. @ Numero de publicacién: 2 346 967
OFICINA ESPANOLA DE

PATENTES Y MARCAS @ Int. Cl.:
C12Q 1/68 (2006.01)

ESPANA

@) TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Numero de solicitud europea: 04702177 .9
Fecha de presentacion : 14.01.2004

Numero de publicacion de la solicitud: 1587957
Fecha de publicacion de la solicitud: 26.10.2005

Titulo: Marcadores de expresidn génica para la prognosis del cancer de mama.

Prioridad: 15.01.2003 US 440861 P @ Titular/es: Genomic Health, Inc.

301 Penobscot Drive

Redwood City, California 94063, US
Rush University Medical Center

Fecha de publicacién de la mencién BOPI: @ Inventor/es: Cobleigh, Melody, A.;
22.10.2010 Shak, Steve;

Baker, Joffre, B. y

Cronin, Maureen, T.

Fecha de la publicacién del folleto de la patente: Agente: Elzaburu Marquez, Alberto
22.10.2010

ES 2 346 967 T3

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicién debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 346 967 T3

DESCRIPCION

Marcadores de expresion génica para la prognosis del cancer de mama.
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

La presente invencion proporciona genes y series de genes cuya expresion es importante en la diagnosis y/o pro-
gnosis del cancer de mama.

Descripcion de la técnica afin

Los oncélogos tienen diversas opciones de tratamiento disponibles, con inclusién de diferentes combinaciones de
farmacos quimioterapéuticos que estdn caracterizados como “patrén de atencidon”, y cierto nimero de farmacos que
no llevan una reivindicacién indicadora de un cancer particular, pero para los cuales se dispone de pruebas de eficacia
contra dicho cdncer. La probabilidad éptima de resultados satisfactorios del tratamiento requiere que se asignen los
pacientes al tratamiento optimo disponible para el cdncer, y que esta asignacion se haga lo mas pronto posible después
de la diagnosis.

En la actualidad, los tests de diagnéstico utilizados en la préctica clinica son de analito simple, y por tanto no
capturan el valor potencial del conocimiento de relaciones entre docenas de marcadores diferentes. Ademads, los tests
de diagnoéstico frecuentemente no son cuantitativos, basandose en inmunohistoquimica. Este método proporciona a
menudo resultados diferentes en laboratorios diferentes, debido en parte a que los reactivos no estan normalizados, y
en parte debido a que las interpretaciones son subjetivas y no pueden cuantificarse facilmente. Tests basados en RNA
no han sido utilizados con frecuencia debido al problema de la degradacién del RNA a lo largo del tiempo y al hecho
de que es dificil obtener muestras de tejido recientes de los pacientes para el andlisis. El tejido fijado incrustado en
parafina estd disponible mds facilmente y se han establecido métodos para detectar RNA en tejido fijado. Sin embargo,
estos métodos no permiten tipicamente el estudio de grandes nimeros de genes (DNA o RNA) a partir de pequeias
cantidades de material. Por ello, tradicionalmente el tejido fijado ha sido utilizado raras veces para usos distintos de la
deteccién inmunohistoquimica de proteinas.

Recientemente, varios grupos han publicado estudios concernientes a la clasificacion de diversos tipos de cancer
por andlisis de la expresion génica en microrredes (véase, v.g. Golub et al., Science 286:531-537 (1999); Bhattacharjae
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:13790-13795 (2001); Chen-Hsiang et al., Bioinformatics 17 (Suppl. 1):S316-S322
(2001); Ramaswamy et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:15149-15154 (2001)). Ciertas clasificaciones de canceres
de mama humanos basadas en patrones de expresion génica han sido también publicadas (Martin et al., Cancer Res.
60:2232-2238 (2000); West et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:11462-11467 (2001); Sorlie et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 98:10869-10874 (2001); Yan et al., Cancer Res. 61:8375-8380 (2001)). Sin embargo, estos estudios estan
enfocados en la mayoria de los casos en la mejora y el refino de la clasificacion ya establecida de diversos tipos de
céncer, con inclusién de cidncer de mama, y generalmente no proporcionan ideas nuevas acerca de las relaciones de
los genes expresados diferencialmente, y no relacionan los descubrimientos con estrategias de tratamiento a fin de
mejorar el resultado clinico de la terapia del cancer.

Adicionalmente, WO 02/10436 A2 describe series particulares de genes que se expresan diferencialmente en tumo-
res caracterizados como tumores de MAI alta o MAI baja, series de genes que pueden utilizarse para discriminar entre
tumores de MAI alta y baja, asi como ensayos de diagndstico para clasificacién de tumores, prediccion del desenlace
de un tumor, seleccién y monitorizacién de regimenes de tratamiento y monitorizacién de la progresién/regresion del
tumor.

Van’t Veer L.J. et al., “Gene expression profiling predicts clinical outcome of breast cancer”, Nature. 2002 Jan
31; 415(6871):530-6, describen el uso del andlisis de microrredes de DNA en tumores de mama primarios de 117
pacientes jovenes, y la aplicacién de una clasificacion supervisada para identificar una huella de la expresion génica
fuertemente predictiva de un intervalo corto para metdstasis distantes (huella de “mala prognosis™) en pacientes sin
células tumorales en ganglios linfaticos locales en el momento de la diagnosis (ganglio linfatico negativo).

Leek R.D. et al., “Association of macrophage infiltration with angiogenesis and prognosis in invasive breast carci-
noma”, Cancer Res. 1996 Oct 15;56(20):4625-9, después de haber cuantificado la infiltracién de macréfagos utilizando
la morfometria de recuento de Chalkley en una serie de carcinomas de mama invasivos, describen que existia una co-
loracién positiva importante entre el grado vascular alto y el indice de macréfagos incrementado (P = 0,03), y se
observo una fuerte relacidn entre los recuentos incrementados de macréfagos y la supervivencia reducida sin recaida
(P =0,006) y la supervivencia global reducida (P = 0,004) como variable independiente de prondstico.

Sin embargo, ninguno de estos tres documentos describe los métodos o usos de la presente invencidn.
Aunque la biologia y la bioquimica moleculares modernas han descubierto centenares de genes cuyas actividades
influyen en el comportamiento de las células tumorales, el estado de su diferenciacion, y su sensibilidad o resistencia

a ciertos farmacos terapéuticos, con unas pocas excepciones, el estado de estos genes no ha sido aprovechado para el
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proposito de tomar rutinariamente decisiones clinicas acerca de los tratamiento con farmacos. Una excepcion notable
es el uso de la expresion de la proteina receptora de estrogenos (ER) en carcinomas de mama para seleccionar pacientes
para el tratamiento con farmacos anti-estrégenos, tales como tamoxifeno. Otro ejemplo excepcional es el uso de la
expresion de la proteina ErbB2 (Her2) en carcinomas de mama para seleccionar pacientes con el firmaco antagonista
de Her2 Herceptina® (Genentech, Inc., South San Francisco, CA).

A pesar de los avances recientes, el problema del tratamiento del cancer sigue siendo el direccionamiento de
los regimenes especificos de tratamiento a tipos de tumor patogénicamente distintos, y la personalizacién final del
tratamiento del tumor a fin de maximizar el resultado. Por tanto, existe necesidad de tests que proporcionen simultd-
neamente informacidn predictiva acerca de las respuestas del paciente a la diversidad de opciones de tratamiento. Esto
es particularmente cierto para el cdncer de mama, cuya biologia se conoce escasamente. Estd claro que la clasificacién
del cancer de mama en un pequefio niimero de subgrupos, tales como el subgrupo ErbB2*, y subgrupos caracterizados
por expresion génica baja a inexistente del receptor de estrégenos (ER) y un pequefio niimero de factores de transcrip-
cién adicionales (Perou er al., Nature, 406:747-752 (2000)) no refleja la heterogeneidad celular y molecular del cancer
de mama, y no permite el disefio de estrategias de tratamiento que maximicen la respuesta del paciente.

Sumario de la invencion

La invencion se refiere a un método de prediccion de la probabilidad de supervivencia a largo plazo de un paciente
de cancer con mama sin recurrencia del cancer de mama, que comprende determinar el nivel de expresion del transcrito
de RNA de CD68 en una muestra de tejido de cancer de mama obtenida de dicho paciente, normalizado contra el nivel
de expresion de todos los transcritos de RNA o sus productos en dicha muestra, o de una serie de referencia de
transcritos de RNA o sus productos de expresion, en donde la expresion de CD68 indica una probabilidad reducida de
supervivencia a largo plazo sin recurrencia del cdncer de mama.

El cincer de mama puede ser carcinoma ductal de mama invasivo.

En una realizacion, el método comprende adicionalmente determinar los niveles de expresion de los transcritos
de RNA de cualquiera de los genes siguientes: GRB7, CTSL, Chkl, Her2, STK15, AIB1, SURV, EGFR, MYBL2,
HIF1ea, o sus productos de expresion, en donde la expresion de dichos genes o sus productos de expresién por encima
de un umbral de expresién definido, indica una probabilidad reducida de supervivencia a largo plazo sin recurrencia
del cdncer de mama.

En otra realizacion, el método comprende adicionalmente determinar los niveles de expresion de los transcritos de
RNA de los genes siguientes: CTSL, FBX05, SURV, CCNB1, MCM2, Chkl, MYBL2, HIF1A, cMET, EGFR, TS, y
STK15, o sus productos de expresion, en donde la expresion de dichos genes o sus productos de expresién por encima
de un umbral de expresion definido indica una probabilidad reducida de supervivencia a largo plazo sin recurrencia
del cancer de mama.

Dicho RNA puede aislarse de un espécimen de tejido de cdncer de mama fijado incrustado en parafina de dicho
paciente.

En una realizacion, la invencién concierne al uso de una red que comprende polinucleétidos que se hibridan a los
genes siguientes:

(a) CD68, GRB7, CTSL, Chkl, Her2, STK15, AIB1, SURV, EGFR, MYBL2, y HIFla; o
(b) CD68, GRB7, TOP2A, Bcl2, DIABLO, CD3, ID1, PPM1D, MCM6, y WISP1; o
(c) CD68, BBC3, GRB7, PRAME, TOP2A, CCNB1, EPHX1, CTSL, GSTM1, y APC; o
(d) CD68, CD9, GRB7, TOP2A, Bcl2, CCNB1, CD3, DIABLO, ID1, y PPM1D; o
(e) CD68, CTSL, FBXO05, SURV, CCNB1, MCM2, Chkl, MYBL2, HIF1A, cMET, EGFR, TS, y STK15
para predecir la probabilidad de supervivencia a largo plazo de un paciente de cincer de mama sin recurrencia del
cdncer de mama.
La presente descripcién proporciona una serie de genes, cuya expresion tiene valor prondstico, especificamente
con respecto a la supervivencia sin enfermedad.
La presente descripcién acomoda el uso de material de biopsia archivado incrustado en parafina para ensayo de
todos los marcadores de la serie, y por consiguiente es compatible con los tipos de materiales de biopsia de mayor
disponibilidad. La misma es compatible también con varios métodos diferentes de recogida de tejido tumoral, por

ejemplo, por biopsia de nicleo o aspiracién con aguja fina. Adicionalmente, para cada miembro de la serie de genes,
la invencién especifica secuencias de oligonucle6tidos que pueden utilizarse en el test.
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Se describe también un método de prediccidn de la probabilidad de supervivencia a largo plazo de un paciente de
céncer de mama sin la recurrencia del cdncer de mama, que comprende determinar el nivel de expresion de uno o mas
transcritos de RNA de prondstico o sus productos de expresion en una muestra de tejido de cancer de mama obtenida
del paciente, normalizado contra el nivel de expresion de todos los transcritos de RNA o sus productos en la muestra de
tejido de cancer de mama, o de una serie de referencia de transcritos de RNA o sus productos de expresion, en donde el
transcrito de RNA de prondstico es el transcrito de uno o més genes seleccionados del grupo constituido por TPS3BP2,
GRB7, PR, CD68, Bcl2, KRT14, IRS1, CTSL, EstR1, Chk1, IGFBP2, BAG1, CEGP1, STK15, GSTM1, FHIT, RIZ1,
AIB1, SURV, BBC3, IGFIR, p27, GATA3, ZNF217, EGFR, CD9, MYBL2, HIFle, pS2, ErbB3, TOP2B, MDM2,
RADSIC, KRT19, TS, Her2, KLK10, g-Catenina, y-Catenina, MCM2, PI3KC2A, IGF1, TBP, CCNBI1, FBXO05, y
DRS,

en donde la expresién de uno o mas de GRB7, CD68, CTSL, Chkl, AIB1, CCNB1, MCM2, FBXO05, Her2, STK15,
SURYV, EGFR, MYBL2, HIFla, y TS indica una probabilidad reducida de supervivencia a largo plazo sin la recurrencia
del cancer de mama, y

la expresioén de uno o més de TPS3BP2, PR, Bcl2, KRT14, EstR1, IGFBP2, BAG1, CEGP1, KLK10, g-Catenina,
y-Catenina, DRS5, PI3KCA2, RAD51C, GSTMI1, FHIT, RIZ1, BBC3, TBP, p27, IRS1, IGFIR, GATA3, ZNF217,
CD9, pS2, ErbB3, TOP2B, MDM2, IGF1, y KRT19 indica una probabilidad incrementada de supervivencia a largo
plazo sin recurrencia del cdncer de mama.

Los niveles de expresion de al menos dos o al menos 5, o al menos 10, o al menos 15 de los transcritos de RNA de
prondstico o sus productos de expresion pueden determinarse. El método puede comprender la determinacion de los
niveles de expresion de todos los transcritos de pronéstico de RNA o sus productos de expresion.

El cancer de mama puede ser un carcinoma de mama invasivo.

El RNA puede aislarse de un espécimen de tejido de cancer de mama fijado incrustado en cera, del paciente. El
aislamiento puede realizarse por cualquier método conocido en la técnica, por ejemplo a partir de tejido de biopsia de
ntcleo o células de aspirado con aguja fina.

Se describe también una red que comprende polinucledtidos que se hibridan a dos o mds de los genes siguientes: a-
Catenina, AIB1, AKT1, AKT2, 8-actina, BAG1, BBC3, Bcl2, CCNB1, CCND1, CD68, CD9, CDH1, CEGP1, Chkl,
CIAP1, cMet.2, Céntigo 27882, CTSL, DRS, EGFR, EIF4E, EPHX1, ErbB3, EstR1, FBX05, FHIT1, FRP1, GAPDH,
GATA3, G-Catenina, GRB7, GRO1, GSTM1, GUS, HER2, HIF1A, HNF3A, IGFIR, IGFBP2, KLK10, KRT14,
KRT17, KRT18, KRT19, KRT5, Maspin, MCM2, MCM3, MDM2, MMP9, MTA1, MYBL2, P14ARF, p27, P53,
PI3KC2A, PR, PRAME, pS2, RADS1C, 3RB1, RIZI, STK15, STMY3, SURV, TGFA, TOP2B, TP53BP2, TRAIL,
TS, upa, VDR, VEGF, y ZNF217.

La red puede comprender polinucleétidos que se hibridan a al menos 10, o al menos 15, o al menos 20, o a la
totalidad de los genes arriba enumerados.

La red puede comprender polinucleétidos que se hibridan a los genes siguientes: TP53BP2, GRB7, PR, CD68,
Bcl2, KRT14, IRS1, CTSL, EstR1, Chkl, IGFBP2, BAG1, CEGP1, STK15, GSTM1, FHIT, RIZ1, AIB1, SURYV,
BBC3, IGFIR, p27, GATA3, ZNF217, EGFR, CD9, MYBL2, HIFla, pS2, RIZ1, ErbB3, TOP2B, MDM2, RADS51C,
KRT19, TS, Her2, KLK10, S-Catenina, y-Catenina, MCM2, PI3KC2A, IGF1, TBP, CCNB1, FBX05 y DRS5.

Los polinucledtidos pueden ser cDNAs, u oligonucledtidos, y la superficie sélida sobre la cual se presentan los
mismos puede ser por ejemplo vidrio.

Se describe también un método de prediccién de la probabilidad de supervivencia a largo plazo de un paciente
diagnosticado de cancer de mama invasivo, sin la recurrencia del cincer de mama, que comprende los pasos de:

(1) determinar los niveles de expresion de los transcritos de RNA o los productos de expresién génica o una serie
de genes seleccionados del grupo constituido por

(a) TP53BP2, Bcl2, BAD, EPHX1, PDGFRg, DIABLO, XIAP, YB1, CA9, y KRTS;

(c) PR, TP53BP2, PRAME, DIABLO, CTSL, IGFBP2, TIMP1, CA9, MMP9, y COX2;

(e) Bcl2, TP53BP2, BAD, EPHX1, PDGFRg, DIABLO, XIAP, YB1, CA9, y KRTS;

® KRT14, KRTS5, PRAME, TP53BP2, GUSI, AIB1, MCM3, CCNE1, MCM6, e ID1;

(g PRAME, TP53BP2, EstR1, DIABLO, CTSL, PPM1D, GRB7, DAPK1, BBC3, y VEGFB;

(h) CTSL2, GRB7, TOP2A, CCNB1, Bcl2, DIABLO, PRAME, EMS1, CA9, y EpCAM;
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1) EstR1, TP53BP2, PRAME, DIABLO, CTSL, PPM1D, GRB7, DAPK1, BBC3, y VEGFB;
(k)  Chkl, PRAME, TP53BP2, GRB7, CA9, CTSL, CCNB1, TOP2A, “tumor size”, e IGFBP2;
@ IGFBP2, GRB7, PRAME, DIABLO, CTSL, g-Catenina, PPM1D, Chkl, WISP1, y LOT1;
(m) HER2, TP53BP2, Bcl2, DIABLO, TIMP1, EPHX1, TOP2A, TRAIL, CA9, y AREG;

(n)  BAGI, TP53BP2, PRAME, IL6, CCNBI, PAIl, AREG, “tumor size”, CA9, y Ki67;

(o)  CEGPI, TP53BP2, PRAME, DIABLO, Bcl2, COX2, CCNELl, STK15, AKT2, y FGF18;
(p)  STKIS, TP53BP2, PRAME, 1L6, CCNEI1, AKT2, DIABLO, cMet, CCNE2, y COX2;

(@) KLKI10, EstR1, TP5S3BP2, PRAME, DIABLO, CTSL, PPM1D, GRB7, DAPKI1, y BBC3;
(r) AIB1, TP53BP2, Bcl2, DIABLO, TIMP1, CD3, p53, CA9, GRB7, y EPHX1

(w) EGFR, KRT14, GRB7, TOP2A, CCNB1, CTSL, Bcl2, TP, KLK10, y CA9;

(x)  HIFla, PR, DIABLO, PRAME, Chkl, AKT2, GRB7, CCNEI1, TOP2A, y CCNB1;

(yy MDM?2, TP53BP2, DIABLO, Bcl2, AIB1, TIMP1, CD3, p53, CA9, y HER2;

(zy  MYBL2, TP53BP2, PRAME, IL6, Bcl2, DIABLO, CCNEI1, EPHX1, TIMP1, y CA9;

(aa) p27, TP53BP2, PRAME, DIABLO, Bcl2, COX2, CCNEI, STK15, AKT2, e ID1;

(ac) SURV, GRB7, TOP2A, PRAME, CTSL, GSTM1, CCNB1, VDR, CA9, y CCNE2;

(ad) TOP2B, TP53BP2, DIABLO, Bcl2, TIMPI1, AIB1, CA9, p53, KRTS, y BAD;

(ae) ZNF217, GRB7, TP53BP2, PRAME, DIABLO, Bcl2, COX2, CCNE1, APC4, y 8- Catenina,

en una muestra de tejido de cdncer de mama obtenida del paciente, normalizada contra los niveles de expresion de
todos los transcritos de RNA o sus productos de expresioén en dicha muestra de tejido de cancer de mama, o de una
serie de referencia de transcritos de RNA o sus productos;

(2) someter los datos obtenidos en el paso (1) a andlisis estadistico; y

(3) determinar si la probabilidad de dicha supervivencia a largo plazo ha aumentado o disminuido.

Se describe también un método de prediccion de la probabilidad de supervivencia a largo plazo de un paciente
diagnosticado con cdncer de mama invasivo positivo a los receptores de estrogenos (ER), sin la recurrencia del cancer
de mama, que comprende los pasos de:

(1) determinar los niveles de expresion de los transcritos de RNA o los productos de expresion génica de una serie
de genes seleccionado del grupo constituido por CD68; CTSL; FBX05; SURV; CCNB1; MCM2; Chkl; MYBL2;
HIF1A; cMET; EGFR; TS; STKI15, IGFR1; BC12; HNF3A; TP53BP2; GATA3; BBC3; RAD51C; BAG1; IGFBP2;
PR; CD9; RB1; EPHX1; CEGP1; TRAIL; DRS; p27; p53; MTA; RIZ1; ErbB3; TOP2B; EIF4E,, en donde la expresién
de los genes siguientes en un cancer ER-positivo es indicativa de una probabilidad reducida de supervivencia sin
recurrencia del cancer después de cirugia: CD68; CTSL; FBXOS5; SURV; CCNB1; MCM2; Chkl; MYBL2; HIF1A;
cMET; EGFR; TS; STK15, y en donde la expresion de los genes siguientes es indicativa de una mejor prognosis para
la supervivencia sin recurrencia del cdncer después de cirugia: IGFR1; BC12; HNF3A; TP53BP2; GATA3; BBC3;
RADSI1C; BAGI; IGFBP2; PR; CD9; RB1; EPHX1; CEGP1; TRAIL; DRS; p27; p53; MTA; RIZ1; ErbB3; TOP2B;
EIF4E.

(2) someter los datos obtenidos en el paso (1) a andlisis estadistico; y

(3) determinar si la probabilidad de dicha supervivencia a largo plazo ha aumentado o disminuido.

Se describe también un método de prediccién de la probabilidad de supervivencia a largo plazo de un paciente
diagnosticado con cdncer de mama invasivo negativo a los receptores de estrogenos (ER), sin la recurrencia del cancer
de mama, que comprende determinar los niveles de expresion de los transcritos de RNA o los productos de expresion
de los genes de la serie de genes CCND1; UPA; HNF3A; CDH1; Her2; GRB7; AKT1; STMY3; a-Catenina; VDR;

GRO1; KT14; KLK10; Maspin, TGFea, y FRP1, en donde la expresidn de los genes siguientes es indicativa de una
probabilidad reducida de supervivencia sin recurrencia del cdncer: CCND1; UPA; HNF3A; CDHI1; Her2; GRB7;
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AKT1; STMY3; a -Catenina; VDR; GRO1, y en donde la expresién de los genes siguientes es indicativa de una mejor
prognosis para supervivencia sin recurrencia del cdncer: KT14, KLK10, Maspin, TGFe, y FRP1.

Se describe también un método de preparacion de un perfil gendmico personalizado para un paciente, que com-
prende los pasos de:

(a) someter RNA extraido de un tejido de mama obtenido del paciente a anélisis de la expresion génica;

(b) determinar el nivel de expresién de uno o mas genes seleccionados de la serie de genes de cdncer de mama
enumerados en una cualquiera de las Tablas 1-5, en donde el nivel de expresion estd normalizado contra un gen o genes
de control y se compara opcionalmente con la cantidad encontrada en una serie de tejidos de referencia del cancer de
mama; y

(c) crear un informe que resume los datos obtenidos por el andlisis de expresion génica.

El informe puede incluir, por ejemplo, la prediccién de la probabilidad de supervivencia a largo plazo del paciente
y/o recombinacién para una modalidad de tratamiento de dicho paciente.

Se describe también un método para amplificacién de un gen enumerado en las Tablas 5A y B por la reaccién en
cadena de polimerasa (PCR), que comprende realizar dicha PCR por utilizacién de un amplicén enumerado en las
Tablas 5A y B y una serie de iniciadores-sonda enumerados en las tablas 6A-F.

Se describe también un amplicén PCR enumerado en las tablas SA y B.
Se describe también una serie de iniciadores-sonda PCR enumerados en las Tablas 6A-F.
Se describe también un método de prondstico que comprende:

(a) someter una muestra que comprende células de cdncer de mama obtenidas de un paciente a andlisis cuantitativo
del nivel de expresién del transcrito de RNA de al menos un gen seleccionado del grupo constituido por GRB7, CD68,
CTSL, Chkl, AIB1, CCNB1, MCM2, FBXO0S5, Her2, STK15, SURV, EGFR, MYBL2, HIFle, y TS, o su producto, y

(b) identificar el paciente como propenso a tener una probabilidad reducida de supervivencia a largo plazo sin
recurrencia del cadncer de mama si los niveles de expresion normalizados del gen o genes, o sus productos, se elevan
por encima de un umbral de expresién definido.

Se describe también un método de prondstico que comprende:

(a) someter una muestra que comprende células de cdncer de mama obtenidas de un paciente a andlisis cuantitativo
del nivel de expresion del transcrito de RNA de al menos un gen seleccionado del grupo constituido por TP5S3BP2, PR,
Bcl2, KRT14, EstR1, IGFBP2, BAG1, CEGP1, KLK10, 8-Catenina, y-Catenina, DR5, PI3KCA2, RAD51C, GSTM1,
FHIT, RIZ1, BBC3, TBP, p27, IRS1, IGF1R, GATA3, ZNF217, CD9Y, pS2, ErbB3, TOP2B, MDM2, IGF1, y KRT19,

y

(b) identificar al paciente como propenso a tener una probabilidad incrementada de supervivencia a largo plazo sin
recurrencia del cancer de mama si los niveles de expresién normalizados del o genes, o sus productos, se elevan por
encima de un umbral de expresién definido.

Se describe también un kit que comprende uno o més de (1) tampén de extraccién/reactivos y protocolo; (2) tamp6én
de transcripcién inversa/reactivos y protocolo; y (3) tampdén gPCR/reactivos protocolo adecuados para la realizacién
de cualquiera de los métodos anteriores.

Breve descripcion de los dibujos

La Tabla 1 es una lista de genes, cuya expresion se correlaciona con supervivencia del cadncer de mama. Resultados
de una prueba clinica retrospectiva. Andlisis estadistico binario.

La Tabla 2 es una lista de genes, cuya expresion se correlaciona con la supervivencia del cdncer de mama en
pacientes positivos a receptores de estrégenos (ER). Resultados de una prueba clinica retrospectiva. Analisis estadistico
binario.

La Tabla 3 es una lista de genes, cuya expresion se correlaciona con la supervivencia del cdncer de mama en pa-
cientes negativos a receptores de estrégenos (ER). Resultados de una prueba clinica retrospectiva. Andlisis estadistico
binario.

La Tabla 4 es una lista de genes, cuya expresion se correlaciona con la supervivencia del cdncer de mama. Resul-
tados de una prueba clinica retrospectiva. Andlisis estadistico binario de riesgos proporcionales de Cox.
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Las Tablas 5SA y B muestran una lista de genes, cuya expresion se correlaciona con la supervivencia del cancer de
mama. Resultados de una prueba clinica retrospectiva. La tabla incluye nimeros de acceso para los genes, y secuencias
amplicén utilizadas para amplificacién de la PCR.

Tablas 6A-6F. La tabla incluye secuencias para los iniciadores directo e inverso (designados por “f” y “r”, res-
pectivamente) y sondas (designadas por “p”) utilizadas para amplificacién PCR de los amplicones enumerados en las
Tablas SA-B.

Descripcion detallada de la realizacién preferida
A. Definiciones

A no ser que se defina de otro modo, los términos técnicos y cientificos utilizados en esta memoria tienen el mismo
significado que es comprendido cominmente por una persona con experiencia ordinaria en la técnica a la que pertenece
esta invencidn. Singleton et al., Dictionary of Microbiology and Molecular Biology 2nd ed., J. Wiley & Sons (Nueva
York, NY 1994), y March, Advanced Organic Chemistry Reactions, Mechanisms and Structure 4th ed., John Wiley &
Sons (Nueva York, NY 1992), proporcionan a un experto en la técnica una gufa general para muchos de los términos
utilizados en la presente solicitud.

Un experto en la técnica reconocerd muchos métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en
esta memoria, que podrian utilizarse en la prictica de la presente invencion. De hecho, la presente invencién no se
limita en modo alguno a los métodos y materiales descritos. Para los propdsitos de la presente invencion, se definen a
continuacion los términos siguientes.

El término “microrred” se refiere a una disposicién ordenada de elementos de red hibridables, preferiblemente
sondas de polinucledtidos, sobre un sustrato.

El término “polinucledtido”, tanto si se utiliza en singular como en plural, se refiere generalmente a cualquier po-
lirribonucledtido o polidesoxirribonucleétido, que puede ser RNA o DNA no modificado o RNA o DNA modificado.
Asi, por ejemplo, los polinucledtidos que se definen en esta memoria incluyen, sin limitacién, DNA mono- y bicatena-
rio, DNA que incluye regiones mono- y bicatenarias, RNA mono- y bicatenario, y RNA que incluye regiones mono- y
bicatenarias, moléculas hibridas que comprenden DNA y RNA que puede ser monocatenario o, més tipicamente, bica-
tenario o que incluyen regiones mono- y bicatenarias. Adicionalmente, el término “polinucleétido” como se utiliza en
esta memoria se refiere a regiones de triple hélice que comprenden RNA o DNA o a la vez RNA y DNA. Las cadenas
en tales regiones pueden ser de la misma molécula o de moléculas diferentes. Las regiones pueden incluir la totalidad
de una o mas de las moléculas, pero mds tipicamente implican s6lo una region de algunas de las moléculas. Una
de las moléculas de una region de triple hélice es a menudo un oligonucleétido. El término “polinucleétido” incluye
especificamente cDNAs. El término incluye DNAs (con inclusién de cDNAs) y RNAs que contiene una o més bases
modificadas. Asi, DNAs o RNAs con cadenas principales modificadas por estabilidad o por otras razones son “po-
linucledtidos™ tal como se entiende dicho término en esta memoria. Ademas, DNAs o RNAs que comprenden bases
poco comunes, tales como inosina, o bases modificadas, por ejemplo bases tritiadas, se incluyen dentro del término
“polinucleétidos” como se define en esta memoria. En general, el término “polinucleétido” abarca todas las formas
quimica, enzimdtica y/o metabdlicamente modificadas de polinucledtidos sin modificar, asi como las formas quimicas
de DNA y RNA caracteristicas de virus y células, con inclusién de células simples y complejas.

El término “oligonucleétido” se refiere a un polinucleétido relativamente corto, que incluye, sin limitacién, deso-
xirribonucledtidos monocatenarios, ribonucleétidos mono- o bicatenarios, hibridos RNA:DNA y DNAs bicatenarios.
Oligonucleétidos, tales como oligonucleétidos sonda de DNA monocatenario, se sintetizan a menudo por métodos
quimicos, por ejemplo utilizando sintetizadores automdticos de oligonucledtidos que estdn disponibles comercialmen-
te. Sin embargo, los oligonucledtidos pueden fabricarse por una diversidad de otros métodos, con inclusion de técnicas
mediadas por DNA recombinante in vitro y por expresion de DNAs en células y organismos.

Los términos “gen expresado diferencialmente”, “expresion génica diferencial” y sus sinénimos, que se utilizan de
modo intercambiable, se refieren a un gen cuya presion estd activada en un nivel mayor o menor en un individuo que
sufre una enfermedad, especialmente cancer, tal como cancer de mama, con relacién a su expresién en un individuo
normal o de control. Los términos incluyen también genes cuya expresion estd activada en un nivel mayor o menor
en diferentes etapas de la misma enfermedad. Se entiende también que un gen expresado diferencialmente puede
estar activado o inhibido al nivel del 4cido nucleico o al nivel de proteinas, o puede estar sometido a remodelacién
alternativa para dar como resultado un producto polipeptidico diferente. Tales diferencias pueden evidenciarse por un
cambio en los niveles de mRNA, expresion superficial, secrecion u otra distribucidon de un polipéptido, por ejemplo. La
expresion diferencial de genes puede incluir una comparacién de la expresion entre dos o mds genes o sus productos
génicos, o una comparacion de las relaciones de la expresion entre dos 0 mds genes o sus productos génicos, o incluso
una comparacién de dos productos del mismo gen procesados diferentemente, que difieren entre individuos normales
e individuos que padecen una enfermedad, especificamente cancer, o entre diversos estadios de la misma enfermedad.
La expresion diferencial incluye diferencias tanto cuantitativas como cualitativas en el patrén de expresion temporal
o celular en un gen o sus productos de expresion entre, por ejemplo, células normales y enfermas, o entre células que
han sufrido sucesos o estadios de enfermedad diferentes. Para el propdsito de esta invencion, se considera que estd
presente “expresion diferencial de genes” cuando existe al menos una diferencia aproximada de 2 veces, de modo
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preferible al menos aproximadamente de 4 veces, de modo mdas preferible al menos aproximadamente de 6 veces,
y de modo muy preferible al menos aproximadamente de 10 veces entre la expresién de un gen dado en individuos
normales y enfermos, o en diversos estadios del desarrollo de la enfermedad en un individuo enfermo.

La expresion “amplificacién génica” se refiere a un proceso por el cual se forman copias multiples de un gen o
fragmento de gen en una célula o linea de células particular. La regién duplicada (un tramo de DNA amplificado) se
conoce a menudo como “amplicén”. Usualmente, la cantidad del RNA mensajero (mRNA) producida, es decir, el nivel
de expresion génica, aumenta también en la proporcién del nimero de copias producidas del gen particular expresado.

El término “diagnosis” se utiliza en esta memoria para hacer referencia a la identificacién de un estado, enfermedad
o afeccién molecular o patoldgica, tal como la identificacién de un subtipo molecular de cancer de cabeza y cuello,
cancer de colon, u otro tipo de cancer.

El término “prognosis” se utiliza en esta memoria para hacer referencia a la prediccion de la probabilidad de muerte
atribuida al cdncer o progresion, con inclusién de recurrencia, propagacion metastasica, y resistencia a los fadrmacos,
de una enfermedad neopléstica, tal como cdncer de mama.

El término “prediccion” se utiliza en esta memoria para hacer referencia a la probabilidad de que un paciente
responda favorable o desfavorablemente a un fairmaco o serie de farmacos, asi como el grado de dichas respuestas, o
de que de un paciente sobreviva, después de eliminacion quirurgica del tumor primario y/o quimioterapia durante cierto
tiempo sin recurrencia del cancer. Los métodos predictivos de la presente invencién pueden utilizarse clinicamente para
tomar decisiones acerca del tratamiento por seleccion de las modalidades de tratamiento mas apropiadas para cualquier
paciente particular. Los métodos predictivos de la presente invencidn son instrumentos valiosos en la prediccion de
si un paciente tiene probabilidad de responder favorablemente a un régimen de tratamiento, tal como intervencién
quirdrgica, quimioterapia con un firmaco o combinacién de farmacos dado(a), y/o terapia de radiacion, o si es probable
la supervivencia a largo plazo del paciente, después de cirugia y/o finalizacién de la quimioterapia u otras modalidades
de tratamiento.

El término supervivencia a “largo plazo” se utiliza en esta memoria para hacer referencia a la supervivencia durante
al menos 3 afios, mds preferiblemente durante al menos 8 afios, muy preferiblemente durante al menos 10 afios después
de cirugia u otro tratamiento.

El término “tumor”, como se utiliza en esta memoria, hace referencia a todo crecimiento y proliferacién de células
neopldsticas, sea maligno o benigno, y a todas las células y tejidos pre-cancerosos y cancerosos.

Los términos “cancer” y “canceroso” hacen referencia a o describen la afeccién fisiolgica en los mamiferos que
se caracteriza tipicamente por crecimiento celular descontrolado. Ejemplos de cdncer incluyen, pero sin cardcter limi-
tante, cancer de mama, cancer de colon, cancer de pulmén, cancer de préstata, cancer hepatocelular, cdncer gastrico,
cancer pancredtico, cancer cervical, cdncer de ovario, cadncer de higado, cdncer de vejiga, ciancer del tracto urinario,
cancer de tiroides, cancer renal, carcinoma, melanoma, y cdncer cerebral.

La “patologia” del cancer incluye todos los fenémenos que ponen en peligro el bienestar del paciente. Esto incluye,
sin limitacion, crecimiento celular anormal o incontrolable, metastasis, interferencia con el funcionamiento normal de
las células vecinas, liberacién de citoquinas u otros productos de secrecion a niveles anormales, supresioén o agravacién
de la respuesta inflamatoria o inmunoldgica, neoplasia, premalignidad, malignidad, invasion de los tejidos u 6rganos
circundantes o distantes, tales como ganglios linféticos, etc.

“La severidad” de las reacciones de hibridacién puede ser determinada facilmente por una persona con experiencia
ordinaria en la técnica, y en general es un cdlculo empirico dependiente de la longitud de la sonda, la temperatura de
lavado, y la concentracién de sales. En general, las sondas mds largas requieren mayores temperaturas para reasocia-
cion apropiada, en tanto que las sondas mas cortas precisan temperaturas mas bajas. La hibridacién depende por lo
general de la capacidad del DNA desnaturalizado para reasociarse cuando estdn presentes cadenas complementarias
en un entorno por debajo de su temperatura de fusién. Cuanto mayor es el grado de homologia deseada entre la sonda
y la secuencia hibridable, tanto mayor es la temperatura relativa que puede utilizarse. Como resultado, se sigue que
las temperaturas relativas mas altas tenderian a hacer mas severas las condiciones de la reaccién, en tanto que las
temperaturas mas bajas harfan lo contrario. Para detalles y explicacién adicionales de la severidad de las reacciones de
hibridacién, véase Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience Publishers (1995).

“Condiciones severas” o “condiciones de alta severidad”, como se definen en esta memoria, tipicamente: (1) em-
plean concentracién i6nica baja y temperatura alta para el lavado, por ejemplo cloruro de sodio 0,015 M/citrato de
sodio 0,0015 M/dodecilsulfato de sodio 0,1% a 50°C; (2) emplean durante la hibridacién un agente desnaturalizante,
tal como formamida, por ejemplo, formamida al 50% (v/v) con tampén 0,1% de seroalbtimina bovina/0,1% Fico-
11/0,1% polivinilpirrolidona/fosfato de sodio 50 mM a pH 6,5 con cloruro de sodio 750 mM, citrato de sodio 75 MM
a 42°C; o (3) emplean 50% formamida, 5 x SSC (NaCl 0,75 M, citrato de sodio 0,075 M), fosfato de sodio 50 mM
(pH 6,8), 0,1% pirofosfato de sodio, 5 x soluciéon de Denhardt, DNA de esperma de salmén tratado por ultrasonidos
(50 pg/ml), 0,1% SDS, y 10% sulfato de dextrano a 42°C, con lavados a 42°C en 0,2 x SSC (cloruro de sodio/citrato
de sodio) y 50% formamida a 55°C, seguido por un lavado de alta severidad consistente en 0,1 x SSC que contiene
EDTA a 55°C.
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Las “condiciones moderadamente severas” pueden identificarse como ha sido descrito por Sambrook et al., Mole-
cular Cloning: A Laboratory Manual, Nueva York: Cold Spring Harbor Press, 1989, e incluyen el uso de solucién de
lavado y condiciones de hibridacién (v.g., temperatura, concentracion iénica y % SDS) menos severas que las arriba
descritas. Un ejemplo de condiciones moderadamente severas consiste en incubacién durante una noche a 37°C en
una solucién que comprende: 20% formamida, 5 x SSC (NaCl 150 mM, citrato trisédico 15 mM), fosfato de sodio
50 mM (pH 7,6), 5 x solucién de Denhardt, 10% sulfato de dextrano, y 20 mg/ml de DNA de esperma de salmén
desnaturalizado cizallado, seguido por lavado de los filtros en 1 x SSC a aproximadamente 37-50°C. El profesional
experto reconocerd el modo de ajustar la temperatura, la concentracién idnica, etc en caso necesario para acomodar
factores tales como longitud de sonda y analogos.

En el contexto de la presente invencion, la referencia a “al menos uno”, “al menos dos”, “al menos cinco”, etc de
los genes enumerados en cualquier serie de genes particular significa uno cualquiera o cualquiera y la totalidad de las
combinaciones de los genes enumerados.

Los términos “umbral de expresién”, y “umbral de expresion definido” se utilizan intercambiablemente y hacen
referencia al nivel de un gen o producto génico en cuestion, por encima del cual el gen o producto génico sirve
como marcador predictivo para supervivencia de un paciente sin recurrencia de cdncer. El umbral viene definido
experimentalmente por estudios clinicos tales como los descritos en el ejemplo que sigue. El umbral de expresién
puede seleccionarse para sensibilidad médxima, para selectividad médxima, o para error minimo. La determinacién del
umbral de expresidn para cualquier situacién estd plenamente dentro del conocimiento de los expertos en la técnica.

B. Descripcion Detallada

La practica de la presente invenciéon empleard, a no ser que se indique otra cosa, métodos convencionales de
biologia molecular (con inclusién de métodos recombinantes), microbiologia, biologia celular, y bioquimica, que
estan dentro de la experiencia en la técnica. Dichos métodos se explican detalladamente en la bibliografia, tal como,
“Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, 2* edicién (Sambrook et al., 1989); “Oligonucleotide Synthesis” (M.J.
Gait, ed., 1984); “Animal Cell Culture” (R.I. Freshney, ed., 1987); “Methods in Enzymology” (Academic Press, Inc.);
“Handbook of Experimental immunology”, 4* edicién (D.M. Weir & C.C. Blackwell, eds., Blackwell Science Inc.,
1987); “Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells” (J.M. Miller & M.P. Calos, eds., 1987); “Current Protocols in
Molecular Biology” (F.M. Ausubel et al., eds., 1987); y “PCR: The Polymerase Chain Reaction”, (Mullis et al., eds.,
1994).

1. Determinacion del Perfil de la Expresion Génica

En general, los métodos de determinacidn del perfil de la expresion génica pueden dividirse en dos grandes grupos:
métodos basados en andlisis de hibridacién de polinucleétidos, y métodos basados en secuenciacién de polinucledti-
dos. Los métodos utilizados mas comtinmente conocidos en la técnica para la cuantificacién de la expresiéon de mRNA
en una muestra incluyen transferencia Northern e hibridacion in situ (Parker & Barnes, Methods in Molecular Biology
106:247-283 (1999)), ensayos de proteccion de RNAsas (Hod, Biotechniques 13:852-854 (1992); y reaccion en cadena
de polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR) (Weis et al., Trends in Genetics 8:263-264 (1992)). Alternativamen-
te, pueden emplearse anticuerpos que puedan reconocer duplex especificos, con inclusién de diplex de DNA, diplex
de RNA, y diplex hibridos DNA-RNA o diplex DNA-proteina. Métodos representativos para andlisis de expresion de
genes Basdndose en secuenciacion incluyen Serial Analysis of Gene Expression (SAGE), y andlisis de expresion de
genes por secuenciacion masiva de firma paralela (MPSS).

2. PCR de Transcriptasa Inversa (RT-PCR)

De las técnicas arriba enumeradas, el método cuantitativo més sensible y mas flexible es RT-PCR, que puede
utilizarse para comparar los niveles de mRNA en poblaciones de muestra diferentes, en tejidos normales y tumorales,
con o sin tratamiento mediante formacos, para caracterizar patrones de expresion génica, discriminar entre mRNAs
estrechamente relacionados, y para analizar la estructura del RNA.

El primer paso es el aislamiento de mRNA de una muestra diana. El material de partida es tipicamente RNA total
aislado de tumores humanos o lineas de células tumorales, y tejidos o lineas de células normales correspondientes,
respectivamente. Asi, puede aislarse RNA de una diversidad de tumores primarios, que incluyen tumores o lineas de
células tumorales de mama, pulmoén, colon, préstata, cerebro, higado, rifién, pancreas, bazo, timo, testiculo, ovario,
utero, etc., con DNA recogido de donantes sanos. Si la fuente de mRNA es un tumor primario, el mRNA puede
extraerse, por ejemplo, de muestras de tejido congeladas o archivadas incrustadas en parafina y fijadas (v.g. fijadas en
formalina).

Los métodos generales para extraccion de mRNA son bien conocidos en la técnica y se describen en libros de texto
estandar de biologia molecular, con inclusién de Ausubel et al., Current Protocols of Molecular Biology, John Wiley
and Sons (1997). Métodos para extraccion de RNA a partir de tejidos incrustados en parafina se describen, por ejemplo,
en Rupp y Locker, Lab. Invest. 56: A67 1987), y De Andrés et al., BioTechniques 18:42044 (1995). En particular, el
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aislamiento del RNA puede realizarse utilizando kit de purificacion, series de tampones y proteasa de fabricantes
comerciales, tales como Qiagen, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Por ejemplo, el RNA total de células
en cultivo puede aislarse utilizando mini-columnas Qiagen RNeasy. Otros kits de aislamiento de RNA disponibles
comercialmente incluyen MasterPure™ Complete DNA and RNA Purification Kit (EPICENTRE®, Madison, WI), y
Paraffin Block RNA Isolation Kit (Ambion, Inc.). E1 RNA total de muestras de tejido puede aislarse utilizando RNA
Stat-60 (Tel-Test). E1 RNA preparado a partir de un tumor puede aislarse, por ejemplo, por centrifugacion en gradiente
de densidad de cloruro de cesio.

Dado que el RNA no puede servir como molde para la PCR, el primer paso en la determinacién del perfil de
expresion génica por RT-PCR es la transcripcion inversa del molde de RNA en cDNA, seguido por su amplificacién
exponencial en una reaccion PCR. Las dos transcriptasas inversas utilizadas mds corrientemente son la transcriptasa
inversa del virus de la mieloblastosis de las aves (AMV-RT) y la transcriptasa inversa de virus de la leucemia murina
de Moloney (MMLV-RT). El paso de transcripcién inversa se inicia tipicamente utilizando iniciadores especificos,
hexameros aleatorios, o iniciadores oligo-dT, dependiendo de las circunstancias y de la meta de determinacién del
perfil de expresion. Por ejemplo, el RNA extraido puede transcribirse inversamente utilizando un kit RNA PCR de
GeneAmp (Perkin Elmer, CA, EE.UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante. E1 cDNA derivado puede utilizarse
luego como molde en la reaccién PCR subsiguiente.

Aunque el paso PCR puede utilizar una diversidad de DNA-polimerasas termoestables dependientes de DNA, el
mismo emplea tipicamente la DNA-polimerasa Taq, que tiene actividad de 5°-3’-nucleasa pero carece de actividad de
endonucleasa 3°-5” de correccién de lectura. Asi, la PCR TagMan® utiliza tipicamente la actividad de 5’-nucleasa de
la polimerasa Taq o Tth para hidrolizar una sonda de hibridacién fijada a su amplicén diana, pero se puede utilizar
cualquier enzima con actividad de 5’-nucleasa equivalente. Se utilizan dos iniciadores oligonucleotidicos para generar
un amplicén tipico de una reaccién PCR. Un tercer oligonucledtido, o sonda, estd disefiado para detectar secuencias de
nucledtidos localizadas entre los dos iniciadores PCR. La sonda es no-extensible por la enzima DNA-polimerasa Taq,
y estd marcada con un tinte informador fluorescente y un tinte fluorescente de extinciéon. Cualquier emisioén inducida
por laser procedente del tinte informador es extinguida por el tinte de extincidon cuando los dos tintes estdn localizados
préximos uno a otro como ocurre en la sonda. Durante la reaccion de amplificacion, la enzima DNA-polimerasa Taq
escinde la sonda de una manera dependiente del molde. Los fragmentos de sonda resultantes se disocian en solucién, y
la sefial procedente del tinte informador liberado se libera del efecto de extincién del segundo fluoréforo. Se libera una
molécula de tinte informador por cada nueva molécula sintetizada, y la deteccion del tinte informador no extinguido
proporciona la base para la interpretacion cuantitativa de los datos.

La RT-PCR Tagman® puede realizarse utilizando el tipo disponible comercialmente, tal como, por ejemplo, ABI
PRISM 7700™ Sequence Detection System™ (Perkin-Elmer-Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), o Lightcy-
cler (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemania). En una realizacién preferida, el procedimiento de la
5’-nucleasa se ejecuta en un dispositivo PCR cuantitativo en tiempo real tal como el ABI PRISM 7700™ Sequence
Detection System™. El sistema consiste en un termociclador, laser, dispositivo acoplado de carga (CCD), cdmara y
computadora. El sistema amplifica muestras en un formato de 96 pocillos en un termociclador. Durante la amplifi-
cacidn, la sefial fluorescente inducida por el laser es recogida en tiempo real por cables de 6ptica de fibras para la
totalidad de los 96 pocillos, y es detectada en el CCD. El sistema incluye software para la ejecucion del instrumento y
para el andlisis de los datos.

Los datos del ensayo de 5’-nucleasa se expresan inicialmente como Ct, o el ciclo umbral. Como se ha expuesto
anteriormente, los valores de fluorescencia se registran durante cada ciclo y representan la cantidad de producto am-
plificada hasta dicho momento en la reaccién de amplificacién. El momento en el que se registra la sefial fluorescente
significativa es el ciclo umbral (C,).

Para minimizar los errores y el efecto de la variaciéon de muestra a muestra, la RT-PCR se realiza usualmente
utilizando un patrén interno. El patrén interno ideal se expresa a un nivel constante entre tejidos diferentes, y no se
ve afectado por el tratamiento experimental. Los RNAs utilizados mds frecuentemente para normalizar patrones de
expresion génica son mRNAs para los genes internos gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (GAPDH) y B-actina.

Una variacién mds reciente de la técnica RT-PCR es la PCR cuantitativa en tiempo real, que mide la acumulacién
de productos PCR mediante una sonda fluorigena de doble etiquetado (a saber, la sonda TagMan®). La PCR en
tiempo real es compatible no s6lo con la PCR competitiva cuantitativa, en la que se utiliza un competidor interno para
cada secuencia diana para la normalizacién, sino también con la PCR cuantitativa comparativa que utiliza un gen de
normalizacién contenido en la muestra, o un gen interno para RT-PCR. Para detalles adicionales véase, v.g. Held et
al., Genome Research 6: 986-994 (1996).

Los pasos de un protocolo representativo para determinacién del perfil de expresion génica utilizando tejidos
fijados incrustados en parafina como la fuente de RNA, que incluyen aislamiento del mRNA, purificacién, extension
con iniciadores y amplificacién se dan en diversos articulos de revista publicados {por ejemplo: T.E. Godfrey et al. J.
Molec. Diagnostics 2: 84-91 [2000]; K. Specht et al., Am. J. Pathol. 158: 419-29 [2001]}. Resumidamente, un proceso
representativo comienza con corte de secciones de aproximadamente 10 um de espesor de muestras de tejido tumoral
incrustadas en parafina. Se extrae a continuacién el RNA, y se eliminan las proteinas y el DNA. Después de analisis de
la concentracién de RNA, pueden incluirse si es necesario pasos de reparacion y/o amplificacién del RNA, y el RNA
se transcribe inversamente utilizando promotores especificos de genes seguido por RT-PCR.
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Los iniciadores y sondas de PCR pueden disefiarse basdndose en secuencias de intrén presentes en el gen a amplifi-
car. En este caso, el primer paso en el disefio del iniciador/sonda es la delineacién de secuencias de intrén dentro de los
genes. Esto puede hacerse mediante software publicamente disponible, tal como el software DNA BLAT desarrollado
por Kent, W.J. Genome Res. 12 (4): 656-64 (2002), o por el software BLAST con inclusion de sus variaciones. Los
pasos subsiguientes siguen métodos bien establecidos de disefio de iniciadores y sondas PCR.

Con objeto de evitar sefiales inespecificas, es importante enmascarar las secuencias repetitivas dentro de los intro-
nes cuando se disefian los iniciadores y las sondas. Esto puede realizarse facilmente utilizando el programa Repeat
Masker disponible en linea del Baylor College of Medicine, que criba secuencias de DNA contra una biblioteca de ele-
mentos repetitivos y devuelve una secuencia de consulta en la cual los elementos repetitivos estdn enmascarados. Las
secuencias de intrén enmascaradas pueden utilizarse luego para disefar secuencias de iniciadores y sondas utilizando
cualesquiera paquetes de disefio iniciador/sonda disponibles al ptiblico comercialmente o de cualquier otro modo, tales
como Primer Express (Applied Biosystems); MGB “assay-by-design” (Applied Biosystems); Primer3 (Steve Rozen y
Helen J. Skaletsky (2000) Primer3 en la WWW para usuarios generales y para bi6logos programadores. En: Krawetz
S, Misener S (eds) Bioinformatics Methods and Protocols: Methods in Molecular Biology. Humana Press, Totowa,
NJ, pp 365-386).

Los factores mds importantes considerados en el disefio de iniciadores PCR incluyen longitud del iniciador, tem-
peratura de fusién (Tm), y contenido en G/C, especificidad, secuencias complementarias de iniciadores, y secuencia
del extremo 3’. Por lo general, los iniciadores PCR 6ptimos tienen habitualmente 17-30 bases de longitud, y contienen
aproximadamente 20-80%, tal como, por ejemplo, aproximadamente 50-60% de bases G+C. Tipicamente se prefieren
valores Tm entre 50 y 80°C, v.g. aproximadamente 50 a 70°C.

Para directrices adicionales en relacién con el disefio de iniciadores y sondas PCR véase, v.g. Dieffenbach, C.W.
et al., “General Concepts for PCR Primer Design” en: PCR Primer, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Labo-
ratory Press, Nueva York, 1995, pp. 133-155; Innis y Gelfand, “Optimization of PCRs” en: PCR Protocols, A Guide
to Methods and Applications, CRC Press, Londres, 1994, pp. 5-11; y Plasterer, T.N. Primerselect: Primer and pro-
be design. Methods Mol. Biol. 70:520-527 (1997), cuyas descripciones completas se incorporan expresamente por la
presente por su referencia.

3. Microrredes

La expresion diferencial de genes puede identificarse también, o confirmarse utilizando la técnica de microrredes.
Asi, el perfil de expresion de genes asociados con el cidncer de mama puede medirse en tejido tumoral reciente o
incrustado en parafina, utilizando tecnologia de microrredes. En este método, las secuencias polinucleotidicas de
interés (con inclusién de cDNAs y oligonucleétidos) se extienden en placas, o se despliegan, sobre un sustrato de
microchip. Las secuencias dispuestas en redes se hibridan luego con sondas de DNA especificas de las células o
tejidos de interés. De igual modo que en el método RT-PCR, la fuente de mRNA es tipicamente RNA total aislado de
tumores o lineas de células tumorales humanos, y tejidos o lineas de células normales correspondientes. Asi, puede
aislarse RNA de una diversidad de tumores primarios o lineas de células tumorales. Si la fuente de mRNA es un
tumor primario, el mRNA puede extraerse, por ejemplo, de muestras de tejidos congeladas o archivadas incrustadas en
parafina y fijadas (v.g. fijadas en formalina), que se emplean rutinariamente y se guardan en la préctica clinica diaria.

En una realizacién especifica de la técnica de microrredes, se aplican inserciones amplificadas por PCR de clo-
nes de cDNA a un sustrato en una red densa. Preferiblemente, se aplican al sustrato al menos 10.000 secuencias de
nucledtidos. Los genes dispuestos en microrredes, inmovilizados en el microchip a 10.000 elementos cada uno, son
adecuados para hibridacién en condiciones severas. Pueden generarse sondas de cDNA marcadas fluorescentemente
por incorporacién de nucledtidos fluorescentes mediante transcripcion inversa de RNA extraido de los tejidos de inte-
rés. Las sondas de cDNA marcadas aplicadas al chip se hibridan con especificidad a cada mancha de DNA en la red.
Después de lavado severo para eliminar las sondas no fijadas especificamente, se escanea el chip por microscopia laser
confocal o por otro método de deteccion, tal como una cdmara CCD. La cuantificacion de la hibridacién de cada ele-
mento dispuesto en red permite la evaluacién de la abundancia de mRNA correspondiente. Con la fluorescencia dual
en color, las sondas de CDNA marcadas por separado generadas por dos fuentes de RNA se hibridan por pares a la
red. La abundancia relativa de los transcritos de las dos fuentes correspondientes a cada gen especificado se determina
de este modo simultdneamente. La escala miniaturizada de la hibridacién proporciona una evaluacién conveniente y
rapida del patrén de expresion para grandes nimeros de genes. Se ha demostrado que dichos métodos tienen la sensi-
bilidad requerida para detectar transcritos raros, que se expresan a razén de un pequefio nimero de copias por célula,
y para detectar reproduciblemente al menos aproximadamente diferencias de dos veces en los niveles de expresién
(Schena et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93 (2): 106-149 (1996)). El andlisis de microrredes puede realizarse por
medio de equipos disponibles comercialmente, siguiendo protocolos del fabricante, por ejemplo por utilizacién de la
tecnologia Affymetrix GenChip, o la tecnologia de microrredes de Incyte.

El desarrollo de métodos de microrredes para andlisis en gran escala de la expresion génica hace posible la busque-

da sistemadtica de marcadores moleculares de clasificacion del cancer y la prediccion de resultados en una diversidad
de tipos de tumor.
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4. Andlisis Serial de la Expresion Génica (SAGE)

El andlisis serial de la expresion génica (SAGE) es un método que permite el andlisis simultdneo y cuantitativo
de un gran ndmero de transcritos génicos, sin necesidad de proporcionar una sonda de hibridacién individual para
cada transcrito. En primer lugar, se genera un marcador de secuencia corto (aproximadamente 10-14 pb) que contiene
informacién suficiente para identificar singularmente un transcrito, con tal que la etiqueta se obtenga de una posicién
singular en cada transcrito. A continuacidn, se enlazan muchos transcritos unos a otros para formar moléculas seriadas
largas, que pueden secuenciarse, revelando la identidad de los marcadores multiples simultineamente. El patrén de
expresion de cualquier poblacién de transcritos puede evaluarse cuantitativamente por determinacién de la abundancia
de marcadores individuales, e identificacién del gen correspondiente a cada marcador. Para mds detalles véase, v.g.
Velculescu et al., Science 270:484-487 (1995); y Velculescu et al., Cell 88:243-51 (1997).

5. Tecnologia MassARRAY

La tecnologia MassARRAY (Sequenon, San Diego, California) es un método automatizado de alta capacidad para
el andlisis de la expresion génica utilizando espectrometria de masas (MS) para la deteccién. De acuerdo con este
método, después del aislamiento del RNA, transcripcion inversa y amplificaciéon por PCR, los cDNAs se someten a
escision con iniciadores. Los productos de escision con iniciadores derivados de cDNA se purifican, y se distribuyen
en una red de chips que estd pre-cargada con los componentes necesarios para la preparacion de la muestra de MS
MALTI-TOF. Los diversos cDNAs presentes en la reaccion se cuantifican por andlisis de las dreas de los picos del
espectro de masas obtenido.

6. Andlisis de la Expresion Génica por Secuenciacion Masiva de Huellas Paralelas (MPSS)

Este método, descrito por Brenner et al., Nature Biotechnology 18: 630-634 (2000), es un método de secuencia-
cién que combina la secuenciacién de firmas no basadas en gel con clonacién in vitro de millones de moldes sobre
microcuentas separadas de 5 ym de didmetro. En primer lugar, se construye una biblioteca de microcuentas de moldes
de DNA por clonacién in vitro. Esto va seguido por el ensamblaje de una red planar de las microcuentas que contienen
moldes en una celda de flujo a una densidad elevada (tipicamente mayor que 3 x 10° microcuentas/cm?). Los extremos
libres de los moldes clonados en cada microcuenta se analizan simultdneamente, utilizando un método de secuencia-
cion de firmas Basdndose en fluorescencia que no requiere separacién de los fragmentos de DNA. Se ha demostrado
que este método proporciona simultdnea y exactamente, en una sola operacidn, centenares de miles de secuencias
firma de genes a partir de una biblioteca de cDNA de levadura.

7. Inmunohistoquimica

Los métodos de inmunohistoquimica son adecuados también para detectar los niveles de expresioén de los marcado-
res de prondstico descritos en esta memoria. Asi, anticuerpos o antisueros, preferiblemente antisueros policlonales, y
muy preferiblemente anticuerpos monoclonales especificos para cada marcador se utilizan para detectar la expresion.
Los anticuerpos pueden detectarse por marcacion directa de los anticuerpos propiamente dichos, por ejemplo, con
marcadores radiactivos, marcadores fluorescentes, marcadores de haptenos tales como biotina, o una enzima tal como
peroxidasa de rdbano picante o fosfatasa alcalina. Alternativamente, se utiliza un anticuerpo primario sin marcar en
asociacién con un anticuerpo secundario marcado, que comprende antisueros, antisueros policlonales o un anticuerpo
monoclonal especifico para el anticuerpo primario. Protocolos y kits de inmunohistoquimica son bien conocidos en la
técnica y estan disponibles comercialmente.

8. Proteomica

El término “proteoma” se define como la totalidad de las proteinas presentes en una muestra (v.g. tejido, organismo,
o cultivo de células) en un momento determinado. La proteémica incluye, entre otras cosas, el estudio de los cambios
globales de expresion de las proteinas en una muestra (a lo que se hace referencia también como “proteémica de
expresion”). La protedmica incluye tipicamente los pasos siguientes: (1) separacion de las proteinas individuales en
una muestra por electroforesis en gel 2-D (2-D PAGE); (2) identificacion de las proteinas individuales recuperadas del
gel (v.g. por espectrometria de masas o secuenciacion N-terminal, y (3) andlisis de los datos utilizando bioinformatica.
Los métodos de la proteémica son suplementos valiosos para otros métodos de determinacién del perfil de la expresién
génica, y pueden utilizarse, solos o en combinacién con otros métodos, para detectar los productos de los marcadores
de prondstico descritos en esta memoria.

9. Descripcion General del Aislamiento, Purificacion y Amplificacion del mRNA

Los pasos de un protocolo representativo para la determinacién del perfil de la expresion génica utilizando tejidos
fijos incrustados en parafina como la fuente de RNA, que incluyen aislamiento del mRNA, purificacién, extension con
iniciadores y amplificacion, se dan en diversos articulos de revistas publicados {por ejemplo: T.E. Godfrey et al. J.
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Molec. Diagnostics 2: 84-91 [2000]; K. Specht et al., Am. J. Pathol. 158: 419-29 [2001]). Resumidamente, un proceso
representativo comienza con el corte de secciones de aproximadamente 10 um de espesor de muestras de tejido tumoral
incrustadas en parafina. E1 RNA se extrae a continuacidn, y se eliminan las proteinas y el DNA. Después del anélisis
de la concentracién de RNA, pueden incluirse pasos de reparacién y/o amplificacién del RNA en caso necesario, y
el RNA se transcribe inversamente utilizando promotores especificos de genes seguido por RT-PCR. Finalmente, los
datos se analizan para identificar la o las mejores opciones de tratamiento disponibles para el paciente sobre la base
del patrén de expresion génica caracteristico identificado en la muestra de tumor examinada.

10. Serie de Genes de Cdncer de Mama, Subsecuencias de Genes Ensayadas, y Aplicacion Clinica de los Datos de
Expresion Génica

Un aspecto importante de la presente invencidn es la utilizacién de la expresion medida de ciertos genes por tejido
de cancer de mama para proporcionar informacién de prondstico. Para este propdsito es necesario corregir (normalizar)
tanto las diferencias en la cantidad de RNA ensayada como la variabilidad en la calidad del RNA utilizado. Por tanto,
el ensayo mide e incorpora tipicamente la expresién de ciertos genes de normalizacién, que incluyen genes internos
bien conocidos, tales como GAPDH y Cypl. Alternativamente, la normalizacién puede basarse en la sefial media o
mediana (Ct) de la totalidad de los genes ensayados o una gran subserie de los mismos (enfoque de normalizacién
global). Sobre una base de gen por gen, la cantidad medida normalizada de mRNA del tumor de un paciente se
compara con la cantidad encontrada en una serie de referencia de tejido del cancer de mama. El ndimero (N) de tejidos
de cancer de mama en esta serie de referencia deberia ser suficientemente alto para asegurar que las diferentes series de
referencia (como un todo) se comportan esencialmente de igual manera. Si se cumple esta condicidn, la identidad de
los tejidos de cancer de mama individuales presentes en una serie particular no tendrd un impacto significativo sobre las
cantidades relativas de los genes ensayados. Usualmente, la serie de referencia de tejidos de cdncer de mama consiste
en al menos aproximadamente 30, con preferencia al menos aproximadamente 40 especimenes de tejido de cancer de
mama FPE diferentes. A no ser que se indique otra cosa, los niveles de expresién normalizados para cada mRNA/tumor
testado/paciente se expresardn como un porcentaje del nivel de expresiéon medido en la serie de referencia. De modo
mads especifico, la serie de referencia de un niimero suficientemente alto (v.g. 40) de tumores produce una distribucién
de niveles normalizados de cada especie de mRNA. El nivel medido en una muestra de tumor particular a analizar cae
en cierto percentil dentro de este intervalo, el cual puede ser determinado por métodos bien conocidos en la técnica.
A continuacién, a no ser que se indique otra cosa, la referencia a los niveles de expresién de un gen supone expresion
normalizada con relacidn a la serie de referencia, aunque esto no siempre se indica explicitamente.

Detalles adicionales de la invencién se describirdn en el ejemplo no limitante siguiente.

Ejemplo
Un Estudio en Fase Il de la Expresion Génica en 79 Tumores de Mama Malignos

Se disefié y condujo un estudio de expresion de genes con el objetivo primario de caracterizar molecularmente la
expresion de genes en muestras de tejido incrustadas en parafina y fijadas de carcinoma ductal invasivo de mama, y
explorar la correlacién entre tales perfiles moleculares y la supervivencia sin enfermedad.

Diserio del Estudio

Se realizaron ensayos moleculares sobre tejidos de tumor de mama primario incrustados en parafina y fijados con
formalina, obtenidos de 79 pacientes individuales diagnosticados con cdncer de mama invasivo. Todos los pacientes
en el estudio presentaban 10 o mas ganglios positivos. La edad media era 57 afios, y el tamafio medio de los tumores
clinicos era 4,4 cm. Los pacientes se incluyeron en el estudio inicamente si la evaluacién histopatoldgica, realizada
como se describe en la seccién de Materiales y Métodos, indicaba cantidades adecuadas de tejido tumoral y patologia
homogénea.

Materiales y Métodos

Cada bloque representativo de tumor se caracterizd por histopatologia estdndar para diagndstico, evaluacién semi-
cuantitativa de la cantidad de tumor, y grado del tumor. Un total de 6 secciones (de 10 micrémetros de espesor cada
una) se prepararon y pusieron en dos tubos de microcentrifuga de la marca Costar (polipropileno, tubos de 1,7 ml,
transparentes; 3 secciones en cada tubo). Si el tumor constituia menos del 30% del 4rea total del espécimen, la muestra
puede haber sido disecada toscamente por el patélogo, utilizando microdiseccion grosera, e introduciendo el tejido
tumoral directamente en el tubo Costar.

Si se obtuvo mds de un bloque de tumor como parte del procedimiento quirirgico, se utilizé para el andlisis el
bloque més representativo de la patologia.
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Andlisis de la Expresion Génica

Se extrajo el mRNA y se purificé a partir de muestras de tejido fijadas e incrustadas en parafina, y se prepar6 para
el andlisis de la expresion génica como se describe en la seccién 9 anterior.

Los ensayos moleculares de la expresion génica cuantitativa se realizaron por RT-PCR, utilizando el Sistema de
Deteccién de Secuencia™ ABI PRISM 7900™ (Perkin-Elmer-Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). El ABI
PRISM 7900™ se compone de un termociclador, ldser, dispositivo acoplador de carga (CCD), cdmara y computadora.
El sistema amplifica las muestras en un formato de 384 pocillos en un termociclador. Durante la amplificacion, la sefial
fluorescente inducida por el ldser se recoge en tiempo real mediante cables de fibra dptica para la totalidad de los 384
pocillos, y se detecta en el CCD. El sistema incluye software para operacion del instrumento y para el andlisis de los
datos.

Andlisis y Resultados

Se analizd el tejido tumoral para 185 genes relacionados con el cancer y 7 genes de referencia. Los valores umbrales
de ciclo (CE) para cada paciente se normalizaron basados en la mediana de los 7 genes de referencia para dicho
paciente particular. Los datos de resultados clinicos estaban disponibles para todos los pacientes a partir de una revision
de los datos de registro y de graficos de paciente seleccionados.

Los resultados se clasificaron como:

0 murieron debido a cancer de mama o a causa desconocida o sobreviven con recurrencia de cancer de mama;

1 sobreviven sin recurrencia de cancer de mama o murieron debido a una causa distinta del cancer de mama

El andlisis se realizé por:
1. Andlisis de la relacion entre la expresion génica normalizada y los desenlaces binarios de 0 6 1.

2. Andlisis de la relacién entre la expresién génica normalizada y el tiempo hasta el acontecimiento (0 6 1
como se ha definido arriba) donde se confirmaron los pacientes que sobrevivian sin recurrencia del cancer
de mama o que murieron debido a una causa distinta del cancer de mama. Este enfoque se utilizé para
evaluar el impacto de prondstico de genes individuales asi como de series de genes multiples.

Andlisis de Pacientes con Carcinoma de Mama Invasivo por Enfoque Binario

En el primer enfoque (binario), el andlisis se realizé sobre la totalidad de los 79 pacientes con carcinoma de mama
invasivo. Se realiz6 un test t sobre los grupos de pacientes clasificados como sin recurrencia y sin muerte relacionada
con cancer de mama al cabo de 3 afos, frente a recurrencia, o muerte relacionada con cancer de mama al cabo de 3
afios, y se calcularon los valores p para diferencias entre los grupos para cada gen.

La Tabla 1 enumera los 47 genes para los cuales el valor p para las diferencias entre los grupos era < 0,10. La
primera columna de valores medios de expresion se refiere a pacientes que no tenian una recurrencia metastdsica o no

murieron de cdncer de mama. La segunda columna de valores medios de expresion se refiere a pacientes que o bien
tenfan una recurrencia metastdsica o murieron de cdncer de mama.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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Bcl2
PR
IGF1R
BAGH1
CcD68
EstR1
CTSL
IGFBP2
GATA3
TP53BP2
EstR1
CEGP1
SURV
p27
Chki
BBC3

ZNF217
EGFR
CcD9
MYBL2
HIF1A
GRB7
pS2
RIZ1
ErbB3
TOP2B
MDM2
PRAME
GUS
RADS1C
AlB1
STK15
GAPDH
FHIT
KRT19
TS
GSTM1
G-

Catening

AKT2
CCNBt1
PI3KC2A
FBXO5
DR5
CIAP1
MCM2
CCND1
EIF4E

Media

-0.15748
-2.67225
-0.593%0

0.18844
-0.52275
-0.35581
-0.64894
-0.81181

1.80525
-4.71118

3.67801
-2.02566
-3.67493

080789
-3.37981
-4.71789

1.10038
-2.88172
1.29955
-3.77489
-0.44248
-1.96063
-1 00691
-7.62149
-6.89508
0.45122
1.09049
-6.40074
-1.51683
-5 85618
-3.08217
-3.11307
-0.35829
-3.00431
252397
-2.83607
-3.69140

0.31875

0.78858
-4.26197
-2.27401
-4.72107
-5.80850
-2.81825
-2.87541

1.30995
-5.37657
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-1.22816
-5.49747
-1.71506
-0.68509

0.10983
-3.00699
-0.09204
-1.78398

0.57428
-6.09289

1.64693
-4.25537
-2.96982

0.28807
-2.80389
-5.62957

0.62730
-2.20556
0.91025
-3.02193
0.03740
-1.05007
-3.13749
-8 38750
-7.44326
0.12665
0 69001
-7.70424
-1.89280
-6.71334
-2.28784
-2.59454
-0.02292
-3.67175
201694
-2.29048
-4.38623

-0.15524

046703
-3.51628
-2.70265
-4.24411
-6.55501
-3.09921
-2 50683
0.80905
-6.47156

TABLA 1

valor t

4.00034
3.61540
3.49158
3.42973
-341186
3.32190
-3.26781
324158
3.15608
302888
3.01073
2.85620
-2.70544
2.55401
-2.46979
2.46019

2.42282
-2.34774
2.31439
-2.29042
-2.25950
-2.25801
2.24070
2.20226
2.16127
2.14616
2.10967
2.08126
2.05200
2.04575
-2.00600
-2.00321
-1.94326
1.86927
1.85741
-1.83712
1.83397

1.80823

1.79276
-1.78803
176748
-1.75935
1.74345
1.72480
-1.72061
1.68794
1.68169
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df

75
75
75
75
75
75
75
75
75
75
75
75
75
75
75
75

75
75
75
75
75
75
75
75
75
75
75
75
75
75
75
75
75
75
75
75
75

75

75
75
75
75
75
75
75
75
75

o)

0.000147
0.000541
0.000808
0.000985
0.001043
0.001384
0.001637
0.001774
0.002303
0.003365
0.003550
0.005544
0.008439
0.012678
0.015793
0.016189

0.017814
0.021527
0.023386
0.024809
0.026757
0.026854
0.028006
0.030720
0.033866
0.035085
0.038223
0.040823
0.043661
0044288
0.048462
0048768
0 055737
0.065489
0.067179
0070153
0.070625

0.074580

0.077043
0.077810
0.081215
0.082596
0.085353
0.088683
0.089445
0.095578
0.096788

N valido

35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35

35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35

35

35
35
35
35
35
35
35
35
35

N

42
42
42
42
42
42
42
42
42
42
42
42
42
42
42
42

42
42
42
42
42
42
42
42
42
42
42
42
42
42
42
42
42
42
42
42
42

42

42
42
42
42
42
42
42
42
42



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 346 967 T3

En la Tabla 1 que antecede, los valores t negativos indican mayor expresion, asociada con desenlaces peores e,
inversamente, los valores t mayores (positivos) mayor indican expresion asociada con mejores desenlaces. Asi, por
ejemplo, la expresion elevada del gen CD68 (valor t = -3,41, CT medio de vivos < CT medio de fallecidos) indica
una probabilidad reducida de supervivencia sin enfermedad. Andlogamente, la expresion elevada del gen BC12 (valor
t = 4,00; CT medio de vivos > CT medio de fallecidos) indica una probabilidad incrementada de supervivencia sin
enfermedad.

Basandose en los datos indicados en la tabla 1, la expresién de cualquiera de los genes siguientes en el cancer de
mama por encima de un umbral de expresion definido indica una probabilidad reducida de supervivencia sin recurren-
cia de cédncer después de la cirugia: Grb7, CD68, CTSL, Chkl, Her2, STK15, AIB1, SURV, EGFR, MYBL2, HIF
la.

Basdndose en los datos indicados en la Tabla 1, la expresién de cualquiera de los genes siguientes en el cancer de
mama por encima de un umbral de expresién definido indica un mejor prondstico para supervivencia sin recurrencia
de cidncer de mama después de cirugia: TPS3BP2, PR, Bcl2, KRT14, EstR1, IGFBP2, BAG1, CEGP1, KLK10, 8-
Catenina, GSTM1, FHIT, Rizl, IGF1, BBC3, IGFR1, TBP, p27, IRS1, IGF1R, GATA3, CEGP1, ZNF217, CD9, pS2,
ErbB3, TOP2B, MDM2, RAD51, y KRT19.

Andlisis de los Pacientes ER-positivos por Enfoque Binario

57 pacientes con CT normalizado para el receptor de estrégenos (ER) > 0 (es decir, pacientes ER-positivos) se
sometieron a andlisis separado. Se realiz6 un test t sobre los dos grupos de pacientes clasificados como sin recurrencia
y sin muerte relacionada con cancer de mama al cabo de 3 afios, o con recurrencia o muerte relacionada con cancer
de mama a los 3 afios, y se calcularon los valores p para las diferencias entre los grupos para cada gen. La Tabla 2,
siguiente, enumera los genes en los cuales el valor p para las diferencias entre los grupos era < 0,105. La primera
columna de valores medios de expresion se refiere a pacientes que no tenfan recurrencia metastdsica ni murieron por
céncer de mama. La segunda columna de valores medios de expresion se refiere a pacientes que o bien padecian una
recurrencia de metdstasis o murieron por cancer de mama.

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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IGF1IR
Bcl2
CcD68
HNF3A
CTSL
TP53BP2
GATA3
BBC3
RAD51C
BAGH1
IGFBP2
FBXOS5
EstR1
PR
SURV
CD9
RB1
EPHX1
CEGP1
CCNB1
TRAIL
EstR1
DR5

- MCM2
Chk1
p27
MYBL2
GUS

P53
HIF1A
cMet
EGFR
MTA1
RIZ1
ErbB3
TOP2B
EIF4E
TS
STK15

Para cada gen, se utiliz6é un algoritmo de clasificacién a fin de identificar el mejor valor umbral (CT) para utilizar

Media

-0.13975
0.15345
-0.54779
0.39617
-0.66726
-4.81858
2.33386
-4.54979
-5.63363
0.31087
-0.49300
-4.86333
0.68368
-1.89094
-3.87857
1.41691
-2.51662
-3.91703
-1.18600
-4.44522
0.34893
4.60346
-5.71827
-2.96800
-3.46968
0.94714
-3.97810
-1.42486

-1.08810
-0.40925
-6.36835
-2.95785
-7.55365
-7.52785
-6.62488

0.54974
-5.06603
-2.95042
-3.25010

ES 2 346 967 T3

-1.00435
-0.70480

0.19427
-0.63802

0.00354
-6.44425

1.40803
-5.72333
-6.94841
-0.50669
-1.30983
-4.05564
-0.66555
-3.86602
-3.10970

0.91725
-2.97419
-5.85097
-2.95139
-3.35763
-0.56574

3.60340
-6.79088
-2.48458
-2.85708

0.49656
-3.14837
-1.82900

-1.47193

0.11688
-5.58479
-2.28105
-8.13656
-8.25903
-7.10826

0.27531
-6.31426
-2.36167
-2.72118

TABLA 2

valor t

3.65063
3.55488
-3.41818
3.20750
-3.20692
3.13698
3.02958
2.91943
2.85475
2.61524
2.59121
-2.56325
2.56090
2.52803
-2.49622
2.43043
2.41221
2.29491
2.26608
-2.25148
2.20372
2.20223
2.14548
-2.10518
-2.08597
2.04313
-2.02921
1.99758

1.92087
-1.91278
-1.88318
-1.86840

1.81479

1.79518

1.79255

1.74888

1.68030
-1.67324
-1.64822

cada gen aisladamente en la prediccién del desenlace clinico.

Basandose en la serie de datos indicados en la Tabla 2, la expresion de los genes siguientes en el cancer ER-po-
sitivo por encima de un nivel de expresion definido es indicativa de una probabilidad reducida de supervivencia sin
recurrencia de cancer después de cirugia: CD68; CTSL; FBX05; SURV; CCNB1; MCM2; Chkl; MYBL2; HIF1A;
cMET; EGFR; TS; STK15. Muchos de estos genes (CD68, CTSL, SURV, CCNB1, MCM2, Chkl, MYBL2, EGFR,
y STK15) se identificaron también como indicadores de mal prondstico en el andlisis previo, que no estaba limitado
al cancer de mama ER-positivo. Basdndose en la serie de datos indicada en la Tabla 2, la expresion de los genes
siguientes en el cancer ER-positivo por encima de un nivel de expresion definido es indicativa de un mejor pronds-
tico para la supervivencia sin recurrencia de cancer después de cirugia: IGFR1; BC12; HNF3A; TP53BP2; GATA3;

17

df

55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55

55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55

o

0.000584
0.000786
0.001193
0.002233
0.002237
0.002741
0.003727
0.005074
0.006063
0.011485
0.012222
0.0131356
0.013214
0.014372
0.015579
0.018370
0.019219
0.025578
0.027403
0.028370
0.031749
0.031860
0.036345
0.039857
0.041633
0.045843
0.047288
0.050718

0.059938
0.060989
0.064969
0.067036
0.075011
0.078119
0.078545
0.085891
0.098571
0.099959
0.105010

N vdlido

30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30

30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30

N

27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27

27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
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BBC3; RADS51C; BAGI; IGFBP2; PR; CD9; RB1; EPHX1; CEGPI1; TRAIL; DRS; p27; p53; MTA; RIZ1; ErbB3;
TOP2B; EIF4E. De los tdltimos genes, IGFR1; BC12; TP53BP2; GATA3; BBC3; RAD51C; BAGI; IGFBP2; PR;
CD9; CEGP1; DRS; p27; RIZ1; ErbB3; TOP2B; EIF4E se han identificado también como indicadores de buen pro-
noéstico en el andlisis previo, no limitado a cdncer de mama ER-positivo.

Andlisis de pacientes ER-negativos por enfoque binario

Veinte pacientes con CT normalizado para receptor de estrégenos (ER) < 1,6 (es decir, pacientes ER-negativos) se
sometieron a andlisis separado. Se realiz6 un test t sobre los dos grupos de pacientes clasificados como sin recurrencia
y sin muerte relacionada con cdncer de mama a los 3 afios, 0 con recurrencia o muerte relacionada con céncer de
mama a los 3 afios, y se calcularon los valores p para las diferencias entre los grupos para cada gen. La Tabla 3
enumera los genes en los cuales el valor p para las diferencias entre los grupos era < 0,118. La primera columna
de valores de expresién media se refiere a pacientes que no presentaban una recurrencia metastisica ni murieron por
céncer de mama. La segunda columna de valores de expresién media se refiere a pacientes que o bien presentaban una
recurrencia metastdsica o murieron por cancer de mama.

TABLA 3

Media Media valor t df p Nvalido N valido
KRT14 -1.95323 -6.69231 4.03303 18 0.000780 5 18
KLK10 -2.68043 -7.11288 3.10321 18 0.006136 5 1£
CCND1 -1.02285 0.03732 -2.77992 18 0.012357 5 1
Upa -0.91272 -0.04773 -2.49460 18 0.022560 5 1£
HNF3A -6.04780 -2.36469 -2.43148 18 0.025707 5 1E
Maspin -3.56145 -6.18678 2.40169 18 0.027332 5 1€
CDH1 -3.54450 -2.34984 -2.38755 18 0.028136 5 i€
HER2 -1.48973 1.53108 -2.35826 18 0.029873 5 1€
GRB7 -2.55289 0.00036 -2.32890 18 0.031714 5 1€
AKT1 -0.36849 0.46222 -2.29737 18 0.033807 5 1€
TGFA -4.03137 -5.67225 2.28546 18 0.034632 5 1£
FRP1 1.45776 -1.39459 2.27884 18 0.035097 5 1£
STMY3 -1.59610 -0.26305 -2.23191 18 0.038570 5 1€
S?Q;‘§° -4.27585 -7.34338 2.18700 18 0.042187 5 1£
A-catenna 4 19790 -0.39085 -2.15624 18 0.044840 5 1€
VDR -4.37823 -2.37167 -2.15620 18 0.044844 5 1€
GRO1 -3.65034 -5.97002 2.12286 18 0.047893 5 1£
MCM3 -3.86041 -5.55078 2.10030 18 0.050061 5 1£
B-actina 4.69672 5.19190 -2.04951 18 0.055273 5 18
HIF1A -0.64183 -0.10566 -2.02301 18 0.058183 5 £
MMP9 -8.90613 -7.35163 -1.88747 18 0.075329 5 £
VEGF 0.37904 1.10778 -1.87451 18 0.077183 5 1£
PRAME  -4.95855 -7.41973 1.86668 18 0.078322 5 1
AlB1 -3.12245 -1.92934 -1.86324 18 0.078829 5 1£
KRTS -1.32418 -3.62027 1.85919 18 0.079428 5 1€
KRT18 1.08383 2.25369 -1.83831 18 0.082577 5 1
KRT17 -0.69073 -3.56536 1.78449 18 0.091209 5 1€
P14ARF  -1.87104 -3.36534 1.63923 18 0.118525 5 1€

Basandose en la serie de datos indicados en la Tabla 3, la expresion de los genes siguientes en el cdncer ER-
negativo por encima de un nivel de expresion definido es indicativa de una probabilidad reducida de supervivencia sin
recurrencia de cancer (p<0,05): CCND1; UPA; HNF3A; CDHI; Her2; GRB7; AKT1; STMY3; a-Catenina; VDR;
GROI. Unicamente 2 de estos genes (Her2 y Grb7) se identificaron también como indicadores de mal prondstico en
el andlisis previo, no limitado a cdncer de mama ER-negativo. Basdndose en la serie de datos indicada en la Tabla 3, la
expresion de los genes siguientes en el cancer ER-negativo por encima de un nivel de expresion definido es indicativa
de un mejor prondstico para supervivencia sin recurrencia de cancer (KT14; KLK10; Maspin, TGFa, y FRP1). De los
dltimos genes, tnicamente KLLK10 ha sido identificado como indicador de buen prondstico en el andlisis previo, no
limitado a cancer de mama ER-negativo.
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Andlisis de genes miiltiples e indicadores de desenlace

Se emprendieron dos enfoques a fin de determinar si la utilizacién de genes mdltiples podria proporcionaria mejor
discriminacién entre los desenlaces.

En primer lugar, se realizé un andlisis de discriminacién utilizando un enfoque gradual directo. Se generaron
modelos que clasificaban el desenlace con mayor discriminacién que la obtenida con cualquier gen individual solo.

De acuerdo con un segundo enfoque (enfoque de tiempo hasta el acontecimiento), se definié para cada gen un
modelo de Riesgo Proporcional de Cox (véase, v.g., Cox, D.R., y Oakes, D. (1984), Analysis of Survival Data, Chap-
man and Hall, Londres, Nueva York) con el tiempo hasta recurrencia o muerte como variable dependiente, y el nivel
de expresion del gen como la variable independiente. Se identificaron los genes que tienen un valor p < 0,10 en el
modelo de Cox. Para cada gen, el modelo de Cox proporciona el riesgo relativo (RR) de recurrencia o muerte para un
cambio unidad en la expresién del gen. Puede seleccionarse distribuir los pacientes en subgrupos para cualquier valor
umbral de la expresion medida (en la escala CT), en la cual todos los pacientes con valores de expresion superiores al
umbral presentan mayor riesgo, y todos los pacientes con valores de expresion inferiores al umbral presentan un riesgo
menor, o viceversa, dependiendo de si el gen es un indicador de prondstico malo (RR > 1,01) o bueno (RR < 1,01).
Asi, cualquier valor umbral definird subgrupos de pacientes con riesgo respectivamente incrementado o reducido. Los
desenlaces se resumen en la Tabla 4. La tercera columna, con el encabezamiento: exp(coef) muestra los valores RR.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 4
Gen coef exp(coef) se(coef) Z o)

TP5s8P2 -0.21892 0.803386 0.068279 -3.20625 0.00134
GRB7 0.235697 1.265791 0.073541 3.204992 0.00135
PR -0.10258 0.90251 0.035864 -2.86018 0.00423
cD68 0.465623 1.593006 0.167785 2.775115 0.00552
Bcl2 -0.26769 0.765146 0.100785 -2.65603 0.00791
KRT14 -0.11892 0.887877 0.046938 -2.53359 0.0113
PRAME -0.13707 0.871912 0.054904 -2.49649 0.0125
CTSL 0.431499 1.539564 0.185237 2.329444 0.0198
EstR1 -0.07686 0.926018 0.034848 -2.20561 0.0274
Chki1 0.284466 1.329053 0.130823 2.174441 0.0297
IGFBP2 -0.2152 0.806376 0.099324 -2.16669 0.0303
HER2 0.155303 1.168011 0.072633 = 2.13818 0.0325
BAGH1 -0.22695 0.796959 0.106377 -2.13346 0.0329
CEGP1 -0.07879 0.924236 0.036959 -2.13177 0.033
STK15 0.27947 1.322428 0.132762 2.105039 0.0353
KLK10 -0.11028 0.895588 0.05245 -2.10248 0.0355
IB-Catenina -0.16536 0.847586 0.084796 -1.95013 0.0512
EstR1 -0.0803 0.922842 0.042212 -1.90226 0.0571
GSTM1 -0.13209 0.876266 0.072211 -1.82915 0.0674
TOP2A -0.11148 0.894512 0.061855 -1.80222 0.0715
AlB1 0.152968 1.165288 0.086332 1.771861 0.0764
FHIT -0.15572 0.855802 0.088205 -1.7654 0.0775
RIZA1 -0.17467 0.839736 0.099464 -1.75609 0.0791
SURV 0.185784 1.204162 0.106625 1.742399 0.0814
IGF1 -0.10499 0.900338 0.060482 -1.73581 0.0826
BBC3 -0.1344 0.874243 0.077613 -1.73163 0.0833
IGF1R -0.13484 0.873858 0.077889 -1.73115 0.0834
DIABLO 0.284336 1.32888 0.166556 1.707148 0.0878
TBP -0.34404 0.7089 0.20564 -1.67303 0.0943
p27 -0.26002 0.771033 0.1564 -1.66256 0.0964
IRS1 -0.07585 0.926957 0.046096 -1.64542 0.0999

Los andlisis binarios y de tiempo hasta el acontecimiento, con pocas excepciones, identificaban los mismos genes
como marcadores de prondstico. Por ejemplo, la comparacion de las Tablas 1 y 4 muestra que 10 genes estaban
representados en los 15 primeros genes en ambas listas. Adicionalmente, cuando ambos anélisis identificaban el mismo
gen a [p < 0,10], lo que ocurria para 21 genes, los mismos eran siempre concordantes con respecto a la direccion
(signo positivo o negativo) de la correlacién con supervivencia/recurrencia. Globalmente, estos resultados respaldan
la conclusién de que los marcadores identificados tienen valor de prondstico significativo.
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Para los modelos de Cox que comprenden mds de dos genes (modelos multivariante), se realiza la entrada escalo-
nada de cada gen individual en el modelo, donde el primer gen introducido se preselecciona de entre aquellos genes
que tienen valores p univariantes significativos, y el gen seleccionado para entrada en el modelo en cada paso subsi-
guiente es el gen que mejora Gptimamente el ajuste del modelo a los datos. Este andlisis puede realizarse con cualquier
nimero total de genes. En el andlisis cuyos resultados se muestran a continuacion, la entrada escalonada se realizé
para hasta 10 genes.

El andlisis multivariante se realiza utilizando la ecuacion siguiente:

RR=exp[coef(genA) x Ct(genA) + coef(genB) x Ct(genB) + coef(genC) x Ct(genC) + ............ ].

En esta ecuacidn, los coeficientes para los genes que son indicadores de desenlace favorable son niimeros positivos
y los coeficientes para los genes que son indicadores de desenlace desfavorable son nimeros negativos. Los valores
“Ct” en la ecuacién son ACts, es decir reflejan la diferencia entre el valor Ct medio normalizado para una poblacién
y el valor Ct normalizado medido para el paciente en cuestion. La convencion utilizada en el andlisis presente ha sido
que los ACts por debajo y por encima del valor medio de la poblacién tienen signos positivos y signos negativos,
respectivamente (reflejando mayor o menor abundancia de mRNA). El riesgo relativo (RR) calculado por resolucién
de esta ecuacidn indicard si el paciente tiene una probabilidad aumentada o reducida de supervivencia a largo plazo
sin recurrencia de cdncer.
Andlisis multivariante de genes de 79 pacientes con carcinoma de mama invasivo
Se realizé un andlisis multivariante escalonado, utilizando el Modelo de Riesgo Proporcional de Cox, sobre los

datos de expresion génica obtenidos para el total de 79 pacientes con carcinoma de mama invasivo. Por este andlisis
se han identificado las series de 10 genes siguientes como genes que tienen valor predictivo particularmente fuerte de
supervivencia del paciente:

(a)  TP53BP2, Bcl2, BAD, EPHX1, PDGFRg, DIABLO, XIAP, YB1, CA9, y KRTS.

(b) GRB7,CD68, TOP2A, Bcl2, DIABLO, CD3, ID1, PPM1D, MCM6, y WISPI.

(¢) PR, TP53BP2, PRAME, DIABLO, CTSL, IGFBP2, TIMP1, CA9, MMP9, y COX2.

(d) CD68, GRB7, TOP2A, Bcl2, DIABLO, CD3, ID1, PPM1D, MCM6, y WISP1.

(e)  Bcl2, TP53BP2, BAD, EPHXI1, PDGFRg, DIABLO, XIAP, YB1, CA9, y KRTS.

) KRT14, KRTS, PRAME, TP53BP2, GUSI, AIB1, MCM3, CCNE1, MCM6, ¢ IDI.

(g PRAME, TP53BP2, EstR1, DIABLO, CTSL, PPM1D, GRB7, DAPK1, BBC3, y VEGFB.

(h) CTSL2, GRB7, TOP2A, CCNBI, Bcl2, DIABLO, PRAME, EMS1, CA9, y EpCAM.

@) EstR1, TPS3BP2, PRAME, DIABLO, CTSL, PPM1D, GRB7, DAPK1, BBC3, y VEGFB.

(k)  Chkl, PRAME, p53BP2, GRB7, CA9, CTSL, CCNB1, TOP2A, “tumor size”, e IGFBP2.

)] IGFBP2, GRB7, PRAME, DIABLO, CTSL, (8-Catenina, PPM1D, Chk1, WISP1, y LOT1.

(m) HER2, TP53BP2, Bcl2, DIABLO, TIMP1, EPHX1, TOP2A, TRAIL, CA9, y AREG.

(n)  BAGI, TP53BP2, PRAME, IL6, CCNBI, PAIl, AREG, “tumor size”, CA9, y Ki67.

(o) CEGPI1, TP53BP2, PRAME, DIABLO, Bcl2, COX2, CCNE1, STK15, AKT2, y FGF18.

(p)  STKIS5, TP53BP2, PRAME, IL6, CCNEI1, AKT2, DIABLO, cMet, CCNE2, y COX2.

(@) KLKI10, EstR1, TP53BP2, PRAME, DIABLO, CTSL, PPM1D, GRB7, DAPK1, y BBC3.

() AIB1, TP53BP2, Bcl2, DIABLO, TIMP1, CD3, p53, CA9, GRB7, y EPHXI.

(s)  BBC3, GRB7, CD68, PRAME, TOP2A, CCNB1, EPHX1, CTSL, GSTM1, y APC.

® CD9, GRB7, CD68, TOP2A, Bcl2, CCNB1, CD3, DIABLO, ID1, y PPM1D.

(w)  EGFR, KRT14, GRB7, TOP2A, CCNBI1, CTSL, Bcl2, TP, KLK10, y CA9.
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HIF1e, PR, DIABLO, PRAME, Chkl, AKT2, GRB7, CCNE1, TOP2A, y CCNBI.
MDM?2, TP53BP2, DIABLO, Bcl2, AIB1, TIMP1, CD3, p53, CA9, y HER2.
MYBL2, TP53BP2, PRAME, IL6, Bcl2, DIABLO, CCNEI1, EPHX1, TIMP1, y CA9.
p27, TP53BP2, PRAME, DIABLO, Bcl2, COX2, CCNEI, STK15, AKT2, e ID1.
RADS51, GRB7, CD68, TOP2A, CIAP2, CCNBI1, BAGI, IL6, FGFR1, y TP53BP2.
SURYV, GRB7, TOP2A, PRAME, CTSL, GSTM1, CCNB1, VDR, CA9, y CCNE2.
TOP2B, TP53BP2, DIABLO, Bcl2, TIMPI, AIB1, CA9, p53, KRTS, y BAD.

ZNF217, GRB7, p5S3BP2, PRAME, DIABLO, Bcl2, COX2, CCNEI, APC4, y g-Catenina.

Si bien la presente invencién se ha descrito con referencia a lo que se considera son las realizaciones especifi-
cas, debe entenderse que la invencién no estd limitada a tales realizaciones. Por el contrario, debe entenderse que la
invencién abarca diversas modificaciones y equivalentes incluidos dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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Gen Acceso Sec

AlB1 NM_006534 GCGGCGAGTTTCCGATTTAAAGC TGAGC TGCGAGGAAAATGGCGGCGGGAGGATCAAAATACTTGCTGGATGGTGGAC
AKT1 NM_005163 CGCTTCTATGGCGCTGAGATTGTGTCAGCCCTGGACTACCTGCACTCGGAGAAGAACGTGGTGTACCGGGA

AKT2 NM_001626 TCCTGCCACCCTTCAAACCTCAGGTCACGTCCGAGGTCGACACAAGGTACTTCGATGATGAATTTACCGCC

APC NM_000038 GGACAGCAGGAATGTGTTTCTCCATACAGGTCACGGGGAGCCAATGGTTCAGAAACAARTCGAGTGGGT

AREG ~ NM_001657 TGTGAGTGAAATGCCTTCTAGTAGTGAACCGTCCTCGGGAGCCGAC TATGACTACTCAGAAGAGTATGATAACGAACCA
Bacina ~ NM_001101 CAGCAGATGTGGATCAGCAAGCAGGAGTATGACGAGTCCGGCCCCTCCATCGTCCACCGCAAATGE

Beatenina  NM_001904 GGCTCTTGTGCGTACTGTCCTTCGGGCTGGTGACAGGGAAGACATCACTGAGCCTGCCATCTGTGCTCTTCGTCATC T
BAD NM_032989 GGGTCAGGTGCCTCGAGATCGGGCTTGGGCCCAGAGCATGTTCCAGATCCCAGAGTTTGAGCCGAGTGAGCAG
BAG1 NM_004323 CGTTGTCAGCACTTGGAATACAAGATGGTTGCCGGGTCATGTTAATTGGGAAAAAGAACAGTCCACAGGAAGAGGTTGY
88C3 NM_014417 CCTGGAGGGTCCTGTACAATCTCATCATGGGACTCCTGCCCTTACCCAGGGGCCACAGAGCCCCCGAGATGGAGCCC,
B2 NM_000633 CAGATGGACCTAGTACCCACTGAGATTTCCACGCCGAAGGACAGCGATGGGAAAAATGCCCTTAAATCATAGS

CAg NM_001216 ATCCTAGCCCTGGTTTITGGCCTCCTTTITGCTGTCACCAGCGTCGCGTTCCTTGTGCAGATGAGAAGGCAG

CCNB1  NM_031966 TTCAGGTTGTTGCAGGAGACCATGTACATGACTGTCTCCATTATTGATCGGTTCATGCAGAATAATTGTGTGCCCAAGA/
CCND1  NM_001758 GCATGTTCGTGGCCTCTAAGATGAAGGAGACCATCCCCCTGACGGCCGAGAAGCTGTGCATCTACACCG

CCNE1  NM_001238 AAAGAAGATGATGACCGGGTTTACCCAAACTCAACGTGCAAGCCTCGGATTATTGCACCATCCAGAGGCTC

CCNE2  NM_057749 ATGCTGTGGCTCCTTCCTAACTGGGGCTTTCTTGACATGTAGGTTGCTTGGTAATAACCTTTTTGTATATCACAATTTIGG
CD3: NM_000734 AGATGAAGTGGAAGGCGCTTTTCACCGCGGCCATCCTGCAGGCACAGTTGCCGATTACAGAGGCA

C068 NM_001251 TGGTTCCCAGCCCTGTGTCCACCTCCAAGCCCAGATTCAGATTCGAGTCATGTACACAACCCAGGGTGGAGGAG

co9 NM_001769 GGGCGTGGAACAGTTTATCTCAGACATCTGCCCCAAGAAGGACGTACTCGAAACCTTCACCGTG

CDH1 NM_004360 TGAGTGTCCCCCGGTATCTTCCCCGCCCTGCCAATCCCGATGAAATTGGAAATTTTATTGATGAAAATCTGAAAGCGGC
CEGP1  NM_020974 TGACAATCAGCACACCTGCATTCACCGCTCGGAAGAGGGCCTGAGCTGCATGAATAAGGATCACGGCTGTAGTCACA
Chk1 NM_001274 GATAAATTGGTACAAGGGATCAGCTTTTCCCAGCCCACATGTCCTGATCATATGCTTTTGAATAGTCAGTTACTTGGCAC
CIAPT  NM_001166 TGCCTGTGGTGGGAAGCTCAGTAAC TGGGAACCAAAGGATGATGCTATGTCAGAACACCGGAGGCATTITCC

claP2 NM_001165 GGATATTTCCGTGGCTCTTATTCAAACTCTCCATCAAATCCTGTAAACTCCAGAGCAAATCAAGATTTTTCTGCCTTGAT(
cMat NM_000245 GACATTTCCAGTCCTGCAGTCAATGCCTCTCTGCCCCACCCTTTGTTCAGTGTGGCTGGTGCCACGACAAATGTGTGC(
Contigo 278 AK000618  GGCATCCTGGCCCAAAGTTTCCCAAATCCAGGCGGC TAGAGGCCCACTGCTTCCCAACTACCAGCTGAGGGGGTC
COX2  NM_000963 TCTGCAGAGTTGGAAGCACTCTATGGTGACATCGATGCTGTGGAGCTGTATCCTGCCCTTCTGGTAGAAAAGCCTCGG
CTSsL NM_001912 GGGAGGCTTATCTCACTGAGTGAGCAGAATCTGGTAGACTGCTCTGGGCCTCAAGGCAATGAAGGCTGCAATGG
CTSL2  NM_001333 TGTCTCACTGAGCGAGCAGAATCTGGTGGACTGTTCGCGTCCTCAAGGCAATCAGGGCTGCAATGGT

OAPK1  NM_004938 CGCTGACATCATGAATGTTCCTCGACCGGCTGGAGGCGAGTTTGGATATGACAAAGACACATCGTTGCTGARAGAGA
DIABLO ' NM_019887 CACAATGGCGGCTCTGAAGAGTTGGCTGTCGCGCAGCGTAACTTCATTCTTCAGGTACAGACAGTGTTTGTGT

DRS NM_003832 CTCTGAGACAGTGCTTCGATGACTTTGCAGACTTIGGTGCCCTTTGACTCCTGGGAGCCGCTCATGAGGAAGTTGGGLEC
EGFR  NM_005228 TGTCGATGGACTTCCAGAACCACCTGGGCAGCTGCCAAAAGTGTGATCCAAGCTGTCCCAAT

EIF4E  NM_001568 GATCTAAGATGGCGACTGTCGAACCGGAAACCACCCCTACTCCTAATCCCCCGACTACAGAAGAGGAGAAAACGGAAT
EMS1 NM_005231 GGCAGTGTCACTGAGTCCTTGAAATCCTCCCCTGCCCCGCGGGTCTCTGGATTGGGACGCACAGTGCA

EpCAM  NM_002354 GGGCCCTCCAGAACAATGATGGGCTTTATGATCC TGACTGCGATGAGAGCGGGCTC TTTAAGGCCAAGCAGTGCA
EPHX1  NM_000120 ACCGTAGGCTCTGCTCTGAATGACTCTCCTGTGGGTCTGGCTGCCTATATTCTAGAGAAGTTTTCCACCTGGACCA
ErbB3  NM_001982 CGGTTATGTCATGCCAGATACACACCTCAAAGGTACTCCCTCCTCCCGGGAAGGCACCCTTTCTTCAGTGGGTCTCAG
EstR1 NM_000125 CGTGGTGCCCCTCTATGACCTGCTGCTGGAGATGC TGGACGCCCACCGCCTACATGCGCCCACTAGCC

FBXOS  NM_012177 GGCTATTCCTCATTTTCTCTACAAAGTGGCCTCAGTGAACATGAAGAAGGTAGCCTCCTGGAGGAGAATTTCGGTGAC!
FGF18  NM_003862 CGGTAGTCAAGTCCGGATCAAGGGCAAGGAGACGGAATTCTACCTGTGCATGAACCGCAAAGGCAAGC

FGFR1  NM_023109 CACGGGACATTCACCACATCGACTACTATAAAAAGACAACCAACGGCCGACTGCCTGTGAAGTGGATGGCACCC

FHIT NM_002012 CCAGTGGAGCGCTTCCATGACCTGCGTCCTGATGAAGTGGCCGATTTGTTTCAGACGACCCAGAGAG

FRP1 NM_003012 TTGGTACCTGTGGGTTAGCATCAAGTTCTCCCCAGGGTAGAATTCAATCAGAGCTCCAGTTTGCATTTGGATGTG
Gcatenna  NM_002230 TCAGCAGCAAGGGCATCATGGAGGAGGATGAGGCC TGCGGGCGCCAGTACACGCTCAAGAAAACCACC

GAPOH  NM_002046 ATTCCACCCATGGCAAATTCCATGGCACCGTCAAGGC TGAGAACGGGAAGCTTGTCATCAATGGAAATCCCATC
GATA3  NM_002051 CAAAGGAGCTCACTGTGGTGTCTGTGTTCCAACCACTGAATCTGGACCCCATCTGTGAATAAGCCATTCTGACTC
GRB7 NM_005310 CCATCTGCATCCATCTTGTTTGGGCTCCCCACCCTTGAGAAGTGCCTCAGATAATACCCTGGTGGCC

GRO1 NM_001511 CGAAAAGATGCTGAACAGTGACAAATCCAAC TGACCAGAAGGGAGGAGGAAGC TCACTGGTGGCTGTTCCTGA
GSTMt  NM_000561 AAGCTATGAGGAAAAGAAGTACACGATGGGGGACGC TCCTGATTATGACAGAAGCCAGTGGCTGAATGAAAAATTCAA
GUs NM_000181 CCCACTCAGTAGCCAAGTCACAATGTTTGGAAAACAGCCCGTTTACTTGAGCAAGACTGATACCACCTGCGTG

HER2 NM_004448 CGGTGTGAGAAGTGCAGCAAGCCCTGTGCCCGAGTGTGCTATGGTCTGGGCATGGAGCACTTGCGAGAGG

HIFTA  NM_001530 TGAACATAAAGTCTGCAACATGGAAGGTATTGCACTGCACAGGCCACATTCACGTATATGATACCAACAGTAACCAACC
HNF3A  NM_004496 TCCAGGATGTTAGGAACTGTGAAGATGGAAGGGCATGAAACCAGCGACTGGAACAGCTACTACGCAGACACGC

101 NM_002165 AGAACCGCAAGGTGAGCAAGGTGGAGATTCTCCAGCACGTCATCGACTACATCAGGGACCTTCAGTTGGA

IGF1 NM_000618 TCCGGAGCTGTGATCTAAGGAGGCTGGAGATGTATTGCGCACCCCTCAAGCCTGCCAAGTCAGCTCGCTCTGTCCG
IGFIR  NM_000875 GCATGGTAGCCGAAGATTTCACAGTCAAAATCGGAGATTTTGGTATGACGCCAGATATCTATGAGACAGACTATTACCC
IGFBP2  NM_000597 GTGGACAGCACCATGAACATGTTGGGCGGGGGAGGCAGTGCTGGCCGGAAGCCCCTCAAGTCGGGTATGAAGG

L6 NM_000600 CCTGAACCTTCCAAAGATGGCTGAAAAAGATGGATGCTTCCAATCTGGATTCAATGAGGAGACTTGCCTGGT

IRS1 NM_005544 CCACAGCTCACCTTCTGTCAGGTGTCCATCCCAGCTCCAGCCAGCTCCCAGAGAGGAAGAGACTGGCACTGAGG
Ki-67 NM_002417 CGGACTTTGGGTGCGACTTGACGAGCGGTGGTTCGACAAGTGGCCTTGCGGGCCGGATCGTCCCAGTGGAAGAGTT!
KLK10  NM_002776 GCCCAGAGGCTCCATCGTCCATCCTCTTCCTCCCCAGTCGGCTGAACTCTCCCCTTGTCTGCACTGTTCAAACCTCTG
KRT14  NM_000526 GGCCTGCTGAGATCAAAGACTACAGTCCCTACTTCAAGACCATTGAGGACCTGAGGAACAAGATTCTCACAGCCACAG
KRT17  NM_000422 CGAGGATTGGTTCTTCAGCAAGACAGAGGAACTGAACCGCGAGGTGGCCACCAACAGTGAGCTGGTGCAGAGT
KRT18  NM_000224 AGAGATCGAGGCTCTCAAGGAGGAGCTGCTCTTCATGAAGAAGAACCACGAAGAGGAAGTAAAAGGCC

KRT13  NM_002276 TGAGCGGCAGAATCAGGAGTACCAGCGGCTCATGGACATCAAGTCGCGGCTGGAGCAGGAGATTGCCACCTACCGC!
KRTS NM_000424 TCAGTGGAGAAGGAGTTGGACCAGTCAACATCTCTGTTGTCACAAGCAGTGTTTCCTCTGGATATGGCA

KRT8 NM_002273 GGATGAAGCTTACATGAACAAGGTAGAGCTGGAGTCTCGCCTGGAAGGGCTGACCGACGAGATCAACTTCCTCAGGE
LOT1 vari: NM_002656 GGAAAGACCACCTGAAAAACCACCTCCAGACCCACGACCCCAACAAAATGGCCTTTGGGTGTGAGGAGTGTGGGAAG.
Maspin  NM_002639 CAGATGGCCACTTTGAGAACATTTTAGCTGACAACAGTGTGAACGACCAGACCAAAATCCTTGTGGTTAATGCTGCC
MCM2  NM_004526 GACTTTTGCCCGCTACCTTTCATTCCGGCGTGACAACAATGAGCTGTTGCTCTTCATACTGAAGCAGTTAGTGGC
MCM3  NM_002388 GGAGAACAATCCCCTTGAGACAGAATATGGCCTTTCTGTCTACAAGGATCACCAGACCATCACCATCCAGGAGAT
MCM6  NM_005315 TGATGGTCCTATGTGTCACATTCATCACAGGTTTCATACCAACACAGGCTTCAGCACTTCCTTTGGTGTGTTTCCTGTC!
MOM2  NM_002392 CTACAGGGACGCCATCGAATCCGGATCTTGATGCTGGTGTAAGTGAACATTCAGGTGATTGGTTGGAT

MMPS  NM_004994 GAGAACCAATCTCACCGACAGGCAGCTGGCAGAGGAATACCTGTACCGCTATGGTTACACTCGGGTG

MTA1 NM_004689 CCGCCCTCACCTGAAGAGAAACGCGCTCCTTGGCGGACACTGGGGGAGGAGAGGAAGAAGCGCGGCTAACTTATTC!
MYBL2  NM_002466 GCCOAGATCGCCAAGATGTTGCCAGGGAGGACAGACAATGCTGTGAAGAATCACTGGAACTCTACCATCAAAAG
P14ARF 78535 CCCTCGYGCTGATGCTACTGAGGAGCCAGCGTCTAGGGCAGCAGCCGCTTCCTAGAAGACCAGGTCATGATG

p27 NM_004054 CGGTGGACCACGAAGAGTTAACCCGGGACTTGGAGAAGCACTGCAGAGACATGGAAGAGGCGAGEC
PS3 NM_000546 CTTTGAACCCTTGCTTGCAATAGGTGTGCGTCAGAAGCACCCAGGACTTCCATTTGCTTTGTCCCGGG
PAlY NM_000602 CCGCAACGTGGTTTTCTCACCCTATGGGGTGGCCTCGGTGTTGGCCATGCTCCAGCTGACAACAGGAGGAGAAACCC

POGFRb NM_002609 CCAGCTCTCCTTCCAGCTACAGATCAATGTCCCTGTCCGAGTGCTGGAGCTAAGTGAGAGCCACCC .
PIJKC2A NM_002645 ATACCAATCACCGCACAAACCCAGGCTATTTGTTAAGTCCAGTCACAGCGCAAAGAAACATATGCGGAGAAAATGC TAC
PPMID  NM_003620 GCCATCCGCAAAGGCTTTCTCGCTTGTCACCTTGCCATGTGGAAGAAACTGGCGGAATGGCC

PR NM_000926 GCATCAGGCTGTCATTATGGTGTCCTTACCTGTGGGAGCTGTAAGGTCTTCTTTAAGAGGGCAATGGAAGGGCAGCAC
PRAME  NM_006115 TCTCCATATCTGCCTTGCAGAGTCTCCTGCAGCACCTCATCGGGCTGAGCAATCTGACCCACGTGE

pS2 NM_003225 GCCCTCCCAGTGTGCAAATAAGGGCTGCTGTTTCGACGACACCGTTCGTGGGGTCCCCTGGTGCTTCTATCCTAATAC
RADS1C  NM_0S8216 GAACTTCTTGAGCAGGAGCATACCCAGGGCTTCATAATCACCTTCTGTTCAGCACTAGATGATATTCTTGGGGGTGGA
Re1 NM_000321 CGAAGCCCTTACAAGTTTCCTAGTTCACCCTTACGGATTCCTGGAGGGAACATCTATATITCACCCCTGAAGAGTCC
RIZY NM_012231 CCAGACGAGCGATTAGAAGCGGCAGCTTGTGAGGTGAATGATTTGGGGGAAGAGGAGGAGGAGGAAGAGGAGGA

STK1S NM_003600 CATCTTCCAGGAGGACCACTCTCTGTGGCACCCTGGACTACCTGCCCCCTGAAATGATTGAAGGTCGGA
STMY3  NM_005940 CCTGGAGGCTGCAACATACCTCAATCCTGTCCCAGGCCGGATCCTCCTGAAGCCCTTTTCGCAGCACTGCTATCCTCE
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TABLA 5B

NM_001188 TGYTTTGATTCCCGCOCTTACCAGGTGCAGAAG TGAGGGAGGAAGAAGGCAGTIGTCCCITITGLTAGAGE TGACAGC TTTG

N _003193 GCCCOAAACGCCGAATATAATCCCAAGCGG TTTGC TGLGGTAATCATGAGGATAAGAGAGCCACG

NW_000256 GG GTGCCAZAGACCTTCCTACTTGGCCTGTAATCACC TGYGCAGLCTTTTGIGGGCL TICAAAMETCTGTCAAGAACTCCGT
Nw_00325¢ TCCCIGCGGTCCCAGATAGLC IGAATCCTGCCCGGAGIGGAAL TGAAGLCTGCACAGIGICCACCCTGTTCCCAC
NA1_001067 AATCCAAGGGGGAGAGTGATGACTTCCATATGGACTTTGACTICAGETG YGOCYCCTCGUGGCAAMAICTGTAC

NV _001068 TGTGGACATCTYCCCCTCAGACTTCCC TACTGAGCCACC TICTCTGLCACGAACCOGTCOGGITAG

NM_001933 CTATAIGCAGCCAGAGAICTGACAGCCACCGTGIACAGCCTCCCACTCATCACAGCCTCLATTCTCAGTAAGAAACTCGTGG
NM_C05426 GGGCCAALTATTCAGAAGC TTTTATATCAGAGGACCACCATAGCGGCCATGGAGACCATCTCIGTCCCATCATACCCATCC
NAL 003810 CTYCACAGTIITCCTIGLAGTCIC ICYGTGTGGCYGTAACTTIACCTGTACTTTACCAACGAGC TGAAGCAGATS

Nw (0107t GCCILGGYCTGCCTTTCAACATCGLCAGCTACLICCTLCTCACGTACATGATTGCGCACATIACG

NM_002658 GTCOGATGTGCLCTGAAGGACAAGCUAGSCGICTACACGAGAGTCTCACACTICTTACCCTGGATCCGCAG

NM_C00376 GCCCTGGATTICAGAAAGAGLCAAGTICTIGGATCTIGGGACCCTTTCCTTCOTICLCTGGL ITOTAACT

A _J0376 CTGCTOTCTYGGGTGCATTGOGAGCUTIGCCTIGETSC TCTACCTCCACCATGCCAAGTCCTCCCALGGCTGE

NM_0O3377 TGACGATGGLCIGOAGTGTGTGCCCACTOGOCAGCACCAAGTCLUGATGCAGATCCTLATGATCCGGTACE

HM_003802 AGAGGCATCLAIGAAC TTCACAL TIGCGGGL TGCATCAGCACACGC TCCTATCAACCLAAG TAC TG IGGAGTTIC

N _0G1167 GCAG "TGCAAGACACAGGAMAGTATCCCCAMMTTGCAGA ITTATCAACGGCTTTTATCTTGAAMATAGTGCCACGCA
NN_O0M559 AGACTGTGGAGTYTGATGTTGTTGAAGGAGAAAAGGG TGCGLAGGCAGCAAATGTTACAGGTCCIGGTCGTGTTCC
N#_006526 ACCCAGTAGCAAGGAGAAGCCCACTCACTGCICCCAGTGCOGCAAGE TTTCASAACLTACCACCAGCTG
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Long.

Gen

AlB1

" AIB1

AIB1
AKT1
AKT1
AKT1
AKT2
AKT2
AKT2
APC
APC
APC
AREG
B-actina
B-actina
B-actina
B-Catenina
B-Catenina
B-Catenina
b-Latenin
B-Catenin
BAD
BAD
BAD
BAG1
BAG1
BAG1
BBC3
BBC3
B5C3
Bcl2
Bel2

Bcl2

CA9
CA9
CAS
CCNB1
CCNBH1
CCNB1
CCNDH1
CCND1
CCND1
CCNE1
CCNE1
CCNE1
CCNE2
CCNE2
CCNE2
CD3z
CD3z
CD3z
cDs8
CD68
coe8
CDS
cDb9
cD9
CDH1
CDH1
CDH1
CEGP1

Acceso

NM_006534
NM_006534
NM_006534
NM_005163
NM_005163
NM_005183
NM_0016286
NM_001626
NM_001626
NM_000038
NM_000033
NM_000038
NM_001657
NM_001657
NM_001657
NM_001101
NM_001101
NM_001101
NM_001904
NM_001904
NM_001904
NM_032989
NM_032989
NM_032989
NM_004323
NM_004323

. NM_004323

NM_014417
NM_014417
NM_014417
NM_000633
NM_000633
NM_000633
NM_001216
NM_001216
NM_001216
NM_031966
NM_031966
NM_031966
NM_001758
NM_001758
NM_001758
NM_001238
NM_001238
NM_001238
NM_057749
NM_057749
NM_057749
NM_000734
NM_000734
NM_000734
NM_001251
NM_001251
NM_001251
NM_001769
NM_001769
NM_001769
NM_004360
NM_004360
NM_004360
NM_020974
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Nombre de Sonda Sec.

S1994/A1B1.43
S1995/A181.r3
S5C55/A181.p3
SCO10/AKT 1.3
S0012/AKT1.r3
S4776/AKT1 p3
S0828/AKT2.13
S0829/AKT2.r3
S4727IAKT2.p3
S0022/APC f4
S0024/APC 14
S4888/APC.p4
S0025/AREG.12
S0027/AREG.r2
S4889/AREG p2
50034/B-acti.f2
50036/B-acti.r2
S4730/8-acti.p2
$2150/B-Cate f3
S2151/B-Cate.r3
S5046/B-Cate.p3
S2011/BAD.f1
S2012/BAD.M
S5058/BAD .p1
S$1386/BAG1.f2
S1387/BAGT .12
S4731/BAG1.p2
S$1584/BBC3.2
S1585/BBC3.r2
S$4890/BBC3.p2
S0043/Bcl2.f2
S0045/8¢l2.r2
S$4732/Bci2.p2
S$1398/CA9.13
S1399/CA9.r3
54938/CA9.p3
S1720/CCNB1.f2
S$1721/CCNB1.r2
S4733/CCNB1.p2
S0058/CCND1.f3
S0060/CCND1.r3
S4986/CCND1.p3
S1446/CCNE1.f1
S1447/CCNE1.M
$4944/CCNE1.p1
S$S1458/CCNEZ.12
S1459/CCNE2.r2
S4945/CCNE2.p2
S0064/CD3z.f1
S0066/CD3z.rt
$4988/CD3z.p1
S0067/CD68.12
S0069/CDE8.r2
54734/CDE8.p2
S0686/CD9.f1
S0687/CDY.r1
S$4792/CD9.p1
S0073/CDH1.13
S0075/CDH1.r3
S4990/COH1.p3
S1494/CEGP1.12

25

GCGGCGAGTTTCCGATTTA
TGAGTCCACCATCCAGCAAGT
ATGGCGGCGGGAGGATCAAAA
CGCTTCTATGGCGCTGAGAT
TCCCGGTACACCACGTTCTT
CAGCCCTGGACTACCTGCACTCGG
TCCTGCCACCCTTCAAACC
GGCGGTAAATTCATCATCGAA
CAGGTCACGTCCGAGGTCGACACA
GGACAGCAGGAATGTGTTIC
ACCCACTCGATTTGTTICTG
CATTGGCTCCCCGTGACCTGTA
TGTGAGTGAAATGCCTTCTAGTAGTGA
TIGTGGTTCGTTATCATACTCTTCTGA
CCGTCCTCGGGAGCCGACTATGA
CAGCAGATGTGGATCAGCAAG
GCATTTGCGGTGGACGAT
AGGAGTATGACGAGTCCGGCCCC
GGCTCTTGTGCGTACTGTCCTT
TCAGATGACGAAGAGCACAGATG
AGGCTCAGTGATGTCTTCCCTGTCACCAG
GGGTCAGGTGCCTCGAGAT
CTGCTCACTCGGCTCAAACTC
TGGGCCCAGAGCATGTTCCAGATC
CGTTGTCAGCACTTGGAATACAA
GTTCAACCTCTTCCTGTGGACTGT
CCCAATTAACATGACCCGGCAACCAT
CCTGGAGGGTCCTGTACAAT
CTAATTGGGCTCCATCTCG
CATCATGGGACTCCTGCCCTTACC
CAGATGGACCTAGTACCCACTGAGA
CCTATGATTTAAGGGCATTITTCC
TTCCACGCCGAAGGACAGCGAT
ATCCTAGCCCTGGTTTITGG
CTGCCTTCTCATCTGCACAA
TTITGCTGTCACCAGCGTCGC
TTCAGGTTGTTGCAGGAGAC
CATCTTCTTGGGCACACAAT
TGTCTCCATTATTGATCGGTTCATGCA
GCATGTTCGTGGCCTCTAAGA
CGGTGTAGATGCACAGCTTICTC
AAGGAGACCATCCCCCTGACGGC
AAAGAAGATGATGACCGGGTTTAC
GAGCCTCTGGATGGTGCAAT
CAAACTCAACGTGCAAGCCTCGGA
ATGCTGTGGCTCCTTCCTAACT
ACCCAAATTGTGATATACAAAAAGGTT
TACCAAGCAACCTACATGTCAAGAAAGCCC
AGATGAAGTGGAAGGCGCTT
TGCCTCTGTAATCGGCAACTG
CACCGCGGCCATCCTGCA
TGGTTCCCAGCCCTGTGT
CTCCTCCACCCTGGGTTGT
CTCCAAGCCCAGATTCAGATTCGAGTCA
GGGCGTGGAACAGTTTATCT
CACGGTGAAGGTTTCGAGT
AGACATCTGCCCCAAGAAGGACGT
TGAGTGTCCCCCGGTATCTIC
CAGCCGCTTTCAGATTTTCAT
TGCCAATCCCGATGAAATTGGAAATTT
TGACAATCAGCACACCTGCAT
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CEGP1
CEGP1
Cnk1
Chk1
Chk1
CIAP1
CIAP1
CIAP1
clAp2
clAP2
clAP2
cMet
cMet
cMet
Cont-go 27882
Cont-go 27882
Cont-ao 27882
COx2
COX2
COX2
CTSL
CTSL
CTSL
CTSL2
CTsL2
CTsL2
DAPK1
DAPK1
DAPK1
DIABLO
DIABLO
DIABLO
DRS
DRS
DRS
EGFR
EGFR
EGFR
EIF4E
EIFAE
EIF4E
EMS1
EMS1
EMS1
EpCAM
EpCAM
EpCAM
EPHX1
EPHX1
EPHX1
ErbB3
ErpB3
ErpB3
EstR1
EstR1
EstR1
FBXOS
FBXOS
FBXO5
FGF18
FGF18
FGF18

NM_020974
NM_020974
NM_001274
NM_001274
NM_001274
NM_001166
NM_001166
NM_001166
NM_001165
NM_001165
NM_001165
NM_000245
NM_000245
NM_000245
AK0006 18

AK000618

AK000618

NM_000963
NM_000963
NM_000963
NM_001912
NM_001912
NM_001912
NM_001333
NM_001333
NM_001333
NM_004938
NM_004938
NM_004938
NM_019887
NM_019887
NM_019887
NM_003842
NM_003842
NM_003842
NM_005228
NM_005228
NM_005228
NM_001968
NM_001968
NM_001968
NM_005231
NM_005231
NM_005231
NM_002354
NM_002354
NM_002354
NM_000120
NM_000120
NM_000120
NM_001982
NM_001982
NM_001982
NM_000125
NM_000125
NM_000125
NM_012177
NM_012177
NM_012177
NM_003862
NM_003862
NM_003862

ES 2 346 967 T3

S1495/CEGP1 12
S4735/CEGP1.p2
S$1422/Chk 1.12
$1423/Chk1.r2
S4341/Chk1.p2
S0763/CIAP1.f2
S0765/ClAP1.12
$4802/CI1AP1.p2
S0076/clAP2.42
S0078/cIAP2.12
S4991/clAP2.p2
S0082/cMet.f2
S0084/cMet r2
54993/cMet p2
$§2633/Conug 3
S2634/Contig.r3
$4977/Cont.g.p3
$0088/COX2.11
S0090/COX2 1
S4995/COX2.p1
S1303/CTSL.f2
S1304/CTSL.12
S4899/CTSL.p2
S4354/CTSL2.11
S4355/CTSL2 r1
S54356/CTSL2.01
S1768/DAPK1.f3
S1769/DAPK113
S4927/DAPK1.p3
S0808/DIABLO f1
S0809/D1ABLO.M
S4813/DIABLO.p1
S2551/DR5.f2
S2552/DR5 r2
S$4979/DR5.p2
SO103/EGFR.2
SO105/EGFR 2
S4999/EGFR.p2
S0106/E1F4E.f1
S0108/EIF4E.r1
S5000/EIF4E p1
S2663/EMS1.f1
S2664/EMS1.r1
S4956/EMS1.p1
S1807/EpCAM.f1
S1808/EpCAM.rt
S4984/EpCAM.p1
S1865/EPHX1.{2
S1866/EPHX1.12
S4754/EPHX1.p2
S0112/ErpB3.f1
SO114/ErbB3.r1
S5002/ErbB3 p1
SO0115/EstR1.{1
SO117/EstR1 11
S4737/EstR1.p1
S52017/FBXO5.r1
S2018/FBX0O5.11
S5061/FBX05.p1
S1665/FGF18.12
S1666/FGF18.r2
S54914/FGF18.02

TGTGACTACAGCCGTGATCCTTA
CAGGCCCTCTTCCGAGCGGT
GATAAATTGGTACAAGGGATCAGCTT
GGGTGCCAAGTAACTGACTATTCA
CCAGCCCACATGTCCTGATCATATGC
TGCCTGTGGTGGGAAGCT
GGAAAATGCCTCCGGTGTT
TGACATAGCATCATCCTTTIGGTTCCCAGTT
GGATATTTCCGTGGCTCTTATTCA
CTTCTCATCAAGGCAGAAAAATCTT
TCTCCATCAAATCCTGTAAACTCCAGAGCA
GACATTTCCAGTCCTGCAGTCA
CTCCGATCGCACACATTTIGT
TGCCICTCTGCCCCACCCTTIGT
GGCATCCTGGCCCAAAGT
GACCCCCTCAGCTGGTAGTTG
CCCAAATCCAGGCGGCTAGAGGC
TCTGCAGAGTTGGAAGCACTCTA
GCCGAGGCTTTTCTACCAGAA
CAGGATACAGCTCCACAGCATCGATGTC
GGGAGGCTTATCTCACTGAGTGA
CCATTGCAGCCTTCATTGC
TTGAGGCCCAGAGCAGTCTACCAGATTCT
TGTCTCACTGAGCGAGCAGAA
ACCATTGCAGCCCTGATTG
CTTGAGGACGCGAACAGTCCACCA
CGCTGACATCATGAATGTTICCT
TCTCTITCAGCAACGATGTGTCTT
TCATATCCAAACTCGCCTCCAGCCG
CACAATGGCGGCTCTGAAG
ACACAAACACTGTCTGTACCTGAAGA
AAGTTACGCTGCGCGACAGCCAA
CTCTGAGACAGTGCTTCGATGACT
CCATGAGGCCCAACTTCCT
CAGACTTGGTGCCCTTTGACTCC
TGTCGATGGACTTCCAGAAC
ATTGGGACAGCTTGGATCA
CACCTGGGCAGCTGCCAA
GATCTAAGATGGCGACTGTCGAA
TTAGATTCCGTTTTCTCCTCTTICTG
ACCACCCCTACTCCTAATCCCCCGACT
GGCAGTGTCACTGAGTCCTTGA
TGCACTGTGCGTCCCAAT
ATCCTCCCCTGCCCCGCG
GGGCCCTCCAGAACAATGAT
TGCACTGCTTGGCCTTAAAGA
CCGCTCTCATCGCAGTCAGGATCAT
ACCGTAGGCTCTGCTCTGAA
TGGTCCAGGTGGAAAACTTC
AGGCAGCCAGACCCACAGGA
CGGTTATGTCATGCCAGATACAC
GAACTGAGACCCACTGAAGAAAGG
CCTCAAAGGTACTCCCTCCTCCCGG
CGTGGTGCCCCTCTATGAC
GGCTAGTGGGCGCATGTAG
CTGGAGATGCTGGACGCCC
GGATTGTAGACTGTCACCGAAATTC
GGCTATTCCTCATTTTCTCTACAAAGTG
CCTCCAGGAGGCTACCTICTTCATGTTCAC
CGGTAGTCAAGTCCGGATCAA
GCTTGCCTTITGCGGTTCA
CAAGGAGACGGAATTCTACCTGTGC
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FGFR1
FGFR1
FGFR1
FHIT
FRIT
FHIT
FHIT
FRP1
FRP1
FRP1
G-Catenina
G-Catenina
G-Catenina
GAPDH
GAPDH
GAPDH
GATA3
GATA3
GATA3
GRB7
GRB7
GRB7
GRO1
GRO1
GRO1
GSTM1
GSTM1
GSTM1
GUS
GUS
GUS
HER2
HER2
HER2
HIF1A
HIF1A
HIF1A
HNF3A
HNF3A
HNF3A
101

D1

101
IGF1
IGF1
IGF1
IGFIR
IGF1R
IGFIR
IGFBP2
IGFBP2
IGFBP2
L6

ILe

L6
IRS1
IRS1
IRS1
Ki-67
Ki-67
Ki-67
KLK10

NM_023109
NM_023109
NM_023109
NM_002012
NM_002012
NM_002012
NM_002012
NM_003012
NM_003012
NM_003012
NM_002230
NM_002230
NM_002230
NM_002046
NM_002046
NM_002046
NM_002051
NM_002051
NM_002051
NM_005310
NM_005310
NM_005310
NM_001511
NM_001511
NM_001511
NM_000561
NM_000561
NM_000561
NM_000181
NM_000181
NM_000181
NM_004448
NM_004448
NM_004248
NM_001530
NM_001530
NM_001530
NM_004496
NM_004496
NM_004496
NM_002165
NM_002165
NM_002165
NM_000618
NM_000618
NM_000618
NM_000875
NM_000875
NM_000875
NM_000597
NM_000597
NM_000597
NM_000600
NM_000600
NM_000600
NM_005544
NM_005544
NM_0C5544
NM_002417
NM_002417
NM_002417
NM_002776

ES 2 346 967 T3

S0818/FGFR1.13
S0819/FGFR1.13
$4816/FGFR1.p3
S2443/FHIT.M
S2444/FKIT 1
S2445/FHIT p1
S4921/FHIT p1
S1804/FRP1.13
S1805/FRP1.r3
S4983/FRP1.p3
S$2153/G-Cate.f1
$2154/G-Cate.rl
S5044/G-Cate p1
S0374/GAPDH.f1
S0375/GAPDH.M
S4738/GAPDH p1
S0127/GATA3 .3
S0129/GATA3 r3
S5005/GATA3.p3
S0130/GRB7 12
S0132/GRB7.r2
S4726/GRB7.p2
S0133/GRO1.f2
S0135/GR0O1.r2
S5006/GRO1.p2
S2026/GSTM1.r1
S$2027/GSTM1.f1
S4739/GSTM1.p1
S0139/GUS.f1
S0141/GUS r1
S4740/GUS p1
S0142/HER2.13
S0144/HER2.r3
S4729MER2.p3
S1207/HIF1A.£3
S1208/HIF1A 3
S4753/HIF1A.p3
S0148/HNF3A.f1
SO0150/HNF3A.M1
S5008/HNF3A.p1
S0820/1D1.11
$0821/1D1.r1
$4832/1D1.p1
S0154/1GF1.12
S0156/IGF 1.2
S50101GF1.p2
S1249/GF1R.f3
S1250/GF1R.r3
S4895/IGF1R.p3
S1128/GFBP2.f1
S$1129/IGFBP2.r1
S$4837/1GFBP2.p1
S0760/1L6 .13
S0761/1L6.r3
S4800/11.8.p3
S1943/IRS1.13
S1944/IRS1.r3
S5050/IRS1.p3
S0436/Ki-67 12
S0437/Ki-67.12
S4741/Ki-67.p2
S2624/KLK10.13

CACGGGACATTCACCACATC
GGGTGCCATCCACTTCACA
ATAAAAAGACAACCAACGGCCGACTGC
CCAGTGGAGCGCTTCCAT
CTCTCTGGGTCGTCTGAAACAA
TCGGCCACTTCATCAGGACGCAG
TCGGCCACTTCATCAGGACGCAG
TTGGTACCTGTGGGTTAGCA
CACATCCAAATGCAAACTGG
TCCCCAGGGTAGAATTCAATCAGAGC
TCAGCAGCAAGGGCATCAT
GGTGGTTTTCTTGAGCGTGTACT
CGCCCGCAGGCCTCATCCT
ATTCCACCCATGGCAAATTC
GATGGGATTTCCATTGATGACA
CCGTTCTCAGCCTTGACGGTGC
CAAAGGAGCTCACTGTGGTGTCT
GAGTCAGAATGGCTTATTCACAGATG
TGTTCCAACCACTGAATCTGGACC
CCATCTGCATCCATCTIGTT
GGCCACCAGGGTATTATCTG
CTCCCCACCCTTGAGAAGTGCCT
CGAAAAGATGCTGAACAGTGACA
TCAGGAACAGCCACCAGTGA
CTTCCTCCTCCCTTICTGGTCAGTTGGAT
GGCCCAGCTTGAATTTTTICA
AAGCTATGAGGAAAAGAAGTACACGAT
TCAGCCACTGGCTTCTGTCATAATCAGGAG
CCCACTCAGTAGCCAAGTCA
CACGCAGGTGGTATCAGTCT
TCAAGTAAACGGGCTGTTTTCCAAACA
CGGTGTGAGAAGTGCAGCAA
CCTCTCGCAAGTGCTCCAT
CCAGACCATAGCACACTCGGGCAC
TGAACATAAAGTCTGCAACATGGA
TGAGGTTGGTTACTGTTGGTATCATATA
TTGCACTGCACAGGCCACATTCAC
TCCAGGATGTTAGGAACTGTGAAG
GCGTGTCTGCGTAGTAGCTGTT
AGTCGCTGGTTTCATGCCCTTCCA
AGAACCGCAAGGTGAGCAA
TCCAACTGAAGGTCCCTGATG
TGGAGATTCTCCAGCACGTCATCGAC
TCCGGAGCTGTGATCTAAGGA
CGGACAGAGCGAGCTGACTT
TGTATTGCGCACCCCTCAAGCCTG
GCATGGTAGCCGAAGATTTCA
TTTCCGGTAATAGTCTGTCTCATAGATATC
CGCGTCATACCAAAATCTCCGATTTTGA
GTGGACAGCACCATGAACA
CCTTCATACCCGACTTGAGG
CTTCCGGCCAGCACTGCCTC
CCTGAACCTTCCAAAGATGG
ACCAGGCAAGTCTCCTCATT
CCAGATTGGAAGCATCCATCTTTTTCA
CCACAGCTCACCTTCTGTCA
CCTCAGTGCCAGTCTCTTCC
TCCATCCCAGCTCCAGCCAG
CGGACTTTGGGTGCGACTT
TTACAACTCTTCCACTGGGACGAT
CCACTTGTCGAACCACCGCTCGT
GCCCAGAGGCTCCATCGT
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KLK10
KLK10
KRT14
KRT14
KRT14
KRT17
KRT17
KRT17
KRT18
KRT18
KRT18
KRT19
KRT19
KRT19
KRTS
KRTS
KRTS
KRT8
KRT8
KRT8
LOT1 varante 1 4
LOT1varante 1 4
LOT1 varante 1 1
Maspin
Maspin
Maspin
MCM2
MCM2
MCM2
MCM3
MCM3
MCM3
MCM6
MCM6
MCM6
MDM2
MDM2
MDM2
MMP9S
MMPS
MMPg
MTA1
MTA1
MTA1
MYBL2
MYBL2
MYBL2
P14ARF
P14ARF
P14ARF
p27

p27

p27
PSs3
P53
P53
PAl1
PAI1
PAl1
PDGFRb
PDGFRb
PDGFRD

NM_002776
NM_002776
NM_000526
NM_000526
NM_000526
NM_000422
NM_000422
NM_000422
NM_000224
NM_000224
NM_000224
NM_002276
NM_002276
NM_002276
NM_000424
NM_000424
NM_000424
NM_002273
NM_002273
NM_002273
NM_002656
NM_002656
NM_002656
NM_002639
NM_002639
NM_002639
NM_004526
NM_004526
NM_004526
NM_002388
NM_002388
NM_002388
NM_005915
NM_005915
NM_005915
NM_002392
NM_002392
NM_002392
NM_004994
NM_004994
NM_004994
NM_004689
NM_004689
NM_004689
NM_002466
NM_002466
NM_002466
$78535

$78535

$78535

NM_004064
NM_004064
NM_004064
NM_000546
NM_000546
NM_000546
NM_000602
NM_000602
NM_000602
NM_002609
NM_002609
NM_002609

ES 2 346 967 T3

$2625/KLK10.r3
S4978/KLK10 p3
S1853/KRT 14.11
S1854/KRT14.r1
S5037/KRT14.p1
S0172/KRT17.42
SO0174/KRT17 12
S5013/KRT17.p2
S1710/KRT18.12
S1711/KRT18.r2
S4762/KRT18.p2
S1515/KRT18 {3
S1516/KRT19.r3
S4866/KRT19 p3
SO0175/KRT5 3
S0177/KRT5.¢3
S5015/KRT5.p3
S2588/KRT8.13
S2539/KRT8 13
S4952/KRT8 p3
S0692/L.0T1 v 2
S0693/LOT1 wv.r2
S4793/L.0T1 v.p2
$0836/Maspin.i2
S0837/Maspin.i2
S54835/Maspin.p?2
S1602/MCM2 2
S1603/MCM2.r2
S4800/MCM2 p2
S1524MCM3 {3
S1525/MCM3.r3
S4870/MCM3.p3
S1704/MCM6.13
S1705/MCM6.r3
S4919/MCM6.p3
S0830/MDM2.f1
S0831/MDM2.r1
S$4834/MDM2.p1
S0656/MMP9.11
S0657/MMP9.r1
S4760/MMP9.p1
S2369/MTA1.f1
S2370/MTA1.M
S4855/MTA1.p1
S3270/MYBL2.f1
S3271/MYBL2.r1
S4742/MYBL2.p1
S2842/P13ARF 1
S2843/P14ARF.11
S4971/P14ARF.p1
$0205/p27.13
S0207/p27.r3
S4750/p27.03
S0208/P53 12
S0210/P53 12
S5065/P53.p2
SO211/PAIT .13
S0213/PAIN 3
S5066/PA!I1.p3
S1346/PDGFRDb.13
S$1347/PDGFRb.r3

S4931/PDGFRDb.p3

CAGAGGTTTGAACAGTGCAGACA
CCTCTTCCTCCCCAGTCGGCTGA
GGCCTGCTGAGATCAAAGAC
GTCCACTGTGGCTGTGAGAA
TGTTCCTCAGGTCCTCAATGGTCTTG
CGAGGATTIGGTTCTTCAGCAA
ACTCTGCACCAGCTCACTGTTG
CACCTCGCGGTTCAGTTCCTCTGT
AGAGATCGAGGCTCTCAAGG
GGCCTTTTACTTICCTCTICG
TGGTTCTTCTTCATGAAGAGCAGCTCC
TGAGCGGCAGAATCAGGAGTA
TGCGGTAGGTGGCAATCTC
CTCATGGACATCAAGTCGCGGCTG
TCAGTGGAGAAGGAGTTGGA
TGCCATATCCAGAGGAAACA
CCAGTCAACATCTCTGTTGTCACAAGCA
GGATGAAGCTTACATGAACAAGGTAGA
CATATAGCTGCCTGAGGAAGTTGAT
CGTCGGTCAGCCCTICCAGGC
GGAAAGACCACCTGAAAAACCA
GTACTTCTTCCCACACTCCTCACA
ACCCACGACCCCAACAAAATGGC
CAGATGGCCACTITGAGAACATT
GGCAGCATTAACCACAAGGATT
AGCTGACAACAGTGTGAACGACCAGACC
GACTTTTGCCCGCTACCTTTC
GCCACTAACTGCTTCAGTATGAAGAG
ACAGCTCATTGTTGTCACGCCGGA
GGAGAACAATCCCCTTGAGA
ATCTCCTGGATGGTGATGGT
TGGCCTTTCTGTCTACAAGGATCACCA
TGATGGTCCTATGTGTCACATTCA
TGGGACAGGAAACACACCAA
CAGGTTTCATACCAACACAGGCTTCAGCAC
CTACAGGGACGCCATCGAA
ATCCAACCAATCACCTGAATGTT
CTTACACCAGCATCAAGATCCGG
GAGAACCAATCTCACCGACA
CACCCGAGTGTAACCATAGC
ACAGGTATTCCTCTGCCAGCTGCC
CCGCCCTCACCTGAAGAGA
GGAATAAGTTAGCCGCGCTTCT
CCCAGTGTCCGCCAAGGAGCG
GCCGAGATCGCCAAGATG
CTTTTGATGGTAGAGTTCCAGTGATTC
CAGCATTGTCTGTCCTCCCTGGCA
CCCTCGTGCTGATGCTACT
CATCATGACCTGGTCTTCTAGG
CTGCCCTAGACGCTGGCTCCTC
CGGTGGACCACGAAGAGTTAA
GGCTCGCCTCTTCCATGTC
CCGGGACTTGGAGAAGCACTGCA
CTTTGAACCCTTGCTTGCAA
CCCGGGACAAAGCAAATG
AAGTCCTGGGTGCTTCTGACGCACA
CCGCAACGTGGTTTTCTCA
TGCTGGGTTTCTCCTCCTIGTT
CTCGGTGTTGGCCATGCTCCAG
CCAGCTCTCCTTCCAGCTAC
GGGTGGCTCTCACTTAGCTC
ATCAATGTCCCTGTCCGAGTGCTG
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PI3KC2A
PI3KC2A
PI3KC2A
PPM1D
PPM1D
PPM1D

RiZ1
RiZ1
RIZ1
STK1S
STK15
STK15
STMY3
STMY3
STMY3
SURV
SURV
SURV
8P
TBP
TBP
TGFA
TGFA
TGFA
TIMP
TIMP1
TIMP1
TOP2A
TOP2A
TOP2A
TOP2B
TOP28B
T0P28
P

TP

T
TP53BP2
TP538P2
TPS3BP2
TRAIL
TRAIL
TRAIL
TS

TS

TS

upa
upa

NM_002645
NM_002645
NM_002545
NM_003620
NM_003620
NM_003620
NM_000926
NM_000926
NM_000926
NM_006115
NM_006115
NM_0C6115
NM_003225
NM_003225
NM_003225
NM_058216
NM_058216
NM_0582186
NM_000321
NM_000321
NM_000321
NM_012231
NM_012231
NM_012231
NM_003600
NM_003600
NM_003600
NM_005940
NM_005940
NM_005940
NM_001168
NM_001168
NM_001168
NM_003194
NM_003194
NM_003194
NM_003236
NM_003236
NM_003236
NM_003254
NM_003254
NM_003254
NM_001067
NM_001067
NM_001067
NM_001068
NM_001068
NM_001068
NM_001953
NM_001953
NM_001953
NM_005426
NM_005426
NM_005426
NM_003810
NM_003810
NM_003810
NM_001071
NM_001071
NM_001071
NM_002658
NM_C02658

ES 2 346 967 T3

$2020/PI3KC2.r1
S2021PI3KC2M
S$5062/P13KC2.p1
S3159/PPMID.11
S3160/PPM1D 11
S4856/PPMD pt
S$1336/PR.16
S1337/PR 6
S4TJ43/PR p6
S1985/PRAME {3
S1986/PRAME (3
S4756/PRAME p3
S0241/pS2.12
S0243/pS2 r2
S5026/pS2.p2
S2606/RAD51C.13
S2607/RADS1C (3
S4764/RADS1C .p3
S2700/RB1 .1
S2701/R8B1.1
S4785/RB1.p1
S1320/Ri1Z1 12
S132WRIZ1 2
S4761/RIZT p2
S0794/STK15 2
S0795/STK15.r2
S4745/STK15.p2
S2067/STMY3.13
S$2068/STMY3.r3
S4746/STMY3 p3
S0259/SURV.f2
S0261/SURV.r2
S4747/SURV.p2
S0262/TBP.f1
S0264/TBP 11
S4751/TBP p1
S0489/TGFA.f2
S0480/TGFA.r2
S4763/TGFA p2
S1695/TIMP1 13
S1696/THAPY (3
S4919/TIMP1.p3
S0271/TOP2A.14
S0273/TOP2A 4
S4777/TOP2A.p4
SQ274/TOP28B .12
80276/T0P28.r2
$4778/TOP2B p2
S0277/TP 13
S0279/TP.r3
S4779/TP p3
S1931/TP538P {2
$1932/TP53BP.r2
S5049/TP538P p2
S2539/TRAIL f1
S2540/TRAIL.r1
S4980/TRAIL pt
S0280/TS N1
S0282/TS.M
S4780/TS o1
50283/upa.f3
S0285/upa r3

CACACTAGCATTTICTCCGCATA
ATACCAATCACCGCACAAACC
TGCGCTGTGACTGGACTTAACAAATAGCCT
GCCATCCGCAAAGGCTTT
GGCCATTCCGCCAGTTTC
TCGCTTGTCACCTTGCCATGTGG
GCATCAGGCTGTCATTATGG
AGTAGTTGTGCTGCCCTTICC
TGTCCTTACCTGTGGGAGCTGTAAGGTC
TCTCCATATCTGCCTTGCAGAGT
GCACGTGGGTCAGATTGCT
TCCTGCAGCACCTCATCGGGCT
GCCCTCCCAGTGTGCAAAT
CGTCGATGGTATTAGGATAGAAGCA
TGCTGTTTCGACGACACCGTTCG
GAACTTCTTGAGCAGGAGCATACC
TCCACCCCCAAGAATATCATCTAGT
AGGGCTTCATAATCACCTTCTGTTC
CGAAGCCCTTACAAGTTTCC
GGACTCTTCAGGGGTGAAAT
CCCTTACGGATTCCTGGAGGGAAC
CCAGACGAGCGATTAGAAGC
TCCTCCTCTTICCTCCTCCTC
TCTGAGGTGAATGATTTGGGGGA
CATCTTCCAGGAGGACCACT
TCCGACCTTCAATCATTTICA
CTCTGTGGCACCCTGGACTACCTG
CCTGCAGGCTGCAACATACC
TACAATGGCTTTGGAGGATAGCA
ATCCTCCTGAAGCCCTTTTCGCAGC
TGTTTIGATTCCCGGGCTTA
CAAAGCTGTCAGCTCTAGCAAAAG
TGCCTTCTTCCTCCCTCACTTCTCACCT
GCCCGAAACGCCGAATATA
CGTGGCTCTCTTATCCTCATGAT
TACCGCAGCAAACCGCTTGGG
GGTGTGCCACAGACCTTICCT
ACGGAGTTCTTGACAGAGTTTTGA
TTGGCCTGTAATCACCTGTGCAGCCTT
TCCCTGCGGTCCCAGATAG
GTGGCAACAGGGTGGACACT
ATCCTGCCCGGAGTGGAACTGAAGC
AATCCAAGGGGGAGAGTGAT
GTACAGATTTTGCCCGAGGA
CATATGGACTTTGACTCAGCTGTGGC
TGTGGACATCTTCCCCTCAGA
CTAGCCCGACCGGTICGT
TTCCCTACTGAGCCACCTTCTCTG
CTATATGCAGCCAGAGATGTGACA
CCACGAGTTICTTACTGAGAATGG
ACAGCCTGCCACTCATCACAGCC
GGGCCAAATATTCAGAAGC
GGATGGGTATGATGGGACAG
CCACCATAGCGGCCATGGAG
CTTCACAGTGCTCCTGCAGTCT
CATCTGCTTCAGCTCGTTIGGT
AAGTACACGTAAGTTACAGCCACACA
GCCTCGGTGTGCCTITCA
CGTGATGTGCGCAATCATG
CATCGCCAGCTACGCCCTGCTC
GTGCATGTGCCCTGAAGGA
CTGCGGATCCAGGGTAAGAA

29
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upa
VDR
VDR
VOR
VEGF
VEGF
VEGF
VEG®B
veGFB
VEGFB
WISP1
WISP1
WiS?1
XIAP
XIAP
XIAP
Y8-1
YB-1
YB1
ZNF217
ZNF217
INF217

NM_002658
NM_000376
NM_000376
NM_000376
NM_003376
NM_003376
NM_003376
NM_003377
NM_003377
NM_003377
NM_003882
NM_003882
NM_003382
NM_001167
NM_001167
NM_001167
NM_004559
NM_00455¢
NM_004559
NM_006526
NM_006526
NM_006525

ES 2 346 967 T3

TABLA 6F

S476%/upa pl
S2745/VOR {2
$2746/VDR 12
S4962/VDR p2
S0286/VEGF 1
S0288/VEGF 11
S4782NcGF p1
S2T24/VEGFB 1
S2725NVEGFB r1
SI960/VEGFB pt
S1671/MWISP1 f1
S1672AWVISPI 11
S4915MI1SP1 pi
S02897XIAP {1
SJ291/XIAP 1§
Sa752IXIAP p1
S1194/YB-1 12
S1195/YB 112
$4843/Y8 1 p2
S2739/ZNF217 13
S2740/ZNF217 3
S4a961/ZNF217 p3

30

AAGCCAGGCGTCTACACGAGAGTCTCAC

GCCCTGGATTTCAGAAAGAG
AGTTACAAGCCAGGGAAGGA
CAAGTCTGGATCTGGGACCCTTTCC
CTGCTGTCTIGGGTGCATTIG
GCAGCCTGGGACCACTTG
TTGCCTTGCTGCTICTACCTCCACCA
TGACGATGGCCTGGAGTGT
GCTACCGGATCATGAGGATCTG
CTGGGCAGCACCAAGTCLGGA
AGAGGCATCCATGAACTTCACA
CAAACTCCACAGTACTTGGGTTGA
CGGGCTGCATCAGCACACGC
GCAGTTGGAAGACACAGGAAAGT
TGCOTGGCACTATTITCAAGA
TCCCCAAATTGCAGATTTATCAACGGC
AGACTGTGGAGTTTGATGTTGTTGA
GGAACACCACCAGGACCTGTAA
TTGCTGCCTCCGCACCCTTTICT
ACCCAGTAGCAAGGAGAAGC
CAGCTGGTGGTAGGTICTGA
CACTCACTGCTCCGAGTGCSG

28
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REIVINDICACIONES

1. Un método de prediccién de la probabilidad de supervivencia a largo plazo de un paciente de cancer de mama
sin recurrencia del cadncer de mama, que comprende determinar el nivel de expresion del transcrito de RNA de CD68
en una muestra de tejido de cdncer de mama obtenida de dicho paciente, normalizado contra el nivel de expresion de
todos los transcritos de RNA o sus productos en dicha muestra, o de una serie de referencia de transcritos de RNA o
sus productos de expresion, en donde la expresién de CD68 indica una probabilidad reducida de supervivencia a largo
plazo sin recurrencia de cdncer de mama.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde el cancer de mama es carcinoma ductal de mama invasivo.

3. El método de la reivindicacién 2, que comprende adicionalmente determinar los niveles de expresion de los
transcritos de RNA de cualquiera de los genes siguientes: GRB7, CTSL, Chkl, Her2, STK15, AIB1, SURV, EGFR,
MYBL2, HIF1«, o sus productos de expresion, en donde la expresion de dichos genes o sus productos de expresion
por encima de un umbral de expresién definido indica una probabilidad reducida de supervivencia a largo plazo sin
recurrencia del cdncer de mama.

4. El método de la reivindicacién 1, en el cual el cadncer de mama es cdncer de mama ER-positivo.

5. El método de la reivindicacién 4, que comprende adicionalmente determinar los niveles de expresion de los
transcritos de RNA de los genes siguientes: CTSL, FBX05, SURV, CCNB1, MCM2, Chkl, MYBL2, HIF1A, cMET,
EGFR, TS, and STK15, o sus productos de expresion, en donde la expresion de dichos genes o sus productos de
expresion por encima de un umbral de expresion definido indica una probabilidad reducida de supervivencia a largo
plazo sin recurrencia del cancer de mama.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el cual dicho RNA se aisla de un espécimen de
tejido de cdncer de mama fijado e incrustado en cera de dicho paciente.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el cual dicho RNA se aisla de tejido de biopsia de
nucleo de células de aspirado con aguja fina.

8. El método de la reivindicacién 1, que comprende adicionalmente el paso de crear un informe que resume los
datos obtenidos por dicho método.

9. Uso de una red que comprende polinucleétidos que se hibridan a los genes siguientes:

(a) CD68, GRB7, CTSL, Chkl, Her2, STK15, AIB1, SURV, EGFR, MYBL2, y HIFla; o

(b) CD68, GRB7, TOP2A, Bcl2, DIABLO, CD3, ID1, PPM1D, MCM6, y WISP1; o

(c) CD68, BBC3, GRB7, PRAME, TOP2A, CCNB1, EPHX1, CTSL, GSTM1, y APC; o

(d) CD68, CD9, GRB7, TOP2A, Bcl2, CCNB1, CD3, DIABLO, ID1, y PPM1D; o

(e) CD68, CTSL, FBXO05, SURV, CCNB1, MCM2, Chkl, MYBL2, HIF1A, cMET, EGFR, TS, y STK15
para predecir la probabilidad de supervivencia a largo plazo de un paciente de ciancer de mama sin recurrencia del

céncer de mama.

10. El uso de la reivindicacion 9, en el cual dichos polinucledtidos son cDNAs.

11. El uso de la reivindicacién 10 en donde dichos cDNAs tienen una longitud de aproximadamente 500 a 5000
bases.

12. El uso de la reivindicacién 11, en el cual dichos polinucleétidos son oligonucleétidos.

13. El uso de la reivindicacién 12, en el cual dichos oligonucleétidos tienen una longitud de aproximadamente 20
a 80 bases.

14. El uso de la reivindicacion 13, que comprende aproximadamente 330.000 oligonucledétidos.

31
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<150> US 60/440,861
<151> 2003-01-15

<160> 440
<170> FastSEQ for Windows Version 4.0

<210>1

<211> 81

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 1

gcggegagtt tccgatttaa agctgagctg cgaggaaaat ggcggcggga ggatcaaaat 60
acttgctgga tggtggactc a

<210>2

<211>171

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 2

cgcttctatg gcgectgagat tgtgtcagcc ctggactacc tgcactcgga gaagaacgtg 60
gtgtaccggg a 71

<210>3

<211>171

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén
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<400> 3

Tcctgocace cttcaaacct caggtcacgt ccgaggtcga cacaaggtac ttcgatgatg 60
aatttaccge ¢ 71

<210>4

<211> 69

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 4
ggacagcagg aatgtgtttc tccatacagg tcacggggag ccaatggtic agaaacaaat 60
cgagtgggt 69
<210> 5
<211> 82
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 5

tgtgagtgaa atgccttcta gtagtgaacc gtcctcggga gecgactatg actactcaga 60
agagtatgat aacgaaccac aa 82

<210> 6

<211> 66

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 6

cagcagatgt ggatcagcaa gcaggagtat gacgagtccg gcccctccat cgtccaccge 60
aaatgc 66

<210>7

<211> 80

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6én

<400> 7

ggctcttgtg cgtactgtcc ttcgggctgg tgacagggaa gacatcactg agcctgccat 60
ctgtgctctt cgtcatctga 80

<210> 8

<211>73

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Amplicén

<400> 8

gggtcaggtg cctcgagatc gggcettggge ccagagcatg ttccagatcc cagagtttga 60
gccgagtgag cag 73

<210>9

<211> 81

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 9

cgtitgtcagc acttggaata caagatggtt gccgggtcat gttaattggg aaaaagaaca 60
gtccacagga agaggttgaa c 81

<210> 10

<211> 83

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 10

cctggagggt cctgtacaat ctcatcatgg gactcctgcc cttacccagg ggcecacagag 60
ccecccgagat ggageccaat tag 83

<210> 11

<211>173

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 11

cagatggacc tagtacccac tgagatttcc acgccgaagg acagcgatgg gaaaaatgcc 60
cttaaatcat agg 73

<210> 12

<211>172

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 12

atcctagccc tggtttttgg cctecttttt getgtcacca gegtcgegtt cottgtgeag 60
atgagaaggc ag
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<210> 13

<211> 84

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 13

Lttcaggttgt tgcaggagac catgtacatg actgtctcca ttattgatcg gttcatgcag 60
aataattgtg tgcccaagaa gatg 84

<210> 14

<211> 69

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 14

gcatgttcgt ggcctctaag atgaaggaga ccatccccect gacggecgag aagctgtgca 60
tctacaccg 69

<210> 15

<211> 171

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 15

aaagaagatg atgaccgggt ttacccaaac tcaacgtgca agcctcggat tattgcacca 60
tccagaggcet ¢

<210> 16

<211> 82

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 16
atgctgtggc tccttcctaa ctggggcttt cttgacatgt aggttgcttg gtaataacct 60
ttttgtatat cacaatttgg gt 82
<210> 17
<211> 65
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén
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<400> 17

agatgaagtg gaaggcgctt ttcaccgcgyg ccatcctgca ggcacagttg ccgattacag 60
aggca 65

<210> 18

<211> 74

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 18
tggttcccag ccctgtgtce acctccaage ccagattcag attcgagtca tgtacacaac 60
ccagggtgga ggag

<210> 19

<211> 64

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 19

gggcgtggaa cagtttatct cagacatctg ccccaagaag gacgtactcg aaaccttcac 60
cgtg 64

<210> 20

<211> 81

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 20

tgagtgtccc ccggtatctt ccccgeccctg ccaatcccga tgaaattgga aattttattg 60
atgaaaatct gaaagcgget g 81

<210> 21

<211>77

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 21
tgacaatcag cacacctgca ttcaccgctc ggaagagggc Cctgagctgca tgaataagga 60
tcacggctgt agtcaca

<210> 22

<211> 82

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Amplicén

<400> 22
gataaattgg tacaagggat cagcttttcc cagcccacat gtcctgatca tatgcttttg 60
aatagtcagt tacttggcac cc 82
<210> 23
<211>72
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 23
tgcctgtggt gggaagctca gtaactggga accaaaggat gatgctatgt cagaacaccg go

gaggcatttt cc
<210> 24
<211> 86
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 24

ggatatttcc gtggctctta ttcaaactct ccatcaaatc ctgtaaactc cagagcaaat 60
caagattttt ctgccttgat gagaag

<210> 25

<211> 86

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 25

gacatttcca gtcctgcagt caatgectct ctgcecccacc ctttgttcag tgtggctggt: 60
gccacgacaa atgtgtgcga tcggag 86

<210> 26

<211>75

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Amplic6n

<400> 26
ggcatcctgg cccaaagttt cccaaatcca ggeggctaga ggcccactge tteccaacta 60
ccagctgagg g9ggtc 75
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<210> 27

<211>179

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 27

tctgcagagt tggaagcact ctatggtgac atcgatgctg tggagctgta tcctgecectt 60
ctggtagaaa agcctcgge

<210> 28

<211> 74

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 28

gggaggctta tctcactgag tgagcagaat ctggtagact gctctgggce tcaaggcaat 60
gaaggctgca atgg

<210> 29

<211> 67

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 29

tgtctcactg agcgagcaga atctggtgga ctgttcgcgt cctcaaggca atcagggctg 60
caatggt .67

<210> 30

211> 177

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 30

cgctgacatc atgaatgttc ctcgaccggce tggaggcgag tttggatatg acaaagacac 60
atcgttgctg aaagaga

<210> 31

<211>173

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén
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<400> 31

cacaatggcg gctctgaaga gttggctgtc gcgcagcgta acttcattct tcaggtacag 60
acagtgtttg tgt 73

<210> 32

<211> 84

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 32

ctctgagaca gtgcttcgat gactttgcag acttggtgcec ctttgactcc tgggagccgce 60
tcatgaggaa gttgggcctc atgg

<210> 33

<211> 62

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 33
tgtcgatgga cttccagaac cacctgggea getgcecaaaa gtgtgatcca agctgtceca g(z)
at

<210> 34

<211> 82

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 34
gatctaagat ggcgactgtc gaaccggaaa ccacccctac tcctaatcce ccgactacag 60
aagaggagaa aacggaatct aa

<210> 35

<211> 68

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 35

ggcagtgtca ctgagtcctt gaaatcctcce cctgecccge gggtctctgg attgggacge 60
acagtgca 68

<210> 36

<211>75

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Amplicén

<400> 36

gggccctcca gaacaatgat gggctttatg atcctgactg cgatgagagc gggctcttta 60
aggccaagca gtgca

<210> 37

<211>176

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 37

accgtagger ctgctctgaa tgactctcct gtgggtctgg ctgectatat tctagagaag 60
ttttccacct ggacca

<210> 38

<211> 81

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6én

<400> 38

cggttatgtc atgccagata cacacctcaa aggtactccc tectcccggg aaggcaccct 60
ttcttcagtyg ggtctcagtt ¢ 81

<210> 39

<211> 68

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 39

cgtggtgcce ctctatgace tgctgctgga gatgetggac geccaccgee tacatgegee 60
cactagcc 68

<210> 40

<211>90

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 40

ggctattcct cattttctct acaaagtggc ctcagtgaac atgaagaagg tagcctcctg 60
gaggagaatt tcggtgacag tctacaatcc 20



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 346 967 T3

<210> 41

<211> 68

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 41

cggtagtcaa gtccggatca agggcaagga gacggaattc tacctgtgea tgaaccgcaa 60
aggcaagc

<210> 42

<211>74

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 42

cacgggacat tcaccacatc gactactata aaaagacaac caacggccga ctgcctgtga 60
agtggatggc accc 9 g9¢cca geetate 74

<210> 43

<211> 67

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 43

ccagtggagc gcttccatga cctgegtect gatgaagtgg ccgatttgtt tcagacgacc 60
cagagag 67

<210> 44

<211> 175

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 44

ttggtacctg tgggttagca tcaagttctc ¢ccagggtag aattcaatca gagctccagt 60
ttgcatttgg atgtg

<210> 45

<211> 68

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

10
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<400> 45

tcagcagcaa gggcatcatg gaggaggatg aggcctgcgg gcgecagtac acgctcaaga 60
aaaccacc 68

<210> 46

<211> 74

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 46

attccaccca tggcaaattc catggcaccy tcaaggctga gaacgggaag cttgtcatca 60
atggaaatcc catc

<210> 47

<211>175

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 47

caaaggagct cactgtggtg tctgtgttcc aaccactgaa tctggacccc atctgtgaat 60
aagccattct gactc

<210> 48

<211> 67

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 48

ccatctgcat ccatctrgtt tgggctccce acccttgaga agtgectcag ataataccct 60
ggtggcc 67

<210> 49

<211>173

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 49

cgaaaagatg ctgaacagtg acaaatccaa ctgaccagaa gggaggagga agctcactgg 60
tggctgttec tga

<210> 50

<211> 86

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

11
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<220>
<223> Amplicén

<400> 50

aagctatgag gaaaagaagt acacgatggg ggacgctcct gattatgaca gaagccagtg 60
gctgaatgaa aaattcaagc tgggcc 86

<210> 51

<211>173

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 51

cccactcagt agccaagtca caatgtttgg aaaacagccc gtttacttga gcaagactga 60
taccacctgc gtg 73

<210> 52

<211>170

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 52

cggtgrgaga agtgcagcaa gccctgtgcc cgagtgtgct atggtctggg catggagcac 60
ttgcgagagg 70

<210> 53

<211> 82

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 53

tgaacataaa gtctgcaaca tggaaggtat tgcactgcac aggccacatt cacgtatatg 60
ataccaacag taaccaacct ca 82

<210> 54

<211>173

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 54

tccaggatgt taggaactgt gaagatggaa gggcatgaaa ccagcgactg gaacagctac 60
tacgcagaca €gc 73

12
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<210> 55
<211> 170
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 55

agaaccgcaa ggtgagcaag gtggagattc tccagcacgt catcgactac atcagggacc 60
ttcagttgga 70

<210> 56

<211>176

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 56

tccggagetg tgatctaagg aggctggaga tgtattgege acccctcaag cctgccaagt 60
cagctcgctc tgtccg 76

<210> 57

<211> 83

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 57

gcatggtagc cgaagatttc acagtcaaaa tcggagattt tggtatgacg cgagatatct 60
atgagacaga ctattaccgg aaa 83

<210> 58

<211>173

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 58

gtggacagca ccatgaacat gttgggcggg ggaggcagtg ctggccggaa gcccctcaag 60
tcgggtatga agg 73

<210> 59

<211>172

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

13



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 346 967 T3

<400> 59

cctgaacctt ccaaagatgg ctgaaaaaga tggatgettc caatctggat tcaatgagga 60
gacttgcctg gt

<210> 60

<211> 74

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 60

ccacagctca ccttctgtca ggtgtccatc ccagctccag ccagctccca gagaggaaga 60
gactggcact gagg

<210> 61

<211> 80

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 61

cggactttgg gtgcgacttg acgagcggtg gttcgacaag tggccttgcg ggccggatcg 60
tcccagtgga agagttgtaa 80

<210> 62

<211>178

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 62

gcccagagge tccatcgtce atcctettce tecccagteg getgaactct ccccttgtct 60
gcactgttca aacctctg 78

<210> 63

<211> 83

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6én

<400> 63

ggcctgetga gatcaaagac tacagtccct acttcaagac cattgaggac ctgaggaaca 60
agattctcac agccacagtg gac

<210> 64

<211>73

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Amplicén

<400> 64

cgaggattgg ttcttcagca agacagagga actgaaccgc gaggtggcca ccaacagtga 60
gctggtgcag agt 73

<210> 65

<211> 68

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 65

agagatcgag gctctcaagy aggagctgect cttcatgaag aagaaccacg aagaggaagt 60
aaaaggcc 68

<210> 66

<211>77

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 66

tgagcggcag aatcaggagt accagcggct catggacatc aagtcgcggc tggagcagga 60
gattgccacc taccgca 77

<210> 67

<211> 69

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 67

tcagtggaga aggagttgga ccagtcaaca tctctgttgt cacaagcagt gtttcctctg 60
gatatggca 69

<210> 68

<211> 86

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 68

ggatgaagct tacatgaaca aggtagagct ggagtctcgc ctggaaggge tgaccgacga 60
gatcaacttc ctcaggcagc tatatg 86
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<210> 69

<211> 83

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 69

ggaaagacca cctgaaaaac cacctccaga cCcacgaccc caacaaaatg gecctttgggt 60
gtgaggagtg tgggaagaag tac 83

<210> 70

<?211>177

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 70

cagatggcca ctttgagaac atittagctg acaacagtgt gaacgaccag accaaaatce 60
ttgtggttaa tgctgec

<210> 71

<211>75

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 71

gacttttgcc cgctaccttt cattccggeg tgacaacaat gagctgttge tcttcatact 60
gaagcagtta gtggc 75

<210> 72

<211> 75

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 72

ggagaacaat ccccttgaga cagaatatgg cctttctgtc tacaaggatc accagaccat 60
caccatccag gagat 75

<210> 73

<211> 82

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén
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<400> 73

tgatggtcct atgtgtcaca ttcatcacag gtttcatacc aacacaggct tcagcacttc 60
ctttggtgtg tttcctgtcc ca

<210> 74

<211> 68

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 74

ctacagggac gccatcgaat ccggatcttg atgctggtgt aagtgaacat tcaggtgatt 60
ggttggat 68

<210> 175

<211> 67

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 75

gagaaccaat ctcaccgaca ggcagctgge agaggaatac ctgtaccgct atggttacac gO
tcgggtg

<210> 76

<211>177

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 76

ccgecccteac ctgaagagaa acgcgctcct tggcggacac tgggggagga gaggaagaag 60
cgcggctaac ttattec

<210> 77

<211> 74

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 77

gccgagatcyg ccaagatgtt gcocagggagg acagacaatg ctgtgaagaa tcactggaac 60
tctaccatca aaag

<210> 178

<211>172

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Amplicén

<400> 78

CCCLogtget gatgotacty aggagccage gtctagggea geageegctt cotagaagac 60
caggtcatga tg

<210> 79

<211> 66

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 79

cggrggacca cgaagagtta acccgggact tggagaagca ctgcagagac atggaagagg 60
cgagecc 66 -

<210> 80

<211> 68

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 80

Ctitgaaccc ttgcttgcaa taggtgtygcg tcagaagcac ccaggacttc catttgcttt 60
gtccogao 68

<210> 81

<211> 81

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 81

ccgcaacgtg gttttctcac ccratggggt ggcctcggig ttggccatge tccagetgac 60
aacaggagga gaaacccagc a 81

<210> 82

<211> 66

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 82

ccagctctcc ttccagctac agatcaatgt ccctgtccga gtgctggage taagtgagag 60
ccaccc
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<210> 83

<211> 83

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 83

ataccaatca ccgcacaaac ccaggctatt tgttaagtcc agtcacagcg caaagaaaca 60
tatgcggaga aaatgctagt gtg 83

<210> 84

<211> 62

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 84
gccatccgca aaggctttct cgecttgtcac cttgccatgt ggaagaaact ggcggaatgg 60
cc 62

<210> 85

<211> 85

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 85

gcatcaggct gtcattatgg tgtccttacc tgtgggagct gtaaggtctt ctttaagagg 60
gcaatggaag ggcagcacaa ctact 85

<210> 86

<211> 66

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 86

tctccatatc tgccttgecag agtctectge agcacctcat cgggctgagc aatctgaccc 60
acgtge 66

<210> 87

<211> 86

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén
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<400> 87

gcccteccag tgtgcaaata agggctgctg tttcgacgac accgttegtg gggtcccctyg 60
gtgcttctat cctaatacca tcgacg 86

<210> 88

<211>178

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 88

gaacttcttg agcaggagca tacccaggge ttcataatca ccttctgttc agcactagat 60
gatattcttg ggggtgga 78

<210> 89

<211>177

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> &9

cgaagccctt acaagtttcc tagttcacce ttacggattc ctggagggaa catctatatt 60
tcacccctga agagtcc

<210> 90

<211> 74

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 90

ccagacgagc gattagaagc ggcagcttgt gaggtgaatg atttggggga agaggaggag 60
gaggaagagg agga

<210>91

<211> 69

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6én

<400> 91

catcttccag gaggaccact ctctgtggca ccctggacta cctgecccct gaaatgattg 60
aaggtcgga 69

<210> 92

<211>90

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Amplicén

<400> 92

cctggaggct gcaacatacc tcaatcctygt cccaggccgg atcctcctga ageccttttc 60
gcagcactge tatcctccaa agccattgta 90

<210> 93

<211> 80

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 93
tgttrrgatt cccgggcetta ccaggtgaga agtgagggag gaagaaggca gtgtcccttt 60
tgctagagct gacagctttg 80

<210> 94

<211> 65

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 94

gcccgaaacg ccgaatataa tcccaagcgg tttgctgcgg taatcatgag gataagagag gg
ccacg

<210> 95

<211> 83

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 95

ggtgtgccac agaccttcct acttggectg taatcacctg tgcagecttt tgtgggectt 60
Caaaactctg tcaagaactc cgt 83

<210> 96

<211>75

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 96

tccctgeggt cccagatage ctgaatcctg cccggagtgg aactgaagcc tgcacagtgt 60
ccaccctgtt cccac 75
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<210> 97

<211>172

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 97

aatccaaggg ggagagtgat gacttccata tggactttga ctcagctgtg gctcctcggg 60
caaaatctgt ac

<210> 98

<211> 66

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 98

tgtggacatc ttcccctcag acttecctac tgagccacct tcetctgecac gaaccggtcg 60
ggctag 66

<210> 99

<211> 82

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 99

ctatatgcag ccagagatgt gacagccacc gtggacagcc tgccactcat cacagcctce 60
attctcagta agaaactcgt gg 82

<210> 100

<211> 81

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 100

gggccaaata ttcagaagct tttatatcag aggaccacca tagcggccat ggagaccatc 60
tctgtcecat catacccatc ¢

<210> 101

<211>173

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Amplicén

<400> 101

Ccttcacagtg ctcctgcagt ctctcetgtgt ggctgtaact tacgtgtact ttaccaacga 60
gctgaagcag atg 73

<210> 102

<211> 65

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 102

gccteggtgt gectttcaac atcgeccaget acgccctget cacgtacatg attgegecaca 60
tcacg 65

<210> 103

<211>170

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 103

gtggatgtgc cctgaaggac aagccaggeg tctacacgag agtctcacac ttcttaccct 60
ggatccgeag

<210> 104

<211> 67

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 104

gcectggatt tcagaaagag ccaagtctgg atctgggacc ctttccttee ttccctgget 60
tgtaact 67

<210> 105

<211>171

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 105

ctgctgtctt gggtgcattg gagccttgec ttgctgetct acctccacca tgccaagtgg 60
tcccaggcetg ¢© 71
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<210> 106

<211>171

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 106

tgacgatggc ctggagtgtg tgcccactgg gcagcaccaa gtccggatge agatcctcat 60
gatccggtac ¢ 71

<210> 107

<211>175

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén

<400> 107

agaggcatcc atgaacttca cacttgcggg ctgcatcage acacgctcct atcaacccaa 60
gtactgtgga gtttg 75

<210> 108

<211>77

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 108

gcagttggaa gacacaggaa agtatcccca aattgcagat ttatcaacgg cttttatctt 60
gaaaatagtg ccacgca 77

<210> 109

<211>176

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplic6n

<400> 109

agactgtgga gtttgatgtt gttgaaggag aaaagggtgc ggaggcagca aatgttacag 60
gtcctggtgg tgttcc 76

<210> 110

<211>170

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Amplicén
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<400> 110

acccagragl aaggagaage ccactLacig Ctccga

ccaccagctg

<210> 111

<211> 19

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 111
geggcgagtt tocgattta

<210> 112

<211>21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 112
tgagtccace atccageaag t
<210> 113
<211>21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 113
atggcggeygg gaggatcaaa a
<210> 114
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 114
cgcttctatg gegctgagat.
<210> 115
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso
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<400> 115
tcccggtaca ccacgtictt
<210> 116
<211>24
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> sonda

<400> 116
cagccctgga ctacctgeac tegg
<210> 117
<211>19
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 117
tcotgecace cttcaaacc
<210> 118
<211>21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 118

ggcggtaaat tcatcatcga a
<210> 119
<211>24

<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 119
caggtcacgt ccgaggtcga caca
<210> 120
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo
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<400> 120
ggacagcagg aatgtgtttc

<210> 121

<211>20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 121
acccactoga tttottictg

<210> 122

<211>22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 122
cattggctec ccgtgacctg ta
<210> 123
<211>27
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 123
tgtgagtgaa atgccticta gtagtga
<210> 124
<211>23
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 124
CCOTCCctegy gagecgacta tga
<210> 125
<211> 27
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso
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<400> 125

ttgtggttcg ttatcatact cttctga

<210> 126

<211>21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 126
cagcagatgt ggatcagcaa g
<210> 127
<211> 18
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 127
gcatttgegg tggacgat
<210> 128
<211>23
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 128
aggagtatga cgagtccgge ccc
<210> 129
<211>22
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 129
ggctcttgtg cgtactgtcc tt
<210> 130
<211>23
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

ES 2 346 967 T3
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<400> 130

tcagatgacg aagagcacag atg

<210> 131

<211>29

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 131

aggctcagtg atgtcitccc tgtcaccag

<210> 132

<211> 19

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 132
gggtcaggtg cctcgagat
<210> 133
<211>21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 133
ctgcteactc ggctcaaact ¢
<210> 134
<211>24
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 134
tgggcccaga geatgtteca gatc
<210> 135
<211>23
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo
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<400> 135
cgttgtcagc acttggaata caa
<210> 136
<211>24
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 136
gttcaacctc ttcctgtgga ctgt
<210> 137
<211> 26
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 137

cccaattaac atgacccgge aaccat

<210> 138

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 138
cctggagggt cctgtacaat

<210> 139

<211> 19

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 139
ctaattgggc tccatctcg

<210> 140
<211>24

<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

ES 2 346 967 T3
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<400> 140

catcatggoa crcctgccct tacc

<210> 141

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 141
ctagatggacc tagtacccac tgaga
<210> 142
<211>22
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 142
ttccacgcog aaggacageg at

<210> 143

<211>24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 143
cctatgattt aagggcattt ttcc
<210> 144
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 144
atccrageoe tggrTtttgg
<210> 145
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

ES 2 346 967 T3
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<400> 145
CthCttCtC atctgcacaa
<210> 146
<211>20
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 146
tttgctgica ccagegtoge

<210> 147

<211>20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 147
ttcaggttgt tgcaggagac

<210> 148

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 148

carcttctty ggcacacaat

<210> 149

<211> 27

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 149

tgtctecaty attgatcggt tcatgca

<210> 150

<211>21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

ES 2 346 967 T3
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<400> 150
gcatgttcgr ggectetaag a

<210> 151

<211>22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 151
cggtgtagat gcacagettc tc

<210> 152

<211>23

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 152

aaggagacca tccccctgac gge

<210> 153

<211>24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 153

aaagaagatg atgaccgggt ttac

<210> 154

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 154
gagcctctgg atggtgcaat
<210> 155
<211>24
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

ES 2 346 967 T3
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<400> 155
caaactcaac gtgcaagcct cgga
<210> 156
<211>22
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 156
atgctygtgge tccttectaa ot
<210> 157
<211>27
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 157
acccaaattg tgatatacaa aaaggtt
<210> 158
<211> 30
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 158

taccaagcaa cctacatgtc aagaaagccc

<210> 159

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 159
agatgaagtyg gaaggcgett
<210> 160
<211> 18
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

ES 2 346 967 T3
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<400> 160
caccgcggec atcctgea
<210> 161
<211>21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 161
tgcctetgta atcggcaact g
<210> 162
<211> 18
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 162
tggttcccag ccctgtgt
<210> 163
<211>28
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 163

ctccaagece agattcagat tcgagtca

<210> 164

<211>19

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 164
ctcctecace ctgggttgt
<210> 165
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

ES 2 346 967 T3
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<400> 165
ggacgtggaa cagtttratet

<210> 166

<211>19

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 166
cacggtgaag gtttcgagt
<210> 167
<211>24
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 167
agacatctgc cccaagaagg acgt
<210> 168
<211>21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 168
tgagtgtcocc ceggtatctt ¢
<210> 169
<211>21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 169
cageegertt cagattttca t

<210> 170

<211> 27

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

ES 2 346 967 T3
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<400> 170
tgccaatcoce gatgaaattyg gaaattt

<210> 171

<211>21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 171
tgacaatcag cacacctgca t
<210> 172
<211>23
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 172
tgtgactaca geegtgatce tta
<210> 173
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 173
caggccetet tcegageggt
<210> 174
<211> 26
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 174
gataaattgg tacaagggat cagctt
<210> 175
<211>24
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

ES 2 346 967 T3
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<400> 175
gggtgccaag taactgacta ttea
<210> 176
<211> 26
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 176

ccagcccaca tgtcctgate atatge

<210> 177

<211> 18

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 177
tgectgtagt gggaaget

<210> 178

<211>19

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 178
ggaaaatgcc tccggtott

<210> 179

<211> 30

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> sonda

<400> 179

tgacatagca tcatcctttg gttcccagtt

<210> 180

<211>24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

ES 2 346 967 T3
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<400> 180
ggatatttcc gtggetctta ttca 24

<210> 181

<211> 30

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 181

tctccatcaa atcctgtaaa ctccagagea 30

<210> 182

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 182
cttcteatca aggeagaaas atctt 25
<210> 183
<211>22
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 183
gacatttcca gtcctgcagt ca 22
<210> 184
<211>23
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 184
tgcetctctyg ccccaccctt tgt 23

<210> 185

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso
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<400> 185
ctcegatcge acacattigt
<210> 186
<211> 18
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 186
ggcatcctgg cccaaagt
<210> 187
<211>21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 187
yacccecctea getggtagtt g
<210> 188
<211>23
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 188
cccaaatecca ggcggetaga ggc
<210> 189
<211>23
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 189

tctgcagagt tggaageact cta

<210> 190

<211>28

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

ES 2 346 967 T3
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<400> 190

caggatacag ctccacagca tcgatgtce

<210> 191

<211> 21

<212> DMA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 191
gccgaggett ttctaccaga a
<210> 192
<211>23
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 192
gggaggctta tctcactgag tga
<210> 193
<211> 19
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 193

ccattgcage cttcattge

<210> 194

<211>29

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 194

ttgaggceecca gageagtcta ccagattet

<210> 195

<211>21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

ES 2 346 967 T3
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<400> 195

tgtctcacty agcgageaga a

<210> 196

<211> 19

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 196
accattgcag ccctgattg
<210> 197
<211>24
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 197
cttgaggacg cgaacagtcc acca
<210> 198
<211>22
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 198
cgctgacatc atgaatgttc ct
<210> 199
<211>24
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 199
tctetttcag caacgatgtg tctt
<210> 200
<211> 25
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

ES 2 346 967 T3
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<400> 200
tcatatccaa actcgcctec agccyg
<210> 201
<211> 19
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 201
cacaatggcg gcotctgaag
<210> 202
<211> 26
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 202
acacaaacac tgtctgtacc tgaaga
<210> 203
<211>23
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 203
aagttacgct gcgcgacagce caa
<210> 204
<211>24
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 204
ctctgagaca gtgettcgat gact
<210> 205
<211> 19
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

ES 2 346 967 T3
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<400> 205

ccatgaggee caacttect

<210> 206

<211>23

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 206

cagacttggt gccctttgac tec

<210> 207

<211>20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 207

tgtcgatgga crtccagaac

<210> 208

<211> 18

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 208
cacctgggea gctgecaa
<210> 209
<211> 19
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 209
attgggacag cttggatca
<210> 210
<211>23
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

ES 2 346 967 T3
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<400> 210
gatctaagat ggcgactgtc gaa
<210> 211
<211> 25
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 211
ttagattccg ttttctecte tictg
<210> 212
<211>27
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 212

accaccceta ctoctaatce cccgact

<210> 213

<211>22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 213
ggcagtgtca ctgagtcctt ga
<210> 214
<211>18
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 214
tgcactgtgc gtcccaat

<210> 215

<211> 18

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

ES 2 346 967 T3
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<400> 215
atcctecect gecccgeg
<210> 216
<211>20
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 216
gggeecteca gaacaatgat
<210> 217
<211>21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 217
tgcactgctt ggccttaaag a
<210> 218
<211> 25
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 218

ccgctcteat cgcagtecagg atcat

<210> 219

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 219
accgtagget crgctetgaa
<210> 220
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

ES 2 346 967 T3
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<400> 220
tggtccaggt ggaaaacttce
<210> 221
<211>20
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 221
aggcagccag acccacagga
<210> 222
<211>23
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 222
cggrtatgte atgccagata cac
<210> 223
<211> 25
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> sonda

<400> 223
cctcaaaggt actecectect cccgg
<210> 224
<211>24
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 224
gaactgagac ccactgaaga aagg
<210> 225
<211> 19
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

ES 2 346 967 T3
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<400> 225
cgtggrgecc ctctatgac
<210> 226
<211> 19
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 226
ctggagatgc tggacgccc
<210> 227
<211>19
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 227
goctagtggg cgcatgtag
<210> 228
<211> 25
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 228
ggattgtaga ctgtcaccga aattce
<210> 229
<211>28
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 229
ggctattcct cattttctct acaaagtg

<210> 230

<211> 30

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

ES 2 346 967 T3
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<400> 230
cctccaggag gctaccttct tecatgricac

<210> 231

<211>21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 231
cggtagtcaa gtccggatca a

<210> 232
<211> 18

<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 232
gcttgecttt geggttca

<210> 233
<211>2S

<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 233
caaggagacg gaattctacc tgtgc
<210> 234
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 234
cacgggacat tcaccacatc
<210> 235
<211> 19
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

ES 2 346 967 T3
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<400> 235
gggtgccate cacttcaca
<210> 236
<211>27
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 236

ataaaaagac aaccaacgge cgactge

<210> 237

<211> 18

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 237
ccagtggage gettccat

<210> 238

<211>22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 238
ctctctgagt cgtctgaaac aa
<210> 239
<211>23
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 239
tcgoccactt catcaggacg cag
<210> 240
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

ES 2 346 967 T3
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<400> 240
ttggtacctg tgggttagca

<210> 241
<211>20

<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 241
cacatccaaa tgcaaactgg

<210> 242
<211>26

<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 242
tccccagygt agaattcaat cagage
<210> 243
<211>19
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 243
tcagcagcaa gggeatcat
<210> 244
<211>23
<212> DMA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 244
ggtggrtttc ttgagogrygt act
<210> 245
<211> 19
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> sonda

ES 2 346 967 T3
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<400> 245
cgccegeagg cctcatoet
<210> 246
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 246
attecaccea tggcaaatte
<210> 247
<211>22
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 247
gatgggattt ccattgatga ca

<210> 248

<211>22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> sonda

<400> 248
ccgttctecag ccttgacggt ge
<210> 249
<211>23
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 249
caaaggagct cactgtggtg tct
<210> 250
<211>24
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> sonda

ES 2 346 967 T3
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<400> 250

tgttccaacc actgaatctg gacc

<210> 251

<211> 26

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 251

gagtcagaat ggcttattca cagatg

<210> 252

<211>20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 252
cecatctgecat ccatcttgtt
<210> 253
<211>23
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> sonda

<400> 253
ctecccacee ttgagaagtg cot
<210> 254
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 254
ggccaccagg grattatctg
<210> 255
<211>23
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

ES 2 346 967 T3
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<400> 255

cgaaaagatg ctgaacagtg aca

<210> 256

<211>20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 256
tcaggaacag ccaccagtga

<210> 257

<211>28

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<200>
<223> sonda

<400> 257

cttcctecte ccttctggre agttggat

<210> 258

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 258
ggcccagett gaatttttea

<210> 259

<211> 27

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 259

aagctatgag gaaaagaagt acacgat

<210> 260

<211> 30

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> sonda

ES 2 346 967 T3
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<400> 260

tcagccactg gettetgtca taatcaggag 30

<210> 261

<211>20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 261
ceccactcagt agccaagtca 20

<210> 262

<211>27

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> sonda

<400> 262
tcaagtaaac gggctygtttt ccaaaca 27

<210> 263

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 263
cacgcaggtg gratcagtct 20

<210> 264

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 264

cggtatgaga agtgcagcaa 20
<210> 265
<211>24

<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> sonda
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<400> 265
ccagaccata gcacactcgg geac
<210> 266
<211> 19
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 266

cctctegcaa gtgetecat

<210> 267

<211>24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 267
tgaacataaa gtctgcaaca tgga
<210> 268
<211> 28
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 268
tgaggtrggt tactgttggt atcatata
<210> 269
<211>24
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 269
ttgcactgea caggeracat tcac
<210> 270
<211>24
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo
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<400> 270
tccaggatgt taggaactgt gaag
<210> 271
<211>22
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 271
gcgtgtctge gtagtagetg tt
<210> 272
<211>24
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 272
agtcgetggt tteatgacct toca
<210> 273
<211> 19
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 273
agaaccgcaa ggtgagcaa
<210> 274
<211>21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 274
tccaactgaa ggtccctgat g

<210> 275

<211> 26

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

ES 2 346 967 T3
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<400> 275

tggagattct ccagcacgtc atcgac

<210> 276

<211>21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 276
tccggagetg tgatctaagg a

<210> 277

<211>24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> sonda

<400> 277

tgtattgcge acccctcaag cctg

<210> 278

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 278
cggacagagc gagctgactt

<210> 279

<211>21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 279
gcatggtage cgaagatttc a

<210> 280

<211> 30

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

ES 2 346 967 T3
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ES 2 346 967 T3

<400> 280
tttccggtaa tagtctgtct catagatatc 30
<210> 281
<211>28
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 281
cgcgtcatac caaaatctcc gattttga 28

<210> 282

<211> 19

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 282
gtggacagca ccatgaaca 19

<210> 283

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 283
cctteatace cgacttgagg 28

<210> 284

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 284
cttccggeca gcactgocte 20

<210> 285

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo
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<400> 285

cctgaacctt ccaaagatag

<210> 286

<211>20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 286
accaggcdag tctcctcatt

<210> 287

<211>27

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 287

ccagattgga agcatccatc trttteca

<210> 288

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 288
ccacagcetca cettctgtea
<210> 289
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 289

cctcagrgec agtctettcce
<210> 290
<211>20

<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda
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<400> 290

tccatcccag ctecagecag

<210> 291

<211>23

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> sonda

<400> 291
ccacttgtcg aaccaccger cgt

<210> 292

<211> 19

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 292
cggactttgg gtgcgactt

<210> 293

<211>24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 293

Ttacaactct tcCcactggga cgat

<210> 294

<211> 18

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 294
gccecagagge tccategt
<210> 295
<211>23
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso
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<400> 295
cagaggtttg aacagtgcag aca
<210> 296
<211>23
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 296
cctettccte cccagtegge tga

<210> 297

<211>20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 297
ggccrgetga gatcaaagac
<210> 298
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 298
gtcecactgtg gotgtgagaa
<210> 299
<211> 26
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 299
tgttcctcag grocteaatg grottg

<210> 300

<211>21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo
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<400> 300
tgaggattgg ttcttcagca a

<210> 301

<211>22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 301
actectgeace agetcactgt tg
<210> 302
<211>24
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 302

cacctegogg ticagttoct crgt

<210> 303

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 303
agagatcgag gotctcaagg
<210> 304
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 304
ggcetittac ttectettcg
<210> 305
<211> 27
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

ES 2 346 967 T3
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<400> 305

tggttcttct tcatgaagag cagetee

<210> 306

<211>21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 306
tgagcggcag aatcaggagt a

<210> 307

<211> 19

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 307
tgcggtaggt ggeastcrc

<210> 308

<211>24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 308
ctcatggaca tcaagtegeg gotg

<210> 309

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 309
tcagtggaga aggagttgoa

<210> 310

<211>28

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

ES 2 346 967 T3
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<220>
<223> Sonda

<400> 310

ccagtcaaca totctygttgt cacaagca

<210> 311

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 311

tgccatatec agaggaaaca

<210> 312

<211>27

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 312
ggatgaagct tacatgaaca aggtaga

<210> 313

<211>25

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 313
catatagctg cctgaggaag ttgat

<210> 314

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 314

cgteggtcag ceettecagg ©

<210> 315

<211>22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

ES 2 346 967 T3
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<220>
<223> Iniciador directo

<400> 315

ggaaagacca cctgaaaaac ca

<210> 316

<211>24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 316

gtacttcttc ccacactcct caca

<210> 317

<211>23

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 317
acceacgace £caacaaaat gge
<210> 318
<211>23
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 318
cagatggceca ctttgagaac att
<210> 319
<211>22
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 319
gygcagcatta accacaagoga tt
<210> 320
<211>28
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

ES 2 346 967 T3
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<220>
<223> Sonda

<400> 320
agctgacaac agtgtgaacyg accagacc
<210> 321
<211>21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 321

gacttttgcc cgctacctrt ¢

<210> 322

<211> 26

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 322
gccactaact gottcagtat gaagag

<210> 323

<211>24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 323

acagcrecatt grigrtcacge cgga

<210> 324

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 324
gyagaacaat ccccttgaga

<210> 325

<211>20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

ES 2 346 967 T3
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<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 325
atctcetgga tggtgatggt

<210> 326

<211>27

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 326
tggccttict gtctacaagg atcacca
<210> 327
<211>24
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 327
tgatggtcct atgtgtcaca trca

<210> 328
<211>20

<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 328

toggdacagga aacacaccaa

<210> 329

<211> 30

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 329
caggtttcat accaacacag gcttcag

<210> 330

<211> 19

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

ES 2 346 967 T3
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<220>
<223> Iniciador directo

<400> 330

ctacagggac gccatcgaa

<210> 331

<211>23

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 331

atccaaccaa tcacctgaat gtt

<210> 332

<211>23

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 332

cttacaccag catcaagatc cgg

<210> 333

<211>20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 333

gagaaccaat ctcaccgaca

<210> 334

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 334
cacccgagtg taaccatage
<210> 335
<211>24
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

ES 2 346 967 T3
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<220>
<223> Sonda

<400> 335
acaggtatic ctctgccage tgec

<210> 336

<211>19

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 336
ccgoccteac ctgaagaga
<210> 337
<211>22
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 337
ggaataagtt agccgcgett ct
<210> 338
<211>21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 338
cccagtgtee gecaaggage g

<210> 339

<211> 18

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 339

gccgagateg ccaagatg

<210> 340

<211>27

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

ES 2 346 967 T3
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<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 340

cttttgatgg tagagttcca gtgattc

<210> 341

<211>24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 341

cagcattgtc tgtcctococt ggea

<210> 342

<211>19

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 342
ccctecgtgct gatgctact
<210> 343
<211>22
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 343
catcatgacc tggtcttcta gg
<210> 344
<211>22
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 344
ctgccectaga cgctggetec te
<210> 345
<211>21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

ES 2 346 967 T3
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<220>
<223> Iniciador directo

<400> 345

cggtggacca cgaagagtta a

<210> 346

<211>23

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 346

<Cgggacttg gagaagcact gca

<210> 347

<211> 19

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 347
ggctegecte ttecatgte
<210> 348
<211>20
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 348
ctttgaacce ttgcttgeaa
<210> 349
<211> 25
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 349

aagtcctyggy tgcttctgac gcaca

<210> 350

<211> 18

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

ES 2 346 967 T3
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<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 350
cccgggacaa agcaaatg
<210> 351
<211>19
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 351
ccgraacgtg gttttctca
<210> 352
<211>22
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 352

ctcggtgttg gccatgetee ag

<210> 353

<211>21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 353

tgctgggttt ctcctectgt t

<210> 354

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 354
ccagctetee ttccagctac
<210> 355
<211>20
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

ES 2 346 967 T3
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<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 355
gggtggetct cacttagetc
<210> 356
<211>24
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 356
atcaatgtcc ctgtccgagr gotg

<210> 357

<211>23

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 357
cacactagca trttctccge ata
<210> 358
<211>21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 358
ataccaatca ccgcacaaac c
<210> 359
<211> 30
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 359
tgcgetgtga ctggacttaa caaatagect

<210> 360

<211> 18

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

ES 2 346 967 T3
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<220>
<223> Iniciador directo

<400> 360
gccatccgea aaggcttt
<210> 361
<211> 18
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 361
ggccattceg ccagtttc

<210> 362

<211>23

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 362
tcgettgtca ccttgeccatyg tgg

<210> 363
<211>20

<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 363
gcatcagget gtcattatgg
<210> 364
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 364
agragttgtg ctgcccttec
<210> 365
<211>28
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

ES 2 346 967 T3
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<220>
<223> Sonda

<400> 365
tgtccttacc tgtgggaget gtaaggtce

<210> 366

<211>23

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 366
tcteccatate tgecttgcag agt
<210> 367
<211> 19
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 367
gcacgtgggt cagattgct
<210> 368
<211>22
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 368
tcctgeagea cctcatcggg ct
<210> 369
<211> 19
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 369
gcoctcccag tgtgcaaat
<210> 370
<211>23
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

ES 2 346 967 T3
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<220>
<223> Sonda

<400> 370
tgctatttcg acgacaccgt teg
<210> 371
<211> 25
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 371
cgtcgatggt attaggatag aagca
<210> 372
<211>24
<212> DNA
<213> Iniciador directo

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 372
gaacttcttg agcaggagca tacc

<210> 373

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 373

TCcaccccca agaatatcat ctagt

<210> 374

<211>25

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 374
agggcttcat aatcacctic tgttc
<210> 375
<211>20
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

ES 2 346 967 T3
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<220>
<223> Iniciador directo

<400> 375

cgaagccctt acaagttrtee

<210> 376

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 376
ggactctteca ggggtgaaat
<210> 377
<211>24
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 377
cccttacgga ttcctggagg gaac
<210> 378
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 378
ccagacgagc gattagaage
<210> 379
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 379
tectCctctt cctectecte

<210> 380

<211>23

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

ES 2 346 967 T3
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<220>
<223> Sonda

<400> 380
tgtgaggtga atgatttogy gga

<210> 381

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 381

catctteccag gaggaccact

<210> 382

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 382

tccgacctte aatcattteca

<210> 383

<211>24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 383

ctctygtggeca ccctggacta cotg

<210> 384

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 384
cctggaggct gcaacatace

<210> 385

<211>23

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 385
tacaatggct ttggaggata gca

<210> 386

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 386

atcctectga agecctttte geage

<210> 387

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 387
tgttttgatt cccgogetta

<210> 388

<211>28

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 388

tgCCttcttc ctecctcact tcteacct

<210> 389

<211>24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 389
€aaagctgtc agctctagca aaag

<210> 390

<211> 19

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Iniciador directo

<400> 390

gcccgaaacy ccgaatata

<210> 391

<211>21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 391
taccgeagea aaccgottgg g

<210> 392

<211>23

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 392
cgtggetcte ttatccteat gat

<210> 393

<211>20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 393
ggtgtrgccac agaccttcct

<210> 394

<211>24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 394

acggagtict tgacagagtt tiga

<210> 395

<211>27

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Sonda

<400> 395

ttggectgta atcacctgtyg cagoett

<210> 396

<211>19

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 396
tccectgegat cccagatag

<210> 397

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 397
gtgggaacag ggtggacact
<210> 398
<211> 25
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 398

atccrgeceg gagtggaact gaagce

<210> 399

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 399
aatccaaggg ggagagtgat

<210> 400

<211> 26

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Sonda

<400> 400
catatggact ttgactcagc tgtggce

<210> 401

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 401
gtacagattt tgcccgagoa

<210> 402

<211>21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 402
tgtggacatc ttCCCCtC&g a
<210> 403
<211>24
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 403
ttcgctactg agecaccttc totg

<210> 404

<211> 18

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 404
ctagcecgac cggttegt

<210> 405

<211>24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Iniciador directo

<400> 405
ctatatgcag ccagagatgt gaca
<210> 406
<211>23
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 406

acagectgee actcatcaca gec

<210> 407

<211>24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 407

ccacgagttt cttactgaga atgg

<210> 408

<211> 19

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 408

gggccaaata ttcagaage

<210> 409

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 409
ggatgggtat gatgggacag

<210> 410

<211>20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Sonda

<400> 410
ccaccatagc ggocatggag

<210> 411

<211>22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 411

cttcacagtg ctectgeagt ot

<210> 412

<211>21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 412
catctgottc agctcgitgg t
<210> 413
<211> 26
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 413
aagtacacgt aagttacage cacaca
<210> 414
<211> 18
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 414
gccteggtgt goctttea
<210> 415
<211>22
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Sonda

<400> 415

catcgecagc tacgecctge tc

<210> 416

<211>19

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 416
cgtgatgtygc gcaatcatg

<210> 417

<211> 19

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 417
gtggatgtge cctgaagga

<210> 418

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 418
ctgcggatce agggtaagaa

<210> 419

<211>28

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 419

aagecaggeg tctacacgag agtctcac

<210> 420

<211>20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Iniciador directo

<400> 420
gccotggatt tcagaaagag
<210> 421
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 421
agttacaagt cagggaagga
<210> 422
<211> 25
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 422

caagtctgga tctgggacce TTtce

<210> 423

<211>20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 423
ctgctgtctt gggtgeattg

<210> 424

<211> 18

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 424
gcagcctggg accacttg

<210> 425
<211> 25

<212> DNA
<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Sonda

<400> 425

ttgccttget getctaccte cacca

<210> 426

<211>19

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 426
tgacgatgge ctggagtgt
<210> 427
<211>22
<212> DNA
<213> Iniciador inverso

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 427
ggtaccggat catgaggatc tg

<210> 428

<211>21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 428
ctgggcagea ccaagtccgg a

<210> 429
<211>22

<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 429
agaggcatcc atgaacttca ca

<210> 430

<211>24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 430

caaactccac agtacttggg ttga

<210> 431

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 431

cgggctgcat cagcacacgc

<210> 432

<211>23

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 432
gcagttggaa gacacaggaa agt
<210> 433
<211>27
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 433

tccccaaatt gcagatttat caacgge

<210> 434

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 434
tgcgtggcac tattttcaag a
<210> 435
<211> 25
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Iniciador directo

<400> 435
agactgtgga gtttgatgtt gttga
<210> 436
<211>22
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 436
ggaacaccac caggacctgt aa
<210> 437
<211>23
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 437
ttgctgecte cygcaccettt tet
<210> 438
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador directo

<400> 438
acccagtage aaggagaagce
<210> 439
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Iniciador inverso

<400> 439
cagcrggtgg Taggricega
<210> 440
<211>21
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Sonda

<400> 440
cactcactge tccgagtgcg g

ES 2 346 967 T3
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