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DESCRIPCION

Gen BRCA?2 susceptibilidad al cancer de mama ligado al cromosoma 13.
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere de forma general al campo de la genética humana. Especificamente, la presente
invencién se refiere al uso de un dcido nucleico aislado que comprende la secuencia codificadora establecida en SEQ
ID NO:1 desde la posicién nucleotidica 229 a la posicidn nucleotidica 10482 y que comprende ademds la mutacién
asociada con una predisposicion al cancer de mama, en el que T, en la posicién nucleotidica 6174, estd delecionado,
para diagnosticar una predisposicion al cdncer de mama en mujeres judias Ashkenazi in vitro. La descripcion propor-
ciona métodos y materiales usados para aislar y detectar un gen (BRCA2) que predispone al cdncer humano, algunos
de cuyos alelos mutantes causan susceptibilidad al cancer, en particular, al cincer de mama en mujeres y hombres. La
presente divulgacion se refiere ademds a mutaciones somadticas del gen BRCA?2 en el cancer de mama humano. Final-
mente, la divulgacidn se refiere al cribado del gen BRCA?2 en cuanto a mutaciones, que son ttiles para diagnosticar la
predisposicién al cancer de mama.

Las publicaciones y otros materiales usados aqui para aclarar los antecedentes de la invencidn, y en particular, los
casos que proporcionan detalles adicionales con respecto a la prictica, se referencian por comodidad, por autor y fecha
en el siguiente texto y se agrupan del mismo modo en la Lista de referencias bibliograficas adjunta.

Antecedentes de la invencion

La genética del cancer es complicada, implicando a multiples reguladores positivos del estado transformado (on-
cogenes), dominantes, asi como a multiples reguladores negativos (genes supresores de tumores), recesivos. Se han
caracterizado mas de cien oncogenes. Se han identificado menos de una docena de genes supresores de tumores, pero
se espera que el nimero aumente por encima de cincuenta (Knudson, 1993).

La participacion de tantos genes destaca la complejidad de los mecanismos de control del crecimiento que operan
en las células para mantener la integridad del tejido normal. Esta complejidad se manifiesta de otro modo. Hasta ahora,
no se ha demostrado que un tnico gen participe en el desarrollo de todos, o ni siquiera de la mayoria de los canceres
humanos. Las mutaciones oncogénicas mds comunes estdn en el gen H-ras, encontrado en el 10-15% de todos los
tumores s6lidos (Anderson et al., 1992). Los genes supresores de tumores mds frecuentemente mutados son el gen
TP53, delecionado homozigéticamente en aproximadamente el 50% de todos los tumores y el CDKN2, que estaba
delecionado homozigéticamente en el 46% de las lineas celulares tumorales examinadas (Kamb et al., 1994a). Sin una
diana que sea comun a todas las células transformadas, el suefio de una “bala mégica” que pueda destruir o revertir las
células cancerosas a la vez que deje sin danos el tejido normal es improbable. La esperanza de una nueva generacién
de farmacos antitumorales con objetivos especificos se basa en la capacidad para identificar los genes supresores de
tumores o los oncogenes que desempefian un papel general en el control de la division celular.

Los genes supresores de tumores que han sido donados y caracterizados influyen en la susceptibilidad a: 1) re-
tinoblastoma (RB1); 2) tumor de Wilm (WT1); 3) Li-Fraumeni (TP53); 4) poliposis adenomatosa familiar (APC);
5) neurofibromatosis tipo 1 (NF1); 6) neurofibromatosis tipo 2 (NF2); 7) sindrome de von Hippel-Lindau (VHL);
neoplasia endocrina mdltiple tipo 2A (MEN2A); y 9) melanoma (CDKN2).

Los locus supresores de tumores que han sido cartografiados genéticamente pero que no han sido aislados todavia,
incluyen los genes de: neoplasia endocrina miltiple tipo 1 (MEN1); sindrome de céncer familiar de Lynch 2 (LCFS2);
neuroblastoma (NB); sindrome de nevus de las células basales (BCNS); sindrome de Beckwith-Wiedemann (BWS);
carcinoma de células renales (RCC); esclerosis tuberosa 1 (TSC1); y esclerosis tuberosa 2 (TSC2). Los genes supre-
sores de tumores que han sido caracterizados hasta la fecha codifican productos con similitudes con una variedad de
tipos de proteinas, incluyendo las proteinas que se unen al DNA (WT1), los reguladores auxiliares de la transcripcién
(RB1), las proteinas activadoras de la GTP-asa o GAP (NF1), los componentes citoesqueléticos (NF2), las quinasas
de los receptores unidos a las membranas (MEN2A), los reguladores del ciclo celular (CDKN2) y otros sin ninguna
similitud evidente con las proteinas conocidas (APC y VHL).

En muchos casos, se ha demostrado que el gen supresor de tumores identificado originalmente a través de estudios
genéticos se ha perdido o se ha mutado en algunos tumores esporadicos. Este resultado sugiere que las regiones de
aberracién cromosémica pueden significar la posicion de importantes genes supresores de tumores implicados tanto
en la predisposicion genética al cadncer como en el cancer esporadico.

Una de las caracteristicas diferenciadoras de varios de los genes supresores de tumores caracterizados hasta la fecha
es que, con gran frecuencia, dichos genes estdn delecionados en ciertos tipos de tumores. Las delaciones implican a
menudo la pérdida de un tnico alelo, la llamada pérdida de heterozigosidad (LOH), pero pueden implicar también la
delecién homozigética de ambos alelos. En la LOH, se supone que el alelo restante no es funcional, ya sea a causa de
una mutacioén heredada preexistente, o ya sea a causa de una mutacién esporadica secundaria.

El cancer de mama es una de las enfermedades mds importantes que afectan a las mujeres. Con los indices actuales,
las mujeres americanas tienen un riesgo de 1 en 8 de desarrollar cancer de mama antes de los 95 afios (American Cancer
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Society, 1992). El tratamiento del cancer de mama en las dltimas etapas es a menudo inttil y deformante, lo que hace
que la deteccidn precoz tenga una alta prioridad en el tratamiento médico de la enfermedad. El cdncer de ovario,
aunque menos frecuente que el cancer de mama, a menudo es rdpidamente fatal y es la cuarta causa mas comtin de
mortalidad por cincer en las mujeres americanas. Los factores genéticos contribuyen a una proporciéon mal definida
de la incidencia del cdncer de mama, estimada en aproximadamente el 5% de todos los casos pero aproximadamente
el 25 de los casos diagnosticados antes de los 40 afios (Claus et al., 1991). El cédncer de mama ha sido subdividido
en dos tipos, los de aparicién a una edad temprana y los de aparicién a una edad tardia, basandose en un punto de
inflexién de la curva de la incidencia especifica de la edad de alrededor de los 50 afios. Se cree que la mutacién de
un gen, BRCAI, explica aproximadamente el 45% del cdncer de mama familiar, pero al menos el 80% de las familias
con ambos, cancer de mama y cancer de ovario (Easton ef al., 1993).

El gen BRCAT1 hasido aislado (Futreal et al., 1994; Miki et al., 1994) con un gran esfuerzo después de su cartogra-
fia en 1990 (Hall et al., 1990; Narod et al., 1991). Recientemente ha sido cartografiado un segundo locus, BRCA2, en
el cromosoma 13 (Wooster ef al, 1994) y parece que explica una proporcién de ciancer de mama de aparicién precoz
aproximadamente igual al BRCAL, pero confiere un menor riesgo de cdncer de ovario. El resto de la susceptibilidad
al cancer de mama de aparicién precoz se divide entre los genes todavia no cartografiados, para el cancer familiar y
las mutaciones mds raras en la linea germinal de genes tales como TP53 (Malkin et al., 1990). Se ha sugerido también
que los portadores heterozigotos de formas defectuosas del gen de la ataxia-telangiectasia tienen un riesgo mds alto
de cincer de mama (Swift et al., 1976; Swift et al., 1991). El cidncer de mama de aparicién a una edad tardia también
es a menudo familiar aunque los riesgos en los parientes no son tan altos como los del cdncer de mama de aparicién
precoz (Cannon-Albright et al., 1994; Mettlin et al., 1990). Sin embargo, no se conoce el porcentaje de tales casos que
es debido a susceptibilidad genética.

Ha sido reconocido desde hace tiempo que el cincer de mama es, en parte, una enfermedad familiar (Anderson,
1972). Numerosos investigadores han examinado los signos de una herencia genética y han llegado a la conclusién
de que los datos son muy coherentes con una herencia dominante de uno o varios locus principales de susceptibilidad
(Bishop and Gardner, 1980; Go et al., 1983; Williams and Anderson, 1984; Bishop et al., 1988; Newman et al., 1988;
Claus et al., 1991). Resultados recientes demuestran que existen al menos tres locus que transmiten la susceptibilidad
al cancer de mama asi como a otros canceres. Estos locus son el locus TP53 sobre el cromosoma 17p (Malkin et
al., 1990), un locus de susceptibilidad ligado a 17q conocido como BRCA1 (Hall et al, 1990), y uno o mds locus
responsables del resto no cartografiado. Hall et al., (1990) indicaron que la susceptibilidad heredada al cdncer de mama
en familias con aparicién a una edad temprana estd ligada al cromosoma 17q21; sin embargo, estudios posteriores
realizados por este grupo usando un modelo genético mas apropiado refutaron parcialmente la limitacién al cancer de
mama de aparicién precoz (Margaritte et al., 1992).

La mayor parte de las estrategias para donar el gen (BRCA2) que predispone al cdncer de mama ligado al cro-
mosoma 13 requieren estudios precisos de localizacidn genética. El modelo mds sencillo para el papel funcional de
BRCAZ2 considera que los alelos de BRCA2 que predisponen al cdncer son recesivos frente a los alelos naturales;
esto es, las células que contienen al menos un alelo de BRCA?2 natural no son cancerosas. Sin embargo, las célu-
las que contienen un alelo de BRCA2 natural y un alelo que predispone al cancer pueden sufrir ocasionalmente la
pérdida del alelo natural ya sea por mutacién aleatoria o por pérdida de cromosomas durante la divisioén celular (sin
disgregacién). Toda la progenie de una célula mutante semejante carece de la funcién natural de BRCA2 y puede
desarrollar tumores. Segin este modelo, los alelos de BRCA2 predisponentes son recesivos, pero la susceptibilidad
al cancer se hereda de forma dominante; las mujeres que tienen un alelo predisponente (y un alelo natural) tienen
riesgo de desarrollar cdncer, porque sus células epiteliales mamarias pueden perder espontdneamente el alelo de BR-
CA2 natural. Este modelo se aplica a un grupo de locus de susceptibilidad al cincer conocidos como supresores de
tumores o antioncogenes, una clase de genes que incluye el gen del retinoblastoma y el gen de la neurofibromatosis.
Por inferencia, este modelo puede explicar la funcién del BRCA1, como ha sido sugerido recientemente (Smith et al.,
1992).

Una segunda posibilidad es que los alelos de BRCA2 predisponentes sean ver-daderamente dominantes; esto es,
un alelo de BRCA2 natural no puede superar el papel formador de tumores del alelo predisponente. Por tanto, una
célula que porta ambos alelos, el natural y el mutante, no perdera necesariamente la copia natural de BRCA2 antes
de dar origen a las células malignas. Por el contrario, las células mamarias de los individuos predispuestos deberian
experimentar algunos otros cambios aleatorios que llevan al cancer.

Si los alelos de BRCA?2 predisponentes son recesivos, es de esperar que el gen BRCA?2 sea expresado en el tejido
mamario normal pero que no sea expresado funcionalmente en los tumores mamarios. Por contraste, si los alelos de
BRCAZ2 predisponentes son dominantes, el gen BRCA2 natural puede ser o no expresado en el tejido mamario normal.
Sin embargo, el alelo predisponente probablemente serd expresado en las células del tumor mamario.

La unién de BRCA?2 al cromosoma 13 fue confirmada independientemente estudiando quince familias que tenian
multiples casos de cdncer de mama de aparicién precoz que no estaban ligados a BRCA1 (Wooster et al., 1994).
Estos estudios afirman que el gen se localiza dentro de una regién grande, de 6 centimorgan (cM) o aproximadamente
6 millones de pares de bases, entre los marcadores D13S289 y D13S267, situando al BRCA2 en una regién fisica
definida por 13g12-13. El tamafio de estas regiones y la incertidumbre asociada con ellas ha hecho dificil disefiar e
implantar la cartografia fisica y/o las estrategias de clonacién para aislar el gen BRCA2. Como el BRCAI, parece
que el BRCAZ2 confiere un alto riesgo de cancer de mama de aparicién precoz en las mujeres. Sin embargo, no parece
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que el BRCA2 confiera un riesgo sustancialmente elevado de cancer de ovario, aunque parece que confiere un elevado
riesgo de cdncer de mama en varones (Wooster, et al., 1994).

El documento WO 97/19110 se refiere también a la identificacién del gen BRCA2 humano, pero solamente se
puede considerar como un documento de la técnica anterior segun el Articulo 54(3) de la EPC, con referencia a sus
dos primeros documentos de prioridad.

Sumario de la invencion

La presente invencion se refiere al uso de un acido nucleico aislado que comprende la secuencia codificadora
establecida en SEQ ID NO:1 desde la posicidn nucleotidica 229 a la posicién nucleotidica 10482 y que comprende
ademds la mutacién asociada con una predisposicién al cdncer de mama, en el que T, en la posicién nucleotidica
6174, esta delecionado, para diagnosticar una predisposicion al cdncer de mama en mujeres judias Ashkenazi in vitro.
La descripcién proporciona métodos y materiales usados para aislar y detectar el gen (BRCA2) que predispone al
céncer de mama humano, algunos de cuyos alelos causan susceptibilidad al cancer, en particular al cincer de mama en
mujeres y hombres. La divulgacién se refiere también a mutaciones sométicas del gen BRCA?2 en el cancer de mama
humano para uso en el diagndstico y prondstico del cdncer de mama humano. Ademds, la divulgacién se refiere al
cribado del gen BRCA?2 en cuanto a mutaciones, que son Utiles para diagnosticar la predisposicidn al cancer de mama.

Breve descripcion de los dibujos
La Figura 1 muestra un mapa esquematico de los STS, P1, BAC y YAC en la regién BRCA2.

La Figura 2 muestra la relacién secuencia-espacio entre los clones de cDNA, clones hibridos seleccionados, pro-
ductos de la PCR de cDNA vy secuencias gendmicas usadas para ensamblar la secuencia transcrita de BRCA2. El 2-
Br-C:RACE es un producto de RACE con captura de biotina obtenido a partir del cDNA tanto de la mama humana
como del timo humano. EI clon de cDNA 1 sC713.1 fue identificado por cribado de un conjunto de testiculos hu-
manos y genotecas de cDNA de HepG2 con un clon hibrido seleccionado GT 713. La secuencia 1-BR:CG026® de
5 kb se gener6 a partir de un producto de la PCR empezando en la unién de los exones 7/8 (dentro de 1 sC713.1) y
terminando dentro de un clon hibrido seleccionado que es parte del exén 11. La secuencia del exén 11 se corrigié por
comparacion con los clones hibridos seleccionados, con la secuencia gendmica del dominio publico y con los geles de
secuenciacion de DNA radiactivo. Los clones hibridos seleccionados localizados dentro de dicho exén (los nombres
de los clones que empiezan con nH o GT) estdn situados debajo del mismo. Los clones de cDNA 1 wCBF1BS.1,
1 wCBF1AS.1, 1 wCBF1AS5.12, 1 wCBF1B6.2 y 1 wCBF1B6.3 se identificaron cribando un conjunto de gldndulas
mamarias, placenta, y testiculos humanos y las genotecas de cDNA de HepG2 con los clones wXBF1B8, wXPF1AS y
wXBFIB6 atrapados en el exén. El clon 1 wCBF1 B6.3 es quimérico (se indica por la linea cortada), pero su extremo
5’ contenia un importante solapamiento con wCBF11AS5.1.

™ indica el iniciador de la traduccion.

T indica el terminador de la traduccion.

Las figuras 3A-3D muestran la secuencia de DNA del gen BRCA2 (que se indica también en la SEQ ID NO:1).

La Figura 4 muestra la organizacién genémica del gen BRCA2. Los exones (casillas y/o lineas verticales) se resuel-
ven a lo largo de las secuencias gendmicas (ftp://genome.wustl.edu/pub/gscl/brea;) (lineas horizontales) de tal modo
que sus tamafios y espacios son proporcionales. El nombre de cada secuencia genémica se da en el lado izquierdo de
la figura. Las secuencias 92M18.00541 y 92M18.01289 realmente se solapan. Las distancias entre las otras secuen-
cias gendémicas no se conocen. Ni las bases de datos publicas ni la base de datos de las secuencias de esta invencién
contenian secuencias gendmicas de solapamiento con el exdn 21. Los exones 1, 11 y 21 estdn numerados. El simbolo
“*” indica dos exones adyacentes con una separacion lo bastante estrecha para que no se resuelvan a esta escala.

Las figuras SA-5D muestran un andlisis de la pérdida de heterozigosidad (LOH) de los tumores de mama primarios.
Los alelos de los marcadores STR estdn indicados por debajo del cromatograma. Se muestra un ejemplo de un tumor
heterozigético en BRCA?2 (figuras SA y 5B) y un ejemplo de un tumor con LOH en BRCA2 (figuras 5C y 5D). Las
unidades de fluorescencia estdn en el eje de ordenadas; el tamafio en pares de bases estd sobre el eje de abscisas. N es
para el estado normal (figuras 5A y 5C) y T es para el tumor (figuras SB y 5D).

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere al uso de un dcido nucleico aislado que comprende la secuencia codificadora
establecida en SEQ ID NO:1 desde la posicidn nucleotidica 229 a la posicién nucleotidica 10482 y que comprende
ademads la mutacién asociada con una predisposicion al cdncer de mama, en el que T, en la posicién nucleotidica 6174,
estd delecionado, para diagnosticar una predisposicion al cdncer de mama en mujeres judias Ashkenazi in vitro.
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En un aspecto, la presente divulgacién proporciona un DNA aislado que comprende un cDNA que codifica un
polipéptido BRCA?2 definido por la secuencia de aminoécidos indicada en la SEQ ID No:2 o un RNA correspondiente.
Un 4cido nucleico aislado semejante puede comprender la secuencia codificadora indicada en la SEQ ID No:1 desde
la posicidn nucleotidica 229 a la posicion nucleotidica 10482 o un RNA correspondiente.

En un aspecto adicional se divulga un 4cido nucleico aislado que comprende la secuencia codificadora indicada
en la SEQ ID No:1 desde la posicidn nucleotidica 229 a la posicion nucleotidica 10482 o un RNA correspondiente,
comprendiendo ademads dicho 4cido nucleico una mutacién asociada con la predisposicién al cancer de mama, siendo
seleccionada dicha mutacién entre:

(a)
(b)
(©
(d)
(e)
®
e
()
®
Q)
(9]

AC delecionados en las posiciones nucleotidicas 277 y 278; o

cuatro nucleétidos delecionados en las posiciones 982-985; o

tener cuatro nucledtidos delecionados en las posiciones 4706-4709; o
C delecionado en la posicién nucleotidica 8525; o

cinco nucledtidos delecionados en las posiciones 9254-9258; o

GT delecionados en las posiciones nucleotidicas 4075 y 4076; o
cinco nucledtidos delecionados en las posiciones 999-1003; o

T delecionado en la posicién nucleotidica 6174; o

tres nucleétidos delecionados en las posiciones 4132-4134; o

A delecionado en la posicién 1493; o

una C en lugar de una A en la posicién 2411.

En otro aspecto mds, se divulga un dcido nucleico seleccionado del grupo constituido por:

(a) un DNA que comprende la secuencia codificadora indicada en la SEQ ID No:1 desde la posicién nucleotidica
229 a la posicién nucleotidica 10482 o un RNA correspondiente y

(b) un DNA que se hibrida con un DNA completo que codifica un polipéptido BRCA2 como en (a) anterior
y que es al menos 95% complementario comparado con el mismo, o un RNA correspondiente, donde dicho 4cido
nucleico comprende ademds una mutacién asociada con la predisposicion al cidncer de mama, siendo seleccionada
dicha mutacién entre:

®
(ii)
(iii)
(iv)
)
(vi)
(vii)
(viii)
(ix)
(x)

AC delecionados en las posiciones nucleotidicas 277 y 278; o

cuatro nucleétidos delecionados en las posiciones 982-985; o

tener cuatro nucleétidos delecionados en las posiciones 4706-4709; o
C delecionado en la posicién nucleotidica 8525; o

cinco nucleétidos delecionados en las posiciones 9254-9258; o

GT delecionados en las posiciones nucleotidicas 4075 y 4076; o
cinco nucleétidos delecionados en las posiciones 999-1003; o

tres nucleétidos delecionados en las posiciones 4132-4134; o

A delecionado en la posicién 1493; o

una C en lugar de una A en la posicion 2411.

Tales polinucledtidos pueden ser polinucledtidos antisentido. La presente divulgacién proporciona también una
construccién recombinante que comprende dicho polinucleétido aislado, por ejemplo, una construcciéon recombinante
adecuada para expresion en una célula hospedante transformada.
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La presente divulgacién proporciona también un 4cido nucleico aislado que tiene al menos 15 nucleétidos conti-
guos de un 4cido nucleico de acuerdo con el punto (a) inmediatamente anterior, incluyendo los al menos 15 nucleétidos
contiguos dichos, una de dichas mutaciones asociadas con la predisposicién al cancer de mama.

La presente divulgacién proporciona ademds métodos para determinar la variacién de la secuencia nucleotidica
de un alelo de BRCA2 presuntamente mutante asociado con la predisposicion al cdncer de mama a partir de una
conocida secuencia nucleotidica que codifica BRCA2 natural no mutante, que comprende los nucle6tidos 229-10482
de la SEQ ID NO:1, comprendiendo dicho método, preparar una muestra biolégica que contiene dicho alelo de BRCA2
presuntamente mutante y comparar la secuencia nucleotidica del alelo de BRCA2 presuntamente mutante con dicha
secuencia no mutante e identificar las diferencias entre las secuencias.

Tales métodos pueden contener ademads la etapa de amplificar una porcién del locus BRCA2, y pueden incluir
también una etapa de proporcionar un conjunto de polinucledtidos que son cebadores de la amplificacién de dicha
porcién del locos BRCA2. El método es ttil para identificar mutaciones para uso o bien en el diagndstico de la
predisposicion al cdncer o bien en el diagndstico o prondstico del cdncer.

Comenzando desde una regién sobre el cromosoma 13 humano del genoma humano, que tiene un tamafio estimado
de aproximadamente 6 millones de pares de bases, se ha identificado una regién mds pequefia de 1 a 1,5 millones de
bases que contiene un locus genético, BRCA2, que causa susceptibilidad al cdncer, incluyendo el cdncer de mama.

La region que contiene el locus BRCA?2 fue identificada usando una variedad de técnicas genéticas. Las técnicas
de cartografia genética definieron inicialmente la region BRCA2 en términos de recombinacién con marcadores ge-
néticos. Basandose en estudios de familias muy extensas (“los kindred”’) con multiples casos de cancer de mama, se
ha localizado una regién cromosémica que contiene el gen BRCA2. Una region que contiene el locus BRCA2 estd
fisicamente delimitada por los marcadores D135289 y D13S267.

El uso de los marcadores genéticos proporcionados por esta divulgacion permitié la identificacién de clones que
cubren la regién a partir de una genoteca de cromosomas humanos artificiales de levaduras (YAC) o de cromosomas
humanos artificiales de bacterias (BAC). Dicho uso permitié también la identificacién y preparacién de los clones P1
y BAC manipulados mds facilmente a partir de esta regién y la construccién de un contig a partir de un subconjunto
de los clones. Estos P1, YAC y BAC proporcionan la base para donar el locus BRCA?2 y proporcionan la base para
desarrollar reactivos eficaces, por ejemplo, para el diagndstico y tratamiento del cdncer de mama y/o de ovario. Se
han aislado de esta region el gen BRCA2 y otros genes de susceptibilidad potencial. El aislamiento se hizo usando un
software de atrapamiento (un método de ordenador para identificar las secuencias que probablemente contienen exones
codificadores, procedentes de las secuencias de DNA gendémico contiguas o discontinuas), técnicas de seleccién de
hibridos y cribado directo, con insertos de cDNA completos o parciales procedentes de los P1 y BAC, en la regién para
cribar las genotecas de cDNA. Se usaron estos métodos para obtener las secuencias de los locus expresados en la mama
y otros tejidos. Estos locus candidatos se analizaron para identificar las secuencias que confieren la susceptibilidad al
céancer. Se ha descubierto en esta invencion que hay mutaciones en la secuencia codificadora del locus BRCA2 en
las familias, las cuales son responsables de la susceptibilidad al cancer ligada con el cromosoma 13, conocidas como
BRCAZ2. La presente invencién no sélo facilita la deteccion precoz de ciertos canceres, tan vital para la supervivencia
del paciente, sino que permite también la deteccién de los individuos susceptibles antes de que desarrollen el cancer.

Recursos de poblacion

Las familias de Utah, grandes, bien documentadas, son especialmente importantes para proporcionar buenos re-
cursos para estudios genéticos humanos. Cada familia larga proporciona independientemente la capacidad de detectar
si el alelo de BRCA?2 de susceptibilidad es segregado en dicha familia. Sélo se pueden obtener recombinantes infor-
mativos de la localizacién y aislamiento del locos BRCA2 de aquellas familias suficientemente grandes para poder
confirmar la presencia de un alelo de susceptibilidad. Los arboles geneal6gicos grandes son especialmente importan-
tes para estudiar el cancer de mama, ya que la penetrancia del alelo de BRCA2 de susceptibilidad se reduce tanto
por la edad como por el sexo, haciendo dificiles de encontrar drboles genealégicos informativos. Ademds, los drboles
genealdgicos grandes son esenciales para construir los haplotipos de los individuos fallecidos mediante inferencia de
los haplotipos de sus parientes préximos.

Aunque también otras poblaciones pueden proporcionar informacion beneficiosa, tales estudios requieren general-
mente un esfuerzo mucho mayor, y las familias son usualmente mucho mds pequefias y por tanto menos informativas.
La incidencia del cdncer de mama ajustado segtin la edad es en Utah 20% mds baja que la tasa media de Estados
Unidos. Probablemente la incidencia mas baja en Utah se debe en gran medida a una edad temprana para el primer
embarazo, aumentando la probabilidad de que los casos encontrados en las familias de Utah porten una predisposicién
genética.

Cartografia genética

Dado un conjunto de familias informativas, los marcadores genéticos son esenciales para ligar una enfermedad con
una regién de un cromosoma. Tales marcadores incluyen polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccién
(RFLP) (Botstein et al., 1980), marcadores con un nimero variable de repeticiones en tindem (VNTR) (Jeffreys et al.,
1985; Nakamura et al., 1987), y una abundante clase de polimorfismos de DNA basados en repeticiones en tindem
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cortas (STR), especialmente repeticiones de CpA (Weber and May, 1989; Litt er al., 1989). Para generar un mapa
genético, se seleccionan marcadores genéticos potenciales y se analizan estos usando DNA extraido de miembros de
las familias que estdn siendo estudiadas.

Los marcadores genéticos titiles en la investigacidn de un locus genético asociado con una enfermedad se pueden
seleccionar sobre una base ad hoc, cubriendo densamente un cromosoma especifico, o por analisis detallado de una
region especifica de un cromosoma. Un método preferido para seleccionar los marcadores genéticos ligados con una
enfermedad incluye evaluar el grado de informacién proporcionado por las familias para determinar la distancia ideal
entre los marcadores genéticos de un grado dado de polimorfismo, seleccionar después los marcadores a partir de
mapas genéticos conocidos que estan idealmente espaciados para la mdxima eficacia. La informacién proporcionada
por las familias se mide por la probabilidad de que los marcadores sean heterozigéticos en individuos no relacionados.
Es también muy eficaz usar marcadores STR que se detectan por amplificacion de la secuencia de acido nucleico
objetivo usando la PCR; tales marcadores son altamente informativos, faciles de ensayar (Weber and May, 1989), y
se pueden ensayar simultdneamente usando estrategias multiplicadoras (Skolnick and Wallace, 1988), lo que reduce
grandemente el nimero de experimentos requeridos.

Una vez que se ha establecido la relacion genética, se necesita encontrar marcadores que flanqueen el locus de la
enfermedad, esto es, uno o mas marcadores proximales al locos de la enfermedad, y uno o mas marcadores distales
del locus de la enfermedad. Cuando sea posible, se pueden seleccionar los marcadores candidatos a partir de un mapa
genético conocido. Cuando no hay ninguno conocido, se pueden identificar nuevos marcadores por la técnica de STR,
como se muestra en los ejemplos.

La cartografia genética es usualmente un procedimiento iterativo. En la presente divulgacion, este procedimiento
empez0 definiendo los marcadores genéticos que flanquean el locus BRCA2, reemplazando después estos marcadores
flanqueadores con otros marcadores que iban acercandose de forma sucesiva al locus BRCA2. Como una etapa inicial,
los sucesos de recombinacién, definidos por las familias muy extensas, ayudaron especificamente a localizar el locus
BRCAZ2 como distal o proximal a un especifico marcador genético (Wooster et al., 1994).

La regién que rodea al BRCA2, hasta la presente divulgacion, no habia sido bien cartografiada y habia pocos
marcadores. Por tanto, se desarrollaron secuencias repetitivas cortas a partir de los césmidos, P1, BAC y YAC, que fi-
sicamente formaban el mapa de la regién y se analizaron para desarrollar nuevos marcadores genéticos. Se encontraron
nuevos STR que eran ambos polimdrficos y que estaban en el mapa de la region BRCA2.

Cartografia fisica

Se emplearon tres métodos distintos para cartografiar fisicamente la regién. El primero fue el uso de cromosomas
artificiales de levaduras (los YAC) para clonar la region BRCA2. El segundo fue la creacién de un conjunto de P1,
BAC y clones césmidos que cubren la region que contiene el locus BRCA2.

Cromosomas artificiales de levaduras (YAC). Una vez que se hubo identificado una regidn suficientemente pequefia
que contiene el locus BRCA2, se llevo a cabo el aislamiento fisico del DNA de la regiéon mediante la identificacién de
un conjunto de YAC con solapamiento que cubre la regién. Se pueden aislar Yac ttiles de genotecas conocidas, tales
como las genotecas de YAC de St. Louis y CEPH, que estdn ampliamente distribuidas y contienen aproximadamente
50.000 YAC cada una. Se aislaron los YAC de estas genotecas publicamente accesibles y se pueden obtener de una
serie de fuentes incluyendo el Michigan Genome Center. Claramente, otras personas que hubieran tenido acceso a
estos YAC, sin la presente divulgacion, no habrian conocido el valor de los YAC especificos que se han seleccionado
aqui, porque no hubieran podido conocer cudles de los YAC estaban dentro y cudles estaban fuera de la regién mas
pequeiia que contiene el locus BRCA2.

Clones P1 y BAC. En la presente divulgacién, es ventajoso proceder obteniendo los clones P1 y BAC para cubrir
esta region. El tamafio mds pequefio de estos insertos en comparacion con los insertos YAC, hace que sean mads ttiles
como sondas especificas de hibridacién. Ademas, con el DNA clonado en células bacterianas mejor que en células de
levaduras, aumenta grandemente la facilidad con la que se puede manipular el DNA de interés, y mejora la relacién
sefial a ruido de los ensayos de hibridacién.

Los clones P1 y BAC se obtienen cribando las genotecas construidas a partir del genoma humano total con sitios
especificos de la secuencia marcados (STS) derivados de los YAC, P1, y BAC, aislados como se describe aqui.

Estos clones P1 y BAC se pueden comparar por la PCR de secuencias repetitivas interpuestas (IRS) y/o por di-
gestiones con enzimas de restriccion seguido por electroforesis en gel y comparacién de los fragmentos de DNA
resultantes (“huellas genéticas”) (Maniatis et al., 1982). Los clones se pueden caracterizar también por la presencia
de los STS. Las huellas genéticas se usan para definir un conjunto de clones contiguos de solapamiento que cubre la
region pero que no es excesivamente redundante, denominado aqui un “minimo camino enlosado”. Un minimo camino
enlosado semejante forma la base de los experimentos posteriores para identificar los cDNA que se pueden originar
desde el locus BRCA2.

Los clones P1 (Stenberg, 1990); Stenberg et al., 1990; Shizuya et al., 1992) fueron aislados por Genome Sciences
usando para el cribado los cebadores de PCR proporcionados por los autores. Los BAC fueron proporcionados por

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 190 466 T5

técnicas de hibridacién en el laboratorio del Dr. Mel Simon y por analisis de los grupos de PCR en nuestro laboratorio.
La estrategia de usar los clones P1 y BAC permitié también cubrir la regién genémica con un conjunto independiente
de clones no derivados de los YAC. Esto protege frente a la posibilidad de deleciones de los YAC. Estas nuevas
secuencias derivadas de los clones P1 y BAC proporcionan el material para posteriores cribados de genes candidatos,
como se describe mds adelante.

Aislamiento de genes

Hay muchas técnicas para analizar los clones gendmicos en cuanto a la presencia de secuencias con probabilidad
de ser candidatas como secuencia codificadora de un locus que se pretende aislar, que incluyen, pero sin limitarse a
ellas: (a) zoo blots, (b) identificacién de islas HTF, (c) atrapamiento de exones, (d) hibridacién de cDNA a los P1,
BAC o YAC y (e) cribado de genotecas de cDNA.

(a) Zoo blocs. La primera técnica es hibridar los c6smidos a transferencias Southern para identificar las secuencias
de DNA que se han conservado evolutivamente, y que por tanto dan sefiales positivas de hibridacién con el DNA
de especies con distintos grados de relacién con los seres humanos (tales como monos, vacas, pollos, cerdos, rato-
nes y ratas). Las transferencias Southern que contienen dicho DNA procedente de una variedad de especies estdn
comercialmente disponibles (Clonetech, Cat. 7753-1).

(b) Identificacion de las islas HTF. La segunda técnica incluye la bisqueda de regiones ricas en los nucleétidos C y
G, que a menudo aparecen cerca o dentro de las secuencias codificadoras. Tales secuencias se llaman HTF (fragmento
Hpal diminuto) o islas CpG, ya que las enzimas de restriccién especificas para los sitios que contienen dimeros CpG
cortan frecuentemente estas regiones (Lindsay et al., 1987).

(c) Atrapamiento de exones. La tercera técnica es el atrapamiento de exones, un método que identifica las secuen-
cias del DNA genémico que contienen uniones por empalme y por tanto que probablemente comprenden secuencias
codificadoras de genes. La amplificacion de exones (Buckler et al., 1991) se usa para seleccionar y amplificar exones a
partir de los clones de DNA descritos antes. La amplificacién de exones se basa en la seleccién de secuencias de RNA
que estan flanqueadas por sitios funcionales de corte y empalme en 5° y/o 3’. Los productos de la amplificacion de
exones se usan para cribar las genotecas de cDNA de mama para identificar un nimero manejable de genes candidatos
para el estudio posterior. El atrapamiento de exones se puede realizar también sobre pequefios segmentos de DNA
secuenciado usando programas de ordenador o por un software de atrapamiento,

(d) Hibridacion de cDNA a los P1, BAC o YAC. La cuarta técnica es una modificacion de la técnica de enrique-
cimiento selectivo que utiliza la hibridacién de cDNA a los césmidos, P1, BAC o YAC y permite que las secuencias
transcritas sean identificadas y recuperadas del DNA genémico donado (Kandpal et al., 1990). La técnica de enrique-
cimiento selectivo, modificada para el presente propdsito, incluye la unién del DNA de la region de BRCA2 presente
en un YAC a una columna matriz y la seleccién de los cDNA de las genotecas relevantes que se hibridan con el DNA
unido, seguido por amplificacién y purificacion del DNA unido, dando como resultado un gran enriquecimiento de los
cDNA en la regién representada por el DNA genémico clonado.

(e) Identificacion de los cDNA. La quinta técnica es identificar los cDNA que corresponden al locus BRCA2.
Las sondas de hibridacidn que contienen secuencias codificadoras putativas, seleccionadas usando cualquiera de las
técnicas anteriores, se usan para cribar diferentes genotecas, incluyendo las genotocas de cDNA del tejido de la mama
y cualquier otra genoteca necesaria.

Para encontrar los genes candidatos a BRCA?2 se puede usar otra variacién sobre el tema de la seleccion directa de
cDNA (Lovett et al., 1991; Futreal, 1993). Este método usa como sonda el DNA de los césmidos, P1 o BAC. El DNA
sonda se digiere con una enzima de restriccion de corte romo tal como Haelll. Los adaptadores de doble cadena se ligan
entonces sobre el DNA vy sirven como sitios de unién para los cebadores en las reacciones posteriores de amplificacion
por PCR que usan cebadores biotinilados. E1 cDNA objetivo se genera a partir de mRNA derivado de muestras de
tejido, por ejemplo, tejido de la mama, por la sintesis de una primera cadena ya sea con cebadores aleatorios o con
cebadores oligo (dT) seguida por la sintesis de la segunda cadena. Los extremos de cDNA se hacen romos y se ligan a
los adaptadores de doble cadena. Estos adaptadores sirven como sitios de amplificacién para la PCR. Las secuencias
del objetivo y de la sonda se desnaturalizan y se mezclan con DNA C,t-1 humano para bloquear las secuencias
repetitivas. La hibridacién de la solucién se lleva a cabo a valores altos de C,t-1/2 para asegurar la hibridacién de las
moléculas raras del cDNA objetivo. El material alineado se captura entonces sobre perlas de avidina, se lava con gran
rigor y los cDNA retenidos se eluyen y amplifican por PCR. El cDNA seleccionado se somete a posteriores rondas de
enriquecimiento antes de la donacién en un plasmido vector para andlisis.

Andlisis de los cDNA para candidatos

La prueba de que el cDNA es el locus BRCA2 se obtiene encontrando las secuencias del DNA extraido procedente
de miembros de las familias afectadas que crean productos génicos BRCA2 anormales o niveles anormales del produc-
to génico BRCA2. Tales alelos de BRCAZ2 de susceptibilidad serdn segregados conjuntamente con la enfermedad en
las familias grandes. Ellos estaran presentes también con mucha mayor frecuencia en los individuos no familiares con
cancer de mama, que en los individuos de la poblacion general. Finalmente, puesto que los tumores a menudo tienen
mutaciones somaticas en los locus que en otros casos tienen mutaciones en la linea germinal, se espera ver alelos de

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 190 466 T5

BRCAZ2 normales en la linea germinal mutados en secuencias que son idénticas o similares a los alelos de BRCA2 de
susceptibilidad en el DNA extraido del tejido tumoral. Cuando se comparan las secuencias de BRCA?2 de los tejidos
tumorales con los alelos de BRCAZ2 de la linea germinal de los mismos individuos, o se comparan los alelos de BRCA2
de la linea germinal de los casos de cancer con los de individuos no afectados, la clave es encontrar mutaciones que
sean suficientemente graves como para causar la interrupcién clara de la funcién normal del producto génico. Estas
mutaciones pueden tomar una serie de formas. Las formas mds graves podrian ser mutaciones con desplazamiento
del marco de lectura o deleciones grandes que podrian hacer que el gen codificara una proteina anormal o alguna que
pudiera alterar significativamente la expresién proteinica. Las mutaciones disruptivas menos graves podrian incluir
pequefias deleciones en el marco de lectura y sustituciones de pares de bases no conservativos que podrian tener un
efecto importante sobre las proteinas producidas, tales como cambios hasta un residuo de cisteina o desde un residuo
de cisteina, desde un aminodcido basico a uno acido o viceversa, desde un aminoacido hidréfobo a uno hidréfilo o
viceversa, u otras mutaciones que podrian afectar la estructura proteinica secundaria, terciaria o cuaternaria, En ge-
neral no se debe esperar que las mutaciones silenciosas o las que dan como resultado sustituciones de aminodcidos
conservativos interrumpan la funcién proteinica.

Segtn la presente divulgacién, se detecta una alteracién del locus BRCA2 natural. Ademads, el método se puede
llevar a cabo detectando el locus BRCA2 natural y confirmando la falta de una predisposicién al céncer en el locus
BRCAZ2. La “alteracién de un gen natural” abarca todas las formas de mutaciones incluyendo deleciones, inserciones
y mutaciones puntuales en las regiones codificadoras y no codificadoras. Las deleciones pueden ser del gen completo
o solamente de una porcién del gen. Las mutaciones puntuales pueden dar como resultado codones de terminacion,
mutaciones con desplazamiento del marco de lectura o sustituciones de aminodcidos. Las mutaciones somdticas son
aquellas que s6lo aparecen en ciertos tejidos, por ejemplo, en el tejido tumoral y no se heredan en la linea germinal.
Las mutaciones en la linea germinal se pueden encontrar en cualquiera de los tejidos corporales y se heredan. Si s6lo
estd mutado somdticamente un Unico alelo, hay indicios de un estado neoplasico precoz. Sin embargo, si estin mutados
somdticamente ambos alelos, entonces hay indicios de un estado neoplasico tardio. Asi, el hallazgo de las mutaciones
de BRCA2 proporciona informacién tanto para el diagndstico como para el prondstico. Un alelo de BRCA2 que no
estd delecionado (por ejemplo que se encuentra en el cromosoma hermano de un cromosoma que lleva una delecién de
BRCAZ2) se puede cribar para otras mutaciones tales como inserciones, deleciones pequefias, y mutaciones puntuales.
Se cree que muchas mutaciones encontradas en los tejidos tumorales serdn las que lleven a la disminucién de la
expresion del producto génico BRCA2. Sin embargo, las mutaciones que llevan a productos génicos no funcionales
podrian llevar también a un estado canceroso. Los sucesos de mutaciones puntuales pueden tener lugar en regiones
reguladoras, tales como en el promotor del gen, llevando a la pérdida o disminucién de la expresién del mRNA.
Las mutaciones puntuales pueden suprimir también el procesamiento apropiado del RNA, llevando a una pérdida de la
expresion del producto génico BRCA2, o a una disminucién de la estabilidad o de la eficacia de traduccién del mRNA.

Las técnicas utiles de diagndstico incluyen, pero sin limitarse a ellas, la hibridacién fluorescente in situ (FISH), la
secuenciacion directa del DNA, el andlisis por PFGE, el andlisis por transferencia Southern, el anélisis de conforma-
cion de cadena simple (SSCA), el ensayo de proteccién a RNasa, oligonucleétido alelo-especifico (ASO), los anélisis
de transferencia y PCR-SSCP, como se discute con mayor detalle mas adelante.

La predisposicion al céncer, tal como al cancer de mama, y a los otros canceres identificados aqui, se puede
averiguar analizando cualquier tejido de un ser humano en cuanto a mutaciones del gen BRCA2. Por ejemplo, una
persona que ha heredado una mutaciéon de BRCA?2 en la linea germinal serd propensa a desarrollar cancer. Esto se
puede determinar analizando el DNA de cualquier tejido del cuerpo de la persona. Mds simplemente, se puede sacar
sangre y extraer el DNA de las células sanguineas. Ademds, se puede realizar un diagndstico prenatal analizando
las células fetales, las células de la placenta o las células amnidticas en cuanto a mutaciones del gen BRCA2. La
alteracion de un alelo de BRCA?2 natural, ya sea, por ejemplo, por mutacién puntual o por delecion, se puede detectar
por cualquiera de los medios expuestos aqui.

Hay varios métodos que se pueden usar para detectar variaciones en la secuencia del DNA. La secuenciacién di-
recta del DNA, ya sea secuenciacion manual o secuenciacion fluorescente automatica puede detectar las variaciones
de la secuencia. Para un gen tan grande como BRCAZ2, la secuenciacién manual es muy laboriosa, pero en condiciones
Optimas, raras veces se pasan por alto las mutaciones de la secuencia codificadora de un gen. Otro método es el ensayo
de polimorfismo de la conformacién de cadena simple (SSCA) (Orita et al., 1989). Este método no detecta todos los
cambios de la secuencia, especialmente si el tamafio del fragmento de DNA es mayor que 200 bp, pero se puede
optimizar para detectar la mayor parte de las variaciones de la secuencia de DNA. La reduccion de la sensibilidad de
deteccién es una desventaja, pero el aumento del rendimiento posible con SSCA hace de este método una alternativa
viable y atractiva a la secuenciacion directa para la deteccién de mutaciones como una base de investigacion. Los
fragmentos que tienen la movilidad desplazada sobre los geles de SSCA se secuencian después para determinar la
naturaleza exacta de la variacion de la secuencia del DNA. Otros métodos basados en la deteccién de apareamien-
tos incorrectos entre las dos cadenas complementarias del DNA incluyen la electroforesis en gel con concentracién
constante de desnaturalizante (CDGE) (Sheffield et al., 1991), el andlisis de heterodiplex (HA) (White et al., 1992)
y la digestién quimica de cadenas con apareamiento incorrecto (CMC) (Grompe et al., 1989). Ninguno de los mé-
todos descritos antes detectard deleciones, duplicaciones o inserciones grandes, ni tampoco detectard una mutacién
reguladora que afecte a la transcripcion o traduccion de la proteina. Otros métodos que pudieran detectar estas clases
de mutaciones tales como un ensayo de truncacién de una proteina o el ensayo asimétrico, detectan solamente tipos
especificos de mutaciones y no podrian detectar mutaciones con sentido alterado. Una revision de los métodos actual-
mente disponibles para detectar la variacién de la secuencia de DNA se puede encontrar en una reciente revision de
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Grompe (1993). Una vez que se conoce una mutacién, se puede utilizar un método de deteccion especifica del alelo
tal como la hibridacién de un oligonucleétido alelo-especifico (ASO) para cribar rdpidamente grandes cantidades de
otras muestras para la misma mutacion.

Para detectar la alteracion del gen BRCAZ2 natural en un tejido, es util aislar el tejido libre de los tejidos normales
que le rodean. Los medios para enriquecer la preparacion del tejido en células tumorales son conocidos en la técnica.
Por ejemplo, el tejido puede ser aislado de cortes en parafina o en criostato. Las células cancerosas se pueden separar
también de los células normales por citometria de flujo. Estos métodos, asi como otros métodos para separar las células
tumorales de las células normales, son bien conocidos en la técnica. Si el tejido tumoral esta altamente contaminado
con células normales, la deteccion de las mutaciones es mas dificil.

Se puede realizar un andlisis preliminar rapido para detectar polimorfismos en las secuencias de DNA observando
una serie de transferencias Southern de DNA cortadas con una o mis enzimas de restriccion, preferiblemente con un
gran nimero de enzimas de restriccion. Cada transferencia contiene una serie de individuos normales y una serie de
casos de cancer, de tumores o de ambos. Eras transferencias Southern que presentan fragmentos de hibridacién (que
difieren en longitud del DNA testigo cuando se exploran con sondas de secuencias préximas o que incluyen el locus
BRCA?2) indican una posible mutacién. Si se usan enzimas de restriccién que producen fragmentos de restriccién muy
grandes, entonces se emplea electroforesis de campo pulsado (PFGE).

La deteccion de mutaciones puntuales se puede conseguir por donaciéon molecular del alelo o alelos de BRCA2 y
secuenciacion del alelo o alelos usando métodos bien conocidos en la técnica. Alternativamente, las secuencias génicas
se pueden amplificar directamente a partir de una preparacion de DNA gendmico procedente del tejido tumoral, usando
técnicas conocidas. Se puede determinar después la secuencia del DNA de las secuencias amplificadas.

Hay seis métodos bien conocidos para un andlisis mas completo, pero todavia indirecto, para confirmar la pre-
sencia de un alelo de susceptibilidad: 1) andlisis de conformacién de cadena simple (SSCA) (Orita et al., 1989); 2)
electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) (Wartell et al., 1990; Sheffield ef al., 1989); 3) ensayos
de proteccién a RNasa (Finkelstein et al., 1990; Kinszler et al., 1991); 4) oligonucledtidos alelo-especificos (ASO)
(Conner et al., 1983); 5) el uso de proteinas que reconocen los apareamientos incorrectos de nucleétidos, tales como
la proteina mutS de E. coli (Modrich, 1991); y 6) PCR alelo-especifica (Rano & Kidd, 1989). Para la PCR alelo-
especifica, se usan cebadores que se hibridan en sus extremos 3’ con una mutacion particular de BRCA2. Si la muta-
cién particular de BRCA2 no estd presente, no se observa ningtin producto de amplificacién. Se puede usar también
Amplification Refractory Mutation System (ARMS), como se describe en la solicitud de patente europea, publicacién
n° 0332435 y en Newton et al.,1989. Las inserciones y deleciones de genes se pueden detectar también por clonacion,
secuenciacion y amplificacién. Ademas, se pueden usar las sondas de polimorfismo de longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP) para el gen o genes marcadores que le rodean para puntuar la alteracion de un alelo o una insercién
en un fragmento polimorfico. Dicho método es particularmente ttil para cribar a los parientes de un individuo afectado
en cuanto a la presencia de la mutacién de BRCA2 encontrada en dicho individuo. Se pueden usar otros métodos para
detectar inserciones y deleciones que son conocidos en la técnica.

En los tres primeros métodos (SSCA, DGGE y ensayo de proteccion a RNasa), aparece una nueva banda electrofo-
rética. E1 SSCA detecta una banda que migra diferencialmente porque el cambio de la secuencia causa una diferencia
en el apareamiento de las bases intramoleculares de la cadena simple. La protecciéon a RNasa implica la escision del
polinucledtido mutante en dos o mas fragmentos mds pequefios. La DGGE detecta diferencias en las tasas de migracién
de las secuencias mutantes comparadas con las secuencias naturales, usando un gel con gradiente desnaturalizante. En
un ensayo de oligonucleétido alelo-especifico, se disefia un oligonucledtido que detecta una secuencia especifica, y se
realiza el ensayo detectando la presencia o ausencia de una sefial de hibridacién. En el ensayo con mutS, la proteina
se une solamente a las secuencias que contienen un apareamiento incorrecto de nucleétidos en un heterodiplex entre
las secuencias mutantes y las secuencias naturales.

Los apareamientos incorrectos, segin la presente divulgacién, son diplex de dcido nucleico hibridados en los
cuales las dos cadenas no son 100% complementarias. La falta de homologia total puede ser debida a deleciones,
inserciones, inversiones o sustituciones. La deteccidn del apareamiento incorrecto se puede usar para detectar muta-
ciones puntuales en el gen o en su producto mRNA. Aunque estas técnicas son menos sensibles que la secuenciacion,
son mads sencillas de realizar en un nimero grande de muestras tumorales. Un ejemplo de una técnica de escision de
cadenas con apareamiento incorrecto es el método de proteccién a RNasa. En la préictica de la presente divulgacion, el
método implica el uso de una ribosonda marcada que es complementaria a la secuencia codificadora del gen BRCA2
natural humano. La ribosonda y cualquiera de los mRNA o DNA aislados del tejido tumoral se alinean (hibridan)
juntos y posteriormente se digieren con la enzima RNasa A que es capaz de detectar algunos apareamientos incorrec-
tos en una estructura de RNA diiplex. Si se detecta un apareamiento incorrecto por la RNasa A, ésta escinde en el
sitio del apareamiento incorrecto. Por tanto, cuando la preparaciéon de RNA alineado se separa sobre una matriz de
gel electroforético, si se ha detectado un apareamiento incorrecto y se ha escindido por la RNasa A, se observard un
producto RNA que es mas pequefio que la longitud completa del RNA diplex para la ribosonda y el mRNA o DNA.
La ribosonda no necesita tener la longitud completa del mRNA o del gen BCRA?2 sino que puede ser un segmento de
cualquiera de ellos. Si la ribosonda comprende solamente un segmento del mRNA o del gen BCRA2, serd deseable
usar una serie de estas sondas para cribar la secuencia completa de mRNA en cuanto a apareamientos incorrectos.

De forma similar, se pueden usar sondas de DNA para detectar apareamientos incorrectos, por medio de la escision
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enzimdtica o quimica. Véase, por ejemplo, Cotton et al., 1988; Shenk et al., 1975; Novack et al., 1986. Alternativa-
mente, los apareamientos incorrectos se pueden detectar por desplazamientos en la movilidad electroforética de los
diplex con apareamiento incorrecto en relacién a los diplex con apareamiento correcto. Véase, por ejemplo, Carie-
llo, 1988. Utilizando o bien ribosondas o bien sondas de DNA, los mRNA o DNA celulares que pudieran contener
una mutacion se pueden amplificar usando la PCR (véase mas adelante) antes de la hibridacion. También se pue-
den detectar cambios en el DNA del gen BRCA2 usando la hibridacién Southern, especialmente si los cambios son
reordenamientos groseros, tales como deleciones e inserciones.

Las secuencias de DNA del gen BRCA2 que han sido amplificadas por el uso de la PCR se pueden cribar también
usando sondas alelo-especificas. Estas sondas son oligémeros de 4cido nucleico, cada uno de los cuales contiene una
region de la secuencia del gen BRCA2 que contiene una mutacién conocida. Por ejemplo, un oligémero puede tener
una longitud de aproximadamente 30 nucleétidos, que corresponden a una porcién de la secuencia del gen BRCA2.
Usando una bateria de tales sondas alelo-especificas, se pueden cribar los productos de la amplificaciéon por PCR para
identificar la presencia de una mutacién previamente identificada en el gen BRCAZ2. Se puede realizar la hibridacién
de sondas alelo-especificas con las secuencias amplificadas de BRCA2, por ejemplo, sobre un filtro de nilén. La
hibridacién a una sonda particular en condiciones rigurosas de hibridacién indica la presencia de la misma mutacién
en el tejido del tumor que en la sonda alelo-especifica.

El ensayo mds definitivo de las mutaciones en un locus candidato es comparar directamente las secuencias de
BRCAZ2 genémico de pacientes de cancer con las de una poblacién testigo. Alternativamente, se podria secuenciar el
RNA mensajero después de la amplificacion, por ejemplo, por PCR, con lo que se elimina la necesidad de determinar
la estructura del exén del gen candidato.

Las mutaciones de los pacientes de cancer que caen fuera de la region codificadora de BRCA?2 se pueden detectar
examinando las regiones no codificadoras, tales como los intrones y las secuencias reguladoras préximas o dentro
del gen BRCAZ2. Una indicacion precoz de que las mutaciones de las regiones no codificadoras son importantes puede
venir de los experimentos de transferencia Northern que revelan moléculas de RNA mensajero de tamafio o abundancia
anormal en los pacientes de cdncer cuando se comparan con los individuos testigos.

La alteracién de la expresion de mRNA en BRCAZ2 se puede detectar por cualquier método conocido en la técnica.
Estos incluyen el andlisis por transferencia Northem, amplificacion por PCR y proteccién a RNasa. La disminucién de
la expresién de mRNA indica una alteracién del gen BRCA?2 natural. La alteracién de los genes BRCA2 naturales se
puede detectar también haciendo un cribado para encontrar la alteracién de la proteina BRCA?2 natural. Por ejemplo,
se pueden usar anticuerpos monocionales inmunorreactivos con BRCA?2 para cribar un tejido. La falta de un antigeno
cognado deberia indicar una mutaciéon de BRCA2. Para detectar el producto génico BRCA?2 mutante, se pueden usar
también anticuerpos especificos para los productos de alelos mutantes. Tales ensayos inmunolégicos se pueden realizar
en cualquiera de los formatos convenientes conocidos en la técnica. Estos incluyen transferencias Western, ensayos
inmunohistoquimicos y ensayos ELISA. Todos los medios para detectar una proteina BRCA2 alterada se pueden
usar para detectar la alteracion de los genes BRCA2 naturales. Se pueden usar ensayos funcionales, tales como las
determinaciones de unién a proteinas. Ademads, se pueden usar ensayos que detectan la funcién bioquimica de BRCA2.
El hallazgo de un producto génico BRCA?2 mutante indica la alteracién de un gen BRCA2 natural.

Los genes o productos génicos BRCA2 mutantes se pueden detectar también en otras muestras del cuerpo hu-
mano, tales como suero, heces, orina y esputos. Las mismas técnicas descritas antes para la deteccién de genes o
productos génicos BRCA?2 mutantes en tejidos se pueden aplicar a otras muestras del cuerpo. Las células cancerosas
se desprenden de los tumores y aparecen en dichas muestras corporales. Ademads, el propio producto génico BRCA2
se puede secretar en el espacio extracelular y se puede encontrar en estas muestras corporales incluso en ausencia de
células cancerosas. Cribando tales muestras corporales, se puede conseguir un simple diagndstico precoz para muchos
tipos de cancer. Ademads se puede hacer seguimiento del progreso de la quimioterapia o radioterapia mds facilmente
analizando dichas muestras corporales en cuanto a los genes o productos génicos BRCA2 mutantes.

Los pares de cebadores son utiles para la determinacion de la secuencia de nucleétidos de un particular alelo de
BRCAZ2 usando la PCR. Los pares de cebadores de DNA de cadena simple pueden ser alineados con las secuencias de
dentro o de al-rededor del gen BRCAZ2 sobre el cromosoma 13 con el fin de cebar la amplificacion de la sintesis del
DNA del propio gen BRCA2. Un conjunto completo de estos cebadores permite la sintesis de todos los nucledtidos de
las secuencias codificadoras del gen BRCAZ2, esto es, los exones. El conjunto de cebadores permite preferiblemente la
sintesis de secuencias tanto de los intrones como de los exones. Se pueden usar también cebadores alelo-especificos.
Tales cebadores se alinean solamente a alelos mutantes de BRCA2 particulares, y por tanto sélo amplificardn un
producto en presencia del alelo mutante como molde.

Para facilitar la donacién subsiguiente de las secuencias amplificadas, los cebadores pueden tener secuencias del
sitio de la enzima de restriccion afadidas a sus extremos 5’. Por tanto, todos los nucleétidos de los cebadores se derivan
de las secuencias de BRCA?2 o de las secuencias adyacentes a BRCA2, excepto para los pocos nucle6tidos necesarios
para formar un sitio de la enzima de restriccion. Tales enzimas y sitios son bien conocidos en la técnica. Los propios
cebadores se pueden sintetizar usando métodos que son bien conocidos en la técnica. Generalmente, los cebadores
se pueden preparar usando maquinas para sintetizar oligonucleétidos que estdn comercialmente disponibles. Dada la
secuencia del marco de lectura abierto de BRCA2 que se muestra en la SEQ ID NO:1 y en la Figura 3, el disefio de
cebadores particulares, aparte de los descritos mas adelante, estd dentro de la experiencia en la técnica.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 190 466 T5

Las sondas de 4cido nucleico se pueden usar en hibridacién Southern al DNA genémico y en el método de pro-
teccion a RNasa para detectar las mutaciones puntuales ya discutidas anteriormente. Las sondas se pueden usar para
detectar productos de amplificacién por PCR. Ellas se pueden usar también para detectar apareamientos incorrectos
con el gen o mRNA de BRCA2 usando otras técnicas.

Se ha descubierto que los individuos con el gen BRCAZ2 natural no tienen el cidncer que resulta del alelo de BRCAZ2.
Sin embargo, las mutaciones que interfieren con la funcién de la proteina BRCA?2 estdn implicadas en la patogénesis
del cancer. Por tanto, la presencia de un gen BRCA?2 alterado (o un mutante) que produce una proteina con pérdida
de funcién, o con funcién alterada, esta directamente correlacionada con un aumento del riesgo de cdncer. Para de-
tectar una mutacién del gen BRCA2, se prepara una muestra bioldgica y se analiza para buscar una diferencia entre
la secuencia del alelo de BRCA2 que estd siendo analizado y la secuencia del alelo de BRCA?2 natural. Los alelos de
BRCA2 mutantes se pueden identificar inicialmente por cualquiera de las técnicas descritas antes. Los alelos mutantes
se secuencian después para identificar la mutacién especifica del particular alelo mutante. Alternativamente, los alelos
de BRCA2 mutantes se pueden identificar inicialmente identificando las proteinas BRCA2 mutantes (alteradas), usan-
do técnicas convencionales. Los alelos mutantes se secuencian después para identificar la mutacién especifica de cada
alelo. Las mutaciones, especialmente las que llevan a una funcién alterada de la proteina BRCA2, se usan después
para métodos de diagndstico y prondstico.

Definiciones
La presente divulgacion emplea las siguientes definiciones:

La “amplificacion de polinucledtidos” utiliza métodos tales como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
amplificacion por ligacion (o reaccién en cadena de la ligasa, LCR) y métodos de amplificacién basados en el uso de
la Q-beta-replicasa. Estos métodos son bien conocidos y ampliamente practicados en la técnica. Véanse, por ejemplo,
las patentes de Estados Unidos 4.683.195 y 4.683.202 e Innis et al., 1990 (para PCR); y Wu et al., 1989a (para
LCR). Los reactivos y el hardware para realizar la PCR estdn comercialmente disponibles. Los cebadores ttiles para
amplificar las secuencias de la region BRCAZ2 son preferiblemente complementarios y se hibridan especificamente con
las secuencias de la region BRCA?2 o de las regiones que flanquean una regién objetivo dentro de ella. Las secuencias
de BRCA2 generadas por la amplificacién se pueden secuenciar directamente. Alternativamente, pero menos deseable,
las secuencias amplificadas pueden ser donadas previamente al andlisis de secuencias. Un método para la zonacién
directa y el andlisis de secuencias de los segmentos genémicos amplificados enziméticamente ha sido descrito por
Scharf, 1986.

“Polinucledtido analito” y “cadena analito” se refieren a un polinucledtido de cadena simple o doble que contiene
presuntamente una secuencia objetivo, y que puede estar presente en una variedad de tipos de muestras, incluyendo
las muestras bioldgicas.

“Anticuerpos”. El término “anticuerpo” se usa tanto para designar una entidad molecular homogénea, como una
mezcla tal como un producto sérico compuesto por una pluralidad de diferentes entidades moleculares. Los polipép-
tidos BRCA?2 se pueden preparar sintéticamente en un sintetizador de péptidos y se pueden acoplar a una molécula
portadora (por ejemplo, hemocianina de lapa californiana) e inyectar durante varios meses a conejos. El suero de los
conejos se analiza después en cuanto a inmunorreactividad frente al polipéptido o fragmento BRCAZ2. Los anticuer-
pos monocionales se pueden preparar inyectando ratones con los polipéptidos proteinicos, proteinas de fusién o sus
fragmentos. Los anticuerpos monocionales serdn cribados por ELISA y analizados en cuanto a inmunorreactividad
especifica con el polipéptido BRCA2 o sus fragmentos. Véase, Harlow & Lane, 1988. Estos anticuerpos serdn utiles
en ensayos asi como en compuestos farmacéuticos.

Una vez que se ha obtenido una cantidad suficiente del polipéptido deseado, éste puede ser usado para diferentes
propésitos. Un uso tipico es la produccion de anticuerpos especificos para unién. Estos anticuerpos pueden ser o
policlonales o monocionales, y pueden ser producidos in vitro o in vivo por métodos bien conocidos en la técnica. Para
la produccién de anticuerpos policlonales, se selecciona un apropiado sistema inmunitario objetivo, tipicamente ratén
o conejo. El antigeno sustancialmente purificado se presenta al sistema inmunitario en una forma determinada por
métodos apropiados para el animal y por otros pardmetros bien conocidos por los inmundlogos. Los sitios tipicos para
inyeccidn son las plantas de los pies, intramuscularmente, intraperitonealmente, o intradérmicamente. Naturalmente,
el ratén o el conejo pueden ser sustituidos por otras especies. Los anticuerpos policlonales se purifican después usando
métodos conocidos en la técnica, ajustados para la especificidad deseada.

Una respuesta inmunoldgica se valora usualmente con un inmunoensayo. Normalmente, tales inmunoensayos in-
cluyen alguna purificacién de una fuente de antigeno, por ejemplo, el producido por las mismas células y de la misma
forma que el antigeno. Una variedad de métodos de inmunoensayo son bien conocidos en la técnica. Véase, por
ejemplo, Harlow & Lane, 1988, o Goding, 1986.

Los anticuerpos monoclonales con afinidades de 107 M™' o preferiblemente 107 a 107 M~! 0 mayores se prepa-
raran tipicamente por procedimientos estdndar como se han descrito, por ejemplo, en Harlow & Lane, 1988 o Goding,
1986. Brevemente, se seleccionardn animales apropiados y se seguird el protocolo de inmunizacién deseado. Des-
pués del apropiado periodo de tiempo, se extirpan los bazos de dichos animales y las células del bazo individual se
fusionan, tipicamente, con células inmortalizadas de mieloma en condiciones apropiadas de seleccién. Después, las
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células se separan clonalmente y los sobrenadantes de cada clon se analizan en cuanto a su produccién de un apropiado
anticuerpo especifico para la region deseada del antigeno.

Otras técnicas adecuadas incluyen la exposicién in vitro de los linfocitos a los polipéptidos antigénicos, o alter-
nativamente, a una seleccién de bancos de anticuerpos en lagos o vectores similares. Véase Huse et al., 1989. Los
polipéptidos y anticuerpos de la presente invencién se pueden usar con o sin modificacion. Frecuentemente, los po-
lipéptidos y anticuerpos se marcan uniéndolos, ya sea covalentemente o no covalentemente, con una sustancia que
proporciona una sefial detectable. Se conoce una amplia variedad de marcadores y técnicas de conjugacion y estan
descritos extensamente tanto en la literatura cientifica como en la de patentes. Los marcadores adecuados incluyen
radiontclidos, enzimas, sustratos, cofactores, inhibidores, agentes fluorescentes, agentes quimioluminiscentes, parti-
culas magnéticas y similares. Las patentes que describen el uso de tales marcadores incluyen las patentes de Estados
Unidos 3.817.837; 3.850.752; 3.939.350; 3.996,345; 4.277.437; 4.275.149 y 4.366.241. También, se pueden producir
inmunoglobulinas recombinantes (véase la patente de Estados Unidos 4.816.567).

“Coparticipe de union” se refiere a una molécula capaz de unirse a una molécula ligando con alta especificidad,
como por ejemplo, un antigeno y un anticuerpo especifico del antigeno o una enzima y su inhibidor. En general,
los coparticipes especificos de unién se deben unir con suficiente afinidad para inmovilizar el diplex copia del ana-
lito/cadena complementaria (en el caso de hibridacién de polinucleétidos) en las condiciones de aislamiento. Los
coparticipes especificos de unién son conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, biotina y avidina o estrep-
tavidina, IgG y proteina A, los numerosos acoplamientos conocidos de receptor-ligando, y las numerosas cadenas
complementarias polinucleotidicas. En el caso de coparticipes complementarios de unién a polinucleétidos, los co-
participes tienen normalmente al menos aproximadamente 15 bases de longitud, y pueden tener al menos 40 bases de
longitud. Los polinucleétidos pueden estar compuestos de DNA, RNA, o andlogos sintéticos de nucleétidos.

Una “muestra biologica” se refiere a una muestra de tejido o fluido que presuntamente contiene un polinucleétido
o polipéptido analito, procedente de un individuo que incluye, pero sin limitarse a ellos, por ejemplo, plasma, suero,
liquido cefalorraquideo, liquido linfatico, las secciones externas de la piel, tractos respiratorio, intestinal, y genitou-
rinario, ldgrimas, saliva, células sanguineas, tumores, 6rganos, tejidos y muestras de los constituyentes de cultivos
celulares in vitro.

Tal como se usan aqui, los términos “diagndstico” o “prondstico” cuando se emplean en el contexto de las neopla-
sias, se usan para indicar 1) la clasificacion de las lesiones como neoplésicas, 2) la determinacion de la gravedad de la
neoplasia, o 3) el seguimiento de la progresion de la enfermedad, antes, durante y después del tratamiento.

“Codificar’. Se dice que un polinucledtido “codifica” un polipéptido si, en su estado nativo o cuando es manipulado
por métodos bien conocidos por los expertos en la técnica, puede ser transcrito y/o traducido para producir el mRNA
de un polipéptido y/o el polipéptido o uno de sus fragmentos. La cadena antisentido es el complemento de un dcido
nucleico semejante, y la secuencia codificadora se puede deducir de ella.

“Aislado” o “sustancialmente puro”. Un 4cido nucleico (por ejemplo, un RNA, DNA o una mezcla de polimeros)
“aislado” o “sustancialmente puro” es aquel que estd sustancialmente separado de otros componentes celulares que
acompafian naturalmente a una secuencia o proteina humana nativa, por ejemplo, ribosomas, polimerasas, muchas
otras secuencias y proteinas del genoma humano. El término incluye una secuencia de 4cido nucleico o una proteina
que ha sido separada de su entorno natural, e incluye aislados de DNA recombinante o donado y andlogos sintetizados
quimicamente o andlogos sintetizados bioldgicamente por sistemas heterélogos.

“Alelo BRCA2” se refiere a los alelos normales del locus BRCA?2 asi como a los alelos que portan variaciones
que predisponen a los individuos a desarrollar cancer de muchos sitios incluyendo, por ejemplo, cancer de mama, de
ovario y de estémago. Tales alelos predisponentes se llaman también “alelos de BRCA2 de susceptibilidad”

“Locus BRCA2”, “Gen BRCA2”, “Acidos nucleicos BRCA2” o “Polinucledtido BRCA2” se refieren cada uno a
polinucleétidos, todos los cuales estan en la region BRCA2, que probablemente van a ser expresados en el tejido
normal, ciertos de cuyos alelos predisponen a un individuo a desarrollar cdnceres de mama, ovario y estémago. Las
mutaciones en el locus BRCA2 pueden estar implicadas en la iniciacién y/o progresion de otros tipos de tumores. El
locus se sefiala en parte por las mutaciones que predisponen a los individuos a desarrollar cdncer. Estas mutaciones
caen dentro de la region BRCA?2 descrita més adelante. El locus BRCA2 pretende incluir las secuencias codificadoras,
las secuencias interpuestas y los elementos reguladores que controlan la transcripcién y/o la traduccion. El locus
BRCAZ2 pretende incluir todas las variaciones alélicas de la secuencia de DNA.

Estos términos, cuando se aplican a un 4cido nucleico, se refieren a un dcido nucleico que codifica un polipéptido,
fragmento, homélogo o variante de BRCA?2 humano, incluyendo, por ejemplo, fusiones o deleciones de proteinas.
Los acidos nucleicos de la presente divulgacion tendran una secuencia que se derivada de un gen que codifica BRCA2
natural o es sustancialmente similar a €I, o una secuencia que es sustancialmente homéloga con un gen que codifica
BRCAZ2 natural o a una de sus porciones. La secuencia codificadora de un polipéptido BRCA2 se muestra en la SEQ
ID NO:1 y en la Figura 3, y la secuencia de aminoacidos se muestra en la SEQ ID NO:2.
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Las composiciones polinucleotidicas de esta divulgacién incluyen RNA, cDNA, DNA genémico, formas sintéti-
cas, y mezcla de polimeros, cadenas tanto con sentido como antisentido, y pueden ser modificadas quimica o bio-
quimicamente o pueden contener bases nucleotidicas no naturales o derivadas, como serd facilmente apreciado por
los expertos en la técnica. Tales modificaciones incluyen, por ejemplo, marcadores, metilacion, sustitucién de uno o
mas de los nucledtidos naturales con un andlogo, modificaciones internucleotidicas tales como uniones sin carga (por
ejemplo, fosfonatos de metilo, fosfotriésteres, fosfoamidatos, carbamatos, etc.), uniones con carga (por ejemplo, fos-
forotioatos, fosforoditioatos, etc.), restos colgantes (por ejemplo, polipéptidos), intercaladores (por ejemplo, acridina,
psoraleno, etc.), quelantes, alquilantes, y uniones modificadas (por ejemplo, 4dcidos nucleicos alfa-anoméricos, etc.).
También se incluyen moléculas sintéticas que imitan a los polinucledtidos en su capacidad para unirse a una secuencia
designada por medio de un enlace de hidrégeno y otras interacciones quimicas. Tales moléculas son conocidas en la
técnica e incluyen, por ejemplo, aquellas en las que las uniones peptidicas sustituyen a las uniones de fosfato en la
cadena principal de la molécula.

La presente divulgacién proporciona dcidos nucleicos recombinantes que comprenden toda o parte de la regién
BRCAZ2. La construccién recombinante puede ser capaz de replicarse autonomamente en una célula hospedarte. Al-
ternativamente, la construccién recombinante puede llegar a ser integrada en el DNA cromosémico de la célula hospe-
darte. Un polinucleétido recombinante tal, comprende un polinucleétido de origen genémico, cDNA, semi-sintético,
o sintético, el cual, en virtud de su origen o manipulacién, 1) no estd asociado con todo ni con una porcién de un
polinucledtido con el que estd asociado en la naturaleza; 2) estd ligado a un polinucledtido distinto de aquel al que estd
ligado en la naturaleza; o 3) no aparece en la naturaleza.

Por tanto, se proporcionan por esta divulgacién 4cidos nucleicos recombinantes que comprenden secuencias dife-
rentes que no aparecen en la naturaleza. Aunque se puede emplear la secuencia natural, ésta serd alterada a menudo,
por ejemplo, por delecién, sustituciéon o insercion.

Las genotecas de cDNA o genotecas gendmicas de diferentes tipos pueden ser cribadas como fuentes naturales de
los 4cidos nucleicos de la presente divulgacion, o tales dcidos nucleicos pueden ser proporcionados por amplificacién
de las secuencias residentes en el DNA gendmico o en otras fuentes naturales, por ejemplo, por PCR. La eleccién de
las genotecas de cDNA normalmente corresponde a una fuente de tejido que es abundante en el mRNA de las proteinas
deseadas. Normalmente se prefieren las genotecas de fagos pero se pueden usar otros tipos de genotecas. Los clones
de una genoteca se extienden sobre placas, se transfieren a un sustrato para cribado, se desnaturalizan y se exploran
con sondas para buscar la presencia de las secuencias deseadas.

Las secuencias de DNA usadas en esta divulgaciéon comprenderdn usualmente al menos aproximadamente cinco
codones (15 nucle6tidos), mas usualmente al menos aproximadamente 7-15 codones, y lo mds preferiblemente, al
menos aproximadamente 35 codones. También pueden estar presentes uno o mas intrones. Este niimero de nucleé6tidos
es usualmente aproximadamente la longitud minima requerida para una sonda satisfactoria que podria hibridarse
especificamente con una secuencia que codifica BRCA2.

Los métodos para la manipulacién del dcido nucleico estdn descritos en general, por ejemplo, en Sambrook et
at, 1989 o Ausubel et al., 1992. Los reactivos ttiles para la aplicacién de dichos métodos, tales como las enzimas
de restriccién y similares, son muy conocidos en la técnica y estdn comercialmente disponibles de vendedores tales
como New England BioLabs, Boehringer Mannheim, Amersham, Promega Biotec, U. S. Biochemicals, New England
Nuclear, y una serie de otras fuentes. Muchas secuencias génicas naturales se pueden obtener de diferentes genotecas
de cDNA o de genotecas gendmicas utilizando sondas apropiadas. Véase, GenBank, National Institutes of Health.

“Region BRCA2” se refiere a una porcion del cromosoma 13 humano delimitada por los marcadores tdj3820 y YS-
GBI10T. Esta region contiene el locus BRCA2, que incluye el gen BRCA2.

Tal como se usan aqui, los términos “locus BRCA2”, “alelo de BRCA2” y “region BRCA2” se refieren todos al
DNA bicatenario que comprende el locus, alelo, o regién, asi como a cualquiera de los DNA monocatenarios que
comprenden el locus, alelo, o region.

Tal como se usa aqui, una “porcion” del locus o regién o alelo de BRCA?2 se define como de un tamafio minimo
de al menos aproximadamente ocho nucleétidos, o preferiblemente aproximadamente 15 nucleétidos, o mds preferi-
blemente al menos aproximadamente 25 nucleétidos, y puede tener un tamafio minimo de al menos aproximadamente
40 nucleétidos.

“Proteina BRCA2” o “polipéptido BRCA2” se refieren a una proteina o polipéptido codificado por el locus BRCA2,
variantes o fragmentos del mismo. El término “polipéptido” se refiere a un polimero de aminodcidos y su equivalente
y no se refiere a una longitud especifica del producto; por tanto, los péptidos, oligopéptidos y proteinas estan inclui-
dos dentro de la definicién de un polipéptido. Este término no se refiere tampoco, o excluye las modificaciones del
polipéptido, por ejemplo, glucosilaciones, acetilaciones, fosforilaciones, y similares. Dentro de la definicién se inclu-
yen, por ejemplo, los polipéptidos que contienen uno o mas andlogos de un aminodcido (incluyendo, por ejemplo,
los aminodcidos no naturales, etc.), polipéptidos con uniones sustituidas asi como otras modificaciones conocidas en
la técnica, tanto las que se presentan naturalmente como las que no se presentan naturalmente. Ordinariamente, tales
polipéptidos tendran al menos aproximadamente un 50% de homologia con la secuencia BRCA2 nativa, preferible-
mente un exceso de aproximadamente 90%, y mds preferiblemente al menos aproximadamente 95% de homologia.
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También se incluyen las proteinas codificadas por el DNA que se hibridan en condiciones de alto o bajo rigor, a los
dcidos nucleicos que codifican BRCA2 y a los polipéptidos o proteinas estrechamente relacionados encontrados por
los antisueros frente a la proteina o proteinas BRCA2.

La longitud de las secuencias de los polipéptidos comparada para su homologia serd generalmente de al menos
aproximadamente 16 aminodcidos, usualmente de al menos aproximadamente 20 residuos, mds usualmente de al
menos aproximadamente 24 residuos, tipicamente de al menos aproximadamente 28 residuos, y preferiblemente mas
de aproximadamente 35 residuos.

“Ligado operacionalmente” se refiere a una yuxtaposicioén en la que los componentes asi descritos estdn en una
relacién que permite que funcionen del modo pretendido. Por ejemplo, un promotor estd ligado operacionalmente a
una secuencia codificadora si el promotor afecta a su transcripcion o expresion.

“Sondas”. Los polimorfismos de los polinucleétidos asociados con los alelos de BRCA2 que predisponen a ciertos
cénceres o que estdn asociados con la mayorfa de los cdnceres se detectan por hibridacién con una sonda polinucleo-
tidica que forma un hibrido estable con el de la secuencia objetivo, en condiciones de hibridacién y lavado que varian
desde rigurosas a moderadamente rigurosas. Si se espera que las sondas sean perfectamente complementarias con la
secuencia objetivo, se usardn condiciones rigurosas. El rigor de la hibridacion se puede disminuir si se espera algo de
apareamiento incorrecto, por ejemplo, si se esperan variantes con el resultado de que la sonda no sea completamente
complementaria. Se eligen condiciones que no admiten uniones no especificas/adventicias, esto es, que minimizan el
ruido. Puesto que tales indicaciones identifican polimorfismos neutrales de DNA asi como mutaciones, estas indica-
ciones necesitan un andlisis adicional para demostrar la deteccion de un alelo de BRCA2 de susceptibilidad.

Las sondas para los alelos de BRCA2 se pueden derivar de las secuencias de la region BRCA2 o de sus cDNA.
Las sondas pueden ser de cualquier longitud adecuada, que atraviesen toda o una porcién de la region BRCA2, y que
permitan la hibridacién especifica con la region BRCA?2. Si la secuencia objetivo contiene una secuencia idéntica a la
de la sonda, las sondas pueden ser cortas, por ejemplo, en el intervalo de aproximadamente 8-30 pares de bases, ya
que el hibrido serd relativamente estable incluso bajo condiciones rigurosas. Si se espera algtin grado de apareamiento
incorrecto con la sonda, esto es, si se sospecha que la sonda se puede hibridar con una regién variante, se puede
emplear una sonda mds larga que se hibrida con la secuencia objetivo con la especificidad requerida.

Las sondas incluirdn un polinucleétido aislado unido a una molécula marcadora o indicadora y se pueden usar para
aislar otras secuencias polinucleotidicas, que tienen similitud de secuencias, por métodos estandar. Para las técnicas
de preparacién y marcaje de sondas véase, por ejemplo, Sambrook et al., 1989 o Ausubel et al., 1992. Se pueden
seleccionar otros polinucledtidos similares usando polinucledtidos homdélogos. Alternativamente, se pueden sintetizar
o seleccionar polinucledtidos que codifican estos o similares polipéptidos, por medio del uso de la redundancia en el
codigo genético. Se pueden introducir diferentes sustituciones de codones, por ejemplo, por cambios silenciosos (con
lo que se producen diferentes sitios de restriccién) o para optimizar la expresion de un sistema particular. Se pueden
introducir mutaciones para modificar las propiedades del polipéptido, quizds para cambiar las afinidades de unién al
ligando, las afinidades intercadenas, o la tasa de degradacion o de ciclo metabdlico del polipéptido.

Las sondas que comprenden oligonucleétidos sintéticos u otros polinucleétidos de la presente divulgacién se pue-
den derivar de polinucleétidos de cadena simple o doble naturales o recombinantes, o se pueden sintetizar quimica-
mente. Las sondas pueden ser marcadas también por traslado de cortes (nick translation), reacciéon de insercion del
fragmento de Klenow, u otros métodos conocidos en la técnica.

Se prefieren como sondas las porciones de la secuencia polinucleotidica que tiene al menos aproximadamente ocho
nucledtidos, usualmente al menos aproximadamente 15 nucledtidos, y menos de aproximadamente 6 kb, usualmente
menos de aproximadamente 1,0 kb, procedente de una secuencia polinucleotidica que codifica BRCA2. Las sondas se
pueden usar también para determinar si el mRNA que codifica BRCA2 estd o no presente en una célula o tejido.

“Acido nucleico recombinante” es un 4cido nucleico que no se encuentra en la naturaleza, o que se prepara por
la combinacién artificial de dos segmentos de la secuencia, de lo contrario separados. Esta combinacién artificial se
consigue a menudo o por medios de sintesis quimica, o por la manipulacion artificial de segmentos aislados de acidos
nucleicos, por ejemplo, por técnicas de ingenieria genética. Esto se hace usualmente para reemplazar un codén con
un codoén redundante que codifica el mismo aminodcido o un aminodcido conservativo, a la vez que tipicamente se
introduce o se separa un sitio de reconocimiento en la secuencia. Alternativamente, se realiza para juntar segmentos
de 4cido nucleico con las funciones deseadas para generar una combinacién deseada de funciones.

“Secuencias reguladoras™ se refiere a aquellas secuencias normalmente en el espacio de 100 kb de la regién co-
dificadora de un locus, pero también pueden estar mds distantes de la regién codificadora, las cuales afectan a la
expresion del gen (incluyendo la transcripcion del gen, y traduccién, corte y empalme, estabilidad o similares del
RNA mensajero).

“Homologia o similitud sustancial”. Un 4cido nucleico o su fragmento es “sustancialmente homé6logo™ (“o sustan-

cialmente similar”) a otro si, cuando se pone en paralelo de forma 6ptima (con las apropiadas inserciones o deleciones
de nucledtidos) con el otro dcido nucleico (o su cadena complementaria), hay una identidad de secuencia nucleotidica
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en al menos aproximadamente 60% de las bases nucleotidicas, usualmente en al menos aproximadamente 70%, mas
usualmente en al menos aproximadamente 80%, preferiblemente en al menos aproximadamente 90%, y mds preferi-
blemente en al menos aproximadamente 95-98% de las bases nucleotidicas.

Alternativamente, existe un homologia o (similitud) sustancial cuando un dcido nucleico o su fragmento se hi-
bridan con otro 4cido nucleico (o una de sus cadenas complementarias) en condiciones selectivas de hibridacién, o
con una cadena, o con su complemento. Existe selectividad de hibridacién cuando tiene lugar una hibridaciéon que
es sustancialmente mas selectiva que la falta total de especificidad. Tipicamente, la hibridacién selectiva tendra lugar
cuando hay al menos aproximadamente 55% de homologia sobre una extension de al menos aproximadamente 14 nu-
cleétidos, preferiblemente al menos aproximadamente 65%, mas preferiblemente al menos aproximadamente 75%, y
lo mds preferiblemente al menos aproximadamente 90%. Véase, Kanehisa, 1984. La comparacién de la longitud de la
homologia, como se describe, se puede hacer sobre extensiones mds largas, y en ciertas realizaciones se hard a menu-
do sobre una extension de al menos aproximadamente nueve nucledtidos, usualmente de al menos aproximadamente
20 nucleétidos, mas usualmente de al menos aproximadamente 24 nucleétidos, tipicamente de al menos aproximada-
mente 28 nucledtidos, mas tipicamente de al menos aproximadamente 32 nucleétidos, y preferiblemente de al menos
aproximadamente 36 nucledtidos o més.

La hibridacién del 4cido nucleico se vera afectada por condiciones tales como la concentracién de sal, temperatura,
o disolventes orgdnicos, ademds de la composicion de la base, longitud de las cadenas complementarias, y el nimero de
apareamientos incorrectos de bases nucleotidicas entre los 4cidos nucleicos que se hibridan, como puede ser facilmente
apreciado por los expertos en la técnica. Las condiciones rigurosas de temperatura incluirdn generalmente temperaturas
por encima de 30°C, tipicamente por encima de 37°C, y preferiblemente por encima de 45°C. Las condiciones rigurosas
de sal ordinariamente serdn menos de 1000 mM, tipicamente menos de 500 mM, y preferiblemente menos de 200 mM.
Sin embargo, la combinacién de pardmetros es mucho mds importante que la medida de cualquier pardmetro dnico.
Véase, por ejemplo, Wetmur & Davidson, 1968.

Las secuencias de la sonda se pueden hibridar también especificamente con el DNA duplex bajo ciertas condiciones
para formar un triplex u otros complejos de DNA de mayor orden. La preparacion de tales sondas y las condiciones
adecuadas de hibridacién son bien conocidas en la técnica.

Los términos “homologia sustancial” o “identidad sustancial”, cuando se refieren a polipéptidos, indican que el
polipéptido o proteina en cuestién presenta al menos aproximadamente 30% de identidad con una proteina completa
presente en la naturaleza o con una de sus porciones, usualmente al menos aproximadamente 70 de identidad, y
preferiblemente al menos aproximadamente 95% de identidad.

“Funcion sustancialmente similar” se refiere a la funcién de un acido nucleico modificado o de una proteina mo-
dificada, con relacién al 4cido nucleico BRCA2 natural o al polipéptido BRCAZ2 natural. El polipéptido modificado
serd sustancialmente homélogo con el polipéptido BRCA2 natural y tendrd sustancialmente la misma funcién. El
polipéptido modificado puede tener una secuencia de aminodcidos alterada y/o puede contener aminoacidos modifi-
cados. Ademads de la similitud de funcién, el polipéptido modificado puede tener otras propiedades ttiles, tal como
una semivida mds larga. La similitud de funcion (actividad) del polipéptido modificado puede ser sustancialmente
la misma que la actividad del polipéptido BRCA?2 natural. Alternativamente, la similitud de funcién (actividad) del
polipéptido modificado puede ser mds alta que la actividad del polipéptido BRCA2 natural. El polipéptido modifica-
do se sintetiza usando técnicas convencionales, o se codifica por un 4cido nucleico modificado y se produce usando
técnicas convencionales. El 4cido nucleico modificado se prepara por técnicas convencionales. Un 4cido nucleico con
una funcién sustancialmente similar a la funcién del gen BRCA2 natural produce la proteina modificada descrita
antes.

La homologia, para los polipéptidos, se mide tipicamente usando un software de andlisis de secuencias. Véase, por
ejemplo, Sequence Analysis Software Package del Genetics Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology
Center, 910 University Avenue, Madison, Wisconsin 53705. El software para andlisis de proteinas empareja secuen-
cias similares usando la medida de homologia asignada a diferentes sustituciones, deleciones y otras modificaciones.
Las sustituciones conservativas incluyen tipicamente sustituciones dentro de los siguientes grupos: glicina, alanina;
valina, isoleucina, leucina; dcido aspartico, dcido glutdmico; asparragina, glutamina; serina, treonina; lisina, arginina;
y fenilalanina, tirosina.

Un “fragmento”, “porcion” o “segmento” de polipéptido es una extensién de residuos de aminoacidos de al me-
nos aproximadamente cinco a siete aminodcidos contiguos, a menudo de al menos aproximadamente siete a nueve
aminodcidos contiguos, tipicamente de al menos aproximadamente nueve a 13 aminodcidos contiguos y, lo mds pre-
feriblemente, de al menos aproximadamente 20 a 30 o mas aminodcidos contiguos.

“Region objetivo” se refiere a una region del dcido nucleico que se amplifica y/o se detecta. El término “secuencia
objetivo” se refiere a una secuencia con la cual una sonda o un cebador formard un hibrido estable en las condiciones
deseadas.

La prictica de la presente invencién emplea, a menos que se indique otra cosa, técnicas convencionales de quimica,
biologia molecular, microbiologia, DNA recombinante, genética, e inmunologia. Véase, por ejemplo, Maniatis et al.,
1982; Sambrook et al., 1989; Ausubel et al., 1992; Glover, 1985; Anand, 1992; Guthrie & Fink, 1991. Una discusion
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general de las técnicas y materiales para la cartografia de los genes humanos, incluyendo la cartografia del cromosoma
13 humano, esté dispuesta, por ejemplo, en White & Lalouel, 1988.

Preparacion de dcidos nucleicas recombinantes o sintetizados quimicamente; vectores, transformacion, células hos-
pedantes

Se pueden producir grandes cantidades de los polinucleétidos de la presente divulgacién por replicaciéon en una
célula hospedante adecuada. Los fragmentos de polinucledtidos naturales o sintéticos que codifican un fragmento
deseado serdn incorporados a construcciones de polinucleétidos recombinantes, usualmente construcciones de DNA,
capaces de introducirse y replicarse en una célula procariota o eucariota. Usualmente las construcciones de polinu-
cledtidos seran adecuadas para replicacion en un hospedante unicelular, tal como levaduras o bacterias, pero se pueden
destinar también a la introduccién (con y sin integracién dentro del genoma) en lineas celulares cultivadas de mami-
feros o plantas, u otras lineas celulares eucariotas. La purificacién de los dcidos nucleicos producidos por los métodos
de la presente invencién se describe, por ejemplo, en Sambrook et al., 1989 o Ausubel et al., 1992.

Los polinucleétidos de la presente divulgacién se pueden producir también por sintesis quimica, por ejemplo,
por el método de fosforamidita descrito por Beaucage & Carruthers, 1981 o el método del triéster segiin Matteucci
and Caruthers, 1981, y se puede llevar a cabo en sintetizadores de oligonucleétidos, automaticos, comerciales. Se
puede obtener un fragmento de doble cadena a partir del producto de cadena simple de la sintesis quimica bien
sintetizando la cadena complementaria y alineando las cadenas juntas en condiciones apropiadas o bien afadiendo la
cadena complementaria usando DNA-polimerasa con la secuencia de un cebador apropiado.

Las construcciones de polinucledtidos preparadas para introduccién en un hospedante procariota o eucariota pue-
den comprender un sistema de replicacién reconocido por el hospedante, que incluye el fragmento pretendido de
polinucleétido que codifica el polipéptido deseado, y que incluird también preferiblemente las secuencias reguladoras
de iniciacion de la transcripcion y de la traduccion ligadas operacionalmente al segmento que codifica el polipéptido.
Los vectores de expresion pueden incluir, por ejemplo, un origen de la replicacién o una secuencia que se replica
auténomamente (ARS) y las secuencias de control de la expresion, un promotor, un potenciador y los sitios necesarios
de informacioén del proceso, tales como los sitios de unién a las ribosomas, los sitios de corte y empalme del RNA, los
sitios de poliadenilacion, las secuencias del terminador transcripcional, y las secuencias de estabilizacién del mRNA.
También se pueden incluir sefiales de secrecion, cuando sea apropiado, ya sea a partir de una proteina BRCA2 nativa
o de otros receptores o de polipéptidos secretados de la misma especie o de especies relacionadas, lo que permite que
la proteina se reticule y/o se aloje en las membranas celulares, y de este modo alcance su topologia funcional, o que
sea secretada desde la célula. Tales vectores se pueden preparar por medio de métodos recombinantes estdndar bien
conocidos en la técnica y discutidos, por ejemplo, en Sambrook et al., 1989 o Ausubel et al., 1992.

Se seleccionardn las secuencias de un promotor apropiado y otras secuencias necesarias del vector de forma que
sean funcionales en el hospedante, y pueden incluir, cuando sea apropiado, aquellas asociadas naturalmente con los
genes BRCA2. Ejemplos de combinaciones manejables de lineas celulares y vectores de expresion estdn descritos
en Sambrook et al., 1989 o Ausubel et al., 1992; véase también, por ejemplo, Metzger et al., 1988. En la técnica
se conocen muchos vectores ttiles y se pueden obtener de vendedores tales como Stratagene, New England Biolabs,
Promega Biotech, y otros. En hospedantes procariotas se pueden usar promotores tales como los promotores trp, lac
y fégicos, los promotores de tRNA y los promotores de la enzima glucolitica. Los promotores de levaduras ttiles
incluyen las regiones promotoras de metalotioneina, 3-fosfoglicerato-quinasa u otras enzimas glucoliticas tales como
la enolasa o gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa, enzimas responsables de la utilizacién de maltosa y galactosa,
y otros. Los vectores y promotores adecuados para uso en la expresion de levaduras estan descritos adicionalmente en
Hitzeman et al., EP 73.675A. Los promotores apropiados no nativos de mamiferos pueden incluir promotores precoces
y tardios a partir de SV40 (Fiers et al., 1978) o promotores derivados del virus de la leucemia murina de Moloney,
virus del tumor del ratén, virus del sarcoma aviar, adenovirus I, virus del papiloma bovino o polioma. Ademds, la
construccién puede ser unida a un gen amplificable (por ejemplo, DHFR) de tal modo que se pueden hacer multiples
copias del gen. Para potenciadores apropiados y otras secuencias de control de la expresion, véase también Enhancers
and Eukaryotic Gene Expression, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, New York (1983).

Aunque tales vectores de expresion se pueden replicar de forma auténoma, también se pueden replicar al ser
insertados en el genoma de la célula hospedarte, por métodos bien conocidos en la técnica.

Los vectores de expresién y donacién contendran probablemente un marcador seleccionable, un gen que codifica
una proteina necesaria para la supervivencia o el crecimiento de una célula hospedante transformada con el vector.
La presencia de este gen asegura solamente el crecimiento de aquellas células hospedantes que expresan los insertos.
Los genes de una seleccion tipica codifican proteinas que a) confieren resistencia a los antibidticos o a otras sustancias
toxicas, por ejemplo ampicilina, neomicina, metotrexato, etc., b) complementan las deficiencias auxotréficas, o c)
suministran nutrientes criticos no disponibles desde medios complejos, por ejemplo, el gen que codifica la D-alanina-
racemasa para Bacilli. La eleccién del marcador seleccionable apropiado dependerd de la célula hospedante, y los
marcadores apropiados para diferentes hospedantes son bien conocidos en la técnica.

Los vectores que contienen los dcidos nucleicos de interés pueden ser transcritos in vitro, y el RNA resultante puede
ser introducido en la célula hospedante por métodos bien conocidos, por ejemplo, por inyeccién (véase, Kubo et al.,
1988), o los vectores pueden ser introducidos directamente en las células hospedantes por métodos bien conocidos
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en la técnica, que varian dependiendo del tipo de hospedante celular, incluyendo la electroporacién; transfeccién
empleando cloruro de calcio, cloruro de rubidio, fosfato de calcio, DEAE-dextrano, u otras sustancias; bombardeo con
microproyectiles; lipofeccion; infeccién (donde el vector es un agente infeccioso, tal como un genoma retroviral); y
otros métodos. Véase en general, Sambrook et al., 1989 y Ausubel et al., 1992. La introduccién de los polinucleétidos
en la célula hospedante por cualquier método conocido en la técnica, incluyendo, entre otros, los descritos antes, serd
denominada aqui como “transformacién”. Las células en las que se han introducido los dcidos nucleicos descritos
antes se considera que incluyen también la progenie de tales células.

Se pueden preparar grandes cantidades de los 4cidos nucleicos y polipéptidos de la presente divulgacién expresando
los 4cidos nucleicos de BRCA2 o sus porciones en vectores u otros vehiculos de expresion en células hospedantes
procariotas o eucariotas compatibles. Los hospedantes procariotas mds comtinmente usados son cepas de Escherichia
coli, aunque también se pueden usar otras procariotas, tales como Bacillus subtilis o Pseudomonas.

Se seleccionan los clones usando marcadores que dependen del modo de construccion del vector. El marcador
puede estar sobre la misma molécula de DNA o una diferente, preferiblemente la misma molécula de DNA. En los
hospedantes procariotas, se puede seleccionar el transformante, por ejemplo, por resistencia a la ampicilina, tetraciclina
u otros antibidticos. La produccién de un producto particular basado en la sensibilidad a la temperatura puede servir
también como un marcador apropiado.

Las células procariotas o eucariotas transformadas con los polinucleétidos de la presente divulgacién seran utiles
no solamente para la produccion de los 4cidos nucleicos y polipéptidos de la presente divulgacion, sino también, por
ejemplo, para estudiar las caracteristicas de los polipéptidos BRCA2.

Las sondas y cebadores basados en las secuencias del gen BRCA?2 descritas aqui se usan para identificar secuencias
y proteinas homdlogas del gen BRCA2 en otras especies. Estas secuencias y proteinas del gen BRCA2 se pueden usar
en métodos de diagndstico/prondstico, métodos terapéuticos y métodos de cribado de farmacos.

Andlisis de un presunto alelo de BRCA2 mutante

Para determinar la variacién de la secuencia nucleotidica de un presunto alelo de BRCA2 mutante asociado con la
predisposicién al cancer de mama en relacién con una conocida secuencia nucleotidica que codifica BRCA?2 natural
no mutante que comprende los nucledtidos 229-10482 de 1a SEQ ID NO:1, de acuerdo con la presente divulgacion, se
prepara una muestra bioldgica, tal como sangre, que contiene dicho presunto alelo de BRCA2 mutante.

Inicialmente, el método de cribado puede incluir la amplificacion de las secuencias relevantes de BRCA2. En otra
realizacion preferida de la invencidn, el método de cribado incluye un estrategia no basada en la PCR. Tales métodos
de cribado incluyen metodologias de amplificacién con marcador de dos etapas que son bien conocidas en la técnica.
Tanto las estrategias de cribado basadas en la PCR como las no basadas en la PCR pueden detectar las secuencias
objetivos con un alto nivel de sensibilidad.

El método més popular usado hoy es la amplificacion del objetivo. Aqui, la secuencia de 4cido nucleico objetivo
se amplifica con polimerasas. Un método particularmente preferido que usa la amplificacién con polimerasa es la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La reaccién en cadena de la polimerasa y otros ensayos de amplificacion
con polimerasa pueden alcanzar un aumento de mds de un millén de veces en el nimero de copias por medio del uso
de ciclos de la amplificacién dirigida por la polimerasa. Una vez amplificado, el dcido nucleico resultante se puede
secuenciar o usar como un sustrato para las sondas de DNA.

Cuando se usan las sondas para detectar la presencia de las secuencias objetivos (por ejemplo, en el escrutinio de la
susceptibilidad al cdncer), la muestra bioldgica a ser analizada, tal como sangre o suero, puede ser tratada, si se desea,
para extraer los dcidos nucleicos. La muestra de 4cido nucleico se puede preparar de diferentes modos para facilitar
la deteccion de la secuencia objetivo; por ejemplo, por desnaturalizacion, digestién por restriccion, electroforesis o
transferencia. La region elegida del dcido nucleico analito usualmente debe ser al menos parcialmente de cadena
simple para formar hibridos con la secuencia elegida de la sonda. S{ la secuencia es naturalmente de cadena simple,
no se necesitard la desnaturalizacién. Sin embargo, si la secuencia es de cadena doble, probablemente serd necesario
que la secuencia sea desnaturalizada. La desnaturalizacién se puede llevar a cabo por diferentes métodos conocidos en
la técnica.

El 4cido nucleico analito y la sonda se incuban en condiciones que facilitan la formacién de un hibrido estable de
la secuencia objetivo de la sonda con la secuencia objetivo putativa del analito. La region de las sondas que se usa para
unirse al analito puede hacerse completamente complementaria de la regién objetivo del cromosoma 13 humano. Por
tanto, son deseables condiciones de gran rigor para evitar falsos positivos. Sin embargo, las condiciones de gran rigor
se usan solamente si las sondas son complementarias de las regiones del cromosoma que son Unicas en el genoma.
El rigor de la hibridacién se determina por una serie de factores durante la hibridacién y durante el procedimiento de
lavado, que incluyen la temperatura, fuerza fonica, composicion de las bases, longitud de la sonda, y concentracion de
formamida. Estos factores se describen en, por ejemplo, Maniatis et al., 1982 y Sambrook et al., 1989. Bajo ciertas
circunstancias, puede ser deseable la formacion de hibridos de mayor orden, tales como triplex, cuadruplex, etc., para
proporcionar los medios de detectar las secuencias objetivos.
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La deteccion, si la hubiera, del hibrido resultante se consigue usualmente por el uso de sondas marcadas. Alterna-
tivamente, la sonda puede estar sin marcar, pero puede ser detectable por la unién especifica con un ligando que estd
marcado, ya sea directa o indirectamente. Los marcadores adecuados, y los métodos para marcar sondas y ligandos
son conocidos en la técnica, e incluyen, por ejemplo, marcadores radiactivos que se pueden incorporar por métodos
conocidos (por traslado de cortes, por el uso de cebadores aleatorios o quinasas), biotina, grupos fluorescentes, gru-
pos quimioluminiscentes (por ejemplo, dioxietanos, particularmente dioxietanos activados), enzimas, anticuerpos y
similares. Las variaciones de este esquema basico son conocidas en la técnica, e incluyen aquellas variaciones que fa-
cilitan la separacion de los hibridos a ser detectados de los materiales extrafios y/o que amplifican la sefial del residuo
marcado. Una serie de estas variaciones se revisa en, por ejemplo, Matthews & Kricka, 1988; Landegren et al., 1988;
Mittlin, 1989; patente de Estados Unidos 4.868.105, y en la publicacién EPO N° 225.807.

Como se ha indicado antes, los ensayos de cribado que no se basan en la PCR también se contemplan en esta
invencién. Un ejemplo de un procedimiento no basado en la PCR se da en el Ejemplo 6. Este procedimiento hibrida
una sonda de 4cido nucleico (o un andlogo tal como un soporte de fosfonato de metilo que sustituye al fosfodiéster
normal) con el objetivo del DNA a bajo nivel. Esta sonda puede tener una enzima ligada covalentemente a la sonda,
de tal modo que el ligamiento covalente no interfiere con la especificidad de la hibridacién. Este complejo de enzima-
sonda-conjugado-4cido nucleico objetivo, se puede aislar entonces del conjugado sonda-enzima libre y se aiade un
sustrato para la deteccion por la enzima. Se observa la actividad enzimatica como un cambio en el desarrollo de color
0 emisién de luminiscencia que da como resultado un aumento en la sensibilidad de 10°-10°. Para un ejemplo relativo
a la preparacion de conjugados de oligodesoxinucledtido-fosfatasa alcalina y a su uso como sondas de hibridacién,
véase Jablonski ef al., 1986.

Las metodologias de amplificacién con marcador en dos etapas son conocidas en la técnica. Estos ensayos trabajan
sobre el principio de que un pequefio ligando (tal como digoxigenina, biotina, o similares) se une a una sonda de
acido nucleico capaz de unirse especificamente a BRCA2. Se pueden desarrollar ejemplos de sondas basdndose en la
secuencia indicada en la SEQ ID NO:1 y en la Figura 3 de esta solicitud de patente. Las sondas alelo-especificas se
contemplan también dentro del alcance de este ejemplo y los ejemplos de sondas alelo-especificas incluyen las sondas
que abarcan las mutaciones de predisposicion descritas mds adelante, incluyendo las descritas en la Tabla 2.

En un ejemplo, el pequefio ligando unido a la sonda de 4cido nucleico es reconocido especificamente por un
conjugado de anticuerpo-enzima. En una realizacién de este ejemplo, la digoxigenina se une a la sonda de acido
nucleico. La hibridacién se detecta por un conjugado de anticuerpo-fosfatasa alcalina que cambia sobre un sustrato
quimioluminiscente. Para métodos de marcaje de las sondas de 4cido nucleico segun esta realizacién véase Martin et
al, 1990. En un segundo ejemplo, el pequefio ligando es reconocido por un conjugado de un segundo ligando-enzima
que es capaz de complejarse especificamente con el primer ligando. Una realizacion bien conocida de este ejemplo
son las interacciones de tipo biotina-avidina. Para métodos de marcaje de las sondas de dcido nucleico y su uso en los
ensayos basados en biotina-avidina véase Rigby et al., 1977 y Nguyen et al., 1992.

Se contempla también dentro del alcance de esta invencidn que los ensayos con las sondas de 4cido nucleico de
esta invencion empleardn una mezcla de sondas de dcido nucleico capaces de detectar BRCA2. De este modo, en un
ejemplo para detectar la presencia de BRCA?2 en una muestra de células, se emplea mds de una sonda complementaria
a BRCA2 y en particular el nimero de sondas diferentes es alternativamente 2, 3, o 5 secuencias diferentes de la
sonda de dcido nucleico. En otro ejemplo, para detectar la presencia de mutaciones en la secuencia del gen BRCA2
en un paciente, se emplea mas de una sonda complementaria a BRCA2 donde la mezcla incluye sondas capaces de
unirse a las mutaciones alelo-especificas identificadas en las poblaciones de pacientes con alteraciones en BRCA2. En
esta realizacion, se puede usar cualquier nimero de sondas, y preferiblemente se incluirdn sondas que corresponden
a las principales mutaciones del gen identificadas como que predisponen a un individuo al cdncer de mama. Algunas
sondas candidatos contempladas dentro del alcance de la invencién incluyen sondas que incluyen las mutaciones alelo-
especificas descritas mds adelante y las que tienen las regiones BRCA2 que se muestran en la SEQ ID NO:1 y en la
Figura 3, en ambos lados 5° y 3’ del sitio de mutacion.

Se puede detectar el polipéptido BRCA?2 codificado por el presunto alelo de BRCA2 mutante. Las alteraciones en
un polipéptido semejante se pueden determinar por andlisis de secuencias de acuerdo con las técnicas convencionales.
Mas preferiblemente, se usan anticuerpos (policlonales o monoclonales) para detectar diferencias en los péptidos
BRCAZ2 o la ausencia de estos péptidos. Los anticuerpos se pueden preparar como se ha discutido antes bajo el epigrafe
“Anticuerpos” y como se muestra adicionalmente en los ejemplos 9 y 10. Otros métodos para producir y purificar
anticuerpos son bien conocidos en técnica y se puede elegir cualquiera de tales métodos. Los anticuerpos se pueden
usar para inmunoprecipitar las proteinas BRCA2 de la solucién asi como para reaccionar con la proteina BRCA2
sobre transferencias Western o inmunotransferencias en geles de poliacrilamida. Los anticuerpos se pueden usar para
detectar proteinas BRCA?2 en parafina o en secciones de tejido congeladas, usando técnicas inmunocitoquimicas.

Los métodos preferidos para detectar BRCA?2 o sus mutaciones incluyen los ensayos de inmunoabsorbente ligado a
enzimas (ELISA), radioinmunoensayos (RIA), ensayos inmunorradiométricos (IRMA) y ensayos inmunoenzimaticos
(TEMA), incluyendo los ensayos sandwich que usan anticuerpos monoclonales y/o policlonales. Ejemplos de los
ensayos sandwich estdn descritos por David et al., en las patentes de Estados Unidos nimeros 4.376.110 y 4.486.630,
y se ilustran en el Ejemplo 9.
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Se hace referencia a los siguientes ejemplos, que se muestran a modo de ilustracién y que no se pretende que
limiten la invencién de ningtin modo. Se utilizaron los métodos estdndar bien conocidos en la técnica o los métodos
especificamente descritos a continuacion.

Ejemplo 1

Investigacion y estudio de familias con probabilidad de tener un locus de susceptibilidad al cdncer de mama ligado
al cromosoma 13

Se investigaron familias extensas propensas al cincer procedentes de una poblacién definida que proporciona un
conjunto grande de familias extensas con multiples casos de cdncer de mama y muchos parientes disponibles para
el estudio. El gran nimero de meiosis presentes en estas grandes familias proporcioné la capacidad de detectar si se
habia segregado o no el locus BRCA2, y aument6 la oportunidad de que aparezcan recombinantes informativos dentro
de la pequeia regién que se estaba investigando. Esto mejoré en gran manera las posibilidades de establecer una
conexion con la region BRCA2, y facilité grandemente la reduccién de la region BRCA2 hasta un tamafio manejable
que permite la identificacién del propio locus BRCA2.

Cada familia se extendi6 a todos los parientes conectivos disponibles, y a todos los parientes de primer grado,
informativos, de cada probando o caso de cancer. Para estas familias, a través de los archivos relacionados con el
registro de tumores, se identificaron casos adicionales de cancer de mama e individuos con cdncer en otros sitios
de interés que también aparecieron en las familias. Se investigaron todos los canceres de mama registrados en la
familia que estaban confirmados en el Utah Cancer Registry. Para confirmacién de todos los cdnceres se obtuvieron los
informes médicos o los certificados de defuncién. Cada individuo conectivo clave y todos los individuos informativos
fueron invitados a participar proporcionando una muestra de sangre de la cual se extrajo el DNA. Se tomaron también
muestras a los conyuges y parientes de los casos fallecidos de forma que el genotipo de los casos fallecidos pudiera
ser inferido de los genotipos de sus parientes.

Para los estudios de relacién con los marcadores del cromosoma 13 se seleccionaron las familias que tenfan tres
0 mas casos de cancer con genotipos inferibles. Estas familias inclufan las originalmente investigadas a partir de las
bases de datos relacionadas, para un estudio de enfermedades de mama proliferativas y de cdncer de mama (Skolnick
et al., 1990). El criterio de seleccidn de estas familias fue la presencia de dos hermanas o una madre y su hija con
céncer de mama. Adicionalmente, se incluyeron las familias que habian sido estudiadas desde 1980 como parte de los
estudios de relacién con el cancer de mama y las familias investigadas, a partir de las bases de datos relacionadas, para
la presencia de grupos de cdncer de mama en hombres y mujeres y las familias autocalificadas con cdncer de mama
de iniciacion precoz. Estas familias se investigaron y extendieron en las sesiones clinicas del experimento de la forma
descrita antes.

Para cada muestra recogida de estas familias, se extrajo el DNA de la sangre o de bloques de tejido fijados en
parafina usando protocolos estdndar de laboratorio. La determinacién del genotipo en este estudio estuvo restringida
a los marcadores de repeticiones cortas en tindem (STR), puesto que, en general tienen alta heterozigosidad y los
métodos de la PCR ofrecen un rdpido proceso a la vez que usan muy pequeiias cantidades de DNA. Para ayudar en este
esfuerzo, se desarrollaron marcadores STR sobre el cromosoma 13 cribando una genoteca de c6smidos especificos del
cromosoma para buscar clones que contenian repeticiones cortas en tdndem de 2, 3, o 4, localizadas en el brazo corto
de la region del locus supresor de tumores Rb. Las secuencias de oligonucledtidos de los marcadores no desarrollados
en el laboratorio de esta invencion se obtuvieron de informes publicados o como parte del Breast Cancer Linkage
Consortium o de otros investigadores. A todas las peliculas de determinacion de los genotipos se les dio una puntuacién
a ciegas con un marcador de pistas estdndar usado para mantener una codificacion coherente de los alelos. Las muestras
claves sufrieron una tipificacién duplicada de todos los marcadores relevantes.

Las puntuaciones LOD para cada familia se calcularon para dos valores fraccionarios de recombinacién, 0,001 y
0,1. (Para el célculo de las puntuaciones LOD, véase Ott 1985). Las probabilidades se calcularon segiin el modelo
derivado por Claus et al., 1991, que asume una frecuencia estimada de genes de 0,003, un riesgo durante la vida en las
mujeres portadoras de genes de aproximadamente 0,80, y riesgos especificos de la poblacién para el cancer de mama,
basados en la edad, en los no portadores de genes. Las frecuencias de los alelos para los marcadores usados para el
célculo de las puntuaciones LOD, se calcularon a partir de las tipificaciones hechas en el laboratorio de la invencién
de individuos no relacionados del panel CEPH (White and Lalouel, 1988).

La familia 107 es la familia mds grande con cdncer de mama ligado al cromosoma 13 registrada hasta la fecha
en todos los grupos. Los indicios de la conexién con el cromosoma 13 para esta familia son abrumadores. En las
familias mds pequeiias, los canceres esporddicos confundieron en gran medida el anélisis de la conexidn y la correcta
identificacién de los recombinantes clave.

Con el fin de mejorar la caracterizacién de los recombinantes y definir los marcadores de flanqueamiento mas
préximos, se necesité un mapa denso de esta regidn relativamente pequefia sobre el cromosoma 13. El método de esta
invencion fue analizar los marcadores STR existentes proporcionados por otros investigadores y cualquier marcador
nuevamente desarrollado en el laboratorio de esta invencion de las familias ligadas por el cromosoma. La Figura 1
muestra la localizacién de diez marcadores usados en el andlisis genético. La Tabla 1 da las puntuaciones LOD para
la conexion de cada una de las 19 familias de este estudio, lo que redujo la regién a aproximadamente 1,5 Mb.
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La Tabla 1 indica también la probabilidad posterior de una familia que tiene una mutacién BRCA?2 basada en las
puntuaciones LOD y en las probabilidades anteriores. Cuatro de estos marcadores (D13S171, D135260, D13S310
y D13S267) eran conocidos previamente. Los otros seis marcadores se encontraron como parte de esta investigacién
sobre BRCAZ2. En esta invencién ha sido posible reducir la region a 1,5 megabases basandose en un recombinante de la
familia 107 con marcador tdj3820 en el limite izquierdo, y un segundo recombinante en la familia 2043 con marcador
YS-G-B10T en el limite derecho (véase la Figura 1) que estd aproximadamente en la misma localizacién que AC6 y
D13S310. Ademads se encontrd una deleciéon homozigética en una linea celular de un tumor pancredtico en la regién
BRCAZ2 que puede haber sido dirigida por la propia BRCAZ2; esta delecién se denomina delecién de Schutte/Kern en
la Figura 1 (Schutte et al., 1995). El contig de Schutte/Kern de la Figura 1 se refiere al mapa fisico de estos autores
que cubre la delecién.

Ejemplo 2
Desarrollo de recursos genéticos y fisicos en la region de interés

Para aumentar el nimero de locus altamente polimérficos en la region BRCA2, se ha desarrollado una serie de
marcadores STR en el laboratorio de esta invencién a partir de los P1, BAC y YAC que cartografian fisicamente la
region. Estos marcadores permitieron refinar adicionalmente la region (véase la Tabla 1 y la discusién anterior).

Los STS de la region deseada se usaron para identificar los YAC que los contienen. Estos YAC se usaron después
para identificar subclones en los P1 o BAC. Estos subclones se cribaron después en cuanto a la presencia de repeti-
ciones cortas en tdindem. Se seleccionaron con preferencia los clones con una fuerte sefial, ya que era mds probable
que representaran repeticiones que tienen un gran nimero de repeticiones y/o que son de una fidelidad al molde casi
perfecta. Es conocido que estas dos caracteristicas aumentan la probabilidad de polimorfismo (Weber et al., 1990).
Estos clones fueron secuenciados directamente del vector para localizar la repeticién. Se obtuvo una Unica secuencia
en un lado de la repeticidn corta en tindem usando un cebador de un conjunto de posibles cebadores complementarios
con el extremo de la repeticién. Basdndose en esta tinica secuencia se prepard un cebador para volver a secuenciar a lo
largo de la repeticion en la otra direccidn, obteniéndose una tinica secuencia para el disefio de un segundo cebador que
la flanquea. Después se cribaron los STR en cuanto a polimorfismo en un pequefio grupo de individuos no relacionados
y se analizaron frente al panel hibrido para confirmar su localizacion fisica. Se tipificaron entonces nuevos marcadores
que satisfacian estos criterios en un conjunto de individuos no relacionados de Utah para obtener frecuencias de alelos
apropiadas para el estudio de esta poblacién. Muchos de los otros marcadores descritos en este estudio se analizaron
también en individuos no relacionados para obtener frecuencias de alelos similarmente apropiadas.

Usando el procedimiento descrito antes, se encontraron nuevos STR a partir de estos YAC que eran polimorficos
ambos y estaban localizados en la regién BRCA?2. La Figura 1 muestra un mapa esquematico de los P1, BAC y YAC
en la region BRCA2.

Ejemplo 3
Identificacion de los clones de cDNA candidatos para el locus BRCA2 por andlisis gendmico de la region contig
1. Métodos generales

Cribado completo de la regién recomendable. El primer método para identificar los cDNA candidatos, aunque muy
laborioso, usé técnicas convencionales. El método comprendié el cribado de los clones P1 y BAC en la region contig
para identificar las secuencias codificadoras putativas. Los clones que contienen las secuencias codificadoras putativas
se usaron después como sondas sobre filtros de genotecas de cDNA para identificar los clones de cDNA candidatos
para futuros andlisis. Se cribaron los clones para encontrar las secuencias codificadoras putativas por uno cualquiera
de dos métodos.

Los clones de P1 a ser analizados se digirieron con una enzima de restriccion para liberar el DNA humano desde
el DNA vector. Se separ6 el DNA sobre un gel de agarosa al 0,5% de 14 cm, haciendo el recorrido durante la noche
a 20 voltios durante 16 horas. Las bandas de DNA humano se cortaron del gel y se electroeluyeron del trozo de gel
a 100 voltios durante al menos dos horas en 0,5x de solucién tampén de tris-acetato (Maniatis ef al., 1982). El DNA
(~ 15 kb a 25 kb) digerido con Not I, eluido, se digirié después con la enzima de restricciéon EcoRI para dar fragmentos
mas pequeiios (-0,5 kb a 5,0 kb) que se separaron mas facilmente para la siguiente etapa de marcaje del DNA con
radionucle6tidos. Los fragmentos de DNA se marcaron por medio del método de marcaje con cebador hexdmero
aleatorio (Boehringer-Mannheim, Cat n® 1004760). E1 DNA marcado se precipité con espermina (se afiaden 100 ul
de TE, 5 ul de espermina 0,1 M, y 5 ul de DNA de esperma de salmén a 10 mg/ml) para separar los radionucleétidos
no incorporados. Se volvié a suspender entonces el DNA marcado en 100 ul de TE, NaCl 0,5 M a 65°C durante 5
minutos y después se bloqueé con DNA C,t-1 humano durante 2-4 horas, siguiendo las instrucciones del fabricante
(Gibco/BRL, Cat n° 5279SA). La sonda bloqueada con C,t-1 se incubé sobre los filtros en la solucién de bloqueo
durante la noche a 42°C. Los filtros se lavaron durante 30 minutos a temperatura ambiente en 2 x SSC, SDS al 0,1%,
y después en el mismo tampdén durante 30 minutos a 55°C. Se expusieron entonces los filtros durante 1 a 3 dias a
-70°C a una pelicula Kodak XAR-5 con un filtro intensificador. De este modo, las transferencias se hibridaron o con
el conjunto de fragmentos generados por Eco-RI del inserto, o con cada uno de los fragmentos individualmente.
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El DNA humano de los clones de la regién se aislé6 como un inserto completo o como fragmentos generados por
Eco-RI y se marc6 como se ha descrito antes. Se us6é el DNA marcado para cribar los filtros de diferentes genotecas
de cDNA en las mismas condiciones descritas anteriormente excepto que los filtros de cDNA sufren un lavado mas
riguroso de 0,1 x SSC, SDA al 0,1% a 65°C durante 30 minutos dos veces.

La mayor parte de las genotecas de cDNA usadas hasta la fecha en estos estudios (genotecas de tejido de mama
normal, de tejido de mama de una mujer en su octavo mes de embarazo y de un cancer de mama) se prepararon en
Clonetech, Inc. La genoteca de cDNA generada a partir del tejido de la mama de una mujer embarazada de 8 meses esta
disponible en Clonetech (Cat. N° HL1037a) en el vector Lambda gt-10, y se cultiva en células hospedantes bacterianas
C600HAfl. Las muestras de tejido de mama normal y de tejido de mama maligno se aislaron de una mujer de raza
blanca de 37 afios y se envi6 a Clonetech un gramo de cada tejido para la obtenciéon de mRNA y la construccion de
la genoteca de cDNA. Las dos udltimas genotecas se generaron utilizando tanto cebadores aleatorios como cebadores
oligo-dT, con seleccién del tamaiio de los productos finales que fueron donados después en el vector Lambda Zap
I, y cultivados en una cepa XL1-blue de bacterias como se describe por el fabricante. Las genotecas adicionales de
cDNA especifico del tejido incluyen cerebro fetal humano (Stratagene, Cat 936206), testiculos humanos (Clonetech
Cat HL.3024), timo humano (Clonetech Cat HL1127n), cerebro humano (Clonetech Cat HL11810), placenta humana
(Clonetech Cat 1075b), y misculo esquelético humano (Clonetech Cat HL1124b).

Las genotecas de cDNA se dispusieron en placas con sus células hospedantes sobre placas NZCYM, y se hicieron
transferencias a filtros por duplicado de cada placa segun el método de Maniatis et al. (1982). El DNA del inserto
(humano) procedente de los clones genémicos candidatos se purificé y se marcé radiactivamente para una activi-
dad especifica alta. E1 DNA radiactivo se hibridé entonces con los filtros de cDNA para identificar los cDNA que
corresponden a los genes localizados dentro del clon césmido candidato. Los cDNA identificados por este método se
recogieron, se volvieron a poner en placas, y se cribaron de nuevo con el inserto del clon marcado o su DNA derivado
del fragmento por EcoRI para verificar su estado positivo. Los clones que fueron positivos después de esta segunda
ronda de cribado se cultivaron a continuacién y sus DNA se purificaron por andlisis de transferencia Southern y se-
cuenciacion. Los clones o bien se purificaron como plasmidos por medio de la escisién in vivo del plasmido desde el
vector Lambda como esté descrito en los protocolos de los fabricantes, o bien se aislaron del vector Lambda como un
fragmento de restriccién y se subclonaron en el vector plasmido.

El andlisis por transferencia Southern se realiz6 por duplicado, una de ellas, usando el DNA del inserto genémi-
co original como una sonda para verificar que el inserto de cDNA contiene secuencias de hibridacién. La segunda
transferencia se hibridé con el DNA del inserto de cDNA del clon mas grande de cDNA para identificar qué clones
representan el mismo gen. Se secuenciaron todos los cDNA que se hibridan con el clon genémico y son tinicos y se
analizé el DNA para determinar si las secuencias representan genes conocidos o tnicos. Todos los clones de cDNA
que aparecian como unicos fueron analizados después como candidatos a los locus BRCA2. Especificamente, los clo-
nes se hibridaron a transferencias Northern para buscar la expresion especifica en la mama y la expresion diferencial
de los RNA normales frente a los RNA de tumores de mama. También se analizaron por la PCR sobre los clones en la
regiéon BRCA?2 para verificar su localizacién. Para cartografiar la extension del locus, se aislaron los cDNA de longitud
completa y se usaron sus secuencias como sondas de PCR sobre los YAC y los clones circundantes y que incluyen
los clones de identificacion originales. Los limites de intrén-exén se definen después adicionalmente por medio del
analisis de secuencias.

Se ha hecho un cribado de genotecas de cDNA de mama normal, de mama de 8 meses de embarazo y de cerebro
fetal con fragmentos Eco RI a partir de los clones césmidos BAC y P1 en la region. Se identificaron en las tres
genotecas los clones de DNA de BRCA?2 potenciales. Se recogieron los clones, se pusieron en placas y se cribaron de
nuevo con la sonda original para verificar que eran positivos.

Andlisis de cDNA seleccionado por hibridos. Los fragmentos de cDNA obtenidos de la seleccion directa se com-
probaron por hibridacién en transferencia Southern frente al DNA sonda para verificar que se hablan originado de la
region contig. Los que pasaron esta prueba fueron secuenciados en su totalidad. El conjunto de secuencias de DNA
obtenidas de este modo se comprobaron después una frente a otra para encontrar clones independientes que se solapan.

La seleccién directa del método de cDNA (Lovett et al., 1991; Futreal, 1993) se utiliza con DNA de P1 y BAC
como sonda. E1 DNA sonda se digiere con una enzima de restriccién de corte romo tal como Haelli. Los adaptadores
de cadena doble se ligan entonces sobre el DNA y sirven como sitios de unién de los cebadores en subsiguientes
reacciones de amplificaciéon por PCR usando cebadores biotinilados. El DNA objetivo se genera a partir de mRNA
derivado de las muestras de tejidos, por ejemplo, tejido de mama, por la sintesis de la primera cadena con cebadores
aleatorios o con cebadores oligo(dT), seguida por la sintesis de la segunda cadena. Los extremos de cDNA se hacen
romos y se ligan con adaptadores de doble cadena. Estos adaptadores sirven como sitios de amplificacién por PCR.
Las secuencias del objetivo y de la sonda se desnaturalizan y se mezclan con DNA C,t-1 humano para bloquear las
secuencias repetitivas. La hibridacién de la solucién se realiza a valores altos de C,t-112 para asegurar la hibridacién
de las moléculas raras del cDNA objetivo. El material alineado se captura entonces sobre perlas de avidina, se lava con
gran rigor y los cDNA retenidos se eluyen y se amplifican por PCR. El cDNA seleccionado se somete a posteriores
rondas de enriquecimiento antes de su donacidn en un vector pldsmido para andlisis.

Andlisis de las islas HTF. Un método para identificar césmidos para usar como sondas en las genotecas de cDNA
fue el andlisis de las islas HTF. Las islas HTF son segmentos de DNA que contienen un frecuencia muy alta de
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dinucleétidos CpG no metilados (Tonolio et al., 1990) y se revelan por el agrupamiento de los sitios de restriccién de
enzimas cuyas secuencias de reconocimiento incluyen los dinucleétidos CpG. Las enzimas conocidas como titiles en
el andlisis de las islas HTF son Ascl, Notl, BssHII, Eagl, Sacll, Nael, Narl, Smal, y Mlul (Anand, 1992).

Andlisis de clones candidatos. Se secuenciaron uno o mas de los genes candidatos generados anteriormente y se usé
la informacidn para la identificacién y clasificacién de cada gen expresado. Las secuencias de DNA se compararon con
genes conocidos por comparaciones de las secuencias nucleotidicas y por traduccién en todos los marcos de lectura
seguido por una comparacién con las secuencias de aminoacidos conocidas. Esto se consiguié usando el software
Genetic Data Environment (GDE) version 2.2 y las series Basic Local Alignment Search Tool (Blast) de paquetes de
software de cliente/servidor (por ejemplo BLASTIN 1.3.13MP), para comparacién de secuencias entre las bases de
datos tanto locales como remotas (por ejemplo, GenBank), trabajando en estaciones de trabajo Sun SPARC. Se han
generado secuencias reconstruidas de colecciones de clones de cDNA identificadas con los c6smidos y los PI. Todos
los genes candidatos que representaban secuencias nuevas se analizaron ademds para comprobar sus posibilidades
como locus BRCA?2 putativos.

Cribado de las mutaciones. Para cribar las mutaciones en los parientes afectados, se siguieron dos métodos dife-
rentes. En primer lugar, el DNA genémico aislado de los miembros de la familia que se sabe que son portadores del
alelo de BRCA2 de susceptibilidad se usé como un molde para la amplificacién de las secuencias del gen candidato
por PCR. Si los cebadores de la PCR flanquean o solapan un limite de intrén/ex6n, el fragmento amplificado serd mas
grande que lo previsto por la secuencia de cDNA o no estard presente en la mezcla amplificada. Por una combinacién
de tales experimentos de amplificacién y secuenciacion de los clones P1 o BAC usando el conjunto de cebadores dise-
fiados es posible establecer la estructura intrén/exén y finalmente obtener las secuencias de DNA del DNA gendmico
de las familias.

Un segundo método que es mucho mds rapido si la estructura intrén/exén del gen candidato es compleja inclu-
ye secuenciar los fragmentos amplificados desde el cDNA sintetizado a partir del mRNA de los linfocitos extraido
de la sangre de familiares que se usé como sustrato para la amplificacién por PCR usando el conjunto de cebadores
disenados. Si el gen candidato se expresa hasta una extension significativa en los linfocitos, tales experimentos produ-
cen usualmente fragmentos amplificados que pueden ser secuenciados directamente sin conocimiento de las uniones
intrén/exon.

Los productos de tales reacciones de secuenciacién se analizaron por electroforesis en gel para determinar las
posiciones de la secuencia que contienen o mutaciones tales como deleciones o inserciones, o sustituciones de pares
de bases que causan los cambios de aminodcidos u otros efectos perjudiciales.

Cualquier secuencia dentro de la region BRCA?2 que se expresa en la mama se considera que es un gen candidato
a BRCAZ2. Los indicios convincentes de que un gen candidato dado corresponde a BRCA?2 vienen de la demostracién
de que las familias emparentadas contienen alelos defectuosos del candidato.

2. Métodos especificos
Seleccion de hibridos. Se usaron en este trabajo dos métodos distintos de seleccion de hibridos.
Método 1
Preparacion y seleccion de cDNA

Se preparé cDNA utilizando un cebador aleatorio a partir de RNA-poly (A)* de los tejidos de las glandulas ma-
marias, ovario, testiculos, cerebro fetal y placenta y a partir de RNA total de la linea celular Caco-2 (ATCC HTB 37).
A los cDNA se les afiadié una cola de homopolimero y después se seleccionaron los hibridos para dos rondas con-
secutivas de hibridacién al DNA inmovilizado de P1 o BAC como se ha descrito previamente. (Parimoo ef al., 1991;
Rommens et al., 1994). En los experimentos de seleccion individual, se usaron grupos de dos a cuatro clones P1 y/o
BAC de solapamiento. Se recogié el cDNA de hibridacidn, se pasé a través de una columna Fine Sephadex G50 y se
amplificé usando cebadores con cola. Los productos se digirieron entonces con EcoRI, se seleccionaron por tamafio
sobre geles de agarosa, y se ligaron a pBluescript (Stratagene) que habia sido digerido con EcoRI y se trataron con
fosfatasa alcalina de vaca (Boehringer Mannheim). Los productos de ligacién se transformaron en células competentes
DHb5a de E. coli (Life Technologies, Inc.).

Caracterizacion de los cDNA recuperados. Se recogieron 200 a 300 colonias individuales de cada ligacién (de
cada una de las 250 kbases del DNA gendmico) y se extendieron en cuadriculas en placas de microtitulacién para or-
denamiento y almacenaje. Los cultivos se transfirieron por duplicado a membranas Hybond N (Amersham) en soporte
de agar LB con ampicilina. Se dej6 que se propagaran las colonias y a continuacién se usaron con procedimientos es-
tandar. El andlisis inicial de los clones de cDNA incluyé un precribado de las secuencias ribosémicas y subsiguientes
cribados cruzados para la deteccion de solapamiento y redundancia.

Se eliminaron aproximadamente 10-25% de los clones porque se habian hibridado fuertemente con el cDNA ra-
diomarcado obtenido del RNA total. Se aislaron para andlisis posterior los pldsmidos de 25 a 50 clones de cada
experimento de seleccion que no se habian hibridado en el precribado. Se comprob6 que los fragmentos de cDNA
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recuperados se originaban de los clones genémicos de partida individuales por hibridacién con los digeridos por res-
triccién de los DNA de los clones de partida, de una linea celular hibrida de hdmster (GM10898A) que contiene el
cromosoma 13 como su tinico material humano, y con el DNA gendémico humano. Los clones se asignaron tentati-
vamente a grupos basdndose en los intervalos de solapamiento y no-solapamiento de los clones gendmicos. De los
clones analizados, aproximadamente el 85% se correspondian en su mapa con los clones de partida.

Método 2 (Lovett et al., 1991)
Preparacion de cDNA

Los RNA enriquecidos con Poly(A) procedentes de glandulas mamarias, cerebro, linfocitos y estomago humanos
se transcribieron inversamente usando el cebador aleatorio con cola, XN,

[5°-(NH,)-GTAGTGCAAGGCTCGAGAACNNNNNNNNNNNN] (SEQ ID NO:3)

y la transcriptasa inversa Superscript II (Gibco BRL). Después de la sintesis de la segunda cadena y pulido del
extremo, el cDNA ds (bicatenario) se purificé en columnas de Sepharose CL-4B (Pharmacia). Los cDNA fueron
“anclados” por ligacién de un oligo RP de doble cadena

[5°-(NH,)-TGAGTAGAATTCTAACGGCCGTCATTGTTC (SEQ ID NO:4)
alineado con
5’-GAACAATGACGGCCGTTAGAATTCTACTCA-(NH2) (SEQ ID NO:5)]

a sus extremos 5° (5’ con relacion a mRNA) usando la DNA-ligasa T4. El cDNA ds anclado se volvi6 a purificar
después sobre columnas de Sepharose CL-4B.

Seleccion. Los cDNA de los tejidos de glandulas mamarias, cerebro, linfocitos y estémago se amplificaron en
primer lugar usando una versién anidada de RP

(RP.A: 5°-TGAGTAGAATTCTAACGGCCGTCAT) (SEQ ID NO:6)

XPCR [5°-(PO,)-GTAGTGCAAGGCTCGAGAAC (SEQ ID NO:7)]

y se purificé por fraccionamiento en Sepharose CL-4B. Las sondas de seleccién se prepararon a partir de los P1,
BAC o PAC purificados por digestién con Hinfl y exonucleasa III. La sonda de cadena simple fue fotomarcada con
fotobiotina (Gibco BRL) segtin las recomendaciones del fabricante. La sonda, el cDNA y el DNA Cot-1 se hibridaron
en TEA-CL 2,4 M, NaPO, 10 mM, EDTA 1 mM. Los cDNA hibridados se capturaron sobre particulas paramagnéticas
de estreptavidina (Dynal), se eluyeron, y se reamplificaron con una versién adicional anidada de RP

[RP.B: 5°-(PO,)-TGAGTAGAATTCTAACGGCCGTCATTG (SEQ ID NO:8)]

y XPCR, y se seleccionaron por tamaifio sobre Sepharose CL-4B. El cDNA amplificado seleccionado, se hibrid6
con una alicuota adicional de la sonda y DNA C,t-1. Los productos capturados y eluidos se amplificaron de nuevo
con RP.B y XPCR, se seleccionaron por tamaiio por electroforesis en gel y se donaron en pUC18 cortado por Hincll
desfosforilado. Los productos de ligacién se transformaron en células ultracompetentes XL2-Blue (Stratagene).

Andlisis. Aproximadamente 192 colonias para cada experimento de seleccién con sonda tnica se amplificaron
por PCR de la colonia usando cebadores vectores y se sometieron por duplicado a una transferencia sobre filtros de
nilén Zeta Probe (Bio-Rad). Se hibridaron los filtros usando procedimientos estandar o con DNA C,t-1 con cebador
aleatorio o con DNA sonda (P1, BAC o PAC). Los clones C,t-1-negativos y sonda-positivos se secuenciaron en ambas
direcciones usando cebadores vectores sobre un secuenciador ABI 377.

Atrapamiento de exones. La amplificacién de exones se realizé usando un conjunto con minimo solapamiento de
BAC, P1 y PAC para aislar una serie de secuencias de genes procedentes de la region candidata a BRCA2. Se ensam-
blaron los grupos de clones genémicos, que contenian de 100-300 kb de DNA en la forma de 1-3 clones genémicos
con solapamiento. Los clones genémicos se digirieron con Pstl o BamHI + BgIII y se ligaron a los sitios Pstl o BamHI
del vector de corte y empalme pSPL3. Se realiz6 la técnica de amplificacion de exones (Church et al., 1993) y se
clonaron los productos finales en el plasmido pAMP1 a partir del sistema de clonacién con uracilo-DNA-glucosilasa
(BRL). Se recogieron aproximadamente 6000 clones, se propagaron en placas de 96 pocillos, se estamparon sobre
filtros, y se analizaron en cuanto a la presencia del vector y de secuencias de repeticiones, por medio de hibridacién.
Cada inserto del clon se amplific6 por PCR y se analiz6 en cuanto a la redundancia, localizacién y especificidad hu-
mana por hibridacién a las cuadriculas de exones y trasferencias del DNA genémico original. Los exones candidatos
Unicos se secuenciaron, se investigaron frente a las bases de datos, y se usaron para hibridacién a genotecas de cDNA.
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5" RACE. El extremo 5° de BRCAZ2 fue identificado por un protocolo RACE

modificado 1llamado RACE con captura de biotina. E1 RNA enriquecido con Poly(A) procedente de la glandula
mamaria y del timo se transcribi6 inversamente usando el cebador aleatorio con cola, XN,

[5°-(NH,)-GTAGTGCAAGGCTCGAGAACNNNNNNNNNNNN (SEQ ID NO:3)]

y la transcriptasa inversa Superscript II (Gibco BRL). La cadena de RNA se hidrolizé en NaOH y la primera
cadena de cDNA se purific6 por fraccionamiento sobre Sepharose CL-4B (Pharmacia). Las primeras cadenas de los
cDNA se “anclaron” por ligacién de un oligo de cadena doble con un colgante en 5’ aleatorio de 7 bp [ds UCA: 5’-
CCTTCACACGCGTATCGATTAGTCACNNNNNNN.(NH,) (SEQ ID NO:9) alineada a 5’-(PO,)-GTGACTAATC-
GATACGCGTGTGAAGGTGC (SEQ ID NO:10)] a sus extremos 3’ usando la DNA-ligasa T4. Después de la liga-
cién, el cDNA anclado se volvi6 a purificar por fraccionamiento sobre Sepharose CL-4B. Se amplificé el extremo 5’
de BRCA?2 usando un cebador inverso biotinilado

[5°-(B)-TTGAAGAACAACAGGACTTTCACTA] (SEQ ID NO: 11) y una versién anidada de UCA [UCP.A: 5’-
CACCTTCACACGCGTATCG (SEQ ID NO:12)]. Los productos de la PCR se fraccionaron sobre un gel de agarosa,
se purificaron en el gel, y se capturaron sobre particulas paramagnéticas de estreptavidina (Dynal). E1 cDNA capturado
se reamplificé usando un cebador inverso anidado [5’-GTTCGTAATTGTTGTTTTTATGTTCAG] (SEQ ID NO:13)
y una version adicional anidada de UCA [UCP.B: 5’-CCTTCACACGCGTATCGATTAG] (SEQ ID NO:14)]. Esta
reaccion POR dio una tinica banda muy marcada sobre el gel de agarosa; el DNA se purificé en el gel y se secuencid
en ambas direcciones sobre un secuenciador ABI 377.

Clones de cDNA. Las genotecas de cDNA humano se cribaron con clones seleccionados de hibridos marcados
con **P o con clones atrapados en exones. Los fagos eluidos de las placas terciarias se amplificaron por la PCR con
cebadores especificos de vectores y después se secuenciaron en un secuenciador ABI 377. Transferencias Northern.
Se compraron de Clonetech filtros Multiple Tissue Northem (MTN) que estan cargados con 2 ug por pista de poly(A)
+ RNA derivado de una serie de tejidos humanos. Se usaron para explorar los filtros, sondas marcadas con cebador
aleatorio con **P que corresponden a los cDNA recuperados GT 713 (exones 3-7 de BRCA2), A wCPF1B8.11 (extremo
3’ del ex6n 11 en el exdén 20), y gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (GAPDH). Las prehibridaciones se hicieron
a 42°C en formamida al 50%, 5X SSPE, SDS al 1%, 5X de mezcla de Denhardt, DNA de testiculos de salmoén
desnaturalizado a 0,2 mg/ml y 2ug/ml de poly(A). Las hibridaciones se realizaron en la misma solucién con la adicién
de sulfato de dextrano hasta 4% y la sonda. Se realizaron lavados rigurosos en 0,1X SSC/SDS al 0,1% a 50°C.

Andlisis RT-PCR. Diez ug de RNA total extraido de cinco lineas celulares de cancer de mama humano (ZR-75-
1, T-47D, MDA-MB-231, MDA-MB468 y BT-20) y tres lineas celulares de cancer de prostata humano (LNCaP,
DU145 y PC-3) (los RNA fueron proporcionados por el Dr. Claude Labrie CHUL Research Center) fueron transcritos
inversamente usando el cebador mH20-1 DO5#RA

[5S’-TTTGGATCATTTTCACACTGTC] (SEQ ID NO:15)

y la transcriptasa inversa Superscript IT (Gibco BRL). Después, se amplificaron los cDNA de cadena simple usando
los cebadores CGO26#FB:

[5’-GTGCTCATAGTCAGAAATGAAG] (SEQ ID NO:16)

y mH20-1 DO5#RA (éste es el par cebador que se usé para saltar desde la unién de los exones 718 al ex6n 11; el
producto de la PCR tiene aproximadamente 1,55 kb). Los productos de la PCR se fraccionaron sobre un gel de agarosa
al 1,2%.

Amplificacion por PCR y cribado de las mutaciones. Los 26 exones codificadores de BRCA2 y sus sitios de
corte y empalme asociados se amplificaron desde el DNA gendémico como se ha descrito (Kamb ez al., 1994b). Las
secuencias de DNA de los cebadores, alguna de las cuales cae en la secuencia del intrén flanqueador, usadas para la
amplificacién y secuenciacion, aparecen en la Tabla 2. Alguno de los exones (de 2 a 10, 11-5, 11-6, 11-7 y 23 a 27)
se amplificaron por un simple método de una etapa. Las condiciones de la PCR para estos exones fueron: etapa tinica
de desnaturalizaciéon a 95°C (1 min); 40 ciclos a 96°C (6 segundos), Temperatura de alineamiento (T,,,) = 55°C (15
segundos), 72°C (1 min). Otros exones (11-22) requirieron reamplificacién anidada después de la reaccién primaria de
la PCR. En estos casos, se realiz6 la amplificacién inicial con los cebadores de las dos primeras columnas de la Tabla
2 durante 19 ciclos como se ha descrito antes. La reamplificacién anidada para estos exones se realiz6 durante 28 o 32
ciclos en las mismas condiciones con los cebadores que aparecen en la tercera columna de la Tabla 2. Las condiciones
tamp6n fueron como se ha descrito (Kamb et al., 1994b). Se purificaron los productos en geles de agarosa al 0,8%
usando perlas Qiaex (Qiagen).

Los productos purificados se analizaron por secuenciacién en ciclos con a-P*?dATP con el kit de secuenciacién
Ampli-Cycle™ (Perkin Elmer, Branchburg, NJ). Los productos de la reaccién se fraccionaron sobre geles de poliacri-
lamida al 6%. Todas las reacciones (A) se cargaron de forma adyacente una de otra, seguido por las reacciones (C),
etc. La deteccidn de los polimorfismos se llevo a cabo visualmente y se confirmé en la otra cadena.
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Ejemplo 4
Identificacion de BRCA2

Ensamblaje de la secuencia de BRCA2 de longitud completa. La secuencia de BRCA2 de longitud completa se
ensambl6 por la combinacidn de varias secuencias mds pequefias obtenidas de la seleccion de hibridos, atrapamiento
de exones, cribado de la genoteca de cDNA, secuenciacion gendmica, y experimentos de PCR usando cDNA como
molde para la amplificacion (esto es, “de isla en isla”) (Figura 2). El extremo 5° final del mRNA que incluye el sitio
previsto de comienzo de la traduccion se identificé por un protocolo modificado de 5 RACE (Stone et al., 1995).
El primer nucleétido de la secuencia (nucledtido 1) es una G que no pertenece al molde, una indicacién de que el
remate del mRNA estd contenido en la secuencia. Uno de los exones (exén 11) localizado en el interior de cDNA de
BRCA2 tiene cerca de 5 kb. Una porcién del exén 11 fue identificada por el andlisis de aproximadamente 900 kb de la
secuencia gendmica de dominio publico (ftp://genome.wust1.edu/pub/gsl/brca). Esta secuencia genémica se condenso
con la secuencia gendémica determinada por esta invencién en un conjunto de regiones contig de 160 secuencias.
Cuando la secuencia genémica condensada se escaned en cuanto a los marcos de lectura abierta (ORF), se identificd
una extension contigua de casi 5 kb que se habia extendido por medio de largos ORF. Por medio de experimentos
de saltos de isla en isla, esta secuencia se ligd con dos fragmentos génicos candidatos previamente identificados. La
secuencia actual de cDNA de BRCA2 compuesta, consta de 11.385 bp, pero no incluye la sefial de poliadenilacién o
cola poly(A). Esta secuencia de cDNA se indica en la SEQ ID NO:1 y en la Figura 3.

Estructura del gen BRCA2 y del polipéptido BRCA2. La traduccién conceptual del cDNA revel6 un ORF que
empezaba en el nucledtido 229 y codificaba una proteina prevista de 3418 aminodcidos. El péptido no tiene similitud
discernible con otras proteinas aparte de la composicién de las secuencias. No hay una secuencia sefial en el amino
terminal y no hay regiones evidentes de extension de la membrana. Como la BRCAL, la proteina BRCA?2 tiene mucha
carga. Aproximadamente un cuarto de los residuos son 4cidos o basicos.

La estructura del gen BRCA?2 se determind por comparacion de las secuencias de cDNA y las gendmicas. El
BRCAZ2 estd compuesto de 27 exones distribuidos sobre aproximadamente 70 kb de DNA genémico. Una region rica
en CpG en el extremo 5° de BRCAZ2 que se extiende hacia arriba sugiere la presencia de sefiales reguladoras asociadas
a menudo con las “islas” CpG. Basdndose en los experimentos de transferencia Southern, parece que el BRCA2 es
unico, sin homdlogos préximos en el genoma humano.

Estudios de expresion del BRCA2. La hibridacién de cDNA marcado a los filtros Northem de tejido mudltiple
humano revel6 un transcrito de 11-12 kb que fue detectable solamente en los testiculos. El tamafio de este transcrito
da a entender que se ha perdido poco de la secuencia de mRNA de BRCA?2 a partir del cDNA compuesto de esta
invencién. Debido a que los filtros Northern no incluyeron RNA de glandulas mamarias, se realizaron los experimentos
de RT-PCR usando un amplicén del cDNA de BRCA?2 sobre los RNA de lineas celulares de cinco cdnceres de mama y
de tres canceres de préstata. Todas las lineas produjeron sefiales positivas. Ademas, se usaron la PCR de un amplicén
de BRCA2 (1-BrCG026 5 kb) y 1a 5 RACE para comparar los cDNA de las glandulas mamarias y del timo como
moldes para la amplificacién. En ambos casos, el producto se amplificé mas eficientemente de la mama que del
timo.

Mutaciones en la linea germinal de BRCA2. Los individuos de dieciocho familias con BRCA?2 putativo se cribaron
en cuanto a las mutaciones en la linea germinal de BRCA2 por andlisis de la secuencia de DNA (Wooster et al.,
1994). Doce familias tienen al menos un caso de cdncer de mama masculino, cuatro tienen dos 0 més casos; y cuatro
incluyen al menos un individuo afectado con cancer de ovario el cual comparte el haplotipo BRCA2 genético. Cada
una de las dieciocho familias tiene una probabilidad posterior de tener una mutacién de BRCA2 de al menos 69% y
nueve familias tienen probabilidades posteriores mayores que 90%. Basdndose en estas probabilidades combinadas,
se espera que 16 de las 18 familias segreguen mutaciones de BRCA2. Las secuencias codificadoras completas y las
uniones de corte y empalme asociadas se cribaron en cuanto a mutaciones en multiples individuos de las nueve familias
usando o bien cDNA o bien DNA gendémico (Tabla 3). Los individuos de las nueve familias restantes se cribaron en
cuanto a mutaciones usando solamente DNA gendmico. Estos ultimos experimentos de cribado abarcaron 99% de
la secuencia codificadora (todos los exones excluyendo el exén 15) y todas menos dos de las uniones de corte y
empalme.
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Las alteraciones de las secuencias se identificaron en 9 de las 18 familias. Todas excepto una incluian deleciones
de nucleétidos que alteraron el marco de lectura, llevando a la truncacién de la proteina BRCA2 prevista. La utnica
excepcion contenia una delecién de tres nucledtidos (familia 1019). Las nueve mutaciones eran todas diferentes una
de otra.

Un subconjunto de familias se analizé en cuanto a pérdida de transcrito. Las muestras de cDNA estuvieron disponi-
bles para un grupo de nueve familias, pero tres de las nueve familias del grupo contenian mutaciones de desplazamiento
del marco de lectura. Los sitios polimérficos especificos que se sabia que eran heterozigéticos en el DNA genémico se
examinaron en el cDNA de los individuos de las familias. La aparicion de hemizigosidad en estos sitios polimérficos
se interpreté como signo de una mutacién que lleva a la reduccién de los niveles de mRNA. Solamente en uno de los
seis casos sin alteracion de la secuencia detectable (familia 2367) se pudo inferir una mutacién reguladora semejante.
Ademds, una de las tres familias con una mutacién de desplazamiento del marco de lectura (familia 2044) presentd
signos de pérdida de transcrito. Esto implica que algunas mutaciones de la secuencia que codifica BRCA2 pueden
desestabilizar el transcrito ademds de interrumpir la secuencia proteinica. Tales mutaciones han sido observadas en
BRCAI1 (Friedman et al., 1995). Por tanto, 56% de las familias (10 de 18) contenian un gen BRCA2 alterado.

Papel del BRCA?2 en el cdncer. La mayor parte de los genes supresores de tumores identificados hasta la fecha dan
lugar a productos proteinicos que estan ausentes, no son funcionales o tienen una funcién reducida. La mayorfa de las
mutaciones de TP53 tienen sentido alterado; se ha demostrado que algunas de ellas producen moléculas anormales de
pS3 que interfieren con la funcién del producto natural (Shaulian et al., 1992; Srivastava et al., 1993). Se ha indicado
un mecanismo de accién similar negativo dominante para algunos alelos de la poliposis adenomatosa de célon (APC)
que producen moléculas truncadas (Su et al., 1993) y para mutaciones puntuales en el gen del tumor de Wilm (WT1)
que alteran la unién del DNA de la proteina (LittLe ef al., 1993). La naturaleza de las mutaciones observadas en la
secuencia que codifica BRCA?2 es coherente con la produccion ya sea de proteinas negativas dominantes o ya sea de
proteinas no funcionales.

Ejemplo 5
Andlisis del gen BRCA2
La estructura y funcién del gen BRCA2 se determinan de acuerdo con los siguientes métodos.

Estudios bioldgicos. Los vectores de expresiéon en mamiferos que contienen cDNA de BRCA?2 se construyen y
transfectan en células apropiadas de carcinoma de mama con lesiones en el gen. Se utilizan cDNA de BRCA2 natural
asi como cDNA de BRCA2 alterado. El cDNA de BRCA?2 alterado se puede obtener a partir de alelos de BRCA2
alterados o se produce como se describe mds adelante. Se examina la inversion fenotipica en los cultivos (por ejemplo,
morfologia celular, tiempo de duplicacion, crecimiento independiente del anclaje) y en los animales (por ejemplo,
capacidad tumorigena). Los estudios emplearan tanto las formas naturales del gen como las mutantes (Seccién B).

Estudios genéticos moleculares. Se realiza la mutagénesis in vitro para construir mutantes por deleciones y mu-
tantes con sentido alterado (por sustituciones de un unico par de bases en codones individuales y grupos cargados
mutagénesis de escaneado de alanina). Los mutantes se usan en estudios biolégicos, bioquimicos y biofisicos.

Estudios del mecanismo. Se examina la capacidad de la proteina BRCA2 para unirse a secuencias de DNA co-
nocidas y desconocidas. Se analiza su capacidad para transactivar a los promotores por sistemas de expresion de
indicadores transitorios en células de mamiferos. Los procedimientos convencionales tales como captura de particulas
y sistema de dos hibridos en levaduras se usan para descubrir e identificar todos los coparticipes funcionales. Se carac-
terizan la naturaleza y funciones de los coparticipes. Estos coparticipes a su vez son objetivos para el descubrimiento
de farmacos.

Estudios estructurales. Las proteinas recombinantes se producen en E. coli, levaduras, insectos y/o células de
mamifero y se usan en estudios cristalograficos y de NMR. Se emplea también el modelado molecular de las proteinas.
Estos estudios facilitan el disefio de farmacos basado en su estructura.

Ejemplo 6
Ensayo en dos etapas para detectar la presencia de BRCA2 en una muestra

Una muestra de un paciente se procesa de acuerdo con el método descrito por Antonarakis et al. (1985), se separa
a través de un gel de agarosa al 1% y se transfiere a una membrana de nilén para andlisis de transferencia Southern.
Las membranas se reticulan a la luz UV a 150 mJ usando un GS Gene Linker (Bio-Rad). Se subclona en pTZ18U
una sonda de BRCAZ2 seleccionada de la secuencia mostrada en la Figura 3. Los fagémidos se transforman en E. coli
MV1190 infectada con el falto ayudador M13KO7 (Bio-Rad, Richmond, CA). Se aisla el DNA de cadena simple
segun los procedimientos estdndar (véase Sambrook et al., 1989).

Las transferencias se prehibridan durante 15-30 minutos a 65°C en dodecilsulfato de sodio (SDS) al 7% en NaPO,
0,5 M. Los métodos son los descritos por Nguyen et al., 1992. Las trasferencias se hibridan durante la noche a 65°C en
SDS al 7%, NaPO, 0,5 M con un DNA sonda de cadena simple a 25-50 ng/ml. Los lavados post-hibridacién consisten
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en dos lavados de 30 minutos en SDS al 5%, NaPO, 40 mM a 65°C, seguidos por dos lavados de 30 minutos en SDS
al 1%, NaPO, 40 mM a 65°C.

Seguidamente, se lavan las transferencias con solucién salina tamponada de fosfato (pH 6,8) durante 5 min a
temperatura ambiente y se incuban con caseina al 0,2% en PBS durante 30-60 min a temperatura ambiente y se
aclaran con PBS durante 5 min. Después se preincuban las transferencias durante 5-10 minutos en un bafio de agua con
agitacion a 45°C con tampon de hibridacion que consta de urea 6 M, NaCl 0,3 M, y 5X de solucién de Denhardt (véase
Sambrook et al., 1989). Se separa el tamp6n y se reemplaza con tamp6n de hibridacion reciente a 50-75 ul/cm?* més el
conjugado de oligonucledtido-fosfatasa alcalina reticulado covalentemente a concentracion 2,5 nM con la secuencia
nucleotidica complementaria al sitio del cebador universal (UP-AP, Bio-Rad). Las transferencias se hibridan durante
20-30 minutos a 45°C y los lavados post-hibridacién se incuban a 45°C como dos lavados de 10 min en urea 6 M, Ix
citrato salino estandar (SSC), SDS al 0,1% y un lavado de 10 minutos en 1x SSC, Tritén®X-100 al 0,1%. Se aclaran
las transferencias durante 10 minutos a temperatura ambiente con 1x SSC.

Se incuban las transferencias durante 10 minutos a temperatura ambiente con agitacion en el tampdn sustrato que
consta de dietanolamina 0,1 M, MgCl, 1 mM, azida de sodio al 0,02%, pH 10,0. Las transferencias individuales se
ponen en bolsas sellables al calor con tamp6én sustrato y AMPPD (3-(2’-espiroadamantano)-4metoxi-4(3’-fosforiloxi)
fenil-1,2-dioxietano, sal disédica, Bio-Rad) 0,2 mM. Después de 20 minutos de incubacién a temperatura ambiente
con agitacion, se separa el exceso de AMPPD. Se expone la transferencia a una pelicula de rayos X durante la noche.
Las bandas positivas indican la presencia de BRCA?2.

Ejemplo 7
Generacion de anticuerpos policlonales frente a BRCA2

Los segmentos de la secuencia que codifica BRCA2 se expresan como proteina de fusién en E, coli. La proteina
sobreexpresada se purifica por elucién en gel y se usa para inmunizar conejos y ratones usando un procedimiento
similar al descrito por Harlow y Lane, 1988. Se ha demostrado que este procedimiento genera Abs frente a otras
proteinas diferentes (por ejemplo, véase Kraemer et al., 1993).

Brevemente, una extension de la secuencia que codifica BRCA2 seleccionada de la secuencia que se muestra en
la Figura 3, se clona como una proteina de fusion en el pldsmido PET5A (Novagen, Inc., Madison. WI). Después de
induccion con IPTG, se verifica por SDS/PAGE la sobreexpresion de una proteina de fusién con el peso molecular
esperado. Se purifica la proteina de fusién desde el gel por electroelucion. La identificacién de la proteina como el
producto de fusiéon de BRCA?2 se verifica por la secuenciaciéon de la proteina en el N terminal. Seguidamente, la
proteina purificada se usa como inmundgeno en conejos. Se inmunizan los conejos con 100 ug de la proteina en
adyuvante completo de Freund y se les administra dosis de refuerzo dos veces en intervalos de 3 semanas, primero
con 100 ug de inmunégeno en adyuvante completo de Freund seguido por 100 pg de inmunégeno en PBS. El suero
que contiene anticuerpos se recoge dos semanas més tarde.

Este procedimiento se repite para generar anticuerpos frente a las formas mutantes del gen BRCA2. Estos anti-
cuerpos, en unién con los anticuerpos frente al BRCA2 natural, se usan para detectar la presencia y el nivel relativo de
las formas mutantes en diferentes tejidos y fluidos bioldgicos.

Ejemplo 8
Generacion de anticuerpos monoclonales especificos para BRCA2

Los anticuerpos monoclonales se generan de acuerdo con el siguiente protocolo. Se inmunizan ratones con inmu-
négeno que comprende BRCA2 intacto o péptidos BRCA?2 (naturales o mutantes) conjugados con la hemocianina de
lapa californiana usando glutaraldehido o EDC como es bien conocido.

El inmunégeno se mezcla con un adyuvante. Cada ratén recibe cuatro inyecciones de 10 a 100 ug de inmunégeno
y después de la cuarta inyeccion se toman muestras de sangre de los ratones para determinar si el suero contiene
anticuerpos frente al inmundgeno. El titulo del suero se determina por ELISA o RIA. Para la produccién de hibridoma
se seleccionan los ratones con suero que indica la presencia de anticuerpos frente al inmundgeno.

Se separan los bazos de los ratones inmunes y se prepara una tnica suspension de células (véase Harlow and
Lane, 1988). Las fusiones celulares se realizan esencialmente como estdn descritas por Kohler and Milstein, 1975.
Brevemente, las células de mieloma P3,65.3 (American Type Culture Collection, Rockville, MD) se funden con células
de bazo inmunes usando polietilenglicol como esté descrito por Harlow and Lane, 1988. Las células se ponen en placas
a una densidad de 2 x 10° células/pocillo en placas de cultivo de tejidos de 96 pocillos. Se examinan los pocillos
individuales en cuanto al crecimiento y los sobrenadantes de los pocillos con crecimiento se analizan en cuanto a la
presencia de anticuerpos especificos frente a BRCA?2 por ELISA o RIA usando la proteina objetivo BRCA2 mutante.
Las células de los pocillos positivos se extienden y se subclonan para establecer y confirmar la monoclonalidad.

Los clones con las especificidades deseadas se extienden y cultivan como ascitos en los ratones o en un sistema de
fibras huecas para producir suficientes cantidades de anticuerpos para caracterizacion y desarrollo del ensayo.
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Ejemplo 9
Ensayo en sandwich de BRCA2

El anticuerpo monoclonal se une a una superficie sélida tal como una placa, tubo, perla o particula. Preferiblemente,
el anticuerpo se une a la superficie del pocillo de una placa de ELISA de 96 pocillos. Se afiaden al anticuerpo en fase
sdlida 100 ul de muestra (por ejemplo, suero, orina, citosol de tejidos) que contiene el péptido/proteina BRCA2
(natural o mutante). Se incuba la muestra durante 2 horas a temperatura ambiente. Después se decanta el fluido de la
muestra, y la fase sdlida se lava con tampdn para separar el material no ligado. Se afiaden a la fase s6lida 100 ul de un
segundo anticuerpo monoclonal (para un determinante diferente sobre el péptido/proteina BRCA2). Este anticuerpo
se marca con una molécula detectora (por ejemplo, '*°1, enzima, fluoréforo, o un croméforo) y la fase sélida con el
segundo anticuerpo se incuba durante dos horas a temperatura ambiente. El segundo anticuerpo se decanta y la fase
sOlida se lava con tampén para separar el material no ligado.

Se cuantifica la cantidad de marcador ligado, que es proporcional a la cantidad de péptido/proteina BRCA2 presente
en la muestra. Se realizan ensayos separados usando anticuerpos monoclonales que son especificos para el BRCA2
natural asi como anticuerpos monoclonales especificos para cada una de las mutaciones identificadas en BRCA2.

Ejemplo 10
La mutacion 6174 delT es comiin en las mujeres judias Ashkenazi afectadas por cdncer de mama

Se ha encontrado que la mutacién 6174delT (véase Tabla 3) estd presente en muchos casos de mujeres judias ash-
kenazi que han tenido cancer de mama (Neuhausen et al., 1996). Dos grupos de probandos estuvieron comprendidos
en la investigacion para este estudio. El primer grupo se investigd basdndose tanto en la edad de inicio del cancer
como en una historia positiva de la familia. El primer grupo consistié en probandos afectados con cidncer de mama
a los 41 afios o antes de esa edad con o sin historia familiar de ciancer de mama. Los criterios de inclusién para el
segundo grupo fueron que el probando hubiera sido afectado con cdncer de mama entre las edades de 41 y 51 afos
con uno o mas parientes de primer grado afectados con cdncer de mama o de ovario a los 50 afios o antes de esa
edad; o que el probando hubiera sido afectado entre las edades de 41 y 51 afios con dos o mds parientes de segundo
grado afectados con cancer de mama o de ovario, 1 a los 50 afios o antes de esa edad; o que el probando hubiera sido
afectado entre las edades de 41 y 51 afios tanto con cdncer de mama primario como con cdncer de ovario primario.
Los probandos fueron investigados por medio de la oncologia médica y clinicas de asesoramiento en genética, con
esfuerzo para ofrecer la participacion en el estudio a todos los pacientes elegibles. La historia familiar se obtuvo por
medio de un cuestionario autoinformativo. La confirmacion histolégica del diagndstico se obtuvo para los probandos
en todos los casos. Se confirmaron los antecedentes religiosos en todos los probandos por medio del autoinforme o por
entrevistas.

Deteccion de mutaciones

La mutacién 6174delT de BRCA2 se detecté amplificando el DNA gendémico de cada paciente segtin los procedi-
mientos estdndar de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (Saiki et al., 1985; Mullis et al., 1986; Weber and
May, 1989). Los cebadores usados para la PCR son:

BC11-RP: GGGAAGCTTCATAAGTCAGTC (SEQ ID NO:115) (cebador directo)

BC11-LP: TTTGTAATGAAGCATCTGATACC (SEQ ID NO:116) (cebador inverso).

Las reacciones se realizaron en un volumen total de 10,0 ul que contiene 20 ng de DNA con alineamiento a 55°C.
Esto produce un producto de la PCR de 97 bp de longitud en muestras naturales y de 96 bp de longitud cuando esta
presente la mutacién 6174delT. Los productos de la PCR radiomarcados se sometieron a electroforesis sobre geles
estandar de secuenciacién desnaturalizante de poliacrilamida al 6% a 65 W durante 2 horas. Se secaron después los
geles y se autorradiografiaron. Todos los casos que presentan la delecion de 1 bp se secuenciaron para confirmar la
mutacién 6174delT. Para la secuenciacion, la mitad de las muestras se amplificaron con un conjunto de cebadores de
POR vy se secuenci6 la cadena codificadora y la otra mitad de las muestras se amplificaron con un segundo conjunto
de cebadores de POR y se secuencid la cadena no codificadora. Para un conjunto, los cebadores de PCR fueron:

TD-SFB: AATGATGAATGTAGCACGC (SEQ ID NO: 117) (cebador directo)

CGO RF-RH: GTCTGAATGTTCGTTACT (SEQ ID NO: 118) (cebador inverso).

Esto dio como resultado un producto amplificado de 342 bp en las muestras naturales y de 341 bp para las muestras
que contienen la mutacién 6174delT. Para este conjunto de muestras el DNA amplificado se secuencié usando el
cebador CGORF-RH como cebador de secuenciacion. La otra mitad de las muestras se amplificaron usando el cebador
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directo BC11-RIP y el cebador inverso CGORF-RH dando como resultado un fragmento de 183 bp en las muestras
naturales y de 182 bp en las muestras que contienen la mutacioén 6174delT. Este se secuenci6 usando el cebador BC11-
RP como el cebador de secuenciacion.

Resultados

Seis de ochenta mujeres de ascendencia judia ashkenazi con cancer de mama antes de la edad de 42 afios tenian la
mutacién 6174delT. Esto se compara con los cero casos de presencia de la mutacién en un grupo testigo de mujeres no
judias que habian tenido cancer de mama antes de la edad de 42 afios. Estos casos se investigaron sin tener en cuenta
la historia familiar. La Tabla 4 muestra los resultados del estudio. Cuatro de los seis casos con la mutacién 6174delT
tenian una historia familiar de cdncer de mama o de ovario en un pariente de primero o segundo grado. En cada una de
dos familias en las que habla disponibles multiples muestras para andlisis, la mutacién 6174delT estaba co-segregada
con dos o mds casos de cancer de mama o de ovario. Un segundo conjunto de 27 miembros ashkenazi con cincer de
mama a la edad de 42-50 afios y una historia de al menos un pariente adicional afectado con cdncer de mama o de
ovario proporciond un estimado adicional de la frecuencia de la mutacién 6174delT. En este grupo de 27 mujeres,
dos eran heterozigdticas para la mutacién 6174delT de BRCA2. Uno de estos individuos tenia parientes de primer
grado con ambos cénceres, de ovario y de mama. De los datos presentados, y asumiendo una penetrancia similar para
las mutaciones de BRCA1 (Offit er al., 1996; Langston et al., 1996), la frecuencia de la mutacién 6174delT en los
ashkenazi se puede estimar como de aproximadamente 3 por mil. Sin embargo, si la penetrancia de esta mutacién
es menor que la de BRCAI, entonces la frecuencia de esta mutacién serd mds alta. Un estimado mds preciso de
la frecuencia de portadores de la mutacién 6174delT en individuos con ascendencia judia ashkenazi surgird de los
estudios de poblacion a gran escala.

TABLA 4
Grupo Numero de sujetos Niimero con %
ensayados, n = 6174delT, n =
Grupo la
Diagnéstico antes de los 42 afios, no judios® 93 0 0)
Grupo 1b
Diagnéstico antes de los 42 afios, judios® 80 6 (8)
Antes de 37 aflos 40 4 (10)
de 37-41 aiios 40 2 (®))
Grupo 2
Diagnéstico a los 42-50 afios e historia 27 2 27

familiar positiva®

Claves:

2-Confirmado sin tener en cuenta la historia familiar

®_La historia familiar de este grupo se definié como un pariente de primer grado o dos de segundo grado diag-
nosticados de cancer de mama o de ovario, uno antes de los 50 afios.

Ejemplo 11

El BRCA2 muestra una baja tasa de mutacion somdtica en el carcinoma de mama y otros cdnceres incluyendo los
cdnceres de ovario y de pdncreas

El BRCA?2 es un gen supresor de tumores. Una delecién homozigética de este gen puede llevar a cdncer de mama
asf como a otros cdnceres. Una delecién homozigética en un xenotrasplante pancredtico fue decisiva en el esfuerzo
para aislar el BRCA2 por donacién posicional. El cancer puede desarrollarse también si hay una pérdida de un alelo
de BRCA2 y una mutacién en el alelo restante (pérdida de heterozigosidad o LOH). Las mutaciones en ambos alelos
pueden llevar también al desarrollo del cancer. En los estudios aqui, un andlisis de 150 lineas celulares derivadas
de diferentes cdnceres no reveld ningin caso en el que hubiera una pérdida homozigética del gen BRCA2. Puesto
que la pérdida homozigética es aparentemente rara, se hicieron investigaciones para estudiar lesiones mds pequefas
tales como mutaciones puntuales en el BRCA2. Puesto que los heterozigotos mutantes y los homozigotos mutantes
compuestos son raros, la inactivacién del gen supresor de tumores casi siempre implica la LOH. El alelo remanente,
aunque inactivo, contiene tipicamente mutaciones perturbadoras. Para identificar éstas, es titil preseleccionar tumores
o lineas celulares que presenten LOH en el locus de interés.
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Identificacion de tumores y lineas celulares que presentan LOH

Se analizaron un grupo de 104 muestras de tumor de mama primario y un conjunto de 269 lineas celulares para
buscar LOH en la regiéon BRCA2. En los tumores primarios, se compararon cuantitativamente usando fluorescencia,
las amplificaciones de tres marcadores de repeticiones cortas en tdndem (STR). Aproximadamente 10 ng de DNA
genémico se amplificaron por PCR con los siguientes tres conjuntos de STR marcados fluorescentemente:

(1) mM4247.4A.2F1 ACCATCAAACACATCATCC (SEQ ID NO:119)
mM4247.4A.2R2 AGAAAGTAACTTGGAGGGAG (SEQ ID NO:120)
(2) STR257-FC CTCCTGAAACTGTTCCCTTGG (SEQ ID NO:121)
STR257-RD TAATGGTGCTGGGATATTTGG (SEQ ID NO:122)
(3) mM B561A-3.1FA2 GAATGTCGAAGAGCTTGTC (SEQ ID NO:123)
mMB561A-3.1RB AAACATACGCTTAGCCAGAC (SEQ ID NO:124)

Los productos de la PCR se resolvieron usando un secuenciador ABI 377 y se cuantificaron con software Genescan
(ABI). En los tumores, las diferencias claras de altura del pico entre los alelos amplificados de las muestras normales
y los de las muestras tumorales recibieron puntuaciones como poseedoras de LOH. En las lineas celulares, si un STR
era heterozigdtico, se puntud la muestra como sin LOH. Solamente en un caso hubo una linea celular o tumor mal
nombrado basdndose en el posterior andlisis de polimorfismos de una tinica base. Los indices de heterozigosidad para
los marcadores son: STR4247 = 0,89; STR257 = 0,72; STR561A = 0,88 (S. Neuhausen, comunicacién personal; B.
Swedlund, datos sin publicar). Basdndose en sus indices de heterozigosidad combinados, la posibilidad de que los
marcadores sean todos homozigéticos en un particular individuo (asumiendo el equilibrio genético) es solamente uno
en 250. Debido a la presencia de células normales en la muestra de un tumor primario, la LOH raras veces elimina
completamente la sefial del alelo perdido en el tumor. Mds bien, estdn alteradas las intensidades relativas de los dos
alelos. Esto se puede ver claramente comparando las alturas de los picos alélicos del tejido normal con las alturas de
los picos del tumor (figuras SA-5D). Basdndose en este andlisis, se clasificaron 30 tumores (29%) como poseedores
de LOH en el locus BRCA?2 (Tabla 5), una cifra que es similar a los estimados previos (Collins et al., 1995; Cleton-
Jansen et al., 1995).

La LOH se evalu6 en el conjunto de lineas celulares de una forma diferente. Puesto que la homozigosidad de los
tres STR era improbable, y puesto que no hay presentes células normales, la homozigosidad evidente en todos los
STR se interpreté6 como LOH de la region BRCA2 Usando este criterio, 85/269 de las lineas celulares presentaron
LOH (véase la Tabla 5). Las frecuencias variaron segun el tipo particular de células tumorales en consideracién. Por
ejemplo, 4/6 lineas celulares de ovario y 31/62 lineas de cancer de pulmén presentaron LOH en comparacién con
17/81 lineas de melanoma y 2/11 lineas de cdncer de mama.

Andlisis de secuencias de tumores de mama primarios v lineas celulares con LOH

Los 30 cénceres de mama primarios identificados antes que presentaron LOH en la regién BRCA2 se cribaron
por andlisis de secuencias del DNA para buscar variantes de la secuencia. Se examiné mas del 95% de la secuencia
codificadora y de las uniones de empalme. La secuenciacién del DNA se realiz6 o bien en el ABI 377 (Applied
Biosystems Division, Perkin-Elmer) o manualmente. Para el cribado de la mutacién radiactiva, se purificaron los
productos amplificados por medio de perlas Qiagen (Qiagen, Inc.). La secuencia de DNA se generd usando el kit
de secuenciacién Cyclist (Stratagene) y se resolvié sobre geles de poliacrilamida al 6%. En paralelo, se realizé la
secuenciacion no radiactiva usando colorantes marcadores fluorescentes usando el kit de secuenciacion TagFS seguido
por electroforesis en secuenciadores ABI 377. Las muestras se extendieron en cuadriculas en bandejas de 96 pocillos
para facilitar la PCR y la secuenciacién. Los fallos particulares de la PCR y de las reacciones de secuenciacion se
repitieron hasta que se obtuvo una cobertura de >95% para cada muestra. La informacion de la secuencia se analizé con
el software Sequencher (Gene Codes Corporation). Todas las mutaciones detectadas fueron confirmadas secuenciando
un producto de la PCR amplificado nuevamente para excluir la posibilidad de que la alteracién de la secuencia fuera
debida a un artefacto de la PCR.
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TABLA 5

Tipo n° LOH/n° cribado Porcentaje LOH n° secuenciaciones
Astrocitoma 6/19 32% 6
Vejiga 6/17 35% 4
Mama 2/11 18% 2
Colon 2/8 25% 2
Glioma 11/36 31% 5
Pulmén 31/62 50% 20
Linfoma 0/4 0% 0
Melanoma 17/81 21% 9
Neuroblastoma 1/10 10% 1
Ovario 4/6 67% 4
Pancreatico 1/3 33% 1
Prostata 0/2 0% 0

Renal 4/10 40% 4
Total 85/269 33% 58

(media = 28%)

Cancer de mama 30/104 29% 42

Primario

Andlisis de LOH de lineas celulares y tumores de mama primarios. El porcentaje de LOH se calculé de dos modos:
como el total y como una media de porcentajes.

De las 30 muestras, dos muestras contenian mutaciones de desplazamiento del marco de lectura, una, una mutacién
sin sentido, y dos contenian cambios de sentido alterado (aunque uno de estos tumores contenia también un desplaza-
miento del marco de lectura). La mutacién sin sentido delecionard 156 codones en el C terminal lo que da a entender
que el extremo del C terminal de BRCA2 es importante para la actividad supresora del tumor. Todas las variantes
de la secuencia estuvieron presentes también en el correspondiente DNA normal de estos pacientes de cancer. Para
excluir la improbable posibilidad de que la preseleccién para detectar LOH introdujera un error sistemadtico frente a
la deteccién de mutaciones (por ejemplo, comportamiento dominante de las mutaciones, heterozigotos compuestos),
se cribaron también 12 muestras que habian demostrado ser heterozigéticas en BRCA2. Tres de éstas revelaron cam-
bios con sentido alterado que también fueron encontrados en las muestras normales. Por tanto, en un conjunto de 42
muestras de carcinoma de mama, 30 de las cuales presentaron LOH en el locus BRCA2, no se identific6 ninguna
mutacién somadtica. El desplazamiento del marco de lectura y los cambios de sentido alterado es probable que sean
mutaciones de predisposicion que influyen en el desarrollo de cdncer de mama en estos pacientes. Las variantes con
sentido alterado son raras; se observaron cada una de ellas solamente una vez durante el analisis de 115 cromosomas.
De estos datos no es posible distinguir entre polimorfismos neutros raros y mutaciones de predisposicion.

De las 85 lineas celulares que presentaron LOH (véase la Tabla 5), 58 fueron cribadas también en cuanto a cambios
en la secuencia. Se cribé mds del 95% de la secuencia codificadora de cada muestra. Por este andlisis de la secuencia del
DNA se identificé solamente una tnica mutacion de desplazamiento del marco de lectura. Esta mutacién (6174delT)
estaba presente en una linea de cincer pancredtico y es idéntica a la encontrada en la muestra de tumor primario
BT111 y a un desplazamiento del marco de lectura de la linea germinal detectado previamente (Tavtigian et al., 1996).
Esto sugiere que este particular desplazamiento del marco de lectura puede ser una mutacién de BRCA2 en la linea
germinal relativamente comiin. Ademads, se detect6 una serie de variantes de la secuencia de sentido alterado (tablas
6A y 6B).

La deteccién de una probable mutacién de BRCA?2 en la linea germinal en una linea celular de un tumor pancreético
sugiere que las mutaciones de BRCA2 pueden predisponer al cdncer pancredtico, una posibilidad que no ha sido
explorada con profundidad. Esta mutacién también afiade peso a la participaciéon de BRCA2 en el cdncer pancredtico
esporadico, implicado previamente por la delecién homozigética observada en un xenotrasplante pancredtico (Schtte
et al., 1995). Debido a que sélo se examinaron tres lineas celulares pancredticas en este estudio, se necesita una
investigacion adicional de las mutaciones de BRCA2 en cénceres pancredticos.
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TABLA 6A
Muestra Tipo LOH Cambio Efecto Linea germinal
4H5 Renal Si G451C Ala — Pro
4G1 Ovario Si A1093C Asn — His
2F8 Pulmoén Si G1291C Val — Leu
BT110 Mama primario St 1493delA Desplazamiento marco St
4F8 Ovario Si C2117T Thr — Ile
BT163 Mama primario No A2411C Asp — Ala Si
1D6 Vejiga No G4813A Gly — Arg
BT333 Mama primario No T5868G Asn — Lys Si
2A2 Glioma Si C5972T Thr — Met
214 Pulmén St C5972T Thr — Met
BTI111 Mama primario Si 6174delT Desplazamiento marco Si
4G3 Pancredtico Si 6174delT Desplazamiento marco
1B7 Astrocitoma Si C6328T Arg — Cys
BT118 Mama primario No G7049T Gly — Val Si
BTI115 Mama primario Si G7491C Gln — His Si
3D5 Melanoma St A9537G Ile — Met
BT85 Mama primario Si A10204T Lys — Stop Si
1E4 Mama Si C10298G Thr — Arg
BT110 Mama primario St A10462G Ile — Val St

Mutaciones de la linea germinal identificadas en BRCAZ2. Se indican las posiciones de la mutacién basdndose en
la entrada de BRCA?2 en Genbank (Schtte et al., 1995).

TABLA 6B
Posicion Cambio Efecto Frecuencia
5’UTR(203) G/A - 0,32 (0,26)
PM(1342) C/A His — Asn 0,32 (0,37)
PM(2457) T/C silencioso 0,04 (0,05)
PM(3199) A/G Asn — Asp 0,04 (0,08)
PM(3624) A/G silencioso 0,35
PM(3668) A/G Asn — Ser 0(0,15)
PM(4035) T/C silencioso 0,24 (0,10)
PM(7470) A/G silencioso 0,26 (0,15)
1593 A—->G silencioso <0,01
4296 G- A silencioso <0,01
5691 A—->G silencioso <0,01
6051 A—->G silencioso <0,01
6828 T—C silencioso <0,01
6921 T—C silencioso <0,01

Polimorfismos comunes y sustituciones silenciosas detectados en BRCA2 por secuenciaciéon del DNA. Puesto
que algunas variantes silenciosas raras pueden afectar a la funcién del gen (por ejemplo, corte y empalme (Richard
and Beckmann, 1995)), éstas no van precedidas por “PM”. Las frecuencias de polimorfismos mostradas implican
al segundo de los pares nucleotidicos. Las frecuencias descritas en un estudio previo se muestran entre paréntesis
(Tavtigian et al., 1996). La numeracién es como en la Tabla 6A.

Como se ha descrito previamente en lo que antecede, la presente divulgacién proporciona materiales y métodos
para uso en el andlisis de los alelos de BRCA?2 de un individuo. Los individuos reconocidos como con riesgo mas alto
del normal de cancer de mama asociado con el gen BRCA2, pueden modificar su estilo de vida apropiadamente. El mas
importante factor para evitar el riesgo genético de dicho céncer se refiere al efecto protector de un embarazo precoz,
llevado a término. Por tanto, las mujeres con riesgo podrian considerar el embarazo precoz o una terapia disefiada
para simular los efectos hormonales de un embarazo precoz, llevado a término. Las mujeres con alto riesgo deberian
también esforzarse en una deteccion precoz y deberian estar mds altamente motivadas para aprender y practicar el
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autoexamen de las mamas. Tales mujeres deberian estar también muy motivadas para realizarse mamografias regulares,
empezando quizds a una edad mds temprana que la poblacién general. El examen de los ovarios se deberia realizar
también con mayor frecuencia.

Las mujeres con cdnceres de mama pueden seguir diferentes procedimientos quirdrgicos si estidn predispuestas y
por tanto con mds probabilidad de tener cdnceres adicionales, que si no estuvieran predispuestas. Se pueden desarrollar
otras terapias, usando o bien péptidos o bien moléculas pequefias (disefio racional de farmacos). Los péptidos pueden
ser el propio producto génico que falta o una porcién del producto génico que falta. Alternativamente, el agente
terapéutico puede ser otra molécula que imita la funcién del gen pernicioso, ya sea una molécula peptidica o no
peptidica que intenta contrarrestar el efecto pernicioso del locus heredado. La terapia puede estar también basada en
los genes, por medio de la introduccién de un alelo normal de BRCA?2 en los individuos para formar una proteina que
contrarrestard el efecto del alelo pernicioso. Estas terapias génicas pueden tomar muchas formas y pueden ser dirigidas
a evitar que se forme el tumor, a curar un cincer una vez que ha aparecido o a parar un cancer de sufrir metdstasis.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un 4cido nucleico aislado que comprende la secuencia codificadora establecida en SEQ ID NO:1 desde
la posicién nucleotidica 229 a la posicién nucleotidica 10482 y que comprende ademds la mutacién asociada con una
predisposicion al cdncer de mama, en donde T, en la posicion nucleotidica 6174, estd delecionado, para diagnosticar
una predisposicion al cadncer de mama en mujeres judias Ashkenazi in vitro.
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GSTGGCGCGA
TCTGCTGCGC
ACAGATTTGT
CTGGAGCGGA
TCCAAAGAGA
GGACCAARTAA
GAACCTGCAG
CCACAAAGGA
GGGCTGACTC
TTAGGAAGGA
GATCAAGCAG
GTTCTACAAT
TTTCATACAC
GGAGCTGAGG
AGTTCTACTG
ACTACTGCTA
AGATTTATCG
GGATTTGGAA
AAGTCAATGC
GAAGATAGTT
ACTAGCAAGA
AAARACCARG
CCATTAGATT
AAGGAAGTTG
GGAGCCCAGA
GAAAAAGACC
TCTTTGCCAC
GTAAATAAGA
AAGCAGGCAA
ATATTCAGAA
ACTGATCCAA
GTTTGCTCAC
GCCACCACCA
AAGAAAACAA
ATACCGAAAG
TTTGAAGCAC
AGAAGCTGTT
ACAATTCTGA
GATCTTGATT

"GAAGCTGATT

AAAGTTTCAG
ARAGTGGAAT
AATGCCAGCA
ATTTCTAGAG
TCTGATGTTG
AATGAAAATT
CCTTCAAGAA
GAAGAAACTA
GACAATGAGA
AATACTAAGG
TCTACCATGG
AAAGATTTGG
ATGACTCTAG
AARAAATAATG
TTTGGAGGTAR

GCTTCTGAAA
CTCGGGTGTC
GACCGGCGCG
CTTATTTACC
GGCCAACATT
GTCTTAATTG
AAGAATCTGA
AACCATCTTA
TGCCGCTGTA
ATGTTCCCAA
ATGATGTTTC
GTACACATGT
CAAAGTTTGT
TGGATCCTGA
TGCTCATAGT
ATGTGAARAG
CTTCTGTGAC
AARCATCAGG
CARATGTCCT
TTTCATTATG
CTAGGAARRA
TGAAAGAAAR
CARATGTAGC
TACCGTCTTT
TGGAGAAAAT
TATTAGACAC
GTATTTCTAG
GAGATGAAGA
TATCTGGAAC
TAAGAGAATC
ACTTTAARAR
AGAAGGAGGA
CACAGAATTC
ATAAGTTTAT
ACCARARATC
CACTTACATT
CACAGAATGA
GGAAATGTTC
ATAAAGAAGC
CTCTGTCATG
ATATARAAGA
ACAGTGATAC
CTCTTATTTT
GCAAAGAATC
ARTTAACCAA
ATAAARACGT
AGGTACAATT
CTTCAATTTC
ATAATTTTGT
AACTTCATGA
TTTTATATGG
TTTATGTTCT
GTCAAGATTT
ATTACATGAA
GCTTCAGAAC
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CTAGGCGGCA
TTTTGCGGCG
GTTTTTGTCA
AAGCATTGGA
TTTTGAAATT
GTTTGAAGAR
ACATAAAAAC
TAATCAGCTG
CCAATCTCCT
TAGTAGACAT
CTGTCCACTT
AACACCACAA
GAAGGGTCGT
TATGTCTTGG
CAGAAATGAA
CTATTTTTCC
AGACAGTGAA
GAATTCATTT
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TTTTTCTAAA
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ATACTCATTT
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TGAGCTGTTG
CAACCAAAAC
AAAAATAACT
CTTCCAAGTA
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AAARATCGGAC
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AAAAGTCTTIC
CTAAATTCTT
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CGCTGTGGCA
GCCGGGAGAA
GCCAAAAAAG
AGGTAAAAAT
GCTGCAACAA
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CAATAATATT
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CAGTGGTATG
AARCATATTTC
TAGCTACACC
AAACTGTATT
AAAGTCTGAA
AAAGAGAAGC
GCTGCAAAGA
CAGTTGTAGA
AAAATCTACA
CTGATGAATG
TGGAACCAAA
GTGGAAGTGA
TAACCCTTTC
CATGTGACCA
ATTTTCTTAC
CATTAAATGA
CAGACTGCAT
TTCAGGGTAT
CAAGTTTTTC
GTGGACTGGA
TTGATAATGG
GTTTAATATC
CATCTTATAA
CCCAGTTTGA
TATTGCATTC
CCTTAACTAG
ATAATACAGT
TACAGTTATT
AAAATGATCC
GTCACCCAGT
GTCTTTTATA
TTCTGTCAAA
TCAAAGGTAA
ATCAAGATGT
AATACATGAG
GAGTAATCCA
ACTCTGAAGA
GGAATAATCT
ACGAACCCAT
CAACCCARGT
GTGTARAGCA
ATATAGATAA
GTCCAATTTC
AGCTCTCTGA
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GCGTGAGGGG

AACTGCACCT

GCCTATTGGA
AGCAGATTTA
CTATAATTCT

ATTTAAAACT

CRAAGAGCAA
CAAATTAGAC

AACTAARATG

AAGTCCTGTT

TGGGAGTTTG

TGAAAGTCTA
ACCCACCCTT
TCCTCATGAT
GAAAAATGAT
TGCAAGTCAT
CCACATTGGA
TACCTCTGAA
AAAAGTAAGA
TGAAAARTCT
TGATACTGAT
CAAAATCTCC
AGGTCTAAAT
AAATATTTCA
TTCAGAGAAT
GGAAACAGTG
TCTTGCAGTA
CAAAAAGTCT
AGGTCATATG
AATACATACT
AAGCTGGCCA
CACTTTGARAA
AGGAAAAARAR
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TTCTGTGAAA
CTCTTTTGGG
ARTCTCTICAG
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AAGAAGAGCA
GTTGAAATTG
ATTAATACTG
CATATAACCC
CCTAGCCARA
TTTGAATTTA
CCTGAAAACC
CATGTCATAA
ACAGTTGAAA
TCTGGTTATT
ACAAAACTGA
GAGAATATTA
TGTCATGATT
GAAAAAAATA
TTTGTTGAAG
ACTGCTGCCA
GATACTGTTT
TGTCTTAAAT
TCAGATTTAA
AATAAAGAAC
GATACATTTT
AAAATTGTAA
GAATTACATT
ATAGTTAAARC
ACCTTCCAGG
CATACAGCTA
CTTTTTGATG
AAGACCCTAA
ATCACAGCTG
GTTTCTATTG
GAAAATCTCA
AAAGAAACAG
GAAAATTCAG
TCATTACTTG
ATAAATACTG
GCTGAAAATG
ATGTCTAACA
AAAAATAAAC
ACTAGTTTTT
AATGAAGATA
GCAGCCATTA
AGGATAGCCA
ATATTTACAG
TGCCAAACGA
CATAACTCTC
CAGAGTGAAG
ATATCACCTT
CTTCATAAGT
TCTGTCCAGG
GATAGTACCA
CTCACAAGAG
TTTTCATATA
CAAGTTTCCA
TTAATCAGARA

AARTGTTCTT
TAARTACCTT
TATCTGCACA
CTCAGATGTT
AGGCAGAAAT
CTCAGTTTAG
AGATGACTAT
TGAATGCCCC
TTAAACGGAA
TAACAGATGA
ATGTTTCTAC
GTGAGGAAAC
CTGTTGTTTC
ATARATGCCA
AAATTACTGA
GTAGARAATTC
GTATTCATAA
TATCTGGCCA
CTTTTTTGGA
AGTTAACTGC
TTCAGACTGC
ATTTCTTTGA
CTGACATAAG
ACAAAATACT
GACAACCCGA
GCGGGAARAAA
AAARAAGAGCA
AGTACAGAGA
CCCCAAAGTG
AGACTGTGGT
AAACATCAAA
CAAAAAGTCC
CCTTAGCTTT
AAGCAAAARA
CAGATTATGT
ACARAAATCA
GCTATTCCTA
TTGATTCTGG
CCARAGTART
TTTGCGTTGA
AATTGTCCAT
GTGGTAAAAT
ACAGTTTCAG
AAATTATGGC
TRAGATAATGA
ARATTTTACA
GTGATGTTAG
CAGTCTCATC
TATCAGATGC
AGCAAGTCTT
AAGAAAATAC
ATGTGGTARA
TTTTAGAARG
CTGAGCATAG
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CAAAGATATT
GGCATTAGAT
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TGAAGCTCTG
TTCTGCAGAG
AATGTTTAAG
ACTGATATTA
AAATTACARAG
TCATAACTTA
AGATGAAACG
GTTTATGAAG
AGTTGCGAAA
TACTAAAACG
AAGTGGGAAA
TCAGAARCCA
AAAGAACAAA
GAAAGAAAGT
ACGTGATGAA
AGTTAAAATT
AGGTACTAGT
GGCCTGTAAA
TAAAGAAATG
GCCACCTARG
AAGTATCTTT
TGCAACTTGT
TTACACAAGT
ATGGCTTAGA
AGGAAATTAT
TCTCTCCGAA
CCATTCTGAT
TATTGAGCCA
ATCCAATGTA
GGAACTTGTG
ATCTAATAGT
CGTTTIGTGTT
TAAAGTAATT
AGGTTGTTAC
TGAATGTAGC
ACATAACCAA
TTTGGAAACT
TGCAAATACT
TTCATTACAA
TTCCAARGTA
TGCTATACGT
TTCATCTGCT
TTCCTTACAC
TCTTCACTAT

GAAGAACAAT
AATCAAARGA
AGTGTAGTTG
CAGGATTTTA
TCTACTATAT
TRACATATTGC
ACTTCTGAGG
CAGGTAGACA
CTGTTGAARAA
GGGTTTAGGG
CARAAAGCTG
GTACATCCAA
ATAGAAAATC
CAAAATAATA
AGAAATACTG
GAATTTGATG
GACTTGCTAT
GAGGGAAACA
GCTCAAGRAG
GAGCAAAATA
AATATTAGTG
GAAGAATTGC
ATGGACATTC
GTCCCAGTTG
AAGATCAAAG
GCAAAGGAAT
GAAATCACCA
GACCTTGAAT
CAGAATTCTC
CTCTTARGTIG
TTGAAAGTTA
TACACAAATC
TGTAGTAGAAR
GAAGGAATAT
TTGTATGAAR
AAACAAGATA
GAGGTATATA
GTATTGAAGA
AAAGATGCAA
ACTAGCTCTT
AATAATTTTG
TCACATGAAA
AAGGAAAACA
GAGGCATTGG
ACGCATTCAC
AATATGTCTG
TCAGATATAT
TATGGGATTT
AACGCAAGAC
TTGTTTAARR
ACTCCAGAAC
TTCTCTGGAT
AAAGTTAAGG
TCACCTACGT

FIGURA 3B
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ATCCTACTAG
AACTGAGCAA
TTTCTGATTG
ATTCAAACCA
TAGAAGAATC
AGARGAGTAC
AATGCAGAGA
GCAGCAAGCA
ATGACTGTAA
GCTTTTATTC
TGAAACTGTT
TAAGTTTATC
ATAATGATAA
TTGAAATGAC
ARRATGARGA
GCAGTGATTC
TTACTGATCA
CTCAGATTAA
CATGTCATGG
TAARAGATTT
TCGCCAAAGA
ATAACTTTTC
TAAGTTATGA
GTACTGGAARA
AACCTACTCT
CTTTGGACAA
GTTTTAGCCA
TAGCATGTGA
TCAATAATGA
ATARATTTATG
AAGTACATGA
AGTCCCCTTA
AAACTTCTGT
TTGATGGTCA
ATAATTCAAA
CTTATTTAAG
ATGATTCAGG
ATGTTGAAGA
ATGCATACCC
CACCCTGCAA
AGGTAGGGCC
CAATTAAAAA
ACGAGAATAA
ATGATTCAGA
ATAAGGTTTT
GATTGGAGAA
GTAAATGTAG
TTAGCACAGC
ARGTGTTTTC
GTAACGARCA
ATTTAATATC
TTAGTACAGC
GAGTGTTAGA
CTAGACAAAA

TTTAGCTTGT
GCCTCAGTCA
TARAARATAGT
TAATTTAACA
AGGAAGTCAG
ATTTGAAGTG
TGCTGATCTT
ATTTGAAGGT
CAAAAGTGCT
TGCTCATGGC
TAGTGATATT
TTCAAGTAAA
AACTGTAAGT
TACTGGCACT
TAACAAATAT
AAGTAAARAAT
GCACAACATA
AGAAGATTTG
TAATACTTCA
TGAGACTTCT
GTCATTTAAT
CTTAAATICT
GGAAACAGAC
TCAACTAGTG
GTTGGGTTTT
AGTGAAAAAC
TCAATGGGCA
GACCATTGAG
TAAAAACCTT
TAGACAARCT
AAATGTAGAA
TTCAGTCATT
GAGTCAGACT
ACCAGAAAGA
CAGTACTATA
TAACAGTAGC
ATATCTCTCA
TCAARARAAAC
ACAAACTGTA
AAATARAAAT
ACCTGCATTT
AGTGAAAGAC
ATCAAAAATT
GGATATTCTT
TGCTGACATT
AGTTTCTAAR
TATAGGGAAG
AAGTGGARAA
TGAAATAGAA
TTCAGACCAG
CCAARAAAGGC
AAGTGGAAAG
GGAATTTGAT
TGTATCAAAR



6541
6601
6661
6721
6781
6841
6501
63961
7021
7081
7141
7201
7261
7322
7382
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
73981
8041
8101
8161l
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701
8781
8821
8881
8541
S001
9061
9121
9181
9241
9301
9361
5422
9482
95421
9601
9661
9721

ATACTTCCTC
ACCTGCAGTA
AATAATCACT
TTGGTATTAG
GCTTCACCTA
GTGAAARACAA
ACAGAAGCAG
CTGCCARGTC
TCAAATTCAA
ATCAAAAGAA
AAGGCTTCAA
GTTTCTTTAG
CAGAATCCAA
CATCTGACTT
GTTTCTGCTA
GTCTTTGTTC
ARTATTAACT
AGTAAAAATA
GCAGCAGCTG
CAGAATGCCA
CCACAGCCAG
GCAGCAGTAG
GTTTCTAAAC
GAAGATTATT
GGATGGCTCA
TGTGACACTC
AGATGGATCA
AGATGCCTAA
GATAGAAGCA
ACACTIGTTC
AGCAATAAAA
TGGTATGCTG
CTGACAGTTG
TGTACACCTC
CCTGCTCACT
TTATCATCGC
GCATACCCTA
AGAGAGGAAG
TTATTCACTA
TTACCATCAC
TATGAAGCAG
CAGTTAAGAG
CAGTTGGAAA
GATGTCACAA
GTTATACTGA
AGATACAGAA
ATACAGTTAG
TTATTTCAGA
TTTCAGCCAT
ACAGGACTTG
TTTTGGATAG
CTCCAGTGGC
GTGTTTTCTG
ACTGTTGAGA

GTGTTGATAA
AAGARTTTAA
CTATTAARGT
GAACCAAAGT
AAAACGTAAA
ATATAGAAGT
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GAGAAACCCA
ATTATCAAAT
TTCTCCATAT
CTCACTTGTT
AATGGAAATT
TTGTTCTACT

TAGAAATTGC “TARAGCTTTT

ATGCCACACA
GAATTGGAAA
ACTTATTAAA
AAAGCACTCC
AGCCGATTAC
ATTTTACCGC
TGGAAAAATC
CAAGAAATGA
CACCTTTTAR
TGGAGGAAAA
AGATTAATGA
TAACTTTCAC
GAGATATACA
GCAGTCTGTA
GAGGCCAAGT
ATTGCATARAA
TTGGTAAGGA
TACCCTCCAA
CAGGTGTGGA
TATGGAAACT
GCCCAGAAAG
GAAGATCGGC
TCTGTGTTITC
CTAGTAGTGC
TTAAGGCCCA
GTCAGAAGAT
TTGAAGCCCC
GGTATACCAA
TTTTCAGTGA
TACAGTGGAT
AAARGGAAGC
ARATTCAGGA
GTGCACTAAC
TGAAGAATGC
CCTTGAATAA
TTAGGAAGGC
CCGTGTGGAA
GTATTIGGCG
TTTATCATCT
CAGCGACAAA
TTTACCAGCC
CTTIGTTCTGA
CCCCTTTCGT
ACCTTAATGA
GACCAGAATC
CTAGTCCAAR
ATATTGACAT

TTCTCTTTTT
AAGAAGAGGA
TGAATTTGAC
AGATGGCACA

GAGCACTGTG
AACTTAARTG
CTCTCTCART
GAGAACATTC
GGTAAAACTG
TACTCCAAAG
ATGGAAGATG
ACATGTCCCG
GAGCCCCTTA
AGGATAATAG
ATAAAAGATC

CTGTGTARCCC
ACCTGGTCAA
TTCAAGCAAT
AAAAATGAGA
AACTAAATCA
CAGACAAAAG
CAATGAGATT
AAAGTGTGAA
GGATATGCGA
TCTTGCAAAA
TCCCTCTGCG
AATTAACAGC
AAGTTTATGG
TGATGGAAAG
TCCAAAGCTT
GGCAGCTATG
GGTGCTTICTT
TATAAAAAAG
TGACATAATT
AGATACCCAA
GTTAGATCCT
TATTCTTCAT
AGAATCTCTT
ACTTGGATTC
TGGAGGAAAT
GGAGAAGACA
AGCAAAATAT
GGAATTTGAA
AAGACAGCAA
AGCAGACCCA
TCACAGGCAA
CATGGAATCT
GTTGCGTATT
TCCATCATCA
TGCAACTTCA
AAAAACTCAG
ACGGGAGCCC
GGTGGACCTA
CTATTTGTCA
GGACATTATT
CAAATCAGGC
AGAGGGCCAC
ACTTTGCAAT

FIGURA 3C
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TTTCGCACAA
GAATTTCTGT
TTAGCAGTTT
CACTTGATTA
CATTTTCACA
CAAAACATTG
CATCAGTTTA
GAARGAACCTT
ATTAAGAAGA
ACATCCACTC
TGTTCTCATA
AAAAATGCAG
ACTGGARARG
GCTGGAAAAG
ATTTCTAGAA
GAATGTGCCT
CAACTAAAAT
ATAATGGAAA
TCATTGAGCG
ARAGTGGCCA
CCCCTCTTAG
GGAGCAGAAC
ATGTTAAAGA
TTTCCTGACC
GTTGGTTGTG
TCATCTGGAT
GTGGAGGCCC
GAACATGAAG
GTTCGTGCTT
GCTTACCTTG
ATGTTGAATG
GCTGAACAAR
GTAAGCTATT
GATTTATAIT
AAATCTARAAR
TATCAACAAC
CTTCACTTCA
ATAGGATTTG
GACGAATGTT
AAGCCTCATA
CTTCTTACTT
TTTCAAGAGA
GAAGCAGARA

TARACTCAGA
TTGAAGGTGG
TTCAACAAGA
ATGTTTIGGG
AAACTTTTTC
ATTCAGAARRA
ATGAACTGAC
AAAATGAGGA
TCTTAGTGGG
AAAATCAAGA
GAAGATTGTT
CTAAGGAACG
CTAAATCTCA
CAGGACATCC
CTACAGGCAG
GAGTTGAACA
ATGGACATGG
ACAAARACAA
TAGATTTAAT
ARCAAAGGCR
TGCCTCGAAT
AACAGCTGTA
AGTCTITTTCA
GAATACAGTT
AAGAATTTTA
TTTGGGTTTA
TTCCTAAGGA
ACAGATATGA
GGGATGACAC
CAAATATATC
TTATTGARCT
CTGTCTTAAA
TGGTGEGCTC
TTTCTGCTAA
CTAGACCTTT
TTGATGTAAT
TATACATATT
AACAAAAGAG
AAARACACAAC
TGCAAGATGG
AGGGTTATTT
ATAAGAAACA
AGGARCAAGG
CAAAAARAGR
CTCTGTTAAC
GTAAATCTGA
TACCGGTTTC
GCAAATTTIT
TCGTTTICTGT
ACARTTTACT
TGTTAATTGC
TATTTGCTGG
CATTCAACAR
ACAAGCTTAT

AATGGAAAAA
TTCTTCAGAA
CAAACAACAG
AAAAGAACAG
TGATGTTCCT
CTACTTTGARA
AGATTCTAAA
ARTGGTTTTG
AGAACCCTCA
AAAATCCTTA
TATGCATCAT
TCAAGAGATA
TTTGTATGAA
ATTTTATCAA
ACCAACCAAR
GTGTGTTAGG
CTCTGATGAT
CTCCAATCARA
TACAARGTCTT
ACGCGTCTTIT
CTCTCTGAAA
TACGTATGGC
GTTITCACACT
GGCTGATGGT
TAGGGCTCTG
TAATCACTAT
ATTTGCTAAT
TACGGARAATT
AGCTGCAAAA
TGAAACTTCT
TACAGATAGG
GAATGGCAGA
TCCTGATGCC
CRGTACTCGG
TCCTCTGCCC
TATTCAAAGA
TCGCAATGAA
ACTAGAAGCC
AAAACCATAT
TGCAGAGCTT
CAGTGAAGAG
AGCTCAGATC
TTTATCAAGG
AAAAGATTCA
AGAAGGAAAG
ARGAGCTAAC
AGATGAAATT
AGATCCAGAC
TGTGAAAAAA
GGCAATARAAG
TGCAAGCAAC
AGATTTTTCT
AATGAAAAAT
GCATATACTG



9781

9841

2901

9961
10021
10081
10141
10201
10261
10321
10381
10441
10501
10561
lo621
10681
10741
10801
10861
10821
10981
11041
11101
11161
11221
11281
11341

CATGCAAATG
GCTCAAATCA
TATTATCAAR
TCAGCCCAGA
TGCAAAAAGA
CCCATTTGTA
GGCACCAAAT
TTTAAAAAAT
GCATTGATAA
GTCAGTGAAT
CGTTGTACTA
GAGAAAAATA
ACAATAAATT
ACACATTAGT
TTTGTGTATC
TGCATATCTT
CTCGGTGGCT
AGGCCAGGAG
AAARAAAAGG
TTACAAGTGA
TCTTAGTACA
TTTTTTTTAG
CTATAGTTCC
CAATTCTTCA
AATTCCTTTT
AATACTTTAA
CCAAACTCAA

ATCCCAAGTG
TTCCTGGTAC
GTCCTTTATC
TGACTTCAAA
GAAGAGCCTT
CATTTGTTTC
ACGAAACACC
TCAATGAAART
ATACCCAAGC
CCACTAGGAC
CATCTCTGAT
AGCAGGACAC
ATTGACGCTT
ACTTATGTTG
GGGCAAAAAT
AAAACTAAAT
CATGCCTGTA
TTCAAGACCA
GGAAAAGAAA
AATAAACATA
GTTATTTTGA
AGGTAACTCA
ATCCTGTTCA
TCCTTAAGTC
TACTATTCCA
ATCAGAAGAT
ACTTGAGAAA
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GTCCACCCCA
AGGAAACAAG
ACTTTGTATG
GTCTTGTAAA
GGATTTICTTG
TCCGGCTGCA
‘CATAAAGAAA
TTCTCTTTTG
TCTTTTGTCT
TGCTCCCACC
CARAGAACAG
AATTACAACT
AACCTTTCCA
CACAATGAGA
CGTTTTGCCC
GTAATTTATT
ATCCCAACAC
GCCTGGGCAA
ATCTTTTAAA
CCATTTTCTIT
TGCAGATAAT
CTATGAAATA
AARGTCAGGA
AGCATGATTA
GTGTGATCTC
TTCATAGTTA
ATATCTTGCT

ACTAAAGACT
CTTCTGATGT
GCCARAAGGA
GGGGAGAAAG
AGTAGACTGC
CAGAAGGCAT
AAAGAACTGA
GAAAGTAATT
GGTTCAACAG
AGTTCAGAAG
GAGAGTTCCC
AAARRATATA
GTTTATAAGA
AAAGAAATTA
GATTCCGTAT
AARCTAATCAA
TTTGAGAAGC
CATAGGGAGA
TCTTTGGATT
TTAGATTGTG
TCCTTTTAGT
GTTCTCCTTA
TGAATATGAA
TAAGAAAAAT
TGAAATTAAA
ATTTATTTTT
TTCAAATTGA

FIGURA 3D
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GTACTTCAGG
CTTCTCCTAA
AGTCTGTTTC
AGATTGATGA
CTTTACCTCC
TTCAGCCACC
ATTCTCCTCA
CAATAGCTGA
GAGAAAAACA
ATTATCTCAG
AGGCCAGTAC
TCTAAGCATT
CTGGAATATA
GTTTCAAATT
TGGTATACTT
GAAAAACATC
TGAGGTGGGA
CCCCCATCTT
TGATCACTAC
TCATTAAATG
TTAGCTACTA
ATGCAAATAT
GAGTGGTGTT
AGAACCCTCA
TTACTTCARAC
TTTTTCAACA
CACTA

GCCGTACACT
TTGTGAGATA
CACACCTGTC
CCARAAGAAC
ACCTGTTAGT
AAGGAGTTGT
GATGACTCCA
CGAAGAACTT
ATTTATATCT
ACTGAAACGA
GGAAGAATGT
TGCAAAGGCG
ATTTCAAACC
TACCTCAGCG
TTGCTTCAGT
TTTGGCTGAG
GGAGTGCTTG
TACGAAGAAR
AAGTATTATT
GAATGAGGTC
TTTTAGGGGA
GTTGGTTCTG
TCCTTTTGAG
GTGTAACTCT
TAAAAATTCA
AAATGGTCAT
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LISTA DE SECUENCIAS

(1) INFORMACION GENERAL:
(i) SOLICITANTE:

A)
(B)
©)
D)
(E)
F)

A)
(B)
©
D)
(E)
(F)

A)
(B)
©)
D)
(B
(F)

A)
(B)
©
D)
(E)
F)

NOMBRE: MYRIAD GENETICS, INC
CALLE: 320 WAKARA WAY
CIUDAD: SALT LAKE CITY
ESTADO: UTAH

PAIS: UNITED STATES OF AMERICA
CODIGO POSTAL (ZIP): 84108

NOMBRE: ENDO RECHERCE, INC
CALLE: 2989 DE LA PROMENADE
CIUDAD: SAINTE-FOY

ESTADO: QUEBEC

PAIS: CANADA

CODIGO POSTAL (ZIP): GIW 215

NOMBRE: THE TRUSTEES OF THE UNIVERSITY OF PENNSYLVANIA

CALLE: 3700 MARKET STREET, SUITE 300
CIUDAD: PHILADELPHIA

ESTADO: PENNSYLVANIA

PAIS: UNITED STATES OF AMERICA
CODIGO POSTAL (ZIP): 19104

NOMBRE: HSC RESEARCH AND DEVELOPMENT LIMITED PARTNERSHIP

CALLE: 555 UNIVERSITY AVENUE
CIUDAD: TORONTO

ESTADO: ONTARIO

PAIS: CANADA

CODIGO POSTAL (ZIP): M5G 1X8

(ii) TITULO DE LA INVENCION: GEN DE PREDISPOSICION AL CANCER DE MAMA LIGADO AL
CROMOSOMA 13

(iiiy NUMERO DE SECUENCIAS: 124

(iv) FORMA DE LECTURA EN ORDENADOR:
(A) TIPO DE MEDIO: Disco magnético flexible
(B) ORDENADOR: IBM PC compatible
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1,0, Version #1,30 (EPO)

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: I:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 11385 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
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(i) TIPO DE MOLECULA: cDNA
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(ix) CARACTERISTICAS:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION: 299..10482

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ NO: I:
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GGTGGCGCGA GCTTCTGARA CTAGGCGGCR GAGGCGGAGCE CGCTGETGGCA CTGCTGCGCC 60

TCTGCTGCGC CTCGGGTGTC TTTIGOGGCG GIGGGTCECC GCCOGGGAGAA GCGTGAGGGG 120

ACAGATTTGT GACCGGCGCOG GTTTTTGTCA GCTTACTCCG GCCAAAAARG AACTGCACCT 180

CTGGAGCGGA CTTATTTACC AAGCATIGGA GGAATATCGT AGGTAAAA ATG CCT AYT 237
Met Pro Ile

1

GGA TCC AAR GAG AGG CCA ACA TTT TTT GAA ATT TTT AAG ACA CGC TGO 285

Gly Sexr Lys Glu Arg Pro Thr Phe Phe Glu Ile Phe Lvs Thr Arg Cys
5 10 15

AAC AAA GCA GAT TTA GGA CCA ATA AGT CTT AAT TGG TTT GAA GAA CTT 333
Asn Lys Ala Asp Leu Gly Pro Iles Ser Leu Asn Trp Phe Glu Glu Leu
20 25 30 3as

TCT TCA GAA GCT CQCA CCC TAT AAT TCT GRA CCT GCA GAA GAA TCT GAA gl
Ser Ser Glu Ala Pro Pro Tyr Asn Sexr Glu Pro Ala Glu Glu Ser Glu

40 45 50

CAT AAA AAC ARC ART TAC GAR CCR AAC CTA TTT ARA ACT CCA CAA AGG 429

His Lys Asn Asn Asn Tyr Glu Pro Asn Leu Phe Lys Thr Pro Gln Arg

11

60

€S
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Lys

Gln

Lys
100

Ser

TGT
Cys

T,

Cys

TG
Leu

ATT
Ile
180

AGT

Ser

AGA

GAA
Glu
260

GTA
Val

CCh
Pro

GGG
Gly
es

7TC
Phe

CTT
Leu

CccA
Pro

ACA
Thr

Phe
1658

TCcT

Ser

TCT
Ser

Asn

GTG
val

AGA
Axg
245

GCT
Ala

Asn

TCcT
Ser
70

CTG
Leu

Lys

cGC

Leu

CAT
Bis
150

CAT
His

Glu

TTA
Leu

GAA
Glu

Lys
230

FPhe

GCA
Ala

AGC
Sexr

TAT
Tyr

ACT

TTA
Leu

ACA

CTA
Leu
135
GTA
val

ACA

AGT
Ser

GCT
Ala

Glu
215

AGC
Serx

ATC
Ile

AGT
Ser

Cys

AAT

CTG
Leu

GAC
Asp

GTG
val
120

ART

ACA
Thx

PO

CTA
Leu

ACA
Thr
200

Ala

GCT
Ala

His

Lys
280

Gln

CCG
Pre

TTA
Leu
105

Lys

TCT
Ser

CCA
Pro

Lys

GGAR
Gly
i85

CCA
Pro

Ser

TTT
Phe

T
Serx

Gly
265

GAC
Asp

CTG
Leu

Leu
S0

Gly

TGT
Cys

Gln

Phe
70

GCT

cce
Pro

Glu

TCC
Ser

GTG
val
250

Phe

His
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GCT
Ala
75

TAC

AGG
Arg

Lys

CTT
Leu

Arg
155

GTG
val

GAG
Glu

ACC
Thr

ART
235

ACA

Gly

Ile

TCA ACT CCA

Ser

Gln

AAT
Asn

ATG
Met

AGT
Sarxr
140

GAT

Lys

GT@
val

cTT
Leu

val
220

His

GAC

Asp

Lys

Gly

Thr

TCT
Ser

GTT
val

GAT

Asp
125

Glu

ARG
Lys

GGT
Gly

GAT

AGT
Ser
208

Phe

GAT
Asp

AGT
Ser

AAG

Lys
285

Pro

cCT
Pro

cce
Pro
110

Gln

AGT
Ser

TCA
Ser

CGT
Axg

ccT
PTo
is0

TCA
Sex
270

TCA
Ser

ATA
Ila

GTA
val
SS

Asn

Ala

CcCcT
Pro

GTG
val

CAG
Gln
175

GAT
Asp

ACT
Thr

His

AGT
Sexr

Asn
255

SGG
Gly

ATG
Met

ATA
Ile
80

Lys

AGT
Sex

GAT

GT?
val

GTA
val
1s0

ACA

ATG
Met

GTG
val

GAT
Asp

cTa
Leu
240

ACA
Thr

AAT
Asn

CCa
Pro

TTC
Phe

GAR
Glu

Arg

GAT
Asp

-

3
vVal
145

TGT
Cys

CCA
Pro

TCcT
Ser

CTC
Leu

ACT

2258

Lys

ART
Asn

TCA
Sexr

Asn

Lys

TTA
Leu

CAT
His

val
130

CTA
Leu

GGG
Gly

Lys

Trp

ATA
Ile
210

APA
Lys

Gln

TTT
Pha

GTC
val
230

Glu

GAT

Lys
215

TCC
Ser

Gln

AGT
Ser

His

Ser
18s

GTC
val

Axg

AAA
Lys
275

CTA
Leu

477

525

5§73

621

669

717

7€§

B13

861

509

887

1005

1083

1101
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GAA
Glu

TTT
Phe

AGA

Glu
340

T
Ser

His

GTA
Val

GAC

Asp
420

GTA
Val

Gly
S00

Asp

Ser

ACT
Thr
325

TGT
Cys

GAA
Glu

CAG
Gln

CCcaG
Pro

GGA
Gly
405

Gln

Lys

cca
Pro

GAT
Asp

AAG
Lys
48s

ATC
Ile
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GAA GTA TAT GAA ACA GTT
Glu val Ty

TTA
Leu
310

AGC
Sear

Glu

GTG
val

AAG
Lys

TCT
Ser
380
GCC
Ala

AAT

GAT

Lys

Glu
470

CAG
Gln

Lys

295

TGT
Cys

AAG
Lys

AAA
Lys

Glu

ccc

375

Leu

Gln

ATT
Ile

Phe

TCA
Ser
455

GAG
Glu

GCA
Ala

Lys

TCT
Serxr

CCA
Pro
360

Phe

GCC
Ala

ATG
Met

Sex

Leu
440

Glu

CAG
Gln

ATA
Ile

TCcT
Sexr

Glu

Thr

val

TCT AAA TGT

Ser

GAG
Glu

TGT
Cys

GAG
Glu

Glu
428

ACT
Thr

Lys

CAT
His

Ser

ATA
Ile
S0S

Lys

3158

GTA
val
300

GAT

ACC

TCT
Ser

AGA ACA ARAA AAT

Arg

ARA AAR ATT

Lys
330

Asn

GAT
Asp

AGT
Ser

Glu

Lys
410

Lys

TCA
Ser

CCA
Pro

CTT

GGA
Gly
490

TTC
Phe

Lys

Gla

GGA
Gly

TGG
Trp
388

ATA
Ile

Asp

Glu

Leu

Glu
478

ACT

AGA
Arg

Ile

GTG
Val

GAT
Asp

AGT
Ser
380

Ser

ccc
Pro

CTA
Leu

AAT
Asn

Asn
460

TCT

Ser

TCT
Serxr

ATA
Ile

Thor

TC
Pha

Lys

CCA
Pro
365

Asp

Gln

CTA
Leu

TTA
Leu

TCT
Ser
445

Glu

CAT
His

CCA
Pro

AGA
Arg

Lys

CAT
His

GAA
Glu
350

Leu

Lys

CTA
Leu

TTG
Leu

GAC
Asp
430

Leu

GAA
Glu

ACA
Tar

GTG
Val

Glu
510

Asn

Glu
a3s

ARA
Lys

GAT
Asp

ATC
Ile

ACC
Thr

CAT
His
415

ACA

CCA
Pro

GCT
Ala
495

TCA
ser

GRA
Glu

CTA
Leu
320

GCA
Ala

TAC

TCA
Ser

TCcC
Ser

Leu
400

ATT
Ile

GAG
Glu

CGT

GTG
val

TGC
Cys
480

TCT

Ser

ccT
Pro

GAA
Glu
308

Gln

Asn

Sexr

AAT
Asn

ARG
Lys
385

TCA

Ser

T
Ser

AAC
Asn

ATT
Ile

GTA
val
465

ATT
Ile

Sex

Lys

GAT
Asp

Lys

GCT
Ala

Phe

GTA
val
370
GAA
Glu

GGT
Gly

TCA
Ser

Lys

TCT
Ser
450

AAT

Leu

Phe

Glu

Ser

val

Asp

GTA
vVal
355

GCA
Ala

GTT
val

Len

TGT
Cys

AGA
Arg
435

Ser

AAG
Lys

ACT
Thxr
5138

1145

1187

1245

1283

1341

1389

1437

1485

1533

1s81

1629

1677

172S

1773
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TTC
Phe

Glu

Gin

CCA
Pzo

ATA
Ile
580

GAT
Asp

Glu

CCA
Pr

Lys

ACT
Thyr
660

TGT
cys

Lys

TCT
Ser

AAT GCA AGT TTT

Lys

GCC
Ala
565
TCC
Ser

GAA
Glu

CTA
Leu

Leu

AGA
645
AGC

Ser

TCT
Sar

TGT
Cys

(opyc]
Leu

Lys
728

Ala

Ser

GAA GCC

Glu

GAG
Glu
550

ACC

ACT

ACA
Thr

ATT
Ile
ACA
€30
AGC

Ser

TCT
Ser

AAT
Asn

Asn

TCA
Ser
710

GTT
val

Ala
535

GAC
Asp

Phe
520

Ser

Tce
Ser

TCA
ser

ES 2 190 466 T5

GGT CAT ATG

Gly

His

GAA AGT GGA

Glu

TTA
Ley

ACC ACA CAG

Leu

TCcT
Ser

AAC
Asn
615

Phe

T6GT
Cys

Phe

AAT

Lys
655

Thr

Lys

TAT

600

cys

GCA
Ala

Ser

GGG
Gly

ACA
Thr
680

Glu

Leu

GAT
Asp

Gln

Lys
585

Lys

TCA
Ser

Asn

Gln

ACA
665

GTA
Val

Lys

Gln

Ile

Sezs

TGT

AAT
Asn
570

Lys

Gly

GCC
Ala

GCT
Ala

AAT
Asn
650

ATY
Ile

ATC
Ile

CTA
Leu

Glu

Lys
730

Gly

cca
Pro
11

Sex

ACA
Thr

Lys

CAG
Gln

GAT
Aap
635

GAT

CTG
Leu

<T
Sex

Gln

GGAR
Gly
718

Glu

Met

CTG
Leu
840
AAT
Asn

GTA
val

AAT
Asn

Lys

Phe
620

Ser

TCT
Ser

AGG

Gln

TTA
Leu
700

CAG
Gln

GAG
Glu

ACT
825
GAA
Glu

TTA
Leu

GCT
Ala

Lys

ATA
Ile
605

Glu

Gly

Glu

Lys

GAT
As>
685
TI7T
Phe

TGT
cys

GTC
val

GAT
Asp

ATA
Ile

ATT
Ile

Leu

Phe
530

cce
Pro

Ala

TTA
Leu

Glu

Cys
670

CcTT
Leu

TG
Leu

CCA
Pro

caT
His

GAT
Asp

AAG
Lys
575

ATT
Ile

Lys

TTG
Leu

Pro
655

o]
-

Ser

GAT
Asp

ACC
Thr

Asn

GCT
Ala
735

ARC
Asn

ACT
Thr

Asn
560

AAT
Asn

TAT

GAC
Asp

GCT
Ala

CAT
His
640

ACT

Arg

TAT

CCa
Pro

Asp
7290

GCA
Ala

TT7T
Phe

GTT
val
545

Gly

GCA
Ala

Phe
625

T

Ser

TIG
Leu

AAT
Asn

Lys

Glu
708

cca

Pro

Gca
Ala

53¢

TGC

AGC
Sex

GGT
Gly

ATA
Ile

Lys
610

Glu

TCT
Ser

TCC
Ser

Glu

Glu
650

acT
Ala

Lys

TCA
Ser

Txp

TTA
Leun

His
595

TCA
Ser

Ala

GTG
val

TTA
Leu

ACA
Thr
675

GCA
Ala

GAT
Asp

AGC
Ser

CAC
His

1821

1869

1965

2013

2081

2109

2187

2305

2301

2349

2397

2445
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CCA
Pro
740

CAG
Gla

ACT
Thr

GGC
Gly

Glu

Asp
820

cCcT

Pro

ACT

TCA
ser

GTT
val

GTA
val

Lys

cer
Preo

Lys

-~
&

Ser
805

GTA
val

Glu

Gl

Ser

Asp
88s

Leu

GTA
val

ACA

TAT

CRAA
Gln

i 8

Cys

Lys

ATT
Ile
870

Asn

GCT
Ala

Asn

Gly

GTT
val
950

CAT
His

Leu

ce
Ser
775

Ser

TAC

ACA
8558
TCA

Sex

GAG

Glu

Leu

Glu

935

Leu

TCA

TTA

760

Lys

Glu

Leu

ATG
Met
840

cce
Pro
820

Lys

ES 2 190 466 T5

MAAA GTG GAA
Lys Val Glu

745

TAT GAT CAT
Tyr Asp dis

Asp

Lys
TTA

Leu

825

AGA

CTA
Leu

Ile

ART

AAT
Asn

905 .

ATT
Ile

Gln

Glu

aTT
val

ATG
Met

ACC

810

Glu

AGA
Arg

ACT

Thr

Phe
850

TTC
Phe

Ala

Glu

TG
Leu

TCA
Ser
788

Lys

AAT
Asn

GTA

Val

val
87S

- GTC

val

AAC

955

TAC
Tyr

Glu

TCA
Ser
780

GAC
Asp

Asn

TAT

TCA
Ser

ATC
Ile
860

AAT
Asa

TTC
Phe

Glu

Asn

Gln

940

Lys

AGT
Ser

AAT
Asn
765

AAC

Asn

ARG
Lys

ATT
Ila

Lys

Pro
845

Gln

CCA
Pro

Gln

Leu

Ser

525

val

AAT

GAT
750

GCC
Ala

CTA
Leu

cTc
Leu

cce
Pro

Asn
830

Ser

Lys

Asp

GTA

val

Ris
310

ACC

TCA

ACT

AGC
Ser

GTC
val

Lys

ATG
Met
g1s

GTIT
val

Arg

AAT
Asn

Ser

Ala
855

Glu

ATG
Met

ATT

Sexr: Ile

AGT
Sex

GTA
val

Asp

ACT

ATG
Met

GGT
Gly
800

Glu

GAG
Glu

Lys

Gln

GAA
Glu
880

Asn

ARG
Lys
960

Phe

Leu

ATT -

Ile
785

AACQ
Asn

Lys

Leu

val

Glu

865

Glu

Glu

Leu

Lys
945§

CAG
Gln

Gln

ATT
Ila
770

Ser

AAT

Asn

Asn

Leu

Gln

850

Glu

Leu

Arg

Leu

TAT

930

CAT
His

Ser
755

Leu

AGA

TAT

Gln

CCA
Preo
835

2he

ACT
Thr

TTC
Phe

Asn

TG
Leu

ATA
Ile

2453

2341

2589

2637

2688

2733

2781

2829

2877

292§

2973

3021

3069

3117
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Lys

GAT

580

Leu

GCT
Ala

Lys

TGT
cys

AT3
Met
565

Lys

TTA
Leu

Ser

RTG
Met

ACT

ATA
Ile

GGT
Gly

AAT
Asn

TTC
Phe
1030

CTA GGT CAA
Leu Gly Gla

CCA GAA ARA
Pxo Glu Lys
985

CCA ATT TCA
Pro Ile Ser
1000

AAG GARA ATC
Lys Glu Ile
1015

TTC AAA GAT
Phe Lys Asp

GTT GAA ATT GTA AAT
val Glu Ile Vval Asn

1045

AGC AAG CCT
Ser Lys Pro
1060

GTA
val

Gln

AGT
Ser
1140

TCT GAG GAA TGC AGA GAT GCT GAT CTT
Ser Glu Glu Cys Arg Asp Ala Asp Leu

TCG ATT GET CAG GTRA GAC AGT AGC AAG

GTT
Val

TCC
Ser

GCA
Ala

TTT GAA TTT ACT CAG TIT AGA AAA
Phe Glu Phe Thr Gin Phe Ary Lys

1125

ACA TTT GAA GTG CCT GAA AAL CAG
Thr Phe Glu Val Pro Glu Asn Gln
1145

GTT
Val

ARG
Lys

GAA ATT ACA GAA CTT TCT
Glu Ile Thr Glu Leu Ser Thr

1110

CAG TCA ATT

Gln Ser Ile Asn Thr

GAT

Asp
370

AAT
Asn

ATT
Ile

ACC
Thr
1050

ART

1065

TCT GAT TGT AAA ART
Ser Asp Cys Lys Asn

1080

CAG GAT TTT AAT TCA
Gln Asp Phe Asn Ser

1095

1160

1130

ES 2 190 466 T5

TTA AAA TCG GAC ATC TCC TIG

Leu Lys Ser

ART GAT TAC
Asn Asp Tyr

CAC AGT TTT GGA GGT AGC TTC
Hig Ser Phe Gly Gly Ser Phe

1005

CTC TCT GAA
Leu Ser Glu
1020

GAA GRA CAA
Glu Glu Gln
10358

GCA TTA
Ala Leu

T8
Leu

TCT
Ser

ACT GTA

val

AGT
Ser

CAT
His
1085

AAC CAT
Asn Hig
1100
ACT ATA
Ile
1118

CCA

Pro

ATG
Met

CAT
His
1165

CAA

Sexr

Asp Ile
375

ATG
Met
530

ARC
Asn

ARA
Lys

ATT
Ile

CAT

His 2Asn

TAT
Tyr

ccT
Pro

ACT
Thx
1040

GAT AAT CAA
Asp Asn Gln
1058

GCA CAT TTA
Ala His Leu
1070

ATA ACC CCT
Ile Thr Pro

TTA ACA
Leu Thr

AAT
Asn

GAA GAA
Glu Glu
1120

TTA
Leu

AGC
Serxr

TAC ATA

Tyr Ile
1135

ACT ATC TTA
Thr Ile Leu
11850

GIC ATA ATG
Val Ile Met

TTIT GAR GQT

Ser Ile Gly Gln Val Asp Ser Ser Lys Gln Phe Glu Gly

1178

1180

AAT ATA

Leu Asa Ile

GCA GGA
Ala Gly
39585

TGG
TIp

AGA ACA
Arg Thr
1010

AAG AAG RAGC
Lys Lys Ser
1025

GCT
Ala

AGT
Ser

TTA
Leu

AAG

Lys Lys Leu

CAG
Gln

AGT

Ser Ser

1075

ATG TTA
Met Leu
1090

CAG
Gln

CCT AGC CAA
Pro Ser Gln
1105

TCA GGA AGT
Ser Gly Ser

TIG
Leu

CAG ARG
Gla Lys

AAG
Lys

ACC ACT
Thr Thr
1158

AAT
Asn

GCC CCA
Ala Pro
1170

ACA GTT GAAR
Thy val Glu
1188

3165

3213

3261

3305

33587

3405

3453

3501

3549

3597

3645

3693

3741

3788



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ATT ARA
Ile Lys

GCT 7C7T
Ala Ser

1208

TAT TCT

Tyz Ser
1220

AAA GCT
ys Ala

TCT
Ser

GCA
Ala

GTT
val

GAA
Glu
1285

ATG
Met
1300

ACT
Thx

ACT
Thr

ES 2 190 466 T5

TTT GCT GGC CTG TTG
Phe Ala Gly Leu Leu
11385

£€GG ARG

Arg Lys
1190

TTA ACA GAT GAA AAT
Leu Thr Asp Glu Asn
1210

GGT TAT
Gly Tyr

GGC ACA AAA CTG AAT
Gly Thr Lya Lew Asn
1225

GCT CRAT
Ala His

CTG TTT AGT GAT ATT
Leu Phe Ser Asp Ile
1240

GTG AAA
Val Lys

CCA ATA AGT
Pro Ile Ser

TTA
Leu

GAG GTA
@lu val
1255

CAT
His

TTT AAG ATA GAA
Phe Lys Ile Glu
1275

GTT TCA ATG
val Sar Met
1270

AAA TGC CAA CTG
Lys Cys Gin Leu
1280

RAA ART ART
Lys Asn Asn

TTT GTT GAA GAA
Phe val Glu Glu
1308

ACT GGC ACT
Thr Gly Thr

GAA AAT GAA GAT AAC AARA TAT
Glu Asn Glu Asp Asn Lys Tyr

AAA AAT GAC TGT AAC ARA AGT
Lys Asn Asp Cys Asn Lys Ser

1200

GARA GTG GGG TTT AGG GGC TTT

Glu val Gly Phe

GIT TCT
val Ser
1230

GAG AAT
Glu Asn
1248

TCT
Ser

TCA
Ser

1260

AAT
Asn

ATA TTA
Iles Leu

ATT
Ile
1310

ACT GCT GCC AGT AGA

Thr Ala

Arg Gly Phe

1215

ACT
Thr

ATT
Ile

Ser

Asn

CAA
Gin
1298

ACT GAA AAT TAC
Thr Glu Asn Tyr

Ala

GAA GCT CTG CaA
Glu Ala Leu Gln
1235

GAG GAA ACT
Glu Glu Thr
1250

AGT
Ser

GAT
Asp

ARA
Lys

TGT CAT
Cys His
1265

GAT AAA
Asp Lys
1280

ACT
™o

GTA
val

AAT AAT ATT

AsSn Asn Ile Glu

ARG
Lys

AGA
Azg
1318

RAT TCT

Ser Arg Asn Ser

ATA
Ile

ATT
Ils
1380

CAA GAA GCA TGT CAT GGT AAT ALT
Gln Glu Ala Cys His Gly Asa Thr

1320

TTA GAA TTT
Lau Glu Phe
1335

AAC
Asn

CAT AAR GAT
His Lys Asp
1350

TGT CTT AAA TTA
Cys Leu Lys Leu
1365

AAR GAA GAT TTG
Lya Glu Asp Leu

1400

GAT GGC AGT GAT
Rap Gly Ser Aasp

1340

GAA ACG GAC TTG
Glu Thr Asp Leuy
1355

TCT GGC CAG TTT
Ser Gly Gla Phe
1370

TCA GAT TTA
Ser Asp Leu
138§

ACT
Thar

TCA
Ser

1325 1330

ACT GTT
Thr val

TCA
Ser

AGT
Ser

AAA AAT GAT
Lys Asn Asp
13458

TTT ACT GAT CAG
Phe Thr Asp Gln
1360

CAC
His

CTA

Leu Asn

GAG GGA AAC
Glu Gly Asn
1375

ACT
Thr

CAG
Gln

ATG
Met

ARG
Lys

™IT
Phe

TTG GAA GTT GCG
Leu Glu Val Ala Lys
1330

Ala

AAAR GAA CAG TTA ACT GCT
Thr Rla
1410

AAT
Asu Lys Glu Gln Leu
1408

1395

3837

388S

3933

3981

4023

4077

4125

4173

4221

4269

4317

4365

4413

4461
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ACT
Thr

Phe

AART

TTT
Pha

ES 2 190 466 T5

AAA ACG GAG CAA AAT ATA AAR GAT TTT GAG ACT 7CT GAT ACA TTIT

Lys

CAG

Thr Glu Gla Asn Ile Lys Asp Phe Glu
1415 1420

ACT GCA AGT GGG AARA AAT ATT AGT GIC

Thr Ser Asp Thr Phae
1425

QCC AAA GAG TCA TTT

Gln Thr Ala Ser Gly Lys Asn Ile Sar Val Ala Lys Glu Ser Phe

1430 1435

1440

AAA ATT GTA AAT TIC TTT GAT CAG AAA CCA GAA GAA TTG CAT AAC
Lys Ile Val Asn Phe Phe Asp Gla Lys Pro Glu Glu Leu His Asn
1445 1450

T™CC
Ser

1460

GAC
Asp

AAA
Lys

GGA
Gly

ATT
Xle

GARA
Glu

CAA
Gln

1455

TTA AAT TCT GAA TTA CAT TCT GAC ATA AGA AAG AAC AAA ATG

Leu Asy Ser Glu Leu His Sexr Asp Ile
1465 1470

CTA AGT TAT GAG GAA ACA GAC ATA GTT
Leu Ser TyY Glu Glu Thr Asp Ile Val
1480 1483

AGT GTC CCA GTT GGT ACT GGA AAT CAA
Ser val Pro Vval Gly Thr Gly Asn Gln
1485 1500

CCC GAA CGT GAT GAA ARG ATC AAA GAA
Pro Glu Arg Asp Glu Lys Ile Lys Glu
1510 1518

TTT CAT ACA GCT AGC GGG AAA AAA GTT AAR ATT
Phe His Thr Ala Ser Gly Lys Lys Val Lys Ile

1s2s

1530

GAC AAA GTG AAA AAC CTT TIT GAT GAA AAA GAG

Asp

Lys

1540

ATC
Ile

GCC
Ala

GCC
Ala

1620

ACC
Thr

TGT
Cys

afal-\
Pro

GTT
val
1605

Val Lys Asn Leu Phe Asp Glu Lys Glu
1545 1550

AGT TTT AGC CAT CAA TGG GCA AAG ACC
Ser Phe Ser His Gln Trp Ala Lys Thr
1560 1565

AAA GAC CTT GAA TTA GCA TGT GAG ACC
Lys Asp Leu Glu Leu Ala Cys Glu Thr
1878 1580

AAG TGT AAA GAA ATG CAG ARAT TCT C1C
Lys Cys Lys Glu Met Gln Asn Ser lLeu
1580 1558

TCT ATT GAG ACT GTG GTG CCA CCT AAG
Ser lle Glu Thr Val Val Pro Pro Lys
1610

TGT AGA CAA ACT GAA AAT CTC AAA ACA TCA
Cys Arg Gln Thr Glu Asn Leu Lys Thr Ser

1625 1630

Arg Lys Asn Lys Met
1475

AAA CAC AAR ATR CTG
Lys His Lys Ile Leu
1490

CTA GTG ACC TTIC CAG
Leu Val Thr Phe Gln
1508

CCT ACT CTG TTG GGT
Pro Thr Leu Leu Gly
1520

GCA AAG GAA TCT TTG
Ala Lys Glu Ser Leu
1535

CAA GGT ACT AGT GAA
Gln Gly Thr Ser Glu
15558

CTA AAG TAC AGA GAG
Leu Lys Tyr Arg Glu
1570

ATT GAG ATC ACA GCT
Ile Glu Ile Thr Ala
1535

AAT AAT GAT AAR AAC
Asn Asn Asp Lys Asn
1600

CTC TTA AGT GAT AAT
Leu Leu Ser Asp Asn
1615

AAA AGT ATC TTT TTG
Lys Ser Ile Pha Leu

1635

45089

4557

4605

4653

4701

4749

4797

4845

4893

4941

4989

5037

508§

5133
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Lys

GCA
Ala

Ala

ACT
Thxr

GGT
Gly
1700

TAT
Tyr

GAA
Glu

ES 2 190 466 T5

GTT AAA GTA CAT GAR AAT GTA GAA AAA GAA ACA GCA AAA AGT CCT
Val Lys Val His Glu Asn Val Glu Lys Glu Thr Ala Lys Ser Pro
1640 1645 1650

AQT TGT TAC ACA AAT CAG TCC CCT TAT TCA GTC ATT GAA AAT TCA
Thr Cys Tyr Thr Asn Glan Ser Pro Tyr Sar Val Ile Glu Asn Ser
1655 1660 1665

TTA GCT TTT TAC ACA AGT TGT AGT AGA AAA ACT TCT GTG AGT CAG
Leu Ala Phe Tyr Thr Ser Cys Ser Arg Lys Thr Ser Val Ser Gln
1670 1675 1680

TCA TTA CTT GAR GCA AARA AAA TGG CTT AGA GAA GGA ATA TTT GAT
Ser Leu Leu Glu Ala Lys Lys Trp Leu Arg Glu Gly Ile Phe Asp
1685 1680 1695

CAA CCA GAA AGR ATA AAT ACT GCA GAT TAT GTA GGA AAT TAT ITG

Gln Pro Glu Aryg Ile Asn Thr Ala Asp Tyr Val Gly Asn Tyr Leu
1705 1710 1718

GAA AAT AAT TCA AAC AGT ACT ATA GCT GAA AAT GAC AAA AAT CAT
Glu Asn Asn Ser Asn Ser Thr Ile Ala Glu Asn Asp Lys Asa Hig
1720 172s 1730

TCC GAA ARA CAA GAT ACT TAT TTA AGT AAC AGT AGC ATG TCT AAC
Ser Glu Lys Gln Asp Thr Tyx Leu Ser Asn Ser Ser Met Ser Asn
1738 1740 1745

TAT TCC TAC CAT TCT GAT GAG GTA TAT AAT GAT TCA GGA TAT CTC

Tyr Ser Tyr His Ser Asp Glu Val Tyr Asn Asp Ser Gly Tyr Leu
1750 1755 1760

AAA AAT AAA CTT GAT TCT GGT ATT GAG CCA GTA TTG AAG AAT GTT
Lys Asn Lys Leu Asp Ser Gly Ile Glu Pro Val Leu Lys Asn Val
1765 1770 1775

GAT CAA AAA AAC ACT AGT TTT TCC AARA GTA ATA TCC AAT GTA AAA
Asp Gln Lys Asn Thr Sex Phe Sexr Lys Val Ile Ser Asn Val Lys

1780 178s 1790 1795

GAT
Asp

Glu

lys

Phe

GCA AAT GCA TAC CCA CAA ACT GTA AAT GAA GAT ATT TGC GTT GAG
Ala Asn Ala Tyr Pro Gla Thr Val Asn Glu Asp Xle Cys Val Glu
1800 1805 1810

CTT GTG ACT AGC TCT TCA CCC TGC AAA AAT AAA AAT GCA GCC ATT
Leu Val Thr Ser Ser Ser Pro Cys Lys Asn Lys Asn Ala Ala Ile
1B1lS 1820 1825

TTG TCC ATA TCT AAT AGT RAT AAT TTT GAG GTA GGG CCA CCT GCA
Leu Ser Ile Ser Asn Ser Asn Asn Phe Glu Val Gly Pro Pro Ala
1e30 1835 1840

AGG ATA GCC AGT GGT ARAA ATC GTT TGT GTT TCA CAT GAA ACA ATT

Arg Ile Ala Ser Gly Lys Ile Val Cys Val Ser His Glu Thr Ile
1845 1850 18558
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5181

5229

5277

5325

5373

5421

5469

5517

§565

5613

5661

5708

5757

58¢CS
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ES 2 190 466 T5

AAR ARA GTG AAR CGAC ATA TTT ACA GAC AQT
Lys Lys Val Lys Asp Ile the Thr Asp Ser
1B&0O =868

GRA AAC AAC GAZ AAT AMA TCA AAA ATT TGC
3lu Asn Asn Glu Asn Lys Sar Lys Ile COys
l18aa

T TGT TAC GAG GCA TTS GAT GAT TCR GRS
Gly Tys TyT Glu Ala Lau Asp Asp Ser Glu
1855 1900

CTA GA? ART GAT GAR TGT AGC ACG CAT TCR
Lou Asp A=n Asp Glu Cys Ser Thr His Ser
4830 1915

ATT CAG AGT GAA GAA ATT TTA CRA CAT ARC
Ile Gla Ser Glu Glu Ile Leu Glu His Asn
1828 1930

GAS ARA GTT TCT AAA ATA TCA OCT TGT GAT
Glu Lys Val Sar Lys Ile Sexr Pro Cys As=p
1540 1845

GAT ATA TGT AAR TGT AGT ATA GGG AAG CIT
Asp Ile Cys Lys Cys Sexr Ile dly Lys leu
1960 1985

GCRA RAT ACT TGT GGG ATT TTT AGC ACA GCh
Rla Asn Thr Cys Gly Ile Phe Sexr Thy Ala
1878 13890

GTA TCTA GAT GCY TCA TTA CRAA ARC GCA AGA
Val Ser Asp Ala Ser Leun 5ia Asn Ala Arg
18530 1895

GAA GAT AGT ACC AAG CAA OTC TIT TCC AAA
Giu Asp Sar ZThy Lys &ln Val Fhe Sar Lys
200§ 201¢

GAA CAT TCA GAC CAG CTC ACA AGR GAA GRA
Glu Ris Ser Asp Gla Lsua Thr Arg Glu Glu
2033 2025

CCA GAR CAT TTA ATA TCC GRA AAA GGC TTT
Pro Gilu Hi3 Leu lla Sar Gla Lys Gly Phs
2040 2045

TCA TIT GCT TTC TCT GGEA TTT AGYT ACA GCA
Ser Sar RAla Phe Ser Qiy Phe Ser Thr Ala
20858 2060

ATT TTR GRAR AGT TCC TTA CAC ARA GTT ANG

Ile Leuw Glu Ser Ser Leu Ris Lys val wys
207D 2078

11

1885

TTC AGT ARA GTA ATT AAS
Phe Ser Lvs Val Ile Lys
1870 1875

CAA AQS AAR ATT ATC GQa
@ln Thr Lys Ile Met Ala
18%0

GRT ATT CTT QAT AAL TCT
Asp Tle Leu His Asu Ser
1505

CAT AMNG GIT TIT GCT GAC
His Lys Val Phe Ala Asp
1529

CAR AAT ATG ICT GGA TIG
Gla Ash Met Sax Gly Len
1838

GTT AGT TIG GAA AST TCA
val Ser Lau Glu Thy Sexr
1950 1958

CAT AAG TCR CTC TCA TCT
His Lys Ser Val Sar Sec
1870

AGT GGA AAA TCT CTC Qa0
Ser Gly Lys Ser Val Gln
18458

CRA GTG TTIT TCT GAA ATA
Gln val Phe Ser Glu Ile
2000

GTA TTG TTT AAA AGT ARC
%al Lau Pha Lva Ser Asn
2015

AAT ATT GCT ATA CGT ALw
Asn Thr Ala Ils ARrg Thr
2030 2018

TCA TAT AAT GT@ GTA AAY
Sar Tyr Asn Vali Vval Asn
2050

AST GGA AAI QMA GTT TCT
Sax 2ly Lys Gla Val Ser
2085

GGA GTC TTA @QAC GAA TTIT
Gly val Leu Ulu Glu Zhe
208¢

58S3

5302

5949

$997

€253

£141

6183

6237

§3133

6429

€477
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ES 2 190 466 T5

GAT TTA ATC AGA ACT GAG CAT AGT CTT CAC TAT TCA CCT
Asp Leu Ile Arg Thr Glu His Ser Leu His Tyr Ser Pro
2050

2085

CAA AAT
Gln Asn
2100

CAC TGT
Hig Cys

TTA TCA
Leu Ser Asn Asn

2135

TCT
Ser

ATT
Ile

AAA GTT
Lys val
2150

CAG
Gln

e
Leu
2165

GTA TTA
Val Leu

TTG GGA AAA GAA
Leu Gly lys Glu
2180

AAA
Lys

ACT GAA ACT
Thr Glu Thr

TCT ACT TAC
Ser Thr Tyxr
2215

GTA
Val

GAA ATT GCT
Glu Ile Ala
2230

Lys Leu Pro

2245

GAG GAA ATG
Glu Glu Met
2260

CCC CTT ATC TTA GTG GGR GAA CCC TCA ATC AAR AGA AAC TTA
Leu Val Gly Glu Pro Ser Ile Lys Arg Asa Leu
2285

Pro Leu Ile

GAA TTT GAC
Glu Phe Asp
22395

2105

2120

Leu

Ser

GGA

Gly Thx Lys

2155

val

2170

GCT TCA
Ala Ser
2185

CAG
Gln

TTT TCT GAT
Pha Ser Asp
2200

TCC AAA GAT
Sexr Lys Asp

ARA GCT TTT
Lys Ala Phe

2250

2265

2280

cCcT
Pro

GTT
val

TCA
Ser

ATG
Met
2235

2085

GTA TCA RAA ATA CTT CCT CGT GQIT GAT AAG
Val Ser Lys Ile Leu Pro Arg Val Asp Lys

2110

GTA AAC TCA GAA ATG GAA AAA ACC TGC AGT
val Asn Sexr Glu Met Glu Lys Thr Cys

Ser

2125

AAT AAC TTA AAT GTT GAA GGT GGT
Asn Val Glu Gly Gly

2140

CCA TAT CTC TCT CARA
Pro Tyr Leu Ser Gln

ACC AAA GTC TCA CTT

Ser Leu

AAA AARC
Lys Asn

CCT GTG
Pro Val

2205

GAA AAC
Glu Asn
2220

GAA GAT
Glu Asp

CTG CCA AGT CAT GCC ACA CAT TCT CTT
Ser His Ala Thr His Ser Leu

GTT TTG TCR AAT TCA AGA ATT
vVal Leu Ser Asn Ser Arg Ile

2300

12

TCT
Ser

TCA
Ser

Phe Gln

GTT GAG
val Glu
2178

GTA ARA
val Lys
2150

AAA ACA
Lys Thr

TAC TTT
Tyr Phe

GAT GAA
Asp Glu

TTT ACA
Phe Thr
2255

GGA AAA AGA AGA
Gly Lys Axg Arg

2270

AGA
Arg

Lys

Glu

CAA
Gln

ACG TCT AGA
Thr Ser Arg

AAC CCA GAG
Asn Pro Glu
2115

GAA TTT AAA
Glu Phe Lys
2130

CAC
His

AAT AAT
Asn Asn
2145

GAC ARA

Asp Lys Gln

2160

AAC
Asn

ATG
Met

Leu

ATT

-

Ile

CRT

His Vval

GAA ATT
Glu Ile Gly

2195

ATRA
Ile

GRA
Glu
23210

GTT
val

ACA GAA GCA
Thr Glu Ala
2225

ACA
Thr

GAT TCT
Asp Ser

2240

TGT
Cys

cce
Pro

GAA AAT
Glu Asn

GGA GAG
Gly Glu
2278

TTA AAT
ZLeu Asn
2290

AGG ATA ATA GAA AAT CAA GAA AAA TCC TTA AAG GCT TTA
Arg Ile Ile Glu Asn Gln Glu Lys Ser Leu Lys Ala Sex

2305

6525

€573

6621

6669

6717

6768

6813

6861

6909

6957

7005

7053

7101

7145
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ARA
Lys

CAT

AGC ACT
Sexr Thr

ES 2 190 466 T5

CCA GAT GGC ACA ATA AAA GAT CGA AGA TTG TTIT ATG CAT

Pro Asp Gly Thr Ile Lys Asp

2310 2315

GTT TCT

Arg Axrg Leu Phe Met Eis
2320

TTA GAG CCG ATT ACC TGT GTA CCC TTT CGC ACA ACT AAG

Hisg Val Ser Leu Glu Pro Ile Thr Cys Val

GAA CGT CAA GAG ATA CAG AAT CCA AAT

2325

2330

Glu Arg Gln Glu Ile Gln Asn Pro Asn Phe
2340

7T
Phe

TCA
Serx

ACA
Thr

AAA
iys

GAA
Glu
2420

AAC
Asn

GTA
Val

CTT
Leu

AGG

cTG TCT
Lesu Ser

AGC AAT
Ser Asn

AGA AAT
Arg Asn

2345

Pro Phe Arg Thr Thr lLys
2335

TTT ACC GCA CCT GGT CAA GAA

Thr Ala Pro Gly Gla Glu
2350 2358

AAA TCT CAT TTG TAT GAA CAT CTG ACT TTG GAA AAAR TCT

Lys Ser His Leu Tyr Glu His

Leu Thr Leu Glu Lys Ser

2360 2365 2370

TTA GCA GTT TCA GGA CAT CCA TTT TAT CAA GTT TCT GCT

Leu Ala Val Ser Gly His Pro
2375 2380

GRA AAA ATG AGA CAC TTG ATT
Glu Lys Met Arg His Leu Ile

2390 2385

GTC TTT
Val pPaa
2405

CAG TGT
Gln Cys

ATT GAT
Ile Asp

GAG ATT
Glu Ile

ACT TTC
Thr Phe

2470

CAG ART
Gln Asn
2485

CAA CGC

Phe Tyr Gln Val Ser Ala
2385

ACT ACA GGC AGA CCA ACC
Thr Thr Gly Axg Preo Thr
2400

GTT CCA CCT TTT AAA ACT ARA TCA CAT TTT CAC AGAR GTT

val Pro Pro Phe Lys Thxr Lys
2410

GTT AGG AAT ATT AAC TTG GAG
Val Arg Asn Ile Asn Leu Glu
2425

GGA CAT GGC TCT GAT GAT AGT
Gly Hig Gly Sexr Asp Asp Ser

2440 2445

CAT CAG TTT AAC AAA AAC AAC
His Gln Phe Asn Lys Asn Asn
2455 2460

ACA AAG TGT GAA GAA GAA CCT
Thr Lys Cys Glu Glu Glu Pro
2475

GCC AGA GAT ATA CAG GAT ATG
Ala Arg Asp Ile Gln ASp Met
2490

GTC TIT CCA CAG CCA GGC AGT

Arg Gla Arg val Phe Pro Gln Pro Gly Serx

2500

TCC ACT CTG
Sex Thr Leu

2508

CCT CGA ATC TCT CTG AAA GCA
Pro Axg Ile Ser Leu Lys Ala

2520 2528

13

Ser His Phs Ris Axrg Val
2415

GARA AAC AGA CAA AAG CAA
Glu Asn Arg Gln Lys Gln
2430 2435

AAA AAT AAG ATT AAT GAC
Lys Asn Lys lIle Asn Asp
2450

TCC AAT CAR GCA GCA GCT
Ser Asn Gla Ala Ala Alx
2465

TTA GAT TTR ATT ACA AGT
Leu Asp Leu Ile Thr Ser
2480

CGA ATT AAG AAG AAA CAA
Arg Ile Lys Lys Lys Gln
2455

CTG TAT CTT GCA AAR ACA
Leu Tyr Leu Ala Lys Thr
2510 2815

GCA GTA GGA GGC CAA GTT
Ala val Gly Gly Gln Val
2530

7187

7245

7293

7341

7389

7437

7485

7533

7581

7629

7677

7728

77723

7821
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cce
Pro

CAT
His

2535

2550

ACT
Thr

GAA GART
Glu Asp
2565

CAG TTG GCT
Gln Leu Ala
2580

GGA
Gly

AAA

Lys Glu

CCA
Pro

AAG
Lys

CTT
Leu

ARA
Lys
2630

ATA
Ile

TGG
Trp

AAT AGAR TGC

Axrg Cys
2645

TAT GAT ACG
Tyr Aap Thr
2660

ATG GAA AGG
Met Glu Arg

GAC ATA ATT
Asp Ile Ile

ACT AGT AGT GCA GAT
Thr Ser Ser Ala Asp

4710

GGG TGG TAT GCT GTT
Gly Trp Tyr Ala val

2725

TTA AAG AAT GGC AGA
Leu Lys Asn Gly Arg

2740

TAT
Yz

GAT
Asp

GAA
Glu

ATT
Ile

2615

CTG
Leu

CTA AGC

Leu

GAA ATT

Glu

GAT

TTT GGT AAG GAA AGT
Phe Gly Lys Glu Ser

ES 2 190 466 T5

TCT GCG TGT TCT CAT AAA CAG CTG TAT
Ser Ala Cys Ser dis Lys Gln Leu Tyr

TGC ATA AAA ATT AAC AGC AAA ART
Cys Ile Lys Ile Asn Ser Lys Asn

ACG
Thr
2540

GCA

Ala Glu

2553

2570

GGT GGA TGG

Gly Gly Txp
2585

TTT TAT AGG
Phe Tyr Arg
2600

AGA ATT
Arg Ile

T™CT
Ser

GCA
Ala

GCT ATG
Ala Met

CCR GAA

Ser Pro Glu

cTe
Leu

GCT
Ala

TGG
Trp

GAA
Glu

TTA TGG
Lau Trp

TCC
Ser
2590

ATA
Ile

ccC
Pro

CTG
Leu

TGT GAC
Cys Asp
2605

ART
Asn

GTT TAT

val Tyr
2620

TGT GCC
Cys Ala

TIT
Phe

2635

AGG

37TG@ CTT CIT

TAT GGC GTT TCT
Tyr Gly Val Ser

ACT GGA AAR
Tkr Gly Lys

2575

AAT
Asa

ACT
Thr

CAC
Hisg

cCT
Pro

CAR

Arg Val Leu Leu Gln

2650

Ile
2665

GAC

GAT AGA AGC AGA AGA
Asp Arg Ser Arg Arg

2670

2655

ACA GCT GCA AAA ACA CTT GTT

Asp Asp Thr Ala Ala Lys Thr Leu val

TCA

Ser Leu Ser
2655

2580

TTG AGC

AAG
Lys

2730

CIG

2745

2685

2700

2750

14

GCA AAT ATA TCT GAA ACLT
Ala Asn Ile Ser Glu Thr

CAA AAA GTG@ GCC ATT ATT
Gln Lys Val Ala Ile Ile
2718

2738

GAG TCT TTT CAG
Ser Pha Gln

2560

GAT
Asp

CCA
Pro

TAT
Tyr

AAG
Lys
2640

CTA
Leu

TCG GQT ATA
Ser Ala Ile

CTC
Leu

TCcT
Ser

GAA
Gly
2720

Lys
2545

TTT

Phe His

ATA

Gly Ile

GGA AAG
Giy Lys

GCT
Ala
2595

GGT
Gly

GTG GAT
Val Asp
2610

AGA TGG ATC
Arg Trp Ile
2625

GCT
Ala

GAA TTT
Glu Phe

ADA TAC
Lys Tyr

AGA
Axg

AAA RAG
Lys Lys

ATA
Ile
2675

TGT GTT TCT
Cys Val Sex
2690

AGC AAT AAA
Sexr Asn Lys
2705

CTT ACA GAT
Leu Thr Asp

GCC CAG TTR GAT CCT CCC CTC TTA GCT GTC
Ala Gln Leu Asp Pro Pro Leu Leu Ala Val

ACA GTT GGAT CAG AAG ATT ATT CTT CAT GGA
Leu Thr Val Gly Gln Lys Ile Ile Leun His Gly
2788

7865

7817

7965

8013

8061

8109

8157

8205

8253

8301

83459

8397

8445

8433
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GCA
Ala

GAA
Glu

TGG
Trp

cce
Pro

GTA
Val

GAA CTG
Glu Leu

TCT CTT
Sex Leu

TAT ACC

Tyr Thr
2790

TTA TCA
Leu Ser
2805

ATT ATT
Ile Ile

2820

TCT
Ser

GCA
Ala

AAA
Lys

TAT
Tyr

GGA TTA
Giy Leu

ARA, TAT
Lys Tyr

ATT CAG
Il=s Gln
2870

TTA CCA
Leu Pro
2885

ES 2 190 466 T5

GTG GGC TCT CCT GAT GCC TGT ACA CCT CTT GAA GCC CCA

vVal Gly Ser Pro Asp Ala Cys Thr
2760 2765

ATG TTA ARG ATT TCT GCT AAC AGT
Met Leu Lya Ile Ser Ala Asn Ser
2775 2780

ARA CTT GGA TTC TIT CCT GAC CCT
Lys Leu Gly Phe Phe Pro Asp Pro
2798

TCG CTT TTC AGT GAT GGA GGA AAT
Ser Leu Phe Ser Asp Gly Gly Asn
2810

CAA AGA GCA TAC CCT ATA CAG TGG
Gln Arg Ala Tyr Pro Ile Gla Trp

Pro

ACT
Thr

AGA
Axg

GIT
val
2815

ATG
Met

2825 2830

TAC ATA TTT CGC AAT GAA AGA GAG
Tyx Ile Phe Axrg Asn Glu Arg Glu
2840 2848

GTG GAG GCC CRR CAR AAG AGA CTA
val Glu Ala Gln Gln Lys Arg Leu
2B5S 2860

GAG GAA TIT GAA GAA CAT GAA GAA
Glu Glu Phe Glu Glu His Giu Glu
287S

TCA CGT GCA CTA ACA AGA CAG CAR
Ser Arg Ala Leu Thr Arg Gln Gln
2890

GAT GGT GCA GAG CTT TAT GAA GCR GTG AAG AAT
Asp Gly Ala Glu Leu Tyr Glu Ala Val Lys Asng ARla Ala Asp
29805 23910

GAA
Glu

Glu

Asn

GTT
val
2895

GCA

Leu Glu

CGG CCT
Axg Pro

2785

cCcT TTT
Pxo Phe
2800

GGT TGT
Gly Cys

GAG AAG
Glu Lys

GAA ARG
Glu Lys

GCC TTA
Ala Leun

Ala Pro
2770

GCT CGC
Ala Arg

CCT CTG
Pro Leu

GTT GAT
Val Asp

ACA TCA
Thr Ser
2835

GAA GCA
Glu 2aAla
2850

TTC ACT
Phe Thr

2865

ACA aAca
Thr Thr
2880

CGT GCT
Arg Ala

GCA GAC

GGT TAT TTC AGT GAA GAG CAG TTA AGA GCC TIG
Gly Tyr Phe Ser Glu Glu Gln Leu Axg Ala Leu

2820 2925

ATG TTG AAT GAT AAG

AAA CAA GCT CAG ATC CAG

Met L.eu Asn Asp Lys Ly’ Gln Ala Gln Ile Gln
2945

2835 25940

AAA CCA
Lya Pro
TTG CAA
Leu Gln

TTG GAA
Leu Glu

AGG AAG GCC ATG GAA TCT GCT GAA CAA AAG GAA CAA GGT TTA TCA
Arg Lys Ala Met Glu Ser Ala Glu Gln Lys Glu Glan Gly Leu Ser

2955

2960

GAT GTC ACAR ACC GTG TGG AAG TTG CGT ATT GTA AGC TAT TCA AAA

2800
TAC CT'T GAG
Tyr Leu Glu
CAC AGG CAA
His Arg Gln
ATT
Ile

2350
AGG
Arg

Asp Val Thx Thr Val Trxrp Lys Leu Arg Ile Val Ser Tyr Ser Lys
2378

2965

2370

15

Bs41

8637

8685

8733

8781

8833

6877

8525

8973

$021

2069

8117

9165
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AAA GAA

Lys
2980

TTA
Lau

GCA
Ala

GCA
Ala

ATT
Ile

TTT
Phe
3060

GGA
Gly

TAT
Tyr

Glu

TAT
Tyx

ACT
Thr

GCG
Ala

TTA

ES 2 190 466 T5

AAR GAT TCA GIT ATA
Lys Asp Ser Val Ile
2985

TCT CTG TTA ACA GAR
Ser Leu Leu Thr Glu

CT3 AGT ATT TGG CGT
Leu Ser Ile Trp Arg
2990

GGA AAG AGA TAC
Gly Lys Axg Tyt

AGA
Arg

CCA TCA TCA GAT
Pro Ser Ser Asp
2983

ATT
Ile

TAT CAT CTIT
Tyt His Leu

TCA AAR
Ser Lys

3000

TCcT
Sex

3015

ACA RAA
Thr Lys
3030

TTT CAG

AAA
Lys

ATT

Leu Phe Gln Ile
3045

TTA GAT CCA GAC

Leu

TTT
Phe

TG
Leu

cTT
Leu

cTC
Leu

Asp Preo

Asp

3005

ARA AGT
Lys Ser

ARA TCT GAA
Lys Ser Glu
3020

TAT CAA CAA
Tyr Gln Gln
3035

ACT CAG
Thr Gln

TAC CAG CCA CGG GAG
Tyx Gln Pro Arg Glu
3050

TTIT CAG CCA TCT TGT
Phe Gln Pro Ser Cys
3068

GTC GTT TCT GTT GIG AARR AAA ACA

val val Ser val Val Lys Lys Thr Gly

TCA GAC
Sexr Asp
3095

AAT GAG
Asn Glu
31310

CAG TGG
Gln Trp

3125

GCT GGA GAT TTT
Ala Gly Asp Phe

3140

CAA
Gln

CTT
Leu

Asp

GAG
Glu

TG6C
Cys

ccCe
Pro

ACA TTC
Thr Phe

AAT GAA

3175

3080
GAA
Glu

GAC
Asp

CGA
Arg

T
Ser

3085

TGT TAC AAT TTA CTG
Cys Tyr Asn Leu Leu
3100

ATT ATT AAG CCT CAT
Ile Ile Lys Pro His
3115

CCA GAA TCC AAA TCA
Pro Glu Ser Lys Ser
3130

GT3@ TTT TCT GCT AGT
Val Phe Ser Ala Ser
3145

AAC AAA ATG AAA AAT ACT
Asn Lys Met Lys Asn Thr

3160

3168

GCT
Ala

AGA
Arg

cea
Pro

CTA
Leu

cceC
Pro

CTT
Leu

ARC

GTT
val
3040

CAC
His

3055

TCT GAG
Ser Glu
3070

GGA

Leu

GCA
Ala

ATA
Ile

ATG
Met

TTA
Leu

GGC CTT
Gly

31358

CCA
Pro Lys
3iso

GTT GAG
Val Glu

GCA GAA ARC AAG CTT ATG CAT ATA
Asn Glu Ala Glu Asn Lys Leu Met Jis Ile

3180

AAG TGG TCC ACC CCA ACT AAA GAC TGT ACT
Lys Trp Ser Thr Pro Thr Lys Asp Cys Thr

3180

3185

16

GTG
Val

Ala

A2
Lys

ATT
Ile
3120

cTT

Leu Leu Thx

AAA GAZ GGC

Glu

AAT
Asn

CTG
Leu

TR
Ser
3200

3010

ATA CAG TTA
Ile Glo Leu
3025

TCA GAT GAAR
Ser Asp Glu

TTC AGC AARA
Phe Ser Lys

GAC CTA ATA
Asp Leu Ile
307s

CCT TTC GTC
Pro Phe Vval
3090

TTT TGG ATA
Phe Trp Ile
3105

GCA
Ala

GCT
Ala

ACT TTA

Leu

CAC
Eis Phe

3155

Gly

GAC ATA
Asp Ile
3170

ATT
Ile

CAT GCA AAT
Bis Ala Asn
3185

GGG CCG TAC
Gly Pro Tyr

9213

9261

2308

5405

5453

2502

95453

9645

2693

8741

$837
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ACT GCT CAA ATC
Thr Ala Gln Ile
3208

CCT AAT
Pro Asn

TGT GAG
Cys Glu

ES 2 190 466 T5

ATT CCT GGT ACA
Ile Pro Gly Thr
3210

ATA TAT TAT CAA
Ile Tyr Tyr Gln

GGA
Gly

AGT
Ser

AAC AAG CTT CTG
Asn Lys Leu Leu
321s

cTT
Leu

CCT TTA TCA
ro Leu Ser

3220

AGS
Arg

AAG
Lys

ARA
Lys

6T
Cys

TCT

Ser Lys

GCC
Ala

AGA
Arg

AGR
Arg

TCT
Ser

ARA GGG

Gly

GTT
val

3228

3TC
val

TCC ACA CCT
Ser Thr Pro

3240

GAG
Glu

3255

TTG
Leu

3270

CcCC ATT
Pro Ile
3285

AGT
Ser

CCA CCA
Pro Pro
3300

AGG
Arg

GAA CTG
Glu Leu

AAT
Asn

TCT

Ser Leu Leu

TGT
Cys

AGT
Ser

<T
Sar

GAA
Glu

GAT
Asp

ACA
Thr

TGT
Cys

CeCT
Pro
3320

AGT
Ser

3338

ACC
Thr

CAA GCT
Gla Ala
3350

GTC
val
3365

AGT GAA
Ser Glu

TCT
Sex

CIC AGA CTG
Leu Arg Leu
3380

Lys

AGT TCC CAG
Ser Ser Gln

GCC
Ala

ATT ACA ACT

Ile Thr Thr Lys

34158

CcTT
Leu

TCC
Ser

CGA
Arg

AGT
Ser
3400

GAT
Asp

AAA GAG ATT
Lys Glu Ile

3260

TTC
Phe

TTG AGT AGA
Leu Sexr Arg
3275

GTT TCT CCG
val Ser Pro
3250

TTT
Phe

GGC ACC ARAA TAC

Gly Thr Lys Tyr
3305

CAG ATG ACT CCA
Gln Met Thr Pro

AAT TCA ATA GCT
Asn Ser lle Ala

3230

TCA GCC CAG
Ser Ala Gln
32458

GAC CAR ARG
Asp Gln Lys

TTA
Leu

CIe

Leu Pro

GCT
Ala

GCA CAG
Ala Gla
3295

ACA cCce
Thr Preo
3310

GAR
Glu

TT? AAA AAA
Phe Lys Lys
a3zs

GAA
Glu

GAC GAA
Asp Glu

3340

TTG TCT GGT TCA
Leu Ser Gly Ser
3355

ACT AGG ACT GCT
Thr Arg Thr Ala
3370

CGT TGT ACT ACA
Arg Cys Thr Thr
3385

ACG GAA GAA TGT
Thr Glu Glu Cys

ATG
Met

AAC
Asn

[elay ¢
Pro
3280

AAG
Lys

ATA
Ile

TTC
Phe

Leu

ATG TCT TCT
Met Sex Ser

TGT ATG GCC
Cys Met Ala
3238

ACT TCA ARG
Thr Ser Lys
3250

TGC ARR ARG

Cys Lys Lys
3265

CCA CCT GTT
Pro Pro val

GCA TTT CAG
Ala Phea Gln

ARG
Lys

AAA AAA
Lys Lys
3315

GAR ATT
Glu Ile
3330

AAT
Asn

GCA TTG ATA
Ala Leu Ile
3345

ACA
Thr

cce
Pro

TCT
Ser

GGA GAA AAA
Gly Glu Lys
3360

CAR
Gln

AGT TCA GAA
Ser Sexr Glu
337%

ACC

CTG ATC AAA GAA
Leu Ile Lys Glu
3380

GAG AAR AAT ANG CAG

Glu

3408

Lys Asn Lys Gln

TTT ATA
Pha Ile

GAT TAT
Asp Tyr

CAQ GAG
Gla Glu
3395

GAC ACA
Asp Thr
3410

ARA TAT ATC TAAGCATTTG CAAAGGCGAC AATAAATTAT

Lys Tyr Ile

17

588!

993:

2982

1002¢

10079

1012:s

10173

10221

10269

10317

10365

10413

10461

10512
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TGACGCTTAA
TTATGTTGCA
GCAAAAATCG
AACTAAATGT
TGCCTIGTAAY
CAAGACCAGC
AARRAGAAAAT
TAAACATACC
TATTTTGATG
GTAACTCACT
CCTGTTCAAA
CTTAAGTCAG
CTATTCCAGT
CAGAAGATTT

TTGAGAAAAT

CCTTTCCAGT

CAATGAGAAR

TTTTGCCCGA

MATTTATTAA

CCCAACACTT

CTGGGCAACA

CTTTTAARATC

ATTTTCTTIT

CAGATAATTC

ATGAARTAGT

AGTCAGGATG

CATGATTATA

GTGATCTCTG

CATAGTTAAT

ATCTTGCTTT

ES 2

TTATAAGACT
AGAPATTAGT
TTCCGTATTG
CTAATCAAGA
TGAGAAGCTG
TAGGGAGACC
TITGGATTTG
AGATTGTIGTC
CTTTTAGTTT
TCTCCTTAAT
RATATGRAGA
AGAARAATAG

ARAATTAAATT

190 466 TS

GGAATATAAT
TTCAAATTTA
GTATACTTTIT
AAARCATCTT
AGGTGGGAGG
CCCATCTTTA
ATCACTACAR
ATTAAATGGA
AGCTACTATT
GCAAATATGT
GTGGTSTTTC
AACCCTCAGT

ACTTCAACTA

TTATTTTTIT

CAARTTGACH

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 2:

TTTCAACARA

CTA

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 3418 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 2:

Met Pro Ile Gly Ser Lys Glu Arg Pro

1

Thr Arg Cys Asn

Glu Glu Leu Ser

Glu Ser Glu His

S0

Pro Gln Arg Lys

65

20

35

5

Ser Glu Ala Pro

Lys Asn Asn Asn

85

Pro Ser Tyr Asn

70

Lys Aia Asp Leu Gly Pro

25

Pro Tyr

40

Tyr Glu

Gla Leu

18

TTCARACCAC

CCTCAGCGTT

GCTTCAGTTG

TGGCTGAGCT

AGTGCTTGAG

CGAAGRAMAA

GTATTATTIT

ATGAGGTCTIC

TTAGGGGATT

TGGTTCTGCT

CTTTTGAGCA

GTAACTCTAA

AAAATTCARA

ATGGTCATCC

Phe

Ile

ACARTTAGTAC

TGTGTATCGG

CATATCTTAAR

CGGTGGCTCA

GCCAGGAGTT

AAAARAGGGG

ACAAGTGAAA

TTAGTACAGT

TTTTTTAGAG

ATAGTTCCAT

ATTCTTCATC

TTCCITTTTA

TACTTTAAAT

AAACTCAAAC

15

3¢

Phe Glu Ile Phe Lys

Ser Leu Asn Trp Phe

Asn Sexr Glu Pro Ala Glu
45

Asn
60

Pro

Ala
75

Leu Phe Lys Thr

Ser Thr Pro Ile Ile

80

10572
10632
10692
10782
10812
10872
10932
10992
31052
11112
11172
11232
11293
11352

11388
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Phe
Glu
Axg
Asp
Val
145
Pro
Ser
Leu
Thr
25
Lys
Asn
Ser
{\sn

Glu
308

Ser

Lys

Leu

Val
130
Leu

Gly

Lys

lle
210

Lys

Gla

Phe

val

250

Asp

Lys

Ala

Phe

Glu
Asp
Lys
115
Ser

Gln

Sexr

Ser
185
val
Ala
Asn
Arg
Lys
275
Leu
Sex
val

Asp

val
358

Gln

Lys

100

Ser

Cys

Cys

Leu

Ile

180

Ser

Arg

Asn

Asp

Glu

260

Val

Glu

Phe

Arg

Glu

340

Sex

Gly
8s

Phe

Leu

Thr

Phe

165

Serxr

Ser

Asn

val

Arg

245

Ala

Asp

Ser

Thr
328

Cys

Glu

Leu

Lys

Arg

Leu

His

150

His

Glu

Leu

Glu

Lys

230

Pha

Ala

Ser

Leu
310

Ser

Giu

val

ES 2 190 466 T5

Thr

Leu

Thr

Leu

138

val

Ser

Ala

Glu

215

Ser

Ile

Ser

val

295

Lys

Lys

Glu

Leu

Asp

Pro

Leu

103

val

120

Thr

Pro

Leu

Ala

Higsg

Lys

280

Phe

Ser

?Pro
360

Lys

Ser

Lys
Gly
185

Pro

Ser

‘Phe

Ser
Gly
265
Asp

Glu

Ser

Lys
345

Asn

19

Ley

90
Gly
Thr
Cys
Gln
Phe
170
Ala
Pro
Glu
Ser
vVal
250
Phe
His
Thr
Lys
Lys

330

Asp

Lys

Leu

Arg

155

val

Glu

Thr

Thr

Asn

235

Thr

Gln

Thr

Gln
Asn
Met
Ser
140
ABp
Lys
Val
Leu
Val
220
His
Asp
Lys
Gly
Val
300
Axrg
Ila

Val

Asp

Ser

val

Asp

125

Glu

Lys

Gly

Ser
205
Phe

Asp

Ser

Lys

285

Asp

Thr

Phe

Lys

Pro
365

Pro

Pro

110

Gln

Ser

Ser

Arg

Pro

150

Ser

Pro

Ser

270

Ser

Thr

Lys

His

Giu
350

val

95

Ala

Pro

val

Gln

178

Thr

His

Ser

Asn

255

Gly

Met

Ser

Glu
33s

Lys

Asp

Lys

Ser

Asp

val

val

180

Thr

Met

vVal

Asp

Leu

240

Thr

Asn

Pro

Glu

Leu
320

Ser
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Asn

Lys
ass

Sey

Ser

Ser

val

543

Ay

Ala

Ala

Gla

Phe
6§25

Leu

Val
k1o

Glu

Gy

Sexr

Lys

Ser

450

Asn

ela

Phe

Qlu

Ser

Gly

Ils

Lys
620

Glu

Val val

Cys Asp
4270

Arg Lys
435

Sex L8u
Lyy Arg
Ala Val
Gis Gly

5404
Thr Phe
Tys Glu
Sar Gln
Tzp Pro
Leu Ile

580

His Rap
§38

Ser Glu

Les Thr
£50

)

Gly
425

Lys

Pro

-

wys
433

Ila

565

sar

Glu

Arg
845

Ser

ES 2 190 466 T5

Eer lLeu
31%0
Ala Gl=

Asa Ile

Asp Phe

Tys Sev.

453

Glu Gl
470

31ln Als

Lys Lys

Ala Berx

Glw Ala
535

Slu Asp
$50

Thy Thr

Thr Lau

Thx Sex

Ile Asn
§15

Thx Fhe
§3¢

Ser Cys

Ser Fhe

Mat

Lau

440

Glu

Gln

Ile

Ser

2he

s20

Sex

sex

Tae

Lys

Y=

§0C

Cys

Gly

Glu

Cys

alu

Glu

4<S

Thx

rys

Hia

Ser

Leu

3n

Lys
585

Ser

Axn

20

Sey

410
Lys
Sax
Pro
Leu
Giy
454
Phe
Qly
Ssr
Cvs
570

Lys=s

Cly

Ra

Asn
€53

zle

Gly

Tro

-

395

Glu

Gla
4785

Eia

Cly

fro

838

Sex

Sar

380

Pro

Leu

Agn

460

Sex

Sexr

Ile

Asp
638

Aap

Lye

Fhe

€30

Ser

Sex

Arg

Leu
Leu
Sax
443

Glu

Bls

Leu

Lys

Ile
60C5

d.u

&y

Lys

Lay

Leu

Asp

420

| i1

Glu

Phe
$20

Ala

Leg

Cyw
6§79

Ile

Eis
41s

Tl

Aka
%98

Ser

Pro

Lvs

575

zla

Lye

Ser

Len

€09

Ile

Glu

rg

Vsl

Cys

480

Ser

Pre

A3

RAsn
560

Alx

His
644-

Arg
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Lys
Glu
708
Pro
Ala
Phe
Len
lle
785
Asn
lys
ieu
Val
Glu
865

Glu

Glu

Leu

Lys
945

Glu Thr Cys

Glu
€80

Gln
Ile
770

Ser

Asn

Leu

Gln

850

Glu

Leu

Leu

Tyr
930

Asp

675

Ala

Asp

Ser

His

Ser

755

Leu

Tyx

Gln

Pro

83§

Thr

Phe

815

Gly

Leu

Lys

Sex

Lys

Pro

740

Gln

Thx

Gly

Glu

Asp

82Q

Pro

Asn

Aan
900

Cys

Asp

val

Ser

Leu

Lys
728

val

Lys

Sex

805

vVal

Glu

Gln

Ser

Asp

88s

Val

Thr

Asn

AsSn

Ser
730

val

Gln

Ser

Thr

Glu

790

Asp

Lys

Asn

Ile

870

Asn

Ala

val
35¢0

ES 2 190 466 T5

Asn Thr vVal Ile

Lys
§95

cys

Ser

Kis

Leu

Sexr

775

Ser

val

Ala

Thr

855

Ser

Glu

Leu

Glu

Rsp

93s

Leu

680

Glu
Leu
Asp
80?
Leu

760

Lys

Glu
Leu
Met
840
Asn
Lys
Asn
Gly
®ro
820

Lys

Ala

Lys

Gln

Ile

Lys

745

Tyx

Asp

Lys

Leu

Asn

828

Axrg

Leu

Ile

Asn

Aax

S05

Ile

Gln

Giu

21

Leu

Glu

Lys

730

val

val

Met

Thr

810

Glu

Val

Axrg

Phe

830

Phe

Ala

Glu

Ser

Gla

Gly

715

Glu

Glu

His

Ser
795
Lys

Asn

val
val
875

val

Lys

Lys

Asn
355

Gln
Leu
706

Gln

Glu

Glu
Ser

780

Asn

Tyr

Ser

Ile

860

Phe

Glu

Asn

Gln

540

Lys

Asp Leu Asp

685

fhe

val

Ser

765

Lys

Ile

Lys

Pro

845

Gln

Pro

Gla

Leu

Ser

925

val

Asn

Ile

Glu

Leu

Leu

Pro

Asn

830

Ser

Lys

Asp

val

His

210

The

Ser

Ser

Thr

Asn

Ala

73%

Thr

Ser

Val

Lys

Met

81§

Val

Arg

Ser

Ala

895

Glu

Met

Ile

val

Pro
Asp
720

Ala

Thx
Met
Gly
800

Glu

Glu

Gln
Glu
880

Asn

Val

Lys

Lys
960
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Gln Bis Zle lys

Leu Asn Zle Asp

L)L)

Gly Leu
99s

xp Ala
Pha Arg Thr Ala
2010

Lys Lys Ser Lys
19028

Ser Leu Ala Cys
Lysa
1060

Glo
1075

Gln
1080

Pro Ser Gln
2108

Sar Qly Ser
Leu Gln Lya
1140

Lys Thr Thr
11858

Sex
Xz Ala Pro Ser
1170

Thr V3l Glu Ile
1188

A=m Lys Ser Ala

Met Thr Leu Gy Gla Arp

965

Lys

-4

- B

Ser Asm Lys Glu Iie

Mat

Yal Glu Ile Val Asn

1045

ES 2 190 466 T5

Lie Fro Glu Lys

Gly Pxo Ila Ser Asn

Phe Phe Lyz Asgp

3030

Llys Leu Ser Lys P9

8er Sexr Val val Val

Met lau Fha Ser Lye

1110

1228

Glu Glu Cys arg Asp Rla
116¢
Tle Gly Glo Val Rep Sar

Lya Ax2 Lys Phe Ala Gly

Ser Gly Tyr Leu Thr Asp

1208

1198

10158

iceD

Len Lys
970

Ast: Ran Asp

208

His Ser

Leu Ser
1¢290

Lys

Ilqe 31u Glu

10315

Thr Leu Ala
1080

Gl far lle ARsn Thr Val

1065

Sar Asp Cys Lys Aan Ser

Gln Asp Pae Asn Ser Asn His

1088

1178

1080

12100

wys Ala Glu Ile Thr Qlu Lea Ser Thr Ile leun

1115

Gin fhe Glu Fhe Thr Gla Phe Arg Lys PTO I

1230

Jez Thx Pha Glu Val Pro @lu Asn Gln Mst

1145

Asp Lau

Ser Lys
1130

Leu Leu
2138

Gla Asn

123

Arg Gly Phe Tyr Ser Ala His Gly Thr Lys Leu Asn

1220

Ala Laeu Gla Lys Ala Val Lys Leu Phe Ser 2szp

1335

Glu Giu Thr Ser Ala Glu Va)l Ris Pro> Ile Saz

1230

128§

1249

1228

Ila

22

Iia Ser
975

Ser Asy

TyT Mat Asn Lys

¥%0

The Gly
10035

aly
Glu Ri= Asn
Bro

Gin Tyr

Asn Gla
1055 .

Let: Asp
Sar Ala Eis Leu
14799

Bis Ile Thr Pro
1088

Agn Leu Thr

Gla Glu

1120

Tyr 1la
1135

7]
®
"

The 2la lau
1150

His Val Ile Met
1165
3in

Pae Glu Gly

LYS Asn Asp Cye

1200
Glu

Val Glv Phe

12:8
val ser Thr Glu
aZ230
Sla A3 Ile Sex
1243

Ser S5ar Ser Lys
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ES 2 190 466 T5

Cys His Asp Ser Val Val Ser Met Phe Lys Ile Glu Asn His Asn Asp
1265 1270 1275 1280

Lys Thr Vval Ser Glu Lys Asn Asn Lys Cys Gln Leu Ile Leu Gla Asn
1285 12%0 12385

Asn Ile QGlu Met Thr Thr Gly Thr Phe Val Glu Glu Ile Thr Glu Asn
1300 1308 1310

Tyr Lys Arg Asn Thr Glu Asn GYlu Asp Asn Lys Tyr Thr Ala Ala Ser
1315 1320 1325

Arg Asn Ser His Asn Leu Glu Phe Asp Gly Ser Asp Ser Ser Lys Asn
1330 1335 1340

Asp Thr val Cys Ile His Lys Asp Glu Thr Asp Leu Leu Phe Thr Asp
134S 1350 1355 1360

Gln His Asn Ile Cys Leu Lyvs Leu Ser Gly Gln Phe Me: Lys Glu Gly
1365 1370 ‘ 1378

Asn Thr Gln Ile Lys Glu Asp Leu Ser Asp Leu Thr Phe Leu Glu Val
13890 1388 13920

Ala Lys Ala Gln Glu Ala Cys His Gly Asn Thr Ser Asn Llys Glu Gln
1395 1400 1405

Leu Thr Ala Thr Lys Thr Glu Gln Asn Ile Lys Asp Phe Glu Thr Ser
1410 1418 1420

A3sp Thr Phe Phe Gln Thr Ala Ser Gly Lys Asn Ile Ser Val Ala Lys
1425 1430 1435 1440

Glu Ser Phe Asn Lys Ile Val Asn Phe Phe Asp Glan Lys Pro Glu Glu
1445 1450 1455

Leu His Asn Phe Ser Leu Asn Ser Glu Leu Hig Ser Asp Ile Arg Lys
1460 1465 1470

Asn Lys Met Asp Ile Leu Ser Tyr Glu Glu Thr Asp Ile Val Lys His
1475 1480 1485

Lys Ile Leu Lys Glu Ser Val Pro Val Gly Thr Gly Asn Gln Leu Val
14580 1495 15090 .

Thr Phe Gln Gly Gln Pro Glu Arg Asp Glu Lys Ile Lys Glu Pro Thr
1505 1510 1518 1520

Leu Leu Gly Phe Eis Thr Ala Ser Gly Lys Lys Val Lys Ile Ala Lys
1528 1530 1535

Glu Ser Leu Asp Ly$ Val Lys Asn Leu Phe Asp Glu Lys Glu Gln Gly
1540 1545 1550

23
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ES 2 190 466 T5

“hr Sex Glu Ile Thr Sex Phe Ser His Sln Trp Ala Lys Thy Ley Lya
1558 1SE0 1568

2yr Arg Glu Ala Cys Lys Asp Leu Glu Leu ARla Cys Glu ™y Ila 3lu
1570 1575 1589

Ile Thr Ala Ala Pro Lys Cys Lys Glu Met Qln Asn Ser Leu Asn Asxi
1585 53¢ 1585 1600

ASp Lys Asn Leu val Ser Ile Glu Th: Val Val Pro Pro Lys Leu Leu
605 1610 1615

Ser Asp ALn Leu Cy8 Rrg Gln Thr Glu Asn Leu Lys Thr Sar Lys Sar
1620 ~6as 16319

Ile Phe Lew Lys Val Lys val Ais Glu Asn Val Glu Llys Glu Tkr Ala
1638 1640 1645

Lys 8ar frc Ala Thr Cys Tyr Thy Asa Gle Sar Pru Tyr Ser Val Ila
1659 185¢ 1660

Glu Aan Ser Ala Leu Ala Phs Tyr Thr Ser Cys Ser Arg 1ys Thr Ser
A668 187¢ 1675 2680

vil Ser Gln Thr Ser Leu Leu Glu Ala Lys Lys Top leu xvg Glu Gly
1685 2630 1693

e Phe Aszp Gly Glu Pro Glu Arg Ile Asn Thr Ala Asp Tyz VYal Gly
1702 1708 1710

Asa TyTr Leu Tyr Glu Asn Asn Ssr Asn Ser Thr Ile Ala Glu RAsn Asp
1715 1720 1725

Lys Asn His lLey Ser Glu Lys Glo Aap Thr Tyr Lau Ser Asn Ser Ses
1730 1738 1740

Mat Ser Aan Sexr Tyr S¢r Tyr His Ser Asp Glu Val Tyr Asn Asp Serxr
1748 1750 178S 1750

Sly Tys Leu Ser Lys Asn Lys Leu Rap S=2r Giy Tle Glu Pro Val Leu
2768 1770 17758

Lys Asn Val Glu Aap Gla Lys Aan Thr Ser rha Ser Lys Val Ila Ser
1780 1783 1790

Asn Val Lys Asp Ala Asn Ala Tyx Pro Gln Thr Val Asn Glu 2sp lle
1785 1802 1808

Tys Val Glu Glu Leu Val Thr Ser Ser Sar Pro Cys Ly’ Asa Lys Asa
1820 1818 2830

Ala Ala Ile Llya Leu 9er Ile Sexr Rsm Ser Asn isn Phe Glu Val Giy
2825 830 18138 1840

Pro Pro Ala Phe Arg Ile Rla Ser Gly Lys Ile Val Cys Val Saxr dis
18458 1850 285S

24
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Glu Thr Ile Lys Lys Val Ly$ Asp Ile Phe Thr Asp Ser Phe Ser Lys
1860 1865 1870

Val Ile Lys Glu Asm Asn Glu Asn Lys Ser Lys Ile Cys Gln Thr Lys
1878 1880 1885

Ile Met Ala Gly Cys TyTr Glu Ala Leu Asp Asp Ser Glu Asp Ile Leu
1850 1885 1500

Eis Asn Ser Leu Asp Asn Asp Glu Cys Ser Thr His Ser His Lys Val
1905 1910 13815 1820

Phe Ala Asp Ile Gln Ser Glu Glu Ile Leu Gln His Asn Glan Asn Met
1925 1930 1935

Ser Gly Leu Glu Lys Val Ser Lys Ile Ser Pro Cys Asp Val Ser Leu
1540 1945 1950

Glu Thr Ser Asp Ile Cys Lys Cys Ser Ile Gly Lys Leu His Lys Ser
185s 1560 1965

Val Sexr Ser Ala Asn Thxr Cys Gly Ile Phe Ser Thr Ala Ser Gly Lys
1870 1975 1580

Ser Val Gln Val Ser Asp Ala Ser Leu Gln Asn Ala Arg Gln Val Phe
1985 19350 18585 2000

Ser Glu Ile Glu Asp Sexr Thr Lys Gln Val Phe Ser Lys Val Leu Phe
2008 2010 20158

Lys Ser Asn Glu His Ser Asp Gln Leu Thr Arg Glu Glu Asn Thr Ala
2020 2025 2030

Ile Arg Thr Pro Glu His Leu Ile Ser Gln Lys Gly Phe Ser Tyr Asn
2035 2040 2045

Val Val Asn Ser Ser Ala Phe Ser Gly Phe Ser Thr Ala Ser Gly Lys
2050 2055 20690

Gla Val Ser Ile Leu Glu Ser Ser Leu His Lys Val Lys Gly Val Leu
2065 2070 207s 2080

Glu Glu Pha Asp Leu Ile Arg Thr Glu His Ser Leu His Tyr Ser Pro
2085 2090 20988

Thr Ser Arg Gla Asn Val Sexr Lys Ile Leu Pro Arg Val Asp Lys Arg
2100 2105 2110 ‘

Asn Pro Glu His Cys Val Asn Ser Glu Met Glu Lys Thr Cys Ser Lys
21158 2120 2125

Glu Pha Lys Leu Ser Asn Asn Leu Asn Val Glu Gly Gly Ser Ser Glu
2130 2138 2140

25
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A8n Aan 3is Ser Ilew Lys Val Ser Pvo Tyr Leu Sar Gln Pha Gl Gln
Q148 r3R.1) 2155 2160

Afp Lys Gla Gln Leu Val Leu 3ly Thy Lys Val Ser Lau Yal Glu Asn
2165 2270 2375

Ils His Val Leu Gly iys Glu Gln Ala Ser Pro Lys Ao Val Lys Met
2180 2183 2190

Giu Ile Gly Lys Thr Glu Thr Phe Ser Asp Val Pro Vel Lys Thr Asn
2198 2206 2205

Ils Glu val Cvs Ser Thr Tyr Ser Lys Asp Sar Glu Asn Tyr Phe Glu
2223 2215 2220

Thr Glu Ala Val @lu Ile Ala Zys Ala Pha Mat Gla Asp Asp Glu Leu
2228 2230 2218 240

Thr Asp Ser Lys Leu 70 Ser Hig Ala Thry Eis Sar Leu Phe Tar Cys
2245 2250 2258

Pro Glu Asn Glu Glu Xet Val Leu Sar Asn Ser Arg Ila Gly Lys Axg
2260 2268 227¢

Arg Gly Glu Pro Leu Ile Lau Val Gly Glu Pro Ser Ilz Lys Ayg ARsn
2278 <28¢ 2285

Leu Leu Asn Glu Phe Asy Arg Ile Ile Glu Aan Gln Glu Lys Ser Leu
22390 2295 2300

Lys Ala Ser Lys Ser Thr Pro Asp Gly Thr Ila Lys Asp =g Arg Leu
23¢5 2320 2318 2320

Pria Met His Fig Val Ser Leu Glu 2ro 1le Thr Cys Val fro Phe Arg
2329 2330 2138

Thr Thr Lys Glu Arg Gln Glia Ile Gin Ast Fys Asc FPhe Thr Ala Pro
2340 2345 238C

Gly Gin Glu ?he Leu Ser Lys Sar His Leau Tyr Glau Eis Lew Thr Leu
2355 23690 2565

Giu Lys Ser Sar Ser Asan Leu Ala Vel Ser Gly His #:9 Phe Tyr Gla
2370 2378 2380

VYal Ser Ala Thr Arg Asn Glu Lys Met Arg Kis Leu Ile Thr Thr Gly
2385 2390 23395 24C0

’al Phe Val Pro Pro ?ha Lys Thr Lys Ser Eis Phe

Arg Pro Thr Lya W
24Cs 2420 2415

Bis Azrg val Glu dla Cys Val Arg Asa Ile Agn Let Giuw Glu Ran Ary
2430 2435 2430

Gla Lys @€l Asn Tla Agp Cly s dly Sex Asp AsSD Sar Lys Ash Lys
2435 2449 2445

26
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Ile Asn Asp Asn Glu Ile His Gln Phe Asn Lys Asn Asn Sexr Asz Gln
2450 2455 2460

Ala Ala Ala Val Thr Phe Thr Lys Cys Glu Glu Glu Pro Leu Asp Leu
2465 2470 2475 2480

Ile Thxr Ser Leu Gln Asn Ala Arg Asp Ile Gln Asp Met Axg Ile Lys
2485 : 2490 2495

Lys Lys Gin Arg Glm Arg Val Phe Pro Gln Pro Gly Ser Leu Tyr Leu
2800 2505 2510

Ala Lys Thr Ser Thr Leu Pro Arg Ile Ser Leu Lys Ala Ala Val Gl
2518 2520 2528 :

Gly Gln Vval Pro Ser Ala Cys Ser His Lys Gln Leu Tyr Thr Tyr Gly
2530 2535 2540

val Sexr Lys His Cys Ile Lys Ile Asn Sexr Lys Asn Ala Glu Ser Phe
2545 2550 2555 2560

Gln Phe His Thr Glu Asp Tyr Phe Gly Lys Glu Ser Leu Trp Thr Gly
2565 2570 2575

Lys Gly Ile Gln Leu Ala Asp Gly Gly Trp Leu Ile Pro Ser Asn AsSp
2580 2585 25580

Gly Lys Ala Gly Llys Glu Glu Phe Tyr Arg Ala Leu Cys Asp Thr Pro
2598 2600 2605

Gly Val Asp Pro Lys Leu Ile Ser Arg Ile Tzp Val Tyr Asn His Tyr
2610 3615 2620

Arg Trp Ile Ile Trp Lys Leu Ala Ala Met Glu Cys Ala Phe Pro Lys
2625 2630 2635 2640

Glu Phe Ala Asn Arg Cys Leu Ser Prc Glu Arg Val Leu Leu Gln Leu
2645 2650 2655

Lys Tyr Arg Tyr Asp Thr Glu Ile Asp Arg Ser Arg Axrg Ser Ala Ile
26690 2665 2670

Lys Lys Ile Met Glu Arg Asp Asp Thr Ala Ala Lys Thr Leu Val Leu
<2675 2680 268S

Cys Val Sexr Asp Ile Ile Ser Leu Ser Ala Asn Ile Sex Glu Thr Ser
26350 2635 2700

Ser Asn Lys Thr Ser Ser Ala Asp Thr Gln Lys Val Ala Ile Ile Glu
2705 2710 2715 2720

Leu Thr Asp Gly Trp Tyr Ala Val Lys Ala Gln Leu Asp Pro Pro Leu
2725 2730 273§

27



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 190 466 T5

leu Ala Val Leu Lys Asn Gly Axg leu Thr Vil Gly Gla Lys Iie Ile
2740 274% 3750

Leu Eis Gly Ala Glu lLeu Val Sly Ser Pro Rsp Ala Cy® Thr Pzo Lau
2755 2760 1758

Glu Ala Pro Glu Ser Lo Mat Leu Lya Ile Ser Ala Asn $er Thy Arg
2770 2778 2780

Pro Ala Arg Trp Tyr Thr Lys Leu Gly Phe Fhe Pro Rsp Pro Arg Pro
2788 2730 2795 2800

Fhe Pro Lau Pro Lasu Ser Sar Leu Bhe Ser Azp Cly Gly Asn val Gly
2808 2819 2815

Cys Val Asp Val Ila Ils Gl3 Axg Ala Tyr Pro Ile Gla Trp Met Gliu
2820 £825 20830

lya Thr fer Ser Gly Leu Tyr Ils Phs Arg Asm Glu Arg Glu Glu Jlu
28335 2840 1845

Lys @Glu Ala Ala Lys Tyr Val Glu Xla 5la Gln Lys Arg Lsa Glu Ala
2950 2855 2880

Leu Phe Thr Llys Ile Gla &lu Glu Phe Glu Qiu His Glu Glu Asa Thr
2885 2879 2875 4880

Th= Lys Pro Tyzx Leu 7ro Ser Arg Ala Leu Ihar Arg Gln Gln Val Arg
2883 2830 2335

Ala Leu Gls Asp Gly Ala Slu Leu Tyr Glu Rla Val Lys Asn Ala Als
2900 <508 2939

Asp Pro Ala Tyr Leun Glu Gly TyT Phe 3e¢r Glu $lu Gla Lau Azxg Ala
4315 2920 2528

Lau Rsn Aso His Arg Gla Mst Lau Aza Asp Lys Lys Gla Ala Gla 22
293¢0 2318 2940

Gln Leu Glu Ile Arg Lys Ala Met Glu Ser Ala Glu Glmn Lys Glu Gln
2945 23958 2583 2960

Gly Leu Ser Arg Asp Val Thr Tar Val Trp Lys Leu Axg Ile VRl Ser
2963 297¢ 2978

TyY Sar Lys Lys Glu Lys Asp Ser Val Ila Leu Ser Ila T:rp Axg Pro
29890 29858 2930

Ser Ser Asp Lau Tyr Sar Lau Lau Thr Glu Gly Lys Arg Tyr Azz Ila
2995 30400 3008

Tyr #is Lewu Ala Thr S=r Iys Ser Lyy Ser Lys Ser Glu Ars Ala Asn
Joid 301s 3020

Ile Gln Lew Ala Ala Thr Lys Lys Thy Gla Tyr Glz Gla Lau Pro Val
3928 3030 3cas 3040

28
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Ser Asp Glu Ile Leu Phe Gin Ile Tyr Gln Pro Arg Glu Pro Leu His
3045 305Q 30358

Phe Ser Lys Phe Leu Asp Pro Asp Phe Gln Pro Ser Cys Ser Glu Val
3060 3065 3070

Asp Leu Ile Gly Phe Val val Ser Val Val Lys Lys Thr Gly lLeu Ala
30758 3080 3085

ro Phe Val Tyr Leu Ser Asp Glu Cys Tyr Asn Leu Leu Ala Ile Lys
3090 3085 3100

Phe Trp lle Asp lLeu Asn Glu Asp Ile Ile Lys Pro Hig Met Leu Ile
32058 311¢ 3118 3120

Ala Ala Ser Asn Leu Gin Trp Arg Pro Glu Ser Lys Ser Gly Leu Leu
3125 3130 3135

Thr Leu Phe Ala Gly Asp Phe Ser Val Phe Ser Ala Ser Pro Lys Glu
31490 3145 3150

Gly His Phe Gln Glu Thr Phe Asn Lys Met Lys Asn Thr Val Glu Asn
3185 3160 3165

Ile Asp Ile Leu Cys Asn Glu Ala Glu Asn Lys Leu Met His Ile Leu
3170 3175 3180

His Ala Asn Asp Pro Lys Trp Ser Thr Pro Thr Lys Asp Cys Thr Ser
3185 3150 3185 3200

Gly Pro Tyr Thr Ala Gln Ile Ile Prc Gly Thr Gly Asn Lys Leu Leu
320s 3210 3218

Met Ser Ser Pro Asn Cys Glu Ile Tyr Tyr Gln Ser Pro Leu Ser Leu
3220 3225 3230

Cys Met Ala Lys Arg Lys Ser Val Ser Thr Pro Val Ser Ala $ln Met
3235 3240 3245

Thr Ser Lys Sexr Cys Lys Gly Glu Lys Glu Ile Asp Asp Gln Lys Asn
3250 3258 3260

Cys Lys Lys Arg Aryg Ala Leu Asp Phe Leu Sar Arg Leu Pro Leu Pro
3268 3270 3275 32890

Pro Pro Val Ser Pro Ile Cys Thr Phe Val Ser Prov Ala Ala Gln Lys
3285 3290 3285

Ala Phe Gln Pro Pro Arg Ser Cys Gly Thr Lys Tyr Glu Thr Pro Tle
3300 31305 3310

Lys Lys Lys Glu Leu Asn Ser Pro Gin Met Thr Pro Pha Lys Lys Phe
33158 3320 3325
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Asn Glu Ils Ser Leu Leu Glu Jer Ash Sezr Ile A3 Rsp Sou Ciu Leu
3330 3335 3240

Ala Lau Xle Asn Thr Gl=n Ala Leuw Leu Sar Gly Ser Tht Gly Glu Lys
3145 33580 33&% 3360

Gln %he Ile Ser Val Sez Glu Ser Thr Arg Thr Ala Pro Thr Sar Ser
3365 3370 3378

Glu Asp Tyr Lau Axy leu Lys Ary Arg Cys Thr Thr Ser leu Ile Lys
3580 3385 3390

Glu Gln Glu Ser Ser Gla Ala Ser Thr Glu Glu Cys Glu Lys Asa Lys
3398 3400 34C5

Gln Asp Thr Ile Thr Thr Lys Lys Tvr Ile
3410 3415

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ D NO: 3:

(i) CARACTERITICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 32 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(ix) CARACTERISTICAS:
(A) NOMBRE/CLAVE: caracteristica_misc.
(B) LOCALIZACION: 1..2
(C) OTRA INFORMACION: /nota = “(NH,) en el nucleétido 1”

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 3:
GTAGTGCAAG GCTCGAGAAC NNNNNNNNNN NN

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ D NO: 4:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 30 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

@ii)) TIPO DE MOLECULA: otros 4cidos nucleicos
(A) DESCRIPCION: /desc = “cebador”

(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO
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(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(ix) CARACTERISTICAS:
(A) NOMBRE/CLAVE: caracteristica_misc.
(B) LOCALIZACION: 1..2
(D) OTRA INFORMACION: /nota = “(NH,) en el nucledtido 17

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 4:
TGAGTAGAAT TCTAACGGCC GTCATTGTTC 30

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 5:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 30 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: otros 4cidos nucleicos
(A) DESCRIPCION: /desc = “cebador”

(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(ix) CARACTERISTICAS:
(A) NOMBRE/CLAVE: caracteristica_misc.
(B) LOCALIZACION: 29..30
(D) OTRA INFORMACION: /nota = “(NH,) en el nucleétido 30”

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 5:
GAACAATGAC GGCCGTTAGA ATTCTACTCA 30

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 6:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 25 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: otros 4cidos nucleicos
(A) DESCRIPCION: /desc = “cebador”

(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens
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DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 6:

TCAGTAGAAT TCTAACGGCC GTCAT

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 7;

®

(i)
(iii)
(iv)
(vi)

(ix)

(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

TIPO DE MOLECULA: otros acidos nucleicos
(A) DESCRIPCION: /desc = “cebador”

HIPOTETICO: NO
ANTISENTIDO: NO

FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

CARACTERISTICAS:
(A) NOMBRE/CLAVE: caracteristica_misc.
(B) LOCALIZACION: 1..2
(D) OTRA INFORMACION: /nota = “(PO,) en el nucle6tido 17

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 7:

GTAGTGCAAG GCTCGAGAAC

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 8:

®

(i)
(iii)
(iv)
(vi)

(ix)

(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 27 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

TIPO DE MOLECULA: otros acidos nucleicos
(A) DESCRIPCION: /desc = “cebador”

HIPOTETICO: NO
ANTISENTIDO: NO

FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

CARACTERISTICAS:
(A) NOMBRE/CLAVE: caracteristica_misc.
(B) LOCALIZACION: 1..2
(D) OTRA INFORMACION: /nota = “(PO,) en el nucle6tido 17

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 8:

TGAGTAGAAT TCTAACGGCC GTCATTG

32

25

20

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 190 466 T5

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 9:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 33 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: otros 4cidos nucleicos
(A) DESCRIPCION: /desc = “cebador”

(iti) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(ix) CARACTERISTICAS:
(A) NOMBRE/CLAVE caracteristica_misc.
(B) LOCALIZACION: 32..33

(D) OTRA INFORMACION: /nota = “(NH,) en el nucledtido 33~

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 9:
CCTTCACACG CGTATCGATT AGTCACCNNNN NNN

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 10:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 29 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: otros dcidos nucleicos
(A) DESCRIPCION: /desc = “cebador”

(iti) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(ix) CARACTERISTICAS:
(A) NOMBRE/CLAVE: caracteristica_misc.
(B) LOCALIZACION: 1..2

(D) OTRA INFORMACION: /nota = “(PO,) en el nucledtido 17

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 10:
GTGACTAATC GATACGCGTG TGAAGGTGC

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 11:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 25 pares de bases
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(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: otros é4cidos nucleicos
(A) DESCRIPCION: /desc “cebador”

(iiiy HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(ix) CARACTERISTICAS:
(A) NOMBRE/CLAVE: caracteristica_misc.
(B) LOCALIZACION: 1..2
(D) OTRA INFORMACION: /nota = “Biotinilado en el nucleétido 17

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 11:
TTGAAGAACA ACAGGACTTT CACTA

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 12:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 19 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: otros dcidos nucleicos
(A) DESCRIPCION: /desc = “cebador”

(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) AIVTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 12:
GACCTTCACA CGCGTATCG

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 13:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 27 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

@i1)) TIPO DE MOLECULA: otros 4cidos nucleicos
(A) DESCRIPCION: /desc = “cebador”

(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO
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(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 13:

GTTCGTAATT GTTGTTTTTA TGTTCAG

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 14:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: otros dcidos nucleicos

(A) DESCRIPCION: /desc = “cebador”
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 14:

CCTTCACACG CGTATCGATT AG

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 15:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: otros 4cidos nucleicos

(A) DESCRIPCION: /desc = “cebador”
(iiiy HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 15:

TTTGGAATCAT TTTCACACTG TC

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 16:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
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(i) TIPO DE MOLECULA: otros 4cidos nucleicos

(A) DESCRIPCION: /desc = “cebador”
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 16:

GTGCTCATAG TCAGAAATGA AG

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 17:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO
(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 17:

TCTTCCCATC CTCACAGTAA G

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 18:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(ili) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 18:

GTACTGGGTT TTTAGCAAGC A

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 19:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 19 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
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(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 19:

GGTTAAAACT AAGGTGGGA

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 20:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 19 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: DNA (gendémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO
(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 20:

ATTTGCCCAG CATGACACA

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 21:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 19 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 21:

TTTCCCAGTA TAGAGGAGA

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 22:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
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(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 22:

GTAGGAAAAT GTTTCATTTA A

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 23:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(ili) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 23:

ATCTAAAGTA GTATTCCAAC A

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 24:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 19 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 24:

GGGGGTAAAA AAAGGGGAA

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 25:
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(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iti) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 25:

GAGATAAGTC AGGTATGATT

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 26:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 26:

AATTGCCTGT ATGAGGCAGA

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 27:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: DNA (gen6émico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 27:

GGCAATTCAG TAAACGTTAA
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(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 28:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 28:

ATTGTCAGTT ACTAACACAC

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 29:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO
(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 29:

GTGTCATGTA ATCAAATAGT

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 30:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 19 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(ili) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 30:

CAGGTTTAGA GACTTTCTC

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 31:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 18 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iti) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 31:

GGACCTAGGT TGATTGCA

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 32:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 19 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 32:

GTCAAGAAAG GTAAGGTAA

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 33:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 19 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: DNA (gendmico)
(i) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL:
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(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 33:

CTATGAGAAA GGTTGTGAG

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 34:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 19 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 34:

CCTAGTCTTG CTAGTTCTT

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 35:

@) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 35:

AACAGTTGTA GATACCTCTG AA

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 36:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(ili) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO
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(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 36:

GACTTTTTGA TACCCTGAAA TG

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 37:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
@ii)) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO
(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 37:

CAGCATCTTG AATCTCATAC AG

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 38:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 23 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(ili) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 38:

CATGTATACA GATGATGCCT AAG

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 39:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 24 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
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(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO; Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 39:

AACTTAGTGA AAAATATTTA GTGA

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 40:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 40:

ATACATCTTG ATTCTTTTCC AT

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 41:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 41:

TTTAGTGAAT GTGATTGATG GT

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 42:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
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(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 42:

AGAACCAACT TTGTCCTTAA

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 43:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO
(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 43:

TTAGATTTGT GTTTTGGTTG AA

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 44:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 44:

TAGCTCTTTT GGGACAATTC

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 45:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
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(i) TIPO DE MOLECULA: DNA (gen6émico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 45:

ATGGAAAAGA ATCAGATGT AT

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 46:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 46:

CCTAATGTTA TGTTCAGAGA G

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 47:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 19 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 47:

GCTACCTCCA AAACTGTGA

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 48:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
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(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 48:

GTGTAAAGCA GCATATAAAA AT

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 49:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 16 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iti) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 49:

CTTGCTGCTG TCTACCTG

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 50:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 50:

AGTGGTCTTA AGATAGTCAT

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 51:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
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(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 51:

CCATAATTTA ACACCTAGCC A

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 52:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 52;

CCAAAAAAGT TAAATCTGAC A

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 53:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO
(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 53:

GGCTTTTATT CTGCTCATGG C

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 54:
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(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iti) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 54:

CCTCTGCAGA AGTTTCCTCA C

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 55:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 55:

AACGGACTTG CTATTTACTG A

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 56:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: DNA (gen6émico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 56:

AGTACCTTTGC TCTTTTTCAT C
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(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 57:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 57:

CAGCTAGCGG GAAAAAAGTT A

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 58:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO
(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 58:

TTCGGAGAGA TGATTTTTGT C

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 59:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 19 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(ili) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 59:
GCCTTAGCTT TTTACACAA

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 60:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA DNA (genémico)
(iti) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 60:

10
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25
TTTTTGATTA TATCTCGTTG

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 61:
30

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 61:

35
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50 TTATTCTCGT TGTTTTCCTT A

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 62:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: DNA (gendmico)
(iti) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL:
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(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 62:

CCATTAAATT GTCCATATCT A

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 63:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 63:

GACGTAGGTG AATAGTGAAG A

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 64:

@) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 64:

TCAAATTCCT CTAACACTCC

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 65:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(ili) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO
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(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 65:

GAAGATAGTA CCAAGCAAGT C

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 66:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
@ii)) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO
(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 66:

TGAGACTTTG GTTCCTAATA C

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 67:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(ili) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 67:

AGTAACGAAC ATTCAGACCA G

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 68:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
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(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 68:

GTCTTCACTA TTCACCTACG

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 69:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 68:

CCCCCAAACT GACTACACAA

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 70:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 70:

AGCATACCAA GTCTACTGAAT

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 71:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
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(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 71:

ACTCTTTCAA ACATTAGGTC A

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 72:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 18 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO
(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 72:

TTGGAGAGGC AGGTGGAT

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 73:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 19 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 73:

CTATAGAGGG AGAACAGAT

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 74:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(8) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
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(i) TIPO DE MOLECULA: DNA (gen6émico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 74:

TTTATGCTGA TTTCTGTTGT AT

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 75:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 75:

ATAAAACGGG AAGTGTTAACT

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 76:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 76:

CTGTGAGTTA TTTGGTGCAT

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 77:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
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(D) TOPOLOGIA:lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 77:

GAATACAAAA CAGTTACCAG A

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 78:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 18 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iti) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 78:

CACCACCAAA GGGGGAAA

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 79:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 79:

AAATGAGGGT CTGCAACAAA

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 80:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 18 pares de bases
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(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 80:

GCTCGACCAG AACTTGAG

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 81:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 81:

AGCCATTTGT AGGATACTAG

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 82:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 17 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO
(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 82:

CTACTAGACG GGCGGAG

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 83:
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(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iti) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 83:

10

15

20 ATGTTTTTGT AGTGAAGATT CT

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 84:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
30 (D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 84:

25

35

40

TAGTTCGAGA GACAGTTAAG

4 (2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 85:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: DNA (gen6émico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 85:
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(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 86:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 86:

CAGAGAATAG TTGTAGTTGT T

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 87:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 19 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO
(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 87:

AACCTTAACC CATACTGCC

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 88:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(ili) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 88:

TTCAGTATCA TCCTATGTGG

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 89:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iti) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 89:

TTTTATTCTC AGTTATTCAG TG

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 90:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 90:

GAAATTGAGC ATCCTTAGTA A

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 91:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: DNA (gendmico)
(iti) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL:
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(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 91:

AATTCTAGAG TCACACTTCC

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 92:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 92:

ATATTTTTAA GGCAGTTCTA GA

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 93:

@) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 93:

TTACACACAC CAAAAAAGTC A

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 94:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(ili) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO
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(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 94:

TGAAAACTCT TATGATATCT GT

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 95:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 23 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
@ii)) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO
(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 95:

TGAATGTTAT ATATGTGACT TTT

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 96:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(ili) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 96:

CTTGTTGCTA TTCTTTGTCT A

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 97:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO

63

22

23

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

60

65

ES 2 190 466 T5

(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 97:

CCCTAGATAC TAAAAAATAA AG

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 98:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 98:

CTTTTAGCAG TTATATAGTT TC

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 99:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 19 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 99:

GCCAGAGAGT CTAAAACAG

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 100:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
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(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 100:

CTTTGGGTGT TTTATGCTTG

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 101:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO
(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 101:

TTTGTTGTAT TTGTCCTGTT TA

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 102:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 23 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 102:

ATTTTGTTAG TAAGGTCATT TTT

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 103:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
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(i) TIPO DE MOLECULA: DNA (gen6émico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 103:

GTTCTGATTG CTTTTTATTC C

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 104:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDQ: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 104:

ATCACTTCTT CCATTGCATC

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 105:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 18 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 105:

CCGTGGCTGG TAAATCTG

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 106:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 19 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
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(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 106:

CTGGTAGCTC CAACTAATC

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 107:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iti) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 107:

ACCGGTACAA ACCTTTCATT G

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 108:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 24 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 108:

CTATTTTGAT TTGCTTTTAT TATT

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 109:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
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(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 109:

GCTAMCCT TGATACTGGA C

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 110:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 110:

TTGGAAACAT AAATATGTGG G

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 111:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA:. DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO
(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 111:

ACTTACAGGA GCCACATAAC

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 112:
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(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 23 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iti) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 112:

CTACATTAAT TATGATAGGC TCG

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 113:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 113:

GTACTAATGT GTGGTTTGAA A

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 114:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: DNA (gen6émico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 114:

TCAATGCAAG TTCTTCGTCA GC
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(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 115:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: otros dcidos nucleicos

(A) DESCRIPCION: /desc = “cebador”
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 115:

GGGAAGCTTC ATAAGTCAGT C

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 116:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 23 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: otros dcidos nucleicos

(A) DESCRIPCION: /desc = “cebador”
(iii)y HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 116:

TTTGTAATGA AGCATCTGAT ACC

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 117;

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 19 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: otros 4cidos nucleicos

(A) DESCRIPCION: /desc = “cebador”
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 117:

AATGATGAAT GTAGCACGC

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 118:
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(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 18 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: otros 4cidos nucleicos
10 (A) DESCRIPCION: /desc = “cebador”

(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

15 2
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 118:

GTCTGAATGT TCGTTACT

20" (2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 119:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 19 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
30 (i) TIPO DE MOLECULA: otros dcidos nucleicos
A) DESCRIPCION: /desc = “cebador”
(iti) HIPOTETICO: NO
» (iv) ANTISENTIDO: NO
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 119:

25

40 ACCAATCAAAC ACATCATCC

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 120:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
50 (D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: otros 4cidos nucleicos
(A) DESCRIPCION: /desc = “cebador”
55 (iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 120:

45

60
AGAAAGTAAC TTGGAGGGAG

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 121:

65 p
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 21 pares de bases
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(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: otros é4cidos nucleicos

(A) DESCRIPCION: /desc = “cebador”
(iti) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 121:

CTCCTGAAAC TGTTCCCTTG G

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 122:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: otros 4cidos nucleicos

(A) DESCRIPCION: /desc = “cebador”
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 122:

TAATGGTGCT GGGATATTG G

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 123:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 19 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

@i1)) TIPO DE MOLECULA: otros 4cidos nucleicos

(A) DESCRIPCION: /desc = “cebador”
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 123:

GAATGTCGAA GAGCTTGTC

(2) INFORMACION SOBRE LA SEQ ID NO: 124:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: simple
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(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii)) TIPO DE MOLECULA: otros 4cidos nucleicos

(A) DESCRIPCION: /desc = “cebada”
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 124:

AAACATACGC TTAGCCAGAC
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