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Somewhere over the rainbow skies are blue, and
the dreams that you dare to dream really do
come true. If happy little bluebirds fly beyond
the rainbow, Why, oh why can't I?

(Harold Arlen e E.Y. Harburg, 1939)
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RESUMO

Mello, BP. Identificacdo de novos transcritos humanos através da exploracio
racional do banco de dados do Projeto Genoma do Cancer Humano (HCGP).

Sao Paulo; 2007. [Dissertagdo de Mestrado-Fundac¢do Antonio Prudente].

Para o entendimento das bases genéticas do desenvolvimento humano e dos
mecanismos envolvidos na fisiopatologia das doengas, é importante que se conhega o
nosso genoma e os genes nele contidos. Isso vém sendo possivel gracas a tecnologia
de seqiienciamento que permitiu que surgissem os projetos genomas. O Projeto
Genoma do Cancer Humano gerou dados de seqiiéncias de 1.190.044 fragmentos de
cDNA, pela metodologia ORESTES, a partir de extratos de RNA de 24 diferentes
tipos de tecidos normais ou tumorais. Cerca de 30% das seqiiéncias obtidas neste
projeto ndo se alinharam com seqiiéncias de cDNA (ESTs) geradas por outros
projetos e depositadas nos bancos de dados publicos até o momento. Acreditando na
existéncia de uma parcela dessas ESTs que possam representar novos transcritos
humanos, por exemplo com baixa expressdo, foi desenvolvido um trabalho no
laboratério de Bioinformatica do Hospital A. C. Camargo para maximizar a chance
de identificagdo in silico destes novos transcritos. A partir dos dados gerados com a
utilizag@o desse algoritmo, construimos um microarranjo de cDNA com seqtiéncias
ORESTES com maior probabilidade de representarem novos transcritos. Este arranjo
foi hibridizado contra 56 cDNAs derivados de tecidos humanos normais ou tumorais
de regides topograficas distintas. Os dados gerados foram analisados por diversas
ferramentas de matematica e estatistica, adotando critérios rigorosos para eliminagado
de possiveis resultados falso-positivos. Ao final das andlises, identificamos, pelo
menos, 3.194 seqiiéncias (889 seqiiéncias sem Hs e 2.305 seqiiéncias com Hs, mas
sem suporte de outros projetos) que podem representar novos transcritos humanos.
Identificamos ainda seqiiéncias que podem representar transcritos tecido-especificos
normais ou tumorais e seqiiéncias diferencialmente expressas entre tecidos normais e

tumorais.



SUMMARY

Mello, BP. [Identification of new human transcripts through rational
exploitation of the Human Cancer Genome Project database (HCGP)]. Sao
Paulo; 2007. [Dissertacdo de Mestrado — Fundagéo Antonio Prudente].

To understand the genetic basis of human development and the mechanisms involved
in the pathophisiology of the diseases, it is important to know our genome and their
genes. For the last 5 years, development in high-throughput sequencing technology,
together with bioinformatics, lead to the complete sequencing of various genomes.
The Human Cancer Genome Project (LICR/FAPESP) generated sequence data from
1,190,044 cDNA'’s fragments through ORESTES methodology, from RNAs extracts
from 24 different tissues. About 30% of the sequences produced in this Project did
not align to cDNA sequences (ESTs) generated by other projects kept in public
databases. Supposing that part of these ESTs could represent new human transcripts,
for example expressed at low levels, an algorithm was developed in the
Bioinformatics Laboratory from the A. C. Camargo Hospital in order to maximize
the chances of in silico identification of these new transcripts. Taking the data
generated by this algorithm, we constructed a cDNA microarray containing 4,355
ORESTES sequences with high probability of representing new transcripts. This
array was hybridized against 56 ¢cDNAs from normal or tumoral tissues from
different topographic regions. The data generated was analyzed by several
mathematic and statistical tools, using strict criteria to eliminate possible false-
positive results. At the end of the analyses, we identified, at least, 3,194 sequences
that might represent new human transcripts. We also identified sequences that may
represent normal or tumor, tissue-specific transcripts as well as sequences that are

differentially expressed between normal and tumor tissues.
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1 INTRODUCAO

1.1 PROJETO GENOMA HUMANO (HGP)

Desde o surgimento da tecnologia de seqiienciamento e dos projetos genoma,
o entendimento das bases genéticas do desenvolvimento humano e dos mecanismos
implicados na fisiopatologia das doencas sofreu importantes avancos. Para tanto,
contribuiu de forma importante o esforco de identificagdo de todos os genes do
genoma humano (MAXAM e GILBERT 1977; SANGER et al. 1977; HILLIER et al.
1996; STERKY e LUNDEBERG 2000; LANDER et al. 2001; QUACKENBUSH
2001; VENTER et al. 2001; YU et al. 2001; BRENTANI et al. 2003). A estimativa
mais recente (2007) € de 38.630 genes humanos, um genoma composto por apenas
alguns milhares de genes a mais do que organismos simples, como C. elegans
(21.056 genes) ou D. melanogaster (21.160 genes) (National Center for
Biothecnology Information-NCBI 2007).

Enquanto o conhecimento do genoma é fundamentalmente dependente do
esforco em se obter seqiiéncias de alta qualidade, o conhecimento funcional dos
genes esbarra na obten¢do de dados que possam representar o transcriptoma da c€lula
em diferentes estados fisioldgicos ou patoldgicos. Entretanto, a complexidade do
genoma humano ¢ grande: seqiiéncias codificadoras compreendem somente 3% do
genoma e sdo compostas por pequenos éxons, normalmente interrompidos por
numerosos e longos introns e por grandes regides intergénicas (STERKY e

LUNDEBERG 2000; ROGIC et al. 2001; FERREIRA et al. 2004). A partir dessa



estrutura, tém origem diversos fendmenos ndo menos complexos, como por exemplo,
o0 processamento alternativo e suas variantes (HILLIER et al. 1996; SCHULER et al.
1996; DE SOUZA et al. 2000; LIANG et al. 2000b; KAN et al. 2001; LANDER et
al. 2001; MODREK et al. 2001; ROGIC et al. 2001; SHOEMAKER et al. 2001;
BRENTANI et al. 2003; FERREIRA et al. 2004; LARSSON et al. 2005).

Em 1990, o Projeto Genoma Humano (Human Genome Project — HGP) foi
langado mundialmente com o objetivo de mapear e seqiienciar todo o genoma
humano (ADAMS et al. 1995; STERKY e LUNDEBERG 2000). Hoje, existem dois
seqiienciamentos completos do genoma humano, um proveniente de um consorcio
publico, o International Human Genome Sequencing Consortium — IHGSC
(LANDER et al. 2001), que usou a metodologia de clonagem hierarquica
(hierarchical shotgun sequencing), e outro que provém da empresa privada Celera
Genomics (VENTER et al. 2001), que utilizou a estratégia de seqlienciamento

gendmico completo por fragmentos aleatdrios (whole-genome shotgun sequencing).

1.2  ESTs

ESTs, ou Expressed Sequence Tags, sdo seqiiéncias parciais de cDNA que
refletem a expressdo de genes nos tecidos em um determinado momento (ADAMS et
al. 1991; HILLIER et al. 1996; BAILEY et al. 1998; STERKY et al. 1998; KAN et
al. 2001; SHOEMAKER et al. 2001; FERREIRA et al. 2004). Essas seqiiéncias sdo
compostas por poucas centenas de nucleotideos (200-500 pb), obtidas de apenas um
ciclo de seqiienciamento, a partir das extremidades 3’ (65% das ESTs) ou 5’ (26%

das ESTs) de insertos de clones de cDNA selecionados aleatoriamente, provenientes



de amostras teciduais diferentes (ADAMS et al. 1991; BOGUSKI et al. 1994; LIEW
et al. 1994; ADAMS et al. 1995; VASMATZIS et al. 1998; WOLFSBERG e
LANDSMAN 1997; BAILEY et al. 1998; Sterki et al. 1998; DIAS NETO et al.
2000; LIANG et al. 2000a; STERKY e LUNDEBERG 2000; CAMARGO et al.
2001; VENTER et al. 2001; FERREIRA et al. 2004). Os cDNAs sdo produtos da
transcrigdo reversa da fita de mRNA e representam uma fonte direta para se observar
regides transcritas do genoma livres de introns e formas alternativas de
processamento génico (BOGUSKI et al. 1994; BRODY et al. 1995; HILLIER et al.
1996; DE SOUZA et al. 2000; STERKY e LUNDEBERG 2000; CAMARGO et al.
2001; YU et al. 2001; CAMARGO et al. 2002; BRENTANI et al. 2003). Além disso,
o numero de ESTs correspondentes a um mesmo gene em uma biblioteca pode
estimar seu nivel de expressdao naquele tecido do qual essa biblioteca foi derivada
(VASMATZIS et al. 1998; BRENTANI et al. 2003).

As ESTs sdo extremamente valiosas pela vasta aplicabilidade dentro de
contextos funcionais distintos, tais como: identificacdo e caracterizagdo de novos
genes, representagdo do nivel e da complexidade da expressdo génica de uma
amostra tecidual, caracterizagdo de transcriptomas tecido-especificos, mapeamento
fisico de genes, compreensdo de limites éxon-intron, detecgdo de poliadenilacdo e
processamento alternativo e detecgdo de polimorfismos de nucleotideos, além de
localizag@o de éxons, comparagdo de genomas de diferentes organismos, descoberta
de novos membros de familias génicas, estudos de expressdo génica em larga escala
e reconstrucdo de vias metabdlicas (Para uma revisdo do tema, ver SCHULER et al.
1996; NAGARAJ et al. 1997; STERKY e LUNDEBERG 2000; CAMARGO et al.

2002).



As ESTs representam a maior parte da por¢do transcrita do genoma humano
(SCHULER et al. 1996; LIANG et al. 2000a; LIANG et al. 2000b; STERKY e
LUNDEBERG 2000; YU et al. 2001; LEE et al. 2002; BABENKO et al. 2006). Os
resultados de LARSSON et al. (2005) mostraram que 94% dos transcritos humanos
RefSeq sdo corroborados por ESTs. O dbEST contém seqiiéncias parciais de mais da
metade dos genes humanos (DERISI et al. 1996; HILLIER et al. 1996; SCHULER et
al. 1996; MAO et al. 1998). Entretanto, como os mRNAs estdo presentes em
diferentes concentragdes nas células, essas diferengas sdo refletidas na composicio
das bibliotecas de cDNA. Portanto, estratégias que utilizam amostragem randdmica,
como no caso da geracdo de ESTs, resultam em mRNAs abundantes sendo
representados por muitas ESTs e em uma cobertura incompleta de genes pouco
expressos ou expressos em condi¢goes especificas (ADAMS et al. 1995; HILLIER et
al. 1996; BAILEY et al. 1998). A utlizagdo de bibliotecas normalizadas (SOARES et
al. 1994; BONALDO et al. 1996; SCHEETZ et al. 2004) pode, pelo menos em parte,
facilitar a identificacdo e seqiienciamento de genes menos expressos. Além disso,
existem mais dois problemas relacionados ao fato do favorecimento em obter
seqiiéncias provenientes das extremidades 3’ e 5’ dos clones: primeiro, a diferenga na
porcentagem de seqiiéncias provenientes das duas extremidades (65% sdo ESTs 3’ e
26% sdo ESTs 57), que resulta em uma representacdo tendenciosa das seqiiéncias de
genes expressos (DIAS-NETO et al. 2000); e segundo, a utilizacdo das extremidades
3’ produzem bibliotecas de cDNAs utilizando iniciadores que se ligam
especificamente a cauda poli-A do transcrito para sintetizar a primeira fita de DNA,
que ¢ freqiientemente associada a regides ndo codificadoreas dentro do gene

(OKUBO et al. 1992; ADAMS et al. 1995; SCHULER et al. 1996), enquanto as



extremidades 5’ geralmente ndo sdo alcangadas pelos clones de cDNAs devido a
perda de eficiéncia da enzima ao longo do processo de polimerizagdo, ou a
truncagens na transcrigdo reversa causadas por eventuais estruturas secundérias do
mRNA (BAILEY et al. 1998; STERKY e LUNDEBERG 2000; CAMARGO et al.
2001; KAN et al. 2001).

De acordo com DE SOUZA et al. (2000), o valor do conjunto de dados de
ESTs pode ser significativamente aumentado com a geracdo de ORESTES, uma vez
que a capacidade da estratégia ORESTES para descoberta de genes e gera¢do de
seqliéncias de transcritos completos excede significativamente as metodologias
convencionais de geracdo de ESTs (DIAS NETO et al. 2000; CAMARGO et al.
2001). O banco de dados de ORESTES pode representar cerca de 60% de todos os
genes humanos (DE SOUZA et al. 2000; DIAS NETO et al. 2000). Através dessa
técnica ja foram amostrados mais de 80% dos genes humanos expressos em niveis
alto e moderado e 40% e 50% dos genes humanos expressos raramente (CAMARGO

et al. 2001).

1.3 ORESTES

ORESTES (Open Reading Frame Expressed Sequences Tags) € uma técnica
de geragao de ESTs. Esta tecnologia € particularmente importante porque, ao
contrario dos métodos convencionais de gera¢do de ESTs, os quais favorecem as
regides 3’ ou 5° do transcrito, este método apresenta uma tendéncia para representar
regides cenfrais do transcrito (DIAS NETO et al. 2000). ORESTES utiliza

iniciadores aleatorios em condi¢des de baixo rigor, para a sintese de cDNA, cobrindo



regides de transcritos menos representadas em banco de dados publicos (DIAS
NETO et al. 2000)

A técnica de ORESTES, por utilizar iniciadores aleatdrios, apresenta maior
sensibilidade, sendo capaz de representar transcritos de forma independente dos
niveis de expressdo. Isto confere vantagens na anotag@o e representatividade de
mRNAs menos abundantes, além do efeito normalizador. Essa caracteristica, dada
pelo seu efeito normalizador, ocorre por causa da pequena porcentagem de
transcritos altamente abundantes gerando a minoria das amplifica¢des, levando a um
aumento imediato da abundéncia relativa dos produtos derivados de transcritos raros
(DIAS NETO et al. 2000; CAMARGO et al. 2001). A identificagdo de genes pouco
expressos que representam a maioria dos nossos genes € um dos mais importantes
desafios dos estudos de gendmica funcional (SARGENT 1987; WOLFSBERG e
LANDSMAN 1997; MAO et al. 1998; BORTOLUZZI et al. 2000; STERKY e
LUNDEBERG 2000; YU et al. 2001).

O Projeto Genoma do Céancer Humano (Human Cancer Genome Project —
HCGP) (FAPESP/LICR - HCGP) foi langado em 1998, financiado pela Fundagao de
Amparo a Pesquisa do Estado de S@o Paulo (FAPESP) e pelo Instituto Ludwig de
Pesquisa sobre o Céncer, objetivando contribuir para a anotagdo de genes no genoma
humano e identificar genes diferencialmente expressos em tecidos tumorais. Este
projeto, baseado na metodologia ORESTES (DIAS NETO et al. 2000) produziu
1.190.044 ESTs geradas a partir de 5.515 mini-bibliotecas, produzidas de mRNA de
24 tecidos normais ou tumorais (CAMARGO et al. 2001; BRENTANI et al. 2003).
Apbs a remogdo de seqiiéncias que possam ser provenientes de DNA mitocondrial,

RNA ribossdmico, elementos repetitivos, DNA gendmico, ou seqiiéncias altamente



similares a genomas bacterianos conhecidos, restaram 939.685 seqiiéncias, das quais
717.059 foram mapeadas no genoma humano. Quinhentas e noventa e oito mil e
cinco seqiiéncias mostraram alta similaridade com seqiiéncias de transcritos de
diversos bancos de dados publicos e 341.680 seqiiéncias (quase 30%) ndo mostraram
nenhuma identidade com transcritos conhecidos. Isso significa que estas seqiiéncias
ndo se alinharam com nenhuma seqiiéncia oriunda de transcritos completos ou ESTs
gerados por outros projetos e depositadas nos bancos de dados publicos até o
momento.

Algumas dessas seqiiéncias, que ndo mostraram identidade com seqiiéncias
conhecidas, podem representar transcritos humanos de baixa abundancia, extensoes
de éxons ja descritos, novos éxons para genes ja conhecidos, novos transcritos, ou
RNAs ndo codificadores e, portanto, ndo foram identificadas até agora por outras

estratégias experimentais.

1.4 ESTRATEGIA PARA A IDENTIFICACAO DE NOVOS

TRANSCRITOS

Objetivando determinar o potencial inexplorado destas 341.680 seqiiéncias
ORESTES resultantes do HCGP, uma reavaliagdo de um subgrupo destas seqiiéncias
foi realizada pelo Laboratério de Bioinformatica do Hospital A. C. Camargo,
coordenado pela Dra. Helena Brentani. Para esse estudo foi criado um algoritmo que
adotou critérios para maximizar a chance de identificagdo in silico de novos

transcritos (FONSECA 2005).



Foram selecionados apenas os agrupamentos de seqiiéncias, determinados por
alinhamento genémico, que possuissem pelo menos uma seqiiéncia ORESTES sem
nenhuma identidade com transcritos conhecidos, oriunda de préstata ou mama, os
quais s3o os dois tecidos com maior incidéncia de cdncer em homens e mulheres,
respectivamente, no Brasil, segundo o Instituto Nacional de Cancer (Ministério da
Saude 2005). Uma vez definido o conjunto de dados, os critérios de sele¢do usados
no estudo de FONSECA (2005) para indicar seqiiéncias com alta probabilidade de
representarem novos genes foram: alinhamento com o genoma humano; identidade
entre éxons; seqiiéncias provenientes de pelo menos duas amostras teciduais (quanto
maior for a variedade de bibliotecas, menor é a probabilidade do agrupamento ser
fruto de contaminagdo), entretanto, os singletons que apresentam interrupgdes em
seus alinhamentos foram mantidos, isso porque algumas seqiiéncias desse tipo
podem representar transcritos raros, principalmente quando apresentam interrupgdes
ao longo de seus alinhamentos com seqiiéncias gendmicas, uma conseqiiéncia natural
de eventos de processamento (BAILEY et al. 1998; MODREK et al. 2001);
agrupamentos contendo pelo menos uma seqiiéncia apresentando interrupcdes
durante seu alinhamento com o genoma humano, o que sugere evento de
processamento; e seqiiéncias que sofrem processamento com a presenca de
seqiiéncias candnicas GT-AG nas bordas de seus introns, isto porque tais seqliéncias
sdo encontradas em cerca de 98% dos transcritos de mamiferos (CLAVERIE1997;
BURSET et al. 2000; KAN et al. 2001; LANDER et al. 2001; MODREK et al. 2001;
SOREK e SAFER 2003; WANG et al. 2003), conferindo ainda mais confianga de
que a interrupgdo em seu alinhamento é verdadeiramente reflexo de um evento de

processamento (Figura 1). Os dois ultimos critérios foram considerados os mais



importantes para definir um novo gene, uma vez que eventos de processamento sdo
caracteristicos de transcritos eucariotos (CLAVERIE1997; KAN et al. 2001,
LANDER et al. 2001; SOREK e SAFER 2003; WANG et al. 2003; FONSECA et al.
2006), aumentando a probabilidade dessas seqiiéncias representarem verdadeiros
transcritos. A por¢do doadora da seqiiéncia que sofre processamento tem o
dinucleotideo GT logo apds o termino da extremidade 5’ das seqiiéncias intrénicas, €
a por¢do receptora tem o dinucleotideo AG antes do inicio da extremidade 3’
(BURSET et al. 2000; LANDER et al. 2001; MODREK et al. 2001; SOREK e
SAFER 2003). A verificagdo das seqiiéncias doadoras e receptoras foi feita sobre
todas as seqliéncias que sofrem processamento dos agrupamentos selecionados,
checando-se Spb para o interior da EST (suposto éxon) e Spb para o exterior (suposto
intron) na seqiiéncia gendmica. Esta margem interna e externa € necessaria uma vez
que o alinhamento da EST com a seqiiéncia genémica nao ¢é perfeito, sendo que as
bordas das seqiiéncias sdo muitas vezes deslocadas a montante ou a jusante de seu
local real (BURSET et al. 2000; FONSECA et al. 2006). Jungdes de regides para
processamento que apresentam seqiiéncias ndo-candnicas ocorrem raramente

(BURSET et al. 2000).



Conjunto de dados de pristata ou mama

207.993 seqiiéncias (ORESTES HCGP)

v

62.165 seqiiéncias que ndo mostraram nenhuma
identidade com transcritos conhecidos (2.000 avalia¢Ges)

v

23.189 seqiiéncias no MAP4_BHI

v

14.908 agrupamentos

A

r

Remogdo de 938 agrupamentos de transcritos completos

13.970 agr

upamentos

r

Remocdo de 1.467 agrupamentos contendo ESTs ndo HCGP

12.503 agrupamentos exclusivos de ORESTES HCGP

l

Remocdo de 1.953 agrupamentos provindos de uma tinica
biblioteca e de 8.286 singletons sem interrupgdes no alinhamento

2.264 agrupamentos com ao menos 2 bibliotecas
e singletons com interrupgdo no alinhamento genémico

&

Y

2.226 agrupamentos

v

Remogdo de 38 agrupamentos com seqiiéncias similares
no Hs. contigs ou Hs. mRNAs

~.

131 singletons que
sofrem processamento

que ndo

2.039 agrupamentos

sofrem

processamento

56 agrupamentos que
sofrem processamento
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Conjunto de dados do restante das seqiiéncias que niio
mostraram nenhuma identidade com transcritos conhecidos

1.190.044 seqiiéncias (ORESTES HCGP)
5 .

341.680 seqiiéncias que ndo mostraram nenhuma
identidade com transcritos conhecidos (2.000 avaliagdes)

Y
144.474 seqiiéncias no MAP4_BHI (91.726 agrupamentos)

l, Remocgdo de 14.908 agrupamentos com seqiiéncias de préstata ou mama

113.383 seqiiéncias (76.818 agrupamentos)

¢ Remogdo de 3.097 agrupamentos de transcritos completos
73.721 agrupamentos

¢ Remogdo de 6.676 agrupamentos contendo ESTs ndo HCGP

67.045 agrupamentos exclusivos de ORESTES HCGP
Remogdo de 9.617 agrupamentos provindos de uma unica biblioteca
v e de 49.988 singletons sem interrupgdes no alinhamento

7.440 agrupamentos com ao menos 2 bibliotecas
e singletons com interrupgdes no alinhamento genémico

Remogio de 849 agrupamentos com seqiiéncias similares
ao Hs. contigs ou Hs. mRNAs

6.891 agrupamentos

o — ~

631 singletons que sofrem 6.115 agrupamentos 145 agrupamentos que sofrem
processamento que ndo sofrem processamento
processamento b

Legenda: A partir das seqiiéncias ORESTES geradas no Projeto Genoma do Céncer Humano, foram
analisadas, através do algoritmo, uma parte das seqiiéncias resultantes que ndo mostraram nenhuma
identidade com transcritos conhecidos. Uma parcela destas seqiiéncias analisadas encontrava-se
armazenadas no banco map4 bhl, o que significa que foram mapeadas no genoma humano. Dai
foram removidos os agrupamentos que apresentavam transcritos completos incorporados. Dos
agrupamentos restantes foram retirados agrupamentos mistos contendo ESTs de outros projetos. Os
agrupamentos cujas seqiiéncias provinham todas de apenas uma biblioteca e os singletons que nio
apresentavam interrup¢des em seus alinhamentos foram retirados dos agrupamentos exclusivos de
ORESTES-HCGP. As seqiiéncias dos agrupamentos restantes foram submetidas a alinhamento do tipo
BLAST contra o banco Hs contig e de Hs mRNA, resultando na remog¢ado de agrupamentos contendo
seqiiéncias similares a um ou ambos os bancos. Os agrupamentos restantes foram separados em
agrupamentos que sofrem processamento, singletons que sofrem processamento e agrupamentos que
ndo sofrem processamento. a- conjunto de dados de prostata ou mama que ndo mostraram nenhuma
identidade com transcritos conhecidos. - conjunto de dados do restante das seqiiéncias que ndo
mostraram nenhuma identidade com transcritos conhecidos.

Figura 1 - Fluxogramas com os passos seguidos pelo algoritmo, desenvolvido pelo
Laboratério de Bioinformatica do Hospital A. C. Camargo, para selecionar
seqiiéncias que ndo mostraram nenhuma identidade com transcritos conhecidos, dos
conjuntos de dados estabelecidos, com maior probabilidade de representarem novos

transcritos.
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Depois de aplicado o algoritmo, foi possivel confirmar experimentalmente
que 5 de 8 seqiiéncias ORESTES representavam novos transcritos humanos. A
especificidade dos produtos amplificados foi confirmada através da ferramenta
BLAT, em um alinhamento de cada arquivo de seqiienciamento FASTA nos dados
gendmicos e do transcriptoma. Além disso, algumas dessas seqiiéncias foram
diferencialmente expressas entre tecidos tumorais € normais por uma analise in silico

(FONSECA et al. 2006).
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2 JUSTIFICATIVA

A complexidade do genoma humano representa um importante desafio para a
conclusdo do principal objetivo do HGP, a correta identificacdo de todos os genes e
seus transcritos (LIANG et al. 2000b; CAMARGO et al. 2001; FERREIRA et al.
2004). Nessa era pés-gendmica, para atingir esse objetivo maior e entender as bases
moleculares da fisiologia dos organismos complexos, as anélises dos dados gerados
até agora s3ao tdo importantes quanto continuar a geracdo de dados por
seqiienciamento (HUMINIECKI e BICKNELL 2000; LIOTTA e PETRICOIN
2000). Os resultados de LIEW et al. (1994), assim como os de outros grupos,
mostraram que 50-60% das ESTs contidas em bancos de dados pubicos que ndo
mostraram nenhuma identidade com transcritos conhecidos nos bancos de dados
GenBank/EMBL representam novos transcritos humanos na@o caracterizados
anteriormente. Uma vez que muitas ESTs e ORESTES sédo derivadas de genes ainda
ndo caracterizados, hd uma grande probabilidade de encontrar evidéncias de novos
transcritos, especialmente para regides identificadas como possiveis genes por
algoritmos de predicdo génica (LARSSON et al. 2005). Motivados pelo grande
numero de transcritos ainda ndo descobertos, presentes em dbESTs e dbORESTES,
pesquisadores tém explorado estes bancos de dados como uma fonte para a
identificacdo de novos genes (BOGUSKI et al. 1994; BOGUSKI 1995; BOGUSKI e
SCHULER 1995; HILLIER et al. 1996; WOLFSBERG e LANDSMAN 1997;
BAILEY et al. 1998; LIANG et al. 2000a ¢ b; LARSSON et al. 2005). Portanto,

completar a lista de genes humanos, especialmente aqueles com baixos niveis de
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expressdo ou de expressdo temporariamente e/ou espacialmente restrita, necessitam
de esforgos continuos (WOLFSBERG e LANDSMAN 1997; MAO et al. 1998;
LIANG et al. 2000b; STERKY e LUNDEBERG 2000; LEE et al. 2002;
AOUACHERIA et al. 2006; BABENKO et al. 2006). Atualmente, a identificagdo de
novos genes depende da eficiéncia de estratégias disponiveis para identificar tais
seqiiéncias dentro da extensdo do genoma humano (CAMARGO et al. 2002). A
utilizagdo de algoritmos que contemplem critérios rigorosos para a identificacdo de
novos transcritos parece ser uma ferramenta indispensavel para a exploragio de
bancos de dados de ESTs (BAILEY et al. 1998; ROGIC et al. 2001; VENTER et al.
2001). Assim, a explorag@o criteriosa dos dados gerados pelo HCGP, aliada a
tecnologia de microarranjos de cDNA que vem sendo desenvolvida por nosso grupo
podera levar a identificagdo em larga escala de novos transcritos. A partir dos
resultados obtidos com a utilizagdo do algoritmo criado pelo Laboratério de
Bioinformatica do Hospital A. C. Camargo (FONSECA 2005), esse trabalho tem
como objetivo a validagdo bioldgica de genes encontrados in silico e a confirmagdo

de um conjunto verdadeiro de cDNAs que representem novos transcritos humanos.
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3.1

15

OBJETIVOS

GERAL

Utilizar as seqliéncias ORESTES depositadas nos bancos de dados publicos

para identificar novos transcritos humanos.

3.2

ESPECIFICOS

Construir um microarranjo de ¢cDNA em ldmina de vidro, com 4.800
seqiiéncias ORESTES com probabilidade de representarem novos transcritos.
Hibridizar este microarranjo com c¢cDNA derivado de amostras de tecidos
normais ou tumorais provenientes de 12 regioes topograficas distintas, num
total minimo de 112 hibridizagdes.

Identificar, através de ferramentas de matematica e estatistica, os fragmentos
que produziram sinal fluorescéncia significativamente maior que a
fluorescéncia de fundo, determinando sua varidncia entre as amostras normais
ou tumorais.

Validar, por RT-PCR, um conjunto de seqiiéncias com maior intensidade de

sinal em tecidos normais ou tumorais.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PRODUCAO DO MICROARRANJO DE CDNA

Os elementos que compdem a lamina foram selecionados a partir dos
resultados gerados com a utilizagdo do algoritmo criado pelo Laboratério de
Bioinformatica do Hospital A. C. Camargo para indicar seqiéncias com
probabilidade de representarem novos transcritos, utilizado no trabalho de
FONSECA (2005), selecionando apenas os agrupamentos de seqiiéncias
determinados por alinhamento genémico que possuissem pelo menos uma seqtiéncia
ORESTES que ndo mostrasse nenhuma identidade com transcritos conhecidos.

A lamina utilizada neste projeto foi produzida no nosso laboratério. Quatro
mil e oitocentos fragmentos ORESTES, provenientes do Projeto Genoma do Cancer
Humano (FAPESP/LICR), foram imobilizados em lamina de vidro (EISEN e
BROWN 1999; BRENTANI et al. 2005). Os clones bacterianos contendo as
seqiiéncias ORESTES foram crescidos em meio LB contendo ampicilina
(250mg/mL) e, para cada clone, o inserto de cDNA foi amplificado por PCR, em
placas de 96 pocos, usando iniciadores M13 complementares a seqiiéncia nos
sentidos senso e antisenso do cDNA, em um volume final de 100pL. Foram
submetidos a gel de agarose 1% 2pL de todos os 4.800 produtos de PCR, para
controle de qualidade dos produtos de DNA e os 98uL restantes foram purificados
com o kit de purificagdo Sephadex G50 (GE Healthcare, UK). Os DNAs purificados

foram imobilizados uma unica vez as laminas de vidro (Corning, USA) com o



17/

auxilio do rob6 Flexys (Genomic Solutions, USA), usando 96 agulhas em 96 blocos
de 7x7 elementos. As laminas foram tratadas e submetidas a fixag¢ao por luz UV para
fixar estavelmente o DNA a superficie e minimizar ligagdes ndo especificas de

sondas a lamina (EISEN e BROWN 1999).

4.2 RNAs

Neste trabalho foram utilizados RNAs de tecidos normais ou tumorais,
provenientes do Banco de RNAs do Hospital A. C. Camargo. Estes RNAs foram
extraidos utilizando o método de Trizol (Invitrogen, USA), de acordo com as
instrucbes do fabricante, com o auxilio de um homogenizador (Polytr0n®,
Kinematica AG, Switzerland). Do mesmo modo, também foram extraidas novas
amostras de RNA de tecidos provenientes do Banco de Tumores do Hospital A. C.
Camargo, para se atingir o numero minimo de amostras proposto. A utilizagdo dos
tecidos provenientes do Banco de Tumores foi devidamente autorizada, sob
aprovagio deste trabalho pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital A. C.
Camargo (CEP 675/05).

Previamente a extragdo destes RNAs, os tecidos foram submetidos a
confirmagdo do diagndstico histologico através da analise de 1aminas confeccionadas
a partir de um corte por congelagdo de cada fragmento de tecido, coradas com H/E.
Posteriormente, estas laminas serviram como guia para a realizagdo da semi-

microdissec¢do manual dos tecidos congelados (GOMES et al. 2003). Os

procedimentos de confirmag@io do diagndstico histologico e semi-microdissec¢do
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manual dos tecidos foram realizados em colaboragdo com o Dept® de Anatomia

Patologica do Hospital A. C. Camargo, coordenado pelo Dr. Fernando Soares.

43 RNA REFERENCIA

Foi utilizada uma referéncia comum, composta por um conjunto de 15
linhagens celulares distintas, equivalente aos tipos celulares utilizados na construgdo
da referéncia utilizada por ROSS et al. (2000). Estes tipos celulares foram escolhidos
a fim de maximizar a diversidade de expressdo génica, como previamente
demonstrado em estudos em gel bi-dimensional (MYERS et al. 1997). As linhagens
foram cultivadas segundo instrugdes da ATCC (http://www.atcc.org) e o RNA total
foi extraido, quando atingida 80-90% de confluéncia, do mesmo modo que foram
extraidos os RNAs das amostras normais € tumorais. Quantidades equivalentes de
RNAs de cada uma das linhagens foram misturadas a fim de se obter o RNA

referéncia comum ideal.

44 ANALISES DE QUANTIDADE E QUALIDADE DOS RNAS

A concentragdo dos RNAs extraidos foi estimada através de leitura de
absorbancia em espectrofotémetro (GeneQuant, France) a 260 e 280nm, levando em
considera¢do que uma unidade de densidade 6ptica (260nm) de RNA equivale a
40pg de RNA por mL, corrigidos pelo fator de diluigdo. A integridade foi verificada

através de eletroforese a partir de 0,51g de cada RNA em gel de agarose 1%, sob
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condigdes desnaturantes (tampao 7M uréia 2x), corado com 0,5mg/mL de brometo

de etidio.

4.5 AMPLIFICACAO DO MRNA

O protocolo de amplificagdo dos mRNAs baseou-se no método de Eberwine,
descrito por VAN GELDER et al. (1990), com algumas modifica¢Ges estabelecidas
pelo nosso grupo (GOMES et al. 2003). Esse procedimento consistiu na transcri¢do
reversa de aproximadamente 3pug de RNA total na presenca de Oligo (dT)24-T7 (T7
RiboMax™ Large Scale RNA Production System, Promega, USA), que possui uma
seqiiéncia promotora de T7 RNA polimerase em sua extremidade 5°, e posterior
digestaio do RNA e sintese da segunda fita de cDNA, utilizando os fragmentos
gerados como iniciadores, seguida de transcri¢do in vitro dirigida pela enzima T7
RNA polimerase (Figura 2). Essa etapa foi realizada tanto para os RNAs das
amostras normais e tumorais quanto para o0 RNA referéncia.

Para aumentar o rendimento da rea¢do, o RNA referéncia passou ainda por
um segundo ciclo de amplificagdo, iniciado pela transcrigdo reversa de
aproximadamente 1pg do produto do primeiro ciclo, na presenca de 2j1g de iniciador
randémico [pd(N)6 — GE Healthcare, UK], seguindo as mesmas etapas do primeiro
ciclo. No momento da sintese da segunda fita de cDNA, algumas modifica¢Ges
foram feitas, adicionando 1U de RNAse H (Invitrogen, USA) a reagdo e incubando a
37°C por 10 minutos, 95°C por 2 minutos, e resfriado em gelo. Em seguida, 0,5ug de
Oligo (dT)24-T7 (T7 RiboMax™ Large Scale RNA Production System, Promega,

USA) foi adicionado a reagdo e incubado a 42°C por 10 minutos, seguindo com a



adicdo dos demais reagentes para sintese da segunda fita nas condi¢des usadas no
primeiro ciclo. Os passos seguintes foram realizados de acordo com o primeiro ciclo

de amplificagdo.
Amplificacdo Linear do RNA total

1° ciclo

li-A+RNA

5 po_ poli-A 3°
<— s 5’ oligo (dT)24-T7

l Sintese da primeira fita por RT
5 ——— 0li-A 3’

l Digestio do RNA
5oem wmm sm wm wm mm mm =m mm poli-A 3’

———————————-

l Utilizagdo dos fragmentos como iniciadores

g para sintese da segunda fita de cDNA
L —
3 e ey &

S 5 l 3’
cDNA fita dupla i E ! poli-T-17 5

l Transcrigio in vitro T7 dirigida

aRNA 3’ poli-U 5’
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2° ciclo

CALRN
: poli-A+RNA poliU 5"

iniciador randdémico T—— - E—— - S———

l Sintese da primeira fita por RT

5 m—— poli-A 3’
<— 5’ oligo (dT)24-T7

Sintese da segunda fita com
oligo (dT)24-T7

DNA fita dupla 5’ palish 3¢
l Transcriggo in vitre T7 dirigida
aRNA 3'¢ poli-U 5°

Fonte: Adaptado de BARRETO (2003).
Figura 2 - Esquema da amplificagdo linear de RNA. Amplificacdo baseada no

método de Eberwine, utilizada para o RNA total das amostras e da referéncia.

Mais uma vez, a concentragido dos RNAs, agora amplificados, foi estimada
através de leitura de absorbincia em espectrofotometro (GeneQuant, France) e a
integridade foi verificada com a separagdo dos produtos em gel de agarose 1%, como
citado anteriormente para a avaliagdo da concentragdo e integridade do RNA total

das amostras e da referéncia.
4.6 MARCACAO DO CDNA

Os RNAs amplificados foram submetidos a um protocolo de marcacdo
indireta, baseado no método descrito por DERISI (2003), o qual utilizou cerca de
3pg de RNA de cada amostra e 6pg de RNA referéncia. Este protocolo € composto

essencialmente por 2 etapas: na primeira, procede-se a sintese da primeira fita de
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c¢DNA na presenca de iniciador randdémico [pd(N)6 — GE Healthcare, USA], da
enzima transcriptase reversa € de aminoallyl-dUTP (Sigma, USA); e na segunda
etapa, apos a degradagdo do RNA utilizado como molde, ocorre o acoplamento, onde
os fluorocromos Alexa Fluor® 555 carboxylic acid, succinimidyl ester ou Alexa
Fluor® 647 carboxylic acid, succinimidyl ester (Invitrogen, USA) reagem com o
aminoallyl-dUTP presente no cDNA recém sintetizado. Ap6s purificagdo em coluna
QIAquick (Qiagen, USA), a eficiéncia da marcacdo foi determinada através de
leitura em NanoDrop® (ND-1000 Spectrophotometer, USA). Os cDNAs da amostra
e da referéncia, marcados com fluorocromos diferentes, foram misturados e entdo
realizada a invers@o dos corantes, ou seja, para cada ensaio, os dois corantes foram
invertidos para a segunda hibridizacdo (YANG e SPEED 2002; GOMES et al. 2003),

resultando em duas ldminas a serem hibridizadas para cada amostra.

4.7 PRE-HIBRIDIZACAO E HIBRIDIZACAO

As laminas foram pré-hibridizadas em tampdo apropriado (5x SSC; 0,2%
SDS; 1% BSA e solug@o 5x Denhardt’s) por cerca de 12 a 24 horas a 42°C e entdo
foram lavadas em 4gua, centrifugadas para secagem e montadas na estagdo de
hibridizagdo. A mistura dos c¢cDNAs marcados, provenientes da amostra e da
referéncia foi concentrada e misturada ao tampdo de hibridizagdo, previamente
aquecido a 70°C, composto por: 5x SSC; 0,1% SDS; 4ug polyA DNA; 2ug Cotl
DNA; solu¢do 5x Denhardt’s; 10ug esperma de salmfo; e 40% formamida
deionizada. A reacgdo foi mantida a 45°C até ser utilizada. As hibridiza¢Ges ocorreram

no sistema Gene TAC™ Hybridization Station (Genomic Solutions, UK), por cerca
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de 15 a 20 horas a 42°C. Previamente a aplica¢ao da mistura sobre a ldmina, a reagé@o
foi aquecida a 95°C por 5 minutos e mantido a 70°C. Lavagens sucessivas das
laminas (2x SSC/0,1%SDS; 0,1x SSC/0,1%SDS; enxaguar em 0,1x SSC; 0,1x SSC;
enxaguar laminas individualmente em 0,1x SSC, por 4 minutos a 42°C,
seqiiencialmente e sob agitagdo), seguidas de centrifugacdo (5 minutos a 1.000 rpm),
finalizam o processo de hibridizagdo, para posterior submissdo a leitor confocal a

laser.

4.8 DIGITALIZACAO DAS IMAGENS E QUANTIFICACAO DOS

DADOS

Para a digitalizacdo das imagens provenientes das hibridiza¢des foi utilizado
leitor confocal a laser (ScannArray Express - Perkin Elmer, USA), com
fotomultiplicagdo de 70 e 60% para os canais 1 e 2, respectivamente. Os valores de
intensidade dos elementos foram extraidos com o auxilio do programa ScanArray
Express (Perkin Elmer, USA), pelo método de histograma, utilizando a mediana dos
valores dos pixels e percentis de 80 a 95 para o sinal e 5 a 20 para fluorescéncia de
fundo. Este método constr6i um histograma dos valores dos pixels de cada elemento
e permite fixar os percentis que serdo utilizados para os célculos de intensidade de

sinal e da fluorescéncia de fundo.
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49 ANALISES MATEMATICAS E ESTATISTICAS

A andlise dos dados foi realizada em colaboragdo com o Laboratério de
Bioinformatica do Hospital A. C. Camargo buscando identificar novos transcritos a
partir das amostras de tecidos normais ou tumorais que foram submetidas ao estudo.

As tabelas geradas com a conversdo da intensidade de sinal em valores
numéricos foram depositadas no banco de dados Array Manager
(http://www.Ibhc.hcancer.org.br/arraymanager), criado pelo grupo de bioinformatica.
Apds a corregdo dos elementos, realizada pela subtragdo do valor da fluorescéncia de
fundo local de um elemento (ruido adicional ao sinal que pode ser produzido, por
exemplo, a partir da preparacdo da amostra, do modo de lavagem da ldmina ou de
ligagdes ndo especificas) do sinal de intensidade desse mesmo elemento (para cada
elemento individualmente), foi calculada a razdo entre a amostra de interesse e a
amostra referéncia (para todos os elementos de todas as ldminas) e entdo realizada
uma transformagdo nesses valores aplicando logaritmo na base dois (log,), fazendo
em seguida a normalizagdo das réplicas com inversdo de corantes, através da média
aritmética, para todos os genes, sob a férmula (I&mina inicial + réplica)/2. Foi
realizada a normaliza¢do dos dados gerados através da aplicacdo do método de
regressdo polinomial local de Lowess (Locally Weighted Scatterplot Smothing),

utilizando span 0,4 e grau 1.

Em seguida, através de programas computacionais foram realizados os
controles de qualidade das laminas hibridizadas. A visualizagdo direta desses
controles € feita individualmente para cada lamina, através de graficos scatterplot.

Foi também gerado um agrupamento hierarquico ndo supervisionado, com distancia
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Euclidiana, utilizando o método completo, que toma o méaximo das distancias entre
todos os elementos que compdem um subgrupo. Foi realizado o calculo das médias
das laminas inicial e réplica para cada elemento de cada ldmina [sob a formula:
R=(logycanal1-log,canal2),+(log,canal2—logycanall),/2, ou R=(amostra/referéncia),,
+(amostra/referéncia); /2], previamente ao agrupamento, assumindo a similaridade da
mesma amostra utilizada na hibridizac¢ao contra as ldminas em duplicata.

Por ultimo, foram utilizadas abordagens matematicas e estatisticas baseadas
na ferramenta R (http://www.r-project.org) para determinar as seqiiéncias ORESTES
que ndo mostraram nenhuma identidade com transcritos conhecidos, representantes
de potenciais novos transcritos.

Para avaliar a qualidade dos dados gerados nas hibridizagdes, utilizamos os
valores de intensidade normalizados e determinamos o valor de correlagdo entre os
elementos comuns as réplicas de cada amostra (Idminas inicial e réplica) e o numero
de elementos comuns as réplicas validos para essa andlise. Esses dados foram
representados por graficos do tipo box plot e violin plot. Foi realizada também, em
cada ldmina, uma comparagdo entre os valores de intensidade das seqliéncias que
apresentam Hs e aquelas que nfo apresentam Hs, ou entre as seqiiéncias com suporte
de outros projetos e aquelas sem suporte de outros projetos, utilizando o teste de
Wilcoxon sobre os dados nd3o normalizados e gerando graficos do tipo box plot e
violin plot. Essa anélise foi realizada para cada canal individualmente. Para
demonstrar o nimero potencial de novos transcritos humanos foi identificado, em
cada lamina, o elemento com menor valor de intensidade (apds correcdo da
fluorescéncia de fundo) e, dentre os 112 elementos identificados, adotamos como

valor de corte o maior valor de intensidade encontrado para cada canal. Em todas as
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laminas, os elementos com valor de intensidade menor que este valor de corte foram
descartados. Para definir o numero de provéaveis novos transcritos, foi calculada a
mediana dos valores de intensidade de cada elemento em todas as ldminas e somente
aqueles que apresentaram mediana do valor de intensidade maior que os valores de
corte estabelecidos para cada canal foram considerados contendo uma seqiiéncia de
cDNA correspondente a um potencial novo transcrito. Além disso, um scatterplot foi
construido, utilizando os dados de todos os elementos das laminas normalizados por
Lowess, para permitir a visualizacdo das possiveis seqiiéncias diferencialmente
expressas em relacdo aos tecidos especificos, normais ou tumorais, estudados. Essa
andlise foi realizada através da comparagdo da média de intensidade da razédo
amostra/referéncia de cada seqiiéncia em todos os tecidos normais ou tumorais
exceto um unico tecido normal ou tumoral em relagdo a razdo das médias de
intensidade da amostra/referéncia das seqiiéncias naquele tecido excluido. Para
identificar os transcritos que se mostraram diferencialmente expressos entre tecidos
normais e tumorais, foi aplicado um teste-t e os resultados representados em um
grafico do tipo MM. Essa anélise foi realizada através da comparagdo da média de
intensidade da razdo amostra/referéncia de cada seqiiéncia em todos os tecidos
tumorais em relacdo média de intensidade da razdo amostra/referéncia de cada

seqiiéncia em todos os tecidos normais.
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4.10 VALIDACAO POR RT-PCR

Para selecionar as seqiiéncias com maior intensidade de sinal que foram
submetidas a validagdo por RT-PCR, construimos um grafico MA da média dos
valores de intensidade dos elementos de todas as Idminas, mostrando a distribuicdo
de logy da razdo da intensidade de sinal do canal2/canall em relagdo a média de
intensidade de sinal dos elementos entre os dois canais. Para identificar os elementos
com maior intensidade de sinal (e por isso, com maior probabilidade de detec¢io por
RT-PCR), foi estabelecido como valor de corte 4.096 (log2 12) para o valor de A.
Esta analise também foi realizada com os dados normalizados por Lowess.

A sintese de ¢cDNA foi realizada para 2 grupos de amostras de tecidos
normais ou tumorais e seus respectivos controles negativos, na auséncia da enzima
transcriptase reversa. O primeiro grupo compreende amostras provenientes do RNA
total sem tratamento prévio com DNase, além do RNA referéncia; o segundo grupo
compreende amostras provenientes de RNA total que foram submetidas & purificagéo
através do illustra RNAspin Mini Isolation Kit (GE Healthcare, USA), de acordo
com as instrugdes do fabricante, previamente a sintese de cDNA.

Sintese de cDNA: a sintese da primeira fita de cDNA foi realizada a partir de
lpg de RNA, com 0,5pug do iniciador Oligo (dT)15, 3mM MgCl,, 1x Reaction
Buffer, 0,5mM dNTP mix, 20U RNasin®, 1uL Reverse Transcriptase (ImProm-11™
Reverse Transcription System, Promega, USA), em um volume final de reagdo de
20uL. Primeiramente, foi adicionado ao RNA apenas o iniciador, num volume final
de 5puL e a mistura foi aquecida por 10 minutos a 70°C no sistema Gene Amp PCR

System 9700 (PE Applied Biosystems, USA), a fim de desnaturar o molde e em
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seguida, mantida em gelo por 5 minutos. O restante dos reagentes foi adicionado a
mistura inicial e os 20pL resultantes foram aquecidos a 25°C por 5 minutos
(anelamento), a 42°C por 1 hora (extensdo), a 70°C por 5 minutos (desnaturagio),
também no sistema Gene Amp PCR System 9700 (PE Applied Biosystems, USA) e
finalmente congelados.

PCR: 1pL de cada cDNA sintetizado foi utilizado como molde em reagdes de
PCR com 0,2mM de iniciadores especificos para cada candidato selecionado,
complementares a seqiiéncia nos sentidos senso e antisenso do cDNA, 1,5mM
MgCly, 1x PCR Buffer, 0,2mM dNTP mix, 3U Taq DNA Polymerase - Sequencing
Grade (Promega, USA), 20% DMSO (Sigma, USA), em um volume final de reacdo
de 25uL. A reagdo foi submetida a 94°C por 5 minutos; 40 ciclos de 94°C por 45
segundos, temperatura de anelamento 5 graus acima do Tm dos iniciadores
especificos por 45 segundos e 72°C por 45 segundos; 72°C por 5 minutos,
finalizando o processo a 4°C, no sistema Gene Amp PCR System 9700 (PE Applied
Biosystems, USA).

Os iniciadores especificos para cada gene selecionado foram construidos
utilizando 0 programa Primer3 (http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer/primer3.cgi), com o  auxilio das  ferramentas @ BLAT
(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat), BLAST  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov
/BLAST) e RepeatMasker (http://www.repeatmasker.org).

Para avaliar a eficiéncia de sintese de cDNA, o produto foi amplificado com
0,15mM dos iniciadores desenhados em diferentes éxons do gene pS53 (iniciador
senso - 5 GGA GGA GCC GCA GTC AGA 3’ e iniciador antisenso - 5 CAA GAA

GCC CAG ACG GAA AC 3’) (produtos amplificados com 340pb), a fim de poder



diferenciar a amplificagdo de DNA genémico (produtos amplificados com 548pb). A
rea¢do partiu de 1pl de cada cDNA, com 0s mesmos reagentes que foram utilizados
nas PCRs especificas para cada seqiiéncia candidata selecionada, entretanto,
utilizando 1,6mM MgCl, e 1,5U Taq DNA Polymerase - Sequencing Grade
(Promega, USA), em um volume final de rea¢do de 25uL, sob a ciclagem: 95°C por
3 minutos; 30 ciclos de 95°C por 45 segundos, 58°C por 45 segundos e 72°C por 1
minuto; 72°C por 5 minutos, finalizando o processo a 4°C, no mesmo sistema, Gene
Amp PCR System 9700 (PE Applied Biosystems, USA). Os produtos das
amplificagdes utilizando cada um dos pares de iniciadores para os genes selecionados
foram analisados em gel de agarose NuSieve® GTG® (Cambrex, USA) 3% e para o

gene p53, em gel de agarose 1%, corados com 0,5mg/mL de brometo de etidio.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PRODUCAO DO MICROARRANJO DE CDNA

Para selec;ﬁé dos fragmentos de cDNA correspondentes a seqiiéncias
ORESTES com maior probabilidade de representar novos transcritos, utilizamos os
fluxogramas descritos na Figura 1. A partir do primeiro conjunto de dados (Figura
la), foram imobilizadas 37 seqiiéncias de 56 agrupamentos que sofrem
processamento, 96 seqliéncias de 131 singlefons que sofrem processamento e 1.182
seqliéncias de 2.039 agrupamentos que ndo sofrem processamento. Do segundo
conjunto de dados, representado na Figura 1b, foram imobilizadas 74 seqiiéncias de
145 agrupamentos que sofrem processamento, 350 seqiiéncias de 631 singletons que
sofrem processamento e 2.791 seqiiéncias de 6.115 agrupamentos que ndo sofrem
processamento.

Adicionalmente, foram imobilizadas 270 seqiiéncias definidas por critérios
nao relacionados ao nosso projeto, que foram desconsideradas durante as analises
dos dados aqui descritas. Além disso, 172 seqiiéncias ORESTES foram descartadas
das anédlises por ndo terem sido depositadas em bancos de dados publicos (ndo
possuem numero de acesso). Portanto, nesse projeto foram utilizadas 4.358
seqtiéncias ORESTES que representam potenciais novos transcritos.

Como esperado, durante o periodo compreendido entre a coleta dos clones,
confec¢do das laminas e preparo da tese, novas ESTs e seqiiéncias derivadas de

mRNAs foram depositadas nos bancos de dados publicos. Por isso, nesta etapa foi
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realizada uma reavaliagcdo das seqiiéncias ORESTES imobilizadas na 1dmina. Nesta
analise, foi utilizado como critério de agrupamento o banco de dados do UniGene,
disponivel no NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene). Cada identificador do
UniGene (numero de acesso Hs) ¢ um conjunto de seqiiéncias transcritas que
provavelmente vém do mesmo locus de transcricdo. Assim, para as andlises dos
dados, as 4.355 seqiiéncias foram agrupadas em dois grandes conjuntos: a) aquelas
que foram agrupadas no UniGene e, por isso, estdo associadas a um agrupamento e
possuem um identificador Hs (3.438 seqiiéncias); e b) aquelas que ndo foram
agrupadas no UniGene e, por isso, ndo possuem identificador Hs (917 seqiiéncias).
As seqiiéncias com identificador Hs foram ainda dividas em dois sub-grupos (Figura
3). O primeiro, denominado com suporte, compreende as seqiiéncias que possuem
identidade, ainda que parcial, com alguma EST, que ndo ORESTES, depositada em
bancos de dados publicos (1.049 seqiiéncias) (Figura 4a). O segundo grupo,
denominado sem suporte compreende as seqiiéncias que possuem identidade
exclusivamente com outra(s) seqiiéncia ORESTES ou que ndo se alinham com
nenhuma outra seqiiéncia (2.389 seqiiéncias) (Figura 4b). Esta analise confirmou que
parte das seqiiéncias originalmente identificadas apenas por ORESTES depositadas
na lamina hoje apresenta suporte de outros projetos, sugerindo que estas ORESTES
s@o realmente derivadas de seqiiéncias expressas. Este dado demonstra o potencial da
metodologia ORESTES em identificar novos transcritos e do algoritmo criado para
selecionar seqiiéncias com grande probabilidade de estarem associadas a novos

transcritos.
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seqéncias Lamina com 4.800 seqiiéncias
descartadas elementos v analisadas
172 sequiéncias ORESTES 273 seqiiéncias i—{ 4.355 seqiiéncias
ndo depositadas em bancos || definidas por critérios
de dados puablicos (sem néo relacionados ao com Hs
namero de acesso) nosso projeto (cluster do UniGene)
l_ (3.438) _l
com suporte sem suporte
(segiienciadas por outros . (seqlienciadas apenas
projetos que ndo HCGP) pelo HGCP)
(1.049) (2.389)

Legenda: A partir da ldmina composta por 4.800 elementos, foram descartadas das analises 273
seqliéncias definidas por critérios nio relacionados ao nosso projeto e 172 seqiiéncias ORESTES ndo
depositadas em bancos de dados piblicos (sem nimero de acesso). As 4.355 segiiéncias restantes
foram divididas em dois grandes grupos: com Hs (3.438) e sem Hs (917). As seqiiéncias com Hs
foram ainda subdivididas em seqiiéncias com suporte de outros projetos ndo ORESTES (1.049) e
seqiiéncias sem suporte (2.389).

Figura 3 - Fluxograma com os passos seguidos na reavaliagdo das seqiiéncias

ORESTES imobilizadas na 1dmina.
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Seqiiéncias com suporte
(1.049)

genoma humano
—

outros projetos

ndo ORESTES ORESTES com

suporte (1.049)

Seqiiéncias sem suporte
(2.389)

genoma humano

outros projetos
ndo ORESTES ORESTES sem suporte
——m—

ORESTES ORESTES
com suporte

b oo ORESTES Sem su -
I | | |ORESTES sem suporte sem suporte b

Legenda: Trés mil quatrocentos e trinta e oito seqiiéncias possuem Hs. Destas, somente as seqiiéncias

ORESTES (linha rosa) que se alinham diretamente a seqiiéncias identificadas por outros projetos s@o
consideradas seqiiéncia com suporte (linhas azuis-clara - 1.049). Seqiiéncias ORESTES que se
alinham indiretamente a seqiiéncias identificadas por outros projetos por meio de outras seqiiéncias
ORESTES, seqiiéncias ORESTES que se alinham a outras seqiiéncias ORESTES e seqiiéncias
ORESTES que ndo se alinham com nenhuma outra seqiiéncia sdo consideradas seqiiéncias sem
suporte (linhas azuis-escura - 2.389). a- seqiiéncias com suporte de outros projetos. b- seqiiéncias sem
suporte de outros projetos. Linhas azuis-clara- seqiiéncias identificadas por outros projetos nio HCGP.

Linhas rosas- seqiiéncias ORESTES com suporte. Linhas azuis-escura- seqiiéncias sem suporte.
Figura 4 - Representagdo dos critérios de definicdo de seqiiéncias com e sem

suporte.
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5.2 RNAs

Inicialmente foram obtidos 31 RNAs de tecidos normais € 17 RNAs de
tecidos tumorais, provenientes do Banco de RNAs do Hospital A. C. Camargo, que
foram extraidos pelo método de Trizol (Invitrogen, USA) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Dezessete amostras de tecidos normais € 18 amostras de
tecidos tumorais foram obtidas inicialmente a partir do Banco de Tumores do
Hospital A. C. Camargo e foram submetidas a extragdo de RNA com o mesmo
procedimento adotado para as amostras do Banco de RNAs, passando previamente
pela etapa de confirmag¢ao do diagnéstico histologico e semi-microdisseccdo manual,
a fim de certificar que as amostras incluidas no trabalho eram compostas por pelo
menos 70% de células normais ou tumorais (FREEMAN et al. 1999; DE SOUZA et
al. 2000), respectivamente para os tecidos normais ou tumorais a serem testados.
Quatro amostras de tecidos, 3 normais e 1 tumoral, provenientes do Banco de
Tumores, foram excluidas do estudo nesta etapa, pois o diagnéstico histologico ndo
foi confirmado pelo patologista. Todas as amostras foram quantificadas, através de
leitura de absorbancia em espectrofotémetro (GeneQuant, France) e 0,5ug de cada
RNA foi submetido a gel de agarose 1% sob condigdes desnaturantes (tampao 7M
uréia 2x), contendo 0,5mg/mL de brometo de etidio, para andlise de qualidade
(Figura 5). Foram considerados RNAs de boa qualidade aqueles que apresentaram as
bandas correspondentes as subunidades 28S e 18S do RNA ribossémico nitidas e a
relacdo de intensidade 28S/18S > 1 e somente esses RNAs foram mantidos no

estudo.
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Legenda: 0.5ug de cada RNA foi fracionado por eletroforese em gel de agarose 1% sob condigdes
desnaturantes (tampao 7M uréia 2x). contendo 0.5mg/mlL de brometo de etidio. A maioria das
amostras apresentou o RNA ribossémico integro e a relagdo 28S/18S = 1 e, portanto, seguiram no
estudo. Ja as amostras presentes nas canaletas 2. 9, 10 e 11 foram descartadas do estudo, uma vez que
apresentaram degradagdo das moléculas de RNA. Canaleta 1- marcador pel/Hind III (DNA em dupla-

fita), em pares de bases.
Figura 5 - Perfll eletroforético do RNA total de algumas amostras, evidenciando as

bandas correspondentes as subunidades 28S e 18S.

Doze amostras provenientes do Banco de RNAs ndo apresentaram um perfil
eletroforético de seus RNAs totais adequado para prosseguirem no estudo. sendo
elas: 2 amostras normais de tiredide; 3 amostras normais de testiculo; 1 amostra
tumoral de estdmago: 3 amostras normais e 3 amostras tumorais de pulmio. Das
amostras que foram extraidas dos tecidos provenientes do Banco de Tumores, 11
foram descartadas do estudo por ndo terem apresentado um perfil eletroforético de
seus RNAs totais de boa qualidade, sendo elas: 1 amostra tumoral de testiculo; 1
amostra normal ¢ 1 amostra tumoral de pulmdo; 1 amostra normal e 3 amostras
tumorais do sistema nervoso central; 2 amostras normais e 1 amostra tumoral de

colon; 1 amostra normal de cabega e pescogo.
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Portanto, seguiram no estudo com o processo de amplificacdo e
posteriormente marcagdo e hibridizagdo, 32 RNAs de tecidos normais e 24 RNAs de

tecidos tumorais representando 12 localizagdes topograficas (Tabelas 1 e 2).



Tabela 1 - RNAs provenientes do Banco de RNAs do Hospital A. C. Camargo que seguiram no estudo.

Tecido alr:i:);it::'a Tipo da amostra Qig.t:le(::gI;A gﬁpﬂi R@;‘? Diagndstico
Esodfago 626 normal 36,50 7,50 mucosa normal
GH982 normal 296,00 10,71 mucosa normal
*GH984 normal 156,00 12,30 mucosa normal
*GH872 normal 68,10 12,60 mucosa normal
*64 tumoral 36,50 9,10 carcinoma epidermoéide moderadamente diferenciado
*867 tumoral 35,10 5,90 adenocarcinoma tubular
Tiredide *] normal 36,50 8,40 tiredide normal
*5 normal 36,50 29,50 tiredide normal
*2 tumoral 36,50 41,37 carcinoma papilifero variante folicular
4 tumoral 36,50 25,50 carcinoma papilifero variante folicular capsulada
*41 tumoral 36,50 27,50 carcinoma papilifero classico bem diferenciado
Testiculo *267 normal 36,50 15,50 testiculo normal direito
*GF702 normal 0,00 6,76 testiculo normal direito
Prostata *286 normal 35,40 3,80 prostata normal
938 normal 29,10 7,90 prostata normal
*056 normal 31,10 6,20 prostata normal
*933 tumoral 32,50 7,90 adenocarcinoma
*Q46 tumoral 32,50 15,10 adenocarcinoma
*519 tumoral 10,26 21,10 adenoma




Cont/ Tabela 1

Utero GF897 normal 6,50 22,60 miométrio normal
*GF919 normal 6,50 10,00 corpo do utero normal
*GF923 normal 7,70 12,10 corpo do utero normal
*GF896 tumoral 6,50 13,70 adenocarcinoma
Estémago *57 normal 5,20 8,06 mucosa normal
*59 normal 6,00 78,00 mucosa normal
630 normal 4,50 4,30 mucosa normal
*615 tumoral 4,00 7,00 tumor estromal gastro-intestinal metastatico
*629 tumoral 5,00 5,00 adenocarcinoma tubular moderadamente diferenciado
Placenta GF249 normal 5,50 5,50 placenta humana
*GF250 normal 5,50 4,30 placenta humana
*GF251 normal 6,50 25,50 placenta humana
Mama *GF93 normal 6,90 7,50 parénquima de mama normal esquerda
GF97 normal 7,30 7,50 parénquima de mama normal direita
*GF99 normal 4,00 23,50 parénquima de mama normal direita
*QT31 tumoral 26,00 9,50 ) carcinoma ductal invasivo
*QT71 tumoral 26,00 15,50 carcinoma ductal invasivo

A tabela mostra o tecido de origem do RNA, o niimero da amostra, o tipo (normal ou tumoral), a quantidade disponivel de RNA total, a quantidade disponivel de
RNA amplificado e o diagnostico histolégico da amostra. *- amostras de RNA total que também foram utilizadas na etapa de validagéo por RT-PCR.



Tabela 2 - RNAs provenientes de tecidos do Banco de Tumores do Hospital A. C. Camargo que seguiram no estudo.

Tecido aanuosc.lt?‘a Tipo da amostra Qi(oi.t:le(ESA gzc:pﬁ? laj.Ng? Diagndstico
Tireoide BA27 normal 11,11 27,50 bocio
Medula Ossea MO11 normal 6,00 12,10 medula normal
MO12 normal 2,40 5,60 medula normal
MO14 normal 0,00 3,60 medula normal
MO13 tumoral 32,10 16,30 leucemia linfoide aguda
MO30 tumoral 0,00 7,00 leucemia mieldide aguda
*MO33 tumoral 9,40 9,50 leucemia linféide aguda
Testiculo *BA26 normal 264,00 4,50 testiculo normal
Utero *BAO7 tumoral 40,00 29,00 adenocarcinoma
*BAOS tumoral 10,50 16,30 adenocarcinoma
Pulmio BA22 normal 2,00 11,50 pulmio normal
Placenta *BAI1l normal 68,00 19,50 placenta normal
Colon *BA04 normal 8,70 9,50 adenocarcinoma
*BA0O3 tumoral 74,00 22,40 adenocarcinoma
BAO6 tumoral 138,00 49,50 adenocarcinoma
Mama *BA10 tumoral 20,50 22,40 carcinoma ductal invasivo
Cabega e Pescogo *BAl4 normal 9,50 23,50 palato/maxila normal
*COLO1 tumoral 26,98 13,30 carcinoma epidermdide - pescogo
*COLO4 tumoral 296,60 19,08 carcinoma epidermdide - lingua
*COLOS tumoral 36,65 34,27 carcinoma epiderdide - lingua

A tabela mostra o tecido de origem do RNA, o nimero da amostra, o tipo (normal ou tumoral), a quantidade disponivel de RNA total, a quantidade disponivel de
RNA amplificado e o diagnostico histologico da amostra. *- amostras de RNA total que também foram utilizadas na etapa de validagio por RT-PCR.
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Os RNAs extraidos a partir de medula 6ssea foram submetidos ao RNeasy
Mini Kit (Qiagen, USA), por se apresentarem contaminados com DNA gendmico e
em pouca quantidade. O tratamento resultou em uma diminuicdo significativa de
contaminante das amostras, que foi verificado através da analise do gel de agarose
1% sob condi¢Ges desnaturantes (tampdo 7M uréia 2x) e contendo 0.5mg/mL de
brometo de etidio (Figura 6), apos re-leitura de absorbancia das amostras em
espectrofotéometro (GeneQuant, France) (Tabela 2). Somente uma das amostras
(MO30) ndo foi submetida ao tratamento com mini colunas devido a baixa
quantidade total de RNA. Observamos uma redugdo geral na quantidade total dos
RNAs, entretanto, a quantidade final obtida foi suficiente para que se realizasse a

etapa de amplificagdo.

DNA

1801 gendmico

a

Legenda: 0.5ug de cada RNA foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1% sob condigdes
desnaturantes (tampéo 7M uréia 2x). contendo 0.5mg/mL de brometo de etidio. ¢- amostras de RNAs
extraidos de medula 6ssea antes do tratamento com RNeasy Mini Kit (Qiagen, USA), apresentando
grande contaminagdio com DNA genomico, visualizada pela presenga de bandas com mais de 3.801pb.
b- as mesmas amostras de RNAs de medula 6ssea apos a utilizagdo do RNeasy Mini Kit. mostrando
uma redugdo significativa do contaminante. Canaletas 1- marcador pel/Hind III (DNA em dupla-fita).
em pares de bases.

Figura 6 - Perfil eletroforético do RNA total extraido de medula 6ssea, mostrando a

reducdo da contaminagdo com DNA gendmico apods o tratamento das amostras.
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53 RNA REFERENCIA

Todas as amostras foram co-hibridizadas com uma referéncia comum como
proposto por POLLACK (2003), de modo a diminuir a quantidade de hibridizagdes,
além de promover um padrdo interno contra o qual a expressdo génica de cada
amostra experimental ¢ comparada (EISEN e BROWN 1999; ROSS et al. 2000),
permitindo uma comparagdo horizontal das diferentes amostras. O RNA referéncia é
uma mistura de moléculas utilizada como amostra controle para gerar medidas de
razao para as diferentes amostras testes; sua utilizacdo nfo influencia nos resultados
das analises.

A amostra de referéncia € uma amostra de RNA marcada com um
fluorocromo e hibridizada juntamente com cada um dos RNAs das amostras de
interesse, por sua vez marcados com um fluorocromo distinto. Os valores de
intensidade dos elementos nas amostras de interesse sdo divididos pelos valores
obtidos na amostra referéncia, o que funciona como normalizagdo indireta para as
demais amostras, permitindo assim a compara¢do entre elas (YANG IV et al. 2002;
YANG e SPEED 2002).

Em certos casos, como na medida da abundancia de mRNA em diferentes
amostras tumorais, em que ndo hd uma referéncia natural, um mRNA referéncia
comum pode ser utilizado (EISEN e BROWN 1999; YANG e SPEED 2002). Assim,
a quantidade relativa de cada mRNA numa amostra serd calculada como a razao
entre a intensidade na amostra sobre a intensidade na referéncia, e as amostras
poderdo ser comparadas entre si através da razdo das razdes. Segundo POLLACK

(2003), uma referéncia ideal ¢ aquela que produz um sinal minimo em todos os
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elementos do microarranjo, além de ser facilmente produzida e reprodutivel, ndo sé
no tempo, mas também em diferentes laboratorios.

Dessa forma, o que mais se aproxima da referéncia comum ideal seria um
conjunto de linhagens celulares como o utilizado na Universidade de Stanford
(PEROU et al. 1999, 2000; ROSS et al. 2000). Portanto, uma referéncia comum ideal
foi construida consistindo de um conjunto de RNAs obtidos a partir de 15 linhagens
celulares distintas, equivalentes aos tipos celulares usados na constru¢do do RNA
referéncia utilizado por ROSS et al. (2000), escolhidos a fim de maximizar a
diversidade da expressdo génica, como determinado primeiramente por estudos em

gel bi-dimensional (MYERS et al. 1997) (Tabela 3).

Tabela 3 - Linhagens celulares selecionadas para compor o RNA referéncia.

Linhagem Tipo celular
Daudi linfoma de Burkitt
DLD-1 adenocarcinoma de célon
DU 145 carcinoma de prostata
FaDU carcinoma epidermoide de faringe
GM 637 fibroblasto
H 146 carcinoma de pulmao
H 1080 fibrossarcoma
HB4a epitélio luminal de mama normal
HEK rim embrionario humano
Jurkat leucemia aguda de células T
Sdos-2 osteossarcoma
SK-BR-3 adenocarcinoma de mama
SK-MEL-28 melanoma
T24 carcinoma de bexiga

T98G glioblastoma




Apos o cultivo dessas linhagens com base nas instrugdes da ATCC
(http://www.atcc.org), o RNA total foi extraido pelo método de Trizol (Invitrogen,
USA) quando uma confluéncia de 80-90% era atingida. A concentracdo do RNA
obtido foi determinada através de leitura de absorbancia em espectrofotémetro
(GeneQuant, France) e sua qualidade foi verificada com 0,5ug de cada RNA
submetido a gel de agarose 1% sob condi¢es desnaturantes (tampdo 7M uréia 2x),
contendo 0, 5mg/mL de brometo de etidio (Figura 7). Todas as linhagens
apresentaram RNA total de boa qualidade. Esse RNA referéncia foi construido por
alunos do nosso laboratorio e sera utilizado em todos os préoximos trabalhos do nosso

grupo realizados pela técnica de microarranjos de cDNA.

188

Legenda: 0,5ug de cada RNA foi fracionado por eletroforese em gel de agarose 1% sob condigdes
desnaturantes (tampdo 7M uréia 2x), contendo 0.5mg/mL de brometo de etidio. Todas as linhagens
apresentaram o RNA ribossomico integro e a relagdo 28S/18S = 1. Canaletas: 1- Daudi: 2- DLD-1: 3-
DU 145 4- FaDU: 3- GM 637. 6- H 146; 7- H 1080; 8- Jurkat. 9- Saos-2. 10- SK-BR-3: 11- SK-
MEL-28: 12- T24: 13- T98G; 14- HB4a; 15- HEK.

Figura 7 - Perfil eletroforético do RNA total das linhagens celulares do RNA

referéncia, evidenciando as bandas correspondentes as subunidades 28S e 18S.
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54 AMPLIFICACAO DO MRNA

Somente os RNAs que apresentaram as bandas correspondentes as
subunidades 28S e 18S do RNA ribossémico nitidas e a relagdo de intensidade
28S/18S > 1 foram submetidos ao processo de amplificagdo, pois a integridade da
amostra de RNA inicial ¢ critica para uma amplificagdo confiavel (FREEMAN et al.
1999; FELDMAN et al. 2002; CARVALHO et al. 2003; GOMES et al. 2003). A
qualidade do RNA pode variar substancialmente dependendo do método de
isolamento, presenca de RNase enddgena e outros fatores que podem ser
introduzidos na etapa de amostragem (FELDMAN et al. 2002). Portanto, a etapa de
amplificacdo dos RNAs foi realizada porque este procedimento resulta em uma
maior quantidade e maior pureza do RNA, além de permitir a utilizagdo de amostras
teciduais minimas e conseqiientemente, quantidades limitantes de RNA, uma
situacdo muito freqiente quando se frabalha com microarranjos de cDNA,
especialmente ao lidar com amostras de tecidos frescos (SCHENA et al. 1996;
GOMES et al. 2003). GOMES et al. (2003) demonstraram, através da validagdo
deste processo e de sua utilizagdo em experimentos de microarranjos de cDNA, a
reprodutibilidade de dados, a auséncia de viés em relagdo a amostra de RNA néo
amplificado e obteng¢@o de maior sinal dos elementos € menor de fluorescéncia de
fundo quando comparado com RNA ndo amplificado. CLAVERIE (1997) também
verificou que os sinais correspondentes as poucas copias de transcritos das amostras
de RNA total seriam mais afetados pelo ruido da fluorescéncia de fundo, sendo
menos provavel correlaciond-los com um certo grau de confianca, do que se

utilizando material amplificado enriquecido com transcritos de alta qualidade. Além
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disso, um estudo realizado por FELDMAN et al. (2002) sugeriu que a amplificagdo
do RNA melhora a qualidade da hibridizagdo e aumenta a capacidade de
identifica¢do de marcadores, ao demonstrar que a correlagdo entre duas hibridizagoes
de RNA amplificado foi bastante superior a de duas hibridizagdes de RNA total e
que um numero maior de genes diferenciais foi identificado no primeiro caso
(FELDMAN et al. 2002; CARVALHO et al. 2003; GOMES et al. 2003). Talvez, este
efeito possa ser explicado por causa da melhoria da qualidade do RNA transcrito in
vitro sob condigdes 6timas, que ndo sdo submetidos aos efeitos de RNases e outros
fatores presentes em células e espécimes de tecidos (FELDMAN et al. 2002).

Todos os RNAs foram submetidos a amplificagdo a partir de
aproximadamente 3 g iniciais. A média do rendimento dos produtos de amplificagdo
foi de aproximadamente 112 vezes. O RNA referéncia foi submetido a um segundo
ciclo de amplificagdo e a média do rendimento dos produtos amplificados foi de
aproximadamente 33,5 e 83,5 vezes para o primeiro e segundo ciclo,
respectivamente. Foi considerado para os célculos que apenas 5% do RNA ftotal ¢
representado por mRNA (STERKY e LUNDEBERG 2000) e, portanto, atribui-se a
varia¢@o nos rendimentos obtidos a diferengas na qualidade ou pureza do RNA total
das amostras utilizadas. Todos os RNAs amplificados foram quantificados, através
de leitura de absorbancia em espectrofotémetro (GeneQuant, France) e 0,5ug de cada
amostra foi submetido a gel de agarose 1% sob condi¢Oes desnaturantes (tampao 7M
uréia 2x) e contendo 0,5mg/mL de brometo de etidio, para andlise de qualidade
(Figuras 8 e 9). A amplificag@o foi considerada de boa qualidade quando observado
um rastro concentrado entre 200 e 2.000pb, com o pico em torno de 500 a 1.000pb

(FELDMAN et al. 2002; GOMES et al. 2003). No caso do RNA referéncia, apos o
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segundo ciclo de amplificacdo, a visualizagdo de um rastro concentrado entre 200 ¢
1.000pb, com o pico em torno de 500pb, era indicativa de uma amplificagdo

eficiente. (FELDMAN et al. 2002; GOMES et al. 2003).

3801
2079
1718
1051

678

Legenda: 0.5ug de cada RNA foi fracionado por eletroforese em gel de agarose 1% sob condigdes
desnaturantes (tampdo 7M uréia 2x), contendo 0,5mg/mL de brometo de etidio. Todas as amostras
apresentaram o RNA amplificado em um rastro concentrado entre 200 e 2.000pb. com o pico em torno
de 500 a 1.000pb apesar de exibirem diferengas em relagdo a eficiéncia da reagfio de amplificagdo ou a
qualidade do RNA inicial. Canaleta 1- marcador pel/Hind III (DNA em dupla-fita). em pares de bases.

Figura 8 - Perfil eletroforético do RNA amplificado de algumas amostras.

permitindo visualizar a integridade do produto final.
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Legenda: 0.5pug de cada RNA foi fracionado por eletroforese em gel de agarose 1% sob condigdes
desnaturantes (tampdo 7M uréia 2x), contendo 0.5mg/mL de brometo de etidio. O O conjunto de
amostras que compdem a referéncia comum apresentou o RNA amplificado uma vez, em um rastro
concentrado entre 200 e 2.000pb, com o pico em torno de 500 a 1.000pb. Ja o segundo ciclo da
amplificagdo, resultou em um rastro de RNA concentrado entre 200 e 1000pb, com o pico em torno de
500pb. Canaletas: 1- marcador pel/Hind III (DNA em dupla-fita). em pares de bases; 2- RNA total da
referéncia comum; 3- RNA submetido a um ciclo de amplificagdo da referéncia universal: RNA
submetido a dois ciclos de amplificagio da referéncia comum.

Figura 9 - Perfil eletroforético do RNA da referéncia, permitindo visualizar a

integridade do produto final.
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A redugdo de cerca de 50% do tamanho do rastro apresentado pelo RNA
referéncia apds o segundo ciclo de amplificagdo € devido a uma truncagem que nao
ocorre no primeiro ciclo. Tal redugdo € devido a utilizagdo de um iniciador
randémico durante o segundo ciclo, que nio ¢ utilizado no primeiro (FELDMAN et
al. 2002; GOMES et al. 2003). Essa redu¢do no tamanho do alvo pode ter um
impacto negativo na qualidade da hibridizagdo, levando a uma reducdo de
intensidade de sinal, devido & diminui¢do do numero de nucleotideos incorporados
com os corantes dentro da amostra alvo (GOMES et al. 2003). Por isso, a quantidade
do RNA referéncia, o qual passou por dois ciclos de amplifica¢do, foi dobrada para
sua utiliza¢@o no processo de marcagao.

O processo de amplificagdo teve que ser refeito em 6 amostras, pois o
rendimento foi nulo ou muito baixo (9 vezes em média), ndo produzindo quantidade
suficiente para se realizar as hibridizagdes em duplicata, em que seriam necessarios
aproximadamente 6pug de RNA amplificado. Apesar das amostras apresentarem
diferencas no padrdo do rastro, provavelmente refletindo a eficiéncia da reagao de
amplificagdo ou a qualidade do RNA inicial, todos eles apresentaram o tamanho

esperado e, portanto, todas as amostras foram utilizadas para o seguimento do estudo.

55 MARCACAO E HIBRIDIZACAO

Foi utilizado o dobro da quantidade de RNA referéncia em relacdo a
quantidade dos RNAs de amostras. Isso porque o RNA referéncia (submetido a dois
ciclos de amplificagdo) apresentou uma pior qualidade, quando comparado aos

RNAs das amostras (submetidos a apenas um ciclo de amplificagdo) (FELDMAN et
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al. 2002; GOMES et al. 2003), sendo necessario portanto, uma maior quantidade de
RNA a ser marcado para compensar a desvantagem na qualidade. Entretanto, esse
tipo de diferen¢a ndo influencia no resultado final das hibridiza¢des, uma vez que, na
etapa de normalizacdo dos dados, essa e outras diferencas sdo corrigidas (PENN et
al. 2000; YANG e SPEED 2002; CARVALHO et al. 2003).

A eficiéncia da marcacdo foi verificada através de leitura em NanoDrop®
(ND-1000 Spectrophotometer), sendo submetidas a hibridiza¢2o somente as amostras
cujo valor de incorporagdo de corantes fosse igual ou superior a 40 pmoles, que tem
proporcionado sinal satisfatério nos experimentos do nosso grupo. Esse passo se faz
necessario, uma vez que um importante fator para a realizagdo de microarranjos de
cDNA de alta qualidade ¢ a eficiéncia da reacdo de marcagdo, além da certeza de se
ter ndo somente quantidades iguais do alvo, mas também da equivaléncia de
intensidade de fluorescéncia de cada ¢cDNA marcado (YANG e SPEED 2002,
CARVALHO et al. 2003).

Como foi realizada a inversdo dos corantes (SCHENA et al. 1995; YANG e
SPEED 2002, GOMES et al. 2003), onde cada hibridiza¢do € realizada duas vezes,
invertendo-se os corantes na segunda hibridizagdo, em 56 amostras, a fim de corrigir
a variabilidade da marca¢do dos fluorocromos, uma vez que a eficiéncia de marcag@o
e a incorporacao do corante Alexa Fluor® 555 (Invitrogen, USA) é maior que a de
Alexa Fluor® 647 (Invitrogen, USA) e, além disso, a qualidade e confiabilidade das
analises tornam-se superiores por estar sendo realizados experimentos em duplicata,
desta maneira reduzindo tendéncias sistematicas possivelmente introduzidas nos

experimentos nas etapas de isolamento das amostras e extracdo de mRNA (SCHENA
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et al. 1995; YANG e SPEED 2002; GOMES et al. 2003), o nimero de marcagoes e

hibridizagdes totalizou 112.

5.6 DIGITALIZACAO DAS IMAGENS E QUANTIFICACAC DOS

DADOS

Apos a hibridizagdo, as l1aminas foram lavadas e submetidas a leitor confocal
a laser, ScanArray Express (Perkin Elmer, USA) para a obtencdo de imagens digitais
independentes de cada fluorocromo a serem quantificadas (Figura 10). O sinal dos
corantes vermelho e verde foi amplificado utilizando fotomultiplicagdo de 70% e
60%, respectivamente, devido a desvantagem que o Alexa Fluor® 647 (Invitrogen,
USA) possui em relagdo ao Alexa Fluor® 555 (Invitrogen, USA), no que diz respeito
a marcacao e eficiéncia de deteccio.

A quantificagdo das laminas foi realizada através do método de histograma,
utilizando o programa ScanArray Express (Perkin Elmer, USA) (Figura 11) para
obtencdo dos valores de intensidade de sinal e de fluorescéncia de fundo. A
fluorescéncia de fundo do microarranjo € subtraida dos valores de intensidades dos
elementos, sendo considerados para andlise apenas os elementos com valores
positivos em todos as 1aminas. Em geral, todas as laminas geraram imagens de boa

qualidade (Figura 10), com valores de intensidade homogéneos.



Legenda: a- lamina inicial (amostra corada em verde e referéncia em vermelho). &- lamina réplica

(amostra corada em vermelho e referéncia em verde).
Figura 10 - Visualizacdo da lamina, apos leitura em leitor confocal a laser. Exemplo
de uma das laminas hibridizada contra uma amostra representante de um

adenocarcinoma de estomago.
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Legenda: Imagem composta da lamina, formada pela sobreposi¢do das imagens de cada corante

obtidas separadamente.
Figura 11 - Imagem do programa ScanArray Express durante a quantificacdo de

uma lamina.

5.7 ANALISES MATEMATICAS E ESTATISTICAS

5.7.1 Normalizacdo

Apds a quantificagdo das laminas hibridizadas, as tabelas geradas com a
conversdo da mtensidade de sinal em valores numéricos foram depositadas no banco
de dados Array Manager (http://www.lbhc.hcancer.org. br/arravmanager), a fim de
serem analisadas pelo Laboratorio de Bioinformatica do Hospital A. C. Camargo.

Apds a correcdo dos clementos realizada pela subtragdo do valor da
fluorescéncia de fundo de um elemento do sinal de intensidade desse mesmo
elemento (para cada elemento individualmente), foi calculada a razio entre a amostra

de interesse € a amostra referéncia (para todos os elementos de todas as laminas) e
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ent@o realizada uma transformagdo nesses valores aplicando logaritmo na base dois
(logy), fazendo em seguida, a normalizag@o das réplicas, através da média aritmética,
para todos os elementos, sob a férmula (I&mina inicial + 1amina réplica)/2.

Nesta etapa foi realizada a normalizagdo dos dados gerados pelas
hibridizagdes, com o intuito de minimizar as variagdes introduzidas por, por
exemplo, diferencas nas quantidades iniciais das amostras (foi utilizado o dobro da
quantidade de RNA referéncia em relacdo a quantidade dos RNAs das amostras),
imprecisdo dos equipamentos utilizados e diferengas na marcagéo e na eficiéncia de
deteccdo dos fluorocromos (geralmente, o fluorocromo verde é melhor incorporado a
amostra e portanto detectado, quando comparado ao fluorocromo vermelho,
entretanto, na etapa de aquisi¢o dos dados, nds amplificamos o sinal do corante
vermelho com uma fotomultiplicagdo maior do que a para o corante verde), ao longo
dos experimentos (QUACKENBUSH 2001; YANG YH et al. 2002; YANG e
SPEED 2002; CARVALHO et al. 2003). Esses tipos de variagdes podem causar um
deslocamento da média das razdes de intensidade dos fluorocromos, que precisam
ser re-ajustadas previamente a analise apropriada dos experimentos. Existem diversas
abordagens para corrigir e normalizar essas variagdes (QUACKENBUSH 2001;
YANG YH et al. 2002; YANG e SPEED 2002). Foi aplicado o método de regressdo
polinomial local Lowess, que permite a corregdo de variagdes locais, assumindo uma
distribui¢do normal dos dados (seqiiéncias, em sua maioria, igualmente expressas)
(QUACKENBUSH 2001) e utilizando span 0,4 e grau 1.

Adicionalmente, também nesta etapa, foram realizados os controles de
qualidade das ldminas hibridizadas, permitindo a avaliagdo de varia¢Ges aleatérias e

artefatos introduzidos ao longo do processo de confecgdo das laminas e de



reprodutibilidade (YANG YH et al. 2002). A visualizagdo direta desses controles ¢
feita individualmente para cada lamina, através de graficos scatterplot.

Graficos do tipo MA foram construidos com o intuito de demonstrar o efeito
da normalizagdo pelo método de Lowess (Figura 120) sobre os dados ndo normalizados
(Figura 12a). possibilitando a avaliagdo da razdo da intensidade de sinal do
canal2/canall (Alexa Fluor® 647/ Alexa Fluor® 333) em relagdo a média de intensidade
de sinal dos elementos com os dois canais para cada elemento. A normalizagdo tem o
efeito de trazer os pontos (cada ponto ¢ representativo de um elemento) que se localizam
abaixo de log; = 1 (delineado) (Figura 124). para mais proximo a linha, onde apos a
corregdo das diferengas e variagdes citadas acima, proposto pela normalizagdo, ha uma
tendéncia de localizagdo dos elementos, uma vez que ao longo dessa reta a intensidade

de sinal é considerada igual nos dois canais (Figura 125).
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Legenda: Distribuigdo de log, da razdo da intensidade de sinal do canal2/canall (Alexa Fluor® 647/
Alexa Fluor® 555) em relagio 4 média de intensidade de sinal dos elementos com os dois canais. A
normalizagdo tem o efeito de trazer os pontos que se localizam abaixo de logg (). para mais proximo a
linha. onde apds a corregdio das variagdes experimentais, ha uma tendéncia de localizagio dos
elementos (b). uma vez que ao longo dessa reta a intensidade de sinal é considerada igual nos dois
canais. a- grafico ndo normalizado da amostra 2. b- grafico normalizado da amostra 2. Normalizagdo

realizada pelo método de Lowess.

Figura 12 - Graficos MA gerados para demonstrar o efeito da normalizagdo pelo

método de Lowess sobre os dados ndo normalizados.
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Com o mesmo proposito de controlar a qualidade das hibridiza¢Ges, também
foram gerados graficos do tipo MM (Figura 13), a partir de um método de
normalizagdo pareada (réplicas com inversdo de corantes), em que é calculada a
correlagdo de Pearson (grau de relagdo linear entre duas variaveis) entre os elementos
da lamina micial e os da ldmina réplica, demonstrando a reprodutibilidade do
experimento. Quanto mais préoximo de 1 for o resultado, melhor ¢ a correlagdo entre
as laminas. Os resultados normalizados variaram de 0,7147 (Figura 135) a 0.9333
(Figura 13d), demonstrando a alta qualidade das laminas e dos dados gerados.

dispensando a necessidade de refazer as hibridizagdes.
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Legenda: Correlagio entre os dados gerados pelas hibridizagdes das laminas inicial e réplica,
calculada dividindo-se a variagdo interna dos dois conjuntos de dados pelo produto do desvio padrio
de cada um. - grafico ndo normalizado da amostra BA22. b- grafico normalizado da amostra BA22
com a menor correlagio entre as duplicatas. ¢- grafico ndo normalizado da amostra 867. d- grafico
normalizado da amostra 867 com a maior correlago entre as duplicatas. Normalizag¢do realizada pelo

método de Lowess.

Figura 13 - Graficos MM gerados para controle de qualidade das hibridizagdes.

Um segundo tipo de grafico MM foi gerado, a fim de comparar os dados
normalizados pelo método de Lowess ao dado normalizado pelo método self-
normalization (YANG YH et al. 2002) (Figura 14). A boa qualidade dos dados ¢
atestada quando o valor do coeficiente de correlagdo ¢ proximo a um, indicando a
semelhanga entre os dois tipos de normalizacdo e ainda, que ambos ndo forcaram a
corregdo dos dados de maneira exagerada. Nossos dados apresentaram coeficientes

de correlagdo variando entre 00,7555 (amostra 946) e 0,9583 (amostra BA11).
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Legenda: Comparagiio da normalizagiio de dados feita pelo método de Lowess (MLowess) e pelo

método self~normalization (Mdye). Lamina hibridizada contra a amostra BA11.
Figura 14 - Grafico MM gerado para controle de qualidade dos diferentes tipos de

normalizagdo de dados da hibridizagao.

Além disso, ¢ extremamente importante avaliar a qualidade da confecgdo das
laminas, com a produgdo de elementos regulares. por todas as agulhas do robd
(QUACKENBUSH 2001; YANG YH et al. 2002). Para isso, foram gerados graficos
box plot para cada lamina (Figura 15), a partir da suposi¢do de que a maioria dos
elementos hibridizados possuem um mesmo valor de intensidade de sinal nos dois
canais. Esse tipo de grafico consiste da presenca de caixas referentes a distribuigdo
de log, da razdo da intensidade de sinal do canal2/canall (Alexa Fluor® 647/ Alexa
Fluor® 555), de cada um dos 48 quadrantes da lamina, ou seja. cada box plot
representa a distribui¢do dos elementos desenhados por uma mesma agulha do robd.
Através dessa analise foi possivel atestar a qualidade da confec¢do de todas as
laminas hibridizadas, uma vez que ndo foi observada uma grande variagdo na

distribuicdo dos elementos desenhados por cada uma das agulhas.
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Legenda: Distribuigio de log, da razdo da intensidade de sinal do canal2/canall (Alexa Fluor® 647/
Alexa Fluor® 555) em relag@o a cada quadrante da lamina. Lamina inicial hibridizada contra a amostra
4.

Figura 15 - Grafico box plot gerado para controle de qualidade da confeccdo de cada

lamina.

Qutro tipo de box plot foi gerado para comparar a qualidade de diferentes
métodos de normalizagdo (YANG YH et al. 2002) (Figura 16). Nesse grafico ¢
mostrada a distribuigdo da razdo da intensidade de sinal da amostra/referéncia de
todas as laminas individualmente e comparada a visdo geral do total de laminas ndo
normalizado (Figura 16a4). normalizado pelo método de Lowess (Figura 160) e
normalizado pelo método de Lowess juntamente com Across (Figura 16¢). E
possivel perceber que o método de normalizagdo adotado foi capaz de minimizar as

variagdes experimentais, permitindo a comparagdo entre as laminas,
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Legenda: Distribuigdo da razdo da intensidade de sinal da amostra/referéncia de todas as laminas
individualmente. a- grafico ndo normalizado. b- grafico normalizado pelo método de Lowess. c-

grafico normalizado pelo método de Lowess juntamente com Across.

Figura 16 - Grafico box plot gerado para controle de qualidade dos diferentes tipos

de normalizagdo de dados da hibridizagéo.

Ainda como controle de qualidade um agrupamento hierarquico ndo
supervisionado com distancia Euclidiana foi realizado, utilizando o método
completo, que toma o maximo das distdncias entre todos os elementos que compdem

um subgrupo (QUACKENBUSH 2001) (Figura 17).
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Foi realizado o célculo das médias das laminas inicial e réplica para cada
elemento de cada ldmina [sob a féormula: R=(log,canall-log,canal2),,+(logycanal2—
logycanall),/2, ou R=(amostra/referéncia),, +(amostra/referéncia),/2], previamente ao
agrupamento, assumindo a similaridade da mesma amostra utilizada na hibridizagao
contra as laminas em duplicata.

O agrupamento hierarquico € uma abordagem aglomerativa (ou seja, comega
com grupos de membros unicos e gradualmente todos sdo fusionados juntos) e uma
maneira simples e facilmente acessivel de apresentar e visualizar relagdes entre perfis
de expressao génica através de diversos espécimes. O agrupamento hierdrquico tem
se tornado uma das técnicas mais amplamente usadas para a analise de dados de
expressdo génica e € baseada em uma matriz de distancia par a par, a partir da qual as
amostras mais semelhantes sdo reunidas duas a duas, sucessivamente, formando uma
unica arvore hierarquica, sendo que os bragos terminais representam espécimes
intimamente relacionados. Entretanto, a analise de agrupamentos, em que genes
situados em um mesmo grupo precisam dividir algum tipo de elemento comum, néo
da uma resposta absoluta, € somente uma técnica que permite a exploragdo dos
relacionamentos dos dados (QUACKENBUSH 2001; PUSZTAI et al. 2003).

Na anédlise n3o supervisionada a busca de relagdo entre seqiiéncias ou
amostras ¢ realizada sem informacdo adicional, ou seja, baseada apenas na expressao
génica dos dados obtidos no experimento, ao contrario da analise supervisionada que
utiliza informagdes bioldgicas pré-existentes sobre genes especificos funcionalmente
relacionados para selecionar um grupo de genes para guiar o algoritmo de
agrupamento (QUACKENBUSH 2001; RAMASWAMY e GOLUB 2002; PUSZTAI

et al. 2003). O método nio supervisionado apresenta menos tendéncias e ¢ uma
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técnica melhor para revelar subtipos de tumores previamente irreconheciveis dentro
de um conjunto de cénceres morfologicamente similares, que podem ou néo refletir
diferencas biolégicas ou relevancia clinica, baseada em perfis de expressdao génica
global (RAMASWAMY e GOLUB 2002; PUSZTALI et al. 2003).

E possivel observar uma tendéncia de agrupamentos de 1aminas hibridizadas
contra amostras de mesma origem tecidual, indicando que ha uma semelhan¢a no

padrdo de expressdo génica dessas amostras.
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Legenda: As laminas foram normalizadas ¢ agrupadas utilizando a distdncia de correlagiio Euclidiana como métrica. Grupos de hibridizagdes realizadas contra

amostras de: __- esfago; __- tiredide; __ - medula 6ssea; - testiculo: - prostata; - dfero; - estbmago; - pulmdo; - placenta; __ - colon; -

mama; - cabega ¢ pescogo. N- tecido normal; T- tecido tumoral.
Figura 17 - Agrupamento hierarquico ndo supervisionado de todas as amostras (laminas inicial e réplica) baseado na expressdo de todas

as seqiiéncias da lamina.



63

5.7.2 Identifica¢do de Novos Transcritos

Para avaliar a qualidade dos dados gerados nas hibridizag¢des, utilizamos os
valores de intensidade normalizados e determinamos o valor de correlagdo entre os
elementos comuns as réplicas de cada amostra (laminas inicial e réplica). Os dados,
representados por graficos do tipo box plot e violin plot, (Figura 18a) mostram que
os valores de correlagdo variaram entre 0,70 e 0,95, com um pico em torno de 0,90,
indicando que, em geral, as ldminas inicial e réplica tiveram uma boa correlagdo. Na
Figura 18b, representamos o numero de elementos comuns para cada uma das
amostras nas hibridizagdes duplicatas (laminas inicial e réplica). Esses valores
variaram entre aproximadamente 2.000 e 4.000 elementos, indicando o nimero de
elementos com intensidade de sinal maior que a fluorescéncia de fundo, validos para
a analise. O violin plot € um tipo de grafico de densidade construido de maneira
espelhada que mostra a real distribuicdo dos pontos da andlise. Ele adiciona a
informagao disponivel das estimativas de densidade local as estatisticas resumidas
basicas inerentes a um box plot, fazendo uma combinagdo sinergistica do box plot e
do density trace em uma visualizagdo Unica que revela a estrutura encontrada dentro

do dado (HINTZE e NELSON 1998).
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Legenda: g- distribui¢do de cada par de laminas (ldminas inicial e réplica) em relagéo ao seu valor de
correlagdo. b- distribui¢io de cada par de laminas (ldminas inicial e réplica) em relagdo ao niimero de

elementos comuns as duas laminas.

Figura 18 - Graficos box plot e violin plot gerados para avaliar a qualidade dos
dados gerados nas hibridizagdes.

Foi realizada também, em cada lamina, uma comparagdo entre os valores de
intensidade das seqiiéncias que apresentam Hs e aquelas que ndo apresentam Hs
(Figura 194); ou entre as seqiiéncias com suporte de outros projetos e aquelas sem
suporte de outros projetos (Figura 19b). Para isso, um teste de Wilcoxon foi aplicado
sobre os dados ndo normalizados e graficos do tipo box plot e violin plot foram
construidos (Figura 19). O teste de Wilcoxon ¢ uma alternativa ndo-paramétrica ao
teste-t pareado. Este assume que ha informacdo nas magnitudes das diferengas entre
as observacdes pareadas, bem como nos sinais. A partir das observagdes parcadas
sdo calculadas as diferengas, que sdo entdo ordenadas pelo valor absoluto
(http://mathworld.wolfram.com). Uma vez que esta analise foi realizada com os
dados ndo normalizados, os dois canais foram analisados individualmente, uma vez

que poderia haver um viés introduzido pelas diferengas na incorporagéo dos corantes.
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Na Figura 19a, é possivel observar que a diferenca entre a intensidade dos elementos
que representam as seqiiéncias com Hs e as que ndo apresentam Hs ndo ¢é
estatisticamente significativa (valor de p maior que 0,05). Ja na Figura 195, observa-
se que os valores de intensidade sdo préximos entre os grupos de segiiéncias
ORESTES que apresentam suporte de outros projetos e os de seqiiéncias que nao
apresentam, com uma distribui¢do homogénea entre os valores de p 0 e 1 nos dois
canais, indicando que os dois grupos se comportam de maneira semelhante. Através
dessas analises, € possivel observar que ndo existe viés nos dados referentes ao sinal
das sequéncias sem Hs ou das sequéncias sem suporte, permitindo comparar todos os
grupos de seqiiéncias contidas na ldmina na questdo da probabilidade das seqiiéncias
que nado possuem Hs e das seqiliéncias que ndo apresentam suporte de outros projetos
representarem novos transcritos, assim como ocorreu com as seqiiéncias inicialmente
ndo agrupadas no UniGene (sem Hs) que ao longo desse projeto obtiveram um Hs e
também foram identificadas por outros projetos. Essas seqiiéncias que inicialmente
ndo possuiam Hs e que no decorrer do trabalho obtiveram seus Hs e também foram
identificadas por outros projetos, exerceram um papel fundamental como controle
interno positivo, ou seja, ao longo das hibridizagdes nés fomos capazes de observar a
expressdo desses transcritos, o que resultou em uma maior confiabilidade aos dados

obtidos através da andlise das seqiiéncias sem Hs e sem suporte.
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Legenda: a- seqiiéncias que possuem Hs versus seqliéncias que ndo possuem Hs. b- sequiéncias com
suporte de outros projetos versus seqiiéncias que ndo possuem suporte de outros projetos. Canal 1-
analises para o corante verde (Alexa Fluor® 555). Canal 2- analises para o corante vermelho (Alexa
Fluor® 647).

Figura 19 - Graficos box plot e violin plot gerados para comparagdo dos valores de

intensidade dos tipos de seqiiéncias ORESTES contidos na lamina.

A fim de demonstrar o nimero de potenciais novos transcritos humanos,
adotamos um critério mais rigoroso para eliminar aqueles elementos cujo valor de
intensidade que, apesar de terem sinal maior que a fluorescéncia de fundo, poderiam
levar a resultados falso-positivos. Para isso. identificamos, em cada lamina. o
elemento com menor valor de intensidade (apos corregdo da fluorescéncia de fundo)
e, dentre os 112 elementos identificados, adotamos como valor de corte o maior
valor de intensidade encontrado para cada canal (196 para o canal 1, Alexa Fluor®
555: ¢ 65 para o canal 2, Alexa Fluor® 647). Assim, em todas as laminas, os
elementos com valor de intensidade menor que este valor de corte foram descartados.
Apds o estabelecimento desse critério foi construido um grafico de densidade,
demonstrando que, como esperado, o numero de elementos validos no canal 1 ¢
maior que o do canal 2 (Figura 20). A porcentagem de ldminas que tiveram mais de

4.000 elementos validos foi de 90% e 82% nos canais 1 e 2, respectivamente.
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Legenda: Apds corregiio da fluorescéncia de fundo, o elemento com menor valor de intensidade em
cada lamina foi identificado e, dentre os 112 valores, adotamos o maior valor de intensidade como
ponto de corte. Em todas laminas, os elementos com intensidade menor que este valor de corte foram
descartados.

Figura 20 - Gréafico de densidade gerado para avaliar a distribui¢cdo dos elementos

vélidos para o canal 1 (Alexa Fluor® 555) e para o canal 2 (Alexa F luor® 647).

Para definir o nimero de provaveis novos transcritos, foi calculada a mediana
dos valores de intensidade de cada elemento em todas as ldminas e somente aqueles
que apresentaram mediana do valor de intensidade maior que os valores de corte
estabelecidos para cada canal foram considerados como contendo uma seqiiéncia de
cDNA correspondente a um potencial novo transcrito. Assim, ao final desta analise,
foram descartadas em todas as ldminas 155 seqiiéncias, sendo 127 delas
representantes de seqiiéncias com Hs (43 seqiiéncias com suporte de outros projetos
e 84 seqliéncias sem suporte) e 28 de seqiiéncias sem Hs. Esses dados indicam que,

dos 4.355 potenciais candidatos identificados por algoritimos de bioinfomatica,
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4.200 apresentam sinal de hibridizagdo que obedeceram a critérios rigorosos de
analise e devem representar novos transcritos humanos (Figura 21).

Considerando apenas as seqiiéncias identificadas classificadas como sem Hs
ou com Hs mas sem suporte, nossos dados apontam para, pelo menos 3.194 novos
transcritos humanos (889 e 2.305 seqiiéncias, respectivamente) que ainda ndo foram
descritos por nenhum outro projeto de seqiienciamento de ESTs (Anexo 1). Essa
conclusdo € corroborada pela confirmag¢do da expressdao de 1.006 transcritos que
possuem Hs e sdo suportados por outros projetos ndo HCGP.

E importante ressaltar que esses novos transcritos podem representar
extensdes de €xons ja descritos, novos €xons para genes ja conhecidos, novos
transcritos, ou RNAs ndo codificadores. Essa categoriza¢do exige agora, estratégias

computacionais de alinhamentos e andlise de seqiiéncias, que ndo s@o objetivos deste

trabalho (Figura 21).
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com suporte (1.049) sem suporte (2.389) 889 novos transcritos
43 sequéncias 84 sequéncias
descartadas descartadas
expressio confirmada 2.305 novos transcritos 3.194 novos transcritos
de 1.006 transcritos sequenciados apenas pelo
HCGP

Legenda: Foram descartadas 155 seqtiéncias (127 com Hs e 28 sem Hs) em todas as ldminas. Das
seqiiéncias com Hs, foram descartadas 43 seqiiéncias com suporte de outros projetos e 84 seqiiéncias
sem suporte. A expressdo de 1.006 transcritos com Hs e com suporte foi confirmada. Dos 4.355
candidatos a novos transcritos humanos, 4.200 apresentam grande probabilidade de representarem
verdadeiros novos transcritos humanos. Considerando apenas as seqiiéncias classificadas como sem
Hs e com Hs mas sem suporte, identificamos, pelo menos, 3.194 novos transcritos humanos (889 e
2.305 seqiiéncias, respectivamente) que ainda ndo foram descritos por nenhum outro projeto de

seqiienciamento de ESTs.

Figura 21 - Fluxograma representando os passos seguidos para a obtengdo do

numero de potenciais novos transcritos humanos.

Além disso, um scatterplot foi construido para permitir a visualiza¢do das
possiveis seqiiéncias tecido-especificas (Figura 22). Estas andlises foram realizadas
em relac@o aos tecidos normais (Figura 22b) ou aos tecidos tumorais (Figura 22c¢)
estudados. Nesta analise, foram utilizados os dados normalizados por Lowess e, por
isso, todos os elementos das laminas foram considerados. Entretanto, a consideragdo
de todos os elementos da lamina, inclusive daqueles que foram descartados por
apresentarem valor de intensidade menor que o valor de corte estabelecido (196 para
o canal 1 e 65 para o canal 2), ndo teve influéncia nessa analise, pois estes pontos
localizam-se no inicio dos graficos e ndo satisfazem os critérios considerados para

identificag@o de transcritos diferencialmente expressos. Essa andlise foi realizada
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através da comparagdo da média de intensidade da razdo amostra/referéncia de cada
seqiiéncia em todos os tecidos normais (Figura 225) ou tumorais (Figura 22¢) exceto
um unico tecido normal ou tumoral em relagdo a razdo das médias de intensidade da
amostra/referéncia das seqiiéncias naquele tecido excluido. Na Figura 22, a dispersdo
de pontos em relagdo a linha a 45° formada pela maioria dos outros pontos indica as
possiveis seqiiéncias diferencialmente expressas nesses tecidos normais ou tumorais
especificos, representadas principalmente por seqiiéncias com suporte de outros
projetos ndo ORESTES (pontos amarelos) e seqiiéncias sem suporte (pontos
vermelhos). Entretanto, algumas seqiiéncias que ndo possuem Hs também aparecem
deslocadas, indicando tanto maior quanto menor expressdo em tecidos normais ou
tumorais especificos. Esta analise demonstra o potencial de descoberta de transcritos
diferencialmente expressos dentro dos subtipos de seqiiéncias contidas na lamina,
mostrando que tanto as seqiiéncias que ndo possuem Hs, quanto as que ndo tem
suporte de outros projetos ndo ORESTES, podem ser diferencialmente expressas
dentro das classes analisadas. Além disso, esta analise ainda demonstra que, mesmo
para as seqiiéncias que ja possuem Hs e sfo suportadas por outros projetos, existe a
novidade da descoberta de transcritos tecido-especificos em tecidos normais ou

tumorais.
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Legenda: Foi realizada uma comparagio da razdo das meédias de intensidade da amostra/referéncia
das seqiiéncias em todos os tecidos normais ou tumorais exceto um unico tecido normal ou tumoral
em relagio a razdio das médias de intensidade da amostra/referéncia das seqiiéncias nesse tecido
excluido. - representagdo da construgdio das figuras b e ¢ para cada comparagdo: primeiro foram
distribuidos os valores de intensidade das seqiiéncias sem suporte de outros projetos (pontos
vermelhos - ®), seguido das seqiiéncias com suporte de outros projetos nio ORESTES (pontos
amarelos - - ) e por Gltimo, das sequiéncias que ndo possuem Hs (pontos azuis - @). b- tecidos normais
especificos. ¢- tecidos tumorais especificos.

Figura 22 - Grafico scatterplot mostrando possiveis seqiiéncias diferencialmente

expressas em tecidos normais ou tumorais especificos.
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Para identificar transcritos que, em nosso conjunto de dados, se mostraram
diferencialmente expressos entre tecidos normais e tumorais, foi aplicado um teste-t,
e os resultados representados em um grafico do tipo MM (Figura 23). O teste-t é
capaz de determinar se as médias dos valores de intensidade de cada seqiiéncia em
todas as amostras de tecidos normais € em todas as amostras de tecidos tumorais
possuem uma diferenca estatistica significativa (valor de p < 0,05)
(http://mathworld.wolfram.com). Nesta analise, também foram utilizados os dados
normalizados por Lowess e, por isso, todos os elementos das ldminas foram
considerados. Como foram realizados testes-t independentes, as seqiiéncias que
apresentaram valor de intensidade menor que o valor de corte (196 para o canal 1 e
65 para o canal 2) puderam ser identificadas e eliminadas desses resultados, caso
apresentem valores estatisticamente significativos. Essa andlise foi realizada através
da compara¢do da média de intensidade da razao amostra/referéncia de cada
seqiiéncia em todos os tecidos tumorais em relacdo média de intensidade da razdo
amostra/referéncia de cada seqiiéncia em todos os tecidos normais. Novamente, na
Figura 23, a dispersdo de pontos em relagdo a linha a 45° formada pela maioria dos
outros pontos (em cinza), indica os transcritos diferencialmente expressas nos tecidos
normais ou tumorais. As seqiiéncias representadas por pontos em azul (valor de p <
0,05), sobrepostos por tridngulos em vermelho (razdo > 2) apresentaram diferencga
estatistica significativa de expressdo entre tecidos normais e tumorais (valor de p
variando de 0,034 a 0,009), sendo expressas com uma diferenca de pelo menos 2
vezes entre os dois tipos de tecidos (razdo variando de 2,04 a 2,99) (Figra 23). A
razdo de 2 vezes foi adotada, uma vez que a maioria dos trabalhos envolvendo

microarranjos de ¢cDNA definem seqiiéncias diferencialmente expressas através
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desse valor maior ou igual a 2 (SCHENA et al. 1995; SCHENA et al. 1996;
QUACKENBUSH 2001; YANG IV et al. 2002). Totalizando, 11 seqiiéncias
obedeceram aos critérios de valor de p < 0,05 e razédo > 2, sendo que 8 delas ja foram
agrupadas no UniGene e portanto, possuem uma anotacdo (seqiiéncias com ou sem

suporte de outros projetos ndo ORESTES) e 3 delas néo possuem Hs (Tabela 4).

Tumor

Legenda: Foi realizada uma comparagio da média de intensidade da razio amostra/referéncia de cada
seqiiéncia em todos os tecidos tumorais em relagdo média de intensidade da razdo amostra/referéncia
de cada seqiiéncia em todos os tecidos normais. Pontos cinzas (#)- seqiiéncias sem diferenga
estatistica significativa de expressdo entre tecidos normais e tumorais. Pontos azuis (®)- seqiiéncias

que apresentaram valor de p < 0,05. Tridngulos vermelhos ( A)- seqiiéncias que apresentaram razio >
2

Figura 23 - Grafico MM mostrando as seqiiéncias diferencialmente expressas entre

tecidos normais e tumorais.
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Tabela 4 - Seqiiéncias diferencialmente expressas entre tecidos normais e tumorais
que apresentaram valor de p < 0,05 e razdo > 2.

ID Simbolo HARA Descricio Razio SR
cromossémica dep
BF380117 EXT1 8q24.11-q24.13 exostoses (multiple) 1 2,433 0,007
BF996594 BACE2 21g22.3 beta-site APP-cleaving enzyme 2 2,195 0,009
BG997314 IYD 6q25.1 iodotyrosine deiodinase -2,372 0,007
BGO011399 EXOC6 10g23.33 exocyst complex component 6 2,076 0,01
BF894609 CKAP4 12q23.3 cytoskeleton-associated protein 4 2,040 0,028
BE869935 PBX4 19p12 pre-B-cell leukemia transcription 2,347 0,004
Jactor 4
CV347512  LRRC37A 17q21.31 leucine rich repeat containing 374 2,684 0,007
CV351985 EPAS1 2p21-pl6 endothelial PAS domain protein 1 2,992 0,008
AS-01-36 sem Hs 2,238 0,006
AS-03-149 sem Hs -2,185 0,015
MR2-GNO0157-
111100-003- sem Hs 2,604 0,034
do1

A tabela mostra a identificagio da seqiiéncia e a anotagdo, de acordo com o UniGene, das seqiiéncias
que possuem Hs, quanto ao simbolo, localizagdo cromossdémica e descrigdo, além da razado e do valor de

p para todas as seqiiéncias.

5.8 VALIDACAO POR RT-PCR

Para selecionar as seqiiéncias com maior intensidade de sinal a serem
submetidas a validagdo por RT-PCR, construimos um grafico MA da média dos
valores de intensidade dos elementos de todas as laminas, mostrando a distribuigdo
de log, da razao da intensidade de sinal do canal2/canall em relagdo a média de
intensidade de sinal dos elementos entre os dois canais. Para identificar os elementos
com maior intensidade de sinal (e por isso, com maior probabilidade de detecgdo por
RT-PCR), foi estabelecido como valor de corte 4.096 (log, 12) para o valor de A, ou

seja, os elementos com a média de intensidade de sinal entre os dois canais maior do
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que o valor de corte possuiam intensidade de sinal pelo menos 20 vezes maior do que
o maior valor de intensidade entre os valores minimos encontrado para o canal 1
(196) (Figura 24). Esta analise também foi realizada com os dados normalizados por
Lowess, entretanto, a consideragdo de todos os elementos da ldmina, inclusive
daqueles que foram descartados por apresentarem valor de intensidade menor que o
valor de corte estabelecido (196 para o canal 1 e 65 para o canal 2), ndo teve
influéncia nessa analise, pois a localizagdo dos pontos referentes a esses elementos
tendem ao inicio do MA que néo alcanga o valor de corte dessa analise. Totalizando,
117 seqiiéncias apresentaram a média do valor de intensidade superior ao valor de

corte e 20 delas foram selecionadas para a validagdo por RT-PCR (Tabelas 6 € 7).

Todos os Tecidos

Legenda: Circulos azuis (0)- seqiiéncias que possuem Hs. Circulos laranjas (1)- seqiiéncias que ndo
possuem Hs.

Figura 24 - Grafico MA da média dos valores de intensidade dos elementos de todas
as laminas, gerado para a selegdo das seqiiéncias que serdo submetidas a validagdo

por RT-PCR (com valor de intensidade maior que 12).
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Métodos de verificagdo de dados independentes dos microarranjos de cDNA,
devem ser considerados como seguimento dos resultados experimentais obtidos com
o ultimo (YANG e SPEED 2002). A confirmagdo final dos dados vem de RT-PCR,
utilizando iniciadores que se anelam as extremidades das seqiiéncias selecionadas
para demonstrar a existéncia de transcritos completos nos tecidos (FERREIRA et al.
2004).

RT-PCR representa uma ferramenta sensivel e poderosa para analisar RNA. E
um método altamente sensivel e especifico, podendo ser usado para a deteccdo de
transcritos raros ou para a analise de amostras de RNA disponiveis em quantidades
limitantes. RT-PCR ¢ capaz de detectar copias unicas de um RNA em particular em
amostras altamente complexas, permitindo que dois alvos que diferem apenas por um
unico nucleotideo sejam distinguidos. Essa abordagem é extremamente satisfatoria
para andlises rapidas de grandes nimeros de amostras e/ou de muitos genes
diferentes em um mesmo experimento (FOLEY et al. 1993; FREEMAN et al. 1999;
MARONE et al. 2001).

O passo inicial da RT-PCR € a produgdo de uma copia de fita simples de
cDNA a partir do RNA total através a acdo da enzima RTase. Iniciadores
oligonucleotideos consistindo de residuos deoxitimidina [oligo (dT)], os quais sdo
efetivos em iniciar a sintese de cDNA e adicionam a vantagem de permitir que
multiplos RNAs sejam trabalhados em uma unica preparagdo, se anelam a cauda
poliadenilada 3’, encontrada na maioria dos RNAs. Em seguida, o cDNA ¢ extendido
em direcdo a extremidade 5° do mRNA, através da atividade da enzima DNA
polimerase dependente de RNA (RTase). Essa etapa do processo € a fonte da maioria

da variabilidade em um experimento de RT-PCR (FREEMAN et al. 1999).
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O seguimento do processo de PCR ¢é iniciado a partir de uma aliquota da
reacdo de RT. Esta etapa geralmente envolve 3 passos: desnaturagdo, anelamento e
extensdo, com temperaturas varidveis e outras considera¢es que podem ser
determinadas empiricamente; o nimero de ciclos depende da quantidade de alvo
presente e da eficiéncia da reagdo (FREEMAN et al. 1999).

A sintese de cDNA foi realizada para 2 grupos de amostras de tecidos
normais ou tumorais (que foram utilizados nas hibridizagdes) e seus respectivos
controles negativos, na auséncia da enzima RTase. O primeiro grupo compreende
amostras provenientes de RNA total sem tratamento prévio com DNase (Tabelas 1 e
2), além da amostra referéncia. E o segundo grupo compreende amostras
provenientes de RNA total que foram submetidas & purificacdo através do illustra
RNAspin Mini Isolation Kit (GE Healthcare, USA), de acordo com as instrugdes do
fabricante, previamente a sintese de cDNA (Tabela 5). Esse grupo contém algumas

amostras que ndo haviam sido utilizadas nos experimentos de hibridizagao.

Tabela 5 - Amostras de RNA total selecionadas para validagdo dos dados obtidos
utilizando microarranjos de cDNA que previamente a sintese de cDNA passaram por

purificagdo através do illustra RNAspin Mini Isolation Kit (GE Healthcare, USA).

N° da Tipo da

Tecido Diagndstico
amostra amostra
Esdfago GH982 normal mucosa normal
Tiredide BA27 normal bocio
GH77 tumor carcinoma micropapilifero
P carcinoma epiderméide
Utero GH898 tumor . .
moderadamente diferenciado ulcerado

Estomago GH866 normal mucosa normal
Placenta GF249 normal placenta humana

Mama GF97 normal parénquima de mama normal direita
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Trés amostras do grupo | apresentaram contaminag¢do com DNA gendémico
quando seus produtos foram amplificados utilizando o par de iniciadores para o gene
constitutivo p53, com posterior analise em gel de agarose 1% corado com 0,5mg/mL
de brometo de etidio (Figura 25), evidenciada pela presenca de uma banda de 548pb
nos controles negativos (auséncia de RTase) e foram entdo descartadas. Além disso,
ndo foi possivel obter cDNA de uma amostra do grupo 1, evidenciado pela auséncia
da banda de 340pb correspondente a amplificagdo do ¢cDNA utilizando o par de
iniciadores para o gene p33 ¢ essa amostra também foi descartada. Portanto, 40
amostras do grupo 1 (Tabelas 1 e 2) e 7 amostras do grupo 2 (Tabela 5), provenientes
de tecidos normais ou tumorais seguem na etapa de validacdo dos novos transcritos
encontrados utilizando os microarranjos de ¢cDNA, totalizando 47 amostras para

validagdo.

1 2345 67 8 910111213141516171819202122232425

; " - 548pb
- W e EEe "y 340pb
B




1 2345678 9101112131415161718192021222324 25

1 234567 8910111213141516171819 202122232425

340pb

340pb

82
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1 234567 8 91011121314151617 Ref.+Ref.-

340pb

d

Legenda: 5pul de cada produto amplificado foi fracionado por eletroforese em gel de agarose 1%
contendo 0,5mg/mL de brometo de etidio. Quarenta e sete amostras seguem na etapa de validagdo dos
novos transcritos encontrados utilizando microarranjos de ¢cDNA. Todos os ¢cDNAs equivalentes as
amostas presentes nas canaletas 12/13 do gel ¢ foram descartadas dessa etapa, pois ndo foi possivel
observar na canaleta 12 (com RTase) a banda de 340pb, correspondente a amplificagio do ¢cDNA
utilizando o par de iniciadores para o gene p53, indicando a auséncia de ¢cDNA. Todos os cDNAs
equivalentes as amostras presentes nas canaletas 18/19, 20/21 e 22/23 do gel a foram descartadas

dessa etapa. pois apresentaram contaminagdo com DNA gendmico, evidenciada pelas bandas de
548pb presentes nos controles negativos das reagdes (canaletas impares). Canaletas: niimeros pares-
reagdo de sintese de cDNA com a adig@o de RTase; niimeros impares (exceto 1)- reagio de sintese de
c¢DNA na auséncia de RTase (controle negativo); 1- 100bp DNA Ladder (Invitrogen, USA);, Ref.+-
reagdo utilizando ¢DNA proveniente do RNA referéncia, com adigdo de RTase; Ref.-- reagdo

utilizando ¢cDNA proveniente do RNA referéncia, na auséncia de RTase; Ctl.-- controle negativo da
reagdo de PCR na auséncia de cDNA.

Figura 25 - Perfil eletroforético do produto de amplificagdo utilizando o par de
iniciadores para o gene p33, evidenciando a presenca ou auséncia de bandas de
340pb, correspondentes ao tamanho do produto amplificado produzido ¢ a banda de

548pb nas amostras contaminadas com DNA gendmico.

Além disso, iniciadores especificos para 12 seqiiéncias que ndo sofrem
processamento e que tiveram intensidade de sinal nos microarranjos de cDNA maior
que o valor de corte estabelecido (logz12) (Figura 24) foram desenhados para esta
etapa de validagdo (Tabela 6). Destas, 4 representam seqiiéncias que possuem Hs e
tém suporte de outros projetos, selecionadas com o objetivo de confirmar suas
expressdes e de dar confiabilidade aos novos resultados; 4 representam seqiiéncias
que possuem Hs mas que ndo tém suporte de outros projetos; e 4 representam

seqiiéncias que nao possuem Hs, provaveis novos transcritos. Essas seqiiéncias
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selecionadas ndo sofrem processamento, uma vez que 3.838 seqiiéncias depositadas
na lamina representam seqiiéncias desse tipo e, por isso, foi tomado o cuidado de
selecionar seqiiéncias representativas da maior parte da lamina. Entretanto, 8
seqiéncias que sofrem processamento, também com intensidade de sinal nos
microarranjos de cDNA maior que o valor de corte estabelecido (log;12) foram
selecionadas adicionalmente para confirmar a presenga de transcritos verdadeiros
provenientes dessas seqiiéncias € ndo de contaminagao com DNA genémico, sendo
possivel desenhar os pares de iniciadores especificos para esse tipo de seqiiéncias em
éxons diferentes, desta forma, tornando possivel distinguir a amplificacdo do DNA
gendmico pelo seu tamanho (FOLEY et al. 1993; FREEMAN et al. 1999; MARONE

et al. 2001) (Tabela 7).
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Tabela 6 - Iniciadores desenhados especificamente para as 12 seqiiéncias que ndo sofrem processamento selecionadas que mostraram
intensidade de sinal nos microarranjos de cDNA maior que o valor de corte estabelecido (log;12).

Tamanho  Tamanho da

ID do produto  seqiiéncia Seqiiéncia FW Seqiiéncia RV Localiz?cﬁlo
amplificado ORESTES e
AWB835512 242 523 TTGCGTGCTGGACAAGG CGACACAGCCCATCCTG 16
AW845910 339 586 CACTTGTCCCAGATCAGCAA CGACAAAGCACACCAAACA 1
AW854429 266 645 GACAGGCCCTCCCACAG CAGGCCCAGGAGTCAGG 11
BE063444 223 466 CCAGAAACGTGAAGGGTGA CCACCCCAACCAGCTCT 4
BF368776 113 362 CGAGCCATCATGTCAGAAGT GGGACCTTCGCCTTTGA X
CV310734 179 268 TCTGTGGGCCCTTTCTGTC GGAGGGAGATGCTCTGGAC 17
AW892990 109 314 AAAGCTGCCATATCACATAATAAAA AGGCTTTGAGAGGTTAAGGAAG 3
AW850825 321 434 CTGGCTTTCTGCCACTCTTT TTACGGGACTTGGGTTGG 3
BE153472 341 599 CGAACACAGCCCGACAG TGCAGCCCATCTCTGCT 16
BE181694 114 380 CGCATACTGGGCCAATG CGCTTCTCTGGGGAGGA 17
BF371013 257 421 GCCACCACCACCTCTCC GCGAGCAGAATGGCTCA 22
BF833254 245 433 CGCTACAAATGGTCTCACACA TCAAGCAAAAAGTTCTGGTCCT 11

A tabela mostra a identificagdo da seqiiéncia, o tamanho esperado para o produto amplificado, o tamanho da seqiiéncia ORESTES, a seqiiéncia dos iniciadores

complementares & seqtiéncia nos sentidos senso e antisenso do cDNA e a localizag@o cromossémica da seqiiéncia.



Tabela 7 - Iniciadores desenhados especificamente para as 8 seqiiéncias que sofrem processamento selecionadas que mostraram intensidade de

sinal nos microarranjos de cDNA maior que o valor de corte estabelecido (logz12).

Tamanho
Tamanho ) Localizag¢io
ID do produto . Seqiiéncia FW Seqiiéncia RY .
gendmico cromossomica
amplificado

BG006000 206 2.307 GCTGAAAGGATGCACAGTGA TCCTGTTGGAATTTGGTAGGA 1
BE151634 163 646 AAGGCGAGTGATGAGTGTCC AGGATGCCAAGAGGGAGATT 13
CV423975 213 914 GCCAACCTTGCCTTCAATCT TTCCCTCAAATCCAGACACC 2
BE166641 195 1.370 GGCTGGAGAGGGTACATTCA GGAAGCGCTATGAGTTCCAG 1
BE085704 104 1.277 TGACCAAGACTGTGGTGTGG AATCTGCCACCACAACTTCC 22
BF353251 231 1.906 AGGTCCCAAACCCTAAGCAC GCGAGGTTGGGTAGAGCTAA 8
BQ347026 183 2.395 GATAGGCTGCCAGGAAGGAG TGTAGGTTCGGGGAACTTGA 3
BF738916 101 1.183 AGATTTTCGCCCACGGAAG CTCAACCTCATCAGGCAGGA 22

A tabela mostra a identificagdo da seqiiéncia, o tamanho esperado para o produto amplificado, o tamanho da seqiiéncia genémica, a seqiiéncia dos iniciadores

complementares a seqiiéncia nos sentidos senso e antisenso do cDNA e a localizagdo cromossémica da seqiiéncia.



87

Os iniciadores para as seqiiéncias que ndo sofrem processamento foram
desenhados com seus tamanhos variando entre 16 e 25 nucleotideos, com Tm entre
58,24°C e 61,21°C, com o conteudo GC entre 28% e 70,59% e com auséncia de
elementos repetitivos. Ja os iniciadores desenhados para as seqiiéncias que sofrem
processamento, tiveram seu tamanho variando entre 19 e 21 nucleotideos, com Tm
entre 59,42°C e 62,41°C, com conteudo GC entre 42,86% e 60% e também com
auséncia de elementos repetitivos.

A padronizag¢@o das rea¢Ges de PCR utilizando iniciadores especificos para as
sequéncias selecionadas foram realizadas a partir do ¢cDNA da linhagem celular
FaDu, representante de carcinoma de células escamosas de faringe, do RNA
referéncia utilizado nas hibridizagcdes e do RNA total, tratado com DNase, da
amostra GH982, representante de uma amostra normal de es6fago.

Onze de 12 seqiiéncias que ndo sofrem processamento foram validadas nos 2
grupos de amostras normais ou tumorais (exceto a seqiiéncia CV310734) (Anexo 2).
Em média, essas seqiiéncias foram validadas em 39 amostras, além da linhagem
celular FaDu. A Figura 26 mostra a validagdo da seqiiéncia que nZo sofre
processamento AW850825. A presenca desse transcrito foi confirmada em 32
amostras que compdem o grupo 1, nas 7 amostras que compdem o grupo 2 € na
linhagem celular FaDu. Mesmo ap0s o descarte das amostras contaminadas por DNA
gendmico, reveladas pela amplificagdo com iniciadores para o gene p53 (Figura 25),
algumas das amostras utilizadas na validagdo das seqiiéncias especificas
apresentaram contamina¢do com DNA gendmico, evidenciada pela presenca de uma
banda de mesmo tamanho nos controles negativos das reagdes de RT (auséncia de

RTase). Acreditamos que essas amostras, mesmo apresentando contaminag¢do com
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DNA genémico, refletem também a amplificacdo a partir de RNA, uma vez que é
possivel observar que as bandas correspondentes aos cDNAs sintetizados com RTase
(canaletas pares) apresentam maior intensidade quando comparadas com as bandas
correspondentes aos controles negativos (canaletas impares). Para os casos em que
observamos amplificacdo ios controles negativos, ¢ possivel que a banda que vemos
¢ proveniente apenas de DNA gendmico, com auséncia de cDNA competindo pela
amplificagdo. Por 1sso, a banda que observamos tem maior intensidade. Ja nas
respectivas reacdes com RTase, existe uma competicdo do DNA gendmico com o
c¢DNA, néo favorecendo a amplificagdo do DNA gendémico. Além disso, nesses casos
também podemos considerar uma auséncia ou menor quantidade de RNA, o que
provavelmente ndo acontece quando visualizamos as bandas correspondente as
reagdes de cDNA com RTase mais intensas do que seus controles negativos, por

apresentarem uma maior quantidade de RNA.

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 Ctl-

21pb

321pb




1 23 45 67 8 91011121314 1516 1718 1920 2122 2324 2526

21pb

12 345 67 8 9101112 131415161718 19 2021 22 2324 25 26

21pb

1 234 5 67 89 1011121314 15 16 1718 1920 2122 23 24 2526

321ph
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1 2 34 56 78 9Ref+Rel-Ctl-

21pb

i§

Legenda: 5ul de cada produto amplificado foi fracionado por eletroforese em gel de agarose
NuSieve® GTG® (Cambrex, USA) 3% contendo 0,5mg/mL de brometo de etidio. a- padronizagdo da
reagdo de PCR utilizando a linhagem celular FaDu (canaletas 2 e 3) e a amostra do grupo 2, GH982
(canaletas 4 e 5). b- demais amostras que compdem o grupo 2. ¢, 4, e e f- amostras que compdem o
grupo 1. Canaletas: nimeros pares (exceto 26)- reagdo de sintese de cDNA com a adigéo de RTase;
numeros impares (exceto 1)- reagéo de sintese de cDNA na auséncia de RTase (controle negativo); 1 e
26- 100bp DNA Ladder (Invitrogen, USA); Ref+- reagdio utilizando ¢cDNA proveniente do RNA
referéncia, com adigdo de RTase; Ref.-- reagfio utilizando ¢cDNA proveniente do RNA referéncia, na
auséncia de RTase Ctl.-- controle negativo da reagdo de PCR na auséncia de cDNA.

Figura 26 - Perfil eletroforético do produto de amplificagdo utilizando o par de iniciadores

para a seqiéncia que ndo sofre processamento AWB850825, evidenciando as bandas de

321pb, correspondentes ao tamanho do produto amplificado produzido.

Além disso, uma de oito seqiiéncias que sofrem processamento (BF738916)

foi validada em 19 amostras de tecidos normais ou tumorais (Anexo 2).
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CONCLUSAO

Identificamos, pelo menos, 3.194 (889 seqiiéncias sem Hs e 2.305 seqiiéncias
com Hs, mas sem suporte de outros projetos) novos transcritos que ainda né@o
foram identificados por nenhum outro projeto de seqiienciamento de ESTs.
Estes transcritos podem representar extensdes de éxons ja descritos, novos
éxons para genes ja conhecidos, novos transcritos, ou RNAs ndo
codificadores.

Considerando os graficos de dispersdo na comparagdo entre os tecidos
normais e entre os tecidos tumorais (Figura 22), nossos dados mostram a
possivel expressdo tecido-especifica de novos transcritos humanos.
Identificamos 11 seqiiéncias diferencialmente expressas entre tecidos normais
e tumorais, sendo expressas com uma diferenca estatisticamente significativa
de pelo menos 2 vezes entre os dois tipos de tecidos (valor de p < 0,05 e
razdo > 2) (Figura 23). Oito delas ja foram agrupadas no UniGene e portanto,
possuem uma anotacfo e 3 delas ainda nio possuem Hs (Tabela 4).

A existéncia de transcritos referentes a 11 de 12 seqiiéncias que ndo sofrem
processamento e 1 de 8 seqiiéncias que sofrem processamento foi validada

em amostras de tecidos normais ou tumorais.
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ANEXOS




Anexo 1 - Lista dos 3.194 novos transcritos humanos



Nuamero ORESTES
MR3-UT0050-120900-008-d09
MRO-HT0559-060600-030-d11
QV0-BN0042-050500-216-b07
RC0-HT0859-080800-022-f09
MRO-HT0157-021299-004-h04
RC2-GNO0135-041000-011-g06
RCO0-EN0080-061200-032-a02
QV1-DT0069-110200-067-d06
MRO-GN0024-290800-005-e04
QV0-EN0058-261000-442-f10
IL3-CT0219-160200-063-G08
MR 1-SN0063-050500-003-b06
RC3-BT0333-250200-015-f01
RCO0-TN0078-310700-031-g03
PM2-HT0338-131299-001-¢c01
MRO-SN0037-270400-007-g01
MRO0-SN0040-080600-006-c09
RCO-LT0001-131299-031-h06
MR3-ST0192-201199-017-g06
RC2-BN0033-170300-019-h12
QV2-BT0635-311000-441-a07
QV0-HT0103-091199-050-¢c12
CMO-MTO0150-091100-699-f01
RCI-CT0295-241199-011-d11
MRO-HT0209-260400-109-d02
QV0-HT0807-160600-267-f12
MR2-HT1048-151200-001-b06
QV0-5T0247-030200-104-c11
QVI-MT0132-081100-443-¢c07
PM3-FT0024-240500-001-h04
MRO-NT0038-210400-002-h04
QVO0-NTO0148-231000-451-a05
CM1-CI0032-191200-630-d09
QV0-CT0225-021099-030-h01
RC0-CT0204-240999-031-a07
RC3-CI10043-111100-023-b09
MR2-GNO0158-051100-002-a08
MR2-NN1111-080800-009-g10
MRO-HT0165-030200-007-f09
RC5-GN0046-080800-031-F07
CM3-BN0380-251000-413-c09
QV0-HT0366-131299-074-a03
MR 1-TN0020-040900-006-f06
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CMO0-GN0099-031100-573-g09
RCO0-CT0204-240999-021-b11
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RCO-TN0078-310700-031-e10
CMI1-TNO0134-041100-438-c04
QIV4-NN0040-070400-160-a10
CM1-CN0060-201200-664-c01
QVI-MT0132-201100-498-204
VIR4-TNO112-120900-102-d05
JV2-NN0045-220800-323-a06

Numero de acesso

BF380117
BF351854
AW995667
CV405288
BE142727
BF986673
BF851872
AW939148
CV341130
BF846766
AW850672
AW868606
BE066432
BF376796
BE153439
AWB67638
BF374059
AW834818
AWg13302
AW993495
BF744858
BE141760
BF893093
AW856381
BE146271
BF354932
BF843159
AWS817183
BF892973
BF372263
AW890062
BF918783
BF818416
AW851867
AWB847295
BF808028
BF995494
CV349636
BE144087
CV424886
BF750287
BE155893
CV346131
BE148296
BF994569
AW847261
BF999539
BE068976
BF376795
BF887708
BF361912
BF767869
BF894921
BF277339
CV391892

7,310638014
7,388045321
7,463480064

7,46366478
7,501237658
7,515289314
7,568970925

7,57147264
7,606010566
7,607038899
7,618757967
7,626916088

7,63416616
7,634637318
7,637228047
7,656533085
7,656755994
7,659608523
7,660841295
7,665931222
7,670858201
7,671717864
7,677187631
7,686479017
7,695530875
7,697826076
7,698465792

7,69949808

7,70833112
7,716348692
7,717085347
7,721877144
7,727067691
7,728601162
7,728603098
7,730182406
7,732647269
7,742474761
7,745980625
7,752371777
7,756704139
7,758161449
7,760514118
7,761802451
7,762575494
7,763141292
7,767326812
7,770873037

7,77138168
7,774318633
7,783058142
7,786422013
7786628241
7,728865237
7,791037406

Intensidade (A) Tipo de seqiiéncia

sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
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sem_Hs
sem_Hs
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sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
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sem_Hs
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sem_ Hs
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sem_Hs
sem_Hs



MRO-HT0407-060300-011-02
MR2-HT1048-151200-002-g02
CMO-NN0005-140300-287-e02
QV2-0T0062-180300-092-d09
QV2-NN0045-131100-414-f12
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QV4-GNO0143-271100-579-a08
QVI-GN0065-140800-318-c09
QV1-BN0398-031000-404-f06
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MR4-NN0203-271100-201-d07
RC0-CN0025-010200-012-g11
QVI1-GNO0320-051200-552-e04
QV0-HT0809-210700-308-d05
QV3-SN0054-230800-308-f09
MRO0-SN0039-300300-001-f07
PMO0-BN0144-280300-001-a08
RC1-HT0623-290300-011-h03
RCI1-HT0229-160300-019-h01
QV0-8ST0294-070400-186-d06
QV3-KT0015-171100-476-b11
CMI-HT0950-181000-477-g10
PM3-BT0583-170200-001-a03
QVI-CI0175-211100-496-e01
CMI-HT0876-031000-462-h09
QV2-BT0685-090800-298-e08
MRO-HTO0157-040500-011-f04
CM4-LT0057-140100-080-h05
MRO-AN0083-110900-001-c10
RCI1-GN0073-160800-021-c09
MRO0-HT0559-200400-015-b04
PMO-EN0064-181000-001-f06
QV2-NN0045-060900-353-e12
MR3-CT0465-310800-007-f11
AV3-GNO0061-160800-296-e05
QV3-ET0173-011200-512-h03
PM3-HT0909-190900-006-c10
RC2-BT0522-090800-013-e07
°M2-ET0256-180301-006-208
JIV0-5T0215-300300-177-c03
MR2-EN0092-261200-003-e12
“MI1-BT0601-180200-121-b07
JVI-MT0132-201100-498-¢10
AV3-CT0560-270900-367-d09
JVO-NTO0150-031100-477-d05
RC3-CT0347-220300-015-b04
JV2-NN0045-201200-577-b09
>M3-SN0017-280500-006-f06
RC3-NTO0182-081200-011-G12
RCI1-UT0033-091000-025-a03
JV4-NN1149-021000-443-e09
RC2-CS0018-270900-014-f10
JVI-NNO0104-260600-257-d03
2V0-EN0058-261000-442-d04
“MI1-MT0245-191200-654-204
VIR2-GNO0123-051100-006-e06

BE159486
BF843236
AWE892842
AW882566
BF954358
AWS811749
CV399804
BF368718
BF748622
CV406670
CV356092
AW842020
BG010297
BF354962
CVv397827
AWB67841
BE007608
BE180490
BE147713
AWS820102
BF736302
BF831936
BE074990
BF812246
BF831220
BQ309886
BE142962
AW838776
CV338191
BF368951
BE173012
BF846222
BF362046
CV351099
BF368585
BF880723
CV374689
CVv411423
CV368538
AWS8I15573
BF854307
BE076758
BF894918
BF336908
BF919924
AW858892
BF963333
BF373874
BF929875
BF908007
CV401210
BF229859
CK327142
BF846755
BF903795
BF995639

7,793475465
7,795066323
7,796802944
7,801176437

7,80412741
7,809840703
7,811693371
7,813942855
7,814164686
7,815029896
7,815575644
7817023286
7,822961988
7,823526904
7,824023677
7,825621299
7,828584891
7,829607731
7,831583966
7,831652694
7,832452964
7,832509951
7833330304
7,833993747
7,836423508

7,83732889
7,843880112
7,846562554
7,847287558
7,848817693
7,852595807
7,853215007
7,855235291
7,855404939
7,855805754
7,855919438
7,861712049
7,863599799
7865333709
7,866431196
7,868608494
7.869609427
7,871290766
7871756798
7,872255397
7,872562626
7,872721452
7,873338205
7,873544243
7,874487061
7,874535465
7,875198064
7,875655986
7,878625515
7,880279288
7,882666668

sem_Hs
sem_ Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_ Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs
sem_Hs



PM0-0T0202-010301-002-h11
CMO0-GNO101-031100-575-c08
QV2-NN0045-050900-351-c01
CM1-UT0038-140900-414-e02
MRO-NN1120-310700-201-f11
PMO0-BNO0173-310500-003-A08
PM3-GN0012-280800-001-f12
IL3-CT0213-131299-037-H02
PMO0-HT0335-050400-007-C12
QV2-NNO0045-140900-375-e09
PM3-HT0925-200101-005-a07
RC3-BN0036-260400-015-f03
MR3-ST0192-180100-109-g07
QV4-NN1148-291100-616-f08
IL3-CT0219-160200-060-D08
QV0-EN0059-261000-444-206
MR4-BN0389-181000-001-c03
QVI1-ET0183-031200-530-e08
RC4-0T0072-090300-011-a06
MR3-KT0050-220101-003-d08
PMO0-GNO0197-081100-002-d02
CMO0-CS0042-301000-638-e04
RCO0-HT0862-250700-031-b12
QV0-BT0703-120500-225-g04
CM3-CT0310-180200-098-h04
QV3-EN0009-170700-261-e07
PMO0-BT0547-210300-004-E01
ZM3-GN0049-080900-336-d02
AVI1-BT0681-280300-127-c02
RCO0-PT0006-220200-012-g05
JAV2-LTO0051-260300-111-h11
JV3-ET0171-081200-532-d06
“M1-HT0759-290500-227-d09
JIVO-EN0058-261000-441-g12
RC5-BNO158-190400-031-C01
“M1-Cl10132-201100-571-c10
MIR3-NN0217-031100-005-g09
L3-HT0618-150600-177-B12
°M3-ET0272-300301-002-g07
“MO0-CNO164-160401-814-d03
JQV3-KT0016-241100-486-e02
RC4-NT0054-120600-015-c01
>M2-ST0303-230301-011-f06
~M0-UT0003-031100-582-f04
JVO-FNO181-100800-335-e05
RC2-CS0017-041000-018-a06
2V0-HT0809-070700-297-d04
*M2-NNO0088-100201-004-a04
“MO0-BNO181-290400-353-g12
“M0-CT0815-090401-812-a09
“M1-CT0039-031000-451-g10
“M3-CTO0511-080900-330-a08
JV3-ET0176-061200-515-h07
JV3-GNO0061-160800-296-c01
LCO-ST0280-271199-011-C08
‘M3-GNO182-090101-011-h07

B1043296
BF994910
BF362002

BF379712

CV342474
BF328367
CV373529
BF334019
BEI53195
CV391690
BG989695
AW994462
AW813395
BF958387
AW850591
BF846689
BF749689
BF881466
AW885794
CV353081
BF997196
BF763956
BF3355484
BE089659
AW857472
BF358286
BE072810
BF368166
BF332301
AW875198
AW838174
BF883197
CV314681
BF846569
BE008575
BF811833
BF949830
CV332241
BI1017093
BG985044
BF736780
BF365784
BI1048066
BF910899
CV383047
BF761277
BF354942
B1033229
BE010237
BG960452
BF753617
BF336383
BF882790
BF368582
AWg18830
BI1051003

7,884376825
7,884534113
7,884637867
7,885160246
7,886299134
7,887903498

7,88872592
7,889576327
7,889767002
7,889792942
7,890344197
7,891799345
7,892766274
7,894448523
7,895131044
7,897507884
7,898513408
7,900130379
7,900514646
7,900549324
7,900614118
7,901250351
7,901313506
7,902558527
7,904073471
7,904508536
7,905598036
7,906209993
7,907170774
7,908241555
7,908768911
7,910413464
7,910980863
7,911709704
7,911895197
7,912099983
7,912243875

7,91378055
7,914976572
7,915397862
7,915814834
7,916599298

7,91811412
7.921634613
7,922271436
7,922555552
7,922933725
7,923655989
7,924653567
7,924718758
7,925019806
7926167849
7,927377305
7,931253942
7,931377025
7933931989
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sem_Hs



QV4-NN1149-231100-577-d10
MR3-AN0027-080800-004-d02
QV1-HT0638-230500-212-f03
MR3-NN0220-281000-005-a04
CMO0-CI0139-311000-656-d01
MRO0-SN0040-050500-002-c03
RC2-CN0051-210200-015-h07
RC2-UT0087-130900-011-g09
QV2-NN0045-051000-408-¢12
QV3-HT0513-150300-117-a12
MR1-RT0079-260101-013-h05
QV3-GN0335-131200-541-b08
QVI-MT0225-251100-510-e12
MR2-MT0125-310800-007-b07
RC2-DT0007-120200-016-al1
CM3-BT0696-170300-122-e09
MR4-CT0539-210201-011-e03
PMO-ET0155-230101-002-c06
MR2-HN0036-211100-005-g08
RC3-CT0254-230300-028-h06
QVI1-LT0036-150200-070-e01
PMO0-BT0582-310100-001-f08
RC4-NT0054-120600-015-h09
QV0-BT0041-240999-028-f12
RC5-NN1065-040800-034-H10
QV3-NN1023-010600-199-f11
PM3-UT0058-240800-001-f09
MRO-BNO115-250800-004-e12
QV0-0OT0033-070300-152-f08
CM2-HT0283-121199-031-a07
RC0-BT0522-071299-011-cl1
QV2-NN0045-011200-499-e02
QV0-NNO0183-210700-311-b05
RCI1-HT0229-131199-012-h08
JAV2-LT0051-260300-111-b01
RC3-GN0089-121100-021-d02
PM3-ET0268-040501-004-a08
QV2-BT0635-060500-199-f03
MR3-SN0066-040500-006-d02
MR2-SN0008-150600-003-c08
RCO0-BN0329-210600-021-g01
QVI-ET0180-051200-555-d02
VIRO-HTO0166-271199-005-d04
VIR3-ST0192-211199-016-d09
VIR3-NN0220-281000-005-b11
V0-CT0383-030300-139-h10
>M3-MTO0110-281000-011-e10
VIR2-BT0590-210200-102-g08
RCO-BNO121-210300-031-d02
VIR4-TNO114-130900-102-c03
VvIR3-UT0129-071200-009-e08
’M2-HT0927-290900-005-h04
RCI-MTO0135-171100-021-f06
RCO-BT0626-100800-011-f07
“MO-GNO110-081100-577-g05
“MI1-HB0002-141200-651-g10

BF957014
BF325828
CV387995
CV353463
BF802590
CV342710
AW844519
CV414536
BF943407
BE168024
B1007499
BG012013
BF896657
CV349455
AW935512
BE089058
BG956680
B1013807
BF826381
AW854088
AW836817
BE074959
BF365791
BE060994
CV425519
CV397173
BF380356
CV338601
AWRB0866
BE151326
BE071803
BF959172
BF363731
BE147363
AW838162
BG000086
CV372803
BE081715
AW869137
BF373821
BF330222
BF882015
BF349626
BF375123
CV353464
AW860610
BF891605
BE075510
BE005966
BF377426
BF915731
CV369513
BF894533
CV403064
BF997589
BF741235

7,937005797
7,937496134
7,937568618
7,938670955
7,939437561

7,93958137
7,939783611
7,939947638
7,940395862
7,945265756
7,946086765
7,946633481
7,946782701
7,948534832
7,948721458
7,950024747
7,950117955

7,95167291
7,952818764
7,953115021

7,95353142
7,955901211
7,956150104
7,956545205
7,959684641
7,960821774
7,960993576
7,962025761
7,962040458
7,962877024
7.963306939

7,96455236
7,964833365
7,965065464

7,96584717
7,967920117
7,968279302
7,968723583
7,969529459
7,970804131
7,971316084
7,971420414
7,974074015
7,976931422
7,978098487
7,979500593
7,979523066
7,980123243
7.980786846
7,980888687
7,980923276
7,981271488
7,981504437
7,982122702
7,982408421
7,982547294
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CMI-MT0238-141200-653-b11
MR2-BN0387-290900-002-f12
PMO0-BNO167-120400-001-d05
QV2-NN0045-151200-556-d12
PMO0-C10109-181000-001-g05
QV2-NN0045-140900-373-f12
PM2-BN0254-310500-001-f05
PM3-MT0205-300101-005-e06
CM0-UMO0042-020300-261-h06
RC5-GN0194-271100-023-E07
CM1-HT0843-070800-344-g01
CMO0-C10095-041100-600-d06
QV1-BT0632-280800-341-h03
PM3-HT0925-011100-013-d05
PM3-KT0044-180101-013-b09
MR2-SN0005-290500-006-g07
CM2-NN0005-180300-118-g12
QV2-BT0616-051200-519-g09
PMO0-HTO0911-200301-020-h02
PM2-ST0231-141299-002-d12
QV3-NN1023-010600-199-d12
MR4-HT1051-080501-011-g01
JV3-BN0046-220300-129-h10
QV3-BT0815-200900-350-a01
RC3-BT0502-110300-014-e12
RC2-UT0087-111100-012-f05
MR4-HT1051-150301-004-a06
MR3-GNO0031-180900-003-d09
“MO-ET0122-311000-659-h07
VMIR3-GNO0186-201100-011-h10
“M1-NT0270-271200-678-f07
VIR4-RT0048-170401-007-al 1
“M1-FN0106-100700-305-c08
’MO0-CNO0150-200301-008-a08
RC5-CI0147-011200-031-C12
RC35-NT0053-100500-031-A01
JV3-NN1023-260400-169-d08
VIRO-TNO106-200900-201-g06
JV2-NN0045-131100-429-d03
VIR4-ST0124-261099-015-f04
’M0-BN0144-280300-001-b12
RC5-0T0078-150300-021-E04
RC1-GN0269-111200-021-e05
VIR3-FN0206-020201-006-c09
2V4-BT0407-240200-115-h09
’M2-NN0088-180500-002-f12
*M3-ET0207-090101-004-d01
R3-GNO151-031100-002-f02
VIR0-SN0040-250500-004-b09
{C5-BN0192-100500-021-D07
“M3-GN0092-230900-368-a06
'M1-HT0628-310800-009-c02
"M0-NT0074-160500-001-F03
JV0-FNO182-140700-305-d08
'MO0-CT0263-201099-003-a12
AR4-ST0125-170400-007-f02

BF902618
CV346953
BE009347
BF962591
BF800563
CV391660
BF329143
B1024564
AW797827
BG006762
BF355407
BF804703
BF331916
BF833630
BG946595
CV350251
AW892924
BF747646
BG997519
AW816287
CV397169
CV355633
AW996546
CV394689
BE070965
BF911935
CV355657
BF367475
BF871388
BG003956
BF935438
CV356971
BF371036
CV359055
BF815373
AWB90789
AW902262
CV342868
BF954278
AW809660
BE007616
AW886153
BGO11815
CV351487
BE070407
BF362893
CV372539
BF995169
CV342742
BE010910
CV321607
BF353179
CV362179
BF371781
AW854920)
AW810560

7,984469782
7,984586277
7.98467403
7,985066932
7,985269793
7,986692414
7,987212328
7,988152818
7,989093307
7,989529788
7,990887154
7,992541051
7,993159157
7,996000651
7,99913742
7,999517981
8,000428818
8,000736137
8,00112717
8,001202337
8,002085029
8,002719348
8,002750953
8,003075464
8,004815253
8,005048124
8,006910256
8,007645868
8,007828166
8,00841893
8,008470195
8,008712671
8,008864158
8,009084
8,010314727
8,010419378
8,01095347
8,010953828
8,011230901
8,012301665
8,014760994
8,014789687
8,018976096
8,020213949
8,020917606
8,020994604
8,02138116
8,022458628
8,024075267
8,02559807
8,02632563
8,02648404
8,026535311
8,027529546
8,028845851
8,029216621
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CM3-CT0513-250800-308-h11
QV3-HT0636-160800-299-g03
QV3-BN0047-140400-153-a07
PMO0-BNO173-181000-006-h12
QV2-HT0698-020800-295-al |
MRI-ET0144-101100-007-g08
PM3-CT0645-220101-001-d01
QV3-0T0065-260400-167-h01
PM2-TNO0101-070900-001-a04
RC5-BT0624-180400-014-F08
RCO0-TN0079-010800-031-d12
MR2-HT1161-180101-005-g03
RC2-BN0032-160200-012-d09
CM1-CI10092-141100-547-c12
QV3-ET0171-231100-487-b10
RC5-BN0282-020600-031-F12
QV4-HT0536-020300-127-g08
MR2-BN0387-290900-001-h06
MR1-HT1136-221200-009-h07
CMO0-OT0211-200401-822-al |
MR1-RT0038-181200-006-d07
PM0-BN0144-240500-003-h07
RC0-UT0028-080800-021-h01
MR3-HT0713-080600-023-c04
ZMO0-ET0121-311000-658-d01
RCO-ET0070-290500-03 1-b03
JVI-CT0417-070800-297-e09
RC4-NN0025-150400-012-e12
JIV2-NN0042-160800-309-b03
RC1-BN0413-041000-021-gl 1
MR3-8T0220-261199-011-f05
RC4-ET0134-151100-011-a05
AV2-8T0296-150200-028-f09
>MO0-TNO0162-130900-001-d12
RC4-0T0071-170300-012-a12
VIRI-NTO179-171100-004-f09
JV2-LT0038-270300-108-f10
VIR3-ST0191-040100-023-205
VIR4-GN0228-040501-001-f06
“MO0-HT0916-070900-521-e05
RC1-BT0314-030500-016-d03
vIR1-CT0355-180200-006-e11
JV2-NNO0045-131100-424-05
JV2-NNO0045-211100-495-h11
AR4-TNOT11-110900-201-g07
JV0-HTO0101-061099-032-d10
JV3-NN1023-260400-168-e08
MR0-UT0049-021100-109-f01
"M2-FT0025-280500-001-d10
LC3-GNO0271-091200-021-e09
L3-CT0219-271099-022-H04
'M2-UMO0053-200401-018-d02
AR3-FN0209-060201-012-c05
IV4-HT0538-170300-142-¢02
{C5-NT0035-260400-021-C06
IV3-BN0047-210300-124-e01

BF336405
BF353223
AW997022
BF749766
CV390736
BF874987
BG953430
AWB84572
CV370935
BE07959%4
CV406629
BG988938
CV411074
BF808556
BF879194
BF329800
BE170175
CV346933
CV345108
B1044617
BF823320
CV358610
BF379410
CV352639
BF871129
BF359236
BF335117
AW893787
BF361922
CV407066
AW816006
BF877003
AW820323
CV362825
AW885635
BF9213593
AWRB37356
CV353812
CV335250
BF356898
BE065387
CV343995
BF954224
BF956316
CV357691
CV383366
AW902204
BF910617
CV368793
BG011332
AW850176
B1049104
B1046360
BE170535
AWS889845
AW996964

8,029343649
8,034175157
8,034860184
8,034954161
8,035662025
8,037427834
8,037747277
8,038125718
8,038993317
8,039442148
8,040553713
8,041696559
8,041727108
8,042509028
8,042521207
8,044164825
8,044845275
8045071106

8,04515611
8,045189117
8,045554539
8,046838877
8,047036669
8,047229585
8,047791984

8,04804375
8,049191765
8,050488807
8,051156589
8052069627
8,052126334

8,05218479
8,052639672
8,055013019
8,055698417
8,057534697
8,058975466

8,06081763
8,061032041
8,062979879
8,063000597
8,063140939
8,063956833
8,065661475
8,066628423

8,06861173
8,069225101
8,069897865
8,071455809
8.071629098
8,071817326
8,072274145
8,073034124
8,073264438
8.073673796
8,074728917
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RC2-CT0304-080100-011-e08
PM3-UT0058-221000-011-g09
CMO-GNO101-181100-567-g06
QVI-HT0638-070500-191-g07
MRO-HT0078-231199-006-g05
QV1-BT0631-210300-120-g07
QV1-BT0631-180200-078-f10
MR 1-BT0404-080300-002-f06
MRI1-HT1184-181200-001-b10
MR2-ST0129-300999-006-c03
RC2-UT0023-040800-012-g07
MR I1-RT0029-131100-002-e09
MR2-CI0186-050101-011-¢c03
PM3-MT0034-050800-001-a07
QV0-LT0014-250200-130-d09
CMI-AN0080-011100-523-d07
CM4-BT0266-091199-039-d03
MR2-BN0364-280800-005-c10
PMO0-HT0913-280201-009-d08
PM3-CN0153-190301-001-h02
MR3-NN1124-310700-015-h06
RC2-CT0298-150200-015-b01
QVI1-BT0681-040400-134-h01
CM3-GN0049-151100-359-b11
MRO-HT0162-131299-008-b11
PMO-HT0911-030201-009-d0%
PMO0-TN0030-210800-001-g10
RCI1-CT0414-260700-011-d06
MRO-HT0559-020800-032-c05
MR3-8T0220-261199-011-c09
RC3-GN0089-121100-021-d05
MIR0O-ANO0083-150900-002-c02
JV2-NN0045-290800-337-d08
MR3-GNO186-241100-008-d10
“MI1-ST0182-261099-025-e07
°MO0-HT0339-210600-013-e09
JV3-NNO0199-041000-374-c10
RC4-NT0257-060201-021-gl 1
MRO-NT0039-290600-005-f06
QVI-CS0007-031000-405-f11
JV2-NN0054-220800-329-h11
2V0-HT0216-011199-043-206
’M3-ET0268-240501-014-b12
“MO0-HT0919-310800-526-c06
JV4-BN0090-300300-158-a08
JV2-NN0045-050900-351-e05
>M2-8T0303-030200-005-c12
VIR4-RT0045-220201-002-c09
JV4-FT0004-200700-301-d02
VIR2-NT0138-081200-006-d03
JV4-GNO0143-271100-579-b10
“MO0-GNO101-031100-579-d02
CI1-CTO198-220999-012-D06
CI1-UT0063-091000-014-f04
2C2-ET0019-200600-017-f03
JV4-HT0893-180800-359-103

AW857197
BF909946
BG003529
BE181659
BE141364
BE081048
BE080841
BE069953
BF843852
AW810690
BF379346
BF819894
BG977621
CV375175
AWB35367
BF735279
BE063106
CV346777
CV361080
BG984105
BE704324
AW856840
BE087759
BG001769
CV341438
CV360710
CV362752
BF335040
BF351830
AW816004
CV416676
BF326180
CV392054
BG005528
AW812576
CV360598
BF943280
B1040466
BF365582
BF761038
CVv392307
BE146492
CV373007
CV311380
BE002809
BF362005
AWS821166
B1009129
BF371924
BF929588
BG001374
BF994732
AW847005
BF907963
BES827719
CV400463

8.0748203
8,075983902
8,076518455
8,076702089
8,077217161
8,077222415
8,077876486
8,078455705
8,079108876
8,079446606
8,079758041
8,081985469
8,084422065
8,086814901
8,087091419
8,087665064
8,087985083
8,090014066
8,090051221
8,090061241
8,090204353
8,090320732
8,091165251

8,09181739
8,091869797
8,092181024
8,093724764
8,094501713
8,095530131
8,096154727
8,099209282
8,099545867
8,100175226
8,100358068
8,100505165
8,100515749
8,100854389

8,10339441

8,10416318
8,104479243
8,105043963
8,105751552
8,106332468
8,108883039
8,110062633
8,110929505

8,11100096
8,112119309
8,112557603
8,113472642
8,113645759
8,114197249
8,115953194
8,116100483
8,117635969
8,117855014
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MR 1-CT0528-260900-004-h12
QV0-LT0014-250200-130-f08
QV4-NN0039-070400-161-c09
RC3-GN0089-121100-021-al0
MRO-HT0241-200100-006-al2
MR4-CT0537-191000-001-f08
MR2-GN0027-040900-001-f12
QV3-GN0061-310800-315-b12
QV2-NN0045-151200-554-c09
PM2-BT0828-041100-003-e01
RC0-BN0312-080600-021-h09
MRI1-CI10181-061100-001-e09
RC1-HT0939-160800-022-a04
MRI1-CT0528-140900-002-a08
RC5-BN0192-010900-025-B06
QV2-NN0045-201200-574-h03
PM3-NT0312-250501-010-b12
PM3-BN0257-150600-003-c10
MR2-BN0386-051000-011-g12
RCI1-HT0623-290300-011-a04
QV1-BT0681-290400-181-g05
RC5-NT0182-081200-011-H03
RC2-FN0094-060600-011-el 1
RC4-CN0048-140100-011-a01
CMI1-HNO016-081100-554-c05
CMO0-GNO163-311000-649-f11
QV3-GN0205-301000-433-205
RCO0-FN0081-010600-021-e02
QV2-NN0045-071200-528-f11
MR4-ST0124-040500-007-h07
QV0-CT0225-100400-187-h04
QV2-BT0685-270600-257-f07
QV0-ST0294-070300-151-b12
MR4-CT0537-230101-006-b01
CMI1-GNO161-181000-473-e04
PMO0-BNO173-200101-011-e04
IL3-CT0219-281099-024-G08
PM3-BT0584-190100-001-h05
CM3-CT0483-080900-339-g07
QVI1-GNO0199-071100-466-e07
QV0-CT0225-280700-316-h05
MRO-HTO0157-270800-013-c12
MR1-CI0182-071100-001-g09
RC2-AN0062-290700-011-g04
MR3-UT0106-231100-003-e12
QV4-0T0069-290200-118-e10
PMO0-HT0425-170100-002-c10
JQV2-NN0045-241100-510-h07
RC5-NT0053-100500-021-D03
CM3-HT0806-070700-233-e05
ZMO-NN1155-271000-634-h11
CMI1-NN0033-040400-175-g12
MRI1-RT0041-041200-006-c02
“M3-GN0049-160900-351-d10
“M1-DT0049-060300-136-f11
QVI-FT0169-170700-279-g07

CV344078
AWS835371
AW895754
BG000076
BE148443
BF755130
CV347871
CK327196
BF962471
BF745952
BF330168
BF805302
CVv409647
CV344045
BF328575
BF963246
CV376012
CV371549
BF748997
BE180475
BE087845
BF929876
CV412925
AW844083
BF824887
BF990952
BF992055
CV404494
BF960812
AW810169
AW852297
CV389455
AW819853
BG953552
BF988738
BG949867
AWS850211
BE075010
CV320583
BF996341
CV382570
BF349493
BF806006
BF326068
BF913096
AW885434
BE161174
BF957355
AW890867
BF354926
BF946128
AW894836
BF821878
BF368227
AW938140
CV386881

8,119159949
8,119445799
8,121062917
8,122221758
8,124181606
8,127886928
8,128583611
8129637493
8,130005021
8,133532761
8,134394433
8,135328329
8,137084626
8,138943074
8,141387684
8,141777254
8,141877366
8,143150587
8,145894346
8,146859129
8,147569924
8,149502116
8,150013248
8,153350232

8,15345875
8,155107949
8,156880504
8,156898504
8,158945999
8,159753177
8,160404249
8,160877939
8,162155744
8,162310679
8,163654757

8,16369371
8,164040967
8,165127337
8,165400649
8,166798313
8,167805123
8,167928523
8,168377394
8,170077257
8,170298146
8,171924434
8,172305332
8,173002635
8,174003343

8,17406813
8,174675017
8,175387323
8,175502922
8,176315982
8,178521228

8,17859991
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MRO0-BN0070-070800-033-d04
PM3-ET0153-271200-005-e07
PM0-GN0210-230101-003-h06
QV4-HT0492-280100-089-b11
PMO0-CT0642-240401-007-C04
CM1-BN0324-080800-346-d11
PMO0-GNO0197-081100-002-h02
MRO0-BN0070-270500-026-b06
RC3-GN0076-170800-011-f01
RCO0-AN0041-110700-021-b07
MR3-5T0203-131299-111-c05
CMI1-NN0063-280400-203-e03
CMI-HT0950-031000-467-e08
MR2-0T0079-100500-002-d11
RC2-CT0432-310700-013-a07
CMO0-TN0037-070900-531-06
MR2-ST0129-191199-003-d01
QV4-UMO0095-100300-134-h07
QV3-BT0537-221299-048-g01
MR1-HT1064-271200-012-b12
PMO0-HT0425-170100-002-e10
QV0-HT0368-040100-082-g11
MR4-HR 1000-080501-003-g08
QV0-BT0847-250900-410-e06
RC3-CT0347-220300-015-e01
CM3-BN0380-251000-413-d04
MR4-RT0045-300301-005-d11
2V2-BT0636-060500-198-f02
AV4-85T0023-160400-172-a10
MR4-GNO0191-210501-104-e12
MRO-BNO189-170400-002-g01
?MI-HT0628-310800-009-f10
RC5-NTO0182-081200-011-B11
MR0-RT0037-061200-003-h07
VIR4-LT0077-030400-205-d01
MR3-SN0067-240400-006-d03
AV4-CT0491-240800-378-c12
~M3-GN0049-080900-336-e10
RC2-CT0434-310700-012-c03
2QVI1-HT0474-070300-098-b10
JV2-BT0684-220800-325-f04
RC1-BT0814-200900-012-02
JV3-DT0045-210100-063-h01
QV2-NN0054-150800-319-c06
JVI-FT0202-071100-465-e07
VIR2-CI0127-291100-005-a08
JVI-LT0036-150200-074-h06
VIR3-UTO0106-271100-006-b02
“M3-GN0047-160900-358-g03
IV4-TT0008-161199-033-206
RC0-CT0084-090999-001-E02
RC2-CT0304-120200-012-f06
“M3-NNO0061-140400-147-h09
JV4-BN0090-040500-195-a07
“MO0-BN0272-100600-419-¢12
"M3-ET0153-070101-007-b11

BF327184
BF884731
BI053210
BE166325
BG961605
BF330208
BF997215
BF327294
BF369157
BF325869
AW814226
AW897783
CV315396
AW886345
BF335226
BF376255
AW810894
AW805027
BE072349
BF845241
BE160994
BE156465
CV355534
BF333281
AW858894
BF750288
B1009632
BE082110
AWB06883
CV355214
BE010744
CV365117
BF929852
BF822500
AW840227
AW869326
CV398930
CV321368
BF335249
BE165446
CV389378
CV407392
AW937739
BF362413
BF857841
BF814573
AW836922
CV354238
BF368133
AW833632
AWI176743
AW861328
AW897643
BE003186
CV309419
B1012683

8,178829778
8,182308287
8,184375398
8,185241959
8,185973754
8,188105101
8,188844012
8,189407439
8,189491098
8,192512834
8,195284221
8,199193609
8,199787839
8,200972026
8,202834692
8,203519985
8,204069749

8,20679559
8,207385602
8,207733484
8,208482065
8,211785096
8,212089003
8,212750943
8,215943991
8,217452967
8,218403012
8,219125538
8,221908608
8,223168818
8,223426297
8,224212995
8,225956011
8,226055404
8,226646895
8,226754399
8,226896407
8,228345012
8,229653935
8,233009303
8,233267105
8,233478737
8,233561406
8,237572257
8238930948
8,241160887
8,244099139
8,244953428
8,247679217
8,249028659
8,251891012
8,254307382
8,257571106
8,260585662
8,261285105
8,262965497
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MR2-GNO157-111100-003-h03
QV3-GNO0061-140800-276-g02
MR 1-RT0041-041200-006-b04
QV4-EN0040-250500-226-f01
MR 1-8T0206-130400-023-204
RC5-NN1055-260400-021-D08
MR2-SN0005-250500-009-g07
QV2-UT0054-200900-382-c12
PMO0-ET0208-200101-004-h06
MRI-ET0144-011100-002-h07
QV4-FT0004-180500-222-d12
RC2-CN0085-311200-110-d11
RC2-FN0094-100700-018-b06
QVI1-MT0132-081100-443-b0%
CM0-CS0042-301000-638-d12
PM2-SN0013-180300-002-d10
MR2-CN0037-240200-102-b01
RC0-MT0059-200600-021-b06
CMI1-UT0038-210900-425-d12
CM2-HT0244-081199-029-¢12
QV2-NNO0045-130900-368-b05
QVO0-TT0009-161199-052-e02
CMO0-GN0080-150900-557-a10
RCI1-CT0409-270700-021-cl 1
QV0-BT0041-090999-018-g02
QV0-CT0225-210700-313-c09
MR4-5T0125-021199-017-d05
QAV0-CT0225-100400-187-g05
ZMO-CT0507-310800-529-c04
ZM3-GN0053-180800-295-b12
MRO-HTO0157-310300-010-g03
JV3-GNO107-111100-424-a09
QV2-NN0045-121200-547-a06
MR3-SN0066-020500-001-c09
JIV4-FT0004-250500-231-el 1
>M3-BT0278-271099-001-f03
MRO-HT0157-040500-012-d07
JQV2-HT0577-230500-214-c01
RC2-ST0158-091099-011-c04
>MO-HT0911-080201-011-e03
“M3-GN0047-160900-358-h10
“M1-HT0878-031000-455-g11
“M1-NT0243-051200-614-c03
RC0-GN0090-150900-021-b10
QVI1-BT0678-130400-156-h05
RC5-NTO182-211200-012-A08
QVI1-ET0008-060600-226-e09
VIR3-GNO0185-201100-008-d07
>M3-CT0645-160501-004-g03
QV1-GN0065-120900-314-c01
V0-8T0247-270100-098-a09
3C2-ET0019-200600-017-f11
VIR0-CT0453-061100-001-b04
>M2-GN0014-251100-004-02
*M3-CT0805-230501-010-f07
M1-CS0038-251000-497-b07

BF999544
BF368572
BF821875
BF358517
AWS814941
AW904484
CV350243
CV393899
BI013239
CV344314
BF371907
BF768361
CV412929
BF892971
BF763955
AW864030
AW842889
CV406065
CV316598
BE148859
CV391509
AW833941
CV310833
BF334909
AWI175718
CV382552
AW810202
CV382542
CV310299
CV321555
BE142912
BF999170
BF961716
AW869085
CV399373
BF330706
BE143000
BF352253
AWS811631
BG993514
BF368135
BF831083
BF927923
CV404836
BE086696
BF934036
BF358657
BG003820
CV372070
CV387019
AWS817109
CV412615
BF757544
BG005979
CV372227
BF763341

8,264341525
8,265186141
8,266353022
8,267367974
8,268064705
8,269783891
8,270496591
8,270784749
8,273877946
8,274202359
8,277464266
8,277764147
8,279999683
8,280979409
8,280989736
8,281301758
8,282223658
8,282899757
8,284236003
8,285885852
8.287179953
8,287704288
8,28814792
8,291340402
8,294281433
8,294942666
8,296922532
8,303465264
8,304137693
8,304792794
8,30688568
8,309113481
8,312636674
8,314005445
8,320102921
8,323752813
8,327543953
8,328025992
8,329579659
8,331825799
8,334514014
8,335243386
8.33927584
8,341501809
8,351142511
8,353383124
8,353398255
8,353684255
8,354340638
8,3586435
8,359220951
8,360738914
8,367275212
8,369487652
8,371378234
8,372710212
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RC4-BT0644-160200-011-b07
MR3-NN0216-031100-003-b05
QV3-IT0007-311000-404-b05
PM3-CI10112-111200-005-d06
PM3-ET0153-100101-008-a09
RC3-BT0316-220300-015-b07
CM3-NN0004-100300-111-e05
MR3-HT0446-260300-202-h06
PMO0-CT0263-261099-004-e05
ZM3-CI10003-081100-367-d03
AV4-GNO143-271100-579-c03
MR2-NNI1111-080800-009-h08
MRO-BT0659-090300-004-g12
PM1-HT0340-151299-003-b09
MR1-TN0045-060900-005-a12
°M0-HT0335-070600-010-al1
RC5-STO178-081099-011-C09
°MO0-HT0911-030201-009-e12
RCO-EN0023-300500-031-e08
MR1-RT0079-151200-003-c01
L3-CT0219-131299-032-H12
RC5-NN1165-131000-031-C10
VMR2-8T0130-290999-001-g10
MR3-HT1100-020201-002-e03
IV0-HT0368-030100-080-a02
RC3-STO197-151099-011-e01
RCO0-HT0295-141199-011-g11
ZM3-GN0052-151100-360-h07
JV3-BN0046-270700-282-e10
JV2-NNI1073-101100-428-e02
JV0-ST0236-171299-075-e01
’MO-1T0018-151200-003-d10
RC2-GN0037-140800-014-e06
vIR2-CI10127-121200-010-g09
MR3-ST0220-091299-022-210
“MI1-NN0001-310500-226-e02
JIVI-GNO0065-140800-323-c08
VIR 1-BT0404-080300-002-d08
QVI1-HT0413-010200-059-h08
“M0-MTO0150-091100-699-b12
VIR1-MT0282-191200-006-c01
>M3-LT0032-231299-001-d01
JV0-BT0041-140999-020-e04
VIR2-TT0014-301199-110-d04
JVI1-BT0631-210800-337-h05
“M3-CT0511-080900-331-al0
VIRO-TNO0106-041000-302-d09
JV4-BN0044-110200-108-e12
’M2-HT0190-081099-001-a04
“M3-GN0047-160900-357-f10
2V0-GNO0216-011100-466-h06
AR 1-SN0033-120400-002-02
*M2-CT0292-151299-002-h08
“M3-HT0528-010200-086-b04
“M0-HT0916-070900-521-g09
WC3-MT0162-281100-011-gl1

BE083368
BF950026
BQ315542
BF817300
BI1012752
BE065583
AW892595
BE161676
AW854951
BF806504
BG006554
CV349637
BE084755
BE154117
BF376345
CV360506
AW812160
BG992652
BF358427
BF823136
AWB850397
BF944433
AW810929
BG992410
BE156404
AW813540
BE151492
BG002072
CV393993
BF952601
AW816500
BF773229
BF367830
BF817669
AWS816024
BF361647
CV387048
BE070117
BE160192
CV311563
BF903896
AW836463
CV381690
AW834672
BF331869
BF336385
BF885107
AW995835
BE145001
BF368120
BF993476
AW867069
AW861087
BE169847
CV311322
BF898475

8,37707847
8,383583548
8,385374658
8,401460421
8,404843667
8,414759396
8,415172967
8,424212425
8,425488776
8.,425766296

8,4276531

8,42909541
8,429291409
8,436002425
8,437043413
8,439696808
8,440841128
8,449612334
8.449684399
8,454296887
8,455240028
8.456889201
8,458835257
8,462426078
8,462447522
8,465410072

8,46552315

8,47216051
8,473288477
8,476105838
8,487196767
8,487515788
8.490739168

8,49427653
8,498948332
8,499367381
8,505056533
8,508887049
8,509320388
8,509904124

8,51035209
8,513057619
8,514359668
8,516644824
8,518862836
8,528408945
8,531601214

8,53353121
8,536526823
8,548812714
8,553265038
8,557632555
8,562496922
8,565337091
8.569163156
8,577871885
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IL3-HT0059-270899-010-G03
QV4-CI0151-251100-601-c08
PM0-UMO0018-210700-005-C08
RC0-BT0332-141299-011-E07
QV2-BT0685-010700-259-e09
MR4-GN0192-031200-002-g04
QV3-FT0210-031100-456-g04
RCO0-TN0080-220800-025-a02
QV3-SN0021-130500-184-h01
QV3-NT0022-220800-304-f03
MR1-TN0046-280800-001-b07
PM0-BN0167-050700-004-E05
CMI1-HT0877-190900-421-b05
CM2-CN0039-110100-069-h08
RC2-ST0168-290999-011-f07
CM2-CI0135-101100-491-a05
MR3-GN0029-290800-001-g04
CMI1-NN1006-050400-177-b10
MR3-FN0209-300101-004-a05
MRO0-UT0047-170900-202-g07
PMO0-HT0911-270101-008-d05
PM2-0OT0092-050401-008-g02
AV4-GN0250-271100-596-d02
QV2-NN0045-051200-516-f09
IL3-CT0220-160200-072-F01
MR2-CT0222-261099-004-a03
JAV3-1T0006-311000-411-e10
“M3-GNO0053-180800-295-al 1
>M3-HT0605-270200-001-b11
RC2-BN0243-220500-012-c03
JQV2-NNO0045-211100-494-210
“MO0-HT0747-190600-433-g07
MR4-ST0121-060200-002-a01
VIRO-HTO0165-121199-003-e05
VIR3-FN0206-070201-009-f02
“M1-UT0038-060900-399-e02
“M3-CT0513-250800-308-b01
RC1-MTO0135-171100-021-h07
QV4-UMO0095-100300-134-105
VIR1-HT1136-220101-012-b04
RCO-ET0078-050600-031-a03
>M3-HT0909-241000-022-b02
2V4-HT0894-290900-399-h10
“M1-UT0040-290800-378-c03
vIR4-BN0389-181000-001-c10
VIR3-HN0066-080101-009-b07
VR3-GNO0186-171100-001-b12
V0-CT0224-221199-057-b04
JV3-ET0102-111100-401-h10
JVO-NTO0150-231000-447-f11
RC2-LT0007-120200-012-b09
JVO-NTO0152-231000-448-d07
1C2-BT0522-090800-013-c06
LCO0-BT0561-210100-032-h05
JV4-GN0122-031000-412-h06
>MO0-TN0032-070900-534-c02

AW177870
BF813311
CV362912
BE066264
BF332339
BG009614
BF857048
CV406722
AW865849
CV397284
BE938068
BF328285
CV315104
AW843422
AWS11810
BF807346
CV351695
AW900615
BI045873
CV343053
BG991259
B1044147
BG006209
BF959920
AW851226
BF334114
BF768383
BF368319
BE178611
BQ312807
BF956234
CV311269
CV357155
BE143918
B1045338
CV316532
CV320737
BF894537
AW805023
BG989963
BE829939
CV374743
CV400637
CV316775
BF749694
B1000417
BG002507
AW851796
BF875589
BF918801
AW835027
BF918814
CV411420
BE073747
BF986504
CV312158

8,581350722
8,593518003
8,600632482
8,616071013
8,62244417
8,623408236
8,629326872
8,630961331
8,635576903
8,668614035
8,671312033
8,675166656
8,684675266
8,685966199
8,688270694
8,688345018
8,69197826
8,704000006
8,705629185
8,712943873
8,71428394
8,715589992
8,7177886
8,721472686
8,723320709
8,725547487
8,731823863
8,75693567
8,758663631
8,769715103
8,770224573
8,778516212
8,781870683
8,789457751
8,797481471
8.800812776
8,804025734
8,821741905
8,822722429
8.832053438
8,835361402
8,845889145
8.851962735
8,855113791
8.860758906
8,869230687
8,875823286
8,876299064
8.877490105
8,887725301
8.889115567
8,920309672
8,925786148
8.926736805
8.935073933
8,935157137
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MR1-RT0038-281100-003-f10
MR0-GN0024-290800-005-c03
IL3-CT0219-221199-029-F12
QV4-BT0407-280100-090-f12
QV2-BT0616-051200-521-al2
CMI1-HT0877-190900-421-d03
RC0-HT0771-090700-023-a09
MRI-ET0144-011100-001-e06
MR3-GNO185-141100-006-d12
MR2-GNO158-101100-004-c01
IL3-CT0219-160200-063-A04
IL3-CT0220-111199-028-E08
IL3-CT0213-280100-056-F02
QV2-NN0045-151200-556-g12
RC6-5T0198-261099-011-c06
RC0-HT0862-080800-032-h02
RC2-HT1079-011200-011-a05
QV3-DT0043-090200-080-b08
RC5-0OT0078-100400-023-HO1
MRO-ST0016-141199-002-f01
CMO0-HT0919-310800-527-f03
MR2-GN0127-091100-005-a01
CMO-NTO0189-181100-703-h10
PM2-ST0231-291099-001-f01
CMO0-ET0124-091100-680-d06
QV2-NN0045-300800-341-g07
PMO0-BT0340-211299-003-c12
RC2-CT0298-300100-014-g05
QVO0-NN1021-180800-344-g10
PMO0-CT0807-140301-002-d11
PMO0-BT0275-291099-002-e10
RCI-CT0251-141099-012-e07
QV3-BT0537-221299-048-a06
CM1-HTO0877-190900-421-g03
MR3-EN0089-131200-002-a04
MRI1-HT1185-020101-005-g05
MR I-TN0045-110900-007-g04
CM3-CT0510-010900-319-g09
QV3-TNO167-111100-388-d04
RC4-BT0337-180500-015-e02
PMO-TN0030-181000-004-g04
MR2-EN0092-261200-002-h08
PM3-SN0017-240500-003-d05
MR2-NT0135-161100-001-h04
MR3-GNO187-271100-014-g10
MR4-8T0240-150200-002-h10
[L3-HT0619-240800-254-F03
JV3-HT0513-060400-148-c08
PM0-BT0340-211299-003-e03
JQVO-ETO151-031100-473-e10
MIR3-GNO152-101100-003-a09
PM3-ET0272-020401-003-h07
MR2-0T0079-230500-009-g10
2V3-BT0570-030200-077-e08
MRI1-HT1064-281100-004-a04
MIRO-HTO0165-121199-003-al1

BF821390
BE929453
AWB50337
BE070267
BF747673
BF355905
CV405051
BF872338
BG001557
BF998244
AW850678
AWB50848
AW847663
BF962610
AW814005
CV405340
BF841124
AW937443
AW886320
CV342807
CV311407
BF997818
BF9216838
AW816267
BF874760
CV392090
BE066976
AWSE61131
CV383909
BG958786
BE063379
AW853337
BE072334
BF355911
BF852622
BG986520
CV346299
BF336381
BF888008
CV419152
BF886211
BF854031
BF373757
BF921016
BG006451
AW816582
CV333027
BE168467
BE066983
BF873482
BF998864
B1017350
CV350163
BE074306
CV344927
BE143901

8,96151227
8,963918705
8,981281601
8,988284965
8,989007189

9,00344312
9,007168377
9,007238435
9,007592211
9,020142594
9,023657884
9,036727341
9,046718554
9,077574725
9,080972885

9,10160289

9,11107025
9,116127742
9,133047335
9,133367655
9,143134606
9,151752361
9,175976924
9,186780207
9,192399235
9,209241664
9,216873046
9,217033319
9,231611255
9.236450318
9,242450368
9,247584884

9,25166801
9,253214143
9,254355348
9,274836436
9,288403674
9,294865912
9,313215712
9,316921695
9,319280446
9,331953954
9.,335791885
9,351864877

9,37127782
9,371946002
9,383586057
9,408849867
9,432957277

9,44106487
9,450473199
9464359744
9,465621037
9,472563581
9,497397308
9,507409313
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PMO0-BT0670-130300-001-d1 1
RCO0-BT0505-221199-031-A11
QV0-DT0047-170200-122-c09
PM3-HN0076-130101-001-f12
RC4-CI0194-111200-022-h10

IL3-CT0219-271099-022-C04

CMI1-NT0242-271200-667-f10
MR3-UT0106-041200-005-c12
MRI1-ET0145-071100-003-f08

RC5-OT0078-100400-023-E12
QV3-ET0176-220101-531-h06
QV2-LT0051-130400-134-f11

CM2-CT0311-301199-043-h04
QV0-0T0033-120500-221-e10
MRO-HT0241-150500-011-c07
PMO0-CT0263-051199-005-E03
MRO0-SN0040-220500-005-e03
RC2-FN0094-200600-014-d05

CM3-CT0484-110800-285-102

PMO-HT0349-101299-002-B07
QV3-0T0065-260400-167-c06
JQV3-NNO101-270600-246-al0
JAV0-HT0494-020300-137-a02
RC2-BN0332-270600-012-b01

MRI1-TN0045-130900-010-¢03
JAV2-BT0636-291000-445-c09
MR1-ST0206-290100-011-d02
MRO-HTO0157-310300-010-e08
MRI1-MT0282-191200-006-b05
VIR4-ST0121-261099-014-d07
JV3-ET0103-101100-402-g11

RC4-HT0251-151100-021-e04

RC2-BN0074-010400-016-e08
“M4-CT0106-240899-008-d06
VIR1-HT1068-011200-006-e03
VIR2-CT0222-281099-006-b03
“MI1-MT0244-201200-660-g11
RC2-BT0522-090800-013-f10

VIR3-NN0220-281000-007-e09
JV2-NN0045-121200-531-el1
RCO0-ET0130-161100-031-h02

>MO0-HN0078-080201-004-a05
*M3-HT0909-151000-012-e06
>MO0-HT1311-270401-002-C04
*M3-ET0207-090201-008-f04

AR2-CI10186-301100-009-d01

"M2-HT0353-211100-007-b08
AR2-C10186-301100-009-e08

AR2-TT0014-241199-014-g06
ART-HN0069-261200-010-c11
"M2-EN0066-201100-001-g12
IV2-CTO121-301199-003-h12
LC0-AN0041-200700-032-d01

LC4-NN1178-201100-012-h11

LC1-GNO198-171100-012-b09
"MO0-HT0913-200101-004-c08

BE085704
BF331366
AW937934
BI001426
BF817568
AWS850159
BF935202
BF915357
BF874212
AW886309
B1013431
AWB838254
AWB57536
AW881320
BE148684
AWB54969
CV342735
CV412988
CV320647
BE155034
AW884558
CV397110
BE166570
BF330259
CV346322
BF744514
AWR814580
BE142908
BF903884
AWB09355
BF875190
BF835561
BE000964
AWI177067
BF840620
AW851700
BF904103
CVv411426
BF947470
CV391458
CV404453
BI003339
BF831878
BG999158
BI014164
BF814207
BF837401
BF814068
AWB34561
BF829948
BF850620
AW845902
CV402494
BF956074
BG003184
BG989860

9,517036623
9,518614141
9,53494497
9,541791116
9,552916994
9,553922972
9,5607932
9,567085711
9,569357781
9,58502097
9,599174477
9,611781396
9,615010734
9,627691485
9,628051716
9,68368555
9,686490767
9,695145392
9,731155291
9,74847834
9,755996371
9,768960121
9,775029684
9,777528944
9,794879713
9,805672249
9,81247006
9,827525933
9,848003369
9,857548229
9,859512295
9,894731749
9,916730538
9,928172318
9,935578514
9,939786876
9,942584453
9,948059413
9,948509517
9,955860965
9,96121649
9,9678432
10,01190043
10,03343324
10,06015211
10,09180804
10,12449815
10,12483126
10,12794114
10,14259202
10,15362039
10,16513842
10,18625546
10,190645
10,19583149
10,21826948
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PM3-LT0032-301299-005-a12
MR2-HN0035-171100-003-07
MR3-GN0185-241100-010-d03
PM0-CN0150-050301-003-04
MR2-HT0787-210700-001-a01
QV2-NN0045-140900-366-a08
QV1-LT0035-200300-116-f06
QV1-BN0001-301199-038-d01
CMO-GNO111-181100-568-b03
CM1-NN1003-200300-153-f04
QV3-DT0019-140200-086-g11
QV3-BT0379-310100-071-f12
MR4-RT0048-110501-011-f07
MRO-HT0559-120400-010-b06
IL3-CT0213-190200-040-C11
MRO-BN0070-130300-004-g08
RC2-CS0017-041000-019-¢11
MR3-AN0025-040800-005-¢10
QV4-HT0539-240800-381-b02
PM3-HN0076-130101-001-b08
MR2-HN0036-211100-005-b12
IL3-CT0219-210100-058-BO5
RC3-ST0197-051099-011-b04
QVO0-NN1071-050600-255-f12
MRO-SN0004-070500-002-b10
MR2-SN0005-290500-006-a03
MR3-HT0713-220500-002-h03
MRO-ET0107-191100-002-f09
ILO-BT0168-040899-100-c03
CM3-TN0070-080900-337-¢01
RCO-HT0439-120100-011-g12
PMO-IT0018-091100-001-g03
RC2-BN0130-150400-013-a08
VIR 1-TN0023-280800-001-d03
RC1-BT0254-100500-111-c09
QV4-BT0407-190100-082-b12
RC2-LT0007-120200-012-h04
RC4-CT0525-121100-013-f11
CMO0-BT0755-080400-324-g03
RC2-FN0164-070700-012-a07
C4-CN0081-091200-011-a05
VIR2-HT1162-240101-010-c12
VIR0-HT0162-261199-004-d 12
VIR3-NN0218-031100-005-d0]
VIR2-CN0037-210200-202-f11
VIR4-CT0539-210201-012-g09
VIR0-SN0040-310500-007-a04
IV2-HT0698-180700-273-b03
IV3-CT0637-141200-539-d04
IV4-8T0023-160400-172-b02
JV4-NN1148-291100-617-b05
>MO-MT0202-210301-010-c06
IV0-HT0366-270100-087-f09
2V0-CT0224-221199-057-f04
IV 1-EN0051-231000-429-b02
VIR1-ET0144-011100-001-f11

AW836513
BF825885
BG005504
CV359035
BE717880
CV391597
AWB36762
AW991271
BG003585
BQ337685
AW935955
AW749353
CV356928
BE172761
AWB47788
AW999186
BF761303
CV350550
CV400380
B1001409
BF826370
AW850406
AWR813528
BF364433
AWB62818
CV350247
CV352687
CV340659
AW062277
CV323210
AW580301
BF768854
BE006594
CV346209
BE062284
BE070197
AW835045
BF758227
BE093626
BF371640
BF767032
BG990170
BE143423
BF949874
AW842849
BG956641
CV342755
CV390818
BF759624
AWB06886
BF958368
B1029929
BE155922
AWB51808
BF846502
BF872158

10,26366855
10,26373417
10,26655944
10,27667137
10,27993161

10,2864867
10,30571086
10,35389082
10,38391002
10,40631762
10,40991773
10,41495436
10,44247654
10,49263108
10,50080073
10,50352237
10,52674231
10,53243167
10,53323647
10,56368001
10,59467928
10,67672685
10,71783911
10,75732857
10,78042349
10,78296804

10,7840167
10,79309799
10,79682417

10,8119693
10,83394885
10,88858882
10,89697531
10,97062358
10,97448594
11,04496324
11,04911633
11,06144777
11,06849568
11,09192228
11,10477533
11,11009194
11,12414946
11,15495462
11,19854492
11,20910323
11,22631895
11,27534901
11,28225544
11,28293968
11,29198151

11,3007736
11,30936767

11,3417592
11,36822444
11,41020775
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CMO0-CS0042-101000-590-d11
QV2-NN0198-270600-256-f11
CMO0-GNO0163-311000-653-al 1
MR2-HT1162-190101-016-c11
QV0-GNO0213-101100-486-g03
PM3-UM0089-170300-002-¢11
MRO-HT0559-270300-006-e07
RC3-OT0078-100400-023-B12
MR3-GNO185-241100-011-a07
RC2-LT0007-300800-013-a06
MR2-EN0091-261200-007-a09
QV4-NN1149-220900-414-g06
IL3-CT0219-210100-058-H04
QV2-0T0062-010400-115-c04
QVI1-EN0053-081100-426-c10
QV3-BN0047-160300-123-c04
MRO0-CT0452-031100-304-d06
CMO0-CS0042-301000-638-f07
QV2-NN0045-301100-501-h05
QV3-GNO0108-031000-361-f06
RC4-GN0067-310800-012-g04
MR2-HNO0035-171100-003-c09
RC2-GN0264-271100-014-g11
JQV4-GNO0248-251100-593-h10
“M1-TNO0134-210900-427-e01
MIR2-HNO0035-171100-002-c06
JIV2-NN0045-081200-535-d04
VMIR2-EN0093-110101-007-al 1
JIV0-LT0015-180200-127-d05
“M3-TN0070-080900-337-a10
“M3-FT0179-070700-237-206
IVO-ET0031-220500-235-d08
MR3-HT1277-090201-009-g05
RC3-CT0255-060200-025-h12
“M3-NN0006-110300-113-g02
“MO-ET0121-311000-658-a08
JV4-GNO0122-031000-412-d06
RC2-ET0019-170500-013-d09
VIR3-GNO0185-211100-009-h03
VR 1-CI0181-061100-002-b02
vIR4-GNO191-210501-104-d09
RC0-BT0522-071299-011-b05
L3-CT0220-091199-026-D05
L3-CT0220-111199-028-E09
’M0-BN0082-140300-001-e11
“M2-UMO0038-290400-172-c09
>M0-BN0267-300500-400-h03
"M3-HT0909-290900-007-a03
“M3-FT0179-070700-237-d01
"M0-FT0057-100600-001-b07
AR0-HTO0165-030200-007-f11
AR0-BNO115-200600-005-a04
“MI1-NT0270-271200-691-207
LC3-BT0333-250200-015-e08
“MO0-CT0815-200401-816-h01
‘MO0-ET0124-091100-680-h06

BF761805
BF363819
BF992887
CV349306
BF998764
AW804250
BE172304
AW886295
BG005492
Cv414000
CV347592
CVv401232
AW850429
CV393615
BF848880
AW996885
BF757204
BF763967
BF958680
BF986350
BF368776
BF825880
CV413450
BG005967
CV316294
BF825802
BF960932
BI010810
AW835512
CV323207
BF373653
CV382943
BG994000
AWB54429
AW892985
BF871121
CV399610
CV412594
BG004492
BF805385
CV355210
BE071798
AW850825
AWR50849
BE001753
AWT797359
BF329553
CV374749
BF373652
BF372596
BE144088
BF327582
BF935391
‘BE066429
CV310450
BF874785

11,4333544
11,43593405
11,44843624
11,45811814
11,46474954
11,50559846
11,52771293
11,54120297
11,59644365
11,60070161
11,61359459
11,62193624
11,68448932
11,68691856
11,70832051
11,76887329
11,8339947
11,84653777
11,8837112
11,92218414
11,9569022
11,9860126
12,02013795
12,03770566
12,04259339
12,08250107
12,12655547
12,16613001
12,24096346
1224628785
12,28340865
12,31503291
12,34981729
12,36508441
12,40861273
12,43201273
12,44962523
12,526911
12,57140104
12,5744848
12,62683773
12,65050189
12,77268436
12,90088243
12,99374741
13,18364277
13,2787775
13,83914974
14,00917217
14,58841088
6,872420287
7,109739148
7,168371597
7,18722107
7,255506694
7,274035517
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MR4-ET0138-070501-009-d10
MRO-HT0166-191199-004-a05
RC2-FN0094-200700-019-h10
RCO0-BT0812-250900-033-¢e12
CMO-HNO0206-100401-818-d06
RC2-CS0017-250900-016-a03
RC0-EN0023-300500-031-g09
RC3-C10043-021000-021-b08
RC0-HT0859-080800-022-a12
CMO0-CS0041-281000-635-c05
RC2-BN0120-250400-012-a09
MR4-MT0255-040101-202-f02
MRO-HTO0162-261199-004-e09
QVI1-UT0094-121000-420-b04
QV0-ET0148-231000-456-d11
CM2-PT0048-060300-112-g12
RC0O-CN0028-090800-011-h12
QV0-HT0493-020300-136-c07
RC4-NN0088-160500-013-h07
MR2-EN0092-050101-008-b09
ZM0-CS0042-041100-606-f02
MR1-RT0041-041200-005-c05
IV0-CT0387-180300-167-b05
RC6-BT0252-151099-011-a05
RC1-BT0254-271100-121-a06
RC5-NTO0182-211200-012-E06
RC0O-BN0329-210600-03 1-h07
RCO-CT0472-080800-03 1-f02
MR3-GNO186-171100-005-h03
VIR0-HT0559-020800-033-a09
VIR2-MT0126-280800-009-b09
>M2-ST0231-141299-002-h02
M 1-HT0452-060100-002-d12
JVO-NN1022-100400-190-g08
IV0-OT0031-100300-157-104
_RC2-FN0200-161100-017-d07
VIR0O-HT0165-191199-004-c11
L3-CT0220-150200-068-A04
JVO-HTO0101-240999-022-¢10
’M0-BT0340-211299-003-h05
vIR2-C10127-291100-005-h06
JV2-BT0635-060500-199-b09
RC2-CT0320-120100-014-d12
RCI1-1T0012-241100-021-d01
MI-NN1006-130400-185-c11
JV3-ET0063-190700-271-d08
AR0-BN0070-030800-032-a04
JV3-BN0046-050700-255-f09
JV2-NN0045-041000-400-b05
LC2-BN0332-270600-013-e07
ARO-HTO0080-211299-004-a04
“M3-NT0006-090600-210-d01
{C5-BT0708-220300-031-C11
V0-0OT0030-300300-178-f05
IV2-NN0045-241100-510-f04
{C3-C10043-111100-023-f09

BQ331496
BE144355
CV413008
BF333073
BI005453
BF333787
BF358429
BF798143
CV405273
BF763728
BE005826
BI018793
BE143428
BF908880
BF869442

AW876907
BF333578
BE166450
BF362899
BIO10486
BF764797
BF821940

AWS860953
BE061609
BF747287
BF933860
BF330234
BF335761
BG002574
BF351839
BE935435

AW816298
BE162447

AW901960
BF360517
CV413206
BE144013

AWS850948
BE141698
BE066992
BF814604
BEO81711

AWS61508
BE770553

AW900731
CV395408
BF327158
BF326879
BF943152
BF330274
BEI41513
CV322767
BE089950

AW880255
BF9573432
BF808044

7,284631136
7,333440122
7356806812
7362921913
7,367617224
7,403609565
7,423929909
7,428494569
7,438573462
7,445731921
7,44873164
7,45376347
7,465014509
7467761536
7,482014683
7,482915758
7,485281052
7,488037689
7,508490172
7,522305424
7,524267903
7,551515629
7,558538829
7,57157336
7,573337054
7576746129
7,580026594
7,580882245
7,582472387
7,584369272
7,590462048
7,594271826
7,596176023
7,596783436
7,597315683
7599361007
7,599823809
7,60539764
7,608482155
7614514499
7,622866833
7,624753394
7,624802364
7,630745285
7,632396678
7,633834614
7,634030639
7,635484123
7,635727413
7,638751423
7,63929336
7,64354736
7,644053593
7,646297435
7,648117026
76510248
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RC0-GNO134-171100-022-a01
MR4-KT0047-040501-001-h03
QVI1-FT0169-170700-279-¢04
MR2-HT0380-160200-104-b05
MRO-BNO1 15-150300-002-c03
QV1-CI0175-021100-450-g05
IL3-HT0616-180800-239-B12
CMO-NN0033-310300-316-g1 1
MR4-RT0048-170401-007-b04
CM1-AN0080-011100-523-d09
QV1-BT0679-280300-124-b01
RC3-TN0094-110800-021-g03
MR4-EN0074-271100-001-a07
QV0-FT0038-260500-243-c01
CMO0-EN0046-281000-642-f04
RC5-BN0158-190400-031-G04
QV0-TN0084-180800-34 1-g02
MR2-HT0757-290600-010-g03
PM3-EN0004-210500-006-¢08
MR3-0OT0009-150900-103-g01
PM3-HT0228-221099-002-b08
RC0-C10040-021000-031-h11
CM3-HT0484-120100-071-d02
QVI1-ET0005-220500-208-b12
IL3-CT0214-301299-043-A06
V0-BT0074-130999-014-g04
RC3-BT0333-281100-122-f12
RC5-ET0027-190600-022-C03
VIRO-MT0124-050900-103-a05
>M2-DT0042-100900-003-e04
VIR4-CT0539-220101-006-d04
JV3-GN0109-301000-449-b09
“M2-BN0302-100700-259-03
RC4-GN0088-200900-011-b08
>M1-HT0628-310800-009-d02
2V3-BN0047-230200-102-g09
VIR3-NN0219-301000-008-g02
RCO-BT0561-070100-011-07
VIR0-HT0165-121199-003-d08
>MO0-HT0425-170100-002-02
>M2-GN0015-051000-002-A12
RC5-GN0194-271100-012-E08
RC3-MT0162-281100-011-d02
JV3-ET0103-111100-386-¢03
’MO0-GN0513-020401-001-b04
RC2-FNO119-200600-011-202
VIRO-KT0009-091100-001-209
RCO-NT0031-260400-021-h10
VIR4-GN0192-170401-007-¢06
RC4-NN0025-050500-014-d05
IV3-BT0571-030200-078-c08
IVO-HT0103-091199-050-h09
IV3-ET0171-081200-532-h09
M3-KT0001-100201-010-d04
2C2-BT0642-150200-011-d01
“MO0-HN0205-060401-808-e06

BG003342
CV355787
BF373528
BE158287
BE005124
BF803450
CV331556
AWE894641
B1009813
BF735280
BE087006
CV418492
BF851207
CK327041
BF847010
BE008588
CV384670
CV348938
CV372475
BF360583
AW378888
BF798399
BE165715
BF358650
AWE848082
BF330594
BF747378
BF358914
BF360278
BF348888
BG953067
BF992187
BF330047
CV420935
CV365107
AW996810
BF947831
BE073674
BE143914
BE160997
BF987214
BG006182
BF898450
BF875753
BI058423
Cv413021
BF734834
AW889573
B1059053
AW893872
BE074362
BE141776
CV395560
CV374947
BE082671
BI005311

7,660629871
7,660673786
7661759888
7663014278
7,663159708
7,663907489
7,666840103
7,672794692
7.672967171
7.674107219
7,677016943
7,680620225

7,68064685
7.683843878
7,684138322
7,688609737
7,691388439
7,691719763
7,692110356
7,698114343
7,698669169
7,699031841
7,699316182
7,701728903
7,705086175
7,708207713
7,708655287
7,710380617
7711078685
7,711194589

7,71183701

7,71187386
7.712017637
7,712218509

7,71384956
7,717606821
7,718186326
7.721651217
7,722157254
7,722524666
7,723659801
7,723880925
7,725014002
7.726430758
7,733206095
7,734519143
7,734952462
7,738824869
7,739578055
7,739581361
7,739982928
7,740124892
7,740680103
7,740979018
7,741267988
7,741492396
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MRO-CT0453-021100-004-c12
QV2-LT0038-270300-108-e04
QV2-BT0635-160400-142-f11
RCS5-FT0193-211100-012-F11
RCI-HT0229-011199-012-d02
RC5-RT0054-170101-021-D02
CMI1-CI0132-081100-552-g12
MR3-SN0066-040500-004-¢04
QV4-SN0024-080400-167-h12
QVI-BT0678-130400-156-c05
MRO-HT0078-081299-007-f01
RC2-TN0125-150800-011-c11
QV2-BT0635-311000-442-a07
PM0-HT0339-060400-009-C05
CM3-NN0006-110300-113-c08
RC2-CT0201-071099-022-f04
RCO0-ST0199-221099-011-g02
RC0-BN0310-050700-022-e10
MRO-AN0084-170900-004-d07
CMO0-GN0038-150900-548-b04
RCO-HT0232-211099-011-e04
RC2-CT0523-200900-014-e09
ZMO0-ET0123-021100-683-c09
AV3-BT0379-161299-040-c11
JAV0-OT0030-070300-148-h01
RC4-C10167-281100-011-b07
“M1-UT0038-210900-425-al 1
CMI1-FNO111-110700-313-g11
IV0-OT0033-170300-166-f11
>M0-HT0339-050600-012-c05
RC0-UT0028-240800-022-c09
“M0-BT0792-140600-415-h06
JV2-BT0636-070500-196-h02
VIR4-ST0124-100400-006-d07
MR3-HT1104-230101-002-h07
VIR2-HT1160-110101-004-d06
2V3-CT0195-011099-001-c09
RC0-BN0037-060200-011-e07
RCO-FN0204-221200-022-f10
RC5-FT0194-271100-012-B01
RCO0-BNO0312-110700-023-d05
>M3-HNO0076-210501-009-d12
JVO0-BT0263-111199-054-b08
RC3-GNO089-121100-021-al1
RC2-BT0642-280200-015-d01
IVO0-ET0001-140700-301-b03
VIRI1-UMO0111-030400-003-al|
VIR3-TN0164-101000-001-g10
’M0-BT0274-211099-001-104
VIR2-GN0126-200201-006-h03
IV0-ST0247-280400-209-f12
VIR2-ST0129-191099-011-b06
VIR3-GN0029-310800-003-b04
RC2-GNO0037-140800-012-a06
JV3-KT0017-241100-489-d09
VIR0-NT0039-010500-002-a12

BF757142
AWR37350
BF331967
Cv424787
BE147348
BI1007019
BF806340
BF374108
AWB66321
BE086677
BE141387
CV414296
BF744800
BE153988
AW892969
AWB47167
BF375162
BF330145
CV338294
BF367838
BE148180
CV412435
BF873198
BE069025
AW880028
BF813973
CV3163585
BF371181
AW880994
BF350534
BF379427
BF332937
BE082233
AWS810108
BG990131
CV349108
AW846856
AW994527
BF856434
BQ373440
CV402926
CV374351
BE062665
CV416672
BE082895
BQ330297
AW806217
BF885684
BE063341
CV348353
BF375447
AW810786
CV351710
BF367794
BF736883
AW890294

7.741963898

7,74337097
7,743379703
7,745636595
7,747801075
7,748815913
7,750575355
7,752019948
7,752963155
7753446397
7,754256833
7,755641642
7,757010604
7,758910735
7,759808917
7,760743411
7,761158989
7,761270336
7,762233128
7,764111715
7,764690755
7,764917435

7,76560544
7,765650731
7,765737545
7,767423273
7,767461498
7,767634511
7,767926716

7,76875389
7,769147444
7,771339665
7,772682142
7,773069449
7,774368537
7,774523625
7,775204604
7,775536389
7,776112035
7,778355549
7,778860415
7,779097835
7,779893133
7,779894099
7780655077
7,781303432
7781694653
7,782386121
7783704633
7,784114144
7,785909005
7,786518344
7,787388641

7,78765634
7,787819981
7,788116498
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PM3-NN0167-260700-001-h06
MR1-MT0282-191200-005-al
MRO0-CT0453-271000-002-b12
RCO0-FN0204-051200-021-al0
CM3-BN0323-300600-223-e10
PMO0-BN0260-120600-001-E05
MR4-NT0141-280201-212-al
PM3-TNO0154-180900-002-e08
QV0-GNO140-181000-431-f07
CM1-ANO0080-011100-521-e08
MR3-HT0736-180700-002-a06
RC2-BT0548-200300-013-c08
QVO-NN1021-180800-344-h09
RC2-HT0826-250700-015-c06
RC0-CN0028-090200-031-al0
CM1-ST0283-071299-061-h02
MR2-GNO0157-091100-004-d07
CM2-BT0366-131299-054-c02
RC35-GNO0194-071200-013-F09
PM3-TN0105-221000-003-g05
RC5-CT0598-061100-021-D08
JV3-1T0006-311000-406-g07
MR4-RT0045-220201-002-f02
RC4-GNO088-131100-012-g05
AV4-ST0023-160400-172-g05
AVO0-BT0041-261199-059-f08
MR2-NT0138-121200-005-d08
JV3-EN0030-050700-252-b04
>M3-KT0006-270501-006-a06
VIR4-NT0141-310101-207-d02
>M2-BT0828-081100-001-b02
“MI1-HNO0016-141100-549-f01
MRO0-HT0241-270100-007-g03
JAVI-HT0311-210200-080-g07
JV3-ET0099-101100-382-g06
>M3-NNO0129-310700-003-g12
JV3-HT0636-160800-299-105
JV2-NN0045-211200-570-h06
MR3-NN1124-210700-004-e12
>M3-BN0257-150600-003-g07
VIR0-CT0451-180900-009-b10
>M3-HT0909-130900-004-b06
RC4-HT0888-130900-013-h04
VIR0-HT0241-030200-008-b07
>M3-HT0925-011100-013-f08
“MI1-CT0424-011100-522-d12
JVO-NN1021-180800-344-d06
VIR0-FN0100-060700-006-h05
VIR4-TNO111-180900-101-a09
>M2-HT0927-270900-006-a02
>M2-NNO0088-210201-006-el |
IVI-HT0573-290200-092-d01
~“M3-GN0092-160900-353-a08
VIRO-NN0087-080500-003-h11
“MO-ET0121-021100-679-g03
dV4-HT0894-170800-362-a02

BF363445
BF904000
BF753379
BF856330
Cv320164
CV358779
BI1041393
CV376403
BF988744
CV312680
BF354278
BE072933
BF364004
BF355067
AW842260
AW819203
BF998004
BE068006
BG010965
BF886375
BF757635
BF768459
CV356824
BG000627
AW806915
BE061154
BF930370
BF358468
CV375038
CV336472
BF746386
BF825259
BE148485
BEI51960
BF875229
CV375522
CV396661
BF963651
BF364823
CV371557
CV340300
BF356746
BQ353765
BE148540
BF833640
BF756962
CV383901
CV340791
BF377317
BF357203
B1033704
BE174231
BF369500
AWR99592
BF873289
BF356420

7,789915134
7,792118776
7,792265175
7,792535253
7,793429923
7,794443502
7,794798143
7,794907844
7,794912896
7,795141439
7,795524539
7,796206989
7,796541779
7,799247865
7,799280979
7,799309782
7,800065468
7,802130104
7,804254095
7,806418432
7,806760966
7,807468065
7,807531712
7,811794397
7,812173828
7,813910724
7,814584179
7,814630705
7,814923545
7,815346371
7,815621528
7817476086

7,81818305
7,818490112
7,819369643

7,82009723
7,820816111
7,822978237
7,823645674

7,82367826
7,824785052
7,825928664

7,82637521
7,828057952

7,82861679
7,828900122
7,830501944

7,83123596
7,831632754
7,831714341
7,831829137
7,832191261
7,833667498
7.833924593
7.833977753
7,835359477
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PM0-SN0019-280300-001-H03
RCI1-GN0073-110900-014-d04
PM0-BN0139-050500-003-b09
“M3-NT0090-040500-173-e08
RC0-HT0934-280800-032-g03
AVI-HT0471-280300-121-f03
MRO0-SN0040-220500-005-b11
MR3-FN0206-300101-004-c09
JV0-BNO0148-050500-215-g04
MR2-HT0377-150200-202-g01
MRI1-HT1068-051200-008-b10
L3-HT0619-080700-204-D09
RC2-FN0094-100700-018-c06
JV0-CT0386-170200-120-f07
>MO-GN0210-101100-001-c01
“MO-NN1010-130300-281-e09
VIR0-SN0004-070500-002-202
MR3-CT0465-310800-006-g06
RC3-0OT0078-150300-021-C03
JV3-HT0461-230200-103-g05
>MO0-HN0073-250401-012-H11
JV2-NN1075-310500-234-a02
RC2-DT0007-120200-016-h02
RC2-CT0432-060800-014-h10
-“M3-BN0383-201000-420-c05
RC5-BT0624-180400-014-E03
IV0-AN0012-260600-274-h04
IV4-BT0407-190100-082-a05
’MO0-FT0057-300600-002-b09
’M2-BT0828-101100-004-f01
VIR3-GN0187-201100-010-b11
JVI1-ET0008-130600-236-g07
VIR0-BNO115-250900-011-e05
RC3-FT0151-290600-021-a09
JV3-GN0061-270900-323-f10
'MO-NN1173-231000-001-c08
'M2-CT0265-170401-014-d03
RC4-NN0025-250400-013-e07
RC5-NN1055-260400-021-B11
“M1-HTO0877-190900-421-a10
RC0-BN0312-080600-021-05
RC5-NN1055-260400-021-B02
{C4-HT0785-100700-014-h01
JV3-HT0636-230800-306-c03
“MI1-FNO0104-100700-306-c08
AR0-UT0049-271000-105-g03
"MO-HT1076-151200-001-E04
JV2-CT0227-141299-021-g10
'MO-HT0911-200301-020-g03
LC2-BT0548-200300-013-g06
"M0-HNO0078-080101-001-g07
IV3-0OT0065-280600-250-g03
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BE163884
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BE070194
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7,844958074
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7,855216101
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7,860664236
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MRO0-UT0049-041000-201-c05
RC2-CN0051-290100-011-f06
RC5-BN0158-190400-031-A03
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PMO0-UMO0018-060700-004-h09
MRO0-RT0033-090301-103-h06
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MRO-FT0176-040900-202-d01
MR4-RT0044-310101-001-f07
JAVI-ET0183-041200-554-g03
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MRO-HT0158-030200-003-b09
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MR3-UT0106-271100-006-e01
M3-FNO0213-131100-001-g07
MR3-GNO0187-161100-006-f07
JV2-NN0045-071200-530-f08
AV4-0T0067-040500-198-b02
L3-CT0214-231299-051-A03
RC3-BT0333-030700-019-a09
“M1-UM0040-230200-127-h12
>M3-NT0312-220501-008-d12
JV0-DT0020-210100-095-d07
RC2-CN0085-091200-013-a12
~“M3-HT0806-070700-233-d04
RC5-BT0377-030200-012-H05
IVI1-HT0413-110200-068-f12
RC5-NN1163-131100-022-D07
JV3-GN0203-301000-431-101
RC3-C10043-121100-024-h05
’MO-HT1169-080301-005-b02
L3-CT0214-301299-048-A05
’M2-AN0089-050900-004-c07
JV4-BN0090-200700-299-h1 1
IVO-CT0581-021000-421-d07
JV2-BT0635-210400-156-¢06
'M3-FN0058-270600-004-c07
JV4-NT0249-271100-595-b03
JVI1-ET0008-290500-220-d12
AR3-GNO185-201100-004-¢12
LC0-BN0037-060200-011-h04
‘M2-SN0013-120400-003-h03
AR3-GNO187-201100-010-g07
'M0-HT0339-241199-002-B10
AR3-GN0351-020201-001-a05
*MO0-GNO0038-150900-549-b06
)V2-BT0685-020800-297-b04
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CV394567
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CV373056
AW893784
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BF378372
B1009205
BE149231
BF373632
B1007646
BF881918
BF335791
BE143068
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BF913656
BF855478
BG002187
BF960872
AW885092
AW847996
CV414999
AW797580
CV375979
AW936100
CV411785
CV321915
BE068995
BE160330
BF954016
BF991923
BF808423
BG996949
AW848109
BF326334
CV398104
BF753352
BE081576
CV373366
BF924077
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BG003806
AW994530
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BG003890
BE153521
BI1054723
BF367860
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7,867514994
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7,869348331
7,869624056
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7,870926198
7,871060472
7,871448583
7,871733422
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7,874530151
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7,876090859
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7,877320338
7,877906872
7,878112748
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7,878754571
7,879034505
7,879531806
7,880612256
7,881182439
7,881383459
7,881409083
7,881459831
7,882126101
7,882881652
7,882946158
7,884511079
7,885462004
7,885524372
7,885799527
7,885887056
7,886512497
7,888139104
7,889029559

7,88906412
7,889201689
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CMO0-BN0316-130700-474-c07
CMI1-FN0046-190600-274-c02
IL3-CT0219-261099-023-E03
QVI-MT0132-131100-473-c06
CMO0-CT0508-090900-545-c02
CMO-PT0048-200100-155-a12
MR3-GN0031-180900-003-e03
RC0-HT0859-250700-031-c04
CMO-NN0058-150400-339-b02
MR1-RT0025-171100-001-g12
MR3-GNO187-201100-010-g04
IL3-CT0220-150200-070-E03
PMO0-HT0335-070600-010-d08
PM3-HT0925-200101-006-02
MR2-HT1161-050101-003-h08
QV3-BT0379-010300-105-g08
MR2-EN0092-261200-001-e07
MR2-EN0092-110101-006-b08
MR3-MT0327-201200-002-g12
RC5-LT0054-140200-013-A12
>M3-HT0909-251100-031-e04
MR3-HN0062-100101-007-d08
IV3-CT0558-121000-377-c03
>M0-MT0108-270700-001-c07
“MI1-NN1003-200300-153-g07
>M0-BT0340-211299-003-h12
IV0-CT0225-221099-036-f03
L3-CT0213-261199-035-G10
L3-CT0219-280100-062-B11
VIR0-HT0448-060300-002-e07
“M0-GNO0101-031000-581-g09
“MI1-HTO0876-031000-459-c12
JV4-FT0004-200700-306-d03
RC3-NN0071-270400-011-al1l
AC3-BT0333-250200-015-a06
“M2-BT0306-171199-034-f06
JV1-BT0678-130400-156-c03
JV2-NN1073-220400-160-b07
*MO0-ET0124-091100-681-g06
"MO-BNO0173-181000-006-a10
ART-RT0025-191100-004-d11
JV2-NN0045-221200-575-e03
'M2-0T0204-190201-001-g12
LC2-FNO0119-200600-011-f07
IV4-SN0024-080400-167-a09
AR3-ST0192-290100-023-g07
YV0-GNO0140-101100-492-g01
.C5-HT0580-200300-031-H06
WV2-BT0636-291000-445-g07
AR3-FN0206-070201-010-e05
1R 1-RT0079-040101-005-f07
)V3-BN0047-210300-124-d11
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BF893554
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AW897486
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BF350493
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AW838603
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BF754634
BF360104
CV315893
BE066994
AW851934
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AWS850510
BE161959
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BF831282
BF371947
AWB98384
BE066410
BE064251
BE086676
AW905394
CV310600
BF749768
CV345448
BF963826
BI1043226
CV413029
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AW813403
BF998835
BE175462
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B1046574
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AW996963
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7,895676789
7,896363009
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7,899033249
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7,899750608
7,900957132
7,901093778
7,901100418
7,901499932
7,901572905
7,901601244
7,902431963
7,902850887

7,90327919
7903330577
7,904096242

7,90419203
7,904994442
7,905011584
7,905162192
7,905348854
7,906045373
7,906737578
7,906776372
7,908074391
7,909804781
7910613512
7,910666576
7,910864258
7911016005
7,911641423
7,913007024
7913423361
7,913775808
7914249457
7,914983598
7,915566757
7,916089919
7916563197
7,916896514
7.917217822
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RC1-HT0441-290100-012-b10
RC5-BN0192-010900-026-G06
MRI1-RT0041-221100-001-f12
QV1-CI0175-021100-452-¢06
IL3-ETO114-281000-319-F02
MRO-CT0062-011099-003-¢01
MR3-CT0461-240800-005-f11
CMI-GNO161-251000-486-a04
PMO0-MT0202-210301-010-c09
MR 1-RT0040-171100-001-h06
ZM3-CT0483-151100-344-f10
JV3-BT0297-231199-020-h08
MR3-CT0462-280800-004-g09
MR2-GNO157-101100-010-h01
RC3-CI10043-021000-022-e07
JV2-NN0045-261200-569-g11
RCO-BT0286-271099-011-b08
“MI1-GNO0161-011100-536-f02
>M1-HT0628-310800-009-a05
RCS5-HT1035-211200-011-H06
QVI-LT0037-150200-069-f11
VIR2-NN1111-030800-004-a02
VIR4-TNO108-110900-202-g10
’M0-MT0433-060401-003-d05
JV3-ET0171-081200-532-h04
VIRO-HTO0164-070100-013-h02
VIR0-AN0082-070900-002-g07
RC2-8TO168-290100-016-d06
“MI-NT0087-280600-291-d08
VIR0-RT0033-210301-206-h07
JVI1-BT0631-180200-078-e12
JV0-CT0225-221099-036-e08
RC4-NT0054-120500-012-d06
>M3-HT0909-140900-003-g07
IV2-HT0083-071299-018-h01
RC4-CI10167-281100-011-d07
ACS5-NTO182-211200-012-G04
*M2-TN0027-011100-018-b08
M2-UM0002-310100-076-g04
“MI1-TNO0135-140900-410-d05
VIR0-BT0798-280400-001-d04
vIR3-S8T0290-290100-025-g02
VIR3-HN0066-080101-010-f08
JV3-DT0043-211299-044-f12
VO0-CT0583-121000-427-h09
VIR0-HT0208-101299-103-g11
VIR2-HNO0036-111200-010-h06
VIR0-BT0264-221199-002-c07
"M1-FN0104-170700-316-c05
"M2-MT0106-281000-005-g06
“M1-FN0047-190600-275-b05
XC3-CT0254-230300-028-h03
"M0-MT0202-010201-003-g01
{C2-BN0243-200600-016-e08
"M 1-NN0062-280400-202-e12
JV1-CI10170-061100-463-f12
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CV392014
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B1031483
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CV315997
BI009601
BE080839
AW851930
BF365781
BF356771
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BF813977
BF933867
BF887530
AW793062
CV316319
BE095198
AWS819411
BI1000477
BF348899
BF754532
CV341505
BF827985
BE062940
BF370996
BF891683
CV314149
AW854087
B1024876
BF329036
AW897685
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7,927697093
7,927920568

7,92838068
7,928441171
7,929869329
7,929897239
7930163132
7,930258226
7,930686341
7,930844459
7,930846528
7,931853699
7,932927735
7,933656498
7,933664829
7,933717494
7,933773091
7,934296074

7,93488746

7,93497302
7,935194429
7,935474448
7,935583128
7,935650663
7,935878857
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7,937893706
7937927478
7,937986748
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RC2-ET0020-290400-012-d12
MRO-HTO0166-191199-004-a03
°>M3-SN0017-170800-013-d06
JVI-NNO0012-250400-169-b08
VIR0-BT0798-280400-001-c12
VIR 1-TN0020-040900-004-h03
AVI1-UMO0105-300400-185-f04
JV0-HT0493-020300-136-c06
JV4-GN0247-251100-598-d10
RC5-NN0245-171100-021-C02
VMRO-FT0175-210800-101-d10
RC4-ET0135-201100-011-c03
JVI-CT0364-260100-052-h01
JVI-CT0364-260100-052-g09
2V0-CS0010-150900-398-e06
VIR3-UT0091-150900-007-h08
RCO-NTO0014-110400-021-f10
vIR0-HT0241-150500-010-b06
VIR0-GN0024-290800-004-e07
IV0-BT0263-111199-054-c09
JV0-BT0851-290900-415-h01
JV3-DT0019-010300-112-d12
JV3-FT0212-031100-446-a02
JV3-KT0019-241100-491-e09
AR0-HT0407-280100-008-d11
MR3-ST0203-010200-109-b04
JVO-NNO183-300600-263-h04
LC4-NN0025-100700-018-a06
JV0-BT0676-280800-357-h12
WVO0-CT0179-300999-024-e06
“M0-BN0269-300500-401-a06
AR1-TN0045-130900-011-f08
AR3-C10184-201200-009-b12
LC3-CT0254-230300-028-b04
AR1-CT0528-140900-002-f02
AR1-FN0009-230500-001-h05
AR4-CT0537-230101-006-c08
LC0-BNO013-061299-031-d09
YV4-HT0536-020300-127-c09
\C3-CI0162-171100-021-b07
{C5-0T0078-150300-021-C02
'M0-BNO173-310500-003-C07
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"M4-LT0058-150200-096-c07
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AW854081
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BG990842
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BF380097
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7,938787189
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7,942571068
7,942689158
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7,944520935
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7,946407121
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7,948216375
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7,949417965
7,949490486
7,949894239
7,950517682
7,950685117
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7951224616

7,95169017
7,951741845
7,951796064
7,952028134
7.952343234
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PM3-GNO0510-070601-016-e01
RC5-FT0194-271100-012-C10
JV2-NN0045-151200-556-f02
JVI-NNO179-080800-302-h11
MRO-BT0551-080300-104-b10
RC3-NTO182-081200-011-B09
ZMO-EN0046-101000-597-h01
MR3-NN0219-041200-011-b01
“M3-FN0072-030600-200-b05
>M0-BT0340-231199-001-a08
MRO-HT0407-010200-006-h04
RCO-GN0090-260900-032-b04
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’MO0-HT0913-200101-004-b07
L3-CT0219-160200-063-A09
’M0-CT0642-030201-002-d12
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VIR3-AN0024-070800-002-¢12
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“MI1-NN0063-160500-222-b10
’M3-ET0268-040501-004-d08
JVI-UMO0037-140300-112-f10
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VIR2-NT0137-201100-006-d03
JV3-ET0202-061200-527-g07
VIR2-SN0008-150600-002-d11
VIR2-HN0034-211200-001-h07
“MO0-BN0103-180300-296-c10
VIR0-SN0037-240400-006-e10
VIR0-MT0124-050900-202-c08
~“M3-GN0092-201000-407-a02
JV2-NN0045-031200-511-h12
vIR0-RT0037-221100-001-h03
JV0-GNO211-011100-470-a10
IV2-HT0577-160500-215-g06
VIR4-HB0044-160501-004-c08
VR1-NN0143-260700-001-d09
RC1-HT0799-260600-011-g04
JV0-CT0387-180300-167-cl1
“M3-BNO0165-130400-145-h01
“M1-NN1006-150400-190-h10
“M1-NT0088-160500-220-c12
’MO0-BNO0173-010500-002-c08
JV3-IT0008-111100-405-f10
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JV2-HT0577-230500-217-a07
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vIR4-UT0053-180900-101-b04
AR1-CT0355-180200-006-f07
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7,966046666
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7,968359005
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7,968910748
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QV0-BT0849-121000-437-f12
CM1-HT0876-041100-456-h06
QVO0-NNO0183-300600-263-a03
QV1-UMO0099-020400-141-b07
QV2-NN0045-050900-351-e12
RC2-BT0642-150200-012-f01
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MRI-GNO0172-271000-006-f05
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>M3-KT0001-221200-003-f11
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“M0-UMO0033-010300-257-e09
RC0-BT0626-100800-011-b02
VIR1-RT0038-281100-003-b12
VIR3-8T0290-170100-203-c02
“MI1-UT0038-140900-409-b12
RC0-HT0295-141199-011-h02
IV4-GNO0250-271100-596-e02
“M2-HT0283-121199-031-102
’MO0-HT0913-200900-003-d12
"MO-HT0349-101299-002-B09
"M0-HT0645-060500-002-D03
RCO0-CT0300-131199-031-d11
’MO-BNO0167-120400-001-d03
LCO-CTO301-111199-011-b08
“M1-CI0132-141100-565-c02
LC1-GN0021-240800-012-g11
IVI1-MT0225-281100-504-d02
AR2-CT0596-111100-002-g03
AR3-GNO0185-171100-007-f12
*MO0-HT0746-190600-434-e06
*M0-GN0077-160900-558-c02
AR3-UT0050-150900-006-a12
AR2-GN0030-200900-018-c06
YV4-NT0028-150400-171-b02
ARO-NN1120-120800-202-e05
)V0-BN0040-170300-161-a04
)V2-NN0045-221200-575-b04
WV0-CI10199-161100-506-d10
IWV3-HT0636-160800-299-d08
AR1-HT1068-281100-004-f06
1R3-GN0031-200900-004-d10
)'V2-NN0045-051200-517-e11
1R3-NN1123-280700-011-e07
‘M1-HT0921-140900-411-b01
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7,982094164
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7,984991587
7,985586988
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7,986536488
7,986538962
7,986865843
7,987116051
7,987174222
7,987323468
7,987380051
7,987748475
7,987963637
7,9890671
7,989596521
7,989875529
7,989908006
7,989961502
7,99077045
7,990959491
7,990999067
7,991011187
7,991543167
7,991711964
7,991742148
7991830466
7,992421461
7,992654846
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PMO0-BN0144-280300-001-f08
RC2-BN0405-021000-012-102
PM3-MT0200-060101-004-a06
PM3-MT0200-020301-009-b03
RCI1-BT0254-290100-015-h03
“MO0-FN0040-170500-381-h06
RC1-CT0252-300999-011-a12
“MO0-BNO0154-080400-325-c09
MRO-BT0551-060300-103-c11
MRO-UT0088-110900-001-b06
JQV3-GNO058-160800-265-c08
RC2-CS0017-250900-016-d04
MRO-HT0559-240400-016-e10
VIR0O-BNO115-200600-005-b09
VIR3-GNO0151-071100-005-b07
“MI-NN0063-010600-234-c12
IVI-MTO168-131100-487-c06
VIR4-RT0048-040501-009-a10
M 1-UT0040-060900-386-h04
2V4-NT0028-100800-354-101
’M0-KT0036-271100-001-a07
VIR3-FN0206-300101-004-b08
“M2-NN0005-180300-118-b10
RC2-BN0247-200600-015-d02
JVO-TNO143-280800-367-e07
JVI-NNI1210-201100-490-c12
AR1-TN0047-280800-003-b10
YC5-HT0582-200300-03 1-E05
dV4-SN0024-170400-176-h05
AR4-TNO0112-060900-101-d07
AR4-MTO0255-140201-203-a02
LCO-EN0080-161100-021-f08
"MO0-CNO0162-200401-824-e08
AR0-HTO0157-310300-009-f08
\C5-GNO0194-271100-023-G10
{C3-GNO0089-121100-021-f03
AR3-FN0206-070201-009-d05
'M0-HT0913-200900-003-b04
AR0-BT0798-280400-001-d02
(C3-NT0221-131200-011-c10
)V3-BN0046-270700-281-e02
1R3-NN1124-240700-010-b10
WW0-ST0247-030200-104-¢09
1R1-HT1136-300101-022-¢02
W0-FT0041-190500-223-d12
1R0-GN0024-290800-005-e09
1R2-MT0126-240800-005-2g08
M3-ET0262-090501-020-h04
C4-HT1138-131200-021-b04
C3-NN0070-260400-021-e01
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7,999513335
7,999574066
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8,000838415
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8,002106524
8,00215338
8,002283963
8,002329939
8,002467913
8,002656683
8,002708385
8,003268707
8,004092354
8,004188495
8,004222891
8,00433924
8,004667022
8,004758957
8,004954
8,005001039
8,005397764
8,005940822
8,006644275
8,006767174
8,007415192
8,008192612
8,008207181
8,00863066
8,008788043
8,008864832
8,009211353
8,009567851
8,009686435
8,009722568
8,009778869
8,010268241
8,010654628
8,010657407
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QVI-BT0679-280300-126-a02
CMI-FN0104-100700-306-a09
CMI1-HT0245-271099-029-f03
ZMO-GNO111-181100-568-f05
PMO0-GNO0O197-301000-001-g07
RC2-CI10088-221100-110-a08
RC5-BN0234-190500-031-B01
RC2-BN0074-240300-015-a09
RC3-BT0333-110100-012-f04
’M2-DT0062-060100-001-h05
MR2-GN0027-060900-007-b06
MR3-FN0206-070201-011-d02
>M0-HT0339-301199-004-f01
MO-NNI1171-181000-001-b07
JV2-NN0054-220800-329-a07
VIRI-STO111-111199-011-¢c12
VIR4-UMO0021-170800-011-a06
*M3-FT0024-240500-001-c07
>M3-GNO0510-050601-017-d12
’M0-CNO0150-010301-001-g03
*M0-CT0289-291199-004-h01
JV2-BT0636-220400-155-b12
-M1-BNO116-170400-193-e04
L3-CT0214-150200-074-E02
VIR3-CT0465-300800-005-f01
RC1-HT0229-131199-012-e10
’M3-NN1174-291000-004-d10
JV2-NN0045-300800-342-f03
"M0-HT1294-160201-780-g12
JV2-NN0045-121200-548-g05
JV3-GNO0058-120900-325-h03
“M3-GN0049-190800-302-e08
JV2-NN0045-051000-410-e10
JV1-BN0002-201299-042-e08
AR0-UT0049-271000-107-b01
AR4-TNO108-110900-202-b09
WC3-BT0253-111099-012-d02
'M0-HT0911-080201-010-c01
JV4-NN1149-220900-414-a06
IVO0-EN0058-101100-495-h02
IV4-0T0069-160300-140-h08
'M3-FT0021-300500-001-f11
ARIT-FT0200-311000-001-g12
AR0-UT0049-101000-102-a12
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8,021082533
8,021107586
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8,021830105
8,022183684
8,022267528
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VIR2-EN0091-261200-007-f12
VIR4-UT0053-220101-206-f08
IV2-LT0051-240300-097-h11
IV3-NN1023-260400-168-a10
'M1-HT0340-151299-003-f05
"M2-BT0754-180400-162-h12
AR4-ST0124-270300-005-b1 1
AR3-GN0029-110900-004-¢03
"M3-GN0052-140800-296-¢02
)V0-BN0042-140900-388-c04
YV 1-ET0181-051200-544-b07
AR2-EN0093-211200-003-04
)V2-5T0296-190100-029-a07
"M 1-ET0042-010600-236-c10
'M3-HN0076-300301-006-g07
'MO-HT0304-291099-001-al 1
AR1-GNO173-071100-001-b01
:C4-NN0026-150900-021-h02
AR4-UTO0051-141100-002-d08
AR0-HTO157-070500-013-g08
YV3-IT0009-01 1100-409-b09
L3-CT0213-261199-035-B03
.C5-BT0624-180400-014-A12
.C1-BT0313-110500-017-a07
YV3-NT0216-081200-499-¢10
IR0-SN0040-060400-001-h04
M2-BT0828-281000-002-f04
WA4-NT0251-251100-599-b02
)V3-GN0109-290900-363-h12
1R2-HN0036-241100-007-d10
'V 1-ET0180-021200-518-209
1R4-BT0398-160600-202-f12
R1-HT1184-181200-001-¢10
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AWS815150
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BE073524
AW850649
AW853376
AW880530
BI031580
AW834301
BE082219
BQ378500
CV347596
B1060498
AW838132
AW902188
BE154127
BE093568
AWS10001
CV351679
CV321494
CV381444
BF882110
BF853719
AWS820199
CV314051
B1005033
BE151654
BF996907
BF361802
BF912323
BE143022
BF768639
AW847553
BE079582
BE065042
BF929797
AW867707
BF744325
BF923919
CV396229
BF827195
BF881024
BF331301
BF843860
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8,026012753
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8,027233232
8,027375442
8,027384843
8,027535311
8,028379089
8,029099655
8,029152368
8,029840628
8,029845874
8,029928202
8,030050405
8,030456821
8,030531954
8,030748254
8,031329003
8,031332519
8,031494395
8,032069153
8,032212339

8,03222662
8,032310972
8,033038261

8,03339533
8,033515104
8,033678502
8,033874651
8,034047806
8,034171469
8,034500284
8,034672891
8,034873744
8,034956078
8,034960409
8,035319674
8,035390572
8,035434962
8,035486756
8,036247218
8,036321516
8,036335957
8,036909859
8,037117568
8,037229036
8,038067302
8,038775624
8,038793442
8,038971098
8,039324075
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8,039578838
8,039802847
8,040360278
8,040744263
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PM3-MT0104-260800-002-b09
QV4-HT0893-270700-317-d05
PMO0-BNO0173-190101-010-d10
QV0-CT0583-031100-476-al2
QV2-TNO170-221100-486-e01
“M0-BT0665-210200-235-b08
>M3-NN0223-070201-011-d11
>MO0-HT0913-200900-003-a09
AVI-BT0677-210800-331-c12
MO0-SN0014-250300-001-g09
VIRO-BNO115-041000-013-h07
VIR4-NT0141-241100-201-d08
RC1-BT0314-030500-016-102
>M0-HT0425-170100-002-206
“M3-CT0341-190400-152-e04
JV0-BT0263-111199-054-d11
“MO-ET0121-311000-658-c05
RC3-BT0333-310800-115-e08
VIRO-HT0165-140200-008-e02
>M0-BT0275-211099-001-f01
VIR0-BT0265-231199-002-g07
RC4-NT0054-050600-014-g01
VIR3-CT0462-250800-005-b03
JV3-DT0019-120100-055-b04
RC2-FN0090-070700-017-d02
RC3-BT0333-201200-124-b07
XCO-ET0078-050600-03 1-c07
vIR4-UT0052-180900-201-c02
JV4-NN1148-250900-419-e09
’M3-MTO0110-241000-010-h03
XC5-FN0022-040700-032-G07
JV0-CS0012-150900-394-all
"MO-1T0018-091100-001-a06
JV3-GNO0061-310800-315-d09
JV3-ET0173-291100-505-e04
AR0-BT0659-090300-004-h09
IV3-MTO0129-111100-427-c10
'M0-BT0547-310100-002-f07
“M3-CT0483-151100-344-206
*M2-BT0753-180400-162-b08
{C0-BN0037-060200-011-c10
JV3-NT0023-120900-324-d08
AR3-CT0462-280800-002-d07
'M3-BT0584-190100-001-b09
AR3-NNI122-140700-004-e11
(CO-ET0129-161100-021-al2
‘MO0-CT0810-190301-794-g03
'M3-BN0174-160500-004-c05
'M3-ET0268-230501-017-f12
WV3-0T0029-140600-228-b10
‘M3-FN0058-070600-001-g02
1R3-GNO0185-141100-006-b03
.C4-MT0235-061200-011-b01
1R3-SN0009-040400-102-g01
M3-ET0262-210301-002-e09
IW4-NN1148-241100-588-g11

BF359986
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CV358690
BF757279
BF888918
BE085293
BI1033158
CV360992
CV385542
AW864140
BF748805
CV356421
BE065390
BE161166
AW858605
BE062672
BF871126
CV415177
BE144288
BE063357
BE063033
BF365775
BF335490
AW935866
Cv412817
BF747884
CV404404
BF380245
CV401107
BF891481
CV424635
BF333737
CV361331
CV396167
BF880516
BE084802
BF893389
BE072604
BF758592
BE093511
AW994526
BF363314
CV350963
BE075001
CV353524
CVv404437
BG959343
CV371390
CV373000
BF360503
CV373336
BG001547
BF900438
BF373835
B1016927
BF957247

8,04083983
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8,041028332
8,041106309
8,041404734
8,041490934
8,041719903

8,04193799
8,042043984
8,042278806
8,042372286
8,042482135
8,042514156
8,042902675
8,042906477
8,043290752
8,043631486
8,043888868
8,044078081
8,044123492
8,044129005
8,044326255
8,044563117
8,044713893
8,044834629
8,044892436
8,045493633
8,045565472
8,046287523
8,046299687
8,046356888
8,047261609
8,047799888

8,04860329
8,049685867
8,049952635
8,050107167
8,050282001

8,05050803
8,050599541
8,050870714
8,050960066

8,05121206
8,052213435
8,052447497
8,052803941
8,052831804
8,052934153
8,053082213
8,053179654
8,053948077
8,054059846
8,054165534
8,054701667
8,054989971
8,054998256
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MRO-HTO0164-211199-008-h01
MR2-HT1162-190101-016-h01
MR2-MT0126-290800-011-f03
MR2-EN0091-151200-001-b05
RC4-GN0087-180900-011-g01
MR3-GNO187-171100-012-f09
RCS5-NN1065-300600-022-F11
°M3-NT0312-190501-005-d12
L3-CT0219-291099-021-C07
VMIR0-CT0453-271000-002-c08
AV0-CT0225-250200-134-d06
VIR2-HT1160-110101-004-b04
“M1-HT0877-140900-405-e06
VIR2-BN0364-180800-004-e02
>M3-UT0058-050900-003-h08
“MO0-ET0122-021100-673-c12
RC5-HT1035-211200-011-F05
RCO-ET0078-310700-023-e02
RCO0-HTO0149-280999-021-a09
“MI-BNO116-140400-187-g01
VvIR4-UT0053-151000-203-b12
IVI-FT0169-170700-279-d07
>M3-MT0104-260800-002-b10
RC2-GNO0036-070800-012-h10
JV4-TT0008-161199-033-f09
vIR4-SN0080-230800-002-f01
QVI1-LT0036-150200-070-c11
VIR0-ET0109-191100-004-g08
M1-FN0107-120600-262-f07
AR2-HT1162-180101-006-f07
JVO-ENO0102-081100-457-d07
2V3-BT0815-200900-350-h06
“M1-HT0482-210100-101-c01
"M3-FNO0058-140700-005-c07
AR0-FT0093-140700-006-b02
JV2-PT0010-010400-117-c01
JV1-HT0640-150500-204-h05
AR0-AN0083-250900-005-a01
JV4-NT0249-191100-566-g02
“M1-UT0038-210900-428-c03
AR3-GNO186-211100-010-h04
JV3-CT0560-270900-367-e10
AR3-GNO0186-211100-008-05
“MI1-ET0042-130600-264-¢03
LCO-MT0058-200600-031-f08
'M2-NT0072-310500-005-c09
‘M0-HT0425-170100-002-a10
LC0-MT0056-200600-031-g09
LC3-GN0075-170800-011-g07
LC5-ET0027-310500-031-F05
YV2-NN0045-140900-373-h09
AR1-MTO0282-121200-002-h10
YV0-CT0583-031100-476-d06
AR0-UT0049-251000-106-d06
AR1-AN0036-280800-001-h08
AR2-HT0377-150200-202-d08

BE143776
BG989537
CV349560
BF852906
CV420914
BG003124
CV425578
CV375927
AW850237
BF753907
AW852148
BG988100
CV315085
BF330439
BF380341
BF873097
BF844461
BF359439
BE142457
BE005317
BF909004
CV386879
CV375219
CV413307
AW833628
BF374290
AW836835
BF878512
BQ371876
BG989056
BF848822
CV394712
BE165678
BF370376
BF372910
CV393724
CV388040
CV338227
BF922472
CV316615
BQ370485
BF336911
BG004679
BF358995
CV406062
BF366002
BEI161168
BF359758
BF369062
BF358924
CV391666
BF902178
BF757271
CV343171
BF325702
BE157978

8,055137046
8,055293256
8,055395076
8,055609734
8,055683004
8,056351489
8.056502034
8,056666781
8,056674908
8,057524325
8,057829525
8,057998104
8.058056377
8,058099857
8,058940252
8,059001911
8,059177642
8.059206392
8,059361128
8,059603591
8,059675585
8,059984338
8,060108632
8.060123355
8,060740749
8,061051028
8,061332423
8,061815228
8,061936711
8.062034808

8,06218409
8,062197034
8,063680557

8,06411203

8.06444529
8.064860855

8,06518927

8,06536307
8.065568271
8.066346469
8,066469294
8,066709417
8,067549958
8,067576789
8,067583449
8.068151067
8,068324078
8,068622485
8,068685305
8,068711255
8,069119661
8,069319597
8,070267286
8,070499618
8.071135232
8,071381506
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RCI-MT0160-251200-023-h02
RC0-CT0205-270999-011-b02
CMO0-UMO0001-010300-258-g10
CM1-UT0040-110900-403-b08
PM1-HT0628-310800-009-c01
QAV0-CTO178-011099-026-b03
MR 1-SN0060-050500-002-f10
RC5-BNO158-190400-031-C07
MR3-CT0465-310800-007-c06
RC5-BT0624-220200-032-C05
QV3-BN0047-150400-152-e01
VIR4-LT0077-060600-210-h11
RC0-HT0934-120900-035-f10
RCO-FT0071-070600-021-g07
IV4-NN1148-241100-572-c06
RC2-GN0037-140800-012-h06
JQV2-NN0045-300800-341-h11
2V0-CS0009-220900-401-d10
IV3-CT0556-041000-370-f11
VMR2-NT0135-211200-017-b05
RC5-0T0078-150600-024-E02
RC2-HT0218-181099-031-d05
L3-HT0618-240500-130-C12
VIR0-BNO115-020300-001-e02
JV2-HT0698-070700-264-e01
JVI-GN0319-021200-526-h11
JVI-BT0681-280300-127-c12
>M2-TN0027-081100-017-c01
IVI-MT0168-211100-492-e08
>M3-TNO154-180900-002-f11
>MO-HT1167-050101-002-a12
JV3-GN0061-270900-323-g06
>M3-FT0024-250700-006-a10
>MO0-GN0344-190201-003-al 1
VIR1-CT0528-140900-002-d08
JVI1-UT0098-101100-408-g05
2V4-BN0264-010600-232-b09
RC5-NN1089-160500-031-D10
RC4-LT0011-100100-012-c07
“M0-BN0266-190500-386-¢02
“M1-GN0160-301000-508-f08
VIR3-EN0089-121200-001-b12
VR1-HT0852-270700-002-c09
IR4-RT0045-300301-005-e05
“MO0-FN0040-190500-387-a09
JV1-UT0094-201100-402-g06
L3-NT0105-140700-215-E07
“M2-UMO0002-310100-076-h12
AR2-GN0030-150900-005-d01
AC3-BT0333-111100-121-d02
QVO-TTO009-111199-055-a03
JV0-BT0674-180800-348-d04
AR3-GNO187-171100-012-c03
LC2-HT0584-240400-019-d06
LC3-C10043-111100-013-d12
"M3-HT0909-130900-004-c06

BF905093
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BQ378444
BF353178
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AWS868351
BE008577
CV351095
CV423975
AW997105
BE810579
CV405788
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BF957232
BF367808
CV392094
BF333692
BF753922
BF934152
BF361030
BE146606
CV332399
BE005054
CV390787
BG009580
BE087545
BF887931
BF895284
CV376407
BG987020
CV396138
BF372268
B1056221
CV344049
BF911674
CV398385
BF364600
AW835127
BF329540
BF992749
BF852430
CV344805
BI009633
CV310640
CK327155
BF366734
AW793063
CV348006
BF746660
AW833893
BF332182
BG003113
BE176269
RF807984
CV374617
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8,074349939
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8,076318743
8,076948251
8,077038747
8,077368698
8,077958871
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8,079919518
8,080046544
8,080641681
8,081271067
8,081279724
8,081533862
8,081876714
8,082096335
8,082515852
8,082613853
8,083625327
8,083801944
8,083928939
8,083992362
8,085244094
8,085669915
8085958639
8,086071531

8,08688447
8,087897329
8,088280358
8,088436605
8,088864066
8,089099978

8,08936728
8,089386984
8,089478299
8,089549132
8,090417429
8,091340073
8,091629859
8.091688211
8,092206738
8,092416936
8,092586206
8,092609622
8,092643141
8,092702209
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JQV3-KT0015-221100-482-c05
QV2-LT0051-240300-097-e02
_MI1-ST0181-091199-035-g10
°M3-BT0339-181199-002-h12
>MO0-HT1076-081200-002-g03
JV2-HT0577-190400-150-b11
“MO0-NN0001-100300-272-d09
“MI1-AN0080-081100-546-f06
RC3-GN0023-121100-017-h07
JVI-KT0023-131100-481-h06
VIR2-HT1162-180101-005-a01
QV4-NT0249-191100-566-d02
RC2-CT0163-220999-001-F10
"M2-GN0014-050900-001-e09
LC0-NT0124-110700-022-g02
LC4-ETOI31-151100-021-a04
JVI-HT0313-231199-034-a01
JV0-ST0215-140200-100-d12
'M2-GN0014-050900-001-b1 1
“MO-GNO101-181100-567-f07
JV3-DT0019-010300-112-f03
AR1-MT0282-181200-007-f03
IV4-CT0491-180800-358-f12
YV1-BN0001-301199-038-g02
'M3-BN0174-230500-006-c07
{C4-NT0057-160600-016-b02
1R2-BN0387-061100-004-2g09
MO0-OT0202-200301-004-h07
‘MI-NN1006-130400-185-h02
M3-GN0375-010201-004-c03
W3-HT0637-220800-303-206
‘M3-GNO0050-120800-297-e06
W3-GN0061-270900-323-h05
WW0-BT0041-061099-033-h10
1R2-HT0758-030700-003-f05
WVI1-MT0166-131100-476-h03
MO0-HT0302-081199-002-a06
M4-DT0056-221299-002-B12
V3-MT0129-111100-427-d10
C5-NN0245-171100-021-H10
'W2-NN0045-230800-322-207
IR1-GNO0173-071100-010-e09
IR4-CT0538-070501-111-h07
IR4-NT0142-040501-114-b06
M1-GNO0364-271200-689-a02
IR3-HN0066-090101-006-g10
V0-BN0042-100400-184-c04
IR2-MT0126-280800-002-d07
MO-HT0911-120201-016-d06
IR3-8T0203-131299-111-e08
V2-LT0038-270300-108-f09
M3-HT0344-151299-005-a01
V1-HT0638-070500-191-d07

BE150076
AW996153
BI004895
BF736558
CV390909
AW812478
BE066908
CV361086
BE174986
AW892103
CV312727
CV416120
BF736075
BG989351
BF922466
AW845993
BF367088
BF366918
BF876956
BE152035
AW815404
BF367084
BG003521
AW936030
BF903531
BF336127
AW991279
CV371403
BF365821
BF751110
B1043701
AW900748
B1054285
BF353299
CV321442
BF368611
BE061030
BF354443
BF893699
BE151634
BF348931
BF893392
BF955393
CV391963
BF996816
CV354732
CV356479
BGO015661
BI000561
AW995486
CV349491
BG994216
AWS814233
AWB837355
BE154705
BEI181654

8,093798533
8,094586785
8,094659753
8,095448499
8,095775465
8,096015948
8,096260338
8,096671238
8,096952289
8,097307971
8,098089667
8,098643863
8,099113593
8,099534649
8,099808973
8,100117495
8,100447065

8,10092781
8,102207438
8,103410202
8,103627533
8,103828113
8,103913023

-8,104116973

8,104453958
8,104689578
8,104806468
8,105840503
8,106108592
8,106215691
8,106784286
8,107108263
8,107296951
8,107510675
8,107770799
8,107942686
8,107972695
8,108162107
8,108713638
8,108744043
8,108894316
8,109521085
8,109606443
8,110189762

8,11046845
8,110484039
8,110898585

8,11099815
8,111065148
8,111118487
8,111316272
8,111399766
8,111818548
8,112271655

8,11239319
8,112513545

sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte



VIR0-MTO0124-170900-301-d03
RC4-NT0057-160600-016-b07
RC4-GNO139-131100-021-108
IV4-CT0491-100800-347-h09
IV3-GNO0061-300800-285-e05
RC2-HT0584-200300-013-h12
AR 1-HN0069-261200-010-el 1
>M3-HT0909-111100-027-h07
’M3-CT0263-241299-009-h06
RCO-BN0057-160200-011-a04
AR0-AN0083-250900-005-g02
AR3-GNO186-171100-007-b09
AR2-GNO127-091100-002-f12
AR2-NT0139-121200-003-d12
"M0-BN0066-130600-004-g04
JV3-BN0047-210300-124-c05
"M0-MT0202-120301-008-e05
AR4-ST0124-261099-015-b04
LC1-HT0939-160800-022-a10
"M3-ET0268-240501-015-c04
1C3-BT0333-021000-119-e02
JV2-NN0045-131200-553-b10
AR2-GN0030-180900-011-b07
(C2-CN0051-150200-012-c06
VI1-UMO0037-280200-088-c05
'™MO-HT1077-081200-002-F10
WVI-UMO0036-080300-103-b08
*M2-BN0020-310100-075-a02
WVI1-BT0820-120900-373-d02
'M0-HT0339-190200-007-c05
"MO0-ST0138-240999-061-h05
«C2-CT0298-201199-011-d05
‘M3-MT0113-200700-255-h05
'M3-HT0337-051199-001-g02
YV3-ITO007-311000-412-c12
)V I1-HT0638-230500-212-f10
AR2-CT0595-301000-009-f10
WV 1-BT0678-290400-176-f11
.C0-HT0862-080800-032-c11
AR0-BNO115-210800-006-b07
'M3-HT1308-250501-003-f08
W 1-GN0207-131100-488-g07
{C0-ST0199-251099-012-c06
.C4-CT0628-060201-032-d03
'‘M0-GNO0080-150900-557-g12
M3-CT0263-141299-008-b11
.C0-HT0841-110900-027-e10
)WV1-BN0397-180900-386-d03
M2-HT0451-281299-001-d06
1R3-FN0004-070600-004-h05
MO0-HT0339-301199-004-a06
WO0-BT0041-271099-037-d05
1R2-ST0130-081099-004-c10
1R1-GNO173-161000-003-b05
C4-CN0048-120200-012-g12
TR2-SN0006-050600-004-a02

CV342168
BF365822
CV421007
CV398755
CV396150
BE176024
BF829952
BF834867
AW855059
AW998067
BF326218
BG003240
BF997782
BF930431
BF327106
AW996962
BI1029537
AW809636
CV409649
CV373024
BF742574
BF960438
CV348016
AW844392
AW797232
BF842408
AWT97125
AW992041
BF333231
BE153755
AWS811294
AW856801
BF360199
BE133411
BF768564
BF353359
CV347529
BF332254
BF355364
CV338565
CV374886
BGO001104
AW814072
BG954200
BF369259
AW855015
BF355242
CV385234
BE162308
CV351399
BE153609
BE061081
AWS810973
BF988375
AW844135
BF373800

8,112740241
8,113106108
8,113110962
8,113185883
8,113860227
8,114009897
8,114314121
8,11439821
8,1144124
8,115049212
8,115087377
8,115342952
8,11650765
8,116957427
8,117103209
8,117185553
8,11761735
8,11772469
8,11780435
8,118085657
8,118162832
8,118693157
8,119016226
8,11966699
8,119745895
8,119932664
8,119936712
8,120228059
8,120339867
8,122437557
8,122461398
8,122785504
8,122828713
8,123300631
8,123447179
8,123611567
8,123807675
8,124086902
8,124186038
8,124195388
8,124981881
8,12498768
8,125145217
8,125351431
8,125675796
8,125761235
8,126303926
8,126540662
8,127155185
8,127428204
8,127772723
8,127782584
8,128170551
8,128414509
8,12848043
8,128937756

sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte



PM3-BT0338-211299-002-d07
MR3-NN1124-240700-006-f1 1
CMI-NN0214-271000-490-d08
RCO-ET0078-070600-021-h12
MRO-GN0026-211100-001-b09
PMO0-CT0289-271099-001-al2
ZMO0O-GNO101-031000-581-b02
~M0-UT0003-160900-555-h04
>MO-HT0911-210301-018-g08
“M3-HT0484-200100-078-f10
VIR2-0T0049-280300-202-h08
“M1-CS0039-191000-481-c10
VIR1-HT1184-261200-003-a09
RC2-C10088-211100-015-d04
RC2-BN0015-060200-011-g05
VIR3-FN0206-300101-004-g04
RCO-HT0885-310700-021-e11
“MO0-HT1294-160201-780-e01
C5-0T0078-100400-023-HO8
vIR4-TNO114-110900-101-e10
AR0-BT0659-090300-004-d01
JV2-NN1194-031100-453-e11
AR2-0T0079-070600-019-e03
JV2-NN1073-101100-431-a05
"M0-CT0404-130700-475-c06
'M1-HT0422-231299-003-a04
AR1-RT0025-171100-001-e05
AR 1-SN0064-240400-002-e09
{C5-GNO0O132-211100-023-D10
{C3-NN0067-270400-011-b01
AR2-CI0127-071200-013-d09
1R4-ST0098-120100-001-h07
‘MI1-FN0104-100700-306-c02
.C2-Cl0064-111100-013-f04
MO0-MT0202-120301-008-d07
‘M0-ET0124-091100-68 1-c04
WW0-CT0383-300600-290-d06
MI-RT0001-161100-573-g03
M2-HT0686-250500-002-b04
W1-CT0364-110200-065-a12
1V2-NN0054-050900-350-a10
M2-AN0089-130900-006-c01
23-CT0219-271099-022-D02
IRO-ET0109-191100-002-g05
'V3-BN0379-130900-342-b03
C0-FT0074-250500-021-h08
M2-NNO0005-180300-118-e06
VO-NTO0148-231000-451-e12
[R1-TN0047-280800-003-d08
M3-GN0047-160900-357-a07
[RO-GNO176-021100-202-b03
M0-HT0425-141299-001-F08
[R1-CT0258-040700-002-c03
M0-GN0344-190201-004-b09
'R0O-SN0037-160400-004-c08
M3-C10002-080101-352-f09

BE066884
BF364830
BF945997
CV404423
BG004550
AW856400
BF986638
BF379132
BG997640
CV321799
AW882058
BF762615
CV345160
BF812324
AW992032
BI045681
BF356212
BG995461
AW886322
CV357816
BE(084792
BF949707
CV350139
BF952698
BF334866
BE160597
BF820233
AW868657
BG004843
AW897952
BFg16786
AWS807618
BF370978
BF807779
BI029535
BF874715
BF334666
BF820041
BF353573
AW859951
BF362394
BF326345
AW850163
BF878432
CV394554
CV404787
AW892911
BF918809
BF376536
BF368111
BF994063
BE161151
CV343952
B1056293
AWB67531
CV320358

8,129491023
8,129737584
8,129915643
8,130832266
8,131003478
8,131572853
8,131668301
8,131867237
8,132128593
8,132134466
8,132309972
8,132398377
8,132439787
8,132880072
8,133163511
8,133797598
8,134234218
8,13435753
8,134539
8,13480214
8,135037578
8,135674637
8,135753135
8,135784715
8,136040823
8,136196098
8,136452901
8,136477191
8,13679881
8,137048287
8,137172642
8,137368975
8,137796207
8,137814868
8,138455963
8,138486725
8,138717438
8,138933724
8,139609812
8,140076614
8,14115342
8,141731425
8,142725921
8,143526032
8,143641292
8,144051898
8,144070425
8,144535314
8,144696985
8,144886606
8,145099088
8,145355539
8,145453187
8,145486624
8145812945
8,146074451

sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte



PM3-NN1174-281000-009-d04
2V0-BT0850-290900-416-c05
QV0-CT0581-290900-419-204
ZM3-GN0047-160900-358-c09
ZM3-ET0039-240800-189-f03
>MO0-KT0036-310101-002-d10
2V2-NN0045-061200-533-e01
VMIR2-GNO0127-011100-003-b10
MR3-GNO0154-101000-002-e12
VMR3-NN0219-281000-007-g01
RC1-GN0268-091200-011-e11
QV2-NT0018-190600-243-f11
IV2-UT0054-260900-384-c03
M3-GN0047-160900-358-c02
RC3-CI0163-211100-022-03
>M3-BN0137-290300-002-b09
JVI-EN0051-231000-427-e03
JVO0-ET0001-100800-336-b06
“M3-BN0320-140600-212-h03
“MO0-CI10136-011100-668-b01
JV2-NN0045-221200-571-f05
JV2-CI0013-190900-378-e02
AR I-SN0065-010500-003-c04
XCI-ITO012-211100-012-b01
JVI-MTO0132-201100-497-f10
JVO0-HT0367-150200-114-d03
JV0-CT0583-031100-476-f05
JV2-LT0038-270300-108-g05
“M3-GN0052-151100-360-b04
JV0-ANO0013-270600-277-g11
JVI-UMO0105-290400-179-e09
AR4-PT0052-210800-212-b03
JV1-BT0678-290400-176-c12
ARO-GNO0176-031100-203-d11
IV3-GNO0058-041000-357-c02
IV0-BT0703-260500-239-al 1
{C0-FT0153-050700-021-c10
'M3-SN0017-140600-008-e10
'M2-CN0030-210100-001-d12
{C3-TN0093-110800-021-c02
YV2-NN0045-101100-411-f04
YV3-HT0460-230200-101-h03
'‘MO-HT0911-080201-012-h04
.C2-FN0090-120600-013-b12
)V2-NN0045-071200-528-b10
1R 1-UMO0063-080300-002-f08
‘M3-FN0070-030600-198-e10
'W2-NN0045-050900-351-a02
‘M3-BN0380-201000-402-e08
C2-BT0642-290200-016-c01
‘M2-HT0242-081199-030-b08
W4-ST0023-160400-172-e10
1R0-HT0240-221299-004-g10
C2-ST0158-091099-011-e09
'W1-MT0231-251100-509-g04
1R3-CT0176-111099-003-e06

BF947063
CV382187
CV382754
CV321321
BF358970
CV361503
BF960261
BF993362
CV351985
BF947274
BG011399
BF365228
CV393921
CV321318
BF812489
BE007054
BF846312
BF358599
BF330199
BF803207
BF963970
CV389547
AW868826
BF770318
BF894801
BE156299
BF757274
AWS837358
BG002049
CV381342
AWB05816
CV356689
BE086788
BF994377
BF986941
CV382077
BQ373712
BF373739
AW842315
BF377052
BF952192
BE163577
BG993582
CV412850
BF960799
AW800708
BF370504
CV391200
BF750149
BE082941
BE148750
AW806908
BF350016
AW811638
BF896531
BQ321010

8,146223059
8,146754767
8,147257622
8,147569059
8,148147339
8,148667276
8,148771425
8,1488919
8,148918876
8,149165211
8,149954574
8,150192363
8,150199133
8,151039789
8,151298477
8,151410464
8,151423279
8,15226047
8,152610439
8,153054392
8,153258526
8,153446806
8,153602046
8,1537124
8,153741755
8,154192603
8,154316633
8,154599739
8,154639692
8,154730123
8,155680468
8,15613865
8,156711588
8,157398471
8,158969631
8,159230766
8,159366144
8,160064577
8,160400346
8,160614547
8,160954447
8,16124329
8,161292055
8,161499886
8,161554869
8,161830262
8,162547091
8,16265546
8,162778238
8,163219515
8,163763204
8,164223433
8,164366306
8,164895555
8,165476892
8,165575565

sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte



QV1-HT0639-150500-198-h03
MR4-5ST0098-090300-003-c05
QV3-NN1023-130500-178-¢02
PMO0-HT0349-101299-002-A11
CMI1-UT0041-150800-359-c12
MR2-EN0092-261200-004-g10
JQV0-HT0368-030100-080-a07
>M2-UMO0053-240300-005-d12
L3-HT0619-180700-218-D06
JQVI1-HT0638-230500-207-h02
JQV2-HT0577-160500-216-c06
MR2-C10128-051200-003-b08
QV4-BN0044-220200-109-d12
RC2-CT0304-080100-011-f12
IVI1-HT0313-121199-027-d09
RCO0-HT0372-241199-031-b08
JVO-NN1021-020800-330-e05
“M3-BN0165-130400-145-c05
"M3-EN0067-311000-001-a05
“M1-BNO0179-270600-285-b05
XCO-ET0026-220500-021-f02
JV2-0T0034-290600-246-h10
JVI-NN0228-091100-440-b10
“MO0O-CT0810-190301-794-cl 1
IV4-0T0067-040700-278-106
AR3-HT0736-180700-002-b10
"M 1-UT0040-060900-386-c09
AR2-EN0091-151200-001-f06
YVI-NNO0104-260600-257-f02
\C5-BN0282-310500-021-F04
1R0-UT0048-021000-102-f12
)WV4-BT0536-271299-059-d04
1R4-ET0140-190201-007-h06
WI1-MTO0132-201100-499-h09
C3-BT0608-200100-011-al0
M2-HT0224-291099-002-b07
1R3-FN0209-070201-011-d06
'W4-NN1149-291100-611-¢02
C2-BT0389-120400-014-e04
WI-HT0573-290200-092-e01
MO0-CS0042-281000-646-b11
V0-CT0225-131099-034-d10
'V2-NN0045-081200-540-g04
TR3-AN0025-030800-004-c02
V1-HT0572-280200-089-d01
V0-BN0148-070700-293-h08
V3-NT0216-061200-517-d09
C0-ET0070-130600-021-h05
V3-LT0048-270100-068-h02
M2-BN0084-290300-006-al10
IR3-FN0206-070201-014-c10
V2-NN0045-131100-424-f10
V1-MT0227-251100-511-104
[RO-NN1120-120800-202-g01
R1-AN0036-150900-004-d11
V3-GNO0109-121000-379-g01

BEI81736
AWS807771
AW902425
BE155033
CV316793
BF854399
BE156407
AW799671
CV332911
BF353350
BF352166
BF816101
AW995943
AW857200
BE152011
BE157392
BF363954
BE009253
BF847520
CV312864
CV404384
CV393613
BF951965
BG959329
CV401877
CV352769
BF379785
BF853030
BF363248
BF329823
BF907086
BE072251
BI015138
BF895204
BE077462
BF349855
BI046681
BF958255
BE069675
BE174233
BF763861
AW753003
BF960987
BQ292836
BE174039
CV381621
BF928653
CV404400
AW837930
BE002422
BI047058
BF954226
CK327140
CV342457
BF325688
BF987818

8,166523002
8,166714854
8,166965785
8,166987096

8,16745573
8,167801457
8,167848528
8,167937072
8,169543535
8,169925074
8,170058852
8,170098281
8,170269554
8,170344807
8,170445246
8,171089825
8,171307598
8171365157
8,171721568
8,172325328
8,172380216
8,172825694
8,173384618
8,173868993
8,174081837
8,174440643

8,17485059

8,17497002
8,175134266
8,176184015
8,176548177
8,176831048
8,177753413
8,177974613
8,178000888
8,178572119
8,179507761
8,179702974

8,17974316
8,180369704
8,180625803

8,18104454
8,181686321
8,181808427
8,182016251
8,182492352

8,18260366
8,183152845
8,183812049
8,185040534

8,18507432
8,185266017
8,185413968
8,185474135
8,185980663

8,18755901

sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte



MR3-GNO0185-041200-015-f10
MR3-FN0209-020201-005-d08
RC4-0T0072-090300-011-f08
MR3-GNO151-071100-005-a09
2V0-BT0703-230600-280-f02
QV0-TNO0086-180800-339-f08
JV0-HT0494-030300-144-d10
’M3-SN0020-040700-011-d02
JV2-NNO0054-180800-320-h11
JV2-NN0045-201200-577-a07
“M3-NN0060-190400-155-h04
VIR2-HNO0061-180101-001-f11
’M3-GN0510-250501-008-f07
L3-CT0219-160200-060-C04
XC0-GNO0090-150900-021-d12
ART-TN0004-090800-001-e08
“M4-5T0134-290999-018-g04
-M0-GNO101-230900-563-g01
JVI1-HT0312-260100-051-b01
QV1-GN0065-120900-314-g01
AR2-GNO158-101100-004-g02
JV4-NN1148-291100-616-cl1
'M3-HT0925-040900-001-h11
YV3-ET0171-231100-492-a02
WO0-EN0059-261000-444-al |
‘MO0-HT1296-160201-778-b02
)WW2-MTO0130-081100-472-c05
W1-FT0083-060600-228-203
1R3-5T0203-130100-025-f10
'W0-BN0042-051000-423-d05
C3-NN0052-150400-011-d05
M3-AN0085-290800-002-e04
WV2-NN0045-191200-568-a06
W0-ST0247-090200-105-f02
IV2-NN0045-270900-394-c11
C4-ET0131-151100-021-e02
1R4-5T0124-241199-026-e12
IR2-EN0092-191200-007-g10
C0-C10035-031000-021-d07
C1-BT0567-301299-011-g02
M3-TNO154-180900-002-d08
VO0-FT0038-260500-243-e03
VI-GN0207-131100-474-h10
IR3-HT0737-060700-004-f10
V2-NN0045-300800-342-d08
MO0-BN0266-010600-406-g12
[RO-TNO106-200900-201-f09
MO0-BNO167-120400-001-f05
3-HT0618-110500-136-F07
MO0-CS0041-051000-591-el11
MI-HTO0877-150800-356-al10
R1-TN0045-130900-011-b11
MI1-STO181-091199-035-b11
R4-TNO112-171100-106-h10
MI1-CS0038-251000-492-305
V0-EN0058-261000-442-d06

BG010127
BI1046066
AWR85799
BF996612
BF332457
BF377036
BE166641
BF373908
CVv392272
BF963329
AW897616
BI1002033
CV374001
AW850584
CV404842
BF375813
AW811238
CV310931
BE151991
BF368716
BF998252
BF958371
BF357158
BF879265
BF846679
BG995368
BF892717
BF372870
AWg14410
BF749176
AWB96806
BE925307
CV391831
AWS817255
BF362264
BF876966
AW809699
BF853202
BF798633
BE074193
BF378079
BF372439
BG000849
CV352793
CVv392102
BF329533
CV342866
BE009353
BE179550
BF761548
CV315093
CV346334
AW812472
BF888579
BF763431
BF846756

8,187725261
8,188551826
8,188817523
8,190218914
8,190411731

8,19144109
8,191986708
8,192572433
8,192912749
8,193170378
8,193177705
8,193179394
8.193569737
8,194225102
8.194374073
8,194498663
8,195162489
8,195181806
8,196022181
8,1962446%4
8,196726093
8,196951039

8,19712399
8,197505365
8,198738684
8,198967864
8,199537905
8,199833906
8.201226907

8,20175897
8,201804564
8,201804991
8.201861809
8,202488439
8,203031448
8,203516442
8,204948269
8.205140469
8.206308791
8,206361828
8,207206406
8,207635937
8,209043839
8,209147018
8,209368182
8,210220453

8,21037172
8.210416377
8.210496686
8,210885873
8,211889392
8,212095267

8,21420383
8,214619781
8.214730852
8,215105618

sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte



RC6-STO170-061099-021-c05
VIR 1-ST0206-170400-024-b09
VIRI-HT1068-291100-005-209
>M3-EN0004-180500-005-f11
VIR1-RT0038-281100-003-201
VIR1-BT0800-030700-002-c10
VIR0-GNO131-291000-101-a09
’M2-NN1085-040500-001-a02
JV3-BT0297-231199-020-c08
JV3-1T0007-311000-404-f06
AR4-UT0053-271100-103-f09
JV3-TNO167-011100-428-b05
LC2-FN0090-060600-011-al 1
LC4-NT0058-270600-015-h01
AR2-GNO158-101100-004-h02
AR3-UTO0106-301100-004-a05
*M3-TN0068-140800-286-g07
*M3-BN0022-030200-087-f12
AR4-TNOI111-110900-201-g12
'M3-NN0129-260700-002-b04
YVO0-CI0018-220900-406-c02
YV4-NT0028-200400-179-c06
)V3-BT0295-260100-066-d06
AR1-BT0796-160600-001-g05
1R4-UT0053-151000-203-b05
AR 1-TN0020-280800-001-a02
.C0-ET0129-060201-032-d08
W4-GN0120-250900-420-e02
IWW2-NNO0045-131100-414-e05
'MO-ET0098-121000-611-e05
C1-CT0252-031099-011-g06
C2-HT0861-070800-014-b05
C3-FN0143-060700-021-h09
C4-TNO130-170800-011-al1l
MO0-CT0802-090301-004-a03
'V 1-BT0820-120900-372-a06
C0-BN0333-050700-031-b02
V4-GN0143-021000-438-al |
1R 1-TN0046-060900-004-b05
M2-HT0353-211100-007-e03
'V4-NN0040-070400-160-c02
MO0-ET0123-021100-682-b05
'V2-NN0054-220800-328-g05
C2-UMO0050-070400-018-d05
IR1-BT0800-030700-002-c06
MI1-NT0285-170101-724-c03
V4-0T0069-160300-140-a12
V3-BN0047-270700-283-c05
VO0-CT0383-150200-116-h11
MO0-HT0916-070900-521-f09
[RO-BT0265-070100-005-c12
C3-BT0319-240200-015-a10
V2-NN0045-140900-372-b02
M0-ET0208-031200-002-c05
[R2-BN0114-020500-006-b07
[R3-CT0465-300800-006-€02

AW389705
AWS814971
BF840042
CV372465
BF821391
BF333016
BF991653
AW905761
BE064076
BF768514
BF913724
BF887408
BF370676
CV423097
BF998256
BF913874
BF376636
AW992141
CV357692
BF363357
CV382267
AW889322
BE063792
CV343663
BF909000
CV346172
BI014611
CV399501
BF954349
BF868771
CV407789
CV413708
BE839380
BF377756
BG958392
BF333219
CV402947
BF985178
BF376478
BF837381
AW896066
BF873127
CV392286
AW798895
BF333015
CV316197
AW885506
BF327014
AW860461
BF356901
BE063077
BE066073
CV391627
BF881396
BE004829
BE927897

8,215750517
8,2175104
8,219073065
8,219553723
8,221014428
8,221063599
8,221578338
8,22158075
8,221665284
8,222514359
8,223162937
8,224319176
8,225023791
8,225626381
8,226329358
8,226800202
8,227598554
8,227665023
8,228458771
8,228704965
8,229783158
8,229969381
8,230008314
8,230508988
8,231481951
8,231614699
8,231744048
8,23267458
8,232807722
8,234158977
8,234480537
8,236543073
8,238747038
8,239071796
8,239215649
8,239407097
8,239549156
8,239627202
8,240540816
8,241707499
8,243326627
8,243502185
8,2445932
8,244721222
8,244808922
8,244855792
8,244914884
8,245025882
8,245165535
8,246126972
8,248348256
8,248400568
8,250950401
8,251046468
8251350391
8,251402532

sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte



QV0-ST0247-090200-105-f07
QV3-CT0556-200900-349-b03
QV3-CT0560-121000-378-d07
“MO0-GNO112-041000-578-a05
QV2-NN0045-101100-409-c10
RC5-LT0054-140200-013-G05
QV4-ST0023-160400-172-606
>MO-BN0167-120400-001-g04
IV2-HT0698-080800-293-h03
VIR3-NN0216-031100-002-g01
VIR0-BT0264-221199-002-a06
VIR3-UT0050-180900-011-d11
MO0-ET0124-091100-680-a10
"M 1-HT0950-260900-432-b05
"M3-GN0049-160900-351-a12
AR2-EN0093-191200-001-b10
IVI-MTO0168-131100-486-h10
IV2-NN0045-051200-515-¢09
AR1-RT0029-131100-002-f05
)V2-LT0038-180300-080-h03
2C 1-HN0003-220300-021-208
AR2-GNO157-111100-003-d01
AR4-ET0138-240401-005-c09
"M1-CT0309-071299-057-d08
{C4-CN0048-150400-013-d03
)V4-OT0067-130700-293-d07
AR3-GN003 1-150900-001-b03
AR2-UT0089-051000-001-¢03
YV2-UT0054-200900-382-d03
)V4-HT0538-250900-404-09
C3-BT0661-310800-022-d08
'M3-CT0511-160900-355-g02
M0-MT0202-130301-007-c02
C2-BN0123-170300-011-d01
C3-MT0136-121100-012-201
1R1-ET0144-011100-001-a09
1R4-UT0053-290900-102-h03
\W4-OT0067-090600-253-¢03
'V4-FT0004-180500-220-g07
1R2-C10127-071200-013-g02
'V4-HT0538-130300-128-d12
C1-BT0254-100500-111-a02
V3-BN0047-210300-124-g10
M1-FN0047-190600-275-d10
M0-GN0210-200101-002-b07
MO-NT0133-281000-640-g04
M3-HT0192-071099-022-f11
[R3-GN0187-271100-016-c07
[RO-CT0451-180900-009-d1 1
C5-0T0078-150300-021-C09
MI3-HT0909-251100-031-c04
'R4-HN0054-120401-006-h02
R3-GN0190-301100-004-c09
V2-LT0038-180300-079-h03
R2-SN0005-250500-009-g06
C2-CT0304-120200-012-d 12

AW817265
CV394843
BF754591
BF986911
BF952237
AW838613
AW806907
BE009356
CV390795
BF949943
CV338696
CV354134
BF874724
BF357651
CV321414
BF853133
BF893995
BF960202
CV345472
AW837283
AW983847
CV348418
BI017995
AW754053
AW844185
CV402038
CV351721
BF907810
BQ380439
CV400293
CV415238
BF336391
B1029661
BE006098
BF893618
BF872179
CV358201
BF360923
CV399260
BF816803
BE170462
BE062271
AW996969
CV314153
BI1052396
BF919170
BE145084
BG006336
CV340305
AW886145
BF838634
B1005499
BG008868
AW837321
BF373784
AW861327

8,251827784
8,252700232
8,252898715
8,253138732
8,253140048

8.25668784

8,25688196
8,256960778
8,257700999
8,257809399
8,257899831
8,259478657
8,262163451
8,262942441

8,26297409

8,26320714
8,263791731
8,264584101
8,265376675
8,266524641
8.267362901
8,268224401
8,268558364
8,269475605
8,269728035
8,270623866
8,271707304
8,271974753
8,272562852

8,27327808
8,274208747
8,274484296
8,275817847
8,275822262
8,276996502
8,278068515
8,278673268
8,279489339

8,28026442
8,280393963
8,281721762
8,282490513
8,282557088
8,282685818
8,282839678

828476215

8,28554912
8,286373433

8,28665731
8,286948602
8,287191686
8,287896582
8,288163603
8,289220339
8,290431788
8,290568835

sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte

[

e aay )



>M0-CT0289-091199-002-d03
“M3-GN0049-151100-359-h04
JV2-NN0053-160800-315-c09
RC3-GN0075-170800-011-f03
-MO0-HT0919-310800-526-d12
“M1-CT0605-141200-637-g05
2V3-BT0295-260100-066-e03
VIR3-HT1100-260101-001-d03
L3-HT0060-200899-008-A01
XC5-NN1065-271200-028-B09
'MO-HT0911-080201-011-c01
LC2-HT0825-190700-012-f09
AR3-ST0203-130100-026-f01
JV0-FT0039-220500-237-g09
JVI1-GNO0320-021200-523-b08
“M3-CT0485-230900-361-d02
JV4-0T0067-240700-308-d10
'M2-HT0303-281099-001-e12
“MO0-ET0121-021100-679-e07
LC5-0T0078-100400-023-C01
AR4-UM0022-240400-003-d09
)V2-NN0045-011200-508-g03
AR1-BT0404-080300-002-f09
YV2-NNO0045-101100-409-e04
(C3-CT0347-100500-017-c05
AR2-CT0595-061100-001-a03
'M0-BNO173-181000-006-g03
YV3-GN0203-081100-439-h05
YVI1-BN0398-031000-404-e10
)V2-NNO0045-221200-575-a12
‘M1-UTO0038-140900-409-e01
AR4-SN0078-171100-004-f12
)WV4-CT0491-240800-378-a08
‘M3-GN0049-160900-349-b10
AR3-8T0220-010200-105-d08
1R4-8T0125-021199-017-a09
1R0-UT0049-151000-104-c04
W1-GN0207-131100-477-d04
1R1-GNO173-161000-003-f02
1R4-UT0053-151000-203-c03
1R2-EN0092-261200-002-h03
C2-1T0047-211100-011-b04
W1-HT0413-010200-059-¢c07
C2-HT0826-030700-012-h11
C0-HT0934-280800-032-102
‘MO-GNO0079-150900-546-e09
‘M0-BN0266-190500-386-¢09
M3-BN0383-201000-420-a04
'VO0-NNO184-070700-295-e03
M3-CT0483-151100-344-c11
MO-FT0057-300600-002-e10
C4-GN0088-200900-011-g03
TRO-GNO176-021100-202-a04
'V4-BN0091-160300-139-g01
'V0-CT0225-180400-198-h04
C2-ET0018-150500-015-a01

AW856428
BG001784
CV392208
BE930879
BF356953
BF759729
BF330713
BG990939
AWI77961
BF964338
BG993491
CV413635
AWR14379
BF372445
BG009499
BF335920
CV402123
BEI151649
BF873286
AW886296
AWT795821
BF959025
BE069954
BF952244
AW858968
BF757688
BF749757
BF997288
BF748615
BF963806
CV316543
BF906970
BF336150
CV321402
AWE16158
AWE10196
BF909080
BG000798
BF988386
BF909006
BF854029
BF770398
BE160163
CV413651
CV405907
BF369227
BF329542
BF749672
CV383779
BF758582
BF372620
CV420953
BF994058
BE003340
CK327032
BF358765

8,291765337
8,293171396
8,294064236
8,294122118
8,294462257
8,297259802
8,298554525
8,299261709
8,299526938
8,300121108
8,301263262
8,301535493
8,303293896
8,305597255
8,305626302
8,305783955
8,308401494
8,311436196
8,312711917
8,313413042
8,313710908
8,314195708

8,31467605
8,315303408
8,315554318
8,316451423
8,316713743
8,316791585
8,319530728
8,321729028
8,322721403
8,322759712
8,322792851
8,323325113

8,32502411
8,325264528
8,326708883
8,327275001
8,330018617
8,330620978
8,330884023
8,332540769

8,33369531
8,334861204
8,335446098
8,335696304
8,335745166
8,337089937
8,337750426
8,339176747
8,339276732
8,340279816
8,343160619
8,343190537
8,343410459
8,343890703

sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte
sem_suporte



JV0-BN0041-030300-145-al0
VIR1-MT0282-121200-002-g08
JVI-BT0631-280200-084-c05
“M0-GNO101-181100-567-g10
RC2-FN0090-120600-012-e07
IR0-HT0241-150500-011-b10
RC1-GNO0073-160800-021-g04
“M3-ET0041-130500-184-a12
R0-BN0070-130300-004-b07
“M0-CI0138-021100-672-a01
1C2-CS0018-250900-011-b10
“M3-BN0380-201000-402-g04
JV4-HT0894-170800-362-al12
JV3-NN1023-260400-168-b09
AR3-8T0191-020200-207-d04
'‘M0-BT0274-201099-001-f05
AR3-8T0203-221299-023-a09
'M3-ET0262-220501-029-h07
LC0-BN0416-261000-021-f12
'M1-HT0628-310800-009-b08
(C0-UT0028-080800-031-b01
'M2-NN0127-130700-004-a09
\C4-HT0276-281100-021-e01
{C4-NN0024-120500-012-f06
YV2-EN0098-020201-597-h11
)WV0-CT0225-210700-313-e03
‘M 1-CS0038-251000-500-h06
)V2-LT0051-240300-097-e09
.C2-ST0168-071299-013-f10
‘M1-C10032-191200-630-b03
W0-CT0225-100400-187-al 1
C2-ET0023-150500-014-b02
C1-HN0003-220300-021-h11
W3-BT0379-010300-105-c09
C0-HT0862-310700-021-d12
‘MO-NN1156-131000-608-b06
IV3-GN0061-160800-296-f05
MO-MTO111-290800-002-E01
M3-FN0070-030600-198-g12
1R3-ST0192-290100-015-b06
W1-MT0229-281100-508-g08
1RO-FT0175-050900-203-d08
C4-CT0477-140800-011-f07
M1-ST0277-161299-070-g07
C2-ST0158-091099-011-e07
C0-ANO0041-310700-034-f04
IR0-BN0070-080400-012-e07
IR1-C10021-161000-004-g1 1
C2-HT0252-120200-014-d06
MI1-HT0878-031000-461-d10
[R1-HT0852-010800-003-e02
IR0-SN0040-220500-005-c05
V0-BN0042-220900-402-a07
V2-NN0044-300800-340-g04
V1-NN0037-080500-194-g09
V4-ST0023-160400-172-b03

AW995092
CV345289
BE080890
BG003544
BF370721
BE148678
BF368958
AW947489
AW999196
BF803851
CV412019
BF750160
BF356421
AW902193
AW813238
BE063327
AW814276
CV372784
BF750352
BF353177
CV406899
CV370122
BF839490
AW893691
BIO11745
CV382554
BF763398
AWRB38124
AWSE11870
BF818398
AW852276
CV412656
AW983872
CV394604
BF355499
BF944221
BF368587
BF360163
CV321082
AW8I13411
BF898292
BF373566
BF335789
AWS818158
AWS811637
CVv402513
AW999890
BF800087
BE149230
BF831123
BF355445
CV342733
CV381478
CV391096
AWE895241
AWB06887

8,343932897
8,34495436
8,345576335
8,345751947
8,347315995
8,347807172
8,348163163
8,348732334
8,351037672
8,353307726
8,35500533 1
8,356256994
8,356487982
8,356893884
8,357055854
8,357098473
8,363544432
8,364473843
8,366370643
8,367896752
8,368032314
8,368480091
8,369153809
8,370235717
8,372455606
8,372639489
8,37401039
8,374859927
8,374938366
8,375562244
8,376656685
8,376722342
8,376834729
8,378154105
8,378504301
8,3791021
8,37913586
8,379747735
8,379839644
8,380835951
8,380925027
8,381102224
8,381710109
8,382042135
8,382816932
8,383849283
8,391230362
8,392024655
8,395625962
8,396009627
8,39620542
8,396394602
8,396617046
8,396675982
8,397456168
8,398353828
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MO0-HT0913-210201-010-g06
“M3-NT0089-040500-174-g07
JV2-HT0698-070700-264-g12
VR 1-UM0009-090600-022-h05
VIR2-SN0006-050600-004-103
“MO0-GNO101-031000-581-h06
L3-ET0114-281000-319-G05
"M3-ET0272-190401-004-h08
JVI-UMO0105-290400-179-h06
ARI-ET0144-071100-004-d06
{C3-BT0333-300300-017-f01
'M3-BN0257-130700-007-d10
'M0-HT0911-120201-016-d11
\C4-0T0071-090300-011-al2
AR2-HN0036-241100-006-d12
'M4-HT0191-281099-002-h02
'M2-DT0062-060100-001-f07
{C4-BT0335-011200-014-b11
AR3-GNO153-181000-008-a05
.C2-HT0826-150800-016-g12
'™M0-OT0019-180400-003-a06
W1-BT0631-030400-130-f11
AR0-SN0042-140400-002-b06
WW0-HT0368-150200-113-g02
.C2-FN0090-120600-012-a07
WW4-GN0120-250900-420-g10
1R4-ST0124-270300-005-g03
‘MI1-HT0877-011100-376-f03
fR3-GNO151-031100-002-a12
1R 1-BT0404-080300-002-f11
IV2-NN0045-131100-414-d04
1IV2-NN0045-071200-532-f03
MO0-BN0173-310500-003-B04
'V0-ST0247-200100-092-b03
M3-HT0926-021000-393-h12
'V4-ST0023-160400-172-d02
'V3-GNO0108-031000-361-d05
[RO-NT0038-070500-003-g05
[R2-GNO0158-091100-003-a02
V0-CT0179-300999-024-c10
IR3-SNO011-010400-101-g07
V2-PT0010-280300-112-e09
A0-HT0205-131199-143-a03
V2-NN0042-210800-310-d10
V1-LT0036-280200-087-c08
IR3-GN0349-070201-004-h05
IR2-EN0092-110101-006-a02
M3-FN0067-010600-194-207
R2-CN0037-240200-102-b04
MO0-MT0033-150600-428-b06
M3-CT0313-291199-046-d08
R2-BN0386-051000-015-g06
V2-NN0045-081200-536-e07
R2-NT0138-281200-008-05
V4-NN1149-231100-577-f04
V2-NN0045-031200-514-g06

BG996344
AW891633
CV390790
CV3463597
CV350271
BF986630
BF870561
CV373171
AWB05818
BF874059
BE066545
CV371542
BG994217
AW885528
BF827247
BE145046
AW938558
BF747486
BF988655
CV413657
AWBT79469
BE081091
AW867896
BE156622
BF370715
CV399506
AW810019
BF833671
BF995160
CV343633
CV391539
BF960693
BF328368
AW817027
CV321919
AWg06900
BF986360
AWR90156
BF997929
AWB46267
AWR63816
AWB77069
BE145674
CV390988
AWB36994
BI055566
BI0O10877
CV321049
AW842899
CV311559
AW857405
BF749113
BF961099
BF935726
BF257019
BF959617

8,398739923
8,402246566
8,404759219
8,405230464
8,405701046
8,407190193
8,407226986
8,408904598
8,410273721
8,412287224
8,412533768
8,413293867
8,415360428
8,415729682
8,416532246

8,41733072
8,421573549
8,421830024
8,425219008
8,426750479
8,426856203
8,428577028
8,429836016
8,430427641
8,430606458
8,431941848

8,43314447
8,436559211
8,438230846
8.438307954

8,44035361
8,441158636
8,441948858
8,442919224
8,445318442
8,451428153
8,456906285
8,457856317

8,46028146
8,460494174
8,460588217
8,461520052

8,46277893
8,464106185
8,464207264
8,465711023
8,467481531
8,467628065
8,469769809
8,471141556
8,471393188
8,474015865
8,475267578
8,476356357
8,476856327
8,477690398
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RC1-TNO150-190900-011-el11
VIR4-CT0537-141100-002-c05
VIR1-NTO0179-171100-004-c06
>MO-HTO0911-240800-001-g04
vIR4-TNO112-310101-208-d04
vIR2-HN0036-171100-002-a05
RC4-HT0785-160600-012-d11
JV3-DT0043-180100-061-a04
JVI-MTO0132-081100-443-f11
LC3-NN0070-260400-021-h04
JV2-PT0011-260300-110-d06
“M1-UMO0031-080300-138-206
JVI-NN0228-091100-440-g07
QV1-UMO0104-050900-356-a01
AR4-ST0121-261099-014-d05
JV3-BT0815-200900-350-c04
'M1-HT0628-310800-009-al2
‘M1-CT0605-141200-632-d01
{C3-CI0163-201100-021-a07
AR4-ST0125-021199-017-h08
WV2-LT0051-060500-189-d07
AR0-HT0408-220300-001-h11
‘M3-CT0513-250800-308-b05
AR2-HT1162-240101-015-b03
MO-HN0078-280201-005-c06
C5-ST0171-201099-012-a05
W3-DT0044-010300-107-c05
WW2-NN0045-261200-572-b08
1R1-BT0796-290600-005-c01
IW2-NN0045-181200-560-h07
fR1-RT0029-131100-001-a04
W1-UT0095-121000-421-cl 1
W1-CI0170-061100-463-g03
C5-BT0503-010200-031-g08
C0-UMO0051-210300-032-g02
IR1-KT0058-211100-001-d06
'V4-NT0028-270700-315-c03
IR0-HT0407-010500-017-b06
C0-MT0057-160600-03 1-d09
IR1-CI0181-061100-001-al2
V1-LT0036-150200-070-g11
V3-BN0046-060700-256-e06
[R1-RT0041-041200-005-f10
C2-NT0110-060600-014-c08
V4-UMO0095-180800-360-b08
V2-BT0817-260900-389-b08
M3-HT0642-290300-001-h02
'R2-GN0030-210900-019-g06
M1-HT0877-210900-418-f09
M0-BNO167-210500-003-a01
C4-IT0015-291100-011-g01
M0-0T0043-250300-307-a06
vI0-BNO173-071100-008-h02
R0O-HT0241-270100-007-al 1
V2-NNO0045-131200-551-a01
V4-FT0004-200700-306-h05

CV410665
BF758523
BF921585
CV360891
B1048566
BF825836
BF354820
AW937373
BF892964
AW898263
AW877169
AWT796453
BF951992
CV388848
AW809353
CV394695
CV365103
BF759550
BF812012
AW810220
AW838341
BE159785
CV320738
BG990330
B1004351
AW812042
AW937635
BF964219
BF333001
BF962766
BF819833
BF908857
BF805117
BE071205
AW7T99337
BF736474
BF365429
BE159707
CV406058
BF805291
AWS836831
CV393957
BF821966
BF366770
BF378960
CV389493
BE182144
CV348194
CV315172
BF328289
BF771740
AWS881803
BF751434
BF350032
BF262129
BF371956

8,480486275
8,480744016
8,481430533
8,484082548
8,487766196
8,490086503
8,490339519
8,490397263
8,494272714
8,498559041

8,49857378
8.500164129
8,500987543
8,502650508

8,50557993
8,512533318
8,512625059
8,513779273
8,518589019
8,519424686
8,521631773
8,526074909
8,526187273
8,526214173
8,527450316
8,532479362
8,532785619
8.534706541
8,536781154
8,538165884
8,542593923
8,542932723
8,543782624
8,545538547

8,54570735
8,545968533
8,546902955
8,546989156
8,548787056

8,55015561
8,551721163
8,552544078
8,553352089
8,553479999
8,556097943
8559118656
8,560709968
8,561586682
8,563652942
8,566446176
8,568962459
8,570319097
8,570576247
8,571826435
8,573937213
8,575299121
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AR3-SN0066-030500-007-c10
'MO-HT1167-120101-001-C06
JV2-NN0045-051200-515-g08
?V4-DT0021-301299-071-c01
*M3-GN0052-151100-360-c11
'M0-SN0014-260400-002-c12
{C5-BN0282-010600-031-F01
"M3-BN0380-041100-371-h11
ART-TN0020-040900-005-g11
JV3-BT0537-270100-069-c10
AR1-MT0282-191200-004-c12
L3-CT0215-020300-090-DO01

'‘MO-HT1167-120101-001-C01
‘MI1-AN0080-301000-516-h12
AR2-GNO158-101100-004-a08
‘M3-BN0164-190400-149-e10
1R2-GNO0158-101100-004-g1 1
AR2-HT0757-260600-002-c07
1R3-NN0217-031100-010-a08
W0-BT0703-280400-211-d12
‘M0-HT0634-270300-309-h07
1R3-FN0209-070201-011-b09
M2-GN0014-211100-003-c01
‘M1-NT0244-201200-674-c12
WW4-HT0893-180800-359-f02

M0-OT0216-200401-003-a12
M3-HT1308-210501-001-c07
V3-DT0019-140200-086-d05
C1-HT0939-160800-022-b04
.3-CT0220-150200-069-E01

MO-NT0074-160500-001-HO05
1R0-UTO0048-041000-103-c01
TR1-GNO173-111200-021-f05
W3-1T0007-311000-412-a04

TR4-BT0357-020200-002-h06
.3-HT0618-110500-136-C11

M3-CT0511-250800-309-f10
M3-BN0381-021000-384-a02
M4-CT0343-301199-052-b05
C2-CS0017-260900-012-b03

C1-HT0229-131199-012-g01

MO0-FT0044-120600-423-a02
IR4-CT0539-310101-009-a10
MO-STO181-081099-073-g12
IR2-BN0387-290900-001-a12
IR0-HT0157-310300-010-g05
C3-BT0333-250200-015-h07
M1-ST0182-261099-025-c01

VO-NN1022-170400-193-g09
C5-HT0259-071199-031-d02
[R2-EN0091-191200-004-f07
IR2-CT0222-281099-006-a09
IR3-HT0999-050201-004-e09
VI1-UT0096-101100-395-c10
V3-1T00G7-311000-404-e02

MI1-HT0760-120600-256-h07

CV353754
BG988276
BF960211
AW936364
BG002056
AWS864181
CV423807
BF751064
CV346115
BE072471
BF903940
AW849290
BG988261
BF734931
BF998215
BE009125
BF998254
BF354430
BF949979
BE089577
BQ350248
BI046679
BG004797
BF932883
CV400462
BI044588
CV374866
AW935941
BQ358240
AW851037
CV362184
BF907382
BG011658
BF768558
BE067507
BE179545
BF336394
BF748287
AW858632
CV411911
BE147360
CV310732
BG953821
BF374965
CV346913
BE142913
BE066439
AW812573
AW902039
CV425214
CV347561
AW851702
BG992964
BF911814
BF768529
CV314699

8,576074672
8,578142338
8,584147367
8,58438224
8,585430234
8,590164537
8,591358942
8,591880434
8,593356545
8,595836837
8,596055711
8,59689653
8,597049229
8,597140171
8,598318863
8,603830907
8,606565443
8,608256928
8609431153
8,610295188
8,611110097
8,612264103
8,618015818
8619109075
8,622250216
8,622937314
8,625933131
8,626022759
8,626170511
8,626292496
8,628254018
8,62852793
8,62864268
8,62894403
8,635021025
8,640342981
8,640379337
8,64083818
8,64136431
8,643441387
8,644125472
8,644125776
8,6461241
8.650060244
8,652370819
8,659899928
8,660113317
8,660130395
8,660140244
8,661867005
8,662661586
8,662727826
8,663963396
8,664331168
8,664382656
8,664559516
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“MI1-HT0877-260900-440-g10
“M2-HT0393-301199-044-h11
’M2-CT0804-150201-001-e09
LCO-ET0129-060201-032-g08
“M3-CT0483-180800-291-el1
JV2-NN0045-121200-531-e12
“M3-GN0049-021000-383-d10
AR3-NN0218-011100-007-h10
AR3-8T0220-091299-024-g01
LC0-CT0473-080800-031-c10
“M1-CS0038-251000-497-b06
AR2-HT1161-180101-002-a08
IV0-FNO180-170700-303-h04
AR3-HT0737-180700-001-b02
AR3-GN0029-290800-001-d09
JV3-ET0202-081200-523-c10
IV3-HT0636-240500-203-d12
AR3-AN0025-080800-006-c08
AR3-UT0091-150900-007-g07
ARO-BNO115-101000-012-h09
"MO-NN1004-100300-277-g11
IV0-CTO0179-090200-090-d06
YV3-0T0065-260400-167-h11
L3-CT0220-111199-028-D07
YV4-GNO0122-031000-412-b11
YVI1-ET0183-021200-529-e06
YV1-UT0096-260900-399-c02
'M3-ET0207-250101-009-f12
WI-MTO0168-211100-492-g07
YWV4-CT0492-310800-392-h09
AR2-HT1162-240101-010-f03
AR4-ST0121-041199-019-e02
IV3-CT0555-200900-354-b02
AR1-TN0045-110900-008-c10
‘M3-CT0310-180200-098-107
)VO-NN1142-031100-483-b11
)V4-MT0049-050700-281-c08
‘MI1-FT0052-130600-267-h09
1R3-UT0106-281100-007-f01
1R4-TNO0112-310101-208-h03
AR1-CT0528-140900-002-a06
‘MO-KT0041-031200-001-e10
M3-GN0375-050201-005-d06
C4-ET0135-201100-011-d01
.C5-HT0982-151200-011-C01
1R0-GNO176-021100-202-c10
1R 1-TN0004-090800-001-e04
1R2-BT0590-020300-109-c09
C2-HT0252-120200-014-a12
1R1-TN0045-060900-005-c02
M1-HT0340-091199-001-g07
1R3-ST0203-180100-107-a06
1R1-HT1068-051200-009-e09
1R3-NN0218-031100-001-f12
C1-BT0314-030300-014-h08
‘M3-BN0155-180500-188-d10

CV315237
BE158600
BG956013
BI014621
CV320622
BF961765
CV321359
BF949071
AWR16020
BE697903
BF763337
BG988714
BF371714
BE715198
BF367355
BF883338
CV396686
BF325801
CV354209
BF749440
AW900208
AW846366
AW884575
AW850844
BF986487
BF881286
BF381350
B1013987
BF895292
BF336218
BG990179
AW809423
CV394821
BF376373
AWS857378
BF950103
CV400812
CV314326
BF913919
B1048573
CV344043
BF737137
B1055266
BF878688
BF843119
BF994086
BF375811
BE075784
BE149221
CV346264
BE154090
AWR14428
BF841700
BF949465
CV407281
BF328142

8,665482904
8,669043254
8,6725007
8,672901612
8,677893445
8,684209186
8,686827164
8,68736035
8,700608126
8,700642042
8,702302394
8,708451928
8,709071124
8,711012456
8,71117878
8.712105809
8,72012374
8,725912262
8,728030383
8,728769103
8,728898795
8,737355713
8,73926219
8,740870162
8,742491925
8,743224842
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Jista dos 3.194 novos transcritos (2.305 seqiiéncias com Hs mas sem suporte e 889 seqiiéncias sem Hs).
egenda: Lista com 3.194 novos transcritos, mostrando niimero da seqiiéncia ORESTES,

amero de acesso da seqiiéncia, média de intensidade de sinal entre os dois
anais em todas as laminas e tipo da seqiiéncia.



Anexo 2 - Figuras do restante das validagdes das seqtiéncias especificas
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eletroforético dos produtos de amplificagdo utilizando os pares de iniciadores para 10 de 12 seqiiéncias
ficas que ndo sofrem processamento restantes e 1 de 8 seqiiéncias que sofrem processamento (Tabelas 6 e 7).

da:

cada produto amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose NuSieve® GTG® (Cambrex,

3% contendo 0,5mg/mL de brometo de etidio. Gel |- padronizagio da reagdo de PCR utilizando a linhagem
- FaDu e a amostra do grupo 2, GH982. Gel 2- amostras que compdem o grupo 1. Gel 3- demais amostras
mpoem o grupo 2. Canaletas: RTase+- reagio de sintese de cDNA com a adi¢do de RTase; RTase-- reacdo

ese de cDNA na auséncia de RTase (controle negativo); Ref.- reagdo utilizando cDNA proveniente do RNA
1iciaCtl.-- controle negativo da reagdo de PCR na auséncia de cDNA.
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