggt tt gat
gagagtagtg
caggattcca
gacgtttcga
ttecctctggg
ttcat acaag
gttigattcc
tgttgactge
tggetttget
t caat ggatg
gccagccaga
tcciceceggg
aggt cct aag
t ccaggcaag
ctccattggg
aggcegt ggt
tggcegtgta
cccaggacece
t ccaccaggt
aggagaaatt
act cggagaa
cat agtt ggg
gggt ctt cet
caaaggagat
agacacgggt
ggot gaacca
acct ggaatt
gaagcct ggt
gggaccccga
cccaggecta

gccecect gga

cagtgactcc
gggaaaat ga
ccctgggeat
ggtggaaat g
ctgatcictc
ggat cagcta
act aggaat t
at gactggaa
aaggagcaag
ggact ggatg
cagtggcata
aacaggattg
gtget gggaa
clgat ccatt
at aacgccca
cctccgggce
ggccececgg
cctggcacac
t caaagggac
attcctggac
ggaccigttg
agaggaacaa
cgct caggat
agt gaaccag
gt tggagct ¢
gacaaagggg
ggt gcacctg
agaggggct g
ttgccaggtyg
ggaaaacctg
cctggtgcaa
cagat gggaa
ggaccccagg
ccaggt aaac

cttcctggaa
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cttccaaccc
agacctgetg
ct gcagct gt
aactctgtcc
agttccaggt
cat t gcaggt
tatatcccag
gcact ctcaa
ttggcat aaa
gaagt ctcca
agat cat gat
aatctttacc
aact t gcaga
gt gacccect
gccagaccac
cccct ggagt
gccceeceggg
ctggecgetga
aaaaaggaga
cccct ggtce
gtgaccctgg
ttggctitca
at ccaggcect
gaagacaagg
aaggacctcc
aaaaaggtgc
gt gat caagg
aaggt get ag
t ggat ggceg
ggcctcetgg
agggtgitge
attcaggcaa
ggcttcectgg
tgggt t ct ct

t gaaaggt ga

43

cticttcata
gaaaattcca
caagcgt cge
aaagat cagg
agat aaagca
ggcttacaag
t ggact gcet
aaagaactgg
gat t aat ggc
aacagcagcc
Lggcgtggag
t at aaagcca
taatcct caa
gcggeccagg
cgacgagaga
tccaggeatc
tcct gcaggt
tggattaaca
acctggtgtg
t cct gggaca
gagaagagga
1 gat ggagat
accaggcat g
acacaaggot
aggagcccag
tcggggetta
acagcgagga
aggaat t cct
t gat gggat ¢
t gat gcagga
t ggt gaaaag
accgggccaa
cagt agagga
gggt agccct
caggggtgta

gggactgttlg
gttttettet
cccagattce
attggccaag
gcat ct agaa
ttgggaaala
gaagaat act
aacatttgge
caaacacaat
ttttcgaatt
aggagt agl g
agaggcccaa
gtttctgtic
agagaaactt
ggt ccceegg
gat ggcat cg
gaaccgggaa
ggacct gatg
cctggat cge
gcaggact cc
ccacct ggce
ccattgtgtc
aggggtcata
gaagaaggt g
ggtttgcgag
gat ggt gaac
cct ccaggag
ggtctccctg
cct ggaat ge
ttgcagaggt
ggt agcacag
caggggccté
gaattaggac
ggcctccectg
gt cggt gaac

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



cgggt ccaaa
aact t ggaga
gcttgagagg
ct ggaccecg
ct ccgggt ag
aacattttgc
ct ggaaggcc
agat gggaat
gacct aaagg
gtttgectgg
gccgagacgg
cgggacct cc
agcgagcait
t gaaccacgce
gattaccttc
acaat cacat
aagacagcag
atttatacte
t gggccactg
tttcatttag
t tat gaagaa
t ct ct ggagt
gtttecttct
tattttgagc
ttttattgat

aagaaat aaa

<210> 10
<211> 721
<212> AN

gggt gaacag
tataggatta
gcctgaggga
gggtgtgeag
agcaccgaca
t gagat ggct
tggccect cot
tcgt ggect t
tgact tggga
agct at aggt
t gagcgaggc
tgggcttcce
t aacaaaggg
ctggt gaagg
agcatgatta
at agaagaac
agt cat cagt
ctgttcccag
tgccaat aaa
aagtigttct
accccact ac
gat aagaaag
tcaccttgaa
gcttctatgt
gagattattt

tatggtttect

<213> Homo sapiens

<400> 10

ggtgectotg
cctggcccaa
agt cgggggc
ggagaacagg
gat cagcaca
gccagtctta
ggtcceccceg
ccgggeatta
gaaaaggggg
ctcccaggtg
cceecagggyg
ggittctgtg
cct gaccett
agcctgagtg
caatgtatta
gglgctatte
{ aaaaaaaaa
gat ctt gage
caaaaacaac
cagattattg
attcaatgga
ggct acat ¢t
ctittgttga
gaaagcaaag
attttaaagg

taatctcttg
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gt gaagaagg
agggat ctgc
ttcct ggagt
gt gccaccgg
tt aagcaggt
aqgcgt ccaga
gccctcetgg
aggggccececce
agcgt ggccc
acccaggcecce
t ggcaggaat
agccagectc
gaaaggctta
agaaacacca
ccttcagt at
agt aagttct
aaaagaaaac
tttagtgtge
tgtttgottt
tttcagttat
attggtgett
cccgaaatga
actgtatgta
aaataatttt
tttgaggt aa

catgttttct

44

t gaagcagga
aggt aat cct
ggaaggacca
cct gect ggt
ttgcat gaga
ctcaggtgce
agagaat ggt
tggtgetcit
t ccaggaaga
t gccaget at
tcctggaglg
ctgcaccaig
ctgctgealg
t ccaaagel g
gatt acagaa
ctticctttc
caaacaccic
tatacctatg
acctcagtitg
at agaggat t
aaaat ctcat
tttctttacg
ctttacccca
aat actctgg
cat ct ct ggt

tata

gaaagggggg
ggggaacctg
agaggaccac
gt ccagggec
gt cat acaag
actgggcttc
ttcccaggcece
gat t t gaggg
ggt cccaacg
ggcagaaat g
cctggaccce
caggcetggtc
getgtetgea
gggcaaagat
gtcctacttg
ccttggaggg
ccttgaataa
tgtcttatcg
cagtagtiat
act agact ag
cgatgtgetg
tcatgtattg
aacctgttaa
cattcat aaa

t gt accaaag

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
3704
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acacagtact ctcagcettgt tggtggaage ccctcatctg ccttcatict gaaggcaggg
cccggcagag gaaggat cag agggt cgcgg ccggagggt c ccggeeggt g gggccaact ¢
agagggagag gaaagggcta gagacacgaa gaacgcaaac catcaaatit agaagaaaaa
gcectttgac tttttccecee teteectece caatggetgt gtagcaaaca tccetggega

taccttggaa aggacgaagt tggtctgcag tcgcgaltl_c_ gtgggttgag ttcacagttg

45

60
120
180
240
300



t gagt gcggg
tgggatttca
ggagcetgete
t caaaaacaa
agagtttcaa
tt cccagaag
cttttatcta
cetgttttte
agaactgtta
act gt gacaa
agagcaattg
gtttitgagg
t act gt gage
gaacct caga
gaagcagagt
at agcacaga
gaaagttacc
gaagaaat at
t ct gaggat a
gat ggagat t
agccccccta
agcat aaatg
gagcctggta
cctccaggtc
ggacgtcctg
ttaccgttce
caggct caag
ggt ct aactg
agt ggt gatc
aaacct ggaa
ggggcaaagg
aggggt gaac
gaagat ggag
ggt ccaaggg

gct cggagat
ccgl aacaac
cagl t gat gt
cgggaitttg
agcaagcaca
acttttcaat
tatalaatga
tgtt1gaaga
acat cgctga
tgattgtiga
ttgataccaa
gggacattca
attatagice
t agat gagt a
at aaagaggc
cggaggcaaa
agacagaagc
ttactgaaga
cactatatga
taggcgaat a
at gaagaat t
gccatggtge
tgcttgtcga
tacaaggccc
gcttaccagg
gttatggtgg
ctattcttca
gaagaccagg
caggtcctca
aaaggggt cg
gagat cgagg
gaggtcctca
aaat t ggacc

gaact ccagg

ggagccegtgg
cctcgeattg
act aaaagca
cacaaacaga
actcagt gcc
actatttaca
gcat ggt at t
ccacact gga
cgggaagt gg
tt gt aagaag
t ggaat cacg
gcagtttttg
agact gt gac
tgcaccagag
tgaaagtgta
cat cgt t gat
t cct aggceat
at at ct aacg
aaacaaagaa
tgatttttat
t ggt ccaggt
at at ggagag
aggaccacca
cact ggaccc
ggct gat ggt
tgatggttce
gcaggct cgg

tcct gt ggag
gogccct cga

t ccaggt gca
gtttgatgga
aggt cctcca
aagaggt ctt
agct ccaggg
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tccict aggt
accitcctct
ctagattttc
aagaattcta
ccaacaaaac
gt aaaaccaa
cagcaaaitg
aaacctgecec
cat cgggt ag
aaaaccacga
gtttttggaa
at cacaggt g
tcttcagcac
gat at aat cg
acagagggac
gattttcaag
gttictggga
ggagaggatt
at agacggca
gaat at aaag
gt accagcag
aaaggacaga
ggaccagcag
cct ggt gacc
ctacctggtc
aaaggaccaa
attgctctga
gggect ggtt
ggcgt ccagg
gat ggaggaa
cttccggatc
ggtcctcctg
ccaggt gaag
cagcctggta

46

ggaaaacgaa
t ccaagct ag
acaattctcc
aaggct caga
agttatttcc
aaaaaggaat
gl gt t gaggt
cagaagacta
caat cagcgt
aaccactiga
caaggatttt
at cccaaggc
ccaaggct gc
aatatgacta
ccact gt aac
aatacaacta
caaat gagcc
atgattccca
gggattctga
aat at gaaga
aaact gat at
aaggagaacc
gacctgcagg
ct'ggcgat ag
ctcctggtac
ccatctetge
gaggcccacc
cat ct ggggc
gtcceceetgg
gaggaat gcc
tgccaggtga
gt gat gat gg
ctggcccacg

t ggcaggt gt

acggt ggcet ¢
agaggt caga
agagggaat a
tactgcttac

aggt ggaact
tcagtctttc

t gggagat ca
tccecectettce
ggagaagaaa
t agaagt gag
ggat gaagaa
agcat at gac
t caagct cag
tgagt at ggg
t gaggagaca
t ggaacaat g
aaat ccagtt
gaggaaaaat
tettetggta
t aaaccaaca
t acagaaaca
agcagt ggt t
t at t at gggt
gggcccccca
tatgttgatg
t caggaagct
tggcccaat g
caaaggt gag
t ccaacggga
aggagaacct
caaaggt cac
aat gagggga
aggtttgctg
agatggccce

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



ccaggaccaa
aat ccaggac
ggaccacaag
cct gggaaag
cct att ggat
ggat ct aaag
aaaggt gaca
cccaaaggtc
ggaaaacttg
act ggattcc
aaaccaggcc
ggt cccactg
ccaggt gaaa
cct cct ggac
ggatttcaag
accggt gaga
gagcaaggtc
ggt atctcag
cct ggagetc
ccagttgget
gggcgececegg
aaaggt cccc
ccagcet ggte
ggacaaaaag
caaggaccag
cagcagggga
ggt ccaat ag
gttggtceca
gct gat ggac
ggt gaacctg
aaaggagaaa
gccaaggggce
ggagatcctg
aagggt gaag

ccaccaggte

aagggaacat
ct cagggt ct
gaaaaccagg
aaggccagic
acccgggece
gt gaaaaggg
gaggagaagt
gagcaggccce
gagt t ccagg
ctgggtttce
ct cggggt ca

ggaaacct gg
gaggt cct ca

cacct gggaa
gcaagaccgg
ct ggt ccaat

ttcctggtge

ggaaagat gg

agggt gcacc
caccaggaga

gacct caggg
aagggcct gc
ct gecggcet e
gcagcaaggg
t1ggtgeeee
tgittgggea
gt ctt caggg
1 ggggccace
cacaaggacc
gagaagcagg
gaggagagaa
caccaggt ga
gt cctect gg
at ggagat cc

ct cct ggaaa

gggtccccaa
tcctggtcca
acttgctgga
t ggagaaaag
ccggggagt a
t gaagat ggt
tggtcaaatt
aact ggagac
attaccagga
aggt gccaat
gcgt ggtcca
gccaaagggce

aggacct cag

ggat ggact g
ccclcct ggg

aggggaacgt
t gcaggaaaa
éccagcagga
tggact gaaa
acgtgggtca
tcct cct ggt
agggagagat
cccl ggggaa

tgacaaggga
tggaatt gct

aaaaggt gat
tctgccagge
tggtcctcca
cccagagt ct
gaacccaggg
aggggaagct
tgat ggcect
ggaacct gge
tggt caaccg

acgaggt cct
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ggggagectg
caaggt ccaa

ctteetgatg
ggggct ct gg
aagggagcag
tttccaggat
ggcccaagag
ccaggt cctt
tatccaggaa
ggagagaaag
acgggt cctc
actt caggtg
ggtccagttg
ccaggacacce
ccagggyggag
gggcatcctg
gaaggt gcaa
ttacgtggtt
ggaggggaag
gcaggt acag
ccagct ggag
ggagt t caag
gacggagaca
gaaaat ggcc
ggaggtgatg
gagggt gcca
ccacctggtg
ggcccaagag
gttggttcag
cct cct gagg
ggtccacctg

aagggt aacc
cctgeaggtc
ggtcctectg
cctggagetg.
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ggcct ccagg
ttggtecctec

ctgatgggcece
gt ccecect gg
at ggt gt cag
t caaaggt ga
gggaagat gg
caggt caagc
gacaaggt cc
gtgcacgggqg
gaggt tcaag
gcgat ggcece
gattccctgg
ct gggcaacg
tggttggacc
gcectcct gg
agggt gat cc

t cccagggga
gt ccccaggg

ct ggcccaat
agaaaggt gc
atcctagttag
agggt gaaat
ctcceggtce
gt gaaccagg
gaggct t ccc
aaaaaggt ga
gecct caagg
ttggtagt gt
aagcaggt gt
gagctgct gg
cgggt cct gt
aagat ggt gt
gceccatctgg
caggtgcaga

t caacaaggg
t ggt gaaaaa
t cctggt cal
t ccacaaggt
aggt ct caag
catgggtcta
ccctgaagga
aggagaaaag
aaagggttcce
agt agct gge
aggl gcaaga
t cct ggeecet
accaaaaggc
t ggggagact
acagggacca
ccct cct ggt
aggtcctcaa
aagaggt ct t
cccaccaggt
tggtttacca
t cct ggagaa
t ct cccaggg
t ggt gagcceg
cccaggtctt
t cct agagga
t ggacct cct
aaat ggggat
tcccaatgga
t ggagaaaag
aggcggt ccc
acct ccagagt
tggttttcect
1 9ot ggt gac
tgaggetgge
gggaagacaa

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
3800
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440



ggt gaaaaag
gtcggtcctce
cct gt gggag
ggacct cctg
cctggtttaa
ctccctggaa
ggt cccttag
aaaggctcta
tctcecaggte
agaagacata
ggaat ggaag
fttccaatgg
cctgacttcce
ticaaagttt
t ¢t gagggag
tttaagaggg
caaat gacat
cat cagt cag
ct gggat caa
gatggttgtg
att gat caag
ttcggatttg
aaat caacag

aat aaggat g

cctttgtggg
gt ggct aaga
tttgaatttc
t ggt gct cat
attttgtgta
gaattccatc
t att at gaaa
at aaaat gcc
attctcagag

gccgacagt ¢

gt gct aaggg
agggacct gc

aacaaggt ct
gcttacctgg
tt ggcct gat
ct caaggatc
gt ccacctgg
ct ggacccge
cacctggtga
ct gaaggcat
aaat atttgg
gt act cagac
cagat ggtga
actgtaattt
taagaatttc
gaaaact gct
t cct gaaact
cagcctggta
at gat gagga
cgt ccagaaa
tacctattgt
aagttggtcc
aaaat at acc
gt at agaaaa
ggcagaat ca
t ggaaacagg
tttggtgctg
tctcatccat
cagttctata
t gact ct aat
aaat aaagt t
tttgtatata
ggcaaaaatc

attttgctga

ggaagcaggt
aggaaagcct
ccct ggaget
t ct caaaggt
tggt cct cca
t ccaggagca
t cct ccaggt
t ggccagaaa
agtcattcag
gcaagcagat
ttccct caat
caat ccagcc
at attggatt
cacalt ct ggt
at cat ggcca
ttcatactta
t ct gact gcc
tgatgtgtca
gat gt cct at
aggct at gaa
tgatgtcatg
tgtttgtttt
tt ggtgccac
caacgct gca
cat ggcaaaa
gctgattett
t agaaaacaa
ccaggatgta
ctgttatetg
tttatgagaa
gtaatttctg
ttgatgttga
t ggaagactt

atttcagcca
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gcagaaggt c
got ccagaag
gcaggccaag
gaccct gget
ggagaacaag
aaaggggatg
ttaccaggtc
got gacagtg
cctttaccaa
gcagat gata
tccct gaaac
cgaacttgta
gat cct aacc
ggt gagactt
aaggagaaac
gat gt t gaag
tctgcet cgge
tcaggaagtt
gacaat aatc
aagactgtca
at caat gact
cttggct aag
caacccattt
tatacaggta
gctttgaaaa
gatt cccaat
aaaaagaaaa
ct aaaacagt
tgtccattte
tt gcagaact
at gactct aa
agagt t caat
tt ggaagcac

aaaatattat

48

ctcct ggaaa

gtcttcggag
at ggaccacc
ccaagggt ga
gggaaaaagg
ggggaattcc
ct caaggccc
gtcttccagg
tettgtecte
atattcttga
aagacattga
aagaccigca
aaggttgctc
gcatttaicc
caggaagttg
gaaattccat
aaaatttcac
at gacaaagc
cttttatcaa
ttgaaatcaa
ttggtgatca
att aagacaa
t gt gccacat
ccatttagga
t cat aaagat
tctcaactct
atatatattc
gtgtttaata
caaaacttgc
ct gat ggcaa
gtccctttct
tatttgatgt
actctgatca

gcat t 1t gat

aaccggcecca
cat ccct ggt
tggtcctatg
aaagggacat
tgaccgaggg
tggt cct get
aaagggt aac
gcet cct ggg
Caaaaaaacg
ttact cggat
gcat at gaaa
act cagccat
aggagattcc
agacaaaaaa
gtttagtgaa
caat atggtg
ctaccact gt
acttcgette
aacact gt at
tacaccaaaa
gaat cagaag
agaacat atc
gcaagtttitg
aataccgatg
at aagt t ggt
cctittccta
at aaaaaat a
aattgtaatt
acqt gt cect
taaatatatg
ttggttaata
cgccaacaaa
actcttctct

gctttattca

4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480



aggct at acc
t ggaaaacaa
aaat caatgc
cicettgttt
ttatttatga
taagtt gcat
ttcctticaa
t ggt ggact g
t ccact aagg
ctgaattttg
ttatat aaag
ttatgacaaa
tttcttttat

aat aaat aaa

<210> 11
<211> 1538
<212> ADN

tcaaacttit tcttctcaga

gcaagt t t at
ctccgt caag
t cagt gt gct
atttgtgcaa
at t ataacag
gataatttta
ttattaagag
tatttacttt
tatctattti
tgttaaatta
agaacatacc
ttttgaaatc

ct caagt ct

<213> Homo sapiens

<400> 11

atttttggac
caaacaat ca
t caat aat gc
tgttagattt
t ct cgaaaat
taaatcattt
tatttgtttt
aaggt agcett
aagtaatata
attgat acca
tgtaatattg

ES 2380 753 T3

at ccaggat t
agggaaat gt
t at gt at act
aggt t aat at
tcttatcaat

tattttactt

gacctaccta attgctaaat
aagtcattca ggaaaatcta

gaaat agcaa tacaatttaa

t gt aagact t

gatticactg gaacagtttc

aaattaaaaa gtgaaatttig

tcacaggat a
gt gt aagaaa
ttttttctac
t aaagat gga
caagttcttg

gcccaacaaa

gaaaat aaat

citgtatata
gt at att aac
gt t at ct cat
aattaagcaa
aatttgattc
tattactttt
gaal aacat a
aactitittt
aaalt aaaaa
gttttatttc
aact gat aat

t cat aaagaa

gagtttgtaa atgtcctttt aagaagggag at atgaatcc

ggct acct gg

a

49

6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7291



cecgtgcaceg
t cccagggtg
aact ccgaca
ccggegt acg
gcegtggt cc
ttctggaagg
aaattacaag
ggaagt ggag
cottitgetyg
gtgggcgeeg
aaat at gaag
ttcttgagtt
acctatccaa
accacaaaaa
gaaaccagac
cagcaggaag

at agaatgta

t acccatggce
agct ggt ggg
t aaaal aaga
ggaccatl aaa
tttttcaatt
ct aaaat gcc
tcttecettg
ccaaaaaaaa

daaaaaaaaa

<210> 12
<211 1135
<212> ADN

t gt gt gcgeg
cccagggagt
aagttcccat
ctacgct gac
tcatttcggg
ggagcgacag
at gggt caat
ct gaagaage
gaggagagaa
t gaccaaaca
aaaatt ct ct
ct aaggt gt t
aagaaat cca
gaccacacag
ccagtgttca
gggaaagcat
ggcggagcet a

citataatta
t ggccegt al
act agct gaa
atatttttac
gttttccaga
at aaccccett
cttgtatctt
aaaaaaaaaa

adaaaaaaaa

<213> Homo sapiehs

<400> 12

cggcegt t gaa
ct ccaagt ge
tgcectggtg
ggt gaagccce
agctgtgetg
tcacatttac
ggaaat agac
aattgcagtt
gtgctacatt
gagcat ct cc
tatctggotg
agaact ctgc
gagggaaaga
tggaccacgg
agaggactca
gacattcgac

cacccact gc

t caaggct gc
cttgggeatg
gagacaacca
act caacctg
actt1agtat
tattatttgt
ccaaagct at
aaaaaaaaaa

aaaaaaaaaa

ES 2380 753 T3

atgccctgeca
clcactccte
ggaccigatg
t ccageccecg
ctgctetttg
aatgtccatt
gct gggaaca
aatgatttce
aaagcgcaag
t ccaaact gg
gctgtagatc
ggt gaccttc
agagaagt gg
agcaacccag
caagccttca
cctagact gg

cagaagat ct

cgttcggcect
gtgtgaaatc
aagaagcatt
agcggtitatt
at gcaaat gt
tattttttat
tttgaaataa
aaaaaaaaaa

daaaaaaa

50

cgt cggggcea
ccgeegeaaa

acgt ggaat t
cgcegget get
gggccatcgg
acaccat gag
acttggagac
agaat ggcat
t gaaggct cg
aaggcaagat
agcct gt gaa
ctattttctg
t aagaaaaat
gcgetggaag
atcctgat aa
at cacgaagg

gt gaacccct

gcagagt cat
acttcatata
aaggcaggt t
cttgacactc
act gaaaggg
ttgcattgcet
acat gaaaat

daaddaaaaa

gcgggacaga
cat gacagag
ctgcageccce
caaggt ggga
ggecttctac
t at caat ggg
ctttaaaatg
cacaggaat t
tattcctgag
catgccagtc
ggacaacagc
gcttaaacca
tgttccaact
act gaat aat
tccttatcat

aat ctgt t gt
gggggget at

cat gccat gt
tcatgtgetg
gat gct gatg
tt aacagaat
1 agt t caagt
1t gccat aag
ttacagtttg

aaaaaaaaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
800
660
720
780
840
900
960

1020

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1538



gggcagaggg
gagacgacgc
ct ggagaagg
gacaagcaca
ttcttagagg
gat ggagacg
gcctgccacg
cagagacggt
1tccagecgt
acctctttcce
gt gtaagctg
gat aaagcgt
t gact acaga
cttatccagc
t aacagcet gg
gat gcgect g
cat cagaact
cgat t caagt
cgagggceact
<210>13

<211> 2889
<212> ADN

aat aagaggc
ctgcagcaag
ccat ggt ggc
agct gaagaa
aaat caaaga
gcgaat gt ga
agttctttga
cat gcaagaa
gttgtagcta
aaaggct gtt
actggccceca
gcaccgt gca
aattaccccg
attatttgaa
ttggeeggtg
at caccaggt
cgcaat ccga
cgcggetgeca
accgggggct

<213> Homo sapiens

<400> 13

tgcctctgec
gagaccagga
cctcatcgac
atccgaactg
gcaggaggt t
cticcaggaa
acatgagtga
agcagacagc
attaggaagc
ttaacggcct
gggactcttg
gccegecatg
gggcaccctt
aacactgcetg
tggcect gca
gaacgct cag
gccagcet ct g
ggatcctige

ct gagccacc

ES 2380 753 T3

caccagt cct
aggggt gaga
gttttccacc
aaggagct ca
gt ggacaaag
tt cat ggcct
gat 1 agaaag
aagggcttgce
ttgatitget
gcatcattct
tt aacagt aa
gccgt gt aga
aaaacttcca
ttctttaaat
agggcegt ggt
cgctggceage
ggggct ccag
ctccaacgtg

gcgagggcect

51

gcecgeccagg
caaggaagag
aatattctgg
t caacaatga
t cat ggaaac
ttgttgecat
cagccaaacc
agcct agt ag
ttgtgattga
ttctgctata
cttaggagtc
ccetaaccceg
ctacctttaa
gegttectca
ggctt cggec
gct cct ggaa
cgt ggecet cc
cctccagcac

gcgttcaata

acccgcagca
gat gt ct gag
aagggaggga
gctttcccat
act ggacaat
ggtt act act
tttcctgtaa
gagct gaget
aaaatt gaaa
tt aggcct gt
aggt ct cagt
gagggaaccc
aaaacaaagc
t ccat gcaga
tgcttceccgg
aaagcaactc
gt gacccatg
at gcggctte

aaaag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
860
720
780
840
900
960

1020
1080
1135



ctgget gecg
ctccccacge
ccececgggece
t aagaccggg
gct cgaggcece
gcggceagega
ctccgagege
tgcecat cac
ttctgectce
at gt ggacca
ttctgaagta
caccctacta
t cgacgggga
tggccacgta
gcgat gaggt
gt gt ggacag
at gt gggcce
ttct ggegcet
gcgt cagegt
atgggcct aa
gtgct ggt gt
gt gat ggcaa
aaat gagcac
cctcoceot gt
tcttcaacaa
gagagcacgg
gcecggggeac
tgtcccatgg
acaacaactg
aggt cgt get
gctacctgtg
gt gt ggaggat
t gaact cagt

cactggagtg

gctgctgeca
ccggeictce
ccgget ccag
cgcget cgag
agcccegggac
gegececget t
tgaccceggce

tgaggggt cc

tgact at gac

tgat ggggac
t gaccgggec
cgeget gegg
cggccgggag
caccgacaag
caacgt ggce
aaagggct ct
tgat gccet e
cagagatgtg
gggccccatc
cticcttttc
ggacgaccce
agtggacatc
ccat gggaag
ccgcacggt c
cattgcctac
agaccccctc
agggggatgtg
agagtccatg
gcigegagtg
ctacaccaag
t gagat ggag
gacgtggcca
gct ggagat ¢
t ggccaagga

ccgcaat ccc
gggctctcgg
ct gccgegee
tggagttgta
cggggcet ggg
ccecacgecce
at gt ccagga
cagcggget g
agt aat ccca
tttgagatcg
cagaagcggc
gaccggcagg
gagat ct act
ttgttcaagt
cgtggtatagg
ggacgct act
att gaaatgg
gctgct gagg
ct cagcagca
cacaaccggg
caccagcat g
gt ctatggca
gt ccgcttce
at caccgecg
cgcagct cct
at cgaggagc
gt gaccgact
gct cageege
gt gccacgca
aagagt ggag
cccgt ggecac
gat ggcaaga
ctctaccece

ttctcccage

ES 2380 753 T3

ggctcctaaa
ggccgegat t
attggctgeg
t aaagcgagce
agcaagcagg
taggcggegg
tgttacegtt
aacccatgtt
cccagct caa
tcgtggeggg
t ggt gaacat
ggaacgccat
tcctcaacac
tccgcaat aa
ccagectct t
ctatct acat

accct gaggce

ctggggt cag
gtgcctcgga
gcgat ggcac
ggcgaggt gt
act ggaat gg
gggacat cgc
actttgacaa
cagccaaccg
t caat ccegg
t cgacggaga
tgtcegtett
cccggtttgg
cccacct gag
act tt ggect
t ggt gagecg
gggat gagga
aggaaaat gg

52

tcagcgcgag
ggcecgegeceg
ggcct cegece
gcgeggegt c
cggeggegcece
ggccgagage
cctgetgetg
cactgcagtc
ctatggigtg
gt acaat gga
cgcggt cgat
cggggi caca
caat aat gcc
ccggt gggaa
t gccggacge
tgccaattac
cagtgacctc
caaat at aca
tatcttctge
ctttgtggac
cgccct gget
ceccecacege
ctcacccaag
t gaccaggag
cctctteege
cgacgcettg
cgggatgetg
ccggggceaat
ggectttgcee
gat cat cgac
ggggaaggat
gaacgt ggcc
cacacttcag

ccattgcatg

gaggcgct cc
gcgececceca

agcctttaca

9999¢gggag
ggcggcagag
9ggaggatgg
ctetggtttc
accaact cag
gcagttactg
cccaacct gg
gagcgcagcet
gcctgegaca
ttctcgggagg
gacatcctga
tct gt ggecet
gcctacggta
t cccggggea
gggggccgag
gacaat gaga
gct gcggceca
gacttcaacc
ctctatctge
ttctccatge
ct ggagat ct
gt catccgta
gagcctgagg
gacct cat ct
cagggcttca
aggggagcta
gggggct cag
gaagccagcea
agcggggaga
gacccagccc

gacaccaatg

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



aatgcatcca
gaagct acag
gcacagcctg
ctgctget ge
t cgt agat gg
gagcagggat
tgtgetgetg
at ccat gcac
gcacat agct
ggt ctaatga
aagt at gagg
t gaccttaca
t t aagaat ag
cacaaaacct
caacacgtg
<210> 14

<211> 3935
<212> ADN

gttcccattce
gt gccggacc
cgt ggggact
cact gcegcet
agat ct caat
gggacat gaa
cctagacagt
attacttagc
gt gat cacag
ccatatctta
actttagtgt
ccagt cact 1

aat ct t ggag
ggcacat agt

<213>Homo sapiens

<400> 14

gtgtgccctce
aacaagaagt
ct cggccagt
gctgctgeceg
ctggggt cgg
ccagcggatg
agggat gt aa
t aacaattag
cagacagggt
ggacacagat
cctgagttca
aacttgttag
ttagtgtgga
aaaggct caa

ES 2380 753 T3

gagacaagcc
gcagt cgggg
caccgggcecc
ct gct ggage
t ggt t aagga
gagt ccagca
aggcecetggga
ggagact cgt
cgctgecctg
gt gcccaggg
aatcctgatt
ccatccatta
gattagatta

t aaaaacaag

53

cgtatgtgtc
ct acgagccc
ccgcececacce
tgccact get
gagetgegag
99g9gagt 9ag
gct agaccet
aaggccaggce
atggcgctta
aggtggtgtc
caggaact ca
tcgcatctge
aatgtatgta

tgcctcetcac

aacacctatg
aacgaggatg
acccccaccg
gcaccggt cc
cccagcet get
aaagt gggct
ccccaagece
ccigtgcetgg
caltccagtg
actgcacagg
caaagct atg
aaaat gggga
agacacttgg

tgggct ttgt

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2480
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2889



ggagagccga
gtttcaaccc
cttttgetct
ggcagcetgtg
gcgccagett
gcgcect cgag
ccgggeccge
ggcctgtcecg
t cgggct ceg
gagcccegatc
gt cagccagg
ggct ccagcea
caggcggege
aagacgct gg
gaggcggage
¢ggcggagga

aagcggagct
cggaaacttt
ttttcctece
aact ggccac
cececcgggage
t cccecgagece
gt at gaat ct
gcgcecccag
gct cggacac
t gaagaagga
tgct caaagg
agaacaagcc
gcaggaagct
gcaagctctg
ggct gcgegt
agt cggt gaa

cgaaact gac
tctttgcagg
ctcctectcee
ccecgegectt
cgcttgetce
gccgegget t
cciggacccc
ccccaccatg
cgagaacacg
gagcgaggag
ctacgactgg
gcacgt caag
cgcggaccag
gagacttctg
gcagcacaag

gaacgggcag

ES 2380 753 T3

t ggaaacttc
aggagaagag
tctccaattc
cct aagt get
gcat ccgggce
clcgectitc
ttcat gaaga
t ccgaggact
cggeececagg
gacaagttcce
acgct ggt gc
cggeccat ga
t acccgeact
aacgagagcg
aaggaccacc

gcggaggeag

54

agtggegegg
aaggggt gca
geet ceeecc
cgeecgeggt a
agccgaggag
ccggccacca
t gaccgacga
ccgegggcet c
agaacacgtt
ccgt gt gcat
ccat gecggt
acgccttcat
t gcacaacgce
agaagcggcc
cggattacaa

aggaggccac

agact cgcea
agcgeccecca
act t ggageg
gceggecgac
agaggagccc
gccecctgee
gcaggagaag
gccctgeceg
ccccaaggge
ccgegagacg
gcgegt caac
ggt gt gggeg
cgagct cage
citcgtggag
gt accagccg

ggagcagacg

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



cacatctcce
ggcat gagcg
ccacccacca
cgeeccttge
gagctgagca
tacctgcege
ggcaget acg
t ccaagcagce
caggcgeecce
ccacaggege
at caagacgg
cagat cgect
cget cacagt
ggccagggea
tacaccccca
cact gggaac
gcgaagat gg
cctttggaca
cttecttaaa
gacctat cca
at ggagcagc
aggat gat gg
attatttttt
aatattttta
tttagataaa
gtgcectage
agaaaaaaaa
ttgggggtta
daaaaat aaa
gtaagcttta
gtgctgetag
tgcagtctta
ttcagcagce
gaaggcagat

caagacattc

ccaacgccat
aggt gcacic
cccccaaaac
€agagagagg
gcgacgt cat
ccaacggccea
gcat cagcag
aggcgcecgcec
cgcagcecgea
acacgct gac
agcagct gag
acagcccctt
acgact acac
ccggectcta
{ cgcegacac
aaccegtcla
ccgagat gat
ttigtotttt
gacat ttaag
agcgcatt ac
gaaatl caacg
agaat cgt gt
t agcagt aat
gtatgtactg
at t aaat get
ftttettigea
aatcctgttg
acttigctta
ggccttattt
tcat at at at
gaaacatttg
agaaagaggt
aat aagt gee
gcetget cge

cacttgctaa

cticaaggceg
cccceggcegag
cgacgtgcag
cagacagcec
ctccaacatc
ccegggggt g
caccgeggec
gccacccccg
ggcggegecc
cacget gage
ccceagecac
caacct ccca
cgaccaccag
ctccacctte
clctggggtc
cacacagctc
cct aaaaata
titgtttttt
ct aaaggcaa
ccacttgtgg
agaaact gga
gatcagtgtg
t aaagaaaaa
tgtatgattc
cttatttttc
accagagt at
tattaacatt
attcctcagg
tgcaattatg
attttttaaa
cactctttta
aaaaggcaag
cgagcacact
t ct gt cacct

aattatttat

ES 2380 753 T3

ct gcaggcecyg
cact cggggc
ccgggcaagyg
cct at cgact
gagaccticg
ccggcecacgce
acceccggega
cagcagcccce
ccacagcagce
agcgagecgg
t acagcgagce
cactacagcc
aact ccagct
acct acat ga
ccttccatce
act cgacctt
accgaagaaa
tatttigttt
ctcgtaccca
ccaatcagtg
ctttttaaac
ct aaat ct ct
agtcctct gt
attaccattt
caacagct aa
ttttgtacag
t amaaacaga
ctitgegatt
ggagt aaaca
gaagagaaaa
gtgecatttcc
caaaggagat
gcececeggt i
gtgectctcea
tttgtaagga

55

act cgecaca
aat cccaggg
ct gacct gaa
t cegegacgt
at gt caacga
acggccaggt
gcgegggeca
cacaggcccc
cggeggceacce
gccagtceca
agcagcagca
cctectaccce
cctactacag
accccgctca
cgcagaccca
gaggaggect
gagaggacca
tgttttttct
aatttccaag
gccaggcecaa
cctcttcaga
ctgeetgttt
gaggaat at t
tgaggggat t
actactctta
atttgctitce
attgtgttat
t aaggaggag
at agt ct aga
acacct t gag
tcetgecttt
gaaatctgtt
gcetgect gg
gaacaccagc

gaggttttaa

ctecteetee
cccaccgacce
gcgagagggg
ggacat cggc
gt1tgaccag
cacctacacg
cgtgtggatg
gcecggeeecg
ccegeageag
gcgaacgcac
ctcgececaa
gcccat cacc
ccacgcggea
gcgeccccat g
cagcccceag
cccacgaagg
accagaattc
tcttcttett
acacaaacat
ccttggcet aa
gcaagcgtgg
ggactttgta
ctctatttta
tatacatatt
gt t gaacagt
tcttacaaaa
gt gat cagtt
cigccttaaa
gaagcatttg
cctt aaaacg
gcttgttcac
ct gggaat gt
gccccatgtg
agttaacctt

ttaaaacaaa

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



aaaaaatt ct
titcctcaaa
tittatttat
cctagatttg
acaaactgga
ctgagt cat t
tgtgggtatg
tacatcttct
aatctt aatt
cttttttttt
tt aaagcact
gatacttctg
tttggtttagt
gttctetceeg
tgittacaat
<210> 15

<211> 8034
<212> ADN

trettttttt
gggt at ggt ¢
ctctitaatc
t at aaat gcc
aacttgtttc
tgcagtgttt
tgtgtgtttt
ctiggagtga
actgctgtgg
tatttaaaaa
cat aat at gg
taacttaaga
gttcatattt
tgaaacttac

aaat at acat

<213>Homo sapieﬁs

<400> 15

tttttccaat
atctgttgtt
tttttttatt
tttttgtcca
tttttttgta
tctgecacag
gacacaaaaa
gggaggct ac
ct agagagtt
aagat at at t
catccttcaa
aacct ggcat
tgtttgtttc
ctttccecttt

tgcatt aaaa

ES 2380 753 T3

tttaccttet
aaattatgtt
att aaaagca
tceetttttt
t aaat gagag
acct tt ggge
caat gcaagc
ctggagggga
t gaggat t gc
aacagtttta
tttcigtata
ttaaatcata

acttgtttcc

tt aaaat agg
cttaactgta
agttictttg
ctttgttgtt
attgcaaatg
tgectt at at
atgtgtcatc
t cagcccact
tttttaaaaa
gaagt cagta
aaagcagat c
ttttgtettt

ctceccagece

tt gt t ggage
accagttttt
tattcctcac
tttgltgaaa
tagtgtatca
tgtgigtgtg
catatttcte
gacagacctt
agacagcaaa
gaat aaaatc
tttttaaaaa
aggt aaaagc

caaacctttt

ttetttctet tttttttttt tgtatattat

agaaa

56

3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3935



cttgagtgtt
tgaatgaata
gaaaaaat gt
cactt gtgag
gagat aagga
agagcaccag
gtaaatttia
t at aaaagat
cttctataag
cat tagcgat
gact gacagt
at acaaagge
aatt gacagt
gaaacal gat
t aaacatgcc

ggacacccac

agagct gagt
gaattagtaa
tgactttaaa
gecagecet gg
gtgaagtgtg
agacgt cagc
aaaat at aaa
gaaact gaag
cctgttattg
atccgttata
cctatgcetaa
accat t aaag
gtttttgeag
gctgccaaag

at ggaggt ca
acgt acagt g

agttttccca
aagat aaata
agttcataaa
tagacctctg
ggct aaat ag
at ct caaggg
tattttaaag
aagaaaagat
aagactt aag
aagaagagtt
accat gt aaa
ctgacctttc
gagaagt t ac
gattctcaga
at aaacacca

cagaacttga

ES 2380 753 T3

gaatctctaa
aattttttct
atcaaatttt
ggatcctttt
ggct gaggcet
cactgtggta
ggt aaaaatg
aggggaagaa
catggaattg
t aaaaagt cc
aaat at cggt
taattctcett
acagct ccag
ttatgcccac
gagt aatatt

ccgaccagac

gtcettitta
tttggatttc
gct t aagaat
ctgttcactc

t gggcaaggg
t ggaaaagga

agggt ccctg
gaaaat gaag
gccagaaaat
aaggat aagt
gettitattt
t at aagcgga
agtgaggt gg
at gaaggagc
tcttatagga
at caagat gg

57

tgetetttta
ttaaccagtg
atgttattte
acacaccact
catttctgec
cgccacatga
tatttgagga
aagaccaggt
gcacggaact
gtacatttgt
ct gaggcaaa
t gccagecac
cct acaagca
cceet gaggt
aagacgt gca

caacccagat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
860
720
780
840
900
960



ctctaagatc
cgct gt aatt
aat t aaat ac
tctt gaaagt
gt acaagaaa
tttagaccat
t gaggaaaac
aggcaat gcc
aaagccaat g
gat gcaaagt
act ggattia
ggagaaagaa
ttcagaagtt
at acaagaaa
ccttgaaatg
agat ¢t ggag
ccagagagct
aaal gaaat t
caagaggaca
tt ct aact at
aaacat t agt
cccagagatc
agagattaaa
ccagaagaac
cat gaccccg
t aagggagaa
agaaaaccag
tttaagtgta
aaaat atacc
tgct at gaga
tttigaaaaa
agt gaggaag
cgtggagatg

tggctccatc

at aagcaat g
ggaagaccag
aaagaaaaat
gctictttta
gacattcaaa
gttttgaaag
aaaggaat gt
gt cct ccaaa
cttgaatttg
gaaaaagttt
gacaagact ¢
t at aaaaaag
cttgatatcce
gacct ggagt
cagcat gcca
act gaaatta
aagaaagcat
aaagggaaag
t ct gaaat ct
tctaccat ag
gcggtatttt
gaacgagt ga
cat gcaacag
at cagcaat c
gagat agaga
cttcaacggg
aaaaacatca
act cct gaaa
caggaccat a
cat gt t aaag
acaaagggga
aacacccagg
gacaggagac

ttcgaccttg

cagaat acaa
attttgaaca
tcgataatga
ggcagaat ca
at atgcatga
ccagcaaaat
atcattttga
gt caggt gaa
tt gagacacc
acaaagagga
cagaattttt
atttggaaaa
aaagagcaaa
caat aattaa
agaaggct ge
aagggaaagg
ccgagat ggc
gaat gcaagt
at agccagag
cagatact cc
at aagaaaga
agaaaaat ca
ccatttctga
t ccagt at aa
gagt gaggcg
gaact gcaat
gcaatgttta
t ggaaagagt
aacagat gaa
aagcacaaaa
gaggctttac
t ggt cagcga
ct ggaat cat

atcccct gga
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gaaaggacaa
t gcegt ggaa
aat gaaggat
gcttgetget
tccagtttica
gct cagegge
t gcagat get
at at aaagaa
at cat at caa
t1ttgagaag
acat gt aaag
t gagat aaaa
gcgggcect ct
agggaaagga
agagat agcg
gat gcaggtg
cagccagaaa
gagcat ggat
aaagt at aaa
t gaaatt cag
agt gggagct
gcagaat att
tcctccagaa
agagcaaaac
aaaccaggag
ttctgatcca
ttacagaggt
gaagaagaat
aggt agacca
tcatatttca
tccegtegtyg
tgctgect at
tgttgaccte

agacaat att

58

ggaat aat ga
gcttctaaac
aagaaacatc
acactiggcga
gatcicccaa
cgagaat at a
gt ggaacatc
gaat at gaga
gcttcaaagg
gagat t aaag
tacat cacca
gggaaaggaa
gaaat ggcaa
atgcaagctg
agt gagaaag
agcacagaca
caat acaaga
atcccagata
gat gaagcag
agaat t aaga
ggcact gcag
agttcagtga
ct aaagagag
tacaaggcca
cagctgagtg
ccagagctga
cagct gggaa
caagaaaata
agtctgattt
atggt aaaat
gacgatcctg
aaaggggt cc
aaagtttgge

cagtctagaa

at aaagagcc
tttctagtca
attacaatcc
gcaat gt gaa
atttgttgtt
aaaagctctt
tgcaccat aa
aaaat aaggg
aggct caaaa
gaaggt cat ¢
accttctgag
t ggaactt aa
gt gagaaaga
gcact gacac
act at aaaag
ctcttgatgt
aggacttaga
tccttecgage
agaagat gct
caact caaca
t gaaagat ag
aat acaaaga
ttaaagaaaa
ctccggt aag
cggt aaaat a
agagggcaaa
gagct accac
ttagectcggt
t agat acacc
accat gaaga
t gacagagag
accctcacat
gcacagat cc

gtct ccat at

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



gct ctctgaa
t1tcggtaca
atgctgcagt
t cagcaaage
atcaatgcag
ggat gaagac
cgat gget gg
ttacattgag
cccaaaccta
acaat gat gt
tct ggget ga
acgcet ggtg
gaaatgtatt
ttgaaacttc
gcagccaata
aaaatt gcce
ttgactggtg
t aggct gact
atattctatg
cagct act ct
ccctgttgea
ctattattga
gct cat caga
agt t tggaag
ggt gt t ccatl
at gt aacaga
acaaagtt ac
aat t ct ggaa
tttttrtgett
ttttitagta
tttcgaataa
t ccagagt ¢
cggatt gt gc
cagct atgac

gggatatctg

aaggcgagt ¢
ggt ctcggag
gaggt aacaa
cattcccaag
cattcaccaa
gaggt ct cct
at gt acggca
tttgttaatt
atctttitaa
atccttectt
aaacagcagce
ctgctaattg
tttgtagact
ttagctgtca
at acaaaccc
aat at aat aa
geelt aggga
ggtatctatt
gacccaagt ¢
gcaaagggca
t gt cat gt ag
agcaaaaagg
aaaacat act
gatttacatc
t gaacagctt
agccagt gaa
caattccala
tggaaatcta
ttattttcta
caggcccaag
gtgactttgce
gcagt ccagg
cgtitact gt
aaaaccgaaa

ccttat at gt

act at aggceg
acgacaggtc
gaccgtctga
gctatggcta
at ct aaggac
tt agagacgg
cagt gcagag
aattatttct
aagat agaag
tgacaattag
attttcagta
tgttcatggt
tt aat agaga
ctttggaatc
gttttgettt
gt gt aaacag
t ct agaaact
tatttctcat
tat gct cagt
aattataatg
attcaagett
gt gactgata
tt gaaaagat
tt aggaaat a
tgattaactt
gcaal ggaag
cagagat gat
gccaccaaaa
aatcattttt
agcct gt act
aggettttge
tcaccaagcec
gacct gcaac
aagcaaaact

tatattcaag
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acactggtct
agaaat ctcc
t gaaggagca
cat gcaccag
ct accgagece
cgactacatc
aacagggaga
ccct geect t
atacttttaa
acacacaggt
attcctacaa
ttcctitgat
agttgattgt
accccaagec
t gagt cat ga
tggcagaagg
tct act aaac
tt gt accaag
t ccacagaat
tcattgatat
ctgtaacata
cct aaaagcc
gcttgagatt
acat gt at ac
aat gccacca
ctggagtgtg
ctggtgtctt
cgggttaatc
aagggaat ga
ct aagaaaga
tageccttge
agcggeacce
ggggt ggcat
gcgaggaagt
gaaattaacg

59

cgatcccatt
gagatttacc
cetgttcttce
accagt gt gt
atgtacgatt
gt caacgtgc
acaggaatgc
tgagctttat
gacaact tgg
accaggaaga
acaaaaat ct
tggctattga
cccttaaatg
aattctctta
ggcaatttcc
acagt ct ggt
agagaaatti
gcatctccta
gt caggacca
aatttcccta
ggcagct gca
ciitcttcct
ticctgetge
t ct agt aaat
ttgatttcaa
act ggaaaaa
citttggaaa
aaaagacgtc
aacaggaat g
aatttttgec
t ggt gggt ¢t
gt cggcaacc
t cacttaggg
gct aagat gt

aaacatcctg

ccagceagt ac
ctagetttte
ccggagcecta
catccat gag
acagtgccca
agcctattga
t cccagegaa
t ct aat gt at
ccattatitt
aggaat gacc
ttgtgtctag
acccttctgg
t agegt gt gt
act ct gt aat
aatattagtg
taaaattata
ccitgttcce
ctctecattt
aataacttca
gtagcattta
ctgegegitce
ctagtcgcca
at cgcact ct
aagcgattta
agt gaagaaa
t act cagcaa
atggtattca
cttttcegtt
t cat cagaga
at gt at gaat
ggaaatt aca
ctgtgtttaa
tectgacttca
acgggtcitg
t gaaacat cg

3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100



t1taaggaaa
tagcacat gc
ttattacact
caaat aacta
tcgtgattaa
aat aaactga
acct gct caa
ttttgtgatt
tacaattttg
gcitgtaatc
aagt caat ac
t gcat agcaa
t aaagggt ag
ccataalltg
gagaaat at t
aaaaaaaatg
gttt ggcaac
ttaaagatga
gatgtgttct
tgaaaacaaa
ttgettttgt
agctttctat
acact t gcag
gctctigatg
gtttccacaa
gggtttattt
atcctctcca
agat agt gga
ttttcaataa
ggat aaaaga
tactcttgtt
tctatagtaa
ctcagat at t

aat gccgact

cgtttactag
ttitgaaaat
gaagct gcat
gagacttctt
agt gat aaaa
acttgcaata
ttttatttta
at aagaaaga
gat aaat agc
aggaaagt aa
at attt gagg
aatatttctg
ttgttttaca
gtagtgttgg
ggaaaat t at
acatgcctga
aggtatctcg
ct gt gt aaat
caagcct gac
gct gt at agg
tgtaaget tt
ttctaaccta
t gt agcccag
at cccaggtc
gcaccttgta
ct t gaagaag
tgct gaget t
agttcaaggg
aagat gaaga
tataccaaaa
tgtct agt at
tattttatta
aaaggtgtta

tcttccatct
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t ccaaaggcc
ctgtgattic
ctatatgtca
tt aagggagt
ccccat at ¢t
tttttgcaat
ct aagt at at
gtagttgttg
agatttataa
tttcatccac
aat aagtctc
cttcaagect
at gaagacta
cagttgttaa
at gt at aaaa
acaacttttc
1 gcat gaage
gt ccaagcac
agaagcacaa
gatcctotct
t gt agt acat
tggcaaaatg
tttgaaat at
tcct cgaccet
ggaat at gga
at gcagat ct
gacaacactc
atgtacctcg
aaat gt gt gt
ctgtaataca
gctcttggaa
cacatgattg
gctgatigta

atttctgaaa

aaagct aat t
attttattag
ctgacat aaa
ttgget ggtt
gttttggtat
aaaatctgtc
atttacattt
attaaattitt
gaaccgcaat
cgatttcaaa
ctaaaatttt
ttaggaatta
aaaclt gaaca
t aaagctt gt
ccaaagt gct
cactttccac
tgacagct aa
agagagcatg
ggaacagt tt
ctcttgagea
gtttttacta
aatccttcat
ttatttggtt
ccat acacca
t aagattaga
ggtttttcca
tgggaat gag
ttttcaggtt
gatctttaat
gat at ataca
agaaaaccaa
atatttttgt
ttttatctct
ggttetttaot
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tatttccact
gct aaaaggg
gt t gaaaaaa
tctctcactg
attgtacaca
gt t aaaactg
cacccaggca
cagact aaat
gaaaact gac
accagattca
aagct tcacg
agatctgatc
agatgttgca
caggatgtta
gttittaaaa
gtgcttccct
agaagatttt
cacctgactt
gatacactit
aagt atagca
ataattcttg
gtcttctigt
at caact gcc
cacaggcat t
ccagcccctc
atgtgccaca
gaacaagact
catccatctc
aacacat ccc
aat at aggt g
gcaagcaagt
ggt agggaag
aaagatttag

ggat tt at at

t t agaaaagt
t aaat aggct
t aaat gcagg
aaat ggccag
aacct acaaa
aggat aaaat
ggccattitc
at aggacagg
{ t gaaat aat
ct gagcat aa
t aat aat gt t
agaatt1aac
tgcgettagg
agcat ct cag
gcatcattta
cccacctttg

aaaaat tgag

tctaaagttt

t aaaaggttc
acagaatata
ttctctagaa
tattgtttac
cat ggaggag
t gt aagcaca
tctgt ccact
gtctttectt
ttttctaaaa
cagtggaatg
t at agaaagt
cctitttgat
tgctgect at
t gggat gctc
aactttagaa

agagt t gagc

5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
€600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
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15

20

25

t at at aaaca
1 gaggct gga
tttgeticig
ggt gggagag
agt ct ct gaa
at caaaaaag
t actt gaacc
tt cagt at at
gcatagtalc
gagaaaact g
ggaagcagca
aaat t gaacc
atgattaatt
tttacaaatg

t at gcaaat t
<210> 16

<211> 28
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

ttaactttag
ttcactacac
at aat ct aaa
cttttagtta
gtattccatg
t caaggcatt
cat aaacttg
t cct gggaat
acttctttgt
cat cacagtc
ccaagt ct at
att gt acagt
tgcgagacta
aaggggcttc

gttaacacca

atttgggatt
aagat gaact
agt ggct aga
agt aagaagc
ccttttggac
gt atgtt got
gaagaatctt
gccat aggat
aatccagttg
ccattctcca
t acaggcat g
ttggcttetg
actttgagag
acggaat gtt

gct att aaaa

<223> Cebador directo para HAPLN1

<400> 16

tgaaggatta gaagatgatactgttgtg

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

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador inverso para HAPLN1

<400> 17

gccccagt cg t ggaaagt aa

<210> 18
<211> 18
<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

20

<223> Cebador inverso para HAPLN1

<400> 18

tacaaggt gt ggt att cc

18
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t aaaat gcct
tcacttcata
ttgiggttigt
t at gt aaact
cclttceteg
tctgtggtta
t gagcaaat t
tttttgtget
ct gt t aagaa
gt gt ccat gc
gt gt gaaact
tttgcttcaa
t gt aacagtt
acaatgttac
tatattttag

28

at t gt aagat
aattaattat
tttggttaag
gacaaggat g
caact aactg
ttattctgtg
ttctcagttg
t gat acat gg
t gat gt act t
aat gaattgc
tgatgtttga
aat at gt aga
t t gaagaaaa
t aat ataatt

t agaaaaaaa

61

agaat aattg
acctt agcga
gt gat at gga
ct aaaat aaa
tcaactgttg
at gctt agac
t ct gt at gac
tatccagttt
t aaaggaaaa
tgagcattta
cctgtgatca
attgtggttg
cat tgaat gt
tggcttttgt

aaaa

7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8034



<210> 19
<211> 22
<212>ADN
<213> Artificial

<220>
<223>Secuencia del cebador directo para MFAPS

<400> 19

cgaggagacg at gt gact ca ag 22

<210> 20
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso para NFAP5

<400> 20

agcgggat ca t t caccagat 20

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

<220>
<223> Secuencia de la sonda para MFAPS

<400> 21

acat t cacag aagat cc 17

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

<213> Artificial

<220>

<223>Secuencia del cebador

<400> 22

gccaaggt gttt t cacacag 20

<210> 23
<211> 40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador

<400> 23
t aat acgact cact at aggg gecaaggt gttt t cacacag

<210> 24
<211> 20
<212> DNA
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<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador

<400= 24
ct ct gaagcea gt agacacca 20

<210> 25
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia del cebador

<400> 25
cctagect ggctttettgetc 21

<210> 26
<211> 41
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador

<400> 26
t aat acgact cact at aggg cctagect ggctttettgete 41

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

<220>
<223> Secuencia del cebador

<400> 27
ccatt gggt ot ct gcaaatc ¢ 21
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REIVINDICACIONES

1. método de evaluacién de la composicion de un cultivo celular, comprendiendo el método lo siguiente:
a) obtener un conjunto de células diversas de un cultivo celular;

b) determinar el nivel de expresion promedio de un marcador fibroblastico en un conjunto diverso de
células entre las que el citado marcador fibroblastico es la proteina microfibrilar asociada 5 (MFAP5); y

C) determinar la composicién del cultivo basdndose en el nivel de expresion promedio de la proteina
microfibrilar 5 asociada (MFAPS5); donde el nivel de expresién medio de MFAP5 por debajo de un
determinado umbral indica que el cultivo celular incluye condrocitos.

2. El método de la reivindicacién 1, donde el marcador fibroblastico MFAP5 es tal que sus niveles de
expresion normalizados son inferiores en condrocitos transferidos que en fibroblastos dérmicos o en sinoviocitos.

3. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas determinar el nivel de expresion medio de
un marcador condrocitario en el conjunto de células diversas; y, en el paso c) determinar la composicion del cultivo
basandose en el nivel de expresion promedio del marcador condrocitario y en el nivel de expresion promedio del
marcador condrocitario y fibroblastico MFAPS5.

4. El método de la reivindicacion 3, en el que el marcador fibroblastico MFAP5 y el marcador
condrocitario son tales que la proporcién de sus niveles de expresion (marcador condrocitario respecto al marcador
fibroblastico) en condrocitos es superior o igual a 5 veces la proporcion en fibroblastos dérmicos o sinoviocitos.

5. El método de la reivindicacién 3, en el que el marcador condrocitario se selecciona entre los
marcadores condrocitarios enumerados en el grupo siguiente:

e Proteina 1 de unién de hialuronano y proteoglicano (HAPLN1)
e Proteina Gla de matriz (MGP)
e Repeticiones tipo GF y dominios tipo discoidina | 3 (EDIL3)
e Proteina 3 de sefal inducida por WNT1 (WISP3)
e Agrecano 1 (AGC1)
e Proteina oligomérica de la matriz cartilaginosa (COMP)
e Colageno de tipo Il (COL2A1)
e Colageno de tipo IX (COL9A1)
e Colageno de tipo XI (COL11A1)
e Quimiotaxina 1 derivada de células leucocitarias (LECT1)
e Proteina beta fijadora de calcio S 100 (S100B)
e Proteina acidica cartilaginosa 1 (CRTAC1)
e Proteina 9 de la caja SRY (SOX9)
e Nebulette (NEBL)
6. El método de la reivindicacion 3, donde el marcador condrocitario es el HAPLN1.

7. El método de la reivindicacion 3, donde los niveles de expresion del marcador fibroblastico MFAP5 y
los marcadores condrocitarios estan determinados a nivel del ARN.

8. El método de la reivindicacion 7, donde los niveles de expresién se determinan usando PCR.

9. El método de la reivindicacion 8, donde los niveles de expresion se determinan usando el método Cr
PCR.

10. El método de la reivindicaciéon 3, donde una proporcion del nivel de expresién del marcador

condrocitario respecto al marcador fibroblastico MFAPS superior a 0,25, determinada mediante el método de la Cy PCR
comparativa, indica que cultivo celular contiene condrocitos.
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11. El método de la reivindicacién 10, donde la citada proporcion indica que cultivo celular contiene al
menos un 50 % de condrocitos.

12. El método de la reivindicacién 3, donde una proporcion molar del marcador condrocitario respecto al
marcador fibroblastico MFAPS superior a 0,55, indica que cultivo celular contiene condrocitos.

13. El método de la reivindicacion 12, donde la citada proporcion indica que cultivo celular contiene al
menos un 50 % de condrocitos.

14. El método de la reivindicacion 1, donde el cultivo celular comprende células obtenidas a partir de una
biopsia de cartilago.

15. El método de la reivindicacion 14, donde la biopsia de cartilago se obtiene de una articulacién de la
rodilla.

16. método de evaluacién de la composicion de un cultivo celular, comprendiendo el método lo siguiente:

a) aislamiento de células de biopsia de cartilago procedente de mamifero;

b) cultivo de células aisladas en el paso a) en un cultivo celular;

c) obtencién de una muestra de cultivo celular;

d) determinacion del nivel de expresion de MFAPS y HAPLN 1 en una o mas células de la muestra; y

e) determinacion de la composicion del cultivo basandose en el nivel de expresion de MFAP5 y HAPLN1.

17. El método de la reivindicacién 16, donde los niveles de expresién de MFAPS5 y HAPLN1 se determinan
a nivel del ARN.

18. El método de la reivindicacion 17, donde los niveles de expresion se determinan usando PCR.

19. El método de la reivindicacion 18, donde los niveles de expresion se determinan usando el método Cr

PCR comparativo.

20. El método de la reivindicacién 16, donde una proporcion del nivel de expresién del HAPLN1 respecto
a MFAPS5 superior a 0,25, determinada mediante el método de la Cr PCR comparativa, indica que cultivo celular
contiene condrocitos.

21. El método de la reivindicacién 20, donde la citada proporcion indica que cultivo celular contiene al
menos un 50 % de condrocitos.

22. El método de la reivindicacion 21, donde una proporcion molar del HAPLN1 respecto al MFAPS
superior a 0,55, indica que cultivo celular contiene condrocitos.

23. El método de la reivindicacion 22, donde la citada proporcion indica que cultivo celular contiene al
menos un 50 % de condrocitos.
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