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DESCRIPCION
Métodos y kits para clasificar linfoma de linfocitos B grande difuso (DLBCL) en GCB-DLBCL o en ABC-DLBCL
Sector de la técnica

La presente invencion se refiere a métodos y kits para clasificar un linfoma de linfocitos B grande difuso (DLBCL) de
un sujeto en un GCB-DLBCL o en un ABC-DLBCL.

Estado de la técnica

El linfoma de linfocitos B grande difuso (DLBCL) es el linfoma no hodgkiniano (NHL) mas frecuente, representando del
30 al 40 % de los diagnosticos'. Su prondstico ha mejorado significativamente a lo largo de la ultima década,
predominantemente a causa de la adicion del anticuerpo Rituximab a los ciclos de quimioterapia?.
Desafortunadamente, aproximadamente un tercio de los sujetos no responden a los tratamientos o padecen recidiva
rapidamente, y una mayoria de ellos sucumben rapidamente a la enfermedad?. Estas diferencias en las evoluciones
clinicas pueden explicarse, al menos en parte, por la heterogeneidad de este tumor, que reagrupa dos subtipos
principales con diferentes desenlaces clinicos*. El primero, denominado similar a linfocitos B centrales germinales
(GCB), se desarrolla a partir de linfocitos B germinales. Es el que tiene mas posibilidades de curarse, con una tasa de
supervivencia global de 5 afios de casi un 75 %. El segundo, denominado similar a linfocitos B activados (ABC), se
desarrolla a partir de linfocitos B GC o plasmoblastos. Es mas agresivo y puede curarse solamente en
aproximadamente un 30 % de los sujetos®.

Aunque esta clasificacion GCB/ABC por las células de origen (COO) se ha descrito hace mas de 10 afios, aun tiene
poca influencia en lo practica clinica. Sin embargo, los Ultimos avances sugieren que estos tumores podrian
beneficiarse dentro de poco de los tratamientos dirigidos. La sefalizacion a través del receptor de linfocitos B (BCR),
por ejemplo, ha demostrado ser esencial para la supervivencia de células de ABC-DLBCL, y los inhibidores especificos
dirigidos contra el componente principal de la ruta de NFkappaB deberian llegar a estar disponibles rdpidamente en
clinica (ref Roschewski et al., Nature review 2014). Asimismo, los GCB-DLBCL podrian beneficiarse dentro de poco
de los inhibidores de las oncoproteinas BCL2 o BCL6 y de los tratamientos dirigidos a sus anomalias epigenéticas
recurrentes. Desafortunadamente, estos linfomas son morfolégicamente indistinguibles en el diagnéstico rutinario, que
es un problema principal para el desarrollo de estos tratamientos. Ademas, la identificacion de la expresion génica
basada en micromatrices, que se considera el "método de referencia" para discriminar estos tumores, sigue siendo
poco trasladable al diagnéstico rutinario, y los algoritmos inmunohistoquimicos (IHC) equivalentes que se han
propuesto a menudo se consideran poco fiables (ref Ludenburg consortium De Jong JCO 2007 y Salles Blood 2011).

Objeto de la invencion

Los autores de la invencion desarrollaron un ensayo basado en amplificacion con sonda dependiente de ligamiento
multiple con retrotranscriptasa (RT-MLPA - del inglés amplificacion con sonda dependiente de ligamiento multiple con
retrotranscriptasa) robusto que permite una rapida, parca y precisa clasificacion de DLBCL GCB y ABC en diagnéstico
rutinario. En particular, la presente invencién se define por las reivindicaciones.

Descripcion detallada de la invencién

El linfoma de linfocitos B grande difuso (DLBCL) es el linfoma no hodgkiniano mas comun. Se subdivide en dos
subtipos moleculares, similar a linfocitos B centrales germinales (GCB) y similar a linfocitos B activados (ABC), que
derivan de linfocitos B maduros en diferentes fases de diferenciacion. Desafortunadamente, no hay métodos de
identificacion de expresion génica para distinguir estas enfermedades disponibles en diagnéstico rutinario y los
algoritmos inmunohistoquimicos equivalentes se consideran poco reproducibles. Para abordar este problema, los
autores de la invencién han desarrollado un método de identificacion de expresion génica simple y barato basado en
un rasgo distintivo de 14 genes y un ensayo de amplificacién con sonda dependiente de ligamiento multiple con
retrotranscriptasa (RT-MLPA). Capacitado en 50 casos de DLBCL, demostré su precisién en comparacion con la
identificacion de expresion génica realizada por ensayos Illlumina DASL (50 casos) o ensayos Affymetrix (64 casos), y
que es mas fiable que la inmunoquimica (176 casos). Ademés, RT-MLPA demostré ser suficientemente sensible para
obtener resultados satisfactorios de muestras de FFPE (29 casos) y suficientemente flexible para incluir factores
pronosticos adicionales como la coexpresion de MYC/BCL2. Al requerir solamente instrumentos comunes de biologia
molecular (un termociclador y un analizador de fragmentos), este ensayo podria implementarse faciimente en
laboratorios corrientes y representa una herramienta adecuada para la estratificacion de pacientes en ensayos clinicos
prospectivos y para guiar la toma de decisiones de tratamiento en la practica clinica.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un método para clasificar un linfoma de linfocitos B grande difuso
(DLBCL) de un sujeto en un GCB-DLBCL o en un ABC-DLBCL, que comprende la etapa de determinar el nivel de
expresion de 10 genes en una muestra de tejido tumoral obtenida del sujeto realizando un ensayo de amplificacion
con sonda dependiente de ligamiento multiple con retrotranscriptasa (RT-MLPA) en el que los 10 genes son NEKG®,
IRF4, IGHM, LMO2, FOXP1, TNFRSF9, BCL6, TNFRSF13B, CCND2 y MYBLA1.
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En algunas realizaciones, el ensayo de RT-MPLPA del método de la presente invencién comprende ademas un medio
para determinar el nivel de expresion de CCND1 en la muestra de tumor. Determinar el nivel de expresion de CCND1
es particularmente adecuado para excluir el hecho de que el linfoma de linfocitos B del sujeto sea un linfoma de
linfocitos B del manto.

En algunas realizaciones, el ensayo de RT-MPLPA del método de la presente invencién comprende ademas un medio
para determinar el nivel de expresion de MS4A1 en la muestra de tumor. Determinar el nivel de expresion de MS4A1
es particularmente adecuado para determinar si el sujeto conseguira una respuesta con un anticuerpo anti-CD20.

En algunas realizaciones, el ensayo de RT-MPLPA del método de la presente invencién comprende ademds un medio
para determinar el nivel o los niveles de expresion de MYC y/o BCL2 en la muestra de tumor. Determinar el nivel de
expresion de MYC y/o BCL2 es particularmente adecuado para predecir el desenlace clinico de supervivencia del
paciente.

En algunas realizaciones, el método de la presente invencién comprende una etapa de determinar el nivel de expresion
de 14 genes en una muestra de tejido tumoral obtenida del sujeto realizando un ensayo de amplificacién con sonda
dependiente de ligamiento multiple con retrotranscriptasa (RT-MLPA) en el que los 14 genes son NEK6, IRF4, IGHM,
CCND1, LMO2, FOXP1, TNFRSF9, BCL6, TNFRSF13B, CCND2, MYC, MYBL1, BCL2 y MS4A1.

La expresion "muestra de tumor" significa cualquier muestra de tejido derivada del tumor del sujeto. La muestra de
tejido se obtiene con fines de evaluacién in vitro y tipicamente proviene de la biopsia realizada en un tumor del sujeto.
La muestra puede ser reciente, congelada o incluida (por ejemplo, biopsia de FFPE).

En la presente memoria descriptiva, el nombre de cada uno de los genes de interés se refiere al nombre reconocido
internacionalmente del gen correspondiente, segin se encuentra en las bases de datos de secuencias génicas y
secuencias proteinicas reconocidas internacionalmente, incluyendo la base de datos del HUGO Gene Nomenclature
Committee que esta disponible de manera destacable en la siguiente direccion de Internet:
http://www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature/index.html. En la presente memoria descriptiva, el nombre de cada uno de los
genes de interés se puede referir también al nombre reconocido internacionalmente del gen correspondiente, segun
se encuentra en la base de datos de secuencias génicas reconocida internacionalmente Genbank. A través de estas
bases de datos de secuencias reconocidas internacionalmente, un experto en la materia puede recuperar el acido
nucleico del gen de interés descrito en este documento.

Como se usa en este documento, el término "NEK6" tiene su significado general en la técnica y se refiere al gen de la
cinasa 6 relacionada con NIMA. Una secuencia de ADNc tipica de NEK6 se representa por la SEQ ID NO:1.

SEQ ID NO: 1 (NEK6_homo sapiens)
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GGCGGAACCGAGCTGACGGGCGTGCGGCCGCTGCGCCGCAAACTCGTGTGGGACGCACCGCTCCAGCCG
CCCGCGGGCCAGCGCACCGGTCCCCCAGCGGCAGCCGAGCCCGCCCGCGCGCCGGAGAAGAAGACACAT
GAATTAGAGACAGCACGGGGGAGCAGGCTGTGGAGCTGGGAGTGACGGGGTGAGTCCAGGAAGGCTGCC
TGGAGGAGATGCCCAGGAGAGAAGTTTGCTGGGAGGCAGCTCATTTCCGGCAGGAGGAGCAGAGCCTGC
CAAGGCCTCGAGTTCGTGCCCTCGTGAGGCTGGCATGCAGGATGGCAGGACAGCCCGGCCACATGCCCC
ATGGAGGGAGTTCCAACAACCTCTGCCACACCCTGGGGCCTGTGCATCCTCCTGACCCACAGAGGCATC

CCAACACGCTGTCTTTTCGCTGCTCGCTGGCGGACTTCCAGATCGAAAAGAAGATAGGCCGAGGACAGT
TCAGCGAGGTGTACAAGGCCACCTGCCTGCTGGACAGGAAGACAGTGGCTCTGAAGAAGGTGCAGATCT

TTGAGATGATGGACGCCAAGGCGAGGCAGGACTGTGTCAAGGAGATCGGCCTCTTGAAGCAACTGAACC
ACCCAAATATCATCAAGTATTTGGACTCGTTTATCGAAGACAACGAGCTGAACATTGTGCTGGAGTTGG
CTGACGCAGGGGACCTCTCGCAGATGATCAAGTACTTTAAGAAGCAGAAGCGGCTCATCCCGGAGAGGA
CAGTATGGAAGTACTTTGTGCAGCTGTGCAGCGCCGTGGAGCACATGCATTCACGCCGGGTGATGCACC
GAGACATCAAGCCTGCCAACGTGTTCATCACAGCCACGGGCGTCGTGAAGCTCGGTGACCTTGGTCTGG
GCCGCTTCTTCAGCTCTGAGACCACCGCAGCCCACTCCCTAGTGGGGACGCCCTACTACATGTCACCGG
AGAGGATCCATGAGAACGGCTACAACTTCAAGTCCGACATCTGGTCCCTGGGCTGTCTGCTGTACGAGA
TGGCAGCCCTCCAGAGCCCCTTCTATGGAGATAAGATGAATCTCTTCTCCCTGTGCCAGAAGATCGAGC
AGTGTGACTACCCCCCACTCCCCGGGGAGCACTACTCCGAGAAGTTACGAGAACTGGTCAGCATGTGCA
TCTGCCCTGACCCCCACCAGAGACCTGACATCGGATACGTGCACCAGGTGGCCAAGCAGATGCACATCT
GGATGTCCAGCACCTGAGCGTGGATGCACCGTGCCTTATCAAAGCCAGCACCACTTTGCCTTACTTGAG
TCGTCTTCTCTTCGAGTGGCCACCTGGTAGCCTAGAACAGCTAAGACCACAGGGTTCAGCAGGTTCCCC
AAAAGGCTGCCCAGCCTTACAGCAGATGCTGAAGGCAGAGCAGCTGAGGGAGGGGCGCTGGCCACATGT
CACTGATGGTCAGATTCCAAAGTCCTTTCTTTATACTGTTGTGGACAATCTCAGCTGGGTCAATAAGGG
CAGGTGGTTCAGCGAGCCACGGCAGCCCCCTGTATCTGGATTGTAATGTGAATCTTTAGGGTAATTCCT
CCAGTGACCTGTCAAGGCTTATGCTAACAGGAGACTTGCAGGAGACCGTGTGATTTGTGTAGTGAGCCT
TTGAAAATGGTTAGTACCGGGTTCAGTTTAGTTCTTAGTATCTTTTCAATCAAGCTGTGTGCTTAATTT
ACTCTGTTGTAAAGGGATAAAGTGGAAATCATTTTTTTCCGTGGAGTGGTGATTCTGCTAACATTTTTA
TCTACGTTTTATAACTTGGTGAGTGACGATGAGAGCCCTGCACCTGGCCAGAGTGTCACAGGCAAAAGG
CATCGGGAAGCAGGAGCATCTTCTTGGCAGCCAGGCTGGGCCATCTTCTCCTGGACACCTGCTGTGTAC
CAGGAACTTCGTCACCTCCTTGAATGCTGGCGGTTCATTTCATGATCAGTGTTAAGCATTTTCCTCCAT
GGGAAGGAAGCATGGGATATAGAAAAGCGAAGGGCTGTCCTTTACAAATTCTGGTTCTGCAACTTCCTA
GCGTGACTTTGGGCTTGGGCAAGTTTCTTAGCCGTTCTGAGCCTTCATTTCCTCATCTGTACAATGAGA
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TTAATAGTACCTATCATCTACCTTCAGGATTGCTGACAGACAGAATTTGAAATAAAATATGCAAGTTAG
CTAATACAAAAAGTAGATGATCCAAAAATGGTAGCCACTCACCCTTCACAAACTGAAGTCCATGGACCA
CGGAAGTCGAGAATTAATGTACACCTGTATCATGTGTAGGAAACCAGAAATGTGTTCCTTATTTCTTGT
TCCCAAACAGGATTAACTGTGAAGACTAATTTATAAATGTGAACCTAAGAAAACTCCACCTCTGAAGGA
AATCATTTGAATTTTGTTTTTGTACGTAAAGTTAACCTTCCAATTGTCTGAGCTGTCGTCACTGACTTC
ATGACAGTCTGGCCCTCCAGACAAGAGCAGCGCTGGCATCGGGCAGGTGATTCCTGACACCTGCTGCCT
GCAGGCATTCACTGACCAGGCCTTTCCTGGAGGAAACACCCAGGGCCGGGCGGCTGCTGTTTCCACACG
TGGACTCGGATCTGCTGTGACACCGTCAGCCCGACAGTCTCTCCATATGCAGCCTTTCCTCTGTACTTT
TCTCCATGGTTGAAATAARAACAGGGTGACTGGGAGTTACTTAGAATTCATGAAGATTTTAAAATGGCTT
TGGAGATTTTGCTTTTAAACCAGTAGATTCAAAACTTAAACAGCGTCTGCAGCACAATTTCTTGAGGAA
CCTTGAAAAACACAACTTCCCAGGCCCCATTCAGTAATCCCAGGATTTCTTTAAGCTCCCCAAATAATT
TTGAAACTCATCATCAGCCGAGTTTCTGCCCTCATGAGGTAATTCCATCGTTCTCCCCAGCCTGCCCCT
GGCAGCTGTAACACAGGAGCTGGCCTGAGAGCAGATTCACCCTGGAATGTTCTCTCCACAGAACAATCA
AGTCCCTGTCGCCTGCCTAGTGCTTACCACTGAAGATTTTTCTGATTCCAGACCAACTTTTTGCCAACA
TTCTGCTTCCAGCTCTCTGAGCCCCTGCCGTGTCTCCCCAACACTGCCAGCCCCAGCACGCAATCAACC
TACTTTGTGCATGCCACCCGCTTTCCACACTGTGAGAACAATCTGCCCAACTGGACCCTCTGGAGGCGC
ACGATCTCAGCCACTCACCAGGCCTGAGTGTTTGTGAAATGATCATGTCCTACTTATTACAAAACCGTA
ACCCCAAAACATTCCTTTTATTTCTGTGAAACCGGCCAAAGTGAGGTCCACCCACCTTCACACAGCTCT
GGCGGTGCACCTGCTCACCTTCTCTTGGTTCTCAGAACTGAGCTGGGCTTGAGAACACAGCTTTGGCTT
TGCCATTTTTTTCCTACTTGGCTGCTGAGGTGGAGGGTGTGCTGCACTTATCACCCCATTTCAAAACCA
AACCAAACCTGAGGCCACCCCAAACAAATTCAGCCAGCAAAAAGGGTAGGTATCGATGGTCACCTGAAG
CCTCAAGGGAGTCCACTCTGACTTCTGACAG

Como se usa en este documento, el término "IRF4" tiene su significado general en la técnica y se refiere al gen del
factor 4 regulador de interferén. Una secuencia de ADNCc tipica de IRF4 se representa por la SEQ ID NO:2.

SEQ ID NO: 2 (IRF4_homo sapiens)

ACCTCGCACTCTCAGTTTCACCGCTCGATCTTGGGACCCACCGCTGCCCTCAGCTCCGAGTCCAGGGCG
AGTGCAGAGCAGAGCGGGCGGAGGACCCCGGGLCGLGGGCECGEGACGGCACGCGGGGCATGAACCTGGAG
GGCGGCGGCCGAGGCGGAGAGTTCGGCATGAGCGCGGTGAGCTGCGGCAACGGGAAGCTCCGCCAGTGG
CTGATCGACCAGATCGACAGCGGCAAGTACCCCGGGCTGGTGTGGGAGAACGAGGAGAAGAGCATCTTC
CGCATCCCCTGGAAGCACGCGGGCAAGCAGGACTACAACCGCGAGGAGGACGCCGCGCTCTTCAAGGCT
TGGGCACTGTTTAAAGGAAAGTTCCGAGAAGGCATCGACAAGCCGGACCCTCCCACCTGGAAGALCGLGC
CTGCGGTGCGCTTTGAACAAGAGCAATGACTTTGAGGAACTGGTTGAGCGGAGCCAGCTGGACATCTCA
GACCCGTACAAAGTGTACAGGATTGTTCCTGAGGGAGCCAAAAAAGGAGCCAAGCAGCTCACCCTGGAG
GACCCGCAGATGTCCATGAGCCACCCCTACACCATGACAACGCCTTACCCTTCGCTCCCAGCCCAGCAG
GTTCACAACTACATGATGCCACCCCTCGACCGAAGCTGGAGGGACTACGTCCCGGATCAGCCACACCCG
GAAATCCCGTACCAATGTCCCATGACGTTTGGACCCCGCGGCCACCACTGGCAAGGCCCAGCTTGTGAA
AATGGTTGCCAGGTGACAGGAACCTTTTATGCTTGTGCCCCACCTGAGTCCCAGGCTCCCGGAGTCCCC
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ACAGAGCCAAGCATAAGGTCTGCCGAAGCCTTGGCGTTCTCAGACTGCCGGCTGCACATCTGCCTGTAC

TACCGGGAAATCCTCGTGAAGGAGCTGACCACGTCCAGCCCCGAGGGCTGCCGGATCTCCCATGGACAT
ACGTATGACGCCAGCAACCTGGACCAGGTCCTGTTCCCCTACCCAGAGGACAATGGCCAGAGGAAAAAC
ATTGAGAAGCTGCTGAGCCACCTGGAGAGGGGCGTGGTCCTCTGGATGGCCCCCGACGGGCTCTATGCG
AAAAGACTGTGCCAGAGCAGGATCTACTGGGACGGGCCCCTGGCGCTGTGCAACGACCGGCCCAACAAA
CTGGAGAGAGACCAGACCTGCAAGCTCTTTGACACACAGCAGTTCTTGTCAGAGCTGCAAGCGTTTGCT
CACCACGGCCGCTCCCTGCCAAGATTCCAGGTGACTCTATGCTTTGGAGAGGAGTTTCCAGACCCTCAG
AGGCAAAGAAAGCTCATCACAGCTCACGTAGAACCTCTGCTAGCCAGACAACTATATTATTTTGCTCAA
CAAAACAGTGGACATTTCCTGAGGGGCTACGATTTACCAGAACACATCAGCAATCCAGAAGATTACCAC
AGATCTATCCGCCATTCCTCTATTCAAGAATGAAAAATGTCAAGATGAGTGGTTTTCTTTTTCCTTTTT
TTTTTTTTTTTTTTGATACGGGGATACGGGGTCTTGCTCTGTCTCCCAGGCTGGAGTGCAGTGACACAA
TCTCAGCTCACTGTGACCTCCGCCTCCTGGGTTCAAGAGACTCTCCTGCCTCAGCCTCCCTGGTAGCTG
GGATTACAGGTGTGAGCCACTGCACCCACCCAAGACAAGTGATTTTCATTGTAAATATTTGACTTTAGT
GAAAGCGTCCAATTGACTGCCCTCTTACTGTTTTGAGGAATTCAGAAGTGGAGATTTCAGTTCAGCGGT
TGAGGAGAATTGCGGCGAGACAAGCATGGAAAATCAGTGACATCTGATTGGCAGATGAGCTTATTTCAA
AAGGAAGGGTGGCTTTGCATTTCTTGTGTTCTGTAGACTGCCATCATTGATGATCACTGTGAAAATTGA
CCAAGTGATGTGTTTACATTTACTGAAATGCGCTCTTTAATTTGTTGTAGATTAGGTCTTGCTGGAAGA
CAGAGAAAACTTGCCTTTCAGTATTGACACTGACTAGAGTGATGACTGCTTGTAGGTATGTCTGTGCCA
TTTCTCAGGGAAGTAAGATGTAAATTGAAGAAGCCTCACACGTAAAAGAAATGTATTAATGTATGTAGG
AGCTGCAGTTCTTGTGGAAGACACTTGCTGAGTGAAGGAAATGAATCTTTGACTGAAGCCGTGCCTGTA
GCCTTGGGGAGGCCCATCCCCCACCTGCCAGCGGTTTCCTGGTGTGGGTCCCTCTGCCCCGCCCTCCTT
CCCATTGGCTTTCTCTCCTTGGCCTTTCCTGGAAGCCAGTTAGTAAACTTCCTATTTTCTTGAGTCAAA
AAACATGAGCGCTACTCTTGGATGGGACATTTTTGTCTGTCCTACAATCTAGTAATGTCTAAGTAATGG
TTAAGTTTTCTTGTTTCTGCATCTTTTTGACCCTCATTCTTTAGAGATGCTAAAATTCTTCGCATAAAG
AAGAAGAAATTAAGGAACATAAATCTTAATACTTGAACTGTTGCCCTTCTGTCCAAGTACTTAACTATC
TGTTCCCTTCCTCTGTGCCACGCTCCTCTGTTTGTTTGGCTGTCCAGCGATCAGCCATGGCGACACTAA
AGGAGGAGGAGCCGGGGACTCCCAGGCTGGAGAGCACTGCCAGGACCCACCACTGGAAGCAGGATGGAG
CTGACTACGGAACTGCACACTCAGTGGGCTGTTTCTGCTTATTTCATCTGTTCTATGCTTCCTCGTGCC
AATTATAGTTTGACAGGGCCTTAAAATTACTTGGCTTTTTCCAAATGCTTCTATTTATAGAATCCCAAA
GACCTCCACTTGCTTAAGTATACCTATCACTTACATTTTTGTGGTTTTGAGAAAGTACAGCAGTAGACT
GGGGCGTCACCTICCAGGCCGTTTCTCATACTACAGGATATTTACTATTACTCCCAGGATCAGCAGAAGA
TTGCGTAGCTCTCAAATGTGTGTTCCTGCTTTTCTAATGGATATTTTAAATTCATTCAACAAGCACCTA
GTAAGTGCCTGCTGTATCCCTACATTACACAGTTCAGCCTTTATCAAGCTTAGTGAGCAGTGAGCACTG
AAACATTATTTTTTAATGTTTAAAAAGTTTCTAATATTAAAGTCAGAATATTAATACAATTAATATTAA
TATTAACTACAGAAAAGACAAACAGTAGAGAACAGCAAAAAAATAAAAAGGATCTCCTTTTTTCCCAGC
CCAAATTCTCCTICTCTAAAAGTGTCCACAAGAAGGGGTGTTTATTCTTCCAACACATTTCACTTTTCTIG
TAAATATACATAAACTTAAAAAGAAAACCTCATGGAGTCATCTTGCACACACTTTCATGCAGTGCTCTT
TGTAGCTAACAGTGAAGATTTACCTCGTTCTGCTCAGAGGCCTTGCTGTGGAGCTCCACTGCCATGTAC
CCAGTAGGGTTTGACATTTCATTAGCCATGCAACATGGATATGTATTGGGCAGCAGACTGTGTTTCGTIG
AACTGCAGTGATGTATACATCTTATAGATGCAAAGTATTTTGGGGTATATTATCCTAAGGGAAGATAAA
GATGATATTAAGAACTGCTGTTTCACGGGGCCCTTACCTGTGACCCTCTTTGCTGAAGAATATTTAACC
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CCACACAGCACTTCAAAGAAGCTGTCTTGGAAGTCTGTCTCAGGAGCACCCTGTCTTCTTAATTCTCCA
AGCGGATGCTCCATTTCAATTGCTTTGTGACTTCTTCTTCTTTGTTTTTTTAAATATTATGCTGCTTTA
ACAGTGGAGCTGAATTTTCTGGAAAATGCTTCTTGGCTGGGGCCACTACCTCCTTTCCTATCTTTACAT
CTATGTGTATGTTGACTTTTTAAAATTCTGAGTGATCCAGGGTATGACCTAGGGAATGAACTAGCTATG
AAATACTCAGGGTTAGGAATCCTAGCACTTGTCTCAGGACTCTGAAAAGGAACGGCTTCCTCATTCCTT
GTCTTGATAAAGTGGAATTGGCAAACTAGAATTTAGTTTGTACTCAGTGGACAGTGCTGTTGAAGATTT
GAGGACTTGTTAAAGAGCACTGGGTCATATGGAAAAAATGTATGTGTCTCCCAGGTGCATTTCTTGGTT
TATGTCTTGTTCTTGAGATTTTGTATATTTAGGAAAACCTCAAGCAGTAATTAATATCTCCTGGAACAC
TATAGAGAACCAAGTGACCGACTCATTTACAACTGAAACCTAGGAAGCCCCTGAGTCCTGAGCGAAAAC
AGGAGAGTTAGTCGCCCTACAGAAAACCCAGCTAGACTATTGGGTATGAACTAAAAAGAGACTGTGCCA
TGGTGAGAAAAATGTAAAATCCTACAGTGAAATGAGCAGCCCTTACAGTATTGTTACCACCAAGGGCAG
GTAGGTATTAGTGTTTGAAAAAGCTGGTCTTTGAGCGAGGGCATAAATACAGCTAGCCCCAGGGGTGGA
ACAACTCTGGGAGTCTTGGGTACTCGCACCTCTTGGCTTTGTTGATGCTCCGCCAGGAAGGCCACTTGT
GTGTGCGTGTCAGTTACTTTTTTAGTAACAATTCAGATCCAGTGTAAACTTCCGTTCATTGCTCTCCAG
TCACATGCCCCCACTTCCCCACAGGTGAAAGTTTTTCTGAAAGTGTTGGGATTGGTTAAGGTCTTTATT
TGTATTACGTATCTCCCGAAGTCCTCTGTGGCCAGCTGCATCTGTCTGAATGGTGCGTGAAGGCTCTCA
GACCTTACACACCATTTTGTAAGTTATGTTTTACATGCCCCGTTTTTGAGACTGATCTCGATGCAGGTG
GATCTCCTTGAGATCCTGATAGCCTGTTACAGGAATGAAGTAAAGGTCAGTTTTTTTTTGTATTGATTT
TCACAGCTTTGAGGAACATGCATAAGAAATGTAGCTGAAGTAGAGGGGACGTGAGAGAAGGGCCAGGCC
GGCAGGCCAACCCTCCTCCAATGGAAATTCCCGTGTTGCTTCAAACTGAGACAGATGGGACTTAACAGG
CAATGGGGTCCACTTCCCCCTCTTCAGCATCCCCCGTACCCCACTTTCTGCTGAAAGAACTGCCAGCAG
GTAGGACCCCAGAGGCCCCCAAATGAAAGCTTGAATTTCCCCTACTGGCTCTGCGTTTTGCTGAGATCT
GTAGGAAAGGATGCTTCACAAACTGAGGTAGATAATGCTATGCTGTCGTTGGTATACATCATGAATTTT
TATGTAAATTGCTCTGCAAAGCAAATTGATATGTTTGATAAATTTATGTTTTTAGGTAAATAAAAACTT
TTAAAAATTTGTTATGGA

Como se usa en este documento, el término "IGHM" tiene su significado general en la técnica y se refiere al gen de la
cadena constante pesada mu de inmunoglobulina. Una secuencia de ADNc tipica de IGHM se representa por la SEQ
5 IDNO:3.

SEQ ID NO: 3 (IGHM_homo sapiens)

GGGAGTGCATCCGCCCCAACCCTTTTCCCCCTCGTCTCCTGTGAGAATTCCCCGTCGGATACGAGCAGC
GTGGCCGTTGGCTGCCTCGCACAGGACTTCCTTCCCGACTCCATCACTTTCTCCTGGAAATACAAGAAC
AACTCTGACATCAGCAGCACCCGGGGCTTCCCATCAGTCCTGAGAGGGGGCAAGTACGCAGCCACCTCA
CAGGTGCTGCTGCCTTCCAAGGACGTCATGCAGGGCACAGACGAACACGTGGTGTGCAAAGTCCAGCAC
CCCAACGGCAACAAAGAAAAGAACGTGCCTCTTCCAGTGATTGCCGAGCTGCCTCCCARAAGTGAGCGTC
TTCGTCCCACCCCGCGACGGCTTCTTCGGCAACCCCCGCAAGTCCAAGCTCATCTGCCAGGCCACGGGT
TTCAGTCCCCGGCAGATTCAGGTGTCCTGGCTGCGCGAGGGGAAGCAGGTGGGGTCTGGCGTCACCACG
GACCAGGTGCAGGCTGAGGCCAAAGAGTCTGGGCCCACGACCTACAAGGTGACCAGCACACTGACCATC
AAAGAGAGCGACTGGCTCAGCCAGAGCATGTTCACCTGCCGCGTGGATCACAGGGGCCTGACCTTCCAG
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CAGAATGCGTCCTCCATGTGTGGCCCCGATCAAGACACAGCCATCCGGGTCTTCGCCATCCCCCCATCC

TTTGCCAGCATCTTCCTCACCAAGTCCACCAAGTTGACCTGCCTGGTCACAGACCTGACCACCTATGAC
AGCGTGACCATCTCCTGGACCCGCCAGAATGGCGAAGCTGTGAAAACCCACACCAACATCTCCGAGAGC
CACCCCAATGCCACTTTCAGCGCCGTGGGTGAGGCCAGCATCTGCGAGGATGACTGGAATTCCGGGGAG
AGGTTCACGTGCACCGTGACCCACACAGACCTGCCCTCGCCACTGAAGCAGACCATCTCCCGGCCCAAG
GGGGTGGCCCTGCACAGGCCCGATGTCTACTTGCTGCCACCAGCCCGGGAGCAGCTGAACCTGCGGGAG
TCGGCCACCATCACGTGCCTGGTGACGGGCTTCTCTCCCGCGGACGTCTTCGTGCAGTGGATGCAGAGG
GGGCAGCCCTTGTCCCCGGAGAAGTATGTGACCAGCGCCCCAATGCCTGAGCCCCAGGCCCCAGGCCGG
TACTTCGCCCACAGCATCCTGACCGTGTCCGAAGAGGAATGGAACACGGGGGAGACCTACACCTGCGTG
GTGGCCCATGAGGCCCTGCCCAACAGGGTCACCGAGAGGACCGTGGACAAGTCCACCGGTAAACCCACC
CTGTACAACGTGTCCCTGGTCATGTCCGACACAGCTGGCACCTGCTACTGACCCTGCTGGCCTGCCCAC
AGGCTCGGGGCGGCTGGCCGCTCTGTGTGTGCATGCAAACTAACCGTGTCAACGGGGTGAGATGTTGCA
TCTTATAAAATT

Como se usa en este documento, el término "CCND1" tiene su significado general en la técnica y se refiere al gen de
ciclina D1. Una secuencia de ADNc tipica de CCND1 se representa por la SEQ ID NO:4.

SEQ ID NO: 4 (CCND1_homo sapiens)

GCTTAACAACAGTAACGTCACACGGACTACAGGGGAGTTTTGTTGAAGTTGCAAAGTCCTGGAGCCTCC
AGAGGGCTGTCGGCGCAGTAGCAGCGAGCAGCAGAGTCCGCACGCTCCGGCGAGGGGCAGAAGAGCGCG
AGGGAGCGCGGGGCAGCAGAAGCGAGAGCCGAGCGCGGACCCAGCCAGGACCCACAGLCCCTCCCCAGCT
GCCCAGGAAGAGCCCCAGCCATGGAACACCAGCTCCTGTGCTGCGAAGTGGAAACCATCCGCCGLCGLGT
ACCCCGATGCCAACCTCCTCAACGACCGGGTGCTGCGGGCCATGCTGAAGGCGGAGGAGACCTGLCGLGL
CCTCGGTGTCCTACTTCAAATGTGTGCAGAAGGAGGTCCTGCCGTCCATGCGGAAGATCGTCGCCACCT
GGATGCTGGAGGTCTGCGAGGAACAGAAGTGCGAGGAGGAGGTCTTCCCGCTGGCCATGAACTACCTGG
ACCGCTTCCTGTCGCTGGAGCCCGTGAAAAAGAGCCGCCTGCAGCTGCTGGGGGCCACTTGCATGTTCG
TGGCCTCTAAGATGAAGGAGACCATCCCCCTGACGGCCGAGAAGCTGTGCATCTACACCGACAACTCCA
TCCGGCCCGAGGAGCTGCTGCAAATGGAGCTGCTCCTGGTGAACAAGCTCAAGTGGAACCTGGCCGCAA
TGACCCCGCACGATTTCATTGAACACTTCCTCTCCAAAATGCCAGAGGCGGAGGAGAACAAACAGATCA
TCCGCAAACACGCGCAGACCTTCGTTGCCCTCTGTGCCACAGATGTGAAGTTCATTTCCAATCCGCCCT

CCATGGTGGCAGCGGGGAGCGTGGTGGCCGCAGTGCAAGGCCTGAACCTGAGGAGCCCCAACAACTTCC
TGTCCTACTACCGCCTCACACGCTTCCTCTCCAGAGTGATCAAGTGTGACCCGGACTGCCTCCGGGCCT
GCCAGGAGCAGATCGAAGCCCTGCTGGAGTCAAGCCTGCGCCAGGCCCAGCAGAACATGGACCCCAAGG
CCGCCGAGGAGGAGGAAGAGGAGGAGGAGGAGGTGGACCTGGCTTGCACACCCACCGACGTGCGGGACG
TGGACATCTGAGGGCGCCAGGCAGGCGGGCGCCACCGCCACCCGCAGCGAGGGCGGAGCCGGCCCCAGG
TGCTCCCCTGACAGTCCCTCCTCTCCGGAGCATTTTGATACCAGAAGGGAAAGCTTCATTCTCCTTGTT
GTTGGTTGTTTTTTCCTTTGCTCTTTCCCCCTTCCATCTCTGACTTAAGCAAAAGAAAAAGATTACCCA
AAAACTGTCTTTAAAAGAGAGAGAGAGAAAAAAAAAATAGTATTTGCATAACCCTGAGCGGTGGGGGAG
GAGGGTTGTGCTACAGATGATAGAGGATTTTATACCCCAATAATCAACTCGTTTTTATATTAATGTACT
TGTTTCTCTGTTGTAAGAATAGGCATTAACACAAAGGAGGCGTCTCGGGAGAGGATTAGGTTCCATCCT



ES 2 804 308 T3

TTACGTGTTTAAAAAAAAGCATAAAAACATTTTAAAAACATAGAAAAATTCAGCAAACCATTTTTAAAG
TAGAAGAGGGTTTTAGGTAGAAAAACATATTCTTGTGCTTTTCCTGATAAAGCACAGCTGTAGTGGGGT
TCTAGGCATCTCTGTACTTTGCTTGCTCATATGCATGTAGTCACTTTATAAGTCATTGTATGTTATTAT
ATTCCGTAGGTAGATGTGTAACCTCTTCACCTTATTCATGGCTGAAGTCACCTCTTGGTTACAGTAGCG
TAGCGTGCCCGTGTGCATGTCCTTTGCGCCTGTGACCACCACCCCAACAAACCATCCAGTGACAAACCA
TCCAGTGGAGGTTTGTCGGGCACCAGCCAGCGTAGCAGGGTCGGGAAAGGCCACCTGTCCCACTCCTAC
GATACGCTACTATAAAGAGAAGACGAAATAGTGACATAATATATTCTATTTTTATACTCTTCCTATTTT
TGTAGTGACCTGTTTATGAGATGCTGGTTTTCTACCCAACGGCCCTGCAGCCAGCTCACGTCCAGGTTC
AACCCACAGCTACTTGGTTTGTGTTCTTCTTCATATTCTAAAACCATTCCATTTCCAAGCACTTTCAGT
CCAATAGGTGTAGGAAATAGCGCTGTTTTTGTTGTGTGTGCAGGGAGGGCAGTTTTCTAATGGAATGGT
TTGGGAATATCCATGTACTTGTTTGCAAGCAGGACTTTGAGGCAAGTGTGGGCCACTGTGGTGGCAGTG
GAGGTGGGGTGTTTGGGAGGCTGCGTGCCAGTCAAGAAGAAAAAGGTTTGCATTCTCACATTGCCAGGA
TGATAAGTTCCTTTCCTTTTCTTTAAAGAAGTTGAAGTTTAGGAATCCTTTGGTGCCAACTGGTGTTTG
AAAGTAGGGACCTCAGAGGTTTACCTAGAGAACAGGTGGTTTTTAAGGGTTATCTTAGATGTTTCACAC
CGGAAGGTTTTTAAACACTAAAATATATAATTTATAGTTAAGGCTAAAAAGTATATTTATTGCAGAGGA
TGTTCATAAGGCCAGTATGATTTATAAATGCAATCTCCCCTTGATTTAAACACACAGATACACACACAC
ACACACACACACACAAACCTTCTGCCTTTGATGTTACAGATTTAATACAGTTTATTTTTAAAGATAGAT
CCTTTTATAGGTGAGAAAAAAACAATCTGGAAGAAAAAAACCACACAAAGACATTGATTCAGCCTGTTT
GGCGTTTCCCAGAGTCATCTGATTGGACAGGCATGGGTGCAAGGAAAATTAGGGTACTCAACCTAAGTT
CGGTTCCGATGAATTCTTATCCCCTGCCCCTTCCTTTAAAAAACTTAGTGACAAAATAGACAATTTGCA
CATCTTGGCTATGTAATTCTTGTAATTTTTATTTAGGAAGTGTTGAAGGGAGGTGGCAAGAGTGTGGAG
GCTGACGTGTGAGGGAGGACAGGCGGGAGGAGGTGTGAGGAGGAGGCTCCCGAGGGGAAGGGGCGGTGC
CCACACCGGGGACAGGCCGCAGCTCCATTTTCTTATTGCGCTGCTACCGTTGACTTCCAGGCACGGTTT
GGAAATATTCACATCGCTTCTGTGTATCTCTTTCACATTGTTTGCTGCTATTGGAGGATCAGTTTTTTG
TTTTACAATGTCATATACTGCCATGTACTAGTTTTAGTTTTCTCTTAGAACATTGTATTACAGATGCCT
TTTTTGTAGTTTTTTTTTTTTTTATGTGATCAATTTTGACTTAATGTGATTACTGCTCTATTCCAAAAA
GGTTGCTGTTTCACAATACCTCATGCTTCACTTAGCCATGGTGGACCCAGCGGGCAGGTTCTGCCTGCT
TTGGCGGGCAGACACGCGGGCGCGATCCCACACAGGCTGGCGGGGGCCGGCCCCGAGGCCGCGTGCGTG
AGAACCGCGCCGGTGTCCCCAGAGACCAGGCTGTGTCCCTCTTCTCTTCCCTGCGCCTGTGATGCTGGG
CACTTCATCTGATCGGGGGCGTAGCATCATAGTAGTTTTTACAGCTGTGTTATTCTTTGCGTGTAGCTA
TGGAAGTTGCATAATTATTATTATTATTATTATAACAAGTGTGTCTTACGTGCCACCACGGCGTTGTAC
CTGTAGGACTCTCATTCGGGATGATTGGAATAGCTTCTGGAATTTGTTCAAGTTTTGGGTATGTTTAAT
CTGTTATGTACTAGTGTTCTGTTTGTTATTGTTTTGTTAATTACACCATAATGCTAATTTAAAGAGACT
CCAAATCTCAATGAAGCCAGCTCACAGTGCTGTGTGCCCCGGTCACCTAGCAAGCTGCCGAACCAAAAG
AATTTGCACCCCGCTGCGGGCCCACGTGGTTGGGGCCCTGCCCTGGCAGGGTCATCCTGTGCTCGGAGG
CCATCTCGGGCACAGGCCCACCCCGCCCCACCCCTCCAGAACACGGCTCACGCTTACCTCAACCATCCT
GGCTGCGGCGTCTGTCTGAACCACGCGGGGGCCTTGAGGGACGCTTTGTCTGTCGTGATGGGGCAAGGG
CACAAGTCCTGGATGTTGTGTGTATCGAGAGGCCAAAGGCTGGTGGCAAGTGCACGGGGCACAGCGGAG
TCTGTCCTGTGACGCGCAAGTCTGAGGGTCTGGGCGGCGGGCGGCTGGGTCTGTGCATTTCTGGTTGCA
CCGCGGCGCTTCCCAGCACCAACATGTAACCGGCATGTTTCCAGCAGAAGACAAANAGACAAACATGAA
AGTCTAGAAATAAAACTGGTAAAACCCCA

Como se usa en este documento, el término "LMO2" tiene su significado general en la técnica y se refiere al gen del
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dominio LIM solamente 2 (similar a rombotina 1). Una secuencia de ADNc tipica de LMO2 se representa por la SEQ
ID NO:5.

SEQ ID NO: 5 (LMO2_homo sapiens)

GAATTCGTCCAAACTGAGGATCACAAGTCTCCACATTCTGAGTAGGAGGATGAGGGTCTGAGTTAGGAT
TTGGGTCCTGCAGGGCTTGCTAAGGAATCCCCTGATGGCCTAGGATTCCACGCAGAGCACATCTGGTGT
GAGAGAGCTCGCTGCAAGGGTGAAGGCTCCGCCCTATCAGATAGACAACCAGGCCACCAAGAGGCCCAG
CCCTCCAAACCCTGGATTTGCAACATCCTCAAAGAACAGCAACGGGCCTTGAGCAGAATTGAGAAGGAA
ATACCCCCACCTGCCCTCAGCCGTTAAGTGGGCTTTGCTATTCACAAGGGCCTCTGGGTGTCCTGGCAG
AGAGGGGAGATGGCACAGGCACCAGGTGCTAGGGTGCCAGGGCCTCCCGAGAAGGAACAGGTGCAAAGC
AGGCAATTAGCCCAGAAGGTATCCGTGGGGCAGGCAGCCTAGATCTGATGGGGGAAGCCACCAGGATTA
CATCATCTGCTGTAACAACTGCTCTGAAAAGAAGATATTTTTCAACCTGAACTTGCAGTAGCTAGTGGA
GAGGCAGGAAAAAGGAAATGAAACCAGAGACAGAGGGAAGCTGAGCGAAAATAGACCTTCCCGAGAGAG
GAGGAAGCCCGGAGAGAGACGCACGGTCCCCTCCCCGCCCCTAGGCCGCCGCCCCCTCTCTGCCCTCGG
CGGCGAGCAGCGCGCCGCGACCCGGGCCGAAGGTGCGAGGGGCTCCGGGCEGLCGGGCGGGCGCACACC
ATCCCCGCGGGCGGCGCGGAGCCGGCGACAGCGCGCGAGAGGGACCGGGLCGGTGGCGGCEGCGGGALCCG
GGATGGAAGGGAGCGCGGTGACTGTCCTTGAGCGCGGAGGGGCGAGCTCGCCGGCGGAGCGCCGGAGCA
AGCGGAGGCGCAGGAGCGGCGGLCGACGGLCGGLEGLGEGCEGCGEGCGCCCGAGCACCCGAGGGGGTCCGAG
CCCCGGCAGCCGGCCAGCCCCGCGCCACAAAGGGAGCGLCCLCLCGLLGLCLCCGGLACCCCGLCTCCCTCCC
CAATGTCCTCGGCCATCGAAAGGAAGAGCCTGGACCCTTCAGAGGAACCAGTGGATGAGGTGCTGCAGA
TCCCCCCATCCCTGCTGACATGCGGCGGCTGCCAGCAGAACATTGGGGACCGCTACTTCCTGAAGGCCA
TCGACCAGTACTGGCACGAGGACTGCCTGAGCTGCGACCTCTGTGGCTGCCGGCTGGGTGAGGTGGGGC
GGCGCCTCTACTACAAACTGGGCCGGAAGCTCTGCCGGAGAGACTATCTCAGGCTTTTTGGGCAAGACG

GTCTCTGCGCATCCTGTGACAAGCGGATTCGTGCCTATGAGATGACAATGCGGGTGAAAGACAAAGTGT
ATCACCTGGAATGTTTCAAATGCGCCGCCTGTCAGAAGCATTTCTGTGTAGGTGACAGATACCTCCTCA
TCAACTCTGACATAGTGTGCGAACAGGACATCTACGAGTGGACTAAGATCAATGGGATGATATAGGCCC
GAGTCCCCGGGCATCTTTGGGGAGGTGTTCACTGAAGACGCCGTCTCCATGGCATCTTCGTCTTCACTC
TTAGGCACTTTGGGGGTTTGAGGGTGGGGTAAGGGATTTCTTAGGGGATGGTAGACCTTTATTGGGTAT
CAAGACATAGCATCCAAGTGGCATAATTCAGGGGCTGACACTTCAAGGTGACAGAAGGACCAGCCCTTG
AGGGAGAACTTATGGCCACAGCCCATCCATAGTAACTGACATGATTAGCAGAAGAAAGGAACATTTAGG
GGCAAGCAGGCGCTGTGCTATCATGATGGAATTTCATATCTACAGATAGAGAGTTGTTGTGTACAGACT
TGTTGTGACTTTGACGCTTGCGAACTAGAGATGTGCAATTGATTTCTTTTCTTCCTGGCTTTTTAACTC
CCCTGTTTCAATCACTGTCCTCCACACAAGGGAAGGACAGAAAGGAGAGTGGCCATTCTTTTTTTICTTG
GCCCCCTTCCCAAGGCCTTAAGCTTTGGACCCAAGGAAAACTGCATGGAGACGCATTTCGGTTGAGAAT
GGAAACCACAACTTTTAACCAAACAATTATTTAAAGCAATGCTGATGAATCACTGTTTTTAGACACCTT
CATTTTGAGGGGAGGAGTTCCACAGATTGTTTCTATACAAATATAAATCTTAAAAAGTTGTTCAACTAT
TTTATTATCCTAGATTATATCAAAGTATTTGTCGTGTGTAGAAAAAAAAACAGCTCTGCAGGCTTAATA
AAAATGACAGACTGAAA

Como se usa en este documento, el término "FOXP1" tiene su significado general en la técnica y se refiere al gen de
secuencia forkhead P1. Una secuencia de ADNc tipica de FOXP1 se representa por la SEQ ID NO:6.

SEQ ID NO:6 (FOXPI_homo sapiens)

10
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GGGGGGTGGGCGCCAGCGCCCCGGCGAACGGCARAGAGGGAGCCGCTCCCGCTCGGGGGGCCGCTGGAG
TGCCCAGCGGGAACCCGAAAGTTTGTAAGAGGAAGAGAGCGCGCGGCGAGCGAGCGAGCGGGCCGGGGG
CAGCGGCAGCGGCGCCGGGGACCATGGTGCTGCCGGCGCCTCCTCCGCGGGCGTGAAGGCGGCGCTCCT
ACTCCCTCCCCGGACTCCGCGGTGTCCCAGAAGCTTTTGTTGACAATTCCAGTTTCCGAACAAAACATT
TCGGCAATGGTGAGGGCTTCGATCCCTTCTCTGATTTGCTGTCAGCCATGAACGGATGGATGTGATGCC
TGCTAGCCAAAAGGCTTCCCTCTGTGTGTTGCAGTCCTGTGGCATTATGCATGCCCCCTCCCAGTGACC
CCAGGCTTTTTATGGCTGTGAGACACGTTAAAATTTCAGGGGTAAGACGTGACCTTTTGAGGTGACTAT
AACTGAAGATTGCTTTACAGAAGCCAAAAAAGGTTTTTGAGTCATGATGCAAGAATCTGGGACTGAGAC
AAAAAGTAACGGTTCAGCCATCCAGAATGGGTCGGGCGGCAGCAACCACTTACTAGAGTGCGGCGGTCT
TCGGGAGGGGCGGTCCAACGGAGAGACGCCGGCCGTGGACATCGGGGCAGCTGACCTCGCCCACGCCCA
GCAGCAGCAGCAACAGGCACTTCAGGTGGCAAGACAGCTCCTTCTTCAGCAGCAACAGCAGCAGCAAGT
TAGTGGATTAAAATCTCCCAAGAGGAATGACAAACAACCAGCTCTTCAGGTTCCCGTGTCAGTGGCTAT
GATGACACCTCAAGTTATCACTCCCCAGCAAATGCAGCAGATCCTCCAGCAACAAGTGCTGAGCCCTCA
GCAGCTCCAGGTTCTCCTCCAGCAGCAGCAGGCCCTCATGCTTCAACAGCAGCAGCTTCAAGAGTTTTA
TAAAAAACAACAGGAACAGTTGCAGCTTCAACTTTTACAACAACAACATGCTGGAAAACAGCCTAAAGA
GCAACAGCAGGTGGCTACCCAGCAGTTGGCTTTTCAGCAGCAGCTTTTACAGATGCAGCAGTTACAGCA
GCAGCACCTCCTGTCTTTGCAGCGCCAAGGCCTTCTGACAATTCAGCCCGGGCAGCCTGCCCTTCCCCT
TCAACCTCTTGCTCAAGGCATGATTCCAACAGAACTGCAGCAGCTCTGGAAAGAAGTGACAAGTGCTCA

TACTGCAGAAGAAACCACAGGCAACAATCACAGCAGTTTGGATCTGACCACGACATGTGTCTCCTCCTC
TGCACCTTCCAAGACCTCCTTAATAATGAACCCACATGCCTCTACCAATGGACAGCTCTCAGTCCACAC
TCCCAAAAGGGAAAGTTTGTCCCATGAGGAGCACCCCCATAGCCATCCTCTCTATGGACATGGTGTATG
CAAGTGGCCAGGCTGTGAAGCAGTGTGCGAAGATTTCCAATCATTTCTAAAACATCTCAACAGTGAGCA
TGCGCTGGACGATAGAAGTACAGCCCAATGTAGAGTACAAATGCAGGTTGTACAGCAGTTAGAGCTACA
GCTTGCAAAAGACAAAGAACGCCTGCAAGCCATGATGACCCACCTGCATGTGAAGTCTACAGAACCCAA
AGCCGCCCCTCAGCCCTTGAATCTGGTATCAAGTGTCACTCTCTCCAAGTCCGCATCGGAGGCTTCTCC
ACAGAGCTTACCTCATACTCCAACGACCCCAACCGCCCCCCTGACTCCCGTCACCCAAGGCCCCTCTGT
CATCACAACCACCAGCATGCACACGGTGGGACCCATCCGCAGGCGGTACTCAGACAAATACAACGTGCC
CATTTCGTCAGCAGATATTGCGCAGAACCAAGAATTTTATAAGAACGCAGAAGTTAGACCACCATTTAC
ATATGCATCTTTAATTAGGCAGGCCATTCTCGAATCTCCAGAAAAGCAGCTAACACTAAATGAGATCTA
TAACTGGTTCACACGAATGTTTGCTTACTTCCGACGCAACGCGGCCACGTGGAAGAATGCAGTGCGTCA
TAATCTTAGTCTTCACAAGTGTTTTGTGCGAGTAGAAAACGTTAAAGGGGCAGTATGGACAGTGGATGA
AGTAGAATTCCAAAAACGAAGGCCACAAAAGATCAGTGGTAACCCTTCCCTTATTAAAAACATGCAGAG
CAGCCACGCCTACTGCACACCTCTCAATGCAGCTTTACAGGCTTCAATGGCTGAGAATAGTATACCTCT
ATACACTACCGCTTCCATGGGAAATCCCACTCTGGGCAACTTAGCCAGCGCAATACGGGAAGAGCTGAA
CGGGGCAATGGAGCATACCAACAGCAACGAGAGTGACAGCAGTCCAGGCAGATCTCCTATGCAAGCCGT

1"
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GCATCCTGTACACGTCAAAGAAGAGCCCCTCGATCCAGAGGAAGCTGAAGGGCCCCTGTCCTTAGTGAC
AACAGCCAACCACAGTCCAGATTTTGACCATGACAGAGATTACGAAGATGAACCAGTAAACGAGGACAT
GGAGTGACTATCGGGGCGGGCCAACCCCGAGAATGAAGATTGGAAAAAGGAAAAAAAANAAAACACGTC
AAAAGTTAGCAGTGAAATTGTTCTCCATTTGTTGTACAGTCTGGAGGATTTTCACTACGTTTTGACAAC
TCTGAAATGTGTTAACTCTTAGTGCCATCAAGAACCCCATTTGGGAGTATTTTTGATTTTTCTACTTTT
TGTTGAAAAAAGGAATTTGTACTCTGTGCATTGGATGGACTTGTTTGGTACTTGGGATTTTCCTCTCTT
AACCGTCAACATCAGTGTTGTAAATTTGCTAAACTGATTCACTTTTAGCAGCAGACTTTGAACTGCAGT
CCTGCCAACGTTGGACACTGAGGACGCCCGACAGAGCTTGTGCACCTAAGCTGCAGACCAAGCCTTTGC
CCAGAATTTAAGGATTCCAATGGACGACCTATTTGCACAGTACTGCATGTTGATTATCACTGCCTTTAC
TCCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGCTTCCAGTTGGGATGGGGAAGGCCTTTGTGTGTGT
ATTGGGGGGAGGGGTTAAAAAATAATTATCCCAAACTTTTTAATGTATTGCTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TCCTTCTACTATACCATTTTAAGTTCTGACCTCAGGCCTCCATTTGGGCCGATGGCCTCTTGGAGGCTT
AAAGTTTTCTGTACCTTGTGATGAATGTTAATAGGTGTTTTTATTATACAAAGCTGAATGTCATTTCTC
GTTTGTAGCTTTCTGTCACTCATTCCATCTTCCTTCAGACATCACCACGTTTCTCTAAAGTCAGAAAAC
ATTCCGTTTTGGTCTTTTTCAAAAAGGTCCCAAATGCTGCACTCTACACATGAAGGCCCTCTCACACAG
ACGTGACGTCCTGCCAGAAAGAGAATGAATGACAGAAAARRARARAAGAGAGACAAACTCTAGGAACAATG
CCGATTCATTCCACGCAGCAGTATTGGGGGTGGTTCGGGGGAGGGGTGTTTCGGATTTTCTTTTTTTCT
TTTCTTTTCTTTTTTTTTTTTTGCAGCAACCATTAATAAATGCCACCACATTCTACCAGCACAAGGARA
CATAGGCAGCACTGAAAAAAAAARAAAAAGCTCATATTAATTAGACTGACAATATGGCCTTGGAAGGCTC
TCCCTTGTGGAACCAAGTTGCCATGGGCCTTGGGTGCTCTGCGATAACGGGTGTGGGTTGGTTTTGTTT
GCAAAATGGCCAAAAAAAAAAACCGGCTTCCCCGAGCAGCTGCCCTGAAAGTAGGGGTGGCGGCGGCGG
CGCTGAGTTTATACATTAGTTCAGACCTACTTGGTGGCATTAAACTGTTTGAATGCAAATTCGATTTCA
GATTGAACTTGTTAAGGGAGTTAACGAGGGCTGAGTTCAGCAAATGCTAAAGTGTTAATTTCAAATATG
CAAATTTGGTACTGCAGTTTGTTATGCAATATTATATCACCAACCCAGTATCACAAAAACTCATAGAAG
ATATCATGTAGGCCCTGGGCTTTGGGGGGGTCCCARACATGGTATGCAGAAATGTGATGGTTACAGGTC
AGTACAACCTCAGTCCTTAGAACCCCTCCACACTTCAGCTCTGCACCCACTTTCCTGTCATTTATTTAT
ATAGGACTGTAGTTTTTTTTAGTTCGAGAGCCTTTCGAAGCTTAATTTATATTCTTTCTTTGTACCTTT
TTTCTAAAATTACCAAAGATATTACACAAAGGTAAATTATGTTCTCTGTTTTATGCTTTATCTGATGAA
GCCAAATATCCTCTTATTGTTGATCAAAGGAGGCAAAAGAATTTAGAGGCAAATGACAAGCGATAGGCT
ATTGCAACCTGAGAAAGAGAACTGCTCCTTCATCGTAAATTTAGAAGACCAAGTAGATAATGGAACCAA
AGTTGTTACTTITTTTCTAGTAGTTATTTTTCCTTTTTCTTTTTGTGTACCTCTACAGAGACCAAAACTC
ATTCTCTTAAAGAGATTTTATGGGGCTACTGCAGATAAARATAGGACACAATATTAAAGGAGCTACAGA
AGGAAGGGAGTCCCATCTCAAAAAANAAAATGAATGTATGCCACTGCAATTAGAGTATCCAATAAAGGAG
ACAGTTTAGAGTCAGGACAGAAAAGCTTCCATAATTGAACTAGATTACATAATAGTATTTCTAGAAAAA
GAGATATTTTTAGATTGTATGCCACTTTTGTTTAAGAACTGTGCTGTGATCACTGTATTAATTTTGGTT
TATCTTGGCATATATCCTTCAGTTTGTTTTTATTTTTAATTTTTCCTTTTTTTCCGATTAGGCTTTGGT
CAGCATTTTTCATTTAAAGAAAAGTAACACTCCCATCCACTCATAAGCTTGGTACAAAAACTTCTCTIGG
CAGTTACTTTTGAAGCTTCACTCTGCTTTCTGTATAAAGGGCAGTCTGTGCGTCACGCAAGACTTTARAAR
AAAAAARAAAAANAANAAAANNANANANAAAAAAAANCTTTTCCAGGCAGCTTCATGATGTGCAGGCAG
TAGCCAGACAGGGTCATGGGAAGGGGGCCCTGTGCTTCTAAACTGAGTGGTTGCTGGTTAGTTTGGTAT
TCAAAAGAGGATAAAAATCTGGTAGATTAGTTCATTCTCAGCATGTGTAGCTAGACATGAGTAAAGATA

12
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ACAGCATGAGAAACTGTTAGTACGCATACCTCAGTTCAAACCTTTAGGGAATGATTAAAATTTAAAAAA
AAAACATTTCACTCAGTTGCACTTAGTCGTATGTCTTGCATGCTTAGTCTAAAGACTGTAGCAAAAAAA
AAAAAAARAAGAARAAATTAGATTTTACATATCTTTGCAGGTATCACAGCCTTGCAGAAGAACCAACTGAA
AAAAAAATTCTCAGGCTTTACAGCAAGCAAACTTCACTATGATTTTTACAATTCTGATTCTGTATCCCC
TGGGGGTTATCCCAGTTGCTTCTTTAGGATGGGGTTTATTACGTTGTACATATATCCCGATGTGTCTGT
GTGAATCTTTGTCTTTTTTGGGGGAGGGCAGAGGGCGGTTCTTTTTTTAGATATTGTTCCTAAAAAGGA
ATAAATGCATACACCTGTTTGTCAAAACACCTTTIGCTTTTTGTGCAACTGCTTTATATTAACGATACTA
AAAAAAAATAGCTTTGGAAAAAAAACTACTGTATGTAACGGAATTGCAGAATATGCTGCACATGTATTT
TATTTAGTTATCCTTGCTTTAAGAATATTGGATGACATTTCCTGACATGTGGGAGGGAGAAACTCCCTA
ACTTTTTTTTTCTGCTTTTAAACTGTAACATAGTTGAAGATTTCTTTTTTCTGTTCTCATTGATTGGAG
CATTTTGTACAGGTTTTGTGTGTGTIGTGTGTGTGTGTGTGCGCGCGTGCGTGTGTGTTAATCTGTTTTT
TGATACATTCCTATCCCTTGTGTTTATCCTACCACTGCCTTCCTGGCTATCTTAAACAAGTTCATACAT
TTGAAAAGAAAAAAAAATGTTGTTTAAAAAATGTTTTCTCCTGCTGCAGTAAATATTTTGCATGATGAA
ATTCCAGGGTCACACTTTTCCAAGTTTATCAGTGAAGTAGTGATTAACAATGGGGAGTGTCAAAACTAT
TGAACTTTTGTATAAAAAAAAAAAANCTTTACAAGGTGCCAAGATGTAAAGAAAATCTGTTACTTTTTT
TTTCTCAAAGAAAAGCATACATTAGGGAGGTAGTCCCGTGTGTCAGACAAATGCACTGTCAGGAATGAG
GATCCAACCTACCTGTCCCTAGAGTCCGTCTTGTAAGATGAGTTAGGCTGCCCCTTGGACCAGCCACAA
AATGGAATATCAAGGCTTATGTACATACGTGAAGAGTTACCACCAGTCCTGCCACCTTTGGACAGCTCT
AACACCATCCCCAGCATCCAGTCAGACCTAGTAAAGAAAACCTTGGATTCTTAACCCAAGATAGGCTGT
AAATCACTAGCTTTTTTTTCCTCATGAAAAAAAATAGAGTTAAAAAATATTTCCTCTCTTTTCCATATT
CCAGCTGAACTCCGTTTCCAAAGGCACAAAGAAGAGTGTGCTTATTCAGATTTTGAATCTTTTTGGTAC
CTTTTGGTTAATGACATAGCCTCCTGAAATTCTGGATGTCTTCAAAGTCAGTTTTGCTTCTTTATCCTG
AAAATCAGATTTACAATGCTGAAGGCATTTCTTGGGCCCAGTGTAGCTCACGCAATCTCTGCTACCCAT
AAGCCTTGATGAAGATGATACAGTCCGGACTGTGAGCATGGTGCTTCATGTATATGTGCTGCCAGTAAC
AAGAATTTTTTTGTTTTGTTTTGTTTTGTTTTGATAAGGCATAAAAGAAACTCATTCCTTGACATCAAC
TGTAATTCCATCATTCCATGTCTGCGGATACAGACAATAAAAAAANTGTTGTGTAGTCAGTACTAATTA
CTGACATTATAAGCATTCTCAAATGCAATAAAAATGCTGGTTGTTCACGCTGGTAGTAAAAGTTGCCAC
AGCCTAA

Como se usa en este documento, el término "TNFRSF9" tiene su significado general en la técnica y se refiere al
miembro 9 de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral. Una secuencia de ADNc tipica de TNFRSF9
5 serepresenta porla SEQ ID NO:7.

SEQ ID NO: 7 (TNFRSF9_homo sapiens)

GTGTTTGACCTGAAGTCCTCTCGAGCTGCAGAAGCCTGAAGACCAAGGAGTGGAAAGTTCTCCGGCAGC
CCTGAGATCTCAAGAGTGACATTTGTGAGACCAGCTAATTTGATTAAAATTCTCTTGGAATCAGCTTTG
CTAGTATCATACCTGTGCCAGATTTCATCATGGGAAACAGCTGTTACAACATAGTAGCCACTCTGTTGC
TGGTCCTCAACTTTGAGAGGACAAGATCATTGCAGGATCCTTGTAGTAACTGCCCAGCTGGTACATTCT
GTGATAATAACAGGAATCAGATTTGCAGTCCCTGTCCTCCAAATAGTTTCTCCAGCGCAGGTGGACAAA
GGACCTGTGACATATGCAGGCAGTGTAAAGGTGTTTTCAGGACCAGGAAGGAGTGTTCCTCCACCAGCA

13



ES 2 804 308 T3

ATGCAGAGTGTGACTGCACTCCAGGGTTTCACTGCCTGGGGGCAGGATGCAGCATGTGTGAACAGGATT
GTAAACAAGGTCAAGAACTGACAAAAAAAGGTTGTAAAGACTGTTGCTTTGGGACATTTAACGATCAGA
AACGTGGCATCTGTCGACCCTGGACAAACTGTTCTTTGGATGGAAAGTCTGTGCTTGTGAATGGGACGA
AGGAGAGGGACGTGGTCTGTGGACCATCTCCAGCCGACCTCTCTCCGGGAGCATCCTCTGTGACCCCGC
CTGCCCCTGCGAGAGAGCCAGGACACTCTCCGCAGATCATCTCCTTCTTTCTTGCGCTGACGTCGACTG
CGTTGCTCTTCCTGCTGTTCTTCCTCACGCTCCGTTTCTCTGTTGTTAAACGGGGCAGAAAGAAACTCC
TGTATATATTCAAACAACCATTTATGAGACCAGTACAAACTACTCAAGAGGAAGATGGCTGTAGCTGCC
GATTTCCAGAAGAAGAAGAAGGAGGATGTGAACTGTGAAATGGAAGTCAATAGGGCTGTTGGGACTTTC
TTGAAAAGAAGCAAGGAAATATGAGTCATCCGCTATCACAGCTTTCAAAAGCAAGAACACCATCCTACA
TAATACCCAGGATTCCCCCAACACACGTTCTTTTCTAAATGCCAATGAGTTGGCCTTTAAAAATGCACC
ACTTTTTTTTTTTTTTTGACAGGGTCTCACTCTGTCACCCAGGCTGGAGTGCAGTGGCACCACCATGGC
TCTCTGCAGCCTTGACCTCTGGGAGCTCAAGTGATCCTCCTGCCTCAGTCTCCTGAGTAGCTGGAACTA
CAAGGAAGGGCCACCACACCTGACTAACTTTTTTGTTTTTTGTTTGGTAAAGATGGCATTTCACCATGT
TGTACAGGCTGGTCTCAAACTCCTAGGTTCACTTTGGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGACATGAAC
TGCCAGGCCCGGCCAAAATAATGCACCACTTTTAACAGAACAGACAGATGAGGACAGAGCTGGTGATAA
AAAAAAARAAAARAARAAGCATTTTCTAGATACCACTTAACAGGTTTGAGCTAGTTTTTTTGAAATCCAAA
GAAAATTATAGTTTAAATTCAATTACATAGTCCAGTGGTCCAACTATAATTATAATCAAAATCAATGCA
GGTTTGTTTTTTGGTGCTAATATGACATATGACAATAAGCCACGAGGTGCAGTAAGTACCCGACTAAAG
TTTCCGTGGGTTCTGTCATGTAACACGACATGCTCCACCGTCAGGGGGGAGTATGAGCAGAGTGCCTGA
GTTTAGGGTCAAGGACAAAAAACCTCAGGCCTGGAGGAAGTTTTGGAAAGAGTTCAAGTGTCTGTATAT
CCTATGGTCTTCTCCATCCTCACACCTTCTGCCTTTGTCCTGCTCCCTTTTAAGCCAGGTTACATTCTA
AAAATTCTTAACTTTTAACATAATATTTTATACCAAAGCCAATAAATGAACTGCATATGA

Como se usa en este documento, el término "BCL6" tiene su significado general en la técnica y se refiere al gen 6 de
CLL de linfocitos B/linfoma. Una secuencia de ADNc tipica de BCL6 se representa por la SEQ ID NO:8.

SEQ ID NO: 8 (BCL6_homo sapiens)

ATACCATCGTCTTGGGCCCGGGGAGGGAGAGCCACCTTCAGGCCCCTCGAGCCTCGAACCGGAACCTCC
AAATCCGAGACGCTCTGCTTATGAGGACCTCGAAATATGCCGGCCAGTGAAAAAATCTTGTGGCTTTGA
GGGCTTTTGGTTGGCCAGGGGCAGTAAAAATCTCGGAGAGCTGACACCAAGTCCTCCCCTGCCACGTAG
CAGTGGTAAAGTCCGAAGCTCAAATTCCGAGAATTGAGCTCTGTTGATTCTTAGAACTGGGGTTCTTAG
AAGTGGTGATGCAAGAAGTTTCTAGGAAAGGCCGGACACCAGGTTTTGAGCAAAATTTTGGACTGTGAA
GCAAGGCATTGGTGAAGACAAAATGGCCTCGCCGGCTGACAGCTGTATCCAGTTCACCCGCCATGCCAG
TGATGTTCTTCTCAACCTTAATCGTCTCCGGAGTCGAGACATCTTGACTGATGTTGTCATTGTTGTGAG
CCGTGAGCAGTTTAGAGCCCATAAAACGGTCCTCATGGCCTGCAGTGGCCTGTTCTATAGCATCTTTAC

AGACCAGTTGAAATGCAACCTTAGTGTGATCAATCTAGATCCTGAGATCAACCCTGAGGGATTCTGCAT
CCTCCTGGACTTCATGTACACATCTCGGCTCAATTTGCGGGAGGGCAACATCATGGCTGTGATGGCCAC
GGCTATGTACCTGCAGATGGAGCATGTTGTGGACACTTGCCGGAAGTTTATTAAGGCCAGTGAAGCAGA
GATGGTTTCTGCCATCAAGCCTCCTCGTGAAGAGTTCCTCAACAGCCGGATGCTGATGCCCCAAGACAT
CATGGCCTATCGGGGTCGTGAGGTGGTGGAGAACAACCTGCCACTGAGGAGCGCCCCTGGGTGTGAGAG
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CAGAGCCTTTGCCCCCAGCCTGTACAGTGGCCTGTCCACACCGCCAGCCTCTTATTCCATGTACAGCCA
CCTCCCTGTCAGCAGCCTCCTCTTCTCCGATGAGGAGTTTCGGGATGTCCGGATGCCTGTGGCCAACCC
CTTCCCCAAGGAGCGGGCACTCCCATGTGATAGTGCCAGGCCAGTCCCTGGTGAGTACAGCCGGCCGAC
TTTGGAGGTGTCCCCCAATGTGTGCCACAGCAATATCTATTCACCCAAGGAAACAATCCCAGAAGAGGC
ACGAAGTGATATGCACTACAGTGTGGCTGAGGGCCTCAAACCTGCTGCCCCCTCAGCCCGAAATGCCCC
CTACTTCCCTTGTGACAAGGCCAGCAAAGAAGAAGAGAGACCCTCCTCGGAAGATGAGATTGCCCTGCA
TTTCGAGCCCCCCAATGCACCCCTGAACCGGAAGGGTCTGGTTAGTCCACAGAGCCCCCAGAAATCTGA
CTGCCAGCCCAACTCGCCCACAGAGTCCTGCAGCAGTAAGAATGCCTGCATCCTCCAGGCTTCTGGCTC
CCCTCCAGCCAAGAGCCCCACTGACCCCARAAGCCTGCAACTGGAAGAAATACAAGTTCATCGTGCTCAA
CAGCCTCAACCAGAATGCCAAACCAGAGGGGCCTGAGCAGGCTGAGCTGGGCCGCCTTTCCCCACGAGC
CTACACGGCCCCACCTGCCTGCCAGCCACCCATGGAGCCTGAGAACCTTGACCTCCAGTCCCCAACCAA
GCTGAGTGCCAGCGGGGAGGACTCCACCATCCCACAAGCCAGCCGGCTCAATAACATCGTTAACAGGTC
CATGACGGGCTCTCCCCGCAGCAGCAGCGAGAGCCACTCACCACTCTACATGCACCCCCCGAAGTGCAC
GTCCTGCGGCTCTCAGTCCCCACAGCATGCAGAGATGTGCCTCCACACCGCTGGCCCCACGTTCCCTGA
GGAGATGGGAGAGACCCAGTCTGAGTACTCAGATTCTAGCTGTGAGAACGGGGCCTTCTTCTGCAATGA
GTGTGACTGCCGCTTCTCTGAGGAGGCCTCACTCAAGAGGCACACGCTGCAGACCCACAGTGACAAACC
CTACAAGTGTGACCGCTGCCAGGCCTCCTTCCGCTACAAGGGCAACCTCGCCAGCCACAAGACCGTCCA
TACCGGTGAGAAACCCTATCGTTGCAACATCTGTGGGGCCCAGTTCAACCGGCCAGCCAACCTGAAAAC
CCACACTCGAATTCACTCTGGAGAGAAGCCCTACAAATGCGAAACCTGCGGAGCCAGATTTGTACAGGT
GGCCCACCTCCGTGCCCATGTGCTTATCCACACTGGTGAGAAGCCCTATCCCTGTGAAATCTGTGGCAC
CCGTTTCCGGCACCTTCAGACTCTGAAGAGCCACCTGCGAATCCACACAGGAGAGAAACCTTACCATTG
TGAGAAGTGTAACCTGCATTTCCGTCACAAAAGCCAGCTGCGACTTCACTTGCGCCAGAAGCATGGCGC
CATCACCAACACCAAGGTGCAATACCGCGTGTCAGCCACTGACCTGCCTCCGGAGCTCCCCAAAGCCTG
CTGAAGCATGGAGTGTTGATGCTTTCGTCTCCAGCCCCTTCTCAGAATCTACCCAAAGGATACTGTAAC
ACTTTACAATGTTCATCCCATGATGTAGTGCCTCTTTCATCCACTAGTGCAAATCATAGCTGGGGGTTG
GGGGTGGTGGGGGTCGGGGCCTGGGGGACTGGGAGCCGCAGCAGCTCCCCCTCCCCCACTGCCATARAAR
CATTAAGAAAATCATATTGCTTCTTCTCCTATGTGTAAGGTGAACCATGTCAGCAAAAAGCAAAATCAT
TTTATATGTCAAAGCAGGGGAGTATGCAAAAGTTCTGACTTGACTTTAGTCTGCAAAATGAGGAATGTA
TATGTTTTGTGGGAACAGATGTTTCTTTTGTATGTAAATGTGCATTCTTTTAAAAGACAAGACTTCAGT
ATGTTGTCAAAGAGAGGGCTTTAATTTTTTTAACCAAAGGTGAAGGAATATATGGCAGAGTTGTAAATA
TATAAATATATATATATATAAAATAAATATATATAAACCTAAAAAAGATATATTAAAAATATAAAACTG
CGTTAAAGGCTCGATTTTGTATCTGCAGGCAGACACGGATCTGAGAATCTTTATTGAGAAAGAGCACTT
AAGAGAATATTTTAAGTATTGCATCTGTATAAGTAAGAAAATATTTTGTCTAAAATGCCTCAGTGTATT
TGTATTTTTTTGCAAGTGAAGGTTTACAATTTACAAAGTGTGTATTAAAAAAAACAAAANGAACAAARAA
AATCTGCAGAAGGAAAAATGTGTAATTTTGTTCTAGTTTTCAGTTTGTATATACCCGTACAACGTGTCC
TCACGGTGCCTTTTTTCACGGAAGTTTTCAATGATGGGCGAGCGTGCACCATCCCTTTTTGAAGTGTAG
GCAGACACAGGGACTTGAAGTTGTTACTAACTAAACTCTCTTTGGGAATGTTTGTCTCATCCCATTCTG
CGTCATGCTTGTGTTATAACTACTCCGGAGACAGGGTTTGGCTGTGTCTAAACTGCATTACCGCGTTGT
AAAATATAGCTGTACAAATATAAGAATAAAATGTTGAAAAGTCAAACTGG

Como se usa en este documento, el término "TNFRSF13B" tiene su significado general en la técnica y se refiere al
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miembro 13B de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral. Una secuencia de ADNc tipica de
TNFRSF13B se representa por la SEQ ID NO:9. TNFRSF13B también se conoce como TACI.

SEQ ID NO: 9 (TNFRSF13B_homo sapiens)
AGCATCCTGAGTAATGAGTGGCCTGGGCCGGAGCAGGCGAGGTGGCCGGAGCCGTGTGGACCAGGAGGA

GCGCTTTCCACAGGGCCTGTGGACGGGGGTGGCTATGAGATCCTGCCCCGAAGAGCAGTACTGGGATCC
TCTGCTGGGTACCTGCATGTCCTGCAAAACCATTTGCAACCATCAGAGCCAGCGCACCTGTGCAGCCTT

CTGCAGGTCACTCAGCTGCCGCAAGGAGCAAGGCAAGTTCTATGACCATCTCCTGAGGGACTGCATCAG

CTGTGCCTCCATCTGTGGACAGCACCCTAAGCAATGTGCATACTTCTGTGAGAACAAGCTCAGGAGCCC
AGTGAACCTTCCACCAGAGCTCAGGAGACAGCGGAGTGGAGAAGTTGAAAACAATTCAGACAACTCGGG
AAGGTACCAAGGATTGGAGCACAGAGGCTCAGAAGCAAGTCCAGCTCTCCCGGGGCTGAAGCTGAGTGC
AGATCAGGTGGCCCTGGTCTACAGCACGCTGGGGCTCTGCCTGTGTGCCGTCCTCTGCTGCTTCCTGGT
GGCGGTGGCCTGCTTCCTCAAGAAGAGGGGGGATCCCTGCTCCTGCCAGCCCCGCTCAAGGCCCCGTCA
AAGTCCGGCCAAGTCTTCCCAGGATCACGCGATGGAAGCCGGCAGCCCTGTGAGCACATCCCCCGAGLCC
AGTGGAGACCTGCAGCTTCTGCTTCCCTGAGTGCAGGGCGCCCACGCAGGAGAGCGCAGTCACGCCTGG
GACCCCCGACCCCACTTGTGCTGGAAGGTGGGGGTGCCACACCAGGACCACAGTCCTGCAGCCTTGCCC
ACACATCCCAGACAGTGGCCTTGGCATTGTGTGTGTGCCTGCCCAGGAGGGGGGCCCAGGTGCATAAAT
GGGGGTCAGGGAGGGAAAGGAGGAGGGAGAGAGATGGAGAGGAGGGGAGAGAGAAAGAGAGGTGGGGAG
AGGGGAGAGAGATATGAGGAGAGAGAGACAGAGGAGGCAGAGAGGGAGAGAAACAGAGGAGACAGAGAG
GGAGAGAGAGACAGAGGGAGAGAGAGACAGAGGGGAAGAGAGGCAGAGAGGGAAAGAGGCAGAGAAGGA
AAGAGACAGGCAGAGAAGGAGAGAGGCAGAGAGGGAGAGAGGCAGAGAGGGAGAGAGGCAGAGAGACAG
AGAGGGAGAGAGGGACAGAGAGAGATAGAGCAGGAGGTCGGGGCACTCTGAGTCCCAGTTCCCAGTGCA
GCTGTAGGTCGTCATCACCTAACCACACGTGCAATAAAGTCCTCGTGCCTGCTGCTCACAGCCCCCGAG
AGCCCCTCCTCCTGGAGAATAAAACCTTTGGCAGCTGCCCTTCCTC

Como se usa en este documento, el término "CCND2" tiene su significado general en la técnica y se refiere al gen de
ciclina D2. Una secuencia de ADNc tipica de CCND2 se representa por la SEQ ID NO:10.

SEQ ID NO: 10 (CCND2_homo sapiens)
AGAGCGAGCAGGGGAGAGCGAGACCAGTTTTAAGGGGAGGACCGGTGCGAGTGAGGCAGCCCCGAGGCT
CTGCTCGCCCACCACCCAATCCTCGCCTCCCTTCTGCTCCACCTTCTCTCTCTGCCCTCACCTCTCCCC
CGAAAACCCCCTATTTAGCCAAAGGAAGGAGGTCAGGGGAACGCTCTCCCCTCCCCTTCCAAARAAACAA
AAACAGAAAAACCTTTTTCCAGGCCGGGGAAAGCAGGAGGGAGAGGGGCCGCCGGGCTGGCCATGGAGC
TGCTGTGCCACGAGGTGGACCCGGTCCGCAGGGCCGTGCGGGACCGCAACCTGCTCCGAGACGACCGLCG
TCCTGCAGAACCTGCTCACCATCGAGGAGCGCTACCTTCCGCAGTGCTCCTACTTCAAGTGCGTGCAGA
AGGACATCCAACCCTACATGCGCAGAATGGTGGCCACCTGGATGCTGGAGGTCTGTGAGGAACAGAAGT
GCGAAGAAGAGGTCTTCCCTCTGGCCATGAATTACCTGGACCGTTTCTTGGCTGGGGTCCCGACTCCGA
AGTCCCATCTGCAACTCCTGGGTGCTGTCTGCATGTTCCTGGCCTCCAAACTCAAAGAGACCAGCCCGC
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TGACCGCGGAGAAGCTGTGCATTTACACCGACAACTCCATCAAGCCTCAGGAGCTGCTGGAGTGGGAAC
TGGTGGTGCTGGGGAAGTTGAAGTGGAACCTGGCAGCTGTCACTCCTCATGACTTCATTGAGCACATCT
TGCGCAAGCTGCCCCAGCAGCGGGAGAAGCTGTCTCTGATCCGCAAGCATGCTCAGACCTTCATIGCTC

TGTGTGCCACCGACTTTAAGTTTGCCATGTACCCACCGTCGATGATCGCAACTGGAAGTGTGGGAGCAG

CCATCTGTGGGCTCCAGCAGGATGAGGAAGTGAGCTCGCTCACTTGTGATGCCCTGACTGAGCTGCTGG
CTAAGATCACCAACACAGACGTGGATTGTCTCAAAGCTTGCCAGGAGCAGATTGAGGCGGTGCTCCTICA
ATAGCCTGCAGCAGTACCGTCAGGACCAACGTGACGGATCCAAGTCGGAGGATGAACTGGACCAAGCCA
GCACCCCTACAGACGTGCGGGATATCGACCTGTGAGGATGCCAGTTGGGCCGAAAGAGAGAGACGCGTC
CATAATCTGGTICICTTCTTCTTTCTGGTTGTTTTTGTTCTTTGTGTTTTAGGGTGAAACTTAAAAAARR
AATTCTGCCCCCACCTAGATCATATTTAAAGATCTTTTAGAAGTGAGAGAAARAGGTCCTACGAAAACG
GAATAATAARARAAGCATTTGGTGCCTATTTGAAGTACAGCATAAGGGAATCCCTTGTATATGCGAACAGT
TATTGTTTGATTATGTAAAAGTAATAGTAAAATGCTTACAGGAAAACCTGCAGAGTAGTTAGAGAATAT
GTATGCCTGCAATATGGGAACAAATTAGAGGAGACTTTTTTTTTTCATGTTATGAGCTAGCACATACAC
CCCCTTGTAGTATAATTTCAAGGAACTGTGTACGCCATTTATGGCATGATTAGATTGCAAAGCAATGAA
CTCAAGAAGGAATTGAAATAAGGAGGGACATGATGGGGAAGGAGTACAAAACAATCTCTCAACATGATT
GAACCATTTGGGATGGAGAAGCACCTTTGCTCTCAGCCACCTGTTACTAAGTCAGGAGTGTAGTTGGAT
CTCTACATTAATGTCCTCTTGCTGTCTACAGTAGCTGCTACCTAAAAAAAGATGTTTTATTTTGCCAGT
TGGACACAGGTGATTGGCTCCTGGGTTTCATGTTCTGTGACATCCTGCTTCTTCTTCCAAATGCAGTTC
ATTGCAGACACCACCATATTGCTATCTAATGGGGAAATGTAGCTATGGGCCATAACCAAAACTCACATG
AAACGGAGGCAGATGGAGACCAAGGGTGGGATCCAGAATGGAGTCTTTTCTGTTATTGTATTTAAAAGG
GTAATGTGGCCTTGGCATTTCTTCTTAGAAAAAAACTAATTTTTGGTGCTGATTGGCATGTCTGGTTCA
CAGTTTAGCATTGTTATAAACCATTCCATTCGAAAAGCACTTTGAAAAATTGTTCCCGAGCGATAGATG
GGATGGTTTATGCAAGTCATGCTGAATACTCCTCCCCTCTTCTCTTTTGCCCCCTCCCTTCCTGCCCCC
AGTCTGGGTTACTCTTCGCTTCTGGTATCTGGCGTTCTTTGGTACACAGTTCTGGTGTTCCTACCAGGA
CTCAAGAGACACCCCTTCCTGCTGACATTCCCATCACAACATTCCTCAGACAAGCCTGTAAACTAAAAT
CTGTTACCATTCTGATGGCACAGAAGGATCTTAATTCCCATCTCTATACTTCTCCTTTGGACATGGARAA
GAAAAGTTATTGCTGGTGCAAAGATAGATGGCTGAACATCAGGGTGTGGCATTTTGTTCCCTTTTCCGT
TTTTTTTTTTTTATTGTTGTTGTTAATTTTATTGCAAAGTTGTATTCAGCGTACTTGAATTTTTCTTCC
TCTCCACTTCTTAGAGGCATTCAGTTAGCAAAGAGGTTGGAGCAACAACTTTTTTTTTTTTTTTTGCAC
AATTGTAATTGACAGGTAATGAAGCTATTTGTTAAAATATTTGCCTTTTTAAGTAAAAAAGAAAAATCA
GAACAGGGCTATTTGAAGAATTATTTTATACACAGATTCTGCCTTIGTTTCATAGTATGAGGGTTGAAGA
CGGAAAACAATCTAAGGGTCTCTCATTTTTTTAATTTTGTTTTGTTCAGTTTGGTTTTTTTTTTTTTTT
GCGCTGCTAAGAAGCTAAAGTCATCCATCCTTATTCACGTTGACAGTACCTAGCTGTAATGTTTCACAG
AGTGTGCTGCTATTTTATAAACATTTTTATAATATATTATTTTACTGCTTAAATTCCAAGTCCTGAAGT
AGATGGTTGAGATATGAGTTCTTCGTACTGGAAAAGCCCTTCCGTAGTTTGTTTTCTTCTGGTAGCATA
TTCATGGTTGTTTTTTTTTTTCTTTTTTGGTTTTTTGGTTTTTTTTTTTTCCTCTGATCACATTCTTCA
AAGACGGAGTATTCTTTACCTCAGGTTTACTGGACAAAATCAATAACTACAAAAGGCAATGATTCACGC
TTTTGTTTTCATAATACCTCACAACCGTACAGTTTCTGCTTGGGAGCCCATTCGCATGAGGAATACAGA
AGCAGTGTGAGCAGGGCTGACTCCCTCTCAGGTGGAAGGCAGGGCGGTCTCACTCCCAGGGACCTTTTT
GGTCATGGAGGCCATCGGGCTCCCAGTTAGACCCTGGTATCCTCATCATGATGGAAAAAATACATTGAA
CCAAGGGATCCTCCCTCCCCTTCAAGGCAGACGTTCAGTACAAACATTTATGCGGTAGGCTCAGATGTC
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GTAATTTGCACTTAGGTACCAGGTGTCAGGAAACAGACTAAAAAGAATTCCACCAGGCTGTTTGGAGAT
CCTCATCTTGGAGCTTTTTCAAAAGCGGGGCTTCATCTGCAAAGGGCCCTTTCATCTTGAAGTTTTTCC
CCTCCGTCTTTCCCCTCCCCTGGCATGGACACCTTGTGTTTAGGATCATCTCTGCAGGTTTCCTAGGTC
TGAATCTGCGAGTAGATGAACCTGCAGCAAGCAGCGTTTATGGTGCTTCCTTCTCCCTCCTCTGTCTCA
AACTGCGCAGGCAAGCACTATGCAAGCCCAGGCCCTCTGCTGAGCGGTACTAAACGGTCGGGTTTTCAA
TCACACTGAATTGGCAGGATAAGAAAAATAGGTCAGATAAGTATGGGATGATAGTTGAAGGGAGGTGAA
GAGGCTGCTTCTCTACAGAGGTGAAATTCCAGATGAGTCAGTCTCTTGGGAAGTGTGTTTAGAAGGGTT
CAGGACTTTGTGAGTTAGCATGACCCTAAAATTCTAGGGGATTTCTGGTGGGACAATGGGTGGTGAATT
CTGAAGTTTTGGAGAGGGAAGTGGAGCAGCCAGCAAGTAAGCTAGCCAGAGTTTTCTCAAGAGCCAGCT
TTGCTCAGCACACTCTCCTGGGCCCCAAGGAGTCCCACGGAATGGGGAAAGCGGGAACCCTGGAGTTCT
TGGGAATCTTGGAGCCTAAAGAGAAACCGAGGTGCAAATTCATTTCATGGTGACTGACCCTTGAGCTTA
AACAGAAGCAGCAAATGAAAGAACCGGACAAATAAGGAAGGGCACAAGCCTACCCGACTCTATTTACAG
TCTGTAACTTTCCACTCTTCCTGTAGTCCCGAGGCCCCTGGGTCCTTCTAGCTTTTCTCTTTCCCATCC
TTGGGGCCTTGTGTGATGATGGGTGTGGGGCTGCCGATGGGAAAGTCGGGGGTTGTTAGGCTTTTCTGC
CTGCTCCTGCTTAAACACAAGAAGGAATCCTGGATTTTGCCCTCTCCTTAGCTCTTAGTCTCTTTGGTA
GGAGTTTTGTTCCAGAGGAGCTCTCCCCCTTGGATTTGAACTTGCTCTTTTTGTTGTTGTTGTTCTTTIC
TCTTCTTTTTCTTACCTCCCACTAAAGGGGTTCCAAATTATCCTGGTCTTTTTCTACCTTGTTGTGTTT
CTATCTCGTCTTTACTTCCATCTGTTTGTTTTTTTCTCCATCAGTGGGGGCCGAGTTGTTCCCCCAGCC
TGCCAAATTTTGATCCTTCCCCTCTTTTGGCCAAATCCTAGGGGGAAGAAATCCTAGTATGCCAAAAAT
ATATGCTAAGCATAATTAAACTCCATGCGGGTCCATAACAGCCAAGAAGCCTGCAGGAGAAAGCCAAGG
GCAGTTCCCTCCGCAGAACACCCCATGCGTGCTGAGAGGCGAGCTCCTTGAAGAAGGGGCTGTTCTTCC
AGGAGGCCTTATTTTGAACTGCCTCAGGACCCCACTGGAGAGCACAGCATGCCTTACTACTGGGTCATC
CTTGGTCTATGTGCTCTGTACTGGAGGCTCTGTTCTGCCTCTTATCAGCCAGGTCAGGGGCACACATGG
CTTAAGTGACAAAGCCAGAGGAGAAGACAACCCTGACAGCATCACGCTGCATCCCATTGCTAGCAGGAT
TGGCAACTCTTCAGACGGAGCTGCGCTTCCCTGCAGTCTAGCACCTCTAGGGCCTCTCCAGACTGTGCC
CTGGGAGCTCTGGGACTGAAAGGTTAAGAACATAAGGCAGGATCAGATGACTCTCTCCAAGAGGGCAGG
GGAATTTTCTCTCCATGGGCCACAGGGGACAGGGCTGGGAGAAGAAATAGACTTGCACCTTATGTCATG
TAAATAATTGATTTTCTAGTTCAAGAAGATAATATTGGTAGTGTGGGAATTGGAGGTAGGAAGGGGAGG
AAGTCTGAGTAAGCCAGTTGGCTTCTAAGCCAAAAGGATTCCTCTTTGTTTATCTCTGAGACAGTCCAA
CCTTGAGAATAGCTTTAAAAGGGAAATTAATGCTGAGATGATAAAGTCCCCTTAAGCCAACAAACCCTC
TGTAGCTATAGAATGAGTGCAGGTTTCTATTGGTGTGGACTCAGAGCAATTTACAAGAGCTGTTCATGC
AGCCATCCATTTGTGCAAAATAGGGTAAGAAGATTCAAGAGGATATTTATTACTTCCTCATACCACATG
GCTTTTGATGATTCTGGATTCTAAACAACCCAGAATGGTCATTTCAGGCACAACGATACTACATTCGTG
TGTGTCTGCTTTTAAACTTGGCTGGGCTATCAGACCCTATTCTCGGCTCAGGTTTTGAGAAGCCATCAG
CAAATGTGTACGTGCATGCTGTAGCTGCAGCCTGCATCCCTTCGCCTGCAGCCTACTTTGGGGAAATAA
AGTGCCTTACTGACTGTAGCCATTACAGTATCCAATGTCTTTTGACAGGTGCCTGTCCTTGAAAAACAA
AGTTTCTATTTTTATTTTTAATTGGTTTAGTTCTTAACTGCTGGCCAACTCTTACATCCCCAGCAAATC
ATCGGGCCATTGGATTTTTTCCATTATGTTCATCACCCTTATATCATGTACCTCAGATCTCTCTCTCTC
TCCTCTCTCTCAGTTATGTAGTTTCTTGTCTTGGACTTTTTTTTTTCTTTTCTTTTTCTTTTTTTTTTT
GCTTTAAAACAAGTGTGATGCCATATCAAGTCCATGTTATTCTCTCACAGTGTACTCTATAAGAGGTGT
GGGTGTCTGTTTGGTCAGGATGTTAGAAAGTGCTGATAAGTAGCATGATCAGTGTATGCGAAAAGGTTT
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TTAGGAAGTATGGCAAAAATGTTGTATTGGCTATGATGGTGACATGATATAGTCAGCTGCCTTTTAAGA
GGTCTTATCTGTTCAGTGTTAAGTGATTTAAAAAAATAATAACCTGTTTTCTGACTAGTTTAAAGATGG
ATTTGAAAATGGTTTTGAATGCAATTAGGTTATGCTATTTGGACAATAAACTCACCTTGACCT

Como se usa en este documento, el término "MYC" tiene su significado general en la técnica y se refiere al gen del
homdlogo oncogénico del virus de la mielocitomatosis aviar v-myc. Una secuencia de ADNc tipica de MYC se
5 representa porla SEQ ID NO:11.

SEQ ID NO: 11 (MYC_homo sapiens)
CTGCTCGCGGCCGCCACCGLCCGGGLCCCCGGCCGTCCCTGGCTCCCCTCCTGCCTCGAGAAGGGCAGGGL

TTCTCAGAGGCTTGGCGGGAAAAAGAACGGAGGGAGGGATCGCGCTGAGTATAAAAGCCGGTTTTCGGG
GCTTTATCTAACTCGCTGTAGTAATTCCAGCGAGAGGCAGAGGGAGCGAGCGGGCGGCCGGCTAGGGTG
GAAGAGCCGGGCGAGCAGAGCTGCGCTGCGGGCGTCCTGGGAAGGGAGATCCGGAGCGAATAGGGGGCT
TCGCCTCTGGCCCAGCCCTCCCGCTGATCCCCCAGCCAGCGGTCCGCAACCCTTGCCGCATCCACGAAA
CTTTGCCCATAGCAGCGGGCGGGCACTTTGCACTGGAACTTACAACACCCGAGCAAGGACGCGACTCTC
CCGACGCGGGGAGGCTATTCTGCCCATTTGGGGACACTTCCCCGCCGCTGCCAGGACCCGCTTCTCTGA
AAGGCTCTCCTTGCAGCTGCTTAGACGCTGGATTTTTTTCGGGTAGTGGAAAACCAGCAGCCTCCCGCG

ACGATGCCCCTCAACGTTAGCTTCACCAACAGGAACTATGACCTCGACTACGACTCGGTGCAGCCGTAT
TTCTACTGCGACGAGGAGGAGAACTTCTACCAGCAGCAGCAGCAGAGCGAGCTGCAGCCCCCGGLGLCT
AGCGAGGATATCTGGAAGAAATTCGAGCTGCTGCCCACCCCGCCCCTGTCCCCTAGCCGCCGCTCCGGG
CTCTGCTCGCCCTCCTACGTTGCGGTCACACCCTTCTCCCTTCGGGGAGACAACGACGGCGGTGGCGGG
AGCTTCTCCACGGCCGACCAGCTGGAGATGGTGACCGAGCTGCTGGGAGGAGACATGGTGAACCAGAGT
TTCATCTGCGACCCGGACGACGAGACCTTCATCAAAAACATCATCATCCAGGACTGTATGTGGAGCGGC
TTCTCGGCCGCCGCCAAGCTCGTCTCAGAGAAGCTGGCCTCCTACCAGGCTGCGCGCAAAGACAGCGGC
AGCCCGAACCCCGCCCGCGGCCACAGCGTCTGCTCCACCTCCAGCTTGTACCTGCAGGATCTGAGCGCC
GCCGCCTCAGAGTGCATCGACCCCTCGGTGGTCTTCCCCTACCCTCTCAACGACAGCAGCTCGCCCAAG
TCCTGCGCCTCGCAAGACTCCAGCGCCTTCTCTCCGTCCTCGGATTCTCTGCTCTCCTCGACGGAGTCC
TCCCCGCAGGGCAGCCCCGAGCCCCTGGTGCTCCATGAGGAGACACCGCCCACCACCAGCAGCGACTCT
GAGGAGGAACAAGAAGATGAGGAAGAAATCGATGTTGTTTCTGTGGAAAAGAGGCAGGCTCCTGGCAAA

AGGTCAGAGTCTGGATCACCTTCTGCTGGAGGCCACAGCAAACCTCCTCACAGCCCACTGGTCCTCAAG
AGGTGCCACGTCTCCACACATCAGCACAACTACGCAGCGCCTCCCTCCACTCGGAAGGACTATCCTGCT
GCCAAGAGGGTCAAGTTGGACAGTGTCAGAGTCCTGAGACAGATCAGCAACAACCGAAAATGCACCAGC
CCCAGGTCCTCGGACACCGAGGAGAATGTCAAGAGGCGAACACACAACGTCTTGGAGCGCCAGAGGAGG
AACGAGCTAAAACGGAGCTTTTTTGCCCTGCGTGACCAGATCCCGGAGTTGGAAAACAATGAAAAGGCC
CCCAAGGTAGTTATCCTTAAAAAAGCCACAGCATACATCCTGTCCGTCCAAGCAGAGGAGCAAAAGCTC
ATTTCTGAAGAGGACTTGTTGCGGAAACGACGAGAACAGTTGAAACACAAACTTGAACAGCTACGGAAC
TCTTGTGCGTAAGGAAAAGTAAGGAAAACGATTCCTTCTAACAGAAATGTCCTGAGCAATCACCTATGA
ACTTGTTTCAAATGCATGATCAAATGCAACCTCACAACCTTGGCTGAGTCTTGAGACTGAAAGATTTAG
CCATAATGTAAACTGCCTCAAATTGGACTTTGGGCATAAAAGAACTTTTTTATGCTTACCATCTTTTTT
TTTTCTTTAACAGATTTGTATTTAAGAATTGTTTTTAAAAAATTTTAAGATTTACACAATGTTTCTCTG
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TAAATATTGCCATTAAATGTAAATAACTTTAATAAAACGTTTATAGCAGTTACACAGAATTTCAATCCT
AGTATATAGTACCTAGTATTATAGGTACTATAAACCCTAATTTTTTTTATTTAAGTACATTTTGCTTTT
TAAAGTTGATTTTTTTCTATTGTTTTTAGAAAAAATAAAATAACTGGCAAATATATCATTGAGCCAAA

Como se usa en este documento, el término "MYBL1" tiene su significado general en la técnica y se refiere al gen 1
similar al homdlogo oncogénico del virus de la mieloblastosis aviar v-myb. Una secuencia de ADNc tipica de MYBL1
5 serepresenta porla SEQ ID NO:12.

SEQ ID NO: 12 (MYBL1_homo sapiens)

GGACAAAACCCTGCAGGAGACTGCGAGCCCTGCAGAACTGCTAGCTGCGGGGGAGAGGGCAGGGGTCGG
GCGCCTGTGGCGGAGCCGGGCTGGGGCCAGGGCAGGGAGGCTGACAAGCGGCGGGAGAAGCCGGCGGAG
GGCGGGATCGCGCCTCCTGACATGTTGGGGGTATCCCTGGCCGGGCCGGGCCGGGGCTAAGAGCGGLGL
TGCGGGCCGGGGTCGGGETCGGGTCGCGGTCCGCCCCCGCTGTCCCTCCGTCCTGCCCTGTCGAGGACG
TGCGTTCCGCACTCGGCCGCCTCCAGAGGGAGCGAGGGAAGCGGCTAGAGGATCGGGGAGAAGGAGCAT
TCGCCGGAGGCTGGAGGAGGCTGACCCGCGTCCCCGCCCAGCCTGCTCCTATGCGGTACTTGAAGGATG
GCGAAGAGGTCGCGCAGTGAGGATGAGGATGATGACCTTCAGTATGCCGATCATGATTATGAAGTACCA
CAACAAAAAGGACTGAAGAAACTCTGGAACAGAGTAAAATGGACAAGGGACGAGGATGATAAATTAAAG
AAGTTGGTTGAACAACATGGAACTGATGATTGGACTCTAATTGCTAGTCATCTTCAAAATCGCTCTGAT
TTTCAGTGCCAGCATCGATGGCAGAAAGTTTTAAATCCTGAATTGATAAAGGGTCCTTGGACTAAAGAA
GAAGATCAGAGGGTTATTGAATTAGTTCAGAAATATGGGCCAAAAAGATGGTCTTTAATTGCAAAACAT
TTAAAAGGAAGAATAGGCAAGCAGTGTAGAGAAAGATGGCATAATCATCTGAATCCTGAGGTAAAGAAA
TCTTCCTGGACAGAAGAGGAGGACAGGATCATCTATGAAGCACATAAGCGGTTGGGAAATCGTTGGGCA
GAAATTGCCAAACTACTTCCAGGAAGGACTGATAATTCTATCAAAAATCATTGGAATTCTACTATGCGA
AGAAAAGTGGAACAGGAGGGCTATTTACAAGATGGAATAAAATCAGAACGATCTTCATCTAAACTTCAA
CACAAACCTTIGIGCAGCTATGGATCATATGCARACCCAGAATCAGTTTTACATACCTGTTICAGATCCCT
GGGTATCAGTATGTGTCACCTGAAGGCAATTGTATAGAACATGTTCAGCCTACTTCTGCCTTTATTCAG
CAACCCTTCATTGATGAAGATCCTGATAAGGAAAAGAAAATAAAGGAACTTGAGATGCTTCTTATGTCA
GCTGAGAATGAAGTTAGAAGAAAGCGAATTCCATCACAGCCTGGAAGTTTTTCTAGCTGGTCTGGTAGT
TTCCTCATGGATGATAACATGTCTAATACTCTAAATAGCCTTGACGAGCACACTAGTGAGTTTTACAGT
ATGGATGAAAATCAGCCTGTGTCTGCTCAGCAGAATTCACCCACAAAGTTCCTGGCCGTGGAGGCAAAC
GCTGTGTTATCCTCTTTGCAGACCATCCCAGAATTTGCAGAGACTCTAGAACTTATTGAATCTGATCCT

GTAGCATGGAGTGACGTTACCAGTTTTGATATTTCTGATGCTGCTGCTTCTCCTATCAAATCCACCCCA

GTTAAATTAATGAGAATTCAGCACAATGAAGGAGCCATGGAATGCCAATTTAACGTCAGTCTTGTACTT
GAAGGGAAAAAAAACACTTGTAATGGTGGCAACAGTGAAGCTGTTCCTTTAACATCCCCAAATATAGCC
AAGTTTAGCACTCCACCAGCCATCCTCAGAAAGAAGAGAAAAATGCGAGTGGGTCATTCCCCAGGCAGC
GAACTTAGGGATGGCTCATTGAACGATGGTGGTAATATGGCGCTAAAACATACACCACTGAAAACACTA
CCATTTTCTCCTTCACAGTTTTTCAACACATGTCCTGGTAATGAACAACTTAATATAGAAAATCCTTCA
TTTACATCAACCCCTATTTGTGGGCAGAAAGCTCTCATTACAACTCCTCTTCATAAGGAAACAACTCCC
AAAGATCAAAAGGAAAATGTAGGGTTTAGAACACCTACTATTAGAAGATCTATACTGGGTACCACACCA
AGAACTCCTACTCCTTTTAAGAATGCGCTTGCTGCTCAGGAGAAAAAATATGGACCTCTTAAAATTGTG
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TCCCAGCCACTTGCTTTCTTGGAAGAAGATATTCGGGAAGTTTTAAAAGAAGAAACTGGAACAGACCTA
TTCCTCAAAGAGGAAGATGAACCTGCTTACAAAAGCTGCAAACAAGAGAATACCGCTTCTGGGAAGAAA
GTCAGAAAATCACTAGTCTTAGATAATTGGGAAAAAGAAGAATCAGGCACTCAACTGTTGACTGAAGAC
ATTTCAGACATGCAGTCAGAAAATAGATTTACTACATCCTTATTAATGATACCATTATTGGAAATACAT
GACAATAGGTGCAACTTGATTCCTGAAAAACAAGATATAAATTCAACCAACAAAACATATACACTTACT
AAAAAGAAACCAAACCCTAACACTTCCAAAGTTGTCAAATTGGAAAAGAATCTTCAGTCAAATTGTGAA
TGGGAAACAGTGGTTTATGGGAAGACAGAAGACCAACTTATTATGACTGAACAAGCAAGAAGATATCTG
AGTACTTACACAGCTACCAGTAGTACTTCAAGAGCTCTCATACTGTAATTGTTATTAAAATTGATGAAA
TGCCCCACTCCCTTACTGCAGTCTCTACTAAATTAGGTTGCAGTGAAATTTTTCTCAATTAGTTGTTTT
TAAAGTTGTAAGATAGCCCTTTTAATACAGCATCTTTTTTCTATTCTATATAGTAGGCAGAAAGCTAGT
AAGTCACTTAAGGGGTAGATAGTTTCATAGTTTATTTTTTAAGAGATGAGATTTTTAAAAATTGTTTTT
AAAGAACAAGATGGGAAAATAATAGAATGTTCATGGATTTCTAAAAGTAAATTCTCATATATTTTCTTC
ACAAGATATATGTTGCTACTCTCTTGATGCTGCAGTTTTGTTATAGATAGGTGTATGAGTATATATGAT
TTCTGAAATTAGTCTATGTATGGAAAGCACACATGATTTTATGAAGTACTTTTGCCCATGTGCTGATTT
ACTTAGGCTACCATTTACAAAGAAACACATTGAAAAGGAATTTAAAGGAAGGATAGAAAGTTGCACTAC
TAATTTTTTGTTTTTTTTTTCAGAAGCAGTAAAATTAACTACAGTGTTAAATGTATTTATTTGAGCATA
GTACTGAAAACAAAAAGCATTCAAAAAAGAGTTTTTTCTTTATTAGTAAATAGTATTTTCTTAATCTCA
GAGGAGCTGAGAGTTTTGTTGAATGTATTGTACAGTATGTAGGAGCAGGAGAACTTTGTAAATTGGARA
GAAGTCTGTTTTTATAATTTATTTTTATTTTTAAAGCTTAAATGTAGATATTTATACGTATACAGGGTG
CCTAGAAGCCAATGTTGTTTCCTGTTATTACAGCTAACACAGTAAAGAATAATTTTGACTTTAAGTATG
AAACAGTAGTAAGTTATAGCTGCAAAGAATACAATATCTATACTGTATGTCACATCTACCTAAATGTTG
CACTATGCCCTTTAAATCATGCTGGTTATAAAGTAGTTCTAAAAATGTACTAAATAATAATTTAATATT
TTCTTTTTAAATTATATCGGGGGTGCGTCATATACATTAATCTGGTGATTTGTATATGTGTTTGAAATTT
TTGCATTTTGTTTAAAAAATAATATGGTACCTTGGTCCCTAAAAACAGTCTGCACTTAGAAGTTTATAT
TTACTCAGTGTTTCAGAAGTGGAGAACATTATCTTTTATTTATAAAAATATTTTGTCCTTTTTTAAATG
TTTTGTGTTTCTCTACAGGTTACAACAGTTGCTTCAGTTGCCTGTTTTAGGTGTTTGCACTTATTTTAT
TTCTTCTTGAAAGAATTTTTATTTGCTTTTGTGGTAGAGATTATATGTAATTTTTTTTCAGTCATATAA
TGGTGTGCTGTCAACTTAAACACTGACAGGTAAATAGAATTGTACACTGTAGTTTGAATTATTTATAAT
TGACACACTCTCTCCCTCTCCACTCCTGAAGTATGCTGCTATAGAAAATAGCAGAATCGGCTTGCTGCT
ACGAGAGAAGGAAAGAGCGACCACCACTTGCACTGTGTGAAAAGATAAAAAACAAATGATGGCAAGTTC
TCAAGTTAACTAAATGGAATCAACCATTACCAGGCAAATTCTTGCAAATACCAAAATACTACTATGCCT
TATAAAACAAAATGAAAGCAGGTTAAGATTTTCTGCTCTGTTTGTATGTTAATAGAAATGGAAATACTA
AGTATTTTAATGCTTAGCTCTTGAACAGTAGACCTAAAAGGGTTTTAAGCTATTTAAATCTACTTGCTA
GTTTTTGCATATTTTATATATATATATATTTATATATATATATAGTGAGAAGTGAAGAAAATGTATGGT
ACTAAGATTATGCCTTATTGATAAATAGATAAACCAATTTGAATCCTCTTAGCATGTTTAAGTATGTTG
ATTGCTTTCTAATTAATGAACTTCTCACAGAAATTTCACTTAGTGAAACCAATGATTGTAGCAAACTCA
TACTGGATCATTTCAGTTACCTTGAACTAATAGCACATAATGGTTTTTTGTTGTTGTTGTTTTTAATGT
AGCCCTTACCTGGATATACATAGTCTGCAATCACCAAAGTATAATATCTTGTAAGGCTATATTTTTTAA
AGCATATTTTTTCTTGAGCATTAAATTATCCTAAATGGTAATATATTGTGGATAAGTCTGGGCTTATTG
GACATAATACATATTTGGGTTGGTACTGGTTGAATCCTTCAGTTAACTGCTTTGTTGCTTTTTGCAAGA
TTTTTTATCTTARAACATGTCAGGCATCTTAAGTCACCTTTATACTGTTTTGTTCCTCTGAGTTTCTTTC
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AGTATGTTATACAAATGCCAGACATAACATGTAGCAGCCATACTTGCATGGAAACTGACTACACATACA
TAATACTGCATTTTATTGTAAGGTTTTCACATTAATACAGCAATTACCCTGACTAAATTGAGTTTTGTG
ATATATGGAAAACTTCATTGTAAGAGAATCTTGCATACAATGTTGACATATTAACATCCAAAATAAAGC
ATCTGTGTACAAGCTGA

Como se usa en este documento, el término "BCL2" tiene su significado general en la técnica y se refiere al gen 2 de
CLL de linfocitos B/linfoma. Una secuencia de ADNc tipica de BCL2 se representa por la SEQ ID NO:13.

SEQ ID NO: 13 (BCL2_homo sapiens)
ACCACCTCCTTCTCCCCACCCCTCGCCGCACCACACACAGCGCGGGCTTCTAGCGCTCGGCACCGGLCGG

GCCAGGCGCGTCCTGCCTTCATTTATCCAGCAGCTTTTCGGAAAATGCATTTGCTGTTCGGAGTTTAAT
CAGAAGAGGATTCCTGCCTCCGTCCCCGGCTCCTTCATCGTCCCCTCTCCCCTGTCTCTCTCCTGGGGA
GGCGTGAAGCGGTCCCGTGGATAGAGATTCATGCCTGTGCCCGCGCGTGTGTGCGCGCGTGTAAATTGC
CGAGAAGGGGAAAACATCACAGGACTTCTGCGAATACCGGACTGAAAATTGTAATTCATCTGCCGCCGC
CGCTGCCTTTTTTTTTTCTCGAGCTCTTGAGATCTCCGGTTGGGATTCCTGCGGATTGACATTTCTGTG
AAGCAGAAGTCTGGGAATCGATCTGGAAATCCTCCTAATTTTTACTCCCTCTCCCCGCGACTCCTGATT
CATTGGGAAGTTTCAAATCAGCTATAACTGGAGAGTGCTGAAGATTGATGGGATCGTTGCCTTATGCAT
TTGTTTTGGTTTTACAAAAAGGAAACTTGACAGAGGATCATGCTGTACTTAAAAAATACAACATCACAG
AGGAAGTAGACTGATATTAACAATACTTACTAATAATAACGTGCCTCATGAAATAAAGATCCGAAAGGA
ATTGGAATAAAAATTTCCTGCATCTCATGCCAAGGGGGAAACACCAGAATCAAGTGTTCCGCGTGATTG
AAGACACCCCCTCGTCCAAGAATGCAAAGCACATCCAATAAAATAGCTGGATTATAACTCCTCTTCTTT
CTCTGGGGGCCGTGGGGTGGGAGCTGGGGCGAGAGGTGCCGTTGGCCCCCGTTGCTTTTCCTCTGGGAA
GGATGGCGCACGCTGGGAGAACAGGGTACGATAACCGGGAGATAGTGATGAAGTACATCCATTATAAGC
TGTCGCAGAGGGGCTACGAGTGGGATGCGGGAGATGTGGGCGCCGCGCCCCCGGGGGCCGCCCCCGCAL
CGGGCATCTTCTCCTCCCAGCCCGGGCACACGCCCCATCCAGCCGCATCCCGGGACCCGGTCGCCAGGA
CCTCGCCGCTGCAGACCCCGGCTGCCCCLCGGCGLCCGCCGCGGGGCCTGCGCTCAGCCCGGTGCCACCTG
TGGTCCACCTGACCCTCCGCCAGGCCGGCGACGACTTCTCCCGCCGCTACCGCCGCGACTTCGCCGAGA
TGTCCAGCCAGCTGCACCTGACGCCCTTCACCGCGCGGGGACGCTTTGCCACGGTGGTGGAGGAGCTCT
TCAGGGACGGGGTGAACTGGGGGAGGATTGTGGCCTTCTTTGAGTTCGGTGGGGTCATGTGTGTGGAGA
GCGTCAACCGGGAGATGTCGCCCCTGGTGGACAACATCGCCCTGTGGATGACTGAGTACCTGAACCGGC
ACCTGCACACCTGGATCCAGGATAACGGAGGCTGGGATGCCTTTGTGGAACTGTACGGCCCCAGCATGC

GGCCTCTGTTTGATTTCTCCTGGCTGTCTCTGAAGACTCTGCTCAGTTTGGCCCTGGTGGGAGCTTGCA
TCACCCTGGGTGCCTATCTGGGCCACAAGTGAAGTCAACATGCCTGCCCCAAACAAATATGCAAAAGGT
TCACTAAAGCAGTAGAAATAATATGCATTGTCAGTGATGTACCATGAAACAAAGCTGCAGGCTGTTTAA
GAAAAAATAACACACATATAAACATCACACACACAGACAGACACACACACACACAACAATTAACAGTCT
TCAGGCAAAACGTCGAATCAGCTATTTACTGCCAAAGGGAAATATCATTTATTTTTTACATTATTAAGA
AAAAAAGATTTATTTATTTAAGACAGTCCCATCAAAACTCCTGTCTTTGGAAATCCGACCACTAATTGC
CAAGCACCGCTTCGTGTGGCTCCACCTGGATGTTCTGTGCCTGTAAACATAGATTCGCTTTCCATGTTG
TTGGCCGGATCACCATCTGAAGAGCAGACGGATGGAAAAAGGACCTGATCATTGGGGAAGCTGGCTTTC
TGGCTGCTGGAGGCTGGGGAGAAGGTGTTCATTCACTTGCATTTCTTTGCCCTGGGGGCTGTGATATTA
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ACAGAGGGAGGGTTCCTGTGGGGGGAAGTCCATGCCTCCCTGGCCTGAAGAAGAGACTCTTTGCATATG
ACTCACATGATGCATACCTGGTGGGAGGAAAAGAGTTGGGAACTTCAGATGGACCTAGTACCCACTGAG
ATTTCCACGCCGAAGGACAGCGATGGGAAAAATGCCCTTAAATCATAGGAAAGTATTTTTTTAAGCTAC
CAATTGTGCCGAGAAAAGCATTTTAGCAATTTATACAATATCATCCAGTACCTTAAGCCCTGATTGTGT
ATATTCATATATTTTGGATACGCACCCCCCAACTCCCAATACTGGCTCTGTCTGAGTAAGAAACAGAAT
CCTCTGGAACTTGAGGAAGTGAACATTTCGGTGACTTCCGCATCAGGAAGGCTAGAGTTACCCAGAGCA
TCAGGCCGCCACAAGTGCCTGCTTTTAGGAGACCGAAGTCCGCAGAACCTGCCTGTGTCCCAGCTTGGA
GGCCTGGTCCTGGAACTGAGCCGGGGCCCTCACTGGCCTCCTCCAGGGATGATCAACAGGGCAGTGTGG
TCTCCGAATGTCTGGAAGCTGATGGAGCTCAGAATTCCACTGTCAAGAAAGAGCAGTAGAGGGGTGTGG
CTGGGCCTGTCACCCTGGGGCCCTCCAGGTAGGCCCGTTTTCACGTGGAGCATGGGAGCCACGACCCTT
CTTAAGACATGTATCACTGTAGAGGGAAGGAACAGAGGCCCTGGGCCCTTCCTATCAGAAGGACATGGT
GAAGGCTGGGAACGTGAGGAGAGGCAATGGCCACGGCCCATTTTGGCTGTAGCACATGGCACGTTGGCT
GTGTGGCCTTGGCCCACCTGTGAGTTTAAAGCAAGGCTTTAAATGACTTTGGAGAGGGTCACAAATCCT
AAAAGAAGCATTGAAGTGAGGTGTCATGGATTAATTGACCCCTGTCTATGGAATTACATGTAAAACATT
ATCTTGTCACTGTAGTTTGGTTTTATTTGAAAACCTGACAAAAAAARAGTTCCAGGTGTGGAATATGGG
GGTTATCTGTACATCCTGGGGCATTAAAAARAAARARA

Como se usa en este documento, el término "MS4A1" tiene su significado general en la técnica y se refiere al miembro
1 de la subfamilia A de 4 dominios transmembranarios. Una secuencia de ADNc tipica de MS4A1 se representa por
5 laSEQID NO:14.

SEQ ID NO: 14 (MS4Al_homo sapiens)
ACCCTCCCAGTGTGCTTGAGAAACAAACTGCACCCACTGAACTCCGCAGCTAGCATCCAAATCAGCCCT
TGAGATTTGAGGCCTTGGAGACTCAGGAGTTTTGAGAGCAAAATGACAACACCCAGAAATTCAGTAAAT
GGGACTTTCCCGGCAGAGCCAATGAAAGGCCCTATTGCTATGCAATCTGGTCCAAAACCACTCTTCAGG
AGGATGTCTTCACTGGAACTTGTAATAGCTGGCATCGTTGAGAATGAATGGAAAAGAACGTGCTCCAGA
CCCAAATCTAACATAGTTCTCCTGTCAGCAGAAGAAAAAAANGAACAGACTATTGAAATAAAAGAAGAA
GTGGTTGGGCTAACTGAAACATCTTCCCAACCAAAGAATGAAGAAGACATTGAAATTATTCCAATCCAA
GAAGAGGAAGAAGAAGAAACAGAGACGAACTTTCCAGAACCTCCCCAAGATCAGGAATCCTCACCAATA
GAAAATGACAGCTCTCCTTAAGTGATTTCTTCTGTTTTCTGTTTCCTTTTTTAAACATTAGTGTTCATA
GCTTCCAAGAGACATGCTGACTTTCATTTCTTGAGGTACTCTGCACATACGCACCACATCTCTATCTGG
CCTTTGCATGGAGTGACCATAGCTCCTTCTCTCTTACATTGAATGTAGAGAATGTAGCCATTGTAGCAG
CTTGTGTTGTCACGCTTCTTCTTTTGAGCAACTTTCTTACACTGAAGAAAGGCAGAATGAGTGCTTCAG
AATGTGATTTCCTACTAACCTGTTCCTTGGATAGGCTTTTTAGTATAGTATTTTTTTTTGTCATTTTCT
CCATCAACAACCAGGGAGACTGCACCTGATGGAAAAGATATATGACTGCTTCATGACATTCCTAAACTA
TCTTTTTTTTATTCCACATCTACGTTTTTGG

10 Como se usa en este documento, la expresion "secuencia de acido nucleico diana" se refiere a una secuencia de
acido nucleico especifica del gen para el que se busca la determinacion del nivel de expresion (es decir, NEK6, IRF4,
IGHM, CCND1, LMO2, FOXP1, TNFRSF9, BCL6, TNFRSF13B, CCND2, MYC, MYBL1, BCL2 y MS4A1). De acuerdo
con la invencion, la secuencia de acido nucleico diana consiste en 2 segmentos que estan sustancialmente
adyacentes. Como se usa en este documento, la expresion "sustancialmente adyacente" se usa en referencia a

15 moléculas de acido nucleico que estan en cercana proximidad entre si.

MLPA es un método bien conocido para determinar los niveles de expresién de genes en un ensayo multiple realizado
en un solo tubo. El protocolo general para MLPA se describe en Schouten, J. P. et al., (2002) Nucl. Acid Res. 30, e57,
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en www.mplpa.com y también puede encontrarse en la patente de los Estados Unidos n.° 6 955 901. Se disefian
sondas de MLPA que hibridan con las secuencias de acido nucleico diana especificas para los genes de interés (es
decir, NEK®6, IRF4, IGHM, CCND1, LMO2, FOXP1, TNFRSF9, BCL6, TNFRSF13B, CCND2, MYC, MYBL1, BCL2, o
MS4A1). Cada sonda esta realmente en dos partes, de las que ambas hibridaran con el ADNc diana en cercana
proximidad entre si. Cada parte de la sonda porta la secuencia para uno de los cebadores de PCR. Solamente cuando
las dos partes de la sonda de MLPA hibridan con el ADN diana en cercana proximidad entre si, las dos partes se
ligaran juntas y, por tanto, formaran un molde de ADN completo para el par de cebadores de PCR usado. Por tanto,
con el ensayo de RT-MLPA de la presente invencion, es posible realizar una reaccion de PCR multiple en que se
cuantifican simultaneamente los niveles de expresion de al menos los 10 genes. El método, por tanto, es muy sensible.
Ademas, las reacciones de MLPA requieren una pequefia cantidad de ADNc. En contraste con, por ejemplo, FISH y
las micromatrices BAC o incluso RT-PCR, las secuencias detectadas son pequefias (aproximadamente 60
nucledtidos), y RT-MLPA, por tanto, esta particularmente adaptada para el andlisis de muestras de ARN parcialmente
degradadas, por ejemplo, obtenidas de tejidos incluidos en parafina fijados con formol. En comparaciéon con otras
técnicas, una reaccion de MLPA es rapida, barata y muy simple de realizar. El equipo necesario esta presente en la
mayoria de laboratorios de biologia molecular.

El método de la presente comprende las siguientes etapas de i) preparar una muestra de ADNc a partir de la muestra
de tejido tumoral, ii) incubar la muestra de ADNc de la etapa i) con una mezcla de al menos 10 pares diferentes de
sondas especificas de una secuencia de acido nucleico diana de NEK®6, IRF4, IGHM, LMO2, FOXP1, TNFRSF9, BCL6,
TNFRSF13B, CCND2 y MYBLA1, iii) conectar (es decir, ligar) la primera sonda con la segunda sonda de los partes de
sondas, iv) amplificar las sondas ligadas producidas en la etapa iii) y v) detectar y cuantificar los amplicones producidos
en la etapa iv).

En algunas realizaciones, la muestra de ADNc también se incuba con un par de sondas especificas para una secuencia
nucleica diana de CCND1.

En algunas realizaciones, la muestra de ADNc también se incuba con un par de sondas especificas para una secuencia
nucleica diana de MS4A1.

En algunas realizaciones, la muestra de ADNc también se incuba con un par de sondas especificas para una secuencia
nucleica diana de MYC.

En algunas realizaciones, la muestra de ADNc también se incuba con un par de sondas especificas para una secuencia
nucleica diana de BCL2.

En algunas realizaciones, el método de la presente comprende las siguientes etapas de i) preparar una muestra de
ADNCc a partir de la muestra de tejido tumoral, ii) incubar la muestra de ADNc de la etapa i) con una mezcla de al
menos 14 pares diferentes de sondas especificas de secuencias de acido nucleico diana de NEKG, IRF4, IGHM,
LMO2, FOXP1, TNFRSF9, BCL6, TNFRSF13B, CCND2 y MYBLA1, iii) conectar (es decir, ligar) la primera sonda con
la segunda sonda de los partes de sondas, iv) amplificar las sondas ligadas producidas en la etapa iii) y v) detectar y
cuantificar los amplicones producidos en la etapa iv).

Tipicamente, la muestra de ADNc se prepara de la siguiente manera. EI ARNm contenido en la muestra de tejido
tumoral se extrae de acuerdo con métodos convencionales, por ejemplo, usando enzimas liticas o soluciones quimicas
0 se extrae mediante resinas de unién a acido nucleico siguiente las instrucciones del fabricante. Luego, se realiza la
sintesis del ADNc de acuerdo con métodos convencionales que implican retrotranscriptasa. En algunas realizaciones,
se usan cebadores hexaméricos aleatorios (en lugar de cebadores especificos de gen) para la sintesis del ADNc. Los
cebadores hexaméricos aleatorios son bien conocidos en la técnica y tipicamente estan disponibles en el mercado en
FISCHER.

De acuerdo con la invencién, el par de sondas consiste en:
- una primera sonda que tiene
- unaregion especifica de diana (L) complementaria al primer segmento de la secuencia de acido nucleico diana

y
- unaregion de cola (TL) en el extremo 5' de la region especifica de diana (L) que no es complementaria a dicha

secuencia de acido nucleico diana,
- una segunda sonda que tiene
- una regioén especifica de diana (R) complementaria al segundo segmento de la secuencia de acido nucleico
dianay;y

- unaregion de cola (TR) en el extremo 3' de la regioén especifica de diana (R) que no es complementaria a dicha
secuencia de acido nucleico diana
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Como se usa en este documento, "sonda" se refiere a una secuencia conocida de un acido nucleico que puede unirse
selectivamente a una secuencia de acido nucleico diana. Mas especificamente, el término "sonda" se refiere a un
oligonucledtido disefiado para que sea suficientemente complementario a una secuencia de una hebra de un acido
nucleico que se tiene que sondear, de modo que la sonda y la hebra de &cido nucleico hibridaran en condiciones de
rigurosidad seleccionadas. Tipicamente, las sondas de la presente invencién se sintetizan quimicamente. De acuerdo
con la invencion, las primeras sondas y las segundas sondas pueden formar una sonda ligada después de la etapa
de ligamiento (etapa iii)) como se explica posteriormente en este documento. Como se usa en este documento, una
"sonda ligada" se refiere al producto final de una reaccién de ligamiento entre el par de sondas. Por consiguiente, las
sondas estan en suficiente proximidad para permitir que el extremo 3' de la primera sonda se ponga en yuxtaposicion
con el extremo 5' de la segunda sonda de modo que puedan ligarse mediante una enzima ligasa. En otras palabras,
el extremo &'y el extremo 3' de las dos sondas, hibridando la primera con el primer segmento y la segunda sonda con
el segundo segmento, estan suficientemente cerca entre si para permitir la conexion de los extremos de ambas sondas
entre si. En algunas realizaciones, el extremo 5' terminal de la region especifica de diana (R) se fosforila para permitir
el ligamiento como se describe posteriormente en este documento.

En algunas realizaciones, las regiones especificas de diana (L) y (R) del par de sondas de la presente invencion son
suficientemente largas para permitir la hibridacién a temperaturas elevadas (por ejemplo, 60 °C). Tipicamente, la
longitud de la regién complementaria es de al menos 20 nucledtidos.

En algunas realizaciones, las regiones especificas de diana (L) y (R) del par de sondas de la presente invencion se
disefian entre limites de exones para evitar amplificaciones indeseadas de ADN gendmico durante la etapa iv).

Las regiones especificas de diana (L) y (R) del par de sondas especificas para NEK6 se disefian entre el exén 2y el
exon 3 de la SEQ ID NO: 1.

Las regiones especificas de diana (L) y (R) del par de sondas especificas para IRF4 se disefian entre el exén 6 y el
exon 7 de la SEQ ID NO: 2.

Las regiones especificas de diana (L) y (R) del par de sondas especificas para IGHM se disefian entre el exén 2 y el
exon 3 de la SEQ ID NO: 3.

En algunas realizaciones, las regiones especificas de diana (L) y (R) del par de sondas especificas para CCND1 se
disefan entre el exdn 3 y el exén 4 de la SEQ ID NO: 4.

Las regiones especificas de diana (L) y (R) del par de sondas especificas para LMO2 se disefian entre el exén 5y el
exon 6 de la SEQ ID NO: 5.

Las regiones especificas de diana (L) y (R) del par de sondas especificas para FOXP1 se disefian entre el exén 10 y
el exén 11 de la SEQ ID NO: 6.

Las regiones especificas de diana (L) y (R) del par de sondas especificas para TNFRSF9 se disefian entre el exén 3
y el ex6n 4 de la SEQ ID NO: 7.

Las regiones especificas de diana (L) y (R) del par de sondas especificas para BCL6 se disefian entre el exén 3y el
exon 4 de la SEQ ID NO: 8.

Las regiones especificas de diana (L) y (R) del par de sondas especificas para TNFRSF13B se disefian entre el exon
2 yelexon 3 dela SEQ ID NO: 9.

Las regiones especificas de diana (L) y (R) del par de sondas especificas para CCND2 se disefian entre el exén 1y
el exon 2 de la SEQ ID NO: 10.

En algunas realizaciones, las regiones especificas de diana (L) y (R) del par de sondas especificas para MYC se
disefian entre el exén 1y el exén 2 de la SEQ ID NO: 11.

Las regiones especificas de diana (L) y (R) del par de sondas especificas para MYBL1 se disefian entre el exén 10 y
el exén 11 de la SEQ ID NO: 12.

En algunas realizaciones, las regiones especificas de diana (L) y (R) del par de sondas especificas para BCL2 se
disefian entre el exdn 1y el exén 2 de la SEQ ID NO: 13.

En algunas realizaciones, las regiones especificas de diana (L) y (R) del par de sondas especificas para MS4A1 se
disefan entre el exdn 5y el exén 6 de la SEQ ID NO: 14.

El par de sondas especificas para NEK6 consiste en una primera sonda que tiene su region especifica de diana (L)
como se expone por la SEQ ID NO:15 (CCTGTGCATCCTCCTGACCCACAG) y una segunda sonda que tiene su
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region especifica de diana (R) como se expone por la SEQ ID NO:16 (AGGCATCCCAACACGCTGTCTTT).

El par de sondas especificas para IRF4 consiste en una primera sonda que tiene su region especifica de diana (L)
como se expone por la SEQ ID NO:17 (CTGCCGAAGCCTTGGCGTTCTCAG) y una segunda sonda que tiene su
region especifica de diana (R) como se expone por la SEQ ID NO:18 (ACTGCCGGCTGCACATCTGCCTGTA).

El par de sondas especificas para IGHM consiste en una primera sonda que tiene su region especifica de diana (L)
como se expone por la SEQ ID NO:19 (GCGTCCTCCATGTGTGGCCCCG) y una segunda sonda que tiene su region
especifica de diana (R) como se expone por la SEQ ID NO:20 (ATCAAGACACAGCCATCCGGGTCTTC).

En algunas realizaciones, el par de sondas especificas para CCND1 consiste en una primera sonda que tiene su
region especifica de diana (L) como se expone por la SEQ ID NO:21 (ACCTTCGTTGCCCTCTGTGCCACAG) y una
segunda sonda que tiene su regién especifica de diana (R) como se expone por la SEQ ID NO:22
(ATGTGAAGTTCATTTCCAATCCGCCCT).

El par de sondas especificas para LMO2 consiste en una primera sonda que tiene su region especifica de diana (L)
como se expone por la SEQ ID NO:23 (CGGAAGCTCTGCCGGAGAGACTATCTCAG) y una segunda sonda que tiene
su region especifica de diana (R) como se expone por la SEQ ID NO:24 (GCTTTTTGGGCAAGACGGTCTCTGC).

El par de sondas especificas para FOXP1 consiste en una primera sonda que tiene su region especifica de diana (L)
como se expone por la SEQ ID NO:25 (CCCTTCCCCTTCAACCTCTTGCTCAAG) y una segunda sonda que tiene su
region especifica de diana (R) como se expone por la SEQ ID NO:26 (GCATGATTCCAACAGAACTGCAGCAGC).

El par de sondas especificas para TNFRSF9 consiste en una primera sonda que tiene su regién especifica de diana
(L) como se expone por la SEQ ID NO:27 (GGACCTGTGACATATGCAGGCAGTGTAAAG) y una segunda sonda que
tiene su region especifica de diana (R) como se expone por la SEQ ID NO:28
(GTGTTTTCAGGACCAGGAAGGAGTGTTCC).

El par de sondas especificas para BCL6 consiste en una primera sonda que tiene su region especifica de diana (L)
como se expone por la SEQ ID NO:29 (CATAAAACGGTCCTCATGGCCTGCAG) y una segunda sonda que tiene su
region especifica de diana (R) como se expone por la SEQ ID NO:30
(TGGCCTGTTCTATAGCATCTTTACAGACCAGTTG).

El par de sondas especificas para TNFRSF13B consiste en una primera sonda que tiene su region especifica de diana
(L) como se expone por la SEQ ID NO:31 (GCGCACCTGTGCAGCCTTCTGCA) y una segunda sonda que tiene su
region especifica de diana (R) como se expone por la SEQ ID NO:32 (GGTCACTCAGCTGCCGCAAGGAGC).

El par de sondas especificas para CCND2 consiste en una primera sonda que tiene su regién especifica de diana (L)
como se expone por la SEQ ID NO:33 (GACCTTCATTGCTCTGTGTGCCACCG) y una segunda sonda que tiene su
region especifica de diana (R) como se expone por la SEQ ID NO:34 (ACTTTAAGTTTGCCATGTACCCACCGTCGA).

En algunas realizaciones, el par de sondas especificas para MYC consiste en una primera sonda que tiene su region
especifica de diana (L) como se expone por la SEQ ID NO:35 (TCGGGTAGTGGAAAACCAGCAGCCTC) y una
segunda sonda que tiene su regién especifica de diana (R) como se expone por la SEQ ID NO:36
(CCGCGACGATGCCCCTCAACGTTA).

El par de sondas especificas para MYBL1 consiste en una primera sonda que tiene su region especifica de diana (L)
como se expone por la SEQ ID NO:37 (CCAGAATTTGCAGAGACTCTAGAACTTATTGAATCT) y una segunda sonda
que tiene su regidn especifica de diana (R) como se expone por la SEQ ID NO:38
(GATCCTGTAGCATGGAGTGACGTTACCAGTTTT).

En algunas realizaciones, el par de sondas especificas para BCL2 consiste en una primera sonda que tiene su region
especifica de diana (L) como se expone por la SEQ ID NO:39 (CCTGGATCCAGGATAACGGAGGCTGG) y una
segunda sonda que tiene su regién especifica de diana (R) como se expone por la SEQ ID NO:40
(GATGCCTTTGTGGAACTGTACGGCC).

En algunas realizaciones, el par de sondas especificas para MS4A1 consiste en una primera sonda que tiene su region
especifica de diana (L) como se expone por la SEQ ID NO:41 (TTCTTCATGAGGGAATCTAAGACTTTGGGG) y una
segunda sonda que tiene su regién especifica de diana (R) como se expone por la SEQ ID NO:42
(GCTGTCCAGATTATGAATGGGCTCTTCCAC).

De acuerdo con la invencién, la region de cola TR y la secuencia del complemento inverso o la region de cola TL de
las sondas se disefian de modo que puedan hibridar con un cebador.

En algunas realizaciones, las regiones de cola (TL) y (TR) pueden ser de cualquier tamafio, y tipicamente comprenden
una secuencia de acido nucleico con una longitud de al menos 15 nucleétidos.

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 804 308 T3

En algunas realizaciones, la region de cola (TL) de las primeras sondas es idéntica para cada para de sondas y las
regiones de cola (TR) de la segunda sonda son también idénticas para cada par de sondas de modo que la
amplificacion de los ensamblajes de cebadores durante la etapa iv) se realiza con solamente un par de cebadores vy,
por tanto, excluyendo cualquier sesgo en la amplificacion de las sondas debido a las diferencias de secuencia en los
cebadores.

En algunas realizaciones, los pares de sondas de la presente invencién comprenden primeras sondas que tienen la
misma region de cola (TL) como se expone por la SEQ ID NO:43 (GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGA).

En algunas realizaciones, los pares de sondas de la presente invencion comprenden segundas sondas que tienen la
misma region de cola (TR) como se expone por la SEQ ID NO:44 (TCCAACCCTTAGGGAACCC).

En algunas realizaciones, las sondas de la presente invencién comprenden una region espaciadora colocada entre la
region especifica de diana y la region de cola. La region espaciadora puede ser de cualquier tamafio, y tipicamente
comprende un acido nucleico con una longitud de al menos 1 nucleétido (por ejemplo, A, C, T o G). Variando el tamario
de la region espaciadora, se pueden disefar facilmente sondas que comprenden la misma capacidad de hibridacién
(en las que la longitud de la regiéon de complementariedad con la secuencia de acido nucleico diana y el contenido de
CG/AT se ajustan entre si), mientras aun pueden discriminar los amplicones resultantes por tamafio. En algunas
realizaciones, la regién espaciadora comprende una pluralidad de repeticiones trinucleotidicas (por ejemplo,
repeticiones TAC). Las regiones espaciadoras son de particular interés en la amplificacion multiple como se explica
posteriormente en este documento para permitir la discriminacion de los diferentes amplicones que pueden resultar
de dicha amplificacion. La discriminacidon se conseguira, de hecho, porque el tamafio de cada amplicén que puede
producirse es diferente.

En algunas realizaciones, la region espaciadora se selecciona del grupo que consiste en TAC (SEQ ID NO: 45), TACT
(SEQ ID NO:46), TACTA (SEQ ID NO:47), TACTACT (SEQ ID NO:48), TACTACTACT (SEQ ID NO:49),
TACTACTACTA (SEQ ID NO:50), TACTACTACTAC (SEQ ID NO:51), TACTACTACTACTA (SEQ ID NO:52) y
TACTACTACTACTACT (SEQ ID NO:53).

El par de sondas especificas para NEK6 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:54
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGACCTGTGCATCCTCCTGACCCACAG) y una segunda sonda que es la SEQ ID
NO:55 (AGGCATCCCAACACGCTGTCTTTTCCAACCCTT AGGGAACCC).

El par de sondas especificas para IRF4 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:56
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATCTGCCGAAGCCTTGGCGTTCTCAG) y una segunda sonda que es la SEQ ID
NO:57 (ACTGCCGGCTGCACATCTGCCTGT ATCCAACCCTT AGGGAACCC).

El par de sondas especificas para IGHM consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:58
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATGCGTCCTCCATGTGTGGCCCCG) y una segunda sonda que es la SEQ ID
NO:59 (ATCAAGACACAGCCATCCGGGTCTTCTACTATCCAACCCTTAGGGAACCC).

En algunas realizaciones, el par de sondas especificas para CCND1 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID
NO:60 (GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATACCTTCGTTGCCCTCTGTGCCACAG) y una segunda sonda que es la
SEQ ID NO:61 (ATGTGAAGTTCATTTCCAATCCGCCCTTACTTCCAACCCTTAGGGAACCC).

El par de sondas especificas para LMOZ2 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:62
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGACGGAAGCTCTGCCGGAGAGACTATCTCAG) y una segunda sonda que es la
SEQ ID NO:63 (GCTTTTTGGGCAAGACGGTCTCTGCTACTATCCAACCCTTAGGGAACCC).

El par de sondas especificas para FOXP1 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:64
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGACCCTTCCCCTTCAACCTCTTGCTCAAG) y una segunda sonda que es la SEQ
ID NO:65 (GCATGATTCCAACAGAACTGCAGCAGCTACTACTACTCCAACCCTTAGGGAACC C).

El par de sondas especificas para TNFRSF9 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:66
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATACGGACCTGTGACATATGCAGGCAGTGTAA AG) y una segunda sonda que
es la SEQ ID NO:67 (GTGTTTTCAGGACCAGGAAGGAGTGTTCCTACTCCAACCCTT AGGGAACCC).

El par de sondas especificas para BCL6 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:68
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATACTACTCATAAAACGGTCCTCATGGCCTGC AG) y una segunda sonda que
es la SEQ ID NO:69 (TGGCCTGTTCTATAGCATCTTTACAGACCAGTTGTCCAACCCTTAGGGAACCC).

El par de sondas especificas para TNFRSF13B consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:70

(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATACTACTACTAGCGCACCTGTGCAGCCTTCTG CA) y una segunda sonda que
es la SEQ ID NO:71 (GGTCACTCAGCTGCCGCAAGGAGCTACTACTACTACTCCAACCCTTAGGGAACC C).
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El par de sondas especificas para CCND2 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:72
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATACTACTGACCTTCATTGCTCTGTGTGCCACC G) y una segunda sonda que
esla SEQ ID NO:73 (ACTTTAAGTTTGCCATGTACCCACCGTCGATACTACTATCCAACCCTTAGGGAAC CC).

En algunas realizaciones, el par de sondas especificas para MYC consiste en una primera sonda que es la SEQ ID
NO:74 (GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATACTACTACTTCGGGTAGTGGAAAACCAGCA GCCTC) y una segunda
sonda que es la SEQ NO:75
(CCGCGACGATGCCCCTCAACGTTATACTACTACTACTATCCAACCCTTAGGGAAC CC).

El par de sondas especificas para MYBL1 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:76
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGACCAGAATTTGCAGAGACTCTAGAACTTATTG AATCT) y una segunda sonda
que es la SEQ ID NO:77 (GATCCTGTAGCATGGAGTGACGTTACCAGTTTTTACTACTTCCAACCCTTAGGGA
ACCC).

En algunas realizaciones, el par de sondas especificas para BCL2 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID
NO:78 (GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATACTACTACTACCCTGGATCCAGGATAACGG AGGCTGG) y una
segunda sonda que es la SEQ ID NO:79
(GATGCCTTTGTGGAACTGTACGGCCTACTACTACTACTACTTCCAACCCTTAGGG AACCC).

En algunas realizaciones, el par de sondas especificas para MS4A1 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID
NO:80 (GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATACTACTACTATTCTTCATGAGGGAATCTAAG ACTTTGGGG) y una
segunda sonda que es la SEQ ID NO:81
(GCTGTCCAGATTATGAATGGGCTCTTCCACTACTACTACTATCCAACCCTTAGGG AACCC).

En algunas realizaciones, la muestra de ADNc también se esta incubando con una mezcla de sondas competidoras.

Como se usa en este documento, la expresién "sonda competidora" se refiere a una sonda especifica para la
secuencia de acido nucleico diana, en la que la sonda no contiene una region de cola como se define anteriormente.
La sonda competidora es adecuada para normalizar las sefiales de amplificaciéon de la secuencia de acido nucleico
diana durante la etapa de amplificacion de la presente invencion.

En algunas realizaciones, la muestra de ADNc también se incuba con al menos una sonda competidora especifica
para NEK6 o IRF4.

En algunas realizaciones, la muestra de ADNc se incuba con una sonda competidora especifica para NEK6. En
algunas realizaciones, la muestra de ADNc se incuba con una sonda competidora especifica para NEK6 que es la
SEQ ID NO:82 (AGGCATCCCAACACGCTGTCTTT).

En algunas realizaciones, la muestra de ADNc se incuba con una sonda competidora especifica para IGHM. En
algunas realizaciones, la muestra de ADNc se incuba con una sonda competidora especifica para IGHM que es la
SEQ ID NO:83 (ATCAAGACACAGCCATCCGGGTCTTC).

En algunas realizaciones, la muestra de ADNc se incuba con los pares de sondas especificas para los cinco genes
GCB (LMO2, MYBL1, BCL6, NEK6, TNFRSF9) y los cinco genes ABC (IRF4, FOXP1, IGHM, TNFRSF13B, CCND2)
y 2 sondas competidoras para NEK6 e IGHM.

En algunas realizaciones, la muestra de ADNc se incuba con los pares de sondas especificas para los cinco genes
GCB (LMO2, MYBL1, BCL6, NEK6, TNFRSF9), los cinco genes ABC (IRF4, FOXP1, IGHM, TNFRSF13B, CCND2),
los 2 genes prondsticos (MYC y BCL2) y los 2 genes de control (CCND1 y MS4A1) y las 2 sondas competidoras para
NEK6 e IGHM.

En algunas realizaciones, la muestra de ADNc se incuba con las secuencias de acido nucleico SEQ ID NO:54-73
(sondas especificas para LMO2, MYBL1, BCL6, NEK6, TNFRSF9, IRF4, FOXP1, IGHM, TNFRSF13B, CCND2, MYC,
BCL2, CCND1y MS4A1) y con los acidos nucleicos SEQ ID NO:82-83 (sondas competidoras para NEK6 e IGHM).
Tipicamente, las sondas del mismo par de sondas estan presentes en la mezcla en cantidades sustancialmente
iguales, aunque dichas cantidades pueden diferir entre si, por ejemplo, dependiendo de las caracteristicas de
hibridacion de las regiones especificas de diana con la secuencia de acido nucleico diana.

Tipicamente, la cantidad de sondas en la mezcla es de menos de 10 fentomoles. En algunas realizaciones, la cantidad
de las sondas en la mezcla es de aproximadamente 3 fentomoles.

En algunas realizaciones, la relacion molar entre las sondas y la correspondiente sonda competidora varia de 1 a 4.
De acuerdo con la invencion, la muestra de ADNc se incuba con los pares de sondas y opcionalmente con las sondas

competidoras durante un tiempo suficiente para permitir la hibridacion de las sondas con las 14 secuencias de acido

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 804 308 T3

nucleico diana.

Tipicamente, la hibridacion de las sondas con las secuencias de acido nucleico diana es mas rapida en tampones de
elevada fuerza idnica. La concentracion salina del tampén tiene que reducirse, sin embargo, a menos de
aproximadamente 150 mM después de la reaccion de hibridaciéon para una actividad ligasa 6ptima. La inclusion de
determinados productos quimicos tales como polimeros de polietilenglicol o proteinas tales como BSA puede aumentar
tanto la actividad de ligamiento, asi como la velocidad de hibridacion de la sonda y no interfiere por debajo de
determinados limites con las reacciones de ligamiento y amplificacion. De acuerdo con la invencion, es posible obtener
una llamada "reaccién en un tubo" mediante seleccion cuidadosa de las condiciones de reaccién de hibridacion,
ligamiento y amplificacion.

La duracién de la hibridacién de la sonda es muy importante. Algunas sondas hibridaran mas rapido que otras. Esto
se debe a una diferencia en la longitud de la secuencia de hibridacion; la presencia o ausencia de regiones con un
elevado % de G/C (pinzas de GC); la estructura secundaria de las sondas y/o la secuencia de acido nucleico diana,
etc. De acuerdo con la invencion, debe tenerse cuidado de que la hibridacidon de cada sonda sea completa, o de que
la hibridacion de ninguna de las sondas sea completa. La hibridacién de las sondas con las secuencias de acido
nucleico diana depende de la concentracion y se realiza tipicamente en un pequefio volumen del orden de 8 yly a
temperaturas de 50-65 °C para evitar la hibridacién de las sondas con dianas no especificas. Para evitar la
evaporacion, se prefiere el uso de un termociclador con tapa calentada.

En algunas realizaciones, la muestra de ADNc se incuba con los pares de sondas y opcionalmente con la sonda
competidora durante aproximadamente 60 min, pero también puede ser conveniente un tiempo mas largo.

Tipicamente, la etapa de ligamiento iii) se realiza con una ligasa de acido nucleico termoestable activa a temperaturas
de 50 °C o mayores, pero que puede inactivarse rapidamente por encima de aproximadamente 95 °C. Una vez las
sondas se han conectado, se prefiere que no haya esencialmente nada de actividad conectora presente durante la
amplificacion, ya que esto no es necesario y Unicamente puede introducir ambigiiedad en el método. Como las etapas
de amplificacién posteriores habitualmente requieren desnaturalizacion repetida del acido nucleico de molde a
temperaturas por encima de 95 °C, se prefiere eliminar la actividad conectora a través de dicha incubacion térmica.
Para evitar la hibridacion de las sondas con secuencias Unicamente complementarias parcialmente, se recomienda
particularmente realizar la reacciéon de ligamiento a temperaturas de al menos 50 °C. La presente invencion, por lo
tanto, proporciona en un aspecto un método en el que el ligamiento de las sondas hibridadas con el acido nucleico
diana se realiza mediante una enzima de ligamiento de acido nucleico termoestable, es decir, con una actividad 6ptima
mayor de al menos 50 °C, en condiciones adecuadas, en el que al menos un 95 % de la actividad de ligamiento de
dicha enzima de ligamiento se inactiva incubando dicha muestra, por ejemplo, durante 10 minutos a una temperatura
de aproximadamente 95 °C.

Tipicamente, la ligasa se selecciona del grupo que consiste en ADN ligasas. Las ADN ligasas son enzimas que pueden
formar un enlace fosfato covalente entre dos oligonucleétidos unidos en sitios adyacentes en una hebra
complementaria. Estas enzimas usan NAD o ATP como cofactor para cerras las mellas en ADNbc. Como alternativa,
puede usarse autoligamiento quimico de los extremos de ADN modificados para ligar dos oligonucledtidos unidos en
sitios adyacentes en una hebra complementaria (Xu, Y.y Kool, E. T. (1999), Nucleic Acid Res. 27, 875-881). Tanto el
ligamiento quimico, asi como el enzimatico, es mucho mas eficaz sobre complejos de sonda-acido nucleico diana
perfectamente coincidentes en comparacion con los complejos en que uno o los dos oligonucleétidos forman un
emparejamiento incorrecto con el acido nucleico diana en, o cerca del sitio de ligamiento (Wu, D. Y. y Wallace, R. B.
(1989) Gene, 76, 245-254; Xu, Y.y Kool, E. T. (1999), Nucleic Acid Res. 27, 875-881).

En algunas realizaciones, se usa una ligasa que permanece activa a 50-65 °C durante tiempos prolongados, pero que
puede inactivarse facilmente a las mayores temperaturas usadas durante una reaccion de PCR. Las Unicas ligasas
disponibles en el mercado actualmente son enzimas que funcionan Unicamente a temperaturas por debajo de 50 °C,
tal como la ADN ligasa codificada por E. coli y por el fago T4, y las enzimas termoestables que tienen una semivida
de mas de 30 minutos a temperaturas de 95 °C, tal como la ADN ligasa codificada por Thermus aquaticus. Por ejemplo,
la ligasa es "ligasa 65" que esta disponible en el mercado en MRC Holland. La ligasa 65 es activa a 60-65 °C. En
contraste con la ADN ligasa Tth y Taq, sin embargo, la actividad de la ligasa 65 se destruye en mas de un 90 % por
incubacién en el tampodn de reaccion optimo durante 10 minutos a 95 °C.

La etapa de ligamiento habitualmente se realiza en un volumen relativamente pequefio de 40 pl, aunque voliumenes
mas grandes, asi como un aumento del volumen de la mezcla de reaccidon en etapas de reaccidn posteriores, se
toleran.

En algunas realizaciones, la duracion de la etapa de ligamiento varia de 10 min a 30 min. Tipicamente, la duracién de
la etapa es de aproximadamente 15 min.

De acuerdo con la invencion, la amplificacion se inicia incubando la muestra con una cantidad de un primer cebador

(U1) especifico para la regiéon de cola (TL) y una cantidad de un segundo cebador (U2) especifico para la region de
cola (TR).
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Como se usa en este documento, el término "cebador" se refiere a un oligonucleoétido, ya sea de origen natural como
en una digestion de restriccion purificada o producido sintéticamente, que puede actuar como punto de inicio de la
sintesis de secuencias de acido nucleico cuando se coloca en condiciones en que se induce la sintesis de un producto
de prolongacién de cebador que es complementario a una hebra de acido nucleico, es decir, en presencia de diferentes
trifosfatos nucleotidicos y una polimerasa en un tampdén apropiado ("tampon” incluye pH, fuerza iénica, cofactores etc.)
y a una temperatura adecuada. Uno o mas de los nucleétidos del cebador pueden modificarse, por ejemplo, por adicion
de un grupo metilo, un resto de biotina o digoxigenina, una marca fluorescente o usando nucleétidos radioactivos. Una
secuencia cebadora no tiene que reflejar la secuencia exacta del molde. Por ejemplo, un fragmento de nucleétidos no
complementario puede fijarse al extremo 5' del cebador, siendo el resto de la secuencia cebadora sustancialmente
complementario a la hebra.

En algunas realizaciones, el par de cebadores es ILLU1 (SEQ ID NO: 84) (GGGTTCCCTAAGGGTTGGA) e ILLU2
(SEQ ID NO: 85) (GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGA).

Tipicamente, el cebador (por ejemplo, ILLU2) de la presente invencion se marca en su extremo 5' con un fluoréforo.
Los fluoréforos adecuados incluyen, aunque sin limitacion, 5- o 6-carboxifluoresceina (FAM™); Alexa Fluor 405, 430,
488, 532, 546, 555, 568, 594, 633, 647 o 660; Cy2; Cy3; Cy3.5; Cy5; Cy5.5; Cy7; hidroxicumarina; metoxicumarina;
aminocumarina; fluoresceina; HEX; R-ficoeritrina; rodamina Red-X; ROX; Red 613; Texas Red; aloficocianina; TruRed;
BODIPY 630/650; BODIPY 650/665; BODIPY-FL; BODIPY-R6G; BODIPY-TMR; BODIPY-TRX; carboxifluoresceina;
Cascade Blue; 6-JOE; lisamina rodamina B; Oregon Green 488, 500 o 514; Pacific Blue; REG; verde de rodamina;
SpectrumAqua; TAMRA,; TET; y tetrametilrodamina.

Como se usa en este documento, "amplificacion" se refiere al aumento en el nimero de copias de un acido nucleico
particular. Las copias de un acido nucleico particular preparado in vitro en una reaccién de amplificacion se denominan
"amplicones" o "productos de amplificacion"”.

Por consiguiente, después de la reaccion de ligamiento, la sonda ligada puede amplificarse con el uso de dos
cebadores, dNTP y una polimerasa, siendo un cebador complementario a una secuencia de la region de cola y
correspondiendo el otro cebador a la secuencia de la segunda region de cola.

Como se explica anteriormente, aunque es posible que la primera sonda de un par diferente de sondas tenga diferentes
secuencias de la regidn de cola, lo que implica que tiene que usarse una pluralidad de primeros cebadores diferentes
en la etapa de amplificacién, es muy preferido que las primeras regiones de cola de las primeras sondas del par
diferente de sondas sean idénticas, de modo que tenga que usarse solamente un primer cebador en la reaccion de
amplificacion. Por tanto, puede evitarse completamente un sesgo en la amplificacion debido a una diferencia en la
secuencia de diferentes cebadores usados para la amplificacion, provocando una amplificacion sustancialmente
uniforme para todos los ensamblajes de sonda. De acuerdo con la invencion, sin embargo, también es posible que
varias primeras sondas de acido nucleico comprendan la misma regién de cola, primeras que las primeras sondas que
pertenecen a otro par de sondas pueden comprender otra primera region de cola.

El método preferido para la amplificacion es PCR. Las condiciones tipicas incluyen un tiempo de elongacion
suficientemente largo y la presencia de una concentracion mayor de polimerasa Taq que en reacciones normales de
PCR. También pueden usarse otros métodos de amplificacion distintos de PCR, tales como NASBA o 3SR (Guatelli
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1874-1878, 1990) en combinacion con la presente invencion.

En algunas realizaciones, la ligasa y la polimerasa se afaden simultdneamente y en las que la ligasa es activa a
temperaturas moderadas y se inactiva a altas temperaturas, mientras la polimerasa se activa solamente después de
la etapa de calentamiento.

Como la composicion del tampoén durante la reaccion de ligamiento es muy similar a un tampoén de PCR convencional,
es posible usar el volumen completo de la reaccion de ligamiento e iniciar la reaccién de amplificacion mediante la
adicion de cebadores, dNTP, una pequefia cantidad de un detergente no iénico tal como Triton X-100 al 0,01 % y una
polimerasa termoestable tal como polimerasa Taq. La presencia de otros compuestos tales como betaina, se sabe
que mejora algunas reacciones de amplificacion por PCR multiple y no inhiben gravemente la reaccion de ligamiento.

Para la mayoria de experimentos, es ventajoso usar condiciones de PCR que eviten el sesgo en la amplificacion de
algunos amplicones. A este respecto es importante que las concentraciones de los amplicones durante las Ultimas
fases de la reaccién de amplificacion no alcancen concentraciones muy elevadas. Esto puede conseguirse usando
solamente cantidades bajas de uno de los cebadores de PCR. Un sesgo en la amplificacién de algunos amplicones
se debera a una cinética de renaturalizacion mas rapida de algunos amplicones después de cada ciclo de
desnaturalizacion y el desplazamiento de los cebadores de PCR por la hebra complementaria del amplicon. A este
respecto es importante también la naturaleza del primer nucleétido después del cebador de PCR, siendo G o C el
primer nucledtido preferido. Este desplazamiento puede reducirse cuando se usan cebadores de PCR que contienen
uno o mas residuos de ACB en su extremo 3'. Los residuos de ANB (acido nucleico bloqueado) tienen una
termoestabilidad mejorada de las dobles hebras hacia hebras de ADN complementarias (Wahlestedt, C. et al.
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Proc.Natl.Acad.Sci.USA 97, 5633-38).

En algunas realizaciones, es ventajoso usar condiciones de PCR que promuevan la amplificacion de moldes
infrecuentes en comparacion con la amplificacién de moldes mas abundantes para obtener amplificaciones de
intensidad casi igual para las diferentes secuencias diana de acido nucleico. Estas condiciones de PCR tipicamente
incluyen: (1) El uso de concentraciones salinas mayores que promueven la hibridacién de hebras complementarias y
reducen la actividad polimerasa; (2) Altas concentraciones de cebadores (3) Temperaturas reducidas de
hibridacion/prolongacion durante los ultimos ciclos de PCR; (4) Aditivos al tampon de PCR tales como betaina y DMSO.

Tipicamente, la relacion molar entre el cebador y la sonda es preferiblemente de al menos 200, mas preferiblemente
de al menos 500, incluso mas preferiblemente de al menos 1000 y mucho mas preferiblemente de al menos 2000.
Cuanto mayor sea dicha relacion, mas conjuntos de cebadores diferentes podran usarse para la deteccion de un
numero correspondiente de diferentes amplicones. Sin embargo, como se indica anteriormente, tienen que evitarse
las reacciones de amplificaciéon inespecificas como resultado de altas concentraciones de cebador. Con eso, la
concentracion de cebador preferiblemente esta por debajo de 50 pmoles, mas preferiblemente por debajo de 20
pmoles en un volumen de reaccion de 10-100 pul. La etapa de amplificacién se realiza habitualmente en un volumen
de 20-150 pl; para esto, el volumen opcionalmente mas pequeio de la mezcla de reaccion en la etapa de ligamiento
se completa habitualmente hasta el volumen deseado para la amplificacién afadiendo los ingredientes adicionales
para la reaccién de amplificacién.

En algunas realizaciones, la duracion de la etapa de amplificacion varia de 60 min a 120 min. Tipicamente, la duracion
de la etapa es de aproximadamente 90 min.

Puede usarse cualquier método bien conocido en la técnica para detectar y cuantificar la cantidad de los amplicones.
Tipicamente, se usan cebadores fluorescentes junto con un sistema de deteccion de fluorescencia. La deteccion de
la fluorescencia durante el proceso de termociclado puede realizarse, por ejemplo, con el uso de un analizador de
electroforesis capilar. En la electroforesis capilar, se examinan las longitudes de los amplicones permitiendo que
migren a través de un tubo delgado relleno de gel y midiendo el periodo de tiempo requerido para que la muestra migre
una determinada distancia (por ejemplo, hasta el final de un capilar). Tras la electroforesis capilar, se habitual detectar
el amplicon usando un detector de sefiales de fluorescencia que se instala al final de un capilar. Los aparatos para
realizar electroforesis capilar son bien conocidos. Hay muchas referencias disponibles que describen el aparto basico
y varios instrumentos de electroforesis capilar estan disponibles en el mercado, por ejemplo, en Applied Biosystems
(Foster City, Calif.). Referencias ejemplares que describen el aparato de electroforesis capilar y su funcionamiento
incluyen Jorgenson, Methods 4:179-90 (1992); Colburn et al., Applied Biosystems Research News, tema 1 (invierno
de 1990); y similares.

En algunas realizaciones, la duracién de la etapa para detectar y cuantificar los amplicones varia de 15 min a 45 min.
Tipicamente, la duracion de la etapa es de aproximadamente 30 min.

En algunas realizaciones, el método de la presente invencién comprende ademas una etapa que consiste en calcular
una puntuacion que representa la probabilidad de que el DLBCL pertenezca a una clase particular (ABC frente a GCB).

Como se describe en el ejemplo, la puntuacién puede ser el resultado de una adaptacién de la puntuacién prondstica
lineal (LPS) definida por Wright et al. (Wright et al. Proc Natl Acad Sci U S A. 2003 Ago 19; 100(17): 9991-6.) y una
prueba diagnéstica bayesiana. De hecho, el experto en la materia puede adoptar la suposicion de que las
distribuciones de las puntuaciones dentro de los grupos GCB y ABC siguen distribuciones normales, lo que permite
estimar la probabilidad, para cada caso, de que pertenezca a uno u otro subtipo. Para equilibrar el sobrepeso de los
genes mas altamente expresados (un fendmeno marginal en los valores normalizados y sometidos a transformacion
logaritmica en exceso usados en la publicacion de Wright que ya no es despreciable con los valores en escala lineal
manipulados aqui), pueden aplicarse factores de gradacion para tener en cuenta las diferencias en los intervalos de
expresion entre los diferentes genes, dividiendo los valores estadisticos t por la expresion media de sus
correspondientes genes en la serie de capacitacion.

En algunas realizaciones, la puntuacion (LPS) se calcula mediante la féormula:

t H
LPS(X) = Z (mi*xg) enla que X, = 1—9
gee v 9 T *XjesH;

y en la que G representa el conjunto de 10 genes GCB-ABC, J representa el conjunto de n = 14 genes medidos, tg
representa el valor estadistico t generado por un ensayo de la t para la diferencia en la expresion del gen g entre los
casos de GCB y de ABC en la serie de capacitacion, mg representa la media aritmética de las expresiones génicas
para el gen g en la serie de capacitacion y Xq representa la expresion génica del gen g en la muestra considerada. La
expresion génica Xq del gen g en una muestra dada se calcula como la altura maxima Hg del pico de fluorescencia
medido para el gen g dividida por la media aritmética de los 14 picos medidos para la muestra considerada.
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En algunas realizaciones, los valores de tg y mg se definen de acuerdo con la tabla A:

Tabla A.

Gen (9) tg Mg

NEK6 -6,09456 |0,37762
MYBL1 -4,00549 |0,30712
LMO2 -8,80942 | 0,79006
TACI 4,46992 |0,41455
TNFRSF9 |-2,50028 |0,34052
BCL6 -3,16453 |0,44348
CCND2 2,7198 0,70859
IRF4 5,35073 |1,95678
IGHM 5,0939 2,87208
FOXP1 2,67211 1,63401

En algunas realizaciones, el método de la presente invencién comprende ademas las etapas de comparar la
puntuacién (LPS) con puntuaciones obtenidas con el mismo método en una serie de capacitacion de casos GCB y
ABC clasificados por un método de referencia, y calcular, para cada muestra, la probabilidad de que pertenezcan a
los grupos GCB y ABC:

®(LPS(X), fac, Gisc)
D(LPS(X), fiapc, Oige) + PULPS(X), figep, 6lcp)

P(X € ABC) =

P(X € GCB) =1 - P(X € ABC)

en el que ®(x, y, 02) representa la funcion de densidad de probabilidad de una distribucion normal de la media p y la
desviacion tipica 02, uasc y Hacs representan respectivamente las medias aritméticas de las puntuaciones LPS en los
casos ABC y GCB de la serie de capacitacion, 0%asc y 0%ccs representan respectivamente las desviaciones tipicas de
las puntuaciones LPS en los casos ABC y GCB de la serie de capacitacion. Las muestras para las que la probabilidad
de que pertenezcan al grupo ABC es mayor que un umbral de confianza predeterminado (por ejemplo, 90 %) se
clasifican finalmente como ABC, y respectivamente para el grupo GCB. Las muestras que no se logran clasificar como
uno de estos dos grupos se denominan "no clasificadas". En algunas realizaciones, los valores de p y o2 se determinan
como se describe en la tabla B:

Tabla B.
ABC GCB
J 18,72886 |-33,53634

02 |10,21838 |18,12447

El método de la presente invencién, por tanto, es particularmente adecuado para determinar si un sujeto es elegible o
no para un tratamiento. Los tratamientos de DLBCL son bien conocidos en la técnica (Mark Roschewski, Louis M.
Staudt y Wyndham H. Wilson. Diffuse large B-cell lymphoma-treatment approaches in the molecular era. Nat. Rev.
Clin. Oncol. 11, 12-23 (2014)). El tratamiento basal incluye administrar al sujeto ciclofosfamida, doxorrubicina,
vincristina, prednisona y ritxumimab (R-CHOP) o etopdsido, doxorrubicina, ciclofosfamida, vincristina, prednisona y
rituximab (DA - EPOCH-R). Los sujetos con GCB DLBCL tienen mejor pronéstico que aquellos con ABC DLBCL
cuando se tratan con R-CHOP o con DA-EPOCH-R. Los inhibidores de la histona-lisina N-metiltransferasa EZH2
(EZH2) (por ejemplo, GSK126 y EIll E7438) podrian ser particularmente adecuados para el tratamiento de GCB-
DLBCL. Los inhibidores de la ruta de PI3K/Akt/mTOR (por ejemplo, LY294002, everdlimus, temsirdlimus, Idelalisib
también conocido como CAL-101 o MK-2206) podrian ser particularmente adecuados para el tratamiento de GCB-
DLBCL. Los inhibidores de BCL2 (por ejemplo, Navitoclax (ABT-263), ABT-199 o ABT-737) podrian ser
particularmente adecuados para el tratamiento de GCB-DLBCL. Los inhibidores de BCL6 (por ejemplo, el inhibidor de
molécula pequefa 79-6) podria ser particularmente adecuado para el tratamiento de GCB-DLBCL. Los inhibidores de
la ruta de NF-kB podrian ser particularmente adecuados para el tratamiento de ABC-DLBCL. Los inhibidores de la ruta
de NF-kB tipicamente incluyen, aunque sin limitacion, inhibidores de la IkB cinasa (IKK) e inhibidores del proteasoma
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(por ejemplo, Bortezomib, Carfilzomib). Por ejemplo, Bortezomib mas DA-EPOCH (o R-CHOP) provocaron mayores
tasas de respuesta y supervivencia en pacientes con ABC-DLBCL en comparacion con GCB-DLBCL. La lenalidomida,
también podria ser particularmente adecuada para el tratamiento de ABC-DLBCL. El Ibrutinib, antiguamente PCI-
32765, que es un inhibidor oral de molécula pequefa que inhibe selectiva e irreversiblemente la tirosina cinasa Bruton
(BTK) a través de unién covalente mediante la cisteina-481, también seria particularmente adecuado para el
tratamiento de ABC-DLBCL. La enzastaurina o sotrastaurina, que son inhibidores de PKC-B, podrian ser
particularmente adecuados para el tratamiento de ABC-DLBCL. Los inhibidores de JAK-1 y JAK-2 (por ejemplo,
Ruxolitinib) también podrian ser particularmente adecuados para el tratamiento de ABC-DLBCL.

En algunas realizaciones, el método de la presente invencion no solamente es particularmente adecuado para
clasificar el DLBCL del sujeto en un GCB-DLBCL o en un ABC-DLBCL, sino que también puede ser adecuado para
determinar si el sujeto conseguira una respuesta con un anticuerpo anti-CD20 so el nivel de expresion de MS4A1 se
incluye en el ensayo de RT-MPLPA. Los ejemplos de anticuerpos especificos para el antigeno CD20 incluyen: "C2B8"
que ahora se denomina "Rituximab" ("RITUXAN®") (patente de Estados Unidos n.° 5 736 137), un anticuerpos
quimérico pan-B dirigido a CD20; el anticuerpo murino 2B8 marcado con itrio-[90] denominado "Y2B8" o "Ibritumomab
Tiuxetan" ZEVALIN® (patente de Estados Unidos n.° 5 736 137), un mAb murino IgG1 kappa unido covalentemente a
MX-DTPA para quelar itrio-[90]; IgG2a murina "BI", también denominada "Tositumomab", opcionalmente marcada con
131] radioactivo para generar el anticuerpo "131 |I-B1" (yodo 131 tositumomab, BEXXAR™) (patente de Estados Unidos
n.° 5 595 721); anticuerpo monoclonal murino "1 F5" (Press et al. Blood 69 (2):584-591 (1987) y variantes del mismo,
incluyendo 1 F5 "parcheado en la region flanqueante" o humanizado (documento W0O003/002607, Leung, S.; ATCC
depésito HB-96450); anticuerpo 2H7 murino y 2H7 quimérico (patente de Estados Unidos n.° 5 677 180); 2H7
humanizado, también conocido como ocrelizumab (PRO-70769); ofatumumab (Arzerra), una IgG1 completamente
humana contra un epitopo novedoso en CD20 huMax-CD20 (Genmab, Dinamarca; documento W02004/035607 (U.S.
10/687 799); AME-133 (ocaratuzumab; Applied Molecular Evolution), un mAb completamente humanizado vy
optimizado IgG1 contra CD20; anticuerpo A20 o variantes del mismo tal como anticuerpos A20 quimérico o
humanizado (cA20, hA20, respectivamente) (documento U.S. 10/366 709); y anticuerpos monoclonales L27, G28-2,
93-1 B3, B-Cl o NU-B2 disponibles en el International Leukocyte Typing Workshop (Valentine et al., En: Leukocyte
Typing Il (McMichael, Ed., pag. 440, Oxford University Press (1987)). Ademas, los anticuerpos adecuados incluyen,
por ejemplo, anticuerpos GA101 (obinutuzumab), un anticuerpo anti-CD20 humanizado de tercera generacion de
Biogen Idec/Genentech/Roche. Ademas, BLX-301 de Biolex Therapeutics, un anticuerpo anti-CD20 humanizado con
glucosilacion optimizada o veltuzumab (hA20), un anticuerpo anti-CD20 humanizado de 2.2 generacion de
Immunomedics o DXL625, derivados de veltuzumab, tales como los anticuerpos hexavalentes biespecificos de IBC
Pharmaceuticals (Immunomedics) que esta compuestos de una IgG anti-CD20 divalente de veltuzumab y un par de
dimeros estabilizados de Fab derivados de milatuzumab, un mAb anti-CD20 potenciado con tecnologia de reticulacién
dinamica de InNexus, de Inexus Biotechnology ambos son anticuerpos anti-CD20 humanizados que son adecuados.
Anticuerpos adecuados adicionales son BM-ca (un anticuerpo anti-CD20 humanizado (Int J Oncol. 2011 Feb; 38(2):
335-44)), C2H7 (un anticuerpos quimérico anti-CD20 (Mol Immunol. 2008 May; 45(10): 2861-8)), PRO131921 (un
anticuerpo anti-CD20 de tercera generacién desarrollado por Genentech), Reditux (una version biosimilar de rituximab
desarrollada por Dr Reddy's), PBO-326 (una version biosimilar de rituximab desarrollada por Probiomed), una version
biosimilar de rituximab desarrollada por Zenotech, TL-01 1 (una versién biosimilar de rituximab desarrollada por Teva),
CMAB304 (una version biosimilar de rituximab desarrollada por Shanghai CP Guojian), GP-2013 (una versién
biosimilar de rituximab desarrollada por Sandoz (Novartis)), SAIT-101 (una version biosimilar de rituximab desarrollada
por Samsung BioLogics), una version biosimilar de rituximab desarrollada por Intas Biopharmaceuticals, CT-P10 (una
version biosimilar de rituximab desarrollada por Celltrion), una version biosimilar de rituximab desarrollada por Biocad,
Ublituximab (LFB-R603, un mAb producido de forma transgénica dirigido a CD20 desarrollado por GTC
Biotherapeutics (LFB Biotechnologies)), PF-05280586 (una supuesta version biosimilar de rituximab desarrollada por
Pfizer), Lymphomun (Bi-20, un anticuerpo trifuncional anti-CD20 y anti-CD3, desarrollado por Trion Pharma), una
version biosimilar de rituximab desarrollada por Natco Pharma, una version biosimilar de rituximab desarrollada por
iBio, una version biosimilar de rituximab desarrollada por Gedeon Richter/Stada, una version biosimilar de rituximab
desarrollada por Curaxys, una version biosimilar de rituximab desarrollada por Coherus Biosciences/Daiichi Sankyo,
una version biosimilar de rituximab desarrollada por BioXpress, BT-D004 (una versiéon biosimilar de rituximab
desarrollada por Protheon), AP-052 (una versién biosimilar de rituximab desarrollada por Aprogen), una versién
biosimilar de ofatumumab desarrollada por BioXpress, MG-1 106 (una version biosimilar de rituximab desarrollada por
Green Cross), IBI-301 (un anticuerpo monoclonal humanizado contra CD20 desarrollado por Innovent Biologies), BVX-
20 (un mAb humanizado contra CD20 desarrollado por Vaccinex), 20-C2-2b (un mAb-IFNalfa biespecifico dirigido a
CD20 y antigeno-DR de leucocitos humanos (HLA-DR) desarrollado por Immunomedics), MEDI-552 (desarrollado por
Medimmune/AstraZeneca), los conjugados anti-CD20/estreptavidina desarrollados por NeoRx (ahora Poniard
Pharmaceuticals), los anticuerpos anti-CD20 humano de segunda generacién desarrollados por Favrille (ahora
MMRGlobal), TRU-015, un fragmento de anticuerpo anti-CD20 desarrollado por Trubion/Emergent BioSolutions.

El método de la presente invencion es particularmente adecuada para predecir el tiempo de supervivencia del sujeto
cuando el ensayo también comprende un medio para determinar la expresién de MYC y/o BCL2. En algunas
realizaciones, el nivel o los niveles de expresion de MYC y/o BCL2 se comparan con sus valores de referencia
predeterminados respectivos, en los que, cuando el nivel o los niveles de expresién de MYC y/o BCL6 son mayores
de sus valores de referencia predeterminados respectivos, se concluye que el sujeto tendra un mal prondstico (es
decir, la duracion de la supervivencia sin enfermedad (DFS) o la supervivencia global (OS) o ambas).
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La presente invencion también se refiere a un kit para realizar el método de la presente invencion como se define en
las reivindicaciones.

En algunas realizaciones, el kit de la presente invencién comprende las sondas SEQ ID NO:54-73 y las sondas
competidoras SEQ ID NO:82-83.

En algunas realizaciones, el kit de la presente invencion comprende los cebadores hexaméricos aleatorios adecuados
para la sintesis de ADNc como se describe anteriormente.

En algunas realizaciones, el kit de la presente invencion comprende cualquier medio adecuado para realizar la etapa
de ligamiento. En particular, el kit de la invencién comprende una ligasa como se describe anteriormente.

En algunas realizaciones, el kit de la presente invencion comprende cualquier medio adecuado para realizar la etapa
de amplificacién como se describe anteriormente. En particular, el kit de la presente invencion comprende al menos
un par de cebadores como se describe anteriormente. En algunas realizaciones, el par de cebadores es ILLU1 (SEQ
ID NO: 84) (GGGTTCCCTAAGGGTTGGA) e ILLU2 (SEQ ID NO: 85) (GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGA). El kit de
la presente invencién puede comprender ademas tampon, dNTP, detergentes, una polimerasa tal como polimerasa
Taq o cualquier agente adicional tal como betaina.

En algunas realizaciones, el kit de la invenciéon comprende cualquier medio para calcular la puntuacion como se
describe anteriormente. En particular, el kit de la presente invencion puede comprender ademas un programa
informatico adecuado para calcular la puntuacion como se describe anteriormente y opcionalmente interpretar los
resultados para determinar el modo en que se clasificara el DLCL del sujeto.

La presente divulgacion se refiere al programa informatico que puede implementarse en cualquier sistema (por
ejemplo, un ordenador) para calcular la puntuacién como se describe anteriormente y opcionalmente interpretar los
resultados para determinar el modo en que se clasificara el DLCL del sujeto.

La invencion se ilustrara adicionalmente mediante las siguientes figuras y ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos y
figuras no deben interpretarse de ninguna manera como limitantes del alcance de la presente invencion.

Descripcion de las figuras

Figura 1: Descripcion de las cohortes analizadas.

Se indica la estructura general y las superposiciones entre las diferentes cohortes, junto con sus caracteristicas
principales (recuento de muestra, tipo de material, patron de GEP cuando esté disponible). Las cohortes de nuestra
institucion (A) estan separadas de la cohorte externa (B) para resaltar su independencia.

Figura 2: Perfiles de RT-MLPA representativos.

Los perfiles de RT-MLPA generados por el programa informatico especializado se presentan para dos muestras
representativas (GCB en el panel superior, ABC en el panel inferior). Para cada muestra, se proporciona un perfil
de analisis por fragmento (intensidad de la fluorescencia como una funcién de los tamafios de fragmentos de PCR)
en el panel de la izquierda, con los intervalos explorados para los picos relacionados con gen resaltados por
diversos colores (azul para genes relacionados con ABC, naranja para genes relacionados con GCB, verde para
el control interno MS4A1 y gris para otros genes relevantes en diagndstico o prondstico). Los marcadores de
tamanfo, que se usan para la alineacion de los perfiles y la estimacion del tamafio de los fragmentos (canal ROX),
se presentan usando lineas de puntos que indican su tamafo tedrico. El panel de la derecha ilustra la prediccion
realizada mediante la prueba diagnéstica RT-MLPA, que muestra la superposicion de la puntuacion de la muestra
en las distribuciones tedricas de las puntuaciones en los subgrupos de ABC y GCB.

Figura 3: Capacitacion y validacion de la prueba diagnéstica RT-MLPA.

(A) Las puntuaciones de las muestras de GCB y ABC de la serie de capacitacion se presentan como barras
verticales, por debajo de las funciones de densidad estimadas usadas en el modelo de prediccion. (B) y (C)
presentan la expresion de los 8 genes incluidos en la prueba diagnéstica GCB-ABC en la serie de capacitacion (B)
y validacion (C) como graficos cromaticos, junto con las clases esperadas calculadas usando la tecnologia DASL
(panel central) y la probabilidad predicha de que pertenezcan a cada uno de los grupos (panel superior). Las
muestras (columnas) estan ordenadas por puntuaciones de RT-MLPA ascendentes, mientras que los genes (filas)
estan ordenados por su potencia discriminadora (valor estadistico t presentado en la derecha). Las barras negras
verticales dividen las muestras de acuerdo con el grupo que se ha predicho al que pertenecen (GCB, sin clasificar
y ABC de izquierda a derecha).

Figura 4: Validacion independiente de la prueba diagnéstica RT-MLPA en muestras Affymetrix

La expresion de los 8 genes incluidos en la prueba diagndstica GCB-ABC en una serie independiente de 64
muestras congeladas se presenta como un grafico cromatico, junto con las clases esperadas calculadas usando
matrices Affymetrix U133+2 (panel central) y la probabilidad predicha de que pertenezcan a cada uno de los grupos
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(panel superior). Las muestras (columnas) estan ordenadas por puntuaciones de RT-MLPA ascendentes, mientras
que los genes (filas) estan ordenados por su potencia discriminadora (valor estadistico t presentado en la derecha).
Las barras negras verticales dividen las muestras de acuerdo con el grupo que se ha predicho al que pertenecen
(GCB, sin clasificar y ABC de izquierda a derecha).

Figura 5: Rendimientos de la prueba diagnéstica RT-MLPA en muestras de FFPE.

La expresion de los 8 genes incluidos en la prueba diagndstica GCB-ABC en una serie de 28 muestras de FFPE
se presenta como un grafico cromatico, junto con las clases esperadas calculadas usando la tecnologia DASL
sobre muestras congeladas coincidentes (panel central) y la probabilidad predicha de que pertenezcan a cada uno
de los grupos (panel superior). Las muestras (columnas) estan ordenadas por puntuaciones de RT-MLPA
ascendentes, mientras que los genes (filas) estan ordenados por su potencia discriminadora (valor estadistico t
presentado en la derecha). Las barras negras verticales dividen las muestras de acuerdo con el grupo que se ha
predicho al que pertenecen (GCB, sin clasificar y ABC de izquierda a derecha).

Figura 6: Rendimientos de la prueba diagnéstica RT-MLPA en comparacién con IHC.

La expresion de los 8 genes incluidos en la prueba diagndstica GCB-ABC en una serie de 100 muestras congeladas
se presenta como un grafico cromatico, junto con los resultados del algoritmo inmunohistoquimico de Hans (panel
central) y la probabilidad predicha de que pertenezcan a cada uno de los grupos (panel superior). Las muestras
(columnas) estan ordenadas por puntuaciones de RT-MLPA ascendentes, mientras que los genes (filas) estan
ordenados por su potencia discriminadora (valor estadistico t presentado en la derecha). Las barras negras
verticales dividen las muestras de acuerdo con el grupo que se ha predicho al que pertenecen (GCB, sin clasificar
y ABC de izquierda a derecha).

Figura 7: Desenlaces de los pacientes de acuerdo con la agrupacion basada en RT-MLPA.

Se presenta la supervivencia sin progresion (columna de la izquierda) y global (columna de la derecha) de una
serie de 135 pacientes tratados con una combinacién de rituximab y quimioterapia de acuerdo con diversos factores
de agrupacion: subgrupo de GCB-ABC, predicho por RT-MLPA (A), expresiones de LMO2 (B), BCL6 (C) y
TNFRSF13B (D) medidas por RT-MLPA de acuerdo con sus respectivas medianas, MYC+ BCL2+ frente al resto
de la cohorte (E), definida por una expresién de RT-MLPA mayor de 1,284 para MYC y 0,256 para BCL2. Los
valores de p de orden logaritmico sin procesar se presentan en los paneles de leyenda respectiva.

Figura S1: Secuencia de trabajo del procedimiento experimental de RT-MLPA.

El procedimiento para la preparacion de las sondas de RT-MLPA y la mezcla competidora se describe en el panel
superior. Siguiendo este protocolo, la mezcla final permite ensayar mas de 600 muestras, y la mezcla concentrada
mas de 6000 muestras. La secuencia de trabajo experimental, que consiste en cuatro etapas, especificamente,
retrotranscripcion, hibridacion, ligamiento y PCR/analisis, se detalla en el panel inferior.

Figura S2: Reproducibilidad y robustez de la prueba diagnéstica RT-MLPA.

Las puntuaciones de RT-MLPA obtenidas para 10 réplicas de dos muestras congeladas (ARN 9260 y 9402, GCB
y ABC respectivamente) se representan sobre las distribuciones modelizadas en los subgrupos GCB y ABC (A).
La misma representacion se muestra (B) para las 12 diluciones en serie de la muestra 9402, con un valor atipico
obvio (12.2 dilucién, correspondiente a menos de 1 ng de ARN) resaltado en rojo. También se representan las
alturas de pico sin procesar (C) y normalizadas (D) para los 14 genes incluidos en la prueba diagnéstica RT-MLPA
en las 12 diluciones en serie de la muestra 9402, junto con las puntuaciones y las probabilidades predichas de que
pertenezcan al subgrupo ABC (E).

Ejemplo:

Materiales y métodos

Pacientes

Se incluy6 un total de 259 pacientes con DLBCL en este estudio (figura 1y tabla S1). Todas las muestras se obtuvieron
después de recibir el consentimiento del paciente y este estudio se aprobo por nuestro comité de revision institucional.
Una primera serie de 195 pacientes de una sola institucién (Centre Henri Becquerel, Rouen, Francia) se usé para
capacitar y validar el clasificador de GCB/ABC. Una clasificacion de GCB/ABC previamente determinada usando un
ensayo de DASL (método de hibridacion mediada por ADNc, seleccion, prolongacion y ligamiento)'® estaba disponible
para 115 pacientes. Estaba disponible una clasificacion inmunohistoquimica para 100 casos, y los datos de
supervivencia para 135 de ellos. Una segunda serie de 64 pacientes incluidos en el programa de estudio GHEDI
realizado por el grupo LYSA y analizado previamente por micromatrices de perfil de expresion génica (Affymetrix
U133A+2) se us6 como conjunto de validacion externo'®. Para todos los pacientes, los criterios de inclusion fueron
DLBCL de novo con ARN disponible extraido de biopsias de ganglio linfatico congeladas en el momento del
diagnostico. Los diagnosticos se determinaron de acuerdo con los criterios de la OMS de 2008 por patdlogos expertos’.
Se excluyeron linfomas de linfocitos B grandes difusos mediastinales primarios y DLBCL ricos en linfocitos T.

Extraccion de ARN
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Se extrajo el ARN total de fragmentos de biopsia congelada usando el kit RNA NOW (Biogentex, Seabrook, TX). Las
muestras de ARN posteriormente se almacenaron a -80 °C en agua. Para 30 casos, las muestras de ARN se extrajeron
de biopsias incluidas en parafina fijadas con formol (FFPE) usando el kit Absolutely RNA FFPE (Agilent Technologies,
La Jolla, CA, EE. UU.).

Inmunohistoquimica

Para construir las micromatrices de tejido (TMA) (Alphelys, Plaisir, Francia), se usaron tres nucleos representativos
(0,6 mm) de tejidos FFPE para cada caso. La tincién inmunohistoquimica se realizé en secciones de 4 ym usando
procedimientos convencionales. Se realizé recuperacion de antigeno en PTLink (DAKO, Glostrup, Dinamarca) con un
tampon de pH 9. CD10 (clon 56C6, 1/50e, DAKO, Glostrup, Dinamarca), BCL6 (clon PGB6P, 1/10e, DAKO, Glostrup,
Dinamarca) y MUM1 (clon MUM1p, 1/100e, DAKO, Glostrup, Dinamarca) se tifieron usando un AUTOSTAINER Link48
(DAKO, Glostrup, Dinamarca) con el sistema EnVision FLEX. Los fenotipos GCB y no GCB se definieron usando el
arbol de decisiones con los limites indicados establecidos por Hans y colaboradores?°.

Disefno y mezcla de sonda de RT-MLPA

Las sondas de RT-MLPA que se usaron se enumeran en la tabla 1. Para evitar amplificaciones indeseadas de ADN
genomico, todas las sondas se disefiaron entre limites de exones. Se preparan de una regién especifica de gen
complementaria a la diana de ADNc y de una cola para permitir la amplificacion por PCR final. Todas las sondas 5'
tienen una cola comun en su extremo 5' (GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGA), que correspondia al cebador universal,
U1. Todas las sondas 3' tienen una cola comun diferentes en su extremo 3' (TCCAACCCTTAGGGAACCC), que es
complementaria al cebador universal, U2. Se insertaron espaciadores adicionales (repeticiones TAC) entre las colas
y las regiones especificas de gen para permitir la separacion y la identificacion de los productos de PCR de acuerdo
con su tamafio. Las sondas 3' se solicitaron con extremos 5' fosforilados para permitir las reacciones de ligamiento.
Todas las sondas de RT-MLPA usadas en este estudio eran oligonucledtidos sintéticos, solicitados al grado de
purificacion mas bajo (HPSF) y a la escala de sintesis minima (0,01 ymol para las sondas de la izquierda y 0,05 pmol
para las sondas fosforiladas de la derecha) (Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Alemania). Para dos genes, también
se disefaron sondas competidoras idénticas a las sondas de MLPA, pero sin las colas de PCR, que se usaron para
normalizar las sefiales de amplificacion.

Para preparar la mezcla de sondas de MLPA, se prepararon diluciones 10 uM de cada sonda y competidores en Tris
10 mM y EDTA 1 mM. Los dos competidores se mezclaron con sus sondas correspondientes a una relacion de 1
(sonda de MLPA) a 4 (competidor) para los genes IGHM y NEK6. Entonces, se mezclaron juntos 2 ul de cada dilucion
de sonda (n = 26) o (dilucion de mezcla de sonda + competidor) (n = 2) para obtener un volumen final de 56 pl.
Entonces se afadié un volumen igual de TE 1x para obtener un volumen de 112 pl. La dilucién final se obtuvo diluyendo
11,2 pl de la mezcla de sondas concentrada en un volumen final de 1 ml de Tris 10 mM y tampén EDTA 1 mM.

Procedimiento de RT-MLPA

El protocolo de RT-MLPA se adapt6 de Eldering et al.'”. Se proporciona una secuencia de trabajo esquematica del
procedimiento experimental en la figura S1. Las modificaciones mas importantes que se hicieron fueron el uso de
cebadores hexaméricos aleatorios en lugar de cebadores especificos de gen para la sintesis de ADNc, la reduccién
de la etapa de hibridaciéon de 16 a 1 hora, y el uso de oligonucledétidos sintéticos como sondas de MLPA.

Todas las reacciones de RT-MLPA se realizaron en tubos de 200 pl en un termociclador con una tapa calentada. En
primer lugar se diluyé aproximadamente un microgramo de los ARN totales obtenidos de las biopsias de DLBCL en
4 pl de agua sin RNasa y se mantuvieron en hielo. Después de la adicion de 7,5 pyl de mezcla de retrotranscripcion
(2,5 pl de tampoén de RT-MMLYV 5x, 1 ylde DTT 100 mM, 2 pl de dNTP 10 mMy 2 ul de cebadores aleatorios 100 uM),
las muestras se calentaron durante 1 min a 80 °C para fundir la estructura secundaria del ARNm, se incubaron durante
5 min a 37 °C para permitir la hibridacion de los cebadores aleatorios y se enfriaron a 4 °C. A continuacion, se afadio
1 pl de retrotranscriptasa MMLV, y las muestras se incubaron durante 15 min a 37 °C para sintetizar el ADNc, se
calentaron durante 2 min a 98 °C para inactivar la enzima y se enfriaron a 4 °C. Entonces, se transfirieron 5 uyl de
ADNCc a un nuevo tubo, y se afiadieron 3 pl de una mezcla de sondas de RT-MLPA (1,5 pl de tampdn de SALSA-MLPA
+ 1,5 pl de mezcla de sondas de dilucion final). Las muestras se calentaron durante 2 min a 95 °C y se incubaron
durante 1 h a 60 °C para permitir la hibridacion de las sondas de MLPA con sus dianas de ADNc. El ligamiento de los
oligonucledtidos hibridados se realizé enfriando todas las muestras a 56 °C, afiadiendo 32 pl de una mezcla de
ligamiento (3 pl de tampdn A de SALSA-ligasa 65, 3 pl de tampoén B de SALSA-ligasa, 25 ul de agua sin RNasa, 1 yl
de SALSA-ligasa 65), e incubando las muestras mezcladas durante 15 min a 56 °C. La enzima ligasa a continuacién
se inactivé calentando durante 5 min a 98 °C. Para la amplificacion por PCR final, se afiadieron 5 ul de cada producto
de ligamiento a 15 pl de una mezcla de PCR (10 pl de mezcla fundamental de PCR Thermo Scientific Extensor Hi-
Fidelity; Thermo Scientific, 1 pl de cebador U1 10 uM, 1 pl de cebador U2 marcado con FAM 10 uM, 3 pl de agua sin
RNasa). La amplificacion se realizd con el siguiente programa: 6 min 94 °C; 35 ciclos (30 s 94 °C, 30 s 58 °C, 30 s
72 °C); 4 min 72 °C; refrigeracion hasta 16 °C.
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Para el analisis de datos, se mezclé 1 ul de cada producto de PCR con 1 pl de patréon de tamafio GeneScan-400 HD
ROX y 28 yl de formamida, se desnaturalizé durante 3 min a 95 °C, y se cargé en un analizador de electroforesis
capilar ABI3130 en modo GeneScan (Applied Biosystems, Warrington, R.U.). Los ajustes de migracién fueron los
siguientes: voltaje antes del procesamiento 15 kV; tiempo antes del procesamiento 180 s; voltaje de inyeccion 1 kV;
tiempo de inyeccion 3 s (reducido hasta 1 s cuando las sefiales de fluorescencia estaban fuera de escala), voltaje de
procesamiento 10 kV; tiempo de procesamiento 180 s.

Procesamiento de datos

Para facilitar la interpretacion de los resultados, se desarrolléd un programa informatico acoplado para manipular el
proceso de analisis completo, desde los archivos del analizador de fragmentos sin procesar (.fsa) hasta las
calificaciones de muestra y probabilidades de GCB/ABC. Este programa informatico, que puede descargarse
libremente de http://bicinformatics.ovsa.fr/MLPA, proporciona una representacion gréfica del perfil y de la clasificacion
GCB/ABC (figura 2), y una tabla de expresiones génicas normalizadas. Consiste en una interfaz de usuario Tcl-tk
desarrollada en un paquete R (R core team, http://www.r-project.org), ambos distribuidos libremente con la licencia
publica GNU 3.

Cada canal de los perfiles de electroforesis en primer lugar se corrige para los sesgos relacionados con el tiempo,
usando una transformacion LOWESS de las sefiales a lo largo del tiempo. Para estimar los tamafios de los picos en
pares de bases, entonces los perfiles se alinean usando los patrones de tamafio de 50, 60, 90, 100 y 120 pb. El perfil
ROX se suaviza usando un nucleo gaussiano de Nadaraya-Watson, y se usan los indices de tiempo de maximos
locales para ajustar un modelo lineal que convierte los indices de tiempo en pares de bases. Las alturas de los
diferentes picos se miden a continuacion buscando los maximos de la sefial FAM en los intervalos de tamarfio que se
predefinen en pares de bases. Las ventanas de gen y también de patrén de tamafio se afinaron a partir de los perfiles
graficos, y quedaron disponibles en el archivo de disefio del programa informatico (version 1.8.5). Para minimizar el
sesgo de la cantidad de ARN, todos los valores de expresion se dividieron finalmente por la media de todos los genes
medidos en la muestra, y los logaritmos de base 2 de estas relaciones mas 1 se usan como valores de expresion
normalizados.

Analisis de supervivencia

El analisis de supervivencia se restringié a los 135 pacientes diagnosticados entre 2001 y 2011 en el Centre Henri
Becquerel, que se trataron mediante una combinacién de rituximab y quimioterapia. Se realizd usando el paquete de
"supervivencia" (2.37.4) del programa informatico R, considerando un riesgo alfa de un 5% como umbral de
significacion. La supervivencia global (OS) se calcul6 desde el dia de tratamiento hasta la muerte por cualquier causa,
o se censurd por la derecha en el Ultimo seguimiento. La supervivencia sin progresion (PFS) se calculé desde el dia
de tratamiento hasta progresion de la enfermedad, recidiva o muerte por cualquier causa, o se censuro por la derecha
en el tltimo seguimiento. Las tasas de supervivencia se estimaron usando el método de Kaplan-Meier que proporciona
intervalos de confianza del 95 %, y se evaluaron las diferencias significativas entre grupos mediante ensayo del orden
logaritmico (a = 5 %). Se realizaron analisis univariantes continuos usando modelos de regresion de riesgos
proporcionales Cox, y los valores de p del ensayo de cociente de verosimilitudes y se presentan las tasas de
descubrimiento falso derivadas?'. Todas las combinaciones de umbrales se ensayaron para la significacion PFS del
subgrupo MYC+ BCL2+, que se centra en el par de valores que dio lugar a la segmentacién mas significativa de
pacientes??,

Analisis estadistico

Las precisiones de prediccion y las proporciones sin clasificar se presentan con intervalos de confianza (CI) del 95 %
estimadas por el método de calculo binomial "exacto", como se implementa en el paquete binom R (version 1.1-1).

Resultados
Seleccion de genes

Los genes candidatos para su inclusion en la prueba diagndstica de GCB/ABC se seleccionaron de acuerdo con su
expresion diferencial en dos series independientes de micromatrices Affymetrix U133+2. La primera serie consistia en
203 micromatrices disponibles de Lenz et al.?® en la base de datos GEO (GSE11318). La segunda consistia en una
serie independiente de 225 micromatrices clasificadas en los subtipos GCB o ABC, siguiendo las recomendaciones
de Wrights y col.2* y un rasgo distintivo de 24 genes'®. Se construyé un modelo LIMMA para cada serie usando R
(2.15.1, paquete LIMMA version 3.12.3) para discriminar dos grupos usando micromatrices de un solo canal. Se
seleccionaron genes con al menos un conjunto de sondas FDR < 10-'2 en ambas series para ensayo de RT-MLPA,
empezando con los valores de p mas bajos. Los 16 marcadores obtenidos de esta seleccion inicial se enumeran en la
tabla 2.

Entonces se ensayaron diferentes combinaciones de genes para finalizar el disefio y se seleccionaron las expresadas
a los niveles mas comparables. Finalmente se retuvieron cuatro marcadores GCB (LMO2, MYBL1, BCL6, NEK6) y
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cuatro ABC (IRF4, FOXP1, IGHM, TNFRSF13B). Para dos genes expresados a niveles muy altos en algunas muestras
(NEK6 y IGHM), se usaron sondas competidoras para reducir la altura de los picos correspondientes en los perfiles
de RT-MLPA. Finalmente se incluyeron los genes MYC, BCL2 y TNFRSF9, que mostraron ser pronésticos en DLBCL,
y los genes CCND1, CCND2 y MS4A1 (que codifica CD20) como controles. Los perfiles de RT-MLPA representativos
se presentan en la figura 2 y todos los valores de expresion génica se detallas en la tabla S2.

Modelo de prediccion de clase

La clasificacién de las muestras como GCB o ABC se consiguié usando una adaptacion de la puntuacion pronéstica
lineal (LPS) definida por Wright et al.?* y una prueba diagndstica bayesiana. Se adoptd al misma suposicion de que
las distribuciones de las puntuaciones dentro de los grupos GCB y ABC seguian distribuciones normales (figura 3A),
lo que permitia la estimacion de la probabilidad, para cada caso, de que pertenezca a uno u otro subtipo. Se aplicaron
factores de gradacion para equilibrar el sobrepeso de los genes mas altamente expresados, un fenémeno marginal en
los valores normalizados en exceso usados en la publicacion de Wright que ya no es depreciable con los valores
manipulados aqui. Para tener en cuenta las diferencias en los intervalos de expresion, el valor estadistico T que se
us6 como coeficiente especifico de gen, por tanto, se dividié adicionalmente por las expresiones medias de los genes
correspondientes en la serie de capacitacion. Esta correlacion también permitié evitar la normalizacion de
"desplazamiento y escala" a los intervalos de Lymphochip que se sugirieron por los autores para adaptar su modelo a
otras plataformas, lo que puede dar lugar a calificaciones incorrectas en la serie con distribuciones de GCB/ABC
distintas de la serie Lymphochip original. Finalmente, el umbral de confianza para considerar una muestra GCB o ABC
se cambio del 90 % (como recomiendan los autores) al 95 %, para una mejor especificidad.

La prueba diagndstica bayesiana se desarroll6 usando una serie de capacitacion de 50 casos de DLBCL seleccionados
aleatoriamente caracterizados previamente en nuestro laboratorio usando un ensayo Veracode lllumina DASL (figura
1, cohorte n.° 1) y un rasgo distintivo de 17 genes (figura 3B)'8. Como cabia esperar, el promedio de las expresiones
de los ocho genes discriminadores de GCB/ABC fue significativamente diferente entre los dos subtipos en esta serie
(tabla 2). La prueba diagnéstica clasificé un 90 % de los casos dentro de los subtipos esperados (20 GCB y 25 ABC),
mientras que un 10 % (1 GCB y 4 ABC) se consideraron no clasificados (Cl del 95 % [78 %, 97 %] y [3 %, 22 %]
respectivamente). En una segunda serie de validacion independiente de 65 pacientes (de la misma instituciéon y
caracterizados usando el mismo ensayo Veracode lllumina DASL; figura 1, cohorte n.° 2), un 80 % de los casos se
clasificaron dentro de los subtipos esperados (24 ABC y 28 GCB), un 13,8 % se consideraron no clasificados (3 GCB
y 6 ABC) y cuatro se clasificaron incorrectamente (Cl del 95 % [68 %, 89 %]y [7 %, 25 %] respectivamente; figura 3C).
Cuando se centra en muestras clasificadas por ambas técnicas, se alcanza un 93 % de concordancia en esta segunda
serie (Cl del 95 % [82 %, 98 %]).

Evaluacion de reproducibilidad

A continuacion se realizaron diez repeticiones independientes para dos muestras (ARN 9402 y 9260, ABC y GCB
respectivamente). Como se muestra en la figura S2A, las puntuaciones calculadas permanecieron muy estables
(promedio -32,75, desviacion tipica 0,41 para la muestra 9260, promedio 17,88, desviacion tipica 0,32 para la muestra
9402). Para abordar adicionalmente la robustez del ensayo, también se ensayaron 12 diluciones en serie a 'z de las
mismas muestras (9402), de 400 ng a menos de 1 ng de ARN. Como se muestra en la figura S2C, las alturas de pico
de fluorescencia sin procesar para los 14 genes permanecieron estables de 400 a 12 ng de ARN, provocando una alta
estabilidad de los valores de expresién normalizados (figura S2D), las puntuaciones (promedio 17,84, desviacion tipica
0,26; figuras S2B y E) y las probabilidades de GCB/ABC (figura S2E).

Validaciéon en una cohorte independiente de muestras congeladas

A continuacion se aplicé esta prueba diagnostica a una segunda serie de validacion independiente de 64 pacientes
del estudio GHEDI (figura 1, cohorte n.° 4), clasificados dentro de los subtipos GCB o ABC usando los datos de
expresion génica de Affymetrix U133+2 y una prueba diagnéstica bayesiana basada en un rasgo distintivo de expresion
de 24 genes como se describe previamente?*. Esta serie comprendia 28 casos GCB, 25 casos ABC y 11 no
clasificados. Como se muestra en la figura 4, el ensayo de RT-MLPA clasificéd un 84,4 % (Cl del 95 % [73 %, 92 %])
de estos casos dentro de los subtipos esperados (24/28 GCB, 22/25 ABC y 8/11 no clasificados). 4 casos GCB y 3
casos ABC se consideraron inclasificables, que representan un 13,2 % (Cl del 95 % [5 %, 25 %]) de las muestras
clasificadas por la técnica de referencia. Finalmente 3 casos previamente no clasificados se clasificaron
incorrectamente en el subtipo ABC. Cuando se centra en muestras clasificadas por ambas técnicas, ninguna de las
46 muestras restantes estaba en contradiccion entre este ensayo y el "método de referencia" Affymetrix U133+2 (Cl
del 95 % [92 %, 100 %]).

Validacion en muestras de FFPE
Para ensayar adicionalmente la robustez de este ensayo, a continuacién se compararon los resultados obtenidos de
biopsias emparejadas congeladas y FFPE. Se ensayaron treinta muestras de ARN extraidas de materiales de archivo

de FFPE de la cohorte CHB. Excepto por dos fracasos extraccion, se obtuvieron perfiles interpretables para los 28
casos restantes. Como se muestra en la figura 5A, el ensayo de RT-MLPA clasificd 25 (89,3 %) de las muestras de
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FFPE dentro de los subtipos esperados (11/14 GCB, 12/12 ABC y 2/2 no clasificados), mientras que 3 casos GCB se
consideraron no clasificados. La correlacion de Pearson estadisticamente significativa (p = 1,2e-11) entre las muestras
congeladas y FFPE se ilustra en la figura 5B.

Serie ampliada de muestras

A continuacion se incluyeron 80 muestras congeladas independientes adicionales, todas del Centre Henri Becquerel,
y para las que no estaba disponible ni la clasificacion por DASL ni por Affymetrix (figura 1, cohorte n.° 3). La serie
ampliada resultante de 195 casos permitié ensayar las correlaciones entre la clasificacion de GCB/ABC por RT-MLPA,
IHC (100 casos) y la supervivencia (135 casos). Excluyendo las 50 muestras de la cohorte de capacitacion, la prueba
diagndstica RT-MLPA clasificod 63 de los 145 casos restantes en el subtipo GCB (43,4 %), 56 en el subtipo ABC
(38,6 %) y 26 se consideraron inclasificables (17,9 %). Estas proporciones corresponden al reparto que se observa
tipicamente en las poblaciones de DLBCL.

Comparaciéon con inmunoquimica

Para 100 casos (54 de la cohorte de validacion n.° 1y 46 de la cohorte n.° 3), no se habia abordador el origen GC/no
GC por IHC en el diagnéstico usando el algoritmo de Hans, implementado en nuestro departamento de patologia en
200520, Para evitar los artefactos, solamente los casos con controles internos CD10 positivos se consideraron
interpretables. En esta serie, IHC y RT-MLPA estuvieron en concordancia para 36/44 casos GCB (81,8 %) y 32/38
casos ABC (84,2 %). Los ultimos 18 casos, se consideraron no clasificados por RT-MLPA, distribuidos dentro de los
subtipos GCB (4 casos) y no GCB (14 casos) definidos por IHC (figura 6). Estos resultados estan en concordancia con
lo que se observa tipicamente entre las clasificaciones Affymetrix y el algoritmo de Hans, que identifican los casos
GCB, pero no diferencian los casos no clasificados de los casos ABC (ambos denominados casos no GCB)?.

Analisis de supervivencia

Para evaluar el valor prondstico de este ensayo, a continuacion nos centramos en los 135 pacientes diagnosticados
entre 2001 y 2011 en el Centre Henri Becquerel, que se trataron mediante una combinacion de rituximab vy
quimioterapia. Como cabia esperar, los casos ABC estaban significativamente asociados con una peor PFS
(p =0,004) y OS (p = 0,012) (figura 7A). El analisis univariante continuo también confirmé que la expresién de varios
genes individuales dentro de este rasgo distintivo de MLPA estaba significativamente asociada con el prondstico (tabla
S3). Como cabia esperar, se encontraron altas expresiones de LMO2 (FDR = 0,006 y 0,012 en PFS y OS,
respectivamente) y BCL6 (FDR = 0,019 en PFS) asociadas con un mejor prondstico. Asimismo, la baja expresion de
TNFRSF13B se correlacion6 linealmente con un mejor prondstico (FDR=0,036 y 0,012 en PFS y OS,
respectivamente). La simplificacion hacia modelos de dos grupos que clasifiquen los pacientes de acuerdo con la
mediana de expresion del gen considerado dio lugar a resultados similares (figura 7B-D).

Para ilustrar adicionalmente la capacidad de este ensayo de recuperar factores prondsticos bien establecidos, se
comparo la supervivencia de pacientes MYC+ BCL2+ con el resto de la serie. Siguiendo los métodos descritos
previamente??, los umbrales de expresion se establecieron en valores (0,256 para BCL2, 1,284 para MYC) que dan
lugar a la segmentacién mas significativa de los pacientes en PFS. En total, 14 pacientes se clasificaron como MYC+
BCL2+, y mostraron un desenlace particularmente malo en OS (27 % [11-66] frente a 67 % [58-76] a los 3 afios,
p = 0,0002) y PFS (14 % [4-52] frente a 56 % [47-66] a los 3 afios, p = 0,0007) (figura 7E).

Debate

Aqui, se describe un ensayo de RT-MLPA rapido y robusto que permite una clasificaciéon precisa de DLBCL GCB y
ABC. Este método facil de usar permite la rapida evaluacion de la expresion relativa de 14 genes en una sola reaccion.
Solamente requiere un termociclador, un secuenciador capilar y reactivos basicos de biologia molecular y, por tanto,
puede implementarse en muchos laboratorios'”. Su simplicidad y flexibilidad permite ensayar desde una sola hasta 40
muestras en paralelo, haciéndolo particularmente adecuado para una secuencia de trabajo de diagndstico rutinario.
Ademas, con las pocas adaptaciones que se hicieron, el procedimiento completo puede conseguirse en menos de un
dia, haciendo que sea una alternativa rapida y barata (con un coste de reactivos de menos de 5 ddlares/muestra) a
los métodos actuales de estratificacion de DLBCL GCB y ABC.

En la serie de validaciéon independiente que se ensayd, ninguna de las calificaciones de RT-MLPA estaba en
contradiccion con el método de referencia actual (micromatrices Affymetrix) y Unicamente unas pocas muestras se
movieron del o al grupo "no clasificado". También se descubrié que varios factores prondsticos bien conocidos eran
significativos cuando se determinaban por RT-MLPA, incluyendo la clasificacion GCB/ABC?5, las expresiones génicas
de LMO2 y BCL6 (Alizadeh et al., 2011a) y la coexpresion de MYC-BCL2 (Johnson et al., 2012), confirmando
adicionalmente la validez de este ensayo.

Las proporciones de muestras inclasificables o "de tipo IlI" que se observaron (13,8 % y 13,2 % de las dos cohortes

de validacion congeladas) son ligeramente mayores del 9 % originalmente descrito con el método de referencia®* y el
7 % presentado por el mismo laboratorio usando la tecnologia Nanostring®. Debe apreciarse, sin embargo, que el

39



10

15

20

25

ES 2 804 308 T3

umbral de confianza usando para la toma de decisiones estaba aumentando desde el 90 % publicado originalmente
hasta el 95 % mas ubicuo, lo que puede explicar este pequefio aumento. No obstante, estas proporciones son
coherentes con los rendimientos obtenidos usando otros métodos basados en expresion génica: 16 %' 0 20 %'. El
mismo problema también se presenté con el algoritmo de IHC de Hans®'0 ya que no puede conseguirse siempre una
interpretacion fiable de CD10 y BCL6. Que este subgrupo "de tipo llI" corresponda a una entidad bioldgica
independiente 0 a una coleccién heterdclita de tumores atipicos aun es una cuestion no resuelta. Sin embargo, las
discrepancias observadas en nuestra serie con respecto a estos linfomas, asi como la ausencia de consenso
observada en la bibliografia con respecto a su valor prondstico'#?4, tienden a apoyar la Gltima hipétesis.

Cuando se compara con otros métodos de GEP, RT-MLPA se asociado con un intervalo dinamico relativamente
escaso?®. Esta caracteristica influyo en el desarrollo del clasificador, ya que algunos genes, tales como MME (que
codifica CD10), uno de los mejores marcadores del subtipo GCB, no pudo incorporarse en el disefio final. Por otro
lado, RT-MLPA también demostré ser eficaz al evaluar la expresion de otros marcadores muy discriminadores, tales
como LMO2, que es particularmente dificil de evaluar por IHC. Ademas, aunque los DLBCL GCB y ABC difieren en la
expresion de miles de genes*, la flexibilidad de RT-MLPA nos permiti6 ensayar facil y rapidamente multiples
combinaciones de marcadores para alcanzar un disefio satisfactorio. Otra ventaja importante de RT-MLPA sobre la
mayoria de otros métodos de GEP es que son necesarios solamente fragmentos de ADNc cortos para la correcta
union y ligamiento de las sondas oligonucleotidicas especificas de gen. Por tanto, esta menos incluido por el uso de
baja concentracién de ARN y degradacién de ARN, y constituye, por tanto, una alternativa interesante para ensayar
biopsias FFPE. Por tanto, podria usarse para el analisis retrospectivo de colecciones de archivo y para la inclusion de
pacientes en ensayos clinicos prospectivos, ya que solamente unas pocas instituciones recogen de forma rutinaria
materiales de biopsia congelados.

En conclusion, el ensayo de RT-MLPA robusto y rentable que se describe, con su secuencia de trabajo simple y su
corto tiempo de carga y descarga, podria usarse en muchos laboratorios sin que se requiera la adquisicion de ninguna
plataforma especializada. Entonces, podria cuestionar IHC y otros ensayos de GEP cuantitativos para posibilitar la
estratificacion de los pacientes con DLBCL en ensayos clinicos prospectivos, y finalmente facilitar la generalizacién
de tratamientos dirigidos a DLBCL GCB/ABC.
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Tabla 2: Genes candidatos considerados para su inclusién en la prueba diagnéstica de RT-MLPA.

Los genes discriminadores de GCB y ABC (presentados como tasas de descubrimiento falso de dos analisis
LIMMA distintos) en dos series independientes de micromatrices Affymetrix U133+2 (GHEDI y Lenz et al.) se
consideraron para su inclusion en la prueba diagnéstica. El conjunto de sondas de Affymetrix considerado, asi
como la decision final de retener el gen (+) o no de acuerdo con sus rendimientos en RT-MLPA, se indican.

Gen c°:g‘r‘1';t:sde Attoen | GHEDIFDR | LenzFDR | RT-MLPA | RTMLPA
BATF 205965_at ABC 1,95 x 1011 | 1,05 x 10
CCND2 200953 _s_at ABC 112 x10% | 8,92 x 101
FOXP1 224838 _at ABC 5,97 x 1028 | 1,35 x 1028 " 9,08 x 10
FUT8 203988_s_at ABC 519 x 1015 | 4,71 x 102
IGHM 200374 _s_at ABC 162 x 1010 | 2,29 x 102! " 9,03 x 10
IRF4 204562_at ABC 3,02 x 10 | 2,55 x 1017 " 9,03 x 10
LIMD1 222762 x_at ABC 3,28 x 106 | 2,00 x 10
SH3BP5 201811 _x_at ABC 119 x 1022 | 9,98 x 1025
SLA 203761 _at ABC 5,10 x 107 | 5,64 x 101
TNFRSF13B 207641 _at ABC 3,40 x 101 | 4,44 x 1020 " 9,03 x 10
BCL6 203140_at GCB 513 x 106 | 2,00 x 10 " 8,03 x 10
LMO?2 204249 s_at GCB 125x 1010 | 1,32 x 1023 " 1,90 x 1010
MME 203434_s_at GCB 136 x 105 | 6,08 x 102"
MYBL1 213906_at GCB 8,44 x 1010 | 2,23 x 1027 " 112 x 104
NEK6 223158_s_at GCB 1,06 x 100 | 7,01 x 1029 " 1,03 x 10°
TNFRSF9 207536_s_at GCB 9,81x 104 | 6,39 x 102
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Tabla S3: Analisis de supervivencia univariante de los genes incluidos en la prueba diagnéstica de RT-
MLPA.

La potencia individual de 8 genes medidos por RT-MLPA para predecir la supervivencia global y sin progresion de
135 pacientes tratados con una combinacion de rituximab y quimioterapia se evalu6 usando modelos Cox
univariantes. Los valores de p sin procesar de los posteriores ensayos de cociente de verosimilitudes, asi como
las correspondientes tasas de descubrimiento falso (FDR) y relacién de riesgos (HR), se presentan para cada uno
de ellos.
Supervivencia sin progresion Supervivencia global
Gen
P FDR FC P FDR FC
LMO2 0,000736 0,005884* 0,457253 0,002983 0,011932* 0,485042
BCL6 0,004633 0,018531* 0,423641 0,036193 0,070998 0,521272
TNFRSF13B 0,013549 0,036130* 2,549328 0,002057 0,011932* 3,452999
FOXP1 0,026251 0,052502 1,841605 0,037758 0,070998 1,809569
IGHM 0,133880 0,178506 1,212521 0,768369 0,768369 1,039949
NEK6 0,126099 0,178506 0,545349 0,130903 0,174537 0,533563
IRF4 0,161656 0,184750 1,342991 0,044374 0,070998 1,585370
MYBL1 0,436523 0,436523 0,767482 0,611616 0,698989 0,834771
* FDR < 5 %, considerado significativo
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aggacccegg
ggcggagagt
atcgaccaga
atcttcegea
gcgcectcettcea
gaccctccecca
gaactggttg
cctgagggag
agccacccect
tacatgatgc
gaaatcccgt
gcttgtgaaa
caggctccceg
gactgccggce
tccagcceeceg
caggtcetgt
agccacctgg
ctgtgccaga
aaactggaga

caagcgtttg
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aatgatcatg
aaaccggcca
ttctettggt
ttcctacttg
accaaacctg

acctgaagcecce

tcctacttat
aagtgaggtc
tctcagaact
gctgctgagg
aggccacccce

tcaagggagt

ccgetgecect
gcgcgggege
tcggecatgag
tcgacagegg
tcecectggaa
aggcttgggce
cctggaagac
agcggagceca
ccaaaaaagg
acaccatgac
cacccctcega
accaatgtcc
atggttgcca
gagtccccac
tgcacatctg
agggctgccg
tccectacce
agaggggcgt
gcaggatcta
gagaccagac

ctcaccacgg

cagctccgag
ggacggcacg
cgcggtgage
caagtacccc
gcacgcggge
actgtttaaa
gcgectgegg
gctggacatce
agccaagcag
aacgccttac
ccgaagcetgg
catgacgttt
ggtgacagga
agagccaagc
cctgtactac
gatctcccat
agaggacaat
ggtcctectgg
ctgggacggg
ctgcaagctc

ccgcteectg

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3619

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



ccaagattcc
aagctcatca
caaaacagtg
gattaccaca
gttttctttt
ctcccaggcet
caagagactc
cccacccaag
actgcectct
gaattgcggce
caaaaggaag
tgtgaaaatt
agattaggtc
tgatgactgc
aagcctcaca
cacttgctga
cccatcecee
attggctttc
gtcaaaaaac
atgtctaagt
gatgctaaaa
actgttgccce
ctgtttgttt
ctcccaggcet
gaactgcaca
aattatagtt
aatcccaaag
aaagtacagc
actattactc
ctaatggata

ttacacagtt

aggtgactct
cagctcacgt
gacatttcct
gatctatcecg
tcettttttt
ggagtgcagt
tcctgectceca
acaagtgatt
tactgttttg
gagacaagca
ggtggctttg
gaccaagtga
ttgctggaag
ttgtaggtat
cgtaaaagaa
gtgaaggaaa
acctgeccage
tctecettgge
atgagecgcta
aatggttaag
ttettegeat
ttctgtccaa
ggctgtccag
ggagagcact
ctcagtggge
tgacagggcce
acctccactt
agtagactgg
ccaggatcag
ttttaaattc

cagcctttat
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atgctttgga
agaacctctg
gaggggctac
ccattcctcet
tttttttttt
gacacaatct
gccteectgg
ttcattgtaa
aggaattcag
tggaaaatca
catttcttgt
tgtgtttaca
acagagaaaa
gtctgtgcecca
atgtattaat
tgaatctttg
ggtttecctgg
ctttecctgga
ctettggatg
ttttcttgtt
aaagaagaag
gtacttaact
cgatcagcca
gccaggaccc
tgtttectgcet
ttaaaattac
gcttaagtat
ggcgtcacct
cagaagattg
attcaacaag

caagcttagt

gaggagtttc
ctagccagac
gatttaccag
attcaagaat
ttgatacggg
cagctcactg
tagctgggat
atatttgact
aagtggagat
gtgacatctg
gttctgtaga
tttactgaaa
cttgeettte
tttctcaggg
gtatgtagga
actgaagccg
tgtgggtcce
agccagttag
ggacattttt
tctgcatcett
aaattaagga
atctgttcce
tggcgacact
accactggaa
tatttcatct
ttggettttt
acctatcact
ccaggccgtt
cgtagetcete

cacctagtaa

gagcagtgag

71

cagaccctca
aactatatta
aacacatcag
gaaaaatgtc
gatacggggt
tgacctccege
tacaggtgtg
ttagtgaaag
ttcagttcag
attggcagat
ctgccatcat
tgcgetcettt
agtattgaca
aagtaagatg
gctgecagtte
tgcectgtage
tectgeceege
taaacttcct
gtctgtecta
tttgaccctc
acataaatct
ttcctetgtg
aaaggaggag
gcaggatgga
gttctatgcet
ccaaatgctt
tacatttttg
tctcatacta
aaatgtgtgt
gtgcctgetg

cactgaaaca

gaggcaaaga
ttttgctcaa
caatccagaa
aagatgagtg
cttgctcetgt
ctecectgggtt
agccactgca
cgtccaattg
cggttgagga
gagcttattt
tgatgatcac
aatttgttgt
ctgactagag
taaattgaag
ttgtggaaga
cttggggagg
cctecttecce
attttcttga
caatctagta
attctttaga
taatacttga
ccacgctcect
gagccgggga
gctgactacg
tecectegtgee
ctatttatag
tggttttgag
caggatattt
tcectgetttt
tatcecctaca

ttatttttta

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

2940

3000

3060

3120



atgtttaaaa
ctacagaaaa
agcccaaatt
ttcacttttce
acactttcat
gcettgetgt
caacatggat
ttatagatgce
aactgctgtt
cacagcactt
tectcecaageg
tattatgcectg
ctacctcctt
ccagggtatg
cttgtctecag
tggcaaacta
ttaaagagca
tatgtettgt
ctggaacact
tgagtcctga
ggtatgaact
gagcagccct
tggtctttga
ttgggtactc
gtgtcagtta
cagtcacatg
aaggtcttta
aatggtgcgt
ccgtttttga
aggaatgaag
ataagaaatg

ctcctccaat

agtttctaat
gacaaacagt
ctccteteta
tgtaaatata
gcagtgctct
ggagctccac
atgtattggg
aaagtatttt
tcacggggece
caaagaagct
gatgctcceat
ctttaacagt
tcctatcettt
acctagggaa
gactctgaaa
gaatttagtt
ctgggtcata
tecttgagatt
atagagaacc
gcgaaaacag
aaaaagagac
tacagtattg
gcgagggcat
gcacctettg
cttttttagt
cccccactte
tttgtattac
gaaggctctce
gactgatctc
taaaggtcag
tagctgaagt

ggaaattccc
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attaaagtca
agagaacagc
aaagtgtcca
cataaactta
ttgtagctaa
tgccatgtac
cagcagactg
ggggtatatt
cttacctgtg
gtecttggaag
ttcaattgcet
ggagctgaat
acatctatgt
tgaactagcect
aggaacggct
tgtactcagt
tggaaaaaat
ttgtatattt
aagtgaccga
gagagttagt
tgtgececatgg
ttaccaccaa
aaatacagct
getttgttga
aacaattcag
cccacaggtg
gtatctcceg
agaccttaca
gatgcaggtg
tttttttttg
agaggggacg

gtgttgcttc

gaatattaat
aaaaaaataa
caagaagggg
aaaagaaaac
cagtgaagat
ccagtagggt
tgtttegtga
atcctaaggg
accctcetttg
tctgtectcag
ttgtgacttce
tttctggaaa
gtatgttgac
atgaaatact
tcctcattec
ggacagtgct
gtatgtgtct
aggaaaacct
ctcatttaca
cgccctacag
tgagaaaaat
gggcaggtag
agccccaggg
tgctecegeca
atccagtgta
aaagttttte
aagtcctctg
caccattttg
gatcteccttg
tattgatttt
tgagagaagg

aaactgagac
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acaattaata
aaaggatctc
tgtttattet
ctcatggagt
ttacctegtt
ttgacatttce
actgcagtga
aagataaaga
ctgaagaata
gagcaccctg
ttettetttg
atgcttcettg
tttttaaaat
cagggttagg
ttgtcttgat
gttgaagatt
cccaggtgea
caagcagtaa
actgaaacct
aaaacccagc
gtaaaatcct
gtattagtgt
gtggaacaac
ggaaggccac
aacttecegtt
tgaaagtgtt
tggccagcectg
taagttatgt
agatcctgat
cacagctttg

gccaggccgg

agatgggact

ttaatattaa
cttttttccc
tccaacacat
catcttgcecac
ctgctcagag
attagccatg
tgtatacatc
tgatattaag
tttaacccca
tcttcttaat
tttttttaaa
gctggggeca
tctgagtgat
aatcctagceca
aaagtggaat
tgaggacttg
tttettggtt
ttaatatctc
aggaagcccce
tagactattg
acagtgaaat
ttgaaaaagce
tctgggagte
ttgtgtgtge
cattgetete
gggattggtt
catctgtctg
tttacatgece
agcctgttac
aggaacatgc
caggccaacc

taacaggcaa

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040
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tggggtccac ttccccecctet tcagecatcce
cagcaggtag gaccccagag gcccccaaat
gttttgctga gatctgtagg aaaggatgct
tcgttggtat acatcatgaa tttttatgta

gataaattta tgtttttagg taaataaaaa

<210> 3

<211> 1461

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3

ccgtacccca
gaaagcttga
tcacaaactg
aattgctctg

cttttaaaaa
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ctttctgectg aaagaactgce
atttcceccta ctggetcectge
aggtagataa tgctatgctg
caaagcaaat tgatatgttt

tttgttatgg a

5100

5160

5220

5280

5331



gggagtgcat
acgagcagcg
tcctggaaat
agagggggca
ggcacagacg
gtgcctcectte
gacggcttct
ccceggcaga
acggaccagg
acactgacca
cacaggggcc
gccatcecggg
aagttgacct
cgccagaatg
actttcagcg
ttcacgtgca
cccaaggggg
ctgaacctgce
gtcttegtge
gccccaatge
tccgaagagg
cccaacaggg

gtgtcecctgg

aggctcgggg

gatgttgcat

<210>4
<211> 4307
<212> ADN

ccgccccaac
tggcegttgg
acaagaacaa
agtacgcagc
aacacgtggt
cagtgattgc
tcggcaacce
ttcaggtgtc
tgcaggctga
tcaaagagag
tgaccttcca
tcttegecat
gcctggtcac
gcgaagctgt
ccgtgggtga
ccgtgaccca
tggccectgea
gggagtcgge
agtggatgca
ctgagcccca
aatggaacac
tcaccgagag

tcatgtccga

cggctggecg

cttataaaat

<213> Homo sapiens

<400> 4
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ccttttecce
ctgcctegea
ctctgacatc
cacctcacag
gtgcaaagtc
cgagctgect
ccgcaagtcce
ctggctgcege
ggccaaagag
cgactggctc
gcagaatgcg
ccceccatcee
agacctgacc
gaaaacccac
ggccagcatc
cacagacctg
caggcccgat
caccatcacg
gagggggcag
ggccccaggce
gggggagacc
gaccgtggac

cacagctggce

ctctgtgtgt

t

ctecgtctect
caggacttcc
agcagcaccc
gtgctgctge
cagcacccca
cccaaagtga
aagctcatct
gaggggaagc
tctgggcecca
agccagagca
tcctececatgt
tttgccageca
acctatgaca
accaacatct
tgcgaggatg
ccctegecac
gtctacttge
tgcctggtga
ccettgtece
cggtacttcg
tacacctgeg
aagtccaccg

acctgctact

gcatgcaaac
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gtgagaattc
ttcecegacte
ggggcttcce
cttccaagga
acggcaacaa
gcgtcttegt
gccaggccac
aggtggggtce
cgacctacaa
tgttcacctg
gtggcecececga
tcttcctcac
gcgtgaccat
ccgagagcca
actggaattc
tgaagcagac
tgccaccage
cgggcttcte
cggagaagta
cccacagcat
tggtggccca
gtaaacccac

gaccctgcetg

taaccgtgtce

ccecgteggat
catcactttc
atcagtcctg
cgtcatgcag
agaaaagaac
cccaccccge
gggtttcagt
tggcgtcacce
ggtgaccagce
ccgcegtggat
tcaagacaca
caagtccacc
ctecetggacce
ccccaatgece
cggggagagg
catctcccgg
ccgggagcag
tcececgeggac
tgtgaccagce
cctgaccgtg
tgaggccctg
cctgtacaac

gcctgeccac

aacggggtga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1461



gcttaacaac
ggagcctcca
gaggggcaga
agccaggacc
tcetgtgetg
accgggtgcet
tcaaatgtgt
tggaggtctg
tggaccgcett
cttgcatgtt
gcatctacac
tgaacaagct
tctccaaaat
tcgttgecect
cggggagegt
cctactaccg
gggcctgceca
acatggaccc
gcacacccac
gccacccgea
gagcattttg
tgctctttee
tttaaaagag
gagggttgtg
taatgtactt

aggattaggt

agtaacgtca
gagggctgte
agagcgcgag
cacagccctce
cgaagtggaa
gcgggecatg
gcagaaggag
cgaggaacag
cctgtegetg
cgtggectct
cgacaactcc
caagtggaac
gccagaggcg
ctgtgccaca
ggtggccgea
cctcacacge
ggagcagatc
caaggccgcec
cgacgtgcgg
gcgagggcgg
ataccagaag
cccttecate
agagagagaa
ctacagatga
gtttctetgt

tccateccettt
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cacggactac
ggcgcagtag
ggagcgceggyg
cccagcetgece
accatccgece
ctgaaggegyg
gtcctgeegt
aagtgcgagyg
gagcccgtga
aagatgaagg
atccggecceg
ctggccgcaa
gaggagaaca
gatgtgaagt
gtgcaaggcc
ttcctctcca
gaagccctge
gaggaggagg
gacgtggaca
agccggeccce
ggaaagcttc
tctgacttaa
aaaaaaaata
tagaggattt
tgtaagaata

acgtgtttaa

aggggagttt
cagcgagcag
gcagcagaag
caggaagagc
gcgcgtacce
aggagacctg
ccatgcggaa
aggaggtctt
aaaagagccg
agaccatccc
aggagctgct
tgaccccgea
aacagatcat
tcatttccaa
tgaacctgag
gagtgatcaa
tggagtcaag
aagaggagga
tctgagggeg
aggtgctccce
attctcecttg
gcaaaagaaa
gtatttgcat
tataccccaa
ggcattaaca

aaaaaagcat
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tgttgaagtt
cagagtccgce
cgagagccga
cccagcecatg
cgatgccaac
cgecgececteg
gatcgtcgece
ccegetggece
cctgcagcetg
cctgacggcece
gcaaatggag
cgatttcatt
ccgcaaacac
tcegeectee
gagccccaac
gtgtgacccg
cctgcgecag
ggaggaggtg
ccaggcaggce
ctgacagtcc
ttgttggttg
aagattaccc
aaccctgagce
taatcaactc
caaaggaggc

aaaaacattt

gcaaagtcct
acgctcecgge
gcgcggaccce
gaacaccagc
ctcctcaacg
gtgtcctact
acctggatgce
atgaactacc
ctgggggeca
gagaagctgt
ctgcteectgg
gaacacttcc
gcgcagacct
atggtggcag
aacttcctgt
gactgcctce
gcccagcaga
gacctggctt
gggcgccace
ctececteteeg
tttttteett
aaaaactgtc
ggtgggggag
gtttttatat

gtctecgggag

taaaaacata

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



gaaaaattca
tgtgcetttte
gctcatatgce
gtgtaacctce
gcecegtgtge
ccatccagtg
tceccactcct
tttttatact
cggccectgea
tcatattcta
gctgtttttg
atgtacttgt
gtggggtgtt
ccaggatgat
gccaactggt
agggttatct
gttaaggcta
atgcaatctc
cttctgeett
ggtgagaaaa
ggcgtttcece
acctaagttc
caaaatagac
ttgaagggag
tgtgaggagg
ccattttcett
gcttetgtgt
aatgtcatat
ccttttttgt

ctattccaaa

agcgggcagyg

gcaaaccatt
ctgataaagce
atgtagtcac
ttcaccttat
atgtcctttg
gaggtttgtce
acgatacgct
cttecctattt
gccagctcac
aaaccattcc
ttgtgtgtgce
ttgcaagcag
tgggaggctg
aagttccttt
gtttgaaagt
tagatgtttc
aaaagtatat
cccttgattt
tgatgttaca
aaacaatctg
agagtcatct
ggttccgatg
aatttgcaca
gtggcaagag
aggctcccga
attgcgctge
atctctttca
actgccatgt
agtttttttt
aaggttgcectg

ttectgeectge
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tttaaagtag
acagctgtag
tttataagtc
tcatggctga
cgcectgtgac
gggcaccagc
actataaaga
ttgtagtgac
gtccaggttce
atttccaagce
agggagggca
gactttgagg
cgtgccagte
ccttttettt
agggacctca
acaccggaag
ttattgcaga
aaacacacag
gatttaatac
gaagaaaaaa
gattggacag
aattcttatc
tcttggctat
tgtggaggct
ggggaagggyg
taccgttgac
cattgtttge
actagtttta
ttttttatgt

tttcacaata

tttggcggge

aagagggttt
tggggttcta
attgtatgtt
agtcacctet
caccacccca
cagcgtagca
gaagacgaaa
ctgtttatga
aacccacagc
actttcagtc
gttttctaat
caagtgtggg
aagaagaaaa
aaagaagttg
gaggtttacc
gtttttaaac
ggatgttcat
atacacacac
agtttatttt
accacacaaa
gcatgggtge
ccctgecect
gtaattcttg
gacgtgtgag
cggtgcccecac
ttccaggcac
tgctattgga
gttttctett
gatcaatttt
cctcatgett

agacacgcgg
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taggtagaaa
ggcatctectg
attatattcc
tggttacagt
acaaaccatc
gggtcgggaa
tagtgacata
gatgctggtt
tacttggttt
caataggtgt
ggaatggttt
ccactgtggt
aggtttgcat
aagtttagga
tagagaacag
actaaaatat
aaggccagta
acacacacac
taaagataga
gacattgatt
aaggaaaatt
tcctttaaaa
taatttttat
ggaggacagg
accggggaca
ggtttggaaa
ggatcagttt
agaacattgt
gacttaatgt
cacttagcca

gcgegatece

aacatattct
tactttgett
gtaggtagat
agcgtagegt
cagtgacaaa
aggccacctg
atatattcta
ttctacccaa
gtgttcttcet
aggaaatagc
gggaatatcc
ggcagtggag
tctcacattg
atcctttggt
gtggttttta
ataatttata
tgatttataa
acacacaaac
tccttttata
cagcctgttt
agggtactca
aacttagtga
ttaggaagtg
cgggaggagg
ggcecgcagcet
tattcacatc
tttgttttac
attacagatg
gattactgcect
tggtggaccce

acacaggctg

1620

1680

1740

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
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77

gcgggggcecg gccccgagge cgegtgegtg agaaccgege cggtgtccce agagaccagg 3480
ctgtgtccet cttetettee ctgegectgt gatgetggge acttcatctg atecgggggeg 3540
tagcatcata gtagttttta cagctgtgtt attctttgcg tgtagctatg gaagttgcat 3600
aattattatt attattatta taacaagtgt gtcttacgtg ccaccacggc gttgtacctg 3660
taggactctc attcgggatg attggaatag cttctggaat ttgttcaagt tttgggtatg 3720
tttaatctgt tatgtactag tgttctgttt gttattgttt tgttaattac accataatgce 3780
taatttaaag agactccaaa tctcaatgaa gccagctcac agtgetgtgt geccccggtca 3840
cctagcaagc tgccgaacca aaagaatttg caccccgetg cgggcccacg tggttgggge 3900
cctgecectgg cagggtcatce ctgtgectcgg aggccatcte gggcacagge ccaccccgec 3960
ccacccectee agaacacggce tcacgcecttac ctcaaccate ctggetgegg cgtetgtetg 4020
aaccacgcgg gggccttgag ggacgcetttg tctgtegtga tggggcaagg gcacaagtcc 4080
tggatgttgt gtgtatcgag aggccaaagg ctggtggcaa gtgcacgggg cacagcggag 4140
tctgtecctgt gacgcgcaag tctgagggtce tgggeggegg geggcectgggt ctgtgceattt 4200
ctggttgcac cgcggecgett cccagcacca acatgtaacc ggcatgttte cagcagaaga 4260
caaaaagaca aacatgaaag tctagaaata aaactggtaa aacccca 4307

<210>5

<211> 2294

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5
gaattcgtcc aaactgagga tcacaagtct ccacattctg agtaggagga tgagggtctg 60
agttaggatt tgggtcctgce agggcttget aaggaatccece ctgatggecct aggattcecac 120
gcagagcaca tctggtgtga gagagctcge tgcaagggtg aaggctccge cctatcagat 180
agacaaccag gccaccaaga ggcccagcecc tccaaaccct ggatttgcaa catcctcaaa 240
gaacagcaac gggccttgag cagaattgag aaggaaatac ccccacctge cctcagecgt 300
taagtgggct ttgctattca caagggcctce tgggtgtcect ggcagagagg ggagatggca 360
caggcaccag gtgctagggt gccagggcct cccgagaagg aacaggtgca aagcaggcaa 420
ttagcccaga aggtatccgt ggggcaggca gcctagatct gatgggggaa gccaccagga 480
ttacatcatc tgctgtaaca actgctctga aaagaagata tttttcaacc tgaacttgceca 540
gtagctagtg gagaggcagg aaaaaggaaa tgaaaccaga gacagaggga agctgagcga 600
aaatagacct tcccgagaga ggaggaagcc cggagagaga cgcacggtcce cctcececcegcece 660
cctaggececge cgccceccectet ctgecectecgg cggcgagcag cgcgeccgcga cccgggcecga 720
aggtgcgagg ggctccgggce ggccgggcegg gcgcacacca tccccgeggg cggcegceggag 780
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ccggcgacag cgcgcgagag ggaccgggceg gtggecggcegg cgggaccggg atggaaggga 840
gcgeggtgac tgtccttgag cgecggagggg cgagctcecgee ggcggagcecgce cggagcaagce 900
ggaggcgcag gagcggcggce gacggcggcg gcggcggcgg cgcccgagca cccgaggggg 960
tccgagccece ggcagccggce cagccccgcg ccacaaaggg agcgcccccg ccgcccggca 1020
cceccgectece ctcecccaatg tcctcggecca tcgaaaggaa gagcctggac ccttcagagg 1080
aaccagtgga tgaggtgctg cagatcccce catccctget gacatgegge ggectgecage 1140
agaacattgg ggaccgctac ttcctgaagg ccatcgacca gtactggcac gaggactgcece 1200
tgagctgega cctetgtgge tgeecggetgg gtgaggtggg geggegecte tactacaaac 1260
tgggccggaa gctctgecgg agagactatc tcaggetttt tgggcaagac ggtctcetgeg 1320
catcctgtga caagcggatt cgtgcctatg agatgacaat gcgggtgaaa gacaaagtgt 1380
atcacctgga atgtttcaaa tgcgccgect gtcagaagca tttctgtgta ggtgacagat 1440
acctcectcat caactctgac atagtgtgeg aacaggacat ctacgagtgg actaagatca 1500
atgggatgat ataggcccga gtccccggge atctttgggg aggtgttcac tgaagacgec 1560
gtctccatgg catcttegte ttcactctta ggcactttgg gggtttgagg gtggggtaag 1620
ggatttctta ggggatggta gacctttatt gggtatcaag acatagcatc caagtggcat 1680
aattcagggg ctgacacttc aaggtgacag aaggaccagce ccttgaggga gaacttatgg 1740
ccacagccca tccatagtaa ctgacatgat tagcagaaga aaggaacatt taggggcaag 1800
caggcgctgt gctatcatga tggaatttca tatctacaga tagagagttg ttgtgtacag 1860
acttgttgtg actttgacgc ttgcgaacta gagatgtgca attgatttcet tttettectg 1920
gctttttaac tcececectgttt caatcactgt cctceccacaca agggaaggac agaaaggaga 1980
gtggccattc tttttttett ggecccecctte ccaaggectt aagetttgga cccaaggaaa 2040
actgcatgga gacgcatttc ggttgagaat ggaaaccaca acttttaacc aaacaattat 2100
ttaaagcaat gctgatgaat cactgttttt agacaccttc attttgaggg gaggagttcc 2160
acagattgtt tctatacaaa tataaatctt aaaaagttgt tcaactattt tattatccta 2220
gattatatca aagtatttgt cgtgtgtaga aaaaaaaaca gctctgcagg cttaataaaa 2280
atgacagact gaaa 2294

<210>6

<211> 7114

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 6
ggggggtggg cgccagcgcec ccggcgaacg gcaaagaggg agcecgctcce getcgggggg 60
ccgectggagt gcccageggg aacccgaaag tttgtaagag gaagagagceg cgcggcgagce 120

78



gagcgagcegyg
ctcecgeggge
cttttgttga
ccttetetga
ttcecectetgt
tttttatggce
tataactgaa
tgggactgag
cttactagag
catcggggcea
aagacagctc
gaggaatgac
agttatcact
gctccaggtt
gttttataaa
aaaacagcct
tttacagatg
gacaattcag
aacagaactg
aggcaacaat
caagacctcc
tcccaaaagg
tggtgtatgce
acatctcaac
gcaggttgta
gatgacccac
ggtatcaagt
tactccaacg
aaccaccagc
gceccattteg
accaccattt

gctaacacta

gccgggggea
gtgaaggcgg
caattccagt
tttgctgtca
gtgttgcagt
tgtgagacac
gattgcttta
acaaaaagta
tgeggeggte
gctgaccteg
cttecttecage
aaacaaccag
ccccagcaaa
ctecectcecage
aaacaacagg
aaagagcaac
cagcagttac
ccecgggeage
cagcagctct
cacagcagtt
ttaataatga
gaaagtttgt
aagtggccag
agtgagcatg
cagcagttag
ctgcatgtga
gtcactctcet
accccaaccg
atgcacacgg
tcagcagata
acatatgcat

aatgagatct
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gcggcagegg
cgctcctact
ttccgaacaa
gccatgaacg
cctgtggcat
gttaaaattt
cagaagccaa
acggttcage
ttegggaggg
cccacgccca
agcaacagca
ctcttcaggt
tgcagcagat
agcagcaggc
aacagttgca
agcaggtggce
agcagcagca
ctgceettee
ggaaagaagt
tggatctgac
acccacatgce
cccatgagga
gctgtgaage
cgctggacga
agctacaget
agtctacaga
ccaagtcege
ccecectgac
tgggacccat
ttgcgcagaa
ctttaattag

ataactggtt

cgceggggac
ccctececeegg
aacatttcgg
gatggatgtg
tatgcatgcc
caggggtaag
aaaaggtttt
catccagaat
gcggtccaac
gcagcagcag
gcagcaagtt
tcecegtgtea
cctccagcaa
cctecatgett
gcttcaactt
tacccagcag
cctectgtet
ccttcaacct
gacaagtgct
cacgacatgt
ctctaccaat
gcacccccat
agtgtgcgaa
tagaagtaca
tgcaaaagac
acccaaagcc
atcggaggcet
tcecegteace
ccgcaggcgg
ccaagaattt
gcaggccatt

cacacgaatg
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catggtgctg
actccgeggt
caatggtgag
atgecctgceta
ccctceecagt
acgtgacctt
tgagtcatga
gggtcgggeg
ggagagacgc
caacaggcac
agtggattaa
gtggctatga
caagtgctga
caacagcagc
ttacaacaac
ttggectttte
ttgcagegec
cttgctecaag
catactgcag
gtctcectect
ggacagctct
agccatccte
gatttccaat
gcccaatgta
aaagaacgcc
gceectcecage
tectccacaga
caaggcccect
tactcagaca
tataagaacg
ctcgaatctce

tttgcttact

ccggegecte
gtcccagaag
ggcttegatce
gccaaaaggc
gaccccaggc
ttgaggtgac
tgcaagaatc
gcagcaacca
cggccgtgga
ttcaggtggce
aatctcccaa
tgacacctca
gccctcagcea
agcttcaaga
aacatgctgg
agcagcagct
aaggccttcet
gcatgattcce
aagaaaccac
ctgcacctte
cagtccacac
tctatggaca
catttctaaa
gagtacaaat
tgcaagccat
ccttgaatcet
gcttacctca
ctgtcatcac
aatacaacgt
cagaagttag
cagaaaagca

tccgacgcaa

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

1860

1920

1980

2040



cgcggccacg
agtagaaaac
gccacaaaag
ctgcacacct
cactaccgcet
gctgaacggg
tcctatgcaa
tgaagggccc
agattacgaa
cgagaatgaa
tgttctccat
tgttaactct
tgttgaaaaa
tcectetcetta
cagactttga
cacctaagct
tgcacagtac
tttttttttg
taaaaaataa
tactatacca
cttaaagttt
atgtcatttc
gtttctctaa
cactctacac
gacagaaaaa
tattgggggt
tttttttttt
aggcagcact
aggctectcecce

gggttggttt

tgaaagtagg

tggaagaatg
gttaaagggg
atcagtggta
ctcaatgcag
tccatgggaa
gcaatggagc
gcecgtgceatce
ctgtccttag
gatgaaccag
gattggaaaa
ttgttgtaca
tagtgccatc
aggaatttgt
accgtcaaca
actgcagtcc
gcagaccaag
tgcatgttga
cttccagttg
ttatcccaaa
ttttaagttc
tctgtacett
tcgtttgtag
agtcagaaaa
atgaaggccce
aaaaagagag
ggttcggggg
gcagcaacca
gaaaaaaaaa
ttgtggaacc

tgtttgcaaa

ggtggcggceg
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cagtgcgtca
cagtatggac
acccttecect
ctttacaggce
atcccactct
ataccaacag
ctgtacacgt
tgacaacagc
taaacgagga
aggaaaaaaa
gtctggagga
aagaacccca
actctgtgca
tcagtgttgt
tgccaacgtt
cctttgeccca
ttatcactge
ggatggggaa
ctttttaatg
tgacctcagg
gtgatgaatg
ctttctgtca
cattcegttt
tctcacacag
acaaactcta
aggggtgttt
ttaataaatg
aaaaagctca
aagttgccat

atggccaaaa

gcggcgcetga

taatcttagt
agtggatgaa
tattaaaaac
ttcaatggct
gggcaactta
caacgagagt
caaagaagag
caaccacagt
catggagtga
aaaaaacacg
ttttcactac
tttgggagta
ttggatggac
aaatttgcta
ggacactgag
gaatttaagg
ctttactcct
ggcetttgtg
tattgcetttt
cctecatttg
ttaataggtg
ctcattccat
tggtettttt
acgtgacgtc
ggaacaatgc
cggattttcet
ccaccacatt
tattaattag
gggccttggg
aaaaaaaccg

gtttatacat
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cttcacaagt
gtagaattcc
atgcagagca
gagaatagta
gccagcgcaa
gacagcagtc
ccectegate
ccagattttg
ctatcggggce
tcaaaagtta
gttttgacaa
tttttgattt
ttgtttggta
aactgattca
gacgcccgac
attccaatgg
tttttttttt
tgtgtattgg
tttttttttt
ggccgatgge
tttttattat
cttcctteag
caaaaaggtc
ctgccagaaa
cgattcatte
ttttttettt
ctaccagcac
actgacaata
tgctctgega
gcttceceega

tagttcagac

gttttgtgeg
aaaaacgaag
gccacgcecta
tacctctata
tacgggaaga
caggcagatc
cagaggaagc
accatgacag
gggccaaccce
gcagtgaaat
ctctgaaatg
ttctactttt
cttgggattt
cttttagcag
agagcttgtg
acgacctatt
tttttttttt
ggggaggggt
tttttcecttce
ctcttggagg
acaaagctga
acatcaccac
ccaaatgcetg
gagaatgaat
cacgcagcag
tcttttettt
aaggaaacat
tggccttgga
taacgggtgt
gcagctgceccece

ctacttggtg

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

3660

3720

3780

3840

3900



gcattaaact
gggctgagtt
ttgttatgca
aggccctggg
agtacaacct
tttatttata
ttetttettt
tectetgtttt
caaaagaatt
ctcctteate
ctagtagtta
ttaaagagat
agaaggaagyg
ccaataaagg
ataatagtat
tgtgctgtga
tatttttaat
aagtaacact
aagcttcact
aaaaaaaaaa
aggcagtagce
tggttagttt
tgtagctaga
caaaccttta
cgtatgtcett
gattttacat
ctcaggettt
tgggggttat
tgtgtctgtg
tattgttect
tgcaactgcet

tgtaacggaa

gtttgaatgce
cagcaaatgce
atattatatc
ctttgggggy
cagtccttag
taggactgta
gtaccttttt
atgctttatce
tagaggcaaa
gtaaatttag
tttttcettt
tttatgggge
gagtcccate
agacagttta
ttctagaaaa
tcactgtatt
tttteectttt
cccatccact
ctgctttctg
aaaaaaaaaa
cagacagggt
ggtattcaaa
catgagtaaa
gggaatgatt
gcatgcttag
atctttgcag
acagcaagca
cccagttget
tgaatctttg
aaaaaggaat
ttatattaac

ttgcagaata
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aaattcgatt
taaagtgtta
accaacccag
gtcccaaaca
aacccctcceca
gtttttttta
tctaaaatta
tgatgaagcce
tgacaagcga
aagaccaagt
ttctttttgt
tactgcagat
tcaaaaaaaa
gagtcaggac
agagatattt
aattttggtt
tttcecgatta
cataagcttg
tataaagggc
aaaaaaaaaa
catgggaagg
agaggataaa
gataacagca
aaaatttaaa
tctaaagact
gtatcacagce
aacttcacta
tctttaggat
tecttttttgg
aaatgcatac
gatactaaaa

tgctgcacat

tcagattgaa
atttcaaata
tatcacaaaa
tggtatgcag
cacttcagcet
gttcgagage
ccaaagatat
aaatatcctc
taggctattg
agataatgga
gtacctctac
aaaaatagga
aatgaatgta
agaaaagctt
ttagattgta
tatcttggca
ggctttggtce
gtacaaaaac
agtctgtggt
aaaacttttc
gggccctgtg
aatctggtag
tgagaaactg
aaaaaaacat
gtagcaaaaa
cttgcagaag
tgatttttac
ggggtttatt
gggagggcag
acctgtttgt
aaaaatagct

gtattttatt
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cttgttaagg
tgcaaatttg
actcatagaa
aaatgtgatg
ctgcacccac
ctttcgaage
tacacaaagg
ttattgttga
caacctgaga
accaaagttg
agagaccaaa
cacaatatta
tgccactgca
ccataattga
tgeccactttt
tatatccttce
agcatttttce
ttectcetggea
cacgcaagac
caggcagctt
cttctaaact
attagttcat
ttagtacgca
ttcactcagt
aaaaaaaaaa
aaccaactga
aattctgatt
acgttgtaca
agggcggttc
caaaacacct
ttggaaaaaa

tagttatcct

gagttaacga
gtactgcagt
gatatcatgt
gttacaggtce
tttectgtca
ttaatttata
taaattatgt
tcaaaggagg
aagagaactg
ttactttttt
actcattctc
aaggagctac
attagagtat
actagattac
gtttaagaac
agtttgtttt
atttaaagaa
gttacttttg
tttaaaaaaa
catgatgtge
gagtggttge
tctcagcatg
tacctcagtt
tgcacttagt
agaaaaatta
aaaaaaaatt
ctgtatccce
tatatcccga
tttttttaga
ttgctttttg
aactactgta

tgctttaaga

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820



10

atattggatg
ttttaaactg
gtacaggttt
ttttgataca
aagttcatac
gtaaatattt
gtgattaaca
acaaggtgcc
ttagggaggt
ctgtccctag
ggaatatcaa
agctctaaca
cccaagatag
aatatttcct
tgtgcttatt
aattctggat
ctgaaggcat
tgaagatgat
aagaattttt
gacatcaact
tgtagtcagt

gttcacgctg

acatttcctg
taacatagtt
tgtgtgtgtg
ttcctatece
atttgaaaag
tgcatgatga
atggggagtg
aagatgtaaa
agtcccgtgt
agtccgtcett
ggcttatgta
ccatccccag
gctgtaaatc
ctcttttcca
cagattttga
gtcttcaaag
ttcttgggcee
acagtccgga
ttgttttgtt
gtaattccat
actaattact

gtagtaaaag

<210>7

<211> 1923

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 7

gtgtttgacc
tcecggecagee
ctcttggaat
gttacaacat
aggatccttg

gcagtccctg

tgaagtcctc
ctgagatctce
cagctttgcet
agtagccact
tagtaactgc

tcctceccaaat
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acatgtggga
gaagatttct
tgtgtgtgtg
ttgtgtttat
aaaaaaaaat
aattccaggg
tcaaaactat
gaaaatctgt
gtcagacaaa
gtaagatgag
catacgtgaa
catccagtca
actagctttt
tattccagct
atctttttgg
tcagttttge
cagtgtagct
ctgtgagcat
ttgttttgtt
cattccatgt
gacattataa

ttgccacage

tcgagctgeca
aagagtgaca
agtatcatac
ctgttgctgg
ccagctggta

agtttctcca

gggagaaact
tttttetgtt
tgtgcgegeg
cctaccactg
gttgtttaaa
tcacactttt
tgaacttttg
tacttttttt
tgcactgtca
ttaggctgcee
gagttaccac
gacctagtaa
ttttccteat
gaactccgtt
taccttttgg
ttctttatce
cacgcaatct
ggtgcttcat
ttgataaggc
ctgcggatac
gcattctcaa

ctaa

gaagcctgaa
tttgtgagac
ctgtgccaga
tcctcaactt
cattctgtga

gcgcaggtgg
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ccctaacttt
ctcattgatt
tgcgtgtgtg
ccttectgge
aaatgttttc
ccaagtttat
tataaaaaaa
ttctcaaaga
ggaatgagga
ccttggacca
cagtcctgce
agaaaacctt
gaaaaaaaat
tccaaaggca
ttaatgacat
tgaaaatcag
ctgctaccca
gtatatgtgc
ataaaagaaa
agacaataaa

atgcaataaa

gaccaaggag

cagctaattt
tttcatcatg
tgagaggaca
taataacagg

acaaaggacc

ttttttetge
ggagcatttt
ttaatctgtt
tatcttaaac
tcectgetgea
cagtgaagta
aaaaaacttt
aaagcataca
tccaacctac
gccacaaaat
acctttggac
ggattcttaa
agagttaaaa
caaagaagag
agcctcectga
atttacaatg
taagccttga
tgccagtaac
ctcattccectt
aaaaatgttg

aatgctggtt

tggaaagttc
gattaaaatt
ggaaacagct
agatcattgc
aatcagattt

tgtgacatat

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7114

60
120
180
240
300

360



10

gcaggcagtg
agtgtgactg
attgtaaaca
ttaacgatca
ctgtgecttgt
tctectecggg
cgcagatcat
tcctcacget
aacaaccatt
ttccagaaga
actttcttga
gaacaccatc
tgagttggcce
acccaggctg
caagtgatcc
cctgactaac
tggtctcaaa
tgccaggecce
tggtgataaa
gtttttttga
actataatta
aataagccac
acgacatgct
caaaaaacct
gtcttctceca
ctaaaaattc

tga

taaaggtgtt
cactccaggg
aggtcaagaa
gaaacgtggce
gaatgggacg
agcatcctct
ctcecttettt
ccegtttetet
tatgagacca
agaagaagga
aaagaagcaa
ctacataata
tttaaaaatg
gagtgcagtg
tcctgectea
ttttttgttt
ctecctaggtt
ggccaaaata
aaaaaaaaaa
aatccaaaga
taatcaaaat
gaggtgcagt
ccaccgtcag
caggcctgga
tcctcacace

ttaactttta

<210> 8

<211> 3569

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8
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ttcaggacca
tttcactgece
ctgacaaaaa
atctgtcgac
aaggagaggg
gtgacccege
cttgcgectga
gttgttaaac
gtacaaacta
ggatgtgaac
ggaaatatga
cccaggattce
caccactttt
gcaccaccat
gtctecctgag
tttgtttggt
cactttggee
atgcaccact
aaaaagcatt
aaattatagt
caatgcaggt
aagtacccga
gggggagtat
ggaagttttg
ttctgecettt

acataatatt

ggaaggagtg
tgggggcagg
aaggttgtaa
cctggacaaa
acgtggtctg
ctgcccectge
cgtcgactge
ggggcagaaa
ctcaagagga
tgtgaaatgg
gtcatccgcet
ccccaacaca
tttttttttt
ggctctetge
tagctggaac
aaagatggca
tcccaaagtg
tttaacagaa
ttctagatac
ttaaattcaa
ttgttttttg
ctaaagtttc
gagcagagtg
gaaagagttc
gtcctgetece

ttataccaaa

ttcctecace
atgcagcatg
agactgttge
ctgttetttg
tggaccatct
gagagagcca
gttgctette
gaaactcctg
agatggctgt
aagtcaatag
atcacagcectt
cgttectttte
tgacagggtc
agccttgacc
tacaaggaag
tttcaccatg
ctgggattac
cagacagatg
cacttaacag
ttacatagtc
gtgctaatat
cgtgggttcet
cctgagttta
aagtgtctgt
cttttaagcee

gccaataaat

agcaatgcag
tgtgaacagg
tttgggacat
gatggaaagt
ccagccgacce
ggacactctc
ctgctgttet
tatatattca
agctgccgat
ggctgttggg
tcaaaagcaa
taaatgccaa
tcactctgtce
tctgggaget
ggccaccaca
ttgtacaggce
agacatgaac
aggacagagc
gtttgagcta
cagtggtcca
gacatatgac
gtcatgtaac
gggtcaagga
atatcctatg
aggttacatt

gaactgcata

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1923

ataccatcgt cttgggcccg gggagggaga gccaccttca ggeccctcecga gectcecgaacce

83

60



ggaacctcca
aaaatcttgt
gacaccaagt
ttgagctctg
ggaaaggccg
agacaaaatg
tcttctcaac
gagccgtgag
tagcatcttt
caaccctgag
ggagggcaac
ggacacttgc
tcctcegtgaa
gggtcgtgag
agecctttgee
cagccacctce
gcectgtggece
ccctggtgag
ctattcaccc
tgagggcectce
ggccagcaaa
ccccaatgcea
ctgecagece
ttectggetece
caagttcatc
tgagctggge
ggagcctgag
caccatccca
ccgcagcagce
cggctctceag

tgaggagatg

aatccgagac
ggctttgagg
cctcecectge
ttgattctta
gacaccaggt
gcctcgecgg
cttaatcgtc
cagtttagag
acagaccagt
ggattctgca
atcatggctg
cggaagttta
gagttcctca
gtggtggaga
cccagectgt
cctgtcagca
aaccccttee
tacagccgge
aaggaaacaa
aaacctgcectg
gaagaagaga
cccctgaace
aactcgcecca
cctecageca
gtgctcaaca
cgccectttecee
aaccttgacce
caagccagcc
agcgagagcce
tcceccacage

ggagagaccc
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gctctgetta
gcttttggtt
cacgtagcag
gaactggggt
tttgagcaaa
ctgacagctg
tcecggagteg
cccataaaac
tgaaatgcaa
tcctectgga
tgatggccac
ttaaggccag
acagccggat
acaacctgcce
acagtggcct
gcctectett
ccaaggagcg
cgactttgga
tcccagaaga
cccectcage
gaccctectce
ggaagggtct
cagagtcctg
agagccccac
gcctcaacca
cacgagccta
tccagtceece
ggctcaataa
actcaccact
atgcagagat

agtctgagta

tgaggacctce
ggccaggggce
tggtaaagtc
tcttagaagt
attttggact
tatccagttc
agacatcttg
ggtcctcatg
ccttagtgtg
cttcatgtac
ggctatgtac
tgaagcagag
gctgatgcce
actgaggagc
gtccacaccg
ctccgatgag
ggcactccca
ggtgtccecee
ggcacgaagt
ccgaaatgcc
ggaagatgag
ggttagtcca
cagcagtaag
tgaccccaaa
gaatgccaaa
cacggcccca
aaccaagctg
catcgttaac
ctacatgcac
gtgcctecac

ctcagattct

84

gaaatatgce
agtaaaaatc
cgaagctcaa
ggtgatgcaa
gtgaagcaag
acccgcecatg
actgatgttg
gcctgecagtg
atcaatctag
acatctcggce
ctgcagatgg
atggtttctg
caagacatca
gceceectgggt
ccagcectett
gagtttcggg
tgtgatagtg
aatgtgtgcce
gatatgcact
ccctacttee
attgcectge
cagagcccce
aatgcctgcea
gcctgcaact
ccagaggggc
cctgectgee
agtgccageg
aggtccatga
ccececgaagt
accgcectggee

agctgtgaga

ggccagtgaa
tcggagagcet
attccgagaa
gaagtttcta
gcattggtga
ccagtgatgt
tcattgttgt
gcetgttceta
atcctgagat
tcaatttgcg
agcatgttgt
ccatcaagcc
tggcctateg
gtgagagcag
attccatgta
atgtccggat
ccaggccagt
acagcaatat
acagtgtggce
cttgtgacaa
atttcgagce
agaaatctga
tcecteccagge
ggaagaaata
ctgagcaggc
agccacccat
gggaggactc
cgggctctce
gcacgtcctg
ccacgttece

acggggcctt

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

1860

1920



cttctgcaat
gcagacccac
gggcaacctc
ctgtggggee
agagaagccc
tgcccatgtg
tttcecggecac
ccattgtgag
ccagaagcat
gcctecggag
ccttctcaga
gtgcctettt
gcctggggga
aatcatattg
tttatatgtc
aggaatgtat
aaaagacaag
aaggaatata
taaacctaaa
gcaggcagac
gtattgcatc
tttttgcaag
aaaaatctgce
tacaacgtgt
ccatcccttt
ctttgggaat
acagggtttg

aagaataaaa

<210>9
<211> 1357
<212> ADN

gagtgtgact
agtgacaaac
gccagccaca
cagttcaacc
tacaaatgcg
cttatccaca
cttcagactc
aagtgtaacc
ggcgccatca
ctccccaaag
atctacccaa
catccactag
ctgggageeg
cttecttetee
aaagcagggg
atgttttgtg
acttcagtat
tggcagagtt
aaagatatat
acggatctga
tgtataagta
tgaaggttta
agaaggaaaa
cctcacggtg
ttgaagtgta
gtttgtctca
gctgtgtcta

tgttgaaaag

<213> Homo sapiens

ES 2 804 308 T3

gccgcettcete
cctacaagtg
agaccgtcca
ggccagccaa
aaacctgcgg
ctggtgagaa
tgaagagcca
tgcatttcecg
ccaacaccaa
cctgctgaag
aggatactgt
tgcaaatcat
cagcagctcc
tatgtgtaag
agtatgcaaa
ggaacagatg
gttgtcaaag
gtaaatatat
taaaaatata
gaatctttat
agaaaatatt
caatttacaa
atgtgtaatt
ccttttttca
ggcagacaca
tcccattcetg
aactgcatta

tcaaactgg

tgaggaggcc
tgaccgctge
taccggtgag
cctgaaaacc
agccagattt
gcecctatcee
cctgcgaatc
tcacaaaagc
ggtgcaatac
catggagtgt
aacactttac
agctgggggt
cccteccceca
gtgaaccatg
agttctgact
tttettttgt
agagggcttt
aaatatatat
aaactgcgtt
tgagaaagag
ttgtctaaaa
agtgtgtatt
ttgttctagt
cggaagtttt
gggacttgaa
cgtcatgett

ccgegttgta

85

tcactcaaga
caggcctecct
aaaccctatc
cacactcgaa
gtacaggtgg
tgtgaaatct
cacacaggag
cagctgcgac
cgegtgtcag
tgatgctttc
aatgttcatc
tgggggtggt
ctgccataaa
tcagcaaaaa
tgactttagt
atgtaaatgt
aattttttta
atatataaaa
aaaggctcga
cacttaagag
tgcctcagtg
aaaaaaaaca
tttcagtttg
caatgatggg
gttgttacta
gtgttataac

aaatatagct

ggcacacgct
tccgectacaa
gttgcaacat
ttcactctgg
cccaccteeg
gtggcacccg
agaaacctta
ttcacttgeg
ccactgacct
gtcteccagece
ccatgatgta
gggggtcggg
acattaagaa
gcaaaatcat
ctgcaaaatg
gcattectttt
accaaaggtg
taaatatata
ttttgtatct
aatattttaa
tatttgtatt
aaaagaacaa
tatatacccg
cgagcgtgceca
actaaactct
tactccggag

gtacaaatat

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

3569



10

<400>9

agcatcctga
ccaggaggag
agagcagtac
tcagagccag
caagttctat
ccctaagcecaa
agagctcagg
ccaaggattg
tgcagatcag
ctgcttectg
gcececgetceca
cggcagccct
gtgcagggcg
tggaaggtgg
cagtggcctt
ggtcagggag
ggggagaggg
agaggagaca
gagagggaaa
gagaggcaga
gagcaggagg
ctaaccacac

tcctggagaa

gtaatgagtg
cgctttecac
tgggatcctce
cgcacctgtg
gaccatctcce
tgtgcatact
agacagcgga
gagcacagag
gtggcecctgg
gtggeggtgg
aggcccecegte
gtgagcacat
cccacgcagyg
gggtgccaca
ggcattgtgt
ggaaaggagg
gagagagata
gagagggaga
gaggcagaga
gagggagaga
tcggggcact
gtgcaataaa

taaaaccttt

ES 2 804 308 T3

gcctgggecg
agggcctgtg
tgctgggtac
cagccttcetg
tgagggactg
tctgtgagaa
gtggagaagt
gctcagaagce
tctacagcac
cctgettect
aaagtccgge
cceccegagece
agagcgcagt
ccaggaccac
gtgtgcctge
agggagagag
tgaggagaga
gagagacaga
aggaaagaga
ggcagagaga
ctgagtccca
gtecctegtge

ggcagctgcecce

gagcaggcga
gacgggggtg
ctgcatgtcce
caggtcactc
catcagctgt
caagctcagg
tgaaaacaat
aagtccagct
gctggggctc
caagaagagg
caagtcttcc
agtggagacc
cacgcctggg
agtcctgcag
ccaggagggg
atggagagga
gagacagagg
gggagagaga
caggcagaga
cagagaggga
gttcccagtg
ctgctgcetcea

cttecte

<210> 10

<211> 6480

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 10

agagcgagca
ccecgaggcete
ctgccctcac
gctctecect

caggagggag

ggggagagcg
tgctcgecca
ctcteceeceg

cceccettecaa

aggggccgcc

agaccagttt
ccacccaatc
aaaacccccet

aaaacaaaaa

gggctggcca

taaggggagg

ctcgectcece
atttagccaa
cagaaaaacc

tggagctgcect

86

ggtggccgga
gctatgagat
tgcaaaacca
agctgeccgcea
gcectceecatcet
agcccagtga
tcagacaact
ctcecegggge
tgcectgtgtg
ggggatccct
caggatcacg
tgcagettcet
acccceccgace
ccttgeccac
ggcccaggtg
ggggagagag
aggcagagag
gacagagggg
aggagagagg
gagagggaca
cagctgtagg

cagccccega

accggtgcga
ttctgetcca
aggaaggagg
ttttteccagg

gtgccacgag

gccgtgtgga
cctgeececga
tttgcaacca
aggagcaagg
gtggacagca
accttccacce
cgggaaggta
tgaagctgag
ccgtectetg
gctcectgeca
cgatggaagc
gctteectga
ccacttgtge
acatcccaga
cataaatggg
aaagagaggt
ggagagaaac
aagagaggca
cagagaggga
gagagagata
tcgtecatcac

gagcccctee

gtgaggcagc
ccttectetet
tcaggggaac
ccggggaaag

gtggacccgg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1357

60

120

180

240

300



tcecgecaggge
tcaccatcga
tccaacccta
agtgcgaaga
tcececgactee
aactcaaaga
tcaagcctca
tggcagetgt
gggagaagct
actttaagtt
tctgtgggcet
tgctggctaa
aggcggtgcet
cggaggatga
gatgccagtt
ttgtttttgt
atcatattta
aaagcatttg
tattgtttga
agagaatatg
atgagctage
ggcatgatta
tggggaagga
ctttgectecte
ctcttgctgt
caggtgattg
ttcattgcag
aaaactcaca
tctgttattg
tttttggtge
cgaaaagcac

ctgaatactc

cgtgecgggac
ggagcgctac
catgcgcaga
agaggtcttc
gaagtcccat
gaccagcccg
ggagctgcetg
cactcctcat
gtctctgatc
tgccatgtac
ccagcaggat
gatcaccaac
cctcaatage
actggaccaa
gggccgaaag
tetttgtgtt
aagatctttt
gtgcctattt
ttatgtaaaa
tatgcctgea
acatacaccc
gattgcaaag
gtacaaaaca
agccacctgt
ctacagtagc
gctecctgggt
acaccaccat
tgaaacggag
tatttaaaag
tgattggcat
tttgaaaaat

ctcecectett

ES 2 804 308 T3

cgcaacctge
cttcecgcagt
atggtggcca
cctctggeca
ctgcaactcece
ctgaccgegg
gagtgggaac
gacttcattg
cgcaagcatg
ccaccgtcga
gaggaagtga
acagacgtgg
ctgcagcagt
gccagcaccce
agagagacgc
ttagggtgaa
agaagtgaga
gaagtacagc
gtaatagtaa
atatgggaac
ccttgtagta
caatgaactc
atctctcaac
tactaagtca
tgctacctaa
ttcatgttet
attgctatct
gcagatggag
ggtaatgtgg
gtctggttca
tgttceccgag

ctettttgee

tccgagacga
gctectactt
cctggatget
tgaattacct
tgggtgctgt
agaagctgtg
tggtggtget
agcacatctt
ctcagacctt
tgatcgcaac
gctcgetcac
attgtctcaa
accgtcagga
ctacagacgt
gtccataatce
acttaaaaaa
gaaaaaggtc
ataagggaat
aatgcttaca
aaattagagg
taatttcaag
aagaaggaat
atgattgaac
ggagtgtagt
aaaaagatgt
gtgacatcct
aatggggaaa
accaagggtg
ccttggeatt
cagtttagca
cgatagatgg

ccctecectte

87

ccgegtectg
caagtgegtg
ggaggtctgt
ggaccgtttc
ctgcatgtte
catttacacc
ggggaagttg
gcgcaagcetg
cattgctctg
tggaagtgtg
ttgtgatgce
agcttgeccag
ccaacgtgac
gcgggatatce
tggtctctte
aaaattctgce
ctacgaaaac
ccettgtata
ggaaaacctg
agactttttt
gaactgtgta
tgaaataagg
catttgggat
tggatctcta
tttattttgce
gcttettett
tgtagctatg
ggatccagaa
tcttettaga
ttgttataaa
gatggtttat

ctgcecccecag

cagaacctgc
cagaaggaca
gaggaacaga
ttggctgggg
ctggectceca
gacaactcca
aagtggaacc
ccccagcage
tgtgccaccg
ggagcagcca
ctgactgage
gagcagattg
ggatccaagt
gacctgtgag
ttetttetgg
ccccacctag
ggaataataa
tgcgaacagt
cagagtagtt
ttttcatgtt
cgccatttat
agggacatga
ggagaagcac
cattaatgte
cagttggaca
ccaaatgcag
ggccataacc
tggagtcettt
aaaaaactaa
ccattccatt
gcaagtcatg

tctgggttac

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

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220



tcttegette
aagagacacc
taaaatctgt
ctttggacat
gtggcatttt
aagttgtatt
gcaaagaggt
atgaagctat
tatttgaaga
cggaaaacaa
tttttttttg
agctgtaatg
tactgcttaa
aagcccttece
ttttggtttt
ttacctecagg
tttcataata
agaagcagtg
agggaccttt
tgatggaaaa
acaaacattt
aaacagacta
aaagcggggc
ccctececcectg
atctgcgagt
gtctcaaact
cggtegggtt
ggatgatagt
gtcagtctct
aaaattctag

aagtggagca

tggtatctgg
cctteectget
taccattctg
ggaaagaaaa
gttccctttt
cagcgtactt
tggagcaaca
ttgttaaaat
attattttat
tctaagggtce
cgctgctaag
tttcacagag
attccaagtc
gtagtttgtt
ttggtttttt
tttactggac
cctcacaacc
tgagcagggce
ttggtcatgg
aatacattga
atgcggtagg
aaaagaattc
ttcatctgca
gcatggacac
agatgaacct
gcgcaggcaa
ttcaatcaca
tgaagggagg
tgggaagtgt
gggatttctg

gccagcaagt

ES 2 804 308 T3

cgttctttgg
gacattccca
atggcacaga
gttattgctg
ccgttttttt
gaatttttet
actttttttt
atttgeccecttt
acacagattc
tctcattttt
aagctaaagt
tgtgectgceta
ctgaagtaga
ttettetggt
ttttttecte
aaaatcaata
gtacagtttc
tgactccecte
aggccatcgg
accaagggat
ctcagatgtc
caccaggctg
aagggccctt
cttgtgttta
gcagcaagca
gcactatgca
ctgaattggce
tgaagaggct
gtttagaagg
gtgggacaat

aagctagcca

tacacagttc
tcacaacatt
aggatcttaa
gtgcaaagat
ttttttattg
tcectetecac
ttttttttge
ttaagtaaaa
tgcettgttt
ttaattttgt
catccatcct
ttttataaac
tggttgagat
agcatattca
tgatcacatt
actacaaaag
tgcttgggag
tcaggtggaa
gctcccagtt
cctcectece
gtaatttgca
tttggagatc
tcatcttgaa
ggatcatctc
gcgtttatgg
agcccaggcec
aggataagaa
gcttctctac
gttcaggact
gggtggtgaa

gagttttcte

88

tggtgttcct
cctcagacaa
ttceccatcte
agatggctga
ttgttgttaa
ttettagagg
acaattgtaa
aagaaaaatc
catagtatga
tttgttcagt
tattcacgtt
atttttataa
atgagttctt
tggttgtttt
cttcaaagac
gcaatgatte
cccattcgeca
ggcagggcgg
agaccctggt
cttcaaggca
cttaggtacc
ctcatecttgg
gtttttccce
tgcaggtttc
tgcttceette
ctctgctgag
aaataggtca
agaggtgaaa
ttgtgagtta
ttctgaagtt

aagagccagce

accaggactc
gcctgtaaac
tatacttctce
acatcagggt
ttttattgca
cattcagtta
ttgacaggta
agaacagggc
gggttgaaga
ttggtttttt
gacagtacct
tatattattt
cgtactggaa
tttttttett
ggagtattct
acgettttgt
tgaggaatac
tctcactceccc
atcctcatca
gacgttcagt
aggtgtcagg
agctttttca
tcegtettte
ctaggtctga
tcecctectcet
cggtactaaa
gataagtatg
ttccagatga
gcatgaccct
ttggagaggyg

tttgctcage

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080



acactctcct
tgggaatctt
ttgagcttaa
acccgactct
tcecttetage
ccgatgggaa
gaatcctgga
aggagctctc
ttttettace
tttctatcte
gttcccecag
aaatcctagt
agccaagaag
gctgagagge
cctcaggacce
gctctgtact
aagtgacaaa
caggattggce
tctccagact
gatgactctce
gggagaagaa
gataatattg
tggcttctaa
tagctttaaa
tgtagctata
tgttcatgeca
acttcctcat
ttcaggcaca
accctattct
ctgcagcctg
gtageccatta

tatttttatt

gggccccaag
ggagcctaaa
acagaagcag
atttacagtc
ttttctettt
agtcgggggt
ttttgececte
ccecttggat
tcccactaaa
gtctttactt
cctgceccaaat
atgccaaaaa
cctgcaggag
gagctcettg
ccactggaga
ggaggctctg
gccagaggag
aactcttcag
gtgccctggg
tccaagaggg
atagacttgce
gtagtgtggg
gccaaaagga
agggaaatta
gaatgagtgce
gccatccatt
accacatgge
acgatactac
cggctcaggt
catccctteg
cagtatccaa

tttaattggt

ES 2 804 308 T3

gagtcccacg
gagaaaccga
caaatgaaag
tgtaactttce
cccatcecettg
tgttaggcett
tcettagete
ttgaacttgc
ggggttccaa
ccatctgttt
tttgatccett
tatatgctaa
aaagccaagg
aagaaggggc
gcacagcatg
ttectgectet
aagacaaccc
acggagctge
agctctggga
caggggaatt
accttatgtce
aattggaggt
ttectetttg
atgctgagat
aggtttctat
tgtgcaaaat
ttttgatgat
attcgtgtgt
tttgagaagc
cctgcagcct
tgtcttttga

ttagttctta

gaatggggaa
ggtgcaaatt
aaccggacaa
cactcttect
gggccttgtg
ttetgectge
ttagtctctt
tectttttgtt
attatcctgg
gtttttttcet
ccectetttt
gcataattaa
gcagttccect
tgttettceca
ccttactact
tatcagccag
tgacagcatc
gcttceetge
ctgaaaggtt
ttcteteecat
atgtaaataa
aggaagggga
tttatctetg
gataaagtcc
tggtgtggac
agggtaagaa
tctggattcet
gtectgetttt
catcagcaaa
actttgggga
caggtgcctg

actgctggcce

89

agcgggaacce
catttcatgg
ataaggaagg
gtagtcccga
tgatgatggg
tcctgettaa
tggtaggagt
gttgttgtte
tcttttteta
ccatcagtgg
ggccaaatcce
actccatgeg
ccgcagaaca
ggaggcctta
gggtcatcct
gtcaggggca
acgctgecatce
agtctagcac
aagaacataa
gggccacagg
ttgattttct
ggaagtctga
agacagtcca
ccttaagcca
tcagagcaat
gattcaagag
aaacaaccca
aaacttggcet
tgtgtacgtg
aataaagtgc
tccttgaaaa

aactcttaca

ctggagttet
tgactgaccc
gcacaagcct
ggcccctggg
tgtggggctg
acacaagaag
tttgttccag
tttctettet
ccttgttgtg
gggccgagtt
tagggggaag
ggtccataac
cccecatgegt
ttttgaactg
tggtctatgt
cacatggctt
ccattgctag
ctctagggcece
ggcaggatca
ggacagggct
agttcaagaa
gtaagccagt
accttgagaa
acaaaccctc
ttacaagagce
gatatttatt
gaatggtcat
gggctatcag
catgctgtag
cttactgact
acaaagtttc

tccccagcaa

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000
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atcatcgggce
tctctctete
tttettttte
ttctctcaca
tgctgataag
ttgtattggce
tcagtgttaa

tgaaaatggt

cattggattt
tctecctetet
tttttttttt
gtgtactcta
tagcatgatc
tatgatggtg
gtgatttaaa

tttgaatgca

<210> 11

<211> 2345

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 11

ctgctecgegg
gggcagggct
taaaagccgg
ggagcgagceg
gtcctgggaa
tgatcceccca
cgggcgggcea
cggggaggct
tgaaaggctc
cagcctcceeg
tacgactcgg
cagcagagcg
ctgeccaccee
gcggtcacac
gccgaccagce
atctgcgacce
agcggcettet
cgcaaagaca
ttgtacctge

ccctaccecte

ccgccaccge
tctcagaggce
ttttegggge
ggcggecggce
gggagatccg
gccagcggtce
ctttgcactg
attctgccca
tcettgecage
cgacgatgcecce
tgcagccgta
agctgcagcece
cgcccectgte
ccttetecct
tggagatggt
cggacgacga
cggccgecge
gcggcagccce
aggatctgag

tcaacgacag

ES 2 804 308 T3

tttccattat
ctcagttatg
tgctttaaaa
taagaggtgt
agtgtatgcg
acatgatata
aaaataataa

attaggttat

cgggccecgg
ttggcgggaa
tttatctaac
tagggtggaa
gagcgaatag
cgcaaccctt
gaacttacaa
tttggggaca
tgcttagacg
cctcaacgtt
tttctactge
ccecggegecce
ccctagecege
tcggggagac
gaccgagctg
gaccttcatce
caagctcgtce
gaaccccgcec
cgccgeccgece

cagctcgece

gttcatcacc
tagtttcttg
caagtgtgat
gggtgtctgt
aaaaggtttt
gtcagctgcece
cctgttttet

gctatttgga

ccgteectgg
aaagaacgga
tcgetgtagt
gagccgggeg
ggggcttcge
gccgcatcca
cacccgagca
cttceecgee
ctggattttt
agcttcacca
gacgaggagg
agcgaggata
cgcteeggge
aacgacggcg
ctgggaggag
aaaaacatca
tcagagaagc
cgcggccaca
tcagagtgca

aagtcctgceg

90

cttatatcat
tcttggactt
gccatatcaa
ttggtcagga
taggaagtat
ttttaagagg
gactagttta

caataaactc

ctececectect
gggagggatc
aattccagcg
agcagagctg
ctctggecca
cgaaactttg
aggacgcgac
gctgccagga
ttcgggtagt
acaggaacta
agaacttcta
tctggaagaa
tctgetcegece
gtggcgggag
acatggtgaa
tcatccagga
tggcctecta
gcgtcetgete
tcgaccecte

cctcgcaaga

gtacctcaga
ttttttttet
gtccatgtta
tgttagaaag
ggcaaaaatg
tcttatcetgt
aagatggatt

accttgacct

gcctecgagaa
gcgctgagta
agaggcagag
cgctgcggge
gcecteecge
cccatagcecag
tctececgacg
ccegettete
ggaaaaccag
tgacctcgac
ccagcagcag
attcgagctg
ctcctacgtt
cttcteccacg
ccagagtttc
ctgtatgtgg
ccaggctgeg
cacctccagce
ggtggtcttc

ctccagcegece

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200
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ttcteteegt
gagcccctgg
caagaagatg
aggtcagagt
gtcctcaaga
cggaaggact
atcagcaaca
aggcgaacac
gcecetgegtg
cttaaaaaag
gaagaggact
aactcttgtg
aatcacctat
tcttgagact
aagaactttt
gtttttaaaa
aataacttta
ctagtattat
agttgatttt

Cccaaa

cctcggattce
tgctccatga
aggaagaaat
ctggatcacc
ggtgccacgt
atcctgetge
accgaaaatg
acaacgtctt
accagatccc
ccacagcata
tgttgecggaa
cgtaaggaaa
gaacttgttt
gaaagattta
ttatgcttac
aattttaaga
ataaaacgtt
aggtactata

tttctattgt

<210> 12

<211> 5192

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 12

ggacaaaacc
aggggtcggg
cgggagaagc
gggccgggcece
ccececegetgt
agagggagcg
ggaggctgac

aggtcgcgca

ctgcaggaga
cgcctgtgge
cggcggaggg
ggggctaaga
ccctecegtece
agggaagcgg
ccgegtecce

gtgaggatga
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tctgctctce
ggagacaccg
cgatgttgtt
ttctgctgga
ctccacacat
caagagggtc
caccagcccce
ggagcgccag
ggagttggaa
catcctgtcee
acgacgagaa
agtaaggaaa
caaatgcatg
gccataatgt
catctttttt
tttacacaat
tatagcagtt
aaccctaatt

ttttagaaaa

ctgcgagcecce
ggagccggge
cgggatcgeg
gcggegetge
tgceccetgteg
ctagaggatc
gcccagectg

ggatgatgac

tcgacggagt
cccaccacca
tctgtggaaa
ggccacagca
cagcacaact
aagttggaca
aggtcctegg
aggaggaacg
aacaatgaaa
gtccaagcag
cagttgaaac
acgattcctt
atcaaatgca
aaactgcecctce
ttttctttaa
gtttetetgt
acacagaatt
ttttttattt

aataaaataa

tgcagaactg
tggggccagg
cctectgaca
gggccggggt
aggacgtgcg
ggggagaagg
ctcctatgeg

cttcagtatg
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cctcececgea
gcagcgactc
agaggcaggc
aacctcctca
acgcagcgcc
gtgtcagagt
acaccgagga
agctaaaacg
aggcccccaa
aggagcaaaa
acaaacttga
ctaacagaaa
acctcacaac
aaattggact
cagatttgta
aaatattgce
tcaatcctag
aagtacattt

ctggcaaata

ctagctgcgg
gcagggaggce
tgttgggggt
cggggtcggg
ttcecgecacte
agcattcgcece
gtacttgaag

ccgatcatga

gggcagcccce
tgaggaggaa
tcctggcaaa
cagcccactg
tccctecact
cctgagacag
gaatgtcaag
gagctttttt
ggtagttatc
gctcatttct
acagctacgg
tgtcctgage
cttggctgag
ttgggcataa
tttaagaatt
attaaatgta
tatatagtac
tgctttttaa

tatcattgag

gggagagggc
tgacaagcgg
atccctggece
tcgeggtecg
ggccgcectee
ggaggctgga
gatggcgaag

ttatgaagta

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2345

60

120

180

240

300

360

420

480



ccacaacaaa
gataaattaa
catcttcaaa
gaattgataa
aaatatgggc
cagtgtagag
gaagaggagg
attgccaaac
atgcgaagaa
tcatctaaac
ttttacatac
gaacatgttc
aaggaaaaga
agaaagcgaa
gatgataaca
atggatgaaa
gaggcaaacg
cttattgaat
gctgettete
gccatggaat
ggtggcaaca
ccagccatcce
agggatggcet
ctaccatttt
gaaaatcctt
cttcataagg
attagaagat
gctgctecagg
gaagaagata
gaagatgaac

agaaaatcac

aaggactgaa
agaagttggt
atcgctctga
agggtccttg
caaaaagatg
aaagatggca
acaggatcat
tacttccagg
aagtggaaca
ttcaacacaa
ctgttcagat
agcctacttce
aaataaagga
ttccatcaca
tgtctaatac
atcagcctgt
ctgtgttatce
ctgatcectgt
ctatcaaatc
gccaatttaa
gtgaagctgt
tcagaaagaa
cattgaacga
ctcecttcaca
catttacatc
aaacaactcc
ctatactggg
agaaaaaata
ttcgggaagt
ctgcttacaa

tagtcttaga
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gaaactctgg
tgaacaacat
ttttcagtge
gactaaagaa
gtctttaatt
taatcatctg
ctatgaagca
aaggactgat
ggagggctat
accttgtgea
ccetgggtat
tgecetttatt
acttgagatg
gcctggaagt
tctaaatagc
gtctgcectcag
ctctttgcag
agcatggagt
caccccagtt
cgtcagtctt
tcctttaaca
gagaaaaatg
tggtggtaat
gtttttcaac
aacccctatt
caaagatcaa
taccacacca
tggacctett
tttaaaagaa
aagctgcaaa

taattgggaa

aacagagtaa
ggaactgatg
cagcatcgat
gaagatcaga
gcaaaacatt
aatcctgagg
cataagcggt
aattctatca
ttacaagatg
gctatggatce
cagtatgtgt
cagcaaccct
cttecttatgt
ttttctaget
cttgacgagc
cagaattcac
accatcccag
gacgttacca
aaattaatga
gtacttgaag
tccccaaata
cgagtgggtc
atggcgctaa
acatgtcctg
tgtgggcaga
aaggaaaatg
agaactccta
aaaattgtgt
gaaactggaa
caagagaata

aaagaagaat
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aatggacaag
attggactct
ggcagaaagt
gggttattga
taaaaggaag
taaagaaatc
tgggaaatcg
aaaatcattg
gaataaaatc
atatgcaaac
cacctgaagg
tcattgatga
cagctgagaa
ggtctggtag
acactagtga
ccacaaagtt
aatttgcaga
gttttgatat
gaattcagca
ggaaaaaaaa
tagccaagtt
attcccecagg
aacatacacc
gtaatgaaca
aagctctcat
tagggtttag
cteccttttaa
cccagceccact
cagacctatt
ccgettetgg

caggcactca

ggacgaggat
aattgctagt
tttaaatcct
attagttcag
aataggcaag
ttcctggaca
ttgggcagaa
gaattctact
agaacgatct
ccagaatcag
caattgtata
agatcctgat
tgaagttaga
tttcctcatg
gttttacagt
cctggeegtg
gactctagaa
ttcetgatget
caatgaagga
cacttgtaat
tagcactcca
cagcgaactt
actgaaaaca
acttaatata
tacaactcct
aacacctact
gaatgcgcett
tgctttettg
cctcaaagag
gaagaaagtc

actgttgact

540

600

660

720

780

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340



gaagacattt
ttattggaaa
accaacaaaa
aaattggaaa
gaagaccaac

agtagtactt

taaagttgta
aaagctagta
tttttaaaaa
aaaagtaaat
agttttgtta
aagcacacat
tacaaagaaa
tttgtttttt
atagtactga
ttcttaatct
gagaactttg
aaatgtagat
cagctaacac
gcaaagaata
taaatcatgce
tttttaaatt
aaatttttgce
cttagaagtt
aaatattttg
gttgcectgtt
tttgtggtag
aacactgaca
ctcteectet
acgagagaag

ggcaagttct

cagacatgca
tacatgacaa
catatacact
agaatcttca
ttattatgac

caagagctct

agatagccect
agtcacttaa
ttgtttttaa
tctcatatat
tagataggtg
gattttatga
cacattgaaa
ttttcagaag
aaacaaaaag
cagaggagct
taaattggaa
atttatacgt
agtaaagaat
caatatctat
tggttataaa
atatcggggg
attttgttta
tatatttact
tcctttttta
ttaggtgttt
agattatatg
ggtaaataga
ccactcctga
gaaagagcga

caagttaact
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gtcagaaaat
taggtgcaac
tactaaaaag
gtcaaattgt
tgaacaagca

catactgtaa

tttaatacag
ggggtagata
agaacaagat
tttcttecaca
tatgagtata
agtacttttg
aggaatttaa
cagtaaaatt
cattcaaaaa
gagagttttg
agaagtctgt
atacagggtg
aattttgact
actgtatgtc
gtagttctaa
tggtcatata
aaaaataata
cagtgtttca
aatgttttgt
gcacttattt
taattttttt
attgtacact
agtatgcectge
ccaccacttg

aaatggaatc

agatttacta
ttgattcctg
aaaccaaacc
gaatgggaaa
agaagatatc

ttgttattaa

catctttttt
gtttcatagt
gggaaaataa
agatatatgt
tatgatttct
cccatgtget
aggaaggata
aactacagtg
agagtttttt
ttgaatgtat
ttttataatt
cctagaagcec
ttaagtatga
acatctacct
aaatgtacta
cattaatctg
tggtaccttg
gaagtggaga
gtttctctac
tatttcttet
tcagtcatat
gtagtttgaa
tatagaaaat
cactgtgtga

aaccattacc
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catccttatt
aaaaacaaga
ctaacactte
cagtggttta
tgagtactta

aattgatgaa

ctattctata
ttatttttta
tagaatgttc
tgctactcte
gaaattagtc
gatttactta
gaaagttgca
ttaaatgtat
ctttattagt
tgtacagtat
tatttttatt
aatgttgttt
aacagtagta
aaatgttgca
aataataatt
gtgatttgta
gtcectaaaa
acattatctt
aggttacaac
tgaaagaatt
aatggtgtge
ttatttataa
agcagaatcg
aaagataaaa

aggcaaattc

aatgatacca
tataaattca
caaagttgtc
tgggaagaca
cacagctacc

atgccccact

tagtaggcag
agagatgaga
atggatttct
ttgatgctge
tatgtatgga
ggctaccatt
ctactaattt
ttatttgagce
aaatagtatt
gtaggagcag
tttaaagctt
cctgttatta
agttatagct
ctatgccecctt
taatattttce
tatgtgtttg
acagtctgca
ttatttataa
agttgcttca
tttatttgcet
tgtcaactta
ttgacacact
gcttgetget
aacaaatgat

ttgcaaatac

2400

2460

2520

2580

2640

2700

N
~]
(42
(o]

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260
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caaaatacta
tgtatgttaa
ctaaaagggt
tatatttata
tattgataaa
ttctaattaa
tcatactgga
tgtttttaat
ttgtaaggct
aatatattgt
tgaatccttce
ggcatcttaa
aaatgccaga
tactgcattt
tttgtgatat

catccaaaat

ctatgcctta
tagaaatgga
tttaagctat
tatatatata
tagataaacc
tgaacttctc
tcatttcagt
gtagccctta
atatttttta
ggataagtct
agttaactgc
gtcaccttta
cataacatgt
tattgtaagg
atggaaaact

aaagcatctg

<210> 13

<211> 3209

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 13

accacctcct
caccggcggyg
tgctgttegg
ccctetecece
cctgtgeceg
cttectgegaa
ttctcgaget
aagtctggga
attcattggg
tgccttatge
ttaaaaaata

cgtgectcat

tctceeccace
ccaggcgegt
agtttaatca
tgtctctcete
cgegtgtgtg
taccggactg
cttgagatct
atcgatctgg
aagtttcaaa
atttgttttg
caacatcaca

gaaataaaga
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taaaacaaaa
aatactaagt
ttaaatctac
gtgagaagtg
aatttgaatc
acagaaattt
taccttgaac
cctggatata
aagcatattt
gggcttattg
tttgttgett
tactgttttg
agcagccata
ttttcacatt
tcattgtaag

tgtacaagct

cctegeegea
cctgecttceca
gaagaggatt
ctggggaggc
cgecgegtgta
aaaattgtaa
ccggttggga
aaatcctcct
tcagctataa
gttttacaaa
gaggaagtag

tccgaaagga

tgaaagcagg
attttaatgc
ttgctagttt
aagaaaatgt
ctcttagecat
cacttagtga
taatagcaca
catagtctgce
tttettgage
gacataatac
tttgcaagat
ttcctcetgag
cttgcatgga
aatacagcaa
agaatcttgce

ga

ccacacacag
tttatccage
cctgecteceg
gtgaagcggt
aattgccgag
ttcatctgcee
ttcectgegga
aatttttact
ctggagagtg
aaggaaactt
actgatatta

attggaataa

94

ttaagatttt
ttagctcttg
ttgcatattt
atggtactaa
gtttaagtat
aaccaatgat
taatggtttt
aatcaccaaa
attaaattat
atatttgggt
tttttatctt
tttectttecag
aactgactac
ttaccctgac

atacaatgtt

cgcgggcette
agcttttcegg
tceceeggete
cccgtggata
aaggggaaaa
gcecgeegetg
ttgacatttc
ccctecteccee
ctgaagattg
gacagaggat
acaatactta

aaatttcctg

ctgctetgtt
aacagtagac
tatatatata
gattatgcct
gttgattgcet
tgtagcaaac
ttgttgttgt
gtataatatc
cctaaatggt
tggtactggt
aaacatgtca
tatgttatac
acatacataa
taaattgagt

gacatattaa

tagcgcectcecgg
aaaatgcatt
cttcatcgtce
gagattcatg
catcacagga
cctttttttt
tgtgaagcag
gcgactcetg
atgggatcgt
catgctgtac
ctaataataa

catctcatge

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5192

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



caagggggaa
atgcaaagca
tggggtggga
tggcgcacgce
ataagctgtc
gggccgccce
catccecggga
ccgeggggec
gcgacgactt
tgacgccett
gggtgaactg
gcgtcaaccg
tgaaccggca
tgtacggceccc
tcagtttgge
gtcaacatgc
gcattgtcag
atataaacat
aaaacgtcga
agaaaaaaag
accactaatt
atagattcge
aggacctgat
attcacttgc
ggggaagtcc
catacctggt
tccacgecga
agctaccaat
aagccctgat
ctctgtctga

tcecgecatcag

acaccagaat
catccaataa
gctggggega
tgggagaaca
gcagaggggce
cgcaccgggc
cceggtegece
tgcgcectcage
cteecgeege
caccgcgegg
ggggaggatt
ggagatgtcg
cctgecacacce
cagcatgcgg
cctggtggga
ctgccccaaa
tgatgtacca
cacacacaca
atcagctatt
atttatttat
gccaagcacc
tttcecatgtt
cattggggaa
atttctttge
atgcctcect
gggaggaaaa
aggacagcga
tgtgccgaga
tgtgtatatt
gtaagaaaca

gaaggctaga
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caagtgttcce
aatagctgga
gaggtgccegt
gggtacgata
tacgagtggg
atcttctcect
aggacctcge
ccggtgecac
taccgeegeg
ggacgctttg
gtggeccttct
ccectggtgg
tggatccagg
cctetgtttg
gcttgcatca
caaatatgca
tgaaacaaag
gacagacaca
tactgccaaa
ttaagacagt
gcttegtgtg
gttggccgga
gctggettte
cctgggggcet
ggcctgaaga
gagttgggaa
tgggaaaaat
aaagcatttt
catatatttt
gaatcctcetg

gttacccaga

gcgtgattga
ttataactcc
tggcceceegt
accgggagat
atgcgggaga
cccagcccgg
cgctgecagac
ctgtggtcca
acttcgecga
ccacggtggt
ttgagttcgg
acaacatcgc
ataacggagg
atttctecctg
ccectgggtge
aaaggttcac
ctgcaggctg
cacacacaca
gggaaatatc
cccatcaaaa
gcteccacctg
tcaccatctg
tggctgctgg
gtgatattaa
agagactctt
cttcagatgg
gcccttaaat
agcaatttat
ggatacgcac
gaacttgagg

gcatcaggce
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agacaccccce
tecttetttcet
tgctttteet
agtgatgaag
tgtgggegcece
gcacacgccc
cceggetgee
cctgacccete
gatgtccage
ggaggagcetc
tggggtcatg
cctgtggatg
ctgggatgcc
gctgtctetg
ctatctggge
taaagcagta
tttaagaaaa
acaattaaca
atttattttt
ctectgtett
gatgttctgt
aagagcagac
aggctgggga
cagagggagg
tgcatatgac
acctagtacc
cataggaaag
acaatatcat
ccceccaacte
aagtgaacat

gccacaagtg

tcgtccaaga
ctgggggccg

ctgggaagga

tacatccatt
gcgcccccegg
catccagccg
cccggegecg
cgccaggccg
cagctgcace
ttcagggacg
tgtgtggaga
actgagtacc
tttgtggaac
aagactctgce
cacaagtgaa
gaaataatat
aataacacac
gtcttcagge
tacattatta
tggaaatccg
gcectgtaaac
ggatggaaaa
gaaggtgttc
gttcectgtgg
tcacatgatg
cactgagatt
tattttttta
ccagtacctt
ccaatactgg
ttcggtgact

cctgetttta

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

2460

2520

2580
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ggagaccgaa
agccggggcec
gtctggaage
ctgggecctgt
acgacccttce
ctatcagaag
ttggctgtag
aggctttaaa
catggattaa
tttggtttta

ctgtacatcc

<210> 14
<211> 928
<212> ADN

gtccgcagaa
ctcactggece
tgatggagct
caccctgggg
ttaagacatg
gacatggtga
cacatggcac
tgactttgga
ttgaccecetg
tttgaaaacc

tggggcatta

<213> Homo sapiens

<400> 14

accctcceccag
atcagcccett
cccagaaatt
caatctggtc
atcgttgaga
tcagcagaag
gaaacatctt
gaagaagaag
atagaaaatg
ttagtgttca
acgcaccaca
tgaatgtaga
actttcttac
gttcecttgga
agggagactg

tttttttatt

tgtgcttgag
gagatttgag
cagtaaatgg
caaaaccact
atgaatggaa
aaaaaaaaga
cccaaccaaa
aaacagagac
acagctctcc
tagcttccaa
tctctatctg
gaatgtagcc
actgaagaaa
taggecttttt
cacctgatgg

ccacatctac
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cctgeetgtg
tccteccaggg
cagaattcca
ccctecaggt
tatcactgta
aggctgggaa
gttggctgtg
gagggtcaca
tctatggaat
tgacaaaaaa

aaaaaaaaa

aaacaaactg
gccttggaga
gactttcccg
cttcaggagg
aagaacgtgc
acagactatt
gaatgaagaa
gaactttcca
ttaagtgatt
gagacatgct
gcctttgeat
attgtagcag
ggcagaatga
agtatagtat
aaaagatata

gtttttgg

tcccagettg
atgatcaaca
ctgtcaagaa
aggcccegttt
gagggaagga
cgtgaggaga
tggecettgge
aatcctaaaa
tacatgtaaa

aaagttccag

cacccactga
ctcaggagtt
gcagagccaa
atgtcttcac
tccagaccca
gaaataaaag
gacattgaaa
gaacctccce
tcttetgttt
gactttcatt
ggagtgacca
cttgtgttgt
gtgcttcaga
ttttttttgt

tgactgcttce
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gaggcctggt
gggcagtgtg
agagcagtag
tcacgtggag
acagaggccc
ggcaatggcc
ccacctgtga
gaagcattga
acattatctt

gtgtggaata

actccgecagce
ttgagagcaa
tgaaaggccce
tggaacttgt
aatctaacat
aagaagtggt
ttattccaat
aagatcagga
tctgtttcect
tcttgaggta
tagctcctte
cacgcttett
atgtgatttc
cattttctce

atgacattcc

cctggaactg
gtctcecgaat
aggggtgtgg
catgggagcc
tgggcectte
acggcccatt
gtttaaagca
agtgaggtgt
gtcactgtag

tgggggttat

tagcatccaa
aatgacaaca
tattgctatg
aatagctggce
agttctcctg
tgggctaact
ccaagaagag
atcctcacca
tttttaaaca
ctctgcacat
tctcttacat
cttttgagca
ctactaacct
atcaacaacc

taaactatct

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3209

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

928
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ES 2 804 308 T3

<210> 15
<211>24
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> region especifica de diana (L) de NEK6

<400> 15
cctgtgcatc ctcctgaccc acag

<210> 16
<211>23
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> region especifica de diana (R) de NEK6

<400> 16
aggcatccca acacgctgtc ttt

<210> 17
<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> region especifica de diana (L) de IRF4

<400> 17
ctgccgaagc cttggegttc tcag

<210> 18
<211>25
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> region especifica de diana (L) de IRF4

<400> 18
actgccggct gcacatctgce ctgta

<210>19
<211> 22
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> region especifica de diana (L) de IGHM

<400> 19
gcgtccteca tgtgtggecc cg

<210> 20
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> region especifica de diana (R) de IGHM

<400> 20
atcaagacac agccatccgg gtcttc
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<210> 21
<211>25
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> region especifica de diana (L) de CCND1

<400> 21
accttcgttg ccctctgtge cacag

<210> 22
<211> 27
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> region especifica de diana (R) de CCND1

<400> 22
atgtgaagtt catttccaat ccgccct

<210> 23
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> region especifica de diana (L) de LMO2

<400> 23
cggaagctct gccggagaga ctatctcag

<210> 24
<211>25
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> region especifica de diana (R) de LMO2

<400> 24
gctttttggg caagacggtc tctge

<210> 25
<211>27
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> region especifica de diana (L) de FOXP1

<400> 25
cccttceect tcaacctctt gctcaag

<210> 26
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> region especifica de diana (R) de FOXP1

<400> 26
gcatgattcc aacagaactg cagcagc

98

25

27

29

25

27

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 804 308 T3

<210> 27
<211> 30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> region especifica de diana (L) de TNFRSF9

<400> 27
ggacctgtga catatgcagg cagtgtaaag

<210> 28
<211>29
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> region especifica de diana (R) de TNFRSF9

<400> 28
gtgttttcag gaccaggaag gagtgttcc

<210> 29
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> region especifica de diana (L) de BCL6

<400> 29
cataaaacgg tcctcatggc ctgcag

<210> 30
<211> 34
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> region especifica de diana (R) de BCL6

<400> 30
tggcctgttc tatagcatct ttacagacca gttg

<210> 31
<211>23
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> region especifica de diana (L) de TNFRSF13B

<400> 31
gcgcacctgt gcagccttct gca

<210> 32
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> region especifica de diana (R) de TNFRSF13B

<400> 32
ggtcactcag ctgccgcaag gage
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<210> 33
<211> 26
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> region especifica de diana (L) de CCND2

<400> 33
gaccttcatt gctctgtgtg ccaccg

<210> 34
<211> 30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> region especifica de diana (R) de CCND2

<400> 34
actttaagtt tgccatgtac ccaccgtcga

<210> 35
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> region especifica de diana (L) de MYC

<400> 35
tcgggtagtg gaaaaccagc agcctc

<210> 36
<211>24
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> region especifica de diana (R) de MYC

<400> 36
ccgcgacgat geccctcaac gtta

<210> 37
<211> 36
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> region especifica de diana (L) de MYBL1

<400> 37
ccagaatttg cagagactct agaacttatt gaatct

<210> 38
<211>33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> region especifica de diana (R) de MYBL1

<400> 38
gatcctgtag catggagtga cgttaccagt ttt
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<210> 39
<211> 26
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

ES 2 804 308 T3

<223> region especifica de diana (R) de BCL2

<400> 39
cctggatcca ggataacgga ggctgg

<210> 40
<211>25
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

<223> region especifica de diana (R) de BCL2

<400> 40
gatgcctttg tggaactgta cggcc

<210> 41
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> region especifica de diana (L) de MS4A1

<400> 41
ttcttcatga gggaatctaa gactttgggg

<210> 42
<211> 30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> MS4A1

<400> 42
gctgtccaga ttatgaatgg gctcttccac

<210> 43
<211>23
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> region de cola (TL)

<400> 43
gtgccagcaa gatccaatct aga

<210> 44
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> region de cola (TR)

<400> 44
tccaaccctt agggaaccc
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<210> 45
<211>3
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> region espaciadora

<400> 45
tac

<210> 46
<211>4
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> region espaciadora

<400> 46 tact

<210> 47
<211>5
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> region espaciadora

<400> 47 tacta

<210> 48
<211>7
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> region espaciadora

<400> 48 tactact

<210> 49
<211>10
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> region espaciadora

<400> 49
tactactact

<210> 50
<211> 11
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> region espaciadora

<400> 50
tactactact a

<210> 51
<211>12
<212> ADN

ES 2 804 308 T3
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<213> Artificial

<220>
<223> region espaciadora

<400> 51
tactactact ac

<210> 52
<211>14
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> region espaciadora

<400> 52
tactactact acta

<210> 53
<211> 16
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> region espaciadora

<400> 53
tactactact actact

<210> 54
<211> 47
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> primera sonda de NEK6

<400> 54

gtgccagcaa gatccaatct agacctgtgc atcctcctga cccacag

<210> 55
<211>42
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> segunda sonda de NEK6

<400> 55
aggcatccca acacgctgtc ttttccaacc cttagggaac cc

<210> 56
<211>48
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> primera sonda de IRF4

<400> 56

gtgccagcaa gatccaatct agatctgccg aagccttggce gttctcag

<210> 57
<211>44
<212> ADN
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<213> Artificial

<220>
<223> segunda sonda

<400> 57
actgccggct gcacatctgce ctgtatccaa cccttaggga acce

<210> 58
<211> 46
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> primera sonda de IGHM

<400> 58
gtgccagcaa gatccaatct agatgcgtcc tccatgtgtg gececg

<210> 59
<211> 50
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> segunda sonda de IGHM

<400> 59
atcaagacac agccatccgg gtcttctact atccaaccct tagggaaccc

<210> 60
<211> 49
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> primera sonda de CCND1

<400> 60
gtgccagcaa gatccaatct agataccttc gttgccctct gtgccacag

<210> 61
<211> 50
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> segunda sonda de CCND1

<400> 61
atgtgaagtt catttccaat ccgcccttac ttccaaccct tagggaaccc

<210> 62
<211> 52
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> primera sonda de LMO2

<400> 62

gtgccagcaa gatccaatct agacggaagc tctgccggag agactatctc ag

<210> 63
<211> 49
<212> ADN
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<213> Artificial

<220>
<223> segunda sonda de LMO2

<400> 63
gctttttggg caagacggtc tctgctacta tccaaccctt agggaaccce

<210> 64
<211> 50
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> primera sonda de FOXP1

<400> 64
gtgccagcaa gatccaatct agacccttce ccttcaacct cttgctcaag

<210> 65
<211>55
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> segunda sonda de FOXP1

<400> 65
gcatgattcc aacagaactg cagcagctac tactactcca acccttaggg aaccc

<210> 66
<211> 56
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> primera sonda de TNFRSF9

<400> 66
gtgccagcaa gatccaatct agatacggac ctgtgacata tgcaggcagt gtaaag

<210> 67
<211> 51
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> segunda sonda de TNFRSF9

<400> 67
gtgttttcag gaccaggaag gagtgttcct actccaaccc ttagggaacc ¢

<210> 68
<211> 56
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> primera sonda de BCL6

<400> 68
gtgccagcaa gatccaatct agatactact cataaaacgg tcctcatgge ctgcag

<210> 69

<211>53
<212> ADN
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<213> Artificial

<220>
<223> segunda sonda de BCL6

<400> 69
tggcctgttc tatagcatct ttacagacca gttgtccaac ccttagggaa ccc 53

<210> 70
<211> 57
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> primera sonda de TNFRSF13B

<400> 70
gtgccagcaa gatccaatct agatactact actagcgcac ctgtgcagcec ttctgca 57

<210> 71
<211>55
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> segunda sonda de TNFRSF13B

<400> 71
ggtcactcag ctgccgcaag gagctactac tactactcca acccttaggg aaccce 55

<210> 72
<211> 56
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> primera sonda de CCND2

<400> 72
gtgccagcaa gatccaatct agatactact gaccttcatt gctetgtgtg ccaccg 56

<210> 73
<211> 57
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> segunda sonda de CCND2

<400> 73
actttaagtt tgccatgtac ccaccgtcga tactactatc caacccttag ggaaccc 57

<210>74
<211>59
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> primera sonda de MYC

<400> 74
gtgccagcaa gatccaatct agatactact acttcgggta gtggaaaacc agcagcctc

<210>75

<211>57
<212> ADN
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<213> Artificial

<220>
<223> segunda sonda de MYC

<400> 75
ccgcgacgat gececctcaac gttatactac tactactatc caacccttag ggaacce 57

<210> 76
<211> 59
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> primera sonda de MYBLA1

<400> 76
gtgccagcaa gatccaatct agaccagaat ttgcagagac tctagaactt attgaatct 59

<210>77
<211> 59
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> segunda sonda de MYBL1

<400> 77
gatcctgtag catggagtga cgttaccagt ttttactact tccaaccctt agggaaccc 59

<210> 78
<211> 61
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> primera sonda de BCL2

<400> 78
gtgccagcaa gatccaatct agatactact actaccctgg atccaggata acggaggcetg
g

<210> 79
<211>60
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> segunda sonda de BCL2

<400> 79
gatgcctttg tggaactgta cggcctacta ctactactac ttccaaccct tagggaaccc 60

<210> 80
<211> 64
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> primera sonda de MS4A1

<400> 80
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gtgccagcaa gatccaatct agatactact actattcttc atgagggaat ctaagacttt

9999

<210> 81
<211>60
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> segunda sonda de MS4A1

<400> 81

gctgtccaga ttatgaatgg gctcttccac tactactact atccaaccct tagggaacce 60

<210> 82
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda competidora de NEK6

<400> 82
aggcatccca acacgctgtc ttt

<210> 83
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda competidora de IGHM

<400> 83
atcaagacac agccatccgg gtcttc

<210> 84
<211> 19
<212> ADN
<213> Atificial

<220>
<223> cebador ILLU1

<400> 84
gggttcccta agggttgga

<210> 85
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador ILLU2

<400> 85
gtgccagcaa gatccaatct aga
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REIVINDICACIONES

1. Un método para clasificar un linfoma de linfocitos B grande difuso (DLBCL) de un sujeto en un GCB-DLBCL o en
un ABC-DLBCL, que comprende la etapa de determinar el nivel de expresién de 10 genes en una muestra de tejido
tumoral obtenida del sujeto realizando un ensayo de amplificacion con sonda dependiente de ligamiento multiple con
retrotranscriptasa (RT-MLPA) en el que los 10 genes son NEK6, IRF4, IGHM, LMO2, FOXP1, TNFRSF9, BCLS6,
TNFRSF13B, CCND2 y MYBLA1,

comprendiendo dicho método las etapas de i) preparar una muestra de ADNc a partir de la muestra de tejido tumoral,
ii) incubar la muestra de ADNc de la etapa i) con una mezcla de al menos 10 pares diferentes de sondas especificas
de una secuencia de acido nucleico diana de NEK®6, IRF4, IGHM, LMO2, FOXP1, TNFRSF9, BCL6, TNFRSF13B,
CCND2 y MYBL1, iii) ligar la primera sonda con la segunda sonda de los partes de sondas, iv) amplificar las sondas
ligadas producidas en la etapa iii) y v) detectar y cuantificar los amplicones producidos en la etapa iv),

en el que el par de sondas consiste en:

- una primera sonda que tiene

- una region especifica de diana (L) complementaria al primer segmento de la secuencia de acido nucleico
dianay

- una region de cola (TL) en el extremo 5' de la regién especifica de diana (L) que no es complementaria a
dicha secuencia de acido nucleico diana,

- una segunda sonda que tiene

- una region especifica de diana (R) complementaria al segundo segmento de la secuencia de acido nucleico
dianay

- una region de cola (TR) en el extremo 3' de la region especifica de diana (R) que no es complementaria a
dicha secuencia de acido nucleico diana,

en el que

el par de sondas especificas para NEK6 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:54
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGACCTGTGCATCCTCCTGACCCACAG) y una segunda sonda que es la SEQ ID
NO:55 (AGGCATCCCAACACGCTGTCTTTTCCAACCCTTAGGGAACCC);

el par de sondas especificas para IRF4 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:56
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATCTGCCGAAGCCTTGGCGTTCTCAG) y una segunda sonda que es la SEQ ID
NO:57 (ACTGCCGGCTGCACATCTGCCTGTATCCAACCCTTAGGGAACCC);

el par de sondas especificas para IGHM consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:58
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATGCGTCCTCCATGTGTGGCCCCG) y una segunda sonda que es la SEQ ID
NO:59 (ATCAAGACACAGCCATCCGGGTCTTCTACTATCCAACCCTTAGGGAACCC);

el par de sondas especificas para LMO2 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:62
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGACGGAAGCTCTGCCGGAGAGACTATCTCAG) y una segunda sonda que es la
SEQ ID NO:63 (GCTTTTTGGGCAAGACGGTCTCTGCTACTATCCAACCCTTAGGGAACCC);

el par de sondas especificas para FOXP1 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:64
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGACCCTTCCCCTTCAACCTCTTGCTCAAG) y una segunda sonda que es la SEQ
ID NO:65 (GCATGATTCCAACAGAACTGCAGCAGCTACTACTACTCCAACCCTTAGGGAACCC);

el par de sondas especificas para TNFRSF9 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:66
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATACGGACCTGTGACATATGCAGGCAGTGTAAAG) y una segunda sonda que
es la SEQ ID NO:67 (GTGTTTTCAGGACCAGGAAGGAGTGTTCCTACTCCAACCCTTAGGGAACCC); el par de
sondas especificas para BCL6 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:68
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATACTACTCATAAAACGGTCCTCATGGCCTGCAG) y una segunda sonda que
es la SEQ ID NO:69 (TGGCCTGTTCTATAGCATCTTTACAGACCAGTTGTCCAACCCTTAGGGAACCC); el par de
sondas especificas para TNFRSF13B consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:70
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATACTACTACTAGCGCACCTGTGCAGCCTTCTGCA) y una segunda sonda que
es la SEQ ID NO:71 (GGTCACTCAGCTGCCGCAAGGAGCTACTACTACTACTCCAACCCTTAGGGAACCC); el par
de sondas especificas para CCND2 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:72
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATACTACTGACCTTCATTGCTCTGTGTGCCACCG) y una segunda sonda que
es la SEQ ID NO:73 (ACTTTAAGTTTGCCATGTACCCACCGTCGATACTACTATCCAACCCTTAGGGAACCC); y

el par de sondas especificas para MYBL1 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:76
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGACCAGAATTTGCAGAGACTCTAGAACTTATTGAAT CT) y una segunda sonda
que es la SEQ ID NO:77 (GATCCTGTAGCATGGAGTGACGTTACCAGTTTTTACTACTTCCAACCCTTAGGGAACC
C).

2. El método de la reivindicacion 1, en el que el ensayo de RT-MPLPA comprende ademas un medio para determinar
el nivel de expresion de al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en CCND1, MS4A1, MYC o BCL2 en
la muestra de tumor.

3. El método de la reivindicacion 2, que comprende una etapa de determinar el nivel de expresion de 14 genes en una
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muestra de tejido tumoral obtenida del sujeto realizando un ensayo de amplificacién con sonda dependiente de
ligamiento multiple con retrotranscriptasa (RT-MLPA) en el que los 14 genes son NEK®G, IRF4, IGHM, CCND1, LMO2,
FOXP1, TNFRSF9, BCL6, TNFRSF13B, CCND2, MYC, MYBL1, BCL2 y MS4A1.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que la muestra de tumor es un tejido de tumor incluido
en parafina fijado en formol.

5. El método de la reivindicacion 3, en el que

el par de sondas especificas para MYC consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:74
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATACTACTACTTCGGGTAGTGGAAAACCAGCAGCC TC) y una segunda sonda
que es la SEQ ID NO:75 (CCGCGACGATGCCCCTCAACGTTATACTACTACTACTATCCAACCCTTAGGGAACCC);
el par de sondas especificas para CCND1 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:60
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATACCTTCGTTGCCCTCTGTGCCACAG) y una segunda sonda que es la SEQ
ID NO:61 (ATGTGAAGTTCATTTCCAATCCGCCCTTACTTCCAACCCTTAGGGAACCC);

el par de sondas especificas para BCL2 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:78
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATACTACTACTACCCTGGATCCAGGATAACGGAGG CTGG) y una segunda
sonda que es la SEQ ID NO:79
(GATGCCTTTGTGGAACTGTACGGCCTACTACTACTACTACTTCCAACCCTTAGGGAAC CC); y

el par de sondas especificas para MS4A1 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:80
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATACTACTACTATTCTTCATGAGGGAATCTAAGAC TTTGGGG) y una segunda
sonda que es la SEQ ID NO:81
(GCTGTCCAGATTATGAATGGGCTCTTCCACTACTACTACTATCCAACCCTTAGGGAAC CC).

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que la muestra de ADNc también se incuba en la
etapa ii) con una sonda competidora especifica para NEK6, que es la SEQ ID NO:82
(AGGCATCCCAACACGCTGTCTTT) y/o con una sonda competidora especifica para IGHM, que es la SEQ ID NO:83
(ATCAAGACACAGCCATCCGGGTCTTC).

7. El método de la reivindicacién 3, que comprende una etapa que consiste en calcular una puntuacion que representa
la probabilidad de que el DLBCL pertenezca a la clase ABC o la clase GCB, en el que la puntuacién (LPS) se calcula
mediante la férmula:

z : ty Hy

LPS(X) — — % Xg en la queXg [ P
m 1

gec N 9 — *XjesH;

en la que G representa el conjunto de 10 genes GCB-ABC, J representa el conjunto de n = 14 genes medidos, tg
representa el valor estadistico t generado por un ensayo de la t para la diferencia en la expresion del gen g entre los
casos de GCB y de ABC en la serie de capacitacion, mg representa la media aritmética de las expresiones génicas
para el gen g en la serie de capacitacion y Xg representa la expresion génica del gen g en la muestra considerada, la
expresion génica Xg del gen g en una muestra dada se calcula como la altura maxima Hg del pico de fluorescencia
medido para el gen g dividida por la media aritmética de los 14 picos medidos para la muestra considerada.

8. El método de la reivindicacion 7, en el que los valores de tg y mg se definen de acuerdo con la tabla A:

Tabla A

Gen (9) tg Mg

NEK6 -6,09456 |0,37762
MYBL1 -4,00549 |0,30712
LMO2 -8,80942 | 0,79006
TACI 4,46992 |0,41455
TNFRSF9 |-2,50028 |0,34052
BCL6 -3,16453 |0,44348
CCND2 2,7198 0,70859
IRF4 5,35073 |1,95678
IGHM 5,0939 2,87208
FOXP1 2,67211 1,63401
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9. Un kit para realizar un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que comprende los 10 pares
diferentes de sondas especificas de una secuencia de acido nucleico diana de NEK®6, IRF4, IGHM, LMO2, FOXP1,
TNFRSF9, BCL6, TNFRSF13B, CCND2 y MYBL1, como se define en la reivindicacion 1.
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A. Serie CHB :n=195

Cohorte n.° 1: Capacitacién de GCB/ABC | n=36 n=10
-n =50 - N
- Material : Congelado
- Patron de GEP: DASL (29 ABC + 21 GCB)

Cohorte n.° 2: Validacién de GCB/ABC

» -n =65 + et
- Material : Congelado

- Patrén de GEP: DASL (33 ABC + 32 GCB)

Cohorte n.° 3: Muestras adicionales
n =46 -n =80 Supervivencia | 1 = 62 n
- Material : Congelado HC P N

- Patrén de GEP: n.a (@)

1]
44

IHC Andlisis FFPE
(Hans) de supervivencia n=28
n =100 h =135

Figura 1A

B. Serie Lysa :n=64
(independiente)

Cohorte n.° 4: Validacion de Affymetrix
-n=64
- Material : Congelado
- Patréon de GEP : Affymetrix
(25 ABC + 28 GCB + 11 Otro)

Figura 1B
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Probabilidad

MLPA congelado

IRF4
TNFRSF13B
IGHM
FOXP1
BCL6
MYBL1
NEK6

LMO2

g
=)
o

Puntuacion de FFPE

B05.2945
B08.1825
X10.0083
B08.2071

-20 20
B05.0141

40

-60

B07.2345
B01.1117
Bo7.2712
B07.0131
B07.0512
B06.2626
B08.1769
B08.2463

B06.1310

B07.2960
B09.1810
B09.0388
B08.2264
B10.0146
B04.2708
B06.0757
B08.1852
B08.1999
B08.0130
B09.1892
B12.1717

B06.0638

Figura SA

Correlacion de Pearson 0,913 (p= 1,3e-11)

ABC

L
L]

ol

GCB
.

. GcB ABC

Puntuacién de congelada

Figura SB
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