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DESCRIPCION

El presente invento se refiere a sondas oligonucleotidicas para uso en la evaluacion de los niveles de transcritos génil
cos en una célula, que pueden ser utilizadas en técnicas analiticas, particularmente en técnicas diagndsticas. Convel]
nientemente, las sondas se proporcionan en forma de kit. Se pueden utilizar diferentes conjuntos de sondas en técnicas
para preparar patrones de expresién génica e identificar, diagnosticar o controlar canceres de mama.

La identificacion de métodos rapidos y sencillos para el analisis de muestras para, por ejemplo, aplicaciones diagnéstil]
cas sigue siendo el objetivo de muchos investigadores. Los usuarios finales buscan métodos que sean eficaces en
cuanto al costo, produzcan resultados estadisticamente significativos y puedan ser rutinariamente implementados sin
necesidad de individuos muy especializados.

El analisis de la expresién génica dentro de las células ha sido utilizado para obtener informacién sobre el estado de
esas células e, importantemente, el estado del individuo del que proceden las células. La expresion relativa de diversos
genes en una célula ha sido identificada como un reflejo de un estado particular de un organismo. Por ejemplo, se sabe
que las células cancerosas presentan una expresion alterada de diversas proteinas y, por lo tanto, se pueden usar los
transcritos o las proteinas expresadas como marcadores de ese estado morboso.

De esta manera, se puede analizar el tejido de una biopsia en cuanto a la presencia de esos marcadores y se pueden
identificar células procedentes del sitio de la enfermedad en otros tejidos o fluidos del organismo por la presencia de los
marcadores. Ademas, se pueden liberar productos de la expresion alterada en la corriente sanguinea y se pueden anal
lizar esos productos. Ademas, las células que han entrado en contacto con las células de la enfermedad pueden verse
afectadas por su contacto directo con esas células para dar lugar a una expresion génica alterada, y su expresion o los
productos de su expresion pueden ser similarmente analizados.

Sin embargo, hay ciertas limitaciones con estos métodos. Por ejemplo, el uso de marcadores tumorales especificos para
identificar el cancer adolece de una diversidad de defectos, tales como falta de especificidad o sensibilidad, asociacién
del marcador con estados morbosos ademas de con el tipo especifico de cancer, y dificultad para la deteccién en indivill
duos asintomaticos.

Mas recientemente, ademas del analisis de una o dos proteinas o transcritos marcadores, se han analizado patrones de
expresion génica. La mayoria del trabajo, que acarrea el andlisis de la expresion génica a gran escala con implicaciones
en el diagnostico de la enfermedad, ha requerido muestras clinicas procedentes de células o tejidos enfermos. Por
ejemplo, en varias publicaciones recientes, que demuestran que se pueden usar datos de expresion génica para distin(J
guir entre tipos de cancer similares, se han utilizado muestras clinicas procedentes de células o tejidos enfermos (Alon
et al., 1999, PNAS 96, paginas 6745-6750; Golub et al., 1999, Science 286, paginas 531-537; Alizadeh et al., 2000,
Nature 403, paginas 503-511; Bittner et al., 2000, Nature 406, paginas 536-540).

Sin embargo, estos métodos se han basado en el analisis de una muestra que contiene células enfermas o productos
de esas células o células que han entrado en contacto con células de la enfermedad. El analisis de dichas muestras
depende del conocimiento de la presencia de una enfermedad y su localizacién, lo que puede ser dificil en pacientes
asintomaticos. Ademas, no siempre se pueden tomar muestras del sitio de la enfermedad; por ejemplo, en enfermedal]
des del cerebro.

En un hallazgo de gran significacion, los presentes inventores identificaron el potencial previamente no explotado de
todas las células de un organismo para obtener informacion relativa al estado del organismo del cual procedian las
células. En el Documento W098/49342 se describe el andlisis de la expresion génica de células alejadas del sitio de la
enfermedad, por ejemplo, de sangre periférica recogida lejos de un sitio canceroso. En el Documento WO 2004/046382
se describen sondas especificas para el diagnoéstico del cancer de mama y la enfermedad de Alzheimer y se discuten
protocolos para identificar otras sondas apropiadas para ese fin y para diagnosticar otras enfermedades.

Este hallazgo se basa en la premisa de que las diferentes partes del cuerpo de un organismo existen en interaccion
dinamica entre si. Cuando una enfermedad afecta a una parte del cuerpo, otras partes del cuerpo resultan también
afectadas. La interaccién es el resultado de un amplio espectro de sefiales bioquimicas que se liberan de la zona en(]
ferma, para afectar a otras zonas del cuerpo. Aunque la naturaleza de los cambios bioquimicos y fisioldgicos inducidos
por las sefales liberadas puede variar en las diferentes partes del cuerpo, los cambios pueden ser medidos a nivel de la
expresion génica y ser utilizados con fines diagnosticos.

El estado fisiolégico de una célula en un organismo viene determinado por el patrén con que se expresan genes en ella.
El patrén depende de los estimulos bioldgicos internos y externos a los que esta expuesta dicha célula, y cualquier
cambio en el grado o la naturaleza de estos estimulos puede conducir a un cambio en el patrén con que se expresan los
diferentes genes en la célula. Existe el conocimiento creciente de que, analizando los cambios sistémicos en patrones
de expresion génica en células de muestras bioldgicas, es posible obtener informacién sobre el tipo y la naturaleza de
los estimulos biolégicos que estdn actuando sobre ellas. De este modo, por ejemplo, controlando la expresion de un
gran numero de genes en células de una muestra de ensayo, es posible determinar si sus genes se expresan con un
patron caracteristico de una enfermedad, un estado o una fase particular de los mismos. Por lo tanto la medicién de
cambios en las actividades génicas de células, por ejemplo, de tejidos o fluidos corporales, esta surgiendo como una
potente herramienta para el diagnostico de enfermedades.
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Dichos métodos presentan varias ventajas. A menudo, la obtencién de muestras clinicas de ciertas zonas del cuerpo
que esta enfermo puede ser dificil y puede implicar invasiones indeseables del cuerpo; por ejemplo, a menudo se utiliza
la biopsia para obtener muestras de cancer. En ciertos casos, tal como en la enfermedad de Alzheimer, la muestra del
cerebro enfermo soélo se puede obtener post mértem. Ademas, las muestras tisulares que se obtienen son a menudo
heterogéneas y pueden contener una mezcla de células tanto enfermas como no enfermas, lo que hace que el analisis
de los datos sobre expresidn génica generados sea complejo y dificil.

Se ha sugerido que una coleccién de tejidos tumorales que parecen ser patogenéticamente homogéneos con respecto a
aspectos morfolégicos del tumor bien puede ser muy heterogénea a nivel molecular (Alizadeh, 2000, supra) y, en realil]
dad, podria contener tumores que representaran enfermedades esencialmente diferentes (Alizadeh, 2000, supra; Golub,
1999, supra). Con el fin de identificar una enfermedad, un estado o una fase de los mismos, es muy deseable cualquier
método que no requiera que las muestras clinicas procedan directamente de células o tejidos enfermos ya que, de una
region facilmente accesible del organismo, se pueden obtener muestras clinicas que representan una mezcla homogé(]
nea de tipos celulares.

Hemos identificado ahora una familia de secuencias que permite la obtencién de un conjunto de sondas de sorprenden(]
te utilidad para identificar el cancer de mama. De este modo, describimos ahora familias de genes cuya expresion esta
alterada en las células de muestras sanguineas procedentes de pacientes con cancer de mama, que se pueden usar
para generar sondas para uso en métodos para identificar, diagnosticar o controlar el cancer de mama o fases del mis(]
mo.

En el trabajo que condujo a este invento, los inventores examinaron el nivel de expresiéon de un gran numero de genes
en pacientes con cancer con respecto al nivel en pacientes normales. No sélo se hallé que habia un gran niumero de
genes que presentaban una expresién alterada sino que, ademas, se hallé que aquellos que presentaban una expresion
alterada caian dentro de familias discretas de genes en virtud de su funcidon. Como tales, estos genes proporcionan una
coleccion a partir de la cual se pueden generar las correspondientes sondas que pueden ser utilizadas colectivamente
para generar una huella dactilar de la expresién de estos genes en un individuo. Puesto que la expresion de estos gel]
nes esta alterada en el individuo con cancer y, por consiguiente, puede ser considerada informativa de ese estado, la
huella dactilar generada a partir de la coleccion de sondas es indicativa de la enfermedad con respecto al estado nor
mal.

Las familias de genes que han sido identificadas por expresarse diferencialmente en pacientes con cancer pueden re-
sumirse del modo siguiente.

(i) genes que codifican proteinas implicadas en la sintesis y/o estabilidad de proteinas;
(i) genes que codifican proteinas implicadas en la regulacién de la defensa y/o la remodelacion de cromatina.
La familia (i) incluye:

(a) genes que codifican proteinas ribosémicas y proteinas de activacion ribosémica (es decir, proteinas que comprenden
componentes de proteinas ribosémicas o implicadas en la modificacion de su funcién y de las que se ha hallado que
estan infrarreguladas en pacientes con cancer). Estas proteinas codificadas incluyen las proteinas ribosémicas L1-L56,
L7A, L10A, L13A, L18A, L23A, L27A, L35A, L36A, L37A, PO, P1, P2, S2-S29, S31, S33-S36, S3A, S15A, S18A, S18B,
S18C, S27A, 63, 115 (y seudogenes), proteina cinasas ribosémicas (por ejemplo, la cinasa S6), ribonucleasas, la pro(]
teina del supuesto dominio S1 ligante de RNA, factores de inicio de la traduccion eucariéticos y la proteina G ligante de
nucledtidos de guanina;

(b) genes que codifican factores de iniciacion e inhibicion de la traduccion (es decir, proteinas implicadas en la traducl]
cion de mRNA en un producto proteico y de las que se ha hallado que estan infrarreguladas en pacientes con cancer).
Estas proteinas codificadas incluyen factores de elongacion de la traduccion eucariéticos, tRNA sintetasas, proteinas
ligantes de RNA, proteinas ligantes de elementos de poliadenilacion, tirosina fosfatasas, factores de inicio de la traducl]
cion eucaridticos, y factores de transcripcion de las RNA polimerasas |, 1ll;

(c) genes que codifican otros agentes moduladores de la transcripcién o la traduccién, tales como la proteina ligante de
tipo ciclina D y la proteina ligante de nucleétidos de guanina.

La familia (ii) incluye:

(a) genes que codifican proteinas relacionadas con la respuesta inmune (es decir, proteinas que estan suprarreguladas
en respuesta a una estimulaciéon inmune y que incluyen proteinas suprarreguladas en respuesta a una inflamacién o en
la generacion de una respuesta inflamatoria, y de las que se ha hallado que estan suprarreguladas en pacientes con
cancer). Estas proteinas codificadas incluyen el receptor de células T y componentes asociados, tales como, por ejem(]
plo, proteina cinasas, diversas citocinas, incluyendo las interleucinas y sus receptores (tales como IL-1, 2, 3,4, 5, 6, 7,
8,9, 10, 11, 12, 13, 15, 17, 18, 20, 22 y 24), el factor de necrosis tumoral y su receptor y su superfamilia (por ejemplo,
los miembros 2, 3, 4, 5,6, 7,8,9, 11, 12, 13, 14 y 15 de la superfamilia del TNF), factores reguladores de interferones,
oncostatina M, factor inhibidor de la leucemia, la familia de ligandos y receptores de quimiocinas (por ejemplo, los nime!(]
ros 1-28), componentes del complemento, factores estimulados por interferones, tales como factores de transcripcion,
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MHC (por ejemplo, HLA) de clase | o clase Il (o0 componentes relacionados) (por ejemplo, DQ, DR, DO, DP y DM alfa o
beta), proteinas de adhesion (por ejemplo, CD1A, CD1C, CD1D, CD3Z, 6, 8, 11, 14, 18, 24, 27, 28, 29, 40, 44, 50, 54,
59, 74, 79B, 80, 81, 83, 86, 96 e ICAM), el factor nuclear del potenciador del gen del polipéptido kappa en células B, la
proteina basica de mielina, catepsina, el receptor de tipo peaje, subunidades de proteosomas, ferritina, proteina cinasas
o fosfatasas asi como sus activadores e inhibidores, el receptor de tipo inmunoglobulina de leucocitos, componentes de
inmunoglobulinas, tales como, por ejemplo, la cadena pesada o fragmentos Fc de, por ejemplo, 19G, IgE o IgA o su
superfamilia, defensina, oxitocina, la proteina S100 ligante de calcio, lectina y su receptor y superfamilia, leptina, fosfolil]
pasa y factores de crecimiento (tales como el factor de crecimiento de células endoteliales y la eritropoyetina);

(b) genes que codifican proteinas inducidas por TNF (es decir, proteinas que son inducidas en un individuo en respuesta
a la exposicién a TNF y de las que se ha hallado que estan suprarreguladas en pacientes con cancer). Estas proteinas
codificadas incluyen la proteina 8 inducida por TNF alfa, integrina, el inhibidor del potenciador del gen del polipéptido
ligero kappa en células B, los factores 2 y 5 asociados con TNF, el factor nuclear del potenciador del gen del polipéptido
ligero kappa en células B, MAP cinasas, proteina cinasa C, cinasa ubicua, cadherina, caspasa, ciclina D1, superdxido
dismutasa e interleucinas;

(c) genes que codifican proteinas inducidas por hipoxia (es decir, proteinas que resultan inducidas cuando el individuo o
parte de él esta en un estado de hipoxia y de las que se ha hallado que estan suprarreguladas en pacientes con
cancer). Estas proteinas codificadas incluyen sestrina, la proteina p300 ligante de E1A, endotelina, la proteina relaciol]
nada con la ataxia telangiectasia y Rad3, hexocinasa 2, la tirosina cinasa TEK, el factor de fragmentacion de DNA, cas(]
pasa, activador de plasmindgeno, factor 1 inducible por hipoxia, y glucosa fosfato isomerasa;

(d) genes que codifican proteinas de estrés oxidativo (es decir, proteinas que resultan inducidas en un individuo o parte
de él bajo un estrés oxidativo y de las que se ha hallado que estan suprarreguladas en pacientes con cancer). Estas
proteinas codificadas incluyen superdxido dismutasa, glutation sintetasa, catalasa, lactoperoxidasa, peroxidasa tiroidea,
mieloperoxidasa, peroxidasa de eosindfilo, resistencia 1 a la oxidacién, peroxirredoxina, citocromo P450, receptor sulJ
presor ("scavenger"), paraoxonasa, glutation reductasa, NAD(P)H deshidrogenasa, glutation S-transferasa, catenina,
glutarredoxina, proteinas de choque térmico (tales como factores de transcripcion de choque térmico), proteina cinasas
activadas por mitdgenos, enolasa, tiorredoxina reductasa y peroxirredoxina;

(e) genes que codifican proteinas implicadas en la remodelacion de cromatina (es decir, proteinas que sirven de instrul]
mento para mantener o modificar la estructura de la cromatina y pueden ser esenciales para la regulacion génica). Estas
proteinas codificadas incluyen proteinas de reemplazo de histonas, tal como, por ejemplo, la familia H3.3A o H3.3B.

Las apropiadas secuencias génicas que caen dentro de las familias anteriormente descritas pueden ser identificadas
mediante una busqueda en bases de datos apropiadas utilizando, como palabra clave, el nombre de la familia, por
ejemplo, "respuesta inmune" en las bases de datos de genes o proteinas del "National Centre for Biotechnology Infor(]
mation" de Noruega. Para la confirmacion de la utilidad de dichas secuencias génicas para el desarrollo de oligonucleo(]
tidos para los ensayos aqui descritos, se puede evaluar la expresion de una secuencia génica particular en un paciente
de ensayo con cancer frente a un paciente normal. Una variacion de expresion por encima o debajo de los niveles testil
go es indicativa de la utilidad de la secuencia para la obtencién de sondas.

Generalmente, los genes que codifican las familias (i) anteriores estan infrarregulados en los pacientes con cancer fren(|
te a los pacientes normales, y, en el caso de las familias (ii), los genes de codificacién estan suprarregulados.

Se especula con que, en pacientes con cancer, la expresion disminuida sistematica de los genes implicados en la pro(]
duccion de ribosomas y el control de la traduccion puede indicar que células sanguineas estan respondiendo a un nuevo
estado en esos pacientes al disminuir la velocidad de sintesis proteica, o que puede ser una adaptacion celular a un
ambiente de bajo oxigeno y déficit energético. Esto viene respaldado por la observacion de que genes implicados en la
defensa contra especies oxigenadas reactivas (ROS; del inglés, reactive oxygen species), tales como MnSOD vy ferritina,
estan suprarregulados en las muestras cancerosas. Un bajo nivel de eritropoyetina puede explicar los bajos niveles de
oxigeno en los pacientes con cancer. También se cree que la activacién del TNF es una via para los cambios en las
familias de genes anteriormente descritas ya que se sabe que el TNF suprarregula la expresién de, por ejemplo, ferritil |
na, defensina, MnSOD vy calgranulina B. EI TNF también inhibe la produccién de EPO, lo que puede causar un estado
de bajo oxigeno en el ambiente sanguineo. Se sabe que la hipoxia induce niveles de TNF. Estos cambios pueden ser
desencadenados por factores angiogénicos que entran en la corriente sanguinea. Aunque sin pretender un respaldo
tedrico, en la Figura 1 se muestra la hipétesis que se oculta tras los efectos anteriormente descritos.

De este modo, el invento proporciona un conjunto de sondas oligonucleotidicas, como se proporciona en las reivindical
ciones, que corresponden a genes de una célula cuya expresion esta afectada segin un patrén caracteristico del cancer
de mama, en que dichos genes son sistémicamente afectados por dicho cancer. Preferiblemente, dichos genes se ex(]
presan constitutivamente de forma moderada o elevada. Preferiblemente, los genes se expresan moderada o elevada-
mente en las células de la muestra pero no en células de la enfermedad ni en células que han entrado en contacto con
dicha células de la enfermedad.

Dichas sondas, particularmente cuando se aislan de células alejadas del sitio de la enfermedad, no dependen del desal]
rrollo de la enfermedad hasta niveles clinicamente reconocibles y permiten la deteccion del cancer de mama muy pronto
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tras el inicio de dicho cancer, incluso afios antes de que aparezcan otros sintomas subjetivos u objetivos.

Como aqui se usa, genes "sistémicamente" afectados se refiere a genes cuya expresion esta afectada en el organismo
sin contacto directo con una célula de la enfermedad ni con el sitio de la enfermedad, y las células bajo investigacion no
son células de la enfermedad.

"Contacto", como aqui se hace referencia, se refiere a células que entran en intima proximidad entre si de modo que se
puede observar el efecto directo de una célula sobre la otra, por ejemplo, una respuesta inmune, en que estas respues(]
tas no son mediadas por moléculas secundarias liberadas por la primera célula a larga distancia para afectar a la sel]
gunda célula. Preferiblemente, el contacto se refiere a un contacto fisico o al contacto que es tan préximo como es esté-
ricamente posible; convenientemente, las células que entran en contacto se encuentran en el mismo volumen unitario,
por ejemplo, en 1 cm®.

Una "célula de la enfermedad” es una célula que manifiesta cambios fenotipicos y esta presente en el sitio de la enfer(J
medad en algun momento de su vida, tal como, por ejemplo, una célula tumoral en el sitio tumoral o que se ha disemil]
nado desde el tumor, o una célula cerebral en el caso de cancer del cerebro.

Genes expresados "moderada o elevadamente” se refiere a los que estan presentes en células en reposo con un nimel]
ro de copias superior a 30-100 copias/célula (suponiendo un valor medio de 3x10° moléculas de mRNA en una célula).

Se proporcionan aqui sondas especificas que tienen las propiedades anteriormente descritas.

De este modo, en un aspecto, el presente invento proporciona un conjunto de sondas oligonucleotidicas, en que dicho
conjunto consiste en menos de 500 oligonucledtidos y comprende todos los oligonucleétidos enumerados en la Tabla 2
6 3, en que cada oligonucleétido puede ser sustituido por un oligonucleétido que es una parte de dicho oligonucleétido
de la Tabla 2 6 3 o por un oligonucleétido con una secuencia complementaria.

Se describen aqui sondas oligonucleotidicas seleccionadas de entre los oligonucleétidos enumerados en la Tabla 2, 3 6
4 (por ejemplo, de la Tabla 2) o derivados de una secuencia descrita en la Tabla 2, 3 6 4, o una secuencia complemen!(]
taria de la misma. Dichos oligonucledtidos derivados incluyen oligonucleétidos derivados de los genes que correspon(]
den a las secuencias proporcionadas en esas tablas, por ejemplo, los genes expuestos en las Tablas 2, 5 y 6 (véanse
los numeros de acceso), o las secuencias complementarias de las mismas. El uso del conjunto de sondas del invento en
productos y métodos del invento forma aspectos adicionales del invento.

Como aqui se hace referencia, un "oligonucleétido" es una molécula de acido nucleico que tiene al menos 6 monémel(]
ros, es decir, nucleétidos o formas modificadas de los mismos, en la estructura polimera. La molécula de acido nucleico
puede ser DNA, RNA o acido nucleico peptidico (PNA; del inglés, peptide nucleic acid) o hibridos de los mismos o ver(]
siones modificadas de los mismos, por ejemplo, formas quimicamente modificadas, por ejemplo, acido nucleico cerrado
(LNA,; del inglés, locked nucleic acid), por metilacion o compuestas de bases modificadas o artificiales durante la sintel]
sis, con tal de que conserven su capacidad para unirse a secuencias complementarias. Dichos oligonucledétidos se usan
para sondar secuencias diana y, por lo tanto, a ellos se hace también referencia aqui como sondas oligonucleotidicas o,
simplemente, sondas.

Un oligonucleétido que corresponde a una secuencia génica de la familia (i) o (ii) se refiere a un oligonucledtido que
corresponde a toda, o parte de, dicha secuencia génica o su transcrito. Cuando se utiliza una parte de la secuencia
génica, satisface los requisitos de las sondas oligonucleotidicas que aqui se describen en cuanto a, por ejemplo, longil|
tud y funcion. Preferiblemente, dichas partes tienen el tamafio descrito mas adelante. A dicho oligonucleétido se hace
referencia mas adelante como oligonucleétido primario. Un oligonucledtido derivado se refiere a un oligonucleétido que
es parte del oligonucleétido primario pero satisface los requisitos para sondas que aqui se describen.

Preferiblemente, las sondas oligonucleotidicas que forman dicho conjunto tienen una longitud de al menos 15 bases
para permitir la unién de las moléculas diana. Especialmente, dichas sondas oligonucleotidicas tienen preferiblemente
una longitud de 20 a 200 bases, por ejemplo, de 30 a 150 bases, preferiblemente una longitud de 50-100 bases.

Como aqui se hace referencia, la expresiéon "secuencias complementarias" se refiere a secuencias con bases complel]
mentarias consecutivas (es decir, T:A, G:C), secuencias complementarias que, por lo tanto, pueden unirse entre si a
través de su complementariedad.

Los oligonucleétidos de los conjuntos del invento son como se describen en la Tabla 2 6 3 o una parte de un oligonu(]
cledtido descrito en la Tabla 2 6 3, o su secuencia complementaria. Dicho conjunto puede comprender ademdas una o
mas sondas oligonucleotidicas enumeradas en la Tabla 4, o una parte de un oligonucleétido descrito en la Tabla 4, o
una secuencia complementaria del mismo.

Como se describe, un "conjunto" se refiere a una coleccion de sondas oligonucleotidicas unicas (es decir, que tienen
una secuencia distinta) y consiste en menos de 500 sondas oligonucleotidicas, por ejemplo, preferiblemente de 10 a
500, tal como, por ejemplo, de 10 a 100, 200 6 300, especialmente preferiblemente de 20 a 100, por ejemplo, de 30 a
100 sondas. En ciertos casos se pueden utilizar menos de 10 sondas, tal como, por ejemplo, de 2 a 9 sondas, por ejem[]
plo, de 5 a 9 sondas.
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Se apreciara que aumentar el nimero de sondas evitara la posibilidad de un mal analisis, tal como, por ejemplo, una
falta de diagnéstico por comparacién con otras enfermedades que podrian alterar similarmente la expresion de los gell
nes particulares en cuestiéon. También pueden estar presentes otras sondas oligonucleotidicas no descritas aqui, partilJ
cularmente si ayudan al uso ultimo del conjunto de sondas oligonucleotidicas. Sin embargo, preferiblemente, dicho con(]
junto sdlo consiste en los oligonucledtidos aqui descritos o en un subconjunto de los mismos de acuerdo con las reivin(J
dicaciones.

En cada conjunto pueden estar presentes multiples copias de cada sonda oligonucleotidica Unica, por ejemplo, 10 o
mas copias, pero soélo constituyen una sola sonda.

Un conjunto de sondas oligonucleotidicas, que pueden estar preferiblemente inmovilizadas sobre un soporte sélido o
tienen medios para dicha inmovilizacion, comprende las sondas oligonucleotidicas que se describieron antes. Como se
menciond anteriormente, estas sondas deben ser Unicas y tener secuencias diferentes. Sin embargo, una vez dicho
esto, se pueden usar dos sondas distintas que reconozcan el mismo gen pero reflejen diferentes procesos de corte y
empalme, con tal de que todos los oligonucleétidos enumerados en la Tabla 2 6 3 o su reemplazo, como aqui se descrilJ
be, estén presentes en dicho conjunto. Sin embargo, se prefieren las sondas oligonucleotidicas que son complemental’]
rias de, y se unen a, genes distintos.

Como aqui se describe, un oligonucleétido "funcionalmente equivalente" o derivado se refiere a un oligonucleétido que
permite identificar el mismo gen que un oligonucleétido de una secuencia de las familias de secuencias génicas aqui
descritas; es decir, se puede unir a la misma molécula de mRNA (o DNA) transcrita a partir de un gen (molécula de
acido nucleico diana) que el oligonucleétido primario o el oligonucleétido derivado (o su secuencia complementaria).
Preferiblemente, dicho oligonucledtido derivado o funcionalmente equivalente es una parte de una secuencia génica
como la definida en la Tabla 2, 5 6 6, o la secuencia complementaria de la misma. Preferiblemente, dicho oligonucleétir
do funcionalmente equivalente es capaz de reconocer, es decir, unirse a, el mismo producto de corte y empalme que un
oligonucleétido primario o un oligonucleétido derivado. Preferiblemente, dicha molécula de mRNA es la molécula de
mRNA de longitud completa que corresponde al oligonucledétido primario o el oligonucleétido derivado.

Como aqui se hace referencia, "capaz de unirse" o "unirse" se refiere a la capacidad para hibridarse bajo condiciones
descritas mas adelante. De acuerdo con el invento, los oligonucleétidos derivados son aquellos que son una parte de un
oligonucleétido enumerado en la Tabla 2, 3 6 4.

Como aqui se utiliza, una "parte" se refiere a un tramo de al menos 5, por ejemplo, al menos 10 6 20 bases, tal como de
5 a 100, por ejemplo, de 10 a 50 o de 15 a 30 bases, de dicho oligonucledtido primario.

Como se describio anteriormente, dicho conjunto de sondas oligonucleotidicas puede ser convenientemente inmovilizarl
do sobre uno o mas soportes soélidos. A dichos soportes soélidos se fija una sola copia o, preferiblemente, multiples colJ
pias de cada sonda Unica; por ejemplo, estan presentes 10 o mas, por ejemplo, al menos 100, copias de cada sonda
unica.

Se pueden asociar una 0 mas sondas oligonucleotidicas Unicas con soportes soélidos separados que forman juntos un
conjunto de sondas inmovilizadas sobre multiples soportes sélidos; por ejemplo, se pueden inmovilizar una o0 mas son(J
das unicas sobre multiples glébulos, membranas, filtros, biochips, etc., que forman juntos un conjunto de sondas, que
forman juntas médulos del kit descrito mas adelante. Convenientemente, los soportes sdlidos de los diferentes modulos
estan fisicamente asociados, aunque las sefiales asociadas con cada sonda (generadas como se describe mas adelan(]
te) deben ser separadamente determinables. Alternativamente, se pueden inmovilizar las sondas sobre porciones dis[]
cretas del mismo soporte sélido; por ejemplo, se puede inmovilizar cada sonda oligonucleotidica Unica, por ejemplo, en
multiples copias, sobre una porcidn o region distinta y discreta de un solo filiro o membrana para, por ejemplo, generar
una red.

También se puede utilizar una combinacion de dichas técnicas; por ejemplo, se pueden utilizar diversos soportes solidos
cada uno de los cuales inmoviliza varias sondas Unicas.

La expresion "soporte solido" significara cualquier material sélido capaz de unirse a oligonucleétidos mediante puentes
hidréfobos, idnicos o covalentes.

Como aqui se utiliza, "inmovilizacién" se refiere a la asociacion reversible o irreversible de las sondas con dicho soporte
soélido en virtud de dicha unién. Si es reversible, las sondas permanecen asociadas con el soporte sélido durante el
tiempo suficiente para que se lleven a cabo los métodos del invento.

Numerosos soportes solidos adecuados como componentes de inmovilizacién de acuerdo con el invento son bien conol]
cidos en la técnica y ampliamente descritos en la bibliografia, y, hablando en términos generales, el soporte solido puel]
de ser cualquiera de los soportes o matrices bien conocidos que actualmente se utilizan o proponen mucho para la
inmovilizacién, separacion, etc., en procedimientos quimicos o bioquimicos. Dichos materiales incluyen, pero no se
limitan a, cualquier polimero organico sintético tal como poliestireno, poli(cloruro de vinilo) o polietileno; o nitrocelulosa y
acetato de celulosa; o superficies activadas con tosilo; o vidrio o nailon o cualquier superficie que porta un grupo ade(’!
cuado para la copulacion covalente de acidos nucleicos. Los componentes de inmovilizacion pueden tomar la forma de
particulas, laminas, geles, filtros, membranas, tiras de microfibra, tubos o placas, fibras o capilares, hechos de, por



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2358910 T3

ejemplo, un material polimero tal como, por ejemplo, agarosa, celulosa, alginato, teflon, latex o poliestireno o glébulos
magnéticos. Se prefieren los soportes soélidos que permiten la presentacion de una red, preferiblemente en una sola
dimensioén, tales como, por ejemplo, laminas, filtros, membranas, placas o biochips.

La fijacion de las moléculas de acido nucleico al soporte sélido puede ser llevada a cabo directa o indirectamente. Por
ejemplo, si se utiliza un filtro, la fijacién puede ser llevada a cabo mediante entrecruzamiento inducido con luz UV. Alter(|
nativamente, la fijacion puede ser llevada indirectamente a cabo mediante el uso de un componente de fijaciéon contenil’
do en las sondas oligonucleotidicas y/o el soporte sdélido. De esta manera, por ejemplo, se puede usar una pareja de

miembros ligantes por afinidad, tal como avidina, estreptavidina o biotina, DNA o una proteina ligante de DNA (por
ejemplo, la proteina represora lac | o la secuencia operadora lac a la cual se une), anticuerpos (que pueden ser monol

clonales o policlonales), fragmentos de anticuerpo o los epitopos o haptenos de anticuerpos. En estos casos, un miem(]
bro de la pareja ligante se fija a (0 es una parte inherente de) el soporte sélido y el otro miembro se fija a (o es una parte

inherente de) las moléculas de acido nucleico.

Como aqui se utiliza, una "pareja ligante por afinidad" se refiere a dos componentes que se reconocen y unen especifil |
camente entre si (es decir, con preferencia a la unién a otras moléculas). Dichas parejas ligantes forman un complejo
cuando se unen.

La fijacion de grupos funcionales apropiados al soporte sélido puede ser llevada a cabo mediante métodos bien conocilJ
dos en la técnica, los cuales incluyen, por ejemplo, la fijacién por medio de grupos hidroxilo, carboxilo, aldehido o amino
que se pueden proporcionar por tratamiento del soporte sdélido para proporcionar revestimientos superficiales adecual
dos. Los soportes soélidos que presentan componentes apropiados para la fijacion del miembro ligante pueden ser prolJ
ducidos mediante métodos rutinarios conocidos en la técnica.

La fijacion de grupos funcionales apropiados a las sondas oligonucleotidicas aqui descritas puede ser llevada a cabo
por ligacion o ser introducida durante la sintesis o la multiplicacién, utilizando, por ejemplo, cebadores que portan un
componente apropiado, tal como biotina o una secuencia particular para captura.

Convenientemente, el conjunto de sondas anteriormente descrito se proporciona en forma de kit.

De este modo, visto desde otro aspecto, el presente invento proporciona un kit que comprende un conjunto de sondas
oligonucleotidicas como las anteriormente descritas, inmovilizadas sobre uno o mas soportes solidos.

Preferiblemente, dichas sondas estan inmovilizadas sobre un solo soporte sélido, y cada sonda Unica esta fijada a una
region diferente de dicho soporte sélido. Sin embargo, cuando se fijan a multiples soportes sdélidos, dichos multiples
soportes sélidos forman los médulos que componen el kit. Especialmente, dicho soporte sélido es preferiblemente una
lamina, filtro, membrana, placa o biochip.

Opcionalmente, el kit puede contener también informacion relativa a las sefiales generadas por muestras normales o
enfermas (como se discute mas adelante con mayor detalle en relacion con el uso de los kits), materiales para estandal’!
rizacion, por ejemplo, mMRNA o cDNA de muestras normales y/o enfermas con fines comparativos, etiquetas para incor(]
poracion a cDNA, adaptadores para introducir secuencias de acido nucleico con fines de multiplicacién, cebadores para
multiplicacion y/o enzimas apropiadas, tampones y disoluciones. Opcionalmente, dicho kit puede contener también una
informacioén afiadida que describe cdmo se deberia llevar el método del invento a cabo, que proporciona opcionalmente
graficos, datos o software estandares para la interpretacion de los resultados obtenidos cuando se lleva el invento a
cabo.

El uso de dichos kits para preparar un patron diagnéstico estandar de transcritos génicos como el descrito mas adelante
forma un aspecto mas del invento.

El conjunto de sondas como el aqui descrito tiene diversos usos. Sin embargo, se usa principalmente para evaluar el
estado de la expresion génica de una célula de ensayo para obtener informacion relativa al organismo del cual procede
dicha célula. De este modo, las sondas son utiles para diagnosticar, identificar o controlar el cancer de mama en un
organismo.

De este modo, en un aspecto mas, el invento proporciona el uso de un conjunto de sondas oligonucleotidicas o un kit
como el anteriormente descrito para determinar el patron de expresion génica de una célula, patrén que refleja el nivel
de expresién génica de los genes a los que se unen dichas sondas oligonucleotidicas, para el diagndstico del cancer de
mama, que comprende al menos las operaciones de:

a) aislar mRNA de dicha célula, que opcionalmente puede ser inversamente transcrito a cDNA;

b) hibridar el mMRNA o cDNA de la operacion (a) con un conjunto de sondas oligonucleotidicas o un kit como el
aqui descrito; y

c) evaluar la cantidad de mRNA o cDNA que se hibrida con cada una de dichas sondas, para producir dicho
patron.

El mRNA y el cDNA, como a ellos se hace referencia en este método, y los métodos posteriores abarcan derivados o
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copias de dichas moléculas, por ejemplo, copias de dichas moléculas tales como las producidas por multiplicacién o la
preparacion de cadenas complementarias, pero que conservan la identidad de la secuencia de mRNA, es decir, se
hibridarian con el transcrito directo (o su secuencia complementaria) en virtud de una complementariedad exacta, o una
identidad de secuencias, a lo largo de al menos una regién de dicha molécula. Se apreciara que no existira complemen(]
tariedad a lo largo de la region entera cuando se han usado técnicas que pueden truncar el transcrito o introducir nuevas
secuencias, por ejemplo, mediante multiplicacién de cebadores. Por conveniencia, dicho mRNA o cDNA se multiplica
preferiblemente antes de la operacion b). Como los oligonucleétidos aqui descritos, dichas moléculas pueden ser modil]
ficadas utilizando, por ejemplo, bases artificiales durante la sintesis, con tal de que permanezca la complementariedad.
Dichas moléculas pueden llevar también componentes adicionales tales como medios para sefializacion o inmovilizal]
cion.

Mas adelante se describen con mayor detalle las diversas operaciones implicadas en el método para preparar dicho
patrén.

Como aqui se utiliza, "expresion génica" se refiere a la transcripcion de un gen particular para producir un producto de
mRNA especifico (es decir, un producto de corte y empalme particular). El nivel de expresidon génica puede ser determil]
nado evaluando el nivel de moléculas de mRNA transcritas o moléculas de cDNA inversamente transcritas a partir de
las moléculas de mMRNA o productos derivados de esas moléculas, por ejemplo, por multiplicacion.

El "patrén" creado mediante esta técnica se refiere a una informacién que, por ejemplo, se puede representar en forma
tabular o grafica y contiene informacién acerca de la sefial asociada con dos o mas oligonucleétidos. Preferiblemente,
dicho patrén se expresa como un agrupamiento de nimeros relativos al nivel de expresién asociado con cada sonda.

Preferiblemente, dicho patrén se establece utilizando el siguiente modelo lineal:
y=Xb+f Ecuacion 1

en que X es la matriz de los datos de expresion génica e y es la variable respuesta, b es el vector coeficiente de regre(]
sion y f es el vector residual estimado. Aunque se pueden utilizar muchos métodos diferentes para establecer la relacion
proporcionada en la ecuacion 1, especialmente se utiliza preferiblemente el método de Regresion por Minimos Cuadral]
dos Parciales (PLSR; del inglés, Partial Least Squares Regression) para establecer la relacion de la ecuacion 1.

Se usan asi las sondas para generar un patron que refleja la expresion génica de una célula en el momento de su ais(]
lamiento. El patrén de expresion es caracteristico de las circunstancias bajo las cuales se encuentra esa célula y delJ
pende de las influencias a que ha estado expuesta la célula. De este modo, se puede preparar una huella dactilar o
patrén estandar caracteristico de transcritos génicos (patron de sondas estandar) para células de un individuo con
cancer de mama y se puede utilizar para la comparacion con patrones de transcritos de células de ensayo. Esto tiene
aplicaciones evidentes en cuanto a diagnosticar, controlar o identificar si un organismo estd aquejado de cancer de
mama.

Se prepara el patrén estandar determinando el grado de unién de las sondas con el mRNA total (o el cDNA o producto
relacionado) procedente de células de una muestra de uno o mas organismos con el cancer. Esto refleja el nivel de
transcritos que estan presentes, que corresponden a cada sonda Unica. Se valora la cantidad de material de acido null
cleico que se une a las diferentes sondas, y esta informacion forma el patréon estandar de transcritos génicos de ese
cancer. Cada uno de dichos patrones estandares es caracteristico del cancer.

Por lo tanto, en un aspecto mas, el presente invento proporciona un método para preparar un patron estandar de trans(]
critos génicos caracteristico del cancer de mama en un organismo, que comprende al menos las operaciones de:

a) aislar mRNA de las células de una muestra de uno o0 mas organismos que tienen cancer de mama, que
opcionalmente puede ser inversamente transcrito a cDNA,;

b) hibridar el mMRNA o cDNA de la operacién (a) con un conjunto de oligonucleétidos como los anteriormente
descritos, especificos para dicho cancer de mama en un organismo y una muestra del mismo que corresponde al orgal’]
nismo y una muestra del mismo bajo investigacion; y

c) evaluar la cantidad de mRNA o cDNA que se hibrida con cada una de dichas sondas para producir un patrén
caracteristico que refleja el nivel de expresiéon génica de los genes a los que se unen dichos oligonucledtidos, en la
muestra con cancer de mama.

Por conveniencia, dichos oligonucleétidos estan preferiblemente inmovilizados sobre uno o mas soportes sélidos.

Se puede acumular el patron estandar para cancer de mama en bases de datos y hacerlo disponible para los laborato(]
rios que lo soliciten.

Como aqui se hace referencia, muestras y organismos de la "enfermedad" o muestras y organismos del "cancer" se
refieren a organismos (o muestras de los mismos) con una proliferacion celular anormal, por ejemplo, en una masa
sélida tal como un tumor. Se sabe que dichos organismos tienen o presentan el cancer de mama bajo estudio.
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Como aqui se utiliza, "normal” se refiere a organismos o muestras que se usan con fines comparativos. Preferiblemente,
estos son "normales” en el sentido de que no presentan ninguna sefial de, o no se cree que tengan, enfermedad o estal]
do alguno que afecte a la expresion génica, particularmente en relaciéon con el cancer de mama para el que se van a
usar como estandar normal.

Como aqui se utiliza, una "muestra” se refiere a cualquier material obtenido del organismo, por ejemplo, un ser humano
o un animal no humano bajo investigacion, que contiene células e incluye tejidos, fluidos corporales o desechos corporall
les o, en el caso de organismos procariéticos, el propio organismo. Los "fluidos corporales" incluyen sangre, saliva,
liquido de la médula espinal, semen y linfa. El "desecho corporal" incluye orina, materia expectorada (pacientes pulmol]
nares), heces, etc. Las "muestras tisulares" incluyen tejido obtenido mediante biopsia, mediante intervenciones quirurgil
cas o mediante otros medios, por ejemplo, de placenta. Sin embargo, las muestras que se examinan proceden preferil]
blemente de zonas del organismo aparentemente no afectadas por el cancer. Las células de dichas muestras no son
células de la enfermedad, es decir, células cancerosas, no han estado en contacto con dichas células de la enfermedad
y no proceden del sitio del cancer. Se considera que el "sitio de la enfermedad" es esa zona del cuerpo que manifiesta
la enfermedad de una manera que permite su determinacion objetiva, tal como, por ejemplo, un tumor. De este modo,
por ejemplo, se puede utilizar sangre periférica para el diagndstico del cancer de mama, y la sangre no requiere la prel]
sencia de células malignas o diseminadas procedentes del cancer.

Sin embargo, se apreciara que el método para preparar el patréon de transcripcion estandar y otros métodos del invento
son también aplicables para uso sobre partes vivas de organismos eucariéticos, tales como lineas celulares y cultivos y
explantes de érganos.

Como aqui se utiliza, la referencia a una muestra "correspondiente”, etc., se refiere preferiblemente a células del mismo
tejido, fluido corporal o desecho corporal, pero también incluye células de tejido, fluido corporal o desecho corporal que
son suficientemente similares para el fin de preparar el patrén estandar o de ensayo. Cuando se utiliza en referencia a
genes "que corresponden” a las sondas, esto se refiere a genes que estan relacionados por secuencia (que puede ser
complementaria) con las sondas aunque las sondas pueden reflejar diferentes productos de expresién por corte y em(]
palme.

Como aqui se utiliza, "evaluar" se refiere a la evaluacion tanto cuantitativa como cualitativa, que puede ser determinada
en términos absolutos o relativos.

El invento puede ser llevado a la practica del modo siguiente.

Para preparar un patron de transcritos estandar para el cancer de mama, se extrae mRNA de muestra de las células de
tejidos, fluido corporal o desecho corporal de un individuo u organismo enfermo de acuerdo con técnicas conocidas
[véase, por ejemplo, Sambrook et al. (1989), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 edicion, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, EE.UU.].

Debido a las dificultades para trabajar con RNA, el RNA es preferiblemente transcrito inversamente en esta fase para
formar cDNA de primera cadena. Sin embargo, la clonacion del cDNA o la seleccion a partir de, o utilizando, un banco
de cDNA no es necesaria en éste ni otros métodos del invento. Preferiblemente, se sintetizan las cadenas complemen(]
tarias de los cDNAs de primera cadena, es decir, cDNAs de segunda cadena, pero esto dependera de qué cadenas
relativas estan presentes en las sondas oligonucleotidicas. Sin embargo, alternativamente, el RNA puede ser utilizado
directamente sin transcripcién inversa y, si asi se requiere, puede ser etiquetado.

Preferiblemente, las cadenas de cDNA son multiplicadas mediante técnicas de multiplicacién conocidas, tal como la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR; del inglés, polymerase chain reaction) mediante el uso de cebadores aprol]
piados. Alternativamente, las cadenas de cDNA pueden ser clonadas con un vector y usadas para transformar bacterias
tales como E. coli, que pueden ser luego cultivadas para multiplicar las moléculas de acido nucleico. Cuando no se
conocen las secuencias de los cDNAs, se pueden dirigir cebadores a regiones de las moléculas de acido nucleico que
se han introducido. De este modo, por ejemplo, se pueden ligar adaptadores a las moléculas de cDNA y se pueden
dirigir cebadores a estas porciones para la multiplicacion de las moléculas de cDNA. Alternativamente, en el caso de
muestras eucaritticas, se pueden aprovechar la cola de poliA y la caperuza del RNA para preparar cebadores apropial’
dos.

Para producir la huella dactilar o patrén diagndstico estandar de transcritos génicos para el cancer de mama, se utilizan
las sondas oligonucleotidicas anteriormente descritas para sondar mRNA o cDNA de la muestra enferma para producir
una sefal para hibridacion con cada especie de sonda oligonucleotidica particular, es decir, cada sonda uUnica. Si se
desea, también se puede preparar un patrén testigo estandar de transcritos génicos utilizando mRNA o cDNA de una
muestra normal. De este modo, se pone mMRNA o cDNA en contacto con la sonda oligonucleotidica bajo condiciones
apropiadas que permitan la hibridacion.

Cuando se sondan multiples muestras, esto puede ser llevado consecutivamente a cabo usando las mismas sondas,
por ejemplo, sobre uno o méas soportes sdlidos, es decir, sobre médulos del kit de sondas, o hibridando simultaneamen(]
te con las sondas correspondientes, por ejemplo, los médulos de un kit de sondas correspondientes.

Para identificar cuando se produce la hibridacion y obtener una indicacion del numero de transcritos/moléculas de cDNA



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2358910 T3

que se llegan a unir a las sondas oligonucleotidicas, es necesario identificar una sefial producida cuando los transcritos
(o moléculas relacionadas) se hibridan (por ejemplo, por deteccion de moléculas de acido nucleico de doble cadena o
deteccion del numero de moléculas que se llegan a unir, después de la separaciéon de las moléculas no unidas median(J
te, por ejemplo, lavado).

Con objeto de obtener una sefial, uno cualquiera o los dos componentes que se hibridan (es decir, la sonda y el transcril]
to) portan o forman un medio de sefializacién o una parte del mismo. Este "medio de sefializacion" es cualquier compo(]
nente que permite la deteccién directa o indirecta mediante la generacion o presencia de una sefal. La sefial puede ser
cualquier caracteristica fisica detectable, tal como la conferida por emision de radiacién, propiedades de dispersion o
absorcion, propiedades magnéticas, u otras propiedades fisicas tales como propiedades de carga, tamafio o unién de
moléculas existentes (por ejemplo, etiquetas) o moléculas que se pueden generar (por ejemplo, emisidon de gases, etc.).
Se prefieren las técnicas que permiten la multiplicacion de la sefal, por ejemplo, que producen multiples procesos de
sefal a partir de un solo sitio ligante activo, tal como, por ejemplo, mediante la accién catalitica de enzimas para produl]
cir multiples productos detectables.

Convenientemente, el medio de sefalizacién puede ser una etiqueta que proporcione por si misma una sefal detectal]
ble. Convenientemente esto puede ser llevado a cabo mediante el uso de un agente radiactivo u otra etiqueta que se
puede incorporar durante la produccion del cDNA, la preparacion de cadenas de cDNA complementarias o durante la
multiplicacion del mMRNA/cDNA diana, o se puede anadir directamente a moléculas de acido nucleico diana.

Las etiquetas apropiadas son aquéllas que permiten directa o indirectamente la deteccién o medicién de la presencia de
los transcritos/cDNA. Dichas etiquetas incluyen, por ejemplo, radioetiquetas, etiquetas quimicas, tales como, por ejem(]
plo, agentes cromdforos o fluoréforos (por ejemplo, colorantes tales como fluoresceina y rodamina), y reactivos de alta
densidad electrénica tales como ferritina, hemocianina y oro coloidal. Alternativamente, la etiqueta puede ser una enzil|
ma, tal como, por ejemplo, peroxidasa o fosfatasa alcalina, visualizandose la presencia de la enzima por su interaccion
con una sustancia adecuada, tal como, por ejemplo, un sustrato. La etiqueta también puede formar parte de una pareja
de sefializacidon en que el otro miembro de la pareja se encuentra en, o muy proximo a, la sonda oligonucleotidica a la
que se une el transcrito/cDNA; por ejemplo, se puede utilizar un compuesto fluorescente y un sustrato sofocador de la
fluorescencia. También se puede disponer una etiqueta en una sustancia diferente, tal como un anticuerpo, que recol]
nozca un componente peptidico fijado a los transcritos/cDNA, por ejemplo, fijado a una base utilizada durante la sintesis
o la multiplicacion.

Se puede obtener una sefial mediante la introduccién de una etiqueta antes, durante o después de la operacién de
hibridacion. Alternativamente, la presencia de transcritos de hibridacién puede ser identificada mediante otras propiedal]
des fisicas, tal como su absorbancia, en cuyo caso, el medio de sefializacion es el propio complejo.

Luego se evalua la cantidad de sefal asociada con cada sonda oligonucleotidica. La evaluaciéon puede ser cuantitativa o
cualitativa y se puede basar en la union de una sola especie de transcrito (0 cDNA relacionado u otros productos) a
cada sonda, o la unién de multiples especies de transcrito a multiples copias de cada sonda Unica. Se apreciara que los
resultados cuantitativos proporcionaran mas informacion sobre la huella dactilar de transcritos del cancer de mama que
se compila. Estos datos se pueden expresar como valores absolutos (en el caso de macrorredes) o se pueden determi’]
nar con respecto a una referencia o estandar particular, tal como, por ejemplo, una muestra testigo normal.

Ademas, se apreciara que el patron diagnéstico estandar de transcritos génicos puede ser preparado usando una 0 mas
muestras de la enfermedad (y muestras normales, si se utilizan) para llevar a cabo la operacion de hibridacién con objel]
to de obtener patrones no sesgados hacia unas variaciones de expresion génica particulares del individuo.

El uso del conjunto de sondas anteriormente descrito para preparar patrones estandares y los patrones diagnésticos
estandares de transcritos génicos asi producidos con el fin de identificacion, diagndstico o control del cancer de mama
en un organismo particular forma un aspecto mas del invento.

Una vez que se ha determinado un patron o huella dactilar diagndstica estandar para el cancer de mama utilizando el
conjunto de sondas oligonucleotidicas, se puede utilizar esta informacién para identificar la presencia, ausencia o grado
de cancer de mama en un organismo o individuo de ensayo diferente.

Para examinar el patron de expresion génica de una muestra de ensayo, se obtiene de un paciente o del organismo que
se estudia una muestra de ensayo de tejido, fluido corporal o desecho corporal que contiene células, correspondiente a
la muestra utilizada para la preparacion del patrén estandar. Luego se prepara un patrén de transcritos génicos de en(]
sayo del modo anteriormente descrito para el patron estandar.

Por lo tanto, en un aspecto mas, el presente invento proporciona un método para preparar un patrén de transcritos génil]
cos de ensayo, que comprende al menos las operaciones de:

a) aislar mRNA de las células de una muestra de dicho organismo de ensayo, que opcionalmente puede ser
inversamente transcrito a cDNA;

b) hibridar el mMRNA o cDNA de la operacion (a) con un conjunto de oligonucleétidos como los anteriormente
descritos, especificos para dicho cancer de mama en un organismo y una muestra del mismo que corresponde al orgal’
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nismo y una muestra del mismo bajo investigacion; y

c) evaluar la cantidad de mRNA o cDNA que se hibrida con cada una de dichas sondas para producir dicho
patron que refleja el nivel de expresion génica de los genes a los que se unen dichos oligonucleétidos, en dicha muestra
de ensayo.

Este patron de ensayo puede ser luego comparado con uno o mas patrones estandares para evaluar si la muestra con(J
tiene células que tienen cancer de mama.

De este modo, visto desde otro aspecto, el presente invento proporciona un método para diagnosticar o identificar o
controlar el cancer de mama en un organismo, que comprende las operaciones de:

a) aislar mMRNA de las células de una muestra de dicho organismo, que opcionalmente puede ser inversamente
transcrito a cDNA;

b) hibridar el mMRNA o cDNA de la operacién (a) con un conjunto de oligonucleétidos como los anteriormente
descritos, especificos para dicho cancer de mama en un organismo y una muestra del mismo que corresponde al orgal
nismo y una muestra del mismo bajo investigacion;

c) evaluar la cantidad de mMRNA o cDNA que se hibrida con cada una de dichas sondas para producir un patrén
caracteristico que refleje el nivel de expresion génica de los genes a los que se unen dichos oligonucleétidos, en dicha
muestra; y

d) comparar dicho patréon con un patrén diagnostico estandar preparado de acuerdo con el método del invento
utilizando una muestra de un organismo que corresponde al organismo y la muestra bajo investigacion para determinar
la presencia de cancer de mama en el organismo bajo investigacion.

El método hasta la operacion c) inclusive es la preparacion de un patréon de ensayo como se describié anteriormente.

Como aqui se hace referencia, "diagnodstico" se refiere a la determinacion de la presencia o existencia de cancer de
mama en un organismo. "Controlar" se refiere a establecer el grado del cancer de mama, particularmente cuando se
sabe que un individuo padece cancer de mama, para, por ejemplo, controlar los efectos del tratamiento o el desarrollo
del cancer de mama para, por ejemplo, determinar la idoneidad de un tratamiento o proporcionar un pronéstico.

Se puede determinar la presencia de cancer de mama determinando el grado de correlaciéon entre los patrones de las
muestras estandar y de ensayo. Esto toma necesariamente en consideracion el intervalo de los valores que se obtienen
para muestras normales y enfermas. Aunque esto se puede establecer obteniendo desviaciones estandares para diver(]
sas muestras representativas que se unen a las sondas para desarrollar el estandar, se apreciara que pueden bastar
muestras individuales para generar el patron estandar para identificar el cancer de mama si la muestra de ensayo prel(]
senta una correlacion lo suficientemente cercana con la estandar. Convenientemente, se puede pronosticar la presen(]
cia, ausencia o grado del cancer de mama en una muestra de ensayo al insertar los datos relativos al nivel de expresion
de sondas informativas de la muestra de ensayo en el patréon diagnoéstico estandar de sondas establecido de acuerdo
con la ecuacion 1.

Los datos generados al utilizar los métodos anteriormente mencionados se pueden analizar usando diversas técnicas,
desde la representacion visual mas basica (por ejemplo, en relacién con la intensidad) hasta la manipulaciéon de datos
mas complejos para identificar patrones subyacentes que reflejen la interrelacion del nivel de expresion de cada gen al
que se unen las diversas sondas, que puede ser cuantificado y expresado matematicamente. Convenientemente, los
datos brutos asi generados pueden ser manipulados mediante los métodos estadisticos y de procesamiento de datos
descritos mas adelante, particularmente normalizando y estandarizando los datos y ajustando los datos a un modelo de
clasificacion para determinar si dichos datos de ensayo reflejan el patron de cancer de mama.

Los métodos aqui descritos pueden ser usados para identificar, controlar o diagnosticar el cancer de mama o su progrel(]
so, del que son informativas las sondas oligonucleotidicas. Como aqui se describe, sondas "informativas" son aquéllas
que reflejan genes que tienen una expresion alterada en el cancer de mama. Puede que las sondas utilizadas en los
conjuntos del invento no sean suficientemente informativas con fines diagndsticos cuando se utilizan solas, pero son
informativas cuando se utilizan como una de varias sondas para proporcionar un patrén caracteristico, por ejemplo, en
un conjunto como el anteriormente descrito y de acuerdo con el invento.

Preferiblemente, dichas sondas corresponden a genes que resultan sistémicamente afectados por el cancer de mama.
Especialmente, dichos genes, de los que proceden los transcritos que se unen a las sondas utilizadas en conjuntos del
invento, se expresan preferiblemente de forma moderada o elevada. La ventaja de usar sondas dirigidas a genes exprel]
sados moderada o elevadamente es que se requieren muestras clinicas mas pequefias para generar el necesario con(]
junto de datos de expresion génica, por ejemplo, muestras sanguineas de menos de 1 ml.

Ademas, se ha hallado que dichos genes que ya se estan transcribiendo activamente tienden a ser mas propensos a
resultar influidos, de un modo positivo o negativo, por nuevos estimulos. Ademas, puesto que ya se estan produciendo
transcritos en niveles que son generalmente detectables, pequefios cambios en esos niveles son faciimente detectables
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ya que, por ejemplo, no es necesario que se alcance un cierto umbral detectable.
Las sondas aqui descritas pueden ser usadas para el diagnostico, identificacion o control del cancer de mama.

El método diagndstico puede ser utilizado solo como una alternativa a otras técnicas diagndsticas o ademas de dichas
técnicas. Por ejemplo, se pueden utilizar métodos del invento como una medida diagndéstica alternativa o aditiva al diall
gnostico al usar técnicas de formacién de imagenes tales como formacion de imagenes por resonancia magnética (MRI;
del inglés, magnetic resonance imaging), formacién de imagenes por ultrasonidos, formacién de imagenes por radionu(]
cleidos y formacion de imagenes por rayos X en, por ejemplo, la identificacion y/o el diagnéstico de tumores.

Los métodos del invento pueden ser llevados a cabo sobre células de organismos procarioticos o eucarioticos, que
pueden ser cualesquier organismos eucarioticos tales como seres humanos, otros mamiferos y animales.

Los animales no humanos preferidos sobre los que se pueden llevar a cabo los métodos del invento incluyen, pero no
se limitan a, mamiferos, particularmente primates, animales domésticos, animales de granja y animales de laboratorio.
De este modo, los animales preferidos para el diagnéstico incluyen ratones, ratas, cobayas, gatos, perros, cerdos, vall
cas, cabras, ovejas y caballos. Particularmente, se diagnostica, identifica o controla preferiblemente el cancer de mama
de seres humanos.

Como se describié anteriormente, la muestra bajo estudio puede ser cualquier muestra conveniente que se puede obtel]
ner de un organismo. Sin embargo, como se mencioné anteriormente, la muestra se obtiene preferiblemente de un sitio
alejado del sitio de la enfermedad y las células de dichas muestras no son células de la enfermedad, no han estado en
contacto con dichas células y no proceden del sitio de la enfermedad. En tales casos, aunque preferiblemente ausentes,
la muestra puede contener células que no satisfagan estos criterios. Sin embargo, puesto que las sondas de los conjun(J
tos del invento tienen relacién con transcritos cuya expresion esta alterada en células que satisfacen estos criterios, las
sondas se dirigen especificamente a detectar cambios en los niveles de transcritos de esas células incluso si estan en
presencia de otras células de fondo.

Se ha hallado que las células de dichas muestras muestran variaciones significativas e informativas en la expresion
génica de un gran numero de genes. De este modo, se puede hallar que la misma sonda (o varias sondas) es informatil}
va en determinaciones relativas a dos o mas canceres, o fases de los mismos, en virtud del particular nivel de transcril
tos que se unen a esa sonda o de la interrelacién del grado de unién a esa sonda con respecto a otras sondas. Como
consecuencia, es posible utilizar un nimero relativamente pequefo de sondas para explorar multiples canceres. Esto
tiene consecuencias en cuanto a la seleccion de sondas pero también en cuanto al uso de un solo conjunto de sondas
para mas de un diagnadstico.

Los métodos para generar patrones estandares y de ensayo y las técnicas diagnésticas dependen del uso de sondas
oligonucleotidicas informativas para generar los datos de expresion génica. La metodologia siguiente describe un méto(]
do conveniente para identificar dichas sondas informativas.

Se pueden identificar sondas de diversos modos conocidos en la técnica previa, incluyendo mediante expresion diferen
cial y mediante resta de bancos (véase, por ejemplo, el Documento W098/49342). Como se describié en el Documento
WO 2004/046382 y como se describe mas adelante, a la vista del elevado contenido de informacion de la mayor parte
de los transcritos, como punto de partida uno también puede analizar simplemente un subconjunto aleatorio de especies
de mRNA o cDNA que correspondan a la familia de secuencias aqui descrita y escoger las sondas mas informativas de
ese subconjunto. El método siguiente describe el uso de sondas oligonucleotidicas inmovilizadas (por ejemplo, las son(]
das del invento) a las que se une mRNA (o moléculas relacionadas) de diferentes muestras, para identificar qué sondas
son las mas informativas para identificar el cancer de mama.

Las sondas inmovilizadas pueden proceder de diversos organismos relacionados o no relacionados; el uUnico requisito
es que las sondas inmovilizadas se unan especificamente a sus equivalentes homdlogos de organismos de ensayo. Las
sondas pueden también proceder de bases de datos publicas o comercialmente asequibles y estar inmovilizadas sobre
soportes solidos. Las sondas seleccionadas incluyen necesariamente el conjunto de sondas aqui descrito.

La longitud de las sondas inmovilizadas sobre el soporte sélido debe ser lo bastante grande para permitir la unién es(]
pecifica a las secuencias diana. Las sondas inmovilizadas pueden estar en forma de DNA, RNA o sus productos modifilJ
cados o PNAs (acidos nucleicos peptidicos). Preferiblemente, las sondas inmovilizadas deben unirse especificamente a
sus equivalentes homélogos que representan genes elevada y moderadamente expresados de organismos de ensayo.

Se puede generar el patrén de expresion génica de células en muestras bioldgicas utilizando técnicas del campo técnico
anterior, tal como una microrred o macrorred como la descrita mas adelante, o utilizando métodos aqui descritos. Se
han desarrollado ahora diversas tecnologias para controlar simultdneamente el nivel de expresion de un gran nimero de
genes en muestras bioldgicas, tales como oligorredes de alta densidad (Lockhart et al., 1996, Nat. Biotech. 14, paginas
1675-1680), microrredes de cDNA (Schena et al., 1995, Science 270, paginas 467-470) y macrorredes de cDNA (E.
Maier et al., 1994, Nucl. Acids Res. 22, paginas 3423-3424; Bernard et al., 1996, Nucl. Acids Res. 24, paginas 14350
1442).

En las oligorredes de alta densidad y las microrredes de cDNA, cientos y miles de oligonucleétidos sonda o cDNAs son
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salpicados sobre portaobjetos de vidrio o membranas de nailon o sintetizados sobre biochips. Los mRNAs aislados de
las muestras de ensayo y de referencia son etiquetados por transcripcion inversa con un colorante fluorescente rojo o
verde, mezclados, e hibridados con la microrred. Después de un lavado, los colorantes fluorescentes unidos son detecl]
tados mediante un laser, produciéndose dos imagenes, una para cada colorante. La relacién resultante de las manchas
rojas y verdes en las dos imagenes proporciona la informacién acerca de los cambios en los niveles de expresion de los
genes en las muestras de ensayo y de referencia. Alternativamente, también se pueden llevar a cabo estudios con mill
crorredes de un solo canal o de multiples canales.

En la macrorred de cDNA, se salpican diferentes cDNAs sobre un soporte sélido, tal como membranas de nailon, en
exceso en relacion con la cantidad de mRNA de ensayo que se puede hibridar con cada mancha. EIl mRNA aislado de
las muestras de ensayo es radiomarcado por transcripcion inversa e hibridado con el cDNA sonda inmovilizado. Des(]
pués de un lavado, se detectan y cuantifican las sefales asociadas con etiquetas que se hibridan especificamente con
el cDNA sonda inmovilizado. Los datos obtenidos en la macrorred contienen informacion acerca de los niveles relativos
de transcritos presentes en las muestras de ensayo. Mientras que las macrorredes son sélo adecuadas para controlar la
expresion de un numero limitado de genes, las microrredes pueden ser utilizadas para controlar simultaneamente la
expresion de varios miles de genes y, por lo tanto, son una eleccion preferida para estudios de expresién génica a gran
escala.

Se ha utilizado una técnica de macrorredes para generar el conjunto de datos de expresién génica con objeto de ilustrar
el método de identificacion de sondas aqui descrito para la identificacion de las sondas de los conjuntos del invento.
Para este fin, se aisla mRNA de muestras de interés y se utiliza para preparar moléculas diana etiquetadas, tales como,
por ejemplo, mMRNA o cDNA, del modo anteriormente descrito. Las moléculas diana etiquetadas son luego hibridadas
con sondas inmovilizadas sobre el soporte sélido. Para este fin, como se describié previamente, se pueden utilizar dilJ
versos soportes solidos. Después de la hibridacion, se separan las moléculas diana no unidas y se cuantifican las sefial|
les de las moléculas diana que se hibridan con sondas inmovilizadas. Si se lleva a cabo un radioetiquetado, se puede
utilizar un sistema Phospholmager para generar un archivo de imagenes que puede ser usado para generar un conjunto
de datos brutos. Dependiendo de la naturaleza de la etiqueta escogida para etiquetar las moléculas diana, también se
pueden utilizar otros instrumentos; por ejemplo, cuando se utiliza fluorescencia para el etiquetado, se puede usar un
sistema Fluorolmager para generar un archivo de imagenes procedente de las moléculas diana hibridadas.

Los datos brutos que corresponden a intensidad media, intensidad mediana o volumen de las sefiales de cada mancha

pueden ser obtenidos del archivo de imagenes usando un software comercialmente asequible para el analisis de image!(’
nes. Sin embargo, los datos obtenidos han de ser corregidos en cuanto a las sefiales de fondo y normalizados antes del

analisis ya que diversos factores pueden afectar a la calidad y la cantidad de las sefiales de hibridacion. Por ejemplo,

variaciones en la calidad y cantidad del mRNA aislado de una muestra a otra, diferencias sutiles en la eficacia del etil
quetado de las moléculas dianas durante cada reaccién y variaciones en la cantidad de union inespecifica entre diferen(]
tes macrorredes pueden contribuir al ruido del conjunto de datos obtenidos, que debe ser corregido antes del analisis.

La correccion del fondo puede ser llevada a cabo de diversas formas. Se puede utilizar la menor intensidad de pixel de
una mancha para la resta del fondo o se puede utilizar para ese fin el valor medio o mediano de la linea de pixeles alrel]
dedor del contorno de las manchas. Uno también puede definir el area que representa la intensidad del fondo basandol]
se en las sefales generadas a partir de testigos negativos y utilizar la intensidad media de este area para la resta del
fondo.

Los datos corregidos en cuanto al fondo pueden ser luego transformados para estabilizar la varianza de la estructura de
datos y ser normalizados en cuanto a las diferencias en la intensidad de las sondas. Se han descrito diversas técnicas
de transformacién en la bibliografia, y de ellas se puede hallar una breve vision general en Cui, Kerr y Churchill,
http://www_.jax.org/research/churchill/research/expression/Cui-Transform.pdf). Se puede llevar a cabo la normalizacion
dividiendo la intensidad de cada mancha por la intensidad colectiva, intensidad media o intensidad mediana de todas las
manchas de una macrorred o de un grupo de manchas de una macrorred con objeto de obtener la intensidad relativa de
las sefiales que se hibridan con sondas inmovilizadas en una macrorred. Se han descrito diversos métodos para normal]
lizar datos de expresion génica (Richmond y Sommerville, 2000, Current Opin. Plant Biol. 3, paginas 108-116; Finkels[]
tein et al., 2001, en "Methods of Microarray Data Analysis, Papers from CAMDA", redactado por Lin y Johnson, Kluwer
Academica, paginas 57-68; Yang et al., 2001, en "Optical Technologies and Informatics", redactado por Bittner, Chen,
Dorsel y Dougherty, Proceedings of SPIE, 4266, paginas 141-152; Dudoit et al., 2000, J. Am. Stat. Ass. 97, paginas 77(]
87; Alter et al., 2000, supra; Newton et al., 2001, J. Comp. Biol. 8, paginas 37-52). Generalmente, se calcula primero una
funcién o factor de escalamiento para corregir el efecto de intensidad y se utiliza luego para normalizar las intensidades.
También se ha sugerido el uso de testigos externos para una normalizacion mejorada.

Otro desafio importante encontrado en el analisis de la expresidon génica a gran escala es el de la estandarizacion de los
datos recogidos de experimentos llevados a cabo en diferentes momentos. Hemos observado que los datos de exprel]
sion génica de muestras adquiridas en el mismo experimento pueden ser eficazmente comparados después de la col]
rreccion del fondo y la normalizacion. Sin embargo, los datos de las muestras adquiridas en experimentos llevados a
cabo en distintos momentos requieren otra estandarizacion antes del analisis. Esto se debe a que diferencias sutiles en
parametros experimentales entre diferentes experimentos, tales como, por ejemplo, diferencias en la calidad y la cantilJ
dad del mRNA extraido en diferentes momentos y diferencias en el tiempo utilizado para el etiquetado de moléculas
diana, el tiempo de hibridacién o el tiempo de exposicién, pueden afectar a los valores medidos. Ademas, factores tales
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como la naturaleza de la secuencia de los transcritos bajo investigacion (su contenido de GC) y su cantidad relativa
determinan cémo resultan afectados por sutiles variaciones en los procesos experimentales. Por ejemplo, determinan
cémo cDNAs de primera cadena, que corresponden a un transcrito particular, son eficazmente transcritos y etiquetados
durante la sintesis de la primera cadena, o cdmo las moléculas diana etiquetadas correspondientes se unen eficazmenl
te a sus secuencias complementarias durante la hibridacién. Las diferencias de lote a lote en el proceso de impresion es
también un factor importante para la variacion en los datos de expresion generados.

Un fallo a la hora de abordar y rectificar apropiadamente estas influencias conduce a situaciones en que las diferencias
entre las series experimentales pueden ensombrecer la principal informacion de interés contenida en el conjunto de
datos de expresion génica, es decir, las diferencias en los datos combinados de las diferentes series experimentales.
Por lo tanto, cuando sea necesario, los datos de expresion deben ser ajustados en cuanto a los lotes antes de su analilJ
sis.

El control de la expresién de un gran niumero de genes en varias muestras conduce a la generacién de una gran cantilJ
dad de datos que son demasiado complejos para ser facilmente interpretados. Ya se ha mostrado que diversas técnicas
para el analisis supervisado y no supervisado de datos multivariantes son Utiles para extraer una informacién bioldgica
significativa de estos grandes conjuntos de datos. El analisis de grupos ("clusters") es con mucho la técnica mas
comunmente usada para el analisis de la expresion génica y ha sido llevado a cabo para identificar genes que son regu(]
lados de una manera similar y/o identificar nuevas/desconocidas clases tumorales utilizando perfiles de expresion géni
ca (Eisen et al., 1998, PNAS 95, paginas 14.863-14.868; Alizadeh et al., 2000, supra; Perou et al., 2000, Nature 406,
paginas 747-752; Ross et al., 2000, Nature Genetics 24 (3), paginas 227-235; Herwig et al., 1999, Genome Res. 9,
paginas 1093-1105; Tamayo et al., 1999, Science, PNAS, 96, paginas 2907-2912).

En el método de agrupamiento, se agrupan los genes en categorias funcionales (grupos) basandose en su perfil de
expresion y satisfaciendo dos criterios: homogeneidad - los genes del mismo grupo tienen una expresiéon muy similar
entre si; y separacion - los genes de grupos diferentes tienen una expresion de baja similitud entre si.

Los ejemplos de diversas técnicas de agrupamiento que se han usado para el analisis de la expresion génica incluyen
agrupamiento jerarquico (Eisen et al., 1998, supra; Alizadeh et al., 2000, supra; Perou et al., 2000, supra; Ross et al.,
2000, supra), agrupamiento mediante el algoritmo de K medias [Herwig et al., 1999, supra; Tavazoie et al., 1999, Nature
Genetics 22 (3), paginas 281-285], afeitado génico (Hastie et al., 2000, Genome Biology, 1 (2), Research 0003.10J
0003.21), agrupamiento de bloques (Tibshirani et al., 1999, Tech. Report Univ. Stanford), el modelo de Plaid (Lazzeroni,
2002, Stat. Sinica 12, paginas 61-86) y mapas autoorganizativos (Tamayo et al., 1999, supra). Ademas, los métodos
relacionados de analisis estadistico multivariante, tales como aquellos en que se utiliza la descomposicion en valores
singulares [Alter et al., 2000, PNAS, 97 (18), paginas 10.101-10.106; Ross et al., 2000, supra] o el escalamiento multi[J
dimensional, pueden ser eficaces para reducir las dimensiones de los objetos bajo estudio.

Sin embargo, métodos tales como el analisis de grupos y la descomposicion en valores singulares son puramente explo(]
ratorios y so6lo proporcionan una amplia vision general de la estructura interna presente en los datos. Son planteamien(]
tos no supervisados en que, en el analisis, no se utiliza la informacién disponible relativa a la naturaleza de la clase bajo
investigacion. A menudo se conoce la naturaleza de la perturbacion bioldgica a la que se ha sometido una muestra
concreta. Por ejemplo, se sabe a veces si la muestra cuyo patron de expresion génica esta siendo analizado procede de
un individuo enfermo o sano. En dichos casos, se puede utilizar un analisis discriminante para clasificar las muestras en
diversos grupos basandose en sus datos de expresion génica.

En dicho andlisis, se construye el clasificador entrenando los datos que permiten discriminar entre miembros y no
miembros de una clase dada. Luego se puede usar el clasificador entrenado para predecir la clase de muestras descol]
nocidas. Los ejemplos de métodos de discriminacion que se han descrito en la bibliografia incluyen Maquinas de Soporl(]
te Vectorial (Brown et al., 2000, PNAS 97, paginas 262-267), Vecino Mas Préximo (Dudoit et al., 2000, supra), Arboles
de Clasificacion (Dudoit et al., 2000, supra), Clasificacion Votada (Dudoit et al., 2000, supra), Votacion Génica Ponderal]
da (Golub et al., 1999, supra) y Clasificacion Bayesiana (Keller et al., 2000, Tech. Report Univ. Washington). Ademas,
se ha descrito recientemente (Nguyen y Rocke, 2002, Bioinformatics 18, paginas 39-50 y 1216-1226) una técnica en
que se utiliza primero un analisis de regresioén por minimos cuadrados parciales (PLS) para reducir las dimensiones del
conjunto de datos de expresién génica, seguido de una clasificacion utilizando un andlisis discriminante logistico (LD;
del inglés, logistic discriminant) y un analisis discriminante cuadratico (QDA; del inglés, guadratic discriminant analysis).

Un desafio que plantean los datos de expresion génica a los métodos discriminatorios clasicos es que el numero de
genes cuya expresion esta siendo analizada es muy grande en comparacion con el nimero de muestras que se analil!
zan. Sin embargo, en la mayoria de los casos, sélo una pequefia fraccion de estos genes es informativa en los problel]
mas del analisis discriminante. Ademas, existe el peligro de que el ruido de genes irrelevantes pueda enmascarar o
distorsionar la informacion de los genes informativos. Se han sugerido varios métodos en la bibliografia para identificar y
seleccionar genes que sean informativos en estudios con microrredes, tales como, por ejemplo, estadisticas t (Dudoit et
al., 2002, J. Am. Stat. Ass. 97, paginas 77-87), analisis de la varianza (Kerr et al., 2000, PNAS 98, paginas 8961-8965),
analisis de vecinos (Golub et al., 1999, supra), relacién entre grupos y suma de cuadrados en los grupos (Dudoit et al.,
2002, supra), calificacion no paramétrica (Park et al., 2002, Pacific Symposium on Biocomputing, paginas 52-63) y sel]
leccion de probabilidades (Keller et al., 2000, supra).
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En los métodos aqui descritos, los datos de expresion génica que han sido normalizados y estandarizados son analizal

dos utilizando la regresiéon por minimos cuadrados parciales (PLSR). Aunque la PLSR es esencialmente un método
utilizado para el analisis de datos continuos por regresion (véase el Apéndice A), puede ser también utilizado como un

método para construcciéon de modelos y analisis discriminante utilizando una matriz de respuestas ficticia basada en una

codificacién binaria. La asignacién de clases se basa en una simple distincion dicotdomica tal como cancer de mama

(clase 1)/individuo sano (clase 2), o una distincién multiple basada en multiples diagnésticos de enfermedad tales como
cancer de mama (clase 1)/cancer ovarico (clase 2)/individuo sano (clase 3). Se puede aumentar la lista de enfermedal]
des para clasificacion dependiendo de las muestras disponibles que correspondan a otros canceres o fases de los mis(]
mos.

A la PLSR aplicada como un método de clasificacion se hace referencia como PLS-DA (en que DA significa analisis
discriminante; del inglés, discriminant analysis). El PLS-DA es una extension del algoritmo PLSR en que la matriz Y es
una matriz ficticia que contiene n filas (que corresponden al nimero de muestras) y K columnas (que corresponden al
ndmero de clases). La matriz Y se construye insertando 1 en la columna k° y -1 en todas las demas columnas si el col]
rrespondiente i° objeto de X pertenece a la clase k. Por regresion de Y sobre X, se consigue la clasificacion de una nuel]
va muestra seleccionando el grupo que corresponde al componente mas grande del ajustado, y(x) = [y1(x), Y2(X),...,
yk(x)]. De esta manera, en una matriz de respuestas -1/1, un valor de prediccion inferior a 0 significa que la muestra
pertenece a la clase designada como -1, mientras que un valor de prediccion superior a 0 implica que la muestra pertel
nece a la clase designada como 1.

Una ventaja del PLSR-DA es que los resultados obtenidos pueden ser facilmente representados en forma de dos grafilJ
cos diferentes, los graficos de calificacion y de carga. Los graficos de calificacion representan una proyeccion de las
muestras sobre los componentes principales y muestran la distribucion de las muestras en el modelo de clasificacion y
su relacion entre si. Los graficos de carga presentan correlaciones entre las variables presentes en el conjunto de datos.

Normalmente se recomienda utilizar el PLS-DA como punto de partida para el problema de la clasificacion a causa de
su capacidad para manejar datos colineales y de la propiedad de la PLSR como técnica para reducciéon de dimensiones.
Una vez satisfecho este objetivo, es posible utilizar otros métodos, tal como el andlisis discriminante lineal (LDA; del
inglés, linear discriminant analysis), que ha demostrado ser eficaz para extraer informacién adicional (Indahl et al., 1999,
Chem. and Intell. Lab. Syst. 49, paginas 19-31). Este planteamiento se basa en descomponer primero los datos usando
PLS-DA, y usar luego los vectores de calificaciones (en vez de las variables originales) como entrada para el LDA. En
Duda y Hart (Classification and Scene Analysis, 1973, Wiley, EE.UU.) se pueden encontrar detalles adicionales sobre el
LDA.

La siguiente operacion después de la construccion del modelo es la validacion del modelo. Se considera que esta ope!
racion esta entre los aspectos mas importantes del analisis multivariante y examina la "bondad" del modelo de calibral|
cion que se ha construido. En este trabajo, se ha usado para la validacion un planteamiento de validacion cruzada. En
este planteamiento, se dejan una o unas pocas muestras fuera de cada segmento mientras el modelo es construido
usando una validacidon cruzada completa sobre la base de los datos restantes. Las muestras dejadas fuera son luego
utilizadas para prediccion/clasificacion. La repeticién del proceso de validacion cruzada sencilla varias veces dejando
fuera diferentes muestras en cada validacidon cruzada conduce al llamado procedimiento de validacién cruzada doble.
Se ha mostrado que este planteamiento funciona bien con una cantidad limitada de datos, como es el caso de algunos
de los Ejemplos aqui descritos. Ademas, puesto que la operacién de validacion cruzada se repite varias veces, se redul |
cen los peligros de sobreajuste y sesgo del modelo.

Una vez que se ha construido y validado un modelo de calibracion, los genes que presentan un patron de expresion que
es mas relevante para describir la informacion deseada en el modelo pueden ser seleccionados mediante técnicas des!!
critas en el campo técnico previo para seleccion de variables, como se menciona en otra parte. La seleccioén de variall
bles ayudara a reducir la complejidad final del modelo, proporcionar un modelo reducido y, por lo tanto, conducir a un
modelo fiable que pueda ser usado para prediccion. Ademas, el uso de menos genes para el fin de proporcionar un
diagnéstico reducira el costo del producto diagnéstico. De esta manera, se pueden identificar sondas informativas que
se unirian a los genes de relevancia.

Hemos hallado que, una vez que se ha construido un modelo de calibracion, se pueden usar eficazmente técnicas esl]
tadisticas tales como Jackknife (Effron, 1982, "The Jackknife, the Bootstrap and other resampling plans”, Society for
Industrial and Applied Mathematics, Philadelphia, EE.UU.), basada en una metodologia de remuestreo, para seleccionar
o confirmar variables significativas (sondas informativas). La varianza de incertidumbre aproximada de los coeficientes B
de la regresion por PLS puede ser estimada mediante:

M
S?B=> ((B-Bp)g)*

m=1
en que S?B = varianza de incertidumbre estimada de B;

B = el coeficiente de regresion en el rango A cruzadamente validado, usando todos los N objetos;
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Bm = el coeficiente de regresion en el rango A usando todos los objetos salvo el(los) objeto(s) dejado(s) fuera en el
segmento m de validacion cruzada; y

g = coeficiente de escalamiento (aqui, g = 1).

En nuestro planteamiento, se ha implementado Jackknife junto con la validacién cruzada. Para cada variable, se calcula
primero la diferencia entre los coeficientes-B B; en un submodelo cruzadamente validado y Bi: para el modelo total.
Luego se calcula la suma de los cuadrados de las diferencias en todos los submodelos para obtener una expresion de la
varianza de la estimacion de B; para una variable. La significacion de la estimacion de B; se calcula utilizando la prueba
t. De este modo, los coeficientes de regresion resultantes pueden ser presentados con limites de incertidumbre que
corresponden a 2 desviaciones estandares, y a partir de ello se detectan variables significativas.

No se proporcionan aqui mas detalles en cuanto a la implementacion o el uso de esta operacion ya que esto ha sido
implementado en un software comercialmente asequible, The Unscrambler, CAMO ASA, Noruega. Ademas, en Westad
y Martens (2000, J. Near Inf. Spectr. 8, paginas 117-124) se pueden hallar detalles sobre la seleccion de variables utilil |
zando Jackknife.

Se puede utilizar el planteamiento siguiente para seleccionar sondas informativas a partir de un conjunto de datos de
expresion génica:

a) dejar fuera una muestra unica (incluyendo sus repeticiones, si estan presentes en el conjunto de datos) por
segmento de validacién cruzada;

b) construir un modelo de calibracion (segmento cruzadamente validado) sobre las muestras restantes utilizan(
do PLSR-DA;

c) seleccionar los genes significativos para el modelo de la operacion b) utilizando el criterio Jackknife;

d) repetir las 3 operaciones anteriores hasta que todas las muestras Unicas del conjunto de datos queden fuera
una vez [como se describe en la operacion a)]. Por ejemplo, si estan presentes 75 muestras Unicas en el conjunto de
datos, se construyen 75 modelos de calibracion diferentes para dar lugar a una coleccion de 75 conjuntos diferentes de
sondas significativas; y

e) seleccionar las variables mas significativas utilizando el criterio de frecuencia de aparicion en los conjuntos
generados de sondas significativas de la operacion d). Por ejemplo, un conjunto de sondas que aparecen en todos los
conjuntos (100%) son mas informativas que las sondas que aparecen en solo el 50% de los conjuntos generados de la
operacion d).

Una vez que se han seleccionado las sondas informativas para una enfermedad, se crea y valida un modelo final. Los
dos modos mas comunmente usados para validar el modelo son la validacién cruzada (CV; del inglés, cross-validation)
y la validacion del conjunto de ensayo. En la validacion cruzada, los datos se dividen en k subconjuntos. EI modelo es
luego entrenado k veces, dejando cada vez uno de los subconjuntos fuera del entrenamiento pero utilizando soélo el
subconjunto omitido para computar el criterio de error, el error cuadratico medio de predicciéon (RMSEP; del inglés, root
mean square error of prediction). Si k es igual al tamafio de la muestra, a esto se llama validacion cruzada "dejando uno
fuera". La idea de dejar fuera una muestra o unas pocas muestras por segmento de validacion es valida sélo en los
casos en que la covarianza entre los diversos experimentos es cero. De esta manera, el planteamiento de una muestra
cada vez no se puede justificar en situaciones que contienen duplicados ya que dejar fuera solo uno de los duplicados
introducira un sesgo sistematico en nuestro analisis. En este caso, el planteamiento correcto sera dejar fuera todos los
duplicados de las mismas muestras a la vez ya que esto satisfaria las suposiciones de covarianza cero entre los segl]
mentos de CV.

El segundo planteamiento para la validacién del modelo es usar un conjunto de ensayo separado para validar el modelo
de calibracion. Esto requiere desarrollar un conjunto separado de experimentos que va a ser utilizado como un conjunto
de ensayo. Este es el planteamiento preferido dado que se dispone de datos de ensayo reales.

Luego se utiliza el modelo final para identificar el cancer de mama en muestras de ensayo. Para este fin, se generan
datos de expresion de genes informativos seleccionados a partir de las muestras de ensayo y luego se utiliza el modelo
final para determinar si una muestra pertenece a una clase enferma o no enferma o tiene cancer de mama.

Se genera preferiblemente un modelo con fines de clasificacion utilizando los datos relativos a las sondas identificadas
de acuerdo con el método anteriormente descrito. Preferiblemente, la muestra es como se describid previamente. Prefel]
riblemente, los oligonucledtidos que se inmovilizan en la operacion (a) son aleatoriamente seleccionados de la familia
anteriormente descrita pero, alternativamente, pueden ser seleccionados para que representen las diferentes familias,
por ejemplo, seleccionando uno o mas de los oligonucleétidos que corresponden a genes que codifican proteinas con
funciones comunes en las diferentes familias, pero que incluyen al menos las sondas del conjunto del invento. Espell
cialmente, dicha seleccidn se hace preferiblemente para abarcar oligonucleétidos derivados de genes de las familias (i)
y (ii). Dichos oligonucleétidos pueden tener una longitud considerable, por ejemplo, si se utiliza cDNA (que esta incluido
dentro del alcance del término "oligonucleétido"). La identificacion de dichas moléculas de cDNA como sondas utiles
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permite el desarrollo de oligonucledtidos mas cortos que reflejan la especificidad de las moléculas de cDNA pero son
mas faciles de fabricar y manipular.

El modelo anteriormente descrito puede ser luego usado para generar y analizar datos de muestras de ensayo y, por lo
tanto, se puede utilizar para los métodos diagndsticos del invento. En dichos métodos, los datos generados a partir de la
muestra de ensayo proporcionan el conjunto de datos de expresion génica, y éste es normalizado y estandarizado como
se describié anteriormente. Luego se ajusta éste al modelo de calibracion anteriormente descrito para obtener la clasifil
cacion.

Como se menciono previamente, a la vista del elevado contenido de informacion de la mayoria de los transcritos, se
puede simplificar drasticamente la identificacion y seleccidon de sondas informativas para uso en el diagnéstico, control o
identificacion de un cancer particular o una fase del mismo. De este modo, se puede reducir radicalmente la coleccion
de genes a partir de la cual se puede hacer una seleccién para identificar sondas informativas.

A diferencia de las tecnologias de la técnica previa en que se seleccionan sondas informativas a partir de una poblacion
de miles de genes que se estan expresando en una célula, como en una microrred, en el método aqui descrito se selecl]
cionan las sondas informativas a partir de un nimero limitado de genes como los descritos en las familias de secuencias
génicas anteriormente descritas pero que incluyen las sondas enumeradas en conjuntos del invento.

Para identificar genes que se expresan en una cantidad elevada o moderada para uso en métodos del invento, la infor(
macion acerca del nivel relativo de sus transcritos en muestras de interés puede ser generada utilizando varias técnicas
del campo técnico previo. Para este fin, se pueden utilizar tanto métodos no basados en secuencias, tales como la prel]
sentacion diferencial y la huella dactilar de RNA, como métodos basados en secuencias, tales como microrredes o malJ
crorredes. Alternativamente, se pueden disefiar secuencias cebadoras especificas para genes elevada y moderadamen(]
te expresados y se pueden usar métodos tales como la RT-PCR cuantitativa para determinar los niveles de los genes
elevada y moderadamente expresados. Por consiguiente, un facultativo experto puede utilizar una diversidad de técnil]
cas que son conocidas en el campo técnico para determinar el nivel relativo de mRNA en una muestra bioldgica.

Especial y preferiblemente, la muestra para el aislamiento de mRNA en el método anteriormente descrito es como se
describié previamente y, preferiblemente, no es del sitio de la enfermedad, y las células de dicha muestra no son células
de la enfermedad y no han entrado en contacto con células de la enfermedad, tal como, por ejemplo, el uso de una
muestra de sangre periférica para la deteccion de cancer de mama.

Los ejemplos siguientes se proporcionan s6lo a modo de ilustracién, en los que las Figuras a que se hace referencia son
las siguientes:

La Figura 1 muestra la posible interacciéon de varios factores responsables de cambios en la expresion en un
individuo con cancer de mama;

La Figura 2 muestra la proyeccién de 102 muestras normales (incluyendo benignas) y de cancer de mama
sobre un modelo de clasificacién generado mediante PLSR-DA usando los datos de 35 genes informativos, en que PC
(del inglés, principal components) son los componentes principales y N y C son muestras normales y de cancer de mal]
ma, respectivamente.

La Figura 3 muestra un grafico de prediccion basado en tres componentes principales utilizando los datos de
35 cDNAs; y

La_Figura 4 muestra el nivel medio de expresion de los 35 genes utilizados para la prediccién de cancer de
mama.

Ejemplo 1: Diagndstico del cancer de mama

Métodos

Muestras sanguineas

Se recogieron muestras sanguineas de donantes con su consentimiento informado bajo una aprobaciéon del Comité
Etico Regional de Noruega. Todos los donantes fueron anénimamente tratados durante el analisis. Se extrajo sangre de
hembras con un mamograma inicial sospechoso, que incluia tanto hembras con cancer de mama como hembras con
mamogramas anormales, antes de cualquier conocimiento sobre si la anormalidad observada durante la primera explo(’
racion era benigna o maligna. En todos los casos, las muestras sanguineas se extrajeron entre las 8 de la mahana y las
4 de la tarde. Personal experto extrajo de cada hembra 10 ml de sangre en tubos Vacutainer que contenian EDTA como
anticoagulante (Becton Dickinson, Baltimore, EE.UU.) o directamente en tubos PAXgene™ (PreAnalytiX, Hombrechtil
kon, Suiza). La sangre recogida en los tubos con EDTA se almacend inmediatamente a -80 °C, mientras que los tubos
PAX se dejaron durante la noche y después se almacenaron a -80 °C hasta ser utilizados.

Preparacion de redes de cDNA

Se escogieron aleatoriamente 1435 clones de cDNA de un banco plasmidico construido a partir de sangre completa de

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2358910 T3

550 individuos sanos (Clontech, Palo Alto, EE.UU.). Aproximadamente el 20% de los clones aleatoriamente escogidos
eran redundantes. Para la multiplicacion de los insertos, se cultivaron clones bacterianos en placas para microtitulacion
que contenian 150 ul de LB con 50 ug/ml de carbenicilina y se incubaron durante la noche a 37 °C con agitacion. Para
lisar las células, se diluyeron 5 pl de cada cultivo con 50 pl de H20 y se incubd la mezcla a 95 °C durante 12 minutos.
De esta mezcla, se sometieron 2 pl a una reaccion PCR usando 40 micromoles de cebador de secuenciacion 5'y 3' en
presencia de MgCl, 1,5 mM. Las reacciones PCR se llevaron a cabo con el siguiente protocolo de ciclos: 4 minutos a 95
°C, seguido de 25 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 60 °C y 3 minutos a 72 °C en un termociclador RoboCycIer®
(Stratagene, La Jolla, EE.UU.) o un termociclador Peltier "DNA Engine Dyad" (MJ Research Inc., Waltham, EE.UU.). Los
productos multiplicados fueron desnaturalizados con NaOH (concentracion final de 0,2 M) durante 30 minutos y salpica
dos sobre membranas Hybond-N* (Amershem Pharmacia Biotech, Little Chalfont, Reino Unido), utilizando una terminal
de trabajo MicroGrid Il de acuerdo con las instrucciones del fabricante (BioRobotics Ltd., Cambridge, Inglaterra). Los
cDNAs inmovilizados se fijaron utilizando un agente entrecruzante por luz UV (Hoefer Scientific Instruments, San Fran(]
cisco, EE.UU.).

Ademas de los 1435 cDNAs, las redes impresas también contenian testigos para evaluar el nivel de fondo, la consisten!]
cia y la sensibilidad del ensayo. Estos fueron salpicados en multiples posiciones e incluian testigos tales como mezcla
para PCR (sin inserto alguno); testigos del sistema de validacion de red SpotReport™ 10 (Stratagene, La Jolla, EE.UU.)
y cDNAs correspondientes a genes constitutivamente expresados tales como los de -actina, y-actina, GAPDH, HOD y
ciclofilina.

Extraccion del RNA, sintesis de sondas e hibridacién

La sangre recogida en los tubos con EDTA fue descongelada a 37 °C y transferida a tubos PAX, y el RNA total fue purilJ
ficado de acuerdo con las instrucciones del proveedor (PreAnalytiX, Hombrechtikon, Suiza). De la sangre recogida direc! |
tamente en tubos PAX, se extrajo el RNA total en los tubos del modo anterior sin transferencia alguna a nuevos tubos.
ElI DNA contaminante fue eliminado del RNA aislado mediante un tratamiento con DNasa | usando un kit exento de DNA
(Ambion, Inc., Austin, EE.UU.). Se determind visualmente la calidad del RNA inspeccionando la integridad de las bandas
ribosémicas 28S y 18S después de una electroforesis en gel de agarosa. En este estudio sélo se utilizaron las muestras
de las que se extrajo RNA de buena calidad. Segun nuestra experiencia, la sangre recogida en tubos con EDTA daba
lugar a RNA de mala calidad, mientras que la recogida en tubos PAX casi siempre proporcionaba RNA de buena calill
dad. Se determinaron la concentracion y la pureza del RNA extraido, midiendo la absorbancia a 260 nm y 280 nm. Del
RNA total se aisl6 mRNA utilizando Dynabeads de acuerdo con las instrucciones del proveedor (Dynal AS, Oslo, Noruel |

ga).

Se llevaron a cabo experimentos de etiquetado e hibridacion en 16 lotes. El nimero de muestras examinadas en cada

lote variaba de seis a nueve. Para minimizar el ruido debido a la variacion de lote a lote en la impresion, en cada lote

so6lo se usaron las redes fabricadas durante el mismo proceso de impresion. Cuando se examinaron muestras mas de

una vez (duplicados), se utilizaron partes alicuotas de la misma coleccion de mRNA para la sintesis de las sondas. Para

la sintesis de las sondas, partes alicuotas de mMRNA correspondientes a 4-5 ug de RNA total fueron mezcladas con

oligodTasny (0,5 pg/ul) y puntas ("spikes") de mRNA del sistema de validacion de red SpotReport™ 10 (10 pg; punta 2, 1

pg), calentadas a 70 °C y luego enfriadas sobre hielo. Se prepararon las sondas en mezclas de reaccion de 35 pl mel]
diante transcripcion inversa en presencia de 1850 kBq de [GBBP]-dATP, dATP 3,5 uM, 0,6 mM de cada uno de dCTP,

dTTP y dGTP, 200 unidades de transcriptasa inversa SuperScript (Invitrogen, Life Technologies) y DTT 0,1 M, realizan(]
dose el etiquetado durante 1,5 horas a 42 °C. Después de la sintesis, se desactivd la enzima durante 10 minutos a 70

°C y se separ6 el mRNA incubando la mezcla de reacciéon durante 20 minutos a 37 °C en 4 unidades de Ribo H (Prol]
mega, Madison, EE.UU.). Los nucledtidos no incorporados fueron separados usando columnas ProbeQuant G 50

(Amersham Biosciences, Piscataway, EE.UU.).

Se equilibraron las membranas en SSC 4x durante 2 horas a temperatura ambiental y se prehibridaron durante la noche
a 65 °C en 10 ml de disolucién de prehibridacion (SSC 4x, NaH.PO4 0,1 M, EDTA 1 mM, sulfato de dextrano al 8%,
disolucion de Denhardt 10x, SDS al 1%). Se afiadieron sondas recién preparadas a 5 ml de la misma disolucién de
prehibridacion y se continué la hibridaciéon durante la noche a 65 °C. Se lavaron las membranas a 65 °C con rigor crel |
ciente (2 x 30 minutos, cada vez en SSC 2x, SDS al 0,1%; SSC 1x, SDS al 0,1%; SSC 0,1x, SDS al 0,1%).

Cuantificacion de las sefiales de hibridacion

Se expusieron las membranas hibridadas a Phosphoscreen (superresolucion) durante dos dias y se generé un archivo
de imagenes usando Phospholmager (Cyclone, Packard, Meriden, EE.UU.). La identificacion y cuantificacion de las
senales de hibridacion, asi como la resta de los valores locales de fondo, se llevaron a cabo utilizando el software Pho!’
retix (Non Linear Dynamics, Reino Unido). Para la resta del fondo, la mediana de la linea de pixeles alrededor del con(]
torno de cada mancha fue restada de la intensidad de las sefales evaluadas en cada mancha.

Andlisis de datos

De los 1435 datos de expresion con el fondo restado, se eliminaron las sefiales de 67 genes de cada membrana para
excluir los genes expresados con un alto grado de varianza. Esto incluia la eliminacién del 1,25% de las sefiales mas
bajas y mas altas de cada membrana. Para la normalizacioén, se dividié primero el valor de cada mancha por la media de
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las sefiales de cada red, lo que fue seguido de una transformacién por raiz cubica de todas las manchas. Los datos
normalizados fueron luego ajustados por lotes usando un analisis de la varianza de una via (ANOVA).

Los datos preprocesados fueron luego utilizados para aislar las sondas informativas por:

a) construccion de un modelo de PLSR cruzadamente validado, en el que se dej6 fuera una muestra Unica
(incluyendo todas las repeticiones de la muestra seleccionada) por segmento de validacion cruzada;

b) seleccién del conjunto de genes significativos para el modelo de la operacion a) utilizando el criterio Jackknil
fe;

c¢) construccién de un modelo de PLSR-DA cruzadamente validado como en la operacion a) utilizando el gen
seleccionado en la operacion b);

d) seleccion de nuevo del conjunto de genes mas significativos para el modelo de la operacion c) utilizando el
criterio Jackknife.

La operacion b) dio lugar a 125 genes.

La operacion d) dio lugar a la selecciéon de 35 genes significativos. Se construyé un modelo de clasificacion final basan(]
dose en estos genes.

Las sondas informativas seleccionadas basadas en el criterio de aparicion fueron utilizadas para construir un modelo de
clasificacion. En la Figura 2 se muestra el resultado del modelo de clasificacion basado en 35 sondas, en el que se ve
que el patron de expresion de estos genes permitia clasificar a la mayoria de las mujeres con cancer de mama y las
mujeres sin cancer de mama en grupos distintos. En esta figura, PC1 y PC2 indican los dos componentes principales
estadisticamente derivados de los datos que mejor definen la variabilidad sistémica presente en los datos. Esto permite
que cada muestra, y los datos de cada una de las sondas informativas a las que se unié el cDNA de primera cadena
etiquetado de la muestra, se representen sobre el modelo de clasificacién como un solo punto que es una proyeccion de
la muestra sobre los componentes principales - el grafico de calificacion.

La Figura 3 muestra el gréfico de prediccion utilizando los 35 genes significativos. En el grafico de prediccién mostrado,
las muestras con cancer aparecen sobre el eje X en +1 y las muestras sin cancer aparecen en -1. El eje Y representa el
predicho miembro de clase. Durante la prediccion, si la prediccion es correcta, las muestras con cancer deberian caer
por encima de cero y las muestras sin cancer deberian caer por debajo de cero. En cada caso, casi todas las muestras
son correctamente predichas. Para la validacion cruzada, se dividieron 102 muestras experimentales en 60 segmentos
de validaciéon cruzada, en que cada segmento representaba una muestra unica e incluia sus duplicados, si estaban
presentes.

Se consiguiod la prediccion correcta de la mayoria de las células con cancer de mama. Se predijeron correctamente 19
de 22 pacientes con cancer, asi como 34/35 pacientes normales. En la Tabla 1 se muestran los detalles completos de
los individuos examinados y la exactitud de la prediccion. En la Tabla 2 se proporcionan detalles de los 35 genes infor(]
mativos, los genes de bases de datos publicas con los que muestran similitud secuencial, y su supuesta funcién biologi
ca. Sus secuencias vienen después de estos ejemplos.

En la Figura 4 se muestra el nivel de expresion de los 35 genes, y se vera que algunos estan sobreexpresados y otros
infraexpresados con respecto a la expresion en pacientes normales.

Ejemplo 2: Identificacion de otras sondas informativas y uso en el diagndstico del cancer de mama

Métodos

Los métodos para identificacion y analisis utilizados fueron esencialmente como los descritos en el Ejemplo 1 salvo por
que, en lugar de preparar una red de cDNA, se analizaron las muestras utilizando una plataforma comercialmente asel]
quible para el analisis de expresion génica a gran escala (chip Agilent 22K).

Se analizé un gran nimero de muestras que comprendia un total de 122 (78 testigo y 44 con cancer de mama). Se
analizaron los datos utilizando PLSR del modo previamente descrito. Los genes de interés se seleccionaron mediante
un planteamiento de validaciéon cruzada de 10 iteraciones. De este modo, los datos de las 122 muestras fueron divididos
en 10 conjuntos, conteniendo cada conjunto 12-13 muestras. Se construyé un modelo de calibracién sobre nueve conl]
juntos dejando fuera un conjunto. Los genes significativos fueron identificados mediante la técnica Jackknife sobre el
modelo incorporado. Se repitieron estas operaciones para los 10 conjuntos dejando fuera cada conjunto al menos una
vez. Luego se identificaron los genes informativos baséndose en el criterio de frecuencia de aparicién. Se hallé que 109
genes eran informativos en los 10 modelos de calibracion.

Resultados

Se utilizaron los 109 genes anteriormente descritos y 3 genes mas para predecir la clasificacion de 122 de las muestras
usadas. Los resultados se muestran en la tabla siguiente.
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MUESTRA NUmero Correctamente Incorrectamente indice
predicho predicho
de error
Testigo 78 67 11 0,14
Cancer de mama 44 26 18 0,41

Los 109 genes informativos pueden ser divididos en tres categorias; a saber, aquellos que caen en las familias (i) y (ii)
que aqui se describen, y otros genes. En la Tabla 3 se proporcionan detalles de las sondas informativas cuyos genes
correspondientes caen en las familias (i) y (ii) y proporciona el niumero asignado por Agilent a esa sonda. En la Tabla 4
se proporcionan similarmente detalles de las sondas informativas cuyos genes correspondientes no parecen caer dentro
de la familia (i) ni (ii). En las Tablas 5 y 6 se proporcionan detalles de los genes con los que las sondas de las Tablas 3 y
4, respectivamente, muestran similitud de secuencias, su supuesta funcién biolégica, cuando se conoce, y los niumeros
de acceso para esos genes.

Apéndice A

Regresion por Minimos Cuadrados Parciales (PLSR)

Sea definido un modelo de regresion multivariante como:

Y=XB+F

en que

X es una matriz NxP con N variables de prediccién (genes);

siendo Y (NxJ) las J variables predichas. En nuestro caso, Y representa una matriz que contiene variables ficticias;
B es una matriz de coeficientes de regresion; y

F es una matriz NxJ de residuales.

La estructura del modelo de PLSR puede ser descrita como:

X=TP +Ep e
Y =TQ" + Fa,
en que

T (NxA) es una matriz de vectores de calificacion que son combinaciones lineales de las variables x;
P (PxA) es una matriz con los vectores p, de carga de x como columnas;

Q (JIxA) es una matriz con los vectores g, de carga de y como columnas;

Ea (NxP) es la matriz para X después de A factores; y

Fa (NxJ) es la matriz para Y después de A factores.

En PLSR, el criterio es maximizar la expuesta covarianza de [X,Y]. Esto se alcanza mediante el vector wa+1 de pesos de
carga, que es el primer vector propio de Ea'FaFa Ea (Eay Fason los X e Y desinflados después de a factores o compo(]
nentes de PLS).

Se obtienen los coeficientes de regresion mediante:
B=wWP'wW)'Q"

Un modelo de PLSR con rango completo, es decir, nUmero maximo de componentes, es equivalente a las soluciones de
la MLR. En Marteus y Naes, 1989, "Multivariate Calibration", John Wiley and Sons, Inc., EE.UU., y Kowalski y Seasholtz,
1991, supra, se pueden hallar mas detalles sobre PLSR.
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Secuencias nucleotidicas de 34/35 genes seleccionados mediante Jackknife

Identificaciones de clones y sus secuencias

I-30 (Secuencia 1)
CTTTTCOCTCOOGCTGTCOCOCACGGAGGGGACTGCTCTCOCCOGCTGCATOCTT
TCIGTGAGGTACCITACCCACCTCAGCACCTGAGAGGGTGAAATAGAATTCTAA
CCTCOGACATTOGGGAAGTGTTTTTGAGAAGTCTOGGTOGGTAAGGGAAGTCTTC
CAAGTCOGTGCAGCACTAACGTATTGGCACCTGCCTCCTCTTOGGCCACCCOOL
AGATGAGGCAGCTGTGACTGTGTCAAGGGAAGCCACGACTCTGACCATAGTCTIT
CICTCAGCTTCCACTGCOGTCTOCACAGGAAACCCAGAAGTTCIGTGAACAAGT
CCATGCTGOCATCAAGGCATTTATTGCAGTGTACTATTTGCTICCAAAGGATCA
GGCCCTGAGAACAATGACCTTATTTOCTACAACAGTGTCIGGGTTGCGTGCCAG
CAGATGCCTCAGATACCAAGAGATAACAAAGCTGCAGCTCTTTIGATGCIGACC
AAGAATGTGGATITTGTGAAGGATGCACATGAAGAAATGGAGCAGGCTGTGGAA
GAATGTGACCCITACTCTGGOCTCTTGAATGATACTGAGGAGAACAACTCTGAC
AACCACAATCATGAGGATGATGTGTTGGGGTTTCOCAGCAATCAGGACTTGTAT
TGGTCAGAGGACGATCAAGAGCTCATAATOCCATGCCITGOGCTGGTGAGAGCA
TCCAAAGCCIGCCTGAAGAAAATTOGGATGTTAGTGGCAGAGAATGGGAAGAAG
GATCAGGTGGCACAGCTGGATGACATIGTGGATATTTCTGATGAAATCAGCCCT
AGTGTGGATGATTIGGCTCTGAGCATATATCCACCTATGTGTCACCTGACOGTG
CGAATCAATTCTGCGAAACTTGTATCTGTTITAAAGAAGGCACITGAAATTACA
AAAGCAAGTCATGTGACOOCTCAGOCAGAAGATAGT FGGATOCCTTTACTTATT
AATGCCATTGATCATTGCATGAATAGAATCAAGGAGCTCACTCAGAGTGAACTT
GAATTATGACTTITCAGGCTCATTTGTACTCTCTTCCOCTCTCATCGTCATGGT
CAGGCTCTGATACCYTGCTTTTAAAATGGAGCTAGAATGCTTGCTGGATIGAAAG
GGAGTGCCTATCTATATITAGCAAGAGACACTATTACCAAAGATTGTTGGTTAG
GCCAGATTGACACCTATTTATAAACCATATGCGTATATTTTICTGTGCTATATA
TGAAAAATAATTGCATGATTTCTCATTCCIGAGTCATTTICTCAGAGATTCCTAG
GAAAGCTGCCTTATTCICTTTTTGCAGTAAAGTATGTIGTTTTCATIGTAAAGA
TGTTGATGGTCTCAATAAAATGCTAACTTGOCAGTGAAAAAAAAAAAAAA

I11-02 (Secuencia 2)
AGGATCTAAGACCAGOCTGGCAGCCACCAGATGGTGATTCTAGTCCTGGCTCAG
TCAGTAATAGGTCACTGACOUCAGAGAAATCAATTCAGCCTCOCCAGGTCCTTIG
GATTTCTTTCTGTGAAAATGAAAGCATAGGTAGGAATTTCCCATGGAACAGCTA
GCAGAGGAGAAATATTAAAAGTCAGGAGACTCATGCTATAGTITTCATACTTCA
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TTACAACAATGTTGTTTAGGACAAGTGAGTTAACCIGTTAGCTTCCTCTATATA
AAATGGAAAGTCATTAAAAACCTACATAGCAGGGTTCTTGTGAAGATCAAGTGA
TAATGTAGGAAGCATGTACAAATGTCACATTCTGCCGTCACGTAATGGTCCTCA
CAGCTTGAGGTAGCATTTAGCATGTGTCATGATTTAGTACAAGGGTTGGCAAAC
TGTTGCTCITGGATTAAGTCTGGCTCATTGCCTGTTTTICAAAGAAAAAAATTG
TATATGTGTGTATATATGTTATATATAGGTACACACACATATGTGCTATATATA
GCATATATACACACATAATATATAAACATGTACATATATAGCATTATATATATA
OGTGTATA ATATCTCCAGTCOCTCATGACCAGCCATGCTIGTTCATITACATTIG
CATACTCTATGATTGCITTCATGCAACAATGGCAGAGTTGAGTGATTGTITTTGC
AACAGAGACIGTATGGOCCACTAAACCTAAAATATTTAGTCTCTGACCCTGAAA
TGTAAGATTGATAGOCCAGGACCAGGORTGETGGCTCACACITGTAATCCTAGC
ACTTTGGCAGGOCAAGBAGGGTGGATCACCTGAGGTCAGGAGTTAAAGACCAGC
CTGGCCAACATIGTGAAACCCTGACTCTACTAAAAATACAGAAATTAGCTGGGC
GTGGTAATGUGTGCCTGCAATOCAAGCTACTCTGGAGGCTGAGGCAGGAGAATC
ACTTGAACCCAGGAGGCAGAAGTTACAGTGAGCTGAGATGGTGOCACTGCALCTC
CAGCCTGGACGACAGAGTGAGACTOCATCTCAAAAA

I11-27 (Secuencia 3)
CCATTCTCCTGCCTCAGCCTCTCAAGTAGCTGGGACTACAGGOGCOCACAACCA
CGOCOGGCTAATGTTTTIGGTATTITTOGTAGAGACGGGGTTTCACCTTGTTAG
CCAGGATGGTCITGATCTCCTGACCTOGTGATCTGCCTGCCTCGGOCTOCCAAA.
GTGTTGGGATTACAGGCACATTTTTCACAATTITTTAACACTTAAGAATGACTT
AACTGAATCATGCCTTTAGAAGAAACTTTCTGTTTAAAAAAAAAAAAAAA

I11-60 (Secuencia 4)
CTGUOGC0GCOCCCAGCTOOCCOaCCTOGGGGAGGGCACCAGGTCACTGCAGCC
AGAGGGGTOCAGAAGAGAGAGGAGGCACTGCCTCCACTACAGCAACTGCACCCA
CGATGCAGAGCATCAAGTGOGTGGTGGTGGGTGATGGGGCTGTGGGCAAGACGT
GCCTGCTCATCIGCTACACAACT AACGCTTTCCCCAAAGAGTACATCCCCACCG
TATTCGACAATTACAGOGOGCAGAGOGCAGTTGACGGGCGCACAGTGAACCTGA
ACCTGTGGGACACTGOGGGCCAGGAGGAGTATGACOGCCTCCGTACACTCTCCT
ACOCTCAGACCAACGTTTTOGTCATCTGTTTCTCCATTGOCAGTCOGCOGTCCT
ATGAGAACGTGUGGCACAAGTGGCATCCAGAGGTGTGOCACCACTGCCCTGATG
TGCCCATCCTGCTEGTGGGCACCAAGAAGGACCTGAGAGOCCAGCCTGACACCC
TACGGOGUCTCAAGGAGCAGGGCCAGGCGCCCATCACACCGCAGCAGGGCCAGG
CACTGGCOCAAGCAGATOCAOGCTGTGOGCTACCTCGAATGCTCAGCCCTGCAAC
AGGATGGTGTCAAGGAAGTGTTOGRCCOGAGGCTGTCOGGGCTGTGCTCAACCCCA
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CGOCGATCAAGOGTGGGOGGTOCTGCATCCTCTTGTGAOCCTGGCACTTGGCTT
GGAGGCTGCCCCTGCCCTCCCCOCACCAGTIGTGCCT TGGTGCCTTG TCOGCCT
CAGCTGTGCCTTAAGGACTAATTCTGGCACCCCTTTCCAGGGGGTTCOCTGAAT
GOCTTTTICTCTGAGTGCCTITITICTCCTTAAGGAGGCCTGCAGAGAAAGGGGC
TITGGGCTCIGCCCCCCTCIGCTTGGGAACACTGGGTATTCTCATGAGCTCATC
CAAGCCAAGGTTGGACCCCTCOCCAAGAGGCCAACCCAGTGCCOCCCTCCCATTT
TOOGTACTGACCAGTTCATCCAGCTTTCCACACAGTTGTTGCTGOCTATIGTGG
TGOOGCCTCAGGTTAGGGGCTCTCAGCCATCTCTAACCTCTGCOCTOGCTGCIC
TTGGAATTGOGCOOCCAAGATGCTCICTCCCTICTCCAATGAGGGAGCCACAGA
ATCCTGAGAAGGTGAATGTGOCCTAACCTGCTCCTCTGTGCCTAGGCCTTAOGC
ATTTGCTGACTGACTCAGCOCCCATGCTTCIGGGGACCTTTCCTACCCCCATCA
GCATCAATAAAACCTOCTGTCTOCAGTGA

IV-26 (Secuencia 5)
CAGCCCTOUGTCACCTCTTCACOGCACCCTOGGACTGCCOCAAGGCOCCOGA0G
COGCTCCAGCGCOGGCAGCCACDECOGOCGC0GCCGCCTCTCCTTAGTCGOGE
OCATGAOGACOGOGTCCACCTOICAGGTGOGCCAGAACTACCACCAGGACTCAG
AGGCOGCCATCAACOGCCAGATCAACCTGGAGCTCTACGCCTOCTACGTTTACE
TGTCCATGTCTTACTACTTTGACOGOGATGATGTGGCTTTGAAGAACTTTGCCA
AATACTTTCTTCACCAATCICATGAGGAGAGGGAACATGCTGAGAAACTGATGA
AGCTGCAGAACCAACGAGGTGGCCGAATCTTCCTTCAGGATATCAAGAAACCAG
ACTGTGATGACTGGGAGAGOGGGCTGAATGCAATGGAGTGTGCATTACATTTGG
AAAAAAATGTGAATCAGTCACTACTGGAACTGCACAAACTGGCCACTGACAAAA
ATGACCOCCATTIGTGTGACTTCATTGAGACACATTACCTGAATGAGCAGGTGA
AAGCCATCAAAGAATTGGGTGACCACGTGACCAACTTGOGCAAGATGGGAGCOGC
COGAATCTGGCTTGGOGGAATATCTCITIGACAAGCACACOCTGGGAGACAGTG
ATAATGAAAGCTAAGCCTCGEGCTAATTTCCCCATAGCOGTGGGGTGACTTCCC
TGGTCACCAAGGCAGTGCATGCATGTTGGGGTTTCCTTTACCTTITCTATAAGT
TGTACCAAAACATCCACTTAAGTTCTTTGATITGTACCATTCCTICAAATAAAG
AAATTTGGTACCCAAAAAAAA

IV-41 (Secuencia 6)
GCCATTTCTAAGACCTACAGCTACCTGACOCCCGACCTCTGGAAGGAGACTGTA.
TTCACCAAGTCTCOCTATCAGGAGTTCACTGACCACCTCGTCAAGACCCACACC
AGAGTCTCCGTGCAGOGGACTCAGGCTOCAGCTGTGGCTACAACATAGGGTTTT
TATACAAGAAAAATAAAGTGAATTAAGOGTGAAAA
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IV-51 (Secuencia 7)
ATTTCTGTGGATACAGTGCOCCACOGCCCTCCTCCACTTGGAAACGGTATCOCTCC
CIGCOCATOOGTCTGTCIGTCGCOCTTCTOCOGGCCCTCACTAAGCCCOGGCAC
TTCTAGTGGTCTCACCTGGAGGCAAGAGGGAGGGGACAGAGGCOCTGCCACGTC
COGCTGCCTCCIGCTCTCTGGAGGTACTGAGACAGGGTGCTGATGGGAAGGAGG
GGAGCCTTTGGGGGGCCACCOGGGGOCTGGACCTATGCAGGGAGGCCACGTCCC
ACCCCACCTTTTGTTTCTGGGTCOCTGCTCOCET T TG GGGGTGTGTGTGTGTGT
TTTAATTTTCTTTATGGAAAAATTGACAAAAAAAAATAGAGAGAGAGGTATTTA
ACTGCAATAAACTGGCCOCCATGTGGOCCOOGCCTTGTCAAAAAAAAAA

V-09 (Secuencia 8)
TGGATTCCOGTOGTAACTTAAAGGGAAACTTTCACAATGTOOGGAGCOCCTTGAT
GTCCTGCAAATGAAGGAGGAGGATGTCCITAAGTTCCTIGCAGCAGGAACCCAC
TTAGGTGGCACCAATCTTGACTTCCAGATCGGAACAGTACATCTATAAAAGGAAA
AGTGATGGCATCTATATCATAAATCTCAAGAGGACCTGGGAGAAGCTTCTIGCTG
GCAGCTCGTGCAATTGTTGCCATTGAAAACCCTGCTGATGTCAGTGTTATATCC
TCCAGGAATACTGGOCAGAGGGCIGTGCTGAAGTTTGCTGCTGOCACTGGAGCC
ACTCCAATTGCTGGCOGCTTCACTCCIGGAACCTTCACTAACCAGATOCAGGCA

GCCTTCOGAGAGCCACGGCTTCTTGTAGTTACTGACOCCAGGGCTGACCACCAG
CCICTCACGGAGGCATCITATGTTAACCTACCTACCATTIGOGCTGTGTAACACA

GATTCTOCTCTGOGCTATG TGGACATIGCCATCOCATGCAACAACAAGGGAGCT
CACTCAGTGGGTITAATGTGGTGGATECTIGGCTCGGGAAGTTCTGOGCATGOGT
GGCACCATTTCCOGTGAACACCCATGGGAGGTCATGCCTGATCTGTACTICTAC
AGAGATCCTGAAGAGATTGAAAAAGAAGAGCAGGCTGCTGCIGAGAAGGCAGTG
ACCAAGGAGGAATTTCAGGGTGAATGGACTGCTCOCGCTOCTGAGTTCACTGCT
ACTCAGCCTGAGGTTGCAGACTGGTCIGAAGGTGTACAGGTGCCCTCTGTGCCT
ATTCAGCAATTCOCTACTGAAGACTGGAGCGCTCAGCCTGCCACGGAAGACTGG
“TCTGCAGCTCCCACTGETCAGGCCACTGAATGGGTAGGAGCAACCACTGACTGG
TCTTAAGCTGTTCTTGCATAGGCTCITAAGCAGCATGGAAAAATGGTTGATGGA
AAATAAACATCAGTTTCT

V-38 (Secuencia 9)
GTTTAAATTTGACAAACTAAAGCTAATTACTGCTATAAGAGTAATAACTGCTCA
TTTTCCATAACTCATTCITAAAGTTTTAGTAATGTAAAAGTTATTTITTTGCAG
TAAGTTATAATGATAGAAGCTTACATGTTTTTTCATGCCTCATCIGTTTOOCCT
TAAAACTATAATTATCAGTAAAGTCCIGTGGTATTTTTCAATTTGTAAGAAACE
AGGCTATATATACATTGGGAAAAACAGCCTTCATTTGTCAATGCACTAGTGTTC
CAAAGGTTTCTGGTAATTGTGTGCTATTGCTTTTIGTIGACTTGCAAAAAAAAA
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AAAAAAAAAATTACTATGACTTGTGGTAGCCCTGCAACCTTOGGAAGTGCTITAG
COCAGTCTGACCATACATTTATATTTAGAATGCITAGGTAAATAAATAATATGC
CTAAACCCAATGCTATAAGATACTATATAATATCTCATAATTITAAAAATCACT
GTTTTGTATAATAATAAAACAAGGCAGGCAAGCTGTTCTACAATGACTGTIGGT
AAGGGTGCTGAGGAAGAAAAACAAACAATCITGATTCAGGGATAGTGAATAGAC
AAAAAATGTCCTAATCAATGAAGCTGTGTGATGATTCIGATTGACAGAGAGTGC
TGOCACAAGATTCTTAGGCTACACTCAAATCAGCAGAAAAAGTOCTACAATAAA
TTAGAAGTGACTATTACAGGTGCAGATGAGGGTTGGTAGTACCTGTTTGCCATT
TCTCTITCTAATCITATATTTTCIGACCCTOCTACTGTAAGTOGOGCGGAGGOGG
AGGCTTGGGTGOGTTCAAGATTCAACTTCACCOGTAACCCACOGCCATGGOCGA
GGAAGGCATTGCTGCTGGAGGTGTAATGGACGTTAATACTGCTTTACAAGAGGT
TCTGAAGACTGOOCTCATOCACGATGGCCTAGCACGTGGAATTOGOGAAGCTGC
CAAAGCCTTAGACAAGOGOCAAGCCCATCTTTGTGTGCTTGCATCCAACTGTGA
TGAGCCTATGTATGTCAAGTTGGTGGAGGCCCTTTGTGCTGAACACCAAATCAA
CCTAATTAAGGTTGATGACAACAAGAAACTAGGAGAATGGGTAGGCCTTTGTAA
AATTGACAGAGAGGGGAAACCOCGTAAAGTGGTTGGTTGCAGTTGTGTAGTAGT
TAAGGACTATGGCAAGGAGTCTCAGGOCAAGGATGTCATTGAAGAGTATITCAA
ATGCAAGAAATGAAGAAATAAATCITIGGCTCACAAA

VI-44 (Secuencia 10)

GAGAATGGCTTGAACOCAGTAGGCAGAGGTIGTAGTGAGOOGAGATTGGGCCAC
TGCACTTTAGOCTGGGTGACAGAGTGAGACTICTGTCTCAAAAAAAAAAAAAAAA
AATTTAAATAAAATAAAAAACCTITTACTTATITITAAATIGGGTIGTCTITITG
GTATTGAGTTGTTAAAGTTCTTTATATATITTAGGTACAAATCCCTTATGAGAT
ACGTGATTTGAAAATATTTTCTCOCATICTGTIGGGTIGCTITITCACTTTCITG
GTTGTATCCTTTGAAGCACAGAAGTTTTAAATT TTGATGAAGTCCAGTITATTT
ATTTTTTIGCTGTTGT TTCTGCTCATACT TTTGAGGTCATGTCIGAGAAACCAT
TGTCAAATCCAAGGTOGTGATGACTTACCCCTGTGTTITCTTCTAAGAGTTTTA
AAGGCATCIGAAGCTTAATGTGCACTAGATGGATTCTAAATATCATCTCATCCA
AAACCTGCTATATATACTACCITCCICATCTCAGTTGAAGGCAAGTCCATTGTT
TCAATTGCOCTGGGCAAAAAATATTCTAAATAATTCATAATTITITOCTCAACTCC
ACATCTATTGGTAAATCCIGTGGGTTCTOCTTTTAAAACATATCCAAAATAGAA
TCATTTCICACTATCATTOCACTOCAGGCACCAAGTCTCAATAGTCTCCTAGCA.
GATAATCATGTCTACATTTATTCTCAATGTAGCAGCTAGAGAGCTTTTTTG

VI-49 (Secuencia 11)
GCOGGTOGTAAGGGCTGAGGATTTITTGGTCOGCACGCTCCTGCTCCTGACTCACC
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GCTGTTOGCTCTOGCOGAGGAACAAGTOGGTCAGGAAGCCOGCGOGCAACAGCT
ATGGCTTTTAAGGATACCGGAAAAACACCOGTGGAGCCGGAGGTGGCAATTCAC
CGAATTOGAATCACCCTAACAAGOCGCAACGTAAAATCCTTGGAAAAGGTGTGT .
GCTGACTTGATAAGAGGCGCAAAAGAAAAGAATCTCAAAGTGAAAGGACCAGTT
OGAATGCCTACCAAGACTTTGAGAATCACTACAAGAAAAACTCCTTGTGGTGAA
GGTTCTAAGACGTGGGATCGTTTOCAGATGAGAATTCACAAGCGACTCATTGAC
TTGCACAGTOCTTCTGAGATIGTTAAGCAGATTACTTCCATCAGTATTGAGCCA
GGAGTTGAGGTGGAAGTCACCATTGCAGATGCTTAAGTCAACTATTTTAATAAA
TTGATGACCAGTTGTTAAAAAAAAAAAAAAA

VI-52 (Secuencia 12)
GAAAAGGGNTNGCNCOCOCAANGGGCAGAGGTTGGGCTGATGCCGATATTGGGCCN
CIGCNCTNCANACCTGGGTGACATGAATGAAACTCTGTCTCACATAAAAACCCA
AAAAANCTAAATGAAATAAAAGACCITTGCITATTNCTAANTTGGGTACGC

VII-15 (Secuencia 13)
COCATCCCCTORACOGCTCGOGTOGCATTTGGCOGCCTOCCTACCGCTCCAAGC
CCAGCCCTCAGCCATGGCATGCCCOCTGGATCAGGCCATTGGCCTCCTOGTGEC
CATCTTOCACAAGTACTOOGGCAGGGAGGGTGACAAGCACACCCTGAGCAAGAA
GGAGCTGAAGGAGCTGATOCAGAAGGAGCTCACCATTGGCTCGAAGCTGCAGGA
TGCTGAAATTGCAAGGCTGATGGAAGACTTGGACCGGAACAAGGACCAGGAGGT
GAACTTCCAGGAGTATGTCACCTTCCTGGGGGCCTTGGCTTIGAT

VII-32 (Secuencia 14)
AATTAGAGAGGTGAGGATCTGETATTTCCTGGACTAAATTCCCCTIGGGGAAGA
CGAAGGGATGCTGTCAGTTOCAAAAGAGAAGGACTCTTCCAGAGTCATCTACCTG
AGTOCCAAAGCTCOCTGTCCTGAAAGCCACAGACAATATGGTCCCAAATGACTG
ACTGCACCTTCIGTGCCTCAGOCGTTY TTGACATCAAGAATCITCTGTTCCACA
TOCACACAGCCAATACAATTAGTCAAACCACTGTTATTAACAGATGTAGCAACA
TGAGAAACGCTTATGTTACAGGTTACATGAGAGCAATCATGTAAGTCTATATGA
CITCAGAAATGTTAAAATAGACTAACCTCTAACAACAAATTAAAAGTGATTGTT
TCAAGGTGATGCAATTATTGATGACCTATTTTATTTTTCTATAATGATCATATA
TTACCTTTGTAATAAAACATTATAACCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

AAAA
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VII-48 (Secuencia 15)

CFPAAGTATGOCCIGAQ\GGAGATGAAGTAAAGAAGAHTGCATGCAG(X}GITC
AITAAAATG'}ATGGCAAGGTG!}MCPGATATAACX?TAOOCIGCIGGATTCATG
GATGTCATCAGCAWACAAGA&GGAGAGAAHTCCGTCPGATCTATGACAOC
AAGGGT(X}CTITGCPGTACATCGTATTACACCPGAGGAGGWAAGTACAAGTFG
TGCAAAGTGAGAAAGATCPHGTGGGCACAMAGGAATGXH‘CATWGGTGACT
CAI’GATGCC(ECAOCATCOGCTAATCCCCTCATCAAGGNAATGATACC
. AﬂCAGAmAmAGAGACIGGCAAGATTACPGAITTCAICAAG!T(BACACP
GGTAAOCPGTGTANGMACICGAGGTG@AACCTAGGAAGAAHGGTGTGATC
A’CC&ACAGAGAGAGGWATCFPH‘GAWGTYCAMGAAAGAMGC
AATGGC&ACAGCITTGCCACKBACHT(EAACATHTLGWAWCAAGGGC
'AACAAAMGAWAGGMAGGGTAWW
GAAGAGAGAGACAAAAGACNGWGCCAAACAGAGCAGTGGGTGAAATGGGM
 CTGGGTGACATGTCAGATCTTTGTACGTAATTAAAAATATIGTGGCAGGATTAA
TAGCC

VII-76 (Secuencia 16)
AGACACACGAGCATATTTCACCTCOGCFACCATAATCATCGCTATCECCACOGG
CGTCAAAGTATTTAGCTGACTOGCCACACTOCACGGAAGCAATATGAAATGATC
TGCTGCAGTGCTCTGAGCCCTAGGATTCATCTTTCTTTTCACGGTAGGTGGCCT
GACTGGCATTGTATTAGCAAACTCATCACTAGACATOGTACTACACGACACGTA
CTACGTTGTAGCCCACTICCACTATGTCCTATCAATAGGAGCTGTATTTGCCAT
CATAGGAGGCTTCATTCACTGATT TCOCCTATTCTCAGACTACACCCTAGACCA
AACCTACGCCAAAATCCATTICACTATCATATICATCGGOGTAAATCTAACTTT
CTTOCCACAACACTTTCTOGGCCTATOCGGAATGCCCOGACGTTACTOGGACTA
CCCOGATGCATACACCACATGAAACATCCTATCATCTGTAGGCTCATTCATTIC
TCFAACAGCAGTAATATTAATAATTFICATGATTTGAGAAGCCTTOGCTTCGAA
GOGAAAAGTCCTAATAGTAGAAGAACCCTCCATAAACCTGGAGTGACTATATGG
ATGOCOCCCACCCTACCACACATTCGAAGAACCCGTATACAT

IX-24 (Secuencia 17)
AGAG‘I‘GCAAGACEAIGACMCAAAANTOGCAGCTGGAAOGCAACATAGAGAC
CATCATCAACACCITCXEAOCAATACTCFGNAAGCPGGGGCACCCAGACACECI
GAACCA@GGGAATPCAAAGAGGMGIG&AAMGATCPGCAAAAM
GAAGGAGAATAAGAATGAAAAGGTCATAGAACACAMNGAGGAWACAC
AAANCAGACAAGQ\GCIGAGC!TG}AGGAGTTCATCANCI’GATGGQ}AGGCT
AAOCPGGGCCTCOCA(EAGAAGATGCACBAGGGTGA(X?AGGG@CPGG&A&A
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CCATAAGCCAGGCCTCGGGGAGGGCACCOCCTAAGACCACAGTGGCCAAGATCA
CAGTGGCCACGGCCACGGCCACAGTCATGGTGGOCACGGCCACAGOCACTAATC
AGGAGGOCAGGCCACCCTGCCTCTACCCAACCAGGGCOCOGGGGCCTGTIATGT
CAAACTGTCITGGCTGTGGGGCTAGGGGCTGGGGCCAAATAAAGTCTCTTCCTC
CAAAAAAAA

IX-39 (Secuencia 18)

CTTGGCTOCTGTGGAGGCCTGCTIGGGAACGGGACT TCTAAAAGGAACTATGTCT

GGAAGGCTGTGGTCCAAGGCCATTTTIGCTGGCTATAAGOGGGGTCTCCGGAAC

CAAAGGGAGCACACAGCTCTTCTTAAAATTGAAGGTGTTTACGCOOGAGATGAA
ACAGAATTCTATTTGGGCAAGAGATECGCITATGTATATAAAGCAAAGAACAAC
ACAGTCACTOCTGGCGGCAAACCAAACAAAACCAGAGTCATCTGGGGAAAAGTA
ACTOGGGOCCATGGAAACAGTGGCATGGTTOGTGCCAAATTCUGAAGCAATCET

CCTGCTAAGGCCATTGGACACAGAATCOGAGTGATGCTGTACCCCTCAAGGATT

TAAACTAACGAAAAATCAATAAATAAATGTGGATTTGTGCTCTTGTA

IX-46 (Secuencia 19)

ACGCGAGATGGCAGTGCAAATATCCAAGAAGAGGAAGTTTGTOGCTGATGGCAT
CITCAAAGCIGAACTGAATGAGTTTCTTACTOGGGAGCTGGCIGAAGATGGCTA
CICTGGAGTTEGAGGTGOGAGTTACAOCAACCAGGACAGAAATCATTATCTTAGC
CACCAGAACACAGAATGTTCTTGGTGAGAAGGGCCGGCGGATTOGGGAACTGAC
TGCTGTAGTTCAGAAGAGGTTTGGCTTTCCAGAGGGCAGTGTAGAGCTTTATGC
TGAAAAGGTGGCCACTAGAGGTCTGTGTGCCATIGOCCAGGCAGAGTCICTGCG
TTACAAACTCCTAGGAGGGCTTGCTGTGUGGAGGGCCTGCTATGETGTGCTGOG
GTTCATCATGGAGAGTGGGGCCAAAGGCTGOGAGGTTGTGGTGTCTGGGAAACT
COGAGGACAGAGGGCTAAATCCATGAAGTTIGTGGATGGCCTGATGATOCACAG
CGGAGACCCTGTTAACTACTACGTTGACACTGCTGTGCGCCACGTGTIGCTICAG
ACAGGGTGTGCTGGGCATCAAGGTGAAGATCATGCTGCCCTGGGACCCAACTGG
TAAGATTGGCCCTAAGAAGCCCCTGCCTGACCACGTGAGCATIGTGGAACCCAA
AGATGAGATACTGCCCACCACOCCCCATCTCAGAACAGAAGGGTGGGAAGCCAGA
GCOGCCTGOCATGCOCCAGCCAGTECCCACAGCATAACAGGGTCTCCTIGGCAG
CTGTATTCTGGAGTCTGGATGTTGCICTCTAAAGACCTTTAATAAAATITIGT

IX-50 (Secuencia 20)

GTCCATCCFGCAGGCCACAAGCTCTGGATGAGGAACTTGAGGCAAGTCACCAGC
COCTGATCATTTOGCCTAAA AGAGCAAGGACTAGAGTTCCTGACCTCCAGGCCA
GTCCCIGATCOCTGACCTAATGTTATCOCGGAATGATGATATATGTATCTACGG
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GGGECCIGEAGCTGGEOGGGCTCCTGCTTCTGGCAGTGGTCCTTCTGTCOGCCTG
CCTGTOTTGGCTGCATOGAAGAGTAAAGAGGCTGGAGAGGAGCTGGGCOCAGGG
CTCCTCAGAGCAGGAACTCCACTATGCATCTCTGCAGAGGCTGOCAGTGCCCAG
CAGTGAGGGACCTGACCTCAGGGGCAGAGACAAGAGAGGCACCAAGGAGGATCC
AAGAGCTGACTATGOCTGCATTGCTGAGAACAAACCCACCTGAGCACCCCAGAC
ACCTTCCTCAACECAGGOGGGTGRACAGGGTOCCCCIGTGGTCCAGCCAGTAAA
AACCATGGTCCCCCCACTTCTGTGTCTCAGTOCTCTCAGTCCATCTOGAGCCTC
CGTTCAAAATGATCATCATCAAAACTTATGTGGCTTITIGACCTTTGAATAGGG
AATTTTITAAATTTTTTAAAAATTAAAATAAAAAAAACACATGGCTCACCCTTC
CACCCAAAAAAAAAA

X-77 (Secuencia 21)
CCTOCOGGGCTCITAAGCCOCTCICTTTCTCTAACAGAAAAAGOGGATGGTGGT
TCCTGCTGCOCTCAAGGTOG TGOGTCTGAAGCCTACAAGAAAGTTTGCCTATCT
GGGGCGCCTGGCTCACGAGGTIGGCIGGAAGTACCAGGCAGTGACAGCOCACCCT
GGAGGAGAAGAGGAAAGAGAAAGOCAAGATOCACTAOCGGAAGAAGAAACAGCT
CATGAGGCTACGGAAACAGGCUGAGAAGAACGTGGAGAAGAAAATTGACAAATA.
CACAGAGGTOCTCAAGACCCAOGGACTOCTGGTCTGAGOCCAATAAAGACTGTT
AATTCCTCATGOGTTGCCTGCCCITCCTOCATTG TIGOCCTGGAATGTACGGGA.
COCAGGGGCAGCAGCAGTCCAGGTGCCACAGGCAGCOCTGGGACATAGGAAGCT
GGOAGCAAGGAAAGGGTCTTAGTCACTGOCTCCOGAAGTTGCTTGAAAGCACTC
GGAGAATTGTGCAGGTGTCATTTATCTATGACCAATAGGAAGAGCAACCAGTTA
CTATGAGTGAAAGGGAGCCAGAAGACTGATTGGAGGGCCCTATCTTGTGAGTGG
GGCATCTGTTGGACTTTOCACCTIGGTCATATACTCIGCAGCTGTTAGAATGTGC
AAGCACTTGGGGACAGCATGAGCTTGCTGTTGTACACAGGGTATT

XI-13 (Secuencia 22)
CTGCCAACATGGTGTTCAGGCGCTTCGTGGAGGTTGGCOGGGTGGCCTATGTCT
CCITTGGACCTCATGCOGBGAAAATTGGTCGCGATTGTAGATGTTATTGATCAGA
ACAGGGCTTTGGTOGATAGACCTIGCACTCAAGTGAGGAGACAGGCCATGCCTT
TCAAGTGCATGCAGCTCACTGATTTCATCCTCAAGTTIOCGCACAGTGCOCACC
AGAAGTATGTOOCGACAAGCCTGGCAGAAGGCAGACATCAATACAAAATGGGCAG
CCACACGATGGGOCAAGAAGATTGAAGCCAGAGAAAGGAAAGCCAAGATGACAG
ATTTTGATOGTTITAAAGTTATGAAGGCAAAGAAAATGAGGAACAGAATAATCA
AGAATGAAGTTAAGAAGCTTCAAAAGGCAGCTCTCCTGAAAGCTFCTCOCAAAA
AAGCACCTGGTACTAAGGGTACTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTIGCTG
CTGCTGCTGCTGCTGCTAAAGTTCCAGCAAAAAAGATCACCGOCGOGAGTAAAA

29



ES 2358910 T3

AGGCTCCAGCCOCAGAAGGTTCCTGCOCAGAAAGOCACAGGOCAGAAAGCAGOGC
CIGCTCCAAAAGCTCAGAAGGGTCAAAAAGCTCCAGCCCAGAAAGCACCTGCTC
CAAAGGCATCTGGCAAGAAAGCATAAGTGGCAATCATAAAAAGTAATAAAGGTT
CITTTTGACCTGTTAAAAAA

X1-49 (Secuencia 23)
GATCAACCTGGAGCTCTACGCCTCCTACGTITACCTGTCCATGTCTTACTACTT
TGACCGOGATGATGTGGCTTTGAAGAACTTTGOCAAATACTTTCTTCACCAATC
TCATGAGGAGAGGGAACATGCTGAGAAACTGATGAAGCTGCAGAACCAACGAGG
TOGOCGAATCTTCCTTCAGGATATCAAGAAACCAGACTGTGATGACTGGGAGAG
CGGGCTGAATGCAATGGAGTGTGCATTACATTTGGAAAAAAATGTGAATCAGTC
- ACTACTGGAACTGCACAAACTGGCCACTGACAAAAATGACCCCCATTTGTGTGA
CTTCATTGAGACACATTACCTGAATGAGCAGGTGAAAGCCATCAAAGAATTGGG
TGAOCAOGTGACCAACTTGOGCAAGA TGGGAGCGCOORAATCTGGCTTGGOGGA
ATATCTCTTTGACAAGCACACCCTGGOAGACAGTGATAATGAAAGCTAAGOCTC
G6GGCTAATTTCCCCATAGCOGTGGGGTGACFTOCCTGGTCACCAAGGCAGTGCA
TGCATGTTGGGGTITCCITTACCTTITCTATAAGTIGTACCAAAACATOCACTT
AAGTTCTTTGATTTGTACCATTCCTTCAAATAAAGAAATTTGGTACCC

XI-81 (Secuencia 24)
AGAGCAGCAGCCATGGOCCTACGCTACCCTATGGCOGTGGGCCTCAACAAGGGC
CACAAAGTGACCAAGAAOGTGAGCAAGCCCAGGCACAGOCGACGCOGCGGGORT
CTGACCAAACACACCAAGTTCGTGOGGGACATGATTOGGGAGGTGTGTGGCTTT
GCOCOGTAOGAGCGGOGOGCCATGGAGTTACTGAAGGTCTCCAAGGACAAACGE
GCCCICAAATTTATCAAGAAAAGGGTAGGGAUGCACATCOGCGCCAAGAGGAAG
' CGGGAGGAGCTGAGCAACGTACTGGOOGCCATGAGGAAAGCTGCTGCCAAGAAA
GACTGAGOCCCTOOCCTGCCCTCTOCCTGAAATAAA

XII-35 (Secuencia 25)
CTCTCCTGTCAACAGCGGOCAGCOCTCOCAACTACGAGATGCTCAAGGAGGAGCA
GGAAGTGGCTATACTGGGAGOGCCOCACAACCCTGCTCOCCOGACGTCCACCGT
GATCCACATOCGCAGOGAGACCTOORTGCCOGACCATGTOGTCTGGTCCCTGTT
CAACACOCTCTTCATGAACACCTGCIGOCTGGGCTTCATAGCATTOGCCTACTC
CGTGAAGTCTAGGGACAGGA AGATGGTTGGOGACGTGACCGGGGOUCAGGCCTA
TGCCTCCACOGCCAAGTGCCTGAACATCTGGGCCCTGATTTTGGGCATCITCAT
GACCATTCTGCTOGTCATCATCCCAGTGTTGGTCGOTCCAGGOCCAGCGATAGAT
CAGGAGGCATCATTGAGGCCAGGAGCTCTGOOCATAACCTGTATCCCACGTACT
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CTATCTTCCATTCCTOGECCTGOCCOCAGAGGOCAGGAGETCTGOCCTTCACET
Gmnocwrmcmccncmrmcmsocmmmcmcoemm
GCAICAGWAWCAMMTMWWTAAAMGTA
TATGTTTCTGGTGCTGCTGTGACITCAA

XII-77 (Secuencia 26)
GMGKAAGW&AAGMGG?AAGMACCTAGGAMGGA@OGAAG
AMWAM@GTW&M&G&G&TAWGCT
CTGAAGAAGCAG(ETA(X!AAGAAAAATAMGAAGAGGCEGCAGAATATGCI‘AAA
'CHTI‘GGCEAAGAGAAIGAAGGAGGCTMGGAGAAG&?&AGGAACAAAW
AAGAGAG?CAGACHTOCTCPCI‘G(BAGCXTCTACTTCPAAGTCIGAATGCAGT
-CAGAAATAAGWAGTMCAAATAAATAAGATCAGACICIGAAAAAAAA

XIII-29 (Secuencia 27)
cwsermcemmcrmmcmmcemcséummecr
G&GGGGGAGGMTAAGTAC@GMGGGACGWAWC
MMWWAGGAGGAMGAWATAGCGGGGA
' AOCACAGAATAAGAGAACPCCAGANTG(XH‘GAAGMGAMATGMAAGGAAGA
AAICI:AGGAGAMGAAGAAGCAGTCAAAAAGATGCN‘GTGGAAGOCAWGGGGA
Gmemmemmmmemocremﬂwmmmmmac
rmmmAmAMArmAmmmAGGAAGAmaAAWA
TGAGGAGGAAGAAGAAGAAQAAGAAA&AGTTMCAA&AGAGGTGGGAGCYGC
carrmmcurmmnumemmmmcrmucmmcmf
mcacmeccrrocrmmrmmmaecmmmamoccm
AGOGTCI’GGTCAGAGAGCIGATGGATATOOCATNGGTCC(X}ACAAGMGACAT
AGATTTGCAAAAAGATGATGAGGATACCAGAGAGGCATTIGGTCAAAAAATTTGG
TGCFCAGAATGTAGCTCGGAGGMTGMTHOGAAAGAAATAAlTGGCAAGATA
ATGAGAAAAGAAMAAGTCAWGTAGGMAGGWGﬂAAMMMﬂGmAOCA
ATGAACHTAGAQM}TECTPGCAH’GGAACYGGCAC[TATNTCTGACEATCGC

TOCFGTIGCICTGTGAGTCOCTAGATT

XIII-84 (Secuencia 28)
AWAWMAGWAMMCATWW
ATGITAGGTMAIGTMAWTGAGCA@CACITCIGIUGAAMAM
'TGCA.CGGGGAGGTCCAGCPPOSAGACTGCIWATG}CATAAGGAMTT
: WMMWGGTMMMWAMAGAG
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AGATGATTTCTGAACOGCAATTTIGAGCCCATTAGAAGGTGTGTGGTGGGCATT
TATTTCATOCTGATGCTCTGGTGAGAATCTTTGCAGAOGCACTAGATCCAGAAG
CTGTTAATCTTGGTGCATTTATTTTCCTACCTAAAAGAACCAAGCAGCTCAGAG
GCAGTGACTGTACAGGATGCAGTGTTTATAATAATGCTGAGCTTGCTGGTCIGG
AACCOCACACTTCAGCAATOCCAGCATTGTTOCTGTTTATGAAGTTGACAAAGT
GACCAGGGCAAGGGGGTATTATCATTAAATACACTCTAGGAGAGGCAGAACACA
TGAGGGCAATGTTTTTCAGAGGTCTTTAGGCCACOGCATCAGATTCTCCTGGAG
CATAAAGCAAATGCTTTATGAGTOCAGGGCOCCTGCAGACCTACTGTATACTAG
TATACAGCTCCCTCTTAGTGGATCTCAAGCTTIGTITCCAAAAAGTCATTACACT
CCITACCAAAGCCCATGACACATTCATACAGATTCATOCAGACATAACCCACTG
CATGGTCCAGTGCATGCTIGTGTGCTTAACTTATTATAGATCAAGTGTTATTTA
AGTCCAACATATTAAACGTGACTGAATATT

XV-49 (Secuencia 29)
AAGTCTGCCCAGAAAGCTCAGAAGGCTAAATGAATATTATCCCTAATACCTGCC
ACOCCACTCTTAATCAGTGGTGGAAGAACGGTCTCAGAACTGTTTGTITCAATT
GGCCATTTAAGTITAGTAGTAAAAGACTGGTTAATGATAACAATGCATCGTAAA
ACCTTCAGAAGGAAAGGAGAATGTTTIGTGGACCACTITGGTTTTCTITTITGC
‘GIGTGGCAGTTITAAGTTATTAGTTTITAAAATCAGTACITITTAATGGAAACA
ACTTGACCAAAAATTTGTCACAGAATTTTGAGACCCATTAAAAAAGTTAAATGAG

XV-54 (Secuencia 30)
AAGAGCAGGTCTCTGGAGGCTGAGTTGCATGGGGCCTAGTAACACCAAGCCAGT
GAGCCTCTAATGCTACTGOGCCCIGGGGGCTOCCAGGGCCTGGGCAACTTAGCT
GCAACTGGCAAAGGAGAAGGGTAGTTIGAGGTGTGACACCAGTTTGCTCCAGAA
AGTTTAAGGGGTCTGTTTCTCATCTOCATGGACATCTTCAACAGCTTCACCTGA
CAAOGACTGTTCCTATGAAGAAGCCACTTGTGTTTTAAGCAGAGGCAACCTCTC
TCITCTCCTCTGTTTCGTCGAAGGCAGGGGACACAGATGGGAGAGATTGAGCCAA
GTCAGCCITCTGTTGGTTAATATGGTATAATGCATGGCITIGTGCACAGCOCAG
TGTGGGATTACAGCTTIGGGATGACOGCTTACAAAGTTCIGTTTGGTTAGTATT
GGCATAGTTITICTATATAGCCATAAATGOGTATATATACCCATAGGGCTAGAT
CTGTATCITAGTGTAGCGATGTATACATATACACATCCACCTACATGTTGAAGG
GCCTAACCAGCCTTGGGAGTATTGACTGGTOCCT TACCTCITATGGCTAAGTCT
TIGACTGTGTTCATTTACCAAGTTGACCCAGTITGTCTTTTAGGTTAAGTAAGA.
CTCGAGAGTAAAGGCAAGGAGGGGGGCCAGOCTCTGAATGOGGCCACGGATGCC
TIGCTGCTGCAACCCTTTCOOCAGCTGTCCACTGAAACGTGAAGTCCTGTITTG
AATGCCAAACCCACCATTCACTGGTGCTGACTACATAGAATGGGGTIGAGAGAA
GATCAGTTTGGGCTTCACAGTGTCATTTGAAAACGTTTTTIGTITTIGTTTTIGTA
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ATTATTGTGGAAAACTTTCAAGTGAACAGAAGGATGGTGTCCTACTGTGGATGA
GGGATGAACAAGGGGATGGCTTIGATCCAATGGAGOCTGGGAGGTGTGCCCAGA
AAGCTTGTCTGTAGOGGGTTTTGTGAGAGTGAACACTITCCACTTTTTGACACC
TTATCCTGATGTATGGTTCCAGGATTTGGATTTTGATTTTCCAAATGTAGCTTG
AAATTTCAATAAACTTTGCTCTGTTTTTCTAAAAATAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAA

XV-75 (Secuencia 31)
AGCAGATGACCCTITOGTGGCACCCTCAAGGGCCACAACGGCTGGGTAACOCAGA
TOGCTACTACCCOGCAGTTCOCOGGACATGATCCTCTOOGCCTCICGAGATAAGA
CCATCATCATGTGGAAACTGACCAGGGATGAGACCAACTATGGAATTCCACAGC
GTGCTCIGOGGGGTCACTOCCACITTGTTAGTGATGTGGTTATCTCCICAGATG
GCCAGTTTGCCCTCICAGGCTCCTGGGATGGAACCCTGOGOCTCTIGGGATCTCA
CAACGGGCACCACCACGAGGUGATTTGTGGGCCATACCAAGGATGTGCTIGAGTG
TGGCCTTCTCCTCTGACAACCGGCAGATTGTCTCTGGATCTCGAGATAAAACCA
TCAAGCTATGGAATACCCTGGGTGTGTGCAAATACACTGTCCAGGATGAGAGCC
ACTCAGAGTGGGTGTCITGTGTCOGCTTCTCGOCCAACAGCAGCAACCCTATCA,
TOGTCTOCTGTGGCIGGGACAAGCTGGTCAAGGTATGGAACCIGGCTAACTGCA
AGCTGAAGACCAACCACATTGGOCACACAGGCTATCTGAACACGGTGACIGTCT
CTOCAGATGGATCCCTICTGTGCITCTGGAGGCAAGGATGGCCAGGCCATGTTAT
GGGATCICAACGAAGGCAAACACCTTTACACGCTAGATGGTGGGGACATCATCA
ACGOCCTGTGCTTCAGCOCTAACOGCTACTGGCTG TGTGCTGCCACAGGOCCCA
GCATCAAGATCTGGGATTTAGAGGGAAAGATCATTGTAGATGAACTGAAGCAAG
AAGTTATCAGTACCAGCAGCAAGGCAGAACCACCCCAGTGCACCTCOCIGGOCT
GGTCTGCTGATGGCCAGACTCTGTITGCTGGCTACACGGACAACCTGGTGCGAG
TGTGGCAGGTGACCATTGGCACACGCTAGAAGTTTATGGCAGAGCTTTACAAAT
AAAAAAAAAACTGGCTTTTCTGACAAAAAAAAAA

XV-86 (Secuencia 32)
GCAAAATGTCOGCAGCTGGAACGCAACATAGAGACCATCATCAACACCITCCACC
AATACTCTGTGAAGCIGGGGCAOCCAGACACCCTGAACCAGGGGGAATTCAAAG
AGCTGGTGOGAAAAGATCTGCAAAATTTTCTCAAGAAGGAGAATAAGAATGAAA
AGGTCATAGAACACATCATGGAGGACOCTGGACACAAATGCAGACAAGCAGCTGA
GCTTOGAGGAGTTCATCATGCIGATGGOGAGGCTAACCTGGGCCTCOCACGAGA.
AGATGCACGAGGGTGACGAGGGUCCTGGOCACCACCATAAGCCAGGCCTOGGGE
AGGGCACCCCCTAAGACCACAGTEGCCAAGATCACAGTGGOCACGGCCACGGCC
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ACAGTCATGGTGGCCACGGCCACAGOCACTAATCAGGAGGCCAGGCCACCCTGOCT
CTACCCAACCAGGGCOCUGGGGOCTGTTATGTCAAACTGTCTTGGCTGTGGG
GCTAGGGGCTGGGGCCAAATAAAGTCTCTICCTCCAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

XVI-74 (Secuencia 33)
CGOCE00G0BCOGCOGTOGCTCICCAACGCCAGCGEOGCCTCICGCTOGOCGAG
CTCCAGOOGAAGGAGAAGGGGGGTAAGTAAGGAGGTCTCTGTACCATGGCTORT
. ACAAAGCAGACTGCOOGCAAATCGACOGGTGGTAAAGCACCCAGGAAGCAACTG
GCTACAAAAGCOGCTCGCAAGAGTGOGOCCTCTACTGGAGGGGTGAAGAAACCT
cAmGnACAaGochGTAcmmGOGmGAAAﬂAGAOGnATCAGAAG
TOCACFGAACPTCIGATTGGGAAACTTOOCFTCCAG(I*TCI'GGTG&AGAAM
GCTCAGGACTTTAAAACAGATCIGORCTICCAGAGOGCAGCTATCGGTGCTTTG!
CAGGAGGCAAGTGAGGCCTATCIGGTIGGOCTTTTIGAAGACACCAACCTGTGT
GCTATCCATGCCAAACGTGTAACAATTATGOCAAAAGACATCCAGCTAGCACGC
©GCATACGTGGAGAACGTGCTTAAGAATQCACTATGATGGGAAACATTTCATTC
TCAAAAAAAAAAAAAAAAAATTICTCTTCTICCTGTTATTGGTAGTFCTGAACG
TTAGATATTITTTTTCCATGGGGTCAAAAGGTACCTAAGTATATGATTGOGAGT
mmwmeAmmrmammcmrmmme
NIGAAITHTAATATAAATGOGGAGACI}TMAGCAITAATGCAAGTTAAAATG
mcmmmemcmccemcmmmrmnumrmom
wmmm&mcmmmammwermm
CITATTGATGGCAACTAAATGGTGTTTIGTAGCATTITFATCATACAGTAGATTC
‘CATCCATTCACTATACTTTTCTAACTGAGTTGTCCTACATGCAAGTACATGTTT
“TTAATGTTGTCTGTCTICTGTGCTGTTOCTGTAAG TTTGCTATTAAAATACATT
AAACTATAAAAAKAAAAAAAAAAAAA

XVII-77 (Secuencia 34)
CAGACAC(XZI‘GAACCAGGGGGM‘!TCAAAGAGCI‘GGTGCGAAAAGATCPGCAAA
AT!TTCrCAAGAAGGAGAATAAGAATGAMAGGTCATAGAACACATCATGGAGG
AOCI‘GGACACAAATGCAGACAAGCAGCI‘GAGCT!‘CGAGGAGTT CATCATGCTGA
TGGGGAGGCIAACCIGGGOCTO&AGMGAAGATGCAO&AGGGTGAOGAGGG(E
CIGGOCACC‘AOCATAAGCCAGGMG}GGGAGGGCACCOCCPAAGACCACAGIG

' GCCAAGATCACAGNGOCAW@GCCACAGTCA’MGTGG&A(XSGCCACA

' GOCACTAATCAGGAGGOCAGGCCAW CPAM:AACC&GGGMGGG
CCPG'ITAIGTCAAAGI'GTCHGGCTGTGGGGCPAGGGGCYGGGG(EAAATAAAG
TCI‘CTTCCI'CCAAAAAAA

XII-78 sin secuencia disponible

34



ES 2358910 T3

+ L - 0 8 I odal I L. ve
+ I - 0 Ge L odl 1] Gg €C
+ l - 0 Ge Z odal Il 4% 2c
+ € [| odiy sejeqelq 0 Ll 3 adl | G9 L2
+ Zz - 0 0l L oal I €9 0z
+ L - 0 L L oal I 89 6l
+ L siselosd 0 vl 4 odl I pu 8l
+ z - 0 v z oal I 8y Ll
- L - 0 6 z s10a 0 pu 9l
+ € - 0 0z 4 s10a 0 19 Gl
+ Z - 0 L L oal [ ¥G vl
+ z - 0 [ z odl I 09 €l
+ Zz - 0 3 L oal I zs zl
sale|noiAejoelul 8 -eud
- L - (NS SONPoU U sisejsejd| Al g9 L
+ L - 0 [ 3 oal I €9 0l
- L - 0 Gl L oal I G9 6
+ z - 0 vz z odl I 0S 8
as z - 6L/T €+ 05 L+Z Je|ngn} BWOUIOJEO0USPE + O] MM 69 ]
as z - 0 Gl z odl I LY 9
+ L eisda|id3 0 9z L odl I 99 g
+ € BOljEWINS) PEPaWISIUT 0 Gl z odl I 99 2
+ L - 0 vl Xg L (feoopynw) oQl I 0S €
+ z - zZre zz L odl I ¥8 4
+ z - L 0z € odl I LG L
leul} sisiieue solejuswod/elsiqny AEEV eiquiay
uoId2Ipald ap oN e[ IS ‘pepawsiua elQ SO|NPON ouewe | opelo e160|0ISIH ase- pep3 ©e| ap pI

SEAIINOSSUOD SBUBLWISS 00UID US BIqIay BWSIW B| 8p Sepewo) seauinb
[Jues seJjSanjy, "UQISIoap UIS ‘QS "8|qiuodsip ou ‘pu ‘(BwouIDIED Je|ngo] SAISBAUT ‘S9|Bul [9p) OAISBAUI JBINCO| BWOUIDIED ‘D] ‘NIIS Ul [BJONP BWOUIDIED ‘S1DQ ‘(Bwoulnled [eponp
aAIseAUl ‘sgIBul |9p) OAISEAUI [BJONP BUWOUIDIED ‘D] "Sepeloje saued e opeulwssip Jooued ‘Al 8SB4 ‘WW G < JOWN} 8p OUBWE} UOD OAISEAUI BWOUIDIED ‘||| 8SB4 ‘WW 0G-0Z
< Jown} 8p OUBWE)} UOD OAISBAUI BLWOUIDIED ‘|| 8SB4 ‘WW (Z > JOWN} 8p OUBWE] UOD OAISBAUl BLIOUIOIED ‘| @SB ‘NIIS Ul BWOUIDIED ‘) 8SB4 "Seljsenw se| ap sojjeleq ‘T e|gel

35



ES 2358910 T3

+ l oyewe)} dp ww Q| ‘elbojoisiH |elpel zujedln LS (474
+ I4 - eublusq pepisuaQ 144 A7
+ Z eibjejwolqiq 9)sinb ‘eubluaq pepisuag €9 Ly
+ Zz I ody 8p ssjegelq eublusq pepisusQ SP oy
+ l ouewe} ap ww 09 ‘e1bojosiH eubiuaq ‘sisoiqi 0S 6¢
+ I4 - eublusq pepisuaQ Ly 8¢
+ Z - seubluag SaUOIDEIIID|ED0IDIN b /€
+ L Boljewnal pepaulaug eubiuaq pepisuaq pu o¢
+ k4 uyouD ap pepauliaug 9)sInb ‘eubluaq pepisuaqg o Ge
+ 2 - seubjuag SaUOIDBDID|ed0IDIN v e
+ 4 | odny op sajeqeIq eublusq pepisuaQ 0S €e
as 14 €861 8psep esolsd|n siijo eublusq pepisuaQ ot 4
+ 14 - eublusq pepisusQ ot L€
+ 4 - ewouspeo.qy ‘oublusq Jown | 6S oS
+ 4 - eubluaq pepisusq St 6¢
as l 266 ‘0senb ounsajul ‘1aoue) seubluag SaUOIDBOID|ED0IDIN 29 Y4
+ 4 epJainbzi efjipos us opejnsdeous 8)sIND seubluag SauOIoBOID|ed0IOIN €G 12
+ 4 - eubluaq pepisuaqg ot 9C
+ 4 - eubluaq pepisuaqg 144 14
[euly sisifeue elquay
uQId21pald ap oN soleluBWOod eIaIgNy Bl IS ‘pepawlaus eno ewew ap pepljewlouy pep3 ©| ap 'pI

[ewJioue ejjelbowrew eiswiid uod

saJsalny :zv odnibgns

36



ES 2358910 T3

Ag3 Jod eo1ugIo UQIooajUl Bp

+ 1 sewape epnbe euela}oeq UQIoaU| LS 9G
¥ l - - GG
¥ € ojusiweuewWewWY ¥€ ¥G
¥ Z - (7 €g
¥ I - A Zs
¥ l - (7 1S
¥ l - 9c 08
+ Z ojusiweueWEWY 0€ 6V
— 1 S9soW g ‘ejuiou] 6¢ 15174
+ L | euBWSS
+ z ¥ euewag
+ b € BUBWSS 8l L
+ L Z euewas
+ Z | eUBWAS
¥ 1 sasaW 9 ‘ejuoug yx4 S14
+ € sasaW g ‘ejuioug ¥s Sy
¥ z - cc 1474
sisieue elquiay
uoQIddIpaid 9P oN solejuswo)d pep3 e|ap pi

rWeRW B| US peplewloue uls salalnpy gy odnibgns

37



ES 2358910 T3

olo[ed ap ajuebi|

ve [ BSBUID BUJBSED B| 8P UOIIGIYU! ‘Bsuae( ‘001S @p (g eulinueibieo) gy eualold 189/+009 NY0Z L2-IINX
€¢ BUIJRWOID B| 8P UQIoE[apoWay (ge°¢H) ag elwey ‘cH euoisiy 10699009 MVS v2-INX
010|ed ap ajueb|
ze [ BSBUID BUJBSED B| 8D UOIIGIYUl ‘Bsuae( ‘001'S @p (g eulnueibieo) gy eueloid 189/¥009 ovre 98-AX
OAllJoealiou
0¢ faunwul eyjsendsay? [JNwul ‘ejjap ouans |ap Jojonpul opidad 8¥181009 vVe ¥S-AX
8z - 0119/-G/8G/ oU e1oU8Noes e| 8Q £0616ETV dvol ¥8-111X
- - - - MrZ 8/-1IX
uoJapayul
Gz aunwul eysandsay Jod epionpul g [euelquiswisuel) eujajold 96960009 ozl Gge-1IX
SOy
€z BJJUOD BSUBJOP ‘0lI81Y 8p Ojusiweusdewly | YNYW ‘| opesad opidadijod ‘euniue 15891009 ave 6%-1X
0z BSUSJap B| UOD OpPEUOIOE|DY S0}I000N3| 8p 091joadsa | ojJosuel | L9L200 N Z/ 0S-XI
010]ed ap ajueb|
Ll [ BSBUID BUJBSED B| 8D UOIIGIYU! ‘Bsuae( ‘001S @p (g eulinueibieo) gy eujelold 189/+009 rie vZ-XI
(I19-ewweb-04-eyje) O6| 8p 04
vl aunwul eysandsay esed pepiuye efeq ap ouewny Joydadsey 16982\ WLE FAS AN
ol1o|eo ap
€l [ BSBUID BUIBSED B| 8p UQIqIYU! ‘esusjeq | 8uebl| ‘0oL S op (eulololed) gy eujsloid LEY1L0009 3z SLlIA
Zl - - 0)IX3 UIS avyl ZGINA
26991 1-89091 | U e1ou8nd
0l - Jos e| op juspacold | | ewosowol) L¥¥/800V Xyl 2l
z4sn
/ uoroduosuely e ap Jopejnbay ‘equie euaped uoioduosuel) ap g 1ojoe4 G592¥#009 701l LG-Al
SOy
[~ BJJUOD BSUSJOP ‘04J81Y 9p Ojuslweuadew|y | opesad opndadijod ‘eunuuiay 16891009 N9 9z-Nl
(seseuro ap
JOPIgIYUI UN OWO9 0}110Sap OpPIS BY HOUY) ¢Ses (9-0oyJ) 9 ocuquiBiw
v [Jeuld op Jopiqiyul? sejeyss ap ugloonpsuel] | ‘sey op sobojowoy ap eolugh eljiwe 599100 WN oVl 09-111
9pySel
[1€81GE| oU BlIOUBNISS B| 8p djuspadold
€ - ‘€ BLIOSOWOIO 18P £2V12E-L Ld¥ Uo|D 0.69600V INOL Yradll!
Z - - O}IX® UIS V9 z-
BIOUBNISS 3p oN eolbgjoigq ugiouny eysandns eoluab pnujwis 0S822e 3ap oN uoioisod €| ap "pi uojo |3p 'pI

Je|n|@o ugiouny eysendns 0 BPIDOUOD NS A ‘sojj@ U0 uspuodsallod as anb seolgnd sojep ep seseq ap SelouUaNdss ap
0S900E 9P OJOWNU [@ OWOD |SE UOD [9p UQIOBDLIIUSPI B ‘Pal B] U UQIDISOd NS UBASaNW 85 ‘ajUNMOB SjUBIpSW SOPBUOINDS|8S SOANBINIUBIS sauab Gg So| ap s8jeleq "z elgel

sope|nbalreldns sauss

38



ES 2358910 T3

(epeaioe 5 eseurd
eled saloydagal eled) sHOVY ‘g e19q opndadijod

e seuysjoud ap ugloonpel | ody ‘eujuenb ap soppos|onu ap sjuebl| eujsioid £6061004 \74] G/-NX
(v1433) uowonpey
62 seujejoid ap ugioonpes | e| ap ugioefuoje ep 0OlOLEINS | BYjE | Jojoed 1981009 \Av47 67-AX
SoJawol|o) BeAljoBIBJUI BUIS)
12 ap pnybuoj el ap ugioenbey [oud ‘seolgwols} seuoionades ap sjuebl| z Jojoe4 S9¥¥0009 NOZ 62-11IX
9z Sewosoqu 8p ugiddNpPoId 9S BoILOSOqU Buj8}oid 1¥¥G€009 MV0Z L211X
vz Sewosoqu 8p uoloonpold S09 8p 9¢7 BOIWOS0qU Buja}old £¥0.204V uve 181X
2z Sewosoql 8p UgIoNpPoId 17 eo1wosoqu eujsjoid 6€£//8d H61 €L-IX
1z Sewosoql 8p UgIooNPoId B¢ |7 eolWQsoquU eu)sjoid 71500009 V6L 12X
6l SewOosoqi 8p uoIonpold €S e2IWQsOoquU eulsjoid 6¥1¥£009 NET 9p-XI
8l Sewosoqu 8p UgIoNPoId BGET BOILQSOqU Bu)8joid /£010009 /e 6E-XI
|elpuod
9l [ojw 0oluoA08e apjodsuel) ap euspe) L XOD ‘esepixo 9 0wWolIo0}I0 Bl 8p pepiungns 9LESBYAY MVGL 9/-1IA
Gl Sewosoqu 8p uoIdNPoId S eo1WQsoqu eujs}oid 9¥LZZN nie 8Y-IIA
L (0ZSdY) 0zZS eolwosoqu eujelold €20L00 AN ave 67N
6 Sewosoql 8p ugIdNPoId Z1'S ed1wosoqu eujs)oid 910,00 NN Y44 8¢-A
8 Sewosoql 8p ugIdNPoId VS EOIWOSOQH BUIS}OId 0/££5009 92 60-A\
9 Sewosoqu 8p uoIdNPoId ZS eo1WQsoqu eujsloid 69101009 IX4 LAl
L 4¢3 Jod epeipsw uoloduosues | @ eupd ody ap ejueb| eujsjoid 68960004 olz 0¢-
BIOUBNI3S 3p oN eol1b0joiq ugiouny eisandns ©eoluab pnijwIs 0S922®e ap oN uoioisod €| ap "p| uo|d |ap 'pI

sope|nbalieljul sauss

(uoroenunuod) Z elqeL

39



ES 2358910 T3

8/218d £2 V

688Liid €

160884 €2 V

¥260GLd € LE |
yol1Ged €2 V¥ |  S¢

ViVOLOVIODL1616101VIOILYIIIDLYILIVIOVOVYOYYIODIOVOLOVYOLVILY | 06c002d €2 V (43

YO999DOVIVIIDIYD YOOVLYOLYVODODDLOLOLYODLYLLIOYD

01082d €2 V I¢

95v812d €2 V 14

gLlovd £2 ¥ :14
180SLLd €8 ¥ LE
805802d €2 V 92
$186S2d ¢ ¥ »Z

yeveeed €2 ¥ 114

gl92d ¢

£2vSld £¢ ¥

Liorgld £2 Y

BIPHOIPNUOSI0 BIIUINIIG IWISY *PI

9P N

(1) A (1) seljiwrey se| ap sauab —ewew ap Jaoued eled SeAlleWIOUI SBPUOS € B|geL

40



ES 2358910 T3

DOLYLYLIOJYOYL OOKUS.OOMOKSFE

<0<PO0P<0.~.0E.<000.00@3@({0..00040~0E<.-.0@...
LOVOVVOVOLYDLY.LOOYY ~ Yo

op6e8lbd 82 V| GOT
vep66d €2 v | 10T
Zl6Sed B2 V | 00T
110884d £2 V| L6
832%&& g6
[2)e] £62902d ﬁ 16
19069}d €2 V¥ 08
6% eV oL

" 7eoeSld 2 V| EL
msu d e V| ZL
:.:_ ez TL

¢ 0 mnmu.-« 0L
—9e6lYd EZ V| 69
83:_ 8.< 89

41



ES 2358910 T3

Zoreold €2 ¥ 65
Z82801d £2 Y LS
LEZ.68d £2 96
£8169ld €2V | %S
2reZ6d £2 ¥ 18
pyeeZd £2 ¥ 08
Z108d £2 ¥ 8%
16622d €2 ¥ o
2so8ild €2 V a2
S00v0Ld €2 €%
8520.d €2 V 6F
£2122d £2 Y 8€
9/600bd £2 V 9¢
/SYZ6Ed €2 Y £E
$60J0vd €2 ¥ 0t
52
£2
LLZLeEd €2 43
£818¢2ld £2 V T2
L82rhd B2 Y ST
199r2ld €2V v
12166d £2 ¥ ZT
8856.8d €2 1T
08¥9ld €2 6
080 L
16E86: Y ¥
21800ed €2 Y T
waBy pr | oo N

(1) 1u (1) eijiwrey e] 8p uos ou anb sauab — ewew ap Jaoued eled SeAleRWIOLUI SEPUOS } e[qel

42



VOLOLLOOVOLLLID0OOVY | 2Z6580id €2 V| 80T
80¥Eid €2 V| LOT
90T

y8860id g2 $0T
gegleed.e2 v | EOT

gelosd €2 ¥ | 20T

——3

"052026d €2 Y | 66

e

geletrld 62 ¥ 86

A LA

01686d €2 VY 96

S e

_0y6l0ed €2 V 6

——

A £6

Z66Lyd 2 V z6

91862d €C Y 06

mBowﬂ..nmn,q 68

evi8lid €2 V 88

LLyp0Ld €2

78981Ed €¢ Y

ES 2358910 T3

YOVVYY.LLYOL0110L019vD0910000010LL1DLI1D1YYIOWYOVOIOOLYIOVILOY

Liegld €

eyseid €2

LLigled €¢

mmgwtm»udx ¢w
YO0.L3D1VO0OYI999991LLIDD X01219913)3) Q09L0VLY. 0pyesed €2 Y €3

43



ES 2358910 T3

LYYIOVOOLLD DD00OVVOOVLIYOVVOVLLVVOVVLOOOLYYLLOVODVLIOLL Emormm.‘mm‘c 21T
2999993709 HDIDVVIVIOVIOVOIIVYOLIOVYIDL LOIDVIOOV, 209VYO0900L | ¥ivied €2 V1 TTT
999001 DVYVLIVOVLOVYODLIDLVYIOYOVIDLILOY YOOODOLVOVOV.LLY ogeeled 827V | OTT
SLOLVOOVOOLLOVILIIOIOVYOVOLIOVVILOIIVYOY | 1622Lid €2 V| 60T

44



ES 2358910 T3

SalJ B| BINWIISd ‘SO}I00}Ul| A SO}I00UOW ‘SOj1JOJINaU ‘S0JI000N3| eled opejaldas ajuahelieoiwinb sayuabe un ‘eurdoiwinb ody ap | 10j0e4 08£70009 09181 NN ¢
peplunwuiojne e| A padsany |ap Bsuaap e| ‘ugioonp
Jel) B] ap uomIqIyul B| ‘YNYW ap ojuaiwesadsold | us opeoidwi sjuawsiqisod ‘] sen@o Jod z-7| ap ugisaidxs e| eied oLIESSI8U ‘OA
rnebau o oalisod [euoiodiiosuel) JopejnBal owod enjoe | y-4N 8p peplungns eun ‘seulonsjiajul ap salopelousjod ap suebd)| ¢ Jojoe4 R IAWEANTA 812210 NN 62
d195 op sajueb seu
r19j04d ap sey eljiweadns e] ap oJquiaiw ‘SBNJJSaA ap allodsuel |9 ua ajuawsjqisod A sisojioobe) e] ua epesidwi e}sa anb esed ]9
eysandns eun sa anb ‘(euewny v L gvy) Lzd sey odiy ap ‘419 op sjuebi| el | eujajoid eusnbad e| UoD pnjijiwisS B)je UOD euja}oid GZ0v.ZdvY /8€020 NN 12
1 se|n|ao ap sajuslpuadep ssunwul seyjsandsal ap ololUl |8
ejed eojugbiue einyded e| us Jeipaw apand A e}aq A eje sauolapaiul Jod UQIDONPUI B] 8gIyul nb seoilipusp sejnjgd ap eujsjoidoo)|b
eun ‘(o10]eo ap sjusipuadap ‘0uogied ap SOjelpIy Sp OJUSIWIOOUOIal 8P OluIWop) O odly 8p Seulos| ap eljiwepadns e| ap || olquisi 09tSzZs4V €05£0Z NN 6l
ewew ap Jaoued ap sisaugboulo
[1Jes e qwudns e | yyOg e JepniAe apand ‘| v1S seujajoid uod 00gd/dgD ap uoioeioose e| Jarowold e ewweb N4l © Z-7| B 9|qIsuas
uoloduosuel) e| ejuawne (1v1S A (NDAWN) 2Aw-N seulajosd uod euoiooesdiul anb eujalold (1S A) oAw-N ap oAioelayul syusby 992100909 889700 NN gl
a|dnynw siso.a|oss e| A Jswiayz)y
op pepaWIsjus B| ‘eAljoeal BOILWQ]SIS Y SISOPIOjIWE B| ‘SIS0J8|0s0la)e .| ‘aplojewnal siLue e us joded un Jeuadwasap spand :sg)
[leloujew seseajoidojelsw 8oNpul ® SO}000N8| 8p sixejolwinb e| us enioe anb epnbe ase} ap eujsjoidodijode eun |y 0oLI9s aplojlwy |  |'220,.0009 el
sIsoji006e) A ‘euelquiaw e ap uoisny A pepljiqeawsad e| Jejnbai e epnAe ‘euljod
B aun as ‘010|eo ap sajusipuadap opid)joiso) ap sajuebl| seujajoid op eolUIXSUE BIjILE) B 9P oJquiaiw un ‘(]]] euiiooodi|) £ euixauy 0LEEIN 6£1500 NN 8
eielsold A obejosa ap sewouldled us sisaugblown) ap zooald OI01Ul |9 UOD BpEIDOSE (S24)Sd |e ejsandsal e| ua epeoijdwil
‘elojeweuiue pepiaioe aoJsle A gy esedijojsoy e] qiyul anb ‘o1ojeo ap ajusipuadap sopid)jojsoy ap ajuebl| eujajold eun ‘| Buixauy £665£009 002000 NN €9
[(n) e1jiwre)] eSuajap B| UOD SOpRUOIJR|a) SBUdD
VYNYW ‘suaides owoH ap (ZXNNY) Juny uod opeuoioe|al g uoioduosuel) ap 10joe 8vS¥00 NN S0l
seplojalw sepeplubljew us
epeolidwi B1se | LOXOH-86dNN Uoisny ap eujajold e| ‘ounsajul |op se002a.1d ugioeloualayip el A ojjoliesap |9 us Jenjoe apand (1L 4D1)
ejje L-4NH ap ajuaipuadap uoioduosuel) e| Jeaijoe apand ‘oluiwopoawoy auaiuod anb ugioduosuel) ap 1ojoey un ‘| L) elesoawoH L0000rY 2120 NN 69
sisauaboiw e| ajuswennebau einbal anb jeuoiodiuosuely Josaidal ojsandns un ‘QoA eljiwe; e] ap Jopiqiyu] €1£8/N 985500 NN Gy
oleuouqus |eixeled owlaposaw |ap uoloewoy e| A sisaugboy
rllwos e] us opeoljdwi Jeysa spand ‘yNQ op auebl| | eled oluiwop uod ugnduosuel) ep salojoe) ap eljiwe) ] op olquisiw ‘g | elen| |1'1£092009 9z
uojel ap G-zx)N Jod epeipaw [euolodliosuel) ugloeAloe e| Jeziuobejue eapand anb [eu
rjoroduosuel) Josaldas un ‘sojuiwoposwoy usuaiuod anb yYNQ ap saiuebl| seujsjold ap eljiwe} e 8p oiquiaiw un ‘gH ap | elecoswoH /8566 276810 NN 9
uoioduosuely e epejdooe ugioeledal e| us joded
un Jeuadwasap apand ‘yYNQ op selopeledal seulsjold Uod A salopeAljoe U0D BuUOIOORISIUI (UoIodIIosuel) B] ap OIolUl @ eled olesadau
‘|| esesswijod YNY €| 8p (141 ugroduosuel) ap Jojoey [9p ejaq pepiungns ‘(e € ap pepiungns) [essusb ugioduosuel) op g J|| Jojoed 697€9X 660200 AN €
AYS Uo9o epeuoioe|al
OINH eleo e| susnuod anb ugoduosuel) ap $810)0e) Op EljILE) B| 9p OIquaiW Un (0Xas |ap jueuIwWIBIap A UoIBal) AYS ap 0z efe) 1989009V Z2¥6900 NN 2
[() eniwey] ugipduosues; ap saioloed
0saooe 0sadoe epuos
eo160|01q uolouny eysandns A eolugb pnyjiwis ap Z oN 3p | oN 9P oN

(1) A (1) seljiwrey se| ap sauab —ewew ap Jaoued evied SOAIRWIOLUI SBUSY) G B|geL

45



ES 2358910 T3

‘euiuodoly | 8p BUOYGIYUl peplungns e| s8 anb ‘(uglels ap gluu]) | eoeipied euiuodod) B] uod epesndoe Anw pnjijiwis UOD euja)old L /¥Z9IN GG
N-S1 o (euninbign e opeloose) ygn Oluiwop un auanuod ‘eueiquiaw ap sa|eibajul seuiajoid ap [eploquiOd Bljiue) B| 8p OJqUIBIN G0/20009 Gozz1l0 NN S
DAIN uesaidxaaiqos
anb 1puINg ap ewojul ap sen@2 us epejnbalieidns ‘ejjabiys Jod epeaioe sisojdode e| us enjoe ‘SOJBJISNS UOS | 8Se[O ap DHW |ep
souabjue A sopndadoinau {jewosesjoid ou 0olajoid oiguedal |9 us Jenjoe apand anb esepndadoxa eulas eun ‘|| esepidad [ipndadu | 8/9/60MV L62S00 INN LOL
sisojdode e| Jiqiyul [B UQIDd8jUI B| Jeyjioe) apand BUIAOQ B[aNUIA B] 8P SNJIA |[ap YwJ) euldias
e| ap uooiqiyul e] ‘sisojdode ap ugonpul ] ua opedidwi e}se anb 37| sesesjosd eujLlISIO Bp BljIWE} B 8P OJqwialw un ‘4, esedsen 6.682N GZZ100 NN 001l
Jenj@oesul ooipndad owsijogelaw @ us epeoljdwi Jejsa apand A sejeuiws)-N ojiweln|b A ojedse ap
SO}sal eioey Ojeljsns ap eloualsjald eun aual ‘sesesjoldojelow ap QLA BljlWe) B] 8p oiquwiaiw un ‘ed1josolio esepiidadouiwe [iuedsy 1171000V 001210 NN z.
VYNYW ‘ojuosuel) ap | sjuelen (€1 S1INVAY)
€1 ‘euipuodsoquiot; ap | odi} 8p oAzow un uod suaides owoH ap (euisijoidas odn) esesjoidojesw A eunbajuisep odn ap eulajold eun 81 18GEAY 9206€l NN 25
[() eliwre)] oois104d owsijogels|iy
S0P SeoIwosoql sapepiungns ap sisauabolq e| A YNYJ ap ojuaiwesasoud |9
us epeojjdwi eisa anb ‘seisinalad 'S ap dswg ap ugibal eun UOD epeISPOW PNYjIWIS BUN BJUSSaId ‘EPIDOUOISSP UQIOUN) 8p Bul8)o.d 9GLYZOMY 9l
[(1) eliwrey] eo1WIOsOqU sisaugbolg
uoroduosuely e| ap
ajusipuadap Opow UN 8p 0JO8JONU [ UOD BUOIOOBIB)UI & 0]08JoNU [8 A 0dlujjewoloI8)ul oloedsa |ap sapoadseled ap ojuswipedwod |8
anua ananw as (INYY) YNY ap sajuebi| soluiwop sop auanuod anb YNy ap ajuebi| eujsjold ejsendns eun ‘apjoadsesed ap | eujajoid £/8060MV 282810 NN Le
VYNYW (HEH L LSIH) YgH ‘suaides owoH op | euoisiy §0€290049 9€5€00 AN (14
VvNa A #H A g9zH ‘YZH SsaJes[onu seuojsiy se| uod ojun( ‘sewosoajonu so| ap ajuauodwod un ‘Seuo}siy ap ¢H BljiWe) | ap Y 0JquIBI 16%29009 625€00 NN ol
[(n) eiiwrey] eurRWOID Bl B UYIDRIBPOWSY
opuebj|
-eujajold A eujsjoid-eujalold sauoiooeialul us epedlidwi Jejsa apand anb ‘(6]) eulngojfounwul 8p olulwWop un 8usiUOd anb eujslold GG951009 SL9vvL NN e
(V14SHANL) INL 18P G§GH-dNL Joydadal |e
aun as ‘ejje 4N |2 Jod epeipaw sisojdode ap ugidonpul e us epedijdwi {[eJown) SIS0I23U ap J0Joe} [8p Oyq) Joidadal 9 Jod esewg-N
B| ©p UOIOONPUI B] US BIpaw (esewS-N) eanau eseulgiwobulisa e ap UQIOBAIJOE B] UOD OPBIJOSE Jojoe ¥21L1¥009 085€£00 NN /L
uooeweul el ajuelnp Jojoajold jaded un seyadwasap apand A sissugbliown)
el ansnwold ‘sisojdode e| aqiyui ‘sisoydode e| ap saiope|nbal ap z-jog eljiwe} ] 8p oJquialw Un ‘g1Dg U0d BpeUOIdB|al | BUIS)OId 08962N 670700 NN G6
"HIA 12 Jod sauoiooajul siwiidns apand sejsiuobe Jod
UQIDBINWISS B ‘JaWiayz|y ap pepawlajus e| UOD BID0OSE 8S Epelajje uoisaidxa ns {I0jop | OWOoD |e) [elosuas ugindassad eun Jejnpow
apand ‘euolqiyul 5 eujajold eun ap sgAel} e sajeuss elauab anb o) eujsjoud e| e opejdooe uojdaosal un ‘sepioido ap | eddey Jojdeoay 29¢/€1 216000 NN 08
Je[nj@d esuajap ap ejysendsal e| us [aded un Jeuadwasap apand (11)
[lo1 odi ap ¥ J01dadal |9 A opueoesijod |ap ugioezijeuss e| e aAnguiuod ‘opueoesijod |ap J0ydaoal ofejdwos un ap aued ‘z-q eujdlold 6¥58109V $9€G10 NN /9
isodey| ap ewoales ap
SE|N|9o ap 0judIWINBID |8 BNbal HAVIN A 1V.LS-MVI 9P SEINJ SB| 9p UQIOBAIJOE B| 8P SOAEI} B SBIE|N|SD UQIOBIOUSISIP B| A 0jusIWIOaID
[ einBau ‘sopeajoe sojoouow A | sopoojull Jod epionpold ‘9 BUIDNS(ISIUI B| 8P BOIUID0LD EljILUE) B] 8P 0JqWISIW UN ‘|\| BUIIB}SOOUQO 68511009 0£5020 NN 19
sisafkodojewsay e| ayuelnp aleul| |ap ugieuIwWIBap | A S0JI00JUI| 9P UQIDBAIJOR B| 9p UQIOE|
rnBais e| ua [aded un Jeyadwasap apand ‘YN op sajuebl| seujajold ap elecoswoy sauab ap eljiwe) g] 9p oiquiaiw un ‘40 efesoswoH G6¥77.0X €£9¢G1 NN /€

sisaugbolw e| ap ugioenbai e| ua [aded un euadwasap ‘saleinosnu alpew sejn|ed ap uoioelajjold e| A elojewepul eysand

46



ES 2358910 T3

Y]

ap Jojdaoal |8 Jod epelpaw g Se|nj9d ap S8[euUas ap uQloonpsued) el us epedijdwi Jejse apand ‘seulngojbfounwul ap ajuebi| | eujajoid /€110009 1G5100 INN L
uo|02 ap sisauabouloied e| A eajuoJd ajuedIdjed sijealoued | UOD BIDOSE 8S sjueJlage uoisaidxa Ns Ssjewlue ua sajagelp e| elofow
‘elaq seonjealoued sen@d ap uoloeisuabal e| 8onpul ‘(ooneasoued ojnojed |ap eujslold) ugloeisuabal us s8)0[SI 8p BpeAlap Beje | 06122\ 606200 NN 0.
[(n) eipwre; “sunwur eysandsal] g senj@d ap sisaugboioN
ese|oJply opixods e| o eseuabojeysap Oploeojey e| ap EljiLe} e| ap oiquiaiwl ‘Jeljiwe) eonedayeljul SISB}Sa|00 e[ uod eloose as anb ‘(eu
[lewny Lg8dlV ‘| Jeliwey} eonedayeljul sise}sa|09) sopidjjojsojoulie ap eiopelodsuel) BSed |y B UOD pnyjiwIS BPEAS|S U0D Bul8)old /€G/ELV 16
LXNNY uod ajuaipuodsaliod usb [ap ugisnj eun aA as epnbe apiojaiw eiwaona| e| ua ‘ugroduosuel) ap Jojoey oysandns ‘(YQD/013)
891N eujsjoid Bl 8p EljiWe} B 9p OIqWSIW ‘C B EBPEOO|SUBJ} ‘09[ONU [9p Sjuebl| JOJOB} [8p Bjje juni olulwop [9p Z pepiunans|  L'6170109V 16
sauoxe
ap uoioenoiose; epeidoide e| A [euoxe ejnb e| eled aiainbai as anb ‘suebsjd "D ap HH-ONN @p ugibal eun uod pnyjiwis efeq ap uolb
al Bun aual} ‘{(Muy) euupue ap sauolonadal oyoo A (6Sd/\) JejondBA UQID28|9s ap ¢ eujajold e ap olulWOop un aualuod anb eujsjold $8/9¢€11V 6£12€0 NN e/
snuinoljod Jod uQioosjul BUN 8jueINp ugoepelbap eied
euelp ‘oojwse|do)inos|onu auodsuel) [8 us epedljdwi Jejse spand Jeajonu oiod |ap sjusuodwod un ‘Jesionu oJod ap z9d eujsjoldodin 9210 NN €6
(LOdX) LINYO op sjusipuadsp Jes|onu ugoepodxs ap ejns Bl Us enNjoe INYY € 8un as 'z4 LN odi) dp | eiopepodxa eulsjoid 09€920MV 8¥ZcL0 NN 6t
|ElJJEOIBISIA BIXE]
[JoJ8)ay E| Uod elOOSE 8s anb ‘(Buewny LMo ‘€ BUIXBUOD) BINpIpUSY Ud UQIUN ap | ejje eujajold e| UOD epelapow pNYjIWIS Bun aual
‘sejnogjow ap Jejnjeolajul osed @ usjywiad anb ‘einpipusy ua ugiun ap sajeued ap seujajoid Bp BOIUJIXBUOD EljiLe) B| 8P OJquBI 1921224V 2,200 NN A
(Lov1) pepinabuol ap enueleb ap seujs}
[10o4d ap eljiwey e] ap olquialw ‘Selo}aloas seujalold ap uQIoedOo|suel) | ejnwisa anb oolwseidopua ojnojal [ap Joydasal ojsandns un
sa anb ‘(euewny |\Wy¥Y1) UOIOBOO|SUBI) Bp BUSPED B| UOD BID0OSE 8S anb euelqwaw ap eujajold e] UOD pnlijilIS BPEAS|S UOD BUJS)0Id 12182009 LY
seu)ajosd ap uQI09193s e| A Jenj@oejul Jejndisan ayodsuel |8 ua
opeoljdwi Jejsa spand dQy op UQIoe|isoqi p s8I0j0.} Op Elliwey Bl 8p oiquisiw A esed ]9 eun ‘ddy op UQIOE|ISOqu 8p { J0joe} odi] 06¥8€71 199100 AN Ge
uoisuapadiy e| UOD BUOIOB[SII0D S SNJO|
[9p ugioedldiNW B| {UQZeJoD [9P O]|0JIBSSP |8 UOD OPBUOIOE|aI JEN|SD 0JUSIWIDAID [@ Ud Jenjoe apand ‘eunjoejoid ap uQioa198s e| aqiyul
‘eauinbues uoisaid e| ap ugioenbas e| us epedidw ‘seAlloeosen seolpiided seuowloy 8p BljlWE} BUN 8P OJqWBIW UN ‘g euldjopug 66LS9N 8z
16|09 ap ojesede | ejsey ooiwse|dopus ondjial |9 apsap seujajold ap odyeln
|2 ua opeoldwi Jejsa apand ‘seinojsaA ap ooleld) |8 us sepedlidwi seujaiold ap ZgH3S Eljiwe) B] 8p oiquisiw un ‘gzoasg ap obojowoH 620014V 0€¥Z10 NN ¥z
[() eniwrey — seujaro.id ap sisau)s] seujaroid ap UQIDBI8S
9\yg OlUIWOP NS 8p S9AeI) B BSBd | Y
solulwop sns e asliun e 02dsH/0/9sH seujajoid enbas anb eonsouold s {Hyg oluiwop un ausuod ‘g10g Uoo opeloose usbouely Sy LEZOMY €/8¥00 NN 09
B01J0J]0ILIE |BIS)E| SIS0ID]0SS B| 9P BOIWOSOINE BAISSO8. BULIO) B| 8p BSned e| eied 021usb ojepipued ‘sooeuwue;) A seonoiq
Jouax selouelsns ‘sopeusbixo sajedlipel ap owsljoge}aw [@ ua epedijdwi ouspgiow ausiuod anb ewizusoAe|} Bun ‘BSEPIXO OpIYap|yY S00L L1 651100 NN 89
OAI}BPIXO S2J)s8 |9 ajuelnp epenb
|21Jeljul Byse oule)suo [9p oldyde |9 us uoisaidxs el ‘sisyodiy e| us epesaldxs ‘(eseolo |lujweln|b) esessjsuel)ollo opidad-jiuiweln|o GZLLZX AR ZANLN 8G
[(1n) elliwrey] onepixo sans3
BuU}09| ap uolonadal ap (g BuIOU) AAXD SOIUILOP g UBNUOD ‘Seselajsuel) [1S001I6 ap g eljiwey e| ap olquiaiw ‘(euewny
ZINTVD) eselsjsuejuiwesoloejebinaoe-N opndadijod:euiwesoloeeb-q-eje-nede-N-ddn €] Uod pnlijilisS BPEAS|S UOD EBujd)oid 21890049 9/

o1o[ed Jod eplonpul Je[ndsnw UQIooejuod e| ejnbal enb ‘seujuodou) ap eljiwe} e| op oJquisiw

47



ES 2358910 T3

ap ajuebi-uod OAOBISIUI) BSBUID OU g[¥yD OIUILIOP UN UdilU0d ‘01ans |ap ajuauoduwlod [elj9jopus-jewodsa-iejnpaw eujalold | 95£60009 190200 N 18
uoIoBZI|BUSS 9p SepeIased ud Jenjoe apand
A sesojaqaia0 salejnuelb senj@o ap SelINau ap UQISUd)Xd k| op seueldwa) sase) se| ua epeolidwi eseuld eujajosd eun sa anb ‘(uojel ap

IMIN) LS-oun odiy op | eseuld e ap ugibal Bun UOD BPEJISPOW PNYIIWIS BUN BUI} (eSEUID BUJa}0id 8p OlUILIOP Un auaiuod anb eujgjold | £z#95009 81GS1L0 NN Q/
opesn Anw osolasuedjjue ajuabe un ‘eune|dsio e pepljiq
[]ISuas e| ap ugioeulwIalap e| ua |aded un Jeyadwasap apand ‘0ajonu [ap oJyuap swjedws A 802 ap S810}0.} SO| Bp UQIOBZI|Ed0| | Je|oJ}

ruoo eled syusws|geqold enoe {(YS) seuluibie A seullas us eoU YNY ap awjedwsa A 800 ap salojoe} ap eljiwe} el eJed BSeUID BUJBI0Id | 26285009 /€1€00 NN 99
06dVS/S6-ASd A INVDS-S oondeuls alejwepue ap SeSEUIO Se| U0D BuOI0oRIBUI 8 H] A ZAd ‘NVS @p SOIUIWOop ausijuod

anb ‘ejel ap LuinBejy UoOD pnyljiwis epesnoe uod eujsjold ‘eseuld ojejiuen uod euoidoeIdUI SNb BUBIqWAW B| B BPEIJOSE | BUIB)OId | 67G9SOMY G

os[onu |9 ua asjuawiediouud ezieoo| as anb osasuebuew ap sjuaipuadap eseuld eujajold eun ‘gL BSEBUIO BUILOBI) BULIBS 092921 $G¥2€0 NN 1%

seseuld uod ueuolddealul anb wwc_mwo._a 0 seseuld wmc\_mHO._Q mmuwwsn_:w

opezlajoeied ou ouewny /ZyOMyStdZ4Ma uod pniijiwis uelb eun auap

{B|N|92 B| US SBJUS|BAIP SOUOI}ED SOJ10 N +Nm_>_ Jepodsuely apand anb ‘sajusjealp sauoned ap salopeuodsuel) ap eljiwe) el ap oIquiBiN | 087000MY 9€8/10 NN v/
[EREYERIE]
0Jjusp dJUEBHOXS UQISIWSURII0INBU B| djuswa|geqold ejnbal isopuehi| Jod opeAlloe 0INJOD ap [BURD P PEPIAIJOER UOD pepiule B)e ap 0.}

-ledse A ojeweln|6 ap Jopeuodsuel; un {(SOINjOS 9P SOINDJYSA 8p | BljlWe) B| 9p 9 0IquIdIW) SSJUR}IOXD SOpIdBOUIWER 9p ¢ Jopeuodsuel] | 6597000V 4%
sauojoud ap Je|

-ONJEBA BqUIOQ B| 8p BOl}J|e}ed OuU elI0sSadoe g| pepiungns _C._ epodsuel} anb) oA BOILIOSOSI| BSB 1Y B| 8P V PEplungns e| 8p { BWIOJOS| | 68/5G0MY 0Y80€1L” NN G9
S9|euas ap ugloonpsuel}

e| A 019]e0 sauol ap auodsuel) |9 ua opedljdwi e1sa anb Jenj@oeiixe 41V Jod opeAloe 021UQljEeD [BUBD UN ‘ZXZd 0216iaulind Joydeosy | 2240924V €/8v/1 NN /01
0.gaJad |8 ud djuawsjueulwopald ep

[1esaldxs ‘0190 ap auodsuel |9 us epediidwi e}sa anb opeonsouold ey as ‘eanewse|d eueiquaw e| ap 220 9p auodsueny ap ¢ esedlV| 085/4009 el

VYNYW (6PNOM) 6 0iquiaiw T eljiuelgns ‘sudides owoH ap olsejod ap ousiul Jopeoyoal [eue] | g51Z6N £86¥00 N L

VYNYW (vZ1O7S) ¥ oiquisiw ‘(oiniojo/oisejod sp seiopepodsuel)) sualdes OWoH ap SOINjos 8p SONJJYaA 8p Z| BlliWed | 905504V | 220500 N ¥

VYNYW (GdOV) suaides owoH ap G euodenby | 96¢4£009 159100 AN L
sequioq A sajeue)d
0sS9{20%e 0sS9{20e epuos
eolbg|olq uglouny eysendns A ealugh pnyjwig 8p Z 6N 9p | oN 9p oN

(1) 1u (1) eijiwrey e ap uos ou anb sausab —ewew ap Jaoued ered sSoOAIIRWIOLUI SBUD) g B|geL

“(An0B YU wiuT1gou mmm)
IGDON [9p Soiep ap aseq e| U epeoyiuapl Jas apand ojueAs|al elousndas e ‘uab |9 eled soAieuls)e 0s800e 9p SsolJownu ueuolotodosd g A | 0se00E 9p SoJownu soT

seliojewejyul seuinod Jod eponpul se A uoloelayljold e) A euiweb ugispe)ul ap SISe)uls | ajusweAnisod

e|nbas anb | senj9o eJed ajueNWsa0d BNJ9|ow eun sa anb ‘(ouewny g¢H-/9) 29 9p € obojowoy |9 uod pnyijiwis efeq uod euiajold 1602500V /Y5251 NN Iy
[(1) eiuwrey] sunwur e1sandsay
ouewud |B}108110]02 Ja2ued |8 us A ugidajul Jod opionpul
oJnjewaud oped |8 us jaded un Jeuadwasap apand ‘sad02a.d g aleul| |ap sejnjgd ua (2-71) 2 eudnapalul el A (97L1M) 8lpew sejnjgod ap
Jojoe) |9p SBIUOJ0D 9P UQIOBWLIO) 9P pepiAioe e| ud elbiauls aonpoid anb euioo}io eun ‘g-aid se|nj@o ap sejuojod ap Jopelousjod Jojoe 2£0/000V oY

48



ES 2358910 T3

¢/zdiy olajdwod |ap ugioew.loy
e| us ‘zooalid olpawlalul 0jonpold un owod ajuswWs|gIsod ‘pDdYY U0D Sjuswieldallp BUOIDORISIUI (euUljoR ap 0}89|anbsao)io |ap elnpe|q

Jwesus e| us epedljdwi Bsa anb ‘g/zdiy ofe|dwod [ap sjusuodwiod ‘eunloe uod epeuoioelal g/z eulajoid e| ap ofejdwod |ap g pepiungng £250SN 1£/G00 AN Gz
BUNJe UOD Sopeuoide|ay
Jejniao uoioelayjold e| ap eanisod ugioenbal el us epedidwi ‘sewouroledsojeday us epenbaliesdns eujajodd L-NVI-4| 06801009 170810 WN 88
SOULIDOpUS S8I0WnN} UOD
Jeioose apand 8s epeAd|d ugisaldxa NS 0jUsIWINaI0 Bp BUOWIOY 8p UQIDalIdas k| Jejnbal apand {S021191uIS 0JusIWID8ID 8p BUOWLIOY B| 8p
sobobejaioas A (TYHO) euljalb e aun as anb o eujsjoud e| e opejdooe Joydasal un ‘0jualwIdaId ap euowloy e| ap obobelaidss Joydedsy 621L09N /0¥861 NN 0l
uoloeioualajp A uoioessyijold us sopife} us esaidxa as A Jejndsnw ugioeIdUBIBYIp B us |aded
un eyadwasap {(49HN) 0SOIAIBU OJUBIWIDBID Bp J0Jde} |8 Jod epionpul s8 anb ‘elel ap £z/€ Uy UOD pnyijiLIS BpESNOE BUN UOD BUIBlOId | 2/2100D9 0SSL00 NN €0l
(uoies ap ¢£dagy]) susie| B)UBLIIOJSUEI} OJUBIWIDAID 8p J0JOe) [ap ajuebi| ¢ eulajold e| ap ugibal eun UOD pN}ijiLWIS BPESNOE BUN
aual {49 ap ayueb)| euisjoud ap soluiwop sop A (493) ooiwigpida ojuaiwioald ap J0joe) odi) dp SOIUILIOP 0YI0 dudiuod anb eulsjold| $#S£81LE4V 00120 NN €6
$9|e109110]02 A sooujseb ‘sodibejosa salaoued souald ua opionpoldalqos (sisaugbourdled e| A sajeuas ap ugioonpsuel)
€| us opeo||dwi Jejse apand ‘Jum eljiue) el 8p oJquisiw ‘sefe uis odl 8p ‘A LININ 9p ugioelbajul op SolIs Sp EljiWwey) Bl 9p B0L OJQWISIN |  £9EYZOMY 912520 WN G8
sisaugbolbue e| A souebio ap ojjoilesap |9
‘sisaugbouqua e| ‘Jeinj@o ugioelbiw e| us opeodldwi sisojdode ap Jopiqiyul & ouabolw un ‘soise|qoIqly 8P 0JUBIWINBI0 8p (opIoe) | Jojoe4 6./G9X JELEE0 NN $8
YNYW (111€5d1) £€6d [erown eujsjoud el Jod 8|gionpul sudides owoH ap || euldjoid | GLE0L04Y €8
ejpues us obew
[10}S® |ap pepawlajua e| us ouabjjueoine un ‘YNYSS |[@ U Je[ndsjoweliul BIBPUNDaS BINJONJISS BUN 80npoJjul anb esep|o} YNy eun ‘eu
[1olwelpe 0soie0UED)UE OoBWIEY [8 Jod EPIqIYuUl BYNSSl Snb EBSEOII8Y YNY Bun ‘(SIH/dsy-ely-n|9-dsy) H-av3d eleo e| sp |z opidadijod 1’82400 AN 6.
sisauabluowny us opedijdwi Jeisa apand A soubijew sewol|b us opedidijinw e}sa ayuaipuodsallod uab |9 Lien|ad pepljnow
e| us [aded un seyadwasap apand anb euioe ap auebi| eujajoid eun ap pepiungns ‘(g eje) z eau)| e| ap (buidded) ajewal sp eujsiold | 8££50009 9€1900 NN 96
SBS0J90UBD
SE|N|9O Ud OPIN}IISNS SjuswunNwWod |elown} J0saldns e 0}epipued ‘ugioeAjoe ns Jjwdals apand A DA UOD BUOIDOEBIS)UI (EDI|OSO}HD BUIUOI
[1adeyo e| e sepebajd ou seujajosd ap ugionquisip e| us opedljdwi euipjojaid euosadeyo e| ap olejdwod [ap sjusuodwod un ‘G euip|ojaid /99680 /6851 NN 12
132UBI [8 UOJ SopeuoIde|ay
OuEjeWIBP Bp 0}e}|NS 8p SIS|UJSoIq
B| U OuejewJap ap eulwesojoeeb|jaoe-N B| ap -0 O[IX0IPIY |B OJe)iNS Un 8p BIOUSISJSUEI] B| BZ|[BJED ‘| -BSBI9JSUBI0)NS--0uBlewIa] | £59£2009 8910€L NN 801
| odn ap yjoo -auep-1021ey) pepawusjud A ugisald Jod sisiiesed e eldouspus) uod ele)paiay ejjedoinau e| UOD JeID0SE
apand as uab |ap ugIoeIB)B O BIOUBIOLBP B| ‘Y OWay ap SIsajujsolq e| eied BlLIESS08U BSEISJSURI)|ISSUIE) BUN ‘BSEISISUEBI)|ISBUIR)Y OWSH 99t60N €0€100 NN 201
VYNYW ‘suaides owoH ap (ZLOTVD) eieq eselsjsuelyjiuiwesojoeleb|iode-N-v'L | 12151V 9ryesl WN 44
eind jewixoud |eual
Je|ngnj SISOpIOe B| UOD Jeloose apand as BIouaIoyap NS ‘0}JeuogqJediq ap [Bual UQIDIOSge | ud Jenjoe apand ‘Hd [ap uoioenbal e| us jaded
un euadwasap ‘ugjoid un A ojeuoqJeoiq Jewloy eied ouoqled ap OpPIXQIp [8p 8|gISJaAal Ugioelelply | ezije}ed ‘A B2IUQQIED BSEIpIYUY 0.9€8IN /12000 NN /
owsijoqelaiN
sey ap eulnw elosaidns
eseuld | uod A (ZgN9) Z e1eq A (LgND) | B1oq 9 seujajold Se| Uod BUOIDORIBIUI ‘S|BUSS ap UQIDoNpsuel) e| us sopedlidwi uejsa anb o
eujajold ap solawliolaiay solejdwod ap ajusuodwod oysandns ‘euluenb ap sopnoajonu ap ajuebl| ewweb eujajoud e| ap Q| pepiungns | 61£91009 GZ1¥00 NN 601

oey eujsjoid e| op s8|eysas ap ugioonpsuel)
e| us ajuswsa|qisod A ojejenbsao}io |op ugloeziueblioal Bl Us BNIO. ‘4195 ap sjusipuadap opow un ap ZyDAD & aun as ‘(0ey/ZyopD

49



ES 2358910 T3

VNYW ‘suaides owoH 8p (/9661 0071) §2966 1007 eulgjoid eoglodiH | /#85£009 816721 AN Ll
uojel ap epeziiaoelied ou YIYSON6S00Eyd uod pnyjiwis eleq eun eyuasald ‘epioou0dsap ugouny ap euldiold | 1°0020£009 G/
VYNYW ‘susides owoH op (8¥6££DDN) 8¥6SCIDIN euajold eongjodiH | 9£562009 | 285251 WN 79
VYNYW ‘susaides owoH op (8951.51007) 16¥60009 eutsjoid eonjodiH|  95G/€5XE 12€¥00 NN 29
uojel ap epezlisioeled ou dil4 uod pnYjIWIS BWISIPESNOE BUN BlUSSaId ‘BpIOOU0ISSP UQIdUN) 8p BUIB)Old | G8ESZOMY 8/9€00 NN 65
uojeJ Bp epezlv}oeIED OU Q| 434 U0D pnjijiwis epesnoe eun ejuasald ‘eploouodsap ugiouny ap euldlold | +/€91009 2/.8¥00 NN /S
suebaja "D ap epezlajoeled ou G|L'G4/0M U0 pnjijiwis Bje eun ejuasald ‘eploouocdsap ugiouny ap euldlold | €6/191 4V 171020 NN (%%
VYNYW ‘susaides owoH op (#/1Z7DON) v21ZyOON eutsjoid eongjodiH| €119¢009 | €8€ZSL AN 9
VYNYW ‘(94y7) sauides owoH ap pepisuap eleq ap seujajoidodi| ap J0}dadal |9 UOD epeuUOIOB|al 9 BUIBYOId | SHST.0MY 9€££200 NN ce
VYNYW ‘suaides owoH ap (85/£r14) 8€G2€rT1d eutejold eonglodiH | €2/¥ZIMY | 9521 AN 0¢
uojel ep epezlIsjoeIED OU YIYE0A L LE0L0Z UOD PNY|IWIS B} BuN Bludsald ‘eploouodsap uolouny ap euleloid | 65822009 | 20510 N (%4
uojel ap epeziisoeled ou 89zongGg@ uod pnyjiwis eje eun eyuasald ‘epioouodsap uolouny ap eujdlold | Gy1LGL009 G810 NN Gl
Z odi ap esojagaladouladsa eixeje e| UOD BID0SE as anb w(gz euixele) gy DS U0 epelapowl pniijiLis Bun Uod euajold SL¥8¥1L NN vl
VYNYW (Z7190SQq) susides owWoH 8p umoQq ap SWOoIpU|s [9p eonId ugibasejep | usbodiap z| 2119214V | L¥bEL0 AN zl
BPIOOU0DSSP UQIOUN) 8P BUJBI0Id [ GZLS60MY | 982810 AN 6
epIoou0ISap uoldun4g
S91e|n21}Sa} Sajeulwlab Se|n|92 ap UOIDBIdUBIBMP B| O/A SISOlawW e| ap uoloenbal e ua
_mama un ._mcmaEmme m_umja ”mc_combo‘.—wo..— A eullas0jso} _mc_mo.__u‘ou_woup 9p soj}sal Jejllojsojsap mvw:a nm_QOU _um_u_o_tomawm 9p ¢ | esejejso €0..v0049 0069 _‘OI_>_Z /8
eullas|ipllejsojosl| O eullas|ipliejsol Jod sepelpaw sauolduny ap Co_om_:mm‘_ e| us _mama un mcwaEmme Mmc_._mw__b_um.._wou_ow__
[1Z-I10e-| €| A eunas|ipijejsoy e| op |-us uogloisod e| us soseld sopioe ez||oJply ‘eulias|Ipljejso) ap eolyjoadss |y esedijojsod | 82/60009 | #9£9L0 WN 06
oolwse|dopus ojnojal [ap eoiwse|do}id eled e| ap eueiquiaw ap eulajold eun ‘epibulljsal 9JuswapIouUl| BUBIGUIBW P BUIS10Id G80LN 251900 N 96
VYNHW (LdLyN) L odqueiw ‘g odnub ‘suaides owoH ap saies|onu sai0jdadal ap | eljiweiqns| 8687z ¥2.120 WN 68
Xv9g ap eonoidode ugioezijeuas ap ejnJ e| ap Jopejnbal
owod Jenjoe apand A J owaulxs [9 us (EHS) ¢ 245 eBojowoy Sp OJUIWOP UN SUSKUOD ‘gHS OIUIWOP UO0D ZgyD odl} 9P L9 eulyopus | $S6L00MY | 600910 WN *14
sauolounj selQ
Sojnpe woo_“_.mac\__w A So|eliosuss wo__mcmm us A Oj|oliesap ua Oo_._wt._wa OSOIAIBU BW]SIS |[© Ud ovmww._axm Anw x_n_muv |0)isouljipnejso}
(11500116 €& opefi| ‘euyasiad/eununau/INQD op $940)deoal ap Eeljie) Bl 8p ouepny oiquisiw un ‘JNdD |9p EllIWe) | 8p ¢ eje J0)daday | LE06SEAY | 96¥L00 N z6
opl
DQ.@QNU&U 1op A SOlUlwopoawoy ap sepeAlasuod Anw wmco_mmh Qualjuod cm_s_mo uoldeloualalip el @p |0JJU0D |© us Cma_o_tma A mo_cww_ Cow”wu
[1aidxa e| uenbais anb YN ap sajuebl| seujsiold ap SOIUILIOPOBWOY dp EBljiwe) B] 8p oiquiaiw un YN efesoswoy sausb ap Yy 9 eljiwe 891900 NN 1S
epnbe eonjoouowo|diw elwadna| e e Jebn| uep A 7\ e uejoaje anb seoIWQSOWOoId SBUOIOBI0|SUE) 8P OIS |8 S8 8ludlpuodsallod
usb IE] ”wmo_Emosm_ A wmo:@»oaoﬁEm; saJe|n|ad seau)| A owl |8 us mbmww._axm mc_muo._a ”_\|_|_< uod opeuolisnj .U_‘ BWwosSOoWOol1D |9p uso 6809901V wvwwool_\/_z 0S
ewodlesoluopgel ap sejn|gd us OUNE_NQEm K Opeuod sjusweAlleulsye :m_
[In|ed uoloeloUBIBYIP €| Ud opedldwi Jejse spand ! | [DV- sousbe|od ep eljiwe) e| op oquiaiw ‘XX odi} op ousbeloo [ap | ejle peplunans | 6.260N 858100 WN 6¢
Je|n|@d ugioeioualslig
VYNYW (2vZdvD) Z ejle ‘suaides owoH ap Z Jejnosnw esu)| e| ap (Buljoe ap Ojusuelly) ajewal op eujsjold |  69Z£0N 9€1900 WN v6
Jejnosnw uoiouny el A solawoales ap uoioeziueblo g| ‘Jeinjad pepljiiow e| ‘eyds)} ap Bj0d 9p BWIO) US BUNOE B[ 9p djewal | JINguuod
®U®3Q A euljoe ap CO_ONN_._wE__OQ el m_me._ anb euljoe ap eiopejewal mc._wwo._a eun hN Jejndsnw eaul| | ap ajewal ap | ejje eulajold 8¢/81Y9X4d mwrwool_\/_z 36

50



ES 2358910 T3

"G B|gE] B| U UOJSIUISp 8S OWO0D UOS 0S800. 8p SOJ8WNU SO

opioouodsad| 88815009 cll

oploouodsaq| /z/9zZIMV 857861 AN L

opioouoosad| /96880 X oLl

VNYW ‘suaides owoH ap (16..109N) 16..L0OW eujejold eonglodiH | LOLYZOMY | 29€2SL N 90}
VNYW ‘suaides owoH ap (598221 14) §9822r1d euejoid eongiodiH | ZL0EELTV | 601520 AN 66
VNYW ‘suaides owoH ap (L0y€EOON) L0¥EEOOW Bujdjoid eoglodiH | L068YZAY | SG2S8ZL NN 98
VYNYW ‘suaides owoH ap (8880€1001T) 8880€ 1001 BUlSjoid BONRIOdIH | GEBEEC0DE | 6687LL N [4:]

51



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2358910 T3

REIVINDICACIONES

1. Un método para preparar un patrén estandar de transcritos génicos caracteristico del cancer de mama en un orgal]
nismo, que comprende al menos las operaciones de:

a) aislar mRNA de las células de una muestra de uno o mas organismos que tienen cancer de mama;

b) hibridar el mMRNA de la operacién (a) con un conjunto de sondas oligonucleotidicas especificas para dicho
cancer de mama en un organismo y una muestra del mismo que corresponda al organismo y una muestra del mismo
bajo investigacion, en que dicho conjunto consiste en menos de 500 oligonucledtidos y comprende todos los oligonul]
cledtidos enumerados en la Tabla 2 6 3, en que cada oligonucleétido puede ser sustituido por un oligonucledtido que es
una parte de dicho oligonucleétido de la Tabla 2 6 3 o por un oligonucledétido con una secuencia complementaria; y

c) evaluar la cantidad de mRNA que se hibrida con cada una de dichas sondas para producir un patrén caracl]
teristico que refleje el nivel de expresion génica de los genes a los que se unen dichos oligonucledtidos, en la muestra
con cancer de mama.

2. Un método para preparar un patron de transcritos génicos de ensayo, que comprende al menos las operaciones de:
a) aislar mRNA de las células de una muestra de dicho organismo de ensayo;

b) hibridar el mMRNA de la operacion (a) con un conjunto de oligonucleétidos como los definidos en la Reivindi(
cacion 1, especificos para el cancer de mama en un organismo y una muestra del mismo que corresponda al organismo
y una muestra del mismo bajo investigacion; y

c) evaluar la cantidad de mRNA que se hibrida con cada una de dichas sondas para producir dicho patrén que
refleja el nivel de expresion génica de los genes a los que se unen dichos oligonucledtidos, en dicha muestra de ensayo.

3. Un método para diagnosticar o identificar o controlar el cancer de mama en un organismo, que comprende las operal]
ciones de:

a) aislar mRNA de las células de una muestra de dicho organismo;

b) hibridar el mRNA de la operacion (a) con un conjunto de oligonucleétidos como los definidos en la Reivindil]
cacion 1, especificos para cancer de mama en un organismo y una muestra del mismo que corresponde al organismo y
una muestra del mismo bajo investigacion;

c) evaluar la cantidad de mRNA que se hibrida con cada una de dichas sondas para producir un patrén caracl]
teristico que refleje el nivel de expresion génica de los genes a los que se unen dichos oligonucledtidos, en dicha mues(]
tra; y

d) comparar dicho patrén con un patrén diagndstico estandar preparado de acuerdo con el método de la Reil]
vindicacién 1, utilizando una muestra de un organismo que corresponde al organismo y una muestra bajo investigacion
para determinar la presencia de cancer de mama en el organismo bajo investigacion.

4. Un método como el reivindicado en cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 3, en que dicho mRNA aislado es inversa-
mente transcrito a cDNA y dicho cDNA sustituye a dicho mRNA en las operaciones b) y c) de dicho método.

5. Un método como el reivindicado en cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 4, en que dicho conjunto comprende
ademas todos los oligonucleétidos enumerados en la Tabla 4, en que cada oligonucleétido puede ser sustituido por un
oligonucleétido que es una parte de dicho oligonucleétido de la Tabla 4 o por un oligonucleétido con una secuencia
complementaria.

6. Un método como el reivindicado en cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 5, en que dicho conjunto de sondas esta
inmovilizado sobre uno o mas soportes sélidos.

7. Un método como el reivindicado en cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 6, en que dichas células no son células de
la enfermedad, no han entrado en contacto con células de la enfermedad y no proceden del sitio de la enfermedad.

8. Un método como el reivindicado en cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 7, en que dicha muestra ha sido obtenida
de un sitio alejado del sitio de la enfermedad.

9. Un método como el reivindicado en cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 8, en que dicha muestra es tejido, fluido
corporal o desecho corporal.

10. Un método como el reivindicado en la Reivindicacién 9, en que dicha muestra es sangre periférica.

11. Un método como el reivindicado en cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 10, en que dicho organismo es un mami(J
fero.
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12. Un método como el reivindicado en la Reivindicacion 11, en que dicho mamifero es un ser humano.

13. Un conjunto de menos de 500 sondas oligonucleotidicas como el definido en cualquiera de las Reivindicaciones 1 a
12.

14. Un kit para llevar a cabo un método como el reivindicado en cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 12, que com[]
prende un conjunto de sondas oligonucleotidicas como el definido en la Reivindicacion 13, inmovilizado sobre uno o
mas soportes solidos.

15. Un kit como el reivindicado en la Reivindicacion 14, que comprende ademas una informacion afiadida que detalla
como se deberia llevar el método a cabo.

16. El uso de un conjunto de sondas oligonucleotidicas o un kit como los definidos en cualquiera de las Reivindicaciones
13 a 15 para determinar el patron de expresion génica de una célula, patron que refleja el nivel de expresion génica de
genes a los que se unen dichas sondas oligonucleotidicas para el diagnéstico del cancer de mama, que comprende al
menos las operaciones de

a) aislar mRNA de dicha célula;

b) hibridar el mMRNA de la operacidon (a) con un conjunto de sondas oligonucleotidicas o un kit como los definil]
dos en cualquiera de las Reivindicaciones 13 a 15; y

c) evaluar la cantidad de mRNA que se hibrida con cada una de dichas sondas para producir dicho patrén.

17. Un uso como el reivindicado en la Reivindicaciéon 16, en que dicho mRNA aislado es inversamente transcrito a cDNA
y dicho cDNA sustituye a dicho mRNA en las operaciones b) y ¢) de dicho método.
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