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ES 2310275 T3

DESCRIPCION

Ensayo intraoperativo de ganglios linfaticos.
Antecedentes
Esta invencion se refiere al campo del diagndstico molecular.

La implicacién de ganglios lInfaticos es el factor prondstico mds fuerte en muchos tumores sélidos y la deteccién
de micrometastasis de ganglios linfaticos es de gran interés para los patélogos y cirujanos. La evaluacién actual de
ganglios linfaticos implica el examen microscopico de cortes de tejido tefiidos con H&E y tiene tres limitaciones
importantes: (a) se pierden facilmente células individuales de tumores o focos pequefios de células; (b) el resultado
no se consigue rdpidamente, lo que significa que cualquier resultado positivo en un procedimiento de ganglio linfatico
sentinal requiere una segunda cirugia para eliminar ganglios linfaticos axilares y (c) s6lo se estudian uno o dos cortes
de tejido, por lo que la vasta mayoria de cada ganglio no se examina. La realizacién de cortes en serie ayuda a obviar
la cuestion de errores en el muestreo y la inmunohistoquimica (IHC) puede ayudar a identificar células tumorales
individuales. La combinacion de estos procedimientos, sin embargo, es demasiado costosa y requiere mucho tiempo
para andlisis de rutina, estando limitada a casos especiales tales como el examen de ganglios linfaticos sentinales.

Con frecuencia, las decisiones quirdrgicas estdn basadas en el andlisis intraoperativo de cortes congelados de
n6duls linféaticos; sin embargo, la sensibilidad de estos procedimientos es relativamente mala, oscilando de 50-70%
relativamente respecto a la patologia estandar de H&F, lo que conduce a una cuantia inaceptablemente alta de cirugias
secundarias. La supervivencia de cinco afios de pacientes de cancer de mama en las etapa 0 y I de mama que no
tienen implicacién de ganglios linfaticos es de 92% y 87%, respectivamente. Por otra parte, La supervivencia de
cinco afios de pacientes de etapas mas tardias con cancer de mama que tienen implicaciones de ganglios linfaticos
disminuye significativamente. Por ejemplo, La supervivencia de cdncer de mama de la etapa II es de sélo 75%, de la
etapa III de 46% y de la etapa IV de 13%. Aunque los pacientes de cancer de mama de ganglios histolégicamente
negativos ha mejorado su supervivencia, 20-30% de los pacientes de ganglios histolégicamente negativos adolecen de
enfermedad recurrente. Muy probablemente, esto es debido a limitaciones de las técnicas en curso para la deteccién
de micrometdstasis, incluidas cuestiones relacionadas con el muestreo de ganglios y la mala sensibilidad para detectar
células individuales de tumores o focos pequefios de tumores.

Ademas de la necesidad de una deteccién mds precisa y sensible de metdstasis en ganglios de cancer de mama,
hay una necesidad similar de un ensayo rdpido y sensible de ganglios de melanoma asi como de una deteccién més
precisa de margenes quirtirgicos en particular en la actuacién intraoperativa.

La reaccién en cadena de polimerasa (PCR) es una herramienta poderosa en el campo de la biologia molecular
que podria ser ttil en esta actuacion. Esta técnica permite la replicacion/amplificacion de pequefias cantidades de frag-
mentos de dcidos nucleicos en cantidades que se pueden analizar de manera significativa. Ademads, con el desarrollo
de la RT-PCR (Q-RT-PCR) cuantitativa en tiempo real, esta tecnologia se ha hecho mas fiable asi como posible de ser
automatizada. La Q-RT-PCR estd menos sometida a la contaminacién y proporciona la cuantificacién de la expresion
de genes. Tal cuantificacién se podria aplicar para la deteccion de micrometastasis en ensayos intraoperativos de gan-
glios linfaticos. La PCR en el diagndstico intramolecular, a pesar de sus ventajas, tiene varias limitaciones que hacen
que sea dificil de aplicar en la practica diagndstica clinica tipica, en particular, en la practica intraoperativa.

Una de tales limitaciones es el tiempo que se tarda en realizar las diagnosis por PCR. Las tipicas de reacciones
de PCR duran horas, no minutos. Es necesario disminuir el tiempo que se tarda en realizar una reaccién de PCR si la
técnica ha de ser ttil intraoperativamente. Ademads, aunque la Q-RT-PCR puede proporcionar resultados cuantitativos,
hasta ahora no se han conocido valores de corte para distinguir resultados positivos de los negativos basados en tal
tecnologia ni se ha aclarado qué fragmentos de acidos nucleicos se detectan mejor y se correlacionan con la presencia
de micrometastasis. Existen también otros procedimientos para la amplificacién y deteccion de fragmentos de acidos
nucleicos y cada uno adolece de problemas similares.

La comunidad médica aceptaria un ensayo de ganglios linfaticos molecular intraoperativo que obviara las dificul-
tades existentes.

Sumario de la invencion

El procedimiento es un ensayo de ganglios linfaticos intraoperativo para micrometastasis. Un cirujano identifica un
ganglio linfatico sentinal durante la cirugfa de acuerdo con procedimientos conocidos. Se eliminan ganglios sentinales
y se preparan como se describe mds adelante. Luego se extrae rdpidamente dcido nucleico (por ejemplo, ARN) de los
ganglios sentinales. Se amplifican y detectan luego marcadores indicativos de micrometdstasis. El cirujano actia luego
basdndose en el resultado de la deteccién de tales marcadores.

El ensayo se basa muy preferiblemente en un procedimiento rapido de PCR y RT-PCR que permita la ejecu-
cioén de una reaccién de PCR completa en minutos, lo que permite el uso de diagnosis intraoperativas para detectar
micrometastasis en ganglios linfaticos sentinales.
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En un aspecto del procedimiento diagndstico molecular intraoperativo, estan incluidas las siguientes etapas reali-
zadas en el transcurso de un procedimiento quirtrgico: obtencién de una muestra de tejido de un paciente; extraccién
de ARN de la muestra; andlisis de la muestra por amplificacién y deteccién de dcido nucleico; y determinacidn de si
la presencia de uno o mas marcadores de expresién de genes excede un valor de corte. El valor de corte puede ser un
valor absoluto o un valor relativo respecto a la expresion de un gen de control.

En otro aspecto del procedimiento, los marcadores de expresion de genes son fragmentos de dcido nucleico espe-
cificos para un tejido particular, tal como un tejido de mama.

En otro aspecto mas del procedimiento, los marcadores de expresién de genes son fragmentos de dcido nucleico
indicativos de malignidad. En otro aspecto mds del procedimiento, las muestras de ganglios linfaticos se homogeneizan
y diluyen para asegurar que se ha extraido suficiente ARN a pesar del procedimiento de extraccion acelerado.

En otro aspecto mds del procedimiento, los marcadores son los de mamaglobulina (Sec ID n°. 17) y PIP (Sec. N°.
18), B305D (en particular, isoformo C, Sec. ID. n°. 14), B726 (Sec. ID n°.15), GABA (Sec. ID n°. 16) o OBE (Sec.
ID. n°.) en el caso de diagndsticos de cancer de mama y tirosinasa (Sec. ID n°. 22) y MART 1 (Sec ID n°. 21) en el
caso de melanoma.

En otro aspecto mds del procedimiento, las micrometdstasis se detectan intraoperativamente por un procedimiento
que incluye las etapas de obtencion de ARN de un ganglio linfatico sentinal; realizacién de un procedimiento cuanti-
tativo de RT-PCR especifico para uno o mds genes de interés y determinacion de si la presencia del marcador excede
un corte predeterminado. El valor del corte puede ser un valor absoluto o un valor relativo respecto a la expresion de
un gen de control.

Descripcion detallada

Se presentan procedimientos intraoperativos para diagnésticos de cancer. Estos procedimientos emplean un pro-
cedimiento rdpido de extraccion de dcidos nucleicos de un ganglio linfético y un procedimiento de amplificacién y
deteccion de fragmentos de dcido nucleico indicativos de metastasis (fragmentos que se denominan aqui “marcado-
res”).

Un aspecto importante de los procedimientos es la rapida amplificacién y deteccion de los marcadores indicativos
de la expresion de ciertos genes. Con tal que tales procedimientos se puedan realizar en un periodo aceptable para un
ensayo intraoperativo (esto es, de no mas de aproximadamente 35 minutos), se puede usar cualquier procedimiento
fiable, sensible y especifico. Esto incluye procedimientos de PCR, procedimientos de amplificacion circular rodante
(RCA), procedimientos de reaccién en cadena de ligasa (LCR), procedimientos de desplazamiento de cadena (SDA),
procedimientos de amplificacién basados en la secuencia de dcido nucleico (NASBA) y otros. Los diagnésticos molé-
culares rapidos implicados muy preferiblemente son procedimientos cuantitativos de PCR, incluida la QRT-PCR.

Independientemente del procedimiento de amplificacién empleado, es importante tomar adecuadamente la muestra
de tejido usada para realizar el ensayo. Esto incluye el corte y el procesamiento del ganglio linfatico asi como la
extraccion del ARN de él. Una vez obtenidos, es importante procesar apropiadamente los ganglios de manera que se
detecten cualesquiera células cancerosas presentes.

Para extraer 4cidos nucleicos de muestras de tejidos hay disponibles una variedad de técnicas. La practica estdndar
en cada caso requiere tiempo y puede ser dificil incluso cuando se usa un kit comercialmente disponible disefiado a
este fin. Los tipicos kits comerciales disponibles para la extraccién de 4cido nucleico tardan como minimo 15 minutos
para extraer el dcido nucleico. En los procedimientos de la presente invencion, el 4cido nucleico se extrae en menos
de 8 minutos y, preferiblemente, en menos de 6 minutos. Estos procedimientos rdpidos de extraccion son el objeto de
una solicitud de patente europea; presentada el mismo dia que esta solicitud reivindicando prioridad de la solicitud de
patente U.S. n°. 10/427217, presentada el 1 de mayo de 2003; teniendo la referencia del abogado PO37591EP; teniendo
como inventores a R. Belly, J. Toner y J. Backus, y titulada “Extraccién Rdpida de ARN de Células y Tejidos”.

El aislamiento satisfactorio del ARN intacto generalmente implica cuatro etapas: desmoronamiento eficaz de cé-
lulas o tejidos, desnaturalizacién de complejos nucleoproteinicos, inactivacién de ribonucleasa endégena (ARNasa) y
eliminacién de ADN vy proteina contaminantes. Las propiedades de desmoronamiento y protectoras del tiocianato de
guanidinio (GTC) y el B-mercaptoetanol para inactivar las ribonucleasas presentes en los extractos de células hacen
que sean los reactivos preferidos para la primera etapa. Cuando se usan junto con un tensioactivo tal como dodecil-
sulfato sédico (SDS), el desmoronamiento de los complejos nucleoproteinicos se consigue dejando que se libere en
solucién el ARN y se afsle exento de proteina. La dilucién de extractos de células en presencia de altas concentraciones
de GTC causa una precipitacion selectiva de proteinas y ADN celular mientras que el ARN permanece en solucién.
La centrifugacién puede aclarar el lisado de proteinas precipitadas y preferiblemente se realiza en una columna. Tales
columnas también cizallan el ADN y reducen la viscosidad de la muestra. Preferiblemente, la purificaciéon del ARN
se realiza en una columna de giro que contiene silice u otro material. E1 desmoronamiento manual de células y tejidos
se puede realizar mediante una trituradora de tejidos desechable como se describe en la patente U.S. n°. 4.715.545. El
tiempo de homogeneizacién es de 1 a 2 minutos y mas preferiblemente es de 30-45 segundos. La muestra se puede
procesar luego con una columna de desmenuzamiento (por ejemplo, QIAshredder, QIAGEN Inc., Valencia, CA, o un
sustitutivo adecuado) o con un dispositivo de procesamiento de ARN tal como el kit de homogeneizacién de tejidos

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2310275 T3

por PCR adquirible comercialmente de Omni International (Warrenton, VA) para reducir la viscosidad. E1 ARN se
precipita mediante la columna de giro descrita antes y los tiempos de centrifugacién no son mayores que 30 segundos.
Cuando se usan kits comerciales de extraccién de ARN tales como los asequibles de QIAGEN, Inc., se usa la filtracién
en vez de la centrifugacion para todas las etapas excepto para la etapa de secado de la columna. Tipicamente, la mues-
tra se diluye con un volumen igual de etanol al 70% antes de aplicarla a la columna. Después de lavados por filtracion,
la columna se seca por centrifugacion y se eluye el ARN en agua exenta de ARNasa. El ARN se separa selectivamente
por precipitacion de la solucidn con etanol y se une a un sustrato (preferiblemente una membrana o filtro que contiene
silice). La unién de ARN al sustrato se produce rdpidamente debido a la disociacién de las moléculas de agua por las
sales caotropicas, favoreciendo asi la absorcion de los dcidos nucleicos por la silice. E1 ARN total unido se purifica
mas de las sales contaminantes, proteinas e impurezas celulares por simples etapas de lavado. Finalmente se eluye el
ARN total de la membrana afiadiendo agua exenta de nucleasa. El tiempo total para este protocolo rapido es menor
que 8 minutos y, preferiblemente, menor que 6 minutos.

En resumen: el procedimiento de extraccion rapida de ARN implica las etapas siguientes:
(a) obtencién de una muestra que contiene células del sistema biolégico,

(b) opcionalmente, eliminacién de la muestra de células sin ARN de interés para producir una muestra de
trabajo,

(c) lisado de las células que contienen ARN que es de interés para producir un homogeneizado de ellas,
(d) opcionalmente, dilucién del homogeneizado,

(e) puesta en contacto de la muestra de trabajo humedecido con un sustrato que contiene o que tiene fijado a él
un material al que se une el ARN,

(f) reposo para que la muestra se una al sustrato,

(g) eliminacién de contaminantes y sustancias que interfieren,
(h) secado del sustrato y

a

en los casos en que se usa la centrifugacidn, puede realizarse ésta después de las etapas g, h o iy, preferiblemente,
se aplica vacio/filtracion en las etapas de extraccion.

—

) elucién de ARN del sustrato.

Los reactivos implicados en este proceso rapido de extraccién son:

tampodn de lisis/unidn (preferiblemente hidrocloruro de guanidinio 4,5M, fosfato sédico 100 mM),

tampodn de lavado I (preferiblemente etanol al 37% en HCl-guanidina 5M, Tris-HCl 20 mm),

tampo6n de lavado II.(preferiblemente etanol al 80% en NaCl 20 mM; Tris-HCI 2 mM),
- tampodn de elucién y
- agua dos veces destilada estéril, exenta de nucleasa.

Puesto que la distribucién de células cancerosas en los ganglios no es uniforme, es preferible tomar muestras de
miuiltiples cortes. Opcionalmente, también se puede examinar un ganglio o varios ganglios basandose en la patologia.
Un procedimiento para realizar un ensayo de base molecular y un examen de la misma muestra de ganglio por pa-
tologia es seccionar el ganglio en al menos cuatro secciones, usdndose una seccion exterior e interior para patologia,
y una seccion exterior e interior para ensayo molecular. Dado que la distribucién de metastasis y micrometastasis en
tejidos no es uniforme, se debe obtener una muestra de tamafo suficientemente grande de manera que no se pierdan
metastasis. Un enfoque para realizar este muestreo en el presente procedimiento es homogeneizar una muestra grande
de tejido y posteriormente realizar una dilucién de la muestra homogeneizada, bien mezclada, a usar en posterior
ensayo molecular.

Una tipica reaccién PCR incluye multiples etapas de amplificacion, o ciclos que amplifican selectivamente espe-
cies de dcidos nucleicos diana. Una tipica reacciéon PCR incluye 3 etapas: una etapa de desnaturalizacion en la que
se desnaturaliza un 4cido nucleico diana; una etapa de anillamiento en la que un conjunto de cebadores (cebadores
de avance y retroceso) se anilla a cadenas complementarias de ADN; y una etapa de alargamiento en la que una poli-
merasa de ADN termoestable alarga los cebadores. Repitiendo esta etapa multiples veces, se amplifica un fragmento
de ADN para producir un amplicén que corresponde a la secuencia de ADN diana. Las reacciones tipicas PCR inclu-
yen 20 o mds ciclos de desnaturalizacién anillamiento y alargamiento. En muchos casos, las etapas de anillamiento y
alargamiento se pueden realizar concurrentemente, en cuyo caso, el ciclo contiene s6lo dos etapas.
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En el procedimiento reivindicado, empleando RT-PCR, la reaccién de amplificacién por RT-PCR se realiza en un
tiempo adecuado para la diagnosis intraoperativa, pudiendo ser la duracién de cada una de estas etapas del orden de
segundos y no de minutos. Especificamente, con ciertos nuevos cicladores se puede generar una velocidad de ram-
pa térmica de como minimo aproximadamente 5°C por segundo, por lo que se usan amplificaciones por RT-PCR en
30 minutos o menos. Mds preferiblemente, las amplificaciones se realizan en menos de 25 minutos. Teniendo esto
presente en mente, los siguientes tiempos proporcionados para cada etapa del ciclo de PCR no incluyen tiempos de
rampa. La etapa de desnaturalizacién puede realizarse en tiempos de 10 segundos o menos. De hecho, en algunos
cicladores térmicos se puede seleccionar “0 segundos” en el programa, que puede ser la duracién 6ptima de la eta-
pa de desnaturalizacion. Esto es, es suficiente que el ciclador térmico alcance la temperatura de desnaturalizacion.
Muy preferiblemente, las etapas de anillamiento y alargamiento son de menos de 10 segundos cada una y, cuando
se realizan a la misma temperatura, la combinacién de la etapa de anillamiento/alargamiento debe ser inferior a 10
segundos. Algunos procedimientos de detecciéon homogénea de sondas, sin embargo, pueden requerir una etapa sepa-
rada de alargamiento para maximizar un comportamiento de ensayo rapido. Con el fin de minimizar el tiempo total de
amplificacion y la formacién de reacciones secundarias no especificas, tipicamente, las temperaturas de anillamiento
son superiores a 50°C. Mds preferiblemente, las temperatura de anillamiento son superiores a 55°C.

Por varias razones es deseable para RT-PCR una reaccién individual combinada, sin intervencién del experimenta-
dor: (1) riesgo aminorado de error, (2) riesgo aminorado de contaminacién de la diana o el producto y (3) velocidad de
ensayo mds alta. La reaccion puede ser de una o dos polimerasas. En el caso de dos polimerasas, una de estas enzimas
tipicamente es una polimerasa de ADN basada en ARN (transcriptasa inversa) y una es una polimerasa termoestable de
ADN basada en ADN. Para maximizar el comportamiento del ensayo, es preferible emplear una forma de tecnologia
de “arranque caliente” para estas dos funciones enzimadticas. Las patentes U.S. n°. 5.411.876 y n°. 5.985.619 propor-
cionan ejemplos de diferentes enfoques de “arranque caliente”. Los procedimientos preferidos incluyen el uso de uno
0 mas procedimientos de termoactivacion que secuestran uno o mas de los componentes requeridos para una eficiente
polimerizacién de ADN. Las patentes U.S. n°. 5.550.044 y n°. 5.413.924 describen procedimientos para preparar re-
activos para uso en tales procedimientos. La patente U.S. n°. 6.403.341 describe un enfoque de secuestro que implica
la alteracién quimica de uno de los componentes de reactivos de la PCR. En la realizacién mas preferida, tanto las
actividades de la polimerasa dependiente de ADN como de la dependiente de ARN residen en una enzima individual.
Entre otros componentes que se requieren para una amplificacion eficiente estan incluidos trifosfatos de nucledsidos,
sales divalentes y componentes tampén. En algunos casos pueden ser beneficiosos estabilizadores no especificos de
dcidos nucleicos y enzimas.

La especifidad de cualquier diagndstico molecular basado en la amplificacién descansa mucho, pero no exclusi-
vamente, en la identidad de los conjuntos de cebadores. Los conjuntos de cebadores son pares de cebadores oligo-
nucleotidicos de avance y retroceso que se anillan a una secuencia de ADN diana para permitir la amplificacién de
la secuencia diana, produciéndose por ello un amplicén especifico para la secuencia diana. Los cebadores deben ser
capaces de amplificar marcadores del estado de enfermedad de interés. En el caso de la presente invencion, estos
marcadores estdn dirigidos al cancer de mama y melanoma.

En el caso del cancer de mama, el procedimiento reivindicado implica la amplificacién de un marcador de tejido
especifico para tejido de mama o tejido de cdncer de mama. Se usa una combinacién de como minimo dos mar-
cadores de manera que se detectan de forma clinicamente significativa y fiable células de mama y/o de cdncer en
ganglios linfaticos cuando estdn presentes. Preferiblemente, los marcadores se amplifican y detectan en un dnico re-
cipiente de reaccién al mismo tiempo (esto es, son multiplejados). Muy preferiblemente, los conjuntos de cebadores
son complementarios de los fragmentos de dcido nucleico especificos para esos marcadores. Los marcadores incluyen
mammagloblna (Sec ID n°. 17) y uno o mds (preferiblemente uno) de los siguientes: B305D (Sec. ID n°. 14), PIP
(Sec. ID n°. 18), B726 (Sec ID n°. 15), CABA (Sec. ID n°. 16) u OBE (Sec. ID. n°.). La combinacién de un marcador
especifico para un tejido y un marcador especifico para cdncer proporciona una sensibilidad y una especifidad que
exceden de 90% y 95%, respectivamente. Existen varios marcadores en forma de isoformos siendo algunos de los
isoformos mads especificos para un tejido o cancer que otros. En el caso del B305D, el isomorfo mds preferido es el
isomorfo C B305D. Es también el isomorfo mas preferido en combinacién con el marcador de mammaglobina.

En el caso de melanoma, el procedimiento reivindicado implica la amplificacién de marcadores especificos pa-
ra el cancer melanoma Asi, los conjuntos de cebadores son complementarios de los fragmentos de dcido nucleico
especificos para esos marcadores Los marcadores incluyen uno o mds (preferiblemente dos o mas) de los siguientes:
tirosinasa (Sec ID n°. 22) y MART I (Sec ID n°. 21). Estos marcadores proporcionan una sensibilidad y una especifidad
que exceden de 90%.

La reaccién debe contener también algiin medio de deteccién de una sefial especifica. Esto se logra preferible-
mente mediante el uso de un reactivo que detecta una regién de una secuencia de ADN derivada de la polimerizacién
de la secuencia diana de interés. Los reactivos preferidos para la deteccién dan un diferencia de sefial mensurable
cuando se unen a una secuencia especifica de dcido nucleico de interés. A menudo, estos procedimientos implican
sondas de dcido nucleico que dan una fluorescencia incrementada cuando se unen a una secuencia de dcido nucleico
especifica de interés. El progreso de las reacciones de PCR del procedimiento inventivo tipicamente se controla por
andlisis de las velocidades relativas de la produccién de amplicones de cada conjunto de cebadores de PCR. El con-
trol de la produccién de amplicones puede realizarse por varios reactivos y procedimientos de deteccion, incluidos,
sin limitacion, cebadores fluorescentes, sondas fluor6genas y colorantes fluorescentes que se unen a ADN de cadena
doble, balizas moleculares, escorpiones y otros. Un procedimiento comin para controlar una reaccién PCR emplea un

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2310275 T3

ensayo fluorescente de 5’ nucleasa. Este procedimiento explota la actividad de 5 nucleasa de ciertas ADN polimerasas
termoestables (tales como Taq o Tfl ADN polimerasas) para escindir una sonda oligémera durante el procedimiento
de PCR. El oligémero se selecciona para anillarse a la secuencia diana amplificada en condiciones de alargamiento.
La sonda tipicamente tiene un informador en su extremo 5’ y un extintor fluorescente en el extremo 3’. Mientras
que el oligémero estd intacto, la sefal fluorescente del informador se apaga. Sin embargo, cuando el oligdmero se
digiere durante el proceso de alargamiento, el informador ya no estd en la proximidad del extintor. La acumulacién
relativa del informador fluorescente libre para un amplicén dado puede compararse con la acumulacién de los mismos
amplicones para una muestra de control y/o a la de un gen de control, tal como, sin limitaciones, S-actina y PBDG
(porfobilinogendesaminasa) para determinar la abundancia relativa de un producto de ADNc dado de un ARN dado
en una poblacién de ARN. Los productos y reactivos para un ensayo de 5’-nucleasa son facilmemte adquiribles en el
comercio, por ejemplo, de Applied Biosystems.

Los reactivos de deteccion preferidos se denominan comercialmente “escorpiones” y se describen en las patentes
U.S. n°% 6-326.145 y n°. 5.525.494. Estos reactivos incluyen una o mas moléculas que comprenden un cebador de cola
y un sistema de sefializacion integrado. El cebador tiene una regioén de unién de molde y una cola que comprende un
conector y una regioén de unién diana. La regién diana de unién de la cola se hibridiza con una secuencia complementa-
ria en un producto de extension del cebador. Este acontecimiento de hibridacion especifica de una diana est4 acoplado
aun sistema de sefializacién en el que la hibridacién conduce a un cambio detectable. En reacciones de PCR, la regién
de unién diana y la regién de cola ventajosamente estdn dispuestas de manera que la regién de cola permanece de una
sola cadena, esto es, no copiada. Asf, la regién de cola es no amplificable en los productos de amplificacién por PCR.
El conector comprende un resto de bloqueo que previene la extension de cadena mediada por polimerasa en el molde
de cebador.

El equipo y el software también son facilmente asequibles para controlar y guiar la acumulacién de amplicones en
PCR y QRT-PCR incluido el termociclador Smart Cycler, disponible comercialmente en Cepheld de Sunnyvale, Cali-
fornia, y el sistema de deteccion de secuencias ABI Prism 7700, adquirible comercialmente de Applied Biosystems.

En las reacciones de RT-PCR preferidas, las cantidades de cierta transcriptasa inversa y los componentes de la
reaccion PCR son tipicas con el fin de aprovechar los tiempos de rampa mads rdpidos de algunos cicladores térmicos.
Especificamente, las concentraciones de cebador son muy altas.

Las concentraciones tipicas de cebador especifico al gen para reacciones de transcriptasa inversa son inferiores a
aproximadamente 20 nM. Para conseguir una rdpida reaccién de transcriptasa inversa, del orden de uno o dos minutos,
la concentracién del cebador de transcriptasa inversa se aumenté a mds de 20 nM, preferiblemente a como minimo
50 nM vy, tipicamente, a aproximadamente 100 nM. Las concentraciones estandar de cebador de PCR varfan de 100
nM a 300 nM. En reacciones estdndar de PCR se pueden usar concentraciones mas altas para compensar variaciones
de Tm. Sin embargo, a los fines que se consideran aqui, las concentraciones de cebador indicadas son para circuns-
tancias en las que no se necesita compensar Tm. Se pueden determinar empiricamente y usar concentraciones de
cebadores proporcionalmente més altas si se desea o es necesario compensar Tm. Para conseguir reacciones rapidas
de PCR, las concentraciones de cebador de PCR tipicamente son mayores que 250 nM, preferiblemente mayores que
aproximadamente 300 nM y tipicamente de aproximadamente 500 nM.

Los diagndsticos comercialmente usados emplean también preferiblemente uno o més controles internos positivos
que confirman la operacién de una reaccién de amplificacién particular para un resultado negativo. Entre las causas
potenciales de resultados negativos falsos que se deben controlar en una reaccién RT-PCR estdn incluidos: cantidad
inadecuada de ARN, degradacién del ARN, inhibicién de RT y/o PCR y error del experimentador. En el caso de
ensayos de expresion de genes, es preferible utilizar un gen que se expresa continuamente en el tejido de interés.
PBGD (Seq. ID n°. 20) es un gen que se usa cominmente como control interno debido a varios factores: no contiene
pseudogenes conocidos en seres humanos, se expresa constitutivamente en tejidos humanos y se expresa a un nivel
relativamente bajo y por tanto es menos probable que cause inhibicién de la amplificacién de secuencias diana de
interés. El uso de PBGD como control minimiza o elimina dar resultados experimentales erréneos que se deben a
todas las fuentes potenciales de resultados negativos falsos.

En la comercializacion de los procedimientos de QRT-PCR, ciertos kits para la deteccién de dcidos nucleicos es-
pecificos son particularmente utiles. En una realizacidn, el kit incluye reactivos para amplificar y detectar marcadores.
Opcionalmente, el kit incluye reactivos de preparacion de muestras y/o articulos (por ejemplo tubos) para extraer
acidos nucleicos de tejido de ganglios linfaticos. Los kits pueden incluir también articulos para minimizar el riesgo
de contaminacién de la muestra (por ejemplo, escalpelo desechable y superficie para la diseccién y preparacion de
ganglios linféticos).

En un kit preferido, estan incluidos los reactivos necesarios para el procedimiento de QRT-PCR de un tubo descrito
antes, tales como transcriptasa inversa, cebador de transcriptasa inversa, un conjunto de los correspondientes cebadores
de PCR (preferiblemente para marcadores y controles), una ADN polimerasa termoestable tal como Taq polimerasa,
y un(os) reactivo(s) de deteccidn adecuado(s) tales como, no limitativamente, una sonda escorpion, una sonda para un
ensayo fluorescente de 5’ nucleasa, una sonda molecular de baliza, un cebador de colorante individual o un colorante
fluorescente especifico para ADN de doble cadena, tal como bromuro de etidio. Preferiblemente, los cebadores estin
en cantidades que dan las altas concentraciones descritas antes. Estdn disponibles comin y comercialmente ADN
polimerasas termoestables en una variedad de fabricantes. Son otros materiales adicionales del kit: tubos o viales de
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reaccion adecuados, una composicién de barrera, tipicamente una perla de cera que opcionalmente incluye magnesio;
mezclas de reaccién (tipicamente 10X) para la transcriptasa inversa y las etapas de PCR, incluidos tampones y reactivos
necesarios tales como dNTPs; agua exenta de nucleasa o ARNasa; inhibidor de ARNasa; dcido(s) nucleico(s) de
control y/o cualesquier tampones adicionales, compuestos, cofactores, constituyentes iénicos, proteinas y enzimas,
polimeros y similares que se pueden usar en transcriptasa inversa y/o etapas de PCR de reacciones de QRT-PCR.
Opcionalmente, los kits incluyen reactivos y materiales para extraccién de dcidos nucleicos.

Los ejemplos no limitativos siguientes ayudan a describir mas la invencion.
Ejemplos
PCR en tiempo real

Los ejemplos de la presente invencién estdn basados en el uso de PCR en tiempo real. En PCR en tiempo real, los
productos de la reaccién en cadena de polimerasa se controlan en tiempo real durante la fase exponencial de PCR y no
en una medicién en el punto final. Por ello, la cuantificacién de ADN y ARN es mucho mds precisa y reproductible.
Los valores de la fluorescencia se registran durante cualquier ciclo y representan la cantidad de producto amplificado
en ese punto en la reaccién de amplificacién. Cuantos mas moldes estén presentes al comienzo de la reaccién, menor
es el ndmero de ciclos necesario para alcanzar un punto en el que se registra primeramente la sefial de fluorescencia
como estadisticamente significativa por encima del fondo, que es la definicion de los valores (Ct). El concepto del ciclo
umbral (Ct) permite una cuantiifcacion precisa y reproductible usando RT-PCR basada en fluorescencia. La deteccién
homogénea de productos de PCR se realiza preferiblemente basdndose en: (a) colorantes de uniéon de ADN de doble
cadena (por ejemplo, SYBR Green); (b) sondas fluorégenas (por ejemplo, sondas Tag Man, balizas moleculares) y (c)
cebadores directos marcados (por ejemplo, cebadores Amplifluor).

Ejemplo 1

Una comparacion de ARN extraido por el procedimiento rdpido y por el procedimiento de la técnica anterior basado
en PCR en tiempo real con ensayos con Tagman

Se compré de Genomics Collaborative un total de 16 ganglios H&E positivos 15 muestras de ganglios de mama
H&E negativos.

Se procesé como sigue una pieza de 30 mg de tejido: se afiadieron 600 ul de tampén RLT y la muestra de tejido
se homogeneizé manualmente durante 20-40 s mediante una trituradora de tejidos desechable (cat. 15704-126, VWR
Scientific, West Chester, PA). El tubo se centrifugo durante 3 min a velocidad maxima en una centrifugadora Eppendorf
modelo 5415C. El fluido sobrenadante se pasé a un nuevo tubo y se afiadié 1 volumen de etanol al 70%.

La muestra (700 ul) se aplicé a una minicolumna RNeasy puesta en un colector de vacio QIAvac 24 y se aplic
vacio. Se afiadi6 tampén RWI (700 ul) y se dejé que la mezcla filtrara a través de la columna. Se afiadié con pipeta
a la columna tampén RPE (500 ul) y se dejo6 filtrar a través de la columna. Se afiadieron a la columna otros 500 ul
de tampén RPE y se dejé que la mezcla filtrara a través de la columna. La columna RNeasy se puso en un tubo de
recogida de 2 ml y se centrifugo en una microcentrifugadora a la velocidad maxima durante 1 min. Se eluy6 luego el
ARN de la columna, pasando la columna RNeasy a un tubo nuevo de recogida de 1,5 ml, afiadiendo 50 ul de agua
exenta de ARNasa y centrifugando durante 1 min a 8000 X g.

Parte 11
Extraccion rdpida

La segunda pieza de 30 mg del tejido de ganglio linfatico se procesé por un protocolo rapido como sigue: (1) la
pieza de tejido se afiadié a 600 u1 de tampdén RLT y se homogeneizé manualmente durante 20-40 s con una trituradora
de tejidos desechable; (2) el homogeneizado se centrifugo a través de una columna QIAshredder durante 30 s a la
velocidad médxima; (3) al lisado se afiadi6 1 volumen de etanol al 70% y se mezcl6 con pipeta; (4) la muestra se aplicd
luego a una minicolumna RNeasy puesta en un colector de vacio QIAvac 24 y se aplicé vacio; (5) se afiadieron a la
columna 700 ul de tampén RWI y se dej6 que filtrar a través de la columna; (6) se afiadieron a la columna 500 ul de
tamp6n RPE y se dejé que filtrara a través de la columna; (7) se pasé la columna a un tubo de recogida de 2 ml y se
centrifugé durante 30 s a 10.000 rpm; (8) se afiadieron a la membrana 25 ul de agua exenta de ARNasa y la columna
se centrifugo durante 30 s a 10.000 rpm para eluir el ARN. Todas las etapas de centrifugacién en el protocolo rapido
se realizaron en una centrifugadora VWR modelo 10MVSS.

Se transcribi6 inversamente el ARN extraido y se cuantificaron el ARN y el ADN como se ha descrito previamente.

Para los ensayos Taqgman se compraron de Applied Biosystems, Foster City, CA: kit Tagman Core Reagent, tamp6n
de PCR Gene Amp 10 X, Amp Erase Uracil-N-glicosidasa y ADN polimerasa Ampli Taq Gold. Todos los otros
reactivos se obtuvieron de fuentes comerciales descritas en el Ejemplo 1. El glicerol se compré de Sigma Chemical
Co. (St. Louis, Mo.) y Tween 20 de Eastman Organic Chemicals (Rochester, NY).
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Los cebadores de mammaglobina (SEQ ID n°. 3 y SEQ ID n°. 4) fueron sintetizados por Invitrogen Corp. (Carlsbad,
CA) y la sonda de Tagman de mammglobina (SEQ ID n°. 7) de Epoch Biosciences (San Diego, CA). Los cebadores de
PBGD (SEQ ID n°. 8 y SEQ ID n°. 9) fueron sintetizados por Qiagen Operon (Alameda, CA) y la sonda (SEQ ID n°. 23)
por SYNTHEGEN, LLC (Houston, TX), los cebadores de B305D (SEQ ID n°. 11 y SEQ ID n°. 12) fueron sintetizados
en Invitrogen Corp., y la sonda (SEQ ID n°. 13) por Applied Biosystems, Inc. Para todas las sondas Tagman se usaron
como colorante y par de extincién carboxifluoresceina (FAM) y carboxitetrametilrrodamina (TAMRA).

SEQ ID NO. 3 CAAACGGATG AAACTCTGAG CAATGTTGA

SEQ D NO. 4 TCTGTGAGCC AAAGG TCTTG CAGA

SEQ D NO. 7 6-FAM - TGTTTATGCA ATTAATATAT GACAGCAGTC TTTGTG-TAMRA
SEQ D NQ. 8 CTGAGGCACC TGGAAGGAGG

SEQ ID NO. 9 CATCTTCATG CTGGGCAGGG

SEQ D NO. 23 8- FAM-CCTGAGGCAC CTGGAAGGAG GCTGCAG TGT-TAMRA

SEQ ID NO. 11 TCTGATAAAG GCCGTACAAT G

SEQID NO. 12 TCACGACTTG CTGTTTTTGC TC

SEQ ID NO. 13 6-FAM-ATCAAAAAACA AGCATGGCCTA CACC- TAMRA

Para los ensayos de Tagman se prepar6 una mezcla madre afiadiendo 10 ul de tamp6n n°. 1 de PCR 10 X, 14 ul
de MgCl, 25 mM, 8 ul de ANTP 10 mM, 1 ul de AmpErase UNG (1 U/ul), 16 ul de glicerol, 1 ul de Tween 20 al
1% plv, 0,75 ul de AmpliTaq Gold (5U/ul), 6 ul de cada cebador de un acopio 5 M, 0,4 ul de un acopio 10 uM de
sonda y agua a un volumen total de 96 ul. Se afiadieron la mezcla madre (48 ul) y 2 ul de cADN de cada muestra
de ganglio a cada pocillo de placa de microtitulacién de reaccidn Optica. Después de rematar con remates Opticas,
las placas se procesaron con un sistema de deteccién de secuencias ABI Prism 7900 HT (Applied Biosystems, Inc.,
Foster City, CA). Los reactivos comerciales, incluidos el kit de reactivos Tagman PCR Core, los reactivos de molde
de ADN Tagman y los reactivos de deteccién de Tagman B-actin se compraron de Applied Biosystems (Foster City,
CA) y el ensayo se realiz6 de acuerdo con el protocolo recomendado por el fabricante. Para el andlisis con el ensayo
de mammaglobina se usé un valor umbral de 0.02, de 0,03 para el ensayo de B305D, de 0,08 para el ensayo de B-
actina y de 0,1 para el ensayo de PBDG. En las Tablas 3 y 4 se dan las medias de la determinacién por triplicado en
los ensayos de Tagman.

En la Tabla 1 se presenta una comparacién de la medida en tiempo real de los genes domésticos B-actina y PBGD.
en 15 muestras de ganglios H&E negativos asi como en 16 ganglios H&E positivos y dos muestras de control de
cADN. Los resultados de estos experimentos indican una buena conformidad entre los valores de Ct obtenidos con el
método rapido de esta invencion y los procedimientos comerciales estindar (QIAGEN), lo que confirma que el ARN
extraido por el protocolo de extraccién rapida de ARN es capaz de ser inversamente transcripto y amplificado por PCR
en cuantia similar al ARN extraido basdndose en un protocolo comercial estandar.

La Tabla 2 compara resultados de expresion de genes basados en el valor de Ct para los marcadores de cancer
de mama mammaglobina y B305D con las mismas muestras de ganglios de mama evaluadas en la Tabla 1. Para
determinar si se puede hacer una correlacién entre muestras de ganglios de mama H&E positivos y H&E negativos
basdndose en resultados en tiempo real, se identificé el valor mas bajo de Ct para cada marcador en las muestras de
ganglios de H&E negativos para mammaglobina y B305D. A las muestras H&E positivas se aplic6 un corte arbitrario,
pero conservador, de 2,5Ct valores menos que este valor mds bajo entre las muestras H&E negativas. Las muestras que
estan sombreadas en la Tabla 2 tienen una expresion mds alta para estos dos marcadores de mama en cuanto a que el
valor de Ct es como minimo 2,5Ct valores mds bajo que un valor de Ct observado entre las muestras H&E negativas.
Habia una buena correlacién en la expresion de estos marcadores usando el procedimiento rdpido de esta invencién y
el protocolo comercial recomendado por el fabricante (QIAGEN).

Usando mammaglobina como marcador, los valores de Ct en dos muestras entre las 15 muestras de ganglios H&E
no se correlacionaban estrictamente entre el procedimiento rapido de esta invencion y los protocolos de extraccién de
ARN QIAGEN. En una de estas muestras, GCLNC-24, la diferencia en el valor de Ct era de 0,4, que esta dentro del
error experimental. La segunda muestra presentaba diferencias mayores en el valor de Ct tanto con mammaglobina
como con B305D debido a dificultades en la cuantificacién espectral de ARN en estas muestras asi como a posibles
problemas de muestreo debidos a la distribucién no uniforme, bien establecida, de metastasis en los ganglios. (Csemi
1999, Metastases in axillary sentinal lymph nodes in breast cancer as detected by intensive histopathological work up,
J. Clin. Pathol., 52:0922-924).
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TABLA 1

Valores de Ct

Valores de Ct

r para B-actina para PBGD

Muestra Molde Qiagen Rapido Qiagen | Répido

1 GCLNN-10 207 219 326 34.1

2 GCLNN-11 205 21.0 337 27

3 GCLNN-12 217 25 328 3238

4 GCLNN-14 212 19.1 32.1 310

5 GCLNN-15 19.8 213 325 399

Q 6 GCINN-19 | 224 230 299 39.1
= 7 GCLNN-20 17.8 18.6 317 30.9
D 8 GCLNN-23 214 192 331 314
c 9 GCLNN-24 21.1 26.1 36.9 37.0
g.g 10 | GCLNN-25 19.1 214 327 33.1
T 11 GCLNN-26 238 26.7 400 397
12 | CBINN-274 | 201 19.8 315 30.7

13 ] CBLNN-257 | 204 26 328 34.0

14 | CBLNN-258 | 234 276 331 354

15 | CBLNN-262 | 230 236 330 321

16 GCLNC-1 18.7 18.5 28.8 29.1

17 GCLNC-5 20.4 216 31.3 31.0

18 GCLNC6 20.0 19.9 314 302

19 GCLNC-7 206 28.2 293 32.1

20 | GCLNC-11 189 195 312 30.9

g 21 GCLNC-12 26.1 238 326 312
= 22 | GCLNC-13 205 189 308 277
o, 23 | GCLNC-16 205 27 31.1 305
o [(2a | GaNCi7 | 221 19.4 400 291
P 25 | GCLNC-20 20.0 19.5 31.9 296
T 26 | GCINC-21 21.1 21.3 335 322
27 | GCINC22 24.2 29 29.3 321

28 | GCLNC-23 18.4 20.7 296 355

29 | GCLNC-24 19.1 19.5 294 30.1

31 ALNC-1 21.1 19.4 302 30.8

R ALNN-2 18.9 19.5 314 300

33 | CBLNN-247 18.2 207 315 311
Valores de corte 337 375 36.1 361
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TABLA 2

ensayos Tagman para mammaglobina y B305D de genes de cdncer

Valores'de Ct Valores de Ct
— para MG - para B305D-A/C -
Muestra Molde Qiagen ] Répido Qiagen Rapido
1 GCLNN-10 40.0 40.0 40.0 40.0
2 GCLNN-11 40.0 40.0 40.0 400
3 GCLNN-12 40.0 40.0 39.7 39.9
4 GCLNN-14 40.0 40.0 39.6 399
4 5 GCLNN-15 40.0 40.0 39.6 40.0
F= 6 GCLNN-19 40.0 40.0 40.0 40.0
S 3 GCLNN20 | 40.0 | 40.0 38.6 386
Q 8 GCLNN-23 40.0 40.0 38.0 40.0
= ) GCLNN-24 | 40.0 30.0 40.0 200
e 10 | GCLNN25 | 40.0 20.0 40.0 40.0
T 11 GCLNN-26 36.2 40.0 40.0 40.0
12 CBLNN-274 | 40.0 40.0 39.3 395
13 CBLNN-257 | 40.0 400 40.0 39.5
14 CBLNN-258 §| 40.0 40.0 40.0 40.0
15 CBLNN-262 | 40.0 40.0 396 395
16 GCLNC-1_ B0t RS mor et = e WS
17 GCLNC-5 39.7 40.0 [SE5uo0mgE) 36.6
18 GCLNC-6 |23 5E| oSS eisi O P kS
19 GCLNC-7 [E520Zapyiad 8- 3s| S0 0 SERAI0R
20 GCLNC-11 [ ool ai By iR s i | S 6420
o 21 GCLNC-12 [ZEa2Z 03088 THRNRE
S 22 GCLNC-13 40.0 39.7 38.3
= 23 | GCLNC-16 RE208@iiesaaiyy 36.5 _ |5AussIosRs
8 |24 | GCINC17 |50 iB|nrs s ar e Sumu ot
o 25 GCLNC-20 |E530%6 5k i3 0z oe=2 6 8 e | 352 LB RCY.
u 26 GCLNC-21 | 40.0 389 [SSCaaipui) SPRSiodtey
°:€ 27 GCLNC-22 | 394 [E=3635 364 [es=OitHmax
28 | GCLNC-23 |33 $FI38Hcua DR SRS 07BN
29 | GCLNC-24 | 376 [ES37AuHENs 0zslan29:7 85
31 ALNC-1 |50 Boa| a4 0es| S ST | =728 TORER]
32 ALNN-2 R iaedlentib i a2 SV e | b2 319 !
33 CBLNN-247 359 38.2 |EE200nnelEstBoriEs
Valores de corte 33.7 a7.s5 36.1 36.1

Ejemplo 2
Evaluacion de una columna QIAshredder

La finalidad de este ejemplo es demostrar que la columna QIAshredder se puede usar después de la homogeneiza-
cién de tejido de ganglios linfaticos y que la centrifugacion del homogeneizado durante s6lo 30 s da una extraccién

aceptable de ARN.

Se obtuvo de Genomics Collaborative (Cambridge, MA) un ganglio axilar de mama que era H&E negativo. Se
mezcl6 una rodaja de tejido de 490 mg con 5,5 ml de tampén RLT y se homogeneizé el ganglio. Se eliminaron 600
microlitros de homogeneizado y se extrajo ARN usando la extraccién rapida descrita en el Ejemplo 1. Como control
se trataron otros 600 ul de homogeneizado usando el mismo procedimiento de extraccion rdpida, excepto que se usé
una centrifugacién durante 3 min en vez de la columna QIAshredder. Se transcribi6 inversamente el ARN de cada
reaccion y se cuantificé como se ha descrito en el Ejemplo 1. Se realizé PCR en tiempo real usando sondas Tagman.

Los resultados de estos estudios indicaron rendimientos de ARN similares de 0,31 ug/ul en el protocolo que implica
el protocolo de QIAshredder en comparacion con 0,34 ug/ul en el protocolo de centrifugacién. Se obtuvo una relacién
260/280 nm idéntica de 2,1 en ambas muestras, lo que indica un ARN de alta calidad. Los ensayos de PCR en tiempo
real indicaron también valores de Ct similares para mammaglobina con ARN extraido por la columna QIAshredder en
comparacion con el protocolo que implica (22,5 frente a 22,0) asi como con B305D (26,7 frente a 26,6) asi como con
PBDG (29,1 frente a 29,0) de genes domésticos y B-actina (SEQ ID n°. 19, 18,5 frente a 18,2).
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En resumen, este experimento indica resultados similares de la amplificacién por PCR en tiempo real en cuanto a
rendimiento de ARN, calidad y tiempo real con el protocolo que implica una columna QIAshredder en vez de una etapa
de centrifugacion de 3 min después de homogeneizacion. Esto reduce en 2,5 min el tiempo requerido para realizar la
extraccion de ARN, lo que es importante al desarrollar protocolos adecuados para aplicaciones intraoperativas y otras
en las que se requieren resultados rapidos para impactar sobre el cuidado del paciente.

Ejemplo 3
Efecto de la dilucion del lisado sobre el rendimiento de ARN y la precision

El ejemplo siguiente ilustra el efecto de la dilucién del lisado sobre el rendimiento de ARN y la precisién de la
recuperacion de ARN. En este ejemplo. se cortaron 20 mg, 10 mg o 5 mg de tejido de ganglio de cerdo congelado. El
tejido se triturd usando una trituradora de tejidos desechable de 50 ml durante 30 s y las muestras se centrifugaron por
rotacion. Para cada peso de ganglio se hicieron tres replicados. 1 ml de cada lisado se pasé a un tubo de centrifugadora
de 1,7 ml que se centrifugd luego en una centrifugadora Eppendorf a velocidad maxima (14.000 rpm) durante 30 s.
Se centrifugaron 700 microlitros a través de una columna QIAshredder y las muestras se centrifugaron a la velocidad
maxima durante 30 s. La columna se lavé luego, se secd y se eluy6é el ARN como se ha descrito antes en el Ejemplo
2, parte I, etapas 4-8. Se cuantific6 el ARN mediante un Gene Spec II. Los resultados de estos estudios se presentan
en las Tablas 3 y 4 e ilustran la excelente precisién en un peso inicial de tejido de ganglio de 2,5 mg homogeneizado
en 600 ml de tamp6n de homogeneizacion, en comparacién con muestras con mayores pesos que incluyen 10 mg y 20
mg de tejido de ganglio. Estos resultados indican que se puede obtener una precisiéon mejorada de la recuperacién de
ARN a peso menor del ganglio. También seria de esperar que homogeneizados mas diluidos filtraran mas rdpidamente
a través de la columna y que incluso hubiera menos problemas potenciales de atasco del filtro.

TABLA 3

Efecto de la dilucion del lisado sobre la recuperacion de ARN

Recuperacion total de RNA: Técnica de extraccién rapida

2 a0
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2 35 44— — — o
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=] »>.

é 30

= 25
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5 =20

1= *

g 15 F 3

§ 104 ~— — —— — T
2 5
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TABLA 4

Efecto de la dilucion

Extraccion de RNA con difucion: Eliminacion de
centrifugacion y trituracién del homogeneizado

|
O Cenkif. de homogeneiz+Hritur.
@ Sin centrifug + triturar

a antﬁﬁ:g sin mturar

é Sin centrif. v sin triturar

Total de microgramos de RNA

8ra/rd 4myferi 2mg/ml tmg/rr
Miligramos de tejido/mi de tampén RTL

Ejemplo 4
Ensayo TagMan de ARN de muestras de ganglios linfdticos
Transcripcion inversa

Se sintetiz6 ADNc a partir de 20 ug de ARN total a 42°C durante 60 min en una mezcla de reaccion de 250 ul que
contenia Tris-C1 50 mM pH 8,3, KC1 75 mM, MgCl, 3 mM, DTT 10 mM, 2000U de Superscript, 400 U de Rnasina, 2
ug de cebador oligo dT, 0,08 mg/ml de BSA y 0,2 mM de cada uno de dACT, dCTP, dGTP y TTP. El cADN resultante
se diluy6 1:8 en agua.

Amplificacion por PRC

2 ul de cada cADN diluido se amplificaron en el Applied Biosystems 7900 con un volumen total por pocillo de
50 ml. La amplificacién se realiz6 con el protocolo siguiente: 50°C durante 2 min y 95°C durante 10 min, luego 40
ciclos de 95°C durante 15 segundos (s), 60°C durante 1 min (58°C para B726) y 68°C durante 1 min. Los componentes
de la mezcla de reaccién y las concentraciones finales son los siguientes: 1 X tampén A de TagMan (ABI), MgCl,
3,5 mM, 0,2 mM de dGTP, dCTP y cATP, dUTP 0,4 mM (ABI), 0,1 u/ul de Amp/Erase UNG (ABI), 0,0375 U/ul de
AmpliTaq Gold (ABI), 8% de glicerol (Sigma), 0,01% de Tween 20 (Kodak), 0,3 uM de cada cebador (Invitrogen),
agua exenta de RNasa/DNasa (Sigma) y sonda de nucleétido 5°-FAM, 3’ TAMRA 40nM (Synthegen). A cada conjunto
de cebador/sonda se asigné un umbral de sefial relativa respecto a un colorante de referencia interna (ROX) en el
intervalo lineal logaritmico del aumento de la intensidad fluorescente causado por el aumento de producto de PCR.
Los valores de Ct resultantes se utilizaron para determinar la expresion relativa de los genes en todas las muestra
ensayadas.

Cebadores utilizados

Mammaglobina

Cebador 1 1, SEQ ID NO 3 - CAAACGGATGAAACTCTGAGCAATGTTGA
Cebador 2 2, SEQ ) NO 4 - TCTGTGAGCCAAAGGTCTTGCAGA
Sonda . SEQIDNO 7 - FAM-TGTTTATGCAATTAATATATGACAGCAGTCTTTGTG-TAMRA

12
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B305D

Cebador 1 SEQID NO 11 - TCTGATAAAGGCCGTACAATG
Cebador 2 SEQ ID NO 12 - TCACGACTTGCTGTTTTTGCTC
Sonda. SEQ ID NO 24 - FAM ATCAAAAAACAAGCATGGCCTCACACC

PBGD
Cebaaor 1 SEQ ID NO 25 - CTGCTTCGCTGCATCGCTGAAA
Cebador 2 SEQ ID NO 26 - CAGACTCCTCCAGTCAGGTACA
Sonda SEQ ID NO 23 - FAM-CCTGAGGCACCTGGAAGGAGGCTGCAGTGT-TAN

PIP
Cebador1  SEQID NO 27 - GCTTGGTGGTTAAAACTTACC

Cebador 2 SEQ ID NO 28, - TGAACAGTTCTGTTGGTGTA

Sonda SEQ ID NO 29 - FAM-CTGCCTGCCTATGTGACGACAATCCGG-TAMRA

GABA
Cebador 1 SEQID NO 30 - CAATTTTGGTGGAGAACCCG
Cebador 2 SEQ ID NO 31 - GCTGTCGGAGGTATATGGTG
Sonda, SEQID NO 32 - FAM CATTTCAGAGAGTAACATGGACTACACA TAMRA

B726
Cebador 1 SEQ ID NO 33 - GCAAGTGCCAATGATCAGAGG
Cebador 2 SEQ ID NO 34- ATATAGACTCAGGTATACACACT
Sonda. SEQ ID NO 35 - FAM TCCCATCAGAATCCAAACAAGAGGAAG

Resultados

La tabla anexa contiene los valores de Ct obtenidos para 11 ganglios linfaticos histolégicamente negativos y 24
ganglios linfaticos histolégicamente positivos. Para cada marcador se determind un corte para el cardcter positivo
sustrayendo 2,5 ciclos del Ct mas bajo observado con las muestras histolégicamente negativas. Las muestras positivas
estdn sombreadas. Basdndose en estos criterios, se determinaron las velocidades de deteccion para los marcadores
individuales. Se ve una complementariedad éptima con mammaglobina combinada con B305D A/C, una combinacién
que detecta 23/24 muestras histolégicamente positivas. Una combinacién de mammaglobina, B305D y GABA detect6
la totalidad de las 24 muestras. Véase la Tabla 5.

TABLA 5
Muestra MG PIP B305D | GABA | B726 | PBGD Actina
N1 50.0 36.2 35.8 36.5 50.0 30.6 21.6
N2 50.0 38.7 39.0 37.0 50.0 30.4 211
N3 50.0 37.8 39.6 39.1 50.0 28.6 23.1
N4 36.3 36.4 39.8 40.0 50.0 32.4 19.8
N5 48.4 40.0 40.0 40.0 50.0 35.8 211
N6 46.9 34.8 38.9 36.1 50.0 28.5 20.3
N7 50.0 35.2 40.0 38.4 50.0 27.8 20.3
N8 38.8 38.5 36.9 37.5 50.0 29.4 217
N9 50.0 37.0 379 36.4 50.0 30.6 20.1
N10 50.0 40.0 38.1 40.0 50.0 31.0 22.3
N11 50.0 39.4 35.8 39.9 50.0 29.4 19.7
C1 25.7 25.1 259 36.7 258 28.8 21.7
Cc2 36.0 32.5 35.6 27.2 415 29.0 23.2
C3 26.2 30.7 268 37.2 356.2 29.9 241
C4 26,7 22.9 29.7 30.4 379 27.3 20.5
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TABLA 5 (continuacién)

Mussira MG | PIP | B30SD | GABA | B726 | PBGD | Actina |
C5 259 | 233 34.8 38.0 | 39.1 278 | 211
Cé 297 | 36.6 28.8 299 | 404 | 262 | 204
C7 350 | 33.9 254 234 | 427 | 271 | 225
cs 227 | 253 29.3 380 | 378 | 278 | 189
C9 192 | 2686 27.7 36.3 | 360 | 262 | 21.1
C10 20.2 | 300 27.4 338 | 397 | 294 | 232
C11 304 | 332 29.0 262 | 40.7 | 279 | 214
c12 186 | 27.7 24.3 36,0 | 336 | 288 | 194
C13 234 | 17.0 23.1 382 | 243 | 274 | 218
C14 359 | 307 28.0 398 | 423 | 313 | 217
c15 270 | 281 25.6 346 | 255 | 297 | 211
ct6 325 | 345 36.9 235 | 46.1 217 | 276
c17 388 | 357 27.5 263 | 374 | 288 | 297

C18 369 | 348 29.2 247 | 500 | 264 | 220
C19 316 | 229 24.5 38.0 | 39.1 289 | 247
C20 223 | 276 21.4 326 | 329 | 270 | 216
c21 19.3 | 24.8 25.1 362 | 289 | 284 | 213
C22 322 | 284 258 379 | 373 | 306 | 235
c23 207 | 242 27.2 374 | 274 | 289 | 2286
C24 33.0 | 27.1 32.6 243 | 404 | 264 | 200
Corte 33.8 323 33.3 336 375
Muesiras posifivas delectadas19/24  17/24  21/24  10/24  11/24

Ejemplo 5
Marcadores miiltiples

Transcripcion Inversa

Se sintetiz6 ADNc a partir de 20 ug de ARN total a 42°C durante 60 min en 100 ul de reaccién utilizando oligo-
cebadores dT anclados. 20 ng de cada ADNCc diluido se amplificaron en el Applied Biosystems 7900 con un volumen
total por pocillo de 50 ml. La amplificacién se realizé con el protocolo siguiente: 94°C durante 2 min, luego 50 ci-
clos de: 94°C durante 15 s, 62°C durante 15 s y 72°C durante 45 s..Los componentes de la mezcla de reaccién y las
concentraciones finales son los siguientes: 1 X tampén A de PCR (ABI), MgCl, 3,5 mM final, 0,05 mM de dGTP,
dCTP y cATP y TTP, 0,05 U/ul de Taq polimerasa que contenia un exceso 5-20X de 2 anticuerpos anti-Taq (TP4-9 y
TP1-12), 0,2 uM de cada cebador (Invitrogen), agua exenta de RNasa/DNasa (Sigma) y una dilucién 1:20000 de un
acopio de SYBR Green (Sigma). Las secuencias de amplificacién del cebador fueron idénticas a las empleadas en el
ensayo TagMan de ganglios linfaticos. Para determinar los valores de Ct se utilizé un umbral comun de 275 unidades
de fluorescencia. Los valores de Ct se convirtieron luego en expresion cuantitativa de gen y se trazaron en relacién con
un corte que se supuso que se aproximaba al nivel minimo de la expresién de gen requerida para diferenciar ganglios
linfaticos de metdstasis de la expresion de fondo.

14



ES 2310275 T3

Cebadores utilizados
Mammaglobina
5 Cebador 1, SEC ID NO 3 - CAAACGGATGAAACTCTGAGCAATGTTGA
Cebador 2,SEC ID NO 4 - TCTGTGAGCCAAAGGTCTTGCAGA

10 B305D
Cebador 1, SEC ID NO 11 - TCTGATAAAGGCCGTACAATG

Cebador 2, SEC ID NO 12 - TCACGACTTGCTGTTTTTGCTC

15
Los datos presentados en las Tablas 6-8 revelan la potencia de combinar genes mammaglobina y signaturas de
B305D para obtener alcance de la vasta mayoria de muestras de cancer de mama.
20
TABLA 6
Expresion de mammaglobina en diferentes tipos de células de mama
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TABLA 7

Expresion de B305D en diferentes tipos de células de mama
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TABLA 8
Expresion de mammaglobina y B305D en diferentes tipos de células de mama
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Ejemplo 5
RT-PCR rdpida de ARN purificado

ARN transcripto in vitro con mammaglobina (100.000 copias) se diluy6 en 20 ng con ARN de células blancas
de sangre y se sometié a amplificacién por RT-PCR en una etapa en un ciclador Cepheid Smart II en una mezcla
de reaccion que contenia lo siguiente: Bicina/KOH 50 mM pH 8,2, acetato potasico 115 mM, 8% v/v de glicerol, 0,2
mg/ml de BSA, trehalosa 150 mM, 0,2% v/v de Tween 20, tris-C1 0,2 mM pH 8, MnSO, 3,5 mM, dATP 0,3 mM, dCTP
0,3 mM, dGTP 0,3 mM, TTP 0,3 mM, 100 U/ml de Tth, 20 ug/ml de anticuerpo TP6-25,3, 0,45 uM de escorpién de
mammaglbina y 0,5 uM de cebador de mammaglobina.

Las condiciones de PCR fueron las siguientes (el asterisco denotaba la porcion del ciclo en la que se midié la
fluorescencia):

Condicion A: 95°C durante 3 s, 60°C durante 7 min, 70°C durante 2 min, luego 40 ciclos de: 95°C durante 3 s,
54°C durante 6 s* y 68°C durante 6 s; tiempo total = 34 min.

Condicién B: 95°C durante 3 s, 60°C durante 3 min, luego 40 ciclos de: 95°C durante 3 s, 54°C durante 6 s* y 68°C
durante 6 s; tiempo total = 29 min.

Condicién C: 95°C durante 3 s, 60°C durante 3 mi, luego 40 ciclos de: 95°C durante 3 s, 58°C durante 6 s* y 68°C
durante 6 s; tiempo total = 26 min.

Los resultados de este ensayo se presentan en la tabla siguiente.

Molde } Ct medio Tiempo total de ensayo, min

Condicion

A IVT-ARN |30,47 34,00

A NT 50,00 “

B IVT-ARN |30,26 29,00

B NT 50,00 “

C IVT-ARN |31,15 26,00

C NT 50,00 ¢

Como se puede deducir de estos datos, la reduccidn de la duracién de la etapa de transcripcion inversa de 9 a 3 min
no tiene un impacto discernible sobre el comportamiento del ensayo. El aumento de la temperatura de anillamiento a
58°C tiene sélo un impacto minimo de amplificacién y reduce el tiempo total de RT-PCR a 26 min. Se pueden realizar
mads reducciones del tiempo del ciclo por construccién del cebador y la sonda con temperaturas ptimas de ensayo
mas altas.

Ejemplo 6
Ensayo de RT-PCR multiplex rdpido para deteccion de metdstasis de ganglios linfdticos (profético)

En este ejemplo se somete a amplificacion por RT-PCT en una etapa, en un ciclador IT Cepheld Smart II, ARN
de ganglio linfético purificado (>100 ng de ARN total por 100 ul de reaccién utilizado para reducir el nimero total
de ciclos requerido para generar un resultado positivo). La mezcla de reaccién contiene los componentes siguientes:
Bicina/KOH 50 mM pH 8,2, acetato potasico 115 mM, 8% v/v de glicerol, 0,2 mg/ml de BSA, trehalosa 150 mM,
0,2% v/v de Tween 20, Tris-C1 0,2 mM pH 8, MnSO, o acetato de Mn 3,5 mM, dATP 0,3 mM, dCTP 0,3 mM, dGTP
0,3 mM, TTP 0,3 mM, 100 U/ml de Tth, 20 ug/ml de anticuerpo TP6-25,3, 0,4-0,8 uM de cada escorpién ny cebador.
Las secuencias de escorpidn y cebador estdn disefiadas de manera que se minimizan acontecimientos de imprimacién
no especificos y de manera que son compatibles con la amplificacién/deteccién miltiple con el siguiente perfil de RT-
PCR réapido:

95°C durante 3 s, 60°C durante 3 min, luego 32 ciclos de: 95°C durante 1 s, 65°C durante 6 s* y 72°C durante 3 s -
tiempo total de amplificacién = 16 min.
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Se utiliza el procedimiento de preparacion rapida de muestras descrito, que tiene una duracién < 4 min para
completarse.

Para la deteccidn de metdstasis de cdncer de mama a ganglios linfiticos se amplifican los genes siguientes mam-
maglobina, B305D y PBGD. La sefial de mammaglobina y/o B305D es indicativa de metastasis, mientras que PBGD
se utiliza como gen doméstico. En este ejemplo, los valores de Ct para ganglios linfaticos cdncer-positivos varian de
12 a 30 para mammaglobina y de 12 a 28 para B305D; la deteccién de cualquiera de los genes en este intervalo de Ct
es indicativa de un ganglio linfatico cadncer-positivo. En este ejemplo, los valores de Ct para el gen de control PBGD
deben estar en el intervalo de 24-23 ciclos para considerar valido un resultado cancer-negativo.

Para la deteccidén de metéstasis de cdncer de melanoma a ganglios linfaticos se utilizan las mismas condiciones, con
las excepciones siguientes: (1) se procesan ganglios linfaticos sospechosos de contener melanoma y (2) se amplifican
los genes siguientes: MART1, tirosinasa y PBGD. La sefial de PBGD y/o tirosinasa es indicativa de metdstasis de
melanoma a los ganglios linfaticos, mientras que PBGD se utiliza como gen doméstico. En este ejemplo, los valores
de Ct para ganglios linféticos cdncer-positivos varian de 18 a 30 para tirosinasa 'y de 12 a 27 para MART 1; la deteccién
de cualquiera de los genes en este intervalo es indicativo de un ganglio linfatico cancer-positivo. En este ejemplo, los
valores de Ct del gen de control PBGD deben estar en el intervalo de 24-30 ciclos con el fin de considerar vélido un
resultado céncer negativo

18
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para realizar un ensayo diagndstico intraoperativo, que comprende las etapas de: analizar
una muestra de tejido de ganglio linfatico de un paciente por extracciéon de ARN del ganglio linfatico; amplificar y
detectar el 4cido nucleico; y determinar si la presencia de mds de un marcador excede un valor de corte, en el que el
mencionado ARN se extrae en menos de 8 minutos y en el que el procedimiento se realiza en un periodo de no mas
de 35 minutos.

2. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que el mencionado ARN se extrae en menos de 6 minutos.

3. El procedimiento de la reivindicacién 1 para uso en la deteccién de micrometastasis.

4. El procedimiento de la reivindicacion 1 para uso en la deteccién de metdstasis de cdncer de mama.

5. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que los marcadores detectan la expresion
de un gen que corresponde a la SEC ID n°.17 y uno o mds del grupo constituido por las SEC ID n*. 14-16 y la SEC
ID n° 18.

6. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la amplificacién y deteccién del dcido
nucleico se realiza por PCR.

7. El procedimiento de la reivindicacién 6, en el que la mencionada PCR es RT-PCR.

8. El procedimiento de la reivindicacién 7, en el que la reaccion de transcripcion inversa se realiza en menos de 9
minutos.

9. El procedimiento de la reivindicacién 8, en el que la reaccion de transcripcion inversa se realiza en aproximada-
mente 3 minutos.

10. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en el que a la reaccién de transcripcion inversa
se afladen uno o més reactivos de control interno.

11. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el ARN es extrae de la muestra de
ganglio linfético:

(a) lisando las células que contienen el ARN de interés y produciendo un homogeneizado de ellas,
(b) opcionalmente, diluyendo el homogeneizado,

(c) poniendo en contacto la muestra de trabajo homogeneizada, humedecida, con un sustrato que contiene o al
que estd fijado un material al que se une el ARN,

(d) dejando que la muestra se una al sustrato,

(e) eliminando contaminantes y sustancias que interfieren,
(f) secando el sustrato y

(g) eluyendo el ARN del sustrato, y

utilizando la filtracion en las etapas de extraccién.
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> Johnson & Johnson
Atkins, David
Backus, John
Belly, Robert

Rosen, Steven
White, Robert

<120> ENSAYO NO OPERATIVO DE GANGLIO LINFATICO
<130> CDS 5009

<160> 35

<170> PatentIn versi6n 3.1

<210> 1
<211>23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 1
atgactgcct tgectecteca gta

<210>2

<211> 26
<213> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 2
ggctgttgct tggacttcte taaaga

<210>3

<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 3
caaacggatg aaactctgag caatgttga

<210>4
<211>24

23

26

29
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> la secuencia artificial es un cebador

<400> 4
tctgtgagee aaaggtettg caga

<210> 5
<211>23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 5
ggcecaacaaa getcaggaca aca

<210> 6

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

<220>
<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 6
geagtgactt cgtcatttgg acagta

<210>7

<211> 36
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 7
tgttatgca attaatatat gacagcagtc ttgtg

<210> 8
<211>20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> La secuencia artificial es un cebador

24

23

25

36
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<400> 8
catcttcatg ctgggcaggg

<210>9

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

<220>
<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 9
catcttcatgctgggcaggg

<210> 10
<211>29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 10

ctgaggceacc tggaaggagg ctgcagtgt

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

<220>
<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 11
tctgataaag gccgtacaatg

<210> 12
<211>22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 12
tcacgacttg ctgttttc tc

<210> 13
<211>26

20

20

29

21

22



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

ES 2310275 T3

<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 13

atcaaaaaaac aagcatggcctacacc

<210> 14
<211> 1155
<212> ADN

<213> Humano

<400> 14

atggtggttg aggttgattc catgccggcet

aggagcaaga tgggcaagtg gtgctgccgt

agcaacgtgg
atgggcaagt
ggcgecttctg
tggtgctgcc
ggagactacg
gacaagctcc
ctcagggaca
tctgccaatg
gtccttgaca
tgtgcgttaa
accactctgc
tatggtgctg
catgagcaaa
ctggatagat
gtcagccttc
gccagagagt
asagaaaaac

accagaaata

<210> 15
<211> 3865
<212> ADN

<213> Humano

gcacttctgg
ggtgccgcca
gagaccacga
actgcttccc
atgacagtgc
acagagctgc
ctgacgtgaa
ggaattcaga
acaaaaagag
tgttgctgga
actacgctat
atatcgaatc
aacagcaagt
atggaaggac
tacttgagca
atgctgtttc
agatgctaaa

aataa

agaccacgac
ctgcttcccc
cgactctgct
ctgctgcagg
cttcatggag
ctggtggggt
caagcaggac
agtagtaaaa
gacagctctg
acatggcact
ctataatgaa
aaaaaacaag
cgtgaaattt
tgctctcata
aaatattgat
tagtcatcat

aatctcrtct

gcctecttctg

tgcttceccct

gactctgcta
tgctgcaggg
atgaagacac
gggagcagca
cccaggtacc
aaagtcccca
aagcaaaaga
ctcctgcectgg
ataaaygccg
gatccaaata
gataaattaa
catggcctca
ttaattaaga
ctrgecrgtat
gtatcttctc
catgtaattt

gaaaacagca

tgaagaagcc
gctgcaggga
tgaagacact
ggagrtggcaa
tcaggaacaa
agagCaaggt
acgtcecgogg
gaaaggatct
ggactgctct
acagacgatg
tacaatgcca
ttccagatga
tggccaaagce
caccactgtt
aaaaagcgaa
gttgtggatc
aagatctatc
gccagttact

atccagaaaa

atttggtctc
gagcggcaag
caggagcaag
gagcaacgtg
gatgggcaag
gggcgettgg
agaagatctg
catcgtcatg
acatctggcc
tcaacttaat
ggaagatgaa
gtatggaaat
actgcrcectta
acttggtgta
ttteaaatgca
agcaagtata
tggacagacg
ttctgactac

tgtcrcaaga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

900

360

1020

1080

1140

1155

26
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<400> 15

tccgagcerga
ctagctggoc
cacccgtggg
tcaaagaaqgg
ctgacacagc
gaacacctga

rggogggaac

agtcagcaga

tracgtggcce

ctagggaaat
gaagacctag
caagagtaac
gtcctacasaa
ccaaacaaga
caaagattca
dagtagaaqga
ctgttccaaa
Lcoocaccanga
gtgagactglL
atsaaataaas
gcggaatgaa
aagcagagcco
tcccanataa
catcagaatc
agactgttoc
aaataaaltgg
gaatygaaagt
cagagecrtcc
caaataaagqc
cagaatccaa
ctglttcacsa
tanatygaaa
tgaaaquttc
agcctcocacga
atasagcctt
aatcaaaaca
tttcacagaa
qtggaaaalt

aaagaqgcaag

ttacagacac
ctgtgggcat

taattaacct
aacatctgca
tgaaagcttg
cacggctgaa
atctgacaaa
agaaacacct
agcaaaagga
tatgagtccc
gaagatcgca
atctaataaa
agaatcatct
ggaagatgaa
agtgtgtata
gcctcctaag
taaaqccttt
atlccaaacsa
ttcacagaag
tggaaaatta
agtrtctate
tceyggyggaagqg
agccttggaa
Caaacaaaaqg
acagaaggat
aaaattagaa
ttctattcca
cgagaagcca
cttqgaattg
acaaaaggac
gaaggatgtg
attagaagag
tattccaact
gaagccatct
ggaattgaag
Aaaagaasgtt
ggatgtgtgt
agaagattca

ggaacttcaa

ES 2310275 T3

caaggaagat
ttattagtaa
ggtcatccce
ggaacacctyg
gtyggaaaaaa
agcrtggtgg
attcaatgtt
agggaaatta
agacctagga
gcaaaagaaa
tgggagaaaa
actaaagttt
acaaaagcaa
gaatatccreu
cctgagtcta
aagccatctg
gaattgsaga
aaggaciatg
gatgtgtgtt
gaagagrctc
ccaactaaag
ccatctgect
ttgaaaaalqg
gactatgaag
gtgtgtttac
gggtctcctg
actaaagcct
Letgeoetieg
aagaatgaac
tatgaagaaa
tgrrrcaccca
tctcctgaca
aaagccriag
gccticgagc
aatgaacaaa
gaagaaaatt
gtacccaagg
actagcctat

aaagatcact

gctgtaaaga
agttttaatg
accctggaga
atgaggctgc
cacctgatga
aaaaaacacc
Lggagaaagc
cgagtcectgce
agatcgcatg
catctgagaa
aagaaacacc
tggaaaaagg
gtgccaatga
gtgattctcg
tatatcaaaa
ccrrcaagcec
atgaacaaac
aagaaaattc
tacccaaggc
Ctaataaaga
ccttagaatt
tcgagccetgce
aacaaacalt
aaagticttg
ccaaggclLrce
ttaaagatgyg
tagaattgat
ageccergeceat
aaacattgag
gtuctlggga
aggcrrcrca
atgatggtut
aattgalqgga
ctgccattga
cattgagagec
cttgggattc
ctacacatca
caaaaatctt

gtgaacaacy

gtcagcagcc
acaasagctt
gccatcctgce
acccttggeg
ggctgcacce

tgatgaggct
gacatctgga

aaaagaaaca

ggagaaaaaa
atttacgtgg
tgtaaagact
aagatctaag
tcagaggttc
gagrctcttt
agtaatggag
tgccattgaa
attgagagca
ttgggattct
tacacatcaa
tggtcttarg
gaaggacatg
cactgaaatg
gagagcagat
ggattctgag
rcatcaaaaa
tctictgaag
ggacatgcaa
tgaaaltgcaa
agcagatgag
ttcrgagage
tcaasaaagaa
tcitgaaggcet
calgcaaact
aatgcaaaag
agatcagatg
tgagagtctc
adaaagaaatg
ggatacaqgrurt

tacaggaaaa

acayccetygg
tgagtcaaca
ccatgggtga
gaaagaacac
ttggtggaaa
gcatcecltgg
aagttcgaac
tctgagaaat
gaagacacac
gcagcaaaag
ggatgcgtgg
atgattgeat
ccatcagaat
gagagttctg
ataaatagag
atgcaaaact
gatccgatgt
gagagtcticet
aaageaatag
aaqgitacce
caaactttca
caaaagtctg
gagatactcc
agtctctgtg
gaaatagata
gectaaclgeqg
actttcaaag
aaqgtoclgulc
atactcccat
crctgltgaga
atagataaaa
cccltgcagaa
Ltcaaagceag
tctgticcaa
tcceettcag
cgtgagactg
gataasaataa
cattctigtg

atggaacaaa

60
120
180

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

2340



20

25

30

35

40

50

55

60

65

tgaaaaagaa
agttagagaa
accaagaaga
taggaagaat
ctctcagaat
acactcatga
ccatgctaasa
actttgagga
tgaaagagga
tagctgagaa
aggcagaaat
ttgtgacatc
aaagaaaaat
cactttctga
atgctctaag
agtgtcaaat
acactgaaca
ggcttcaaca
fttgatattca
agatatttaa
cagaaacaga
ccagatcttt
atcttaccaa
tcctgaagcece
aagctgcaca

aatctcgctc

<210> 16
<211> 3282
<212> ADN
<213> Humano

ES 2310275 T3

gttttgtgta ctgaaaaaga

ccaaaaagtt
agagaagaga
cgaagagcag
acaagatata
aaatgaaaat
actggaaata
cattaagatt
atcattaact
cacaatgctc
tgaatcacac
aagaaaaagt
gaatgttgat
agctcaaagg
agaaaataca
gaaggaagct
gcaggagtct
gcaattagtt
ttttcttgag
ttacaataac
aaactcatga
actcacaact
tagtctgtgt
tacagacata
ggattcccat

tgtcactcag

aaatgggaac
agaaatgccg
cataggaaag
gaattgaaga
tatctcttac
gccacactga
ttaaaagaaa
aaaagggcat
acttctaaat
catcctagac
caagaacctg
gtgagtagta
aaatccaaaa
ttggtttcag
gaacacatgt
ctagatcaga
catgcacata
aggaaaatgc
catttaaaaa
gagacaagca
catgctagga
caacagaata
aaataacagt

ctaccctgat

gctgg

aactgtcaga
aagagctctg
atatattaaa
agttagaagt
gtgtagaaag
atgaaaattg
aacaccaata
agaatgctga
ctcaatatag
tgaaggaaaa
tggcttctgc
ctttccacat
cgatatataa
gcctaaaaat
aacatgcaca
atcaaaacyga
aattatttca
agaaagctga
aacatcatct
accgtatata
gtaagaaact
ggccagtcct
cttattttag
gtgaagaatt

gatgcagcag

agcaaaagaa
cagtgtgaga
tgaaaaaatt
gaaacaacaa
taatttgaat
catgttgaaa
ccaggaaaag
acttcagatg
tgggcagctt
acaagacaaa
tgtacaagac
tgcaggagat
caatgaggtg
taatctcaat
aagagaccaa
acaagataat
actacaaagc
caacaaaagc
cctaaaagag
tcaatatgaa
tcttttggag
agcatcacct
aagaaaaatt
acttgttcac

acatcattca

ataaaatcac

ttgactttaa
agggaagaat
cttgaacagg
caggtttctc
aaggaaattg
gaaaataaat
accctaaaac
aaagttctga
gaaatactag
catgatcaaa
gcttgttige
ctccatcaac
tatgcmggag
cgtgaaacac
gtgaacaaac
aaaaatatgt
aagataacaa
aaaaaltgagg
aaagagaaag
aaacaacaga
tatgttgaaa
catgatttct
gaattgcata

atccaaccag

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

35490

3600

3660

3720

3780

3840

3865
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<400> 16

gggacagggc

gtcctgectg

cctacttcag
Ltcgtgtgtc
gaggtacggea
aacaaatttce
attgcaagta
cgacagcgct
gcecgectcg
ttcctccatg
ctglatgcceco
atggacacac
gagttcacct
cagtacacca
tacactagat
accracqttc
gattcagtcc
atgatcgggt
tacctgggga
tacagttrcct
qtcagtatta
gccagcattg
gacaaqttca
caaaacccca
geccaatgtat
tgccataggt
acccacatcc
atgaagctece
fagaaacatc
tLtacaaatgt
aaqaatyggga

tatacatgte

tgaggatgag
taggcctgaa
ccccttggtg
tgagtctctt
gaagtltgacaa
tcaggcccaa
tctctagecat
ggatggacca
tggagttcct
aagtcactgt
tcagaatcac
agacatgcaa
ggctgagagq
tagaqgcggta
tggtctlLaca
ctbtccactte
ctgcaagaac
cccgcacttco
cctgetitag
tacagcagat
ctaatatcat
aaattctccag
agttigrctt
gtaatgttga
tttactgggce
cttcaacagg
aatggtgcta
aaccattgltt
agt.ccattcc
actcagggct
aggagaccat

ttttactaaa

ES 2310275 T3

gagaaccctg

ggacttgccce

tgagcagctt
cactgagagg
gcrtttcectg
trteggtgga
ttcagagagt
gcggetggtg
ctgggtgcca
gggaaacagg
qacaactgtt
grtgcagetg
gqaacgactct
tttcacctta
gtttgagctt
cctggtggtg
ctgcattgga
tcttcccaac
cttrgtgttu
qgcagccaaa
caacagctcce
cgacaacgtt
ccgagaaaag
tcactattcc
atactacatg
acaagataat
caagtgactg
ctaagctgtg
tctttcatct
gtttattcgg
tgggtaaccc

tctctgeagt

gggacccaga
taacagagcc
ct'caacatga
atgtgcatcc
cctggeotiig
gaacccgtac
aacatggact
tttgaaggca
gatacttaca
ctcatccgecce
gcatgtaaca
gaaagctggg
gtgcgtggac
gtcaccagat
cggaggaatg
ttgrectggg
gtgacgaccg
accaacltgcect
ggggocattga
gataggggga
atctccagct
gactacagtg
atgygcagga
aaactactgt
tattrttgag
gatgtaaatg
aaataatatt
tagaagtcct
taatcaagyga
tggcteccetg
tcaagtgtca

gcttatasaa

agaccgtgcc

tcaacaacta

acracagcct
aggggagtca
agaaccteac
agatagcgcet
acacagccac
acaagagctt
ttgtggagte
tctectccaa
tggatctgtc
qgctatgatgg
tggaacacct
cgcagcagqga
ttcrgtacee
tttcattttag
tgttatcaat
tcatcaagqgce
Lagaalatge
caacaaagqga
ttaaacggaa
acttgacaat
ttgttgatea
ttectttgat
tcaatgttaa
gtattttagg
tgagtctttc
agcattatag
cattccecatg
gtitgcattt
gsagttgtlL

tacattgttg

ttgcccggaa

cctggtgatt

ccacttggce
gttcaacgtc
ageaggatal
gactctggac
catatacctc
cacrciggat
caagaagtcc
tggcacggtc
taaatacccc
aaatgatgrqg
gcggcotget
gacaqgaaat
catttiggaa
gatctctelc
gaccacactg
catcgatqtg
agrtgotocac
agtagaagoa
gatcagcettt
gaaaaccagce
tttcacaattl
ttttatgcta
atttcttgea
ccaagtgtgc
tgctcaaaga
gatcrtgtaa
gagcccaaga
acctcatata
ctaaaglaac

cctatttaqg

60

120

180

240

300

360

120

480

540

600

660

120

780

840

500

960

1020

1080

1140

1200

1260

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920
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gagtaacatt
ttggaagtca
ataccacaac
agtgaagaaa
ggattcccca
tttattatta
ggaaatggaa
aggccrtgcag
aaagtactgg
gagcaacact
tgctcraatg
ggcttagctt
tgagtggctet
aacaatqgaga
ccagccagag
agtgtgccag
ttaatttcte
accaaggctc
cttttcccat
acaaaatatt
tatgagccaa
aaccccactt

aatataccat

<210> 17
<211> 503
<212> ADN
<213> Humano

ttctagtrte
atgcactaac
agaattatcc
aaattagtag
tactggaaqg
tacacacatc
gatrtLteeg
aattgagtcc
gttgactcag
ctcccagtgg
atcaggaatg
aagtaaactt
atccecgcatg
cacgttacag
atgcacattc
ggtaaaggct
agcttcctgt
taaaagatga
tatacttctc
tctaacggga
tcatatttgt
aagcattgtt

attagctacc

ES 2310275 T3

tgtttctggt
tcaataccaa
ccaatttcca
atcaacaatc
actctgaggc
catcctaaac
taacttgttc
attttctagce
agagtcgctg
cagatcccct
atgcttatta
ggctttgctc
agcaggagcg
aacctatgtt
ctcggccagt
tccagttcag
tctaataaat
tttccctict
acaattcagt
atgggtggga
gattttttaa
tttatataaa

cacCCaaaaaa

taaaatgaaa
gatgagtttt
ataagtccta
taaacaaatc
tttattccce
tatactaaag
tagaagtctt
tgcctttatt
tcattctgtc
gtatcattecc
gaaaacaaac
agatccctga
tgctggccect
caggttgcgg
ctcagccaac
cctcagttat
gcacggcttt
gtaactccct
ttctatgagt
gtgctggtga
aaaaagttta
aacaatgata

adaaaaaaaa

tatgggctta
taaataatga
tcattgaaaa
ccrtecogttct
cactatgcat
cccttrtcce
aatatgggct
cacatagtga
atktgctgcta
aagaggagca
tgcttgaccc
tccttccage
gagtactgaa
gtgagctgcc
agtaccaaaa
tttagacaat
acctttcctg
agagccacag
ttgatcacct
aaagagatga
aaaggaaata
aagatgtgaa

ad

tgtcaattca
atattattcta
ttcaaatata
aagatacaat
atcttatcat
atgcatggat
gttgccataga
tggggtacta
ctctaacact
ttcatccctt
aggaacaaqgt
tggtctgctc
ctttctgagt
ctctccaaat
gtgattettg
ctcgccatct
tcagaaataa
gttctcattc
gattttteta
aatgtggttg
tctgttctga

ctgtgaaata

1980

2040

2100

2160

2220

2280

N
]
=
[}

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3282
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<400> 17

gacagcggcet tccttgatec
atgaagttgc tgatggtcct
ggctgececect tattggagaa

gaatacaaaq aacttcttca

gaattgaagg
atgcaattaa
gctcacagaa
ctectttctta

tttattttaa

<210> 18
<211> 503
<212> ADN
<213> Humano

<400> 18

aatgttttct
tatatgacag
ctgcagggta
tgtctttrea

taaattgatg

ES 2310275 T3

ttgeecacceeq
catgctggeg
tgtgatctce

agagttcata

gca

cagtcttogt
tggtgagaaa

ctacaaacta

cgactgaaca
gecectetees
aagacaatca

gacgacaatg

taaccaaacg gatgaaactc

gatttatttrt
ccaactacgg

caagacaatt

ccgacageag
agcactgcta
atccacaagt

ccactacaaa

tgagcaatgt
aactttctge
attgctgcaa

gttgaaacct

cagcctcace
cgcaggetct
gtctaagact

tgccatagat

tgaggLgttet
aagacctttg
accacaccte

gctatacatg

gacagcggct
atgaagttgc
ggctgccccect
gaatacaaag
gaattgaagg
atgcaattaa
gctcacagaa
ctctttectta

trtattttaa

tccttgatcc
tgatggtcct
tattggagaa
aactgctrtca
aatgttttct
tatatgacag
ctgcagggta
tgtcttttta

taaattgatg

ttgccacccyg
catgctggecg
tgtgatttcc
agagttcata
taaccaaacg
cagtcrttgt
tggtgagaaa

ctacaaacta

cgactgaaca
gccctctece
aagacaatca
gacgqacaatg
gatgaasactc
gatttattre
ccaactacgg

caagacaatt

ccgacagcag
agcactgcta
atccacaagt
ccactacaaa
tgagcaatgt
aactttctge
attgctgcaa

gttgaaacct

cagcctcacc
cgcaggetct
gtcraagact
tgccatagat
tgaggrgttt
aagacctttg
accacaccete

gctatacatg

60

120

180

240

<210> 19
<211> 1793
<212> ADN
<213> Humano

gca

300

360

420

480

60

120

180

240

300

360

420

480

503
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<400> 19

cgegrccgeca
ccgeccagetce
gtgcaaggcc
gcgecccagg
cgaggcccag
caccaactgg
ggctcccgag
cgagaagatg
ccaggetgrg
tgacggggtc
gcgtectggac
cggctacagc
gtgctacgtc
ggagaagagc
ctgcecctgag
aactaccttc
cacagtgctg
gatcactgcc
gtactccgtg
gatcagcaag
ggcggactat
acaagatgag
tttttggctt
gcgagcatcc
ttaatagtca
ccaccccact
tgatagcatt
acttttttat
gtccceccaac

agggcttacc

<210> 20
<211> 1377
<212> ADN
<213> Humano

ccgcgagecac
accatggatg
ggcttcgegg
caccagggcg
agcaagagag
gacgacalgg
gagcaccccg
acccagatca
ctatccctgt

acccacactg

ctggctggcc
ttcaccacca
gccctggacet
tacgagctgc
gcactcttcc
aactccatca
tctggcggca
ctggcaccca
tggatcggcg
caggagtatg
gacttagttg
attggcatgg
gactcaggat
cccaaagttce
ttccaaatat
tctctctaag
gctrrtcgtge
tttgttttat
ttgagatgta

tgtacactga

ES 2310275 T3

agagcctcgce
atgatatcge
gcgacgatgce
tgatggtggg
gcatcctcac
agaaaatctg
tgctgectgac
tgtttgagac
acgcctctgg
tgcccatcta
gggacctgac
€ggccgageg
tcgagcaaga
ctgacggcca
agccttcctt
tgaagtgtga
ccaccatgta
gcacaatgaa
gctccatcct
acgagtccgg
cgttacaccc
ctttatttgt
ttaaaaactg
acaatgtggc
gagatgcatt
gagaatggcc
aaattatrgta
tttgaatgat
tgaaggcttt

cttgagacca

ctrtgccgat
cgcgctcgtc
cccececgggea
catgggtcag
cctgaagtac
gcaccacacc
cgaggccccce
cltcaacacc
ccgtaccact

cgaggggtat

tgactacctc
ggaaatcgtg
gatggccacg
ggtcatcacc
cctgggcatg
cgtggacatc
ccctggcatt
gatcaagatc
ggcctcgctg
ccccectccatc
tttcttgaca
ttctetttgte
gaacggtgaa
cgaggacttt
gttacaggaa
cagtcctctc
atgcaaaatt
gagccttcgt
tggtctccct

gttgaataaa

10

ccgeccgecceg
gtcgacaacg
gtcttccect
aaggattcct
cccatcgage
ttctacaatg
ctgaacccca
ccagccatgt
ggcatcgtga
gccctccece

atgaagatcc
cgtgacatta
gctgcttcca
attggcaatg
gagtcctgtg
cgcaaagacc
gccgacagga
attgctcctec
tccaccttcc
gtccaccgca
aaacctaact
ttgtetttggt
ggtgacagca
gattgcacat
gtcccttgce
ccaagtccac
trcttaacct
gcceccecectt
gggagtgggt

agtgcacacc

tcecacacccyg
gctcecggcat
ccatcgtggg
atgtgggcga
acggcatcgt
agctgcgtgt
aggccaaccg
acgttgctat
tggactccgg
atgccatcct
tcaccgagcg
aggagaagct
gctcctcect
agcggrtccg
gcatccacga
tgtacgccaa
tgcagaagga
ctgagcgcaa
agcagatgtg
aatgcttcta
tgcgcagaaa
[kl off it off o o o o
gtcggttgga
tgttgttrtt
atcctaaaag
acaggggagg
tcgccttaat
ccececttuet
ggaggcagcc

tta

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

1793
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<400> 20

cacacagcct
gaagaaaaca
cgcatacaga
gaaatcattg
ggagagaaaa
ctggttgttc

gccatctgceca

aagaccctag
gcccagctgce
acccggcttc
ggcctgcagce
atgtatgctg
ttggatctgg
gccttcecctga
aaggatgggc
caagagacca
gacccacagt
cagaacttgg
gatgttgcac
ttgctgectgt
gagtgattac
ttggggcctt

gtccaagcaa

<210> 21
<211> 1524
<212> ADN

<213> Humano

actttccaag
gcccaaagat
cggacagtgt
ctatgtccac
gcectgtttac

actccttgaa

agcgggaaaa

aaaccctgcec
agagaaagtt
ggaagctgga
gcatgggctg
tgggccaggg
tgggtgtgct
ggcacctgga
aactgtacct
tgcaggctac
tggtaggcat
gcatcagcct
ggcagcttaa
ccagtgccta
cccgggagac
gatgactgcc

cagcctttga

ES 2310275 T3

cggagccatg
gagagtgatt
ggtggcaaca
cacaggggac
caaggagctt
ggacctgccc

ccctcatgat

agagaagagt
cccgecatctg
cgagcagcag
gcacaaccgg
ggccttggge
gcacgatccc
aggaggctgce
gactggagga
catccatgtc
cactgctcgt
ggccaacttyg
cgatgcccat
catccegggce
tgaactgcag
ttgcctcctc

atgtaaccaa

tctggtaacg
cgcgtgggta
ttgaaagcct
aagattcttg
gaacatgccc
actgtgcttc

gctgttgtct

gtggtgggaa
gagttcagga
gagttcagtg
gtggggcaga
gtggaagtgc
gagactctgce
agtgtgccag
gtctggagtc
cctgcccagce
aacattccac
ttgctgagca
taactggttt
ctcagtgccc
ggttcaagcc
agtatgtggg

tcctactaat

11

gcaatgcggce
cccgcaagag
cgtaccectgg
atactgcact
tggagaagaa
ctcectggcett

ttcacccaaa

ccagctccct
gtattcgggg
ccatcatcct
tcctgcaccc
gagccaagga
ttcgetgeat
tagccgtgca
tagacggctc
atgaagatgg
gagggcccca
aaggagccaa
gtggggcaca
cattctcact
ttccagggat
ggcttcatct

aaaccagttc

tgcaacggcg
ccagcttgcect
cctgcagttt
ctctaagatt
tgaagtggac

caccatcgga

atttgttggg

gcgaagagca
aaacctcaac
agcaacagct
tgagaaatgc
ccaggacatc
cgctgaaagg
tacagctatg
agatagcata
ccctgaggat
gttggctgcc
aaacatcctg
gatgcctggg
gctatctggg
ttgcctcacc
ctttagagaa

tgaaggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1377
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<400> 21

agcagacaga
gagaagatgc
cggctgaaga
tcggctgteg

atgttggcac

acagcaaagt
cttatgagaa
gacacctgag
tctaatgttc

gtgttaaaat

ggactctcat
tcacttcatc
ggccgetggg
gtattgtaga
tcaatgtgcc
gtctcttcaa
actctctgca
acatgctgaa
tcctttggaa

tttagtaggt

attaaattgg gaaaactcca

ES 2310275 T3

taaggaaggt
tatggttacc
atcggcatcc
agacgaaatg
ttaacaagaa
gagaaaaact
gaacagtcac
attatttctc
tggtgtagga
ccgctagcag

tcaataaatg

gtaatgttag taaatccatg gtgttatttt

gggccatcca
accttgaccg
atacttttac
agcaatgtcet
tatagctctt
cgcgatcttg
ctcctgagta
gtagagacgg
ctgcccegect
gatcctatat
atgctattct
aataagtaaa
acctatggca

aatcataaag

atttctcttt
acatgaactg
aggttaagac
ctttgtgctc
tttcettgag
gctcaccata
gctgggatta
ggtttctcca
cagcctccca
cttaggtaag
aactaatgac
agctactatg
attragctct

gatcagagat

acttgaaatt
tacacagaat
aaagggttga
taaaattcta
atggagtttc
acctccgcecct
caggcgtgcg
tgttggtcag
aagtgctgga
acatataacg
aagtattttc
tactgcctta
cttgggttcc

tctg

gtcctgtgcec
ccaagaaggg
tgacagtgat
gatacagagc
gatgcccaca
gtgaacctgt
caccacctta
tcacactttt
aaaatgcaag
tactaatcat

ttgcaatgca

ctgagagaca
tggctaataa
tgttccagta
ctggcctatt
ttatactaca
gcttttgttg
cccaggttca
ccactatgcc
gctggtctca
attacaggcg
cagtctaatc
tactaaacca
gtgctgatgce

caaatccctc

12

ctgaccctac
gcacggccac
cctgggagtc
cttgatggat
agaagggttt
ggttcccaat
ttcaccttaa
gcttgaattt
ccatctctaa
gtgaggaaat

tgatactatc

gaattcaagt
caaactagtc
ctatggagtg
tatctgatca
ataatatatt
cccaggctag
agcaattctc
tgactaattt
aactcctgac
tgagccacca
acatttcacet
gaaattggta
ctgtgtactg

tcacaagaat

aagatgccaa
tcttacacca
ttactgctca
aaaagtctic
gatcatcggg
gctccacctg
gagccagcga
aatacagaca
taataagtca
gatgagaaat

tgtgccagag

gggtattctg
aggttttcqga
ctcacaaagg
agaacatgtc
gtaaagatcc
agtgcaatgg
ctgccttagce
tgtagtttta
ctcaggtgat
cgcctggcectg
tcaaggctca
gaaggattta
ccttaaatgt

gtgcagaaga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

. 720

780

840

900

360

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500
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<210> 22
<211> 2384
<212> ADN
<213> Humano

<400> 22
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Cattgagttc
Cccataatctt
ctctcatttg
gtcaggcatt
aatggtgaal
attcygaaaga
aagtgttiga
atcactgtag
cctigtgagg
ccagaccicce
ggaatgctgt

ttcctgtcag

ttcaaacatt
taatacrtcc
caaggtcaaa
attattacts
agagtrLurttc
aaagtcagtc
tgctggaggt
tagtagctgg
actagaggaa
gcrggceccatt
ccaccgtgqga

aatatccttc

gtagectctt
taaacttrct
tcatcattag
acctrattgt
actttaacat
actgtgeroet
gggagtggta
aaagagaaat
gaaltgctcct
tcecctagage
gcggggacag

tgtccaargce

tatggtctct
taataagaga
ttttgtagtc
taatattcta
aggcctatcc
cagaggatga
ttatatagge
ctgtgactcc
ggctgtttteg
ctgtgtctcce
gagtccctge

accacttggg

13

gagaaataac
agctctattce
tattaactgg
accataagaa
cactggtggg
aagclraaga
ctcagccaag
aattagccag
tactgcctgc
tctaagaacc
ggccagcttt

cctcaatttc

taccttaaac
ctgacactac
gtttgcttag
ttaagactatt
atacgagcca
taaagactaa
acatgtgata
ttcctgcaga
tgtggagttt
tgatggagaa
caggcagagg

ccttcacaqgg

60

120

180

240

300

360

420

480
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ggtggatgac
caacttcatg
agagagacga
atttritgee
agggacctat
tgacctcttt
aatctggaga
cttettgitg
tccatattgg
aggtcagcac
gatutgtcuige
cgagggacct
ctcrtcaget
taaagctgcc
gatageggat
aatgtcccag
tgacagtatet
agccaatgca
cagaaatggt
agattcagac
gatctggtca
agggectitqtyg
actcctcatg
ggcaatagag
ccagagaata
aaagtgtagc
tcagccocttt

atgaggaact

<210> 23
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

cgggagtcgt
ggattcaact
ctcttggtga
tacctcactt
ggccaaatga
gtctggatgce
gacattgatt
cggtgggaac
gactggcegqgg
cccacaaatc
agccgattgg
ttacggcgta
gatgtagaat
aatttcagct
gcctctcaaa
gtacagggat
ttigagcagt
ccecattggac
gatttcttea
ccagactctt
tggclcectig
agcttgetge
gagaaagaqgg
ragggccaaa
tctgcrggta
cttcecttccaa
taacatttgc

gttatttgta

ES 2310275 T3

ggccttcege
gtggaaactg
gaagaaacat
tagcaaagca
aaaatggatc
attacttatgt
ttgcccatga
aagaaatcca
atgcagaaaa
ctaacttact
aggaatacaa
atcctggaaa
tctgectgag
ttagaaatac
gcagcatgca
ctgccaacga
ggcrccgaag
ataaccggga
tttcatccaa
ttcaagacta
gggcggegal
gtcgtcacaa
attaccacag
aagcctgacc
ttttrctgta
ctcaggtaga
ccectaagccce

tgtgaattaa

cttttataat
caagtttggc
cttcgatttg
taccatcagc
aacacccatg
gtcaatggat
agcaccagct
gaagctgaca
gtgtgacatt
cagcccagcea
cagccatcag
ccatgacaaa
tttgacccaa
actggaagga
caatgccttg
tcectatceec
gcaccgercct
atcctacatg
agatctgggc
cattaagtcc
ggtaggggcce
gagaaagcag
ctrtgtatcag
tcactctaac
aagaccattt
acacacctgt
atatgtctaa

agtgctctta

14

aggacctgcc
ttttggggac
agrgcceccag
tcagactatg
tttaacgaca
gcactgcttg
tetectgectt
ggagatgaaa
tgcacagacg
tcattcttrct
tctttatgca
tccagaaccc
tatgaatctg
tttgctagtc
cacatctata
crttcttcacc
cttcaagaag
gttcctttea
tatgactata
tatttggaac
gtcctcactg
cttcctgaag
agccatttat
tcaaagtaat
gcaaaattgt
ctttgtcttg
ggaaaggatg

tttt

agtgctctgg
caaactgcac
agaaggacaa
tcatccccat
tcaatattta
ggggatctga
ggcatagact
acttcactat
agtacatggg
ccicreggcea
atggaacgcc
caaggctccc
gttccatgga
cacttactqgqg
tgaatggaac
atgcatttqgt
tttatccaga
taccactgta
gctatctaca
aagcgagtcg
ccctgetgge
aaaagcagcc
aaaaggctta
gtccaggttce
aacctastac
ctgttttcac

ctatttggta

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2384



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2310275 T3

<220>
<223> La secuencia artificial es una sonda

<400> 23

cctgaggceac ctggaaggag getgcagtgt

<210> 24
<211>27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> La secuencia artificial es una sonda

<400> 24
atcaaaaaac aagcatggcc tcacacc

<210> 25
<211>22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 25
ctgettcgcet gecatcgetga aa

<210> 26
<211>22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 26
cagactcctc cagtcaggta ca

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

<220>
<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 27

gcttggtggt taaaacttac ¢

15

30

27

22

22

21
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ES 2310275 T3

<210> 28
<211>20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 28
tgaacagttc tgttggtgta

<210> 29
<211>27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> La secuencia artificial es una sonda

<400> 29
ctgeetgect atgtgacgac aatcegg

<210> 30
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 30
caattttggt ggagaacccg

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

<220>
<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 31

gctgtcggag gtatatggtg

<210> 32
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

16

20

27

20

20
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ES 2310275 T3

<220>
<223> La secuencia artificial es una sonda

<400> 32
catttcagag agtaacatgg actacaca

<210> 33
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 33
gcaagtgcca atgatcagag g

<210> 34
<211>23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 34
atatagactc aggtatacac act

<210> 35
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> La secuencia artificial es una sonda

<400> 35

tcccatcaga atccaaacaa gaggaag

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Johnson & Johnson
Atkins, David
Backus, John
Belly, Robert
Rosen, Steven
White, Robert

17

28

21

23

27
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ES 2310275 T3

<120> ENSAYO NO OPERATIVO DE GANGLIO LINFATICO
<130> CDS 5009

<160> 35

<170> PatentIn versién 3.1

<210> 1

<211>23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 1
atgactgect tgectectea gta

<210>2

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 2
ggetgttgct tggacttcte taaaga

<210>3

<211> 29

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 3
caaacggatg aaactctgag caatgttga

<210>4

<211>24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 4
tctgtgagee aaaggtcttg caga

<210>5
<211>23
<212> ADN
<213> Artificial

18

23

26

29

24
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ES 2310275 T3

<220>
<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 5
ggccaacaaa getcaggaca aca

<210> 6

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 6
gcagtgactt cgtcatttgg acgta

<210>7

<211> 36

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> La secuencia artificial es una sonda

<400> 7
tgtttatgca attaatatat gacagcagtc tttgtg

<210> 8

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 8

ctgaggcacc tggaaggage

<210>9

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 9
catcttcatg ctgggcaggg

<210> 10
<211>29

19

23

25

36

20

20



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 10

ctgaggcacc tggaaggagg ctgcagtgt

<210> 11

<211>21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 11

tctgataaag gccgtacaag

<210> 12

<211>22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 12

tcacgacttg ctgtttttgc tc

<210> 13

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> La secuencia artificial es una sonda

<400> 13

atcaaaaaac aagcatggcc tacacc

<210> 14
<211> 1155
<212> ADN
<213> Humano

<400> 14

atggtggttg aggttgattc catgccggct gectcecttctg tgaagaagec atttggtctc

aggagcaaga tgggcaagtg gtgctgccgt tgcttcccct gctgcaggga gagcggcaag

ES 2310275 T3

20

60
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21

22
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agcaacgtgg
atgggcaagt
ggcgettctg
tggtgctgcc
ggagactacg
gacaagctcc
ctcagggaca
tctgccaatg
gtccttgaca
tgtgcgttaa
accactctgc
tatggtgctg
catgagcaaa
ctggatagat
gtcagccttc
gccagagagt
aaagaaaaac

accagaaata

gcacttctgg
ggtgccgcca
gagaccacga
actgcttccc
atgacagtgc
acagagctgc
ctgacgtgaa
ggaattcaga
acaaaaagag
tgttgctgga
actacgctat
atatcgaatc
aacagcaagt
atggaaggac
tacttgagca
atgctgtttc
agatgctaaa

aataa

<210> 15
<211> 3865
<212> ADN
<213> Humano

<400> 15

tccgagatga
ctagctgycc
cacccgtggg
tcasagaagqg
ctgacacagc
gaacacctga
tggogggaac
agtcagcaga

Ltacgtggcc

ttacagacac

ctgtgggcat

taattaacct

aacatctgca

tgaaagcttg

cacggctgaa

atctgacaaa

agaaacacct

agcaaaagga

ES 2310275 T3

agaccacgac
ctgcttcccce
cgactctgct
ctgctgcagg
cttcatggag
ctggtggggt
caagcaggac
agtagtaaaa
gacagctictg
acatggcact
ctataatgaa
aaaaaacaag
cgtgaaattt
tgctctcata
aaatattgat
tagtcatcat

aatctcttct

caaggaagat
ttattagtaa
ggtcatcccc
ggaacacctg
gtggaaasaaa
agcttggrgg
attcaatgtet
agggaaatta

agacctagga

gactctgcta
tgctgcaggg
atgaagacac
gggagcagca
cccaggtacc
aaagtcccca
aagcaaaaga
ctcctgctgg
ataaaggccg
gatccaaata
gataaattaa
catggcctca
ttaattaaga
ctrgctgtat
gtatcttctc
catgtaattt

gaaaacagca

gctglaaagya
agttttaatg
accctggaga
atgaggctgce
cacctgatga
aaaaaacacc
tggagaaagc
cgagtcctgc

agatcgcatg

21

tgaagacact
ggagtggcaa
tcaggaacaa
agagcaaggt
acgtccgugg
gaaaggatct
ggactgctct
acagacgatg
tacaatgcca
ttccagatga
tggccaaagc
caccactgtt
aaasagcgaa
gttgtggatc
aagatctatc
gccagttact

atccagaaaa

gtcagcagcece
Acaasagecrt
gccatccrgce
acccttggeg
ggctgcaccc
tgatgaggct
gacatctgga
aaaagaasaca

ggagaaaaaa

caggagcaag
gagcaacgtg
gatgggcaag
gggcgcttgg
agaagatctg
catcgtcatg
acatctgqcc
tcaacttaat
ggaagatgaa
gtatggaaat
actgctctta
acttggtgta
tttaaatgca
agcaagtata
tggacagacg
ttctgactac

tgtctcaaga

acayccctyg
Lgagtcaaca
ccatgggtga
gaaagaacac
ttggtggaaa
gcatccitgg
aagttcgaac
tctgagaaat

gaagacacac

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1155

60
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180

240

300

360

420

480

540
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ctagggaaat
gaagacctag
caagagtaac
gtcctacaaa
cCcaaacaaga
caaagattca
dagtagaaga
ctgttccaaa
Lcccaccaga
gtgagactgt
ataaaataaa
gcggaatgaa
aagcagagca
tcccanataa
catcagaatc
agactgttre
aaagltaaalgg
gaaltgaaagl
cagaguctac
caaataaageC
cagaatccaa
crtgittcaca
tanatygaaa
tgaaaqguttic
agcctcacga
atasagcctt
aatcaaaaca
tttcacagaa
gtggaaaatt

aaagagcaag

tatgagtccc
gaagatcgca
atctaataaa
agaatcatct
ggaagatgaa
agtgtgtata
gccrectaag
taaaqccrtt
atccaaacsa
ttcacagaagq
tggaaaatta
agtrtctatt
Lceggggaag
agccttggaa
caaacaaaag
acagaaggat
aaaattagaa
ticraticca
cgagaagcca
cttggaattg
acaaaaggac
gaaggatgtg
altagaagag
tattccaact
gaagccatct
ggaattgaag
aaagaasgtt
ggatgtgtgt
agaagattca

ggaactccaa

ES 2310275 T3

gcaaaagaaa
tgggagaaaa
actaaagttt
acaaaagcaa
gaatattctt
cctgagtcta
aagccatctg
gaattgeaga
aaggactatg
gatgtgtgtt
gaagagtckc
ccaactaaag
ccatctgccet
ttgeaaaatg
gactatqgaag
grgtgtttac
gggtctcctg
actaaagcct
tctgeoetieg
aagaatgaac
tatgaagaaa
tgtttaccca
tctcctgata
aaagccriag
gccttcgage
aatgaacaaa
gaagaaaatt
gtacccaagg
actagcctat

aaagatcact

catctgagaa
aagaaacacc
tggaaaaagg
gtgccaatga
gtgattcrcg
tatatcaaaa
ccrtcaagcece
atgaacaaac
aagaaaattc
tacccaaggc
ctaataaagsa
ccttagaatt
tcgagcecetge
aacaaacatt
aaagttctlg
ccaaggctlrc
ttaaagatgg
tagaattgat
agccectgecal
aaacattgag
gttcttggga
aggctrcrca
atgatggttt
aattgatgga
ctgccattga
cattgagagc
cttgggattc
ctacacatca
Caaaaatctt

gtgaacaacg

22

attcacgtgg
tgtaaaqgact
aagatctaag
tcagaggttc
gagtctctrt
agtaatggag
tgccattgaa
attgagagca
cttgggatccece
tacacatcaa
tggtcttcrg
gaaggacatg
cactgaaatg
gagagcagat
ggattctgag
rcatcaaaaa
tcrcctgaaq
ggacatgcaa
tgaaaltgcaa
agcagatgag
ttclgagagt
tcaaaaagaa
tctgaaggeet
catgcaaact
aatgcaaaag
agatcagatg
tgagagtctc
aaaagaaatg
ggatacagtt

tacaggaaaa

gcagcaaaag
ggatgcgtgg
atgattqgcat
ccatcagaat
gagagttctg
ataasatagag
atgcaaaact
gatccgatgt
gagagtctct
aaagaaatag
aagqQctacce
caaactttca
caaaagteclg
gagatsctcc
agtcrctgtg
gaaatagata
gctaactgeg
actttcaaag
aagrclgurlice
atactcccat
ctcrtgtgaga
aragataaaa
ccctgcagaa
ttcaaagcag
tctgttccaa
ttcccttcag
cgtgagactg
gataaaataa
cattcttgtg

atggaacaaa

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340
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tgaaaaagaa

agttagagaa
accaagaaga
taggaagaat
ctctcagaat
acactcatga
ccatgctaaa
actitqgagga
tgaaagagga
tagctgagaa
aggcagaaat
ttgtgacatc
aaagaaaaat
cactticrga
atgctctaag
agtgtcaaal
acactgaaca
ggctrtcaaca
ttgatatiLca
agatalitaa
cagaaacaga
coagatcttt
atcttaccaa

tcctyaagcec

-aageltgecaca

aatcltcgetce

<210> 16
<211> 3282
<212> ADN
<213> Humano

ES 2310275 T3

gttttgtgta ctgaaaaaga

ccaaaaagtt
agagaagaga
cgaagagcag
acaagatata
aaatgaaaat
actggasata
cattaagatt
atcatltaact
cacaatgctc
tgaatcacac
aagaaaaagt
gaatgtugat
agotcaaagg
agaaaataca
gaaggaagct
gcaggagtct
gcaattagtt
ttttictegag
ttacaalaac
aaactcatga
actcacaact
tagtceglge
tacaqgacata
ggattcccat

tgtecactcag

aaatgggaac
agaaatgccyg
cataggaaag
gaattgaaga
tatctcttac
gccacactga
ttaaaagaaa
aaaagggcat
acttctaaat
catcctagac
caagaacctyg
grgagtagta
aaatccaaaa
ttggtttcag
gaacacatgt
ctagatcaga
catgcacata
aggaaaatgc
catttaaaaa
gagacaages
catgctagga
caacagaata
aaataacagt

ctaccctgat

gcrygg

aagagctctyg
atatattaaa
agttagaagt
gtgtagaaag
atgaaaattg
aacaccaata
agaatgctga
ctcaatatag
tqgaaggaaaa
tggcttcrygc
cctteoccacat
cgatatataa
gcctaaaaat
aacatgcaca
atcaaaacya
aattatrtca
agaaagctga
aacatcatct
accqtatata
gtaagaaact
ggccagtect
cttatttrag
gtgaagaatt

gatgcagcag

23

aactgtcaga agcaaaagaa

cagtgtgaga
tgaaaaaatt
gaaacaacaa
taatttgaat
catgttgaaa
ccaggaaaagqg
acttcagatg
tgggcagett
acaagacaaa
tgtacaagac
tgcaggagat
caatgaggtg
taatctcaat
aagagaccaa
acaagataat
actacaaagcC
caacaaaagce
cctaaaagag
tcaatatgasa
tcttrtgqag
agcatcacctl
aagaaaaatt
acttgttcac

acatcattca

ataaaatcac

ttgactttaa
agggaagaat
cttgaacagg
caggtticte
aaggaaattg
gaaaataaat
accctaaaac
aaagttctgsa
gaaatacLag
catgatcaaa
gecttgLoige
ctccatcaac
tatgcmggag
cgtgaaacac
gtgaacaaac
aaaaatatgt
aagataacaa
aaaaalgagqg
aaagagaaag
aasacaacags
tatgtigaas
catgattrct
gaattgcata

atccaaccaqg

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3865
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<400> 16

gggacagggce

gtcctgcecctg

cctacttcag
Ltcgtgtgec
gaggtcggca
aacaaattic
attgcaagta
cgacagcgct
gceccgectcg
ttcctccatg
ctgtatgccc
atggacacac
gagttcacct
cagtacacca
Lacactagat
accltacgtece
gattcagtcce
atgatcgggt
tacctgggga
tacagttcct
qgtcagtatta
gcecagcattg
gacaaqgttca
caaaacccca
gccaatgtat
tgccataggt
acccacatcce
atgaagctcc
tagaaacatc
ttacaaatgt
aagaatyggga

tatacatgtt

tgaggatgag
taggcctgaa
ccccttggtg
tgagtctctt
gaagtgacaa
tcaggcccaa
tctctagecat
ggatggacca
tggagttccc
aagtcactgt
tcagaatcac
agacatgcaa
ggctgagagqg
tagagcggta
tggrclttaca
cttccacerg
cbgcaagaac
ccacgcactta
tctgcttitag
tacagcagat
ctaatatcat
aaatttccag
agtttgtctt
gtaatgttga
ttractggqgc
cttcaacagg
aatggtgcta
aaccattgtt
agteccattcc
actcagggct
aggagaccat

ttttactaaa

ES 2310275 T3

gagaaccctg
ggacttgcce
tgagcagcectt
cactgagagg
gctttececctyg
tcttggtgga
ttcagagagt
gcggetggtg
ctgggtgcca
gggaaacagg
gacaacltgtt
grtgcagctg
gaacgactct
tcttcacctta
gtttgagcte
cctggtggtg
ctgcattgga
tcttcccaac
ctitgtgret
ggcagccaaa
caacagctcce
cgacaacgte
ccgagaaaag
tcactattcce
atactacatyg
acaagataat
caagtgactg
ctaagctgtg
tcrtttcatct
gtttattcgg
tgggtaaccc

tcrctgcagt

gggacccaga

taacagagcc

ctcaacatga
atgtgcatcc
cectggeotitg
gaacccgtac
aacatggact
tttgaaggca
gatacttaca
ctcatccgcc
gcatgtaaca
gasagctggg
gtgcgtggac
gtcaccagat
cggaggaatg
ttgtcctggg
gtgacgaccq
accaactgct
ggggeottge
gataggggga
atctccagcet
gactacagtg
atgggcagga
aaactactgt
tattrttgag
gatgtaaatg
aaataatatt
tagaagtcct
taatcaagga
tggctcccetg
tcaagtgtca

gcttataaaa

24

agaccgtgcce
tcaacaacta
actacagcct
aggggagtca
agaaucctcac
agatagcgct
acacagccac
acaagagctt
ttgtggagtce
tcttcteccaa
tggaccegtc
gctatgatgg
tggaacacct
cgcagcagga
ttcrgtacte
tttcattttg
tgttatcaat
Lcatcaaggc
Lagaatatgc
caacaaagga
ttaaacggaa
acttgacaat
Ltgttgatta
ttecttogat
tcaatgttaa
gtattttagg
tgagtctttce
agcattatag
cattccecatg
gtttgcatert
gaagtuigtit

tacattgttg

ttgcccggaa

cctggtgatt

ccacttggcc
gttcaacgtc
agcaggatat
gactctggac
catatacclc
cactctggat
caagaagtcc
tggcacggrc
taaatacccc
aaatgatqgtqg
gcggortget
gacaggaaat
cattttggaa
gatctcectclce
gaccacactqg
catcgaltqug
agttgctcac
agtagaagoa
gatcagctett
gaaaaccagce
trtcacaatt
ttttatgcta
atttcttgca
ccaagtgtgc
tgctcaaaga
gatcttgtaa
gagcccaaga
acctcatata
ctaaaglaac

cctatttagg

60

120

180
240
300
360
120
480
540
600
660
720
780
840
500
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440

1560
1620
1680
1740
1800
1860

1920
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gagtaacatt
ttggaagtca
ataccacaac
agtgaagaaa
ggattcccea
tttattatcta
ggaaatggaa
aggcttgcag
aaagtactgg
gagcaacact
tgctctaatg
ggcttagett
tgagtggctt
aacaatgaga
ccagccagag
agtgtgccag
ttaatttctt
accaaggctce
cttttcccat
acaaaatatt
tatgagccaa
aacccecactt

aatataccat

<210> 17
<211> 503
<212> ADN
<213> Humano

ttctagtrtee
atgcactaac
agaattatcc
aaattagtag
tactggaagg
tacacacatc
gattttettig
aattgagtcc
gttgactcag
ctceccagtgg
atcaggaatg
aagtaaactt
atceccecgeatg
cacgttacag
atgcacattc
ggtaaaggct
agcttcectgt
taaaagatga
tatacttctc
tctaacggga
tcatatttgt
aagcattgtt

attagctacc

ES 2310275 T3

tgtttctggt
tcaataccaa
ccaatttcca
atcaacaatc
actctgaggc
catcctaaac
taacttgttc
attttctage
agagtcgctg
cagatcceceoct
atgcttatta
ggctttgetc
agcaggagcg
aacctatgtt
ctecggececagt
tccagttecag
tctaataaat
tttceccttcect
acaattcagt
atgggtggga
gattttttaa
tttatataaa

caccaaaaaa

taaaatgaaa
gatgagtett
ataagtccta
taaacaaatc
tttattceccece
tatactaaag
tagaagtctt
tgcctttatt
tcattctgte
gtatcattce
gaaaacaaac
agatccctga
tgctggccct
caggitgcgyg
ctcagccaac
cctcagttat
gcacggcttt
gtaactccct
ttctatgagt
gtgctyggtga
aaaaagttta
aacaatgata

agaaaaaaaa

25

tatgggctta
taaataatga
tcattgaaaa
cctecggttct
cactatgcat
cccttttecce
aatatgggct
cacatagtga
attgctgecta
aagaggagca
tgcttgaccc
tcecttccagce
gagtactgaa
gtgagctgcc
agtaccaaaa
tttagacaat
acctttcctg
agagccacag
ttgatcacct
aaagagatga
aaaggaaata
a2agatgtgaa

aa

tgtcaattca
atattattta
ttcaaatata
aagatacaat
atcttatcat
atgcatggat
gttaccataa
tggggtacta
ctcraacact
Ltcatcecte
aggaacaaget
tggtctgctc
ctttctgagt
ctctccaaat
gtgatttetg
ctegecatct
tcagaaataa
gttctcattc
gattttttta
aatgtggttg
tctgttetga

ctgtgaaata

1980

2040

2100

2160

2220

2280

N
i
B3
L]

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3282
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<400> 17

gacagcggct
atgaaqgttgc
ggctgcccct

gaatacaaag

tccttgatcc
tgatggtcct
tattggagaa

aacttcttca

ES 2310275 T3

ttgccaceccg
catgctggcg
tgtgatttcc

agagttcata

cgactgaaca
gcecctetcee
aagacaatca

gacgacaatg

ccgacagcag
agcactgcta
atccacaagt

ccactacaaa

cagcctcace
cgcaggctct
gtctaagact

tgccatagat

gaattgaagg
atgcaattaa
gcktcacagaa
ctctttctta

tttattttaa

aatgttttct
tatatgacag
ctgcagggta
tgtctttcta

taaattgatg

<210> 18
<211> 503
<212> ADN
<213> Humano

<400> 18

gacagcggct
atgaagttgc
ggctgcccct
gaatacaaag
gaattgaagg
atgcaattaa
gctcacagaa

crcrttctta

Ltrcatcctaa

<210> 19
<211>1793
<212> ADN
<213> Humano

tccttgatcc
tgatggtcct
tattggagaa
aacttcttca
aatgttttct
tatatgacag
ctgcagggta
tgtcttttta

taaattgatg

raaccaaacg
cagtctttgt
tggtgagaaa
ctacaaacta

gca

ttgccacccg
catgctggcg
tgtgatttcc
agagttcata
taaccaaacg
cagtctttgt
tggtgagaaa
ctacaaacta

gca

gatgaaactc
gatttatcttt
ccaactacgg

caagacaatt

cgactgaaca
gccctctcce
aagacaatca
gacgacaatg
gatgaaactc
gatttattrt
ccaactacgg

caagacaatt

26

tgagcaatgt
aactttctgc
attgctgcaa

gttgaaacct

ccgacagcag
agcactgcta
atccacaagt
ccactacaaa
tgagcaatgt
aactttctgce
attgctgcaa

gttgaaacct

tgaggtgttt
aagaccttig
accacacctt

gctatacatg

cagcctcacc
cgcaggctct
gtctraagact
tgccatagat
tgaggtgttt
aagacctttg
accacacctt

gctatacatg

120

180

240

300

360

420

480

503

60

120

180

240

300

360

420

480

503
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<400> 19

cgcgrecgec
ccgocagerc
gtgcaaggcc
gcgecccagg
cgaggcccag
cacéaactgg
ggctoccgag
cgagaagatg
ccaggcrgtyg
tgacggggtec
gcgtctggac
cggctacagce
gtgctacgtc
ggagaagagc
ctgceetgag
aactaccttc
cacagtgctg
gatcactgcc
qtactccgtg
gatcagcaag
ggcggactat
acaagatgag
tetttggett
gcgagcatcce
ttaatagtca
ccaccccact
tgatagcatt
acttttttat
gtcccccaac

agggcttacc

ccgegagceac
accatggatg
ggcertcgegg
caccagggcyg
agcaagagag
gacgacatgg
gagcaccceg
acccagatca
ctatcceotgt
acgccacactyg
ctggctggcec
ttcaccacca
gccctggacet
tacgagctgc
gcactcttcc
aactccatca
tctggcggca
ctggcaccca
tggatcggcg
caggagtatg
gacttagttg
attggcatgg
gactcaggat
cccaaagttc
ttccaaatat
tctctctaag
gctricgtgte
tttgttttat
ttgagatgta

tgtacactga

ES 2310275 T3

agagcecrcge
atgatatcgce
gcgacgatge
tgatggtggg
gcatcctcac
agaaaatctg
tgctgctgac
tgtttgagac
acgcctctgyg
tgcccatcta
gggacctgac
cggccgagceg
tcgagcaaga
ctgacggcca
agccttcctt
tgaagtgtga
ccaccatgta
gcacaatgaa
gctccatcct
acgagtccgg
cgttacaccc
ctttatttgt
ttaaaaactg
acaatgtggc
gagatgcatt
gagaatggcc
aaattatgta
tttgaatgat
tgaaggcttt

cttgagacca

crttrgccgat
cgecgetegte
ccececgggec
catgggtcag
cctgaagtac
gcaccacacec
cgaggcecece
cltcaacacc
ccgtaccact
cgaggggrat
tgactacctc
ggaaatcgtg
gatggccacg
ggtcatcacc
cctgggcatg
cgtggacatc
ccctggcatt
gatcaagatc
ggcctcgetg
ccccectceccatce
tttcttgaca
tttttttgte
gaacggtgaa
cgaggacttt
gttacaggaa
cagtcctctce
atgcaaaatt
gagccttcgt
tggtctccct

gttgaataaa

27

ccgcocogeecg
gtcgacaacg
gtcceceeet
aaggattcct
cccatcgage
ttctacaatg
ctgaacccca
ccagccatgt
ggecatcgtga
gceccteceocce
atgaagatcc
cgtgacatta
gctgcttcca
attggcaatg
gagtcctgtg
cgcaaagacc
gccgacagga
attgctcctce
tccaccttce
gtccaccgca
aaacctaact
ttgttttggt
ggtgacagca
gattgcacat
gtcccttgee
ccaagtccac
ttcttaatct
gcccceccecectt
gggagtgggt

agtgcacacc

tcracacccg
gctcecggeat
ccatcgtggg
atgtgggcga
acggcatcgt
agctgegtgt
aggccaaccyg
acgttgctat
tggactccgg
atgccatcecct
tcaccgagcg
aggagaagct
gctcctcecct
agcggrtccg
gcatccacga
tgtacgccaa
tgcagaagga
ctgagcgcaa
agcagatgtg
aatgcttcta
tgcgcagaaa
cccetteett
gtcggttgga
tgttgttrtt
atcctaaaag
acaggggagg
tcgccrtaat
cccececttttt
ggaggcagcc

tta

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

1793



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 20
<211> 1377
<212> ADN

<213> Humano

<400> 20

cacacageccet
gaagaaaaca
cgcatacaga
gaaatcattg
ggagagaaaa
ctggtegttc

gceatctgea

aagaccctag
gceccagetgce
acccggettc
ggcctgeage
atgtatgctg
ttggatctgg
gccttccectga
aaggatgggc
caagagacca
gacccacagt
cagaacttgg
gatgttgcac
ttgctgetgt
gagtgattac
trggggecte

gteccaageaa

<210> 21
<211> 1524
<212> ADN

<213> Humano

actttccaag
gcccaaagat
cggacagtgt
ctatgtccac
geetgtteac
actccttgaa

agcgggaaaa

aaaccctgcc
agagaaagtt
ggaagctgga
gcatgggctg
tgggccaggg
tgggtgtget
ggcacctgga
aactgtacct
tgcaggctac
tggtaggcat
gcatcagcct
ggcagcttaa
ccagtgocta
ccegggagac
gatgactgcc

cagcctttga

ES 2310275 T3

cggagccatyg
gagagtgatt
ggtggcaaca
cacaggggac
caaggagcett
ggacctgcce

ccctecatgat

agagaagagt
ccegeatetg
cgagcagcag
gcacaacegqgg
ggcctitggge
gcacgatccc
aggaggctge
gactggagga
catccatgte
cactgctegt
ggccaacttg
cgatgcccat
catcecocggge
tgaactgcag
ttgeceoctecte

atgtaaccaa

tctggtaacg
cgcgtgggta
ttgaaagcect
aagattcttg
gaacatgccce
actgtgcttc

gcrtgttgtet

gtggtgggaa
gagttcagga
gagttcagtg
gtggggcaga
gtggaagtgc
gagactctgce
agtgtgccag
gtctggagtc
cctgeccage
aacattccac
ttgctgagcea
taactggttt
ctcagtgccc
ggttcaagcc
agtatgtggg

tcctactaat

28

gcaatgcgge
ccecgcaagag
cgtaccctyg
atactgcact
tggagaagaa
ctcectggett

crcacccaaa

ccagcteect
gtattcgggg
ccatcatcct
tcctgeacce
gagccaagga
ttegetgeat
tagccgtgca
tagacggctc
atgaagatgg
gagggcccca
aaggagccaa
gtggggcaca
cattctcact
ttccagggat
ggctrcatct

aaaccagttc

tgcaacggcg
ccagcttgct
cctgcagtet
ctctaagatt
tgaagtggac
caccatcgga

atttgttggg

gcgaagagca
aaacctcaac
agcaacagct
tgagaaatgc
ccaggacatc
cgetgaaagg
tacagctatg
agatagcata
ccctgaggat
gttggctgcee
aaacatcctyg
gatgcctggg
gctatctggy
ttgcetcace

ctttagagaa

tgaaqggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

120

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1377
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<400> 21

agcagacaga
gagaagatgc
cggctgaaga
tcggctgttg
atgttggcac
acagcaaagt
cttatgagaa
gacacctgag
tctaatgttc
gtgttaaaat

attaaattqgg

gtaatgttag
gggccatcca
accttgaccg
atacttttac
agcaatgtct
tatagctctt
cgcgatcttg
ctcctgagta
gtagagacgg
ctgcccegect
gatcctatat
atgctattct
aataagtaaa
acctatggca

aatcataaag

ggactctcat
tcacttcatc
ggccgetggg
gtattgtaga
tcaatgtgcc
gtctcttcaa
actctctgca
acatgctgaa
tcctttggaa
tttagtaggt

gaaaactcca

taaatccatg
atttctcttt
acatgaactg
aggttaagac
ctttgtgctc
tttectttgag
gctcaccata
gctgggatta
ggtttctcca
cagcctccca
cttaggtaag
aactaatgac
agctactatg
atttagctct

gatcagagat

ES 2310275 T3

taaggaaggt
tatggttacc
atcggcatcc
agacgaaatg
ttaacaagaa
gagaaaaact
gaacagtcac
attatttcte
tggtgtagga
ccgctagcag

tcaataaatg

gtgttattttc
acttgaaatt
tacacagaat
aaagggttga
taaaattcta
atggagtttc
acctccgcect
caggcgtgcg
tgttggtcag
aagtgctgga
acatataacg
aagtattttc
tactgcctta
cttgggttcc

tctg

gtcctgtgec
ccaagaaggg
tgacagtgat
gatacagagc
gatgcccaca
gtgaacctgt
caccacctta
tcacactttt
aaaatgcaag
tactaatcat

ttgcaatgca

ctgagagaca
tggctaataa
tgttccagta
ctggcctatt
ttatactaca
gcttttgttg
cccaggttca
ccactatgcc
gctggtctca
attacaggcg
cagtctaatt
tactaaacca
gtgctgatgc

caaatccctc

29

ctgaccctac
gcacggccac
cctgggagtc
cttgatggat
agaagggttt
ggttcccaat
ttcaccttaa
gcttgaattt
ccatctctaa
gtgaggaaat

tgatactatc

gaattcaagt
caaactagtc
ctatggagtg
tatctgatca
ataatatatt
cccaggcetgg
agcaattctc
tgactaattt
aactcctgac
tgagccacca
acatttcact
gaaattggte
ctgtgtactg

tcacaagaat

aagatgccaa
tcttacacca
ttactgctca
aaaagtcttc
gatcatcggg
gctccacctg
gagccagcga
aatacagaca
taataagtca
gatgagaaat

tgtgccagag

gggtattctg
aggttttcga
ctcacaaaqg
agaacatgtc
gtaaagatcc
agtgcaatgg
ctgccttagce
tgtagtttta
ctcaggtgat
cgcctggcetg
tcaaggctca
gaaggattta
ccttaaatgt

gtgcagaaga

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

1524
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<210> 22
<211> 2384
<212> ADN
<213> Humano

<400> 22

Cattgagttc
Ccataatctt
ctctcatttg
gtcaggcatt
aatggtgaal
atrtcgaaaga
aagtgrttga
atcactgrag
cctigltgagyg
ccagaccrec
ggaatgctgt

ttcectgtcag

ttcaasacatt
taatacttcc
caaggtcaaa
attattactsa
agagttrttttc
aaagtcagtc
tgctggaggt
tagtagctgg
actagaggaa
gcrggccatt
ccaccgtgga

aatatccttc

ES 2310275 T3

gtagcctctt
taaactttct
tcatcattag
accttattgt
acrttaacat
atgtgectret
gggagtggta
aaagagaaat
gaatgctect
tcectagagce
gcggggacag

tgtccaatgce

tatggtctct
taataagaga
tectrgtagtce
taatattcta
aggcctatcc
cagaggatga
ttatataggt
ctgtgactcc
ggcrgreteg
ctgtgerctcc
gagtcccrLgte

accacttggg

30

gagaaataac
agctctattec
tattaactqgg
accataagaa
cactggtggg
aagcttaaga
ctcagccaag
aattagccag
tactgcctgc
tctaagaacc
ggccagettt

cctcaatcttce

taccttaaac
ctgacactac
gtttgcttag
ttaaactatt
atacgagcca
taaagactaa
acatgtgata
ttcctgcaga
tgtggagttt
tgatggagaa
caggcagagqg

ccttcacaqgg

60

120

180

240

300

360

600

660

720
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ggtggatgac
caacttcatg
agagagacga
attttttgee
agggacctat
fLgacctcttt
aatctggaga
cttecttgteg
tccatarctqgqg
aggtcagcac
gattgtcurgt
cgagggacct
ctcttcagcect
taaagctygcc
gatagcggat
aatgtcccag
tgacagratet
agccaatgca
cagasaatggl
agaticagac
gatctggtca
agggettgtg
actcctcatg
ggcaaltagag
ccagagaata
aaagtgtagc
tcagceccrte

atgaggaact

cgggagtcgt
ggattcaact
ctcttggtga
tacctcactt
ggccaaatga
gtctggatgce
gacattgatt
cggtgggaac
gactggcggg
cccacaaatc
agccgattgg
ttacggcgta
gatgtagaat
aatttcagct
gcctcticaaa
gtacagggat
tttgagcage
cccattggac
gatttcttta
ccagactctt
tggctecttg
agcttgctgt
gagaaagagg
tagggccaaa
tctgctggta
cttcttccaa
taacattttc

gttatttgta

ES 2310275 T3

ggccttecgt
gtggaaactg
gaagaaacat
tagcaaagca
aaaatggatc
attactatgt
ttgcccatga
aagaaatcca
atgcagaaaa
Ctaacttact
aggagtacaa
atcctggaaa
trttgcctgag
ttagaaatac
gcagcatgca
ctgccaacga
ggctcoccgaag
ataaccggga
tttcatccaa
ttcaagacta
gggcggegat
gtcgtcacaa
attaccacag
aagcctgacc
tritectgta
ctcaggtaga
ccctaagcecce

tgtgaattaa

<210> 23

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> La secuencia artificial es una sonda

ctcttataat
caagtttggc
ctccgatttg
taccatcagc
aacacccatg
gtcaatggat
agcaccagct
gaagctgaca
gtgtgacatt
cagcccagea
cagccatcag
ccatgacaaa
tttgacccaa
acltggaagga
caatgccettg
tecectatcette
gcaccgrcct
atcctracatg
agatctgaggc
cattaagtcc
ggtaggggcc
gagaaagcag
cttgtatcag
tcactctaac
aagaccattt
acacacctgt
atatgtctaa

agtgctctta

31

aggacctgcc
ttttggggac
agtgccccag
tcagactatg
tttaacgaca
gcactgcttg
tttcrgecte
ggagatgaaa
tgcacagatg
tcartcttct
tctttatgea
tccagaacce
tatgaatctg
tttgctagtc
cacatctata
cttcttcacc
cttcaagaag
gttcctteta
tatgactata
tatttggaac
gtcctcactg
cttcctgaag
agccatttat
tcaaagtaat
gcaaaattgt
ctttgtcttg
ggaaaggatg

[

agtgctctgg
caaactgcac
agaaggacaa
tcatccccat
tcaatattta
ggggatctga
ggcatagact
acttcactat
agtacatggg
cctcttggca
atggaacgcc
caaggctccc
gttccatgga
cacttactgg
tgaatggaac
atgcattuqgt
tttatccaga
taccactgta
gctatctaca
aagcgagtcg
ccectgetggce
aaaagcagcc
aaaaggctita
gtccaggttc
aacctaatac
ctgttttcac

ctatttggta

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1380

1440

1500

1560

1620

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2340

2384
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<400> 23

cctgaggeac ctggaaggag getgeagtgt

<210> 24

<211>27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> La secuencia artificial es una sonda

<400> 24
atcaaaaaac aagcatggcc tcacacc

<210> 25

<211>22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 25
ctgcttcget geatcgetga aa

<210> 26

<211>22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 26
cagactcctc cagtcaggta ca

<210> 27

<211>21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 27
gcttggtggt taaaacttac ¢

<210> 28
<211>20
<212> ADN
<213> Artificial

32

30

27

22

22

21
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<220>
<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 28
tgaacagttc tgttggtgta

<210> 29

<211>27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> La secuencia artificial es una sonda

<400> 29
ctgectgect atgtgacgac aatcegg

<210> 30

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 30
caattttggt ggagaacccg

<210> 31

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 31

gctgtcggag gtatatggtg

<210> 32

<211>28

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> La secuencia artificial es una sonda

<400> 32
catttcagag agtaacatgg actacaca

<210> 33
<211> 21

33

20

27

20

20

28
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<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 33
gcaagtgcca atgatcagag g

<210> 34

<211>23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> La secuencia artificial es un cebador

<400> 34
atatagactc aggtatacac act

<210> 35

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> La secuencia artificial es una sonda

<400> 35

tcccatcaga atccaaacaa gaggaag

34

21

23

27
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