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DESCRIPCION
Secuencias consenso de codificacién de canceres colorrectales humanos
Campo técnico de la invencion

La presente invencion esta relacionada con el area de caracterizacion de cancer. En particular, se refiere a canceres
de mamay colorrectal.

Antecedentes de la invencion

Se acepta ampliamente que el cancer humano es una enfermedad genética causada por una acumulacion
secuencial de mutaciones en oncogenes y genes supresores de tumor (1). Estas mutaciones especificas de tumor
(es decir, somaticas) proporcionan pistas para los procesos celulares que subyacen en la tumorigénesis y han
demostrado ser Utiles para fines de diagnostico y terapéuticos. Sin embargo, hasta ahora, solo se ha analizado una
pequefia fraccion de los genes y se desconoce el nimero y tipo de alteraciones responsables del desarrollo de tipos
de tumores comunes (2). En el pasado, la seleccion de genes elegidos para analisis mutacionales en cancer se guié
por la informacion a partir de estudios de relacion en familias propensas al cancer, identificacion de anomalias
cromosémicas en tumores, o atributos funcionales conocidos de genes individuales o familias genéticas (2-4). La
determinacion de la secuencia del genoma humano acoplada con mejoras en la secuenciacion y enfoques de
bioinformatica han hecho posible en la actualidad, en principio, el examen del genoma de células cancerigenas de
una manera completa y sin sesgar. Tal enfoque no solamente proporciona el medio para descubrir otros genes que
contribuyen a la tumorigénesis sino que también conduce a conocimientos mecanisticos que solamente son
evidentes a través de una perspectiva biologica de los sistemas. Los analisis genéticos completos de los canceres
humanos podrian conducir al descubrimiento de un conjunto de genes, unidos entre si a través de un fenotipo
compartido, que apuntan a la importancia de los procesos o rutas celulares especificos.

Higinbotham et al., (Activating Point Mutation in Ki-ras Codon 63 in a Chemically Induced Rat Renal Tumor,
molecular Carcinogenesis 5: 136-139 (1992)) desvelan una mutacion del codén 117 de KRAS en un tumor hepatico
de raton. Stanley, (Molecular aspects of Chemical Carcinogenesis: The roles of oncogenes and tumor suppressor
genes, Toxicology 96 (1995) 173-194) ensefia que una mutacion puntual en el Codén 117 puede activar el grupo de
genes Ras.

En la técnica existe una necesidad continua de identificar genes y patrones de mutaciones genéticas Utiles para la
identificacion y estadificacién de canceres en pacientes individuales.

Sumario de la invencion

Se proporciona un método para el diagnéstico del cancer colorrectal en un ser humano. Una mutacién somatica en
el gen KRAS o su ARNm o proteina codificada, estando dicha mutacién en el codén K117, se determina en una
muestra de ensayo con respecto a una muestra normal del ser humano. La muestra se identifica como cancer
colorrectal si se determina la mutacién somética.

Se proporciona un método para la estadificacion de canceres colorrectales para someter a ensayo agentes
terapéuticos anticancer candidatos o conocidos de acuerdo con la reivindicacion 5.

Se proporciona otro método para la caracterizacion de un cancer colorrectal en un ser humano de acuerdo con la
reivindicacion 8.

Breve descripcién de las figuras
Fig. 1A'y 1B. Esquema de Exploraciones de Descubrimiento y Validacion de Mutacion.

Fig. 2. Frecuencia de mutacion de grupos de genes CAN. Los genes CAN se agruparon por funcion usando
grupos de Ontologia Genética (GO), dominios INTERPRO, y bibliografia disponible. Las barras indican la
fraccion de tumores (35 de mama o 35 colorrectales) con al menos un gen mutado en el grupo funcional.

Fig. 3. (Fig. S1) Frecuencias de mutacién del codén. Barras abiertas, codones de CCDS (n = 7.479.318 en
13.023 genes); barras de color rojo, codones afectados por mutaciones de sustitucion de bases en canceres de
mama (n = 789); barras de color azul, codones afectados por mutaciones de sustitucion de bases en canceres
colorrectales (0 = 669).

Fig. 4. (Fig. S2) Genes de CCDS excluidos del analisis. Ciento treinta y cuatro transcritos de 119 genes que se
emparejaban muy de cerca de mas de un locus genémico (circulo grande), y/o se localizaban en el cromosoma Y
(circulo pequefio), se excluyeron del analisis.
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Fig. 5. (Tabla 1.) Sumario de mutaciones somaticas
Fig. 6. (Tabla 2) Espectro de sustituciones de bases individuales
Fig. 7. (Tabla 3.) Clasificacion funcional de genes CAN*

Fig. 8. (Tabla S1.) Cebadores usados para amplificacion y secuenciacion de PCR (pagina 1 de 1333 solamente;
todas las secuencias de cebador estan disponibles al publico en un archivo que se puede descargar
(1133427_som_tables.zip) en la pagina web de la revista science (www.sciencemag.org) con Material de Apoyo
En Linea ubicado en la pagina web /cgi/content/full/sci; 1133427/DC1)

Fig. 9. (Tabla S2A.) Caracteristicas de las muestras de cancer colorrectal.
Fig. 10. (Tabla S2B.) Caracteristicas de las muestras de cancer de mama.
Fig. 11. (Tabla S3.) Distribucién de mutaciones en canceres individuales.
Fig. 12. (Tabla S4.) Mutaciones somaticas identificadas en canceres de mama o colorrectales.
Fig. 13. (Tabla S5.) Genes CAN de mama.
Fig. 14. (Tabla S6.) Genes CAN colorrectales.
Descripcion detallada de la invencion

Los inventores han desarrollado métodos para caracterizar canceres colorrectales sobre la base de firmas genéticas.
Estas firmas comprenden uno 0 mas genes que estan mutados en un cancer en particular. Las firmas se pueden
usar como un medio de diagnoéstico, de pronéstico, de identificacién de metastasis, de estadificacion para estudios
farmacolégicos, y para la asignacion de un tratamiento apropiado.

De acuerdo con la presente invencion, una mutacion somatica, se puede determinar sometiendo a ensayo ya sea un
gen, ARNm (o ADNc derivado), o su proteina codificada. Se puede usar cualquier método conocido en la técnica
para determinar una mutacién somatica. El método puede implicar la determinacion de la secuencia de todo o parte
de un gen, ADNc, o proteina. EI método puede implicar reactivos especificos de mutacion tales como sondas,
cebadores, o anticuerpos. El método se puede basar en amplificacién, hibridacion, reacciones de anticuerpo-
antigeno, extensién del cebador, etc. Se puede usar cualquier técnica o método conocidos en la técnica para
determinar una caracteristica basada en la secuencia.

Las muestras para el ensayo pueden ser muestras tisulares de tejido colorrectal o fluidos corporales o productos que
contienen células desprendidas o genes o0 ARNM o proteinas. Tales fluidos o productos incluyen heces, fluido
intestinal. Preferentemente, para la muestra de ensayo y la muestra normal se usa el mismo tipo de tejido o fluido.
Sin embargo, se sospecha que la muestra de ensayo tiene una posible anomalia neoplasica, mientras que no hay
sospecha con respecto a la muestra normal.

Las mutaciones somaticas se determinan mediante el hallazgo de una diferencia entre una muestra de ensayo y una
muestra normal de un ser humano. Este criterio elimina la posibilidad de diferencias de linea germinal que confunden
el andlisis. Para el cancer colorrectal, el gen (0 ADNc o proteina) a someter a ensayo es KRAS. Este y otros genes
asociados con el cancer colorrectal se muestran en la Fig. 14. (Tabla S6).

Una mutacién somatica en el codon K117 es informativa. Esta y otras mutaciones se muestran en la Fig. 12 (Tabla
S4).

Para someter a ensayo agentes terapéuticos candidatos, o que ya se han identificado, para determinar que
pacientes y tumores seran sensibles a los agentes, se pueden usar una estadificacion basandose en firmas. Se
formaran uno o mas grupos con una firma de mutacion similar y el efecto del agente terapéutico en el grupo se
compara con el efecto de los pacientes cuyos tumores no comparten la firma del grupo formado. El grupo de
pacientes que no comparte la firma puede compartir una firma diferente o puede ser una poblacion mixta de
pacientes portadores de tumor cuyos tumores portan una diversidad de firmas.

La eficacia se puede determinar mediante cualquier medio convencional conocido en la técnica. Se puede usar
cualquier indice de eficacia. El indice puede ser esperanza de vida, periodos de remision libre de enfermedad,
contraccion del tumor, parada del crecimiento tumoral, mejora de la calidad de vida, disminucion de efectos
secundarios, disminucion del dolor, etc. Se puede usar cualquier medida Util de la salud y bienestar del paciente.
Ademas, se puede realizar ensayo in vitro en células tumorales que tienen firmas particulares. Las células tumorales
con firmas particulares también se pueden someter al ensayo en modelos animales.
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Una vez que una firma se ha correlacionado con la sensibilidad o resistencia a un régimen terapéutico en particular,
esa firma se puede usar para prescribir un tratamiento a un paciente. Por lo tanto, la determinacion de una firma es
util para tomar decisiones terapéuticas. La firma también se puede combinar con otros hallazgos fisicos o
bioquimicos con respecto al paciente para llegar a una decisién terapéutica. No es necesario que una firma sea la
Unica base para tomar una decision terapéutica.

Un agente anticancer asociado con una firma puede ser, por ejemplo, docetaxel, paclitaxel, topotecan, adriamicina,
etopodsido, fluorouracilo (5-FU), o ciclofosfamida. El agente puede ser un agente de alquilacion (por ejemplo,
mostazas de nitrégeno), antimetabolitos (por ejemplo, analogos de pirimidina), is6topos radiactivos (por ejemplo,
fésforo y yodo), diversos agentes (por ejemplo, ureas sustituidas) y productos naturales (por ejemplo, alcaloides de
la vinca y antibiéticos). El agente puede ser alopurinol sédico, mesilato de dolasetrén, pamidronato disédico,
etidronato, fluconazol, epoetina alfa, levamisol HCI, amifostina, granisetron HCI, leucovorina calcita, sargramostim,
dronabinol, mesna, filgrastim, pilocarpina HCI, acetato de octre6tido, dexrazoxano, ondansetron HCI, ondansetrén,
busulfano, carboplatino, cisplatino, tiotepa, melfalan HCI, melfalan, ciclofosfamida, ifosfamida, clorambucilo,
mecloretamina HCI, carmustina, lomustina, polifeprosdan 20 con implante de carmustina, estreptozocina,
doxorrubicina HCI, sulfato de bleomicina, daunirrubicina HCI, dactinomicina, citrato de daunorrubicina, idarrubicina
HCI, plimicina, mitomicina, pentostatina, mitoxantrona, valrrubicina, citarabina, fosfato de fludarabina, floxuridina,
cladribina, metotrexato, mercaptipurina, tioguanina, capecitabina, metiltestosterona, nilutamida, testolactona,
bicalutamida, flutamida, anastrozol, citrato de toremifeno, fosfato de estramustina sddica, etinil estradiol, estradiol,
estrogenos esterificados, estrdgenos conjugados, acetato de leuprolida, acetato de goserelina, acetato de
medroxiprogesterona, acetato de megestrol, levamisol HCI, aldesleuquina, irinotecan HCI, dacarbazina,
asparaginasa, fosfato de etopdsido, gemcitabina HCI, altretamina, topotecan HCI, hidroxiurea, interferén alfa-2b,
mitotano, procarbazina HCI, tartrato de vinorelbina, L-asparaginasa de E. coli, L-asparaginasa de Erwinia, sulfato de
vincristina, denileuquina diftitox, aldesleuquina, rituximab, interfer6n alfa-2a, paclitaxel, docetaxel, BCG vivo
(intravesical), sulfato de vinblastina, etopésido, tretinoina, tenipédsido, porfimero sédico, fluorouracilo, fosfato de
betametasona sddica y acetato de betametasona, letrozol, factor de etopésido citrororum, acido folinico, leucovorina
célcica, 5-fluorouricilo, adriamicina, citoxano, o diamino-dicloro-platino.

Las firmas de genes CAN de acuerdo con la presente invencién se pueden usar para determinar una terapia
apropiada para un individuo. Por ejemplo, una muestra de un tumor (por ejemplo, un tejido obtenido mediante un
procedimiento de biopsia, tal como una biopsia con aguja) se puede obtener del individuo, tal como antes de
administrar una terapia primaria. El perfil de expresion genética del tumor se puede determinar, tal como mediante
una tecnologia de matriz de acidos nucleicos (o matriz proteica), y el perfil de expresion se puede comparar con una
base de datos que correlaciona firmas con resultados de tratamientos. Otra informacion con respecto al ser humano
(por ejemplo, edad, género, historia familiar, etc.) puede influir en una recomendacién de tratamiento. Un proveedor
de cuidados sanitarios puede tomar una decisién para administrar o prescribir un farmaco en particular basandose
en la comparacioén de la firma del gen CAN del tumor e informacién en la base de datos. Algunos proveedores de
cuidados sanitarios a modo de ejemplo incluyen doctores, enfermeras, y practicantes de enfermeria. Los laboratorios
de diagndstico también pueden proporcionar una terapia recomendada basandose en firmas y otra informacion
sobre el paciente.

Después del tratamiento con una terapia primaria para el cancer, el paciente se puede supervisar para una mejora
un empeoramiento del cancer. Se puede tomar una muestra de tejido tumoral (tal como una biopsia) en cualquier
etapa del tratamiento. En particular, se puede tomar una muestra de tejido tumoral después de la evolucion del
tumor, que se puede determinar mediante crecimiento tumoral o metastasis. Una firma de gen CAN se puede
determinar, y uno 0 mas agentes terapéuticos secundarios se pueden administrar para aumentar, o restaurar, la
sensibilidad del tumor con respecto a la terapia primaria.

Las predicciones del tratamiento se pueden basar en firmas genéticas previas al tratamiento. Los agentes
terapéuticos secundarios o posteriores se pueden seleccionar basandose en las evaluaciones posteriores del
paciente y las ultimas firmas del tumor. Por lo general, el paciente se supervisara para el efecto en la evolucion del
tumor.

Una intervencién médica se debe seleccionar basandose en la identidad de la firma del gen CAN. Por ejemplo, los
individuos se pueden clasificar en subpoblaciones de acuerdo con su genotipo. A continuacién se pueden prescribir
terapias farmacolégicas especificas del genotipo. Algunas intervenciones médicas incluyen intervenciones que se
practican ampliamente, asi como intervenciones menos convencionales. Por lo tanto, las intervenciones médicas
incluyen, pero no se limitan a, procedimientos quirargicos, administracion de farmacos en particular o dosificaciones
de farmacos en particular (por ejemplo, moléculas pequefias, proteinas sometidas a bioingenieria, y farmacos
basados en genes tales como oligonucleétidos antisentido, ribozimas, sustituciones genéticas, y vacunas basadas
en ADN o ARN), incluyendo farmacos aprobados por la FDA, farmacos aprobados por la FDA usados para fines
fuera de los indicados, y agentes experimentales. Otras intervenciones médicas incluyen terapia nutricional,
regimenes holisticos, acupuntura, meditaciéon, estimulacién eléctrica o magnética, remedios osteopaticos,
tratamientos quiropracticos, tratamientos naturopaticos, y ejercicio.
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A partir del andlisis mutacional completo del cancer humano de los inventores han surgido cuatro puntos
importantes. En primer lugar, en canceres de mama y colorrectal existe un nimero relativamente grande de genes
CAN sin caracterizar anteriormente y estos genes se pueden descubrir mediante enfoques sin sesgar tales como los
usados en el estudio de los inventores. Estos resultados apoyan la idea de que se demostrara que los analisis
mutacionales a gran escala de otros tipos de tumor seran Utiles para identificar genes que anteriormente no se sabia
gue estaban relacionados con el cancer humano.

En segundo lugar, los resultados de los inventores sugieren que el nUmero de sucesos mutacionales que se
producen durante la evolucion de tumores humanos desde un estadio benigno a uno metastasico es mucho mayor
de lo que se pensaba anteriormente. Los inventores encontraron que los canceres de mama y colorrectal albergan
un promedio de 52 y 67 mutaciones somaticas no sinénimas en genes de CCDS, de los cuales un promedio de 9 y
12, respectivamente, se encontraban en genes CAN. Fig. 11(Tabla S3). Estos datos se pueden usar para calcular el
namero total de mutaciones no sinénimas en genes de codificacién que aparecen en un cancer "habitual” a través de
rondas secuenciales de mutacién y seleccion. Suponiendo que la prevalencia de la mutacion en genes que todavia
no se han secuenciado es similar a la de los genes que ya se han analizado, los inventores calculan que existen 81y
105 genes mutantes (promedio, 93) en los canceres de colorrectal o de mama habituales, respectivamente. De
estos, se esperaria que un promedio de 14 y 20, respectivamente, fueran genes CAN. Ademas de los genes CAN,
habia otros genes de CCDS mutados que probablemente se habian seleccionado durante la tumorigénesis pero que
no estaban alterados a una frecuencia lo suficientemente elevada como para garantizar la confianza en su
interpretacion.

Un tercer punto que surge del estudio de los inventores es que los canceres de mama y colorrectal muestran
diferencias sustanciales en sus espectros de mutacién. En los canceres colorrectales, anteriormente se ha
observado un sesgo hacia las transiciones de C:G a T:A en los sitios 5-CpG-3’ en TP53 (42). Los resultados de los
inventores sugieren que este sesgo es amplio en el genoma en lugar de representar una seleccién para ciertos
nucleétidos dentro de TP53. Este sesgo puede reflejar una metilacion mas extensa de dinucleétidos 5-CpG-3' en
canceres colorrectales que en canceres de mama o el efecto de agentes carcindgenos dietéticos (43, 44). En los
canceres de mama, la fraccién de muchas en los sitios 5’-TpC-3’ era mucho mas elevada en los genes de CCDS
examinados en este estudio que la informada anteriormente para TP53 (37). Se ha observado que una pequefa
fraccion de tumores de mama puede tener un sistema de reparacion defectuoso, dando como resultado mutaciones
en 5-TpC-3' (15). Los estudios de los inventores confirman que algunos canceres de mama tienen fracciones mas
elevadas de mutaciones en 5'-TpC-3’ que otros, pero también muestran que las mutaciones en este dinucleétido son
generalmente mas frecuentes que en los canceres colorrectales (Figs. 6 y 11; Tablas 2 y S3).

Por Gltimo, los resultados de los inventores revelan que existen diferencias sustanciales en el panel de genes CAN
mutados en los dos tipos de tumor (Fig. 7; Tabla 3). Por ejemplo, se mutaron genes de metaloproteinasa en una
gran fraccion de canceres colorrectales pero solamente en una fraccion pequefia de canceres de mama (Figs. 13 y
14; Tablas S5 y S6). Los genes reguladores de la transcripcion se mutaron en una fraccion elevada de tumores tanto
de mama como colorrectales, pero los genes especificos afectados variaban de acuerdo con el tipo de tumor (Fig. 7;
Tabla 3). También habia una heterogeneidad considerable entre los genes CAN mutados en diferentes muestras de
ensayo de tumor derivadas del mismo tipo de tejido (Figs. 12-14; Tablas S4, S5, y S6). Se ha documentado que
practicamente todos los atributos bioquimicos, bioldgicos, y clinicos son heterogéneos dentro de los canceres
humanos del mismo subtipo histolégico (45). Los datos de los inventores sugieren que las diferencias en los genes
CAN mutados en diversos tipos de tumor podrian representar una parte principal de esta heterogeneidad. Esto
podria explicar por qué ha sido tan dificil correlacionar el comportamiento, pronéstico, o respuesta a la terapia de
tumores solidos comunes con la presencia o ausencia de una sola alteracién genética; tales alteraciones reflejan
solamente un pequefio componente de cada composicién mutacional del tumor. Por otro lado, diversos genes que
contribuyen al cancer a menudo son funcionalmente equivalentes, lo que influye en el crecimiento celular neto a
través de la misma ruta molecular (1). Por lo tanto, las mutaciones TP53 y MDM2 ejercen efectos comparables en
las células, al igual que lo hacen las mutaciones en RB1, CDKN2A (pl6), CCND1 y CDK4. Sera de interés
determinar si un namero limitado de rutas incluyen la mayoria de los genes CAN, una posibilidad coherente con las
formaciones de grupos en la Fig. 2 y en la Fig. 7 (Tabla 3).

Al igual que una version preliminar de cualquier proyecto del genoma, el estudio de los inventores tiene limitaciones.
En primer lugar, solamente se analizaron los genes presentes en la version actual de CCDS. Hay ~ 5000 genes para
los que existe excelente evidencia de apoyo, pero alin no estan incluidos en la base de datos de CCDS (46). En
segundo lugar, el estudio de los inventores no fueron capaces de secuenciar de forma satisfactoria ~ 10 % de las
bases dentro de las secuencias codificantes de los 13.023 genes de CCDS (equivalente a 1.302 genes sin
secuenciar). En tercer lugar, aunque era de esperar que la exploracion de los inventores identificara los tipos mas
comunes de mutaciones encontradas en algunos tipos de cancer, algunas alteraciones genéticas, incluyendo
mutaciones en genes no codificantes, mutaciones en regiones no codificantes de genes de codificacién, supresiones
o inserciones relativamente grandes, amplificaciones, y traslocaciones, no se pudieron detectar con los métodos
usados por los inventores. Los futuros estudios que usan una combinacion de diferentes tecnologias, tales como las
previstas por el Proyecto Atlas del Genoma del Cancer (TCGA) (47), seran capaces de abordar estas cuestiones.
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Los resultados de este estudio informan de los futuros esfuerzos para secuenciar el genoma del cancer en varios
aspectos importantes.

() Un desafio técnico importante de estos estudios sera discernir mutaciones somaticas del gran numero de
alteraciones en secuencias identificadas. En el estudio de los inventores, se detectaron 557.029 alteraciones de
secuencia no sindnimas en la Exploraciéon del Descubrimiento, pero después de andlisis posteriores solamente
un 0,23 % de las mismas se identificaron como mutaciones somaticas legitimas (Fig. 1). Menos de un 10 % de
alteraciones no sinénimas eran polimorfismos conocidos; muchas del resto eran variantes de la linea germinal
poco comunes o artefactos de secuencia que no eran reproducibles. La inclusién de las muestras normales
emparejadas y la secuenciacion de ambas hebras de cada producto de PCR podrian reducir los falsos positivos
en la Exploracion del Descubrimiento, pero aumentaria el coste de la secuenciacién en cuatro veces. Aunque los
métodos de secuenciacion desarrollados recientemente podrian reducir el coste de tales estudios en el futuro
(48), las tasas de error mas elevadas de estos enfoques pueden dar como resultado una proporcion incluso
menor de mutaciones somaticas de buena fe a supuestas alteraciones.

(ii) Otro problema técnico es que el disefio cuidadoso de cebadores es importante para eliminar artefactos de
secuencia debido a la amplificacién y secuenciacion involuntaria de genes relacionados. Los pares de cebadores
que dieron como resultado amplificacion y secuenciacion exitosa representan un recurso valioso en este sentido.
Incluso con cebadores bien disefiados, es esencial examinar cualquier mutacion observada para asegurar que
no se encuentra como una variante normal en un gen relacionado.

(iii) Aunque es probable que los estudios de otros tipos de tumores soélidos también identificaran un gran ndmero
de mutaciones somaticas, sera importante aplicar enfoques rigurosos para identificar las mutaciones que se han
seleccionado durante la tumorigénesis. Las técnicas estadisticas, tales como las usadas en este estudio o las
gue se describen en Greenman et al. (11), pueden proporcionar pruebas soélidas para la seleccion de genes
mutados. Es probable que estos enfoques mejoren a medida que se acumulan mas datos de secuenciacion
gendmica del cancer a través del Proyecto Atlas del Genoma del Cancer (47) y otros proyectos que se estan
realizando en la actualidad.

(iv) Ha habido mucha discusién acerca de qué genes deberian ser el foco de los futuros esfuerzos de
secuenciacion. Los resultados de los inventores sugieren que muchos genes no implicados previamente en el
cancer estan mutados a niveles significativos y pueden proporcionar nuevas pistas sobre la patogénesis. A partir
de estos datos, pareceria que las exploraciones sin sesgar a gran escala de genes de codificaciéon pueden ser
mas informativas que las exploraciones basadas en criterios previamente definidos.

(v) Los resultados también plantean preguntas sobre el niUmero éptimo de los tumores de cualquier tipo que se
deberia evaluar en un estudio del genoma del cancer. El estudio de los inventores se disefié para determinar la
naturaleza y tipos de alteraciones presentes en un cancer de mama o colorrectal "promedio" y para descubrir
genes mutados a frecuencias razonablemente elevadas. El poder de los inventores para detectar genes mutados
en mas de un 20 % de los tumores de un tipo determinado era de un 90 %, pero solamente un 50 % de los genes
mutados en un 6 % de los tumores se habria descubierto. Para detectar los genes mutados en un 6 % o un 1 %
de los tumores con > 99 % de probabilidad en una Exploracion del Descubrimiento seria necesaria la
determinacioén de la secuencia de al menos 75 o 459 tumores, respectivamente. Aunque sera imposible detectar
todas las mutaciones que se pueden producir en los tumores, las estrategias que identificarian los mas
importantes a un coste asequible se pueden establecer sobre la base de los datos y andlisis presentados en el
presente documento.

(vi) Por ultimo, las secuencias de todos los genomas del cancer, incluyendo regiones intergénicas, se podran
obtener. Los estudios de los inventores demuestran las dificultades inherentes en la determinacion de la
importancia de las mutaciones somaticas, incluso las que alteran la secuencia de aminoacidos de los genes
altamente anotados y bien estudiados. El establecimiento de la importancia de las mutaciones en regiones no
codificantes del genoma probablemente sera mucho mas dificil. Hasta que haya disponibilidad de nuevas
herramientas para la solucién de este problema, es probable que los analisis del cancer centrados en genes
sean mas utiles.

Los resultados de los inventores proporcionan un gran nimero de oportunidades futuras de investigacion en cancer
humano. Para la genética, sera de interés dilucidar el momento y el alcance de las mutaciones de genes CAN en
canceres de mama y colorrectal, si estos genes estan mutados en otros tipos de tumores, y si las variantes de linea
germinal en los genes CAN estan asociadas con predisposicion al cancer. Para la inmunologia, el hallazgo de que
los tumores contienen un promedio de ~ 90 sustituciones de aminoacidos diferentes que no estan presentes en
ninguna célula normal puede proporcionar nuevos enfoques para generar inmunidad antitumoral. Para la
epidemiologia, la diferencia notable en los espectros de mutacién de canceres de mama y colorrectal sugiere la
existencia de agentes carcinbgenos especificos de 6rgano. Para la biologia del cancer, es evidente que ningln
modelo de cancer animal o in vitro actual recapitula el paisaje genético de un tumor humano real. La comprension y
la captura de este paisaje y su heterogeneidad pueden proporcionar modelos que imiten con mayor éxito la
enfermedad humana. Para la epigenética, es posible que un subconjunto de genes CAN también se pueda ver
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desregulado en los tumores a través de cambios en la cromatina o metilacién del ADN en lugar de a través de la
mutacion. Para el diagnéstico, los genes de Can definen un subconjunto relativamente pequefio de genes que
podrian ser Utiles como marcadores para la neoplasia. Por Gltimo, algunos de estos genes, en particular los que se
encuentran en la superficie celular o los que tienen actividad enzimatica, pueden llegar a ser buenos objetivos para
el desarrollo terapéutico.

La divulgacion mencionada anteriormente describe en general la presente invencion. Una comprension mas
completa se puede obtener por referencia a los siguientes ejemplos especificos que se proporcionan en el presente
documento solamente con fines de ilustracion, y no pretenden limitar el alcance de la invencién.

Ejemplos

Para comenzar el estudio sistematico del genoma del cancer, los inventores han examinado una fraccion principal de
genes humanos en dos tipos de tumores comunes, canceres de mama y colorrectal. Estos canceres eligieron para
su estudio debido a su significancia clinica sustancial en todo el mundo: en conjunto, representan ~2,2 millones de
diagndsticos de cancer (20 % del total) y ~940.000 muertes por cancer cada afio (14 % del total) (5). Para la
evaluacion genética de estos tumores, los inventores se centraron en conjunto genes que codifican proteinas,
denominados las secuencias consenso de codificacion (CCDS) que representan el gen mas altamente conservado
disponible en la actualidad (6). La base de datos de CCDS contiene genes de codificacion de proteinas de longitud
completa que se han definido mediante conservacibn manual extensa y procesamiento informatico y tienen
anotaciones genéticas que son idénticas entre bases de datos de referencia.

Los objetivos de este estudio eran de caracter triple: (i) desarrollar una estrategia metodolégica para realizar analisis
totalmente gendmico es de genes del cancer en tumores humanos; (ii) determinar el espectro y alcance de
mutaciones somaticas en tumores humanos de tipos histolégicos similares y diferentes; e (iii) identificar nuevos
genes del cancer y rutas moleculares que podrian conducir a mejoras en diagnéstico o terapia.

EJEMPLO 1 - Exploracion del descubrimiento de mutacion de cancer

La etapa inicial hacia el logro de estos objetivos fue el desarrollo de métodos para la identificacion de alto
rendimiento de mutaciones somaticas en canceres. Estos métodos incluian aquellos para el disefio del cebador,
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), secuenciacion y analisis mutacional (Fig. 1). El primer componente
implicaba la extraccion de todas las secuencias de codificacién de proteina de los genes de CCDS. Un total de
120.839 exones no redundantes y secuencias intronicas adyacentes se obtuvieron de 14.661 transcripciones
diferentes en CCDS. Estas secuencias se usaron para disefiar cebadores para la amplificacion por PCR y
secuenciacion de exones y sitios de corte y empalme adyacentes. Los cebadores se disefiaron usando una serie de
criterios para asegurar la amplificacién robusta y secuenciacién de regiones de molde (7). Aunque la mayoria de los
exones se podian amplificar en una sola reaccién de PCR, los inventores encontraron que los exones con mas de
350 pb se amplificaban de forma mas eficaz como mdltiples amplicones de solapamiento. Un miembro de cada par
de cebadores de PCR se adaptd con una secuencia de cebador universal para posteriores reacciones de
secuenciacion. Un total de 135.483 pares de cebadores que incluyen ~ 21 Mb de secuencia gendmica se disefiaron
de este modo (Fig 8; Tabla S1).

Once lineas celulares o xenoinjertos de cada tipo de tumor (carcinomas de mama y colorrectales) se usaron en la
Exploracion del Descubrimiento Figs. 9-10; Tablas S2A y S2B). Dos muestras normales de emparejamiento se
usaron como controles para ayudar a identificar variaciones de secuencia normal y artefactos de secuenciacién
especificos de amplicon tales como los asociados con las regiones ricas en GC. Un total de ~3 millones de
productos de PCR se generaron y se secuencian directamente, dando como resultado 465 Mb de secuencia de
tumor.

Los datos de la secuencia se ensamblaron para cada amplicon y se evaluaron para la calidad dentro de la region
diana usando un software disefiado especificamente para esta finalidad (7). La region diana de cada exdn incluia
todas las bases de codificacién asi como las cuatro bases intrénicas en ambos de los extremos 5’ y 3' que sirven
como los principales sitios de reconocimiento de corte y empalme. Para que un amplicén se considere analizado de
forma satisfactoria, los inventores necesitaron que = 90 % de bases en la region diana tuvieran una puntuacion de
calidad Phred (timida como - 10[logio (error por base sin procesar)]) de al menos 20 en al menos tres cuartos de las
muestras de tumor analizadas (8). Este corte de calidad se eligié para proporcionar una alta sensibilidad para la
deteccién de mutaciones a la vez que se reducen los falsos positivos al minimo. Usando estos criterios, un 93 % de
los 135.483 amplicones y un 91 % de las bases totales dirigidas en CCDS se analizaron de forma satisfactoria para
alteraciones potenciales.

El examen de trazas de secuencia de estos amplicones revelé un total de 816.986 cambios de nucledtidos
supuestos. Como la gran mayoria de los cambios que no influian en la secuencia de aminoéacidos (es decir,
sustituciones sindnimas o silenciosas) probablemente iban a ser no funcionales, estos cambios no se analizaron
adicionalmente. Los 557.029 cambios restantes podrian representar variantes de la linea germinal, artefactos de
PCR o secuenciaciébn, o mutaciones somaticas de buena fe. Se usaron varias medidas bioinformaticas y
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experimentales para distinguir entre estas posibilidades. En primer lugar, se retird cualquier alteracion que también
estuviera presente en cualquiera de las dos muestras normales incluidas en la Exploracion del Descubrimiento, ya
gue era probable que estas representaran polimorfismos comunes de la linea germinal o artefactos de secuencia. En
segundo lugar, como se esperaria que estas dos muestras normales de control contuvieran solamente un
subconjunto de variantes conocidas, también se retirdé cualquier cambio correspondiente a un polimorfismo de la
linea germinal validado encontrado en bases de datos de polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) (7). Por ultimo, la
traza de secuencia de cada alteracion potencial se inspeccioné visualmente para eliminar las determinaciones de
falsos positivos en el andlisis automatizado. La combinacién de estos esfuerzos de datos de analisis de datos era
eficaz, eliminando ~96 % de las alteraciones potenciales y dejando 29.281 para un examen mas detallado (Fig. 1).

Para garantizar que las mutaciones observadas no se produjeron en forma de artefacto durante las etapas de PCR o
secuenciacion, las regiones que las contienen se volvieron a amplificar y secuenciar independientemente en los
tumores correspondientes. Esta etapa elimind 9.295 alteraciones. Las regiones que contienen las supuestas
mutaciones se secuencian a continuacion en muestras de ADN normal emparejado para determinar las mutaciones
eran realmente somaticas: se observé que 18.414 cambios estaban presentes en la linea germinal de estos
pacientes, lo que representa variantes no anotadas en la actualidad en bases de datos de SNP, y se excluyeron.
Como una etapa final, las 1.572 supuestas mutaciones somaticas restantes se examinaron atentamente in silico
para asegurar que las alteraciones no surgian de una de secuenciacion dirigida de forma errébnea de regiones
altamente relacionadas que se producen en cualquier otra parte en el genoma (7). Puede parecer que algunas
alteraciones en tales regiones duplicadas son somaticas cuando existe pérdida de uno o ambos alelos de la region
diana en el tumor y cuando los cebadores seleccionados coinciden estrechamente y por lo tanto amplifican zonas
similares del genoma. Se excluy6 un total de 265 cambios en regiones estrechamente relacionadas de esta manera,
dando como resultado un total de 1.307 mutaciones somaticas confirmadas en 1.149 genes (Fig 5; Tabla 1).

EJEMPLO 2 - Exploracién de validacion

Para evaluar la prevalencia y espectro de mutaciones somaticas en estos 1.149 genes, los inventores determinaron
su secuencia en tumores adicionales del mismo tipo histolégico (Figs. 1, 9, 10; Tablas S2A y S2B). Los genes
mutados en al menos un tumor de mama o colorrectal en la Exploracién del Descubrimiento se analizaron en 24
tumores de mama o colorrectales adicionales, respectivamente. Este esfuerzo implicaba 453.024 reacciones de PCR
y secuenciacion adicionales, incluyendo 77 Mb de ADN tumoral. Se identificaron un total de 133.693 supuestos
cambios en la Exploracion del Descubrimiento. Algunos métodos similares a los usados en la Exploracién del
Descubrimiento se usaron para excluir cambios silenciosos, variantes de la linea germinal conocidas y novedosas,
falsos positivos que surgen de PCR o artefactos de secuenciacién, y cambios aparentes que se debian
probablemente a la coamplificaciéon de genes altamente relacionados. Ademas, cualquier cambio correspondiente a
variantes de la linea germinal no encontrados en bases de datos de SNP pero identificados en la Exploracién del
Descubrimiento se excluyeron. Las regiones que contienen los 4.948 cambios restantes se volvieron a amplificar y
se volvieron a secuenciar en los tumores correspondientes (para asegurar la reproducibilidad) y en el tejido normal
emparejado para determinar si eran somaticas. Una cantidad adicional de 365 mutaciones somaticas en 236 genes
se identificaron de este modo. En total, se identificaron 921 y 751 mutaciones somaticas en canceres de mama y
colorrectales, respectivamente (Fig. 1, 5,y 12; Tablas 1y S4).

EJEMPLO 3 - Espectro de mutacién

La gran mayoria de las 1.672 mutaciones observadas en las Exploraciones de Descubrimiento o Validacion eran
sustituciones de una sola base: un 81 % de las mutaciones eran de cambio de sentido, un 7 % eran sin sentido, y un
4 % eran sitios de corte y empalme alterados (Fig. 5, Tabla 1.). El 8 % restante eran inserciones, supresiones y
duplicaciones que varian de uno a 110 nucledtidos de longitud. Aunque la fraccion de mutaciones que eran
sustituciones de una sola base era similar en los canceres de mama y colorrectales, los contextos de espectro y de
nucleétidos de las mutaciones de sustitucion eran muy diferentes entre los dos tipos de tumores. La mas llamativa
de estas diferencias se produjo en los pares de bases de C:G: un 59 % de las 696 mutaciones de cancer colorrectal
eran transiciones de C:G a T:A mientras que solamente un 7 % eran transversiones de C: G a G: C (Figs. 6 y 11;
Tablas 2 y S3). Por el contrario, solamente un 35 % de las mutaciones en canceres de mama eran transiciones de
C:G a T:A, mientras que un 29 % eran transversiones de C:G a G:C. Ademas, una fraccion grande (44 %) de las
mutaciones en canceres colorrectales se encontraban en los sitios de dinucleétidos 5’-CpG-3’ pero solamente un 17
% de las mutaciones en canceres de mama se producian en tales sitios. Esta preferencia por 5'-CpG-3’ conducia a
un exceso de mutaciones no sinénimas dando como resultado cambios de restos de arginina en canceres
colorrectales, aunque no en canceres de mama (Fig. S1). Por el contrario, un 31 % de las mutaciones en canceres
de mama se producia en los sitios 5’-TpC-3’ (0 en sitios de 5'-GpA-3’ complementarios), mientras que solamente un
11 % de las mutaciones en canceres colorrectales se producia en estos sitios de dinucleétidos. Las diferencias
sefialadas anteriormente eran altamente significativas (P < 0,0001) (7) y tienen implicaciones importantes para los
mecanismos que subyacen a la mutagénesis en los dos tipos de tumores.
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EJEMPLO 4- Distincién entre mutaciones pasajeras y no pasajeras

Las mutaciones somaticas en tumores humanos pueden surgir ya sea a través de la seleccion de alteraciones
funcionalmente importantes a través de su efecto en el crecimiento celular neto o a través de la acumulacion de
alteraciones "pasajeras” no funcionales que surgen durante la frondas repetidas de division celular en el tumor o en
su célula madre progenitora. A la vista de las tasas relativamente bajas de mutacion en células cancerigenas
humanas (9, 10), generalmente no es necesaria una distincion entre mutaciones seleccionadas y pasajeras cuando
el nUmero de genes y tumores analizados es pequefio. En estudios a gran escala, sin embargo, estas distinciones
son de suma importancia (11, 12). Por ejemplo, se ha calculado que las mutaciones pasajeras no sinénimas estan
presentes a una frecuencia no superior a ~1,2 por Mb de ADN en canceres de mama o de colon (13-15). Dado que
los inventores evaluaron 542 Mb de ADN tumoral, los inventores por lo tanto habrian esperado observar -650
mutaciones pasajeras. En realidad los inventores observaron 1.672 mutaciones (Fig. 5; Tabla 1), muchas mas de lo
gue se habria predicho que produciria al azar (P <1 x 10 (7). Ademas, la frecuencia de mutaciones en la
Exploracion de Validacion era significativamente mayor que en la Exploracion del Descubrimiento (5,8 frente a 3,1
mutaciones por Mb, P <1x10?° Fig. 5; Tabla 1). Las mutaciones en la Exploraciéon de Validacion también se
enriquecieron para cambios en sitios sin sentido, de insercién, supresién, duplicacién, y corte y empalme en
comparacion con la Exploracion del Descubrimiento; se esperaria que cada uno de éstos tuviera un efecto funcional
en las proteinas codificadas.

Para distinguir genes que probablemente contribuyen a la tumorigénesis de aquellos en los que las mutaciones
pasajeras se produjeron por casualidad, los inventores excluyeron primero los genes que no estaban mutados en la
Exploracion de Validacién. A continuacion, los inventores desarrollaron métodos estadisticos para calcular la
probabilidad de que el nimero de mutaciones un gen dado fuera mayor del esperado a partir de la tasa de mutacion
de fondo. Para cada gen, este analisis incorporaba el nimero observado de alteraciones somaticas en cualquiera de
la Exploracién del Descubrimiento o de Validacién, el nimero de tumores estudiados, y el nimero de nucleétidos
que se analizaron satisfactoriamente (tal como se indica con el nimero de bases con puntuaciones de calidad de
Phred = 20). Dado que las frecuencias de mutacién variaban con el tipo de nucleétido y el contexto y eran diferentes
en canceres de mama con respecto a colorrectales (Fig. 6; Tabla 2), estos factores se incluyeron en los calculos. El
rendimiento de este andlisis era una puntuacion de prevalencia de mutacién de cancer (CaMP) para cada gen
analizado. La puntuacién de CaMP refleja la probabilidad de que el nimero observado de mutaciones realmente en
un gen sea superior de lo que se esperaba que se fuera a observar por casualidad dada la tasa de mutacion de
fondo; su derivacién se basa en principios que se describen en el Material de Apoyo En Linea. El uso de la
puntuacién de CaMP para el analisis de mutaciones somaticas es analogo al uso de la puntuacién de LOD para
analisis de unién en situaciones genéticas familiares. Por ejemplo, se predice que un 90 % de los genes con
puntuaciones de CaMP > 1,0 tienen frecuencias de mutacién mas elevadas que la frecuencia de mutacién del fondo.

EJEMPLO 5 - Genes cancerigenos candidatos

Una lista completa de las mutaciones somaticas identificadas en este estudio se proporciona en la Fig. 12; Tabla S4.
Se considerd que los genes validados con puntuaciones de CaMP superiores a 1,0 eran genes cancerigenos
candidatos (genes CAN). Por lo tanto, la combinacién de validacién experimental y el calculo estadistico
proporcionaron cuatro como todos anidados de genes: de 13.023 genes evaluados, 1.149 estaban mutados, 242
estaban validados, y 191 eran genes CAN. Entre estos, era mas probable que los genes CAN se hubieran sometido
a seleccion mutacional durante la tumorigénesis. Habia 122 y 69 genes CAN identificados en canceres de mama y
colorrectales, respectivamente (Figs. 13 y 14; Tablas S5 y S6). Los canceres de mama individuales examinados en
la Exploraciéon del Descubrimiento albergaban un promedio de 12 (que varia de 4 a 23) genes CAN mutantes
mientras que el numero promedio de genes CAN en canceres colorrectales era de 9 (que varia de 3 a 18) (Fig. 11;
Tabla S3). Curiosamente, cada muestra de ensayo de cancer de un tipo de tumor dado lleva su propia firma distinta
mutacional diferente de gen CAN, ya que ningln cancer presentaba mas de seis genes CAN mutantes en comun
con otros canceres (Figs. 12-14; Tablas S4, S5, y S6).

Los genes CAN se pudieron dividir en tres telas: (a) genes que anteriormente se habia observado que estaban
mutacionalmente alterados en canceres humanos; (b) genes en los que no se habian descubierto mutaciones
previas en canceres humanos pero se habian unido al cancer a través de estudios funcionales; y (c) genes sin
conexiones fuertes previas a neoplasia.

(a) La reidentificacion de genes que anteriormente se habia mostrado que estaban mutados somaticamente en
canceres representaba una validacién critica del enfoque usado en este estudio. Se encontr6 que todos los
genes de CCDS que anteriormente se habia mostrado que estaban mutados en > 10 % de cualquiera de los
canceres de mama o colorrectales eran genes CAN en el estudio actual. Estos incluian TP53 (2), APC (2), KRAS
(2), SMAD4 (2), y FBXW7 (CDC4) (16) (Figs. 12-14; Tablas S4, S5 y S6). Ademas, los inventores identificaron
mutaciones en genes cuya prevalencia de mutacién en canceres esporadicos era bastante baja. Estos genes
incluian EPHA3 (17), MRE11A (18), NF1 (2), SMAD2 (19,20), SMAD3 (21), TCF7G2 (TCF4) (22), BRCAl (2) y
TGFBRII (23). Los inventores también detectaron mutaciones en genes que anteriormente se habia encontrado
que estaban alterados en tumores humanos pero no en el mismo tipo de tumor identificado en este estudio.
Estos incluian la proteina de unién a nucleétido guanina, GNAS alfa estimulante (24), proteina KEAP1 asociada
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a ECH de tipo kelch (25), protooncogén RET (2), y factor de transcripcion TCF1 (26). Por Ultimo, los inventores
encontraron mutaciones en una serie de genes que anteriormente se habian identificado como dianas de
traslocacion o amplificacion en canceres humanos. Estas incluian nucleoporina NUP214 (2), receptor de kinesina
KTN1 (27), polipéptido 10 de caja DEAD DDX10 (28), homdlogo 1 de oncogén GLI1 asociado a glioma (29), y el
gen diana de translocacién del factor I RUNX1T1 (MTG8) de transcripcion relacionado con runt (2). Los
inventores llegaron a la conclusién de que si estos genes alun no habian demostrado que desempefiaban un
papel causativo en tumores humanos, se habrian descubierto a través del enfoque tomado en este estudio. Por
analogia, es probable que los otros 176 genes CAN en las Figs. 13 y 14 (Tablas S5 y S6) desempefien papeles
importantes en canceres de mama, colorrectales, y quiza en otros tipos de canceres.

(b) Aunque las alteraciones genéticas en la actualidad proporcionan el indicador mas viable de la importancia de
un gen en la neoplasia humana (1, 30), existen otros muchos genes que se cree que desempefian papeles en la
base de estudios funcionales o de expresion. El estudio de los inventores proporciona una evidencia genética
gque apoya la importancia de varios de estos genes en la neoplasia. Por ejemplo, los inventores descubrieron
mutaciones intragénicas el receptor EPHB6 (31) de efrina, gen (MLL3) de leucemia 3 de linaje mixto (32), GSN
de gelsolina (33), genes CDH10 y CDH20 de cadherina, proteina filamina B FLNB de unién a actina y SMAD
(34), receptor PTPRD de proteina tirosina fosfatasa (35), y receptor AMFR del factor autocrino de motilidad (36).

(c) Ademas de los genes indicados anteriormente, el estudio de los inventores desvelé un gran nimero de genes
de los que no se habia sospechado fuertemente que estaban implicados en el cancer. Estos incluian gen PKHD1
de enfermedad 1 renal y hepatica poliquistica, guanilato ciclasa 1 GUCY1Az2, factor de transcripcion TBX22,
componente SEC8L1 del complejo de exocito, tubulina tirosina ligasa TTLL3, transportador ATP8B1 dependiente
de ATP, receptor CUBN de cobalamina de factor intrinseco, proteina DBN1 de unién a actina, y tectorina alfa
TECTA. Ademas, siete genes CAN correspondian a genes para los que todavia no se ha establecido un papel
biolégico.

Los inventores examinaron la distribucién de mutaciones dentro de productos de gen CAN para observar la
confusidbn que se producia en regiones especificas o funcionales. Ademas de los sitios conflictivos bien
documentados en TP53 (37) y KRAS (38), los inventores identificaron tres mutaciones en GNAS en canceres
colorrectales que afectaban a un solo resto de aminoacidos (R201). Anteriormente se habia mostrado que las
alteraciones de este resto conducian a una activacion constitutiva de la proteina as G codificada a través de
inhibicion de la actividad de GTPasa (24). Dos mutaciones en el gen EGFL6 de tipo EGF en tumores de mama
afectaba a la misma posicion del nucleétido y daba como resultado un cambio de L508F en el dominio de adhesion
de MAM. Un total de siete genes presentaban alteraciones localizadas dentro de cinco restos de aminoacidos entre
si, y 12 genes adicionales presentaban agrupamientos de multiples mutaciones dentro de un dominio especifico de
proteina (separados por 13 a 78 aminoacidos). Treinta y uno de 40 de estos cambios afectaban a residuos que
estaban conservados de forma evolutiva. Aunque se desconocen los efectos de estas alteraciones, su agrupamiento
sugiere papeles especificos para las regiones mutadas en el proceso neoplasico.

EJEMPLO 6 - Grupos de genes CAN

Una exploracion sin sesgar de un gran conjunto de genes puede proporcionar conocimientos sobre la patogénesis
que no serian evidentes a través de analisis mutacion de un solo gen. Esto se ha usado a modo de ejemplo
mediante exploraciones de mutagénesis a gran escala en organismos experimentales (39-41). Por lo tanto, los
inventores intentaron asignar cada gen CAN a un grupo funcional basandose en grupos de proceso de Funcién
Molecular de Ontologia Genética (GO) o Bioquimicos, la presencia de dominios especificos de secuencia
INTERPRO, o bibliografia publicada anteriormente (Fig. 7; Tabla 3) y (Fig. 2). Varios de los grupos identificados de
este modo eran de interés especial. Por ejemplo, 22 de los 122 (18 %) genes CAN de mama y 13 de los 69 (19 %)
genes CAN colorrectales eran reguladores de la transcripcion. Al menos uno de estos genes estaba mutado en mas
de un 80 % de los tumores de cada tipo. Los factores de transcripcién de dedo de cinc en particular estaban
altamente representados (8 genes mutados de forma colectiva en un 43 % de muestras de cancer de mama). De
forma analoga, los genes implicados en la adhesién celular representaban ~22 % de genes CAN y afectaban a mas
de dos tercios de tumores de cada tipo. Los genes implicados en la transduccion de sefiales representaban ~23 %
de genes CAN y al menos uno de tales genes estaba mutado en un 77 % y un 94 % de las muestras de cancer de
mama y colorrectal, respectivamente. Los subconjuntos de estos grupos también eran de interés e incluian
metaloproteinasas (parte del grupo de adhesion celular y motilidad y mutado en un 37 % de canceres colorrectales),
proteinas G y sus reguladores (parte del grupo de transduccion de sefiales y alterado en un 43 % de canceres de
mama). Estos datos sugieren que la desregulacién de procesos celulares especifico se selecciona genéticamente
durante la neoplasia y que miembros distintos de cada grupo pueden servir para papeles similares en tumores
diferentes.

EJEMPLO 7 - Materiales y Métodos
Seleccion genética. La base de datos de Secuencias Consenso de ADN de Codificacion (CCOS) representa una

coleccién altamente conservada de 14.795 transcritos de 13,142 genes (www.ncbi.nlm.nih.gov/CCOSI). Para la
inclusion en CCOS, las coordenadas genémicas que definen la secuencia de codificacion transcrita deben ser
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idénticas en las bases de datos de Ensembl y RefSeq. Los transcritos deben tener codones de inicio y parada
canonicos y sitios consenso de corte y empalme, no tienen codones de parada en marco, se pueden traducir a partir
de la secuencia del genoma de referencias y desplazamientos de marco. Por ultimo, los transcritos de CCOS deben
estar apoyados por homologia de transcrito y proteina y conservacién entre especies. Los inventores examinaron
todos los transcritos de CCOS y excluyeron los que estaban localizados en mdltiples posiciones en el genoma a
través de aplicacion genética (113 transcritos) o estaban presentes en el cromosoma Y (21 transcritos adicionales)
(fig. S1). Los 14.661 transcritos de CCOS restantes de 13.023 genes se seleccionaron para analisis mutacional.

Recursos bioinformaticos. Las coordenadas de genes y transcritos de CCOS (edicién 1, 3/02/05), secuencias del
genoma humano, y polimorfismos de un solo nucleétido se obtuvieron del Sitio de Bioinformatica Gendmica de
UCSC Santa Cruz (http://genome.ucsc.edu). Las bisquedas de homologia en los genomas humano y de raton se
realizaron usando la herramienta de alineacion BLAT (S1) de tipo BLAST y PCR In Silico
(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr). Todas las posiciones genémica se corresponden a la secuencia genémica
humana UCSC Santa Cruz hgl17 build 35.1. Los SNP de -3,4 M de dbSNP (edicién 125) que se habian validado a
través del proyecto (S2) de HapMap se usaron para la retirada automatizada de polimorfismos conocidos.

Disefio del cebador. Para cada transcrito, se extrajeron todas las secuencias genémicas que comprenden toda la
regién de codificacion de cada exén asi como secuencias intronicas de flanqueo y secuencias de UTR en la posicién
5y de UTR en la posicién 3'. Se generaron pares de cebadores para amplificacion de PCR y secuenciacién de cada
exon de codificacion usando Cebador3 (http:/frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3 www.cgi) (S3). Se necesitd
que los cebadores directos e inversos de PCR se colocaran no mas cerca de 50 pb con respecto a los limites del
exon diana, y se evitaron las posiciones gendmicas con polimorfismos conocidos en las cinco bases de los
cebadores mas cercanas a la posicion 3. Los exones con tamafio superior a 350 pb se analizaron como as multiples
amplicones de solapamiento. Se disefiaron productos de PCR que variaban en tamafio de 300 pb a 600 pb, que se
consideraba 6ptimo para amplificacion, purificacién, y secuenciacion. Para minimizar la amplificacion de secuencias
gendmicas homoélogas, se filtraron pares de cebadores usando PCR In Silico de UCSC y solamente se usaron los
pares que proporcionaban un solo producto. 0,33 Mb (-1,5 %) de secuencia gendmica diana se excluyeron del
andlisis adicional debido a una falta de amplificacion y cebadores de secuenciaciéon adecuados. Un total de 135.483
pares de cebadores que incluyen -21 Mb de secuencia diana se disefiaron de forma satisfactoria. Se afiadié un
cebador de secuenciacion universal (M13 directo, 5'-GTAAAACGACG-GCCAGT-3’; SEC ID Ne°: 1) al extremo en la
posicion 5’ del cebador en el par con el nimero mas pequefio de repeticiones de mono y di nucleétidos entre si
mismo y el exdn diana. Las secuencias de cebadores se enumeran en la Fig. 8; Tabla S1,

Muestras de tumor. Las muestras de ADN de lineas celulares de carcinoma de mama ductal y se emparejaron con
tejido de mama normal o lineas de sangre periférica se obtuvieron en la Coleccion Americana de Cultivos Tipo
(Manassas, VA) o en A. Gazdar (S4, S5). Las muestras de ensayo de tumor de mama primario y tejido quirdrgico
normal circundante aisladas de pacientes positivos en ganglios en los Hospitales Palmetto Health Richland o Baptist
se obtuvieron a través del Banco Tisular del Centro de Cancer de Carolina del Sur. Cada muestra de tejido se
congel6 rapidamente a los 30 minutos de la escision, y se almacend a -80 °C. Los tumores colorrectales retirados
por via quirdrgica colorrectal se desagregaron e implantaron en ratones atimicos o en condiciones de cultivo in vitro
tal como se ha descrito anteriormente (S6, 57). El ADN se prepar6 dentro de 3 pasajes después del establecimiento
del xenoinjerto. Las caracteristicas de las muestras tumorales usadas en este estudio se enumeran en las Figs. 9-
10; Tablas S2A y S2B. Ningun tumor cursado en este estudio era deficiente en reparacion de emparejamiento
erréneo tal como se evalla con marcadores convencionales de microsatélite (S8); tales tumores se excluyeron
debido a sus tasas de mutacién de fondo mucho mas elevadas. Todas las muestras se obtuvieron de acuerdo con el
Acta de Portabilidad y Responsabilidad del Seguro Sanitario (HIPAA).

Microdiseccion de captura con laser.  Se depositaron secciones de 20 um de tejidos de tumor de mama primario
congelados inmediatamente embebidos en OCT en portaobjetos de silano-prepTM de Sigma y se tifieron con
hematoxilina y eosina. Las células tumorales se separaron del tejido circundante y se recuperaron en pelicula de
transferencia mediante microdiseccion de captura con laser (extension PixCell®, Arcturus). EI ADN gendmico se
purificé a partir de aproximadamente 20 portaobjetos para cada muestra usando el kit de ADN Micro QIAamp® de
QiagenTM de acuerdo con el protocolo del fabricante.

Amplificacién del Genoma Completo.  La amplificacién del genoma completo se usé para proporcionar cantidades
suficientes de ADN para la Exploracion de Validacion. En resumen, se desnaturaliza 5-20 ng de ADN molde con
KOH 5 M, se neutralizaron y se incubaron a 30 °C durante 16-24 horas con 4x de tampén REPLI-g y de ADN
polimerasa de REPLI-g de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Qiagen, Valencia, CA). Las muestras se
incubaron a 65 °C durante 3 min para inactivar la enzima antes de su almacenamiento a 20 °C. Para cada muestra,
un minimo de 5 reacciones de WGA independientes se combinaron para reducir los efectos de cualquier sesgo
alélico o del locus que se puede haber producido durante la amplificacion.

Confirmacion de la identidad de la muestra. Las identidades de muestras de ADN se controlaron a través de las
Exploraciones del Descubrimiento y de Validacion mediante amplificacién por PCR y secuenciacion del exon 3 del
gen HLA-A del complejo de histocompatibilidad principal (cebador directo 5’CGCCTTTACCCGGTTTCATT-3’, SEC
ID N°: 2; cebador inverso 5-CCAATTGTCTCCCCTCCTTG-3’, SEC ID N°: 3). Ademas, el emparejamiento de todos
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los pares de tumor-normal se confirmé por escritura de nueve sitios de STR (TPOX, chr 2p23-ter; D3S1358, chr3p;
FGA, chr4q28; D8S1179, chr8; THO1, chrll p15,5; VWA, chrl2pl2-ter; Penta E, chrl5q; D18S51, chr18g21,3; 021
S11, chr21 q11-21) usando el Sistema PowerPlex 2.1 (Promega, Madison, WI).

Amplificacién y secuenciacion por PCR. Todos los cebadores se sintetizaron en Invitrogen (San Diego, CA). La
PCR se realizd en 5 Il reacciones que contenian 1 x de Tampon de PCR (TrisHCI 67 mM, pH 8,8, MgCb 6,7 mM,
NH4SOa4 16,6 mM, 2-mercaptoetanol 10 mM), dNTPs 1 mM (Invitrogen, San Diego, CA), 1 cebador directo 11 My 1
cebador inverso 11M, DMSO al 6 %, ATP 2 mM, 0,25 U de Platino Taq (Invitrogen, San Diego, CA) y 3 ng de ADN.
Las reacciones se realizaron en termocicladores ABI9700 de 384 pocillos (Applied Biosystems, Foster City, CA)
usando un protocolo de PCR de ensayo (1 ciclo de 96 °C durante 2 min; 3 ciclos de 96 °C durante 10 seg, 64 °C
durante 10 seg, 70 °C durante 30 seg; 3 ciclos de 96 °C durante 10 seg, 61 °C durante 10 seg, 70 °C durante 30 seg;
3 ciclos de 96 °C durante 10 seg, 58 °C durante 10 seg, 70 °C durante 30 seg; 41 ciclos de 96 °C durante 10 seg, 57
°C durante 10 seg, 70 °C durante 30 seg; 1 ciclo de 70 °C durante 5 min). Los moldes se purificaron usando AMPure
(Agencourt Biosciences, Beverly, MA) y la secuenciacion se realizd con el cebador directo M13
(5’GTAAAACGACGGCCAGT-3; sentido 1) y el Kit Big Dye Terminator v.3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA).
En las reacciones de secuenciacion se incluy6é al DMSO 1 % cuando el contenido de GC del molde superaba un
65 %. Los terminadores de colorante se retiraron usando el kit CleanSEQ (Agencourt Biosciences, Beverly, MA) y las
reacciones de secuencias se definieron en aparatos de secuenciacion 3730x1 de ABI PRISM (Applied Biosystems,
Foster City, CA).

Ensamblaje de secuencias y andlisis de mutaciones. Las trazas de secuencia de muestras de ADN de tumor y
normal se alinearon con respecto a las secuencias gendmicas de referencia. Para considerar que un amplicén esta
secuenciado de forma satisfactoria, se necesité que al menos tres cuartos de los tumores tuvieran 2:90 % de las
bases en la regién diana con una puntuacion de calidad de Phred de 20 o mejor. Los amplicones que no satisfacen
estos criterios no se analizaron adicionalmente. El andlisis mutacional se realiz6 para todas las secuencias exonicas
de codificacion y los 4 pb de flanque6 de secuencias intrénicas o de UTR usando Mutation Surveyor (Softgenetics,
State College, PA) acoplado a una base de datos relacional (Microsoft SQL Server). Para las Exploraciones tanto del
Descubrimiento de la mutacion como de Validacion, se usaron las siguientes etapas basicas para identificar
mutaciones de interés. En primer lugar, se identificaron los cambios sinénimos y se excluyeron del analisis adicional.
En segundo lugar, los cambios no sinénimos en muestras de tumor se descartaban si un cambio idéntico estaba
presente en una muestra de ADN normal. En tercer lugar, se retiraron los polimorfismos conocidos de un solo
nucleétido mediante comparaciéon con una base de datos de entradas de dbSNP validadas anteriormente con el
proyecto Hap Map. Por ultimo, los artefactos de falso positivo se eliminaron mediante inspeccién visual de los
cromatogramas para cada muestra con una supuesta mutacién. Las etapas adicionales se describen a continuacion.

Exploracion del Descubrimiento de la Mutacion. Los cebadores disefiados anteriormente se usaron para
amplificar todos los exones conocidos de CCDS de 11 muestras de cancer colorrectal, 11 muestras de cancer de
mama, y dos muestras de ADN normales emparejadas. Esto dio como resultado un total de -3,25 millones de
reacciones de PCR, que comprenden 465 Mb de secuencias derivadas de tumor asi como un total de 42 Mb de
secuencias normales de las dos muestras de ADN normales emparejadas. Después del ensamblaje de secuencias y
analisis mutacional, cada supuesto cambio no sinénimo observado se confirmé en una reaccion de PCR
independiente usando el primer par cebador. Tras la confirmacion con el ADN de una muestra de tejido normal del
mismo paciente se usé para determinar si la mutacién observada era un suceso somatico real en lugar de una
variante de la linea germinal. Cuando la misma supuesta mutacién se observé en multiples muestras de tumor,
solamente un solo tumor y muestra normal emparejada se usaron inicialmente para confirmar la mutacion y su
mutaciéon somatica. Si se confirmara, el ADN de los otros tumores que contienen la misma mutacién somatica se
evaluaria del mismo modo. Para excluir la posibilidad de que las supuestas mutaciones somaticas puedan estar
causadas por amplificacion de secuencias homoélogas pero no idénticas, se usé BLAT (58) para buscar estas
secuencias frente al genoma humano. Este examen aseguraba que el cambio de nucleétido no estaba presente en
una region altamente relacionada en el genoma humano. Para las supuestas mutaciones somaticas encontradas en
tumores xenoinjertados, se usd BLAT para buscar del mismo modo el genoma del ratén para excluir la contribucion
de secuencias homélogas de raton.

Exploracion de Validacién de la Mutacion. Cada gen que se encontré6 mutado en la Exploracién del
Descubrimiento se analiz6 adicionalmente mediante amplificacion y secuenciacién de 24 muestras de tumor
adicionales del mismo tipo de tejido. Debido a las cantidades limitantes de ADN de la muestra, el conjunto de 24
tumores evaluados cambio con el tiempo. Todas las variantes de transcritos de CCDS del gen de interés se
investigaron usando pares de cebadores que proporcionaban secuencias informativas en la Exploracion del
Descubrimiento. Se realizé6 deteccion de mutacion, confirmacion de alteraciones, y determinacion de estado
somatico como se ha mencionado anteriormente, con la excepcion de que se considerd que todas las variantes de la
linea germinal observadas anteriormente en las muestras de ADN normal de la Exploracion del Descubrimiento eran
variantes conocidas (Fig. 1).
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Andlisis estadisticos.

Puntuaciones de CaMP. Para ayudar a identificar genes que estaban mutados mas frecuentemente de lo que seria
de esperar en ausencia de seleccion, los inventores primero calcularon la probabilidad de que un gen dado estuviera
mutado el nimero observado de veces dada la frecuencia de mutacién de fondo. Anteriormente se ha determinado
que la frecuencia de mutaciéon de fondo en canceres de mama y colorrectales es inferior al 1,2 mutaciones por Mb
(59-511). La comparacion de la prevalencia de mutaciones sinénimas frente a mutaciones no sinénimas puede ser
un indicador Gtil de genes que habian experimentado seleccién, ya que se puede asumir que las mutaciones
sindnimas generalmente no son funcionales (511-515). Sin embargo, se detectaron relativamente pocas mutaciones
en la mayoria de los genes en muchos de los tumores que los inventores estudiaron, lo que conduce a amplios
limites de confianza en este parametro. Por lo tanto, los inventores usaron una combinacion de validacion
experimental y un célculo de la tasa de mutacion de fondo para identificar los genes que es mas probable que hayan
experimentado seleccion.

Para corregir la influencia de la composicién del nucleétido en la probabilidad de mutacion, los inventores supusieron
que el espectro de mutacidn observado en el estudio actual no era diferente desde las mutaciones de fondo sin
seleccionar y que ambos eran un resultado de los mismos procesos y exposiciones subyacentes a agentes
exdgenos. La tabla que sigue a continuacion muestra la frecuencia de mutacioén de fondo por Mb en cada uno de los
seis contextos de nucleétidos sillones analizados. Por ejemplo, en las exploraciones de Descubrimiento y Validacion
de los inventores en canceres colorrectales, los inventores encontraron que las mutaciones en las mutaciones de 5'-
CpG-3' eran 6,44 veces mas frecuentes que la frecuencia de mutacién en todas las posiciones combinadas. Por lo
tanto, se calcul6 que la frecuencia de mutacion de fondo esperada en los sitios de 5’-CpG-3’ era de 6,44 x 1,2 = 7,73
mutaciones por millén de pb.

Frecuencias de mutacién de fondo calculadas por millén de pb.
5-CpG-3’ 5-TpC-3’ A C G T INS/DEL/DUP
Colorrectal 7,73 0,96 0,56 0,95 0,85 0,51 0,55
Mama 2,99 2,48 0,76 | 1,38 | 1,07 | 0,30 0,55

Para cada gen tipo de tumor, el nimero de sitios de los dinucleétidos 5-CpG-3' y 5-TpC3' (0 5-GpA-3’
complementario) secuenciados de forma satisfactoria sitios de los mononucleétidos A, C, T, y G se denominaron
NcpG, NTpC, NA, Nc, NG, y NT, respectivamente. N¢ no incluia las C dentro de los dinucleétidos 5-CpG o0 5-TpC y
NG no incluia las G dentro de los dinucleétidos 5'-CpG-3’ 0 5’GpA-3. Obsérvese que las mutaciones en los sitios 5'-
TpC-3’ casi siempre estaban en el resto de C y las mutaciones en los sitios de 5’-GpA-3’ complementarios estaban
casi siempre en el resto de G, lo que explica por qué no era necesario que las A y las T se corrigieran para su
presencia dentro de los dinucledtidos. A continuacion, se calculé la probabilidad de un gen que tiene el niamero
observado de mutaciones en un sitio en particular con una distribucion binomial exacta. Por ejemplo, los parametros
para este calculo para la categoria de 5'-CpG-3’ usaron el nUmero observado de mutaciones en los sitios de 5’-CpG-
3’ como el nimero de sucesos positivos, NcpG como el nimero de ensayos independientes, y las frecuencias de
mutacion de fondo para los NcpG y numerados en la tabla anterior (7,73 x 10 para canceres colorrectales) como la
probabilidad de un resultado positivo en cada ensayo. Las probabilidades de un gen que tiene el nUmero observado
de mutaciones en cada uno de los otros cinco dinucleétidos o mononucleétidos se calcularon del mismo modo. La
probabilidad de un gen que contiene el nimero observado de inserciones, supresiones, o duplicaciones
(INS/DEL/DUP) se calcul6é usando una distribucién binomial con los siguientes parametros: nimero observado de
sucesos de INS/DEL/DUP como el nimero de sucesos positivos, nucleotidos totales secuenciados de forma
satisfactoria dentro del gen como el nimero de ensayos independientes, y 0,55 x 10 como la probabilidad de un
resultado positivo en cada ensayo. Obsérvese que se consideraba que cada una de estas siete probabilidades era
independiente. A continuacion, se calculé que la probabilidad de un gen que tiene el nimero observado de
mutaciones en las posiciones observadas era el producto de las siete probabilidades especificas en el contexto del
nucleétido.

Dado que se evaluaron 13.023 genes para mutaciones, era necesario corregir estas probabilidades para
comparaciones multiples. Para este fin, los inventores usaron el algoritmo que se describe en Benjamini y Hochberg
(S16). Los genes se clasificaron en orden ascendente, asignando un 1 al gen que tiene la probabilidad méas baja del
numero observado de mutaciones en el mismo, un 2 al gen la siguiente probabilidad mas baja, etc. La puntuacion de
CaMP para cada gen se definié después como -logi0(13.023 * PROB/RANK), en la que PROB es la probabilidad de
gue tiene el nimero observado de mutaciones y RANK representa la posicién numérica en la lista. Es posible
solicitar a los autores una hoja de calculo Excel™ de Microsoft que calcula automaticamente las puntuaciones de
CaMP para genes individuales o miltiples.

Significancia estadistica de datos en las Figs. 5-6 (Tablas 1 y 2) en la Fig. 15 (fig. S1). Para determinar si el

numero observado de mutaciones en todo el conjunto de canceres de mama y colorrectales diferian de forma
significativa del nimero de mutaciones esperadas (Fig. 5; Tabla 1), se usé un ensayo de distribuciéon binomial
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simple, usando una probabilidad de 1,2 x 10 como la tasa de fondo. El espectro de mutaciones se comparé en
canceres de mama y colorrectales (Fig. 6; Tabla 2) usando un ensayo de Chi-Cuadrado.

El espectro de codones afectados por mutacion (Fig. 15; fig. S1) también se analiz6 con un ensayo de Chi-
Cuadrado.

Célculo de mutaciones no sinénimas en el genoma del cancer. El nuimero total de genes que contenian
mutaciones no sinénimas en un cancer colorrectal o de mama habitual se calculé de la siguiente manera. Aunque el
numero real de genes que codifican proteinas en el genoma humano todavia es una cuestién de debate, hay 5180
genes para los que existe una evidencia de apoyo excelente y que forman parte de RefSeq (S17) pero todavia no
estan incluidos en la base de datos de CCOS. Los inventores supusieron que la prevalencia de mutacion en los
genes que todavia no se han secuenciado es similar a la de los genes que ya se han secuenciado. Ademas, los
inventores no fueron capaces de secuencias de forma satisfactoria -10 % de las bases dentro de las secuencias de
codificacion de los 13.023 genes de CCOS (equivalente a 1.302 genes sin secuenciar). Por lo tanto, los inventores
calcularon que habian secuenciado de forma satisfactoria un 64 % de los 18.203 genes que codifican proteinas en el
genoma humano (13023 - 1302)/(13023 + 5180). Dado que los inventores identificaron un promedio de 60 genes
mutados por tumor en los genes ya secuenciados, se podria predecir que 93 genes (6010,64) estaban mutados en
todo el compendio de genes que codifican proteinas en un cancer habitual.
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COLORRECTALES
<130> 001107.00673

<150> 60/842363
<151> 06-09-2006

<150> 60/836944
<151> 11-08-2006

<150> pct/us2007/017866
<151> 13-08-2007

<160> 215
<170> FastSEQ para Windows Version 4.0

<210>1

<211> 17

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1
gtaaaacgac ggccagt 17

<210> 2

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 2
cgcctttacc cggtttcatt 20

<210>3

<211>20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3
ccaattgtct cccctccttg 20

<210>4

<211>15

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4

ggaagggtgt gagga 15
<210>5

<211>15

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 5
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ggaagggtgt gagga 15

<210>6

<211>12

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 6
gaggaagaag ag 12

<210>7

<211>12

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400>7
gaggaagaag ag 12

<210>8

<211> 36

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8
ggcggecgeg geggeagigg cggeggegge ggegge

<210>9

<211> 36

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400>9
ggcggecgeg geggeagigg cggeggegge ggegge

<210> 10

<211> 16

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 10
agtgttccca acatat 16

<210> 11

<211> 16

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 11
agtgttccca acatat 16

<210> 12

<211>10

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 12
gacaaggaca 10

<210>13

<211>10

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 13 gacaaggaca 10

<210> 14
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36
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<211>10
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 14
caaaatccag

<210> 15

<211>10

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 15
caaaatccag

<210> 16

<211>12

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 16
tcagctcgtc aa

<210> 17

<211>12

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 17
tcagctcgtc aa

<210> 18

<211> 14

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 18
ttgtggtaag ttat

<210> 19

<211> 14

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 19
ttgtggtaag ttat

<210> 20

<211>21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 20
ttaacggtaa ggtgctgttg t

<210> 21

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 21
tttaacggta aggtgctgtt gt

<210> 22
<211>23
<212> ADN

10

10

12

12

14

14

21

22
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<213> Homo sapiens

<400> 22
gaggataaag ttttaactgt ggt

<210> 23

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 23
gaggataaag ttttaactgt ggt

<210> 24

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 24
caacctgact tcccggggca tgga

<210> 25

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 25
caacctgact tcccggggca tgga

<210> 26

<211>12

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 26
tatctgaact tg 12

<210> 27

<211>12

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 27
tatctgaact tg 12

<210> 28

<211>19

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 28
aagaaaaact tgtcatcag

<210> 29

<211>19

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 29
aagaaaaact tgtcatcag

<210> 30

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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23

24

24
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19
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<400> 30
ctttgtacag gagaatatta 20

<210> 31

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 31
ctttgtacag gagaatatta 20

<210> 32

<211> 40

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 32

tttitggata ggtattggtg gatttatggt gcggcaaaga 40

<210> 33

<211> 40

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 33

tttitggata ggtattggtg gatttatggt gcggcaaaga 40

<210> 34

<211>24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 34
cttgtacaat taatggcaca tgga 24

<210> 35

<211>24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 35
cttgtacaat taatggcaca tgga 24

<210> 36

<211>53

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 36
agcacagctt gctttggggt caaacgtgga tcagcagcct cttggtcagt aaa

<210> 37

<211>53

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 37
agcacagctt gctttggggt caaacgtgga tcagcagcct cttggtcagt aaa

<210> 38

<211>12

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 38
cactgcatcc cc 12

19

53

53



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 548 690 T3

<210> 39

<211>12

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 39
cactgcatcc cc 12

<210> 40

<211>12

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 40
ttcctaagtg ga 12

<210>41

<211>12

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 41
ttcctaagtg ga 12

<210> 42

<211>10

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 42
tcetectget 10

<210> 43

<211>10

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 43
tcetectget 10

<210> 44

<211> 15

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 44
acagaatcct gaagg 15

<210> 45

<211> 15

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 45
acagaatcct gaagg 15

<210> 46

<211> 42

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 46
agggcatcat ggaggaggat gaggcctgeg ggegecagta ca

<210> 47

20
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<211> 42
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 47
agggcatcat ggaggaggat gaggcctgeg ggegecagta ca

<210> 48

<211>12

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 48
gtgtttgtaa gc 12

<210> 49

<211>12

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 49
gtgtttgtaa gc 12

<210> 50

<211>19

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 50
ccatgatcct gtctgeggt 19

<210> 51

<211>19

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 51
ccatgatcct gtctgeggt 19

<210> 52

<211>15

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 52
tgctggacta accct 15

<210> 53

<211>15

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 53
tgctggacta accct 15

<210> 54

<211>11

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 54
ttttaatagc t 11

<210> 55
<211>11
<212> ADN

21

42
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<213> Homo sapiens

<400> 55
ttttaatagc t 11

<210> 56

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 56
tgaacacgca ccctgataag ctgcg 25

<210> 57

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 57
tgaacacgca ccctgataag ctgcg 25

<210> 58

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 58
gtaaaacgac ggccagtgcc cttccaccct agttcttc

<210>59

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 59
gtaaaacgac ggccagtctg ttgggtgtct accttcec

<210> 60

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 60
gtaaaacgac ggccagtgtg cctggagaaa cctctcac

<210>61

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 61
cacctcagtg ttctacgcca g 21

<210> 62
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38
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<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 62
cgccgeegag attaattg 18

<210> 63

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 63
gtaaaacgac ggccagtgag acggaccggg taggg

<210> 64

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 64
ctgcggaagc agaacctg 18

<210> 65

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 65
cacaagatgg ctcggaagac 20

<210> 66

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 66
gtaaaacgac ggacagtcta gatccttcca gagggcac

<210> 67

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 67
gtaaaacgac ggccagtcct gacactcaaa cccaacag

<210> 68

35
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38
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<211>21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 68
gagtgaggtc agggtctcca g 21

<210> 69

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 69
gagaaccata gagccactcg g 21

<210>70

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 70
gtaaaacgac ggccagtgtg ggtgtctgta tccaaggg

<210>71

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 71
gtaaaacgac ggccagttga agggagtaga ctgaccctg

<210>72

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 72
ggacagctct gaggaggaag ag 22

<210>73

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 73
gtaaaacgac ggccagtcca acctctgecc tatgtetg

<210> 74

24
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<211> 38
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 74

gtaaaacgac ggccagtagt gctgaggcca acaaattc

<210> 75

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 75
agtcgtagag gctatgetgg ¢ 21

<210>76

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 76
gtaaaacgac ggccagttcg gccatacagg tgctattc

<210> 77

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 77
aggtgctttg ggaagagctg 20

<210> 78

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 78
gtaaaacgac ggccagtaag gcccaggtgt tcacag

<210>79

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 79
aggaaatgat tcctgtgccg 20

<210> 80

25
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<211> 38
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 80
gtaaaacgac ggccagtacg tgccttgtce tgctttag

<210> 81

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 81
tatctcttgt ttcgggttgg g 21

<210> 82

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 82
gtaaaacgac ggccagtatg gaccttcatg gtctccc

<210> 83

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 83
gtaaaacgac ggccagtcaa cagctatgca cttgagce

<210> 84

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 84
gagcagcagg cagtggttag 20

<210> 85

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 85
aacttggagg atggctttgt g 21

<210> 86
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<211> 38
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 86
gtaaaacgac ggccagtagt gaaggcctac tgggattg

<210> 87

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 87
gtaaaacgac ggccagtgcc aaatgctctg ttctctgg

<210> 88

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 88
gtaaaacgac ggccagtctc ttccagaaag getccacc

<210> 89

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 89
gtaaaacgac ggccagtaga cttgccgacc tgtacgac

<210> 90

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 90
gtcctgtagc tgtgtggatg ¢ 21

<210>91

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 91
gtaaaacgac ggccagtaaa gttgtgcatt acgccaag

<210> 92
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<211> 38
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 92
gtaaaacgac ggccagtctg ctacctggag ctattccc 38

<210> 93

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 93
cctgacccag gacttggag 19

<210>94

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 94
tttaccacct ggagaagcag ac 22

<210> 95

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 95
gtaaaacgac ggccagtgca gtgctgtctg tgccte 36

<210> 96

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 96
gtaaaacgac ggccagtcca gctctccaag tacccag 37

<210> 97

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 97
gacgcccgac tctttagtgg 20

<210> 98
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<211> 39
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 98
gtaaaacgac ggccagtgcg acagaataag acttcgtcc 39

<210> 99

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 99
gtaaaacgac ggccagtaac tcagactgga gggagcc 37

<210> 100

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 100
gtaaaacgac ggccagtcag ttgtcctgga gecacc 36

<210> 101

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 101
gtaaaacgac ggccagtcaa gectgaggte tgttcagg 38

<210> 102

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 102

ctcagcttgt gagtagcagc c 21
<210> 103

<211>39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 103
gtaaaacgac ggccagttgce ctctgacagg tgagtaagg 39

<210> 104
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<211>21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 104
aggccttaaa tagggaaacg g 21

<210> 105

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 105
gtaaaacgac ggccagtccg agcegegtatt aacgag

<210> 106

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 106
gagatgaccg tgagacacct g 21

<210> 107

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 107
gtaaaacgac ggccagtctt ataatagggc cggtgctg

<210> 108

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 108
accctagcag gtaaagggag g 21

<210> 109

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 109
atgtcggtgt cagagctgaa g 21

<210> 110

30
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<211> 38
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 110
gtaaaacgac ggccagtctc gctttcatat ttccgtce

<210> 111

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 111
tcaggcatgt tcagagagca g 21

<210> 112

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 112
gtaaaacgac ggccagtgaa tgtggcagga ccgag

<210> 113

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 113
cgagtcctca ctetgecttt ¢ 21

<210> 114

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 114
tctggatctc agctggattt g 21

<210> 115

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 115
gtaaaacgac ggccagtcce acctggtcag agtaaacag

<210> 116
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<211> 35
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 116
gtaaaacgac ggccagtagt gggcagctce cgtag

<210> 117

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 117
gtaaaacgac ggccagttgg tcccactgaa tacccac

<210> 118

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 118
gtaaaacgac ggccagtcac agggcaggtt ggagg

<210> 119

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 119
gtaaaacgac ggccagttce ttccaccaca actcacag

<210> 120

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 120
gtaaaacgac ggccagtaca ggctgggcect caaac

<210> 121

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 121
agggccaagg ttggaatg 18

<210> 122
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<211> 38
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 122
gtaaaacgac ggccagtgag gtcacacctg ggacagag

<210> 123

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 123
agccagtctc caggcacc 18

<210> 124

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 124
gtaaaacgac ggccagtctc ctcacacgca cttcacc

<210> 125

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 125
gtaaaacgac ggccagtgag aacggacaac ctcactcc

<210> 126

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 126
ttctactcag cacccagacc ¢ 21

<210> 127

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 127
agcttggact gcacatctgg 20

<210>128
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<211> 38
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 128
gtaaaacgac ggccagtgag gaagggtcct ctectgte

<210> 129

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 129
acatctggca gctgaggagt ¢ 21

<210> 130

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 130
gtaaaacgac ggccagtctc ctetgececte ctece

<210> 131

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 131
ccaagcctgg cagaggag 18

<210> 132

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 132
caacctgtcc tccagtgcc 19

<210> 133

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 133
gtaaaacgac ggccagtaga ggccaaaccc accac

<210> 134
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<211>20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 134
tgtggtagat gctgectgtg

<210> 135

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 135

ES 2 548 690 T3

20

gtaaaacgac ggccagtcaa cccgaatagg agaaggg 37

<210> 136

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 136
caacccgaat aggagaaggg

<210> 137

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 137
cccactactg cttgctcagg

<210> 138

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 138
ttgggaatta ggcttctgct g

<210> 139

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 139
gcctcagcaa caggaatgg

<210> 140
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<211> 38
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 140

gtaaaacgac ggccagtaga gctgaacaca gtgcttgg

<210> 141

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 141
gtaaaacgac ggccagtcce tacceggtce gtcte

<210> 142

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 142
ggttcagcac cagcaggg 18

<210> 143

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 143
gtaaaacgac ggccagtgec cacctgtgtg gaagtag

<210> 144

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 144
gtaaaacgac ggccagtctc ctgaccgteg tgtge

<210> 145

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 145
ccatcctttc cagggaggta g 21
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<210> 146

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 146
gacaagggct gctctcctg 19

<210> 147

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 147
gtaaaacgac ggccagtacc gaaagaaata aagcggtg

<210> 148

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 148
gtaaaacgac ggccagtaaa gcccgaagct aggaactc

<210> 149

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 149
cctgectagg acagagtttg g 21

<210> 150

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 150
cttcctgcac agaaaggctg 20

<210> 151

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 151
gtaaaacgac ggccagtttg tcacttgcgce tgaagaag
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<210> 152

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 152
aaaggcctgg atgtactcac g 21

<210> 153

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 153
ttgccatgtc tctgtcctag c 21

<210> 154

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 154
gtaaaacgac ggccagtgtc tccgacagac aggacacc

<210> 155

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 155
gactgcctga gacagaaacc ¢ 21

<210> 156

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 156
gtaaaacgac ggccagtagg tgctctgtga gacattcg

<210> 157

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 157
gtctcaaccc atccaccctt ¢ 21
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<210> 158

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 158
gtaaaacgac ggccagttcc agaatccaga geatctce

<210> 159

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 159
gtgacacccg tgacaaggag 20

<210> 160

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 160
gtaaaacgac ggccagtgtc catgcttgaa cttiggagg

<210> 161

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 161
acaagggcac ctcctaccag 20

<210> 162

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 162
gtcagcttct cccaggcttc 20

<210> 163

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 163
gtaaaacgac ggccagtcge cctggtctca agtcatag
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<210> 164

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 164
gtaaaacgac ggccagtctc gtggetctgg gaagte

<210> 165

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 165
tgccagagaa cagagcattt g 21

<210> 166

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 166
aagcctgtce cgtgtctact g 21

<210> 167

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 167
tagtggaaga gcttgttgge g 21

<210> 168

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 168
ggaagaccct gagctgcac 19

<210> 169

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 169
gtaaaacgac ggccagtgta gcagtcgetg acatcctg
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<210> 170

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 170
aacacctgtg atctggaagg ¢ 21

<210> 171

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 171
acacatacac acacgtgctc ¢ 21

<210> 172

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 172
gtaaaacgac ggccagtctc gaggcacaga cagcac

<210> 173

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 173
gtaaaacgac ggccagtcag gcgatgaggg aactg

<210> 174

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 174
cgaaatacag gttcctcctg ¢ 21

<210> 175

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 175
tgaccgtagt cctcgtagct g 21
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<210> 176

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 176
gtaaaacgac ggccagtacg tcggtcaggce tgatctc

<210> 177

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 177
aactctctga ggctgcaagg 20

<210> 178

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 178
gctagaaaca gectaggeca ¢ 21

<210> 179

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 179
ctgaacagac ctcaggcttg g 21

<210> 180

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 180
tccctcagag tcccaagagg 20

<210> 181

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 181
gtaaaacgac ggccagtggt agggaaggcea gagatgtg
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<210> 182

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 182
tgggttcaga ccctgacttg 20

<210> 183

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 183
gtaaaacgac ggccagtatg accggcttgg aggac

<210> 184

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 184
gacacaggag gagaggtcgg 20

<210> 185

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 185
gtaaaacgac ggccagttct gctacagtct cggcaaag

<210> 186

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 186
ctccctttac ctgctagggt g 21

<210> 187

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 187
gtaaaacgac ggccagtgtc agccagaaca ggtegtc
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<210> 188

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 188
gtaaaacgac ggccagtgag gcggccattt ctctttac

<210> 189

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 189
tacggccctt tagagatgtg g 21

<210> 190

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 190
gtaaaacgac ggccagtact ccagtctcag gdccatc

<210> 191

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 191
cagagtgagg actcgggatg 20

<210> 192

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 192
gtaaaacgac ggccagtcac tcagectgtg tctgtgg

<210> 193

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 193
gtaaaacgac ggccagtctt gatggagaac ggtctgtc
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<210> 194

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 194
caacactttg tgctggttce ¢

<210> 195

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 195
agtaggagct gatgctgcga g

<210> 196

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 196
gaggagcttg ttgttgggaa g

<210> 197

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 197
taaaggacag gtggaaggtg g

<210> 198

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 198
tggctgaacc tctgactcta g

<210> 199

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 199
cttcctgacc acctegtcte
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<210> 200

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 200
gtaaaacgac ggccagtgct gactgcacca gtggg

<210> 201

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 201
tacttccagg cctgagacac ¢ 21

<210> 202

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 202
gtaaaacgac ggccagtcac acggtcaggt cacacttc

<210> 203

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 203
cctccttaga cctcagcaac g 21

<210> 204

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 204
gagaaagcag ggacaggaca c 21

<210> 205

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 205
gtaaaacgac ggccagtaac tgggtgcagce tggaatac
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<210> 206

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 206
gtaaaacgac ggccagtagc atgcatccac tcaggtc

<210> 207

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 207
agcagcagct gggtctctg 19

<210> 208

<211>35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 208
gtaaaacgac ggccagttcc tgcacccact tctge

<210> 209

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 209
cgtcgttgta gaagcccg 18

<210> 210

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 210
gtaaaacgac ggccagtgtt tgaggttcgt ttctgeg

<210> 211

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 211
gtaaaacgac ggccagtaca aagatagggt ggtcaggg
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<210> 212

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 212
caaccaggtc cagccacata g 21

<210> 213

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 213
gtaaaacgac ggccagtgta cagggccagc aggatg

<210> 214

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 214
atcttggcca gggtggag 18

<210> 215

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para pcr

<400> 215
gtaaaacgac ggccagtgca cctagaacgg tgcagag
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REIVINDICACIONES
1. Un método para el diagnéstico del cancer colorrectal en un ser humano, que comprende las etapas de:
determinar en una muestra de ensayo con respecto a una muestra normal del ser humano, una mutacion
somatica en el gen KRAS o su ARNm o proteina codificados, estando dicha mutacion en el codén K117;
identificar la muestra como cancer colorrectal cuando se determina la mutacion somatica.

2. El método de la reivindicacion 1 en el que la mutacién es K117N.

3. El método de la reivindicacion 1 en el que la muestra de ensayo es una muestra de tejido colorrectal o una
metastasis sospechosa de cancer colorrectal.

4. El método de la reivindicacion 1 en el que la muestra normal es una muestra de tejido colorrectal.

5. Un método para estratificar canceres colorrectales para someter a ensayo agentes terapéuticos anticancer
candidatos o conocidos, que comprende las etapas de:

determinar, en una muestra de ensayo con respecto a una muestra normal del ser humano, una mutacién
somatica en el gen KRAS o su ARNm o proteina codificados, estando dicha mutacion en el codéon K 117;
formar un primer grupo de canceres colorrectales que tienen la mutacion somatica;
comparar la eficacia de un agente terapéutico anticancer candidato o conocido en el primer grupo con respecto a
la eficacia en un segundo grupo de canceres colorrectales que no tienen la mutacion somatica;
identificar una mutacion somatica que se correlaciona con el aumento o la disminucién de la eficacia del agente
terapéutico anticancer candidato o conocido con respecto a otros grupos.

6. El método de la reivindicacién 5 en el que la muestra de ensayo es una muestra de tejido colorrectal.

7. El método de la reivindicacion 5 en el que la muestra normal es una muestra de tejido colorrectal.

8. Un método para caracterizar un cancer colorrectal en un ser humano, que comprende las etapas de:

determinar, en una muestra de ensayo con respecto a una muestra normal del ser humano, una mutacién
somatica en el gen KRAS o su ARNm o proteina codificados, estando dicha mutacién en el codon K117.

9. El método de la reivindicacion 8 en el que la muestra de ensayo es una muestra de tejido colorrectal o una
metastasis sospechosa de cancer colorrectal.

10. El método de la reivindicacién 8 en el que la muestra normal es una muestra de tejido colorrectal.
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EXPLORACION
DEL DESCUBRIMIENTO
A
SECUENCIA DE CODIFICACION CONSENSO DEL GENOMA
HUMANO 14.661 TRANSCRITOS DE 13.023 GENES
1
SECUENCIAS DE CODIFICACION DE EXTRACTO
DE PROTEINA - 120.839 EXONES DIFERENTES
I ra
DISENO DE CEBADORES PARA AMPLIFICACION
POR PCR Y SECUENCIACION DE EXONES
DE CODIFICACION SECUENCIA DIANA
DE 21 MB 135.483 PARES DE CEBADORES
]
AMPLIFICAR Y SECUENCIAR ADN TUMORAL
(11 TUMORES DE MAMA,11 TUMORES COLORRECTALES,
2 MUESTRAS NORMALES) SECUENCIA TUMORAL TOTAL ,
DE 465 MB FRACCION
DE MUTACIONES
I . RESTANTES 100 %
ENSAMBLAR DATOS DE SECUENCIAS E IDENTIFICAR . .
SUPUESTAS MUTACIONES 816.986 0
SUPUESTAS MUTACIONES OBSERVADAS 100%
| 259.957 CAMBIOS SILENCIOSOS EXCLUIDOS 68,2 % | 682%
. [ 163.006 CAMBIOS PRESENTES EN MUES TRA NORMAL EXCLUIDOS 48,2 % I 48,2% '
—.-l 11.004 POLIMORFISMOS CONOCIDOS EXCLUIDCS 46,9 % I 46’9% .
{ > | 353,738 CANBIOS EXCLUIDOS DESPUES DE INSPECCION VISUAL 3.6 % | 3 6%
I RESECUENCIAR ADN TUMORAL PARA CONFIRMAR LAS 29.281 MUTACIONES RESTANTES ]
_..l 9.205 MUTACIONES SIN CONFIRMAR EXCLUIDAS 2,4 % ' J 2,4%
ADN DE CELULAS NORMALES EMPAREJADO CON
SECUENCIA DEL PACIENTE PARA DETERMINAR SI LAS
19.986 MUTACIONES RESTANTES ERAN SOMATICAS
___,I 18.414 VARIANTES DE LA LINEA GERMINAL EXCLUIDAS 0,19 % | 0.19%
L
__._.I 265 CAMBIOS DE REGIONES ALTAMENTE RELACIONADAS EXCLUIDOS 0,16 % I {},15'%
I 1.307 MUTACIONES SOMATICAS EN 1.140 GENES |
Y

ALAFIG.1B

FIG. 1A
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DE LAFIG. 1A

EXPLORACION
DE VALIDACION

A

R
EVALUAR LA FRECUENCIA DE MUTACION GENETICA
Y ESPECTRO POR SECUENCIACION DE 24 MUESTRAS
ADICIONALES DEL TIPQ DE TUMOR AFECTADO SECUENCIA
DIANA DE 3 MB SECUENCIA DE TUMORES TOTAL DE 77 MB
FRACCION
T DE MUTACIONES
ENSAMBLAR DATOS DE SECUENCIAS E IDENTIFICAR RESTANTES 100 %
SUPUESTAS MUTACIONES 133.693 SUPUESTAS MUTACIONES '—“0—

OBSERVADAS 100%
.......,l 41,586 CAMBIOS SILENCIOSOS EXCLUIDOS ! 88 ,g%
_ - 18.198 VARIANTES DE LA LINEA GERMINAL EXCLUIDAS 55.9%

: vy
_..I 68.961CAMBIOS EXCLUIDOS DESPUES DE INSPECCION VISUAL I CAT%

’

RESECUENCIAR ADN TUMORAL PARA CONFIRMAR LAS 4.948 MUTACiONES RESTANTES l

._.__,.l 2.345 MUTACIONES SIN CONFIRMAR EXCLUIDAS 19%

i

ADN DE CELULAS NORMALES EMPAREJADO CON SECUENCIA DEL PACIENTE
PARA DETERMINAR S| LAS 2.603 MUTACIONES RESTANTES ERAN SOMATICAS
_...._.'_.,.1 2.402 VARIANTES DE LA LINEA GERMINAL EXCLUIDAS | 0.42%
L]
» 1 196 CAMBIOS DE REGIONES ALTAMENTE RELACIONADAS EXCLUIDOS I {),2}'%
I ) 365 MUTACIONES SOMATICAS EN 236 GENES I

FIG. 1B
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113 TRANSCRITOS DE GENES
DUPLICADOS DE 101 GENES

CODSH41071 SHORN

CCDS25.1 AKIP CCDS7123.1 MRC1
CCDSTB4.1 AMYI A CCDS7221.1 DKFZP566K0524 (CCD314108.1 CSF2RA
(CCDSE34.1 HIST2H2AA ~ CCDS7360.1 SF TPA2 (CDS14109.1 CSF2RA
CCDS935.1 HIST2H4 GCDS7361.1 SF TPAY CCDS14110.1 CSF2RA
CCDS1530.1 FLJ13840  CCDS7793.1 C11orf17 CCDS14111.1 CSF2RA
CCDS1534.1 FLJ32421  CCDS8378.1 APOAT CCDS141121.CSF2RA
CCDS1536.1 DISP1 CCDS10320.1 RPS17 GCDS14113.1'IL3RA
CCDS1999.1 PL GL (CCDS10638.1 EIF3S8 CCDS14114 1 SLC25A6
CCDS2082 1 RANBP2L1  CCDS10648.1 MGC5178 CCDS14115.1 P2RYB
CCDS2083.1 RANBP2L1  CCD'S10649.1 MGC5178 CCDS14116.1 DXYS135E
CCDS2084.1 LIMS3 CCD510652.1 FLJ35681 CCDS14117.1 ASMT
CCD82162.1 CFCA CCDS10874.1 SULT1A3 CCDS14118.1 BED!
CCDS2551.1 THAP4 CCDS10886.1 LOC34817 4 CCDS14119.1 CD9A
CCDS2552.1 DTYMK CCDS11309.1 MGC44903 CCDS14285.1 LOC389852
CCDS2738.1 CCRS CCDS11310.1 CCLAL! CCDS14292.1 S5X4
(CDS2999.1 NDUFB4 CCDS1311.1 CCLALA CCDS14324.1 GAG E4
CCDS3000.1 HGD CCDS511325.1 TBC1D3 CCDS14338.1 MAGED4
CCDS3308.1 PPPIR2 CCDS11382.1KA3 5 (CCDS14339.1 XAGE2
CCDS3524.1 UGT2B1S  CCOS1462.1 MGC20235 CODS14340 1 XAGE1
CCDS3636.1 TMSL3 CCOS117687.1 P4HB ‘CCD314341.1 XAGE
CCDS43¢7.1 THOC 3 CCDS11790.1 NPB CCDS14344.1 S3X%2
CCDS4781.1 BAK1 CCDS11791.1 PCYT2 CCDS143451 §3%2
(CCD853021 CBorf123  CCDS1791.1SIRTT CCDS14348 1 TMEM29
CCDS5546.1 TRIMSOC CCDS11794.1 PYCR1 (CDS14422.1 DMRT Cf
(CCDS3967.1 SPAGH CCDS11795.1 PYCR1 CCDS14497 1 NXF2
CCDS59681 DEFB106  CCDS11931.1 TGEBIC CCDS14594.1 PEPP-2
CCDS5369.1 DEFB105 ~ CCDS13821.1 GSTT2 CCDS14651.1 MGC27005
(CDS5670.1 DEFB103A  CCDS14103.1 PLCXD1 CCDS14671.1 SPANXB1
CCOS6417.1L0C51236 ~ CCDS14104.1 PrdE CCDS14674.1 SPANXA1
(GCDS6420.1 DGAT CCDS14105.1 PrdB CC0S14688.1 LW
(CDS86421.1 SCRT1 CCDS14106.1 SHOX CCDS14691.1 MAGEAS
CCDS6620.1 ANKRDZ0A CCDS14709.1 MAGEAZB
CCDS7037.1 DKFZP761H17T10 CCDS14713.1 MAGEA?
CCDS14714.1 LOGC3B3903
CCDS14743.1 OPN1MW
oo
T~ i o
CCDS14780.1 HSFY1 SOSHTLILS
CCDS14791.1 HSFY?
CCDS14796.1 RBMY1A1
CCD514798.1 RBMY1F
CCDS14799.1 PRY
CCDS14800.1 BPY2

CCDS14801.1 CDY1
CCDS14802.1 COY1

A LA FIG. 4B
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DE LA FIG. 4A

31 TRANSCRITOS DE GENES
DE CROMOSOMA Y DE 27 GENES

CCDS14772.4 SRY

CCDS14773.1 RPS4Y1

CCDS14774.4 ZFY

- CCDS147751 TGIF2LY
CCDS14776.1 PCDHITY
CCDS14777.1 PCOH1TY
CCDS14778.1 AMELY
CCDS14773.1 TBL1Y
CCDS14780.1 PRKY
€CDS14781.1 USPSY
CCDS14782.1 DDX3Y
CCDS14783.1 UTY
CODSH4T841 UTY
CCD514785.1 UTY
CCDS14786.1 TMSB4Y
CCDS14787.1VOY
(CDS14788.1 NLGN4Y

- CCDS14792.1 BCORL2

€CDS14793.1 CYorf15h

CCDS14794.1 SMCY

CCDS14795.1 EIF 1AY

CCDSHTITATITYS

FIG. 4B
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Tabla 3. CLASIFICACION FUNCIONAL DE GENES CAN*

Canceres de mama Canceres colorrectales

Puntuaciones de genes CAN y CaMP Puntuaciones de genes CAN y CaMP

Adhesién y motilidad celular
(ejemplos: proteina de union citoesguelética go:0008092, adhesion celular go:0007155, actividad de metalopeptidasa go:0008237)

FING 34 TMPRSSE 20 RAPHI 14 PKHDf 35 CNTN4 1§
MYHI 21 COLUIAT 18 PCOMBIS 14|  ADAMTSLY 33  CHLI 13
SPTANI 28 DNAHO 17 CMYAl 14 OBSCN 30 HAPLNT 12
DBNI 75 OBSCN 17 MACFI 13|  ADAMWTS1S 27 MGC3M07 12
TECTA 24 COLIAf 15 SYNE2 13| MMP? 23  MAPZ 10
ADAMT2 23 MAGEE? 13 NRCAM 11 ML 02
GSN 72 CDHI0 15 COL19A1 11 EL 20
COH0 22 SULF2 15 SEMASB 11 ADAM2Y 2D
BoN 21 CNTNG 14 TTGA9 1 cSiD3 19
ICAMS 21 THBSY 14 ADATSIS 13

Transduccion de seiiales _
(ejemplos: cascada de sefializacion intracelular go:0007242, actividad del receptor go:0004872, regulador de la gtpasa go:0030685)

VEPH1 %1 PFC 1,5 PRPF4B 13 APC  >10 PTPRD 22
SBNOf 21 GABI 1,5 CENTGT 1.3 KRAS ~ >10  MCP 2,
DNASEILY 1,9 ARHGEF4 14 MAPIKE 1,3 EPHAS 42  NF1 18
RAPIGAT 18  NALPE 14  APG2 13 GUCYIA2 35 PIPRU 14
EGFLE 18  RGLT 14 STARDE 1.2 EPHBE 35  CD109 1,3
AMER 1,7 PPMIE 14 PIPN14 1,1 TGFBR2 29  PHP 1,2
CENTBT 1, PKORES 14 IRTA2Z 1,1 GNAS 26
GPNMB 1,7 CNNM4 1,3 RASGRF2 1,1 RET 23
INHBE 17  ALS2CL 13 MIMR3 1,1 P2RY14 22
FLJ10458 16  RASAL2 1,3 LGR6 22

Regulacioén de la transcripcion

(ejemplas: regulacién de la transcripcion go:0045449, subtipo ¢2h2 de dedo de cinc ipr007088)

TPS3 >0 CHDS 18 ZfP64 1A TP53  >10  2ZNF442 1,9
FLJ13479 34 Clc 1,7 INF369 14 SMAD4 46 SMAD3 1,9
SiX4 % KEAPT 1,6 EHMT1 1,% MLL3 g,? EYM 15
KIAA0934 HOXA3 19 ZFYVEZS 1, TBX22 33 PKNOX! 1,4
LRRFIPT 24  TCF1 16 BCL1TIA 1,1 SMAD2 31  MKRN3 1
GLf 23 HDAC4 1,6 ZNF18 1,1 TCFIL2 28

RFX2 21 MYOD1 15 HISTIHIB 25

ICSL3 18  NCOAE 1,5 RUNXTT1 24

ALAFIG. 7B
FIG. 7A
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DELAFIG. TA
Transporte
(ejemplos: actividad del transportador de iones go:0015075, actividad del canal iénico abierto por ligando go:0015276, actividad del vehicule go:0005386)

ATPEBf 3,0 ABCBE 1,7 ABCBIO 14 ABCA1 28  Chorf23 1,1
CUBN 25 KPNAS 1,7 SCNN1B 13 SLC29AT 1.3 .
GRINZD 24  ABCA3 17 NUP133 1,1 SCN3B 1,8

HOLBP 2,2 SLC942 16 P2RX7 13

NUP214 18  SLCBA3 1,5 KONQS 1,2

Metabolismo celular
(ejemplos: metabolismo de compuestos aromaticos go:0006725, generacion de metabolitos precurscres go:0016445, biosintesis go:0009058)

ACADM 2,0 NCBSOR 1,7 PHACS 14 UQCRG? 1,9
PRPST 18  ASL_ 1§ XDH 13 l ACSLS 18
CYPIAT 1,7 GAINTS 14 GALNS 122

Tréafico intracelular
(ejemplos; secuencia de direccionamiento del reticulo endoplasmatico ipr000886, fusion de membrana go:0006944)

OTOF 22 PLEKHAB 18  KINt- 15 SYNEf 23 PRKD! 19
LRBA 2,1 LOCZ83349 17  GGA1 14 SECELY 22 LRP2 12
AEGP 18 SORLI 17 SDBCAGB4 2,2

Metabolismo del ARN

(ejemplos: procesamiento de arn go:0008353, seleccion del sitio de corte y empalme de arn go:0006376)

Ctdorif55 33  RNU3IP2 17  KIAAO4Z7 1,5| SFRS6 1,3
SP110 18 C22rf19 1,5  DOX10 13

Otros :
(ejemplos: respuesta al estimulo del dafio en adn go:0006874, ubiquitinacion de proteinas go:0016567)
FLJ40869 21 SERPINB! 14 FBYW? 51 KBIRS3 12
- BRCAT ) UHRF2 16 CD248 1,2
MRE11A 1,6 LMO7 13 ERCCE 1,0
Desconocido
KIAA1632 24  KIAAO%SS 13 Cl0ort137 2,7 KIAAM409 16
MGC24047 2, LOC157687 2,0  CfSorf2 1,0

*Los genes CAN se asignaron a clases funcionales usando grupos de ontologia genética (go),
dominios interpro y bibliografia disponible. los grupos de go y dominios de interpro representativos

se enumeran para cada clase.
FIG. 7B
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TABLA 52A. CARACTERISTICAS DE LAS MUESTRAS DE CANCER COLORRECTAL

L Ubicacion - -
del pacEio{all?t{:r {aios) Sexo [:':l'::;{ﬂ] “g:a;:::;r Ecslitl?i{(l:tr} e :':I::slra Exploracidn

Covd 35 Metastasiz hepatica Sigmoideo I Linea celular Descubrimierto
Cn3z 45 Metastasis hepatica Colon derecho I Linea celular Descubrimiento
Zol03 T Metastasis hepstica Colon derecho [ Linea celular Descubrimienta
P22 GE Metastasis hepstica Desconocido I ¥enoinjerto Descubrimiento
2y 74 Metastasis hepstica Colon derecho I ¥enoinjerto Descubrimiento
30 G2 Metastasis hepstica Sigmoideo I ¥enoinjerto Descubrimiento
fl 32 56 Metastasis hepstica Colon derecho I ¥enoinjerto Descubrimiento
hix3E GY hd Metastasis hepstica Recto [ ¥enainjerto  Descubrimienta
Ikd a7 1] Metastasis hepstica Colon derecho I ¥enoinjerto Descubrimiento
ffd 2 72 1] Metastasis hepstica Colon izguierdo I ¥enoinjerto Descubrimiento
hx43 72 I Metdstasis hepatica Sigmoideo I% ¥enoinjerto  Descubrimiento
Zayg a1 hd Metdstasiz en ganglios linfaticos  Colon derecha [ Linea celular  alidacian
CoS2 a0 F Tumor colarrectal primarios Colon derecho I% Linea celular Walidacion
Cod4 40 h hetdstasiz en ganglios linfaticos  Colon derecho m Linea celular  %alidacion
o34 45 h hetastasiz en ganglios linfaticos Recto [ Linea celular  %alidacion
M=3 G4 I Tumor colarrectal primarios Colon derecho I% wenainjerto Walidacion
M=5 [5] I Tumor colarrectal primarios Rectal I% wenainjerto Walidacion
Tl 26 45 F Metdstasis hepatica Colon derechio [ ¥enoinjerto Walidacion
Pl 29 a1 h Metdstasis hepatica Colon iZzguierdo [ ¥enoinjerto Walidacion
Pt 31 a0 h Metdstasis hepatica Recto [ ¥enoinjerto Walidacion
Ml 34 a2 F hetdstasiz en ganglios linfaticos  Colon derecho [ ¥enoinjerto Walidacion
Ml 35 a7 F hietastasis pulmonar Recto [ ¥enoinjerto Walidacion
Mt 400 75 F hetdstasiz en ganglios linfaticos  Colon derecho m ¥enoinjerto Walidacion
Ml 45 &7 F Metdstasis hepatica Colontranzversal 1Y ¥enoinjerto Walidacion
Hx005 62 F Metdstasis hepatica Angulo esplénico 1Y ¥enoinjerto Walidacion
Hx169 63 h Metdstasis hepatica Recto [ ¥enoinjerto Walidacion
Hx172 59 F Metdstasis hepatica Desconocido [ ¥enoinjerto Walidacion
Hx174 73 F Metdstasis hepatica Sigmoiden [ ¥enoinjerto Walidacion
Hx135 39 F Metdstasis hepatica RectoSigmoiden IV ¥enoinjerto Walidacion
Hx135 &0 h Metdstasis hepatica IZzojuierda [ ¥enoinjerto Walidacion
Hx139 72 h- Metdstasis hepatica IZzojuierda [ ¥enoinjerto Walidacion
Hx190 73 h Metdstasis hepatica Derecha [ ¥enoinjerto Walidacion
Hx 206 a4 h Metdstasis hepatica Recto [ ¥enoinjerto Walidacion
Hx215 56 F Metdstasis hepatica IZzojuierda [ ¥enoinjerto Walidacion
Hx219 59 h Metdstasis hepatica Ciego [ ¥enoinjerto Walidacion
Hx220 a3 F Metdstasis hepatica Derecha [ ¥enoinjerto Walidacion
Hx223 45 F Metdstasis hepatica RectoSigmoiden IV ¥enoinjerto Walidacion

FIG. 9
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DE LA FIG. 14D

ES 2 548 690 T3
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FIG. 14F
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