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Resumen

Objetivo: Analizar la metilacion en los promotores de los genes CDKN2B y DBC1 en muestras
de pacientes con leucemia linfoblastica aguda (LLA), leucemia mieloblastica aguda (LMA) y
leucemia mieloide crénica (LMC). Ademas, correlacionar el perfil de metilacion de los pacientes
con los hallazgos citogenéticos.

Materiales y métodos: Se evaluaron 56 pacientes con leucemias: 24 con LLA, 16 con LMAy 16
con LMC. EL ADN extraido se modificd con bisulfito de sodio. Se realizo un analisis de metilacion
en los genes CDKN2B y DBC1 mediante la PCR especifica de metilacion (MS-PCR). Las muestras
positivas por la técnica MS-PCR fueron secuenciadas.

Resultados: Se encontro una frecuencia total de metilacion del 87,5%. El gen CDKN2B se encon-
tré metilado en el 75% de LLA y de LMC, y del 62% en LMA. El gen DBC1 se encontré metilado en
el 96% de LLA, el 94% de LMA y del 68,8% en LMC. El gen mas frecuentemente metilado en todas
las muestras fue DBC1. De los tres tipos de leucemias, la LLA fue la que presentd los mayores
porcentajes de metilacion. El 62,5% de la muestras tenian metilado ambos genes. Las muestras
con cariotipo normal presentaron una alta frecuencia de metilacion de CDKN2B'y DBC1.
Conclusiones: En este estudio se demostro, por primera vez en pacientes colombianos con
leucemias, que la metilacion de los genes CDKN2B'y DBC1 es un evento frecuente. Los hallazgos
indican que la metilacion de genes supresores de tumores es una via molecular alterna que
podria estar relacionada con el desarrollo de neoplasias hematologicas.
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derechos reservados.
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Methylation analysis of the CDKN2B and DBC1 tumour suppressor genes in leukaemia
patients in Colombia

Abstract

Objective: To perform a methylation analysis in the CDKN2B and DBC1 gene promoters in
samples from Colombian patients with acute lymphoblastic leukaemia (ALL), acute myeloid leu-
kaemia (AML), and chronic myeloid leukaemia (CML), and to correlate the methylation profile
with cytogenetic findings.

Material and methods: The study included a total of 56 bone marrow samples, 24 from patients
with ALL, 16 from AML patients, and 16 from CML patients. DNA was extracted from these
samples and converted with sodium bisulphite. Methylation analysis was performed using methy-
lation specific PCR (MS-PCR). The samples that were positive for MS-PCR were sequenced to
confirm the results.

Results: Atotal methylation frequency of 87.5% was found. CDKN2B gene promoter hypermethy-
lation was found in 75% of ALL and CML samples, and 62% in AML; while DBC1 gene promoter
hypermethylation was found in 96% of the samples of ALL, 94% of AML, and in 68.8% of CML.
The most frequently methylated gene in all samples was DBC1. ALL was the type of leukaemia
that had the highest percentages of methylation. Almost two-thirds (62.5%) of the samples had
both methylated genes. Samples with normal karyotype had a high frequency of methylation in
CDKNZ2B and DBC1 genes.

Conclusions: This study showed, for the first time in Colombian patients with leukaemia, that
methylation of DBC1 and CDKN2B genes is a common event. Our findings indicate that methy-
lation of tumour suppressor genes is an alternate genetic pathway related to the development
of haematological malignancies.

© 2016 Instituto Nacional de Cancerologia. Published by Elsevier Espafa, S.L.U. All rights reser-

ved.

Introduccion

Las leucemias son enfermedades malignas que se caracteri-
zan por la expansion clonal de las células hematopoyéticas,
las cuales presentan ventajas en la proliferacion, el desarro-
llo y la progresion de las leucemias son procesos complejos
(1). Los subtipos de leucemias mas comunes, de acuerdo con
los tipos de células afectadas y a la progresion de la enferme-
dad, son: la leucemia linfoblastica aguda (LLA), la leucemia
linfocitica cronica (LLC), la leucemia mieloide aguda (LMA)
y la leucemia mieloide crénica (LMC)'.

Tanto factores genéticos como epigenéticos se asocian
con la patogénesis de las leucemias y se reconoce que la
adquisicion de alteraciones genéticas en las diferentes fases
tiene una gran importancia en el desarrollo de las neo-
plasias hematolégicas®3. Estas alteraciones comprenden:
mutaciones puntuales; amplificaciones génicas; y anomalias
cromosomicas estructurales como deleciones, inversiones,
traslocaciones y aneuploidias, que pueden ocasionar la
inactivacion o la activacion de diversos genes; dichas altera-
ciones afectan la supervivencia y la apoptosis de las células
progenitoras®.

De otro lado, los cambios epigenéticos consisten en modi-
ficaciones reversibles que afectan la expresion de diversos
genes sin alterar la secuencia del ADN y que puede deberse
a tres fenomenos diferentes: metilacion en el ADN, modi-
ficaciones en las histonas y en los ARN no codificantes
(ncRNA)®. El cambio epigenético mas ampliamente estu-
diado es la hipermetilacion de los promotores de genes

supresores tumorales (GST), que se asocia con la inactiva-
cién génica que ocurre por inhibicién de la transcripcion®.

La metilacién del ADN es un fenémeno frecuente en
leucemias y tumores solidos. Se presenta principalmente
en las islas CpG localizadas en la region promotora de los
genes, por una modificacion covalente que resulta de la
actividad de una familia de enzimas denominada ADN metil-
transferasas (DNMT) que catalizan la transferencia de un
grupo metilo desde la S-adenosil metionina hacia el car-
bono 5 de los residuos de citosinas en los dinucleotidos
CpG de genes relacionados con: el control del ciclo celu-
lar, la reparacion del ADN, la apoptosis, la angiogénesis y la
metéastasis®®. La hipermetilacidon desregula la expresién de
diversos genes que intervienen en multiples vias de trans-
duccioén celular lo que contribuye a la carcinogénesis y a
la inestabilidad cromosomica en las células progenitoras de
leucemias’.

En general, la via epigenética puede afectar diferentes
mecanismos moleculares involucrados en la diferenciacion,
la apoptosis, la inmortalizacion y la transformacion celular.

Estudios en leucemia informan diversos GST hipermeti-
lados que se asocian con la transformacion, el desarrollo
y la progresion de esta enfermedad. Entre los GST mas
frecuentemente hipermetilados estan: CDKN2B, CDKN1B,
DBC1, RB1, entre otros’™'". Especificamente, la hipermetila-
cion del gen CDKN2B/p15 es el mas cominmente estudiado
en neoplasias hematologicas; en sindromes mielodisplasicos
se ha encontrado hipermetilado este gen en el 50% de los
Casos.
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Ademas, se reporta que la metilacion se adquiere
durante la progresion de la enfermedad y se asocia con
la transformacion hacia leucemia aguda, la cual es de mal
prondstico’®'%"3, Por otro lado, la hipermetilacion del gen
DBC1, en pacientes con LMA y con cariotipo normal, se pro-
pone como un biomarcador predictivo de la supervivencia
libre de enfermedad y la sobrevida global'®. La hipermetila-
cion de este gen también se informa en pacientes con LMC'".
Ademas, se ha encontrado que la inactivacion de DBC1 con-
duce a la desregulacion del ciclo celular y a la apoptosis
independiente de las caspasas'’'“.

Por otra parte, la mayoria de los estudios de metila-
cion en leucemia analizan pocos GST, sin embargo, en los
Ultimos anos, con la introduccién de nuevas plataformas tec-
nolodgicas, los estudios en leucemia se han interesado en la
caracterizacion epigenomica empleando técnicas novedosas
como la de los microarrays con la que es posible evaluar
el perfil de metilacion de muchos genes, entre los que se
incluyen genes relacionados con la iniciacion y la progre-
sion de la enfermedad, y también establecer una mejor
clasificacion molecular de los pacientes con malignidades
hematoldgicas'® -7,

Los estudios de epigenética en neoplasias hematologi-
cas tienen un gran interés porque la hipermetilacion de
GST podria utilizarse como biomarcadores para el pronds-
tico de la enfermedad y la prediccion a la respuestas de
ciertos farmacos'®, dado que las modificaciones epigenéti-
cas son potencialmente reversibles y podrian convertirse en
blancos moleculares para el desarrollo de nuevos agentes
demetilantes para el tratamiento de pacientes con dife-
rentes neoplasias; de esta manera, estos farmacos podrian
revertir la represion génica de los GST'®"?. Sin embargo, el
impacto del perfil de genes hipermetilados con el pronostico
en las malignidades hematologicas alin no esta bien definido.

El objetivo de este estudio es analizar la metilacion en
los promotores de los genes DBC1y CDKN2B en muestras de
pacientes colombianos con diagnostico de LLA, LMA y LMC
y correlacionar el perfil de metilacion de los pacientes con
los hallazgos citogenéticos.

Métodos

Pacientes y muestras

Se realiz6 un estudio descriptivo de tipo prospectivo. La
poblacion de estudio estuvo constituida por 56 pacientes con
diagnostico clinico y hematologico de leucemia: 16 con LMA,
16 con LMC y 24 con LLA. De los cuales, 49 pacientes tenian
diagnosticos de novo, 4 presentaban recaidas y 3 estaban
en tratamiento; 25 de los pacientes eran mujeres y 31 eran
hombres.

Las muestras de medula dsea o de sangre periférica de
los pacientes fueron obtenidas por los hematologos en dife-
rentes instituciones de salud y remitidas al laboratorio de
Genética Médica de la Facultad de Medicina de la Univer-
sidad de Antioquia, durante 2011 y 2012. Los pacientes
firmaron el consentimiento aprobado por el Comité de Bioé-
tica, Sede de Investigacion Universitaria de la Universidad
de Antioquia, de la ciudad de Medellin. Adicionalmente, se
incluyeron 18 muestras de sangre periférica de individuos
sanos para control.

Extraccion de ADN

La extraccion del ADN gendmico se realizo a partir del aspi-
rado de medula dsea o de sangre periférica de los pacientes
y de los individuos sanos, utilizando el kit comercial QlAamp
DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) y siguiendo las reco-
mendaciones de la casa comercial.

El ADN de cada muestra se cuantifico en un espec-
trofotometro NanoDrop 2000c Spectrophotometer (Thermo
Scientific, USA). La calidad y la integridad del ADN se verificd
en geles de agarosa al 2% tenidos con bromuro de Etidio. Las
bandas se visualizaron con luz UV en un fotodocumentador
de geles. El DNA extraido se almacené a -20°c.

Conversion del ADN con bisulfito de sodio

El DNA extraido se modifico con bisulfito de sodio, usando
el kit comercial EpiTect Bisulfite Kits (Qiagen, Hilden, Ger-
many), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
El ADN modificado se resuspendié en agua y se almaceno
a-20°C hasta su uso. El tratamiento con bisulfito de sodio
modificd las citosinas no metiladas y que son convertidas
en uracilos, mientras que las citocinas metiladas no fueron
modificadas.

Amplificacion de ADN por PCR especifica
de metilaciéon (MS-PCR)

La técnica de MS-PCR se utilizd para determinar la meti-
lacion en los promotores de los genes CDKN2B y DBC1. El
ADN modificado con bisulfito de sodio se amplifico por PCR
en un termociclador Gene Amp PCR System 9700 (Applied
Biosystems, USA). La MS-PCR para los dos genes se realizo
en un volumen total de 25l que contenia 200ng de ADN
modificado. Las secuencias de los cebadores utilizados para
la amplificacion de los promotores de cada gen y las con-
diciones de la MS-PCR se realizaron siguiendo protocolos
previamente descritos'’; para cada gen se utilizé un par de
cebadores que reconocen en el promotor regiones metila-
das y otro par para regiones no metiladas. En la MS-PCR
se utilizd como control negativo DNA a partir de linfoci-
tos de individuos sanos y como control positivo se utilizd
un DNA gendmico universalmente metilado in vitro con la
enzima ADN metil transferasa (New England, Biolabs). Los
productos amplificados por la MS-PCR se corrieron en una
electroforesis en geles de agarosa al 2%, tenidos con bro-
muro de Etidio. Las bandas se visualizaron directamente en
un fotodocumentador de geles.

Secuenciamiento

Los productos amplificados se purificaron con el Kit Wizard
DNA purification (Promega) y secuenciaron directamente por
ambas cadenas en un analizador genético automatico 3730xl
DNA Analyzer (Applied Biosystems).

Analisis de resultados

Las secuencias obtenidas se editaron y analizaron con
los programas ContigExpress, Vector NTI y AlignX. En el
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ContigExpress se ensamblaron las secuencias obtenidas
con los cebadores “forward” y “reverse” para formar un
contig de cada muestra. Una vez obtenido el contig, se
utilizo el programa Vector NTI para realizar la edicion de las
secuencias y finalmente, en el programa AlignX, se alined
la secuencia editada de cada muestra con la secuencia de
referencia para cada gen que se encuentran en el Genbank
(National Center for Biotechnology Information). Para el
gen DBC1 se uso la secuencia NM_014618 y para CDKN2B la
secuencia NM_078487.2.

Analisis estadistico

Los resultados se analizaron mediante el programa SPSS
version 19. En la estadistica descriptiva para variables
cuantitativas se utilizé la media y el rango; las variables
categoricas se presentaron en frecuencias y porcentajes.
Los resultados de la MS-PCR se analizaron como una variable
dicotomica, con base en la presencia o la ausencia de meti-
lacion del gen. Los resultados de las muestras de leucemia y
de los controles se compararon mediante la prueba exacta
de Fischer. Se utilizo el valor de p bilateral. Se considerd
significativo un valor de p< 0,05.

158pb

Figura 1

Resultados

Se estudio un total de 56 pacientes con diagnostico de leu-
cemia: 24 (42,9%) con LLA, 16 (28,6%) con LMA'y 16 (28,6%)
con LMC. Con relacion al género, el 55,4% (31/56) de los
pacientes eran hombres y el 44,6% (25/56) eran mujeres. La
edad promedio para ambos sexos fue de 36 anos.

Metilacion de los genes CDKN2B y DBC1 en
pacientes con leucemias

La determinacion de la metilacion de los promotores de
los genes CDKN2B y DBC1 en los pacientes con leucemia
analizados se realizdé mediante las amplificaciones de regio-
nes metiladas y no metiladas por la técnica MS-PCR. En las
figuras 1y 2 se muestran los resultados del estado de meti-
lacion de estos dos genes en algunas muestras de pacientes
con leucemia.

La frecuencia total de metilacion en las 56 muestras de
leucemias analizadas fue del 87,5% (49/56) y el 12,5% (7/56)
de las muestras no presentd metilacion. Todos los siete casos
de los pacientes que al momento del estudio estaban en
recaida o tratamiento presentaron metilacion en los genes
evaluados, similar a los resultados obtenidos en los pacien-

Electroforesis en gel de agarosa que muestra el analisis de metilacion del gen DBC1 por MS-PCR en muestras de pacientes

con leucemias. Se observa las bandas obtenidas con los cebadores especificos que amplifican las regiones metiladas del promotor
del gen. Carril 1 marcador de peso molecular de 100pb (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Fermentas). Carril 2 control positivo (ADN
metilado universalmente; Epitec control DNA, QIAGEN). Carriles 3 al 7, 9 y 10 corresponde a pacientes con metilacion del gen DBC1.
Carril 8 paciente que no presenta metilacion y carril 11 control negativo (sin DNA).

132pb

Figura 2

Electroforesis en gel de agarosa que muestra el analisis de metilacion del gen CDKN2B por MS-PCR en muestras de

pacientes con leucemias. Se observa las bandas obtenidas con los cebadores especificos que amplifican las regiones metiladas
del promotor del gen. Carril 1 marcador de peso molecular de 100pb (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Fermentas). Carril 2 control
negativo (sin DNA). Carril 3 control positivo (ADN metilado universalmente; Epitec control DNA, QIAGEN). Carriles 4 al 10 corresponde

a pacientes con metilacion del gen CDKN2B.
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Figura 3 Se presenta los porcentajes de metilacion de los

genes CDKN2B y DBC1 en las muestras de pacientes con dife-
rentes tipos de leucemias analizados. LLA: leucemia linfoide
aguda. LMA: leucemia mieloide aguda. LMC: leucemia mieloide
cronica. NM: no metilado, M: metilado.

tes con diagnostico de novo. La frecuencia de metilacion
del gen CDKN2B fue del 71,4% (40/56) y para el gen DBC1
fue del 87,5% (49/56). En general, comparando los resulta-
dos de metilacion de los dos genes con todos los casos de
leucemia analizados, se encontro que el gen DBC1 present6
la mayor frecuencia de metilacion con una diferencia esta-
disticamente significativa (p =0,035). En las muestras de los
controles no se detectd metilacion en estos dos genes.

Metilacién en pacientes con LLA

En este tipo de leucemia el 37% (9/24) eran hombres y el 63%
(15/24) mujeres; 37% (9/24) eran nifos; la edad promedio
fue de 25,7 anos (rango 3-84). La frecuencia de metilacion
del gen CDKN2B en estos pacientes fue del 75% (18/24),
mientras que para el gen DBC1 la frecuencia de metilacion
fue del 96% (23/24) (fig. 3) y solo en una muestra (4%) no
se detecté metilacion. Se encontré que el 29% (7/24) de
las muestras tenian metilacion en el promotor de un solo
gen, mientras que el 71% (17/24) presentd metilacion en
los dos genes y no se encontraron diferencias significativas
(p=0,14). En todas las muestras de los nifios (9/9) se pre-
sento metilacion y con una mayor frecuencia en el gen DBC1
(6/9). No se encontraron diferencias significativas entre los
resultados de metilacion de nifos y adultos (p=1,0).

Metilacion en pacientes con LMA

En este grupo el 75% (12/16) eran hombres y el 25% (4/16)
mujeres; el 12,5% (2/16) eran ninos; la edad promedio fue
de 36,5 afos (rango 2-70). La frecuencia de metilacion del
gen CDKN2B fue del 62% (10/16), mientras que la frecuencia
de metilacion del gen DBC1 fue del 94% (15/16) (fig. 3); una
sola muestra (6%) no estaba metilada. El 44% (7/16) de las
muestras analizadas presentaron metilacion en un solo gen
y el 56% (9/16) tenia metilado ambos genes y no se encon-
traron diferencias significativas (p=0,08). Los dos casos de
nifos estaban metilados.

Metilacién en pacientes con LMC

En este grupo se encontroé que el 75% (12/16) eran hombres y
el 25% (4/16) eran mujeres; la edad promedio fue de 52 anos
(rango 18-79). La frecuencia de metilacion del gen CDKN2B
fue del 75% (12/16) y del gen DBC1 fue del 68,8% (11/16)
(fig. 3). De otro lado, se encontré que el 31,2% (5/16) de
las muestras analizadas presentaron metilacion en el pro-
motor de un solo gen y el 56,3% (9/16) mostro metilacion en
ambos genes y no se encontraron diferencias significativas
(p=0,70). Ademas, se encontré que el 12,5% (2/16) de las
muestras analizadas no tenia metilacion en ninguno de los
dos genes evaluados.

Cariotipo de los pacientes con leucemias

EL48,2% (27/56) de los pacientes tenian cariotipo normal y el
41,1% (23/56) presento cariotipo anormal; en el 10,7% (6/56)
de las muestras no se obtuvo el resultado del cariotipo. En
las muestras de LLA con cariotipo normal se encontr6é una
frecuencia de metilacion de los genes CDKN2B y DBC1 del
69% (11/16) y 100% (16/16) respectivamente, y no se encon-
traron diferencias (p=1,0). En las muestras de LMA fue del
78% (7/9)y 89% (8/9) para CDKN2B 'y DBC1 respectivamente,
y no se encontraron diferencias (p=0,22).

En las muestras de LMC con cariotipo normal la metilacion
de estos dos genes fue un evento infrecuente; no obstante,
en este tipo de leucemia se presento la mayor frecuencia de
cariotipos anormales, seguido del grupo con LMA. Por ultimo,
en el grupo de pacientes con cariotipo anormal se encontré
que la alteracion cromosomica mas comin fue la de tipo
estructural (translocacion).

Para confirmar los resultados de la metilacion obtenidos
por la MS-PCR, se secuenciaron 20 muestras de cada gen
seleccionadas al azar. En los cromatogramas analizados de
la region promotora, que contienen las islas de dinucleotidos
CpG, se confirmo la metilacion de las islas CpG en todos los
casos. Asimismo, mediante el secuenciamiento directo de
las muestras no metiladas se comprob6 la conversion com-
pleta con bisulfito de sodio de las C no metiladas en T en las
islas CpG.

En los analisis del secuenciamiento de los promotores
para determinar la metilacion se encontré un polimorfismo
en el gen DBC1, que esta reportado en el Genbank con
el codigo rs2065399. Este polimorfismo se identifico en las
muestras de LLA, LMA y LMC.

En resumen, los resultados de este trabajo mostraron una
alta frecuencia de metilacion de los genes CDKN2B 'y DBC1
en los pacientes con LLA, LMA y LMC estudiados; el gen mas
frecuentemente metilado fue el DBC1 (p =0,035). Adicional-
mente, se encontr6é que la metilacion de los genes DBCT y
CDKN2B es mas frecuente en pacientes con LLA y LMA, que
tenian cariotipo normal.

Discusion

Este es el primer estudio de analisis de metilacion en los
promotores de los genes DBC1y CDKN2B por MS-PCR que se
realiza en 56 pacientes con LLA, LMA y LMC en Latinoamé-
rica. En total, se encontré un alto porcentaje de metilacion
(87,5%) en las muestras analizadas.
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En este trabajo se demostro una alta frecuencia de meti-
lacion de los genes DBC1 'y CDKN2B en los diferentes tipos
de leucemia evaluados. Estos resultados concuerdan con
los informados por otros estudios, en los que reportan un
alto porcentaje de metilacion de estos genes en neoplasias
hematologicas'' 214152021 por lo tanto, el perfil de metila-
cion de los casos con recaida y tratamiento fueron similares a
los obtenidos con los casos de novo y con los resultados obte-
nidos se confirmé que la metilacion de los promotores de los
genes DBC1y CDKN2B es un evento comUn en la patogénesis
de la LLA, la LMA y la LMC.

En las muestras de LLA se encontrd que la metilacion
de los genes DBC1 y CDKN2B fue muy frecuente, con
mayor predominio en el primer gen y no se encontraron
diferencias significativas. Estos resultados son consistentes
con los reportados por Grenbaek et al., quienes obtuvieron
una frecuencia de metilacion del 100% en el gen DBC1'4.
Por el contrario, en otro estudio que incluyd 170 muestras
de pacientes con LLA'", se encontré una baja frecuencia de
metilacion para este gen comparada con la reportada en
este estudio. No obstante, en este mismo trabajo, se encon-
tré una alta frecuencia de metilacion de DBC1 en 4 lineas
celulares de LLA, similar a lo informado en este trabajo. Las
diferencias encontradas en los anteriores resultados podrian
explicarse por el tamano de la muestra, el cual fue menor
al usado y a diferencias poblacionales en las frecuencias
reportadas para este gen. De otro lado, se informa que la
hipermetilacion del gen DBC1 (The Deleted in Bladder Can-
cer 1 gene), localizado en la region cromosomica 9q33.1,
es muy frecuente en cancer de vejiga, pulmoén y cavidad
oral?>”*, La hipermetilacién no permite la expresion de
este gen en las células tumorales, por lo que se sugiere
que la metilacion de DBC1 tiene una gran importancia en el
desarrollo de LLA, de algunos tumores solidos'®'"22.23 y se
asocia con un mal pronéstico de la enfermedad®.

De otro lado, estudios realizados en metilacion del gen
CDKN2B en muestras de LLA informan un rango de frecuen-
cia de metilacion del 34% hasta el 100%2"2%%7, La frecuencia
obtenida en este trabajo esta dentro de este rango y con-
cuerda con lo informado en la literatura. Dado que los
anteriores resultados se han obtenido de pacientes con LLA
de diferentes poblaciones, se sugiere que las diferencias
en la frecuencia de metilacion del gen CDKN2B reportadas
podrian deberse, ademas del tamano de la muestra, a varia-
ciones geograficas. EL gen CDKN2B es uno de los genes mas
ampliamente estudiados en los mecanismos epigenéticos en
neoplasias hematoldgicas y es el que se ha encontrado mas
frecuentemente hipermetilado'>2%%7,

En el estudio efectuado se encontrd un alto porcentaje
de metilacién en el promotor del gen CDKN2B en pacientes
colombianos con la LLA, por lo que estos hallazgos sugieren
que este gen podria estar involucrado en la patogénesis de
la LLA.

En cuanto a los resultados de metilacion en las muestras
de LMA, se encontro, similar a lo obtenido en la LLA, una
alta frecuencia de metilacion del 94% en DBC1, mayor al 52%
informado por Alvarez et al., en 244 muestras analizadas®.

Hasta la fecha, el estudio de estos autores es el Unico que
se encuentra en la literatura sobre metilacion del gen DBC1
en pacientes con LMA; lo que indica que nuestro trabajo es el
primero en reportar el mayor porcentaje de metilacion para

este gen y el segundo en informar el estado de metilacion
del promotor del gen DBC1 en LMA.

En el trabajo de Alvarez et al.”®, en un subgrupo de
pacientes con LMA se encontré que tenian cariotipo normal
y una asociacion de la hipermetilacion del gen DBC1 con una
menor tasa de supervivencia libre de la enfermedad compa-
rado con un grupo de pacientes que no tenian metilado este
gen. A partir de estos hallazgos concluyeron que la hiper-
metilacion del gen DBC1, en este grupo de pacientes, podria
considerarse como un marcador pronéstico de gran utilidad
clinica para esta enfermedad.

En el estudio realizado se encontré en el grupo de pacien-
tes con LMA y cariotipo normal una alta frecuencia de
metilacién similar a la reportada por Alvarez et al'®, pero
no se encontraron diferencias estadisticas significativas para
esta asociacion, posiblemente debido al tamafio de la mues-
tra. Debe tenerse en cuenta que en este, ademas, de ser el
primero en Colombia, no fue posible establecer la sobre-
vida de la enfermedad en los pacientes evaluados por lo
que se requiere de futuros estudios que validen los hallazgos
presentados.

A diferencia de la poca informacion que existe de la meti-
lacion de DBC1 en LMA, para el gen CDKN2B se tiene mas
conocimientos de la metilacion en este tipo de leucemia.
Las frecuencias de metilacion informadas por varios estudios
para CDKN2B estan en el rango de 40 al 93%'%:20:28-30 En este
estudio se encontro una frecuencia del 62%, este resultado
concuerda con el rango informado. No obstante, la frecuen-
cia reportada en este trabajo es mayor a la informada en
otros estudios en los que analizaron un mayor nimero de
muestras'®2?3%; tampoco no se encontré asociacion estadis-
ticamente significativa en los pacientes con LMA respecto al
estado de metilacion del gen CDKN2B.

Cabe mencionar que en la poblacion latinoamericana solo
se han realizado dos trabajos de metilacion en LMA. Los
resultados presentados concuerdan con los reportados por
Santos et al. en Brasil*?, pero difieren de los de Reyes et al.'®
en Chile, quienes informaron una frecuencia de metilacion
para CDKN2B tres veces menor a la reportada en este estu-
dio con pacientes colombianos. De los anteriores resultados
se podria concluir que se presenta una variacion geografica
en la frecuencia de metilacion de CDKN2B en pacientes con
LMA.

En resumen, los diferentes estudios de metilacion en
este tipo de leucemia concluyen que el gen CDKN2B en la
mayoria de los pacientes con LMA se encuentra hiperme-
tilado y que este mecanismo epigenético se podria asociar
como un mayor riesgo para el desarrollo de este tipo de
leucemia'®3%; para corroborar la anterior asociacion en los
pacientes colombianos con LMA es necesario realizar mas
estudios que incluyan un mayor nimero de pacientes y en
los que se determine la tasa de sobrevida de los pacientes.

En cuanto a los hallazgos de metilacién en las muestras
de LMC, en este trabajo, se demostré nuevamente una alta
frecuencia de metilacion en los dos genes estudiados, similar
a lo observado en LLA y LMA. En la literatura existen pocos
estudios sobre la metilacion en pacientes con LMC, lo cual
podria explicarse en parte porque la translocacion t (9;22),
que corresponde a la alteracion cromosémica recurrente
que se presenta en estos pacientes y se relaciona direc-
tamente con el origen de la LMC>2. La deteccion de este
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marcador cromosdmico usualmente se realiza por métodos
de citogenética convencional, FISH o qPCR*'®, Con respecto
a la metilacién del gen DBC1 en LMC, solo se encuentra publi-
cado un estudio con cinco pacientes, que reporta metilacion
en todos los casos'. Este resultado concuerda con el obte-
nido en el estudio presentado y que incluy6 un mayor nimero
de muestras; es el segundo estudio en informar que en
pacientes con LMC se presenta un porcentaje alto de meti-
lacion DBC1. De estos hallazgos podria sugerirse que este
mecanismo epigenético ocurre de forma independiente al
de la alteracion cromésomica t (9;22) y que también podria
estar relacionado con el desarrollo de la LMC. Sin embargo,
se requiere de mas estudios para validar estos resultados.

Contrario a lo informado para el gen DBC1 en LMC, varios
estudios reportan bajas frecuencias de metilacion del gen
CDKN2B, desde 0 al 24%'>33-3¢, Estos resultados no concuer-
dan con lo observado en el presente trabajo, en el que se
obtuvo una alta frecuencia de metilacion para este gen.
Adiferencia de lo que se informa en LMC para el gen CDKN2B,
este se encuentra metilado con mayor frecuencia en LLA,
LMA y SMD'213:20.21+ |os autores concluyen que en la LMC la
metilacion de CDKN2B es un evento infrecuente. De todo
lo anterior, podria afirmarse que el presente estudio seria
el primero en reportar una alta frecuencia de metilacion
del gen CDKN2B en pacientes con LMC. No obstante, son
necesarios mas estudios para corroborar este hallazgo.

Las diferencias encontradas en los resultados podrian
deberse, ademas, del tamafo de la muestra, a la meto-
dologia empleada en cada estudio y al tipo de poblacion
estudiada. En conclusion, similar a lo encontrado en la LLA
y la LMA, en la LMC también se demostro una alta frecuencia
de metilacion de los genes DBC1y CDKN2B.

Adicionalmente, los estudios de metilacion de CDKN2B
en LMC, también han evaluado el perfil de metilacion en las
diferentes fases de la enfermedad. Nguyen et al.**, repor-
taron en la fase cronica un 7% de metilacion, en la fase
acelerada un 9% de metilacion y en crisis blastica un 16%
de metilacion. Por otro lado, Jelinek et al.'® informan en la
fase cronica un 2% de metilacion, en fase acelerada un 17%
de metilacion y en crisis blastica un 27% de metilacion.

En el estudio realizado todos los pacientes con LMC se
encontraban en crisis blastica lo que podria explicar, en
parte, el alto porcentaje de metilacion encontrado en los
genes DBC1y CDKN2B. En resumen, se sugiere que el estado
de metilacion del gen CDKN2B aumenta con la progresion
de la enfermedad. Son necesarios mas estudios para esta-
blecer esta relacion. De otro lado, Jelinek et al'® también
proponen que en los pacientes con LMC la inactivacion de
genes supresores de tumores, como CDKN2B por mecanismos
epigenéticos, podria ser una de las causas de resistencia al
Imatinib, un medicamento antineoplasico de primera linea
utilizado en el tratamiento de esta enfermedad.

Por otra parte, en cuanto a la relacion de la metilacion
de los genes DBC1 y CDKN2B con el cariotipo, se observo
que la mayoria de los pacientes con cariotipo normal tenian
metilados ambos genes, similar a lo reportado por otros
autores'?20:21,29.37.38 | Gin embargo, en este estudio no se
encontraron diferencias significativas para dicha asociacion,
posiblemente por el tamafo de la muestra. Se menciona
que otros estudios no logran establecer esta relaciéon'"*°.
Se destaca que DBC1 fue el gen mas comUnmente metilado
en los tres tipos de leucemias analizadas, este fue el Unico

resultado del presente estudio que mostré una diferencia
estadisticamente significativa (p=0,035). Este hallazgo es
importante porque permitiria en futuros estudios proponer
al gen DBC1 como un biomarcador epigenético dentro de la
patogenésis de las leucemias en pacientes colombianos y su
relacion con el pronéstico de la enfermedad. Por otra parte,
también se ha informado que la inestabilidad cromosémica
y las modificaciones epigenéticas presentan una correlacion
negativa®’, tal como se observo en este estudio con el grupo
de pacientes con LMC. De estos hallazgos se resalta la impor-
tancia de estudiar el efecto de la metilacion en malignidades
hematoldgicas como una via diferente relacionada con el
desarrollo de estas enfermedades, especialmente en los
casos que presentan cariotipo normal porque seria muy Util
para el diagnéstico y el pronostico de las enfermedades'”*'.

La metilacion de novo de las islas CpG localizadas en los
promotores de los genes DBC1 y CDKN2B es un mecanismo
epigenético frecuente que ocurre en neoplasias hematolo-
gicas y tumores solidos, cuyo resultado es la inactivacion
génica®>®'31411.22 Estos dos genes supresores de tumores
tienen una regulacion negativa del ciclo celular por lo que
la inactivacion se asocia con una ventaja en el crecimiento,
la proliferacion celular y en la trasformacion maligna“>*.
Ademas, la metilacion de las islas CpG podria ocurrir en
etapas tempranas del desarrollo de las neoplasias hemato-
logicas. Por lo anteriormente mencionado, varios estudios
reportan que la metilacion de los genes DBC1y CDKN2B se
relaciona con un mayor riesgo de desarrollar malignidades
hematologicas®10:11,13,14.17,31,40.41- no opstante, la utilidad
clinica del perfil de metilacion en diversos genes es con-
trovertida, por lo que se requiere de futuros estudios para
demostrar esta relacion.

En el estudio realizado se encontré que la mayoria de
las muestras analizadas presentaban metilacion en estos dos
genes, por lo que se sugiere que la inactivacion de ambos
genes podria estar relacionada con la patogénesis de LLA,
LMA y LMC en estos pacientes. Ademas, en estas mismas
muestras no se podria descartar que otros genes pudieran
estar metilados, puesto que se ha demostrado por estudios
de metilomas con técnicas avanzadas de microarrays, que es
comun la metilacion de multiples genes en diversas neopla-
sias, los cuales se relacionan con la iniciacion y la progresion
del Céncer10,15—17,11,44_

En general, los estudios de metilacion en cancer son muy
interesantes porque la hipermetilacion de genes supresores
de tumores se asocia con un mecanismo epigenético rever-
sible y la re-expresion de los genes metilados en algunos
casos en particular presentan un mejor prondstico de la
enfermedad®% 4191123 Por esta razon, la identificacion de
genes hipermetilados en diferentes enfermedades genéticas
tienen el potencial de ser utilizados como biomarcadores
para el pronostico de la enfermedad y también como blan-
cos moleculares para el desarrollo de nuevos medicamentos
demetilantes®8 1045,

Dado estos avances, a los pacientes con determinadas
malignidades hematoldgicas se les suministran terapias epi-
genéticas con agentes hipometilantes, como la 5 azacitidina
con la que se ha logrado obtener una mejor respuesta al tra-
tamiento y también una mejor sobrevida’® %446, Ademas,
estos avances son importantes para establecer el perfil de
metilacion con que se podria lograr una clasificacion mole-
cular mas precisa de los pacientes que se benefician de este
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tipo de tratamientos'®'7:3344: sin embargo, la eficacia de los
agentes hipometilantes en cancer y la utilidad clinica ain no
estan bien dilucidados.

Este es el primer estudio de analisis de metilacion en los
genes DBC1 y CDKN2B realizado en pacientes colombianos
con LLA, LMAy LMC; también es el primero en Latinoamérica
que evalla el estado de metilacion del gen DBC1 en leuce-
mias. Los resultados aportan informacion basica importante
del perfil de metilacion de estos dos genes en neopla-
sias hematologicas para nuestra poblacion, especialmente
la alta frecuencia de metilacion del gen DBC1 encontrada
en las muestras de LLA, LMA y LMC. Los resultados de este
estudio confirman hallazgos previos de las frecuencias de
metilacion de DBC1y CDKN2B en LLAy LMA, pero difieren con
las encontradas en LMC, particularmente con el gen CDKN2B,
siendo el primer estudio en informar una alta frecuencia de
metilacion.

Las diferencias de los resultados obtenidos frente a los de
otros estudios podrian explicarse por varias razones como:
el tamano de la muestra; las metodologias empleadas;
la exposicion a determinados agentes medioambientales y a
la composicion genética de la poblacion colombiana, la cual
es considerada histéricamente como un aislado genético
compuesto por una mezcla étnica de europeos, africanos y
amerindios®.

Son necesarios futuros estudios con un mayor nimero
de muestras y emplear técnicas epigendmicas para evaluar
multiples genes con el fin de validar estos hallazgos en la
poblacion de Colombia, como también para esclarecer el
valor del diagnoéstico y del prondstico de la metilacion de
los genes DBC1y CDKN2B con el riego de desarrollar malig-
nidades hematoldgicas. Respecto a la carcinogénesis de las
neoplasias hematologicas la via epigenética debe tenerse
en cuenta como una via molecular alterna que podria estar
relacionada con el desarrollo de estas enfermedades.

Conclusion

En este estudio se encontraron altas frecuencias de metila-
cion de los genes DBC1y CDKN2B en pacientes colombianos
con LLA, LMA y LMC, y especialmente las del gen DBC1 fue-
ron mayores. Los resultados indican que la metilacion de
estos dos genes supresores de tumores es un evento comun
en estos pacientes, por lo que la via epigenética constituye
una via molecular alterna que podria estar relacionada con
el desarrollo de neoplasias hematoldgicas.

Responsabilidades éticas

Proteccion de personas y animales. Los autores decla-
ran que los procedimientos seguidos se conformaron a las
normas éticas del comité de experimentacion humana res-
ponsable y de acuerdo con la Asociacion Médica Mundial y
la Declaracion de Helsinki.

Confidencialidad de los datos. Los autores declaran que
han seguido los protocolos de su centro de trabajo sobre
la publicacion de datos de pacientes.

Derecho a la privacidad y consentimiento informado. Los
autores han obtenido el consentimiento informado de los

pacientes y/o sujetos referidos en el articulo. Este docu-
mento obra en poder del autor de correspondencia.

Financiacion

Este trabajo de investigacion fue financiado por la Uni-
versidad de Antioquia, Medellin, Colombia. Programa de
Sostenibilidad de Grupos 2009-2010, Genética Médica, CPT-
0905.

Conflicto de intereses

Los autores no tienen conflicto de interés en relacion con el
articulo que se remite para publicacion.

Agradecimientos

A los pacientes por su participacion voluntaria en este
trabajo; al Hospital Universitario San Vicente Fundacion de
la ciudad de Medellin, Colombia, por su colaboracion con la
remision de muestras. Al laboratorio de Genética Médica de
la Facultad de Medicina, de la Universidad de Antioquia, por
suministrar los resultados de los cariotipos de los pacientes.
Al Dr. Jorge Botero Garcés, por su permanente asesoria en
los analisis estadisticos.

Bibliografia

1. Swerdlow SH, Campo E, Harris NL, Jaffe ES, Pileri SA, Stein
H, et al. World Health Organization Classification of Tumours
of Haematopoietic and Lymphoid Tissues. 4th Edition. Lyon:
1ARC;2008.

2. Rowley JD. Chromosomal translocations: revisited yet again.
Blood. 2008;112:2183-9.

3. Esteller M. Profiling aberrant DNA methylation in hematologic
neoplasms: a view from the tip of the iceberg. Clin Immunol.
2003;109:80-8.

4. Frohling S, Dohner H. Chromosomal abnormalities in cancer.
N Engl J Med. 2008;359:722-34.

5. Esteller M. Epigenetics in
2008;358:1148-59.

6. Jones PA. Functions of DNA methylation: islands, start sites,
gene bodies and beyond. Nat Rev Genet. 2012;13:484-92.

7. Baylin SB, Jones PA. A decade of exploring the cancer epi-
genome - biological and translational implications. Nat Rev
Cancer. 2011;11:726-34.

8. Florean C, Schnekenburger M, Grandjenette C, Dicato M,
Diederich M. Epigenomics of leukemia: from mechanisms to
therapeutic applications. Epigenomics. 2011;3:581-609.

9. Herman JG, Baylin SB. Gene silencing in cancer in asso-
ciation with promoter hypermethylation. N Engl J Med.
2003;349:2042-54.

10. Alvarez S, Suela J, Valencia A, Fernandez A, Wunderlich M,
Agirre X, et al. DNA methylation profiles and their relations-
hip with cytogenetic status in adult acute myeloid leukemia.
PLoS One. 2010;5:e12197.

11. San José-Enériz E, Agirre X, Roman-Gémez J, Cordeu L, Garate
L, Jiménez-Velasco A, et al. Downregulation of DBC1 expres-
sion in acute lymphoblastic leukaemia is mediated by aberrant
methylation of its promoter. Br J Haematol. 2006;134:137-44.

12. Herman JG, Merlo A, Mao L, Lapidus RG, Issa JP, Davidson NE,
et al. Inactivation of the CDKN2/p16/MTS1 gene is frequently
associated with aberrant DNA methylation in all common human
cancers. Cancer Res. 1995;55:4525-30.

cancer. N Engl J Med.

Descargado de ClinicalKey.es desde Univ Antioquia marzo 30, 2017.
Para uso personal exclusivamente. No se permiten otros usos sin autorizacion. Copyright ©2017. Elsevier Inc. Todos los derechos reservados.


http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0295

158

L.M. Medina Gomez et al.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

Quesnel B, Guillerm G, Vereecque R, Wattel E, Preudhomme C,
Bauters F, et al. Methylation of the p15(INK4b) gene in mye-
lodysplastic syndromes is frequent and acquired during disease
progression. Blood. 1998;91:2985-90.

Gronbaek K, Ralfkiaer U, Dahl C, Hother C, Burns JS, Kassem M,
et al. Frequent hypermethylation of DBC1 in malignant lympho-
proliferative neoplasms. Mod Pathol. 2008;21:632-8.
Martin-Subero JI, Ammerpohl O, Bibikova M, Wickham-Garcia
E, Agirre X, Alvarez S, et al. A comprehensive microarray-based
DNA methylation study of 367 hematological neoplasms. PLoS
One. 2009;4:e6986.

Queirds AC, Villamor N, Clot G, Martinez-Trillos A, Kulis M,
Navarro A, et al. A B-cell epigenetic signature defines three bio-
logic subgroups of chronic lymphocytic leukemia with clinical
impact. Leukemia. 2015;29:598-605.

Nordlund J, Backlin CL, Zachariadis V, Cavelier L, Dahlberg J,
Ofverholm |, et al. DNA methylation based subtype prediction
for pediatric acute lymphoblastic leukemia. Clin Epigenetics.
2015;7:11-23.

Jelinek J, Gharibyan V, Estecio MR, Kondo K, He R, Chung W,
et al. Aberrant DNA methylation is associated with disease
progression, resistance to imatinib and shortened survival in
chronic myelogenous leukemia. PLoS One. 2011;6:€22110.
Momparler RL, Coté S, Momparler LF, Idaghdour Y. Epigenetic
therapy of Acute myeloid leukemia using 5-aza-2’deoxycytidine
(decitabine) in combination with inhibitors of histonemethyla-
tion and deacetylation. Clin Epigenetics. 2014;6:19.

Chim CS, Tam CY, Liang R, Kwong YL. Methylation of p15 and p16
genes in adult acute leukemia: lack of prognostic significance.
Cancer. 2001;91:2222-9.

Kim M, Yim SH, Cho NS, Kang SH, Ko DH, Oh B, et al. Homozygous
deletion of CDKN2A (p16, p14) and CDKN2B (p15) genes is a poor
prognostic factor in adult but not in childhood B-lineage acute
lymphoblastic leukemia: a comparative deletion and hyper-
methylation study. Cancer Genet Cytogenet. 2009;195:59-65.
Habuchi T, Luscombe M, Elder PA, Knowles MA. Structure and
methylation-based silencing of a gene (DBCCR1) within a can-
didate bladder cancer tumor suppressor region at 9q32-q33.
Genomics. 1998;48:277-88.

Izumi H, Inoue J, Yokoi S, Hosoda H, Shibata T, Sunamori M,
et al. Frequent silencing of DBC1 is by genetic or epigenetic
mechanisms in non-small cell lung cancers. Hum Mol Genet.
2005;14:997-1007.

Gao S, Worm J, Guldberg P, Eiberg H, Krogdahl A, Sorensen JA,
et al. Loss of heterozygosity at 9q33 and hypermethylation of
the DBCCR1 gene in oral squamous cell carcinoma. Br J Cancer.
2004;91:760-4.

Roman-Gomez J, Jimenez-Velasco A, Castillejo JA, Aguirre X,
Barrios M, Navarro G, et al. Promoter hypermethylation of
cancer-related genes: a strong independent prognostic factor
in acute lymphoblastic leukemia. Blood. 2004;104:2492-8.
Wong IH, Ng MH, Huang DP, Lee JC. Aberrant p15 promoter
methylation in adult and childhood acute leukemias of nearly all
morphologic subtypes: potential prognostic implications. Blood.
2000;95:1942-9.

Grossmann V, Haferlach C, Weissmann S, Roller A, Schindela S,
Poetzinger F, et al. The molecular profile of adult T-cell acute
lymphoblastic leukemia: Mutations in RUNX1 and DNMT3A are
associated with poor prognosis in T-ALL. Genes Chromosomes
Cancer. 2013;52:410-22.

Ekmekci CG, Gutiérrez MI, Siraj AK, Ozbek U, Bhatia K. Aberrant
methylation of multiple tumor suppressor genes in acute mye-
loid leukemia. Am J Hematol. 2004;77:233-40.

Griffiths EA, Gore SD, Hooker CM, Mohammad HP, McDevitt
MA, Smith BD, et al. Epigenetic differences in cytogenetically
normal versus abnormal acute myeloid leukemia. Epigenetics.
2010;5:590-600.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

1.

42.

43.

45.

46.

47.

Santos P, Andreoti G, Goes A, Zagom A, Araujo W. DNA methyla-
tion analysis of the tumor suppressor gene CDKN2B in Brazilian
leukemia patients. Genet Mol Biol. 2008;31:632-8.

Reyes S, Brebi P, Ili CG, Munoz S, Melo A, Guerrero R. Perfil de
Metilacion de Genes Supresores de Tumores como Factor Pronds-
tico en Pacientes con Leucemia Mieloide Aguda. Inter J Morphol.
2011;29:151-7.

Rowley JD. A new consistent chromosomal abnormality in
chronic myelogenous leukaemia identified by quinacrine fluo-
rescence and Giemsa staining. Nature. 1973;243:290-3.
Nguyen TT, Mohrbacher AF, Tsai YC, Groffen J, Heisterkamp
N, Nichols PW, et al. Quantitative measure of c-abl and p15
methylation in chronic myelogenous leukemia: biological impli-
cations. Blood. 2000;95:2990-2.

Janssen JJ, Denkers F, Valk P, Cornelissen JJ, Schuurhuis
GJ, Ossenkoppele GJ. Methylation patterns in CD34 positive
chronic myeloid leukemia blast crisis cells. Haematologica.
2010;95:1036-7.

Uehara E, Takeuchi S, Yang Y, Fukumoto T, Matsuhashi Y, Tamura
T, et al. Aberrant methylation in promoter-associated CpG
islands of multiple genes in chronic myelogenous leukemia blast
crisis. Oncol Lett. 2012;3:190-2.

Kusy S, Cividin M, Sorel N, Brizard F, Guilhot F, Brizard A, et al.
p14ARF, p15INK4b, and p16INK4 a methylation status in chronic
myelogenous leukemia. Blood. 2003;101:374-5.

Ogawa M, Sakashita K, Zhao XY, Hayakawa A, Kubota T, Koike K.
Analysis of histone modification around the CpG island region
of the p15 gene in acute myeloblastic leukemia. Leuk Res.
2007;31:611-21.

Figueroa ME, Lugthart S, Li Y, Erpelinck-Verschueren C, Deng X,
Christos PJ, et al. DNA methylation signatures identify biologi-
cally distinct subtypes in acute myeloid leukemia. Cancer Cell.
2010;17:13-27.

Garcia-Manero G, Daniel J, Smith TL, Kornblau SM, Lee MS,
Kantarjian HM, et al. DNA methylation of multiple promoter-
associated CpG islands in adult acute lymphocytic leukemia.
Clin Cancer Res. 2002;8:2217-24.

Kroeger H, Jelinek J, Estécio MR, He R, Kondo K, Chung W, et al.
Aberrant CpG island methylation in acute myeloid leukemia is
accentuated at relapse. Blood. 2008;112:1366-73.

Jiang D, Hong Q, Shen Y, Xu Y, Zhu H, Li Y, Xu C, Ouyang G, Duan
S. The diagnostic value of DNA methylation in leukemia: a sys-
tematic review and meta- analysis. PLoS One. 2014;9:€96822.
Nishiyama H, Gill JH, Pitt E, Kennedy W, Knowles MA. Negative
regulation of G(1)/S transition by the candidate bladder tumour
suppressor gene DBCCR1. Oncogene. 2001;20:2956-64.
Rosu-Myles M, Wolff L. p15Ink4b: dual function in myelopoie-
sis and inactivation in myeloid disease. Blood Cells Mol Dis.
2008;40:406-9.

. Ley TJ, Miller C, Ding L, Raphael BJ, Mungall AJ, Robertson A,

et al. Genomic and epigenomic landscapes of adult de novo
acute myeloid leukemia. N Engl J Med. 2013, 30;368(22):2059-
74.

Fiskus W, Wang Y, Sreekumar A, Buckley KM, Shi H, Jillella
A, et al. Combined epigenetic therapy with histone methyl-
transferase EZH2 inhibitor 3 deazaneplanocin A and the histone
deacetylase inhibitor panobinostat against human AML cells.
Blood. 2009;114:2733-43.

Abaigar M, Ramos F, Benito R, Diez-Campelo M, Sanchez-del-
Real J, Hermosin L, et al. Prognostic impact of the number
of methylated genes in myelodysplastic syndromes and acute
myeloid leukemias treated with azacytidine. Ann Hematol.
2013;92:1543-52.

Carvajal L, Soto ID, Pineda N, Ortiz D, Duque C, Ospina J,
et al. Strong Amerind/White Sex Bias and a Possible Sephardic
Contribution among the Founders of a Population in Nortwest
Colombia. Am J Hum Genet. 2000;67:1287-95.

Descargado de ClinicalKey.es desde Univ Antioquia marzo 30, 2017.
Para uso personal exclusivamente. No se permiten otros usos sin autorizacion. Copyright ©2017. Elsevier Inc. Todos los derechos reservados.


http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0305
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0310
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0315
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0320
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0325
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0330
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0335
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0335
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0335
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0335
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0335
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0335
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0335
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0335
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0335
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0335
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0335
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0335
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0335
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0335
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0335
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0335
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0335
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0335
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0335
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0335
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0335
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0335
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0335
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0335
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0335
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0335
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0335
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0335
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0335
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0335
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0335
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0335
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0340
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0345
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0350
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0355
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0360
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0365
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0365
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0365
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0365
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0365
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0365
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0365
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0365
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0365
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0365
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0365
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0365
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0365
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0365
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0365
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0365
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0365
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0365
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0365
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0365
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0365
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0365
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0365
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0365
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0365
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0365
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0365
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0365
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0365
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0365
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0365
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0365
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0365
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0365
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0370
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0375
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0375
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0375
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0375
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0375
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0375
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0375
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0375
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0375
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0375
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0375
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0375
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0375
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0375
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0375
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0375
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0375
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0375
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0375
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0375
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0375
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0375
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0375
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0375
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0375
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0375
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0375
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0375
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0375
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0375
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0380
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0380
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0380
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0380
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0380
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0380
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0380
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0380
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0380
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0380
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0380
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0380
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0380
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0380
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0380
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0380
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0380
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0380
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0380
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0380
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0380
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0380
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0380
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0380
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0380
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0380
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0380
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0380
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0380
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0380
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0380
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0385
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0385
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0385
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0385
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0385
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0385
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0385
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0385
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0385
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0385
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0385
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0385
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0385
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0385
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0385
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0385
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0385
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0385
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0385
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0385
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0385
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0385
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0385
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0385
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0385
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0385
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0385
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0385
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0385
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0385
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0385
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0385
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0385
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0385
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0390
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0395
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0395
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0395
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0395
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0395
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0395
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0395
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0395
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0395
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0395
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0395
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0395
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0395
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0395
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0395
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0395
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0395
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0395
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0395
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0395
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0395
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0395
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0395
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0395
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0395
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0395
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0400
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0405
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0405
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0405
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0405
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0405
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0405
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0405
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0405
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0405
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0405
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0405
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0405
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0405
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0405
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0405
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0405
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0405
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0405
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0405
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0405
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0405
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0405
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0405
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0405
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0405
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0405
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0405
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0405
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0405
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0405
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0405
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0405
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0410
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0415
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0420
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0425
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0430
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0435
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0435
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0435
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0435
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0435
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0435
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0435
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0435
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0435
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0435
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0435
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0435
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0435
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0435
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0435
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0435
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0435
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0435
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0435
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0435
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0435
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0435
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0435
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0435
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0435
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0435
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0435
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0435
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0435
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0435
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0435
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0435
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0435
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0435
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0440
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0445
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0445
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0445
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0445
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0445
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0445
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0445
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0445
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0445
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0445
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0445
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0445
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0445
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0445
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0445
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0445
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0445
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0445
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0445
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0445
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0445
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0445
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0445
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0445
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0445
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0445
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0445
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0445
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0445
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0445
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0445
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0445
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0445
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0450
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0450
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0450
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0450
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0450
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0450
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0450
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0450
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0450
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0450
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0450
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0450
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0450
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0450
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0450
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0450
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0450
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0450
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0450
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0450
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0450
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0450
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0450
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0450
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0450
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0450
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0455
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0455
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0455
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0455
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0455
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0455
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0455
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0455
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0455
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0455
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0455
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0455
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0455
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0455
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0455
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0455
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0455
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0455
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0455
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0455
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0455
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0455
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0455
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0455
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0455
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0455
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0455
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0455
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0455
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0455
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0455
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0455
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0455
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0460
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0465
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470
http://refhub.elsevier.com/S0123-9015(16)30075-0/sbref0470

	Análisis de metilación en los genes supresores de tumores CDKN2B y DBC1 en pacientes colombianos con diagnóstico de leucemia
	Introducción
	Métodos
	Pacientes y muestras
	Extracción de ADN
	Conversión del ADN con bisulfito de sodio
	Amplificación de ADN por PCR específica de metilación (MS-PCR)
	Secuenciamiento
	Análisis de resultados
	Análisis estadístico

	Resultados
	Metilación de los genes CDKN2B y DBC1 en pacientes con leucemias
	Metilación en pacientes con LLA
	Metilación en pacientes con LMA
	Metilación en pacientes con LMC
	Cariotipo de los pacientes con leucemias

	Discusión
	Conclusión
	Responsabilidades éticas
	Protección de personas y animales
	Confidencialidad de los datos
	Derecho a la privacidad y consentimiento informado

	Financiación
	Conflicto de intereses
	Agradecimientos
	Bibliografía


