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DESCRIPCION

Procedimiento de prediccion de la respuesta a la quimioterapia en un paciente que padece o esta en riesgo de
desarrollar un cancer de mama recurrente

Campo de la técnica

La presente invencion se refiere a procedimientos para la prediccion de la respuesta de un tumoral a la
quimioterapia. Mas especificamente, la presente invencion se refiere a la prediccion de la respuesta a agentes
quimioterapicos en particular, pero sin limitarse a un conjunto neoadyuvante, basandose en las mediciones de los
niveles de expresion genética en muestras tumorales de pacientes con cancer de mama.

Antecedentes de la invencion

El cancer de mama es el tipo de tumor mas comun y una de las causas principales de muertes relacionadas con el
cancer en las mujeres (Jemal y col., CA Cancer J Clin., 2011). Se estima que cada diez mujeres una desarrollara un
cancer de mama en su vida. Aunque la incidencia ha aumentado a lo largo de los afios, la mortalidad ha disminuido
constantemente debido a los avances en la deteccion precoz y el desarrollo de nuevas estrategias eficaces de
tratamiento.

Los pacientes de cancer de mama se tratan frecuentemente con radioterapia, terapia hormonal o quimioterapia
citotoxica después de la cirugia (tratamiento adyuvante) para controlar las células tumorales residuales y reducir el
riesgo de recurrencia. La quimioterapia incluye el uso combinado de varios agentes citotdxicos, aunque la
antraciclina y las estrategias de tratamiento basadas en taxanos han demostrado ser superiores en comparacion con
otras terapias de combinacion convencionales (Misset y col., J Clin Oncol., 1996, Henderson y col., J Clin Oncaol.,
2003).

Se aplica cominmente una quimioterapia sistémica para reducir la probabilidad de recurrencia en los positivos a
HER2/neu y en tumores que carecen la expresion del receptor estrogénico y el receptor de HER2/neu (triple
negativo, basico). La decision de tratamiento mas desafiante concierne a los tumores luminales (positivos al receptor
estrogénicos y negativos a HER2/neu) para los que los factores clinicos clasicos como gradacioén, tamafio tumoral o
implicacion de ganglios linfaticos no proporcionan una clara respuesta a la cuestion de si utilizar quimioterapia o no.

Para reducir el numero de pacientes que padecen graves efectos secundarios sin un claro beneficio de la terapia
sistémica, existe una gran necesidad de nuevos biomarcadores moleculares para predecir la sensibilidad a la
quimioterapia y permitir de esta manera una estrategia de tratamiento mas a medida.

La quimioterapia también se puede aplicar en el conjunto neoadyuvante (preoperatorio) en el que los pacientes de
cancer de mama reciben terapia sistémica antes de que se hayan eliminado las células tumorales restantes por
cirugia. La quimioterapia neoadyuvante del cancer de mama precoz da lugar a tasas de respuesta clinica altas del
70-90 %. Sin embargo, en la mayoria de los que responden clinicamente, la evaluacion patoldgica del resto del
tumor revela la presencia de focos celulares tumorales residuales. Una erradicacion completa de las células
cancerosas en la mama y ganglios linfaticos después del tratamiento neoadyuvante se llama una respuesta
patoldgica completa (pCR) y se observa solo en un 10-25 % de todos los pacientes. La pCR es un marcador
sustituto apropiado de la supervivencia libre de enfermedad y un fuerte indicador del beneficio de la quimioterapia.

La estrategia de tratamiento preoperatorio proporciona la oportunidad de evaluar directamente la respuesta de un
tumor particular a la terapia aplicada: la reduccion de la masa tumoral en respuesta a la terapia se puede monitorizar
directamente. Para los pacientes con una baja probabilidad de respuesta, se deberian considerar otras estrategias
terapéuticas. Se puede analizar biomarcadores para las biopsias centrales preterapéuticas para identificar los
marcadores predictivos mas valiosos. Una estrategia comun es aislar el ARN de las biopsias centrales para el
analisis de la expresion genética antes de la terapia neoadyuvante. A continuacion, el éxito terapéutico se puede
evaluar por reduccion del tumor y correlacionarse con los datos de expresion genética.

Se ha demostrado que los ensayos multigenéticos predictivos tales como DLDA30 (Hess y col., J Clin Oncol., 2006)
proporcionan informacion mas alla de los parametros clinicos como la gradacién del tumor y el estado de receptores
hormonales en los pacientes de cancer de mama tratados con terapia neoadyuvante. Sin embargo, el ensayo
multigenético predictivo DLDA30 se establecié sin considerar el estado del receptor estrogénico. Por lo tanto, el
ensayo puede reflejar diferencias fenotipicas entre el los que responden completamente y los que no responden,
siendo los que responden predominantemente negativos a ER y positivos a HER2/neu (Tabchy y col., Clin Can Res,
2010).

Adicionalmente, los ensayos multigenéticos establecidos para el prondstico se analizaron en el conjunto
neoadyuvante para evaluar si los ensayos pronosticos podian predecir también la quimiosensibilidad. Un ejemplo, es
el Indice de Grado Genémico (GGI), un ensayo multigenético para definir el grado histoldgico basandose en los
perfiles de expresion genética (Sotiriou y col, JNCI, 2006). Se demostro por Liedtke y sus colaboradores que un GGI
alto se asocia con un aumento de quimiosensibilidad en pacientes con cancer de mama tratados con terapia
neoadyuvante (Liedtke, J Clin Oncol, 2009).
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Aunque se ha demostrado que las firmas genéticas predicen la respuesta a la terapia, los estudios de validacion a
gran escala que incluyen los datos de seguimiento clinico se han omitido y hasta ahora ninguno de ellos se utiliza
comunmente para guiar las decisiones de tratamiento en la rutina clinica.

El documento WO 2010/076322 A1 desvela un procedimiento para la prediccion de una respuesta Y/o el beneficio
de la quimioterapia en un paciente que padece un cancer que comprende las etapas de (i) clasificar un tumor en al
menos dos clases, (ii) determinar en una muestra tumoral la expresion de al menos un marcador genético indicativo
de una respuesta a la quimioterapia para un tumor de cada clase respectiva, (iii) dependiendo de dicha expresion
genética, predecir dicha respuesta y/o beneficio; en el que dicho al menos un marcador genético comprende un gen
seleccionado de entre el grupo que consiste en TMSL8, ABCC1, EGFR, MVP, ACOX2, HER2/NEU, MYH11, TOBH1,
AKR1C1, ERBB4, NFKB1A, TOP2A, AKR1C3, ESR1, OLFM1, TOP2B, ALCAM, FRAP1, PGR, TP53, BCL2,
GADDA45A, PRKAB1, TUBA1A, C160rf45, HIF1A, PTPRC, TUBB, CA12, IGKC, RACGAP1, UBE2C, CD14, 1KBKB,
S100A7, VEGFA, CD247, KRT5, SEPTS8, YBX1, CD3D, MAPK3, SLC2A1, CDKN1A, MAPT, SLC7A8, CHPT1,
MLPH, SPON1, CXCL13, MMP1, STAT1, CXCL9, MMP7, STC2, DCN, MUC1, STMN1 y combinaciones de los
mismos.

Maia Chanrion y col., exponen en Clin Cancer Res 2008; 14(6) March 15, 2008, p. 1744-1752 una firma de
expresion genética que puede predecir la recurrencia de un cancer de mama primario tratado con tamoxifeno. El
estudio desvelado identifica una firma molecular que especifica un subgrupo de pacientes que no obtienen un
beneficio con el tratamiento con tamoxifeno. Estos pacientes pueden elegirse por lo tanto para terapias endocrinas
alternativas y/o quimioterapia.

El documento WO 2009/158143A1 desvela procedimientos para la clasificacion y evaluacion del prondstico de un
sujeto que tiene cancer de mama. Los procedimientos incluyen la prediccion de un subtipo de cancer de mama
utilizando un algoritmo supervisado, preparado para estratificar sujetos basandose en el subtipo intrinseco de cancer
de mama. El modelo de prediccion se basa en el perfil de expresion genética de los genes intrinsecos que se
enumeran en la Tabla 1. Este modelo de prediccién se puede utilizar para predecir con precisién el subtipo
intrinseco de un sujeto diagnosticado o sospechoso de tener un cancer de mama. Se proporcionan adicionalmente
composiciones y procedimientos para la prediccion del resultado o respuesta a la terapia en una sujeto
diagnosticado o sospechoso de tener un cancer de mama. Estos procedimientos son Utiles para la guia o
determinacion de opciones de tratamiento para un sujeto que padece cancer de mama. Los procedimientos de la
invencion incluyen adicionalmente medios para la evaluacion de los perfiles de expresiéon genética, incluyendo
micromatrices y ensayos de reaccion en cadena de la polimerasa, asi como kits que comprenden los reactivos para
la practica de los procedimientos de la invencion.

El documento WO 2006/119593 desvela procedimientos y sistemas para la determinacion prondstica en muestras
tumorales, midiendo la expresion genética en una muestra tumoral y aplicando un indice del grado de expresion
genética (GGI) o una puntuacioén de recaida (RS) para dar lugar a una puntuacién numérica del riesgo.

Karen J Taylor y col., exponen en Breast Cancer Research 2010, 12: R39 cambios dinamicos en la expresion
genética in vivo para predecir el pronéstico de pacientes con cancer de mama tratados con tamoxifeno.

El documento WO 2008/006517A2 desvela procedimientos y kits para la prediccion de un resultado probable de la
quimioterapia en un paciente con cancer. Mas especificamente, la invencién se refiere a la prediccion de la
respuesta tumoral a la quimioterapia basandose en mediciones de los niveles de expresion de un pequefio conjunto
de marcadores genéticos. El conjunto de marcadores genéticos es util para la identificacion de subtipos de cancer
de mama que responden a la quimioterapia basada en taxanos, tales como, por ejemplo, una quimioterapia basada
en taxano-antraciclina-ciclofosfamida (por ejemplo, basado en Taxotere (docetaxel)-Adriamicina (doxorrubicina)-
ciclofosfamida, es decir, (TAC)).

El documento WO 2009/114836 A1 desvela conjuntos de genes que son Utiles para evaluar el prondstico y/o
predecir la respuesta del cancer, por ejemplo, el cancer colorrectal a la quimioterapia. También se desvela un
ensayo del cancer validado clinicamente, por ejemplo, un ensayo colorrectal, para la evaluacion del pronoéstico y/o
prediccién de la respuesta del paciente a la quimioterapia, utilizando un analisis de la expresién. El uso de material
de biopsia archivado embebido en parafina para el ensayo de todos los marcadores en los conjuntos de genes
relevantes se acomoda para, y por lo tanto es compatible con el tipo mas ampliamente disponible de material de
biopsia.

El documento WO 2011/120984 A1 desvela procedimientos, kits y sistemas para el pronéstico del resultado de una
enfermedad para el cancer de mama, comprendiendo dicho procedimiento: (a) la determinacién en una muestra
tumoral de dicho paciente los niveles de expresion de ARN de al menos 2 de los siguientes 9 genes: UBE2C,
BIRC5, RACGAP1, DHCR7, STC2, AZGP1, RBBPS, IL6ST, y MGP; (b) la combinacidon matematica de los valores de
niveles de expresion para los genes de dicho conjunto cuyos valores se determinaron en la muestra tumoral para dar
lugar a una puntuacién combinada, en la que dicha puntuacién combinada es indicativa de un prondstico de dicho
paciente; y kits y sistemas para llevar a cabo dicho procedimiento.

Definiciones
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A menos de que se defina otra cosa, los términos técnicos y cientificos que se utilizan en el presente documento
tienen el mismo significado que entiende comunmente un experto habituado en la técnica a la que pertenece la
presente invencion.

“Prediccion de la respuesta a la quimioterapia”, en el significado de la invencion, se entendera que es el acto de la
determinacion de un resultado probable de quimioterapia citotdxica en un paciente afectado por un cancer. La
prediccion de una respuesta se hace preferentemente en referencia a valores de probabilidad para conseguir un
resultado deseado o no deseado de la quimioterapia. Los procedimientos predictivos de la presente invencion se
pueden utilizar clinicamente para tomar decisiones de tratamiento eligiendo las modalidades de tratamiento mas
apropiadas para un paciente en particular.

La “respuesta de un tumor a la quimioterapia”, en el significado de la invencion, se refiere a cualquier respuesta del
tumor a la quimioterapia citotdxica, preferentemente a un cambio de la masa y/o volumen del tumor después del
inicio de la quimioterapia neoadyuvante y/o prolongacion de tiempo de las metastasis distantes o el tiempo de
muerte a continuacion de la quimioterapia neoadyuvante o adyuvante. La respuesta del tumor se puede evaluar en
una situacion neoadyuvante en la que el tamafio de un tumor después de la intervencion sistémica se puede
comparar con el tamafio y dimensiones iniciales segin se mide por CT, PET, mamografia, ultrasonidos o palpacion,
habitualmente registrado como la “respuesta clinica” de un paciente. La respuesta también se puede evaluar por
medicion con un calibre o el examen patologico del tumor después de la biopsia o la reseccion quirlrgica. La
respuesta se puede registrar de una manera cuantitativa como el porcentaje de cambio en el volumen tumoral o de
una manera cualitativa como “sin cambios” (NC), “remision parcial” (PR), “remisién completa” (CR) u otros criterios
cualitativos. La evaluacion de la respuesta tumoral se puede hacer pronto después del inicio de la terapia
neoadyuvante, por ejemplo, después de pocas horas, dias, semanas o preferentemente después de pocos meses.
Un punto final tipico para la evaluacion de la respuesta es al terminar la quimioterapia neoadyuvante o a la retirada
quirdrgica de las células tumorales residuales y/o el lecho tumoral. Esto es normalmente tres meses después del
inicio de la terapia neoadyuvante. La respuesta puede evaluarse también comparando el tiempo hasta las
metastasis distantes o la muerte de un paciente después de la quimioterapia neoadyuvante o adyuvante con el
tiempo hasta las metastasis distantes o la muerte de un paciente no tratado con quimioterapia.

El término “tumor” como se utiliza en el presente documento, se refiere a todo crecimiento celular neoplasico, sea
maligno o benigno, y todos los tejidos y células cancerosos y precancerosos.

El término “cancer” se refiere o describe la afeccion fisioldgica en mamiferos que se caracteriza normalmente por un
crecimiento celular sin regulacion. El término “cancer” como se utiliza en el presente documento incluye carcinomas
(por ejemplo, carcinomas in situ, carcinoma invasivo, carcinoma metastatico) y afecciones premalignas, cambios
neomorficos independientemente de su origen histolégicos. El término “cancer” no se limita a un estadio, grado,
caracteristica histomorfolégica, invasividad, agresividad o malignidad de un tejido o agregacion celular afectados. En
particular, el cancer en estadio 0, el cancer en estadio |, el cancer en estadio Il, el cancer en estadio Ill, el cancer en
estadio |V, el cancer de grado |, el cancer de grado I, el cancer de grado lll, el cancer maligno y los carcinomas
primarios estan incluidos.

La expresion “quimioterapia citotoxica” se refiere a distintas modalidades de tratamiento que afectan a la
proliferacion y/o la supervivencia celular. El tratamiento puede incluir la administraciéon de agentes alquilantes,
antimetabolitos, antraciclinas, alcaloides vegetales, inhibidores de la topoisomerasa y otros agentes antitumorales,
incluyendo anticuerpos monoclonales inhibidores de la cinasa. En particular, el tratamiento citotéxico se puede referir
a un tratamiento con taxano. Los taxanos son alcaloides vegetales que bloquean la divisién celular evitando la
funcién de microtubulos. El taxano prototipico es el producto natural paclitaxel, conocido originalmente como taxol y
derivado por primera vez de la corteza del tejo del pacifico. El docetaxel es un andlogo semisintético del paclitaxel.
Los taxanos aumentan la estabilidad de los microtibulos, evitando la separacién de cromosomas durante la anafase.

El término “terapia” se refiere a una administracion secuencial o simultdnea en el tiempo de un antitumoral, y/o
antivascular, y/o anti-estroma, y/o estimulante o supresor inmunitario, y/o agentes proliferativos de células de la
sangre, y/o radioterapia, y/o hipertermia, y/o hipotermia para la terapia del cancer. La administracion de estos se
puede llevar a cabo de un modo adyuvante o neoadyuvante. La composicién de dicho “protocolo” puede variar en la
dosis de cada uno de los agentes individuales, marco de tiempo de aplicacion y frecuencia de administracion en una
ventana de terapia definida. Actualmente, esta en investigacion distintas combinaciones de distintos farmacos y/o
procedimientos fisicos, y distintos calendarios. Una “quimioterapia que contiene taxano/antraciclina” es una
modalidad de terapia que comprende la administracion de taxano y/o antraciclina y derivados terapéuticamente
eficaces de los mismos.

La expresion “quimioterapia neoadyuvante” se refiere a un régimen de terapia preoperatoria que consiste en un
panel de agentes hormonales, quimioterapicos y/o anticuerpos, que tienen el objetivo de reducir el tumor primario,
haciendo de esta manera que la terapia local (cirugia o radioterapia) menos destructiva o mas eficaz, haciendo
posible una cirugia conservadora del pecho y la evaluacion de la respuesta de la sensibilidad del tumor ha agentes
especificos in vivo.

La expresion “implicacion de ganglios linfaticos” significa un paciente que se ha diagnosticado previamente de una
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metastasis a los ganglios linfaticos. Se englobara la metastasis tanto los ganglios linfaticos de drenaje, los ganglios
linfaticos cercanos y los ganglios linfaticos lejanos. Este diagnostico previo por si mismo no forma parte del
procedimiento inventivo. Mas bien es una precondicién para seleccionar pacientes cuyas muestras se pueden utilizar
para una realizacion de la presente invencion. Se puede llegar a este diagndstico previo por cualquier procedimiento
adecuado conocido en la técnica, incluyendo, pero sin limitarse a retirada del ganglio linfatico y analisis patolégico,
analisis de biopsia, analisis in vitro de biomarcadores indicativos de la metastasis, procedimientos de creacién de
imagenes (por ejemplo, tomografia computarizada, rayos X, creacién de imagenes por resonancia magnética,
ultrasonidos), y hallazgos intraoperatorios.

La expresion “respuesta patolégica completa” (pCR), como se utiliza en el presente documento, se refiere a una
desaparicion completa o ausencia de células tumorales invasivas en la mama y/o ganglios linfaticos segun se evallua
mediante examen histopatoldgico de un espécimen quirdrgico después de la quimioterapia neoadyuvante.

El término “marcador” o “biomarcador” se refiere a una molécula bioldgica, por ejemplo, un acido nucleico, péptido,
proteina, hormona, etc., cuya presencia o concentracion se puede detectar y correlacionar con una afeccion
conocida tal como un estado de enfermedad.

La expresion “marcador predictivo” se refiere a un marcador que se puede utilizar para predecir la respuesta clinica
de un paciente hacia un tratamiento determinado.

El término “pronédstico”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a una evaluacién individual de la
malignidad de un tumor, o la respuesta esperada si no existe una terapia farmacoldgica. Por el contrario, el término
“prediccion” se refiere a una evaluacion individual de la malignidad de un tumor, o la respuesta esperada si la terapia
contiene un farmaco en comparacion con la malignidad o respuesta sin este farmaco.

El término “inmunohistoquimica” o IHC se refiere al procedimiento de localizacién de proteinas en células de una
seccion de tejido que aprovecha el principio de que los anticuerpos se unen especificamente a antigenos de los
tejidos biolodgicos. La tincion inmunohistoquimica se utiliza ampliamente en el diagnéstico y tratamiento del cancer.
Los marcadores moleculares especificos son caracteristicos de tipos de cancer particulares. La IHC también se
utiliza ampliamente en la investigacion basica para entender la distribucion y localizacion de biomarcadores en
diferentes partes de un tejido.

El término “muestra”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a una muestra obtenida de un paciente.
La muestra puede ser cualquier tejido o fluido biolégico. Dichas muestras incluyen, pero no se limitan a, esputo,
sangre, suero, plasma, células sanguineas (por ejemplo, leucocitos), tejido, muestras de biopsia centrales o por
aguja fina, fluidos corporales que contienen células, acidos nucleicos flotantes libres, orina, liquido peritoneal, liquido
pleural, o células de estos. Las muestras bioldgicas también pueden incluir secciones de tejidos tales como
secciones congeladas o fijadas que se toman con fines histolégicos o células microdisecadas o partes extracelulares
de las mismas. Una muestra biolégica que se va a analizar es un material tisular de una lesién neoplasica que se
toma por aspiracion o puncion, escision o por cualquiera otro procedimiento quirurgico que da lugar a una biopsia o
material celular resecado. Dicha muestra bioldgica puede comprender células obtenidas de un paciente. Las células
se pueden encontrar en un “frotis” celular, por ejemplo, por aspiracion del pezén, lavado ductal, biopsia con aguja
fina o de una descarga espontanea del pezén. En otra realizacion, la muestra es un fluido corporal. Dichos fluidos
incluyen, por ejemplo, fluidos sanguineos, suero, plasma, linfa, fluidos asciticos, fluidos ginecoldgicos, u orina, pero
no se limita a estos fluidos.

Una “muestra tumoral” es una muestra que contiene material tumoral por ejemplo material tisular de una lesion
neoplasica tomada por aspiracién o puncion, escision o por cualquier otro procedimiento quirirgico que da lugar a la
biopsia o material celular resecado, incluyendo el material conservado tal como el material congelado reciente,
material fijado con formalina, material embebido en parafina, y similares. Dicha muestra biolégica puede comprender
celular obtenidas de un paciente. Las células se pueden encontrar en un “frotis” celular recolectado mediante una
aspiracion en el pezon, lavado ductal, biopsia de aguja fina o a partir de una descarga del pezén provocada o
espontanea. En ofra realizacion, la muestra en un fluido corporal. Dichos fluidos incluyen, por ejemplo, diluidos
sanguineos, suero, plasma, linfa, fluidos asciticos, fluidos ginecoldgicos, u orina, pero no se limita a estos fluidos.

La expresion “niveles de expresion combinados matematicamente”, en el significado de la invencion se entendera
como la derivacion de un valor numérico a partir de un nivel de expresion determinado de un gen y la aplicacion de
un algoritmo a uno o mas de dichos valores numéricos para obtener un valor numérico combinado o puntuacion
combinada.

Una “puntuacion” en el significado de la invenciéon se entendera como un valor numérico, que se relaciona con el
resultado de una enfermedad del paciente y/o respuesta de un tumor a la quimioterapia. El valor numérico se deriva
combinando los niveles de expresion de marcadores genéticos utilizando coeficientes pre-especificados en un
algoritmo matematico. Los niveles de expresion se pueden emplear como valores CT o CT delta obtenidos por una
RT-PCR cinética, como los valores de fluorescencia relativa o absoluta obtenidos mediante micromatrices o
mediante cualquier procedimiento util para cuantificar niveles absolutos o relativos de ARN. La combinacion de estos
niveles de expresion se puede conseguir, por ejemplo, multiplicando cada nivel de expresion con un coeficiente
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definido o especificado y sumando dichos productos para dar lugar a una puntuacion. La puntuacion se puede
derivar también de los niveles de expresion junto con otra informacion, por ejemplo, de datos clinicos tales como el
tamafio tumoral, estado de ganglios linfaticos o gradacion del tumor ya que dichas variables se pueden codificar
también como numeros en una ecuacién. La puntuacion se puede utilizar en una escala continua para predecir la
respuesta de un tumor a la quimioterapia y/o el resultado de la enfermedad de un paciente. Se pueden aplicar
valores de corte para distinguir subgrupos clinicos relevantes. Los valores de corte de dichas puntuaciones se
pueden determinar de la misma manera que los valores de corte para los marcadores diagndsticos convencionales y
se conocen bien por los expertos en la técnica. Una manera util para la determinacion de dicho valor de corte es
construir una curva de eficacia diagnodstica (curva ROC) basandose en todos los valores de corte concebibles,
determinar el punto uUnico en la curva ROC con la proximidad mas estrecha con la esquina izquierda superior (0/1)
en el grafico ROC. Obviamente, la mayoria de las veces, los valores de corte se determinaran por procedimientos
menos formalizados escogiendo la combinacion de sensibilidad y especificidad determinada por dicho valor de corte
que proporciona la informacion médica mas beneficiosa para el problema investigado.

La expresion “un procedimiento basado en PCR” como se utiliza en el presente documento se refiere a
procedimientos que comprenden una reaccidon en cadena de polimerasa (PCR). Esta es una estrategia para
amplificar exponencialmente acidos nucleicos, como el ADN y el ARN, mediante replicacion enzimatica, sin utilizar
un organismo vivo. Como la PCR es una técnica in vitro, se puede llevar a cabo sin restricciones en la forma del
ADN, y se puede modificar extensamente para llevar a cabo una amplia matriz de modificaciones genéticas. Cuando
se hace para determinar los niveles de expresion, un procedimiento basado en PCR puede utilizarse, por ejemplo,
para detectar la presencia de un ARNm determinado mediante (1) transcripcion inversa del agrupamiento del ARNm
completo (el denominado transcriptoma) en ADNc que la ayuda de la enzima transcriptasa inversa, y (2) detectar la
presencia de un ADNc determinado con ayuda de los cebadores respectivos. Esta estrategia es conocida
comunmente como PCR de transcriptasa inversa (rtPCR). Ademas, los procedimientos basados en PCR
comprenden, por ejemplo, una PCR en tiempo real, y, particularmente adecuada para los analisis de los niveles de
expresion una PCR cinética o cualitativa (QPCR).

Una “micromatriz’, a la que se hace referencia también en el presente documento como “biochip” o “chip bioldgico”
es una matriz de regiones que tienen una densidad de regiones separadas de al menos aproximadamente 100/cm?,
y preferentemente al menos aproximadamente 1000/cm?. Las regiones en una micromatriz tienen dimensiones
tipicas, por ejemplo, diametros en el intervalo de entre aproximadamente 10-250 mm, y se separan de otras
regiones de la matriz por aproximadamente la misma distancia.

La expresion “procedimiento basado en hibridacion”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a
procedimientos que imparten un procedimiento de combinacion complementaria de acidos nucleicos de cadena
sencilla o andlogos de nucledtidos en una uUnica molécula de doble cadena. Los nucledtidos o analogos de
nucledétidos se uniran a su complementario en condiciones normales, de manera que dos cadenas perfectamente
complementarias se uniran entre ellas faciimente. En bioanalitica, hay sondas de cadena sencilla, muy a menudo
marcadas, con el fin de encontrar secuencias diana complementarias. Si dichas secuencias existente en la muestra,
las sondas se hibridaran con dichas secuencias que se pueden detectar debido al marcador. Otros procedimientos
basados en hibridacion comprenden procedimientos de micromatriz y/o biochip. Aqui las sondas estan inmovilizadas
en una fase solida que entonces se exponen a una muestra. Si existen acidos nucleicos complementarios en la
muestra, se hibridaran con las sondas y de esta manera se detectaran. Estas estrategias se conocen también como
“procedimientos basados en matriz”. Otro procedimiento basado en hibridaciéon mas es la PCR, que se ha descrito
anteriormente. Cuando es para la determinaciéon de niveles de expresion. Los procedimientos basados en
hibridacion pueden utilizarse, por ejemplo, para determinar la cantidad de ARNm para un gen determinado.

La expresion “marcador genético’ como se utiliza en el presente documento, se refiere a un gen expresado
diferencialmente cuyo patron de expresion se puede utilizar como parte de un procedimiento predictivo, prondstico o
diagndstico en la evaluacion de la neoplasia maligna o cancer, o que, de manera alternativa se puede utilizar en
procedimientos para la identificacion de compuestos utiles para el tratamiento o prevencién de neoplasias malignas
y cancer de cabeza y cuello, colon o mama en particular. Un marcador genético puede tener también las
caracteristicas de un gen diana.

Un “algoritmo” es un procedimiento que lleva a cabo una secuencia de operaciones para producir una informacion.

La expresién “mediciéon a nivel proteico”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a procedimientos que
permiten la determinacion cuantitativa y/o cualitativa de una o mas proteinas en una muestra. Estos procedimientos
incluyen, entre otros, la purificacion de proteinas, incluyendo la ultracentrifugacion, precipitacion y cromatografia, asi
como el analisis proteico y la determinacion, incluyendo la inmunohistoquimica, inmunofluorescencia, ELISA
(inmunoensayo ligado a enzimas), RIA (radioinmunoensayo) o el uso de micromatrices proteicas, exploracion de dos
hibridos, procedimientos de transferencia que incluyen la transferencia de Western, electroforesis en gel de una o
dos dimensiones, enfoque isoeléctrico asi como procedimientos que se basan en espectrometria de masas como
MALDI-TOF y similares.

La expresion “PCR cinésica” o “PCR cuantitativa” (QPCR) se refiere a cualquier tipo del procedimiento PCR que
permita la cuantificacion de la matriz en una muestra. La PCR cuantitativa en tiempo real comprende diferentes
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técnicas de actuacion o deteccion del producto como, por ejemplo, la técnica TagMan o la técnica LightCycler. La
técnica TagMan, por ejemplo, utiliza una sonda fluorogénica marcada dual. La PCR TagMan en tiempo real mide la
acumulaciéon de un producto mediante el fluoréforo durante los estadios exponenciales de la PCR, mas que en el
punto final como en la PCR convencional. El aumento exponencial del producto se utiliza para determinar el umbral
de ciclos, CT, es decir, el nimero de ciclos de PCR en el que se detecta un aumento exponencial significativo de la
fluorescencia, y que se correlaciona directamente con el nimero de copias de la matriz de ADN presente en la
reaccion. La construccion de la reaccion es muy similar a la PCR convencional, pero se lleva a cabo en un ciclador
térmico en tiempo real que permite la medicién de moléculas fluorescentes en los tubos de PCR. A diferencia de la
PCR regular, en la PCR TagMan en tiempo real se afiade una sonda a la reaccion, es decir, un oligonucleétido de
cadena sencilla complementario de un segmento de 20-60 nucleétidos de la matriz de ADN y localizado entre los
dos cebadores. Se une covalentemente un indicador fluorescente o fluoréforo (por ejemplo, 6-carboxifluoresceina,
con acronimo: FAM, o tetraclorofluoresceina de acrénimo TET) y un interruptor (por ejemplo, tetrametilrodamina, con
el acronimo TAMRA, o dihidrociclopirrolindol tripéptido “aglutinante de agrupamiento menor”, con acrénimo MGB) al
extremo 5’y 3’ de la sonda, respectivamente [2]. La estrecha proximidad entre el fluoréforo y el interruptor unido a la
sonda inhibe la fluorescencia del fluoréforo. Durante la PC, segiin comienza la sintesis de ADN, la actividad de la
exonucleasa de 5’ a 3’ de la polimerasa Taq degrada la proporcién de la sonda que se ha hibridado a la matriz (de
ahi su nombre: Taq polimerasa + PacMan). La degradacion de la sonda libera el fluoréforo de esta y rompe la
estrecha proximidad al interruptor, aminorando de esta manera el efecto de interrupcién y permite la fluorescencia de
fluoréforo. Por lo tanto, la florescencia detectada en el ciclador término de PCR en tiempo real es directamente
proporcional al fluoréforo liberado y la cantidad de matriz de ADN presente en la PCR.

“Cebador” y “sondas”, en el significado de la invencién, tendra el significado ordinario de este término que es bien
conocido por el experto en la técnica de la biologia molecular. En una realizacion preferida de la invencion “cebador”
y “sondas” se entendera que son moléculas de polinucleétido que tienen una secuencia idéntica, complementaria,
homologa u homéloga a la complementaria de regiones de un polinucledtido diana que se va a detectar o cuantificar.
En ofra realizacion mas, también estan comprendidos los analogos de nucledtido y/o morfolinos para su uso como
cebadores y/o sondas. Las “sondas marcadas individualmente”, en el significado de la invencion se entenderan
como que son sondas moleculares que comprenden un polinucleétido, oligonucleétido o analogo de nucleétido y un
marcador, util en la deteccién o cuantificacién de la sonda. Los marcadores preferidos son moléculas fluorescentes,
moléculas luminiscentes, moléculas radioactivas, moléculas enzimaticas y/o moléculas interruptoras.

Objetivo de la invencion

Un objetivo de la presente invencién es proporcionar un procedimiento mejorado para la prediccion de una respuesta
de un tumor en un paciente que sufre o tienen el riesgo de desarrollar un cancer de mama recurrente a la
quimioterapia que contiene taxano-antraciclina.

Es otro objetivo de la presente invencion evitar una quimioterapia citotéxica adyuvante o neoadyuvante innecesaria
en pacientes que sufren especialmente un cancer de mama.

Es otra divulgacion ofrecer un sistema de ensayo diagndstico mas robusto y especifico que la inmunohistoquimica
convencional para las muestras de tejido fijado de rutina clinica que ayuden mejor al médico a seleccionar
modalidades de tratamiento individualizado.

En una realizacién mas preferida, el procedimiento desvelado se puede utilizar para seleccionar una terapia
adecuada para una enfermedad neoplasica, particularmente canceres de mama.

Es otra divulgacion detectar nuevas dianas para farmacos dirigidos disponibles ultimamente, o para determinar
farmacos que ya se han desarrollado.

Sumario de la invencién

Antes de describir la invencién en detalle, se tiene que entender que la presente invencién no se limita a las partes
componentes particulares de los dispositivos descritos o etapas de procesamiento de los procedimientos descritos
ya que dichos dispositivos y procedimientos pueden variar. también se tiene que entender que la terminologia que
se utilizan en el presente documento es con fines solamente de describir realizaciones particulares, y no se pretende
que sean limitantes. Se debe sefialar que, como se utiliza en la memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas,
las formas singulares de “un”, “una” y “el” incluye el singular y/o los referentes en plural a menos de que el contexto
dicte claramente otra cosa. Se tiene que entender ademas que, en el caso de que se den intervalos de parametros

que estén delimitados por valores numéricos, se considera que los intervalos incluyen estos valores de limitacion.
Los problemas anteriores se resuelven con los procedimientos proporcionados por la invencion.

El estado del receptor estrogénico se determina en general utilizando inmunohistoquimica. El estatus de HER2/neu
(ERBB2) se determina generalmente utilizando inmunohistoquimica e hibridacion fluorescente in situ. Sin embargo,
el estado del receptor estrogénico y el estatus de HER2/neu (ERBB2) pueden, para los fines de la invencion,
determinarse por cualquier procedimiento adecuado, por ejemplo, inmunohistoquimica, hibridacion fluorescente in
situ (FISH), o analisis de expresién genética.
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La presente invencion se refiere a un procedimiento para predecir una respuesta y/o un beneficio a la quimioterapia
que contiene taxano/antraciclina incluyendo la quimioterapia neoadyuvante como se define en la reivindicacion 1.

El documento WO 2011/120984 A1 utiliza, sin embargo, los nueve genes para la prediccion del resultado del cancer
de mama en un tumor positivo al receptor estrogénico y negativo a HER2 de un paciente de cancer de mama, que
no se relaciona con el procedimiento de la presente invencién que predice una respuesta o el beneficio de la
quimioterapia. Los genes de la presente invencion se utilizan para un objetivo diferente.

En una divulgacion, el procedimiento comprende:

(a) la determinacion en una muestra tumoral de dicho paciente los niveles de expresion de ARN de los siguientes
8 genes: UBE2C, RACGAP1, DHCR7, STC2, AZGP1, RBBPS, IL6ST, y MGP, indicativos de una respuesta a la
quimioterapia para un tumor.

(b) la combinacién matematica de los valores del nivel de expresion para los genes de dicho conjunto cuyos
valores se determinaron en la muestra tumoral para dar lugar a una puntuacion combinada, en el que dicha
puntuacion combinada es predictiva de dicha respuesta y/o beneficio de la quimioterapia.

En una divulgacion adicional el procedimiento de la invencion comprende:

(a) determinar en una muestra de dicho paciente los niveles de expresion de ARN de los siguientes 8 genes:
UBE2C, BIRC5, DHCR7, STC2, AZGP1, RBBPS, IL6ST, y MGP; indicativos de una respuesta a la quimioterapia
para un tumor

mientras que BIRC5 puede sustituirse por UBE2C o TOP2A o0 RACGAP1 o AURKA o NEK2 o E2F8 o PCNA o
CYBRD1 o DCN o ADRA2A o SQLE o CXCL12 o EPHX2 o ASPH o PRSS16 o EGFR o CCND1 o TRIM29 o
DHCR7 o PIP o TFAP2B o WNT5A o APOD o PTPRT a condicién de que después de la sustitucion se
seleccionen 8 genes diferentes; y

mientras que UBE2C puede sustituirse por BIRC5 o RACGAP1 o TOP2A o AURKA o NEK2 o E2F8 o PCNA o
CYBRD1 o ADRA2A o DCN o SQLE o CCND1 o0 ASPH o CXCL12 o PIP 0 PRSS16 0 EGFR o DHCR7 o EPHX2
o TRIM29 a condicion de que después de la sustitucion se seleccionen 8 genes diferentes; y

mientras que DHCRY7 puede sustituirse por AURKA, BIRC5, UBE2C o por cualquier otro gen que pueda sustituir
a BIRC5 o UBE2C a condicion de que después de la sustitucion se seleccionen 8 genes diferentes; y

mientras que STC2 puede sustituirse por INPP4B o IL6ST o SEC14L2 o MAPT o CHPT1 o ABAT o SCUBE2 o
ESR1 o RBBP8 o PGR o PTPRT o HSPA2 o PTGER3 a condicién de que después de la sustitucion se
seleccionen 8 genes diferentes; y

mientras que AZGP1 puede sustituirse por PIP o EPHX2 o PLAT o SEC14L2 o SCUBE2 o PGR a condicién de
que después de la sustitucion se seleccionen 8 genes diferentes; y

mientras que RBBP8 puede sustituirse por CELSR2 o PGR o STC2 o ABAT o IL6ST a condicion de que
después de la sustitucion se seleccionen 8 genes diferentes; y

mientras que IL6ST puede sustituirse por INPP4B o STC2 o MAPT o SCUBE2 o ABAT o PGR o SEC14L2 o
ESR1 o GJA1 o MGP o EPHX2 o RBBP8 o PTPRT o PLAT a condicion de que después de la sustitucion se
seleccionen 8 genes diferentes; y

mientras que MGP puede sustituirse por APOD o IL6ST o EGFR a condicién de que después de la sustitucion
se seleccionen 8 genes diferentes;

(b) la combinacién matematica de los valores del nivel de expresion para los genes de dicho conjunto cuyos
valores se determinaron en la muestra tumoral para dar lugar a una puntuacién combinada, en la que dicha
puntuacion combinada es predictiva de dicha respuesta y/o beneficio de la quimioterapia.

Los procedimientos de la invencién son adecuados para predecir una respuesta a la quimioterapia que contiene
taxano/antraciclina, preferentemente en tumores negativos a HER2/neu, positivos al receptor estrogénico (luminal),
preferentemente en el modo neoadyuvante.

De acuerdo con un aspecto de la divulgacion se proporciona un procedimiento como se ha descrito anteriormente,
en el que dicho nivel de expresion se determina como un nivel de ARNm. De acuerdo con un aspecto de la
invencion se proporciona un procedimiento como se ha descrito anteriormente, en el que dicho nivel de expresién se
determina como un nivel de expresion genética.

De acuerdo con un aspecto de la invencién se proporciona un procedimiento como se ha descrito anteriormente, en
el que dicho nivel de expresién se determinar mediante al menos uno de

un procedimiento basado en PCR

un procedimiento basado en micromatrices

un procedimiento basado en hibridacion, y

una estrategia de secuenciacion y/o secuenciacion de siguiente generacion.

De acuerdo con un aspecto de la invencién se proporciona un procedimiento como se ha descrito anteriormente, en
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el que dicha determinacion de los niveles de expresion es una muestra tumoral fijada en formalina embebida en
parafina o en una muestra tumoral fresca congelada.

De acuerdo con un aspecto de la invencién se proporciona un procedimiento como se ha descrito anteriormente, en
el que el nivel de expresién de dicho al menos un gen marcador se determina como un patrén de expresion respecto
a al menos un gen de referencia o un valor de expresion medio computado.

De acuerdo con un aspecto de la invencién se proporciona un procedimiento como se ha descrito anteriormente, en
el que dicha etapa de combinacion matematica comprende una etapa de aplicaciéon de un algoritmo a valores
representativo de un nivel de expresion de un gen determinado.

De acuerdo con un aspecto de la invencién se proporciona un procedimiento como se ha descrito anteriormente, en
el que dicho algoritmo es una combinacion lineal de dichos valores representativos de un nivel de expresion de un
gen determinado.

De acuerdo con un aspecto de la invencién se proporciona un procedimiento como se ha descrito anteriormente, en
el que un valor representativo de un nivel de expresion de un gen determinado se multiplica por un coeficiente.

De acuerdo con un aspecto de la invencién se proporciona un procedimiento como se ha descrito anteriormente, en
el que se determina uno, dos o mas umbrales para dicha puntuacién combinada y se discrimina entre alto y bajo
riesgo, alto, medio y bajo riesgo, o mas grupos de riesgo aplicando el umbral de la puntuacién combinada.

De acuerdo con un aspecto de la invencién se proporciona un procedimiento como se ha descrito anteriormente, en
el que una puntuacidon combinada alta es indicativa del beneficio de una terapia mas agresiva, por ejemplo, una
quimioterapia citotéxica. El experto entiende que una “puntuacién alta” a este respecto se refiere a un valor de
referencia o valor de corte. El experto entiende adicionalmente que dependiendo del algoritmo particular que se
utilice para obtener la puntuacién combinada, también una puntuacién “baja” por debajo de un valor de corte o de
referencia puede ser indicativo del beneficio de una terapia mas agresiva, por ejemplo, una quimioterapia citotoxica.

De acuerdo con un aspecto de la invencién se proporciona un procedimiento como se ha descrito anteriormente, en
el que la informacion con respecto al estado ganglionar del paciente se procesa en la etapa de la combinacion
matematica de los valores de expresion de los genes para generar una puntuacion combinada.

De acuerdo con un aspecto de la invencién se proporciona un procedimiento como se ha descrito anteriormente, en
el que dicha informacién con respecto al estado ganglionar es un valor numérico < 0 si dicho estado ganglionar es
negativo y dicha informacién es un valor numérico > 0 si dicho estado ganglionar es positivo o desconocido. En
realizaciones ejemplares de la invencion se asigna al estado ganglionar negativo el valor 0, se asigna a un estado
ganglionar desconocido el valor 0,5 y se asigna a un estado ganglionar positivo el valor 1. Se pueden escoger otros
valores que reflejen una ponderacion diferente del estado ganglionar en un algoritmo.

De acuerdo con un aspecto de la invencién se proporciona un procedimiento como se ha descrito anteriormente, en
el que dicha informacién con respecto al tamafo del tumor del paciente se procesa en la etapa de combinacion
matematica de los valores del nivel de expresion de los genes para generar una puntuacién combinada.

De acuerdo con un aspecto de la invencién se proporciona un procedimiento como se ha descrito anteriormente, en
el que dicha informacién con respecto al estado ganglionar y el tamafio del tumor del paciente se procesa en la
etapa de combinacion matematica de los valores de nivel de expresion de los genes para generar una puntuacion
combinada.

La divulgacion se refiere adicionalmente a un kit para llevar a cabo un procedimiento como se ha descrito
anteriormente, comprendiendo dicho kit un conjunto de oligonucledtidos capaces de unirse especificamente a
secuencias o fragmentos de secuencia de genes en una combinacion de genes, en la que

(i) dicha combinacion comprende al menos los 8 genes UBE2C, BIRC5, DHCR7, STC2, AZGP1, RBBPS, IL6ST,
y MGP; o

(ii) dicha combinacién comprende al menos los 8 genes UBE2C, RACGAP1, DHCR7, STC2, AZGP1, RBBPS,
IL6ST, y MGP.

La divulgacion se refiere adicionalmente a un producto que es un programa de computadora capaz de procesar los
valores representativos de un nivel de expresién de una combinacion de genes combinando matematicamente
dichos valores para generar una puntuacion combinada, en la que dicha puntuacion combinada es predictiva de
dicha respuesta y/o beneficio de la quimioterapia en dicho paciente.

Dicho producto que es un programa de computadora se almacena en un vehiculo de datos o se ejecuta en una
computadora, el personal operativo puede introducir los valores de expresion obtenidos del nivel de expresién de los
genes respectivos. El producto que es un programa de computadora puede entonces aplicar un algoritmo para
producir una puntuacién combinada indicativa del beneficio de la quimioterapia citotdoxica en un determinado
paciente.
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Si el producto que es un programa de computadora se almacena en un vehiculo de datos o se ejecuta en una
computadora, el personal operativo puede introducir los valores de expresion obtenidos del nivel de expresion de los
genes respectivos. El producto que es un programa de computadora puede entonces aplicar un algoritmo para
producir una puntuacién combinada indicativa del beneficio de la quimioterapia citotoxica en un determinado
paciente.

Los procedimientos de la presente invencion tienen la ventaja de proporcionar una prediccion fiable de la respuesta
y/o el beneficio de la quimioterapia basada en el uso de solo un pequefio nimero de genes. Se ha descubierto
procedimientos de la presente invencién son especialmente adecuados para analizar la respuesta y/o beneficio de la
quimioterapia de pacientes con tumores clasificados como positivos a ESR1 y negativos a ERBB2.

Descripcion detallada de la invenciéon

Se desvelan detalles, distintivos, caracteristicas y ventajas adicionales del objeto de la invencidon en sub-
reivindicaciones, y la siguiente descripcion de las respectivas figuras y ejemplos, en que, de una manera ejemplar,
presentan realizaciones preferidas de la presente invencion. Sin embargo, estos dibujos no se deberian entender
como que limiten el ambito de la invencion.

Se recuperaron cuatro conjuntos de datos de expresion genética disponibles publicamente (Affymetrix HG-U133A)
del depdsito de datos omnibus de expresion genética (GEO). Todos los pacientes de cancer de mama analizados se
trataron con quimioterapia neoadyuvante de antraciclina o taxano/antraciclina. Los archivos celulares de
micromatrices eran MAS5 normalizado con un procedimiento a escala global y una intensidad de direccionamiento
de 500. Se utilizé la respuesta patolégica completa (pCR) como punto final primario para la evaluacion de la
respuesta al tratamiento. El analisis se llevd a cabo en todos los picantes con cancer de mama negativo a HER2/neu
y en el subconjunto de pacientes de cancer de mama positivos a ER, negativos a HER2 de acuerdo con niveles de
corte pre-especificados (conjunto de sondas ERBB2 216836 < 6000 = negativo a HER2/neu, conjunto de sondas
ERBB2 21836 < 6000 y conjunto de sondas ESR1 > 1000 = positivos a ER/negativos a HER2/neu).

Se examind la puntuacién T5 en 374 pacientes de cancer de mama negativos a HER2 tratados con la terapia
neoadyuvante (Figura 1). Entre los 374 pacientes, 63 tumores (un 16,8 %) se clasificaron con un bajo riesgo T5,
mientras que 311 tumores (un 83,2 %) eran de alto riesgo T5. Solamente uno de los tumores de bajo riesgo T5
consiguio una pCR después de la terapia neoadyuvante, mientras que 84 de los 85 eventos de pCR se clasificaron
como de alto riesgo T5. La sensibilidad de la puntuacion T5 era del 99 % y el valor predictivo negativo del 98 % con
un area bajo la curva de eficacia diagndstica de 0,69 (Figura 1).

La Figura 1 muestra:

(a) Distribucion de la puntuacion T5 en 374 pacientes de cancer de mama negativos a HER2/neu (85 eventos
pCR frente a 289 muestras con enfermedad residual); Ensayo de Mann-Whitney de dos lados.

(b) Utilizando la puntuacién 5 como el corte pre-especificado de T5, la sensibilidad era del 99 %, la especificidad
del 21 %, el valor predictivo negativo del 98 %, y el valor predictivo positivos del 27 % con un area bajo la curva
de eficacia diagndstica de 0,69.

Se examind la puntuacion T5 en 221 pacientes de cancer de mama negativos a HER2 tratados con terapia
neoadyuvante (Figura 2). Entre los 221 pacientes, 61 tumores (un 27,6 %) se clasificaron como de bajo riesgo T5,
mientras que 160 tumores (un 72,4 %) eran de alto riesgo T5. Solamente uno de los tumores de bajo riesgo T5
consiguieron una pCR después de la terapia neoadyuvante, mientras que 24 de los 25 eventos de pCR se
clasificaron como de alto riesgo T5. La sensibilidad de la puntuacion T5 era del 96 % y el valor predictivo negativo
del 98 % con un area bajo la curva de eficacia diagndstica de 0,73 (Figura 2).

La Figura 2 muestra:

(c) distribucion de la puntuacion T5 en 221 pacientes de cancer de mama positivos al receptor estrogénico y
negativos a HER2/neu (25 eventos de pCR vs. 196 muestras con enfermedad residual); Ensayo de Mann-
Whitney de dos lados

(d) utilizando la puntuacion 5 como el corte pre-especificado de T5, la sensibilidad era del 96 %, la especificidad
del 30 %, el valor predictivo negativo del 98 %, y el valor predictivo positivo del 15 % con un area bajo la curva de
eficacia diagnostica de 0,73.

Se desvelan en el presente documento combinaciones Unicas de marcadores genéticos que se pueden combinar en
un algoritmo para el nuevo ensayo predictivo presentado aqui. Técnicamente, el procedimiento de la invencion se
puede practicar utilizando dos tecnologias: 1) El aislamiento del ARN total de tejido tumoral reciente o fijado y 2) una
RT-PCR cuantitativa de los acidos nucleicos aislados. De manera alternativa, se contempla medir los niveles de
expresion utilizando tecnologias alternativas, por ejemplo, por micromatrices, en particular matrices Affymetrix U-133
o por medicién de un nivel proteico.
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Los procedimientos de la invencion se basan en la determinacion cuantitativa de especies de ARN aisladas del
tumor con el fin de obtener los valores de expresion y el posterior analisis bioinformatico de dichos valores de
expresion determinados. Las especies de ARN se pueden aislar de cualquier tipo de muestra tumoral, por ejemplo,
muestras de biopsia, muestras de frotis, material tumoral resecado, tejido tumoral reciente congelado o de tejido
tumoral fijado en formalina y embebido en parafina. Primero, se determinan los niveles de ARN de los genes que
codifican combinaciones especificas de los genes UBE2C, BIRC5, DHCR7, RACGAP1, AURKA, PVALB, NMU,
STC2, AZGP1, RBBPS, IL6ST, MGP, PTGERS, CXCL12, ABAT, CDH1, y PIP o combinaciones especificas de los
mismos, como se indica. Basandose en estos valores de expresion se calcula una puntuacion predictiva mediante
una combinacién matematica, por ejemplo, de acuerdo con las formulas T5, T1, T4 o T5b (véase posteriormente).

Una puntuacion alta indica un aumento de la probabilidad de una respuesta patolégica completa después del
tratamiento con quimioterapia neoadyuvante, un valor de puntuacién bajo indica una disminucién en la probabilidad
de desarrollar una respuesta patolégica completa después del tratamiento neoadyuvante. En consecuencia, una alta
puntuacion también indica que el paciente es un paciente de alto riesgo que se beneficiara de una terapia mas
agresiva, por ejemplo, una quimioterapia citotdxica.

La Tabla 1, a continuacidon, muestra las combinaciones de genes utilizadas para cada algoritmo.

Tabla 1: Combinacién de genes para los algoritmos respectivos

Gen Algo T1 Algo T4 |Algo T5
UBE2C X
BIRC5 X X X

DHCRY7 X X X
RACGAP1 X

AURKA
PVALB
NMU
STC2
AZGP1
RBBP8 X
IL6ST X
MGP
PTGER3 X
CXCL12 X
ABAT
CDH1 X
PIP X

Algo_T5b

>

X X[X]|X

XXX X[X
X X[X]|X

XXX

La Tabla 2, a continuacién, muestra el ID del conjunto de sondas Affy el mapeo del ID de disefio de TagMan de los
genes marcadores de la presente invencion.

Tabla 2: Simbolo del gen, ID del conjunto de sondas Affy y mapeo del ID de disefio de TagMan

Gen ID del disefio ID del conjunto de
sondas

UBE2C R65 202954 _at
BIRC5 SC089 202095 s _at
DHCR? CAGMC334 201791 s at
RACGAP1 R125-2 202077 s_at
AURKA CAGMC336 204092_s_at
PVALB CAGMC339 205336 _at
NMU CAGMC331 206023 _at
STC2 R52 203438 _at
AZGP1 CAGMC372 209309 _at
RBBPS CAGMC347 203344 s _at
IL6ST CAGMC312 212196_at
MGP CAGMC383 202291 s at
PTGER3 CAGMC315 213933 at
CXCL12 CAGMC342 209687 at
ABAT CAGMC338 200460_at
CDH1 CAGMC335 201131 s at
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La Tabla 3, a continuacion, presenta los nombres completos, el ID genético Entrez, el niumero de acceso de
GenBank y la localizacion cromosémica de los genes marcadores de la presente invencion.

Simbolo oficial Nombre completo oficial :EDn tc:zlzgen Numero de acceso Localizaciéon
UBE2C Enzima E2C conjugada con ubiquitina 11065 u73379 20913.12
BIRC5 IAP baculovirica 5 que contiene repeticiones 332 uU75285 17925
DHCR7 7-deshidrocolesterol reductasa 1717 AF034544 11913. 4
STC2 estaniocalcina 2 8614 AB012664 5q35.2
RBBP8 Proteina 8 de unién del retinoblastoma 5932 AF043431 18g11. 2
IL6ST Transductor de sefal de interleucina 6 3572 M57230 5911
MGP Proteina Gla de la matriz 4256 M58549 12p12. 3
AZGP1 alfa-2-glicoproteina 1, de unién al zinc 563 BC005306 11922. 1
RACGAP1 Proteina activadora 1 de la Rac GTPasa 29127 NM_013277 12913
AURKA aurora cinasa A 6790 BC001280 20913
PVALB parvalbumina 5816 NM_002854 22q13. 1
NMU neuromedina U 10874 X76029 4912
PTGER3 Egg()eptor 3 de prostaglandina E (subtipo 5733 X83863 1p31.2
cxcL2 (f5sor 1 derivado del estroma celuian) %87 36033 10q11. 1
ABAT 4-aminobutirato aminotransferasa 18 L32961 16p13. 2
CDH1 caderina 1, tipo 1, E-caderina (epitelial) 999 L08599 16922. 1
PIP Proteina inducida por prolactina 5304 NMM_002652 7932-qter

Ejemplo de algoritmo T5:

El algoritmo T5 es un comité de cuatro miembros donde cada miembro es una combinacion lineal de dos genes. Las
férmulas matematicas para T5 se muestran a continuacion, la notacién es la misma que para T1. T5 se puede
calcular a partir solo de los datos de expresion genética.

Miembro de riesgo 1 = 0,434039 [0,301..0,567] * (0,939 * BIRC5 -3,831)
-0,491845 [-0,714..-0,270] * (0,707 * RBBP8 -0,934)
Miembro de riesgo 2 = 0,488785 [0,302..0,675] * (0,794 * UBE2C -1,416)
-0,374702 [-0,570..-0,179] * (0,814 * IL6ST -5,034)
Miembro de riesgo 3 = -0,39169 [-0,541..-0,242] * (0,674 * AZGP1 -0,777)
+0,44229 [0,256..0,628] * (0,891 * DHCR7 -4,378)
Miembro de riesgo 4 = -0,377752 [-0,543..-0,212] * (0,485 * MGP +4,330)
-0,177669 [-0,267..-0,088] * (0,826 * STC2 -3,630)
riesgo = Miembro de riesgo 1 + Miembro de riesgo 2 + Miembro de riesgo 3 + Miembro de riesgo 4

Los coeficientes de la izquierda de cada linea se calcularon como coeficientes de regresion de riesgos
proporcionales COX, los numeros entre corchetes denotan una unién de confianza del 95 % para estos coeficientes.
En otras palabras, en vez de multiplicar el término (0,939 * BIRC5-3,831) con 0,434039, se puede multiplicar con
cualquier coeficiente entre 0,301 y 0,567 y sigue dando un resultado predictivo en las uniones de confianza del
95 %. Los términos entre paréntesis a la derecha de cada linea denotan una transferencia de plataforma de la PCR
a Affymetrix: Las variables PVALB, CDH1, ... denotan las expresiones basadas en PCR normalizadas por los genes
de referencia (valores Ct delta), el término completo entre paréntesis corresponde con el logaritmo (de base 2) de los
valores de expresion de la micromatriz Affymetrix de los conjuntos de sonda correspondientes.

Ejemplo de algoritmo T5clin:

El algoritmo T5clin es una puntuacion combinada que consiste en la puntuacion T5 y los parametros clinicos (estado
ganglionar y tamafio tumoral).

12



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2714 582 T3

T5clin=0,35*t+ 0,64 *n + 0,28*s

Donde t codifica el tamafio tumoral (1: <1cm,2: >1cma<2cm, 3:>2cma<5cm, 4:>5cm), yn el estado
ganglionar (1: negativo, 2: 1 a 3 ganglios positivos, 3: 4 a 10 ganglios positivos, 4: > 10 ganglios positivos.

En una realizacién preferida, la puntuacién del umbral de T5clin es de 3,3.
Ejemplo de algoritmo T1:

El algoritmo T1 es un comité de tres miembros donde cada miembro es una combinacion lineal de hasta cuatro
variables. En general las variables pueden ser expresiones genéticas o variables clinicas. En T1 la Unica variable no
genética es el estado ganglionar codificado como O si el paciente es negativo en los ganglios linfaticos y 1, si el
paciente es positivo en los ganglios linfaticos. Las formulas matematicas para T1 se muestran a continuacion.

Miembro de riesgo 1 = +0,193935 [0,108..0,280] * (0,792 * PVALB -2,189) -0,240252 [-0,400..-0,080] * (0,859 *
CDH1 -2,900) -0,270069 [-0,385..-0,155] * (0,821 * STC2 -3,529) + 1,2053 [0,534..1,877] * estado ganglionar

Miembro de riesgo 2 = -0,25051 [-0,437..-0,064] * (0,558 * CXCL12 +0,324) -0,421992 [-0,687..-0,157] * (0,715 *
RBBPS -1,063) +0,148497 [0,029..0,268] * (1,823 * NMU -12,563) +0,293563 [0,108..0,479] * (0,989 * BIRC5 -
4,536)

Miembro de riesgo 3 = +0,308391 [0,074..0,543] * (0,812 * AURKA-2,656) -0,225358 [-0,395..-0,055] * (0,637 *
PTGERS + 0,492) -0,116312 [-0,202..-0,031] * (0,724 * PIP + 0,985)

riesgo = + Miembro de riesgo 1 + Miembro de riesgo 2 + Miembro de riesgo 3

Los coeficientes de la izquierda de cada linea se calcularon como coeficientes de regresion de riesgos
proporcionales COX, los numeros entre corchetes denotan uniones con un 95 % de confianza para estos
coeficientes. Los términos entre paréntesis a la derecha de cada linea denotan una transferencia de plataforma de la
PCR a Affymetrix: Las variables PVALB, CDH1, ... denotan las expresiones basadas en PCR normalizada por los
genes de referencias, el término completo entre paréntesis corresponde con el logaritmo (de base 2) de los valores
de expresion de micromatriz Affymetrix de los conjuntos de sondas correspondientes.

Ejemplo de algoritmo T4:

El algoritmo T4 es una combinacién de motivos. Los 10 genes superiores de varios analisis de los conjuntos de
datos Affymetrix y los datos de la PCR se agruparon en motivos. Los genes que no pertenecen a un agrupamiento
se utilizaron como motivos genéticos Unicos. Se encontraron los coeficientes de regresion de riesgos proporcionales
en un analisis multivariado.

En general, los motivos pueden ser expresiones genéticas Unicas o la media de expresiones genéticas de genes
correlativos. Las férmulas matematicas para T4 se muestran a continuacion.

prolif = ((0,84 [0,697..0,977] * RACGAP1 -2,174) + (0,85 [0,713..0,988] *DHCR?7 -3,808)+ (0,94 [0,786..1,089] *
BIRC5 -3,734)) / 3

motiv2 = ((0,83 [0,693..0,96] * IL6ST -5,295) + (1,11 [0,930..1,288] * ABAT -7,019) + (0,84 [0,701..0,972] * STC2 -
3,857)) /3

ptger3 = (PTGERS * 0,57 [0,475..0,659] + 1,436)
cxcll2 = (CXCL12 * 0,53 [0,446..0,618] + 0,847)
pvalb = (PVALB * 0,67 [0,558..0,774] -0,466)

Los factores y compensacion de cada gen denotan una transferencia de plataforma de PCR a Affymetrix: Las
variables RACGAP1, DHCRY7, ..., denotan las expresiones basadas en PCR normalizadas por CALM2 y PPIA, el
término completo entre paréntesis se corresponde con el logaritmo (de base 2) de los valores de expresion de
micromatriz Affymetrix de los conjuntos de sondas correspondientes.

Los nimeros entre corchetes denotan uniones del 95 % de confianza para estos factores.

Como el algoritmo se lleva a cabo aun mejor en combinacidon con una variable clinica se afiadié el estado
ganglionar. En T4 el estado ganglionar se codifica como 0, si los ganglios linfaticos del paciente son negativos y 1, si
el paciente tiene los ganglios linfaticos positivos. Con esto, el algoritmo T4 es:

riesgo = -0,32 [-0,510..-0,137] * motiv2
+ 0,65 [0,411..0,886] * prolif
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- 0,24 [-0,398..-0,08] * ptger3
- 0,05 [-0,225..0,131] * cxcll2
+ 0,09 [0,019..0,154] * pvalb
+ estado ganglionar

Los coeficientes del riesgo se calcularon como coeficientes de regresion de riesgos proporcionales, los numeros
entre corchetes denotan las uniones con un 95 % de confianza para estos coeficientes.

El algoritmo T5b es un comité de dos miembros donde cada miembro es una combinacion lineal de cuatro genes.
Las formulas matematicas de T5b se muestran a continuacion, la notacién es la misma que para T1y T5. En T5b
una variable no genética es el estado ganglionar, codificada como 0, si el paciente tiene los ganglios linfaticos
negativos y 1, si el paciente tiene los ganglios linfaticos positivos y 0,5 si el estado de los ganglios linfaticos es
desconocido. T5b se define por:

Miembro de riesgo1 = 0,359536 [0,153..0,566] * (0,891 * DHCR7 -4,378)
-0,288119 [-0,463..-0,113] * (0,485 * MGP + 4,330)
+0,257341[0,112..0,403] * (1,118 * NMU -5,128)
-0,337663 [-0,499..-0,176] * (0,674 * AZGP1 -0,777)

Miembro de riesgo2 = -0,374940 [-0,611..-0,139] * (0,707 * RBBP8 -0,934)
-0,387371 [-0,597..-0,178] * (0,814 * IL6ST -5,034)
+0,800745 [0,551..1,051] * (0,860 * RACGAP1 -2,518)
+0,770650 [0,323..1,219] * Estado ganglionar

riesgo = Miembro de riesgo1 + Miembro de riesgo2

El experto entiende que estos algoritmos representan ejemplos particulares y que se basan en la informacién con
respecto a la asociacion de la expresion genética con la prediccion de la respuesta terapéutica.

Simplificacién del algoritmo empleando subconjuntos de genes

El “ejemplo de algoritmo T5” es un comité predictor que consiste en 4 miembros con 2 genes de interés cada uno.
Cada miembro es un predictor independiente auto-contenido de recurrencia distante y/o respuesta a la terapia, cada
miembro adicional contribuye a la robustez y potencia predictiva del algoritmo. La ecuacion posterior muestra el
“Ejemplo de algoritmo T5”; para facilitar la lectura se han reducido el nimero de decimales a 2; el intervalo entre
corchetes enumera el intervalo estimado de los coeficientes (media +/- 3 desviaciones tipicas).

Algoritmo T5
+0,41[0,21..0,61] * BIRC5 -0,33 [-0,57..-0,09] * RBBP8
+0,38 [0,15..0,61] * UBE2C -0,30 [-0,55..-0,06] * IL6ST
-0,28 [-0,43..-0,12] * AZGP1 +0,42 [0,16..0,68] * DHCR7
-0,18 [-0,31..-0,06] * MGP -0,13 [-0,25..-0,02] * STC2
c-indices: conjunto preparado = 0,724,

Los nombres de genes en el algoritmo denotan la diferencia de la expresion de ARNm del gen en comparacion con
uno o mas genes constitutivos como se describe posteriormente.

Analizando una cohorte diferente de la cohorte de busqueda (234 muestras tumorales) era sorprendente aprender
que algunas simplificaciones del “algoritmo T5 original” aun daban una actuacién diagndstica no significativamente
inferior al algoritmo T5. La simplificacion mas directa era reducir el comité predictor a un solo miembro. Ejemplos de
la actuacion de los “comités de un solo miembro” se muestran a continuacion:

solo el miembro 1:
+0,41[0,21..0,61] * BIRC5 -0,33 [-0,57..-0,09] * RBBP38

c-indices: conjunto preparado = 0,653, cohorte independiente = 0,681
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solo el miembro 2:

+0,38 [0,15..0,61] * UBE2C -0,30 [-0,55..-0,06] * IL6ST
c-indices: conjunto preparado = 0,664, cohorte independiente = 0,696
solo el miembro 3:

-0,28 [-0,43..-0,12] * AZGP1 +0,42 [0,16..0,68] * DHCR7
c-indices: conjunto preparado = 0,666, cohorte independiente = 0,601
solo el miembro 4:

-0,18 [-0,31..-0,06] * MGP -0,13 [-0,25..-0,02] * STC2
c-indices: conjunto preparado = 0,668, cohorte independiente = 0,593

La actuacién de los comités de un miembro como se muestra en una cohorte independiente de 234 muestras esta
notablemente reducida en comparacion con la actuacion del algoritmo completo.

Combinando gradualmente mas de uno, pero menos de cuatro miembros en un nuevo algoritmo de comité predictor
prondstico, frecuentemente daba lugar a un aumento pequefio pero significativo en la actuacion diagnostica en
comparacion con un comité de un miembro. Era sorprendente aprender que habia mejoras importantes en algunas
combinaciones de miembros del comité mientras que otras combinaciones casi o no daban mejoras. Inicialmente, la
hipotesis era que una combinacion de miembros que representan motivos bioldgicos similares como se refleja por
los genes empleados daba una mejora mas pequefia que la combinacion de miembros que reflejaban motivos
biolégicos distintivamente diferentes. Pero este no era el caso. No se pudo identificar ninguna regla pare predecir la
combinacién de algunos genes que generaran un algoritmo que presentara mas potencia prondstica que otra
combinacion de genes. Las combinaciones prometedoras solo se podian seleccionar basandose en datos
experimentales. Las combinaciones identificadas de miembros de comité combinados para dar lugar a algoritmos
simplificados, aunque potentes se muestran a continuacion.

solo miembros 1y 2:

+0,41[0,21..0,61] * BIRC5 -0,33 [-0,57..-0,09] * RBBP8

+0,38[0,15..0,61] * UBE2C -0,30 [-0,55..-0,06] * IL6ST
c-indices: conjunto preparado = 0,675, cohorte independiente = 0,712
solo miembros 1y 3:

+0,41[0,21..0,61] * BIRC5 -0,33 [-0,57..-0,09] * RBBP8

-0,28 [-0,43..-0,12] * AZGP1 +0,42 [0,16..0,68] * DHCR7
c-indices: conjunto preparado = 0,697, cohorte independiente = 0,688
solo miembros 1y 4:

+0,41[0,21..0,61] * BIRC5 -0,33 [-0,57..-0,09] * RBBP8

-0,18 [-0,31..-0,06] * MGP -0,13 [-0,25..-0,02] * STC2
c-indices: conjunto preparado = 0,705, cohorte independiente = 0,679
solo miembros 2y 3:

+0,38 [0,15..0,61] * UBE2C -0,30 [-0,55..-0,06] * IL6ST

-0,28 [-0,43..-0,12] * AZGP1 +0,42 [0,16..0,68] * DHCR7
c-indices: conjunto preparado = 0,698, cohorte independiente = 0,670
solo miembros 1, 2y 3:

+0,41[0,21..0,61] * BIRC5 -0,33 [-0,57..-0,09] * RBBP8

+0,38 [0,15..0,61] * UBE2C -0,30 [-0,55..-0,06] * IL6ST
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-0,28 [-0,43..-0,12] * AZGP1 +0,42 [0,16..0,68] * DHCR7
c-indices: conjunto preparado = 0,701, cohorte independiente = 0,715

También es posible no omitir los miembros del comité completo sino un Unico gen o genes de diferentes miembros
del comité, pero se necesita volver a probar el algoritmo completo. Aun asi, puede ser ventajoso llevarlo a cabo. La
actuacion de algoritmos simplificados generados por omision de todos los miembros o genes individuales es
practicamente idéntica.

Variantes de algoritmo por sustitucion genética

Los algoritmos descritos, tales como el “Ejemplo de algoritmo T5” anterior, se puede modificar también sustituyendo
uno 0 mas genes por uno o mas de otros genes. El fin de dichas modificaciones es remplazar genes dificiles de
medir en una plataforma especifica por un gen mas directo de ensayar en esta plataforma. Aunque dicha
transferencia no necesariamente genere una actuacién mejorada en comparacion con el algoritmo de partida, puede
dar lugar a pistas para implantar el algoritmo prondstico para una plataforma diagndstica en particular. En general la
sustitucién de un gen por otro gen, mientras se mantiene el poder diagnodstico del algoritmo predictivo se puede
conseguir mejor sustituyendo un gen por un gen co-expresado con una alta correlacion (demostrado, por ejemplo,
por el coeficiente de correlacion de Pearson). Aunque se tiene que tener en mente que la expresion de ARNm de
dos genes altamente correlativos en una plataforma puede parecer bastante independiente entre ellos cuando se
evallian en otra plataforma. En consecuencia, dicha aparentemente facil sustitucion cuando se reduce a la practica
experimental puede generar resultados pobres decepcionantes, asi como resultados sorprendentemente fuertes,
siempre dependiendo de imponderables de la plataforma empleada. Repitiendo este procedimiento se pueden
sustituir varios genes.

La eficacia de dicha estrategia se puede demostrar evaluando la actuacion predictiva de la puntuacion del algoritmo
T5 y sus variantes en cohortes de validacion. La siguiente tabla muestra el c-indice con respecto al punto final de
recurrencia distante en dos cohortes de validacion.

. Estudio de validacion | Estudio de validacion
Variante A B
Algoritmo T5 original c-indice = 0,718 c-indice = 0,686
Omisién de BIRC5 (configurando la expresion a alguna c-indice = 0,672 c-indice = 0,643
constante)
Sustitucion de BIRC5 por UBE2C (sin ajuste del coeficiente)  |c-indice = 0,707 c-indice = 0,678

Se puede ver que la omision de uno de los genes de T5, que se muestra aqui para BIRC5, por ejemplo, se reduce
normalmente la actuacion predictiva. Sustituyendo este con otro gen da lugar aproximadamente a la misma
actuacion.

Un procedimiento mejor de sustitucion de un gen es volver a probar el algoritmo. Como T5 consiste en un comité de
cuatro miembros independientes se tiene que volver a probar solo el miembro que contiene el gen sustituido. Las
siguientes ecuaciones demuestran las sustituciones de genes del algoritmo TS5 mostrado anteriormente preparado
en una cohorte de 234 pacientes de cancer de mama. Solo se muestra un miembro posteriormente, para el calculo
del c-indice los miembros restantes se utilizando sin cambios del algoritmo T5 original. El intervalo entre corchetes
enumera el intervalo estimado de los coeficientes; media +/- 3 desviaciones tipicas.

Miembro 1 de T5
Miembro original 1:
+0,41[0,21..0,61] * BIRC5 -0,33 [-0,57..-0,09] * RBBP8

c-indices: conjunto preparado = 0,724, cohorte independiente = 0,705 se sustituye BIRC5 por TOP2A en el
miembro 1:

+ 0,47 [0,24..0,69] * TOP2A -0,34 [-0,58..-0,10] * RBBP8

c-indices: conjunto preparado = 0,734, cohorte independiente = 0,694 se sustituye BIRC5 por RACGAP1 en el
miembro 1:

+0,69 [0,37..1,00] * RACGAP1 -0,33 [-0,57..-0,09] * RBBP8

c-indices: conjunto preparado = 0,736, cohorte independiente = 0,743 se sustituye RBBP8 por CELSR2 en el
miembro 1:

+0,38[0,19..0,57] * BIRC5 -0,18 [-0,41..0,05] * CELSR2
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c-indices: conjunto preparado = 0,726, cohorte independiente = 0,680 se sustituye RBBP8 por PGR en el
miembro 1:

+0,35[0,15..0,54] * BIRC5 -0,09 [-0,23..0,05] * PGR

c-indices: conjunto preparado = 0,727, cohorte independiente = 0,731
Miembro 2 de T5:

Miembro original 2:

+0,38 [0,15..0,61] * UBE2C -0,30 [-0,55..-0,06] * IL6ST

c-indices: conjunto preparado = 0,724, cohorte independiente = 0,725 se sustituye UBE2C por RACGAP1 en el
miembro 2:

+0,65 [0,33..0,96] * RACGAP1 -0,38 [-0,62..-0,13] * IL6ST

c-indices: conjunto preparado = 0,735, cohorte independiente = 0,718 se sustituye UBE2C por TOP2A en el
miembro 2:

+0,42[0,20..0,65] * TOP2A -0,38 [-0,62..-0,13] * IL6ST

c-indices: conjunto preparado = 0,734, cohorte independiente = 0,700 se sustituye IL6ST por INPP4B en el
miembro 2:

+0,40[0,17..0,62] * UBE2C -0,25 [-0,55..0,05] * INPP4B

c-indices: conjunto preparado = 0,725, cohorte independiente = 0,686 se sustituye IL6ST por MAPT en el
miembro 2:

+ 0,45 [0,22..0,69] * UBE2C -0,14 [-0,28..0,01] * MAPT

c-indices: conjunto preparado = 0,727, cohorte independiente = 0,711
Miembro 3 de T5:

Miembro original 3:

-0,28 [-0,43..-0,12] * AZGP1 +0,42 [0,16..0,68] * DHCR7

c-indices: conjunto preparado = 0,724, cohorte independiente = 0,705 se sustituye AZGP1 por PIP en el miembro
3:

-0,10 [-0,18..-0,02] * PIP +0,43 [0,16..0,70] * DHCR7

c-indices: conjunto preparado = 0,725, cohorte independiente = 0,692 se sustituye AZGP1 por EPHX2 en el
miembro 3:

-0,23 [-0,43..-0,02] * EPHX2 +0,37 [0,10..0,64] * DHCR7

c-indices: conjunto preparado = 0,719, cohorte independiente = 0,698 se sustituye AZGP1 por PLAT en el
miembro 3:

-0,23 [-0,40..-0,06] * PLAT +0,43 [0,18..0,68] * DHCR7

c-indices: conjunto preparado = 0,712, cohorte independiente = 0,715 se sustituye DHCR7 por AURKA en el
miembro 3:

-0,23 [-0,39..-0,06] * AZGP1 +0,34 [0,10..0,58] * AURKA

c-indices: conjunto preparado = 0,716, cohorte independiente = 0,733
Miembro 4 de T5:

Miembro original 4:

-0,18 [-0,31..-0,06] * MGP -0,13 [-0,25..-0,02] * STC2

c-indices: conjunto preparado = 0,724, cohorte independiente = 0,705 se sustituye MGP por APOD en el
miembro 4:
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-0,16 [-0,30..-0,03] * APOD -0,14 [-0,26..-0,03] * STC2

c-indices: conjunto preparado = 0,717, cohorte independiente = 0,679 se sustituye MGP por EGFR en el
miembro 4:

-0,21[-0,37..-0,05] * EGFR-0,14 [-0,26..-0,03] * STC2

c-indices: conjunto preparado = 0,715, cohorte independiente = 0,708 se sustituye STC2 por INPP4B en el
miembro 4:

-0,18 [-0,30..-0,05] * MGP -0,22 [-0,53..0,08] * INPP4B

c-indices: conjunto preparado = 0,719, cohorte independiente = 0,693 se sustituye STC2 por SEC14L2 en el
miembro 4:

-0,18 [-0,31..-0,06] * MGP -0,27 [-0,49..-0,06] * SEC14L2
c-indices: conjunto preparado = 0,718, cohorte independiente = 0,681

Se puede ver que las sustituciones de genes Unicos identificados experimentalmente por cuantificacién con una
PCR cuantitativa afectan normalmente la actuacion predictiva del algoritmo T5, solo insignificantemente segun se
evalia mediante el c-indice.

La siguiente tabla muestra los candidatos potenciales a sustitucion genética para los genes del algoritmo T5. Cada
gen candidato se muestra en una celda de la tabla: el nombre del gen continia con el coeficiente de correlacion
absoluta de Pearson de la expresiéon del gen original en el algoritmo T5 y el candidato de sustitucion y el ID de
conjunto de sondas U133A.
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Las secuencias de los cebadores y sondas eran las siguientes:
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Una segunda alternativa para la seleccion no supervisada de posibles candidatos de sustitucién genética se basa
solo en los datos de Affymetrix. Esto tiene la ventaja de que se puede hacer solamente basandose en los datos ya
publicados (por ejemplo, de www.nc-bi.nlm.nih.gov/geo/). Las siguientes Tablas enumeran los candidatos de
sustitucion del conjunto de sondas HG-U133a para los conjuntos de sondas utilizadas en los algoritmos T1-T5. Esto
se basa en los datos de preparacion de estos algoritmos. Las cabeceras de columna contienen el nombre del gen 'y
la ID del conjunto de sondas en negrita. Entonces, se enumeran los 10 mejores conjuntos de sondas correlativos,
donde cada celda de la tabla contiene el ID del conjunto de sondas, el coeficiente de correlacion entre paréntesis y
el nombre del gen.
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Después de la seleccion de un gen o un conjunto de sondas se tiene que definir un mapeo matematico entre los
valores de expresion del gen a sustituir y los del nuevo gen. Hay varias alternativas que se exponen en el presente
documento basandose en el ejemplo “sustitucion de los valores Ct delta de BIRC5 por RACGAP1”. En los datos
preparados la distribucion conjunta de las expresiones se parece a esta:

13 .

12}

1}

10

BIRC5

6 7 8 9 10 " 12
5 RACGAP1

El coeficiente de correlacion de Pearson es 0,73.

Una estrategia es crear una funcion de mapeo de RACGAP1 a BIRC5 por regresion. La regresion lineal es la
primera eleccion y se produce en este ejemplo

BIRC5 = 1,22 * RACGAP1 - 2,85.

10 Utilizando esta ecuacion se puede remplazar facilmente la variable BIRC5 en, por ejemplo, el algoritmo T5 por el
lado derecho. En otros ejemplos pueden ser adecuadas una regresion robusta, regresion polindmica o pre-
transformaciones no lineales no variadas.

El procedimiento de regresion asume la medicién del ruido en BIRCS5, pero sin ruido en RACGAP1. Por lo tanto, el
mapeo no es simétrico con respecto al intercambio de las dos variables. Una estrategia de mapeo simétrica se
15 basaria en dos transformaciones z no variadas.

z = (BIRC5 - media(BIRC5)) / std(BIRC5)

y
z = (RACGAP1 - media(RACGAPI)) / std(RACGAPI)
z = (BIRC5 - 8,09) / 1,29 = (RACGAP1 - 8,95) / 0,77
20 BIRC5 = 1,67 * RACGAP1 + -6,89

De nuevo, en otros ejemplos, pueden ser adecuadas otras transformaciones: normalizaciéon por mediana y/o mad,
mapeos no lineales, u otros.
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<400> 103
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caacaccacc actaacagge acacgtc 27

<210> 104

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 104
ggcatggaca agatgttctt ga 22

<210> 105

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 105
cctectigtc gecagtttta ct 22

<210> 106

<211>28

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 106
cagatcagga ccaagatggt tcocacat 28

<210> 107

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 107
cattgaagac gettegttat gg 22

<210> 108

<211> 27

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 108
ccagttgtga tggataaaat taatcag 27

<210> 109

<211> 27

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 109
tgctgtctea ctaccggeca tictacg 27

<210> 110

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 110
tggaaatctg gcaagecagac t 21

<210> 111

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 111
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caatceegtt gectttottg 20

<210> 112

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 112
tgaacacaca tgctgcegag ctetg

<210> 113

<211> 27

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 113
cttctaggag aacccaacat tgatagt

<210> 114

<211> 27

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 114
gtttcttgea ggtacttett aaaagcet

<210> 115

<211> 30

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 115

tattcacatc ccctcagttg cagtgaattg

<210> 116

<211> 27

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 116
ctgtggcetct taatttattg cataatg

<210> 117

<211> 26

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 117
ftagtgcttt ttgctttcaa gatett

<210> 118

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 118
tctcacettg acectcagec aag

<210> 119

<211> 26

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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27
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30

27

26
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<400> 119

acatttgaca aatttcectt aggatt 25

<210>120

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 120

ccaggacgcea gelttaccaa 20

<210> 121

<211>783

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 121
ggcacgageg agttcectgte tetcoctgecaa cgeegecegg
cccagcegec actagegtecg ccgoccgeccg taaaggaget
coggggtoecg gtgggcaaaa ggctacagca ggagotgatg
taaagggatt tctgcctteocc ctgaatcaga caacctttte
tggagcaget ggaacagtat atgaagaccet gaggtataag
tggctaccet tacaatgege ccacagtgaa gtteoctcacg
ggacacocag ggtaacatat gectggacat ccotgaaggaa
tgtcaggacc attctgectct ccatccagag ccttctagga
cttgaacaca catgctgcecg agctctggaa aaaccccaca
agaaacctac tcaaagcagg tcaccagcca ggagccctga
cttgtgtegt ctttttaatt ttteettaga tggtotgtece
gactctttat cttgagetgt ggtatttttg tttitgttttt
gttgagecet tgtatattaa ataaatgcat ttttgtectt
aaa

<210> 122

<211> 14796

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 122

44

atggcttece
gagcegageg
accctcatga
aaatgggtag
ctctegetag
ccctgetate
aagtggtetyg
gaacccaaca
gocttttaaga
cccaggctge
tttttgtgat
gtcecttttaaa

ttttaaaaaa

aaaaccgcoga
ggggcgocge
tgtctggega
ggaccatcca
agttcocccag
accecaacgt
cectgtatga
ttgatagtcc
agtacctgea
ccagcctgtc
ttetgtatag
ttaagectoyg

adaaaaaaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

783



tctagacatg
gaaatcagag
cacaggccac
tetecagggat
aacttacace
geccggtgee
ggtggacacc
ggagttagge
gggtggatca
ctactaaaaa
tgggggggct
attgtgeocac
aaaaaaaaag
gttgccagtg
tggtggtgee
gteaactgga
ggttgtgtaa
gttcaggtaa
atgtgtgtgt
agagggagag
gggtaagaga
aaacaggcaa
ttettgeoaat
aatceccagea
agcctggcaa
gtggtgcatg
cgtggogggg
tagagegaga

aagaatgggg

cggatatatt
ctggggtcca
tgcttececece
tteaaatgtg
tggatgetgt
catgagettt
tgggectgtee
cgggcatget
cgaggtoagy
tacaaaaaaa
gaggcagaga
tgcactgeac
tgaaaaggag
gaggtggtge
agggcecggt
tttgataact
gagaatgaag
accacccata
gttcacatat
agaaaggaaa
gggagaggag
aacataaaca
tatcttttat
cetttgggagg
acatggtgaa
cctttaatct
aggaggttge
cteagtttca

gcggggtggyg
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caagctgggce
aagggaccac
cgtctttete
cagagactet
ggggctgcag
tgaagetect
ttgtccatge
ggcttatgeo
agttcaatac
ttagecoggge
attgotggaa
tecagectgy
ttgttoccttt
gtccttggte
tagcgagecca
geagogaagt
tatttegggg
tacatacata
atgaggggag
acaggagaca
gagagaaadgqg
gaaaatcetgg
ttaaattgac
ccgaggeagyg
accccatcte
cagctactcg
agtgagctga
aataaataaa

aggggtgggy

acagcacagc
accccgaggyg
agccattcct
ggcacttttg
ctgotgotag
ggaacteggt
atttgatgac
tgtaatccca
cagcctggcce
atggtggegg
cocaggagat
cgacagagca
ccteecctect
tgtgectyggg
atcagcagga
taagtttect
tagtatggta
tacatgeatg
agagactagg
gagagagagc
gaggaagaag
gtgaagggta
atcgggecgy
cagatcactt
tactaaaaat
ggaggctgag
gatcatgcca
taaacatcaa

agaggttgca

45

ageccccaccec
actgtgtggg
gaagtcagcc
tagaageccee
ggctegggag
tttgagggtyg
attgtgtgca
goactttggg
aagatggtga
gegeatgtaa
ggaggttgea
agactcetgte
gagggcaggc
ggeccacccca
ccoccaggggcyg
gattttgatyg
atgcottcaa
tgatatatac
ggagagaaag
ggggagtaga
cagagagtga
tatgagtatt
gogeagtgge
gaggtcagga
acaaaaatta
gcaggagaat
ctgcactcca
aataaaaagt

aaaataaata

caggcagctt
ggtcggggea
tcactctget
ttetggteoct
gatgetgggy
ttcaggteoca
gaagtgaaaa
aggctgaggce
aaccccgtct
tocccagetac
gtgagcocaag
tcaaaaaaaa
aactgctgog
gcagaggcca
acctgccaaa
attgtgttgt
¢ttacaaacg
acatacaggg
taggttgggy
gagagggaag
atgttaaagg
ctttgtacta
tecacatetgt
gtttgagace
gcctggtgtyg
cgcttgaace
gcctgggega
tactgtatta

aataaataaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1740



taaaccccaa
taaggccagg
gctocagaag
taataggetg
tttgooctga
atcacggtag
aggtogtgca
ccctgtteat
tgtaaagctc
taggetggag
cgatteteet
gctaattttt
actccaggac
gagccoactgce
ggcagggacy
gcgggaggac
gcggggggty
accgacagat
cgacgttgece
actggccctt
tggggtcecoc
gggtacaagc
cttgggtcca
ccteggggtt
aggctggctt
getteaagga
agcctcgatg
agtatgggag
ctetetatat
atgeccttggyg

gacoctgttyg

aatgaaaaag
cctettatet
tgactccaga
caggacttac
gcacaggooc
tggeccagte
gtcaacgaty
ttgtccttea
tecctgteotga
tgcaatggea
gectcoagect
gtatttttag
tcaagtgatg
acccggecty
agctggegeg
tacaactooc
gaccgcctaa
ttgaategeg
ccctgectgy
cttggaggge
cacgccogac
cgcocteceoe
ggeccggectc
cegggetgee
catccactgc
gcotggaagge
ggettitgttt
ggttgettte
getggtgect
gtggacgtaa

ttgtgaacte
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acagtggagy
ctggccatag
acaccctgtt
tgttggtagy
ccacccteca
cctggecect
tactogoogg
tgecegtoetyg
CtLttttttt
caatctcage
cococgagtagt
tagagacaag
cteoctgecta
cacgcgttct
gcgtagetgy
ggcacaccec
gagggcgtgce
ggaccegtty
cagccettte
tgcgectgea
ttgccetgte
tceccogtect
ccetcoectge
acgtccacte
cccactgaga
tgggagccag
tgaactgagt
caccctcatt
tggtgatget
gatgcctgat

ccaggaatgt

caccaggecet
aaccagagaa
ccaaagcaga
acgecctget
ctgggottte
gactccagaa
gacagogatg
gagtagatge
ttttttagac
teactgeace
tgggattaca
gtttcacecgt
ggectctcaa
ttgaaagcag
gtgcaccgeg
gegecgoeceo
gctecocgaca
geagaggtygyg
tcaaggacca
ccoccggageg
cctagocgagyg
gtoccocageg
tttgtocccea
acgagetgtyg
acgagccaga
atgacgaccec
tgtcaaaaga
goettettaaa
tacaacctaa
geoctttcatg

ccaagtgett

46

gegtgggget
gtgagtggat
ggacacacty
ttgegaaggg
ceocagetoeo
ggtggeccte
tetgetgeoaco
tttttgcaga
tgagttttgc
ctetgecte
ggecatgecace
gatggccagyg
agtgttggga
tcgaggggygce
accacgggca
gcctctacte
tgcceegegg
cggeggegge
ccgecatctet
ggtgagactg
ccactgtgac
aggccactgt
tcgaggecett
ctgteoecttyg
cttggcccag
catgtaagte
tttgagttge
cagetgtigt
ttaaatctea
ttcaacagaa

tttttgagat

ggagggctaa
gtgatgecca
atttttittt
aaaggaggag
ttgtettett
ctggaaacce
tecatoceto
ggtggcacec
tettgttgee
cgggttcaag
accacgccca
ctggtcttga
ttacaggcgt
gctaggtgty
gagccacgeg
ccagaaggecc
cgogccatta
atgggtgece
acattcaaga
cecocggectec
tgggcctegg
ggctgggeeo
tgtggetggy
cagatggceyg
tgtttcttct
tteteotggec
aaagacactt
gaacggatac
tttgaccaaa
tacatcagca

tttttaaaaa

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600



acagtttaat
cacactttcg
gocaacttgg
cacgccegta
geggaggtty
actecgteat
ttgttctgga
tggtatcetgt
tteagttget
ttttggccag
geateceegt
atgatatttt
ttcattgtaa
agaaaatgag
ctgcccttaa
tgggaggccey
gtgaaacecee
tagtcccage
tgcagtgage
tcaaaaaaaa
atgaaattac
ggacatatac
acattagcca
gocatatggy
tactecctgag
tggactgecyg
ggaacataaa
attaacectt
tattgggaat
cctcaaaggy
tteactettyg

cctcteggat

tgaaatataa
gaggctgagg
cgaaacccey
atcccagcecta
cagtgagecy
aaaaataaaa
tttttttctt
ctttecacac
tocacagett
aagagagtag
aatecactggg
cagattagag
tgcagttctg
agtgtgaget
tccttacagt
aggcggygcgyg
gtctccacta
tactcgggag
cgagattgca
aaaaaaaaga
ttcaaacagt
catgtaacac
cacagatgtg
aatgtggett
gcagagcagyg
ctttaatcce
aagcattcgt
ggtgaatttt
aagaactgct
actctgtgtt
ttgecacagge

tcaagtgatt
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cctacacage
cgggeggate
tetetactaa
ctogggagge
agattgtgee
aattgaaaaa
caagatgcct
tgtaatgeca
taattttttt
ctgttttttt
aaaagatcag
ttacaactgqg
gtaacggtga
agggggtece

gggccgggea

atcacgaggt
aaaatacaaa
gctgaggeag
ccactgcact
aaaaaatctt
tccttgagaa
ttttocaact
gggggagatyg
gggcaaagea
gtgtgectgt
ttcagetgee
ceggttgcge
tgaaactgga
caaaccctgt
ttcocctcagga
tggagtgecaa

ctcectgecte

acaaaaatta
acctgaggte
aaatacaaaa
taaggcagga
aatgcactce
aaaaaaagaa
agttaatgac
tattetttte
cccotggaga
tcttagtatg
tggtattett
ctgtcttttt
tagtcagtta
ttggggaace
cggtggctta
caggagatcg
aaattageccg
gagaatggeg
ccagcctggg
tacagtggat
tgttggaggy
aattgctaag
tccacaggga
ctgatgecat
ggagggegtg
tttocgetgt
tttoctttct
cagagaaaga
tcaatgtcott
agcatttttt
tggtgcaate

agcctcoccaa

47

ccctttgaaa
aggagttcaa
attagecgygyg
gaatcgcttg
agecteggeyg
agaaagcata
aatgaaattc
tocaccttttt
atcacecocag
tttgctatgg
cttgaaaatyg
ggactttgtg
tacagggaga
cggggcaata
cgcctgtaat
agaccatctt
ggegtggtgg
tgaacccagqg
cgacagaatg
tacataacaa
atttgacatg
gaagtccaga
gagagaaggt
caactteaga
gggaggtgge
tgttttgatt
gtcaagaage
gccaagaaca
tagcactaaa
ttttttttet

ttggeteact

gtaactggga

gtgtgcactt
gacctgectg
catggtageg
aacctgggag
acagagcegag
tactteagtyg
tgtactcgga
ttetgtegga
ttgtttttet
tggttatact
aataagtgtt
tggccatgtt
ctccecctage
atgcccttet
accagcactt
ggctaatacg
tgggcgectyg
aggcggaget
agactccgtc
ttccagtgaa
taattccttt
taaaatagat
gctaagaggt
cttgacgtet
ccgtggggag
tttetagaga
agtttgaaga
aaattgtatyg
ctacctagte
gagatagagt
goaacctetyg

ttacagggaa

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4300

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520



gtgccaccac
ccaggctggt
ggattacagg
actctgttac
ctgggctcaa
caccacacce
gctggttttg
attataggtg
atttatttga
gctcactgca
gotgggacta
cgggttttea
teoggectace
ttttgagaca
ctgecageocte
gactacaggt
catagagatg
tececttttgee
aggaatcatt
cggtataagt
cttagtcatt
tttattttta
tggcacgatc
agccteccga
tttagtagac
ctgeoccegett
ttttaaaatt
ggagtgeagt
ttetgecteoa
tttttttggt

tectgacete

accoagotaa
cttgaactcec
cgtgaaccac
ccaggetgga
gtgatttgee
aggtaatttt
aactcctgac
tgagcecaceca
gatggagtet
agctcegececo
caggogaocy
cegtgttage
aaagtgcetgy
gggactcact
gaactcctga
geacocecacc
agggtteoccct
tgggcetceee
tttaaagccco
atataccoggt
tatctgaagt
attttttttt
tcggctoact
gtagetggga
ggggtttcac
tagoccteocea
ttttgatttt
ggcacgatct
gectoctgag
atttttatta

aagtgatetg
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tttttgtatt
tgacectcogtg
cacgectgge
gtagggtgge
tgcttcagece
tgtattttty
ctcaggtgat
cacctggccoct
tgetetgteg
coccaggttca
ccaccacace
caggagggte
gattacaggt
ctgtecacctg
gctcaagtga
atgcoccacct
gtgttgtcca
aaagtgctga
ctaggatgtc
ataagtaaat
tgaaatgtaa
ttgagacgag
gcaacctotyg
ctacaggcac
catgctggoe
gagtgetggy
tEttkttttt
cagctcacta
tagetgggac
gagacaaggt

coetgectegg

tttagtagag
attcgceccac
tttttttttt
ctgatctcgg
tcccaagtag
gtagagacga
ccacccgecet
caggaagtat
cccaggetag
agccattctc
cggctaattt
ttgatctect
gtgagecace
ggctgeagtyg
tecteoccacce
aatttattta
ggctggtctt
gattacaggc
tgtgtgattt
cccacatttt
ctgggettta
tetecactttg
ccteooccgggy
gcaccaccat
aagctggtet
attacaggca
gagacagagc
caagctccge
tacaggtgec
ttecatcatgt

ccteccaaag

48

atggggttto
cttggocteco
ttgttetgag
atcactgcaa
ccgagattac
ggtttcaceca
cagcctccea
ttttattttt
agtgcagega
ctgcctcage
ttttgtattt
gacctegtga
acacecgget
cagtggtaca
tcatcctecac
tttatttatt
gaactcctga
atgagccacc
taaagctcct
gtgteagtat
tttatttatt
teaceccagge
tcaagcgatt
gecctggetaa
caaactcctg
tgagccacea
cttgeteotgt
ctocegggtt
caccaccacg
tggocagget

cgcetgagatt

accacattgc
caaagtgctyg
acacagttte
ccteogecte
aggcatgtgce
tgttggceag
aagtgctgag
aaatttattt
cgggateteg
ctcecegagta
ttagtagaga
tetgectgee
atttttattt
ccatagetca
aagtaattgg
tatttatttt

gctcacggga

gtgcccaget
ggagtgtggc
ttactagaaa
tatttattta
tggagtgeag
ctoctgoctt
tttttgtatt
accttgtgat
tgcgtggtot
egeoccagget
cacgccattce
cctggetaat

ggtetcaaac

acaggtgtga

5580
5640
5700
5760
5820
5880
5840
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6300
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320

7380



tctactgeoge
agaataagta
atgttgtagt
tttcecttget
ttgaaaattg
ttattttaat
cttggctcac
agtagctgag
gacagggttt
cgccttggea
tagtggettt
gtgaagecaty
aactggaaag
agegtgeocat
ttgttgtttt
aaaaaaggcc
gttttagaca
gtggatgtygy
tttgececetty
gtgctggtgy
gtagggggag
gggcatggty
gaggtcagga
acaaaaaatt
ggcaggagaa
gcactecage
ttcatgatgt
gacooctogg
ttacagectg
tttttttgtt
tattacttta

tactetgtea

caggectggg

ctgggggatt

tekgtetetg
aaatagaggt
tattcctttg
ttgagacaga
tgeogacctee
attataggty
tgocatgttyg
tcccaaagtg
taagtgctaa
ctgtgagaga
tgggetagag
agaccatcte
tcacaacctt
atgacgggcet
aggagcaget
aggtgtgage
caagtagagce
acgetgeggg
tecacteace
gctcacgect
gatcgagace
agctgggegt
tggeogtgaac
ctgggogaca
gtgagctgaa
tetetatete
cgagaaaagt
tgtttgtttt
attttgaaac

cocaggetga
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cgtocatatat
ccatatectt
ccacttgeag
tagaccccet
tagagatcag
gtgteactea
acctcccagg
tgtgeocacea
getaagetgg
ctgggattac
ggactgagat
gettgtocace
atcatctttt
ttagccecteg
ttagaaacat
gtatggattt
tgtgtgoctg
tggaaaccag
aactgaaatc
gtgctooget
tgttggaaga
gtaatcccag
atcctggcta
ggtggeggge
ctgggaggtyg
gagcgagact
ggcgcagtag
ctgatagtea
agggagattt
ccacaattca

aatataatcet

gtgcagtggt

tottatttge
gtagcaaagce
actttgagtt
atcccatggt
cgtaaaataa
gtegecocagy
ttcaagcgat
ggcccageta
tetegaacte
aggtgtgaac
tgtgttttgt
tggttgaggt
tecaggteag
tgggtcagag
aaaaagcatt
ggcccageag
gaaccatcat
gtcccagage
tgacaccatce
ctagggttac
tgtgattaag
cactttggga
acatggtgaa
geoetgtagte
gagottgotg
cogtotcaaa
gcagaagtag
gacccagcocoa
aaaaactget
gaatacagaa

tttttttgtt

gtgatcttgg

49

taagtctgge
cctgggtgga
taagecagte
tteotcaggtt
ttectgtectt
ctyggagtgty
tctcgtgect
acttttgtat
ctggecteaa
caccacacct
caggaagagqg
tgtgggaget
gggtcageea
tctetgttge
cttagccegt
goccttgett
gggcacaggy
gctgagaaag
cagttccaga
agggatgaaqg
aaaagtagac
ggccgaggcey
acccogtett
ccagetacte
tgagcogaga
aasaasaaas
aggcctcagt
cactggaaag
tggottttat
tacttttatg
gtttttttga

ctcaccteag

agocccacac
gagtcaggay
gtgeteatge
gottttecage
atatgtggcect
gtggtgegat
caggctccca
ttttagtaga
gtgatotgec
ggcctcaata
ccagttagtgg
goagegtgyy
goettttetge
atattgtett
gggctggaca
gccaagecct
gaggagcaga
acagagggtt
aagccctgaa
atgcagtcty
tttecagggee
ggtggatcac
tactaaaaat
gggaggetga
togogocact
aaagtagget
ccctgcagga
aggggagaca
tttgaactgt
gatttgtttt

gacagggtet

cctegaceee

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

28000

92060

9120

9180

9240

9300



ctgggcectcaa
gttgegetat
agatcccaga
cgetgetgtyg
toctgetget
aaatcgatea
agtttacttg
tgtagacetg
ctcaggetgg
agcaateete
ggctaatttt
gctggagtge
ttcgectgee
cccaaagtgce
gcaagagttg
tgacctcecac
aggotttttt
atggteatet
cagtocatta
tttgggaggce
atgtggeocag
gtgcetgtag
gtcaaagetg
accctgtete
ttattatttt
aatgacaaat
gaaaagtaat
cecgtggeggyg
accccatete
gctactoggg

gccaagatcog

atgatteteco
acaaatcctg
tttgatggca
gaagetgagg
gaataeggtge
gggaataaat
gtaaatacott
ggtggcagga
agtacagtgy
ctgecteage
aaattttttt
agtggcgtga
tcagectece
tgggattaca
tgtttgette
attggggtygy
gaaagagaag
ttocatatea
taagtgogot
caaggoagga
acdcteatete
tectcagetac
cagtaageca
taaaaaaaaa
taaattaaat
ttttattact
tttttggety
cagatcacat
tactaaaaat
aggctgaggc

tgoctttgea
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caccteoaget
aagacaagga
ggatgccect
cceeggeocate
ttagottttyg
ttaatgtgga
gtgatgagga
gtattttgtt
cacaatcaca
cteccagtag
ttttotetet
tctcggetga
aagtagctgyg
ggcgtgagec
gcccctacot
ttaaattata
aaactgaata
gtaaagetga
getgggecag
ggattcattg
tteaaaaaat
tcaggaggct
tgatattgee
aaaaaccaaa
tttettttaa
tatacatgag
gcacagtgge
gagatcatga
acaaaattag
aggagaatct

caccageccta

teoccaagtag
tgctgttget
gtetgetgeco
cagggcgatyg
aaacaatgaa
aataaactga
caaaacgaag
tgttttettt
gctcactata
ctgggactac
tttgagatgg
cggcaagete
gactacaggc
actgcacccg
ttagtggaaa
gcatgtatge
ateocatgtgt
ggctecctgg
gtgoagtgge
agcccaggag
acacaaaaaa
gaggtgggag
actgoattec
cggtgeactyg
taatttataa
gtaaaactta
tcacacctgt
gttegagace
ceggggtggt
cttgaacccg

ggcaacaaga
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ctgggaccac
ggtgatgetg
ttgeoccagggt
cattgggege
ataaattaga
acaacttagt
cactagaagg
ggeagggtet
goectogaccet
aggegeatge
aatctcacte
cgccteceag
gctgggatta
goctgttttyg
aatgtataaa
aaaggagctt
gtatatatat
gactgcagag
ttgtgoctga
ttttgaggeyg
ttagacagge
gatcactttg
agoctggatg
ttttettttt
attataaatt
ggatatataa
aatcocagea
aacctgacca
ggegeatgee
ggaggcagag

gogaaagtcc

aggtgegtgt
gggatteocca
gecaggaggyg
tgattettgt
accagtgtga
tetteataag
agaggegagt
tgeteotgttg
cctggactea
caccatgect
tgtcgeccag
gttcactcca
caaacccaaa
tctttcaata
atggagatat
cgctaattta
tttaaaagee
ttgteocatea
atcccageoac
agcctgggea
atggtggeoac
agccttgeag
acagagegag
tettateaat
tatattaaaa
agtacatatt
ctttgggagy
acatggagag
tgtaatceca
gttgcggtga

gtctcaaaaa

9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
8860
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10820
10980
11040
11100

11160



aaaagtaatt
ttgtttttta
cctggatttg
aaaaaattgg
gagactgatyg
ctccaggagt
getggggtge
tactttgagt
ggagcacoca
tggtgetyggy
cagcttaaac
tgectagece
ctttgtcatce
ttetttattt
agaaagtgeg
tgcctggtee
cctgtgggee
caactgtgot
gtgctygctgg
getgttttga
tttgetagag
acctcatgtt
ctgagetgea
gttgtgtttt
gagacagagt
tgttaattca
attggggaaa
tctggcagat
cacatgotgg
tggctogatg
cttcacatct

tetttggagg

ttttttaagt
atgtagtaga
ctaatgtgat
aagccagatt
tttgecaggg
ttcaggagaa
ctagactage
ggctecttea
gogcaggatc
tgcataccaa
tagagggagt
agtgeoccagt
ttatctacag
ccaggcaaay
cogtgecate
cagagtggct
ccttageaat
cotgttttgt
taacagtgge
tteoceggget
ctgacagett
gttgaggctg
ggttocttat
tttgtttttt
coctggetee
cagaatagca
cggggtgaac
actcctttty
cegoetectee
ctgtggggga
gtcacgttct

cagcagctcc
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taacetetgt
ggagttaggy
tgtcatttge
cagggaggga
tetgtttaac
aggtagggca
tggggtgeee
gcoctggaccet
actgtgaaca
gceactoegte
tgagetgaat
ttatttaggt
gatgtgacty
gaaaccaaca
gagcagetgg
gcaccacttc
gtettaggaa
cttgaaagtg
tgcttctcte
taccaggtga
tgttegegtg
tcacagtecect
ctgtcacacce
ttttttggta
tctactgttt
caaactacaa
ttcaggtgga
ccactgctgt
ctcagaaaaa
ctggetggge
ccacacgggy

cgeagggcty

cagcaaacaa
tttataaaaa
ccottaggag
ctggaageaa
tggacatgaa
gtggttaaga
agactagetg
cggtttecte
taaatcagtt
agtgtttect
caggatgttt
gceteteteag
ggaagctctyg
ataagaagaa
atgecatgga
cagggtttat
aggagatcaa
goaccagagyg
tctectoctete
gaagtgaggg
ggcagagect
gagtgtggac
tgtgectect
gatgcatgac
aacaacatgg
ttaaaactaa
tgaggagaca
gtgattagac
ggcagtggec
tgctgoagge
gagagacgca

aagtctggcyg
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atttaaccca
atatggtagg
agagctctgt
aagaatttet
gaggaaggcet
gcagagctct
gggtgectag
acctgtatag
aatggaggaa
gttattogat
gteccaggta
tgttecetga
gtttcagtgt
agaatttgag
ttgaggecote
tcoctggtge
cattttcaaa
tgettetgoo
ttttttgggy
aggaagaagg
tecacagtga
ttggcaggtg
cagaggacag
ttgtgtgtga
ctttettatt
gcacaaagcc
gaatagagtg
aggecccagtyg
taaatceottt
cgtgtgtctyg
gtocegeccag

taagatgatg

ataaaggteot
gaaggygyggte
tagcagaatg
gttegaggaa
ctggacttte
gcctagacta
actagetggg
tagagatatg
gcaggtagag
gattaggagg
getgggaato
ttgtttttte
catgtgtcta
gaaactgoga
tggecggage
caccagcctt
ttagatgttt
tgtgeagogg
gctcattttt
cagtgteocot
atgtgtetyg
cctgttgaat
tttttttgtt
tgagagaatg
ttgtttgaat
attctaagtc
ataggaageyg
agoccgcgggy
ttaaatgact
tcagcccaac
gteoccogett

gatttgattc

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

ll640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12900

12960

13020

13080
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gccctcoceteoe ctgtcataga geotgecagggt ggattgttac agettcocgeotg gaaacctctg 13140
gaggtcatct cggctgttcc tgagaaataa aaagcctgtc atttcaaaca ctgcectgtgga 13200
ccctactggg tttttaaaat attgtcagtt tttcatcgte gtccctagee tgccaacage 132680
catctgeocca gacagecgea ghtgaggatga geogteoctgge agagacgeag ttgtetetgg 13320
gegettgeca gagecacgaa ceccagaccet gtttgtatea teegggetee ttecgggeag 13380
aaacaactga aaatgcactt cagacccact tatttatgee acatctgagt cggectgaga 13440
tagacttttc cctctaaact gggagaatat cacagtggtt tttgttagca gaaaatgcac 13500
tccagcocetcot gtactcatct aagectgetta tttttgatat ttgtgtcagt ctgtaaatgg 13560
atacttcact ttaataactyg ttgcttagta attggctttyg tagagaagct ggaaaaaaat 13620
ggttttgtet teaactectt tgeatgecag geggtgatgt ggatetegge ttetgtgage 13680
ctgtgetgtyg ggcagggetyg agetggagee gocectetca geoecegectge cacggeettt 13740
ccttaaagge catecttaaa accagaccecet catggetgee ageacctgaa agettecteg 13800
acatctgtta ataaagccgt aggcccttgt ctaagegcaa ccgcoctagac tttcotttcag 13860
atacatgtcc acatgtccat ttttcaggtt ctctaagttyg gagtggagte tgggaagggt 13820
tgtgaatgag gcttctggge tatgggtgag gttccaatgg caggttagag ccccteggge 13980
caactgecat cctggaaagt agagacagea gtgeccgetg ccocagaagag accageaage 14040
caaactggag cccccattge aggetgtege catgtggaaa gagtaactea caattgecaa 14100
taaagtctca tgtggtttta tetacttttt ttttettttt cttttttttt gagacaagge 14160
cttgeccectece caggotggag tgcagtggaa tgaccacage tcaccgcaac ctcaaattct 14220
tgcegttcaag tgaacctccce actttagoct cccaagtage tgggactaca ggogcacgoce 14280
atcacacccg gctaattgaa aaattttttt ttttgtttag atggaatctc actttgttge 14340
ccaggetggt ctcaaactee tgggetcaag tgatcatect gettecagegt cogacttgtt 14400
ggtattatag geogtgageoca ctgggectga cctagetace attttttaat goagaaatga 14460
agacttgtag aaatgaaata acttgtecag gatagtegaa taagtaactt ttagagetgg 14520
gatttgaacc caggcaatct ggctccagag ctgggccctce actgectgaag gacactgtca 14580
gcttgggagg gtggctatgg tcggectgtct gattctaggg agtgaggget gtctttaaag 14640
caccccattc cattttcaga cagectttgtc agaaaggcetyg tcatatggag ctgacacctg 14700
cctecccaag geoettacatag atectetetg tacattgtaa cottttattt tgaaatgaaa 14760
attcacagga agttgtaagg ctagtacagg ggatce 14796

<210> 123

<211> 2597

<212> ADN

<213> Homo sapiens

52



<400> 123

gagcagcgcyg
caggacttta
ttttaagggg
ggctggaggy
atggegteac
actggtttte
acttcatcat
tcaccggaca
cogeccaget
acttetgeca
ctgcaggggt
tgctectggtt
actggatcece
tggtcaaggyg
tttacaacta
agetgttett
cagcgaagoa
tgcaggccat
acatctgcca
atctttacac
acgecgtggy
accagaagga
aggtcatcoga
tgtogggett
tggoctactg
tggocecatcet
gecgggacty
aagggcacgc
tgggggactygy

gagagcccag

cgcaagcagyg
gccggttgag
ceggtteaag
cocaatgget
caatgacaga
actggcgage
ggcttgtgac
tgctoggete
ctatacettg
taagttteta
tgtgaacaag
tgcaaacgct
actgctgtgg
ctacttecttec
catgatggge
caatgggege
gegggagete
ctacgtgatt
tgaccacttc
gctgcagggt
cgteoctgeotyg
cotgttecge
gtgctectac
ctggggegty
cctggeoctgt
gctgacocac
ggagcgcetac
cctagggaga
catcccaget

cacttggcag
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ccaggggaag

aaggatcaag
aaggaaaagt
gcaaaattge
acegeatete
gtcatctteco
cagtacagct
tocggacatct
tgggtcacet
cceggctacy
tatcagatca
catctcectgt
tgcgecaaca
cccaccageg
atcgagttta
cocgggateg
cacagcacatg
gacttcttet
gggtggtacc
ctgtacttgg
ctgggectygy
cgeacggatyg
acdatcecgaeyg
gocogccact
ggeggtggeco
cgetgeoeteco
acdogoedgcag
agecctgtgg
ccaactcegag

gtgtccagta

gtgggcgeay
caggcatttyg
teccttetge
aacccaacat
aagggeagtyg
tactgetgtt
gegecocctgac
gggccaagac
tecaggtget
taggaggcat
acggectgea
cctggttcete
tecttggeta
ccagagactyg
acccteggat
tegeoctggac
tgaccaatge
ggaacgaaac
tgggotgggy
tgtaccaccc
tgggotacta
ggcgctgect
acgggcagaqg
tcaactacgt
acctgetgece
gggacgagoa
tgcettaceg
ggctgtcaag
gagccteagt

cctaatcacy
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gtgaggggeco
gagcacaggt
tgtgaaacta
tcccaaagec
gagcegtged
cgecceccette
cggcectgtg
tccacctata
tetgtacacy
ccaggagggy
agectggete
goccaccate
tgecogteteo
caaattcaca
cgggaagtgyg
cctcateaag
catggteoctyg
ctggtacctg
cgactgtgtec
cgtgcagctg
catetteoogg
catctgggge
gcaccacage
cggcgacctg
ctacttctac
cocgotgegeo
cctgetgect
agcegtgttcet
ttecteatet

ctetgttect

gaggtgtgeyg
gtctagaaac
tttggeaaga
aagagtctag
tgggaggtyyg
atcgtctact
gtggacatcg
acgaggaaag
teoteteocetyg
goecegtgacte
¢teadgcade
atcttcgaca
accttcgeca
ggcaatttet
tttgacttca
ctgtectteg
gtcaacgtoe
aagaccattg
tggctgoectt
tccacceocge
gtggcocaace
aggaagcoda
aagctgctygg
atgggcagecc
atcatctaca
agcaagtacg
ggaatcttet
gccaggtoca
gtaaactgga

tgcttttgece

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1800
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ttcaagggaa ttccgagtgt ccagcactgc cgtattgcca gcacagacgg attttctcta 1860
atcagtgtce ctgggcagga ggatgaccca gtcaccttta ctagtccttt ggagacaatt 1920
tacctgtatt aggagcoccag goccacgctac actctgocca cactggtgag caggaggtot 1980
teccacgece tgteattagg ctgcatttac tettgeotaaa taaaagtggg agtggggegt 2040
gogegttate catgtattge cttteagete tagatoccoce teccctgect getetgeagt 2100
cgtgggtggyg geoecegtgege cgtttetect tggtagogtg cacggtgttg aactgggaca 2160
ctggggagaa aggggctttc atgtegtttc cttcctgete ctgeotgcaca gcoctgccagga 2220
gtgctctgee tggagtotge agacctcaga gaggtcoccag cactggetgt ggotttcagg 2280
tgtaggcagg tgggctcoctge ttcccgatte cetgtgageg cccaccctet cgaaagaatt 2340
ttetgtettg coctgtgact gtgcagacte tggetogage aaccegggga acttcaccct 2400
caggggecte tecacaccett ctocageoegag gaggtoteoag teccagocte gggagggeoac 2460
ctocttttet gtgettteoett coctgaggea ttetteoctea teocctagggt gttgtgtaga 2520
actcttttta aactctatge tccgagtaga gttcatcttt atattaaact tccoccctgttce 2580
aaaaaaaaaa aaaaaaa 2597

<210> 124

<211> 1778

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 124

54



gaggagggaa
aggtctcceg
atgaccctgg
ccacccgagg
acagcggaga
tgtttegaga
cacaacgctyg
aaggcccacg
gaaatggtgt
caggagaaca
cectacgtgg
acccacageg
ttotgeacet

gacagaacca

agcagtaggy
goccatgeee
tgggaagacy
gaaatctttc
tagagaggygg
tgttcgcegga
ggtgaattet
tettettteg
agggagggge
cgccecgaag
ggattccagg
gagaggagygc
gggettgegy
tttetgagec
agtttatatt

atctacatat

<210> 125

aaggcgagca
acgggaggtt
ctttggtgtt
gtccccaaga
tecageactyg
acaactettg
gaaaatttga
ctotgeggea
cccagttgca
ccogggtgat
acctegtgaa
tgcaggttca
cggecatoca

agctctoccag

agactggecog
gaggcagagt
aacagtetga
ctcecacgecy
ggatgtcaca
acggacaggt
geacttacac
atctgtgaag
agggcaaggce
cttetggtge
acaggagtga
aggggccgag
ttcagagete
attgtactgt
ttaaccactyg

ctgtcatcta
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aaaaggaaga
aataccaaga
ggccaccttt
caggagctcc
tttggteaac
tgagattogg
tgececaggge
caggttcgge
gcgggaatge
agtggagatg
cttgetgotg
gtgtgagcag
gaagcetaoe

ggcccaccac

aggtgccaag
cgggggectt
gtattctgat
tcecattttet
cgcaggattc
gagatgagac
gtactcaagg
tcagtgggty
agggeocecca
agcagcctct
atgtaaaaat
ggggtgettg
ttggegagygy
ctgggcetggy
ctteaaatet

aataaatgge

gtgggaggag
accatgtgtg
gacccggege
cagcagaaaqg
getggegatg
ggcttacatg
aagtcattca
tgcataagecce
tacctcaagc
atccatttca
accetgtgggy
aactggggaa

acggegecce

Jgggaagcayg

gotgagegag
ggggctcagyg
atecggaggt
tatctatgga
tgtggggact
ccoctgggecce
gagogogeocde
teggeogete
gagctgggee
ggtgctgtet
aaatatcgct
gtgccaaact
tggagggagy
gggacactgt
cgattteact

tttcaaac
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gaggggagea
ccgagegget
gggggaccga
gcegectgte
tggggtgtay
ggatttgcat
tcaaagacge
ggaagtgocc
acgacctgtg
aggacttget
aggaggtgaa
gectgtgete
cegagageca

gacatcacct

gtagcaagag
gaccttecgyg
gaaatgaaag
cattccaaaa
gtggacttca
gtggggtcte
goegttatect
tgttgtggay
acacagtggy
ccgoggaagt
tagaatgcag
gaaattcagt
agtgtcattt

ccaagggagt

ttttttattt

caaaggatce
gggccagttc
cgocaccaac
cctgcagaat
cgtgtttgaa
gacttttetg
c¢ttgaaatgt
ggccatcagy
cgcggetgec
gctgcacgaa
ggaggccate
catettgage

gococaggtg

cccagagccc

ccacccaaac
aagcagcgag
gectggecace
catttaccat
tcgaggtgty
aggggtgcot
cgtacctttg
gaggtgaace
tgetgggect
cagggcgget
Jagaagggtyg
ttcttgtgtg
ctatgtgtaa
ggcccctaty

atecagttat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1778
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<211> 3246

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 125
cgcaccatac cggegeoggge acctggggayg aaatggatgyg agaagggace tggoetggaaa 60
getttgocee goetgetctge toogedeata agaggacece tgaaatgtod cgtgeagttt 120
gttcaagtcc cctgtgtgat gaaatgtgoe tctegeoctta ccegtgtgag aatacctgtg 180
gtogtggcage gagtattttg gtatttgace tgtccaaaga cgacttgata cctctataat 240
gtaacagaaa aggtcagaaa atattaagca agtagaagtg tggagcatat taagcaagat 300
gaacatcoteg ggaageaget gtggaageoece taactetgea gatacatceta gtgactttaa 360
ggacetttgg acaaaactaa aagaatgbca tgatagagaa gtacaaggtt tacaagtaaa 420
agtaaccaag ctaaaacagg aacgaatcett agatgeacaa agactagaag aattetteac 480
caaaaatcaa cagctgaggyg aacagcagaa agtccttcat gaaaccatta aagttttaga 540
agatcggtta agagoagget tatgtgateg ctgtgcagta actgaagaac atatgeggaa 600
aaaacagcaa gagtttgaaa atatccggca gcagaatctt aaacttatta cagaacttat 660
gaatgaaagg aatactctac aggaagaaaa taaaaagett tcetgaacaac tecageagaa 720



aattgagaat
agatteoaceg
ccocccatgte
tgaaatgaga
aattctagta
aagcagctat
tggacttggt
gototaccac
tactgaagat
acctactega
tttgaataca
actcootttt
tagtgccctt
atctaataaa
gactgagtac
aggccgaaca
ccaagettet
gaatggagac
gcocgtcaagag
ttatgagget
caactgcacy
tcagcecttg
tgetgtettt
tgacataaag
aggatgtgaa
tctacaaaac
agacctttct
aaaattagga
aaaaatgaag
tgatagecttg
agacagtttc

acacactcat

gatcaacage
ataacagcoct
cgatacatag
aaagttteca
getgacactt
acccctgata
gttcaagaag
tgtetggaag
agtttaagat
gtgteatete
agtttgtoce
agcaacactt
ttcacacatc
cagatactta
ggtaaagatt
tccaaaagga
tttgataaag
tgtgtgatgg
aaaagccaag
ttgaagacca
ttgeecaaag
aataaatgct
aaaatteocte
agtgetggtt
cttgeatcoag
aaccaagatg
cagtataaaa
ggagagacag
aagcaagagc
gaagatatgt
tcccaagcag

ggtgataaac
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atcaagcagco
tetecatttte
aacaaacaca
agtcttcaac
atgaccaaag
agtcatcttt
aatctgaaac
gaaatcacaa
tttcagattc
ctgtatttgyg
cttetatttt
gtatatetag
acagtcttgg
taaataaaaa
ctaacactga
agaaaactga
aaaatgettt
ataaacctet
gaagtgagac
ttecaaaggy
attecccagg
ctccagacaa
tacgtecacyg
ctceatgagece
ttettecagtt
tatecctttga
tggatgttac
tggacatgga
agaagggaga
ttgatcggac
cagatgaaga

aagacaaagt

tgagcttgaa
tggegttaac
tactaaattg
tcateccacaa
teaatcteca
taatttagct
teaaggtecae
gaaacagect
tacttcaaag
agetacotet
acagccotggg
attagaaaaa
gtctgaagtg
tataagtgaa
taaacatttyg
ggaagaaagt
ccctttteca
ggatcotgtet
ttctaaaaac
cttttectea
ggagecotgt
taaaccatca
tgaaagtttyg
aataaaaata
aaatccatgt
aaatatccag
tgtaatagat
ctgtacattg
aaaaagttca
aacacatgaa
ggaggaattg

caagcagaaa
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tgtgaggaag
cggetacgaa
gagcactctg
cataatccta
atggcocaaag
acagttgttg
atgagecococe
tttgaggaat
actcateocte
agtatcaaaa
aaaaaaaaac
actagatcaa
aacaagatca
tecctaggty
gagcccocotga
gaacatgaag
atggataate
gategatttt
aaatttagge
agecgtaagg
tcacaggaat
ttacaaataa
gagactgaga
caaaccaggt
agaactggta
tggagtatag
acaaaggatg
gttagtgaaa
aatgaagaaa
gagtatgaat
teotactgeea

gegtttgtgg

acgttattecc
gaaaggagaa
tgtgtgcaaa
atgaaaatga
cacatggaac
ctgaaacact
ttggtgatga
ctacaagaaa
aagaagaatt
gtggtttaga
atctgaaaac
aatctgaaga
ttatccagte
aacagaatag
aatcattggyg
taagctgccce
agttttecat
cagcetattea
aagtgactct
cctoagatgg
geatecatoct
aagaagaaaa
atgttttaga
cagaccatgyg
aaataaagtc
atccgggage
gcagtcagtce
cogttotett
gaaaaatgaa
cctgtttgge
caaagaaact

agccgtattt

780

840

9200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640



10

taaaggtgat
aaaagaggag
agatatgeoca
ctacattcca
ttgtatggaa
tcagocttac
acagaaacag
tactaaacat
aaatgtttgt
tctaacttaa

daaaaa

gaaagagaga
agaagaaaac
gcagaagaaa
cccaacacac
agaggttata
aacgcaatat
aaggatgaag
tgattttttt
gatattttge

gagtttttac

<210> 126

<211> 3085

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 126

gagcagcocaa
cgogoectged
agacgcggag
tagaagtaga
aaatatccge
ctcaccactg
ccagttgtac
gattatttte
aaggagcaat
tcattaaata
tatggaatca
gtgaacgagg
acdaaacttea
cgtgacaced
gtctgggtag
cctgtatata

ctgtctagta

aaggecegaeg
aggecgacygy
ggtcgaggeg
agacttaget
gcaagatgtt
aatctacagy
aactteatte
atgtaaatge
atactatcat
ttcagctcac
caataatttc
ggaagaaaat
¢tttaaaate
ccaccteatyg
aagcagagaa
aagtgaagcc

tcttaaaatt
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ctagettgea
tgcttgggea
gagaaaagaa
cagagaattt
ttaaggaaga
tttctccaaa
gacagttttt
gatottetgt
ttttgeacct

tttatgtagt

gagtegeget
gtetggeocea
gcogcggectyg
tcaaatccct
gacgttgcag
tgaacttcta
taattteact
taattacatt
aaacagaaca
ttgcaacatt
aggecttgect
gaggtgtgag
tgaatgggea
cactgttgat
tgoccttggg
caatccgeca

gacatggace

aaattttect
cacgtgtaag
attggettec
ttgggaagtt
tottgatoct
aggcaaggag
tecttettag
aaatggattt
ttaaaacaat

gatacctaat

gggccgecec
goctggegee
agtgaaaccce
actccttcac
acttgggtag
gatccatgtg
gecagtttgtg
gtctggaaaa
goatceagty
cttacattcy
ccagaaaaac
tgggatggtg
acacacaagt
tattetactg
aaggttacat
cataatttat

aacccaagta

58

catattgagyg
gaatgtgaaa
tgcetcaagac
ggttttcctt
tgtcctogte
cagaagacat
ttatttatag
ataaatcagt
aaggcegettt

acaattttga

ggegeagetg
aaggggtteg
aatggaaaaa
ttactaattt
tgecaagcctt
gttatatcag
tgctaaagga
caaaccattt
tcacctttac
gacagcttga
ctaaaaattt
gaagggaaac
ttgetgatty
tgtattttgt
cagatcatat

cagtgatcaa

ttaagagtgt

tggtteggaa
tttattatge
accgattoeg
ccactcagac
caaaaagacg
agacgttgaa
ttaaagttgg
tttetattga
cattttgeac

aaatacaaaa

aaccgggggce
tgegetgtgg
gecatgacatt
tgtgatttgy
gtttatttte
tecctgaatct
aaaatgtatg
tactattect
agatataget
acagaatgtt
gagttgcatt
acacttggag
caaagcaaaa
caacattgaa
caattttgat
ctcagaggaa

tataatacta

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3246

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
900
860

1020



aaatataaca
gacacagcat
gtgtttagga
gaagcaagtg
atagatccat
ccttttgaag
catttacaaa
tatctagcaa
atecctgect
gataacatgc
gagtggtgty
acegtgeate
gttacteocag
caagcetecac
gtcttagagt
atattttata
gaatatacat
acagatgaag
ggagaaattyg
ggagtgctgt
ccagatcectt
tttaattcaa
atagaagcaa
aaggaaaaaa
tctteotagge
actgtccagt
gtetteteaa
ctacaattag
aaacagaact
caagttteat

atttcacaat

ttcaatatag
ccacccgate
ttegetgtat
ggatcaccta
cccatactca
ccaatggaaa
attacacagt
ccctaacagt
gtgactttca
tttgggtgga
tgttatecaga
gcacctattt
tatatgetga
cttecaaagg
gggaccaact
gaaccatcat
tgtccteottt
gtgggaagga
aagccatagt
tetgetttaa
caaagagtca
aagatcaaat
atgacaaaaa
ttaatactga
caagcattte
attctaccgt
gatecegagte
tagatcatgt
gcagtcagca
cagtcaatga

cotgtggate
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gaccaaagat
ttecattcact
gaaggaagat
tgaagataga
aggctacaga
aatcttggat
taatgccaca
aagaaatctt
agcetacteac
atggactact
taaagcaceoe
aagagggaac
tggaccagga
acctactgtt
tcctgttgat
tggaaatgaa
gactagtgac
tggtccagaa
cgtgectgtt
taagogagacg
tattgcccag
gtatteoagat
gocttttcea
aggacacagc
tagcagtgat
ggtacacagt
tacccagooc
agatggoggt
tgaatecagt
ggaagatttt

tgggcaaatg

goctcaactt
gtccaagacc
ggtaagggat
ccatctaaag
actgtacaac
tatgaagtga
aaactgacag
gttggcaaat
cctgtaatgg
ccaagggaat
tgtatcacag
ttagcagaga
agaectgaat
cggacaaaaa
gttcagaatg
actgetgtga
acattgtaca
ttcactttta
tgcttageat
ctaattaaaa
tggtcaccte
ggcaatttea
gaagatctga
agtggtattg
gaaaatgaat
ggctacagac
ttgttagatt
gatggtattt
ccagatattt
gttagactta

aaaatgttte

59

ggagcocagat
ttaaaccttt
actggagtga
caccaagttt
tcgtgtggaa
ctetcacaag
taaatctcac
cagatgcagc
atettaaage
ctgtaaagaa
actggcaaca
gcaaatgeta
c¢cataaagge
aagtagggaa
gatttatcag
atgtggatte
tggtacgaat
ctaccccaaa
tcctattgac
aacacatctg
acactcctce
ctgatgtaag
aatcattgga
gggggtctte
cttcacaaaa
accaagttcc
cagaggageg
tgcccaggea
cacattttga
aacagcagat

aggaagttte

tecctoctgaa
tacagaatat
ctggagtgaa
ctggtataaa
gacattgcct
atggaaatca
aaatgatcgce
tgttttaact
attceoccaaa
atatatactt
agaagatggt
tttgataaca
ataccttaaa
aaacgaaget
aaattatact
tteccacaca
ggcagcatac
gtttgctcaa
aactecttetg
goectaatgtt
aaggcacaat
tgttgtggaa
cctgttcaaa
atgcatgtea
cactteogage
gtcagtccaa
goecagaagat
acagtacttc
aaggtcaaag
ttcagatecat

tgcageagat

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820

2880



10

15

gottttggte caggtactga
gcgactgatg aaggcatgece
atgcctcagt gaaggactag
ctaaaatgat tttatetgtg
<210> 127
<211> 585

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 127

ctgagactga cctgcaggac
ccttagcggt agtaactttg
atcccttecat taacaggaga
ctaaagtcca agagaggatce
cetghgatga ctacagactt
ataatcgcta cttcaggaag
tcttttttte tggaggctgg
acataggctt atatacaatg
tteccogocce cagattgata

aacatatgtg attgttcocat

<210> 128

<211> 1208

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 128
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gggacaagta gaaagatttg aaacagttgg catggaggcet

taaaagttac ttaccacaga ctgtacggca aggcggctac

tagttcctge tacaacttca gcagtaccta taaagtaaag

aatte

gaaaccatga
tgttatgaat
aatgcaaata
cgagaacgcet
tgegaacget
cgccgaggga
cacctgattt
cttctttceot
agtaatgaaa

aataaactte

agagcctgat
cacatgaaag
cctteatate
ctaagcectgt
acgecatggt
ccaaatgaga
tgtatcceccece
gtatattctec
gtgcactgea

tggtgtgata

60

ccttecttgee
catggaatct
ccctcageaq
ccacgagete
ttatggatac
ctgagggaag
tgtagcagca
ttgtctgget

gtgagggtca

atcctggccg
tatgaactta
agatggagag
aatagggaag
aatgetgect
aaaaaaaatc
ttactgaaat
gcaccccttt

aaggagagte

2840
3000
3060

3085

60

120

180

240

300

360

420

480

540

585
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aagcagacac aatggtaaga atggtgcctg tcctgetgtce toctgetgectg cttetgggte &80
ctgctgtcec ccaggagaac caagatggtc gttactctct gacctatgtc tacactggge 120
tgtccaagca tgttgaagac gtccccgegt ttcaggeocct tggectcactce aatgacctce 180
agttetttag atacaacagt aaagacagga agtctcagee catgggacte tggagacagg 240
tggaaggaat ggaggattgg aagcaggaca gocaacttca gaaggccagyg gaggacatet 300
ttatggagac ¢etgaaagac ategtggagt attacaacga cagtaacggg tetcacgtat 360
tgcagggaag gtttggttgt gagatcgaga ataacagaag cagcggagca ttctggaaat 420
attactatga tggaaaggac tacattgaat tcaacaaaga aatcccagcc tgggtcccct 480
tcgacccage agcccagata accaagcaga agtgggaggc agaaccagtc tacgtgcage 540
gggccaagge ttacctggag gaggagtgece ctgegactet geggaaatac ctgaaataca 600
gcaaaaatat c¢etggacegg caagatecte cetetghbggt ggtcaccage caccaggece 660
caggagaaaa gaagaaactg aagtgcoctgg cotacgactt ctacecaggg aaaattgatg 720
tgcactggac togggoecdgge gaggtgeagg agoctgagtt acggggagat gtteottcaca 780
atggaaatgg cacttaccag tceetgggtgg tggtggcagt gococecgoag gacacagece 840
cctactcectg ccacgtgcag cacagcagcec tggcccagcec cctogtggtg ccctgggagg 900
ccagctagga agcaagggtt ggaggcaatg tgggatctca gacccagtag ctgcoccttce 960
tgcctgatgt gggagctgaa ccacagaaat cacagtcaat ggatccacaa ggocctgagga 1020
geagtgtggg gggacagaca ggaggtggat ttggagacceg aagactggga tgoctgtett 1080
gagtagactt ggacccaaaa aatcatctca cottgagece acecccacee cattgtcetaa 1140
tetgtagaag ¢taataaata atecatcecte cttgectage aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 1200
aaaaaaaa 1208

<210> 129

<211> 3315

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 129

61



aataaatttc
tgetetgeeyg
gactgaatgt
catgagggty
aggatgagtc
ctaaagaaag
ccgggtggayg
tgaggattte
tttgatgaaa
tcaggtggat
acgacagatt
aagcgaggag
tgctgggaac
ctttgacaag
gaagaagaga
tgtaaagaaa

aaaaactaca

gactgtgceca

tctgtgattyg
ttgggtgagg
atcetectage
aaaatgtgac
atggaattta
atggatacta
attctcagtyg
cgtaaaaagt
geagagactyg
gtagagatca
cagctgattc
caaaaatcag
aaaagactat
actgatgaat
gaaaagaggce
actegtteca
gtgactgttc

tattggacca
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gttggtgaag
cgoggagega
tatggactaa
ccagecaggaa
agtgatttac
tgatgctgaa
aaggaaatga
ggcagaggac
ageogaagtge
aacggagaca
gagagatgct
ctctggettt
caaccattga
cactggattg
gotctactag
ttggctetge

ccaatgatgg

ggagccgaag

gttttcaaac
agtgaagggt
ataatacatg
aattacaact
tgaagattat
tgtgcggaat
agtccaattt
tgaccatgag
totggatgtt
gagagctgag
catgtgtgac
tctcaacaga
tgaatctggt
ggactettct
cogacagttt
agtagaccag
cgggoccatce

gaaaacaggt

62

cggagctgtg
ggcccaggtyg
gggggaaata
atttteaatt
actactggta
ctgtttgage
atccagttgg
ctggggaaat
aagctgaage
getgactgeg
acatctggca
ggccaaccat
toccattttat
ttggtgaaga
gttgatggte
gaggaatgaat
gaagctgtgt

actttacaac

ggogoggege
gggecagget
aacaagtatt
gacgttgaat
gatagaagag
agecttgtgeg
cgaaggactt
acaaggatet
atgcacgtaa
aaaagctgga
gcattcaact
ccagcagcaa
cagatatcag
ctttcaaact
cccctggace
ccatagttge
ccactattga

cttggaacag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



tgactecace
gocacagagt
tgaatcoctgt
agactgtegt
taccetgata
gactteteca
tetgactgag
agagaaattc
tatctgtage
ccttaacaga
catgtaccaa
gattcacttg
taaagtcttt
gttacaggac
gtattggagt
aaactcaaat
tgtgaccact
agteegtteg
taacctagga
cctgttactt
gectectgta
catgagggtt
tecagecacttt
aagggttagt
cttaaageca
cgtgagacaa
gtgggaggge
accagaagtt
ggatgeoattg
gtctttaata

tetgatgtge

ctgaacagea
aatggaggga
gttocatgtyg
gtggtctete
ggaacaccty
atgatcceoct
acaggoctgt
ctcagagtga
cttctaaaag
gectttatgg
gotgttggty
cagagagtgg
ggccetacaa
atcaagcgtc
cagttocatga
gccttttcaa
cotgaacate
accctcacca
cgacaaggoa
cccagcattg
ctoattacta
ttattaaaac
gtgctggtea
atggaattgyg
aatgetgete
tgacagaaac
agggcaaaga
ctcatteocce
aggacagaac
gtgttgagtyg

tgctggctga
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ggcagetgga
tgegectgea
gaaagcoggat
atccagaatg
tcaagattgg
ccattgttgt
ataggatcte
aaactgtace
actttetteg
aagcagcaga
aactgcccca
ctcagagtcc
tagtggccca
aacccaaggt
tggtggagea
caccacagac
agettetcaa
agaacactcce
acttttttge
actgactata
cttttageat
tatatatatc
ttgttgggay
ttgtgattet
atagaatgat
cctacctate
aaggattaga
attatgaact
tagtgatggg
gcacaacctt

actttgggtt

gccaagaact
tgactttgtt
aaaatttgge
tegggacage
agagggaatg
geattgtgta
tggetgtgac
cctecteage
aaacctcaaa
aatcacagat
ggecaacagyg
acatactaaa
tgctgtgeoee
ggttgagege
agagaacatt
accagatatt
gactecettea
tagatttggyg
tteotocaatyg
agaaaggaca
tetccagget
tccoctteoct
cttttagatyg
ttttggggaa
ctttetotag
tgataagatt
ccagaggatt
gagctataat
agtatgogta
gtaaatgtga

catttggggt

63

gagacagaca
totaagacgg
aaattatctce
tgteoccette
ctggcagact
aatgagattg
cgcacagtaa
aaagtggatg
gaacctette
gaagacaaca
gacacgattag
atggatgttg
aatccagace
ctgctttoct
gaccacctac
aaagtgagtt
tatagttece
agcaaaagca
ctoaagtgaa
catctgtact
tttacteaag
tctectcaag
agacatettt
gggggttatt
ttteatttag
agettgtete
taggatgcoct
atggagettt
gotttgattt
aagtacaact

caaagccagt

gtgtgggeac
ttattaaace
tgaagtgtcg
cctgeattee
ttgtgtecea
agcaaagagyg
aagagctgaa
atatccatge
tgaccttteg
gecatagctge
ctttccteat
ccaatctggce
cagtgacaat
tgcctcetgga
atgteattga
tactgggacc
tgtcacagag
agtctgecac
gteacatotyg
ctgctectgea
tttaattgtyg
tcacataata
ccaggggtag
gtteootttgg
aactgattte
agggtgggaa
ccttetaaga
cataaaaatg
ggatgattag
cgtatttatce

ttttctttta

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880

2540
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aaattgaatt cattctgatg cttggcocccoce atacccccaa ccttgtccag tggagcoccaa 3000
cttctaaagyg tcaatatatc atcctttgge atcccaacta acaataaaga gtaggcetata 3060
agggaagatt gtcaatattt tgtggtaaga aaagctacag tcattttttc tttgcacttt 3120
ggatgetgaa attttteocca tggaacatag ccacatctag atagatgtga getttttett 3180
ctgttaaaat tattcttaat gtetgtaaaa acgattttet tetgtagaat gtttgactte 3240
gtattgacee ttatctgtaa aacacctatt tgggataata tttggaaaaa aagtaaatag 3300
ctttttcaaa atgaa 3315

<210> 130

<211> 2128

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 130

64



cttggaagac
tgeaacctet
attacaggeca
gotccagttg
ttacctgtaa
gttectttge
aagcaattge
aagagcaagce
aaacagaaaa
cgecctetgg
tttattctgg
cagctcagaa
tatggttatt
acagtttata
ataacagaat
attaagccag
tggtcagtac
ceecctgaaa
gttetttget
acctacaaaa

agggacctca

ttgggtectt
gettectggg
tcatggaccy
gaggtccaaa

atagtggcca

aagcacaaaa
aggcaaccag
ageeocctgee
atgaagaatc
gtaaaggaaa
ctecttaaagt
gagaagtaga
teccatgatge
gagaacttca
tggcaaatgc
agaacttact
atgctccatc
tgattgaagg
atgaattttt
gaatatcacg

tttcaagact
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gggtegeagy
tttaagtgat
atctaaagaa
acgtgttcte

ggctcagegg

gettgtetee
tgtaccteat
ateggcacet
aaaaaagagqg
gtttggtaat
gttatttaaa
aatacagtec
taccagagte
gaaactttca
cctgtcttac
tcttyggatca
ttccaggagg
toggatgeat
agttgggaag
ggttgaatte

gttgaagcat

¢tggagtgea
teoteoctgeoct
aactgcattt
gtgactcagc
gtcttgtgte
agtcacaage
cctgteteca
gaaaataate
cagtgggctt
gtttatttgy
gctcageotgy
caccttogge
tacctaatte
aagtttgatyg
tgtcattcga
gctggagagce
accactctct
gatgagaagg
¢ctbecttityg
acattecetg

aatcccagcce

65

atggtgtgat
cagcoteoceg
caggacctgt
aatttccttg
cttcaaattc
cggttcagaa
ggccactgaa
ctgaggagga
tggaagactt
caagagaaaa
agaaagcogg
atcoctaatat
tggaatatge
agcagagaac
agagagttat
ttaaaattgc
gtggcaccct
tggatctetyg
aggcaaacac
actttgtaac

agaggccaat

c¢teagetcac
agtagetgag
taaggctaca
tcagaatcca
ttcccagege
tcagaageag
taacacccaa
actggeatca
tgaaattggt
gcaaagcaag
agtggagcat
tettagactyg
accacttgga
tgctacttat
tcatagagac
agattttggy
ggactacctg
gagecttgga
ataccaagag
agagggagee

gctcagagaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200

1260
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gtacttgaac
gaatcagcta
gccatataac
aatctagaac
attcagaaag
gtgctactta
ctgtgctagg
accactctge
gtgagtgtgt
ttetttttaa
ttectttagyg
cctecttaac
ccatttaggyg
tattttttta

agtatctatg

acccctggat
gcaaacagtc
ctgacaggaa
getacacaag
ctccacatca
tactggttea
catggtgtct
cctgaccoeg
aacttattgg
gtatgaaaat
aatgetgtgt
cacttatete
atttgottyg
aaacattgga

tcaaaaaaaa

<210> 131

<211> 586

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 131

ccagcctttc agtgcagget

cagacttgct gaacgctgag

ccttegacceca
tgaagaaggt
tgggattcat
agatgctgat
ccactctggt
ctgaacaccc
gttatttttt

ctggagaagce

caaaaagttc
gtttcacatyg
cctaaaagge
ggctgetgga
ggctgaaagc
aatctcggcc
actccceecat

aataaaggtt

<210> 132
<211> 817
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 132
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cacagcaaat
ttaggaatcg
catgctactg
aaatatttgt
ataaacatga
taatctggag
tcacaggagyg
atcagttaag
gttggcgaag
aaagatatat
gtctgteegg
ccatatgaga
gatacagaag
gtcatagcat

daaaaaaa

ccagccctec
gacatcaaga
ttccaaatgg
ctggacaagg
tteoteceocag
gacaaagatg
taagaagcac
cctcteogeea
ccectgtgge

gtaccagtea

tcatcaaaac
tgcaggagga
aagtttattt
tttactecage
cactctgaag
gcaaggtteg
caaatccaga
gagctgtgea
cctggtaaag
gtacagactt
caccecggta
gtgtgaaaaa
aggccatgtg

gtgtgtaaac

acccccacce
aggcggtggy
teggectgaa
acaaaagtgyg
atgccagaga
gggacggcaa
tgactgccec
cccteectgea
cctctaatga

gaaaaaaaaa
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catcaaattg
gaaatccttg
taccattgac
aggtgtgect
tgaaagtage
actgcagecg
gcctggotgt
ataaccttce
ctgttggaat
gtatttttte
ggectgattyg
taggaacacg
tctcagagcet

tttaaatatg

gagttgcagg
agecctttage
gaaaaagagt
cttecategag
ccetghbotget
aattggggtt
tggtcttceca
tttctgtteca
caccattctt

aaaaaa

CcCcaaaacaaa
agccagggct
tgctgceccte
taaceteocet
cacgagaatt
cocogtoage
ggggaaagtg
tagtacctga
gagtatgtga
tetggtggea
ggtttetagt
tgetetacet

gttaagggct

caaataaata

atgtcgatga
gctaccgact
gcggatgatyg
gaggatgage
aaagaaacca
gacgaattct
cctctectgee
gttcgtttat

ctggaaaatg

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100

2128

60
120
180
240
300
360
420
480
540

586
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agtcctgegt ccgggccccyg aggcogcagca gggcaccagg tggagcacca gctacgogtg 60
gocgcagcgea gcgtcectag caccgagocet cccgocagecg ccocgagatget gogaacagag 120
agctgccgec ccaggtogcocc cgccoggacag gtggoegegg cgtcoccccgcet ccectgotgetg 180
ctgetgetge tegectggty cgogggegee tgccgaggtyg ctecaatatt acctceaagga 240
ttacagectg aacaacaget acagttgtgg aatgagatag atgatacttg ttegtetttt 300
ctgtecattg atteteoagee teaggeateoe aacgeactgy aggagetttg ctttatgatte 360
atgggaatgc taccaaagcc tcaggaacaa gatgaaaaag ataatactaa aaggttctta 420
tttcattatt cgaagacaca gaagttgggc aagtcaaatyg ttgtgtcgtce agttgtgeat 480
cocgttgetge agotocgttcoce tcacctgoat gagagaagaa tgaagagatt cagagtggac 540
gaagaattcoe aaagteocett tgeaagtcaa agteogaggat attttttatt caggecacgg 600
aatggaagaa ggtcagcagy gttcatttaa aatggatgee agctaatttt ccacagagea 660
atgctatgga atacaaaatg tactgacatt ttgttttett ctgaaaaaaa teocttgetaa 720
atgtactctg ttgaaaatcc ctgtgttgtc aatgttctca gttgtaacaa tgttgtaaat 780
gttcaatttg ttgaaaatta aaaaatctaa aaataaa 817

<210> 133

<211> 1967

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 133

67



gaaggcegtgy
cggagtaggy
acgocogacct
ccatccccte
cocectteotgea
gaggcgeggg
gtggoctteg
ctegtgtage
ateggetgge
gtcgtgtace
ttttteggge
gocgtogage
cgtgccaccee

ccggtgetgg

ctecctaceg
cggeggctge
cogocgacge
ctcacctcga
ccocgoctcaa
gcaacctcac
cgatcaccat
geagetaceg
tggegeteac
tgtccaagca
tgaccatgac
gggcgetgge
gegetgtget

gegtgggeca
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ggccagtgag
goocogeace
cogogeccegt
agccaacatg
ccactcctac
gogecctoeca
goetgeotoact
gcegecgggayg
cgacctggte
gegttgggag
tgttttcggg
catcagggcg
geteggegty

gtacaccgta

cctggegeeyg
atgggggcag
ctgeocecete
aaggagaccc
acaggcatgt
gggteotggeg
ggtttegtgg
ageaagagea
gggecagette
cacatcgacc
ctecteoctegt
ccgcactggt
tggectggecg

cagtggeceyg

68

cogaggecge
cocageccea
ccgetgegge
ggggctacgg
gggcgoccga
aggattgegg
goaacgeoact
agaagtectt
tcaccaccec
cgteggggcyg
tgttcatcge
atgcgagocea
tgcteogeoctt

ggacgtggty

gtcccageag
gecgoeggtaa
tetetggacyg
aggggatgece
gcgttecgeeo
atcggtgtee
ggcocatgeotyg
cctgoetgtge
ggtegteate
gctctgecacc
cagcgccatg
catgaagacg
cgecctgetyg

cttecatcage

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

840



accgggcgag
tetgectttyg
accattaagg
cagtggggce
teggtetget
gttgagcact
gttegectgy
atccttette
cttcoecacee
ttggatttgt
agcttcaaac
tctgcctaac
gggaaattaa
tttgtaaaag
tteccccaag
tacatgtttt
ttgtgaattt
attatgtttce

cgctatagag

<210> 134
<211> 3524
<212> ADN

ggggcaacgg
ccttectggg
ceatggtgte
gcatcacgac
ggtctecget
gcaagacaca
cttecactgaa
gaaagttttg
ctactgtgat
cctttcoege
ttcttagaga
cctgggatga
aacctgeett
aaaaaaaaat
cocacecoca
tgtactttta
atatttgcgt
ttgagattta

tattcecataa

<213> Homo sapiens

<400> 134
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gactagetet
getettggeg
ccgetgedygy
cgagacggec
cctgataatg
cacggagaag
ccagatettg
ccagatgaga
tgatccttea
catgtcttca
accctgcagt
agtatctgtg
tetgecagga
cacagaaaca
aatataactyg
ctatatctac
atacattatc
tccacattga

tttgaataaa

teogeataact
ctgacagtca
gccaaggeca
attcagctta
atgttgaaaa
cagaaagaat
gatccttggg
aaaagaagac
aggttetgtg
tcacatccac
gtccagectaa
aactattttg
tcacatcact
cecadetoce
ttatecagaa
atacatcaat
atatgtaaaa
aacatggagc

gcataatttg

69

ggggcaacet
cottttectyg
cggcatetea
tggggatcat
tgatcttcaa
gcaacttctt
tttacctget
tcagagagcea
ctcagceoctt
aacttccact
gotgatgact
acagcagatg
ggaageteca
aaactattet
goetgttatgt
taaacttatg
tttgcatttt
tctaaatogt

tttgtac

tttettegee
caacctggec
gtecagtgee
gtgcgtgetyg
tcagacatca
cttaatagct
gttaagaaag
ageteactett
cogttggtte
aacacttgog
tgaagataaa
aggaattttg
tgactetett
cttttactte
cotgttteoca
tcotattgtt
tttattgaaa

taattttaac

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920

1967



tetecgteag
ccgecegece
cgocgctotge
cttcgaaagc
ctgtgecett
gaagctaaag
agagggtcag
ggaagggcct

gttttgcaca

ccgeattgee
gcecocgogeca
ctcagcgacg
catgttgcca
cagattgtag
tggattcagg
acgectgagg
gocacagoct

ctttgccata

ES 2714 582 T3

cgeteggegt
tgaacgccaa
ggaagccegt
gagccaacgt
ccceggetgaa
agtacctgga
aacecttaca
ccoctgccag

ttttcaccat

caggocoeey
ggtcgtggte
cagcctgagce
caagcatctc
gaacaacaac
gaaagcttta
gtaggagccee
ggcagggoccco

ttgattatgt

70

accegtgete
gtgectggtee
tacagatgce
aaaattctca
agacaagtgt
aacaagaggt
agctctgaaa
caggcattgc

agcaaaatac

gtocgecege
tcgtgetgac
catgccgatt
acactccaaa
geattgaccee
tcaagatgtg
ccagtgttag
caagggcttt

atgacattta

60

120

180

240

300

360

420

480

540



ttttteattt
cattattgta
tectgggttt
cocatggtea

gtcaacctgg

catgggagge
gcagcagygygce
cetcateceg
catcatgtgt
ttecatgtaaa
tgcacatctg
gccagcegtece
ctgagcgagg
ttggggtgaa

ageccaagygy

ctcoccteaca
agcattcaca
atgaagattce
catatectge
tcccacagga
gacatttgga
aaatgttcac
cttacgaata
agtggaaaac
attatagtga
tagtaacatyg
aaacccatca
atattgaaaa
aaaccttttg
attatccagg

cccaatccat

agtttgatta
cttgecttat
tgtattctet
gocctagggt
gcaaagcocta
tcaccoecett
tacccotgage
agcaccteoca
gtccacgact
ctgtgeacca
tgtcttgtgt
tcctctgtga
agatgectcct
ctaccttggt
aatteggtgt
tgtcagtacc
acttgttttt
ttteceaatt
cttocteocty
catttctcta
gtgtteccet
ttttgacaaa
cttttgecct
aaggaagtca
tgtaatcottg
tgttaagtat
acaaaaattyg
aatagageoct
aaattaacct
taatccaaga

gaaccaagac
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ttecagtgtea
tagagtgtet
gagectgtgea
ggagagecad
gtgaaggett
ctecatecac
tgaggcagca
catccteocac
gtctecatgy
agcaggaaat
ggaatattgt
ccaatgtctt
tgggcecttt
tococeocactg
goeaccagggt
ttcaaactag
ggtttttaaa
cacatctaac
ggccctatet
agagaacaat
cccactgagyg
ggcaagcact
ttgattaaag
aagcaaggaa
aattgtaact
tttecataagh
tceccttaaac
gagggatett
ctcactatac
tattttaaaa

cattgaattc

ctggagacac
tteocacggag
ggtggggaga
caagagggac
ctetetgtgg
atgggageeg
gtgtgaggee
gttetgetea
ccccgcasaaa
gaaaatgtct
ccattgtcca
gatgcatgca
gagtgcagtc
atcacaaaaa
tgaccocaga
ggccaagocc
acccagtaca
cteoatettct
gctetgegtg
gtgctatgtg
gcagtcgata
tgtgggtttt
actccagtta
actatgtaac
gttegtgaat
atttcaaatt
aaaaattaaa
tactagttat
cagtataatt
tctgtcacgt

ttggttgagg

71

gtagoagett
ccactectet
ctgggctgag
gectgggagt
gatgggatgg
ggtotgocte
agggcagagt
tcattetety
ggactcteag
tgtgttacct
atcctatgtt
ctgttccece
ctgatcagag
catggtgggt
ggattgetge
agcactgctt
caaaataace
tcaccatttyg
tcacectgtge
aagagtaagt
gagctgtatt
tgttttgttt
aaaaaaattt
atgtaggaag
ttaataatet
ggagetteat
atcctcaatc
aaagatacag
gagttttcag
agaacttgga

aaacaaacat

agactaagge
gactcaggge
ggagcctgge
gecaggacca
tggagggcca
ttetgggagy
gagacccage
tcteategat
gaccaaagct
gaaaacactyg
tttgttcaaa
tgtgcagecey
ccgtggtect
ccatgggoag
cccatcagtyg
gaggaaaaca
aatcotggac
gcaatgeocat
ttegggecct
caacctgeot
aagccactta
ttcattcagt
taatgaagaa
taggaagtaa
gtagggtaat
ggcagaaggc
cagctatgtt
aactcetttea
tggggcagte
tgtacctgee

gaccctaaat

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2400
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cttgactaca gtcaggaaag gaatcattte tatttcetcct ccatgggaga aaatagataa 2460
gagtagaaac tgcagggaaa attatttgea taacaatteoe tcotactaaca atcagetcct 2520
tectggagae tgeccageta aagceaatatg catttaaata cagtetteca tttgeaagygg 2580
aaaagtctct tgtaatccocga atctcttttt geotttogaac tgectagtcaa gtgogtccac 2640
gagctgttta ctagggatcc ctcatctgte cctcocegggac ctggtgetge ctctaccetga 2700
cactcecectty ggetccetgt aacctettca gaggeoceteg ctgecagete tgtatcagga 2760
cccagaggaa ggggocagag geteogttgac tggetgtgtg ttgggattga gtetgtgoca 2820
cgtgtatgtg ctgtggtgtg tececceteotyg tecaggeact gagataccag cgaggagget 2880
ccagagggca ctotgettgt tattagagat taccetectga gaaaaaaget teegettgga 2940
gcagaggggc tgaatagcag aaggttgcac ctcccccaac cttagatgtt ctaagtcttt 3000
ccattggatc tcattggacc cttccatggt gtgatogtet gactggtgtt atcaccgtgg 3060
gcteceoctgac tgggagttga tcgectttee caggtgetac acccttttce agetggatga 3120
gaatttgagt gotetgatec ctetacagag cttecctgac teattetgaa ggageccocat 3180
teoctgggaaa tatteccctag aaacttccaa atcccoctaag cagaccactg ataaaaccat 3240
gtagaaaatt tgttattttg caaccteget ggactetceag totctgagea ghgaatgatt 3300
cagtgttaaa tgtgatgaat actgtatttt gtattgtttc aagtgcatct cccagataat 3360
gtgaaaatgg tccaggagaa ggccaattcc tatacgcage gtgctttaaa aaataaataa 3420
gaaacaactc tttgagaaac aacaatttct actttgaagt cataccaatg aaaaaatgta 3480
tatgcactta taatttteet aataaagtte tgtactcaaa tgta 3524

<210> 135

<211> 1705

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 135

72
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ggctcactge atctccgget cctggactca agocgattcte ctgecteagg ctoceccaaggt &0
ggcagcacgc aaagggtgtc cctgtccctec aaggggtcat ggectceatg ttgetegecoce 120
ageggetgge ctgeagette cageacacgt accgectget ggtgectgga tecagacaca 180
ttagtcaage tgcagecaaa gtegacgttg aatttgatta tgatgggect ctgatgaaga 240
cggaagtece agggectaga totcaggagt taatgaaaca getgaatata attcagaatg 300
cagaggctgt gcattttttce tgcaattacg aagagagccg aggcaattac ctggttgatg 360
tggacggcaa ccgaatgctg gatctttatt cccagatcetc ctcetgttocec ataggttaca 420
gogacocgge cctcegtgaaa ctcatccaac agocacaaaa tgcgageatg tttgtcaaca 480
gacceegocect cgaaatcctg cetoeggaga actttgtgga gaagetecgg cagtocttge 540
tctoggtgge teccaaaggy atgtcccage tcatcaccat ggectgegge tcctgetcca 600
atgaaaacgc cttaaagacc atcttcatgt ggtaccggag caaggaaaga gggcagaggg 660
gattctccaa agaggagctyg gagacgtgca tgattaacca ggccccectgg tgocccgact 720
acagcatccot ctectteatg ggttecttee atgggaggac catgggttge ttagegacca 780
cgeactctaa agecattcac aagatcegata teccttectt tgactggecee ategeacegt 840
teccacgget gaaataccecet ctggaagagt ttgtgaaaga gaaccaacag gaagaggecyg 500
gectgtectgga agaggttgag gatctgattg tgaaatatcg aaaaaagaag aagacggtgg 980
cogggatcat cgtggagcoc atccagtccg agggtggaga caaccatgea tccgatgact 1020
tctttocggaa gotgagagac atcegecagga agcactgetg cgecttettg gtggacgagg 1080
tocagaccegyg aggaggetge acgggcaagt tetgggocca tgageactgg ggoctggatg 1140
acccageaga cgtgatgace ttceagcaaga agatgatgac tgggggette ttectceaagg 1200
aggagttcag gectaatget ccctacegga tettcaacac gtggetgggg gacceegteca 1260
agaacctgtt gctggcetgag gtcatcaaca tcatcaageg ggaggacctg ctaaataatg 1320
cagcccocatgce cgggaaggcec ctgctcacag gactgcectgga cctcoccaggec cggtaccceoco 1380
agttcatcag cagggtgaga ggacgaggca ccttttgetc cttcgatact cccgatgatt 1440
ceatacggaa taagetcatt ttaattgoca gaaacaaagg tgtggtgttg ggtggetgtg 1500
gtgacaaate cattegttte cgtoccacge tggtgtteag ggatcaccace getecacctgt 1560
tocteaatat ttteagtgace atettageag acttcaagta aagaagecat ttocactaca 1620
gtgagaaagc ccggatccca acagttgtca aattgattag tttgoctaat tcatgttttce 1680
acttaaaagt atcagaggtg gaatt 1705

<210> 136

<211> 2808

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 136

73



ggaaagcacc
gacccgaceg
agocgeagoe
ageccteocte
aagaggccgce
attttcoctga
ctacggtttc

aagtttteca

tgtgagctty
caceaggege
tetegggect
cctgtttgac
gtctgggcag
caccgattce
ataacccaac

ccaaagteac
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gcaagtcagt
ctgecteget
getgetgetyg
gogagagceta
agtgaatttt
gaaagtggge
agatccattt

gctgaataca

tcagagctce
cgggetecce
ctgaggtete
cacgttcacg
gaagattgca
acagatggtg
cttggtctac

gtggggcace

74

agccegetcec
ggccagecat
ctettggete
gtgececgge
cocggtogaca
tgattacagt
gectgggacte

accaccgeoce

agcecggecc
gggeccttgg
tecaggagegg
gocaccetgag
aaggacagct
caaaaggcct
cacctacaga

coccgeeceat

60
120
180
240
300
360
420

480



caggeoctecy
ctcagaagac
ggoccattte
ttctacagea
agagaaacag
actcotettet
ttgatcacgy
gggtetgtea
goggacgatg
cctgageteco
gteaceactyg
gaccttcaag
aacgataatce
gctaacgtcg
tgggaggcty
ccagtgaaca
cagtacatte
tccacagcca
cctgaaaaga
actgceccagy
actcgcaact
gacagggagy
gacaatggtt
aatgacaacg
cctcaggtca
gaactaacac
tctatcattt
ctoaktggata
gaaggggccyg
gocattotgy
ctgtttette

cgggacaacy

tttotggaat
agaagagaga
ctaaaaaccot
tcactggcea
gatggctgaa
cteacgetgt
taaccgatca
tggaaggtyge
atgtgaacac
ctgacaaaaa
ggcotggacag
gtgaggggtt
ctcegatett
taatcaccac
tatacaccat
acgatggcat
tacacgtage
ccgtcacegt
gagtggaagt
agccagacac
ggctggagat
attttgagea
cteocagttge
cccceatace
taaacattca
acgggcegagt
tgaagccaaa
accagaataa
coggegtotyg
ggattcttgg
ggaggagagce

tttattacta
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ccaagcagaa
ctgggttatt
ggttcoagate
aggagctgac
gotgacagag
gteatcocaac
gaatgacaac
tetteocagga
ctacaatgoo
tatgttcacce
agagagttte
aagcacaaca
caatcocace
actgaaagtg
attgaatgat
tttgaaaaca
agtgacgaat
ggatgtgctg
gtccgaggac
atttatggaa
taatccggac
cgtgaagaac
tactggaaca
agaacctcga
tgatgcagac
geccaactgy
gatggcctta
agaccaagtyg
taggaaggca
aggaattott

ggtggteaaa

tgatgaagaa

ttgctcacat
ccteocccatca
aaatccaaca
acacccoetg
cctctggata
gggaatgcag
aagcccgaat
acctetgtga
gecatogott
attaacagga
cctacgtata
gcaacagetg
acgtacaagg
actgatgetg
gatggtggac
gcaaagggct
gtggtaccott
gatgtgaatg
tttggcogtag
cagaaaataa
actggtgeca
agcacgtaca
gggacactte
actatattct
ettecteooea
accattcagt
gaggtgggtg
accaccttag
cagactgteg
gotttgotaa

gagoocttae

ggaggcggag

75

ttecoccaacte
gctgcccaga
aagacaaaga
ttggtgtott
gagaacgeat
ttgaggatee
tcacccagga
tggaggtcac
acaccatocet
acacaggagt
ccotggtggt
tgatcacagt
gtcaggtgec
atgcccegaa
aatttgtegt
tggattttga
ttgaggtote
aaggccccat
gccaggaaat
catatcggat
ttteccacteg
cagccoctaat
tgctgateoct
tctgtgagag
atacatctec
acaacgacee
actacaaaat
aggtcagegt
aagcaggatt
ttctgattct
tgoccccaga

aagaggacoa

ctotoctgge
aaatgaaaaa
aggcoaaggtt
tattattgaa
tgcocacatac
aatggagatt
ggtctttaag
agccacagac
cagocaagat
catcagtgtyg
teaagetget
cactgacace
tgagaacgag
taccccageog
caccacaaat
ggccaagcag
totocacoace
ctttgtgect
cacatcctac
ttggagagac
ggctgagcty
catagctaca
gtetgatgtyg
gaatccaaag
cttcacagea
aacccaagaa
caatctcaag
gtgtgactgt
gcaaattcoet
getgetottyg
ggatgacace

ggactttgac

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1300
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2400
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76

ttgagccagc tgcacaggog cctggacget cggoctgaag tgactcgtaa cgacgttgea 2460
ccaaccctca tgagtgtccc cecggtatcett cocogeccctg ccaatccoccga tgaaattgga 2520
aattttattyg atgaaaatct gaaagcgget gatactgacec ccacagcccc gocttatgat 2580
tetetgeteg tgtttgacta tgaaggaage ggtteocgaag ctgetagtet gagetceoctg 2640
aactdoteag agtcagacaa agaccaggac tatgactact tgaacgaatg gggcaatccg 2700
ttcaagaage tggetgacat gtacggagge ggoegaggacce actaggggac tegagagagg 2760
cggcecccagac catgtgcaga aatgcagaaa tcagegttcet ggtgtttt 2808

<210> 137

<211> 591

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 137
cttctotggg acacattgoc tteotgttttc tccagcatge gocttgeotcca getcctgtte 60
agggecagee ctgecacect getectggtt ctotgeoctge agttggggge caacaaaget 120
caggacaaca ctcggaagat cataataaag aattttgaca ttcccaagtce agtacgtcca 180
aatgacgaag tcactgcagt goettgeagtt caaacagaat tgaaagaatg catggtggtt 240
aaaacttacc tcattagcag catccctcta caaggtgcat ttaactataa gtatactgec 300
tgcctatgtg acgacaatcc aaaaaccttc tactgggact tttacaccaa cagaactgtg 360
caaattgcag ccgtcgttga tgttattcgg gaattaggeca tctgccctga tgatgetget 420
gtaatcccca tcaaaaacaa ccggttttat actattgaaa tectaaaggt agaataatgg 480
aagecctgte tgtttgecac accocaggtga tttectetaa agaaacttgg ctggaattte 540
tgetgtggte tataaaataa acttcettaac atgecttaaaa aaaaaaaaaa a 591
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de prediccion de una respuesta y/o el beneficio de la quimioterapia que contiene
taxano/antraciclina, incluyendo la quimioterapia neoadyuvante, en un paciente que padece o esta en riesgo de
desarrollar un cancer de mama recurrente, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de:

(a) la determinacién en una muestra de tumor de mama de dicho paciente de los niveles de expresion genética
de al menos 3 de los siguientes genes: BIRC5, DHCR7, AZGP1, RBBPS, IL6ST, y MGP, indicativos de una
respuesta a la quimioterapia de un tumor, y

(b) la combinacién matematica de los valores del nivel de expresion para los genes de dicho conjunto cuyos
valores se determinaron en la muestra tumoral para generar una puntuacién combinada, en la que dicha
puntuacion combinada es predictiva de dicha respuesta y/o beneficio de la quimioterapia.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1 para la predicciéon de una respuesta a la quimioterapia citotoxica,
preferentemente en tumores negativos a Her2/neu, positivos al receptor estrogénico (luminal), preferentemente en el
modo neoadyuvante.

3. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho nivel de expresion se
determina como no proteica, tal como un nivel de expresion genética.

4. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho nivel de expresion se
determina mediante al menos uno de

un procedimiento basado en PCR,

un procedimiento basado en micromatrices, o

un procedimiento basado en hibridacién, una estrategia de secuenciacion y/o secuenciacion de siguiente
generacion.

5. Un procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha determinacién de los
niveles de expresion es en una muestra tumoral fijada con formalina embebida en parafina o una muestra tumoral
fresca congelada.

6. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el nivel de expresiéon de dicho al
menos un marcador genético se determina como un patrén de expresidon con respecto a al menos un gen de
referencia o a un valor de expresién medio computado.

7. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha etapa de combinacién
matematica comprende una etapa de aplicacién de un algoritmo a los valores representativos de un nivel de
expresion de un gen determinado, en particular en el que dicho algoritmo es una combinacioén lineal de dichos
valores representativos de un nivel de expresion de un gen determinado, o en el que un valor representativo del nivel
de expresion de un gen determinado se multiplica por un coeficiente.

8. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que se determinan uno o mas
umbrales para dicha puntuacion combinada y se discrimina entre alto y bajo riesgo, medio y bajo riesgo, o mas
grupos de riesgo aplicando el umbral en la puntuacién combinada.

9. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que una puntuaciéon combinada alta
es indicativa del beneficio de una terapia mas agresiva, por ejemplo, una quimioterapia citotoxica.

10. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que se procesa la informacién con
respecto al estado ganglionar del paciente en la etapa de la combinacion matematica de los valores del nivel de
expresion de los genes para generar una puntuacién combinada.

11. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que se procesa dicha informacion
con respecto al tamafio tumoral del paciente en la etapa de combinacién matematica de los valores del nivel de
expresion de los genes para generar una puntuacién combinada.

12. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que se procesa dicha informacion
con respecto al estado ganglionar y el tamafio tumoral del paciente en la etapa de combinacion matematica de los
valores del nivel de expresion de los genes para generar una puntuacién combinada.

77



Puntuacion EP

| ¢[ w%

ES 2714 582 T3

Sensibilidad
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