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DESCRIPCION
Marcadores moleculares en cancer de préstata
La presente invencion se refiere a métodos para el diagnoéstico de cancer de préstata (PrCa).

En la poblaciéon masculina occidental, el cancer de prostata se ha convertido en un problema importante de salud
publica. En muchos paises desarrollados no es soélo el cancer mas frecuentemente diagnosticado sino que también
es la segunda causa principal de muertes relacionadas con el cancer en varones. Debido a que la incidencia del
cancer de prostata aumenta con la edad, el nimero de casos recién diagnosticados sigue aumentando a medida
que aumenta la esperanza de vida de la poblacion general. En los Estados Unidos, aproximadamente 218.000
hombres y en Europa aproximadamente 382.000 hombres son recién diagnosticados con cancer de préstata cada
afo.

Estudios epidemiolégicos demuestran que el cancer de prostata es una enfermedad indolora y que mueren mas
hombres con cancer de prostata que de él. Sin embargo, una fraccion significativa de los tumores se comporta
agresivamente y como resultado aproximadamente 32.000 hombres americanos y aproximadamente 89.000
hombres europeos mueren por esta enfermedad anualmente.

La alta tasa de mortalidad es consecuencia del hecho de que no existen opciones terapéuticas curativas para el
cancer de prostata metastasico. La ablacion de androgenos es el tratamiento de eleccion en hombres con
metastasis. Inicialmente, el 70 a 80% de los pacientes con enfermedad avanzada muestran respuesta al tratamiento,
pero con el tiempo la mayoria de los tumores se vuelven independientes de los andrégenos. Como resultado la
mayoria de los pacientes desarrollara enfermedad progresiva.

Dado que no existen opciones terapéuticas eficaces para el cancer de préstata avanzado, la deteccion precoz de
este tumor es fundamental y puede aumentar la tasa de éxito curativo. Aunque el uso rutinario de pruebas del
antigeno prostatico especifico (PSA) de suero sin duda ha aumentado la deteccion de cancer de prostata, uno de
sus principales inconvenientes ha sido la falta de especificidad. EI PSA del suero es un marcador excelente para
enfermedades de la préstata e incluso modestas elevaciones reflejan casi siempre una enfermedad o perturbacion
de la préstata como la hiperplasia prostatica benigna (BPH) y la prostatitis. Desde la aparicion de frecuentes pruebas
de PSA hace mas de 20 afios, la especificidad del PSA para el cancer ha disminuido debido a la seleccién de un
gran numero de hombres que tienen elevados de PSA debido a mecanismos no cancerosos. Esto da lugar a una
tasa de biopsia muy negativa.

Por lo tanto, se necesitan urgentemente pruebas moleculares (no invasivas), que pueden identificar con precision
aquellos hombres que estan en la fase inicial, el cancer de prostata clinicamente localizado y que se beneficiarian de
una supervivencia prolongada y de calidad de vida desde la intervencion radical temprana. Los biomarcadores
moleculares identificados en los tejidos pueden servir como blanco para nuevas pruebas moleculares basado en
fluidos corporales.

Un biomarcador adecuado preferentemente cumple los siguientes criterios: 1) debe ser reproducible (intra- e inter-
institucional) y 2) debe tener un impacto en la gestion clinica.

Ademas, con fines de diagnostico, es importante que los biomarcadores se prueban en cuanto a la especificidad en
los tejidos y la posible discriminacion entre el cancer de préstata, prostata normal y HPB. Ademas, cabe esperar que
ensayos de biomarcadores (multiples) mejoren la especificidad para la deteccion del cancer.

Teniendo en cuenta lo anterior, hay una necesidad urgente de biomarcadores moleculares de prondsticos para
predecir el comportamiento bioldgico del cancer y resultados.

Para la identificacion de nuevos marcadores experimentales para el cancer de prostata, es necesario estudiar
patrones de expresion en tejidos de prdstata malignos como no malignos, preferiblemente en relacion con otros
datos médicos.

Desarrollos recientes en el campo de las técnicas moleculares han proporcionado nuevas herramientas que
permitieron la evaluacion tanto de alteraciones gendmicas como de alteraciones proteémicas en estas muestras de
una manera integral y rapida. Estas herramientas han llevado al descubrimiento de muchos nuevos biomarcadores
prometedores para el cancer de prostata. Estos biomarcadores pueden ser instrumentales en el desarrollo de
nuevas pruebas que tienen una alta especificidad en el diagndstico y prondstico del cancer de proéstata.

Por ejemplo, la identificacion de diferentes anomalias cromosémicas como cambios en el nUmero de cromosomas,
translocaciones, supresiones, reconfiguraciones y duplicaciones en las células puede estudiarse usando analisis de
hibridacion fluorescente in situ (FISH). La hibridacion genémica comparativa (CGH) es capaz de identificar todo el
genoma para grandes cambios en el nimero de copias de la secuencia de ADN o supresiones mas de 10 millones
de pares de bases. Analisis de expresion diferencial, analisis en serie de expresion génica (SAGE), chips de
oligonucledtidos y chips de ADNc caracterizan perfiles de expresion génica. Estas técnicas se utilizan a menudo
combinado con chips de tejido (TMA) para la identificacion de genes que desempefian una funcion importante en
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procesos biolégicos especificos.

Dado que las alteraciones genéticas a menudo conducen a proteinas mutadas o alteradas, las vias de sefializacion
de una célula pueden ser afectadas. Eventualmente, esto puede llevar a una ventaja del crecimiento o la
supervivencia de una célula de cancer. La protedmica estudia la identificacién de proteinas alteradas en cuanto a
estructura, cantidad y modificaciones tras la traduccion. Proteinas relacionadas con la enfermedad pueden
secuenciarse directamente e identificarse en secciones de tejido completo intacto usando desorcidn-ionizacion
mediante laser asistida por matriz acoplada a un espectrémetro de masas en tiempo de vuelo (MALDI-TOF).
Ademas, Desorcion-ionizacion mediante laser asistida por matriz acoplada a un espectréometro de masas (MS) en
tiempo de vuelo (SELDI)-TOF puede proporcionar un perfil rapido de expresion proteica de células de tejidos y
fluidos corporales como el suero o la orina.

En los ultimos afios, estas herramientas moleculares han llevado a la identificacion de cientos de genes que se cree
que son relevantes en el desarrollo de cancer de prostata. No sélo estos resultados han llevado a una percepcion en
la iniciacién y evolucion del cancer de prostata, sino que también han demostrado que el cancer de prostata es una
enfermedad heterogénea.

Algunos tumores de prostata pueden ocurrir en la prostata de un solo paciente debido a la naturaleza multifocal de la
enfermedad. Cada uno de estos tumores puede mostrar diferencias notables en la expresion génica y el
comportamiento que se asocian con diferentes prondsticos. Por lo tanto, para predecir el resultado de la enfermedad
es mas probable que un conjunto de diferentes marcadores sea clinicamente importante.

Los biomarcadores pueden clasificarse en cuatro casos especificos de cancer de prostata diferentes: alteraciones
gendmicas, procesos bioldgicos especificos de cancer de prostata, modificaciones epigenéticas y genes expresados
Unicamente en cancer de prostata.

Uno de los factores de riesgo epidemiologico mas fuertes para el cancer de préstata es una historia familiar positiva.
Un estudio de 44.788 pares de gemelos en Dinamarca, Suecia y Finlandia ha demostrado que el 42% de los casos
de cancer de prostata fueron atribuibles a la herencia. Consecuentemente se ha observado mayor riesgo de la
enfermedad en hermanos de pacientes afectados en comparacion con los hijos de los mismos pacientes. Esto ha
llevado a la hipétesis de que hay un componente genético ligado a X o recesivo en el riesgo de cancer de prostata.

Exploraciones en el genoma completo en familias afectadas implicadas al menos en siete locus con sensibilidad al
cancer de prostata, HPC1 (1g24), CAPB (1 p 36), PCAP (1q42), ELAC2 (17p11), HPC20 (20913), 8 p22-23 y HPCX
(Xg27-28). Recientemente, se han asignado a estos locus tres genes experimentales de cancer de prostata
hereditario, ribonucleasa L dependiente de HPC1/2'-5'-oligoadenilato (RNASEL) en el cromosoma 1g24-25, gen del
fagocitador 1de macréfagos (MSR1) situado en el cromosoma 8p22-23 y HPC2/ELAC2 en el cromosoma 17p11.

Se ha estimado que genes con sensibilidad al cancer de préstata probablemente representan sélo el 10% de los
casos de cancer de prostata hereditario. Los canceres de préstata familiares son los mas probablemente
relacionados con los factores ambientales compartidos o con variantes genéticas o polimorfismos mas comunes.
Dado que dichas variantes pueden ocurrir con mucha frecuencia en la poblacién afectada, su impacto sobre el
riesgo de cancer de prostata puede ser sustancial.

Recientemente, se han estudiado polimorfismos en los genes que codifican el receptor del andrégeno (AR), 50-
reductasa tipo Il (SRD5A2), CYP17, CYP3A, receptor de vitamina D (VDR), PSA, GST-T1, GST-M1, GST-P1, factor
de crecimiento insulinico (IGF-1) y proteina de unién a IGF 3 (IGFBP3).

Estos estudios fueron realizados para comprobar si estos genes pueden predecir la presencia de cancer de prostata
en los pacientes indicados para las biopsias de préstata debido a concentraciones de PSA > 3 ng/ml. No se
encontraron asociaciones entre genotipos de AR, SRD5A2, CYP17, CYP3A4, VDR, GST-M1, GST-P1 e IGFBP3 y
riesgo de cancer de préstata. Solo los polimorfismos GST-T1 y IGF-I se encontraron que estaban moderadamente
relacionados con el riesgo de cancer de prostata.

A diferencia del gen de poliposis adenomatosa coli (APC) en cancer de colon familiar, ninguno de los genes y locus
con sensibilidad al cancer de prdstata mencionados es por si mismo responsable de la mayor parte de los canceres
de prostata.

Estudios epidemioldgicos apoyan la idea de que mas canceres de prostata pueden ser atribuidos a factores como la
raza, la forma de vida y la alimentacion. El papel de las mutaciones génicas en conocidos oncogenes y genes
supresores de tumores es probablemente muy pequefio en el cancer primario de prostata. Por ejemplo, la frecuencia
de las mutaciones de p53 en el cancer de prostata primario esta publicado que es baja, pero se han observado en
casi el 50% de los canceres de préstata avanzados.

La deteccion en hombres de la presencia de mutaciones o polimorfismos en el gen especifico del cancer es lenta y
costosa. Por ofra parte, es muy poco eficaz en la deteccion de canceres primarios de préstata en la poblacion
masculina general. Por lo tanto, no puede aplicarse como una prueba para la deteccion el cancer de prostata.
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El ADN mitocondrial esta presente en aproximadamente 1.000 a 10.000 copias por célula. Debido a estas
cantidades, mutaciones de ADN mitocondrial se han utilizado como blanco para el analisis de ADN del plasma y
suero de pacientes con cancer de prostata. Recientemente, se detectaron mutaciones de ADN mitocondrial en tres
de cada tres pacientes con cancer de préstata tenian las mismas mutaciones de ADN mitocondrial en su tumor
primario. Diferentes muestras de tumor urolégico deben estudiarse y mayores grupos de pacientes son necesarios
para definir la sensibilidad general del diagndstico de este método.

Las alteraciones criticas en la expresion génica pueden conducir a la evolucion del cancer de prostata. Alteraciones
de microsatélites, que son secuencias de ADN repetitivas polimodrficas, aparecen a menudo como pérdida de
heterocigosidad (PDH) o como inestabilidad de microsatélites. En el cancer de prdstata se conocen alteraciones
definidas de microsatélites. Hasta ahora, la utilidad clinica es insignificante. Los chips del genoma completo y de
SNP se consideran herramientas poderosas de descubrimiento.

Las alteraciones en el ADN, sin cambiar el orden de las bases en la secuencia, conducen a menudo a cambios en la
expresion génica. Estas modificaciones epigenéticas incluyen cambios tales como metilacion del ADN y la
acetilacion/desacetilacion de histonas. Muchos activadores de genes contienen regiones ricas en GC también
conocidas como islas de CpG. La metilacién anormal de islas de CpG da como resultado la transcripcién disminuida
del gen en el ARNm.

Recientemente, se ha sugerido que el estado de metilacion de ADN puede ser influenciado en primeros afios de vida
por exposiciones ambientales, tales como factores nutricionales o el estrés, y que esto lleva a un mayor riesgo de
cancer en adultos. Se han observado cambios en los patrones de metilacién del ADN en muchos tumores humanos.
Para la deteccion de la hipermetilacion del activador se utiliza una técnica llamada PCR especifica de metilacion
(MSP). En contraste con los analisis de microsatélites o PDH, esta técnica requiere una relaciéon de tumor a normal
de sélo 0,1-0,001%. Esto significa que utilizando esta técnica, pueden detectarse alelos hipermetilados en el ADN
del tumor en presencia de 10* -10° cantidades en exceso de alelos normales.

Por lo tanto, la metilaciéon del ADN puede servir como un marcador Util en la deteccién del cancer. Recientemente,
ha habido muchos informes sobre los genes hipermetilados en cancer de prostata humano. Dos de estos genes son
RASSF1A y GSTP1.

La hipermetilaciéon de RASSF1A (isoforma A de la proteina de la familia con dominio de asociacion ras) es un
fendmeno comun en el cancer de mama, cancer de rifidén, cancer de higado, cancer de pulmoén y cancer de proéstata.
El crecimiento de las células cancerosas humanas puede reducirse cuando se expresa nuevamente RASSF1A. Esto
apoya el papel de RASSF1A como gen supresor del tumor. Inicialmente no se detectd hipermetilacion de RASSF1A
en el tejido prostatico normal. Recientemente, la metilacion del gen RASSF1A se observd en neoplasias
intraepiteliales prostaticas pre-malignas y en epitelios prostaticos benignos. La hipermetilacion de RASSF1A se ha
observado en el 60-74% de los tumores de prostatay en el 18,5% de las muestras de HPB. Ademas, la frecuencia
de metilacién esta claramente relacionada con la alta puntacion de Gleason y la fase. Estos resultados sugieren que
la hipermetilacién de RASSF1A puede distinguir los tumores mas agresivos de los indoloros.

La alteracion epigenética mas descrita en el cancer de prostata es la hipermetilaciéon del activador de la Glutation S-
transferasa P1 (GSTP1). GSTP1 pertenece al sistema de proteccion celular contra los efectos toxicos y como tal
esta enzima esta implicada en la desintoxicacion de muchos xenobiéticos.

La hipermetilacion de GSTP1 se ha descrito en aproximadamente el 6% de las lesiones de atrofia proliferativa
inflamatoria (PIA) y en el 70% de las lesiones PIN. Se ha demostrado que algunas lesiones de PIA se combinan
directamente con PIN y las lesiones de carcinoma precoz, aunque son necesarios estudios adicionales para
confirmar estos resultados. Se ha detectado hipermetilacion de GSTP1 en mas del 90% de los tumores de proéstata,
mientras que no se ha observado hipermetilacion en la HBP y los tejidos de préstata normales.

La hipermetilacion del gen GSTP1 se ha detectado en el 50% de los eyaculados de pacientes de cancer de prostata
pero no en hombres con HBP. Debido al hecho de que los eyaculados no son siempre faciimente obtenidos de
pacientes de cancer de préstata, la hipermetilacion del GSTP1 se determiné en los sedimentos urinarios obtenidos
de pacientes con cancer de prostata después de masaje prostatico. El cancer podria detectarse en el 77% de estos
sedimentos.

Por otra parte, la hipermetilacion del GSTP1 se ha encontrado en los sedimentos urinarios después de masaje
prostatico en 68% de los pacientes con enfermedad precoz confinada, el 78% de los pacientes con enfermedad
localmente avanzada, el 29% de los pacientes con PIN y 2% de los pacientes con HBP. Estos resultados dieron
lugar a una sensibilidad del 73% y una especificidad del 98%. El valor predictivo negativo de esta prueba fue del
80%, lo que demuestra que este analisis tiene gran potencial para reducir el numero de biopsias innecesarias.

Recientemente, se confirmaron estos resultados y se observé una mayor frecuencia de metilaciéon de GSTP1 en la
orina de hombres con enfermedad en fase 3 frente a en fase 2.

Debido a que la hipermetilaciéon de GSTP1 tiene una gran especificidad para el cancer de prostata, la presencia de
hipermetilacion de GSTP1 en sedimentos urinarios de pacientes con biopsias negativas (33%) y pacientes con
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atipias o PIN de alto grado (67%) sugiere que estos los pacientes pueden tener cancer de prostata oculto.

Recientemente, se prob6 un ensayo multiplexado que consta de 3 marcadores de metilacion, GSTP1, RARB, APCy
una referencia endégena en muestras de orina de pacientes con concentraciones séricas de PSA 22,5 ug/l. Se
observé una buena correlacion de GSTP1 con el nimero de nucleos positivos a cancer de prostata en la biopsia.
Ademas, las muestras que contenian metilacion para GSTP1 o RARB se correlacionaron con volumenes tumorales
mayores. Los genes metilados tienen potencial para proporcionar una nueva generacion de biomarcadores del
cancer.

Los estudios con microchips han sido muy Uutiles e informativos para identificar genes que estan constantemente
regulados por incremento o regulados por disminucidon en el cancer de prostata en comparaciéon con el tejido
prostatico benigno. Estos genes pueden proporcionar biomarcadores especificos para el cancer de prostata y dar
mas informacion en la etiologia de la enfermedad.

Para el diagnostico molecular del cancer de préstata, los genes que estan muy regulados por incremento en el
cancer de prostata en comparacion con la expresion baja o normal en el tejido prostatico normal son de especial
interés. Dichos genes podrian permitir la deteccion de una célula tumoral en un enorme fondo de células normales, y
por lo tanto podrian aplicarse como marcadores de diagndstico en la deteccion del cancer de prostata.

El analisis diferencial de expresion génica se ha utilizado con éxito para identificar biomarcadores especificos de
cancer de prostata al comparar tejidos de préstata malignos con no malignos. Recientemente, se utilizé un nuevo
método bioestadistico llamado analisis de perfil atipico del cancer (COPA) para identificar genes que se expresan
diferencialmente en un subconjunto de canceres de prostata. COPA identificd potentes perfiles atipicos para el
oncogén E26 del virus de la eritroblastosis v-ets (ERG) y gen 1 variante ets (ETV1) en el 57% de los casos de
cancer de prostata. Esto estaba en concordancia con los resultados de un estudio donde la sobreexpresiéon de ERG
asociada al cancer de prostata se encontrd en el 72% de los casos de cancer de préstata. En mas del 90% de los
casos que sobreexpresaron ERG o ETV1 se encontré una fusion de la region 5' no traducida del gen de serina
proteasa transmembrana especifico de la prostata y regulado por andrégenos (TMPRSS?2) con estos miembros de la
familia ETS. Recientemente, se ha descrito otra fusién entre TMPRSS2 y un miembro de la familia ETS, la fusion
TMPRSS2-ETV4, aunque esta fusion se encuentra esporadicamente en canceres de prostata.

Ademas, se encontré una fusion de TMPRSS2 con ETV5. Se demostré que la sobreexpresion de ETV5 in vitro
induce un programa de transcripcion invasivo. Estas fusiones pueden explicar la aberrante sobreexpresion
dependiente de andrégenos de los miembros de la familia ETS en subconjuntos de cancer de prdstata porque
TMPRSS?2 esta regulado por andrégenos. El descubrimiento de la fusion del gen TMPRSS2-ERG y el hecho de que
ERG es el proto-oncogén sobreexpresado mas frecuentemente descrito en las células epiteliales prostaticas
malignas sugiere su papel en la tumorigénesis de prdostata. Se han descrito fusiones de la region 5' no traducida del
gen TMPRSS?2 con los factores de transcripcion de ETS ERG, ETV1y ETV4 en el cancer de préstata.

Recientemente, se demostré que la deteccién no invasiva de transcritos de fusion TMPRSS2-ERG es factible en
sedimentos urinarios obtenidos después del ERD usando un ensayo de investigacion basado en RT-PCR. Debido a
la alta especificidad de la prueba (93%), la combinacién de transcritos de fusion TMPRSS2-ERG con el gen 3 del
cancer de prostata (PCA3) mejord la sensibilidad del 62% (PCA3 solo) al 73% (combinado) sin afectar la
especificidad para detectar el cancer de préstata.

Se ha encontrado que el gen que codifica la a-metilacil-CoA racemasa (AMACR) en el cromosoma 5p13 esta
constantemente regulado por incremento en el cancer de prostata. Esta enzima desempefia una funcion critica en la
oxidacion peroxisomal beta de moléculas de acidos grasos con cadena ramificada obtenidas a partir de productos
lacteos y carne de vacuno. Curiosamente, el consumo de lacteos y carne de vacuno se ha asociado a un mayor
riesgo de cancer de prostata.

En el tejido de cancer de proéstata clinico, se ha encontrado una sobreexpresion de 9 veces del AMACR ARNm en
comparacion con el tejido de prostata normal. Estudios inmunohistoquimicos (IHC) y analisis de transferencia
Western han confirmado la regulacién por incremento de AMACR en las proteinas. Ademas, se ha demostrado que
el 88% de los casos de cancer de préstata y tanto las metastasis no tratadas como los canceres de prostata
resistentes a hormonas fueron muy positivos a AMACR. La expresion de AMACR no se ha detectado en glandulas
atréficas, hiperplasia de células basales y epitelio urotelial o metaplasia. Los estudios de IHC también demostraron
que la expresion de AMACR en biopsias con aguja tenia una sensibilidad del 97% y una especificidad del 100% para
la deteccién de cancer de préstata.

Combinado con una tincién para p63, un marcador de células basales que no esta en el cancer de préstata, AMACR
facilit6 en gran medida la identificacion de células de préstata malignas. Su alta expresion y la especificidad de las
células cancerigenas implican que AMACR también puede ser un candidato para el desarrollo de sondas
moleculares que pueden facilitar la identificacion del cancer de prostata utilizando modalidades de diagndstico por la
imagen no invasivas.

Se han hecho muchos esfuerzos para desarrollar un ensayo basado en fluidos corporales para AMACR. Un
pequeio estudio indicé que un analisis de PCR en tiempo real cuantitativo basado en AMACR en muestras de orina
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obtenidas después del masaje prostatico tiene el potencial de excluir a los pacientes con enfermedad clinicamente
insignificante cuando la expresion del AMACR ARNm se normaliza para el PSA. El andlisis de transferencia Western
en muestras de orina obtenidas después del masaje prostatico tuvo una sensibilidad del 100%, una especificidad del
58%, un valor predictivo positivo (VPP) del 72% y un valor predictivo negativo (VPN) del 88% para el cancer de
prostata. Estos ensayos que usan AMACR ARNm para la deteccion de cancer de préstata en muestras de orina son
prometedores.

Usando analisis de chip de ADNc, se ha demostrado que la hepsina, una serina proteasa transmembrana de tipo II,
es uno de los genes sobreexpresados de manera mas diferenciada en el cancer de prostata en comparacion con el
tejido de prostata normal y el tejido de BPH. Usando un analisis de PCR cuantitativo en tiempo real, se ha
demostrado que la hepsina esta sobreexpresada en el 90% de los tejidos de cancer de prostata. En el 59% de los
canceres de prostata, esta sobreexpresion fue de 10 veces mayor.

También ha habido una correlacion significativa entre la regulaciéon por incremento de hepsina y el grado tumoral. Se
necesitaran mas estudios para determinar la especificidad histica de la hepsina y el valor diagnéstico de esta serina
proteasa como nuevo marcador sérico. Dado que la hepsina esta regulada por incremento en tumores avanzados y
mas agresivos, sugiere un papel como marcador de tejido prondstico para determinar la agresividad de un tumor.

La telomerasa, una ribonucleoproteina, participa en la sintesis y reparacion de los telémeros que cubren y protegen
los extremos de los cromosomas eucarioticos. Los teldmeros humanos consisten en repeticiones en tandem de la
secuencia TTAGGG asi como varias proteinas de unién diferentes. Durante la divisiéon celular, los telémeros no se
pueden replicar por completo y seran mas cortos. La telomerasa puede alargar los telémeros y asi evitar el
acortamiento de estas estructuras. La divisidon celular en ausencia de actividad de telomerasa conducira al
acortamiento de los teldGmeros. Como resultado, la vida util de las células se vuelve limitada y esto conducira al
envejecimiento y la muerte celular.

En las células tumorales, incluidas las células de cancer de prostata, los teldmeros son significativamente mas
cortos que en las células normales. En las células cancerosas con telémeros cortos, se requiere la actividad de la
telomerasa para escapar del envejecimiento y permitir el crecimiento inmortal. Se ha encontrado una alta actividad
de la telomerasa en el 90% de los canceres de préstata y se ha demostrado que esta ausente en el tejido prostatico
normal.

En un pequefio estudio sobre 36 muestras de telomerasa la actividad se ha utilizado para detectar células de cancer
de prostata en orina evacuada o lavado uretral después de un masaje prostatico. Esta prueba tenia una sensibilidad
del 58% y una especificidad del 100%. El valor predictivo negativo de la prueba fue del 55%.

Aunque ha sido un estudio pequefio y preliminar, el bajo valor predictivo negativo indica que la actividad de la
telomerasa medida en muestras de orina no es muy prometedora para reducir el nimero de biopsias innecesarias.

La cuantificaciéon de la subunidad catalitica de la telomerasa, hTERT, mostré una sobreexpresiéon media de hTERT
ARNmM de 6 veces en los tejidos de cancer de prdstata en comparacion con los tejidos de prostata normales. Se
encontré una relacion significativa entre la expresion de hTERT y la fase tumoral, pero no con puntuacion de
Gleason. La cuantificacion de hTERT usando PCR en tiempo real demostré que hTERT podria distinguir los tejidos
de cancer de prostata de los tejidos de prostata no malignos. Sin embargo, hTERT ARNm se expresa en leucocitos,
que estan regularmente presentes en los fluidos corporales, como la sangre y la orina. Esto puede producir falsos
positivos. Como tal, la medicién cuantitativa de hTERT en fluidos corporales no es muy prometedora como
herramienta de diagnoéstico para el cancer de prostata.

El antigeno de membrana especifico de prostata (PSMA) es una glucoproteina transmembrana que se expresa en la
superficie de las células epiteliales de prostata. La expresion de PSMA parece estar restringida a la préstata. Se ha
demostrado que el PSMA aumenta en el tejido del cancer de préstata en comparacion con los tejidos de prostata
benignos. No se ha encontrado una superposicion en la expresion de PSMA entre BPH y el cancer de prostata, lo
que indica que PSMA es un marcador de diagnéstico muy prometedor.

Recientemente, se ha demostrado que la expresién alta de PSMA en los casos de cancer de préstata se
correlaciona con el grado tumoral, la fase patoldgica, la aneuploidia y la recaida bioquimica. Ademas, la expresion
incrementada de PSMA ARNm en canceres de prostata primarios y metastasis se correlacionaba con la
sobreexpresion de la proteina PSMA. Su utilidad clinica como marcador de diagnéstico o prondstico para el cancer
de proéstata se ha visto obstaculizada por la falta de un inmunoanalisis sensible para esta proteina. Sin embargo, una
combinacién de chips ProteinChip® (Ciphergen Biosystems) y SELDI-TOF MS ha llevado a la introduccion de un
inmunoanalisis de biochips de proteinas para el analisis cuantitativo de PSMA en suero. Se demostré que los niveles
séricos promedio de PSMA en pacientes con cancer de prostata era significativamente mayor en comparacion con
los de hombres con BPH y referencias sanas. Estos hallazgos implican un papel para la PSMA sérica para distinguir
a los hombres con BPH de los pacientes con cancer de préstata. Sin embargo, se necesitan mas estudios para
evaluar su valor diagndstico.

Una combinacién de chips ProteinChip® y SELDI-TOF MS ha llevado a la introduccién de un inmunoanalisis con
biochip de proteinas para la cuantificacién de PSMA en el suero. Se demostrd que las concentraciones promedio de
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PSMA en el suero para pacientes con cancer de prostata eran significativamente mas altas en comparacion con las
de los hombres con BPH vy referencias sanas. Estos resultados implican un papel para la PSMA sérica para
distinguir a los hombres con BPH de los pacientes con cancer de prostata. Sin embargo, se necesitan mas estudios
para evaluar su valor diagndstico.

Los estudios de RT-PCR han demostrado que PSMA en combinacién con su variante de empalme PSM' podria
usarse como un marcador de prondstico para el cancer de prostata. En la préstata normal, la expresion de PSM’ es
mayor que la expresion de PSMA. En los tejidos de cancer de prostata, la expresion de PSMA es mas dominante.
Por lo tanto, la relacion de PSMA a PSM' es muy indicativa de la evolucion de la enfermedad. Disefiar un analisis
cuantitativo de PCR que discrimine entre las dos formas de PSMA podria generar otra aplicacion para PSMA en el
diagndstico y prondstico del cancer de prostata.

Debido a su expresion especifica en las células epiteliales de prostata y su aumento en el cancer de préstata, PSMA
se ha convertido en el objetivo de los tratamientos. Las estrategias propuestas van desde toxinas especificas y
radionuclidos a agentes inmunoterapéuticos. Productos de primera generacion han entrado en pruebas clinicas.

Delta-catenina (p120/CAS), una proteina asociada a la unién adhesiva, ha demostrado ser muy discriminativa entre
BPH y el cancer de prostata. Los estudios de hibridacion in situ mostraron la expresion mas alta de transcritos de -
catenina en el adenocarcinoma de prostata y una expresion baja o nula en el tejido de BPH. La sobreexpresion
media de d-catenina en el cancer de prostata en comparacion con BPH es 15,7 veces.

Tanto la PCR cuantitativa como el analisis de hibridacion in situ no pudieron encontrar una correlaciéon entre la
expresion de d-catenina y las puntuaciones de Gleason.

El aumento de la expresién de d-catenina en el cancer de prostata humano da como resultado alteraciones del ciclo
celular y genes de supervivencia, favoreciendo asi la progresion tumoral. Se detecté d-catenina en prostasomas de
orina humanos evacuados sin células. La inmunorreactividad de &-catenina aumenté significativamente en la orina
de pacientes con cancer de prostata. Se necesitan mas estudios para evaluar su utilidad potencial en el diagnostico
del cancer de préstata.

PCAS, anteriormente conocido como DD3, ha sido identificado usando analisis de expresién diferencial. Se encontrd
que PCAS3 estaba muy sobreexpresada en tumores de préstata en comparacion con el tejido de préstata normal del
mismo paciente usando analisis de transferencia Northern. Ademas, se encontré que PCA3 se sobreexpresaba
fuertemente en mas del 95% de las muestras de cancer de préstata primario y en la metastasis del cancer de
prostata. Ademas, la expresion de PCAS esta restringida al tejido prostatico, es decir, no se ha encontrado expresion
en otros tejidos humanos normales.

El gen que codifica PCA3 se encuentra en el cromosoma 9q21.2. El PCA3 ARNm contiene una alta densidad de
codones de terminacién. Por lo tanto, falta un marco de lectura abierto que lo que da como resultado un ARN no
codificante. Recientemente, se ha desarrollado un analisis cuantitativo RT-PCR resuelto en el tiempo (que utiliza un
patron interno y una curva de calibracion externa). El poder de cuantificacion preciso de este analisis mostré un
aumento medio de 66 veces de PCA3 en el tejido de cancer de préstata en comparacion con el tejido de prostata
normal. Por otra parte, se encontré un aumento medio de 11 veces en los tejidos de préstata que contienen menos
del 10% de las células de cancer de prostata. Esto indicé que PCA3 era capaz de detectar un pequefio nimero de
células tumorales en un gran fondo de células normales.

Esta hipdtesis ha sido probada usando el andlisis cuantitativo RT-PCR en muestras de orina evacuadas. Estas
muestras de orina se obtuvieron después del examen rectal digital (ERD) de un grupo de 108 hombres a quienes se
les habia indicado biopsias de prostata en base a un valor de PSA sérico total de mas de 3 ng/ml. Esta prueba tenia
67% de sensibilidad y 83% de especificidad usando biopsias prostaticas como patréon oro de la presencia de un
tumor. Ademas, esta prueba tenia un valor predictivo negativo del 90%, lo que indica que la determinacion
cuantitativa de transcritos de PCA3 en sedimentos urinarios obtenidos después de un extenso masaje de prostata
tiene un gran potencial en la reduccion del numero de biopsias invasivas guiadas por TRUS en esta poblaciéon de
hombres.

La especificidad histica y la alta sobreexpresion en tumores de préstata indican que PCAS3 es el gen mas especifico
para el cancer de prostata descrito hasta ahora. Gen-probe Inc. tiene la licencia mundial exclusiva para la tecnologia
PCAZ3. Los estudios multicéntricos que usan el analisis de PCA3 validado pueden proporcionar la primera base para
el diagndstico molecular en la practica urolégica clinica.

La expresion modulada de las proteinas HSP-27 citoplasmaticas y los miembros de la familia de la isoenzima PKC
se han correlacionado con la evoluciéon del cancer de préstata.

La modulaciéon de la expresion ha identificado claramente aquellos canceres que son agresivos y, por lo tanto,
aquellos que pueden requerir tratamiento urgente, independientemente de su morfologia. Aunque no se emplean
ampliamente, los anticuerpos contra estas proteinas estan autentificados, estan disponibles en el mercado y son
sencillos en su aplicacion e interpretacion, especialmente junto con otros reactivos como preparados doblemente
tefiidos.
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La importancia de este grupo de marcadores es que distinguen con precision los canceres de prostata de fenotipo
agresivo. Modulados en su expresion por canceres invasivos, en comparacion con los tejidos prostaticos no
neoplasicos, los tumores malignos que expresan HSP27 o PKC( a alto nivel presentan invariablemente un resultado
clinico pobre. EI mecanismo de esta asociacion garantiza dilucidacion y validacion.

Los factores de transcripcion E2F, incluido el E2F3 situado en el cromosoma 6p22, modulan directamente la
expresion de EZH2. La sobreexpresion del gen EZH2 ha sido importante en el desarrollo del cancer de prostata
humano.

Varambally y colegas identificaron EZH2 como un gen sobreexpresado en cancer de prostata metastasico resistente
a hormonas y demostraron que los pacientes con canceres de prostata clinicamente localizados que expresan EZH2
tienen una evolucién peor que los que no expresan la proteina.

Usando chips de tejido, la expresion de altos niveles de E2F3 nuclear ocurre en una gran proporcion de canceres de
prostata humanos, pero es un caso raro en el epitelio prostatico no neoplasico. Estos datos, junto con otra
informacion publicada, sugirieron que el eje de referencia pRB-E2F3-EZH2 puede tener un papel crucial en la
modulacion de la agresividad de los canceres de préostata humanos individuales.

El principal desafio para diagnosticos moleculares es la identificacion del cancer de prostata clinicamente
insignificante, es decir, separar los canceres biolégicamente agresivos de los tumores indoloros. Ademas, los
marcadores que predicen y controlan la respuesta al tratamiento se necesitan urgentemente.

En los establecimientos clinicos actuales el sobrediagnéstico y el sobretratamiento se vuelve cada vez mas
manifiestos, lo que subraya la necesidad de biomarcadores que pueden ayudar en la identificacion precisa de los
pacientes que no necesitan tratamiento y que lo necesitan.

El uso de la inmunohistoquimica de AMACR se usa ahora en la identificaciéon de procesos malignos en la prostata, lo
que ayuda al diagnostico del cancer de prostata. Lamentablemente, la introduccion de marcadores moleculares en el
tejido como herramienta de prondstico no ha sido validada para ninguno de los marcadores expuestos.

Las experiencias en las ultimas dos décadas han revelado la complejidad practica y logistica en la traduccién de
marcadores moleculares en uso clinico. Varios esfuerzos prospectivos, teniendo en cuenta estos problemas, estan
actualmente en curso para establecer la utilidad clinica de una serie de marcadores. Claramente, las biorreservas de
tejido de muestras bien documentadas, incluidos los datos de seguimiento clinico, desempefian un papel
fundamental en el proceso de validacion.

Nuevas pruebas de fluidos corporales basadas en la hipermetilacion de GSTP1 y el gen PCA3, que esta muy
sobreexpresado en el cancer de préstata, permitieron la deteccidon del cancer de prostata en fluidos corporales
obtenidos de manera no invasiva, como la orina o los eyaculados.

La aplicacion de nuevas tecnologias ha demostrado que una gran cantidad de genes han aumentado en el cancer
de préstata. Por ejemplo, el documento WO 2009/042742 describe un método para diagnosticar in vitro cancer de
prostata en un ser humano determinando la expresion de DLX1, estableciendo su aumento o disminucién y
posteriormente diagnosticando el cancer de préstata.

Aunque los marcadores descritos anteriormente, al menos parcialmente, abordan la necesidad en la técnica de
marcadores tumorales, y especialmente marcadores tumorales de prostata, existe una necesidad continua de
marcadores tumorales (prostaticos) fiables, y especialmente marcadores indicativos del curso de la enfermedad.

Es un objeto de la presente invencion, entre otros, alcanzar al menos parcialmente, si no completamente, el objeto
anterior.

Segun la presente invencion, el objeto anterior, entre otros, se cumple mediante marcadores tumorales y métodos
como se describe en las reivindicaciones adjuntas.

Especificamente, el objeto anterior, entre otros, se cumple mediante un método para el diagnéstico in vitro de cancer
de préstata en un ser humano que comprende:

- determinar la expresion de DLX1; y

- establecer el aumento o disminucion de la expresion de la expresion de DLX1 en comparaciéon con la
expresion de DLX1 en una muestra de un individuo sin cancer de préstata;

proporcionando de ese modo dicho diagnéstico de cancer de prostata.

Segun la presente invencion, el diagnostico del cancer de prostata preferiblemente comprende el diagndstico, el
prondstico y/o la prediccion de la supervivencia de la enfermedad.

Segun la presente invencion, el andlisis de expresion comprende establecer una expresion aumentada o disminuida
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de un gen en comparacion con la expresion del gen en un tejido de cancer no prostatico, es decir, en condiciones sin
enfermedad.

Segun una realizacion preferida, el presente método se realiza en muestras urinarias, preferiblemente de
sedimentos urinarios.

Segun una realizacion preferida del presente método, determinar la expresion comprende determinar la expresion de
ARNm de dichos gen o mas genes.

El andlisis de expresion basado en ARNm es generalmente conocido en la técnica y se practica rutinariamente en
laboratorios de diagnoéstico en todo el mundo. Por ejemplo, las técnicas adecuadas para el analisis de ARNm son
técnicas basadas en la hibridacion y amplificacion de transferencia Northern tales como PCR, y especialmente PCR
en tiempo real, y NASBA.

Segun una realizacién particularmente preferida, el analisis de expresion comprende un analisis de chips de ADN de
alto rendimiento que no solo permite el analisis simultaneo de multiples muestras sino también un procesamiento de
analisis automatico.

El presente método proporciona diagnéstico de cancer de prdstata en un ser humano seleccionado del grupo
consistente en diagnosticar PrCa de alto grado (HG), PrCa Met y CPRC.

LG indica PrCa de bajo grado (puntuacion de Gleason igual o menor a 6) y representa pacientes con buen
prondstico. HG indica PrCa de alto grado (puntuacion de Gleason de 7 o mas) y representa pacientes con mal
prondstico. CPRC indica cancer de préstata resistente a la castracion y representa a pacientes con enfermedad
agresiva localizada. Por ultimo, PrCa Met representa pacientes con mal prondstico.

Segun una realizacion particularmente preferida del presente método, la presente invencion proporciona el
diagndstico de CPRC.

Teniendo en cuenta el valor de diagndstico de los genes presentes como biomarcadores de cancer de préstata, la
presente invencion también se refiere al uso de DLX1 para el diagnéstico in vitro del presente cancer de prostata.

En la presente descripcion, se hace referencia a genes adecuados como biomarcadores para cancer de prostata al

referirse a sus nombres arbitrariamente asignados. Aunque el experta en la técnica es capaz de identificar
facilmente y usar los genes presentes como biomarcadores basandose en estos nombres, las figuras adjuntas
proporcionan tanto la secuencia de ADNc como las secuencias de proteinas de estos genes en la base de datos
publica como también las referencias que describen estos genes. Basandose en los datos proporcionados en las
figuras, el experto en la técnica, sin excesiva experimentacion y usando medios normales de biologia molecular,
sera capaz de determinar la expresion de los biomarcadores indicados en una muestra proporcionando de este
modo el presente método de diagndstico.

La presente invencion se aclarara mas en los siguientes ejemplos. En los ejemplos, se hace referencia a las figuras,
en las que:

Figuras 1-13: muestran las secuencias de ARNm y aminoacidos del gen ACSM1 (NM_052956, NP_443188); del
gen ALDH3B2 (NM_000695, NP_000686); del gen CGREF1 (NM_006569, NP_006560); del gen
COMP (NM_000095, NP_000086); del gen C190rf48 (NM_199249, NP_954857); del gen DLX1
(NM_178120, NP_835221); del gen GLYATL1 (NM_080661, NP_542392); del gen MS4A8B
(NM_031457, NP_113645); del gen NKAIN1 (NM_024522, NP_078798); del gen PPFIA2
(NM_003625, NP_003616); del gen PTPRT (NM_133170, NP_573400); del gen TDRD1
(NM_198795, NP_942090) y del gen UGT2B15 (NM 001076, NP 001067).

Figuras 14-26: muestra diagramas de caja basados en los datos de validacion de TLDA en los grupos de prostata
normal (NPr), BPH, cancer de préstata de bajo grado (LG PrCa), HG, cancer de prostata de alto
grado (HG PrCa), CPRC, metastasis de cancer de prostata (PrCa Met), vejiga normal, linfocitos de
sangre periférica (PBL) y sedimentos urinarios.

Figuras 27-33: muestran las secuencias de ADNc y aminoacidos del gen HOXC6 (NM_004503.3, NP_004494.1); del
gen SFRP2 (NM_003013.2, NP_003004.1); del gen HOXD10 (NM_002148.3, NP_002139.2); del
gen RORB (NM_006914.3, NP_008845.2); del gen RRM2 (NM_001034.2, NP_001025.1); del gen
TGM4 (NM_003241.3, NP_003232.2); y del gen SNAI2 (NM_003068.3, NP_003059.1,
respectivamente;

Figuras 34-40: muestran los datos del TLDA en diagrama de caja basados en el andlisis de expresion del grupo LG
(bajo grado), HG (alto grado), CPRC (resistente a la castracion) y PrCa Met (metastasis del cancer
de préstata) del gen HOXC6 (NM_004503.3); del gen SFRP2 (NM_003013.2); del gen HOXD10
(NM_002148.3); del gen RORB (NM_006914.3,); del gen RRM2 (NM_001034.2); del gen TGM4
(NM_003241.3); y del gen SNAI2 (NM 003068.3), respectivamente. NP indica sin cancer de prostata,
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es decir, niveles de expresion normales o estandar.
Ejemplo 1

Para identificar marcadores de cancer de prostata agresivo, se utilizd el perfil de expresion génica (chips Affymetrix
exon 1.0) de muestras de pacientes con cancer de prostata en las siguientes categorias:

Se usaron muestras de prostata en las siguientes categorias:
- Prostata normal (NPr), n = 8.
- Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB), n = 12.

- Cancer de proéstata de bajo grado (LG PrCa): muestras de tejido de tumores primarios con una puntuacion
de Gleason <6 obtenidas después de prostatectomia radical. Este grupo representa pacientes con un buen
prondstico, n = 25.

- Cancer de proéstata de alto grado (HG PrCa): muestras de tejido de tumores primarios con una puntuacion
de Gleason =7 obtenidas después de una prostatectomia radical. Este grupo representa pacientes con mal
prondstico, n = 24.

- Cancer de prostata resistente a la castracion (CPRC): las muestras de tejido se obtienen de pacientes que
estan bajo tratamiento endocrino progresivo y que se someten a una reseccion transuretral de la prostata
(RTUP),n =23

- Metastasis de cancer de préstata (Met PrCa): las muestras de tejido se obtienen de linfomas positivos
después de LND o después de la autopsia. Este grupo representa pacientes con mal pronédstico, n = 7.

Ademas, para diagnosticar cancer de prostata clinicamente significativo (pacientes con mal prondstico), se
determinaron los perfiles de expresion de las categorias pT2 (tumor confinado a la préstata, n = 10) y pT3 (cancer de
prostata localmente avanzado, n = 9).

El analisis de expresion se realiza segun protocolos normalizados.

En pocas palabras, el tejido de pacientes con cancer de prostata (pertenecientes a una de las ultimas cuatro
categorias mencionadas anteriormente) se obtuvo después de la prostatectomia radical o RTUP. La préstata normal
se obtuvo de regiones sin cancer de estas muestras o de la autopsia. El tejido de BPH se obtuvo de RTUP o
prostatectomia abierta transvesical (Hryntschak). Los tejidos se congelaron rapidamente y las secciones de criostato
se tifieron H.E. para su clasificacion por un patélogo

Se disecaron las areas con tumor y sin tumor y se extrajo todo el ARN con TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.
UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se purificé todo el ARN con el miniequipo Qiagen RNeasy (Qiagen,
Valencia, CA, EE. UU.). La integridad del ARN se comprob6 por electroforesis usando Agilent 2100 Bioanalyzer.

A partir del ARN total purificado, se utilizd 1 ug para el GeneChip Whole Transcript (WT) Sense Target Labeling
Assay (Affymetrix, Santa Clara, CA, EE. UU.). Segun el protocolo de este ensayo, la mayoria del ARN ribosémico se
eliminé utilizando un RiboMinus Human/ Mouse Transcriptoma Isolation Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.).
Utilizando un hexamero aleatorio que incorpora un activador T7, se sintetiz6 ADNc bicatenario. Luego se generé
ARNCc a partir de la plantilla de ADNc bicatenario mediante una reaccién de transcripcion in vitro y se purificd
utilizando el médulo de limpieza de muestras Affymetrix. EI ADNc monocatenario se regeneré6 mediante una
transcripcién inversa cebada aleatoriamente usando una mezcla de dNTP que contenia dUTP. EI ARN se hidrolizé
con ribonucleasa H y el ADNc se purific. EI ADNc se fragmentd a continuacion por incubacion con una mezcla de
endonucleasas de restriccion UDG (uracil ADN glucosilasa) y APE1 (endonucleasa 1 apurinica/apirimidinica) y, por
ultimo, se marco en el extremo mediante una reaccién de transferasa terminal que incorpora un didesoxinucleétido
biotinilado.

Se afiadieron 5,5 ug del ADNc biotinilado y fragmentado a una mezcla de hibridacién, se cargaron en un chip ST de
Exdn 1.0 humano y se hibridaron durante 16 horas a 45°C y 60 rpm.

Utilizando el chip de exé6n de Affymetrix, se miden indirectamente los genes por el analisis de exones cuyas
mediciones se pueden combinar en mediciones de grupos de transcripcion. Hay mas de 300.000 grupos de
transcripcion en el chip, de los cuales 90.000 contienen mas de un exén. De estos 90.000, hay mas de 17.000 genes
de alta confianza (CORE) que se utilizan en el analisis predeterminado. En total, hay mas de 5,5 millones de
elementos por chip.

Después de la hibridacién, el chip se lavo y se tifid segun el protocolo de Affymetrix. El chip tefiido se escane6 a 532
nm utilizando un Affymetrix GeneChip Scanner 3000, generando archivos CEL para cada chip.

Los valores de expresiéon en el exén procedian de las intensidades de hibridacion en la sonda de archivo CEL
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utilizando el algoritmo RMA basado en modelo tal como se realizé en el programa informatico Affymetrix Expression
Console™. RMA (Robust Multiarray Average) realiza la normalizacion, la correccion de fondo y el resumen de datos.

Los genes expresados diferencialmente entre las condiciones se calculan utilizando Anova (ANalysis Of Variance),
prueba de la T para mas de dos grupos.

La identificacion del objetivo esta sesgada ya que se analizaron grupos de riesgo clinicamente bien definidos. Los
marcadores se clasifican segun su funciéon en la biologia del cancer. Para la identificacion de marcadores se
compararon diferentes grupos: NPr con LG- y HG PrCa, PrCa Met con LG- y HG PrCa, CPRC con LG- y HG PrCa.
Por ultimo, las muestras se clasificaron segun el estadio clinico y se comparé PrCa confinado en un érgano (pT2)
con PrCa no confinado en un érgano (pT3).

En base al andlisis de expresion obtenido, se identificaron biomarcadores basados en 99 muestras de prostata; las
diferencias en los niveles de expresion entre los diferentes grupos se proporcionan en la Tabla 1 a, b, cy d.

Tabla 1a: Diferencias de nivel de expresion entre PrCa de bajo grado (LG) y de alto grado (HG) frente a prostata
normal (NPr) de 25 dianas segun el analisis de 99 muestras muy comentadas

Simbolo Nombre del gen Asignacion  del | Cambio LG + HG | Fila
del gen gen de veces frente a NPr

CRISP3 proteina 3 secretora rica en cisteina NM_006061 17,05 aumento 1

GLYATLA seudoglicina-N-aciltransferasa 1 NM_080661 10,24 aumento 2
AMACR alfa-metilacil-CoA racemasa NM_014324 9,59 aumento 4
TARP proteina alternativa del marco de lectura TCR gamma NM_001003799 9,42 aumento 5
ACSM1 miembro 1 de la familia de cadena media acil-CoA sintetasa NM_052956 8,43 aumento 7
TDRD1 dominio tudor que contiene 1 NM_198795 7,70 aumento 8
TMEM45B | proteina transmembrana 45B NM_138788 7,05 aumento 9
FOLH1 folato hidrolasa (antigeno de membrana especifico de la | NM_004476 6,47 aumento 10

prostata) 1
C190rf48 marco de lectura abierto 48 del cromosoma 19 NM_199249 5,91 aumento 12
ALDH3B2 | familia de aldehido deshidrogenasa 3, miembro B2 NM_000695 5,66 aumento 13
NETO2 neurofilina (NRP) y seudotolloid (TLL) 2 NM_018092 5,63 aumento 14
MS4A8B miembro 8B de la subfamilia A de 4 dominios que cubren la | NM_031457 5,00 aumento 18
membrana

TLCD1 dominio TLC que contiene 1 NM_138463 4,73 aumento 21
FASN acido graso sintasa NM_004104 4,69 aumento 22
GRPR receptor del péptido liberador de gastrina NM_005314 4,51 aumento 24
HPN hepsina NM_182983 4,44 aumento 25
PTPRT proteina tirosina fosfatasa, tipo receptor, T NM_133170 4,21 aumento 29
TOP2A topoisomerasa (ADN) Il alfa 170 kDa NM_001067 3,79 aumento 37
FAM111B | miembro B de la familia con similitud de secuencia 111 NM_198947 3,77 aumento 39
NKAIN1 ATPasa interactuante 1 transportadora de NA'/K" NM_024522 3,76 aumento 40
DLX1 homeosecuencia 1 menos distante NM_178120 3,54 aumento 52
TPX2 TPX2, homélogo, asociado a microtubulos NM_012112 3,47 aumento 54
CGREF1 regulador de crecimiento celular con dominio mano EF NM_006569 3,22 aumento 66
DPT Dermatopontina NM_001937 -6,31 disminucién 2
ASPA aspartoacilasa (enfermedad de Canavan) NM_000049 -5,17 disminucion 7
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Tabla 1b: Diferencias de nivel de expresion entre metastasis de cancer de prostata (Met PrCa) frenta a PrCa de bajo
grado (LG) y de alto grado (HG) de 11 dianas basadas en el analisis de 99 muestras muy comentadas

Simbolo Nombre del gen Asignacion  del | Cambio PrCa Met | Fila
del gen gen de veces frente a LG +
H
PPFIA2 proteina a2 que interactla con receptor tipo f de proteina | NM_003625 4,59 aumento 3
tirosina fosfatasa

CDC20 homaélogo 20 del ciclo de divisién celular (S. cerevisiae) NM_001255 4,27 aumento 4
FAM110B | miembro B de la familia con similitud de secuencia 110 NM_147189 3,70 aumento 6
TARP proteina alternativa del marco de lectura TCR gamma NM_001003799 3,26 aumento 12
ANLN anillin, proteina de unién a actina NM_018685 3,17 aumento 13
KIF20A miembro 20A de la familia de cinesina NM_005733 3,16 aumento 14
TPX2 TPX2, homélogo, asociado a microtubulos NM_012112 3,15 aumento 15
CDC2 ciclo 2 de divisién celular, G1aSyG2a M NM_001130829 2,88 aumento 23
PGM5 fosfoglucomutasa 5 NM_021965 -15,71 disminucion 10
MSMB microseminoproteina, beta- NM_002443 -12,23 disminucién 15
HSPB8 proteina 8 del choque térmico de 22 kDa NM_014365 -12,10 disminucién 16

Tabla 1c: Diferencias de nivel de expresion entre CPRC frente a PrCa de bajo grado (LG) y alto grado (HG) de 21
dianas basadas en el andlisis de 99 muestras muy comentadas

Simbolo Nombre del gen Asignacion  del | Cambio CPRC frente | Fila
del gen gen de veces alLG+HG

AR Receptor de androégenos NM_000044 4,66 aumento 1

UGT2B15 | polipéptido B15 de la familia de UDP glucuronosiltranferasa 2 NM_001076 4,20 aumento 2
CDC20 homélogo 20 del ciclo de divisién celular (S. cerevisiae) NM_001255 3,86 aumento 4
TOP2A topoisomerasa (ADN) Il alfa 170 kDa NM_001067 3,54 aumento 5
MKI67 antigeno identificado por anticuerpo monoclonal Ki-67 NM_002417 3,47 aumento 6
TPX2 TPX2, homélogo, asociado a microtubulos NM_012112 3,40 aumento 7
AKR1C1 Miembro C1 de la familia aldo-ceto reductasa 1 NM_001353 3,35 aumento 8
CDC2 ciclo 2 de divisién celular, G1aSyG2a M NM_001130829 3,21 aumento 10
ANLN anillin, proteina de unién a actina NM_018685 3,08 aumento 11
KIF4A miembro 4A de la familia de cinesina NM_012310 3,02 aumento 12
PTTG1 Transformante 1 del tumor de pituitaria NM_004219 2,95 aumento 13
KIF20A miembro 20A de la familia de cinesina NM_005733 2,90 aumento 14
AKR1C3 Miembro C3 de la familia aldo-ceto reductasa 1 NM_003739 2,88 aumento 15
FAM111B | miembro B de la familia con similitud de secuencia 111 NM_198947 2,81 aumento 16
CKS2 subunidad 2 reguladora de proteina cinasa CDC28 NM_001827 2,79 aumento 19
UGT2B17 | polipéptido B17, de la familia UDP glucuronosiltransferasa 2 NM_ 2,77 aumento 20
BUB1 incipiente no inhibido por homodlogo 1 de bencimidazoles NM_004336 2,75 aumento 21
MSMB microseminoproteina, beta- NM_002443 -6,99 disminucién 6
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NR4A1 miembro 1, grupo A, subfamilia 4 del receptor nuclear NM_002135 -6,57 disminucién
MT1M metalotioneina 1M NM_176870 -6,08 disminucién
DUSP1 fosfatasa 1 de doble especificidad NM_004417 -5,59 disminucién

Tabla 1d: Diferencias de nivel de expresion entre PrCa(pT2) confinada en el 6rgano frente a (pT3)PrCa no confinada
en el 6rgano de 21dianas basadas en el analisis de 99 muestras muy comentadas

Simbolo Nombre del gen Asignacion  del | Cambio pT3 frente a | Fila
del gen gen de veces pT2

TTN Titina NM_133378 4,88 aumento

SSL Sarcolipina NM_003063 3,62 aumento

PPFIA2 proteina a2 que interactia con receptor tipo f de proteina | NM_003625 3,47 aumento

tirosina fosfatasa

COMP proteina de matriz oligomérica del cartilago NM_000095 2,74 aumento
ABI3BP miembro 3 de la familia ABI NM_015429 2,71 aumento
NEB Nebulina NM_004543 2,58 aumento
MT1M metalotioneina 1M NM_176870 -6,03 disminucién
MT1G metalotioneina 1G NM_005950 -3,61 disminucién

Como puede verse claramente en la tabla 1, un aumento o disminucién de la expresion de los genes mostrados se
asocio con el cancer de prostata, CPRC, metastasis de préstata o fase tumoral.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores obtenidos en 99 muestras tumorales, los datos de expresion
demuestran claramente que estos genes son adecuados como biomarcadores para el diagndstico del cancer de
préstata.

Ejemplo 2

Utilizando el perfil de expresion génica (chip 1.0 ST de exdn humano GeneChip®, Affymetrix) en 99 muestras de
prostata, se encontrd que varios genes se expresan diferencialmente en préstata normal en comparacion con cancer
de prostata y/o cancer de prostata resistente a la castracion (CPRC) o se expresan diferencialmente entre el cancer
de prostata de bajo grado y de alto grado en comparacion con CPRC y/o la metastasis del cancer de prostata. Junto
con varios otros en los genes expresados diferencialmente chip 1.0 ST de ex6n humano GeneChip®, los niveles de
expresion de estos genes se validaron usando los chips TagMan® de baja densidad (TLDA, Applied Biosystems). En
la Tabla 2, se muestra una descripcion general de los genes validados.

Tabla 2: Ensayos de expresion génica utilizados para el analisis de TLDA

Simbolo del | Descripcion ID del gen Tamafio del
gen amplicon
(pb)
ABI3BP proteina de unién familia ABI, miembro 3 (NESH) NM_015429 84
ACSM1 miembro 1 de la familia de cadena media acil-CoA sintetasa NM_052956 74
ALDH3B2 familia de aldehido deshidrogenasa 3, miembro B2 NM_000695 126
AMACR alfa-metilacil-CoA racemasa NM_014324 97
ANLN anillina, proteina de unién a actina NM_018685 71
ASPA aspartoacilasa (enfermedad de Canavan) NM_000049 63
BUB1 incipiente no inhibido por homodlogo 1 de bencimidazoles NM_004336 61
C190rf48 marco de lectura abierto 48 del cromosoma 19 NM_199249 59
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CDC2 ciclo 2 de division celular, G1aSy G2aM NM_033379 109
CDC20 Homadlogo del ciclo 20 de division celular (S. cerevisiae) NM_001255 108
CGREF1 regulador de crecimiento celular con dominio mano EF NM_006569 58
CKS2 subunidad 2 reguladora de proteina cinasa CDC28 NM_001827 73
COMP proteina de matriz oligomérica del cartilago NM_000095 101
CRISP3 proteina 3 secretora rica en cisteina NM_006061 111
DLX1 homeosecuencia 1 menos distal NM_178120 95
DPT Dermatopontina NM_001937 67
DUSP1 fosfatasa 1 de doble especificidad NM_004417 63
ERG homologo de oncogén del virus E26 de la eritroblastosis v-ets NM_004449 104
FAM110B miembro B de la familia con similitud de secuencia 110 NM_147189 74
FAM111B miembro B de la familia con similitud de secuencia 111 NM_198947 68
FASN sintasa de acido graso NM_004104 62
FOLH1 folato hidrolasa (antigeno de membrana especifico de la préstata) 1 NM_004476 110
GLYATL-1 seudoglicina-N-aciltransferasa 1 NM_080661 83
GRPR receptor del péptido liberador de gastrina NM_005314 68
HPRT1 Hipoxantina fosforribosiltransferasa 1 NM_000194 72
HSPB8 proteina 8 del choque térmico de 22 kDa NM_014365 66
KIF20A miembro 20A de la familia de cinesina NM_005733 71

KIF4A miembro 4A de la familia de cinesina NM_012310 88
MKI67 antigeno identificado por anticuerpo monoclonal Ki-67 NM_002417 66
MS4A8B miembro 8B de la subfamilia A de 4 dominios que cubren la membrana NM_031457 62
MSMB microseminoproteina, beta- NM_138634 149
MT1M metalotioneina 1M NM_176870 144
NETO2 neurofilina (NRP) y seudotolloid (TLL) 2 NM_018092 66
NKAIN1 ATPasa interactuante 1 transportadora de NA'/K" NM_024522 96
NR4A1 miembro 1, grupo A, subfamilia 4 del receptor nuclear NM_002135 79
PCA3 antigeno 3 del cancer de prostata AF103907 52
PGM5 fosfoglucomutasa 5 NM_021965 121
PPFIA2 proteina tirosina fosfatasa, tipo receptor, polipéptido f NM_003625 66
PTPRT proteina tirosina fosfatasa, receptor tipo T NM_133170 62
PTTG1 transformante 1 del tumor de pituitaria NM_004219 86
TDRD1 dominio tudor que contiene 1 NM_198795 67
TLCD1 dominio TLC que contiene 1 NM_138463 63
TMEM45B proteina transmembrana 45B NM_138788 70
TOP2A topoisomerasa (ADN) Il alfa 170 kDa NM_001067 125
TPX2 TPX2, homélogo, asociado a microtubulos NM_012112 89
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TIN Titina NM_133378 85

UGT2B15 polipéptido B15 de la familia de UDP glucuronosiltranferasa 2 NM_001076 148

Se usaron muestras de prostata en las siguientes categorias:
- Prostata normal (NPr) (n = 6)
- Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) (n = 6)

- Cancer de prostata de bajo grado (LG PrCa) (n = 14): muestras de tejido de tumores primarios con una
puntuacion de Gleason < 6 obtenidas después de prostatectomia radical. Este grupo representa pacientes
con un buen prondstico.

- Cancer de prostata de alto grado (HG PrCa) (n = 14): muestras de tejido de tumores primarios con una
puntuacion de Gleason = 7 obtenido después de la prostatectomia radical. Este grupo representa pacientes
con mal prondstico.

- Cancer de prostata resistente a la castracion (CPRC) (n = 14): las muestras de tejido se obtienen de
pacientes que son progresivos bajo terapia endocrina y que se sometieron a una reseccion transuretral de
la prostata (RTUP).

- Metastasis del cancer de préstata (Met PrCa) (n = 8): las muestras de tejido se obtienen de linfomas
positivos después de la LND o después de la autopsia. Este grupo representa a pacientes con mal
prondstico.

Todas las muestras de tejido se congelaron rapidamente y las secciones de criostato se tifieron con hematoxilina y
eosina (H.E.). Estas secciones tefiidas con H.E. fueron clasificadas por un patélogo.

Se disecaron areas de tumor y sin tumor. El ARN se extrajo de secciones en serie de 10 ym de espesor que se
recogieron de cada muestra de tejido en varios niveles. El tejido se evalué mediante tincion con HE de secciones en
cada nivel y se verificé al microscopio. El ARN total se extrajo con TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA., EE. UU.)
segun las instrucciones del fabricante.

La cantidad y calidad de ARN se evaluaron en un espectrofotémetro NanoDrop 1000 (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE., EE. UU.) y en un bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA., EE. UU.).

Se transcribieron de forma inversa 2 ug de ARN completo tratado con desoxirribonucleasa usando transcriptasa
inversa SuperScript™ Il (Invitrogen) en una reaccién de 37, 5 pl segun el protocolo del fabricante. Las reacciones se
incubaron durante 10 minutos a 25°C, 60 minutos a 42°C y 15 minutos a 70°C. Al ADNc, se afiadieron 62, 5 ul de
milliQ.

Para la validacion, no solo se usaron muestras de tejido de prostata. Para investigar si los marcadores
seleccionados podrian detectarse con éxito en fluidos corporales, también se incluyeron muestras normales de tejido
de vejiga, de linfocitos de sangre periférica (PBL) y muestras de sedimento urinario en la etapa de validacion del
marcador. La sefial de fondo de los marcadores en la vejiga normal y los sedimentos urinarios de pacientes sin
cancer de prostata debe ser baja.

Estas muestras de sedimento urinario se recogieron en tres hospitales una vez que todos los participantes firmaron
un formulario de consentimiento aprobado por la junta de revision institucional. Las primeras muestras de orina
evacuada se recogieron después del examen rectal digital (ERD) de hombres para los que se prevé cancer de
prostata. Después de la recogida de muestras de orina, el urélogo realizé biopsias de préstata segun un protocolo
normalizado. Se evaluaron las biopsias de prdstata y, en caso de que hubiera cancer de prostata, se determind la
puntuacion de Gleason.

En primer lugar se recogi6 la orina evacuada después del ERD (20-30 ml) en un tubo codificado que contenia 2 ml
de EDTA 0,5M, pH 8,0. Todas las muestras se enfriaron inmediatamente a 4°C y se enviaron en lotes con paquetes
congelados al laboratorio de NovioGendix. Las muestras se procesaron en las 48 h posteriores a la adquisicion de
las muestras para garantizar una buena calidad de muestra. Tras la centrifugacion a 4°C y 1.800 x g durante 10
minutos, se obtuvieron sedimentos urinarios. Estos sedimentos urinarios se lavaron dos veces con solucion de
cloruro de sodio tamponada enfriada con hielo (a 4°C y 1.800 x g durante 10 minutos), se congelaron
instantaneamente en nitrégeno liquido y se almacenaron a -70°C.

Se extrajo todo el ARN de estos sedimentos urinarios, utilizando el reactivo de aislamiento TriPure (Roche
Diagnostics, Almere, Paises Bajos) segun el protocolo de los fabricantes.

Se afiadieron dos pasos adicionales. En primer lugar se afiadieron 2 pl de glucégeno (15 mg/ml) como vehiculo
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(Ambion, Austin (TX), EE.UU.) antes de la precipitacién con isopropanol. En segundo lugar, se realiz6é una segunda
etapa de precipitacion con acetato de sodio 3 M pH 5,2 y 100% de etanol para descartar restos de reactivo de
aislamiento TriPure.

El ARN se disolvié en agua sin ribonucleasa y se incub6 durante 10 minutos a 55-60°C. EI ARN se traté con
desoxirribonucleasa utilizando DNasal de calidad amplificacion (Invitrogen™, Breda, Holanda) segun el protocolo del
fabricante. De nuevo se afadié glucégeno como vehiculo y el ARN se precipitd con acetato de sodio 3 M pH 5,2y
etanol al 100% durante 2 horas a -20°C.

Después de eliminar los ultimos restos de etanol, el sedimento de ARN se disolvié en 16,5 ul de agua exenta de
ribonucleasa. La concentracion de ARN se determind mediante medicion de D.O. (Nanodrop) y se us6 1 ug de ARN
completo para la amplificacion de ARN utilizando el kit de expresion Ambion®WT (Ambion, Austin (TX), EE. UU.)
segun el protocolo del fabricante.

Para determinar los niveles de expresiones génicas, el ADNc generado a partir del ARN extraido tanto de las
muestras de tejido como de los sedimentos urinarios se utilizd como plantilla en los chips de baja densidad
TagMan® (TLDA,; Applied Biosystems).

En la Tabla 2 se proporciona una lista de los ensayos utilizados en este estudio. De cada uno de los ADNc, se
afaden 5 pl a 50 pl de Tagman® Universal Probe Maxter Mix (Applied Biosystems) y 50 yl de milliQ. Se cargaron
100 pl de cada muestra en 1 depdsito de muestra de una TagMan® Array (tarjeta de micro-fluido de 384 pocillos)
(Applied Biosystems). La TagMan® Array se centrifugé dos veces durante 1 minuto a 280 g y se sell6 para evitar la
contaminacion de pozo a pozo. Las tarjetas se colocaron en el bloque de muestra de tarjeta de micro-fluido de un
sistema 7900 HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Las condiciones del ciclo térmico fueron: 2
minutos a 50°C, 10 minutos a 94,5°C, seguido de 40 ciclos durante 30 segundos a 97°C y 1 minuto a 59,7°C.

Los datos brutos se registraron con el programa informatico Sequence detection System (SDS) de los instrumentos.
Las Micro Fluidic Cards se analizaron con documentos RQ y el RQ Manager Software para el analisis automatico de
datos. Los valores del umbral del ciclo delta (Ct) se determinaron como la diferencia entre el Ct de cada gen de
prueba y el Ct de hipoxantina fosforribosiltransferasa 1 (HPRT) (gen de referencia enddgeno).

Ademas, los valores de expresion génica se calcularon en base al método del ciclo de umbral comparativo (Ct), en el
que una muestra de ARN de préstata normal se designé como un calibrador al que se compararon las demas
muestras.

Para la validacion de los genes expresados de forma diferencial encontrados mediante chip 1.0 ST de exén humano
GeneChip®, se usaron 60 muestras de tejido de préstata en los chips de baja densidad TagMan® (TLDA). Para
investigar si los marcadores podrian usarse en fluidos corporales, también se incluyeron 2 muestras de tejido vesical
normal, 2 muestras de linfocitos de sangre periférica y 16 sedimentos urinarios (de los cuales 9 tenian PrCa en sus
biopsias y 7 no).

En los TLDA, se determinaron los niveles de expresion para los 47 genes de interés. Las muestras de cancer de
prostata se ordenaron a partir de prostata normal, BPH, puntuaciones bajas de Gleason, puntuaciones altas de
Gleason, CPRC y por ultimo metastasis de cancer de préstata. Tanto el chip 1.0 ST de ex6n humano GeneChip®
como los datos TLDA se analizaron usando diagramas de dispersion y de caja.

Después del analisis de los diagramas de caja y de dispersion, se obtuvo una lista de genes indicativos de cancer de
prostata y su prondstico (Tabla 3, Figuras 14 t/m 26).

Tabla 3: Lista de genes identificados

Simbolo Descripcion del gen Aumento/disminucién en grupo Fila ID del gen
del gen

ACSM1 miembro 1 de la familia de cadena media acil-CoA | Aumento en LG/HG frente a NPr 7 NM_052956

sintetasa

ALDH3B2 | familia de aldehido deshidrogenasa 3, miembro B2 Aumento en LG/HG frente a NPr 13 NM_000695
CGREF1 regulador de crecimiento celular con dominio mano EF | Aumento en LG/HG frente a NP 66 NM_006569
COMP Proteina de matriz oligomérica del cartilago Aumento en pT3 frente a pT2 6 NM_000095
C190rf48 marco de lectura abierto 48 del cromosoma 19 Aumento en LG/HG frente a NPr 12 NM_199249
DLX1 homeosecuencia 1 menos distal Aumento en LG/HG frente a NPr 52 NM_178120
GLYATL1 | seudoglicina-N-aciltransferasa 1 Aumento en LG/HG frente a NPr 1 NM_080661
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MS4A8B miembro 8B de la subfamilia A de 4 dominios que | Aumento en LG/HG frente a NPr 18 NM_031457
cubren la membrana
NKAIN1 ATPasa interactuante 1 transportadora de NA+/K+ | Aumento en LG/HG frente a NPr 40 NM_024522
PPFIA2 proteina tirosina fosfatasa, tipo receptor, polipéptido f Aumento en Meta frente a LG/HG 3 NM_003625
(PTPRF)
Aumento en pT3 frente a pT2 4
PTPRT proteina tirosina fosfatasa, receptor tipo T Aumento en LG/HG frente a NPr 29 NM_133170
TDRD1 dominio tudor que contiene 1 Aumento en LG/HG frente a NPr 8 NM_198795

UGT2B15 | polipéptido B15 de la familia de UDP | Aumento en CPRC frente a 2 NM_001076
glucuronosiltranferasa 2 LG/HG

ACSM1 (Figura 14): Los presentes datos del chip ST del ex6n 1.0 humano GeneChip® demostraron que ACSM1
aumento en los grupos LG PrCa, HG PrCa, CPRC y PrCa Met en comparacion con NPry BPH. Los experimentos de
validacion utilizando chips de baja densidad TagMan® confirmaron este aumento positivo en PrCa. Por lo tanto,
ACSM1 tiene potencial de diagnostico.

La expresion de ACSM1 en vejiga normal y PBL es muy baja. Ademas, la expresion de ACSM1 en sedimentos
urinarios obtenidos de pacientes con PrCa es mayor en comparacion con su expresion en sedimentos urinarios
obtenidos de pacientes sin PrCa. Por lo tanto, ACSM1 tiene potencial de diagndstico como marcador urinario para el
cancer de préstata.

ALDH3B2 (Figura 15): Los presentes datos del chip ST del exén 1.0 humano GeneChip® demostraron que
ALDH3B2 aumento en los grupos LG PrCa, HG PrCa, CPRC y PrCa Met en comparacion con NPr y BPH. Los
experimentos de validacion utilizando chips de baja densidad TagMan® confirmaron el aumento en estos grupos con
excepcion de PrCa Met. Por lo tanto, ALDH3B2 tiene potencial de diagnostico.

La expresion de ALDH3B2 en vejiga normal y PBL es muy baja. Ademas, la expresion de ALDH3B2 en sedimentos
urinarios obtenidos de pacientes con PrCa es mayor en comparacion con su expresion en sedimentos urinarios
obtenidos de pacientes sin PrCa. Por lo tanto, ALDH3B2 tiene potencial de diagndstico como marcador urinario para
el cancer de prostata.

CGREF1 (Figura 16): los presentes datos del chip 1.0 ST de exén humano GeneChip® demostraron que CGREF1
aumento en los grupos LG PrCa, HG PrCa, CPRC y PrCa Met en comparacion con NPr y BPH. Los experimentos
de validacion utilizando chips de baja densidad TagMan® confirmaron este aumento. Por lo tanto, CGREF1 tiene
potencial de diagndstico.

La expresion de CGREF1 en vejiga normal y PBL es muy baja. Ademas, la expresion de CGREF1 en sedimentos
urinarios obtenidos de pacientes con PrCa es mayor (casi dos grupos independientes) en comparaciéon con su
expresion en sedimentos urinarios obtenidos de pacientes sin PrCa. Por lo tanto, CGREF1 tiene potencial de
diagndéstico como marcador urinario para el cancer de préstata.

COMP (Figura 17): Los datos del presente chip 1.0 ST de ex6n humano GeneChip® demostraron que COMP
aumentd (hasta 3,5 veces) en los grupos LG PrCa, HG PrCa, CPRC y PrCa Met en comparacion con NPry BPH.
Los experimentos de validacion usando chips de baja densidad TagMan® confirmaron esto y mostraron un aumento
incluso mayor en tejido de PrCa frente a tejido de NPr (hasta 32,5 veces). Por lo tanto, concluimos que COMP tiene
potencial de diagndstico.

La expresion de COMP en vejiga normal y PBL es muy baja a niveles indetectables. Ademas, la expresion de COMP
en los sedimentos urinarios obtenidos de pacientes con PrCa es mayor en comparacion con su expresion en
sedimentos urinarios obtenidos de pacientes sin PrCa. Por lo tanto, COMP tiene potencial de diagndstico como
marcador urinario para cancer de prostata.

La expresion de COMP en PrCa localmente avanzado (pT3) es mayor que en PrCa confinada en un 6rgano (pT2).
Por lo tanto, COMP se puede utilizar como marcador de prondstico para el cancer de prostata (datos de
GeneChip®).

C190rf48 (Figura 18): Los presentes datos del chip 1.0 ST de exén humano GeneChip® demostraron que C190rf48
aumento en los grupos LG PrCa, HG PrCa, CPRC y PrCa Met en comparacion con NPr y BPH. Los experimentos
de validacion utilizando chips de baja densidad TagMan® confirmaron este aumento. Por lo tanto, C190rf48 tiene
potencial de diagndstico.
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La expresion de C190rf48 en la vejiga normal y PBL es muy baja. La expresion media de C190rf48 en sedimentos
urinarios obtenidos de pacientes con PrCa no es mayor en comparacion con su expresion en sedimentos urinarios
obtenidos de pacientes sin PrCa. Sin embargo, en dos de cada nueve sedimentos urinarios obtenidos de pacientes
con PrCa, la expresidon es sumamente mas alta (estrellas en el grafico de caja) y en estos dos pacientes no se
detectaria por la mayoria de los otros biomarcadores. Por lo tanto, C190rf48 tiene potencial de diagndstico
complementario como marcador urinario para cancer de prostata.

DLX1 (Figura 19): Los presentes datos del chip 1.0 ST de ex6n humano GeneChip® demostraron que DLX1
aumentd (hasta 5,6 veces) en los grupos LG PrCa, HG PrCa, CPRC y PrCa Met en comparacion con NPry BPH.

Los experimentos de validacion utilizando chips de baja densidad TagMan® confirmaron esto y demostraron un
aumento incluso mayor en tejido de PrCa frente a tejido de NPr (hasta 183,4 veces). Por lo tanto, DLX1 tiene
potencial de diagndstico.

La expresion de DLX1 en vejiga normal y PBL es indetectable a muy baja. Ademas, la expresion de DLX1 en
sedimentos urinarios obtenidos de pacientes con PrCa es mucho mayor en comparacidon con su expresion en
sedimentos urinarios obtenidos de pacientes sin PrCa. Por lo tanto, DLX1 tiene potencial de diagndstico como
marcador urinario para el cancer de prostata.

GLYATLA1 (Figura 20): Los presentes datos del chip 1.0 ST de ex6n humano GeneChip® demostraron que GLYATL
aumento en los grupos LG PrCa, HG PrCa, CPRC y PrCa Met en comparacion con NPr y BPH. Los experimentos de
validacion utilizando chips de baja densidad TagMan® confirmaron esto. Por lo tanto, GLYATL tiene potencial de
diagndstico.

La expresion de GLYATL1 en vejiga normal y PBL es indetectable a muy baja. Ademas, la expresion de GLYATL1
en sedimentos urinarios obtenidos de pacientes con PrCa es mayor en comparacion con su expresion en
sedimentos urinarios obtenidos de pacientes sin PrCa. Por lo tanto, GLYATL1 tiene potencial de diagndstico como
marcador urinario para el cancer de prostata.

MS4A8B (Figura 21): Los presentes datos del chip 1.0 ST de exdén humano GeneChip® demostraron que MS4A8B
aumenté en LG PrCa, HG PrCa, CPRC y PrCa Met (hasta 8,3 veces) en comparacion con NPr y BPH. Los
experimentos de validacion usando chips de baja densidad TagMan® confirmaron esto y demostraron un aumento
incluso mayor en tejido de PrCa frente a tejido de NPr (hasta 119,8 veces). Por lo tanto, MS4A8B tiene potencial de
diagndstico.

La expresion de MS4A8B en vejiga normal y PBL es indetectable. Ademas, la expresion de MS4A8B en sedimentos
urinarios obtenidos de pacientes con PrCa es mayor en comparacion con su expresion en sedimentos urinarios
obtenidos de pacientes sin PrCa. Por lo tanto, MS4A8B tiene potencial de diagndstico como marcador urinario para
el cancer de prostata.

NKAIN1 (figura 22): Los presentes datos del chip 1.0 ST de exén humano GeneChip® demostraron que NKAIN1
aumenté en LG PrCa, HG PrCa, CPRC y PrCa Met (hasta 4,6 veces) en comparacion con NPr y BPH. Los
experimentos de validacion usando chips de baja densidad TagMan® confirmaron esto y mostraron un aumento
incluso mayor en tejido de PrCa frente a tejido NPr (hasta 61,4 veces). Por lo tanto, NKAIN1 tiene potencial de
diagndstico.

La expresion de NKAIN1 en vejiga normal y PBL es indetectable. Ademas, la expresion de NKAIN1 en sedimentos
urinarios obtenidos de pacientes con PrCa es mayor (casi dos grupos independientes en el grafico de caja) en
comparacion con su expresion en sedimentos urinarios obtenidos de pacientes sin PrCa. Por lo tanto, NKAIN1 tiene
potencial de diagndéstico como marcador urinario para el cancer de proéstata.

PPFIA2 (Figura 23): Los presentes datos del chip 1.0 ST de ex6n humano GeneChip® demostraron que PPFIA2
aumento en LG PrCa, HG PrCa, CPRC y PrCa Met en comparacion con NPr y BPH. Este aumento fue mayor en
PrCa Met.

Los experimentos de validacion utilizando chips de baja densidad TagMan® confirmaron el aumento en estos
grupos. Por lo tanto, PPFIA2 tiene potencial de diagndstico

La expresion de PPFIA2 en vejiga normal y PBL es baja a indetectable. Ademas, la expresion de PPFIA2 en
sedimentos urinarios obtenidos de pacientes con PrCa es mucho mas alta (casi dos grupos independientes en el
grafico de caja) en comparacion con su expresion en sedimentos urinarios obtenidos de pacientes sin PrCa. Por lo
tanto, PPFIA2 tiene potencial de diagndstico como marcador urinario para el cancer de prostata.

PTPRT (Figura 24): Los presentes datos del chip 1.0 ST de exén humano GeneChip® demostraron que PTPRT
aumento6 (hasta 11,1 veces) en los grupos LG PrCa, HG PrCa, CPRC y PrCa Met en comparacion con NPr y BPH.
Los experimentos de validacion utilizando chips de baja densidad TagMan® confirmaron esto y mostraron un
aumento incluso mayor en tejido de PrCa frente a tejido de NPr (hasta 55,1 veces). Por lo tanto, PTPRT tiene
potencial de diagndstico.
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La expresion de PTPRT en vejiga normal y PBL es muy baja a indetectable. Ademas, la expresion de PTPRT en
sedimentos urinarios obtenidos de pacientes con PrCa es mucho mas alta (casi dos grupos independientes en el
grafico de caja) en comparacion con su expresion en sedimentos urinarios obtenidos de pacientes sin PrCa. Por lo
tanto, PTPRT tiene potencial de diagndstico como marcador urinario para el cancer de préstata.

TDRD1 (Figura 25): Los presentes datos del chip 1.0 ST de exén humano GeneChip® demostraron que TDRD1 se
aumento (hasta 12,6 veces) en los grupos LG PrCa, HG PrCa, CPRC y PrCa Met en comparacion con NPr y BPH.
Los experimentos de validacion utilizando chips de baja densidad TagMan® confirmaron esto y mostraron un
aumento incluso mayor en tejido de PrCa frente a tejido de NPr (hasta 184,1 veces), especialmente en el grupo de
LG PrCa. Por lo tanto, TDRD1 tiene potencial de diagndstico.

La expresion de TDRD1 en la vejiga normal es muy baja. Ademas, la expresion de TDRD1 en sedimentos urinarios
obtenidos de pacientes con PrCa es mucho mas alta (dos grupos independientes en el grafico de caja) en
comparacién con su expresion en sedimentos urinarios obtenidos de pacientes sin PrCa. Por lo tanto, TDRD1 tiene
potencial de diagndéstico como marcador urinario para el cancer de proéstata.

UGT2B15 (Figura 26): Los presentes datos del chip 1.0 ST de ex6n humano GeneChip® demostraron que
UGT2B15 aumento6 (hasta 5,2 veces) en los grupos LG PrCa, HG PrCa, CPRC y PrCa Met en comparacion con NPr
y BPH. Los experimentos de validacion usando chips de baja densidad TagMan® confirmaron esto y mostraron un
aumento incluso mayor en tejido de PrCa frente a tejido de NPr (hasta 224,4 veces). La expresion de UGT2B15 en
la vejiga normal es muy baja. Ademas, la expresion de UGT2B15 en sedimentos obtenidos de pacientes con PrCa
€s mayor en comparacion con su expresion en sedimentos urinarios obtenidos de pacientes sin PrCa. Por lo tanto,
UGT2B15 tiene potencial de diagndstico como marcador urinario para el cancer de préstata.

Dado que UGT2B15 aumenta mucho en pacientes con CPRC, es un marcador adecuado para controlar a los
pacientes sometidos a terapia hormonal para su cancer de prostata localmente avanzado. Por lo tanto, UGT2B15
también tiene valor prondstico.

Ejemplo 2

Para identificar marcadores de cancer de prostata agresivo, se utilizé el perfil de expresion génica (chip 1.0 ST de
ex6n humano GeneChip®, Affymetrix) de muestras de pacientes con cancer de prostata en las siguientes
categorias:

- LG: PrCa de bajo grado (puntuacion de Gleason igual o inferior a 6). Este grupo representa pacientes con
buen prondstico;

- HG: PrCa de alto grado (puntuacion de Gleason de 7 o mas). Este grupo representa pacientes con mal
prondstico; tipo de muestra, ARNm de tumor primario;

- PrCa Met. Este grupo representa pacientes con mal prondstico; tipo de muestra; ARNm de metastasis de
PrCa;

- CPRC: cancer de prostata resistente a la castracion; ARNm de material de tumor primario de pacientes que
son progresivos bajo terapia endocrina. Este grupo representa pacientes con enfermedad localizada
agresiva.

El andlisis de expresion se realiza segun protocolos habituales. Brevemente, en pacientes con cancer de prostata
(que pertenecen a una de las cuatro categorias mencionadas anteriormente) se obtuvo tejido tras una
prostatectomia radical o RTUP. Los tejidos se congelaron rapidamente y las secciones de criostato se tifieron con
H.E. para su clasificacién por un patélogo.

Se disecaron las areas tumorales y se extrajo el ARN completo con TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA., EE. UU.)
siguiendo las instrucciones del fabricante. El ARN completo se purificd con el mini kit RNeasy de Qiagen (Qiagen,
Valencia, CA., EE.UU.). La totalidad del ARN se comprobd por electroforesis usando el Agilent 2100 Bioanalyzer.

Del ARN total purificado, se us6 1 pg para el GeneChip WholeTranscript (WT) Sense Target Labeling Assay
(Affymetrix, Santa Clara, CA., EE. UU.). Segun el protocolo de este ensayo, la mayoria del ARN ribosémico se
eliminé usando un RiboMinus Human/Mouse Transcriptome Isolation Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA., EE. UU.).
Utilizando un hexamero aleatorio que incorpora un activador T7, se sintetiz6 ADNc bicatenario. A continuacion, se
generd ARNCc a partir de la plantilla de ADNc bicatenario mediante una reaccion de transcripcion in vitro y se purificd
usando el moédulo de limpieza de muestras Affymetrix. EI ADNc monocatenario se regeneré a través de una
transcripcién inversa cebada aleatoriamente usando una mezcla de dNTP que contenia dUTP. EI ARN se hidrolizé
con ribonucleasa H y el ADNc se purificé. EI ADNc se fragmenté a continuaciéon mediante incubaciéon con una
mezcla de endonucleasas de restriccion UDG (uracil ADN glucosilasa) y APE1 (endonucleasa 1
apurinica/apirimidinica) y, por ultimo, se marcé en el extremo mediante una reacciéon de transferasa terminal que
incorpora un didesoxinucledétido biotinilado.
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Se afiadieron 5,5 pg del ADNc biotinilado fragmentado a una mezcla de hibridacion, se cargaron en un GeneChip ST
del exén 1.0 humano y se hibridaron durante 16 horas a 45°C y 60 rpm.

Usando el chip 1.0 ST de ex6n humano GeneChip® (Affymetrix), los genes se miden indirectamente mediante el
analisis de exones cuyas mediciones se pueden combinar en mediciones de grupos de transcripcion. Hay mas de
300.000 grupos de transcripcion en el chip, de los cuales 90.000 contienen mas de un exon. De estos 90.000, hay
mas de 17.000 genes de alta confianza (CORE) que se usan en el andlisis predeterminado. En total, hay mas de 5,5
millones de funciones por chip.

Después de la hibridacion, el chip se lavé y se tifid segun el protocolo de Affymetrix. El chip tefiido se escaned a 532
nm utilizando un Affymetrix GeneChip Scanner 3000, generando archivos CEL para cada chip.

Los valores de expresiéon en el exén procedian de las intensidades de hibridacion en la sonda de archivo CEL
utilizando el algoritmo RMA basado en modelo tal como se ejecuté en el programa informatico Affymetrix Expression
Console™. RMA (Robust Multiarray Average) realiza la normalizacion, la correccién de fondo y el resumen de datos.
Los genes expresados de forma diferencial entre las condiciones se calculan utilizando Anova (ANalysis Of
Variance), una prueba de la T para mas de dos grupos.

La identificacion de la diana es parcial ya que se analizaron grupos de riesgo clinicamente bien definidos. Los
marcadores se clasifican segun su funcién en la biologia del cancer. Para la identificacion de marcadores, el grupo
PrCa Met se compara con 'HG'y 'LG'.

En base al analisis de expresion obtenido, se identificaron biomarcadores basados en 30 tumores; los perfiles de
expresion de los biomarcadores se proporcionan en la tabla 4.

Tabla 4: Caracteristicas de la expresion de 7 dianas que caracterizan el fenotipo metastasico agresivo del cancer
de préstata basado en el anélisis de 30 muestras muy conocidas
Nombre del gen Asignacion del gen Expresion en Met-LG | Fila | Met-HG | Fila | Met-CPRC
PrCa Met

PTPR NM_003625 Aumento 15,89 4 8,28 4 11,63
EPHAG NM_001080448 Aumento 15,35 5 9,25 2 8,00
Placofilina 1 NM_000299 Aumento 5,28 28 4,92 8 5,46
HOXC6 NM_004503 Aumento 5,35 27 3,34 43 3,51
HOXD3 NM_006898 Aumento 1,97 620 2,16 238 1,40
sFPR2 NM_003013 Disminucion -6,06 102 -13,93 15 -3,53
HOXD10 NM_002148 Disminucion -3,71 276 -3,89 | 238 -5,28
Ejemplo 3

El protocolo del ejemplo 1 se repitié en un grupo de 70 muestras. Los resultados obtenidos se presentan en la tabla
5.

Tabla 5: Caracteristicas de expresioén de 7 dianas validadas en el grupo de 70 tumores

Nombre del | Asignacion del Expresion Met-LG Fila Met-HG Fila Met-CPRC Fila
gen gen en PrCa Met
PTPR NM_003625 Aumento 6,92 1 2,97 11 3,66 2
EPHAG NM_001080448 | Aumento 4,35 4 3,97 3 3,18 3
Placofilina 1 | NM_000299 Aumento 3,18 12 4,00 2 4,11 5
HOXC6 NM_004503 Aumento 1,77 271 1,75 208 1,44 6
HOXD3 NM_006898 Aumento 1,62 502 1,66 292 1,24 7
sFPR2 NM_003013 Disminucion -6,28 46 -10,20 10 -5,86 1
HOXD10 NM_002148 Disminucion -2,48 364 -2,55 327 -2,46 4
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Como puede verse claramente en las tablas 4 y 5, un aumento de la expresion de PTPR, EPHAG, Placofilina 1,
HOXC6 (Figura 27) y HOXD3 se asoci6 al cancer de prostata. Ademas, como puede verse claramente en las tablas
4y 5, una disminucion de la expresion de sFRP2 (Figura 28) y HOXD10 (Figura 29) se asoci6 al cancer de prostata.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores obtenidos en 70 muestras tumorales, los datos de expresion
demuestran claramente la idoneidad de estos genes como marcador biolégico o molecular para el diagnostico de
cancer de préstata.

Ejemplo 4

Usando el perfil de expresion génica (chip 1.0 ST de exén humano GeneChip®, Affymetrix) en 70 canceres de
prostata, se descubrié que varios genes se expresaban de forma diferencial en cancer de préstata de bajo grado y
alto en comparacion con la metastasis de cancer de prostata y cancer de prostata resistente a la castracion (CPRC).
Junto con varios otros en los genes expresados de forma diferencial chip 1.0 ST de ex6n humano GeneChip®, los
niveles de expresion de estos genes se validaron usando los chips TagMan® de baja densidad (TLDA, Applied

Biosystems). En la tabla 6 se muestra una visidon general de los genes validados.

Tabla 6: Ensayos de expresion génica utilizados para el analisis TLDA

Simbolo Descripcion del gen Numero de ingreso | Tamano del amplicon
AMACR alfa-metilacil-CoA racemasa NM_014324 97-141
B2M beta-2-microglobulina NM_004048 64-81
CYP4F8 citocromo P450, familia 4, subfamilia F NM_007253 107
CDH1 E-Cadherina NM_004360 61-80
EPHA6 receptor A6 de efrina NM_001080448 95
ERG homélogo del oncogén del virus E26 de | NM_004449 60-63

eritroblastosis v-ets
ETVA variante 1 de ets NM_004956 74-75
ETV4 variante 4 de ets NM_001986 95
ETVS variante 5 de ets NM_004454 70
FASN acido graso sintasa NM_004104 144
FOXD1 forkhead box D1 NM_004472 59
HOXC6 homeosecuencia C6 NM_004503 87
HOXD3 homeosecuencia D3 NM_006898 70
HOXD10 homeosecuencia D10 NM_002148 61
HPRT hipoxantina fosforribosiltransferasa 1 NM_000194 72-100
HSD17B6 | homdlogo 6 de hidroxiesteroide (17-beta) | NM_003725 84

deshidrogenasa
CDH2 N-cadherina (neuronal) NM_001792 78-96
CDH11 OB-cadherina (osteoblasto) NM_001797 63-96
PCA3 gen 3 del cancer de prostata AF103907 80-103
PKP1 Placofilina 1 NM_000299 71-86
KLK3 antigeno especifico de la prostata NM_001030047 64-83
PTPR proteina  tirosina fosfatasa. Tipo receptor, | NM_003625 66

polipéptido f
RET proto-oncogeén ret NM_020975 90-97
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RORB receptor B sin interés comercial relacionado con | NM_006914 66
RAR
RRM2 ribonucledtido reductasa M2 NM_001034 79
SFRP2 proteina 2 relacionada con la rizada segregada NM_003013 129
SGP28 proteina granular especifica (28 kDa)/proteina 3 | NM_006061 111
secretora rica en cisteina CRISP3
SNAI2 homologo 2 de caracol SNAI2 NM_003068 79-86
SNAI1 homologo 1 de caracol SNAI1 NM_005985 66
SPINK1 inhibidor de serina peptidasa, Kazal tipo 1 NM_003122 85
TGM4 transglutaminasa 4 (prostata) NM_003241 87-97
TMPRSS2 | serina proteasa 2 de transmembrana NM_005656 112
TWIST homologo 1 de twist NM_000474 115

Se usaron muestras de cancer de préstata en las siguientes categorias:

- Cancer de prostata de bajo grado (LG): muestras de tejido de tumores primarios con una puntuaciéon de
Gleason < 6 obtenidas después de una prostatectomia radical. Este grupo representa pacientes con un
buen prondstico.

- Cancer de prostata de alto grado (HG): muestras de tejido de tumores primarios con una puntuacién de
Gleason =7 obtenida después de una prostatectomia radical. Este grupo representa pacientes con mal
prondstico.

- Metastasis del cancer de préstata: las muestras de tejido se obtienen a partir de linfonodos positivos
después de LND o después de autopsia. Este grupo representa a pacientes con mal prondstico

- Cancer de prostata resistente a la castracion (CPRC): las muestras de tejido se obtienen de pacientes que
son progresivos bajo terapia endocrina y que se sometieron a una reseccion transuretral de la prostata
(RTUP).

Todas las muestras de tejido se congelaron rapidamente y las secciones de criostato se tifieron con hematoxilina y
eosina (H.E.). Estas secciones tefiidas con H.E. fueron clasificadas por un patélogo.

Se disecaron las areas tumorales. Se extrajo ARN de secciones en serie de 10 ym de espesor que se recogieron de
cada muestra de tejido en varios niveles. El tejido se evalud por tincion con HE de secciones en cada nivel y se
verificé al microscopio. EI ARN completo se extrajo con TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA., EE. UU.) segun las
instrucciones del fabricante. El ARN total se purificé usando el RNeasy mini kit (Qiagen, Valencia, CA., EE.UU.). La
cantidad y calidad de ARN se evaluaron en un espectrofotometro NanoDrop 1000 (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE., EE. UU.) y en un Bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA., EE.
uu.).

Se transcribieron de forma inversa 2 ug de ARN completo tratado con desoxirribonucleasa usando transcriptasa
inversa SuperScript™ Il (Invitrogen) en una reaccién de 37, 5 yl segun el protocolo del fabricante. Las reacciones se
incubaron durante 10 minutos a 25°C, 60 minutos a 42°C y 15 minutos a 70°C. Se afadieron 62,5 pl de milliQ al
ADNC.

Se midieron los niveles de expresién génica usando los chips de baja densidad TagMan® (TLDA; Applied
Biosystems). En la Tabla 5 se proporciona una lista de los ensayos utilizados en este estudio. Se afiaden 3 pl de
cada uno de los ADNc a 50 pyl de Tagman® Universal Probe Master Mix (Applied Biosystems) y 47 ul de milliQ. Se
cargaron 100 yl de cada muestra en un depdsito de muestra de un TagMan® Array (tarjeta microfluida de 384
pocillos) (Applied Biosystems). El TagMan® Array se centrifugd dos veces durante 1 minuto a 280 g y se sell6 para
evitar la contaminacion pozo a pozo. Las tarjetas se colocaron en el bloque de muestra de tarjeta de microfluido de
un PCR 7900 HT Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Las condiciones del ciclo térmico fueron: 2 minutos
a 50°C, 10 minutos a 94,5°C, seguido de 40 ciclos durante 30 segundos a 97°C y 1 minuto a 59,7°C.

Los datos brutos se registraron con el programa informatico Sequence detection System (SDS) de los instrumentos.
Las Micro Fluidic Cards se analizaron con documentos RQ y el RQ Manager Software para el analisis automatico de
datos. Los valores del umbral del ciclo delta (Ct) se determinaron como la diferencia entre el Ct de cada gen de
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prueba y el Ct de la hipoxantina fosforribosiliransferasa 1 (HPRT) (gen de referencia endogeno). Ademas, los
valores de expresion génica se calcularon en base al método del ciclo de umbral comparativo (Ct), en el que una
muestra de ARN de prostata normal se designé como calibrador con el que se compararon las demas muestras.

Para la validacion de los genes expresados diferencialmente encontrados por chip 1.0 ST de exén humano
GeneChip®, se utilizaron 70 muestras de cancer de prostata en los chips de baja densidad TagMan® (TLDA). En
estos TLDA, se determinaron los niveles de expresion para los 33 genes de interés. Las muestras de cancer de
prostata se ordenaron a partir de las bajas puntuaciones de Gleason, altas puntuaciones de Gleason, CPRC y por
ultimo la metastasis de cancer de préstata. Tanto el chip 1.0 ST de exén humano GeneChip® como los datos TLDA
se analizaron usando diagramas de dispersion y de caja.

En una primera aproximacion, se realizaron diagramas de dispersion en los que las muestras se ordenaron a partir
de bajas puntuaciones de Gleason, altas puntuaciones de Gleason, CPRC y por ultimo metastasis de cancer de
prostata. En una segunda aproximacion, se incluyeron los datos de seguimiento clinico. Las muestras se clasificaron
en seis grupos: pacientes con cancer de prostata con tratamiento curativo, pacientes con recaida bioquimica lenta
(después de 5 afios o mas), pacientes con recaida bioquimica rapida (dentro de 3 afos), pacientes que
evolucionaron, pacientes con CPRC y por Ultimo pacientes con metastasis de cancer de prostata. Después del
analisis de los diagramas de dispersion y de caja utilizando ambas aproximaciones, se obtuvo una lista de genes
indicativos indicativos para cancer de préstata y el prondstico de los mismos (tabla 7, figuras 34-40).

Tabla 7: Lista de genes identificados

Simbolo Descripcion del gen Numero de ingreso | Tamaio del amplicon

HOXC6 homeosecuencia C6 NM_004503 87

SFRP2 proteina 2 relacionada con la rizada segregada NM_003013 129

HOXD10 homeosecuencia D10 NM_002148 61

RORB receptor B sin interés comercial relacionado con | NM_006914 66

RAR

RRM2 ribonucledtido reductasa M2 NM_001034 79

TGM4 transglutaminasa 4 (prostata) NM_003241 87-97

SNAI2 homologo 2 de caracol SNAI2 NM_003068 79-86

HOXCG6 (Figura 34): Los presentes datos del chip 1.0 ST de exén humano GeneChip® mostraron que HOXC6
aumento en las metastasis de cancer de prostata en comparacion con los canceres de prostata primarios de alto y
bajo grado. Los experimentos de validacion utilizando chips de baja densidad TagMan® confirmaron este aumento.
Ademas, se encontré que HOXC6 habia aumentado en los cuatro grupos de cancer de prostata en comparacion con
la prostata normal. Por lo tanto, HOXCS6 tiene potencial de diagnostico.

Utilizando datos de seguimiento clinico, se observé que todos los pacientes con enfermedad progresiva y 50% de
pacientes con recurrencia bioquimica dentro de los 3 afos posteriores al tratamiento inicial tenian un aumento mayor
de la expresion de HOXC6 en comparacion con los pacientes con recidiva bioquimica después de 5 afos y
pacientes con tratamiento curativo. Los pacientes con recidiva bioquimica dentro de los 3 afios posteriores al
tratamiento inicial que tenian una expresién de HOXC6 mayor también tenian un peor prondstico en comparacion
con los pacientes con una expresion de HOXC6 mas baja. Por lo tanto, la expresion de HOXC6 se correlaciona con
la evolucién del cancer de proéstata.

SFRP2 (figura 35): Los presentes datos del chip 1.0 ST de exén humano GeneChip® demostraron que SFPR2
aumentaba en las metastasis de cancer de prostata en comparacion con los canceres de prostata primarios de alto y
bajo grado. Los experimentos de validacion utilizando chips de baja densidad TagMan® confirmaron disminucion.
Ademas, se encontré6 que SFRP2 disminuye en los cuatro grupos de cancer de prostata en comparacion con la
prostata normal. Por lo tanto, SFRP2 tiene potencial de diagndstico.

Utilizando datos de seguimiento clinico, se observaron diferencias en la expresion de SFRP2 entre los pacientes con
tratamiento curativo, recaida bioquimica después del tratamiento inicial y enfermedad progresiva. Mas del 50% de
las metastasis mostraron una gran disminucion de SFRP2. Ademas, también unos pocos pacientes con CRPC
mostraron una expresion de SFRP2 muy baja. Por lo tanto, SFRP2 puede usarse para la deteccion de pacientes con
progresion bajo terapia endocrina (CRPC) y pacientes con metastasis de cancer de préstata. Por lo tanto se sugiere
que, en combinacién con un marcador que aumenta en metastasis, se podria utilizar una relacion de ese marcador y
SFRP2 para la deteccién de células tumorales circulantes.

23




10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 663 069 T3

HOXD10 (figura 36): Los presentes datos del chip 1.0 ST de exén humano GeneChip® demostraron que HOXD10
disminuia en metastasis de cancer de préstata en comparacion con los canceres de prostata primarios de alto y bajo
grado. Los experimentos de validacion utilizando chips de baja densidad TagMan® confirmaron esta disminucion.
Ademas, se encontré que HOXD10 disminuia en los cuatro grupos de cancer de préstata en comparacion con la
prostata normal. Por lo tanto, HOXD10 tiene potencial de diagnostico.

Utilizando datos de seguimiento clinico, se observaron diferencias en la expresion de HOXD10 entre los pacientes
con tratamiento curativo, recaida bioquimica después del tratamiento inicial y enfermedad progresiva. Todas las
metastasis mostraron una gran disminucion de HOXD10. Ademas, también algunos pacientes con CRPC
presentaban una baja expresion de HOXD10. Por lo tanto, HOXD10 puede utilizarse para la deteccion de pacientes
con evolucion bajo terapia endocrina (CRPC) y pacientes con metastasis de cancer de prostata.

RORB (Figura 37): Los datos actuales del chip 1.0 ST de ex6n humano GeneChip® demostraron que RORB habia
aumentado en metastasis de cancer de prostata y CRPC en comparacion con canceres de prostata primarios de alto
y bajo grado. Los experimentos de validacion utilizando chips de baja densidad TagMan® confirmaron este aumento.
Ademas, se encontréo que RORB disminuye en todos los canceres de prostata de bajo y alto grado en comparacion
con la préstata normal. En CRPC y metastasis, RORB se reexpresa en prostata normal. Por lo tanto, RORB tiene
potencial de diagndstico.

Utilizando datos de seguimiento clinico, se observaron diferencias en la expresion de RORB entre los pacientes con
tratamiento curativo, recaida bioquimica después del tratamiento inicial y enfermedad progresiva. Sin embargo, en
una serie de casos en el CRPC y metastasis, el aumento de RORB coincide con una disminucion de SFRP2.
Utilizando una proporcion de RORB sobre SFRP2 podria detectarse el 75% de las metastasis del cancer de
préstata. Ademas, varios pacientes con CRPC tenian una alta relacion RORB/SFRP2. Por lo tanto, esta relacion se
puede usar en la deteccién de pacientes con células tumorales circulantes y pacientes progresivos con CRPC.

RRM2 (figura 38): los experimentos utilizando chips de baja densidad TagMan® presentaban un aumento de RRM2
en los cuatro grupos de cancer de prostata en comparacion con la prostata normal. Por lo tanto, RRM2 tiene
potencial de diagndstico. Ademas, la expresion de RRM2 es mayor en CRPC y metastasis demostrando que puede
estar involucrado en el potencial invasivo y metastasico de las células de cancer de prostata. Por lo tanto, RRM2 se
puede usar para la deteccién de células tumorales de préstata circulantes.

Utilizando datos de seguimiento clinico, se observaron diferencias en la expresion de RRM2 entre los pacientes con
tratamiento curativo, recaida bioquimica después del tratamiento inicial y enfermedad progresiva.

TGM4 (figura 39): Los presentes datos de chip 1.0 ST de exdn humano GeneChip® demostraron que TGM4 habia
disminuido en metastasis de cancer de prostata en comparacion con los canceres de prostata primarios de alto y
bajo grado. Los experimentos de validacion utilizando matrices de baja densidad TagMan® confirmaron esta
disminucion. Ademas, se encontré que TGM4 habia disminuido mucho en los cuatro grupos de cancer de préstata
en comparacion con la prostata normal. Por lo tanto, TGM4 tiene potencial de diagndstico.

Utilizando datos de seguimiento clinico, se observd que los pacientes con enfermedad progresiva presentaban una
disminucion mayor de TGM4 (subgrupo de pacientes) en comparacion con los pacientes con tratamiento curativo y
recaida bioquimica después del tratamiento inicial. En metastasis, la expresion de TGM4 ha disminuido
completamente. Por lo tanto, TGM4 tiene potencial de prondstico.

SNAI2 (figura 40): Los presentes datos del chip 1.0 ST de ex6n humano GeneChip® demostraron que SNAI2 habia
disminuido en metastasis de cancer de préstata en comparacion con canceres de préstata primarios de alto y bajo
grado. Los experimentos de validacion utilizando matrices de baja densidad TagMan® confirmaron esta disminucion.
Ademas, se encontré que SNAI2 disminuye en los cuatro grupos de cancer de préstata en comparacion con la
prostata normal. Por lo tanto, SNAI2 tiene potencial de diagndstico.

Utilizando datos de seguimiento clinico, se observaron diferencias en la expresion de SNAI2 entre los pacientes con
tratamiento curativo, recaida bioquimica después del tratamiento inicial y enfermedad progresiva.
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REIVINDICACIONES

1. Método para el diagnéstico in vitro del cancer de prostata PrCa de alto grado (HG PrCa), PrCa Met y CPRC
en un individuo humano que comprende:

- determinar la expresion de DLX1; y

- establecer el aumento o la disminucion de la expresion de DLX1 en comparacion con la expresion
de DLX1 en una muestra de un individuo sin cancer de préstata;

proporcionando de ese modo dicho diagndstico in vitro del cancer de prostata PrCa de alto grado (HG
PrCa), PrCa Met y CPRC.

2. Método segun la reivindicacion 1, en donde la determinacion de dicha expresion comprende determinar la
expresion del ARNm.

3. Utilizacion de la expresion de DLX1 para el diagndstico in vitro del cancer de prostata PrCa de alto grado
(HG PrCa), PrCa Met y CPRC, preferiblemente CPRC.
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FIGURA 1

ACSM1 NM 052956.2 > NP 443188.2 acil-coenzima A sintetasa ACSM1. mitocondrial
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gcatcgggec
ccgtggtggyg
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agtcagtgac
aaaccatcac
aatcggcagt
tccocoactat
gagtgccatg
caagtecctet
ctgatatcaa

gcagtggcta
ccctgeceet
tgactatgaa
aaaggagaaq
ggatgaagta
cttcacacaq
tcctgagtag
gaccatcctg
cattgtgacc
tctgaaaacc
gqotggttaaa
ggtcatectte
gttggcctta
tgtctectgg
accatggaca
catcatacag
tcgaatgatt
tactggcggg
tctgectectac
aatgaagatc
tgatgacaag
acctgtcagg
agtggaatgt
catttgtttec
tgcagaggtt
cagcccagac
cctgtoccat
agccccatac
tggcaagatt
gaactcagaa
ggtgaggacyg
attccaatgt
gtatctttag
C

atgaggttce
tcacagctge
gtaccggagg
gagggcaaga
aagtggagct
acctgtggcco
tggctaggtgg
ttgaaggcca
atagatgccc
aagctoctgg
tcagcatcece
ttcaccagtg
caaccctcct
tgecoctgtogg
gcgggttgta
acattgttga
ctgcagcagg
gaggtcgtgt
gagaactatg
aagccocgggtt
ggcagcatcc
cctgtgageo
gqgggacttot
ctggggagga
gaaagcgctt
ccgattegag
gacaaggatc
aagtacccaa
gaacggaadgg
cgcactgeac
agggtggggc
tttecttcott
aatttcccag

tgagaactct gtgecctggtt tctgaggact

ggaccctctg
gctgcoeggtc
aatttaactt
gaggtccaaa
tcagagagat
tacaacaggg
ckgtgggctyg
aagacattct
ttgcctecaga
tgtctgatea
cagaacacac
ggaccacagg
tcecaggaag
actcaggatg
cagtctttat
aataccceat
atttcaccag
tgeccaagga
ggcagtcgga
tcatggggaa
tgccacctaa
tcttecatgtg
acaacactgg
gtgatgacat
tggtggagca
gggaggtggt
agctgaccaa
ggaaggtgga
aacttcggaa
acctaaggoa
attgagagtg
ttaaattaaa
gtgagcactc

gggcatccac
tttatcagaa
tgcaagttat
tccagetttt
gggagaccta
agaccatctyg
catgcgaaca
ctatcgacta
ggtggactcc
cagccgtgaa
ctgtgttaag
cttecceccaag
taggaaatta
gattgtggct
ccaccatctg
taaccacttt
catcaggtte
tcaggaggag
aacgggacta
ggccacteca
cacagaagga
ctatgagggt
ggacagaggt
cattaatgcc
cccageggtg
gaaggccttt
ggaactgcag
gtttgtctca
aaaggagact
aatccctgge
ttgatttgag
ttcagttget
ataacgcaag

aaatccttcce
tttggagcee
gtactggact
tggtgggtga
acccgecgtg
gocttgatge
gggatcatct
cagttgtcta
atagcttctc
gggtggctgg
tcaaagacct
atggcaaaac
cggagectga
accatttgga
ccacagtttg
tggggggtat
cctgeoectgg
tggaaaagac
atttgtgcea
ccctacgacyg
aacattggca
gacccagaga
aagatggatg
tetgggtate
gcggagtcag
attgtcctga
cagcatgtca
gagctgccaa
ggtcagatgt
cactttagtc
aaagtatcag
ctgottocte
taataaaata

MOWLMRFRTLWGIHKSFHNIHPAPSQLRCRSLSEFGAPRWNDYEVPEEFNFASYVLDYWAQKEKEGKRGEN
PAFWWVNGQGDEVEWSFREMGDLTRRVANVETQTCGLOOGDHLALMLPRVPEWWLVAVGCMRTGLIIFIPAT
ILLKAKDILYRLOLSKAKGIVTIDALASEVDSIASQCPSLKTKLLVSDHSREGWLDFRSLVKSASPERTCV
KSKTLDPMVIFFTSGTTGFPEKMAKHSHGLALQPSFPGSRKLRSLEKTSDVEWCLSDEGWIVATIWTLVEFWT
AGCTVFIHHLPQFDTEVIIQTLLEYPINHFWGVSSIYRMILQQDFTSIRFPALEHCYTGGEVVLPKDQEEW
KRRTGLLLYENYGQSETGLICATYWGMKIKPGFMGKATPPYDVQVIDDEGSILEPNTEGNIGIRIKEVRPV
SLFMCYEGDPEKTAKVECGDFYNTGDRGKMDEEGY ICFLGRSDDIINASGYRIGPAEVESALVEHPAVAES
AVVGSPDPIRGEVVKAFIVLTPQFLSHDKDQLTKELQQHVKSVTAPYKY PRKVEFVSELPKTITGKIERKE
LRKEETGOM ' :
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FIGURA 2
ALDH3B2 NM_000695.3 - NP_000686.2 miembro B2 de la famila 3 de aldehido deshidrogenasa
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ttgecatcact
agcctecagtt
ctaataaaat
atttatcaca
caagactgta
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tacatggact
gatecctteca
ctgttctgga

ttaccccatt gccaggegtg ggcacgggag

gatcgcagtc
aggcagcatg
gctgggatgg
cgeacgcgge
gaaaacaagc
gcagacatat
caggcctgga
ttcatctgga
aacctgaccc
ccgtcagaaa
gaccagagct
cacaagttgg
getgccacca
gtggacgaca
aatgccggcc
aggctgctge
tocccraaacc
ggctgeggee
acggtgectgg
atcctgeoceca
gagaagcccc
gagcggacca
tcecgtgecat
ttcgacacct
aaggagatcec
ggctecccaga
aaacctgagt
aggttcccce
tgcaaagcaa
agaacatgcc
ggtcagggtt
geccttottag
ctecccteta
ctecccoccagyg
cgeaccctge
ccactgecaca
tcottatgtg
ggagtcgggg
agacacgecct
gtattccaga
ccaactcctg
tctgtecttt
agcactcata
aaaaaaaaaa

agcagagcag
tccaagaaag
accccttcga
cggccgagtt
agcttctageg
ctgagctcat
tgaaggatga
aggaaccctt
tggtgctect
tcagccaggg
getttgeegt
actacatctt
agcacctgac
actgecgaccc
agacctgegt
ccgecctgea
tgggccgeat
gcgtggecat
tggacgtgca
tecgtgaacgt
tggccctgta
gcagcggceag
tcgggggagt
tecteccacca
actacccacc
gctgecaccct
ctagccatga
agcctcaggt
ggtecttgett
aggtgtecte
ggcecaggecc
gggcatcagc
ggcacacgcg
gatcctctca
actcacccac
gtgttagtgg
aaagttgctg
ggccacatag
gcatgtagac
tgagctgcag
cgatcagctt
aaaagcttcc
gcccagatag

ggctgaggcec
ggagtggagg
ggacacgctg
ccgggcetgeg
cgacgtgctg
cctttgccag
agcacggtec
tggcetggte
ggtgggcgce
cacagagaaqg
ggtgctgggc
cttcacaggg
gcctgtecace
ccagaccgtyg
ggccectgac
gagcaccatc
catcaaccag
tgggggccag
ggagacggag
gcagagcgtyg
cgccttetee
ctttggaggce
cggccacagt
ccgecacctge
ctataccgac
cctgtgageg
ggggcttatg
tgctggaget
ctatctgggg
actcacccca
agtcacaggyg
cctgaacggt
cacttccatc
catcccacac
agcagctcca
gacctggggyg
gaaccaaaat
aagccctcac
cagacacagqg
atgcttacct
gtgacttaca
ccttggetgt
gaatcctctg

ttggtttggg agctgccagt

tgggggtagg
tgcagcgaag
cggcggetge
cagctccagg
gcccaggacc
aacgaggttg
acgaacctgt
ctcatecatcg
ctcgeocgeag
gtcctggetg
ggaccccagg
agccctegtg
ctggagcetgg
gccaaccgceg
tacgtcectgt
acccgtttet
aaacagttce
agcaacgaga
cctgtgatge
gacgaggeca
aacagcagoo
aatgagggct
gggatgggce
ctgctogece
tggaaccagc
tcccaccoogo
ctoccaacte
gtcacatgac
gacgctgctc
coceteceocaa
gcagtgtcac
tgagagcgtg
tetgeceecat
tggtctetge
tccactggga
caagtccctt
ggagtcactt
acacacatgc
gogtatggaa
accacggccg
aaccttgttt
ggccecctetgt
ctcetoccaa

agcagagect
gaccceaggdy
gtgaggcctt
gcctgggeca
tgcataagcc
actacgctct
tcatgaagct
caccctggaa
ggagttgegt
aggtgetgece
agacagggca
tgggcaagat
ggggca agaa
tggcctgatt
qcagccccga
atggcgacga
agcggctgeg
gcgatcgcta
aggaggagat
tcaagttcat
aggttgtgaa
tcacctacat
ggtaccacgg
cctecggecot
agctgttacg
ctccaacggg
acattgttece
tgecatcctge
gagagaggcc
ttcecageect
cctggaaaat
gagcecctcea
cccaactgea
accaccccte
aaactggggt
gacttctectg
atgccaaact
ccgtaacagg
agcacgtcct
tectccacecag
aaaagctget
gtatgectgg
ataaattcat

MEDEPRSTNLEFMELDSVFIWKEPFGLVLIIAPWNY PLNLTLVLLVGALAAGSCVVLKPSEISQGTERVLAE
VLPQYLDOSCFAVVLGGPQETGOLLEHKLDY IFFTGSPRVGKIVMTAATKHLTPVTLELGGENPCYVDDNC
DPOTVANRVAWFCYFNAGQTCVAPDYVLCSPEMOERLLPALQSTITRFYGDDPOSSPNLGRI INOQKQEFQRL
RALLGCGRVAIGGOSNESDRYIAFTVLVDVQETEPVMOEETIFGPILPIVNVOSVDEATKFINRQEKPLALY
AFSNSSOVVNOMLERTSSGSFGGNEGEFTY ISLLSVPFGGVGHSGMGRYHGKFTFDTESHHRTCLLAPSGLE
KLEEIHYPPYTDWNQOLLRWGMGSQSCTLL
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FIGURA 3

CGREF1 NM 006569.5 - NP_006560.3 regulador de crecimiento celular con isoforma a de proteina 1

del dominio mano EF
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ggagatgecc
ccocgggecca
aaggaacttc
attgttecaag
tecagtgeeag
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coctaagtta
tctectaceeg
cagggatgcc
gtgctageca
ccaaaccctco
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tgctcecccac
agcatcagct
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ttctecctcta
agctgectgtc
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ctggoctocgg
gccacgtgga
gccaggagceg
aggatgttac
gececcaaagqg
cccttecage
aggacagaad
cteccatgact
gctgotctgg
gacaaagtgc
atcaacttcc
cctcaggage
gaaacacagg
gagtctttagg
gggoeccagag
ggggaagctyg
gggggccagyg
gcagaggcca
aagaacaccc
atcttgaaga
cagaggaaat
tatcaggtct
gaactgaatg
tcagaggaac
coctecacggty
agtgaggaaa
tgttcagaca
taatcatcac
atatatgatt
atgaagaaat
aaatggcaga

MLPLTMTVLILLLLPTGQAAPKDGVTRPDSEVQHQLLPNPFQPGOEQLGLLOSYLKGLGRTEVQLEHLSRE
QVLLYLFALHDYDQSGQLDGLELLSMLTAALAPGAANSPTTNPVILIVDEVLETQDLNGDGLMTPAELINE
PGVALRHVEPGEPLAPSPQEPQAVGROSLLAKSPLROQETQEAPGPREERKGQVEARRESTL.DPVQEPGGOAR
ADGDVPGPRGEAEGQAEAKGDAPGPRGEAGGOAEARGDAPGPRGEAGGRAEAEGDAPGPRGEAGGOAEARE
NGEEAKELPGETLESKNTONDFEVHIVQVENDEL
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FIGURA 4

COMP NM 000095.2 = NP 000086.2 precursor de la proteina de matriz oligomérica del cartilago

1 agaaagcgag cagccaccca gotccoccgeo accgccatgg tccocccgacac
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cttctgctca
gacctgggec
cgggagctge
tgtgacgcgt
cteoceactgeg
gcgegectgceg
aacgagtgca
tteccgetgeg
gctttecgeca
cataactgcg
tgcecageceg
tgcceegacg
ggctegeggt
gacactgacc
aaggacaact
ggagacgcct
ccgetggtge
gacaactgacc
gatgcgtgceg
agggtaccca
aactgtcccc
gcttgtgaca
cccacggtge
gacgacgacy
aaccccggoc
gatgcagaca
accgacttca
cccaactgag
ggcctggctg
aacacggtca
ttctacgtgg
gctgtggecg
cagctgcgga
adggaccago
cggcocccaag
agcaacgtgg
caggagaaca
tatgagaccc
ccaccctcac

gggggaagtg
daddagaaaaa

ccctggetge
cgcagatget
tgcggecagea
gcgggatgca
cgccoceggett
geccoctgece
acgocccacce
aggcttgcce
aggccaacaa
tcceccaacte
gcttcgtggg
gectegeoccag
cgtgcgtgtyg
tagacggctt
gegtgactgt
gogateoocgga
ggaacccaga
ggteccagaa
acgacgacat
actcagacca
agaagagcaa
gcgatcaaga
ctaacagtgc
acgacaatga
aggaggacgc
aggtggtaga
gggccttcca
tggtgctcaa
tgggttacac
cggatgacga
tcatgtggaa
agcctggecat
acgctctgtyg
gaaacgtggg
tgggctacat
tettggacac
tcatctgggce
atcagctgcg
cgcggetgga
agaagggctc
d

cctocggegeg
tcgggaactg
ggtcagggag
gcagtcagta
ctgcttecce
cgcgggette
ctgcttecee
goccggggtac
gcaggtttge
cgtgtgecatc
cgaccaggceg
cgagtgeccac
tgcecgttgge
ccocggacgag
gceccaactca
tgccgacggg
ccagcgcaac
gaacgacgac
cgacggcgac
gaaggacagt
cccggatcag
ccaggatgga
ccaggaggac
cggagtcect
ggacagggac
caagatcgac
gacagtcgtg
ccagggaagy
tgeccttcaat
ctatgecgggce
gcagatggag
ccaactcaag
gcatacagga
ttggaaggac
cagggtgcga
aaccatgcgg
caacctgcgt
gcaagcctag

tgggggetet
agagaggaca

tccggacagg
caggaaacca
atcacgttcc
cgcaceggec
ggcgtggcect
acgggcaacg
cgagtccgct
agcggccoca
acggacatca
aacacccggg
tcoggeotgec
gagcatgcag
tgggccggcea
aagctgcget
gggcaggaqyg
gacggggtcc
acggacgagg
caaaaggaca
cggatcecgea
gatggcgatg
gcggatgtyy
gacggacatc
tcagaccacqg
gacagtcggg
ggcgtgggeg
gtgtgtcegg
ctggaccedyg
gagatcgtgc
ggcgtggact
ttcatctttg
caaacgtatt
gctgtgaagt
gacacagagt
aagaagtcct
ttctatgagg
ggtggccgcec
taccgetgea
ggaccagggt
gcacccagcecc
aaataaagtg

gccagagcoc
acgcggeget
tgaaaaacac
tacccagecgt
gcatccagac
gctcogecactyg
gtatcaacac
cccaccaggg
acgagtatga
gctecttcea
agcggecgcgo
actgecgteet
acgggatcct
gcccggageg
atgtggaccg
ccaatgaaaa
acaagtgggg
cagaccagga
accaggccga
gtatagggga
accacgactt
aggactctcg
atggccaggg
acaactgccg
acgtgtgcca
agaacgctga
agggtgacgc
agacaatgaa
tcgagggeac
gectaccagga
ggcaggegaa
cttaocacagg
cccaggtgeg
atcgttggtt
gccocctgaget
tgggggtctt
atgacaccat
gaggaccogo
ccaaggggtg
tgtgtgcagyg

cgcctgegtt
gttgggctca
gcaggacgtg
ggtgatggag
gcggccectyg
ggagagcggc
caccgacgtc
cagecccggdg
cgtggggetg
gaccgggcaa
gtgcggeccg
acagcgettce
agagcgcgat
ctgtggtege
ccagtgecgt
cgatggcatc
ggacaactgc
cgatgcgtge
cggcecgggge
caactgcect
tgcetgtgac
tgtgggagat
ggacaactgt
tgatgcectge
cctggtgect
ggacgacttt
agtcacgctc
gcagattgac
cagcgaccca
gttccatgtg
cagctccage
ccectteegt
cccecggggaa
gotgetgtgg
cctgcageac
ggtggcegac
ctgecttcteco
cccagaggac
cggatgacag
geegtoctga
gaaaaaaaaa

MVPDTACVLLLTLAALGASGQGQSPLGSDLGPOMLRELOETNAALODVRELLRQOVREITFLENTVMECD

ACGMOQSVRTGLPSVRPLLHCAPGFCFPGVACIQTESGARCGPCPAGFTGNGSHCTDVNECNAHPCFPRVR
CINTSPGFRCEACPPGYSCPTHOGVGLAFAKANKOVCTDINECETGQHNCVENSVCINTRGSEFQCGPCQPG
FVGDOASGCORRAQRFCPDGSPSECHEHADCVLERDGSRSCVCAVGWAGNGILCGRDTDLDGFPDEKLRCP
ERQCREDNCVTVENSGOEDVDRDGIGDACDPDADGDGVENEKDNC PLVRNPDORNTDEDEWGDACDNCRSQ
KNDDQKDTDODGRGDACDDDI DGDRIRNQADNCPRVPNSDOKDSDGDGIGDACDNCPRESNPDQADVDHDE

29



ES 2 663 069 T3

VGDACDSDODQDGDGHQODSRONCPTVPNSAQEDSDHDGQGDACDDDDDNDGVEDSRDNCRLVENPGQEDAD
RDGVGDVCQDDFDADKVVDKIDVCPENAEVTLTDFRAFQTVVLDPEGDAQIDPNWVVLNQGREIVQTMNSD
PGLAVGY TAFNGVDFEGTFHVNTVTDDDYAGFIFGYQDSSSEYVVMWKOMEQTYWQRNPFRAVAEPGIQLK
AVKSSTGPGEQLRNALWHTGDTESQVRLLWKDPRNVGWKDKKSYRWFLOHRPQVGY IRVRFYEGPELVADS
NVVLDTTMRGGRLGVFCEFSQENI IWANLRYRCNDTIPEDYETHQLRQA
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FIGURA 5

C190rf48 NM 199249.1 - NP_954857.1 proteina multirresistente

1 tgaaatgggg tttcccaaac
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421
481
541
601
661
721
181
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
leB81

cgccgaggac
cococgottegy
cgaactcctg
tgagccaccg
cctgaaggtyg
ctgaccatca
cagacactct
acccacccac
ctecggegett
gcecectgect
gataaggtgce
goccacceqgg
ctgagccacc
ctcgtcctet
ccageactag
cactggcagc
Jggacccaacc
aagtgggcta
tgaccaggcc
aaggacagac
goctgetectg
cttgggecact
accatgtteca
actggccaga
gggggagtga
ggtgggtacc
goagggcaac
aaaaaaaaaa

cggccttgeg
agagagaaat
acttegtgat
tgocceoggocg
cagcttcaag
ctcattaaga
gctgtttect
ctgggccaga
cgggcaagaa
tgtgccteag
catcttcagce
ctgctgatgg
cttccagecce
gceccectgage
ctggtcaagg
aggctgctct
cagtgcacaa
ccaagggctt
tatggggagyg
accgcctggoc
gtttgagckg
accctcecelg
agggtaccag
tgtcatgagg
tcceocecagge
atgggtgccc
cccacaccct
aa

aggcgtgtgt attggacgcce

agcggcgegeo
gctgggagac
ctgecccacct
cgtttcctac
cttaggacca
acagaggagy
gcctaggegt
getggttctg
cbLgcaacagyg
ctctcgagag
taccactgca
cctggtgeca
cagcccacca
cagktgacgcce
gcatgacagt
ccatggtgeeo
ggacttggct
cctgcaggcet
agctgtccat
ctggtgectcc
cattcaggaa
tggagctgtt
daagagaaggg
gaagcaggecc
atcgtgtgec
acccctcocac
tgacataaaa

actataaaat
agggtttcac
cggcttecea
tctttaaget
cccaccatge
ctgectgtta
ggctgcageco
ctcectgetge
ctctectggg
ctgctgetge
aggeccctgag
gctgggagtc
tggacagggg
caaggacatg
gctggaggcc
agggcccgec
gctgagcecac
aggggaggag
acgccaccgt
aggggtgaag
gtgcgggaca
cggtgteogt
tgtctgocce
ttgtgagtgg
atgttgcact
cacatggggc
gecatcttgaa

tcgggcggag
ggcgegtget
catattaggec
aagtgctgag
ctgttagectt
ctatccaggt
ctcectggtgt
atggctagga
agggacactg
tectgeaggt
cgggtgacct
ggcaacagca
ctococecggeac
tatccagett
cctgttaccc
gtcttggaga
aggccaccaqg
acacccagga
ccacccccgc
gagacctggg
caggccagaa
tggtagggga
cgagctagecce
caacctececco
acactgacca
tctgceccagg
cccaaagcac
gcttttaaaa

cgcgggctgg
gcaacccgecg
aggctggtet
gttgcaggeg
ggcctctgte
gctgaagggc
tgcatcecte
aagcgctgoco
agctggotat
gtacagccgg
gatccaacct
gcacggecact
ttcgaggeca
cctecetecaac
aggtcctgta
tccaggcecat
gctcatgctg
gaaggtggat
ttcecctattg
cctggectcte
tcetggggga
ggcaaaaagc
acaccctgac
tgtgggtgtc
tgagtcecctg
cagcagggtg
tgcaggccaa
aaaaaaaaaa

MTVLEHVLEIQAITGSRLLSMVPGPRRPPGSCWDPTQCTRTWLLSHTPRRRWISGLPRASCRLGEEPPPLP
YCDQAYGEELSIRHRETWAWLSRTDTAWPGAPGVEKQARTILGELLLV
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FIGURA 6

DLX1 NM 178120.4 = NP_835221.2 isoforma 1 de la proteina homeosecuencia DLX-1

1
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aagctttgaa
aactccattt
cctgtceceotga
cagacceoogc
tcgggcaagg
atgtcccacg
ggogoctaca
gtcagcagec
agectogeec
gaaggcggtyg
tattccagtt
cbtgccggaga
tggttccaaa
gagggtagtyg
ggctggaacc
cocagetaca
atgtgaggtt
ggtccatceca
gacgccctec
getetagecet
agccactgec
accttcaget
aaaagctett
aagtccaggt
gtctgagcgg
accatctgtg
gagaaatgga
gcactgttca
ggtgattttt
aatgatttgc
acgataaatg
acaagaagga
agtagagaga
aaatcagctt
gaacgcacaa
tgttattatt
gtgtggctgt
ttggaaaatg
tttatattga
ttataaagtt
aaa

ccgagtttygg
tcttatgaat
gaaacataga
gagaagagat
cggtgtttat
ggcactactc
gctcagectc
acgcatccag
agaqgccgeet
aagtgcgett
tgcagttgca
gggcggagcet
acaagcgate
cgttggeocaa
ctaactette
catcgtggta
gccoccgecocgt
tceccecgtocgg
atctectegg
gaaccctgge
acctgagaca
ttgtgggact
ttetgtectyg
cctcatocegt
cccgggtect
tagctggtgt
cttegootga
aacgcactgt
aatttataca
attttttaca
aagccaacat
aaatgctgat
aaacaggcga
tacaacaatc
tctecagtge
gttgttctgt
aaaaccccat
tgatcaattg
gaatgttaac
tectttgagac

ggagctcage
ggaaagtgaa
gaccccocaaa
gaccatgacc
ggagtttggg
catgcactgt
gtocctteteo
cccctacatco
ggaggaccca
caatggcaaq
ggctttgaac
cgcggectet
caagttcaag
cggtcgggcc
atccgggaag
cocttcageg

ctceocttettyg
aaaagaagga
agccccgcga
ctgggccgag
goccaageag
atcaggaaaa
tcagtcteoct
cecgetgtect
geocgggetga
gggaatctag
ggctgtttge
ttactttaag
gtaacttttg
tgtccgacat
gattttctca
tteocetecttg
gaacaagcac
cctagaggcet
aggatctaat
aaacatgttg
gctttgtgaa
aaatcaactg
ttattgcttt
agtaaaatta

agcatcatgc
aacccctgtt
4gggaagcag
accatgccag
cocgcocccaacco
ttacactegg
cgaccgetgg
agttcggtgc
ggggcggact
ggaaaaaaga
cggaggttce
ttgggactca
aagctgatga
ctgtctgetg
ggctcaggag
caccaagaaqg
tctcoceoccocgge
cccagaggga
ggtcocggccce
cagtggecagce
caagataaac
aacaaaacaa
gtctecotttt
cattctgecgg
ccatectecgg
gggcattgga
caattcaggg
cgcacgggga
tacttetetg
tatttaataa
tttcgggagy
ggtagaaaga
tctaattecca
cgaccacadga
gactgtacat
cacaagctta
atgagaatct
tgttttgtgt
gtatcttggg
tgattitcttg

ttagactttt
ccgcttaaat
aggagagaaa
aaagtctcaa
agcaaatgte
cgggecatte
gctaccecta
agtcctaccc
cggagaagaqg
tccgtaaace
agcaaactca
cacagactica
agcagggtgg
gctccccaco
gaaacgcdgg
ctatgcagca
ccaggtecect
agaaggaaca
agcaacttcc
agagagtggc
cogetccacc
aaacaaaatg
gectcectgtetg
cctcagcaaa
atcctgggac
gggagggggt
ttctgctggg
gaaacgaata
gtatggagag
ataattttta
aactctgttyg
gggagcgagg
gtgggcttta
ataatgccag
attattgtta
goctttttge
tgacattttt
tectectatgte
aaaaaaactt
ddadddaaaaaa

caaagagaca
tgggttcctt
gtcocccacacc
cagcccegtg
tecttotoce
gcagcoocgac
cgtcaactcg
gggcagcegcc
cacggtggtg
caggacgatt
gtacctagct
ggtcaagatc
ggcggcetetyg
cgtgecogocc
ctectatatc
accccaactt
cceogecteca
gtggaggcgg
cggecatcege
ctcggaggga
cgacccgoog
tagaaaaaqc
tgcgetggta
aagccacaaqg
actctgeetg
tttatttatt
cgcaaggaac
aggaggacgt
tttggagceg
aaagaaaaga
cttegectgg
gcaaatgggg
aaataagaca
tcaccaccct
ttattattat
gttctgttgt
cttgtgaaat
aaagtttagt
tgtaaataag
dddddaadada

MTMTTMPESLNSEFVSGEKAVFMEFGPPNQOMSPSPMSHGHY SMHCLHSAGHSQPDGAYSSASSFSRPLGYF
YWVNSVSSHASSPY ISSVOSYPGSASLAQSRLEDPGADSERSTVVEGGEVRFNGRGEKIRKPRTIYSSLOL
QALNRRFQOTQYLALPERAELAASTLGLTQTOVKIWFONKRSKFKKLMKQGGAALEGSATANGRALSAGSF
PVPPGWNENSSSGKGSGGNAGSYIPSYTSWY PSAHQEAMOQPOLM
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FIGURA 7

GLYATL1 NM 080661.2 - NP 542392.2 proteina seudoglicina N-aciltransferasa 1

1 agtgttggcc aatcccageca geccatacttc
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2041

tgtgttcaaa
gagcgcgaag
agtggctgag
acatcaatca
agatggttat
acgtatatcg
agatcgtaaa
ggataagagt
tggttacgga
ctgagacagg
agctggatgt
ggagcctgca
cagagggagt
acagcatgga
aatatctgecg
ccocgocagatt
cttgctaccc
aagccatctc
tattgggcac
acagccatgc
aaatatgctt
caggctcagt
actatctgga
tatggatact
cactaaagaa
atggctttcc
tggactggcc
ctectttctea
tctggttgta
ttccggggag
aaaaaagcag
cctaactgaa
accaacaaaa
actgtgaaca

taagatggtg
tgaacacgga
gataatagag
cgggaacccc
tatcocggocet
tatgttcteoc
ctggaaacaq
ggctacattt
agatattctg
ccacccagat
ctcttattet
ttacatcaag
cccggtectea
aaaataccga
tcagaagaat
tgtggggcag
acagaatcta
ttaatattaa
ttataataca
tcttgaggag
aagtgttata
tcttacctet
agataaatga
ttatcaaaaa
tggaatcagt
caggctacct
ttgggggtct
catcctette
agttcagecct
aagtgaccac
aaaatgcaga
cactgatact
cttggcctet
ttgcagctat

tcacaagaag
aggtacctgc
tttcttette
ttcaacatgg
cagdaagcagg
aaagagcctc
agactccaaa
tcaaagtcag
aagctcaatg
gatgaatttg
gggctggtaa
cgectgeatag
tgggtaacca
aggacaggca
attccatttt
tttggtttct
gttccatttt
agcagacacc
gcaggaactc
cttacaatece
gggaaagacg
gggaatcaga
aggattttaa
tgaatgtecce
tcagtgagta
tccatcactg
ctgctatgga
atgattgaag
ttggtgtttg
taaggtgagg
tgatggaaag
acaattctga
tttaggttecca
agcaaaat

aactactcat agactgctga atgttcaaac

gatctgaagt
aggatccaat
aaggtctcaa
aggtgctggt
agatgactga
aaaaatcaga
tecaaggtct
tgaaagtaga
cctccagtaa
aaagtgaaac
atgacaactg
aagacctgcc
tggaccctte
acatggcacg
acatctctgt
ttgaggecetce
agacaatgaa
acagaataga
ttctecacctyg
tggctggagyg
gggttaccag
actctttatg
taaaattttc
tgctatttet
gaaaggtatc
ttgtacagaa
aatgccattt
catggcacaa
cactactgct
attagagagt
gacatgtgcc
atccctgatc
ctectgecace

ggagcttcta
tgtgtccatt
ggtgtatgge
ggattcctgg
tgacatggat
agaagttttg
tcaagaaagt
gcattegaga
aagcaagctt
tcccaacttt
gaagcgaggyg
agcagcectgt
ttgtgaagta
agtgatggtyg
gttggzagaa
ctgtgagtgg
gctgecttagt
tttcttecact
gagccttgat
caggggagyag
taaacatgta
caacttggtt
aatagaataa
ggatttatga
caaggtgaaqg
aagaaatcca
tttgtgtctc
ggcaaggtgt
atcataaggg
gagtagaagt
atgcactatc
ttaaaaaata
ctgccattgg

gtatccccag
gatctctcag
tctgtgtatc
cctgaatatc
tcatacacaa
aaaaattgtg
ttaggtgagg
gcactcctet
ggaagctggg
aagtatgcce
aagaatgaga
atgcteggeco
ggaatggect
cgatacatga
aatgaagact
caccaatgga
aatctctgee
tacaaatgca
gttaaaagac
tatattettt
actagaaagc
aatagaatct
acctaatctg
ggcaatggta
cctgagacga
gagaatcaaa
ctttcteccta
tgcctgegag
gltcagggaca
gagccagaca
ataagaactt
attatacttc
aacttggatt

MFELCSNKMVSQEGSEVELLVSPGARSEHGRYLODPIVSIDLSEWLRITEFLLOQGLEVYGSVYHINHGNPE
NMEVLVDSWPEYQMVIIRPQKQEMTDDMDSYTNVYRMFSKEPQKSEEVLENCEIVNWKQRLOIQGLOESLG
EGIRVATFSKSVEVEHSRALLLVTEDILKLNASSKSKLGSWAETGHPDDEFESETPNFKYAQLDVSYSGLV
NDNWKRGKNERSLHYIKRCIEDLPAACMLGPEGVPVSWVTMDESCEVGMAY SMEKYRRTGNMARVMVEYMK
YLROKNIPFYISVLEENEDSRRFVGQFGFFEASCEWHQWTCYPONLVEF
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FIGURA 8

MS4A8B NM 031457.1 = NP 113645.1 miembro 8B de la subfamilia A con 4 dominios

que cubre la membrana
1 aaacaggaza taaatacgaa tgaaactgag ctctaagcag catgtaacct ggcctgcatc

6l
121
181
241
301
Jel
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481
541
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661
721
781
g41
anl
96l

1021
1081
1141
1201
1261
1321

caggaaatag
attctectecag
acgtggetge
ctgtgttaggt
tgccectgta
tggtgtcgaa
gggccatcca
ttctegtagg
tgtggtttat
gcctgetgtco
tcatactett
cttacgecetg
tcctggagtt
aatcaagcaa
cagaaccggt
acagattctg
ccataaccca
tctecacctte
acagagattt
tatgtgggca
tgagcttgtyg
cattcattta

aggacttcgg
gaaaaaaaac
tggcagagca
ggtggcaccc
tccaaacage
tgtgaatggg
gatcatcatt
ggaatacctg
catttcagga
tggcagtttg
catcacagat
gggtgtgaac
tggcatcgeca
tgtgagtgtc
gacctcacca
gaagcatctt
ggtcgttcct
attcttcaat
taaacagatyg
tccagectet
ggttagagga
ataaatagat

atccttctaa
aaggtcccca
agecatgaatt
cacaatggtt
cagocgcaaqg
cagcetagtge
ggcctggctce
tctatttcat
tectcteteeg
ggcttgaaca
ctaagtattc
cctggaatgg
tgogeatett
atctatccaa
ccaagttatt
tcactgggac
gttctgacag
tcagtctagg
Ltaaccaaga
ggggccttgg
acaaatatct
actgagcatt

ccctaccacc
cagcaaagaa
cgatgacttc
atecctgtgac
tccacctagt
agaaagctct
acatcggccet
tctacggagg
tggcagcaga
Lcgtcagtge
cocacceata
cgatttctgg
cccactttgg
acatctatge
ccagtgagat
caaaagaagt
ctgaggaaac
aaaccatgct
gggactcect
cacacacaca
agacattcaa
Ccaaaaaaaaa

caactggccc
aaggaatagg
agcagttccg
cccaggaatt
tcectgggaac
gaaagaaggc
cggcteccatc
ctttccectte
aaatcagcca
aatctgetet
tgcctaccee
cgtgctgetg
ctgeccagttyg
agcaaaccca
ccaagcaaat
cectecteoect
gtctecteoceca
gtttctctat
agggcacatyg
ttcgtgtgct
tcttcactct
aaaaaaaaa

cagtacattc
atcaagagat
gtggccaatt
atgtctcacyg
ccacctagtt
aaaaccttgg
atggcgacqg
tggggaggcet
tattettatt
gcagttggag
gactattatc
gtottetgec
gtctgetgtc
gtgatcaccc
aagtaaggct
ttectgggett
ctgtttgtac
caagaagaag
catcagcaca
ctgctgeatyg
ttcaattgtyg

MNSMTSAVPVANSVLVVAPHNGY PVTPGIMSHVPLYPNSQPQVHLVPGNPPSLVSNVNGQPVQKALKEGKT
LGAIQIIIGLAHIGLGSIMATVLVGEYLSISFYGGFPFWGGLWFIISGSLEVARENQPYSYCLLSGSLGLN
IVSAICSAVGVILFITDLSIPHPYAYPDYYPYAWGVNPGMAI SGVLLVFCLLEFGIACASSHFGCQLVCCO
SENVSVIYPNIYAANPVITPEPVISPPSYSSETQANK
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FIGURA 9

NKAIN1 Nm 024522.2 - NP_078798.2 proteina 1 interactuante con subunidad beta-1 de ATPasa
transportadora de sodio/potasio

1 agtgctgetce tgogetgege cgogocteggg gotegctete cttgoctcoccge goteccogeo

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
66l
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1521
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881

agccgecceeg
tecggcgggge
agccttgggg
cgceccagoegyg
aagggcgccg
ctgcacgetyg
tgacttcctg
catectgggce
ctggctggtg
acagctgtec
gtggatggag
ggaggaccac
cctcagecage
gagcaaagtg
cggataccag
gtagcctetyg
gctegggeoea
ccaaccoogo
atttgagectt
caccacgggt
ggccttectce
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taatccctta
ctgggattaa
ttgaggeccac
agtttctgac
tcttggacct
ctcttaaage
ttcagcceea
tttcaagcetc
gtcocctgagg
gctccatceca
cgctgceceag
agcctectet
gggagtcggg
ttceccoccaccet
gtccatagag
tagaaaggaqg
gcacacctga
cattcectac
cccaaatgca
gctggtgggt
gggccagecoc
tactcaacgg
caaggggacc
tctgtgeagg

gggcaggagqg
cagcgcgcegg
accggacact
ggaggacgtyg
cggegtgegg
gtegeettet
ggctaccagt
atctttggca
ctctgggttg
tdaggaccggg
aatgggccag
catgtcatct
gccctgcaga
ttecctggagg
gcgooccaga
CCcCcgocgoca
aggcgcaggc
gtctgecatct
ggctettege
tttttgtttt
tcttecteccag
gcaggacatc
tgtgaactag
tagcaaagcc
gcaaatggac
aattctcatt
acagctagat
tgtaaaaccc
atgtggtctc
aatataccea
cccacagaga
tetcocteocag
ctggttctac
ccteocaccagt
actccagtgt
aacaagccca
attgccagca
cccteocacaqg
agaggatcag
ggcaggagac
gocctgtcectgt
tcteotaagge
agcagccagg
acagcttgag
tacctcocage
gtgtagccac
aggttctctt
cgggttgatt

cgcgoctgac
acggacggac
ccogggeccg
gagccogogo
cococgogeage
gctgectgea
gggctcceat
ccgtgeagta
gctggaatge
acttcatcat
gctgoectggt
ctgtcactgg
tcttoctgge
aggaggacag
agacgtcgea
accccggecgc
gtgtcccoct
ggagatgegg
agcecoggact
ttgtttgttt
cctetecctt
agacccatcc
gagcaggatt
cttgoeetet
tcttttagac
ttgecagtaca
ttttggtgga
agtgtectget
caccatattc
ttegttetet
agecttecta
gaaagtgggyg
tgtatccceca
tggaaggctt
ttacagatca
gaaggagttc
coctcacect
acactcctga
gtctcageat
atggaggaac
ggtgaccatt
caaaatatcc
cccaggagtt
aggggggcag
cctcacctet
tggtgctttg
ttcactggga
aaagatggtg
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ggacggcecyg
catggactcg

gccctaggeg
ggcgogagea
ccccggagec
gcétggtgget
cctageccaac
cogeteceag
atttatcatc
gaccttcaac
gacacctgtt
ctgectgoett
actgttcgge
ctttgactte
tttacagctg
ctcgeccctgg
ggtggccege
acttggacgt
tcggaggagt
gtttttaatc
tcactcttca
catcccacca
cotgggttet
ctgagecteg
ttctcattta
ttaaaactga
agtgggcctt
ctectgagtte
acacaccacc
tattgggaac
cactcagcet
cocccaactea
tcacctccac
gtggtttcag
ccagcattta
tgaaggggca
tecttgggag
ggacgctgea
ttcatctgtg
tggggggcac
ccgetectet
tgagcaaggce
cctetggececo
ctccctcagg
ctcaccccaa
aagccttttg
ccttgcaagg
ttttettete

ctagacaaag
gagcgeggge
cccggeccccg
ggcggecggec
atgggcaagt
gcgotggage
ttcctgecaca
taccteatec
tgcttctact
acatcecctge
ctgaactcce
gactacceect
ttegtgtteqg
atcggecggct
cagcctetgt

gctgaccgea.

gegotecactg
ggacttggac
ggggcggggc
tcageecttgg
cccagecatce
cactcactca
aatcgcaggt
gtttcecgeac
actcaattcc
ggcccagadga
gaacacagtg
catttccaag
accaccactt
tggatggatg
ctgtcecaceo
gtcactccac
aactccactc
agaggagcaa
caaccaatcc
gatgggggtg
caagtagagg
tcccacgeac
aaagaggcat
ccagatggtg
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ctaaqctact
ctctceccea
tttttataag
aggggagtgce
taaaaaaaaa

gaggegoeggce
ggccggocco
cocgcocggcyg
gcggageaag
gcagcgggcy
ggcagatctt
tcatggcaqgt
tgtatgcage
tggaggttgg
accgctcectg
gcctggetcet
acattgaagc
cctgctacgt
ttgactcoccta
acacgtcggg
gctgeocgega
cagcectgtge
ttggacttgg
g9g9999agggg
cgtgagctgg
tgecececcectg
ccagctcotgg
ccatcactga
ctcaagtaat
ctgagctaga
tgtgatttgc
tactttctge
ccccoctoca
gccaatgect
aagccc:aaa
ttggcaaatc
ccecttoecag
acccctgacg
tgctggteag
aatggccaga
tgagtagtcg
tgagaacact
tgectggtge
ggccctgggt
cagatggttt
tccaatctat
accccacecat
ggagctccca
gceocttcact
agccoottte
atggtttttyg
tcteocctggtt
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MGKCSGRCTLVAFCCLQLVAALERQIFDFLGYQWAPILANFLHIMAVILGIFGTVQYRSRYLILYAAWLVL
WVGWNAFIICFYLEVGQLSQDRDFIMTENTSLHRSWWMENGPGCLVTPVLNSRLALEDHHVISVTGCLLDY
PYIEALSSALQIFLALFGFVFACYVSKVFLEEEDSFDFIGGFDSYGYQAPQKTSHLQLOPLYTSG
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FIGURA 10

PPFIA2 NM 003625.2 > NP 003616.2 proteina (liprin) alfa 2 interactuante con polipéptido
receptor tipo f (PTPRF) de la proteina tirosina fosfatasa PPFIA2
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tctatgaccg
ccctaacagg
caaaagaatt
ttaaagctga
gacatgaaaqg
tatccagtga
tggatgaaaa
aagaactaqgc
aaagaaaaat
ctggacagaa
ctagtcaaat
tgaaagaacg
cagcaagaaa
gggaggccat
acctcagtge
agttagcaaa
aacgtcttga
ctgaagtaga
atggaaatat
aacttcaaag
atacggttga
gaatggctgc
atcttgaaga
ctgaacttga
ctcatctaga
ctgattacag
gagatgagcc
gagtactaag
acagagaaac
agacgctagce
ttecaggaaga
gtgtgagcct
ctgttacage
tcaccecteg
atctgaggaa
caacaattaa
ctectcectte
aaagcetocgg
agaaaggaat
ggcagcteceg
aactcggaac
aagctcggag

aggagagaag
tgggtgtgag
aagcaaggac
tgaggacacc
ttttgagcag
ggagacccag
agactcactc
agggctggct
aaatgcctge
aagaaacaac
atcactaaga
agttgaagtt
ggtaagggag
tgctgcectaat
ggcatcaagc
agtccatgag
agttgaacta
tttagecagec
ggatctcatt
ggcacaaaag
tcagagagaa
taaagaagcet
gctagectgaa
ggctgaactg
tgaagaacgt
agctaggcaa
tagacttectg
tctagaagaa
atctttacat
ccaattgaaa
cacctcaget
aacaactaaa
aaaggtgaaa
cagccacecct
aatttttagc
catgatgett
aaaagaatct
cgaaggectyg
ttcatcgetg
aagcectgac
acatcggaga
atgtgaaact
ttcctacecac
gcttggtagt
caagtcttca
aggctttatg
tcaagctgag
aaagggatta

atgctgtage
cctececttet
ccgaaatcac
ccaatgagcc
ctgatgatga
gaaagcctct
cagagacagc
ggttctaagg
agggaacaac
acaagactat
atgacggtag
ctcaaggcac
cgactgaggg
caggagattg
gagggatcca
aagcgbtitgt
caagaattgc
ctttcttocec
aaaacagaag
gaagatatgg
tctaccteca
atcctgegge
caaaagttgc
gctcagagaa
atgagacatt
agagagaaaa
actgaatcca
aagaatgttt
gataaggaaa
atgagaactg
gagttgcggt
gtaataagaa
tctettggag
tttgaaagtg
tcaatggatc
caggaacaat
acagagttge
aatttggcaa
geccagtteat
agggaaatgg
aagattgcag
tctectecte
aatgatgctc
gccaacagca
ataggacgtt
gagactgaag
aaggatcgaa
ccttttgeece

37

gtcctcaceg
cctecaagecg
agacattagc
aaagggggtc
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ataatatact
acagcagctt
ttgaaagaga
atgacaagaa
atggaatcag
caacctctgg
tagacaactc
gacctgctat
gagcagtgaa
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gttgggaatg
catgtctgct
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tcecaacatet

tgcagctcca
tctacagacco
cagcttgggg
gttagatcac
tcgaacaagt
actagaaaga
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tgagagcggt
agctttatta
atacaataac
cttcagacgt
catgatgcct
gcagtcaaga
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gqgcgtctttt
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cctgegtggt
ttatctgaca
ctteogattag

acgtggcagc
ctgagatcca
caatccagga

cgaactcocett caggcaacgt
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ctggecttaty
ttacctcagt
ctaacaaaaa
ttacaatatqg
agacgggaag
attcgctgga
gbtgcatggect
ttacagattc
ctettggeoo
ggatcaacct
gggtcocteag
aaaatgacaa
acatactcat
cagtctacte
aaaactgaat

aagaatctga
gagatatgaa
acagaagtta
aagatctccg
gaattatgtg
caagccaaca
tacaagcaat
cacttataagc
cdacacagaa
tgggaactga
ggagaaggca
aaacattacc
cagatgttgc
gttgaccagc
tacctaaagt
tc

ctgccgagco
gagagaaatt
gatggtttcc
ttgggtgact
ggaaggaagc
tcatgagtagg
ctttatggaa
tgtccattta
cttaaagagg
tgaaataaaa
tggacttcga
cctggatgaa
cacccaggca
aaggcgactg
gtttecctect
agctggattt
ttcatcaaga
cactcaaagqg
gcactaccat

aacgtgaaga
ggaatcagca
ctaacaagtc
catgaagaaa
tgggecececagt
attggaaatg
tgcttggtag
aaaatggtgg
ttgaattatg
gacgtgttgg
gaatatgcaa
aactttgact
aggcagattc
gatgaaagtg
cgtgaagtac
aggttaacca
ctgcagaggt
aggcagcact
ctaagaagac

MMCEVMPTINEDTEPMSORGSOSSGSDSDSHFEQLMVNMLDERDRLLDTLRETQESLSLAQORLODVIYDR
DSLORQLNSALPQDIESLTGGLAGSKGADPPEFAALTKELNACREQLLEKEEELISELKAERNNTRLLLEH
LECLVSRHERSLRMTVVERQAQSPSGVSSEVEVLKALKSLFEHEKALDEKVRERLRVSLERVSALEEELA
ARNQEIVALREQNVHIQRKMASSEGSTESEHLEGMEPGQKVHEKRLSNGSIDSTDETSQIVELQELLEKQ
NYEMAQMKERLAALSSRVGEVEQEAETARKDLIKTEEMNTKYQRDIREAMAQKEDMEERITTLEKRYLSA
QRESTSIHDMNDKLENELANKEAILRQMEEKNRQLOERLELAEQKLOQTMRKAETLPEVERELAQRIAAL
TKAEERHGNTEERMRHLEGQLEEKNQELQRARQREKMNEEHNKRLSDTVDRLLTESNERLQLHLKERMAA
LEEKNVLIQESETFREKNLEESLHDKERLAEREIEKLRSELDQLKMRTGSLIEFPTIPRTHLDTSAELRYSVG
SLVDSQSDYRTTKVIRRPRRGRMGVRRDEPKVKSLGDHEWNRTQQIGVLSSHPFESDTEMSDIDDDDRET
IFSSMDLLSPSGHSDAQTLAMMLOEQLDAINKEIRLIQEEKESTELRAEEIENRVASVSLEGLNLARVHP
GTSITASVTASSLASSSPPSGHSTPKLTPRSPAREMDRMGVMTLPSDLRKHRREIAVVEEDGREDKATIK
CETSPPPTPRALRMTHTLPSSYHNDARSSLSVSLEPESLGLGSANSSQDSLHKAPKKKGTKSSIGRLEGK
KEKARLGQLRGFMETEARAQESLGLGKLGTQAEKDRRLKKKHELLEEARRKGLPFAQWDGEPTVVAWLELW
LGMPAWYVAACRANVESGAIMSALSDTEIQREIGISNPLHRLKLRLAIQEMVSLTSPSAPPTSRTPSGNV
WVTHEEMENLAAPAKTKESEEGSWAQCPVFLOTLAYGDMNHEWIGNEWLPSLGLPQYRSYFMECLYVDARM
LOHLTKKDLRVHLEKMVDSFHRTSLOYGIMCLKRLNYDRKELERRREASQHEIKDVLVWSNDRVIRWIOAT
GLEEYANNILESGVHGSLIALDENFDYSSLALLLOIPTONTQARQILEREYNNLLALGTERRLDESDDKN
FRRGSTWRRQFPPREVHGISMMPGSSETLPAGFRLTTTSGQSRKMTTDVASSRLOQRLDNSTVRTYSC
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FIGURA 11

PTPRT NM 133170.3 -> NP _573400.3 precursor de isoforma 1 receptor-tipo proteina tirosina

fosfatasa T
1 ectecegoct
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aaggaagtgg
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ctgaccctge
accgtgcagt
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tacatccagt
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attgagtgct
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5341
5401
546l
5521
5581
5641
5701
5761
2821
5881
5941
6001

gatgaagaga
gacagcttcyg
catcatatcc
tgactacatc
tcaaggtccg
cgccagcatc
ctggocagat
cctggcagaa
ggagctecge
tggeocttctyg
agtggtccac
gcttgacatg
ggcccaaagg
cctggaagcg
ctacaatatc
gaccctcaac
ccggaacceat
ccttatctea
caagcagcct
ctggaggctg
tgoocagtteo
ggtggagttc
taacatggcec
gcctgecctac
ggagaagtgg
tgggggaggce
gcaaaacatc
ggtggagacc
cttttagcte
cttttgtgtyg
caaggagaag
ctgttgecegt
acagcecaaqqg
gaccacctgc
gggagtggga
teectetacgt
acctccttca
tgttcecectag
ccacaaccat
ggccagctgt
tgggaggggyg
cacctccocctg
ggtagcttte
gaaaadgaaac
gcgggggagt
geoaatgtcet
gagcctgaag
ttggatgtcec
attgtggagce
agggtcttgt
actgtatgecc
coocccaggayg
aaacccacgc

ggccaggget
tgggacacag

tacgaccatt
aatgccaact
atgcaggaga
gtcatggteca
gacacggagg
tacgtcatac
ctcttceact
ggcttegtee
tgcagtgctg
gccgagaatg
gtcaacctgg
tgocctetgtg
agcaggctgg
attgtgacac
gataagaatc
gtggacggag
gccgectteg
gtgttcgatt
tgtatgcagt
gtcteoogeag
cggcocacagyg
cgggacacgc
caggagcagt
cgtagtggaa
attgacgtgt
ctggaacagt
aatgggatgg
aatggoagta
actggtggecce
gggagatgct
gcccaagoaqg
ttttgttctg
ggctcecctg
catggaaaaqg
ggggcctctg
gccacaagag
tctgtacccc
gtccacagca
tggaactgca
gggcagggcet
tttggaagaqg
tttecttttgg
ttgagtatgt
taaaagctcc
atggtccctt
aaatttgaac
ccattatact
ccaaagtgtg
agggatcatg
agagctactg
accttcctta
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acgggttcaa

ccaaggagga
cccgggtgag
acattgacgg
ctgtaaagga
caaacctggt
tctacggaga
gcaccttecac
tcaccagctg
gccaggteaa
gggctgggcg
aaggggtggt
tacagacaga
gcaacactgc
acccccagac
ccegtgtgeg
gaagtatgga
aatccagcaa
tggtcaccca
acaactgctce
actggcctga
acatcgacga
atggttatecg
ceoceocctecaa
atgacgggag
ccttctgtge
tccacatcgt
ataaatttgt
ggaacctgcc
actgggctca
ctgtgttcca
gctcecaaaag
aagtacaccc
agtttgtgga
ccctecttet
attgaggctc
goaccagaca
aggcccccca
ttcecccagee
gtttttgata
gggaacttct
tgggctgacc
acaaacaaga
agggtgtaaa
acctctaaga
caccctggga
tggtttctgg
tccttectaa
ttgatttaaa
agtgagtcaa
cttggcactt
acttgttatc
gtaatgaaat
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ggaggaatac
tgaaaaccge
gctgctggtyg
ataccatcga
cttttggaga
ggaagtgggc
cattasagtc
agtccagaag
gcctgaccac
gttoccteaac
gactggctgc
ggacatcttc
ggagcaatat
catccetgtyg
aaactcecagc
gocccgaggac
cgtgetgect
ttacatcaac
gcacccteta
ctctgtggtg
gaagacctcc
ggacatcatc
tatagtccag
gegetctetg
ggagggacgt
catctgcagt
gaaaacactqg
atacgaggtg
ggagtccaga
ggagctctga
cggggggcete
gocccaggett
acaagcaagg
tetettggea
ccttaggagt
ttgggggtca
tttgcagtct
tcctcacacc
tgggccttga
aaggtgttect
ctgctectec
tgtaggatgt
taagatttga
atcttagtet
caaatctctc
cagcatgcca
ggcaaataga
agaaacccag
ataggccaaq
tgagagggaa
tccataggac
atctcecattt
ccoctgggtteeo

gaggccttac
aataagaatc
ctggatggag
cctoggeact
atgatctggc
agggtgaaat
accctgattyg
aaaggctacc
ggogttccct
ccoccggaag
ttecattgcca
aactgcgtgc
gtgrttgtagc
tgtgagttece
caaatcaaag
tgecagecattyg
ctggaccget
gcagcactga
cocaacaced
atgctgaaty
gggtgctatg
cacagaatat
cacctccagt
ctcaaagtgg
actgtggtec
gtgtgtgaga
cgtaacaaca
gcactggaat
ggctgctgtyg
ggtggcaccc
tgcaccttet
ccttttcaac
ccttggattt
agccaactgt
ggaggagatg
ctgctetget
ggaccagtgt
taacctgcat
ccgtccagea
ttgetttttt
ttgtctttgt
aacccctgtg
ttattttoca
cttatgtcaa
gggcctttta
ctgagcaagg
gcaccagctt
cagccacctt
agaatcaggc
ccaacatttg
atttcacaca
gatcatctcc
aaaggggcag

cagaggggca
gatatgggaa

accecgeacte
acattgcgac
aggagaactec
gtgtgcgata
aaacagagcoc
atgagatccg
gctatgcocecac
ctgggcccat
ttgacaccat
gtgagcteocg
acgatgccat
gttctcteta
atgaatttca
ggctectgec
gcctgecctt
tggatagcca
tggcagactt
agatggacac
ggcccatcca
tccgeatetg
acattggctyg
tececgacgact
actgecctaaa
tgatecagca
aatccaacat
atttaagcte
accaagcccc
tgecctgacte
gaggggtcte
ctaaccagcc
ctggctcecca
gcaggtgctg
tgtgttectge
gcccectgea
gaccttacga
ggggcttege
ttcactggcce
gtgtggtcag
aaaaagggac
tttotttgat
aagtgtatgt
daagadagggyg
tttttteotyg
agagatgggt
tgtgcataat
gaaaaaggcco
ctggagatct
ctaagtctct
gbtccttagaa
tccaatgagg
gtaatggcaa



6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
T021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341
8401
B46l
8521
8581
8641
8701
8761
8821
8881
8941
3001
9061
9121
9181
9241
9301

tgagacttct
gaaaataagq
tcectgatgec
cagctocceea
ccttecagget
taggcccaat
tggtctagce
tcaagageccee
gtgttccatg
acgtccattc
gggatccata
gaggccagcc
caggagacag
gagctttaga
ctgeectettt
tatcacatct
tcatgagact
ccaacccaga
ccattggeat
gggctgtcac
ccacgatgaa
ccggggaccoo
tggcettece
ttcttagatc
tcocctaagatt
gottttatea
aaaaaaaaaa
ccagctecatc
gtettaggee
gatcccatgg
tttgaacatt
ctcceoccacce
attaatgctc
ggggaagatg
taaatagcett
aatctgggcc
ggaatggaag
ggaaccaaca
ttctaaagga
Jqagaaatcac
ttttttctca
gttacccata
aaacaacagt
aaatttgcat
tcaaazaaaa
accctaggte
ctgccteeca
ctoctttggt
cttcoccagttg
atctggcgtyg
gctgtactea
gtcacatggt
gaaggctcct

cttggagggg
gcatggggtt

ccgtgetgtt
ccagaaactt
agttcttctyg
ggaaa gccag
atgaatggac
atctgacagc
ccagacagdg
actgtatget
agcctaggag
ctgetgggtco
tgtgcaatgg
cagtgcgggc
atgcccatcg
gagatgeact
teccttteate
atttgtectgt
cagattctat
tcteccaggceo
gggctctgga
tttagaggtt
cttgectettt
acccccactg
cagcctgcaa
ttggtacatc
tttttctget
ttttaaatgg
aatctcagge
ccocttatttet
agtgcacaca
gacaaggatg
tteetttacce
caccccattt
tctgagtett
caaggaagta
caggatgtat
aaccaggggt
gggacagttt
gaccctatge
gggtttgtga
ttgcccacag
ctacagagac
acagaagaga
aagcttaaaa
tccactttet
atgtgctetg
agctggtcett
gagccagtta
gtgtgggtgc
ggtgctggaa
gagaaggatg
gcagatteoct
tgctaatgtg
cactttaccc
gcactattag

gtggtggaca
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ttctteatet
ctgagcagat
ggaagcgcag
tectecatctaa
cagccaggga
ctcaggtggg
catgaggggc

ggggaaatygyg
caagaaagtc

ttaacaagca
caaagaaatg
acagcacaac
cgagtacaga
cagcttegtg
agacactgtg
ctgecteattg
gagaaaccca
catgaggatg
gctgteocaga
caaaaggaad
tcctttgatg
ggcctgetgg
ggagcctgta
cagacaggat
caggaagggg
taggaattta
catgttgggg
cccacaaccc
ggaagaaatt
tggcaaggct
caggaaatct
acagggtgag
tacaacagga
atgagaagcc
cttagctgca
ccttgggect
gcttttagtg
tggggactct
ttgtcaccat
tteccacaget
aatatttttc
ctagagtgga
tteccttecata
gatttagcct
ttocteatgt
cagcttgacc
taggctecaag
tctgacctceca
ggaacccatt
agcccacaaa
gaatgctagg
ggcaagtctg
tagccacaca
gaaatcgaga
gagctecagtc
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tectctaagee
aactccacaa
aatttcagat
tttcttagtc
aactctecgac
ctgggaccta
agagaattca
aaccatggtg
tcttceggeet
taaaaaggaa
tgaaaaggca
acggggagca
cfttgtecta
ttggccaaga
aaaacattcc
ttttgttget
gggtctcetge
gaacatgaaa
agtccaggga
tgcctcaaag
agcocteteco
cctecocctegg
gcatggcaaa
gagggtggag
tgaaatagct
aggtgtgact
taacccagca
aaccattctce
gaggcttatg
tggatgagat
ccggagcecaa
ctecagcectgt
getettacet
caggaaattt
ctccaacatt
ctagaaggcc
ctggecectet
aacatgtgag
ttactgatga
agtgagtgaa
caccattgta
acagatacgt
gtctcatgtt
tgttggtttt
tgttetgtte
ctagaattga
atcaagacca
ctgttcatga
aactcacact
accctaaagg
ctggaaagtg
aggacacact
taattactgg
ttactatggc
tttagtttga

aagcaattat
atggaaattt
atattttagt
agtaaaaaca
cttgatctct
ggaagctecca
agaaggtaca
cagtagtgtg
cgggcttect
aaaaaggaaa
ttgggagaag
gcaagagatg
ttggcaacaa
ctcecttetgg
cttaagegtg
ggaactaaat
tttaccacgg
ggagccgaca
caccagactt
caaaggcaag
caggtgtatt
ctccagecca
tctgectget
ggagagctat
ggcagataca
tcagggagaa
agggccagtyg
taaagcagga
gatggggatg

ggggcaccag
caccaccacc

catgagcaga
catagatgtg
ctccacctgt
gcatecttte
acagtaggcc
ctgtgggtgt
ctcattaaat
ggaaactaag
tgaaccagga
tctecacattt
cagtggataa
ttacgttcac
aatatgactc
tgttcacccc
ctctaggage
actgacctte
ggggacctca
agaatgatga
gaaaagagaa
gtgcctgttg
tcatgageag
gtgecctacag
acaattaatt
acgaaaacat

tttatggagg
agtactttct
aacacattcc
attccctgtt
agccagtget
tcttgaaggce
gctttggecoco
gagtggatga
ggagaagggg
ctcaggcaaa
cagtctgggg
agccagggtc
ggagtccatg
gccaatgggg
cactttttaa
atgcaatgga
agcagggtca
aaagttgctt
gatcaaggaa
caaaggaacc
tcagcagacc
atgccccage
gtatgctatt
ttaacacaaa
aaagacagtg
acaaacttgc
atgatttccc
cagtgaatag
acttccctaa
tgcccaggaa
cccagggggt
ggaaaatatt
ggctctgttt
gtttatggcce
tagggtgaag
tctetttgtyg
ggcctgcaaa
tcttecagea
gctecctaggg
tttaaaccgg
ttcccaggag
agctcaaagc
aattcatgca
tatgaatatt
gctatgacgg
agtgaccctg
tectaggeag
actaaggcat
ggatttgecte
gctggacaca
teccaagtgga
ctggggtctyg
cacctageac
cctgggtaag
acatacatga



9361

9421

2481

9541

9601

966l

9721

9781

9841

9501

9961
10021
10081
10141
10201
10261
10321
10381
10441
10501
10561
10621
10681
10741
10801
10861
10921
10981
11041
11101
11161
11221
11281
11341
11401
11461
11521
11581
11641
11701
11761
11821
11881
11941
12001
12061
12121
12181
12241
12301
12361
12421
12481
12541
12601
12661

aaaacataca
aggcaggaaa
ggatgcagat
ggtaacagct
tgatgcattt
gcteottgetg
gagtacatag
agktagcagcc
gagacattga
agccaccett
ccaagctcaa
caggacgctg
aaatggtcaa

tgtcatctea

cctgtgacca
ctagaagaga
ggaggtttte
gcagggatct
gtggggggag
atcctccgaa
agttttttag
agatcaagce
tcaaagggca
caacactcac
gtccactggg
aagagtttta
tggtgagatg
ttgaagtgtt
gttcatggtt
aaaccaccaa
gaatacaaat
ccctgtatcet
gcagtctgga
ggtcaggceag
agcacagttt
ttaatagctg
gctgtctaaa
tcaggtcact
attcatacct
ccectgetete
tactgggctg
ccatagaccc
ccaacagggc
gettttetta
cctagttggay
catkttccagt
gttaaceccat
tcaaagacaa
atcccaaggt
atattgcatg
ctgecacttgt
taaatcaact
toctagetcag
tgactgtaca
ttgtaaatagt
gctgtgaccc

tgaaaaaagg
acaggaacgc
gacttattta
tgccagagee
cecctotgace
taagtcctea
aggtatcagt
aggcccocttat
aggaaatgat
cocttaggetg
ccaggagtaa
ttcetaagte
cccaactgga
aatccctgac
gcttcaaatc
caagctgaga
catgtataca
gecctttgagg
ctgttctagc
gcacagcagda
taaccaggga
agtcttttge
ttcaccaact
aatggtagcc
gcagatacaa
ggggcttgat
tggactctga
ggacagaaaa
ccttagtgag
aattacaaaa
cagtgggect
cccatggaag
ggcttagagg
aatatggtgt
gctagaccca
taaggaagaa
agaaggcagg
tccattcocag
gtagagcacg
ccacccaagt
atccaggctg
aataccecatg
catgagtgac
ccatacacat
cacactgcaa
gcacacattt
attggtaatc
agagttgtgg
teccgetcaa
agaccaaagt
acagtttggg
ttttaaaaaa
aaaagcagaa
ttacagtgaa
tccctgacaa
tgagattcat
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accctcatca
aaggccagga
gcaaaatggt
acttggaaca
catcatgttt
ccaggatcecta
ccagtaagac
cctgttacct
aattccttgg
cagcttgcca
cactctggaa
atgtcaacag
gggtaggtta
ttggcttece
acagccaagt
ttcagatttg
tgtctagaaq
tcatagactg
tccagtttct
gatatctaag
tgggettttg
atccecacctg
gaaatccact
tccaaaccta
gggaagtgca
cattatgggg
tccttaattg
gtatcagtat
caggactett
ttgagtctet
tctetatgat
atgaataatg
gcagagtggt
ccatatette
ggtcactcct
cctgctgtet
tgtctcttta
atgggtgaga
aatccaagta
gccccoccactg
gttatcacca
tagatctcte
agoccagaaco
tatctccaga
aagcaaaagc
catcaccagg
atactcaaaa
cctetaceat
ctccagggag
cteccacacte
tgtttgatag
gccagcactg
ggtaaataat
gtgtaatctt
tgtttgtaat
gttttcctaa
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acattagaag
aactggaacc
cacttctgtg
agggcaaatc
attcatccte
catttccteg
tgctctacac
ctgcaggagt
tacctcactg
ctcectggget
gacatgggtg
gttgtgctgg
gdagaaaaaa
cattacttaa
aaaacaagga
tttactectc
tgatagaatg
aacagcaggg
tctgacacat
ccatatttgt
catggcactg
cccacctcca
catgaatgtt
gcatcccacc
agggctcagg
cttcetteta
gaatgttcgg
aaaagcctgg
ggatgtggag
gtacaattac
ggtccaacaa
tcaggtgtte
gtcatteccat
catagctctg
ctgagtataa
gccagagagg
aagggaagag
tettgtggag
gattgtgttt
agcaggccaa
aacagcaaac
atgagagcag
agtgaaggtc
ggttatttet
acagtaactc
tggatcctga
gcactttteca
tgeccttgget
getgacatet
tttgcageet
ataaagcacg
tgctgtcaat
gtcaggtcaa
tttacacctyg
atggctgtgt
gataaaaaaa

gggtagattt
cagtgaatac
acatagetgg
tcagtgtctg
cactccceat
tocgetggtgg
aacagaagtg
gactgcccaa
ccttgggaca
gggtaaacag
agcccaagad
gccaggatcc
aacataaacqg
cagtctgagc
aataggaaaa
ccatgcaaag
caaggecttg
agagaggtta
ttttcaggat
gcacatgagce
actatagaga
gaagagatgg
aggtctctaa
tatctaagag
atgaaagaaa
tatctgagaa
agaatgagtg
agctcagggt
gagaaagggt
ttcagtgect
actctcagtg
tttgggtcaa
gtaaagttag
cagattcttyg
ctaggaccca
ataagctgeco
aagcattggt
ctgggatcat
ggtctgtaca
catgctgttg
catagggaac
ccataactca
caagtaggac
accccactcec
aatttacaca
gctageecat
ccctacatte
tctggacacc
tcacatccac
cctccatgaa
tatgagaaga
gttttttttt
tgaatatcag
caagtccatc
taaaaaatct
a

ggagcacttt
tcagaaccga
agaaaggatg
gaggcaaaaga
tgccacacta
gaacccctta
aggcccaggyg
cccagatcca
aaatgaagaa
gtcatcagca
gaagcatgaa
ccagggaaaa
tggatagtca
teettettag
gtaaatccaa
ttteceetgtt
gotttgtett
gtggtggagt
catggatctg
agactcttct
tgtcttgtag
gaaaaggtca
aaggaggcat
ctcaggggtyg
atectattggg
ctgctetgag
tetggtggeco
aattaatgta
cataggaagt
ttgggcttat
tccaccctgt
aggccoccadgg
gcttctgagg
gatgaagtca
tgagtgaaac
catctcagca
gaaatggatt
gtttgaactc
ggctgaagcc
tggccacata
agctgctttg
gacccactga
acagagcagg
ctattcaagg
tgattataat
gtaaatccgg
tactagccaa
ctcacaagcet
tgggcatata
tcccaatggco
gaaaacaaaa
tcttttcaat
atatattttt
ttatttattc
atacaataaa
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MASLAATLATLSLLLRLOLPPLPGARAQSAAGGCSFDEHYSNCGYSVALGTNGFTWEQTINTWEKPMLDQAVETG
SEMMVNSSGRASGOKAHLLLPTLEENDTHCIDFHYYFSSRDRSSPGALNVYVEVNGGPQGNEVWNVSGVVTE
GWVKAELAISTFWPHFYQVIFESVSLKGHPGYIAVDEVRVLAHPCRKAPHFLRLONVEVNVGONATEFQCIAG
GEWSQHDKLWLOQWNGRDTALMVTRVVNHRRESATVSVADTAQRSVSKYRCVIRSDGGSGVSNYAELIVKEP
PTPIAPPELLAVGATYLWIKENANSIIGDGPIILKEVEYRTTTGTWAETHIVDSPNYKLWHLDPDVEYEIRV
LLTRPGEGGTGPPGPPLTTRTKCADPVHGPONVEIVDIRARQLTLOWEPFGYAVTRCHSYNLTVOQYQYVEND
QOYEAEEVIQTSSHYTLRGLRPFMTIRLRLLLSNPEGRMESEELVVQTEEDVEPGAVPLESIQGGPFEERIYI
QWKPPNETNGVITLYEINYKAVGSLDPSADLSSQRGKVFKLRNETHHLFVGLYPGTTYSFTIKASTAKGEGP
PVTTRIATKISAPSMPEYDTDTPLNETDTTITVMLKFPAQSRGAPVSVYQLVVKEERLQKSRRAADIIECESV
PVSYRNASSLDSLHYFARELKPANLPVTQPFTVGDNKTYNGYWNPPLSPLKSYSIYFQALSKANGETKINCV
RLATKAPMGSAQVTPGTPLCLLTTGASTONSNTVEPEKQVDNTVKMAGVIAGLLMFIIILLGVMLT IKRRRN
AYSYSYYLKLBKKQKETQSGAQREMGPVASADKPTTKLSASRNDEGFSSSSQDVNGETDGSRGELSQPTLTI
QTHPYRTCDEVEMSYPRDQFQPATRVADLLOHTI TOMKRGOGYGFKEEYEALPEGQTASWDTAKEDENRNENR
YGNIISYDHSRVRLLVLDGDPHSDY INANYIDGYHRPRHYIATQGPMOETVEDEWRMIWQENSASIVMVTNL
VEVGRVKCVRYWPDDTEVYGDIKVTLIETEPLAEYVIRTFTVQKKGYHEIRELRLFHFTSWPDHGVPCYATG
LLGFVRQVKFLNPPERAGPIVVHCSAGAGRTGCFIAIDTMLDMAENEGVVDIFNCVRELRAQRVNLVQTEEQY
VEVHDATILEACLCGNTAIPVCEFRSLYYNISRLDPQTNSSQIKDEFQTLNIVTPRVRPEDCSIGLLPRNHDK
NRSMDVLPLDRCLPFLISVDGESSNY INAALMDSHKQPAAFVVTQHPLPNTVADEWRLVEDYNCSSVVMLNE
MDTAQFCMOYWPEKTSGCYGPIQVEFVSADIDEDITHRIFRICNMARPODGYRIVOHLOY IGWPAYRDTPPS
KRSLLKVVRRLEKWQEQYDGREGRTVVHCLNGGGRSGTFCAICSVCEMIQQQNTIIDVFHI VKT LRNNESHMY
ETLEQYKFVYEVALEYLSSF
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FIGURA

12

TDRD1 NM 198795.1 = NP 942090.1 proteina 1 que contiene el dominio tudor
1 gctgaggeca ggagggegcea

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
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1261
1321
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1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941

gcggcagggce
atceocgeggte
atgtcaagaa
aaaaatgaaa
caccctaatt
tgtgagcaaa
aatggcatca
aactcagtgt
cctggaaata
ttgtccataa
tgccatcget
tgctccacag
cagccaaatt
aacaataaga
ataatgtttt
gttaccgaat
gaatacatga
gactatatte
aacagdagcaa
gattatggaa
gacttgttte
aattggagca
ataaagattg
ccaaattcag
agtggacaag
atgacaactqg
ttgaatgtag
ttttgtcaac
tactgtgatc
getecagttet
gaatctgtac
ctttgtececa
gcaggagtaa
cttgtacaga
gtggagctta
gcaggctttg
accagtgtte
cttggtgttg
tattgccatg
gcagaacact
tgtgecttttt
aatggacatg
gaactccgaa
ttagcagata
atgtgtgttg
ggagttgaac
gatgaacatc
gttaataaac
caatggaaga

tcececageate
ctettgecte
ataatttgga
acaagcttcc
tcaggctgaa
ccaaacaata
acggagaagt
caccaccaag
atgtacgtcc
gtaatccagyg
gtggectatt
catgtcaaag
tccacaaact
gtgactgtcc
ctgatttgag
tcaaacacce
accaactctc
ctgttaaggg
tcatacaaaa
atgaagaaat
cteococttgtge
gtgattgtat
tcgacatett
gaaaactttt
attctaagaa
aaaacaacat
gtgatgagtt
aactgcaaag
agttgcctcecce
cagaggatga
tggteggata
taatcccaaa
agccatcatt
acaaaataat
ttgataaatc
ctgtgggaga
ccttgggtgt
accaaacagt
tgcttaaaga
gccagcagaa
ttgecaggtga
ttaaagtaca
tgatatcatce
tacagtctag
ctgggataaa
tcaccgatet
tggttttaaa
atgagcttca
cgatagaatt

ctggggattg gaggcgaggg

ggcagtcgcce
ttteccaggec
agcacctcct
accacatgag
aagctcagag
tttggectagt
agttggctce
tgetgaaagt
tgcaaaatca
gctctteacce
tggatcgctg
aagagactgg
tgaaaataaa
acttggagtt
aagtctacaa
aggggacttc
tgcecagctta
ggaagtttgt
cgttgatgtg
aattccatta
cataaagtgc
caaagctact
ggaagaggaa
agaccatgtg
ggaaaatgca
tgtcgtagac
ttgtggtgtg
tggccgaaag
acgctctgat
tcagtggtac
tgtagattat
gttgttggaa
aggaatttgg
cacagtgaaa
cgagacgcct
acagagtatg
ggaaggaaaa
agatgttgtg
ggatgcttta
gttacctaat
tggtagttgg
tectgtggat
aacattttta
aaacaaacat
attgcaagcc
ctccacttgt
atctgcttcea
agttcatgta
gccagtggat
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atcaccgcca
tcgatgagtg
tgtaagatga
tctttaagaa
aatggaaata
caggaagaca
aaaggagaca
aattcaccac
aaaaaactaa
tcecttaggac
aggtgctecte
tctgecacaca
tcatctattg
actaaggaaa
ctcaagaaaa
tacgtgcagt
aaagaaacat
attgccaagt
cagcaaaaga
aacagaattt
tttgtagececa
aaaccactgt
gtggttacct
cttatagaaa
gatcaaagtg
aaaagtgacc
gttgcccaca
cttgctgaac
ttttatcecag
cgtgecectetg
ggaaactttg
ttgecrcaatge
actccagaag
gtggtggaca
catgtcagtg
gtgacagata
gtaaatccat
gtctgtgtga
aagaaactca
ggtttecaagg
tatecgtgett
tatggaaaca
aaccttecect
tggtctgaag
agagtggttg
tatcccagaa
ccacataaag
cagggacttc
aaaactatac

aagtgcaggg
gaccgcagag
ttaaatcgece
cagagccatt
gtcctggaac
aaaagaacaa
attcagttte
ggaaaaaatt
ccaaagaagt
acaagttggt
ctceoctettcg
agtgcaagca
gcatcgtgtg
aaacaaagga
tagccatttg
ccatggaaat
tatatteotte
atgcaaatgt
acactgttga
aggcacatgt
accacctcaa
atgttatccc
taatggagca
ttgectgtaga
tgggatatgg
atcctgaaga
taatccocaaa
ttcaaacacc
ttcaggeatc
ccattggtga
ttttggctta
aaatcecttag
aagctataaa
ctatttgtcet
agttggaaaa
ttagcaaagt
aacccagtga
tggagtggac
tatatagtcc
atgatttgaa
cagagatagg
tagtcaagga
tcgaagaagt
ttcagggaat
aagccataac
aagtcactga
taattagtga
acttaccaaa
aagctacctc
aagcaaatgt

cgcatcceag
acaggttcgg
atttaatgtg
taattttgag
acttcctaac
ttttttgett
ttcaaacececg
gccagcagga
gaatattaag
cgagaattcc
gtccacaact
gacctactat
caggcctgtt
tgtggaggta
ggctgagaga
aaagggtacg
agaagtttta
gecatgaaaaa
tecagacctgg
cttatatatt
caggaacatt
agcagaaggg
gtactgctcc
agttgagctg
cttgaaaccc
tgttggaaaa
agtgttaact
agaagacttc
ccttagcaag
tatatgttgt
cgcttcoctgaa
tttgatgaga
gtgtgtacta
catgaaaaaa
cagttcecectyg
tctectagat
cgtgaaagaa
atgggttgaa
tggagaattt
caagtcatta
acaaccttgt
aatcttacca
tactgcagat
acggtgccag
aagattccag
aaatgggata
tgttctgatt
tgacagactt
ttecagctgag
attagaaatc



3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361

3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141

4201
4261
4321
4381
4441
4501

ataagecceccaa
tgcatgttga
agaccaagaa
gecagttgttce
attgaaaccc
ttccaaatta
ttaataataa
ggaattacaa
gatgtagctg
agtgctttaa
caagttgaaa
aaatttattg
tgagacagga
tttatgagaa
gcctgecctge
caaataaata
tagggacttt
gtgcagtggce
gagttcaagg
ttgtcttaaa
attttgtaat
tcatgtttgt
cttaattgga
aactggagaa
gctagatttt
gtttaaggtt
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acttgtttta
cagctgaatt
ttggagacgc
tggggacatc
tgectetttg
ttagatgttc
tgetattaaa
agaatgtcca
ataagctagt
atacagaaaa
aacatgaaca
aaatgaaaaa
aacagcaaag
cettttettt
cattctecta
ttacgtaaaa
ctgctatata
tcacgcccag
ttacagtgag
adaaaaaaaaa
attccctgcea
tatcttettt
ttatttttct
ggaactttat
tgttgttata

tgctectacca
attagaatac
atgctgtgee
agacactgat
cagagtgcaa
acttgaagga
aaatttcatg
tacagtgtca
gacatttggt
gatgtatagg
tattettcte
actgttaaaa
gctagcttta
gtccactttc
ttaggttggt
aattcatacc
tgtaactttt
cactttggga
ctatgatagt
aaaaaqgttga
ttetetgteg
ttctgttcac
tttggecttt
gttcecetete
gatagaattt

aaagggatge
tgcaatgcte
aaatacacaa
gtggaagtgc
ccaatcacct
ttaatggaat
ttgaatcaga
gttgagaaat
ctggcaaaaa
atgaattgct
ttcctcttaa
aaaacagcat
ggagagaaag
tctgtaatga
ggtttttatt
aaatcaatga
tattacttaa
ggctgaggtg
gccactgcac
tatgagtttt
tctgectett
tcagaggtcea
gggcacagag
ctgctgtgte
actgtttctg

cagaaaatca
cgaaaagtcg
gtgatgattt
tectatgcaga
ctageccacct
tgaatggaag
atgtaatget
gttctgagaa
acatcacacc
gctgcacaga
acaattcaac
ctcttggagg
tacagcacct
ccttetatec
ttcctetaag
gaatactggc
aggtaccgaa
ggaggatccc
tccagecetgg
attttectgte
ccacataatg
tcaatttett
tctgacctet
cacaacctta
aaacccaaat

ggaaaagctyg
accaccctat
ttggtatcgt
ctatggaaac
ggcgcttect
ctcttctcaa
ttetgtgaaa
tgggactgtc
tcaaaggeag
gttacagaaa
caatcaaaat
taaaccctta
ggtgttttta
ctcogttttt
ttcctteecac
aaggaataca
ggaaggccag
ttgaggccag
gtgacagatt
cgtttgaaat
tectttgett
tecteteegte
ggaccactct
gaaatctgta
acagttatea

MSVKSPFNVMSENNLEAFPCKMTEPFNFEKNENKLPPHESLRSPGTLPNHPNFRLESSENGNEKENNFLLCEQ
TKQYLASQEDNSVSSNPNGINGEVVGSKGDRKKLPAGNSVSPPSAESNSPPRKEVNIKPGNNVRPAKSKKLNK
LVENSLSISNPGLFTSLGPPLRSTTCHRCGLFGSLRCSQCKQTYYCSTACORRDWSAHSIVCRPVOPNEFHKL
ENKSSIETKDVEVNNKSDCPLGVTKEIAIWAERIMESDLRSLOLKKTMEIKGTVTEFKHPGDFYVQLYSSEV
LEYMNQLSASLKETYANVHEKDY I PVKGEVCIAKY TVDQTWNRAI IQNVDVOOKKAHVLY IDYGNEETTPLN
RIYHLNRNIDLFPPCAIKCEVANVIPAEGNWSSDCIKATKPLLMEQYCSIKIVDILEEEVVTFAVEVELPNS
GEKLLDHVLIEMGYGLKPSGQDSKKENADQSDPEDVGKMTTENNIVVDKSDLIPRVLTLNVGDEFCGVVARIQ
TPEDFFCOQLOSGRKLAELQASLSKYCDQLPPRSDEFYPAIGDICCAQFSEDDOWYRASVLAYASEESVLVGY
VDYGNFEILSLMRLCPIIPKLLELPMOAIKCVLAGVKPSLGIWTPEAICLMEKLVONKI ITVEKVVDKLENSS
LVELIDKSETPHVSVSKVLLDAGFAVGEQSMVTDKPSDVKETSVPLGVEGKVNPLEWTWVELGVDQTVDVVY
CVIYSPGEFYCHVLKEDALKKLNDLNKSLAEHCQOKLPNGFKAEIGQFCCAFFAGDGSWYRALVKEILPNGH
VEVHFVDYGNIEEVTADELEMISSTFLNLPFOGIRCQLADIQSENKHWSEEALTRFOMCVAGIKLOQARVVEY
TENGIGVELTDLSTCYPRIISDVLIDEHLVLKSASPHKDLPNDRLVNKHELQVHVQGLOAT SSAEQWKT IEL
PVDKTIQANVLEI ISPNLFYALPKGMPENQEKLCMLTAELLEYCNAPKSRPPYRPRIGDACCAKYTSDDEFWY
RAVVLGTSDTDVEVLYADYGNIETLPLCRVQPITSSHLALPFQITIRCSLEGLMELNGSSSQLT TMLLENFML
NONVMLSVKGITKNVHTVSVEKCSENGTVDVADKLVTFGLAKNITPQROSALNTEKMYRMNCCCTELQKQVE
KHEHILLFLLNNSTNQNKFIEMKKLLKKTASLGGEPL
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UGT2B15 NM 001076.2 - NP

FIGURA 13

001067.2 precursor 2B15 de UDP-glucuronosiltransferasa

1 aaacaacaac tggaaaagaa

61
121
181
241
301
3el
421
481
241
601
66l
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101

tctttectget
tgtggccceac
agaggggtca
aatcatctge
attectettet
catattttte
gtaaagatgc
tcattctgge
cctttcoctgta
ttctgttcocce
tcatggagag
atgatctgaa
ttgagacaat
ctcgeccatt
ccctgoctaa
tttectetggg
cccttgoeca
taggtteccaa
aaaccaaagc
ggatccctat
aagccaaggg
atgcattgaa
gaattcatca
tcatgecgeca
agtaccactc
tcatcacaaa
aaagagatta
tatttcagca
tcacaactta
gaattattct
tttggagata
atgtatacat
atttaaaaaa
gaacatggaa
aaaaaagaaa

gatacagctc
agaatacagc
tgaggtgact
tattaaatta
gaaaattecte
acaattacaa
agttttgaat
agatgccctt
cagtcttcga
tccttectat
gataaaaaat
gaagtgggac
ggggaaagct
cttaccaaat
ggaaatqggaa
gtcgatgatc
gatcccacaa
tactcgactg
ttttataact
ggtgggcatt
agcagcccte
gtcagtcatt
tgaccaacca
caaaggagcc
tttggatgtyg
attttgcctg
gttatatcaa
tggagggttt
ccttgttaag
atgtcaatga
tacctaatgt
atgtagctaa
d4gca adddda
acaacttcta
agaaaaataa

gcattgcata
agttgttact
cattggataa
gtgttgacat
gaagtttatc
gatagatgga
gaattgtgtt
aagaaactta
aatcecctgtyg
ttctctgttyg
gtacctgttg
atgatacata
cagttttata
gaaatgtggc
gttgattttg
gagtttgtgc
agtaacatgt
aaggttctat
tacaagtggt
catggtggaa
ccottgtttg
agtgtggaca
aatgaccctg
atgaagccceco
aagcaccttc
atagcattecc
ttttgtttec
aagcecltgaag
taaatggagg
acaaaattta
tttttaaget
taaatgacga
ccbgecacgtt
aaaaatacaa
gtattggatc
aaataatata

agaccaggat gtctctgaaa

ttagctctgg
atatgaagac
cttcggectteo
ctacatcttt
tatatggtgt
gggaatatta
tgatgaaact
gtgagctact
gctacacatt
ttatgtcaga
tgetttattt
gtgaagttct
tcattcgaac
ttggaggact
agagctctgg
cagaagaaaqg
ggagatttga
taccccagaa
ccaatggeat
cggatcaaca
tcaggaccat
tctataaaga
tggatcgage
gagtcgecaga
tgctggoctg
gaaagcttgc
tggaatgact
atttcctttt
ttttccaggg
atgaaaaata
gttactggat
gtgcacatgt
ctettttttt
tgaaaataaa
aaaccttaaa

aagctgtgga
aatcctggaa
tactcttgtc
aactaaaaat
ttcaaaaaat
tgactacagt
acaagagtca
ggctgaacta
tgagaagaat
attaagtgat
tgacttttgg
aggaagaccc
ctattgggat
tcactgtaaa
agaaaatggt
tgccaacatg
tggcaagaag
tgaccttett
ctatgaggecg
tgataacatt
gtcaagtaga
gaatgtcatg
agtecttetgg
tcacaacctc
cgtggecaact
caaaaaagga
gaaagatggg
tcctgtgaca
atttaatacg
caatgggggg
gcagcacgcc
accctaaaac
taaaccagga
gtgtcatcca
aaaa

tggacgtcag
aaggtgctag
gagcttgttc
aatgccagta
tatttggaag
acattttggt
aacaagctct
aagtttgatg
tttaacatac
ggtggaggat
caaatgattt
tttcaaattt
actacattat
tttgaatttc
ccagccaaac
attgtggtgt
attgcatcag
ccaaatactt
ggtcatccea
atctaccatg
gotecacatga
gatttgctea
aaattatcaa
attgagtttyg
acctggatcc
gtgatattta
aagaagaaga
actcctectt
aaacatcttt
tactttagct
aaggatagca
aacatggcac
ttaaagtata
aggaaaatgt
agccataaaa

MSLEWTSVFLLIQLSCYFSSGSCGKVLVWPTEY SHWINMKT ILEELVQRGHEVTVLTSSASTLVNASKSS
AIKLEVYPTSLTENYLEDSLLKILDEWIYGVSKNTFWSYFSQLOELCWEYYDYSNKLCKDAVLNKKLMME
LOESKFDVILADALNPCGELLAELFNIPFLYSLRFSVGY TFEKNGGGFLFPPSYVPVVMSELSDOMI FME
RIKNMIHMLYFDFWFQIYDLEKWDQFYSEVLGRPTTLFETMGKAEMWLIRTYWDFEFFRPFLPNVDEVGG
LHCKPAKPLPKEMEEFVQSSGENGIVVFSLGSMISNMSEESANMIASALAQI PQEVLWRFDGKKPNTLGS
NTRLYEWLPONDLLGHPKTKAFITHGGTNGIYEAIYHGI PMVGIPLFADQHDNIAHMEKAKGAALSVDIRT
MSSRDLLNALKSVINDPVYKENVMKLSREIHHDOPMEPLDRAVEWIEFVMRHKGAKHLEVAAHNLTWIQYH
SLDVIAFLLACVATVIFIITKECLFCFRKLAKKGKKKEKRD
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FIGURA 14
ACsSM1 Media log | Mediana (RQ)| Media(RQ)
Genechip® TLDA TLDA
NPr 4,14 2,17 2,85
BPH 3,69 0,26 0,72
LG 7,21 4,92 15,18
HG 7,22 14,08 27,47
CRPC 5,65 1,07 5,96
Meta 6,50 2,04 4,91
Vejiga normal - 0,04 0,04
PBL - 0,05 0,05
Sedimento urinariosin PrCa - 1,31 2,88
Sedimento urinario PrCa - 3,58 8,03

Andlisis de TLDA en diagramas de caja:
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FIGURA 15

ALDH3B2 Media 2log Mediana (RQ) Media (RQ)

Genechip” TLDA TLDA

NPr 342 093 0.84

BPH 3,60 1,18 1,19
LG 6,05 10,93 17.81
HG 5.78 9,95 23,00

CRPC 464 3,66 9,38

Meta 5,68 1,38 2,90

Vejiga normal - 0,19 0,19

PBL - 0,01 0,01
Sedimento urinariosin PrCa - 28,66 4541
Sedimento urinario PrCa - 42,61 118.89

Analisis de TLDA en diagramas de caja:
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FIGURA 16

CGREF1 Media’log | Mediana (RQ} | Media (RQ)
Genechip® TLDA TLDA
NPr 4,32 0,78 0,79
BPH 4,25 0,24 0,41
LG 5,74 3,87 4,79
HG 6,28 6,21 6,38
CRPC 6,07 4,10 4,25
Meta 7,19 5,46 534
Vejiga normal - 0,08 0,08
PBL - 0,01 0,01
Sedimento urinariosin PrCa - 0,55 0,53
Sedimento urinario PrCa - 133 2,19

Andlisis de TLDA en diagramas de caja:

-
=
]

RQ CGREF1

B =
b E
=
54 }[ '
HE ! ]
1 .
' |
A8 3 - -
T T I ¥ L] T L]
HPr BPFH LG HG CRPC Heta PEL Vajiga
Tejido

49

RQ CGREF1

|

T T
FIPT PCa
Sedimentos de orina



ES 2 663 069 T3

FIGURA 17

COMP MediaZlog | Mediana (RQ) | Media(RQ)
Genechip® TLDA TLDA
NPr 4,32 102 096
BPH 475 1,02 0,99
LG 5,48 497 8 66
HG 6,33 12 56 2073
CRPC 6,12 913 31,24
Meta 5,12 0,39 3,71
pT2 538 - -
pT3 6,84 - -
Vejiga normal - 0,33 0,33
PBL - 000 0,00
Sedimento urinariosin PrCa - 1,00 1,00
Sedimento urinario PrCa - 100 67,29

Anélisis de TLDA en diagramas de caja:
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FIGURA 18

C190rf48 Media’log |Mediana (RQ) |Media(RQ)
Genechip® TLDA TLDA
NPr 6,07 0,48 0,51
BPH 6,79 0,13 0,27
LG 8,56 1,81 . 2,07
HG 8,70 1,48 1,76
CRPC 849 0.72 1,12
Meta 9,53 1,80 1,56
Vejiga normal - 0,05 0,05
PBL - 0,06 0,06
Sedimento urinariosin PrCa - 1,00 1,05
Sedimento urinario PrCa - 1,10 133

Analisis de TLDA en diagramas de caja:
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FIGURA 19

DLX1 Media ’log |Mediana (RQ) |Media (RQ)
Genechip® TLDA TLDA
NPr 4,03 0,02 018
BPH 4,07 0,00 0,05
LG 610 762 9,17
HG 561 3,06 4,82
CRPC 5,88 235 403
Meta 6,51 3,42 472
Vejiga normal - 0,00 0,00
PBL - 0,02 0,02
Sedimento urinario sin PrCa - 0,01 0,40
Sedimento urinario PrCa - 2,21 11,06

Analisis de TLDA en diagramas de caja:
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FIGURA 20

GLYATL1 Media’log | Mediana (RQ) |Media(RQ)
Genechip® TLDA TLDA
NPr 4,32 1,62 245
BPH 4,68 1,24 185
LG 7,79 33 11 37,50
HG 7,55 1392 2404
CRPC 6,65 6,58 12 35
Meta 631 1,70 5,74
Vejiga normal - 000 0,00
PBL - 0,03 0,03
Sedimento urinario sin PrCa - 1,38 1,91
Sedimento urinario PrCa - 1,81 354

Analisis de TLDA en diagramas de caja:
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FIGURA 21

MS4A8B Media’log | Mediana (RQ) |Media (RQ)
| Genechip® TLDA TLDA
NPr 357 1,92 2,52
BPH 3,21 0,17 0,50
LG 5,63 24,14 26,07
HG 6,17 56,03 59,09
CRPC 4,89 1643 23,79
Meta 6,27 16,10 2912
Vejiga normal - 0,00 0,00
PBL - 0,00 0,00
Sedimento urinariosin PrCa - 3,40 6,89
Sedimento urinario PrCa - 9,39 28,46

Anélisis de TLDA en diagramas de caja:
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FIGURA 22

NKAIN1 Media’log | Mediana (RQ) |Media (RQ)
Genechip® TLDA TLDA
NPr 3,46 0,70 0,65
BPH 3,39 0,23 0,25
LG 5,48 8,82 15,36
HG 5,27 4,69 7,03
CRPC 512 2,91 5,51
Meta 5,58 3,34 5,00
Vejiga normal - 0,00 0,00
PBL - 0,00 0,00
Sedimento urinariosin PrCa - 0,00 0,23
Sedimento urinario PrCa - 1,24 1,79
Analisis de TLDA en diagramas de caja:
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FIGURA 23
PPFIA2 MediaZlog | Mediana (RQ)| Media(RQ)
Genechip® TLDA TLDA
NPr 3,60 1637 2007
BPH 3.18 837 1172
LG 448 23.66 153 69
HG 5.92 32,08 187,28
CRPC 571 80,95 480,83
Meta 7.40 84,10 222,19
Vejiga normal - 2.95 295
PBL - 0,00 0,00
Sedimento urinariosin PrCa - 158.13 197,22
Sedimento urinario PrCa - 844 53 6002 .15
Analisis de TLDA en diagramas de caja:
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FIGURA 24

PTPRT Media’log |Mediana (RQ) {Media (RQ)
Genechip® TLDA TLDA
NPr 3,09 0,96 1,16
BPH 311 041 0,74
LG 5,08 6,61 20,58
HG 5,25 14,85 28,94
CRPC 6,17 6,15 40,79
Meta 6,56 14,41 38,11
Vejiga normal - 0,38 0,38
PBL - 0,00 0,00
Sedimento urinariosin PrCa - 44 63 64,48

Sedimento urinario PrCa - 200,30 2472,46

Andlisis de TLDA en diagramas de caja:
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FIGURA 25
TDRD1 Media “log | Mediana (RQ)| Media RQ)
Genechip® TLDA TLDA
NPr 3,59 5,56 8,56
BPH 3.64 341 13,20
LG 6,60 125910 157597
HG 646 405,62 781,12
CRPC 7,24 669,06 917,54
Meta 6,85 343,05 567,62
Vejiga normal - 0,02 0,02
PBL - 8.20 8,20
Sedimento urinariosin PrCa - 1,53 69,46
Sedimento urinario PrCa - 36,08 103,11

Analisis de TLDA en diagramas de caja:
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FIGURA 26
UGT2B15 Media’log | Mediana (RQ) |Media (RQ)
Genechip® TLDA TLDA
NPr 351 49,36 59,65
BPH 3,63 4918 51,20
LG 3.90 98.95 259.68
HG 3,77 39,25 1466,99
CRPC 5,90 111745 11450,74
Meta 4.06 76,94 162,62
Vejiga normal - 1,00 1,00
PBL - 18,34 18.34
Sedimento urinariosin PrCa - 1,00 13 52
Sedimento urinario PrCa - 4252 - 8453
Analisis de TLDA en diagramas de caja:
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FIGURA 27

Homeosecuencia C6 (HOXC6) de Homo sapiens, variante 1 de transcrito

ttttgtctgt
gacagaaata
ctacttcact
cgtegeccte
cgttgececag
cagttccagce
gectctcaaac
ttttagttct
ccoctggatg
cggccgecag
tcgctaccta
acagatcaaa
atccactcte
aaagcgggaa
ccteteteee
atcactggca
acctgaaagt
cctecctccte
caggccttgg
ttggctecee
gggcctgetyg
ggaggccocaa
ctgecctagee
tgggggtcat
atttgtggtc
aaaaaggaaa
ttagccagta
atccaacctce
a

cctggattgg
aatattaaag
aacccttect
aattccaccg
aacecggatct
cgggggcegt
tgcagacaaa
gagcagggca
cagcgaatga
atctactcge
acgcggcgcc
atctggttec
tecggggggeg
gagacagaag
tttetececte
caattgatgt
cagctctgga
gctecccttge
gggctcggac
cactecctteg
gggcctetge
ggagggcgcg
cctetgecce
tatggcattt
tctgtattta
aaaaagaggg
ggagaaaata
tgggtcegtt

agccgtcect
aaatcataga
tatcectgeca
cctatgatcec
actcgactcc
atgactatgg
acaccttagg
ggactgegeco
attcgecacag
ggtaccagac
ggcgcatega
agaaccgecg
gcggaggggce
aggagaagca
gctecceace
gttttgatte
ccececcteect
tagctegttce
cctgaactcea
acgcccccac
tccagggect
ccttggeceoe
agcaaatgcc
tacaaactgt
tatttatgtt
aaaakttacaa
aataaataaa
ctcgaatatt

ataaccatct
ccgaccaggt
coctogoocgag
agtgaggcat
cttttatteg
atctaattcc
acataacaca
ccaggaccag
tggggtcgge
cctggaactg
gatcgccaac
gatgaagtgg
caccgecgac
gaaagagtga
aactctcecece
cctaaaacaa
caccgcacaa
tecggettgte
gactctacag
ccccgooccoo
cagggcccgyg
acaccaaccc
cagcccaggc
gaccgtttct
tagcaccgtc
aaagagagaa
taaatccctt
taataaaact

agttcegagt
aaaggcaaag
ggccaggacg
ttectegacct
ccacaggaga
ttttaccagg
cagacctcaa
aaagccagta
tacggagcegg
gagaaggaat
gcgeotttgee
aaaaaagaat
agcctgggcg
ccaggactgt
taatcacaca
aattagggag
ctctetttea
tacaggccct
attgcecctce
cgtgcagaga
cctggecagcc
ccagggecto
aaattgtatt
gtgtgaagat
agtgttecta
aaaaagtgaa
cgtgttaccc
gatattattt

acaaactgga
ggatgaattc
tcetecccaa
atggagcggoe
atgtegtgtt
agaaagacat
tcgctcagga
tcecagattta
accggaggcg
ttcacttcaa
tgaccgageg
ctaatctcac
gaaaagagga
ccctgeocaco
ctctgtattt
tcaaacgtgg
ccacgegect
tttocaagte
aagtgaggac
goccggetect
ggg9g9ag94ycc
cococgcagteco
taaagaatecce
ttttagectgt
tccaatttca
tgacgtttgt
tcctgtataa
ttaaaacttt

MNSYFTNPSLSCHLAGGODVLPNVALNSTAYDPVRHFSTYGAAVAQNRIYSTPEYSPOENVVESSSRGPYDY
GSNSFYQEKDMLSNCRONTLGHNTQTS IAQDFSSEQGRTAPQDOKASIOT Y PWMORMNSHSGVGYGADRRRG
ROIYSRYQTLELEKEFHFNRYLTRRRRIEIANALCLTERQIKIWFQNRRMKWKKESNLTSTLSGGGGGATAD
SLGGKEEKREETEEEKQKE
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FIGURA 28

Proteina 2 relacionada con la rizada segregada (SFRP2) de Homo sapiens

caacggctca
gooctegoocog
gctttteggg
coggecgect
gatgctgeag
ctcggecgege
caagcccatc
gcccaacctg
cccgetggte
cccoccgtotge
ggtgaaggac
tgagtgcgac
ccteoectgeoca
tgatgacaac
gaaggagata
catttacaag
agacagcttg
gggacagaaa
gagagagttc
tgatggctceo
ctccegttcee
cecttttgeac
tgttttecacc
catgaatatt
aactgtgact
cccactgagqg
ggtcacaaac
ctgagactca
aaactgttac
catttetata
tgagtacttt
gtagottaca
accaacactg
ttttacctat

ttctgcteoce
cgctgtecte
gccccgagtce
cgcccttooe
ggccctgget
gggctecttcc
cctgccaacce
ctgggccacg
atgaagcagt
ctcgatgace
cgctgegooo
cgtttoceoco
goccaccgagy
gacataatgg
acctacatca
ctgaacggtyg
cagtgcacct
cagggtgggg
aagcgcatct
gacaggcctg
ccaagcacac
gtttgcatcc
taaaggaaaa
tttatgaagt
tgggtctggt
ttgtcataac
cctgttgaga
gtgtctaagt
atgtatcaca
gocatgattto
aagccttgtt
tgtaatatac
taaatattteo
dazaaaaaaa

ccgggtcgga
ccggtgteoce

gecacccageg
cggctecget
cgcetgetget
tectttggeca
tgcagctgtg
agaccatgaa
gccacccgga
tagacgagac
cggtcatgtc
aggacaacga
aagctccaaa
aaacgctttg
accgagatac
tgtccgaaaqg
gtgaggagat
agctggtgat
ccegceageatb
ctocagagea
tcectagetge
ccagcatttc
goccoccacccga
ttaaaaataqg
tggttgttgt
atgcaaattqg
taaagctgge
cttacaacaa
ttccagctac
ttcaagtaaa
taaaacattt
atagtagttt
agataaacat
aaaaa

gcceccccgga
gcttectoogo
aagagagcgg
ccctctgeoece
getettectce
gcccgactte
ccacggcatc
ggaggtgctg
caccaagaaqg
catccagccea
cgecttegge
cctttgecate
ggtatgtgaa
taaaaatgat
caaaatcatc
ggacctgaag
gaacgacatc
cacctecggtg
ccgcaagectg
cggctgacea
tccagtctca
ctgagttata
atcttgtaga
ctcactttaa
ttgttgtttt
cttcaatttt
tgttatctea
ttcatcattt
aatacttcca
aggcaaaaga
cttacttaac
acctttaaaa
tatattettg

gctgecgegeg
gococagecg
gccogggaca
ccteggggte
gecectogeact
tectacaage
gaataccaga
gagcaggcceyg
ttecctgtget
tgcecactogce
ttcecetgge
ccecctcgeta
goctgcaaaa
tttgcactga
ctggagacca
aaatcggtgce
aacgogecct
aagcggtggc
cagtgctagt
tttetgetee
gcctgggcag
aggccacaqq
aatattcaaa
agctagtttt
gagtcagctg
ctctgtggee
acatcttcat
tataccttca
tttattagaa
tataaatttt
ttttgcaaat
gttgtaaaaa
tatataaact

ggcttgeage
coggetgoca
agctcgaact
gogogoccac
gctgccetyggy
gcagcaattg
acatgcgget
gocgcttggat
cgctcttoge
tectgegtgea
ccgacatget
gcagcgacca
ataaaaatga
aaataaaagt
agagcaagac
tgtggctcaa
atctggtcat
agaaggggca
ccocggeatcec
gggatcteag
cttceoceetg
agtggatage
ctaataaaat
gaataggtgc
attttcactt
caaacttgtg
cagctcoccaga
atgggaactt
gcacattaac
ataattgact
taaacccatt
tattgettta
ttacatcectyg

MLOGPGSLLLLFLASHCCLGSARGLFLFGQPDFSYKRSNCKPI PANLOLCHGIEYQNMRLPNLLGHETMKE
VLEQAGAWIPLVMKQCHPDTKKFLCSLFAPVCLDDLDETIQPCHSLCVQVEDRCAPVMSAFGFPWPDMLEC
DRFPQDNDLCIPLASSDHLLPATEEAPKVCEACKNENDDDNDIMETLCKNDFALKIKVKEITYINRDTKIT
LETKSKTIYKLNGVSERDLKKSVLWLKDSLQCTCEEMNDINAPYLVMGOKQGGELVITSVERWOKGOREFK
RISRSIRKLOQC
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FIGURA 29

Homeosecuencia D10 (HOXD10) de Homo sapiens

cggggaatgt
ctteccccaaa

cttgatcagt
accacctage
ggccaaaaga
agtagacagt
agtoccccact
tgataagcgce
gtettgtece
ctacgccacc
getccagete
ggaaaagaaq
gagcccogag
gtccagtoco
cagcaattgg
aacgctggaa
agagatcagt
ccgaatgaaa
cacgttttet
gcaccgcgtt
ctetttgttt
tatgttcgtg
atatataaaa
tattgcgcat
ccatccagea
agtccatgaa
aaaaaaaaaa
caatgtatct
tttatgcett
acctgteett
ttcaaaaaaa

tttecctagag
atgtecctttc
gcctgoagga
gcagacatgg
gaagtgaacc
tggacagatc
tgetecttea
aacaaactca
gttgagaacc
gggaaaaccc
aaccctegtg
atgaacgagc
goccaaaggcog
gaagtgcagg
ctcactgeaa
ttagaaaaaqg
aagagecgtta
ctcaagaaga
taggtctgag
ccagggccca
gttgttttgt
ctgcaagtga
acttagcacg
tttcatttgg
atgtgacttt
ctcatggcat
gattaagaaa
tttcacaaat
gtagoceotttce
tectgtagcatg
daaa

atgtcagect
ccaacagctc
gtgacagttt
ggacctatgg
accaaaatat
cgaacagatc
ccaccaacat
tttcggeocga
ctgaggttee
aagagtacaa
gogoggcocaa
ccgtgagocgg
gecettocoocga
agaaggaaag
agagtggcaqg
agttettgtt
acctcaccga
tgagccgaga
geceggtetga
gtgctggagyg
tgtattttgt
tctgtaatcc
tgtaatttat
gtcttaactt
ttecatgteott
tttgaataca
acccacaagt
gaatttagca
ccttgtggtyg
ttetggtege

acaaaggaca
tcctgotget
ttattccage
aatgcaaacc
gggtatgaat
ttgtcgaata
taaggaagaa
ggtccettcg
cgtocctgga
taatagcccc
googcageto
ccaggagocc
agagaggagc
caaagaggaa
aaagaagagg
caatatgtac
caggcaggtc
gaaccggatc
ggceggteag
actgggaaaq
tttecctgeota
ctatgagtat
tattttttca
attggaactg
tocctaacaca
tccagtactt
tggagggagg
gttgtccttg
catetgtggt
atgtataatg

caatctctet
aatacttttt
agogocagea
tgtggactgc
gtgcatcctt
gqagcaacctyg
tccaattget
taccagaggc
tattttagac
gqaaggcagct
tococgoetgece
accaaagtct
tgocctggotyg
atcaagtctyg
tgeccettaca
ctcacccgecg
aagatttggt
cgagaactga
aggccaggat
cggaaacaaa
gaatgtgact
atatatatat
tegtaatgea
tagagcatcc
aaaggtctat
taaaaatgac
gggacttaaa
gtgagatggg
ttggtagaag
caataaactc

tcttecaaatt
tagtagattc
tgtacatgecc
tcocogtotet
atatacctca
ttacacagca
gcatgtattce
tggtccctga
tgagtcagac
ccactgtecat
agctgeagat
coccaggtgdga
aggtcteogt
atacaccaac
ctaagcacca
agcgcogect
ttcaaaaccy
ccgocaacct
tggagagggg
accttcaccg
ttggggtcat
atatatatat
gggtaactat
atccatccat
gtgtgtggtt
atatatattt
aagcacatta
atattggcga
tacaacagca
tggaaatgag

MSFPNSSPAANTEFLVDSLISACRSDSFYSSSASMYMPPPSADMGTYGMOTCGLLPSLAKREVNHQNMG
MNVHPY IPQVDSWTDPNRSCRIEQPVTQOVPTCSFTTNIKEESNCCMY SDERNKL ISAEVESYQRLVE
ESCPVENPEVPVPGYFRLSOTYATGKTQEYNNSPEGSSTVMLOLNPRGAAKPOQLSARQLOMEKEMNER
VSGOEPTKVSOVESPEAKGGLPEERSCLAEVSVSSPEVOEKESKEEIKSDTPTSNWLTAKSGREKKRCF
YTKHQTLELEKEFLFNMYLTRERRLEISKSVNLTDRQVKIWFQNRRMELKKMSRENRIRELTANLTES
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FIGURA 30

Receptor B sin interés comercial relacionado con RAR (RORB) de Homo sapiens

tectecteocecccot
tcacattgtyg
ccacaccgoc
cttctttgta
ctcetecagte
aaaagcaagc
ccagacagcc
catcaaaaca
caccctgcag
cgaccacctt
agcagcttca
tgataccatg
gtgaaggctg
caaggcagag
tgcagaagtyg
agaagcaaag
agcggcagca
gcaacggcct
ttgacctgcc
agtcaggact
catccocgtace
taaccatgac
gtcaatacac
ttaaagcata
ctcacgecat
gtcaaaatga
tgtgcegtge
tgcaaatgtt
agaatttgtg
tgatatctcco
aaatttattt
caaagttaat
tgcaggtatt
aggagctctt
tcatagtcat
aaaatgtcac
tacagtttga
ttgaaatgac
ttcgggtatg
agagcggtac
tccacttaat

ctetttetet
gatccgctaa
tttetttett
actaacaaaa
caagtgatca
acattggaga
agaacatttt
gtcaccacca
ccacggegtco
cttcactegt
tgactacgcg
caaaatttagt
caagggatte
aaactgttta
tettgeeocta
ggacagecctg
gcagagtggg
gagcaacctg
caagtctgag
tgacatgact
caacttgttt
tgaaatcgac
catggaagag
tcaaagcaaqg
ccaatacgtg
tcaaattcta
cttcaaccca
caaagcctta

ttccttgeag

agaccgagcc
tgcacttcaa
agccaagata
taagcaatct
taatcctgac
ggaatgcatc
tactgcaaca
agaatgtaaa
cataaatata
ttttgggaga
tttacatgat
aggcttacct

ctegetgete
cagqcacaga
ttetttectgt
ccaccaccaa
caaaagaaat
gaaagaaaaa
tttttcaccc
acatcaaaac
cgcctaaagg
gctgageggg
gagcgggaga
ggcgataagt
tttaggagga
attgacagaa
ggaatgtcaa
tatgctgagg
gaggcagaag
aacaacgaga
ggttattaca
ggaatcaaac
acctatagect
cgaattgcac
ctgcaccage
tccagggaag
gtggagtttg
cttectgaagt

taaacaaca
ggttctgatg
ctgaccgagg
tggcttatag
catgtgattc
ccaaccatca
catccagaga
tgtgccaceyg
accattaaga
ttaggaatgt
tatgecacctg
caaatataqgqg
caactgttta
tacttttect
atttetatgt

ccttectece
tgtecatgtga
ttectttttt
ctectecteco
cttetgagece
gaaaaacaaa
ttecctgaaaa
tgttaacata
gatggttttc
atttttggge
gecggeocacac
cctetgggat
gccagcagaa
cgaacagaaa
gagatgctgt
tgcagaagca
cccttgecag
ccagcggcac
acgtcgatte
agataaagca
ctttcaacaa
agaacatcat
tggcgtggca
cactgtggca
caaagcggat
caggttgett
ctgttotgtt
acctagtgaa
aggagatcge
aaccaaggaa
agaagaatca
cggcagtttyg
tagtgaatac
gctgcaaatg
caaaagcaat
cctgeactta
agtggggctc
acactgggtg
tagaatttta
gttgattgtt
ttttaggtag
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tgtaactgaa
aaacgcacat
ccceocttgtt
tgetgetgec
ggaggcggtg
accaaaacaa
caaacaaaca
gcggcggegg
tecggecagagce
tctccggggt
catgcgagca
ccactacgga
caatgettet
ccgttgecaa
gaagtttggg
ccagcagcgg
ggtgtacagc
ttatgccaac
cggtcagccg
agaacctatc
tgggcagtta
taagtccecat
gacccacacao
acaatgtgcc
aacaggcttc
ggaagtggtt
tgaaggaaaa
tgaagcattt
tttgttctca
agtccagaag
cctggatgat
caacttgcac
actgtttecct
aaggggacaa
gtgttcatga
atagaattat
ttttatttgt
ttatcectttt
ttgtagatat
caaatataat
ttgatgcatg

cagtgaaaat
gctctgceccat
ccttoctecct
cttcctecto
gcatttttta
aacccaggca
aacaaacaat
cggcaaacgt
agctcttcge
tcgggcetggg
caaattgaag
gtcatcacat
tattcctgece
cactgccgac
aggatgtcca
ctgcaggaac
agcagcatta
gggcacgtca
tccectgatce
tatgacctcea
gcaccaggga
ttggagacat
tatgaagaaa
atccagatca
atggagctcet
ttagtgagaa
tatggaggaa
gactttgcaa
tctgetgttce
cttcaggaaa
gagaccttgg
ggggagaagc
cegttataca
gagaactgtc
agacttaaga
ttttcaccgc
ttgtttgttt
tttaatttta
atacaagaaa
ttaagaaaat
tgtaaatttg



tagctgtett
tatatgacta
atggaggttc
gttagacaat
cggtaccaac
aaactctatt
acagtatttt
caagactttt
ctttttttcet
tcaactgaaa
aaagaataaa
catgttttgg
ftectttett
atgctataat
attctaggga
tecatcecattt
gacattagga
ccaatgaaat
ggaggcctat
ctaa

MRAQIEVIPCKICGDKSSGIHYGVITCEGCKGFFRRSQONNASYSCPRORNCLIDRTNRNRCQHCRLY
KCLALGMSRDAVKFGRMSKKQRDSLYAEVQOKHQQRLOEQRQQOSGEAEALARVY SSSISNGLSNLNNE
TSGTYANGHVIDLPKSEGYYNVDSGQPSPDQSGLDMTGIKQIKQEPTIYDLTSVEPNLFTYSSENNGOLA
PGITMTEIDRIAQNIIKSHLETCQYTMEELHQLAWQTHTYEETKAYQSKSREALWOQCATIQITHAIQY
VVEFAKRITGFMELCQNDQILLLEKSGCLEVVLVRMCRAFNPLNNTVLFEGKYGGMOMFKALGSDDLVN
EAFDFAKNLCSLOLTEEEIALFSSAVLISPDRAWLIEPREKVOKLOEKIYFALQHVIQKNHLDDETLAK

ggaaagtact
ttacttatac
agtcaggctc
caggattttg
tcagagttaa
tctgtcaatg
aageccatttt
ttgaccaaac
tttggattte
aatacaatct
tcagaaccca
caagaaaagqg
taatgtattt
ataaaaatgt
actaatgtac
accctagaat
tcagagattt
taatcataaqg
acctctgtta
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gtgcatgtat
atgcacatgc
tcttectatga
ttttcccage
gtctacaéag
acatcaaagc
cctgttteaa
agtagatatt
tggttgtgaa
gtggattatg
gggcaacaat
tagaaagaga
gttaggaaaa
agraaaaact
cccaaagcca
tattttttta
tagacttcct
aaaagcatat
ttttetgata

gtaataagta
actgtggectt
tttaccttct
cagagttttc
gaataaacat
cttgtcaaga
gaattaggcc
ttotattttt
acaagcttga
actaccagca
gccattteat
agacccagag
gtggcaataa
tgacagacta
aaactaattce
gcaactttta
tgtacaaatt
attccaagaa
caaaataaaa

tataatatgt
aaataccata
gtgttatatg
atctatagtc
aatgtagtggc
tggttcatat
acagataaca
caccagaaca
tttcagtgcet
atttttttct
gtaaacattt
tgaagaagta
agggggaggc
(Jaaaaaaaaa
ctgtgaagtt
gaaataaaga
ctecacttcte
atttgttctg
cttaaaaaaa

LIAKIPTITAVCNLHGEKLOVFKQSHPEIVNTLEFPPLYRKELENPDCATGCK
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gagaatatta
coctactagea
ttacctttat
aatggcagga
ctctatatac
tgggaaggag
ttgcaaggtc
cataaaaaca
tattgtgtct
aggaaagtta
tetctcteac
attctttata
atattataaa
gatctgtgtt
tacagttaca
atacaactgt
cacctgctca
cctgtgtect
agaaaacaadg
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FIGURA 31

Ribonucleétido reductasa M2 (RRM2) de Homo sapiens

aggcgeagec
caaagccaat
aggggtcgec
gcgoctecac
tgcagctcte
tgagocgggac
agccgaaaac
ccegecegett
cagaggette
aatccctgaa
gcgatggeat
aagcccgetg
gtcttettat
ttgaaacgat
aagaggctac
ccggttettt
tttctaatga
tcaaacacct
ttcggataga
gcactctaat
ttagcaaggt
gaaagactaa
gtccaacaga
ttacttggct
agccacacca
ctcacaacca
gctggctgtyg
cocctttagtyg
aagatgcagce
ctttacaaac
tttectacacc
gactaaagta
aattaaaata
gbttggtgecea
attctctgecc
ttcttaagtt
cgtttcattt
gaagagtttt
aaaatgatcc
tacaagttgt
tatttactat
tgtagttcat

aatgggaagg
gggaagggcc
cgtgcaccct
tatgctectec
gccgetgaag
ccgegtectqg
taaagcagct
tgtcatctte
cttttggace
acccgaggag
agtaaatgaa
tttctatggce
tgacacttac
geccttgtgte
ctatggtgaa
tgcgteogata
acttattage
ggtacacaaa
acaggagttc
gaagcaatac
tttcagagta
cttctttgag
gaattctttt
gatttttttt
tgaattgtec
gtcctgtctg
acttaccata
agcttagcac
ctcactgett
aaataaacat
aaatacattc
agttaaactt
tttgttaace
gatagaagac
ccctoctgagt
aaatcactag
tatttctcac
catatgtggg
acctaagatc
tcattctagt
gtctgttaaa
acttcagtca

gtcggaggcea
gggagcgcegc
gtceccagecg
ctcegtgtece
gggctcagct
goccagcaaga
geoceccggeg
cccatecgagt
gccgaggagg
agatatttta
aacttggtgg
ttccaaattg
ataaaagatc
aagaagaagg
cgtgttgtag
ttetggetea
agagaktgagg
cocatcggagg
ctcactgagg
attgagtttg
gagaacccat
aagagagtag
accttggatyg
ttccatctca
gtaatgttca
tttatagtgce
gcagtgacaa
agcgggatta
caacgcagat
tgtttgtact
tcctgaccac
gtgtagacta
aactttaaag
aggbtgtgtt
agagtgttgt
aaatttaggg
tgtattttce
agctaaggta
ttgccectgt
tttgtttggt
tcagaaattt
cccagtgtet

tggcacagec
ggcgcgggag
tcectgtoctg
cgctcgogec
tggtcgacaa
ccgcgaggag
tggaggatga
accatgatat
tggacctcte
tatcccatgt
agcgatttag
ccatggaaaa
ccaaagaaaqg
cagactggge
cctttgetge
agaaacgaqgyg
gtttacactg
agagagtaag
ccttgeetgt
tggcagacag
ttgactttat
gcgagtatca
ctgactteta
taagaaaaat
ttaacagcat
tggtagtatc
tggecagtctt
aacagtcctt

tttaatgttt.

cacaaggcga
taatgggagc
agcatgtaat
tcagtcctgt
Cttatcectgt
gggataaagyg
gtgatctggg
tcaacgtctyg
gtattgtaaa
taagtggtga
gtaagtaggt
tttattatct
tattctggeca
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aatgggaagqg
atttaaaggce

gctgcteget
catcacggac
ggagaacacg
gatcttcrag
gccgetgetyg
ctggcagatg
caaggacatt
tctggecttte
ccaagaagtt
catacattct
ggaatttcte
cttgcgetgg
agtggaaggc
actgatgcct
tgattttget
agaaataatt
gaagctcatt
acttatgctg
ggagaatatt
gaggaitggga
aatgaactga
cagctgaagt
ctttaaaact
accttttgce
ggctttaaag
taaccagcac
acttaaatat
taatagcttg
caattcacaa
ttttaagttt
gtatacctag
ggcttgtgta
aatctctecag
ccttcatatg
gttgatgaga
atttrcaagte
aatcaactag
tgtgtgagtt
atgttcttet
ttgtctaaat

gcecggggcac
tgctggagtg
ctgctteget
ccgcagcagc
ccgeccggecoo
gagcccacygqg
agagaaaacc
tataagaagg
cagcactggg
tttgcagcaa
cagattacaqg
gaaatgtata
ttcaatgcca
attggggaca
attttetttt
ggcctcacat
tgecectgatgt
atcaatgctg
gggatgaatt
gaactgggtt
tcactggaag
gtgatgtcaa
agatgtgeec
gttaccaact
gtgtagctac
agaaggecctg
tgaggggtga
agccagttaa
aaacctggeca
atttatttgg
ttcactaagt
tattttaatg
atattagtca
gtgtcctggy
ggcaaggagc
tgtgagaagc
aaaaattctt
atcecttaaac
aggtggttcc
aattcattta
agattttacc
ctgagcattg



tctaggggga
atattaattt
gttgcccagyg
ttcaagcaat
cacctggcta
tcttgaacte
aggcgtgata
gygagaagaaa
cccatttgtt
tcatttattg
agttattgtt
atgaaaggct
tctgtctctce
aatcagttga
gtgattaaaa

tcttaaactt
cagaatgaaa
ctggagtgca
tctectgtet
atttttgtat
ctgacctcag
aacaaatatt
gectgagacat
aattgtattc
tatagacaat
acctaaagtt
ttgtcttgca
attagctgaa
aagggaaaca
taaaactgtt
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tagtaggaaa
cataattttt
gtggcgegat
cagcctceceoct
ttttagtaga
gtgatccacc
cttaataggg
tgcatgaaag
agtatttgaa
ttttaaatct
aatccagatt
ttgtgaggta
taatgtgagg
agtatttcag
cttatgtcag

ccatgagctyg
trttettttt
tttggctcac
agtagctggg
gatggagttt
cacctcggece
ctactttgaa
atgatgagag
cgtegtectyg
ctgtaatatg
atatggtcct
caggcggaag
attaacttct
tctcaaaatt
tttcaaaaaa

ttaatacagt
ttgagatygga
tgtaacctcc
actgcaggta
caccatattg
tcccaaagtg
ttaatctgec
ataaatgttyg
tttattgtta
atacattttc
tatatgtgta
ttggaatcag
gccagctcag
gaataatgca
aaaaaaaaaa

ttccattcaa
gtctegetet
atctocctgag
tgtgctacca
gtcaggctygg
ctgggattgc
tttatagtttyg
atcttttgge
gttttettica
ctatctttta
caacattaaa
gttttaggat
accatttect
caagtcttaa
aa

MLSLREVPLAPITDPQQLOLSPLKGLSLVDKENTPPALSGTRVLASKTARRIFQEPTEPKTEAAAPGVED
EPLLRENFPRERFVIFPIEYHDIWOMYKKAEASFWTAEEVDLSKDIQHWESLEKPEERYFISHVLAFFARASD
GIVHNENLVERFSQEVQITEARCEYGFQIAMENIHSEMYSLLIDTYIKDPKEREFLENAIETMPCVEKKA
DWALREWIGDKEATYGERVVAFAAVEGIFFSGSFASIFWLEERGLMPGLTFENELISRDEGLHCDFACLM
FEHLVHKFSEERVREI IINAVRIEQEFLTEALPVKLIGMNCTLMEKQY IEFVADRLMLELGFSKVFRVEN
PFDFMENISLEGKTNFFEKRVGEY(QRMGVMSSPTENSFTLDADFE
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FIGURA 32

Transglutaminasa 4 (TGM4) (préstata) de Homo sapiens

ggaccgactyg
agaatctgaa
gaatcaggac
ccggegagga
ccaactgaaa
ggtgctcgac
gtctggcaaa
ccaactaaac
tctcttcaac
agagtacatc
caaaccctgg
gactgagagc
gtgtgctatg
ctacgaaggt
ctacaacacg
tacagtgctg
cgacacagaa
cagtatgacce
accggatctg
aagccagggt
ctttattgtc
gttggtgaag
catcgggaaa
tgagtacaag
ccttectecagt
ggtacaatca
gaagaccgct
tggcaagaag
atcagaagta
tgatgagcca
ggcctetgaa
aggcagaatt
tttgactgac
ccatgggacyg
aactggaccc
tcagaagatt
tttcagecatt
tatatgagag
agacccacaa
cagccgaggce
cattgtctca

tgtggaagca
gggatgatgg
aacgcegttt
caggtgttte
ctggaattca
ccgaggacge
gaggtcacag
gtgaaaactg
ccatggtgta
ctcaatgaca
aactttggtc
tcecctcaage
atgagctttg
ggcacagccc
aagcaggctyg
agagcgttgg
aggaacctca
cacgactetg
ceccaaggget
gtettctget
tatgacacca
atggtgaatg
aacatcagca
tatccagaag
tctgagaggg
gatgatgtgce
gccctacaga
atggcaaaac
actctgacct
gttatcagag
gtattcacgt
ggccagctac
gtcaagttct
gtgcagectg
aagaaattta
gttctecatca
tectaccttg
cagattcaag
ggccaggtce
cacagaatce
attcaaatcc

ccaggcatca
atgcatcaaa
ctcaccacac
acctgcocgget
gcacagggcc
cctcagacca
tggctgtceac
gaaaccacat
aagaggacat
cgggctgccea
agtttgagaa
ccacagatag
agaaaggcca
catacaagtg
tgtgctttgg
gcatcccage
cggtggacac
tctggaattt
acgacggctg
gtgggccatc
gattcgtctt
ggcaggagga
ccaaggcagt
gctcctctga
agcacagacg
tgctgggaaa
atgtcaacat
tgtgtgacct
tggactccaa
gtttcatcat
ctttecagta
ttgtctgecaa
ctttggaaaqg
gtgagaccat
tecgtcaagtt
ccaagtagecc
tgettagett
agccagcagg
tgtgctateca
catcoccttte
atagatttcg

gagatagagt
agagctgcaa
atgggagtte
ggtgctgaac
gaatcctagce
ctacaactgg
cagttccecee
ccttaagtet
ggttttcatg
ttacgtgggag
aaatgtcctg
gagggacccac
gggcgtgcte
gacaggcagt
ccagtgetgg
acgcagtgtag
ctatgtgaat
ccatgtgtgg
gcaggctgtyg
accactgacc
ctcagaagtg
gttacacgta
gggccaagac
ggagaggcag
acctgtaaaa
ctctgttaat
cttgggctce
caataagacc
gacctacatc
tgcggaaatt
cocctgagttce
ttgtatctte
cctgggeate
ccaatcccaa
aagttccaaa
ttgtctgatg
tcagattatg
tcaaaaaggc
cagggtcace
ctgagtcatg
aagccacada
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cttccctgge
gttctccaca
caaacgagca
cagcccctac
atcgccaaac
caggcaaccc
aatgccatcc
gaagaaaaca
cctgatgagg
gctgccagaa
gactgctgca
gtgctggtgt
attgggaatt
gccccgatcec
gtgtttgctg
acaggcttcg
gagaatggcg
acggatgecct
gacgcaacgce
gccatccgea
aatggtgaca
atttcaatgg
aggcggagag
gtcatggatc
gagaactttec
ttcacecgtga
tttgaactac
togeagatcee
aacagcctgg
gtggagtecta
tctatagagt
aagaataccc
tccteactac
ataaaatgca
caagtgaaag
ctgtggagcc
gatgattaaa
caacacaacc
tcttttacag
gcoctocaaaaa
gtctcteect

attgcaggag
ttgacttctt
gtcctgtgtt
aatcctacca
acaccctggt
ttcaaaatga
tgggcaagta
tectatacet
acgagcgcaa
gtatcaaatg
tttcecectget
gcagggeccat
ggactgggga
tgcagcagta
ggatcctgac
attcagctceca
agaaaalbcac
ggatgaagcg
cgcaggagcg
aaggtgacat
ggctcatctg
agaccacaag
atatcaccta
atgcctteet
ttcacatgtc
ttcttaaaag
agttgtacac
aaggtcaagt
ctatattaga
aggaaatcat
tgcctaacac
tggoecatcec
agacctctga
ccccaataaa
agattaatgc
ttagttgaga
tttgatgact
ataagcagcc
ttagaaacac
tcagggocac
ggagcagcad



actatgggca
ggoccatgggt
atgggcctga
aaatccagga
tttctcaagg
agacccatgt
tgggagactc
ccatccacta
tctgeococtoo
ddaaaaazaa

MMDASKELQVLHIDFLNQDNAVSHHTWEFQTSS PVFRRGOVFHLRLVLNQPLOSYHOQLKLEFSTGENE
SIAKHTLVVLDPRTPSDHYNWOATLONESGKEVIVAVTSSPNATILGKYQLNVRTGNHILKSEENILYL
LFNPWCKEDMVFMPDEDERKEY I LNDTGCHYVGAARSIKCKPWNFGQFEKNVLDCCISLLTESSLKPT
DRRDPVLVCRAMCAMMSFEKGRGVLIGNWTGDYEGGTAPYKWTGSAPILOQYYNTEKQAVCFGOCWVEA
GILTTVLRALGIPARSVTGFDSAHDTERNLTVDTYVNENGEKITSMTHDSVWNFHVWTDAWMKRFPDLE
KGYDGWQAVDATPQERSQGVFCCGPSPLTAIRKGDIFIVYDTREFVESEVNGDRLIWLVEMVNGQEELH
VISMETTSIGKNISTKAVGQDRRRDITYEYKYPEGSSEERQVMDHAFLLLSSEREHRRPVKENFLHMS
VOSDDVLLGNSVNFTVILERKTAALONVNILGSFELQLY TGKEMAKLCDLNETSQIQGOQVSEVTLTLD
SKTYINSLAILDDEPVIRGFIIAEIVESKEIMASEVFTSFQYPEFSIELPNTGRIGQLLVCNCIFKNT
LAIPLTDVKFSLESLGISSLQTSDHGTVQPGETIQSQIKCTPIKTGPKKFIVKLSSKQVKEINAQKIV

LITK

gcccagtget
tcaccageec
tagaagtgca
agtcecctctc
gccatgtggt
cagcaaacdd
cagggagaag
tectggoaac
agagatttgce
saaasaaaaa
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gccacctget
tgaaggcace
ttectecectect
ctggtgctcc
tttgcagaca
tgaccagcaa
gecattgette
tcaaggetgo
tcaaatgatc
aaaaaaa

gacgaccctt
tgtcaactgg
attgccteca
aagcagtttyg
accctgtect
atcctettee
ctcceotggtg
ttctgttaac
aataagcttt
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gagaagctgc
agtgctctct
ttctectete
aagcccaatc
caggcctgaa
cttattctaa
tgaactcttt
tgaagecctgo
aaattaaact

catatctteca
cagcactggg
tctatcectg
tgecaaggaca
ctcaccatag
agctgeccet
ctttggtatt
tocottettgt
ctacttcaaa



ES 2 663 069 T3

FIGURA 33

Homologo 2 de caracol de Homo sapiens (Drosophila) (SNAI2)

agttcgtaaa
cacggeccect
cggacecgtta
tggtcaagaa
cagtgattat
agatccteaqg
acgcccagcet
tgagteccccc
ttagtgatga
aaaagtttca
ataagcagct
aggaatatgt
tttgecaagat
ctcacacggg
caaatctgag
gctccaaaac
tagcacactag
gccaaatgac
tatagacaca
agcatggaat
atttgctgat
tgaaaageac
tcatttcaac
aggaagagakt
ttacatgtecg
tgctttaaag
tgtattaaaa
gaggagggaa
aaacatttta
ttacaaattc
atacceccttc
tatttttata
ataaacaacc
ttttttacaa
acttgettea
a

ggagccgggt
gcocgagect
tcecgegeecqgg
gecatttcaac
tteccegtat
ctecaggagcea
acccaatgge
tcctecatet
agaggaaaga
gtgcaattta
gcactgcgat
gagcctggge
ctgcggeaag
ggagaagccht
ggctcatctg
cttctecaga
agtgacgcaa
aaataaagtc
cacacatatg
tcatgtgttt
ggctagattyg
attgcatctt
tgaaaagaac
ctgeccagacyg
gttgtctggt
tatattttta
gktatttttgt
agattagctt
ataatttttg
attaatgtac
caagtgecctt
tgattgaatg
tgaagacttg
taaacagttt
tgattagtac

gacttcagag
ggccegcoge
gcgeecgeea
gcctccaaaa
ctetatgaga
tacagcceca
ctetectecte
gacaccteet
ctacagtcca
tgcaataaga
gccoccagtceta
gccctgaaga
gogttttcca
ttttocttgeo
cagacccatt
atgtctctec
tcaatgttta
caaaggcatt
cacacacaca
aaagataatc
agagaataaa
ctcttectaa
agtattgett
cgaactcagqg
tgoecattgtt
aaagggagga
tttgttttgt
tgaacattcc
aaaattaatt
ttaaactatt
tttaaattgt
agttctgtat
tgaaatcaat
tgatttaaaa
caaaccactg

gcgoocggooe
gatgctgtag
gacccgoetgg
agccaaacta
gttactccat
tcactgtgtg
tttcoceggata
Cccaaggacca
agctttcaga
cctattcaac
gaaaatcttt
tgcatattecg
gaccctggtt
ctcactgcaa
ctgatgtaaa
tgcacaaaca
ctcgaacaga
ttectectagtyg
cacacacacc
ctttecatat
agacagtaac
aaaaatgcaa
tgtaatagag
tgecttaaaa
gaactaaagc
aaaaaataac
ttttgccaat
tggecgeatge
aaagatggga
tcaaatgecat
atagttgatg
gaaactgaga
gtttettttt
tetegttigt
tacaaagaat

gtecegtetge
ggaccgccgt
caagatgccg
cagcgaacktg
gecetgteata
gactacecget
ctecteatcet
cagtggetca
ccececcatgeo
tttttetggg
cagctgtaaa
gacccacaca
gcttcaagga
cagagcattt
gaaataccag
tgaggaatct
atgcatttct
ctgaccaacc
cacagagaga
gaagtttaaa
ctttctette
agatttacat
tctgtaatag
agtattccaa
ctttttttga
aagaacaaaa
taacagtatg
tcecattgtet
ataagtgcaa
accacaaatg
agtcaatgta
tgttgtetat
taaaaaacaa
atactatttt
tgtttgttaa

cgcacctgag
gtcectoceege
cgcteccttee
gacacacata
ccacaaccag
gctecattcee
ttggggcgag
gaaagcccca
attgaagctg
ctggccaaac
tactgtgaca
ttaccttgtg
cacattagaa
geagacaggt
tgcaaaaact
ggctgctgtyg
tcactccgaa
aaataatatg
gagctgeoaag
attactatat
aaagataaaa
tgctgeocaaa
gatttcccat
gtttactcca
ttacctgtag
cacaggagaa
tgccttgggg
tactatttta
aagaggattec
caataataca
aatttgtgtt
agctatgtcet
ttttecaagtt
cagagacttt
caagaaaaaa

MPRSFLVKKHFNASKKPNYSELDTHTVIISPYLYESYSMPVIPQPEILSSGAYSPITVWTTAAPFHAQLP
NGLSPLSGYSSSLGRVSPPPPSDTSSKDHSGSESPISDEEERLOSKLSDPHAIEAEKEFQCNLCNKTYSTE
SGLAKHKQLHCDAQSRKSFSCKYCDEEYVSLGALKMHIRTHTLPCVCKICGKAFSRPWLLOGHTIRTHTGE
KPFSCPHCNRAFADRSNLRAHLOTHSDVEKYQCKNCSKTFSRMSLLHKHEESGCCVAH
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