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DESCRICAO

“UTILIZAQAO DE ARN INTRONICO PARA MEDIR A EXPRESSAO GENETICA”

Antecedentes da Invencgao

Campo da Invencgao

E bem reconhecido que a expressdo genética nas células e
tecidos pode indicar o estado fisioldégico e/ou patoldgico da
célula, tecido ou doente. Durante varias décadas, a expressao
genética, como medida  por andlise imuno-histoguimica de
marcadores de proteina, foi utilizada para a tomada de decisdes
de tratamento. Por exemplo, 0s niveis de receptor de estrogénio
e de receptor de progesterona medidos deste modo sdo agora
utilizados em rotina para seleccionar doentes de cancro para

tratamento com farmacos antiestrogénio.

A  literatura de investigacdo mais recente proporciona
evidéncias de que o0s niveis de espécies de ARNm tém valor de
diagnéstico e progndéstico. Isto é um desenvolvimento promissor
porque as tecnologias para medicdo dos niveis de ARN celular,
como exemplificado por multiplas plataformas de RT-PCR e arrays
de ADN, podem ser gsensiveis, especificas e quantitativas. A
RT-PCT € reconhecida como sendo geralmente mais sensivel do gue
a tecnologia de array de ADN. Contudo, a concepcao e seleccao de
sonda/iniciador para RT-PCR pode ser um desafio, porque existem
maltiplos critérios para um desempenho déptimo. Este desafio é

particularmente grande quando o ARN da amostra a ser estudada



provém de tecido fixo, embebido em cera, porque esse ARN tende a
estar altamente fragmentado (K. Specht et al., Am. J. Pathol
158: 419-29 [2001]; T.E. Godfrey et al., J. Mol. Diagnosis 2:
84-91 [20011]).

E uma prdtica aceite medir a expressdo de qualquer dado gene
através do ensaio do nivel de qualgquer das suas sequéncias de
ARNm maduro transcritas, excisadas (sequéncia do exao, em
oposicdo a do intrdo). Em teoria, um exdo €& definido como
qualgquer segmento de um gene interrompido que é representado no
produto do ARN maduro e um intrdo é definido como um segmento de
ADN que € transcrito, mas removido do transcrito através de
excisdao-unidao dos exdes em qualquer dos lados deste [B. Lewin.
Genes IV, Cell Press, Cambridge Mass. 1990]. A razao para a
pratica aceite de utilizar sequéncias de exbes é teoricamente
linear, porque os ARN maduros [ARNm] codificam proteinas que
definem fendtipos celulares, enguanto que o ARN intrdnico &
considerado como possuindo comparativamente pouca influéncia no
fendétipo celular. Além disso, a visado prevalente & que os
intrdes sdo rapidamente degradados e por isso mais dificeis de
detectar do que as sequéncias dos exbes {ver introducgdes dos
seguintes artigos: Thomas et al., J. Virol. 76:532-40 1[2002];
Clement et al., J. Biol. Chem. 276:16919-30 [2001]; Sharp et
al., Ann. Ver. Biochem 55:1119-1150 [1986]}.

Além disso, Kapranov et al., Science 296:916-919 [2002]
descrevem arrays de oligonucledtidos contendo sondas espacgadas
em média a cada 35 pares de bases ao longo dos cromossomas
humanos 21 e 22. Utilizando ARN poliadenilado citossélico obtido
a partir de 11 1linhas celulares humanas, sao relatados mapas
identificando &reas activas de transcricdo de ARN nestes

cromossomas e 0s autores concluem que até uma ordem de grandeza
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é transcrita mais da sequéncia gendmica do que esperado a partir

dos exdes previamente previstos e caracterizados.

A presente invengado refere-se a utilizacgdo de ARN intrdnico
para medir a expressdo genética. Serd demonstrado que as
sequéncias de ARN intrdénicas tendem a ser rapidamente detectadas
por RT-PCR, mesmo utilizando ARN extensivamente degradado, a
partir de tecidos fixos. Além disso, estes tendem a estar
correlacionados na sua expressao com 0S seus respectivos exdes.
O ultimo ponto €& particularmente inesperado, porgque existe pouca
ou nenhuma evidéncia de que a proporgao das constantes de
velocidade global para a sintese e O processamento das
sequéncias de 1intrdo e exdo transcritas sejam semelhantes. De
facto, a literatura cientifica proporciona evidéncia para a
complexidade de pré-ARNm e processamento de intrdes excisados.
Por exemplo, pode existir pré-ARNm em multiplas misturas
cinéticas (Elliott e Rosbash, Exp. Cell Res. 229:181-8 [19961]1),
com sub-populacdes contendo ARN de intrdo que nao sao excisados
eficientemente e sdo transportados para o citoplasma como
espécies de ARNm “imaturas” em que podem decair a velocidades
diferentes daquelas das sequéncias de ARN de intrao nuclear
(Wang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:4360-5 [1997]). Além
disso, determinados ARNm de intrdo excisados parecem entrar no
citoplasma em estrutura de laco (Clement et al., RNA 5:206-20
[19991).

Sumdrio da Invencao

A presente invengado baseia-se na evidéncia experimental que
demonstra que as sequéncias de 1intrdo transcritas que, por

definigcdo, estdao presentes no ARN nuclear heterogéneo, mas
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tipicamente nado sdo incorporadas no ARNm, tém utilidade em
diagnéstico e progndéstico. Esta €& uma constatacdo significativa
por diversas razdes. Tipicamente, as sequéncias de intrdo sao
mais compridas do que as sequéncias do exdao, em cerca de
20 vezes ou mais. Assim, os 1intrdes, dado o seu comprimento
médio muito maior, proporcionam oportunidade proporcionalmente
aumentada para a concepgao de sondas para a expressao genética
6ptima, por exemplo, no caso de RT-PCR, a criacdao de conjuntos
de sonda/iniciador que possuam melhor desempenho técnico.
Independentemente, devido as sequéncias de intrdo evoluirem mais
rapidamente do que as sequéncias de exdo, o0s ARN intrdénicos sao
bem adaptados para monitorizar a expressao de diferentes membros

intimamente relacionados de uma familia genética.

Num aspecto, a invencdo refere-se a um método para
monitorizar a expressao genética numa amostra bioldgica,

compreendendo:

(a) proporcionar um polinucledtido complementar a uma sequéncia
de ARN intrdénica num gene alvo, em gue a expressao dessa
sequéncia cistrdnica estd correlacionada com a expressdao de uma

sequéncia de ARNm exdénica num gene alvo;

(b) hibridar o polinucledétido com a sequéncia de ARN intrdédnico

para formar um complexo polinucledtido—-ARN intrdnico; e

(c) detectar o complexo polinucledétido-ARN intrénico.

Num aspecto particular, a expressao do gene alvo € medida

por RT-PCR e, nesse caso pode ser utilizado um conjunto de

iniciador/sonda a base do intrdo no processo acima.



Noutro aspecto, a invencao refere-se a métodos de
utilizacdo de sequéncias a base de intrdo para conceber e criar
conjuntos de sonda-iniciador para RT-PCR. Esses iniciadores e
sondas sao particularmente adequados para detectar e quantificar
0s niveis de ARN de intrdo em espécimes de tecido fixo embebido
em parafina (FPET), para andlise de expressao genética de
elevada sensibilidade. Consequentemente, noutro aspecto, a
invencdo refere-se a utilizacdo de conjuntos de iniciador-sonda
a base do intrdo em ensaios de perfis de expressdo genética, tal
como andlise de expressao genética de amostras FPET para
diagnosticar e/ou prever o progndéstico de varios estados

patoldégicos.

Em particular, a invencao refere-se a um método para
preparar uma molécula de oligonucledétido de cadeia simples para
amplificacdo de um gene alvo e medigcdo do nivel de uma espécie

de ARN intrénico compreendendo:

(a) ddentificar, pelo menos, uma sequéncia de intrdao no gene
alvo, em que a expressao da sequéncia do intrdao esta
correlacionada com a expressao de uma sequéncia de exdao no gene

alvo;

(b) preparar um molécula de oligonucledétido de cadeia simples
que corresponda a, pelo menos, uma porgao da sequéncia de intréao

transcrita; e

(c) wutilizar a molécula de ©oligonucledétido para medir a

expressao genética.

Tal como anteriormente, a expressao genética pode ser

medida, por exemplo, por RT-PCR e nesse caso ¢é utilizado um
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conjunto de iniciador/sonda a Dbase do intrdo (consistindo em

dois iniciadores e uma sonda) para medir a expressao genética.

Se o oligonucledétido for um iniciador em sentido directo, é
tipicamente concebido de modo a compreender sequéncias 5’ de uma
sequéncia alvo na sequéncia de intrdo transcrita. Se o
oligonucledtido for um iniciador reverso, é tipicamente
concebido para complementar as sequéncias a 5’ de uma sequéncia
alvo a jusante do iniciador em sentido directo na sequéncia de
intrdo transcrita. E importante identificar e wutilizar uma
sequéncia alvo suficientemente longa para amplificagdo por PCR.
A sequéncia alvo deve ter, pelo menos, cerca de 50 bases de
nucledétidos de comprimento, em particular, pelo menos, 55 bases
de nucledétidos de comprimento, em algumas formas de realizacao,
pelo menos, cerca de 60 bases de nucledtidos de comprimento. Os
iniciadores e as sondas de PCR sao concebidos seguindo
principios bem conhecidos. Assim, o iniciador de PCR tem
tipicamente 17-30 Dbases de nucledétidos de comprimento e
normalmente contém cerca de 20% a 80% de bases G+C. E desejavel
conceber iniciadores de PCR com uma temperatura de fusao (Tm)

entre cerca de 50 °C e cerca de 70 °cC.

Quando a molécula de oligonucledtido de cadeia simples é uma
sonda de PCR é, normalmente, concebida para compreender ou
complementar uma porcdo 1interna de uma sequéncia alvo na
sequéncia de intrdo transcrita. Para amplificacdo pela TagMan®, a
sonda de PCR é marcada com um corante fluorescente repdrter e

uma unidade de inibicéao.

Noutro aspecto, a invencao refere-se a um método para medir
a expressao de um gene por amplificacdo de um gene alvo pela

reacgao da polimerase em cadeia (PCR) compreendendo:
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(a) identificar, pelo menos, uma sequéncia de intrao alvo no
gene alvo, em que a expressdao da sequéncia de 1intrdo esta
correlacionada <com a expressao de uma sequéncia de exéao

correspondente no gene alvo; e

(b) amplificar a sequéncia de 1intrdao alvo transcrita
utilizando um conjunto iniciador de PCR especifico para

intrdo/sonda.

A sequéncia de intrdo alvo tem tipicamente, pelo menos,
cerca de 50 bases de comprimento e o conjunto de iniciador de
PCR e sonda é concebido para corresponder a sequéncias uUnicas na

sequéncia de intrao alvo transcrita.

Ainda noutro aspecto, a invencado refere-se a um método para
amplificar fragmentos de ARN numa amostra representando, pelo

menos, um gene de interesse, compreendendo os passos de:

(a) contactar a amostra com, pelo menos, um conjunto de

iniciadores de PCR e sonda; e

(b) realizar a amplificacgado por PCR,

em que 0s iniciadores de PCR e a sonda sao concebidos com base
numa sequéncia de intrdo identificada no gene de interesse e em
que a expressao da sequéncia de intrdo estd correlacionada com a

expressao de uma sequéncia de exdao no gene de interesse.

Numa forma de realizacao particular, os iniciadores de PCR e
a sonda sao tipicamente concebidos com base numa sequéncia Unica

no 1intradao identificado. Noutra forma de realizacdo, a amostra
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compreende ARN fragmentado, representando multiplos genes de
interesse e estd em contacto com uma mistura dos iniciadores de
PCR e sondas concebidas com base em sequéncias unicas nos

intrdes presentes nos genes de interesse.

Numa forma de realizacao preferida, a amplificacdao &
realizada numa amostra de tecido fixo, embebido em parafina
(FPET) que pode, por exemplo, ter origem numa biopsia tumoral
obtida a partir de um doente humano. O tumor pode ser qualquer
tipo de tumor sdélido, tais como, por exemplo, cancro da mama,
cancro do pulmédo ou cancro colorrectal. O tecido tumoral pode
ser recolhido através de uma variedade de métodos, incluindo

biopsia com agulha fina, biopsia do nucleo ou ressecgao.

Numa forma de realizagao particular, a invengdo refere-se a
métodos utilizando conjuntos de iniciador de PCR a base de
intrdo-sonda numa andlise de expressdo genética para prever a
probabilidade de doencga recorrente para doentes com cancro da

mama precoce.

Ainda noutro aspecto, a invencao refere-se a um array
compreendendo uma pluralidade de polinucledtidos que hibridam
com genes alvo de interesse em que, de um modo preferido, pelo

menos, 70% dos polinucledétidos compreende sequéncias de intrao.

Ainda noutro aspecto, a invencado refere-se a sequéncias de
amplicdao a Dbase de intrdo e sua utilizagdo na andlise de

expressao genética.

Numa forma de realizacao particular, a invencao refere-se a
andlise de expressdo genética de uma amostra Dbioldgica

representativa de cancro da mama 1invasivo com base na



determinacdao dos niveis de expressdo dos transcritos de ARN ou
dos produtos de expressao de um gene ou conjuntos de genes

seleccionados do grupo consistindo em:

(a) Bcl2, cyclinGl, NFKBp65, NMEl, EPHX1, TOP2B, DR5, TERC,
Src, DIABLO;

(b) Ki67, XIAP, hENTI1, TS, CDh9, ©p27, cyclinGl, pS2,
NFKBp65, CYP3A4;

(c) GSTM1l, XIAP, Ki67, TS, cyclinGl, p27, CYP32A4, pS2,
NFKBp65, ErbB3;

(d) PR, NME1l, XIAP, wupa, cyclinGl, Contig51037, TERC,
EPHX1, ALDH1A3, CTSL;

(e) CA9, NME1l, TERC, c¢yclinGl, EPHX1, DPYD, Src, TOP2B,
NFKBp65, VEGFC;

(f) TFRC, XIAP, Ki67, TS, cyclinGl, p27, CYP324, ©pS2,
ErbB3, NFKBp65;

(g) Bcl2, PRAME, cyclinGl, FOXM1, NFKBpé65, TS, XIAP, Ki67,
CYP3A4, p27;

(h) FOXM1l, cyclinGl, XIAP, Contig51037, PRAME, TS, Kié67,
PDGFRa, p27, NFKBp65;

(i) PRAME, FOXM1l, cyclinGl, XIAP, Contigb51037, TS, Kio,
PDGFRa, p27, NFKBp65;

(j) Kié67, XIAP, PRAME, hENT1, contigb1037, TS, CD9, p27,
ErbB3, cyclinGl;

(k) STK15, XIAP, PRAME, PLAUR, p27, CTSL, CD18, PREP, pb53,
RPS6KB1;

(1) GSTM1, XIAP, PRAME, ©p27, Contig51037, ErbB3, GSTp,
EREG, ID1, PLAUR;

(m) PR, PRAME, NMEl, XIAP, PLAUR, cyclinGl, Contig51037,
TERC, EPHX1, DR5;

(n) CA9, FOXM1l, cyclinGl, XIAP, TS, Ki67, NFKBp65, CYP3A4,
GSTM3, p27;



(o) TFRC, XIAP, PRAME, p27, Contigb5l1037, ErbB3, DPYD, TERC,
NME1l, VEGFC; and
(p) CEGP1l, PRAME, hENT1, XIAP, Contig51037, ErbB3, DPYD,

NFKBp65, ID1, TS,

incluindo a utilizacdo de sequéncias a base de intrdes.

Ainda noutra forma de realizacdo, a invencdo refere-se a
andlise de expressdo genética de uma amostra Dbioldgica
representativa de cancro da mama positivo para ER com base na
determinacdo dos niveis de expressado dos transcritos de ARN ou
dos produtos de expressdao de um gene ou conjunto de genes

seleccionados do grupo consistindo em:

(a) PRAME, p27, IGFBP2, HIF1A, TIMP2, ILT2, CYP3A4, 1IDI,
EstR1l, DIARLO;

(b) Contig51037, EPHX1, Ki67, TIMPZ, cyclinGl, DPYD,
CYP3A4, TP, AIB1l, CYP2CS8;

(c) Bcl2, hENT1, FOXM1, Contig51037, cyclinGl, Contig46653,
PTEN, CYP3A4, TIMPZ2, AREG;

(d) HIF1A, PRAME, p27, IGFBP2, TIMP2, ILT2, CYP3A4, 1IDI1,
EstR1l, DIARLO;

(e) IGF1R, PRAME, EPHX1, Contig51037, cyclinGl, Bcl2, NMEL,
PTEN, TBP, TIMP2;

(f) FOXM1l, Contig51037, VEGFC, TBP, HIF1lA, DPYD, RAD51C,
DCR3, cyclinGl, BAG1;

(g) EPHX1, Contig51037, Kio7, TIMPZ, cyclinGl, DPYD,
CYP3A4, TP, AIB1l, CYP2CS8;

(h) Ki67, VEGFC, VDR, GSTM3, p27, upa, ITGA7, rhoC, TERC,
Pinl;

(i) CDC25B, Contig51037, hENT1, Bcl2, HLAG, TERC, NMEI,

upa, I1D1, CYP;
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(3)

(k)

(1)

(m)

(n)

(o)

(p)

(r)

(s)

(t)

(u)

(v)

(w)

(x)

(y)

VEGFC, Ki67, VDR, GSTM3, p27, upa, ITGA7, rhoC, TERC,
inl;

CTSB, PRAME, p27, IGFBP2, EPHX1, CTSL, BAD, DR5, DCR3,
XIAP;

DIABLO, Ki67, hENT1, TIMP2, 1IDl1, p27, KRT19, IGFBP2,
TS, PDGFB;

p27, PRAME, IGFBP2, HIF1A, TIMP2, ILT2, CYP3A4, 1IDI1,
EstR1l, DIARLO;

CDH1; PRAME, VEGFC; HIF1A; DPYD, TIMP2, CYP3A4, EstR1,
RBP4, p27;

IGFBP3, PRAME, p27, Bcl2, XIAP, EstR1l, Ki67, TS, Src,
VEGF ;

GSTM3, PRAME, p27, IGFBP3, XIAP, FGF2, hENT1l, PTEN,
EstR1l, APC;

hENT1, Bcl2, FOXM1l, Contigb51037, CyclinGl, Contig46653,
PTEN, CYP3A4, TIMPZ2, AREG;

STK15, VEGFC, PRAME, p27, GCLC, hENT1, 1ID1, TIMPZ,
EstR1, MCPI1;

NME1l, PRAM, ©p27, IGFBP3, XIAP, PTEN, hENT1, Bcl2,
CYP3A4, HLAG;

VDR, Bcl2, p27, hENT1l, p53, PI3KC2A, EIF4E, TFRC, MCM3,
ID1;

EIF4E, Contigbl1037, EPHX1, cyclinGl, Bcl2, DRb5, TBP,
PTEN, NMEl, HER2;

CCNB1, PRAME, VEGFC, HIF1A, hENT1, GCLC, TIMPZ2, 1IDI1,
r27, upa;

ID1, PRAME, DIABLO, hENT1, p27, PDGFRa, NMEl, BINI,
BRCAl, TP;

FBX05 PRAME, IGFBP3, p27, GSTM3, hENT1, XIAP, FGF2, TS,
PTEN;

GUS, HIAlA, VEGFC, GSTM3, DPYD, hENT1, EBXO5 CA9, CYP,

KRT18; e
11



(z) Bclx, Bcl2, hENT1, Contig51037, HLAG, CD9, ID1, BRCAl,

BIN1, HBEGF,

incluindo a utilizacado de sequéncias a base do intréo.

Noutra forma de realizacdao, o cancro €& cancro da mama e o(s)
gene(s) analisado(s) é/sdo seleccionado(s) do grupo consistindo
de: FOXM1; PRAME; SKT15, Ki-67; CA9; NMEl; SURV; TFRC; YB-1;
RPS6KB1; Src; Chkl; CCNB1; Chk2; CDC25B; CYP3A4; EpCAM; VEGFC;
hENT1; BRCAZ; EGFR; TKl; VDR; Blcl2; CEGPl; GSTM1l; PR; BBC3;
GATA3; DPYD; GSTM3; 1ID1l; EstRl; p27; XIAP; IGF1R; AK055699;

P13KC2A; TGFB3; BAGI1l; pS2; WISPl; HNF3A; e NFKBp65.

Ainda noutra forma de realizacdo, a invencdo refere-se a
andlise da expressdo genética de uma amostra Dbioldgica
representativa de cancro da mama invasivo, com base na
determinacdao dos niveis de expressdo dos transcritos de ARN ou
dos produtos de expressdao de um gene ou conjunto de genes

seleccionados do grupo consistindo em:

(a) p53BP2, BclZ2, BAD, EPHX1, PDGFR , DIABLO, XIAP, YBI1,
CA9 e KRTS;

(b) GRB7, CD63, TOP2A, Bcl2, DIABLO, CD3, 1IDl, PPM1D, MCM6
e WISP1;

(c) PR, p53BP2, PRAME, DIABLO, CTSL, IGFBP2, TIMP1l, CA9,
MMP9 e COX2;

(d) CD68, GRB7, TOP2A, Bcl2, DIABLO, CD3, 1IDl, PPM1D, MCM6
e WISP1;

(e) Bcl2, pb3BP2, BAD, EPHX1, PDGFRPR, DIABLO, XIAP, YBI1,
CA9 e KRTS;

(f) KRT14, KRT5, PRAME, p53BP2, GUS1, AIBl, MCM3, CCNEL,

MCM6 e ID1;
12



(9)

(h)

(1)

(3)

(k)

(1)

(m)

(n)

(o)

(p)

(q)

(r)

(s)

(t)

(u)

(v)

PRAME, p53BP2, EstRl, DIABLO, CTSL, PPM1D, GRB7, DAPKI,
BRBC3 e VEGFEFB;

CTSL2, GRB7, TOP2A, CCNB1l, Bcl2, DIABLO, PRAME, EMSI,
CA9 e EpCAM;

EstR1l, pb53BP2, PRAME, DIABLO, CTSL, PPM1D, GRB7, DAPKI1,
BRBC3 e VEGEB;

Chkl, PRAME, pb53BP2, GRB7, CA9, CTSL, CCNB1l, TOP2A,
tamanho de tumor e IGEFBP2;

IGFBP2, GRB7, PRAME, DIABLO, CTSL, [(-Catenina, PPMI1D,
Chkl, WISPl e LOT1;

HER2, p53BP2, Bcl2, DIABLO, TIMP1l, EPHX1, TOP2A, TRAIL,
CA9 e AREG;

BAGl, pS53BP2, PRAME, IL6, CCNB1l, PAIl, AREG, tamanho de
tumor, CA9 e Ki67;

CEGP1l, pb53BP2, PRAME, DIABLO, Bcl2, CO0X2, CCNE1l, STK15
e AKT2 e FGF18;

STK15, p53BP2, PRAME, IL6, CONEl, AKT2, DIABLO, cMet,
CCNEZ2 e COX2;

KLK10, EstR1l, p53BP2, PRAME, DIABLO, CTSL, PPM1D, GRB7,
DAPK1 e BBC3;

AIBl, p53BP2, Bcl2, DIABLO, TIMP1l, CD3, p53, CA9, GRB7
e EPHX1

BBC3, GRB7, CCD68, PRAME, TOP2ZA, CCNB1l, EPHX1, CTSL
GSTM1 e APC;

Cb9, GRB7, CD68, TOP2A, Bclz, CCNB1l, CD3, DIABLO, ID1 e
PPM1D;

EGFR, KRT14, GRB7, TOP2A, CCNB1, CTSL, Bclz, TP, KLKI10
e CA9;

HIFla, PR, DIABLO, PRAME, Chkl, AKT2, GRB7, CCNE1,
TOP2A e CCNBL1;

MDMZ2, p53BP2, DIABLO, Bcl2, AIB1, TIMP1l, CD3, pb3, CA9

e HER2;
13



(w) MYBL2, p53BP2, PRAME, IL6, Bcl2, DIABLO, CCNEl, EPHXI,
TIMP1 e CA9;

(x) p27, pP5S53BP2, PRAME, DIABLO, Bclz, COX2, CCNEl, STK15,
AKT2 e ID1;

(y) RADS51, GRB7, CD68, TOP2A, CIAP2, CCNBl, BAGl, IL6,
FGFR1 e pb53BP2;

(z) SURV, GRB7, TOP2A, PRAME, CTSL, GSTMl, CCNB1l, VDR, CA9
e CCNEZ;

(aa) TOP2B, p53BP2, DIABLO, Bcl2, TIMP1l, AIB1, CA9, p53,
KRT8 e BAD;

(ab) ZNF217, GRB7, p53BP2, PRAME, DIARBRLO, Bcl2, COX2, CCNE1,

APC4 e pB-Catenina.

Numa forma de realizacdo diferente, a invencdo refere-se a
andlise de expressdo genética de uma amostra Dbioldgica,
utilizando sequéncias de polinucledétidos a base de intrdes que
hibridam com, pelo menos, um gene seleccionado do grupo
consistindo em: CD68; CTSL; FBXO05; SURV; CCNB1l; MCM2; Chkl;
MYBL2; HIF1A; cMET; EGFR; TS; STK15, 1IGFR1; BCl2; HNF3A;
TP53BP2; GATA3; BBC3; RAD51C; BAGl; IGFBP2; PR; CD9; RB1l; EPHXI1;
CEGP1; TRAIL; DR5; p27; pb3; MTA; RIZ1l; ErbB3; TOP2B; EIF4E,
CD68; CTSL; FBXO0O5; SURV; CCNB1l; MCM2; Chkl; MYBLZ2; HIF1lA; CMET;
EGFR; TS; e STK15.

A andlise da expressao genética pode ser realizada num
formato de array e o array é, de um modo preferido, um array de
elevada densidade, compreendendo, pelo menos, 100, de um modo
mais preferido, pelo menos, 150, de um modo ainda mais

preferido, 200 sequéncias numa seccgao de 5-10 .
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Finalmente, a presente invencdo refere-se a utilizacdo de
ARN intrdénico no progndstico do cancro, como definido nas

reivindicacdes.

Breve Descricao dos Desenhos

As Figuras 1A-M apresentam sequéncias de intrdo mascaradas
para o0s genes CEGPl, FOXM1l, PRAME e STK15. Os amplicdes

utilizados para RT-PCR sao apresentados em itédlico.

A Figura 2 apresenta conjuntos de iniciador/sonda para
CEGPl, FOXM1, PRAME e STK15. As sequéncias dos iniciadores em
sentido directo e reverso estdo indicadas por “F” e "“R",
respectivamente. As sequéncias de iniciadores sao designadas com

IIPII
.

A Figura 3 apresenta coeficientes de correlacao [R] para

co-expressao do ARN do exadao CEGP1 com 47 outras sequéncias de

ARN. Simbolos: losango = exao CEGPl1 préprio wvs. proéoprio
(= 1,0 por definicao); quadrados = intrdes de CEGP1;
tridngulos = sequéncias de outros genes.

A Figura 4 apresenta coeficientes de correlacgao [R] para co-
expressao de ARN do exdao PRAME com 47 outras sequéncias de ARN.
Simbolos: losango - exao FRAME préprio vs. proéoprio (= 1,0 por
definigdo); quadrados=intrdes PRAME; tridngulos = sequéncias de

outros genes.

A Figura 5 apresenta coeficientes de correlacgao [R] para co-
expressao de ARN do exdao STK15 com 47 outras sequéncias de ARN.

Simbolos: losango - exao STK15 préprio vs. proéoprio (= 1,0 por
15



definigédo); quadrados=intrdes STK15; tridngulos = sequéncias de

outros genes.

A Figura 6 apresenta um conjunto exemplar de genes, cuja

expressao pode ser analisada pelos métodos da presente invencao.

Descricao Detalhada da Forma de Realizacgao Preferida

A. Definic¢des

Salvo definicao em contrario, 0s termos técnicos e
cientificos agqui wutilizados possuem o mesmo significado que o
normalmente entendido por um especialista na técnica & qual esta
invengdo pertence. Singleton et al., Dictionary of Microbiology
and Molecular Biology, 228 ed., J. Wiley & Sons (Nova Iorque, NI
1994), proporcionam a um especialista na técnica, um guia geral

para muitos dos termos utilizados no presente pedido.

Um especialista na técnica ird reconhecer muitos métodos e
materiais semelhantes ou equivalentes aqueles aqui descritos que
podem ser utilizados na pratica da presente invencao. Na
realidade, a presente invencdo nado estd, de forma alguma,
limitada aos métodos e materiais descritos. Para efeitos da

presente invengao, 0s seguintes termos sao definidos abaixo.

Os termos *“excisdo” e “excisdao de ARN” sao utilizados
indistintamente e referem-se ao processamento de ARN que remove
intrdes e une o0s exdes para produzir ARNm maduro com sequéncia
codificante continua que se desloca para o citoplasma de uma

célula eucaridtica.
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Em teoria, o termo “exdo” refere-se a qualquer segmento de
um gene interrompido que é representado no produto do ARN maduro
(B. Lewin. Genes IV Cell Press, Cambridge Mass. 1990). Em
teoria, o termo “intrao” refere-se a qualquer segmento de ADN
que é transcrito, mas removido do transcrito através de
excisao—-uniao dos exdes em qualqguer dos seus lados.
Operacionalmente, as sequéncias de exdo ocorrem na sequéncia de
ARNm de um gene como definido pelos Numeros de Ref. De Seqg ID.
Operacionalmente, as sequéncias de 1intrdao sao as sequéncias
intervenientes no ADN gendmico de um gene, flanqueadas por
sequéncias de exao e possuindo sequéncias de consenso de excisao

GT e AG nas suas fronteiras 5" e 3'.

O termo microarray refere-se a um arranjo ordenado de
elementos de array hibridédveis, de um modo preferido, sondas de

polinucledtido, num substrato.

O termo “polinucledétido,” quando utilizado no singular ou
plural, refere-se geralmente a qualquer polirribonucledétido ou
polidesoxirribonucledétido que pode ser ARN ou ADN nao modificado
ou ARN ou ADN modificado. Assim, por exemplo, polinucledétidos
como aqui definido incluem, sem limitacdo, ADN de cadeia simples
e cadeia dupla, ADN incluindo regides de cadeia simples e dupla,
ARN de cadeia simples e dupla e ARN incluindo regides de cadeia
simples e dupla, moléculas hibridas compreendendo ADN e ARN que
podem ser de cadeia simples ou, mais tipicamente, cadeia dupla
ou incluir regides de cadeia simples e dupla. Adicionalmente, o
termo “polinucledétido”, como aqui utilizado, refere-se a regides
de cadeia tripla compreendendo ARN ou ADN ou ambos ARN e ADN. As
cadeias nessas regides podem ser da mesma molécula ou de
moléculas diferentes. As regides podem incluir a totalidade de

uma ou mais das moléculas, mas mais tipicamente envolvem apenas
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uma regido de algumas dessas moléculas. Uma das moléculas de uma
regido de tripla hélice é frequentemente um oligonucledtido. O
termo “polinucledétido” inclui especificamente ADNc. O termo
inclui ADN (incluindo ADNc) e ARN que contém uma ou mais bases
modificadas. Assim, ADN ou ARN com estruturas modificadas para a
estabilidade ou por outras razdes sao “polinucledétidos” no
sentido em que o termo é aqui utilizado. Além disso, os ADN ou
ARN compreendendo bases pouco usuais, tal como inosina, ou bases

modificadas, tal como bases tritiadas, estao incluidas no termo

“polinucledtidos”, como aqui definido. Em geral, o termo
“polinucledtido” abarca todas as formas quimicamente,
enzimaticamente e/ou metabolicamente modificadas de

polinucledétidos ndo modificados, assim como as formas guimicas
de ADN e ARN de virus e células, incluindo células simples e

complexas.

O termo “oligonucledétido” refere-se a um polinucledtido
relativamente curto incluindo, sem limitacao,
desoxirribonucledétidos de cadeia simples, ribonucledtidos de
cadeia simples ou dupla, hibridos ARN:ADN e ADN de cadeia dupla.
Oligonucledtidos, tal como oligonucledétidos de sonda de ADN de

cadeia simples, sao frequentemente sintetizados por métodos

quimicos, por exemplo, utilizando sintetizadores de
oligonucledétido automatizados que estéao disponiveis
comercialmente. Contudo, os oligonucledtidos podem ser

produzidos através de uma variedade de outros métodos, incluindo
técnicas mediadas por ADN recombinante in vitro e através da

expressdo de ADN em células e organismos.

Os termos “gene expresso diferencialmente”, *“expressao de
gene diferencial” e os seus sindénimos que sao utilizados

indistintamente, referem-se a um gene cuja expressdao estd a um
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nivel superior ou inferior num doente ou individuo de teste, em
relagdao a outro, por exemplo, num individuo qgque sofre de uma
doenca, especificamente cancro, tal como cancro da mama, em
relacdo a sua expressao num individuo normal ou de controlo. Os
termos também incluem genes cuja expressdo € activada a um nivel
superior ou inferior a estddios diferentes da mesma doenca. E
também entendido gque um gene expresso diferencialmente pode ser
ou activado ou inibido ao nivel do acido nucleico ou da proteina
ou pode ser submetido a excisdao alternativa para resultar num
produto polipeptidico diferente. Essas diferencas podem ser
evidenciadas por, por exemplo, uma alteracgdo nos niveis de ARNm,
expressao de superficie, secrecdao ou outra particdo de um
polipéptido. A expressdo de gene diferencial pode incluir uma
comparagao da expressdao entre dois ou mais genes ou 0S Seus
produtos genéticos ou uma comparagaoc das proporgdes da expressao
entre dois ou mais genes ou seus produtos genéticos ou mesmo uma
comparacgao de dois produtos processados diferentemente, do mesmo
gene que diferem entre individuos normais e individuos que
sofrem de uma doenca, especificamente cancro ou entre varios
estddios da mesma doenca. A expressao diferencial inclui
diferencas quantitativas, como qualitativas no padrao de
expressao temporal ou celular num gene ou seus produtos de
expressao entre, por exemplo, células normais e doentes, ou
entre células que sofreram diferentes eventos de doenga ou
estddios de doenca. Para o objectivo desta invencéao, a
“expressao genética diferencial” ¢é considerada como estando
presente quando hd uma diferenca de cerca de duas vezes, de um
modo preferido, pelo menos, cerca de quatro vezes, de um modo
muito preferido, pelo menos, cerca de seis vezes, de um modo
muito preferido, pelo menos, cerca de dez vezes de diferenca

entre a expressao de um dado gene em individuos normais e
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doentes, ou em varios estaddios do desenvolvimento da doenga num

individuo doente.

O termo “sobre expressao” em relacao a um transcrito de ARN
é utilizado para referir o nivel do transcrito determinado pela
normalizacdao para o nivel de ARNm de referéncia que pode ser
todos o©0s transcritos medidos no espécimen ou um conjunto de

referéncia particular de ARNm.

A frase "amplificacdo de gene” refere-se a um Pprocesso
através do qual sadao formadas multiplas cépias de um gene ou
fragmento de um gene numa célula ou linha celular particular. A
regiao duplicada (uma porcgao de ADN amplificada) é
frequentemente referida como “amplicao”. Frequentemente, a
quantidade do ARN mensageiro (ARNm) produzida, i. e., o nivel de
expressao genética, também aumenta na proporcao do numero de

coépias produzidas do gene particular expressado.

0O termo “progndstico” é aqui utilizado para se referir a
previsao da probabilidade de morte atribuivel ao cancro, ou sua
progressao, incluindo recorréncia, disseminacdo metastatica e
resisténcia ao farmaco, de uma doenca neopldsica, tal como
cancro da mama. O termo “previsao” é aqui utilizado para referir
a probabilidade de um doente responder favoravelmente ou
desfavoravelmente a um farmaco ou conjunto de férmacos e,
também, a extensdao dessas respostas ou que um doente sobreviva,
apdés remocgdo ciruUrgica e/ou quimioterapia de um tumor primario,
durante um certo periodo de tempo sem recorréncia do cancro. Os
métodos previstos da presente invencdao podem ser utilizados
clinicamente para tomar decisbes sobre o tratamento, escolhendo
as modalidades de tratamento mais apropriadas para qualquer

doente em particular. Os métodos de previsao da presente
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invencdo sdo ferramentas valiosas na previsdo se for provavel
que um doente responda favoravelmente a um regime de tratamento,
tais como intervencado cirurgica, quimioterapia com um dado
farmaco ou combinacdo de farmacos e/ou terapia por radiacdo, ou
se €& provavel uma sobrevivéncia do doente a longo termo, apds
cirurgia e/ou paragem da quimioterapia ou outras modalidades de

tratamento.

O termo sobrevivéncia a “longo termo” €& agqui utilizado para
se referir a sobrevivéncia durante, pelo menos, 3 anos, de um
modo mais preferido durante, pelo menos, 5 anos, de um modo
muito preferido durante, pelo menos, 10 anos apds cirurgia ou

outro tratamento.

O termo “resisténcia aumentada” em relacdo a um farmaco
particular ou opg¢adao de tratamento, quando utilizado de acordo
com a presente invencao, significa resposta diminuida em relacao
a uma dose padrdo do farmaco ou a um protocolo de tratamento

padrao.

O termo “sensibilidade diminuida” a um farmaco particular ou
opgcac de tratamento, quando utilizado de acordo com a presente
invencgdo, significa resposta diminuida a uma dose padrao do
fdrmaco ou a um protocolo de tratamento padrdo, em dque a
resposta diminuida pode ser compensada (pelo menos parcialmente)

aumentando a dose do fdrmaco ou a intensidade de tratamento.

A “resposta do doente” pode ser avaliada utilizando qualqgquer

ponto final indicando um beneficio ao doente, incluindo, sem

limitacéao, (1) inibigdo, em alguma medida, do crescimento
tumoral, incluindo retardamento e paragem completa do
crescimento; (2) redugao no numero de células tumorais;
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(3) reducdo do tamanho do tumor; (4) inibicao (i. e., reducgao,
retardamento ou paragem completa) da infiltracdo da célula
tumoral em o6rgdos periféricos adjacentes e/ou tecidos; (5)
inibicdo (i. e. reducao, retardamento ou paragem completa) das
metdstases; (6) aumento da resposta imunitdria anti-tumoral que
pode, mas nao tem obrigatoriamente que, resultar na regressao ou
rejeicdao do tumor; (7) alivio, em alguma medida, de um ou mais
sintomas associados ao tumor; (8) aumento do periodo de
sobrevivéncia apds tratamento; e/ou (9) diminuicao da

mortalidade num dado ponto de tempo apds tratamento.

O termo “tratamento” refere-se a tratamento terapéutico e
profildctico ou medidas preventivas, em que o objectivo &
prevenir ou retardar (diminuir) o estado patoldgico ou disturbio
a combater. Aqueles gque tém necessidade de tratamento incluem os
que ja& tém o disturbio, assim como aqueles predispostos a terem
o disturbio ou agqueles em que o disturbio deve ser prevenido. No
tratamento tumoral (e. g., cancro), um agente terapéutico pode
diminuir directamente a patologia das células tumorais ou tornar
as células tumorais mais susceptiveis ao tratamento por outros

agentes terapéuticos, e. g., radiacdo e/ou quimioterapia.

O termo “tumor,” como aqui utilizado, refere-se a todo o
crescimento e proliferacdo celular neopldsica, seja maligna ou
benigna e a todas as células e tecidos ©pré-cancerosos e

cancerosos.

Os termos “cancro” e *"canceroso” referem-se ou descrevem O
estado fisioldgico em mamiferos que é tipicamente caracterizado
por um crescimento celular desregulado. Exemplos de cancro
incluem, mas nao estao limitados a, cancro da mama, cancro do

cdlon, cancro do pulmao, cancro da proéstata, cancro
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hepatocelular, cancro gastrico, cancro pancredtico, cancro do
colo do utero, cancro ovarico, cancro do figado, cancro da
bexiga, cancro do tracto urindrio, cancro da tirdide, cancro

renal, carcinoma, melanoma e cancro do cérebro.

A “patologia” do <cancro inclui todos os fendmenos que
comprometem o bem estar do doente. Isto inclui, sem limitacgao, o
crescimento celular anormal ou incontrolavel, metdstase,
interferéncia com o normal funcionamento das células vizinhas,
libertagao de citocinas ou outros produtos secretores a niveis
anormais, supressdao ou agravamento de resposta inflamatdéria ou
imunoldgica, neoplasia, estado pré-maligno, estado maligno,
invasdo de tecidos ou 6rgdos circundantes ou distantes, tal como

ndédulos linfaticos, etc.

“Restringéncia” de reaccdes de hibridacdo € prontamente
determindvel por um especialista na técnica e geralmente é um
cdlculo empirico, dependente do comprimento da sonda, da
temperatura de lavagem e da concentracdo de sais. Em geral,
sondas mais compridas requerem temperaturas mais elevadas para
um emparelhamento apropriado, enquanto que sondas mais curtas
necessitam de temperaturas mais baixas. A hibridacao depende
geralmente da capacidade do ADN desnaturado reemparelhar gquando
estao presentes cadeias complementares no ambiente abaixo da sua
temperatura de fusdo. Quanto mais elevado for o grau de
homologia desejado entre a sonda e a sequéncia hibridavel, mais
elevada serd a temperatura relativa que pode ser utilizada. Como
resultado, segue-se que temperaturas relativas elevadas
tenderiam a fazer as condigdes de reacgcdao mais restringentes,
enquanto que temperaturas mais baixas as diminuiriam. Para

detalhes adicionais e explicacao de restringéncia de reacgdes de
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hibridacao, wver Ausubel et al., Current Protocols 1in Molecular

Biology, Wiley Interscience Publishers, (1995).

“Condicgdes restringentes” ou “condicdes de elevada
restringéncia”, como aqui definido, tipicamente: (1) empregam
baixa forca i1dénica e temperatura elevada para lavagem, por
exemplo cloreto de sédio a 0,015 M/citrato de sdédio a
0,0015 M/dodecilsulfato de sdédio a 0,1% a 50 °C; (2) empregam
durante a hibridacdao um agente desnaturante, tal como formamida,
por exemplo, formamida a 50% (v/v) com albumina de soro bovino a
0,1%/Ficoll a 0,1%/polivinilpirrolidona a 0,1%/tampdo fosfato de
s6dio a 50 mM a pH 6,5 com cloreto de sdédio a 750 mM, citrato de
sédio a 75 mM a 42 °C; ou (3) empregar formamida a 50%, 5 x SSC
(NaCl a 0,75 M, citrato de sdédio a 0,075 M), fosfato de sdédio a
50 mM (pH 6,8), pirofosfato de sdédio a 0,1%, solucdo de Denhardt
a 5 x, ADN de esperma de salmdo sonicado (50 ug/mL), SDS a 0,1%
e sulfato de dextrano a 10% a 42 °C, com lavagens a 42 °C em SSC
a 0,2 x (cloreto de sdédio/citrato de sdédio) e formamida a 50% a
55 °¢C, seguido por uma lavagem a restringéncia elevada,

consistindo em SSC a 0,1 x contendo EDTA a 55 °C.

“Condicgdes moderadamente restringentes” podem ser
identificadas como descrito por Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Nova Iorque: Cold Spring Harbor
Press, 1989 e incluem a utilizagdo de solucdo de lavagem e
condig¢cdes de hibridacao (e. g., temperatura, forca i1dénica e
%$SDS) menos restringentes do gue as descritas acima. Um exemplo
de condic¢bes moderadamente restringentes sado incubacgao durante a
noite a 37 °C numa solucgao compreendendo: formamida a 20%, SSC a
5 x (NaCl a 150 mM, citrato trissdédico a 15 mM), fosfato de
sédio a 50 mM (pH 7,6), solucdo de Denhardt a 5 x, sulfato de

dextrano a 10% e 20 mg/mL de ADN de esperma de salméo
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fragmentado desnaturado, seguido por lavagem dos filtros em SSC
a 1l x a cerca de 37-50 °C. O especialista na técnica reconheceréa
como ajustar a temperatura, forca idnica, etc. consoante a
necessidade, para acomodar factores, tal com o comprimento da

sonda e semelhantes.

No contexto da presente invencao, a referéncia a “pelo menos
um”, “pelo menos dois”, “pelo menos cinco”, etc. dos genes
listados num conjunto de genes particular significa qualguer uma

ou qualgquer e todas as combinacdes dos genes listados.

B. Descrigado Detalhada

A pratica da presente invencdo empregarda, salvo indicacdo em
contrario, técnicas convencionais de biologia molecular
(incluindo técnicas recombinantes), microbiologia, biologia
celular e bioquimica que estdo dentro do admbito do conhecimento
na técnica. Essas técnicas sao explicadas completamente na
literatura, tais como, “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”,
2@ edicao (Sambrook et al., 1989); “Oligonucleotide Synthesis”
(M.J. Gait, ed., 1984); “Animal Cell Culture” (R.I. Freshney,
ed., 1987); *“Methods 1in Enzymology” (Academic Press, Inc.);
“Handbook of Experimental Immunology”, 4@ edicadao (D.M. Weir &
C.C. Blackwell, eds., Blackwell Science 1Inc., 1987); “Gene
Transfer Vectors for Mammalian Cells” (J.M. Miller & M.P. Calos,
eds., 1987); *"“Current Protocols 1in Molecular Biology” (F.M.
Ausubel et al., eds., 1987); e *“PCR: The Polymerase Chain
Reaction”, (Mullis et al., eds., 1994).

25



1. Reacgdo da Polimerase em Cadeia (PCR)

O objectivo da reaccdo da polimerase em cadeia (PCR) é fazer
copias de um gene de modo a proporcionar quantidades maiores de
dcido nucleico para posterior utilizacdo. A PCR €& um processo
baseado numa enzima polimerase especializada (e. g. polimerase
de ADN Taq) que pode sintetizar uma cadeia complementar a uma
dada cadeia de ADN numa mistura contendo os quatro dNTP (sATP,
dCTP, dGTP, dTTP) e dois oligonucledétido iniciadores flangueando
a sequéncia alvo a ser amplificada. Os dois oligonucledétidos
iniciadores sdo utilizados para criar um amplicado tipico de uma
reacgdao de PCR. Um terceiro oligonucledétido ou sonda, ¢é
concebido para detectar a sequéncia de nucledtidos localizado
entre os dois iniciadores de PCR. Embora a concepc¢do da sonda
possa diferir, no método de PCR TagMan® os sinais da sonda séo
controlados pela proximidade de um corante repdrter fluorescente
e um corante de interrupcao fluorescente. Qualguer emisséo
induzida por laser a partir do corante repdrter é interrompida
pelo corante de interrupcgdo quando os dois corantes estao
localizados em proximidade um do outro, uma vez que se encontram
na sonda. Durante a reaccdo de amplificacdo, a enzima polimerase
(e. g., polimerase de ADN Taqg) cliva a sonda de um modo
dependente do molde. Os fragmentos da sonda resultantes
dissociam-se em solucdo e o sinal do corante repdérter libertado
fica livre do efeito de interrupc¢do do segundo fluordéforo. Uma
molécula do corante repdrter é libertada por cada nova molécula
sintetizada e a deteccgao do corante repdérter nao interrompido
proporciona a base para a interpretacdo quantitativa dos

resultados.

O material de partida para a PCR pode ser ADN, ADNc, ARNm ou

qualgquer outro polinucledétido que necessite de ser amplificado.
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Uma vez que a PCR requer ADN de cadeia simples como molde, se o
material de partida é ADN de cadeia dupla, necessita de ser

desnaturado de modo a produzir ADN de cadeia simples.

Como o ARN nao pode servir como um molde para PCR, se o
material de partida é ARN, o primeiro passo € a transcricgéao
reversa do ARN molde em ADNc, seguido pela sua amplificacéo
exponencial numa reacg¢ado de PCR. Esta versao de PCR é geralmente
referida como PCR de transcriptase reversa (RT-PCR). As duas
transcriptases reversas mais normalmente utilizadas sao a
transcriptase reversa do virus de mieloblastose de aves (AMV-RT)
e transcriptase reversa do virus da leucemia de murino Moloney
(MMLV-RT) . O passo de transcricdo reversa € tipicamente iniciado
utilizando iniciadores especificos, hexédmeros aleatdrios, ou
iniciadores de o0ligo-dT, dependendo das circunsténcias. Por
exemplo, ARN extraido a partir de uma amostra de tecido (e. g.
FPET) pode ser alvo de transcricdo reversa utilizando um GeneAmp
RNA PCR kit (Perkin Elmer, CA, EUA), seguindo as instrucgdes do
fabricante. O ADNc derivado pode ser entdo utilizado como um

molde na reaccao de PCR subsequente.

Embora o passo de PCR possa utilizar wuma variedade de
polimerases de ADN dependentes de ADN termoestdavel, emprega
tipicamente a polimerase de ADN Tag que possul uma actividade de
nuclease 5’-3’ mas nao tem uma actividade de endonuclease de
controlo de leitura 3’-5’. Assim, a PCR TagMan® utiliza
tipicamente a actividade de nuclease 5’ da polimerase Taqgq ou Tth
para hidrolisar uma sonda de hibridacdo ligada ao seu amplicéo
alvo, mas pode ser utilizada gqualquer enzima com actividade de
nuclease 5’ equivalente. Neste caso, a sonda é concebida para
ser nao extensivel pela enzima polimerase de ADN Tag. A RT-PCR

TagMan® pode ser realizada utilizando equipamento comercialmente
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disponivel, tal como, por exemplo, ABI PRISM 7700™ Sequence
Detection System™ (Perkin-Elmer-Applied Biosystems, Foster City,
Ca, EURA), ou Lightcycler (Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Alemanha). Numa forma de realizacao preferida, o
processo de nuclease 5’ é realizado num dispositivo de PCR em
tempo real quantitativo, tal como o ABI PRISM 7700™ Sequence
Detection System™. O sistema consiste num termociclador, laser,
dispositivo de carga acoplado (CCD), cémara e computador. O
sistema amplifica amostras num formato de 96 pogos num
termociclador. Durante a amplificacdo, o sinal fluorescente
induzido por laser é recolhido em tempo real através de cabos de
fibra o6ptica para todos os 96 pogcos e detectado no CCD. O
sistema inclui software para operar o 1instrumento e para

analisar os dados.

Os dados do ensaio da nuclease 5’ sao inicialmente
expressados como Ct ou o ciclo do limiar. Como discutido acima,
os valores de fluorescéncia sao registados durante cada ciclo e
representam a qguantidade de produto amplificado até esse ponto
na reaccado de amplificacdo. O ponto em que o sinal de
fluorescéncia é primeiro registado como estatisticamente

significativo é o ciclo do limiar (Ct).

Para minimizar erros e o efeito de variacgdao amostra-para-
amostra, a RT-PCR & normalmente realizada utilizando um padrao
interno. O padrao interno ideal é expresso a um nivel constante
entre diferentes tecidos e nédo ¢é afectado pelo tratamento
experimental. Os ARN utilizados frequentemente para normalizar
padrdes de expressao genética sdao ARNm para oS8 genes domésticos

gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH) e B-actina.
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Para mais detalhes sobre PCR em tempo real gquantitativo, ver
também Held et al., Genome Research 6:986-994 (1996). A PCR é
descrita nas Patentes U.S. N° 4683202, 4683195; 4965188; e

5075216.

2. Intrbdes e Excisdo do ARN

A maioria dos genes em eucariotas superiores contém mais do
que 100 000 pares de nucledtidos, alguns contendo mais de
2 milhdes de pares de nucledtidos. Isto ¢é significativamente
mais longo do que a sequéncia de nucledtidos necessdria para
codificar uma proteina de tamanho médio (300-400 aminodcidos)
que estd na ordem dos cerca de 1000 nucledétidos. A maior parte
do comprimento extra consiste em sequéncias néado codificantes
(intrao) gque interrompem as sequéncias codificantes (exao) na
sequéncia do gene. A maioria dos genes de eucariotas superiores
que codificam para ARNm, ARNt e alguns que codificam para ARNr
sdo interrompidos por sequéncias de intrdo. Os genes para ARNm
possuem tipicamente 0 a 60 intrdes; enguanto que 0SS genes para

ARNt incluem tipicamente 0 ou 1 intréao.

Quando o ARNm ¢é transcrito a partir de ADN, a principio,
tanto as sequéncias de exdao como de intrdo sao transcritas para
dentro do denominado ARN nuclear heterogéneo (hnARN) ou ARN
imaturo ou pré-ARNm. Todavia, antes do ARN sair do nucleo, as
sequéncias de 1intrdo sao frequentemente removidas do ARNm
transcrito como um resultado de um processo conhecido como
excisdao do ARN. O processo da remocao de intrdes envolve um
processo de lagos preciso, controlado por uma sequéncia de
nucledétidos especifica contigua os exdes. Quase todos os intrdes

podem ser identificados através de sequéncias de consenso
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especificas. As primeiras duas bases de um intrdo sdo sempre GU,
enquanto que as Ultimas duas bases sao sempre AG, mas o0s sitios
de excisdo 5’ e 3’ possuem tipicamente sequéncias de consenso
que se estendem para além dos motivos GU e AG. A excisao do ARNm
ocorre numa particula denominada spliceossoma, enquanto gque o
ARNt e o ARNr sao excisados por mecanismos gque nao envolvem

spliceossomas.

Os 1intrbdes sao tipicamente muito mais compridos do que os
exdes (sequéncias que estdao presentes no ARNm). Um exao de
eucariota médio tem cerca de 150 nucledétidos de comprimento,
enquanto que um uUnico intrdo humano pode ser tao comprido como
préximo de 500000 nucledtidos, mas tipicamente sdo cerca de
2000-4000 nucledétidos. Em geral, um gene eucaridtico contém
muito mais sequéncias de intrdes do que de exdes, como ilustrado
pela tabela seguinte (Molecular Biology of the Cell, Bruce
Alberts et al., eds., 32 edicado, Garland Publishing Company,
Nova Iorque, N.I., 1994, p. 340):
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Tabela 1

Gene Tamanho do gene | Tamanho do ARNm Numero de
(x 10° (x 10° intrées
nucledtidos) nucledétidos)
R-globina 1,5 0,6 2
Insulina 1,7 0,4 2
Proteinase C 11 1,4 7
Albumina 25 2,1 14
Catalase 34 1,6 12
Receptor de LDL 45 5,5 17
Factor VIII 186 9 25
Tiroglobina 300 8,7 36

Numa forma de realizacdo particular da presente invencao, as

sequéncias de intrdao num gene de interesse sao sujeitas a um

processo de seleccao para identificar a sequéncia ou sequéncias

de ARN intrdénico que co-expressa com as sSequéncias de ARN do

exdao (i. e., ARNm) do mesmo gene. Essas sequéncias de intrao
seleccionadas, cuja expressao esté correlacionada com a
expressao das sequéncias de exao, possuem propriedades
especialmente desejaveis como potenciais marcadores de
diagnéstico: (1) devido ao seu desempenho técnico favoravel
(especificamente, optimizar a especificidade e a sensibilidade
do ensaio); e, (2) qualquer gue seja a i1importédncia biomédica

ligada ao nivel de ARNm do gene também estd ligada aos niveis

celulares das sequéncias intrdnicas. Por exemplo, niveis

elevados de uma espécie de ARNm gque codifica um factor de

crescimento potente estdo provavelmente correlacionados com a

elevada velocidade de crescimento de uma célula. Sequéncias

intrénicas possuindo niveis celulares que estdo correlacionados
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com o0s niveis de ARNm deste mesmo gene possuem a mesma
probabilidade de se correlacionar com velocidade de crescimento
elevada de uma célula. Essas sequéncias intrédénicas seleccionadas
podem ser entdao utilizadas para rastrear espécimes de tecido
valioso para pesquisar correlacgdes clinicas e significativas

para diagndstico, previsdao ou progndstico.

Um processo exemplar para seleccionar sequéncias de intréo
que co-expressa com O ARNm do mesmo gene € cCcomo sSe Ssegue.
Resumidamente, para qualquer gene de interesse, é ensaiado um
conjunto de tecidos relevantes de uma populacdo de doentes de
interesse para medir os niveis de um conjunto de sequéncias
intrénicas e de ARNm. As sequéncias intrdnicas que se observaram
possuir o coeficiente de correlacdo de Pearson mais elevado para
co-expressao com as sequéncias de ARN do exao (ARNm) sao depois
seleccionados. O numero de doentes estudados neste processo &,
de um modo preferido, pelo menos, acima de 50 e, de um modo mais

preferido, pelo menos, cerca de 100.

Num exemplo especifico, o artigo biomédico de interesse
refere-se a doentes com cancro da mama e o gene de 1interesse
pode ser o marcador de crescimento tumoral Ki-67. Neste caso,
sdo utilizados tumores de 50 ou mais doentes de cancro da mama
para medir os niveis de ARNm de Ki-67 e os niveis de sequéncias
de multiplos intrdes Ki-67 e o0s intrdes qgue possuem O
coeficiente de correlacdo de Pearson mais elevado co-expressando

com ARN do exdo sao seleccionados.

Uma vantagem deste processo € que a seleccgdo da sequéncia
intrénica preferida pode ser realizada com espécimes de tecido
que sao relativamente faceis de obter e abundantes (por exemplo,

espécimes que nao tém registos «clinicos ligados valiosos).
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Devido a esse tecido poder proporcionar grandes gquantidades de
ARN para rastreio, serd possivel detectar sinais de expressao
genética a partir de sondas mesmo sub-éptimas. Os ensaios
altamente sensiveis e especificos baseados nas sequéncias
intrénicas seleccionadas podem ser depois utilizadas ©para
rastrear espécimes de tecido wvaliosos, por exemplo, espécimes
ligados a informacg¢do clinica importante, tais como recorréncia
de doenca, morte, ou resposta a fdrmacos terapéuticos ou regimes

de tratamento definidos.

3. Perfis de Expressdo Genética Utilizando Conjuntos de

Sondas Iniciador/Sonda de PCR a base de Intrdes

Presentemente, iniciadores de PCR e sondas gdo concebidos
com base na sequéncia de ARNm ou ADNc, sem considerar as
sequéncias de intrdo. Na verdade, o0s intrdes sdao normalmente
considerados como material de “empacotamento” que ¢é removido

durante a excisdo e geralmente rapidamente degradado.

A presente invencdo baseia-se na descoberta experimental néo
antecipada de que os ARN do intrdao podem ser rapidamente
detectados por RT-PCR, mesmo utilizando ARN altamente degradado
a partir de espécimes de tecido fixo, embebido em parafina. Em
particular, observou-se que em perfis de expressao genética para
um dado gene, 0s sinais de RT-PCR de conjuntos de
sonda/iniciador a base de intrdo podem ser tdo grandes como, ou
maiores, do que os sinais de RT-PCR a base do exao. Embora esta
descoberta seja suportada por algumas descobertas recentes com
certas espécies de ARNm, ndo estd de acordo com a opiniao
prevalente de eu os intrdes sado degradados muito rapidamente

apdés a excisao (Thomas et al., J. Virol. 76:532-40 [2002];
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Clement et al., J. Biol. Chem. 276:16919-30 [2001]; Sharp et
al., Ann. Rev. Biochem. 55:1119-1150 [1986]).

Também inesperado, as constatgdes experimentais subjacentes
a presente invengdo, indicam gue o ARN intrénico pode ser
utilizado para perfis de expressao genética, porque as
quantidades de tecido de sequéncias de intrdo e exdo expressas
tendem a estar correlacionadas. Este resultado ndao é antecipado
porque existe pouca ou nenhuma evidéncia de gque a proporcgao das
constantes da velocidade global para a sintese e processamento
de sequéncias de intrdao e exdao transcritas sdo semelhantes. De
facto, a literatura cientifica proporciona evidéncia sobre a
complexidade do processamento de pré-ARNm e intrdao excisado. Por
exemplo, pode existir pré-ARNm em multiplas misturas cinéticas
(Elliott e Rosbash, Exp. Cell Res. 229:181-8 [1996]), com sub-
populagdes contendo ARN de intrdo gue naoc sao eficientemente
removidas por excisdao e sao transportadas para o citoplasma em
espécies de ARNm “imaturas’”, em que podem decair a velocidades
diferentes das sequéncias de ARN de intrdo nuclear (Wang et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:4360-5 [1997]). Existe evidéncia
de que certos ARN de intrdo excisados entram no citoplasma em

estrutura de laco (Clement et al., RNA 5:206-20 [1999]).

Finalmente, os resultados aqui apresentados indicam que as
sequéncias de intrdo podem servir como marcadores moleculares de
diagnéstico ou progndéstico. O exame de quatro ARNm demonstraram
previamente serem progndéstico no cancro, estd demonstrado que as
suas sequéncias de intréao correspondentes também sao
prognosticantes e nas mesmas direcc¢des gque as sequéncias de exao

parentais transcritas (i. e., progndéstico positiva ou negativo).
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Em resumo, a abordagem da invencao foi demonstrada como se
segue. O documento WO 0378662 descreve um conjunto de genes que
prevé a probabilidade de recorréncia do cancro da mama. Nesse
estudo, os niveis de sequéncias de exdao transcritas em espécimes
de tecido de cancro da mama fixos embebidos em parafina de
146 doentes foram medidas por RT-PCR utilizando conjuntos de
iniciador de PCR/sonda a base do exdo. No estudo aqui descrito,
0s ensaios de RT-PCR foram criados para medir os niveis de
sequéncia de intrado transcritos em quatro dos genes marcadores
previamente identificados e depois utilizados para rastrear ARN
de 60 espécimes de Dbiopsia fixos embebidos em parafina
(representando 60 doentes diferentes, um subconjunto dos doentes
avaliados no estudo anterior). Os resultados apresentados nos
exemplos abaixo demonstram que para cada gene os intrdes e exdes
SA0 co-expressos e gque os intrdes prevéem o risco de recorréncia
da doenca, como previsto pelos resultados anteriores a base do

exao.

3. Concepgdo de Iniciadores de PCR e Sondas a base de

Intrdes

De acordo com um aspecto da presente invencao, 0Ss
iniciadores de PCR e sondas sao concebidos com base nas
sequéncias de intrdao presentes no gene a ser amplificado.
Consequentemente, o) primeiro passo na concepgao do
iniciador/sonda € delinear as sequéncias de intrdo nos genes.
Isto pode ser realizado através de software disponivel ao
publico, tal como o software DNA BLAT desenvolvido por Kent,
W.J., Genome Res. 12(4):656-64 (2002), ou pelo software BLAST,

incluindo as suas variacgdes. 0s passos subsequentes seguem
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métodos bem estabelecidos de concepcgdo de iniciador de PCR e

sonda.

De modo a evitar sinais nao especificos, ¢é importante
mascarar as sequéncias repetitivas nos intrdes guando se
concebem os iniciadores e sondas. Isto pode ser rapidamente
realizado utilizando o programa Repeat Masker disponivel online
através de Baylor College of Medicine que rastreia as sequéncias
de ADN contra uma biblioteca de elementos repetitivos e devolve
uma sequéncia de andlise, na qual os elementos repetitivos estéo
mascarados. As sequéncias de intrdo mascaradas podem ser entéo
utilizadas para conceber sequéncias de iniciador e sonda
utilizando quaisquer programas de concepcdao de iniciador/sonda
comercialmente ou de qualquer outra forma, disponiveis ao
publico, tais como Primer Express (Applied Biosystems); MGB
assay-by-design (Applied Biosystems); Primer3 (Steve Rozen e
Helen J. Skaletsky (2000) Primer3 on the WWW for general users
and for biologist programmers. Em: Krawetz S, Misener S (eds)
Bioinformatics Methods and Protocols: Methods 1in Molecular

Biology. Humana Press, Totowa, NJ, pp 365-386).

Os factores mais 1importantes considerados na concepgao de
iniciadores para PCR, incluem o comprimento do iniciador, a
temperatura de fusdo (Tm) e o contetdo em G/C, especificidade,
complementaridade das sequéncias do iniciador e a sequéncia da
extremidade 3’. Em geral, iniciadores de PCR O¢ptimos tém
geralmente 17-30 bases de comprimento e contém cerca de 20-80%,
tal como, por exemplo, cerca de 50-60% de bases G+C. As Tm'’s
entre 50 e 80 °C, e. g., cerca de 50 a 70 °C sao tipicamente

preferidas.
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Para directrizes posteriores para concepcgdo de iniciador de
PCR e sonda ver, e. g. Dieffenbach, C.W. et al., *“General
Concepts for PCR Primer Design” em: PCR Primer, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nova Iorque, 1995,
pp. 133-155; 1Innis e Gelfand, *“Optimization of PCRs” em: PCR
Protocols, A Guide to Methods and Applications, CRC Press,
Londres, 1994, pp. 5-11; e Plasterer, T.N. Primerselect: Primer

and probe design. Methods Mol. Biol. 70:520-527 (1997).

4, Aplicagdes

Os métodos da presente invencado e, especificamente, os
iniciadores de PCR e sondas a base de intrdes aqui apresentados,
tém utilidade em todos os campos em que a amplificacdao de um
dcido nucleico (incluindo ARN, ADN e, em geral, todos os oligo-
e poli nucledétidos) representando um gene ou um fragmento de
gene & necessaria. Por 1sso, o0s 1iniciadores de PCR e sondas
concebidos de acordo «com a presente invencao podem @ ser
utilizados para amplificar genes individuais, ou genes maltiplos
presentes numa amostra bioldgica com o objectivo de determinar
perfis de expressdao genética através de qualquer metodologia
incluindo, sem limitacdo, determinacdo de perfis de expressao
genética baseada em PCR quantitativa (e. g. RT-PCR quantitativa)

e andlise de microarray e ensaios a base de esferas.

Por exemplo, numa forma de realizacdo especifica da técnica
de microarray, sao aplicadas insercgdes de clones de ADNc
amplificados por PCR a um substrato num array denso. De um modo
preferido, sao aplicadas, pelo menos, 10000 sequéncias de
nucledétidos ao substrato. O0Os genes dispostos em microarrays,

imobilizados no microchip em, pelo menos, 10000 elementos cada,
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sdo adequados para hibridacdo em condic¢cdes de restringéncia. As
sondas de ADNc marcadas com fluorescéncia podem ser criadas
através da incorporacdao de nucledtidos fluorescentes  por
transcrig¢do reversa de ARN extraido a partir dos tecidos de
interesse. As sondas de ADNc marcadas aplicadas ao chip hibridam
com especificidade a cada ponto de ADN no array. Apds lavagem
restringente para remover sondas ligadas nao especificamente, o
chip é rastreado por microscopia de laser confocal ou por outro
método de deteccdo, tal como uma cdmara de CCD. A quantificacéo
da hibridacdo de cada elemento disposto em array permite a
avaliacgao da abundéncia do ARNm correspondente. Com
fluorescéncia de cor dupla, sondas de ADNCcC marcadas
separadamente criadas a partir de duas fontes de ARN sao
hibridadas par a par com o array. A abundancia relativa dos
transcritos a partir das duas fontes correspondentes a cada gene
especificado, ¢é assim determinada simultaneamente. A escala
miniaturizada da hibridacdo permite uma avaliacdo conveniente e
rapida de um padrdo de expressdo para numeros grandes de genes.
Esses métodos demonstraram possuir a sensibilidade necesséaria
para detectar transcritos raros que sSao expressos em algumas
cépias por célula e detectar de forma reprodutivel, pelo menos,
diferencas de duas vezes nos niveis de expressao (Schena et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93(2):106-149 (1996)). A andlise de
microarray pode ser realizada através de equipamento disponivel
comercialmente, seguindo os protocolos do fabricante, tal como
utilizando a tecnologia Affymetrix GenChip, ou a tecnologia de

microarray da Agilent.

Um aspecto importante da presente invencado é utilizar a
amplificagcdo genética a Dbase de intrdes como parte de
determinacdao de perfis de expressao genética para estar de

acordo com doentes para os melhores fadrmacos ou combinacdes de
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fdrmacos e para proporcionar informagdo de prognéstico. Por
exemplo, a expressao de genes medida em tecido de cancro (e. g.,
tecido de biopsias de cancro da mama) pode ser utilizada para
prever a probabilidade de sobrevivéncia a longo termo, sem
doenca, de doentes apds cirurgia e/ou outra terapia de cancro,
ou para prever a resposta do doente a uma abordagem terapéutica
particular. Para este efeito, € tipicamente necessdrio corrigir
(normalizar) ambas as diferencas na quantidade de ARN ensaiado e
a variabilidade na qualidade do ARN wutilizado. Por isso, o0s
ensaios de uma 1invengao normalmente medem e incorporam a
expressao de certos genes normalizantes, incluindo genes de
referéncia bem conhecidos, tais como GAPDH e Cypl.
Alternativamente, a normalizacdo pode ser baseada no sinal médio
ou mediano (Ct) de todos o0s genes ensaiados ou um grande
subconjunto destes (abordagem de normalizacado global). Numa base
de gene-por—-gene, a quantidade normalizada medida de um ARNm do
tumor de um doente é comparada com a quantidade encontrada num
cancro, e. g., conjunto de referéncia de tecido do cancro da
mama. O numero (N) de tecidos de cancro, e. g., cancro da mama,
neste conjunto de referéncia deve ser suficientemente elevado
para assegurar que conjuntos de referéncia diferentes (como um
todo) se comportam essencialmente do mesmo modo. Se esta
condicao for satisfeita, a identidade dos tecidos de cancro da
mama individual presentes num conjunto particular nao teréao
impacto significativo nas quantidades relativas dos genes
ensaiados. Normalmente, o conjunto de tecido de referéncia de
cancro da mama consiste em, pelo menos, cerca de 30, de um modo
preferido, pelo menos, cerca de 40 espécimes de tecido de cancro
da mama diferentes fixos, embebidos em parafina (FPE). Salvo
referéncia em contrdrio, os niveis de expressdao normalizados
para cada ARNm/tumor testado/doente serdo expressos como uma

percentagem de um nivel de expressao medido no conjunto de
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referéncia. Mais especificamente, o conjunto de referéncia de um
numero suficientemente elevado de (e. g., 40) tumores produz uma
distribuicdo de niveis normalizados de cada espécie de ARNm. O
nivel medido numa amostra de tumor particular a ser analisada
cal em algum percentil neste intervalo que pode ser determinado

através de métodos bem conhecidos na técnica.

Num estudo de Fase II da expressao do gene em amostras de
tecido fixo, embebido em parafina de carcinoma da cémara
invasivo, a sobre expressao de qualgquer dos genes seguintes no
tecido de cancro da mama foi observado indicar uma probabilidade
reduzida de sobrevivéncia sem recorréncia de cancro apds
cirurgia: FOX1l; PRAME; SKT15, Ki-67; CA9; NMEl; SURV; TFRC; YB-
1; RPS6KB1l; Src; Chkl; CCNB1; Chk2; CDC25B; CYP3A4; EpCAM;
VEGFC; hENT1; BRCAZ2; EGFR; TKl; VDR.

No mesmo estudo, a sobre expressao de qualquer um dos
seguintes genes em cancro da mama indica um melhor progndstico
para sobrevivéncia sem recorréncia de cancro apds cirurgia:
Blcl2; CEGP1l; GSTMl; PR; BBC3; GATA3; DPYD; GSTM3; 1ID1l; EstRI1l;
p27; XIAP; IGF1R; AK055699; P13KC2A; TGFB3; BAGIl; pS2; WISPIL;

HNF3A; NFKBp65.

Neste mesmo estudo de Fase II da expressao genética em
amostras de tecido fixo embebido em parafina de cancro da mama
positivo para ER, a sobre expressao dos seguintes genes foi
indicativa de uma probabilidade reduzida de sobrevivéncia sem
recorréncia de cancro apds cirurgia: PRAME; FOXM1; EPHX1; HIF1A;
VEGFC; Ki-67; VDR; NMEl. Alguns destes genes (PRAME; FOXM1;
VEGFC; Ki-67; VDR; e NMEl) foram também identificados como
indicadores de progndéstico fraco na andlise prévia, ndo limitada

a cancro da mama positivo para ER. A sobre expressao dos
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restantes genes (EPHX1 e HIF1A) foi verificada ser um indicador
negativo de sobrevivéncia sem doenca apenas no cancro da mama
positivo para ER. A sobre expressao dos seguintes genes em
cancro positivo para ER foi verificado ser indicativo de um
melhor progndstico para sobrevivéncia sem recorréncia de cancro
apds cirurgia: Bcl-2; DIABLO; IGF1R; GSTM3. Dos ultimos genes,
Bcl-2; IGFR1; e GSTM3 também foram identificados como
indicadores de bom progndéstico na andlise prévia, ndo limitada a
cancro da mama positivo para ER. A sobre expressdo de DIABLO
pareceu ser um indicador positivo de sobrevivéncia sem doenca
apenas em cancro da mama positivo para ER. Para mais detalhes

ver o documento WO 0378662.

Os estudos descritos acima foram realizados essencialmente
como descrito no Exemplo 2 abaixo, excepto que a amplificacao do
gene foil estudada utilizando amplicdes a base de exdo. Para mais
detalhes, ver o documento WO 0378662. Como atestado para os
resultados apresentados no Exemplo 2, os resultados obtidos
utilizando amplicdes a base de intrdes apresentam correlacdo
excelente com 08 resultados anteriores e proporcionam

tipicamente o beneficio adicional de sensibilidade aumentada.

As constatacdes do estudo prévio de Fase II de carcinoma do
ducto da mama invasivo foram submetidas a andlise multivariada
passo a passo, utilizando o Modelo de Riscos Poporcional de Cox

utilizando a seguinte equacgao:

RR=exp[coef (genehA) x Ct(geneA) + coef(geneB) x Ct(geneB) +

coef (geneC) x Ct(geneC) + ....].

Nesta equacdo, os coeficientes para os genes que constituem

uma previsao de resultados benéficos sdo numeros positivos e os
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coeficientes para genes gue sdo uma previsdao de resultados
desfavordaveis sdao numeros negativos. Os valores de “Ct” na
equacao sao ACts, i. e., reflectem a diferenca entre o valor de
Ct médio normalizado par uma populacdo e o Ct normalizado medido
para o doente em questdo. A convencdo utilizada na andlise foi
que os ACts abaixo e acima da média da populagdo possuem sinais
positivos e sinais negativos, respectivamente (reflectindo
abundancia de ARNm superior ou inferior). O risco relativo (RR)
calculado resolvendo esta equacao indica se o doente tem uma
hipdtese aumentada ou reduzida de sobrevivéncia a longo termo

sem recorréncia de cancro.

Numa andlise multivariada, utilizando um conjunto de
interrogacadao incluindo um numero de genes reduzido, foram
identificados o0s seguintes conjuntos de dez genes como possuindo
valor de previsdao particularmente forte de sobrevivéncia do

doente sem recorréncia de cancro apds remogdo cirurgica do tumor

primario.

1. Bcl2, cyclinGl, NFKBp65, NME1l, EPHX1, TOP2B, DR5, TERC,
Src, DIABLO;

2. Kie7, XIAP, hENT1, TS, CDh9, ©p27, cyclinGl, pS2,
NFKBp65, CYP3A4;

3. GSTM1, XIAP, Ki67, TS, cyclinGl, p27, CYP3RA4, ©pS2,
NFKBp65, ErbB3;

4. PR, ©NMEl, XIAP, wupa, cyclinGl, Contig51037, TERC,

EPHX1, ALDH1A3, CTSL;
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5. CA9, NME1l, TERC, c¢yclinGl, EPHX1, DPYD, Src, TOPZ2E,

NFKBp65, VEGFC;

6. TFRC, XIAP, Kié67, TS, cyclinGl, p27, CYP3A4, pS2,
ErbB3, NFKBp65.

Numa andlise multivariada, utilizando um conjunto de
interrogagcdo incluindo todos os genes identificados, foram
identificados os seguintes conjuntos de dez genes como possuindo
valor de previsdao particularmente forte de sobrevivéncia do

doente sem recorréncia de cancro apds remocg¢do cirurgica do tumor

primario.

1. Bcl2, PRAME, cyclinGl, FOXM1l, NFKBp65, TS, XIAP, Ki67,
CYP3RP4, p27;

2. FOXM1, c¢cyclinGl, XIAP, Contigb51037, PRAME, TS, Kio67,
PDGFRa, p27, NFKBp65;

3. PRAME, FOXM1, cyclinGl, XIAP, Contig51037, TS, Kie,
PDGFRa, p27, NFKBp65;

4, Ki67, XIAP, PRAME, hENT1l, contig51037, TS, CD9, p27,
ErbB3, cyclinGl;

5. STK15, XIAP, PRAME, PLAUR, p27, CTSL, CD18, PREP, pb53,
RPS6KB1;

6. GSTM1, XIAP, PRAME, r27, Contigb1037, ErbB3, GSTp,

EREG, ID1, PLAUR;
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7. PR, PRAME, NMEl, XIAP, PLAUR, cyclinGl, Contig51037,

TERC, EPHX1, DR5;

8. CA9, FOX1l, cyclinGl, XIAP, TS, Ki67, NFKBp65, CYP3A4,

GSTM3, p27;

9. TFRC, XIAP, PRAME, p27, Contig51037, ErbB3, DPYD, TERC,

NME1l, VEGFEC;

10. CEGPl, PRAME, hENT1, XIAP, Contig51037, ErbB3, DPYD,

NFKBp65, ID1, TS.

Utilizando a mesma abordagem de andlise multivariada para
cancro da mama positivo para ER, foram identificados os
seguintes conjuntos de dez genes como possuindo valor de
previsado particularmente forte de sobrevivéncia de doentes sem

recorréncia de cancro apds remocdo cirurgica do tumor priméario.

1. PRAME, p27, IGFBP2, HIF1A, TIMP2, DLT2, CYP3A4, 1IDI,
EstR1l, DIABLO;

2. Contig51037, EPHX1, Kie7, TIMPZ, cyclinGil, DPYD,

CYP3A4, TP, AIB1l, CYP2CS8;

3. Bcl2, hENT1l, FOXM1l, Contigb51037, cyclinGl, Contig46653,
PTEN, CYP3A4, TIMPZ2, AREG;

4. HIF1A, PRAME, p27, IGFBP2, TIMP2, ILT2, CYP3A4, 1IDI1,

EstR1, DIABLO;

5. IGF1R, PRAME, EPHX1l, Contigb51037, cyclinGl, Bcl2, NME1,

PTEN, TBP, TIMP2;
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

FOXM1, Contigbl1037, VEGFC, TBP, HIF1A, DPYD, RADSIC,
DCR3, cyclinGl, BAGI1;

EPHX1, Contig51037, Kié7, TIMP2, cyclinGl DPYD, CYP3A4,
TP, AIB1, CYP2CS8;

Kie7, VEGFC, VDR, GSTM3, p27, upa, ITGA7, rhoC, TERC,
Pinl;

CDC25B, Contigb1037, hENT1, Bcl2, HLAG, TERC, NMEL,
upa, I1D1, CYP;

VEGFC, Ki67, VDR, GSTM3, p27, upa, ITGA7, rhoC, TERC,
Pinl;

CTSB, PRAME, p27, IGFBP2, EPHX1, CTSL, BAD, DR5, DCR3,
XIAP;

DIABLO, Ki67, hENT1, TIMP2, 1IDl1, p27, KRT19, IGFBP2,
TS, PDGFB;

p27, PRAME, IGFBP2, HIF1A, TIMP2, ILT2, CYP3A4, 1IDI1,
EstR1, DIABLO;

CDH1; PRAME, VEGFC; HIF1A; DPYD, TIMP2, CYP3A4, EstRI1,
RBP4, p27;

IGFBP3, PRAME, p27, Bcl2, XIAP, EstR1l, Kie67, TS, Src,
VEGF;

GSTM3, PRAME, p27, IGFBP3, XIAP, FGF2, hENT1, PTEN,
EstR1l, APC;
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17. hENT1, Bcl2, FOXM1l, Contigb51037, CyclinGl, Contig46653,
PTEN, CYP3A4, TIMP2, AREG;

18. STK15, VEGFC, PRAME, p27, GCLC, hENT1, IDl, TIMP2,
EstR1l, MCP1;

19. NME1l, PRAM, ©p27, IGFBP3, XIAP, PTEN, hENT1, Bclz,

CYP3A4, HLAG;

20. VDR, Bcl2, p27, hENT1, p53, PI3KC2A, EIF4E, TFRC, MCM3,
ID1;

21. EIF4E, Contigbl1037, EPHX1, cyclinGl, Bcl2, DRS5, TRP,
PTEN, NMEl, HER2;

22. CCNBl, PRAME, VEGFC, HIF1lA, hENT1, GCLC, TIMP2, 1ID1,
27, upa;

23. ID1, PRAME, DIABLO, hENT1, p27, PDGFRa, NME1l, BINI1,
BRCALl, TP;

24. FBX05, PRAME, IGFBP3, p27, GSTM3, hENT1l, XIAP, FGF2,
TS, PTEN;

25. GUS, HIAlA, VEGFC, GSTM3, DPYD, hENT1, FBX05, CA9, CYP,
KRT18;

26. Bclx, Bcl2, hENT1l, Contigb51037, HLAG, CD9, 1ID1l, BRCAl,
BIN1, HBEGE.

A luz da excelente correlacdo entre os resultados de
determinacdo de perfis de expressdo genética a base de exdes ou

a base de intrdes (ver Exemplo 2), €& esperado gue 0SS mesmos
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conjuntos de genes possuam um valor de progndstico semelhante
quando a determinacdo da expressao genética ¢é Dbaseada na
quantificacao de sinais de RT-PCR de conjuntos de

iniciador/sonda a base de intrdes.

Outros detalhes da invencgcao serao aparentes a partir dos

seguintes exemplos ndo limitativos.

Exemplo 1

Concepgcado e Utilizagdo de Conjuntos de Iniciador de

PCR/Sonda Especificos de Intrdes

Foi extraido ARN a partir de espécimes de biopsia de cancro
da mama fixos em formalina, embebidos em parafina (FPET)
(Clinomics Biosciences Inc., Pittsfield, MA) somo se segue.
Foram cortadas trés secgdes de 10 uM e colocadas num tubo de
1,5 mL. A parafina foi removida por extracgado com xileno (1 mL,
3 vezes) seguido por lavagem com etanol (1 mL, duas vezes). O
ARN foi isolado de blocos de tecido seccionados utilizando o
MasterPure™ Kit de Purificacado (Epicentre, Madison, WI). O ARN
foi gquantificado pelo RiboGreen Fluorescence Method (Molecular
Sondas). Foram entdao reunidas vinte amostras de ARN FPET e

utilizadas como descrito abaixo.

A primeira cadeia do ADNc foi sintetizada wutilizando
Qiagen’s Omniscript Reverse Transcriptase com 1iniciadores
especificos para 0 gene reunidos (iniciadores reversos
apresentados na Figura 2) hexé@meros aleatdrios e Inibidor de
ARNase, utilizando ARN FPET reunido (400 ng). Também foi

realizada uma reacgcao sem transcriptase reversa (RT) com 150 ng
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de ARN FPET reunido,

Tagman a 5 ng/poco.

ARN suficiente para realizar a amplificacéo

Tabela 2
Reagentes RT Sem RT Conc. final
Vol (uL) |[Vol (uL)

Tampao RT 10 X 4 2 1X
Mistura de dNTP, 5 mM de |4 2 500 uM cada
cada dNTP
Hexdmero aleatdério ABI 50(1 0,5 1,23 uM
M
Mistura GSP, 1 uM 2 1 50 nM
Inibidor de ARNase ABI 20 |1 1 20 U/reaccgao
U/uL
Omniscript RT, 4U/uL 2 0 8U ou

0 U/reaccgéo
Agua sem nuclease 10 5,5
ARN FPET reunido (164 | 16 8 65,6 ng/uL
ng/ul)
Vol total 40 20

Condigdes de reaccgao:

Ensaio TagMan

37 °C, 60 min,

93 °C, 5 min

Ensaios TagMan para o painel de 48 genes foram realizados em

pocos em triplicado

incorporacdo de ARN

com volume

de 5 ng por
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reaccao “sem RT” para cada gene num uUnico pog¢o como controlo
para verificar que o ARN mais do que os sinais de ADN estavam a
ser medidos. Foi realizada quantificacdo em tempo real no ABI

7700 utilizando os seguintes paré@metros:

Condic¢des dos ciclos: 95 °C, 10 min durante um ciclo, 95 °C,

20 seg seguido por 60 °C, 45 seg, 40 ciclos.

Volume de reaccao: 25 uL.

Condicgdes de camada de tampao: FAM, (a referéncia passiva é

ROX)

Resultados

Foram concebidos conjuntos de iniciador-sonda  Tagman
especificos com base em intrdes mascarados os genes CEGP1,
FOXM1, PRAME e STK15. Para delinear as sequéncias de intrao nos
genes, a sequéncia de referéncia do NCBI para cada ARNm
(NM_XXXXXX) foi alinhada com o genoma humano utilizando o
programa de alinhamento de tipo BLAST (BLAT) disponivel no sitio
de recursos de genoma online da Universidade de Santa Cruz
(http://genome.ucsc.edu) . As sequéncias de intrdo foram depois
pesquisadas quando a sequéncias repetitivas utilizando o
programa Repeat Masker disponivel online através de Baylor

College of Medicine (http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/seqg-

util/seg-util.html). Sequéncias repetidas, tais como repeticgdes

de Alu, sdo identificadas por este programa e mascaradas. E
importante excluir estas sequéncias antes de conceber
iniciadores-sondas porque produzem sinais fortes, nao

especificos. As sequéncias de 1intrdao mascaradas (Figuras 1A-M)
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foram entdo wutilizadas para conceber conjuntos de iniciador-
sonda Tagman utilizando Primer Express (ABI). Outros programas
adequados para conjuntos de iniciador-sonda @ incluem, por
exemplo, © novo programa de concepcao de sonda iniciadora para
ensaios-por—-desenho de MGB (ABI) . Os amplicdes para cada
conjunto de iniciador-sonda sao delineados em fonte a negrito na
Figura 1. Cada conjunto iniciador-sonda especifico é apresentado

na Figura 2.

Os conjuntos de iniciador-sonda especificos para o intrao
(genes de teste) foram utilizados em conjunto com o seu conjunto
de iniciador-sonda especifico para o exao correspondente (gene
de referéncia) em experiéncias de perfil de expressdo de genes
Tagman convencionais utilizando ARN FPET reunido. A expressao

normalizada foi calculada pela férmula 2°°F

em que ACt é a
diferenca entre os Ct do conjunto de iniciador-sonda de gene de
teste e o0s conjuntos de iniciador-sonda de gene de referéncia

[Ct (referéncia)-Ct(teste)].

Exemplo 2

Um Estudo de Fase II de Expressao Genética em Tumores da

Mama Pré-malignos e Malignos

Foi concebido um estudo de expressao genética e realizado
com o objectivo principal de caracterizar molecularmente a
expressao genética em amostras de tecido fixo embebido em
parafina de carcinoma do ducto da mama invasivo e explorar a
correlacadao entre esses perfis moleculares e sobrevivéncia sem

doenca.
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Concepcao do Estudo

Os ensaios moleculares foram realizados em tecidos de tumor
da mama primdrio fixo com formalina, embebidos em parafina
obtidos a partir de 60 doentes individuais diagnosticados com
cancro da mama. Todos os doentes foram submetidos a cirurgia com
diagnostico de carcinoma invasivo da mama. Os doentes foram
incluidos no estudo apenas se a avaliacao histopatoldégica,
realizada como descrito na seccao de Materiais e Métodos,
indicou quantidades adequadas de tecido tumoral e patologia

homogénea.

Materiais e Métodos

Cada bloco de tumor representativo foil caracterizado por
histopatologia convencional para o diagndéstico, avaliacdo semi-
quantitativa de quantidade de tumor e grau tumoral. Foi
preparado um total de 6 secgdes (10 micrones de espessura cada)
e colocados em dois tubos de microcentrifuga da marca Costar
(Polipropileno, tubos de 1,7 mL, transparentes; 3 secgdes em
cada tubo). Se o tumor constituiu menos de 30% da &area total do
espécimen, a amostra pode ter sido dissecada de forma bruta pelo
patologista, utilizando microdissecacao grosseira, colocando o

tecido de tumor directamente no tubo Costar.

Se foi obtido mais do que um bloco tumoral como parte do
processo cirurgico, todos os blocos tumorais foram submetidos a
mesma caracterizacdo, como descrito acima e o bloco mais

representativo da patologia foi utilizado para andlise.
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Andlise da Expressao Genética

O ARNm foi extraido e purificado a partir de amostras de
tecido fixo, embebido em parafina e preparado para andlise de

expressao genética, como descrito acima.

Os ensaios moleculares de expressao genética quantitativa

foram realizados por RT-PCR, wutilizando o ABI PRISM 7900m™

Sequence Detection System™ (Perkin-Elmer-Applied Biosystems,
Foster City, ca, EURD) . O ABI PRISM 7900™ consiste num
termociclador, laser, dispositivo de carga acoplado (CCD),

cdmara e computador. O sistema amplifica amostras num formato de
384 pogos num termociclador. Durante a amplificagdo, o sinal
fluorescente 1induzido por laser ¢é recolhido em tempo real
através de cabos de fibra déptica para todos os 384 pogcos e
detectados no CCD. O sistema inclui software para operar O

instrumento e para analisar os resultados.

Andlise e Resultados

0 tecido tumoral foi analisado para expressao de
48 sequéncias de ARN diferentes representando produtos de
37 genes diferentes. Os valores de ciclo limiar (Ct) para cada
doente foram normalizados com base na mediana de todos os genes
para esse doente particular. O0s resultados <clinicos estavam
disponiveis para todos os doentes a partir de uma revisao do

registo de entrada e das fichas dos doentes seleccionados.
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Os resultados foram classificados como:

0 morto devido a cancro da mama ou a causa desconhecida

ou vivo com recorréncia do cancro da mama;

1 vivo sem recorréncia de cancro da mama ou morto devido

a uma causa diferente de cancro da mama

A andlise foli realizada por:

A andlise da relacdo entre expressao genética normalizada e
o tempo até ao resultado (0 ou 1, como definido acima), em gue
os doentes que estavam vivos sem recorréncia de cancro da mama
ou que morreram devido a uma causa diferente de cancro da mama
foram censurados. Esta abordagem foi utilizada para avaliar o
impacto de progndéstico de genes individuais e também conjuntos

de maltiplos genes.

Para cada gene, foi definido um modelo de Riscos
Proporcional de Cox (ver, e. g., Cox, D. R. e Qakes, D. (1984),
Analysis of Survival Data, Chapman e Hall, Londres, Nova Iorque)
com o tempo até a recorréncia ou morte como a dependente
varidvel e um nivel de expressdo no intervalo como @ a
independente varidvel. 0Os genes que possuem um valor de p < 0,05
no modelo de Cox foram identificados. Para cada gene, o modelo
de Cox proporciona o risco de recorréncia relativo (RR) ou morte
para uma alteracdo unitdria na expressao do gene. Pode ser
escolhida a divisao dos doentes em subgrupos em qualquer valor
limiar da expressao medida (na escala de Ct), em que todos os
doentes com valores de expressao acima do limiar possuem risco

mais elevado e todos os doentes com valores de expressao abaixo
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do limiar possuem risco inferior, ou vice versa, dependendo se o
gene € um indicador de prognéstico fraco (RR>1,01) ou bom
(RR<1,01). Assim, qualgquer valor de limiar definira subgrupos de

doentes com risco respectivamente aumentado ou diminuido.

A Tabela 3, abaixo, apresenta correlacdao de expressao para a
par (apresentada por coeficientes de <correlagao) entre o0s
intrdes e exdes testados para os genes CEGPl, FOXM1l, PRAME e
STK15. Para dois dos quatro genes, CEGPl1 e PRAME, verificou-se
que o0s intrdes produziam coeficientes de correlacdo [para co-
expressao com 0Ss seus respectivos exdes] acima de 0,90. No caso
de STK15, um intrdo correlacionado com a expressao de exdes com
um coeficiente de correlacéao de ~0,80. Para FOXM1, as
correlacdes de expressao de intrado:exdo foram significativamente
mais baixas. Neste Ultimo caso, todavia, parece provavel que a
verdadeira expressao possa estar altamente correlacionada, mas
ndao detectdvel por uma razdo técnica. A expressao do exdo FOXMI
em muitos doentes estava subjacente ao limiar de deteccgadao do
ensaio que potencialmente previne a detecgcdo de correlacgdes
elevadas que pode existir. Se esta hipdtese ¢é correcta, o0s
intrées de FOXM1 ainda diriam registar como marcadores de
prognéstico clinico negativo como previamente demonstrado para

FOXM1. Como apresentado mais tarde, este resultado ocorre.

As Figuras 3, 4 e 5 demonstram gue a correlacgdao de expressao
par a par dos ARN testados contra os ARN dos exbes CEGP1l, PRAME
e STK15. Como apresentado, os intrdes respectivos destes genes
produziram as correlacdes mais elevadas. E de salientar que o
painel de 48 genes 1incluiu genes que foram seleccionados,
através de varias estratégias baseadas em bioinformatica, como
particularmente provavel para correlacionar em expressao com

CEGP1, PRAME, STK15 e FOXMl. As estratégias nao baseadas em
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intrdes tiveram mais sucesso no caso de STK15, na medida em que
varios genes candidatos tinham coeficientes de correlacdo de no

intervalo de 0,6-0.7.

Tabela 3. Correlacdes entre a Expressao de Intrao e Exao

para Quatro Genes

Coeficiente de Correlagido de Expressao {R}
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CEGPIIntrédo CEGPIIntrdo CEGP1 Intrdo CEGPI CEGPI1.2
1.1 3.1 4.1 Intrdo
5.1
CEGPlIntrédo 1.1 1,00
CEGPlIntréo 3.1 0,89 1,00
CEGPlIntréao 4.1 0,97 0,82 1,00
CEGPlIntréao 5.1 0,91 0,87 0,88 1,00
CEGP1.2 0,91 0,80 0,90 0,87 1,00
FOXMlintrdo3.3 FOXMlintrédo5.1 FOXMlintrdo7. FOXML1 .
1 1
FOXMlintr&do3.3 1,00
FOXMlintrao5.1 0,48 1,00
FOXMlintrao7.1 0,54 0,73 1,00
FOXML1.1 0,44 0,33 0,36 1,00
STK15intrdol.l STK1l5intré&do2.1 STK15intrédo4d. STK15.
1 2
STK15intraol.1 1,00
STK15intrédo2.1 0,78 1,00
STK15intrédo4.1 0,69 0,74 1,00
STK15.2 0,63 0,70 0,78 1,00
PRAMEintrao2.1 PRAME. 3
PRAMEintrédo2.1 1,00
PRAME. 3 0,97 1,00



A Tabela 4 abaixo, apresenta o impacto apds sobrevivéncia do
doente de expressao de CEGP1l, FOXM1l, PRAME e STK15, exdes e
intrdes. Os exdes parentais tinham todos impacto
estatisticamente significativo em risco relativo [RR], como foi
previamente determinado pelos autores, excepto no caso de FOXM1.
Dado que o presente estudo avaliou 60 doentes do grupo original
de 146 doentes, o marcador FOXM1 pode ter caido na sua
significidncia devido ao risco estatistico de examinar um
conjunto de resultados reduzido. Muito notoriamente, para todos
os quatro genes testados, a expressao do intrao teve impacto

significativo em RR e na mesma direcgdo que os exdes parentais.

Tabela 4. Resultados do Modelo de Cox para 60 Doentes com

Cancro da Mama

Correlagdes de Prognéstico

Gene Coef RR=1xp (coef) se (coef) 4 P

CEGPL1.2 -0,202 0,817 0,050 -4,024 0,00006
CEGPlintré&ol.1 -0,329 0,720 0,087 -3,771 0,00016
CEGPlintré&o3.1 -0,261 0,770 0,078 -3,335 0,00085
CEGPlintréo4.1 -0,275 0,760 0,073 -3,774 0,00016
CEGPlintrédo5.1 -0,312 0,732 0,082 -3,817 0,00014
FOXM1.1 0,175 1,192 0,136 1,289 0,19700
FOXMlintr&o3.3 0,304 1,355 0,120 2,523 0,01160
FOXMlintr&o5.1 0,514 1,673 0,195 2,639 0,00832
FOXMlintrédo7.1 0,546 1,726 0,182 2,993 0,00276
PRAME. 3 0,125 1,133 0,054 2,294 0,02180
PRAMEintrédo2.1 0,125 1,133 0,052 2,397 0,01650
STK15.2 0,692 1,998 0,201 3,450 0,00056
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(continuacdao)

Gene Coef RR=1xp (coef) se (coef) z P

STK15intrdol.1 0,357 1,429 0,149 2,400 0,01640
STK15intrdo2.1 0,391 1,479 0,154 2,536 0,01120
STK15intrédo4.1 0,410 1,506 0,133 3,084 0,00204

Existe uma percepcdo comum de que os niveis de estado
estdvel de sequéncias de exdo transcritas excedem grandemente as
sequéncia de intrao transcritas (Sharp et al. Ann. Rev. Biochem.
55: 1119-50 [1986]). Todavia, o nosso exame da expressao de
exbes e intrdes de CEGPl, FoxMl, PRAME e STK1l5, wutilizando
TagMan[TM] RT-PCR para avaliar ARN de tecido de cancro da mama
fixo embebido em parafina, demonstraram que as intensidades de
sinal de intrdo e exdao estavam no mesmo intervalo e em todos os
casos no intervalo de deteccdao util do ensaio [resultados nao
apresentados]. A deteccdao de ARN intrdénico neste estudo €& ainda
mais relevante porque o tecido utilizado foi fixo em formalina
que degrada ARN e desse modo limita substancialmente a
capacidade para detectar ARN (T.E. Godfrey et al. J. Mol. Diag.
2: 84-91 [2000]). No caso de CEGPl1 trés dos intrdes testados
produziram sinais inferiores e um deles um sinal superior ao
exao. No caso de FOXM1, cinco de nove 1intrdes testados
produziram sinais superiores aos do exdao. No caso de intensidade
de sinal de PRAME a partir do intrdo e exdo testados foram quase
idénticos. Finalmente, para STK15 todos o0s 1intrdes tinham
intensidades de sinal que foram 1/4 a 1/20 os do exdo, mas ainda
assim no intervalo util do ensaio. Assim, estes resultados
indicam que os niveis de estado estdvel dos intrdes expressos
sdao adequados para utilizacao de ARN de intrao como marcadores

moleculares.

Embora a presente invencdao tenha sido descrita com

referéncia ao que é considerado como sendo formas de realizacéao
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especificas, deve ser entendido que a revelagdo nao esta
limitada. Por exemplo, embora a revelacdo inclua varios genes e
conjuntos de genes associados ao cancro da mama, estao
contemplados genes semelhantes e conjuntos de genes e métodos

que se referem a outros tipos de cancro.
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BAKER, Joffre B.
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<141> 2004-02-19
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<151> 2003-02-20
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

1
1566
ADN

Homo sapiens

caracteristica miscelénea
(802)...(1027)

n=a, t, ¢c oug

caracteristica miscelénea
(1126)...(1518)

n=a, t, ¢c oug

intrao

(0)...(0)
MGB-CEGP1 int 1.1

59



<400>

gtgagtgtcc
ggtccccggc
cgggggcctc
tggggccctg
gtccggatgc
gcggaccctg
gggcacatcc
tgctgatggc
gatctgggaa
ccagagagga
gtttttaatt
tccaggttga
ccecgettcge
ccataaatac
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnctc
gtccgtttgg
nnnhnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnhnnnnn

ttgcag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

1

ggccgcgggyg
ggagtccaga
tgctcccccc
agtccttcgg
ctccagageg
gccttggggt
gcgaggcggt
ttcggggtag
ttaccctgaa
ctctggacgt
aatatcctgg
gaggatgggc
agcatctgag
tctaaaccag
nnnnnnnnnn
nnnnnnhnnn
nnnnnnhnnn
tgagctccga
tectttectce
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnannnnnn
nnnnnnnnnn
nnnannnnnn
nnnnnnnhnnn
nnnnnnnnca

2
4985
ADN

gcgcacctgg
gccgggegeg
gggacctcac
cccggectceg
cctgctagtc
cccgegecte
ggcagctttg
gctccagaga
gcagcaacaa
gctgtgctta
agtagtgtca
aggggtggga
agccctggat
chnnnnnnhn
nnnnnnnnnn
nnnnhnnnhnn
nnannnninn
gaaagctgac
ctttagcggg
nnnnnnnnnn
nhnnhnhnnn
nnnnnnnnhn
nnnnnnnnnn
nannnnnnnn
nnnnnnnnnn
cataacctan

Homo sapiens

cacagcaggc
cggggctcgg
ccgeccggecg
gacccggagce
agaccgtcgce
agcgtaggcg
ccgtttcttt
cttttctgtc
gcctaggttt
ctggacttgc
acccaggaaa
gtgcaggggg
gacatctgct
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
agacagctgc
catgtaggta
nnnnnnnnnn
nnnhnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnannnn
nannhnnnnn
aaacctratac

caracteristica miscelénea

(83)...(253)

n= a, t,

c oug

caracteristica miscelénea

(1975)...(2296)

n= a, t,

c oug

60

agggccagga
ggctggcggc
ggccaaggcg
tgctgacggt
cggcgagcag
gggaaactga
ctttgggggc
agcggaacag
tcagcagaga
aatactttca
tacttctgec
ccggccatgg
ccgatcccgg
nnnnnnnnnn
nnnnnRnnnn
nnAnnnnnnn
nnnnnannnn
ttggtgttca
ctattnnnnn
nnnnAnnnnn
nAnnnnRnnn
nnnnnnnnnn
nannnAnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnannnn
canaratcaa

agagtgttta
tgcagctccg
ccacgaccgc
tccecgececg
gcaggagggt
gggccgggcec
cggcaagttc
cgcctgttec
actttggttt
aaatgctttt
aaggcgggtt
ggacaccatc
ggcagacttc
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnannnnn
gagcttgtct
nnnnnANRNN
nannnnnnnn
nnnAnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nannnnnnnn
ctatactctt

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

1566



<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>
<400>

gtacctctgc
cgcacacaca
nnnnnnnnnn
nnnhnnnnnn
ANNRNANNIN
aatatagtgg
gagcctgctc
caatgaagtg
tgagctccga
ctacgtcacc
ttctcttcat
attcttgaga
catcctttta
ttcctcttgg
acccctttgg
ttcttctact
caagggtttc
ttatacttaa
ggccaatggg
gggaagtcac
cttgataaag
ccctgcactc
gcacagagtg
ggaagtcact
agccatcgct

caracteristica miscelénea

(2445)...(2468)

n= a, t,

c oug

caracteristica miscelénea

(2499)...(2551)

n= a, t,

c oug

caracteristica miscelénea

(4295)...(4352)

n= a, t,

intrao
(0)...(0)
MGB-CEGP1
2

ccagctgtgg
cactgactct
nnnnnnnnnn
nnhnnRnnnn
pnnatcttta
atgatctgec
cctgctctgg
ccctgttttc
ggggcagaag
atttatcatt
tctctttget
ggaaggggca
actcttccct
agttgcatct
ccatgtgctg
atttaatcac
ttcatggaag
ctagaatacc
tttgatggct
acatactggc
tagcagttgg
ttgtccaatg
atccgaatct
ttggcttcct
tgagccctca

c oug

int 3.1

atgggggcag
agnnnnnnnn

nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
catagaatac
aagtttttca
gtgggtaggy
agccccaagc
ggctccctcc
cctctgtaaa
ttgagtttat
ttaagtacat
gctctttett
gcctattttt
cttattcttt
aaatttatag
atgatttttg
tgtttgggta
atcatcaccc
tttgatcagg
gtttcatttt
taggccaaat
cagggcatct
ctgcaggtgg
cggtctgggt

agccacatct
nAnnnnnnnn
nANNnNnNnnn
nnnnnnnnnn
atttcaaaca
aaaaggtgct
aggagactag
tagatccggc
ctggactttc
tttgccggaa
accttttttc
gtggccaatc
aagctaaaga
aggggaagtg
cccattactt
attgttttaa
tctcattttc
ccaagaaaaa
agagcctgct
cagatttcct
cctgccaggt
tcgagatggy
ctccttttga

ctggggaggyg
cccacccagt

61

gagaccctct
nnAnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnhnnn
tgactagatg
gaaaaccaca
atccttccca
ccttccatgt
cgtgctgtgg
actcttctct
attcctctgt
agttattttt
gtcacatttt
ccctaaatac
aagaatgagg
tcctggtcett
caaggatggc
ttgtcagagg
cattctcagc
atcttgtgcc
tctctggggt
aatgaattag
ttgctcaaag
atgtgggaac
tacaaagcag

cccttgcacg
nnnnnnnnnn
nhnnnhnnnn
nnnnnnnnnn
tctcaggage
gcaccagtat
tgcagacttt
tttgcatttt
tttccttcge
tctgatgtcc
tacttagtag
aactgaatgt
ggtggctgtg
tagcctatta
tcattttaat
ggtaactttt
agctcacacc
aacccccagg
gtttgggacyg
aggtgtggcc
cattggtgtg
gaggccagtg
ctgcttcctg
tgcaggttaa
ctggtagcga

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



ttaagatcac
tgcaagcccc
agttcctttc
ctaaagagta
cgttgtggtc
aaattcatgg
ctagggtttt
tctgatatgc
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnhnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnhnnnnnn
aagctagtat
agggcatcat
nnnnnnnncc
nnnnnnnnnn
tgctcaggct
tggtgtactg
gtgctttcag
atatttttgt
gaatggggga
cgtgacaacc
aacagattaa
tttgaggtca
tcttggtaac
atcacaatgg
ctctgaggca
agcagcagca
gggcagtatt
caaacacaac
ctcececgcegec
agagaaagct
tggcatggat
taactgtcag
ttaacccttg
ccgtttaagc
tagaacctgt
gtgaaagcaa
cattgataga
tgcacgaatg
agatgtcttg
aggatctcaa
accttgctgt
tceecttcce
aaaaattgta
nnnnnnnnnn
gtcagaggct
cagattccgg
agaagggtgg
agagtatgtg
tctccttttc
cgtgagtacc
tgtattggga
gaataaattt
aatgtggggc
cgctctccca
ttcag

ctcttatccc
cggactgatt
tgcaaactgt
tttgaagtga
tggaagtgct
gagtgtcagc
gattcttcaa
acattaaact
nnnnnnhnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnhnnnnn
nnnnnnccac
tttctattgce
aatcattgac
ttagagactc
nnnnnnnnnn
ctcagaatga
atgccttttc
caggacctgt
ttggtttcca
tttccaatgt
agaccaattt
tctgctcacc
cttcttgaaa
ttcaggtgta
catctggcat
gtaaaggtca
gctggectgt
atatttaccc
gctttctggg
atctcagtac
ttccaccaat
gaatgaatcc
gcaaaagagc
cactgtcttc
acagtttgac
tggctaaggt
cctttttgta
gagccaatga
caaagaagca
aaagtattct
agaattagtt
gccccctcat
accatcatac
cagcagetac
nnnnnnnnnn
tatgccctga
ggcatgtggc
gattggtggg
aaaaaattga
tctttacatt
agttcctggg
aggctcccaa
ttcatgtcta
tgatggagac
gggctcagga

tgtacttcca
agagacacag
gttttctaaa
acatttttgt
ctctgtgatt
caacagatta
atagaacagc
ctatgaaact
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nhnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nhnnnnnnnn
agtggatacc
tgttgtrttt
tctgagggaa
caaagctgtg
nnnnnnnnnn
gcactcctct
agggcaacag
tacccgtttt
gaaataatct
ttctgagetyg
tggaaagagc
ccagcagtgg
agctgtcage
gcttgatgtg
acaggcattc
ctttgcaaat
ttgggagtgt
ccgagcacta
ccttctcaga
tggggtgcaa
ccagtgcaag
cagcaaccag
aagagggttt
tggaatagga
agctctgogag
tttaggggca
ctcgtgttga
caaccaagtc
acataggaac
agggtatgaa
ttgagatgag
ttagatgtgt
tacaaggtta
cacacacgag
nnnAnNRNNNN
gggagggatc
ccgtacgagg
ggcagagagg
gaatcttgat
cttgatcagc
gtcagcaggc
ctcgttagga
ttaattggcc
ctaagcagac
ttctgaccac

gagccctggc
gctcctcata
ttttctacaa
ctggaactaa
ttctgttgtg
tagcaattgg
ctgtaaaaag
gtaggcttaa
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
ttcaaagtga
aataattatt
agctcaagat
ataaagagnn
ncccggeccg
tttgttttgt
ggaaggtgtc
atgtcatgtt
tcagtggage
tttceccttct
tagggccatt
tcttgcatta
gtttccagag
gtaggacatt
ttacgaaata
gtcttaacag
actttccagg
gttacttccc
caggacactg
atcacatctt
tctctttctg
cagactgagt
taagagagac
atgacatctg
tgggagctgg
caatatagaa
aaacagtgcc
cctactctca
aggtaattaa
aagaattcct
gcagaatgct
gccgagecct
agcctaatca
cacannnnnn
nngttcttgt
aagggagtag
atgccaaaat
ggcgttgaaa
cattctatct
tcttgggtaa
tctgatcctg
gagttgagac
taggttgact
agatctgtgg
agcctagtca

62

tcagccccac
ccagaagcaa
ttcagacatt
aaccaaaatc
tttcaaccty
taacggagaa
ttttcttcta
aaacccacag
nnnhnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nhnnnnnnnn
nannnnnnnn
ttaaaagaag
taccaaatgt
actgnnnnnn
nhnnnnnnnn
cctttgttec
gtgttctgag
agggtggcaa
ttcctcccaa
cctgatcttg
ggtgaacgaa
tgctgggcetg
agtcagagtg
ccatttaagt
aggtggtagg
tttcttgtgt
tcttgtaaac
tgttcctgec
atgctcggct
cttctagagg
cggaattacc
tgttaattga
gctggagtge
tccagaaagt
tttgtattaa
agagagaact
gggtgttgga
ctactagtat
gagatgtttt
taataaagta
tcaggatgct
ggtaaaccac
gcaagaacag
gaatttactg
ANAANRNRNNT
tgctgttgct
ctgagggtgg
gccacagtca
tgttttgaaa
gaacattttc
agacatggca
catgcaatag
atcgtatctc
ttaatgacat
gccacccctt
cctgtcgeac

tctecectec
atacaaatgc
cttggatccc
taagaatttg
attgcttggc
cctttgcatc
ggatttcctc
tggtnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
gtaacacagg
tctttaatat
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
tattcatggg
aatatttaga
agtggaggct
ttcacaaggc
gggtgcacca
ccatcctgga
cctagtttgg
ctacaaaggc
ctctattatg
ttctctgtgt
aggtgaatta
agagtgaaaa
cccatttctt
gacccaagga
cagctgtcac
agccagagca
cagccaccct
aggcagctca
atgggatata
aacaattgtt
ttgacttcac
ttctagagaa
tagagtgtct
agagttacat
taaactgagc
ggtaggcagc
acgggcagtt
aagcagctgt
tatacctcaa
nNNRNRNNRN
gtogtgatgct
tcacagaaga
cactcacctc
attatcttca
ttaggaggat
gagataagag
agagctccag
ttgggtgaca
atacttttca
agccctttge
actgctgttt

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
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3200
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
4985



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<221>
222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

3
2556
ADN

Homo sapiens

caracteristica miscelénea
(507)...(743)

n=a, t, ¢c oug

caracteristica miscelénea
(1584)...(1678)

n=a, t, ¢c oug

caracteristica miscelénea
(2428)...(2474)

n=a, t, ¢c oug

intrao

(0)...(0)
MGB-CEGP1 int 4.1

63



<400>

gtaagtatgg
gtggcccagce
cacgggatac
aagggaaatg
gtgtgaatgt
tggcaatcac
ttccgcagac
gcctttccca
ctgtttaact
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
acagggcagc
gttgacttgt
cttgcctcat
cttgtgttta
acgattgtag
ctaaaccacg
gccatggaca
gaggggacag
ccaccccaaa
gacatgctct
gagtggagac
tcacctgcgg
ggcggggggg
actgctcaaa
nnnnnnnnnn
tttgaggaat
tcaatttttc
tataatcaca
ggcctatgta
ccgtttccct
tggctttttt
gttactgtca
ctagattgaa
ttattccage
taaacttctc
ataataaaag
cccatgtttc
ggtctgactt
nnnnnnnnnn
ctcagtgctt

<210>
<211>
<212>
<213>

3

gccagtgcac
tcagaagcac
cgacctctac
atattttaaa
tggggggcag
agctctttgce
actactcccc
agccctcctg
tctaataagg
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
catcttgtac
gtgttgatgt
ttttcctctc
atgagtgggt
taacaaaact
atttatgcca
gaagacccct
tttcactggt
gctgtccaag
tagggcccct
cattttccca
ggcgagaccc
tgggcacctg
taatattgtt
nnnnnnnnnn
taacaaagaa
catattccta
ggacaacaca
aaatgcaaac
tgccagaggt
tctttttggc
cgttaattgt
tctgatgaga
ataaagtgct
tagatagaac
tctcteccecc
agcatttcta
ggagttatgt
nnnnaatcag
tatgtattga

4
716

ADN

acctgccatg
cacctcatgg
caagtacttg
aaggaactca
ttctccctgt
caccaggtcc
ttgcctttgg
ccttcctgge
ataagcnnnn
nnnnnnnnNnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnccatcct
tttggctccc
gtctgtctcc
agtcctcccc

aaatgggtgg
ccacctggga

ggggaagcac
gccatttggt
gagggacttc
ccaaggctgg
cgaagtcagg
cctccagatc
tcaacatttc
taagcttott
ctgnnnnnnn
nnANNRNNNN
aaaaactaag
tttagttgtt
aatatgtaat
actccaaagc
aaccacggtt
ctatcatcaa
gtgcagaatc
gaaattctga
atagcatttc
aaagcagtag
aactctccca
caatttgtat
ctttcgtnnn
aatttctctg
ttcattttgc

Homo sapiens

ggaaccgtcg
cacggctgcea
ttcactgcag
tcaggaggaa
tcccacagaa
tgcttcccct
agaacagccc
gtggtggact
nanAnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnNnn
nnnnAnnnnn
ctgctatcag
acagcacttt
ccaggtatga
tggtacctgc
cctacaccat
acaggaaacc
tgaggagttc
ggggatggtg
tctccattgt
tgccaccatc
ctgtccctga
ttcggaagga
atagtctttc
tttaaagatt
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
acctagaatc
gttcatatgc
tagttctttt
atataaagaa
agcagtttga
tacattcata
atcctgtgat
catatatgta
ccaaagcccc
tctagaatct
tctccctett
tgtaactatc
nnanhnnnnn
gagcaaacac
tgtcag

64

tattccacag
gcagcaggga
aagggtggtc
atgaaattca
taaaaccaaa
ataaacctca
aaatcctttg
ctcactcaac
nnhnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nAhnnnRnnn
aagcctcctg
cctcagctgt
gcccectceca
tatgggatat
cgggccgeag
actggcaatt
cctttaggaa
gtttatggtg
ctccctcaca
acactcaagc
gggcttccag
agacccagac
agggaacagt
ttaaatgtct
nnnnnnnnnn
nannnnnnnn
tcaccacata
atacacaatt
gaattagaaa
aacatgcagt
tgaatagata
tatagtcttg
tatccttcct
caaattaaat
agtacagctg
cttggtataa
cctgtatgac
tgcatacaca
nAnNnnnnnnn
agccctgtgt

gctgeccttct
aggcagttag
tcccttaggo
ggagtaagga
tgtcctcatc
tctgcctect
atgcctccag
cttcaatatt
hnhnhnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnhn
nnnnnhnnnn
ggtgcttcag
atagctctgg
agtcagggac
gctcagtaca
ctcctgcacc
catggtgttc
ccttcccaaa
agtaggagat
aagcagactg
aacaggttct
tgagctagca
cctccaagac
tgctgaaggg
ttaagatatc
nnnnnnnnnn
nnnnnnnncg
accagctgtt
tttacatagc
aattacaaag
ttcccgectc
gttttgtagt
ataattacca
tctaactaat
attgtctgtt
tattaatagg
tttcecttat
tttgtttaaa
gacaccacag
nnnnnnnnnn
ttgtggaaat



<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

gtgagtggca
ccccttaatg
gccctgtget
tctcectgtg
tggtattcca

tgtttataat
atgcctgect
ccaaggctct
ggtcagtgca
ccctttaacg
agagtcacat
gatgagcaat

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

intrao
(0)...(0)
MGB-CEGP1

4

accccaacac
gtgtttagca
gcttcgcatg
tgaccttggg
gagactggca
gatgcggecac
tgcccttcac
ttttctcctc
atatacctcc
ggctgtgtct
atctttcatt
ctaactcatt

5
2041
ADN

int 5.1

tgagtgaggy
cagatgcagg
ctacagtggg
aagcccttcc
caacacctcc

ttctggccag
ggtgtgtcct
gactcagggg
aaaatctttt
cccacagagc
cctcttatgt
cagtctgaga

Homo sapiens

tctgcaccag
ctgtttcctg
agtggtctag
tcctctectg
caggaggcca

caggagccag
tcactagctc
actgaagctt
ccatgtttaa
ctcattacaa
ctgggatttc
accgtgctct

caracteristica misceléanea

(559)...(869)

n= a, t,

c ou g

caracteristica miscelanea

(888)...(1052)

n= a, t,

c ou g

caracteristica miscelanea

(1102)...(1380)

n= a, t,

c ou g

65

cctgectgtc
tgcatttgcc

gcctgtgggg
gactaggctg

gggcagcacyg

ggccgtatat
cattttagag
gcattcccta
tgtttgctaa
cacattttta
agcaaacaca
tttgcttcte

cctaccccta
cccccagceag
aaggcccctc
ctcctaacgc
aagttagagc

ttctggeggg
gtttccaggce
gtgtctcttt
ggatctgtgg
ttgcgtgaac
gttgtatggg
ttgtag

60

120
180
240
300

360
420
480
540
600
660
716



<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<400>

gtaatgtgtc
tgtactgcaa
aatgtatctt
ctccttaact
caagcccact
agtagtttta
caagatgtca
cttcattcat
gtcagagcca
tttcctcatg
nhnhnnnnnn
nnhnnnnnnn
nnAnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nannnnnnnn
nAnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
tccatcaget
nnnnAnnnnn
nnnnRnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
ttaatttcct
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nAnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
tcactacctc
ttatcacaat
gaaggtgacg
ccagacgaag
tgaagggtga
g

caracteristica miscelénea

(1393) ...
n= a, t,
intrao

(1841) ...

(1692)

c oug

(1907)

FOXM1 int 3.2

intrao

(1871) ...

(1936)

FOXM1 int 3.1

5

ccacagcaac
cttgtatctg
ttagattgtg
acttcatgtg
tttctgctac
tgaaaatgtc
tctcctgtag
ggaaagaccg
caaatgaggt
gtagaactcn
nnnnnhnnnn
nnhnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
tactttccta
nnnnnnnnhn
nnnnnnnnnn
nnnnnannnn
nnnnnnnnnn
agnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nntaattccc
acagccttac
ctaaggttgg
gctctgcggt
cctgtgcetga
tgtttctgaa

caaaatcaag
ggacagcagt
actcaatctt
ttactaccta
actcaacagc
ttgattaaaa
cgtcacatag
agatgcctgt
cttctgacgg
nnnnnnnnnn
nnnnhnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnc
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
gnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
npNnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
tagtttctta
tctgettttc
catcagtctt
gtggagtgtc
gcacagtggg
tctaaagtag

gtcagcccag
taagtgcaaa
attgaatcca
aagtccatgg
cgtcctagat
aaaaaaatgc
catttctagt
gagtcaacat
gtgctcaatt
nnnnnnnnnn
nnnnnhnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
ctcatggtag
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nncatggtag
nnnnnnnnnn
nnnnnhnnnn
nnnnnRnnnn
nnnnnnnnnn
nnAnnnnnnn
nannnhnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
atttctctga
tagcccctga
tattcccgta
aggagagttg
aggggcctga
ctgataacca

66

cctgacagtc
ggacactaga
ggcaaaatca
agggtcttca
gccagcagcet
tgtctgtgag
gggcaggggt
agctcacgca
ccaagtcaag
nnnnnnnnnn
nnnnnnnhnn
nnnnnnnnnn
nannnnnnnn
nnnnnnnnnn
aactatgnnn
nnnnnnhnnnn
nnnAnnnnnn
aacttttaat
nnnnnhnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnNnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnhnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnNnnnn
nnnnnnnnnn
gccacctttc
cagctatcta
gaatagatgg
ccaagagggc
ggctggtttc
gttgtcttge

tctccagtgce
atgataaaca
ttaagaagag
atgtagcact
agagtggcta
cctcatgacc
tttcctttca
gttggtcggt
tgtgctttgt
nannnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnAnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
tttactccct
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
hannnnnhnn
nannnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
ttgctattga
ggtcttttct
gtttatggct
tgcaaagaca
cccatgtgtt
tcttcttcca



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<221>
222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

6
993
ADN

Homo sapiens

intrao
(52)...(124)
FOXM1 int 4.1

intrao
(110)...(185)
FOXM1 int 4.2

caracteristica miscelénea
(249)...(397)

n=a, t, ¢c oug

caracteristica miscelénea

(442)...(749)

n=a, t, ¢c oug

67



<400>

gtgaatgccc
aaggaaacaa
acccaattag
acacattttt
ccccagggnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
gctctaaaaa
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nannnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
ctaccagaac
ctggtagctg
tcaggaataa
catttctctc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

6

tgctttccte
gttctgctag
tgacttgcac
gtgccagacc
nnAnNNNNRNN
nnnANRNNNn
nhnARNRRRNN
aagcccttcc
nnhnnnnnnn
nhnhnnnnnn
nnnnnnnnnn
‘AnNNNNNNNN
nnAnnnnnNnn
gtcttttcag
taaccattct
gtgtttttcc
ccacaatgcc

7
602
ADN

taaatagggc
tgatgctttc
aaaacccagt
agagcaagga
nANRNNNNNN
nannnnnNnnn
nnnnANNNNnN
thnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nhnnnnnnnn
nnnnnNnnnnn
nannnnnnnn
nnnnnnnnng
aaagaagtta
cctgggaggg
caatccggtc
tggccgccac

Homo sapiens

intrao
(0)...(0)
FOXM1 int

7

gtaaggttct
gctttagtgg
taggtgccag
cttccatggg
cagcagccac
gcctagettt
ggacacgtgg

gcccactcat
tctctetggg
atcccctctt

ag

ttccctetgg
acagagacaa
ccctagacac
catcacaagg
aagcgcatgg
tctttgcecac
gtgaagcggt
cacagttttg
ctgtcattaa
taccttattg

5.1

ctcggggcett
gatgtgatgt
agaacaccct
gcacactgag
caccagcctc
gcatatagct
agtgccactc

gagactgctc
ctcaagcaca
tgttaacata

ctaagttgga
atttgatcag
gaattaagta
gaaggctgtt
nAannnnhnnnn
nnnnnnnnnn
nannnnntac
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
cctgccttag
ttttggtttt
gcagttgtct
aaattgacca
cag

ggccttgttt
ggggaagggt
gagggtcagg
cagagcaggg
aggagcggca
acctgctctg
tgccatcatg

gcctacgtcce
caccaccaga
ggtttctttc

68

ggttgtcata
gggagagtta
cacttgacaa
ctgacccaac
nnAnnnnnnn
nnnnnnnnnn
aagaaattct
nannnRNNNn
nnnnNNANNn
nhnnnnnnnn
nannnnnnnn
nannnnnnhn
gctggagacc
tcagagtgcc
ggggtgtctt
cgttggtggt

tcctttcact
ccctatggcc
cacacaccca
cacagcaggg
gttcgttcgce
gcatccccca
tgtctgtagg

gccatctcaa
gaagccagcc
ataccaaatg
agaaagggct
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
gggaatgctt
nAnnnnnnNnn
nRnnAnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnhnnhnnnnn
agaagctgag
cataaggctg
ttgtcatcag
aacttcatct

gctcagcatg
atgttitgtc
cttccctccc
gagcatgctg
tcacttttgt
ggggtgttga
ccacccacct

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
993

60
120
180
240
300
360
420

atcccctcag gttggcctce 480
gcagctggtg gggttttgcc 540
tctccccatc tgccacaagc ggg



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

8
4656
ADN

Homo sapiens

intrao
(0)...(0)
FOXM1 int 7.1

caracteristica miscelanea
(316)...(615)

n=a, t, ¢c ou g

caracteristica misceléanea
(626)...(930)

n=a, t, ¢c ou g

caracteristica misceléanea
(1044)...(1259)

n=a, t, ¢c ou g

caracteristica miscelanea

(1452)...(1802)

n=a, t, ¢c ou g

69



<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<400>

gtgggtgtcc
gcttgcaaag
ggcataaaaa
aatgtaagtg
agtgattgtg
gaaagagatg
nAnnhnAnnn
nnnnnnnnnn
nannnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnhnnn
nannnnnnnn
nnnannhAnnn
nnnnnnhnnn
nhnnnnnnnn

caracteristica miscelénea

(2085)...(3116)

n= a, t,

c oug

caracteristica miscelénea

(3138)...(3433)

n= a, t,

c oug

caracteristica miscelénea

(3442)...(3728)

n= a, t,

c oug

caracteristica miscelénea

(3814)...(4081)

n= a, t,

c oug

caracteristica miscelénea

(4289)...(4371)

n= a, t,

tattttcctc
cactctgata
catagggaag
gtgtcagaag
atagatgggc
gatttnnnnn
ANNAnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnannnnnnn
nnnnngtgga
nnnnnnnhnn
nannnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn

c oug

tgaagagaga
agtgttcctt
tgtaatagca
gcccataaat
taggattatt
nnnnAnhnnn
nannnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnAnnnnnn
nnnnnnhnnn
tttgannnnn
hnnnnnhnhn
nnnnnnnnnn
nhnnAnnNNnn
nannnnnnnn

ttctggccaa
gagagcttat
ttagaagagc
acctgatgag
aaggaagata
nnhnnnnnnn
nhnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nannAnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnannnn

70

ttaagaatgt
aaatctagtt
taaaaaggta
cttgtaagaa
cacaagggag
nhnnnnnnnn
nnnhnnhnnn
nnnnnnnnnn
nannnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nanhnnnnnn
nnnannnnnn
nnnnnnnnnn
nannhnAnnnn

tggaccttca
gggtagaaaa
tttggattac
ttcagacaaa
gcaggcctta
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnAnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnhnnnnnnn
nnnnnnnnnn

60

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



nhnnnnnnnn
agagcatgct
aaagtgactg
nanAnnNnnnn
nannnnnnnn
nnnnnnnnnn
tctagcttga
tctgcactta
aagcttcccc
cttgggtttg
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnhnnn
nnnnnnnnnn
nnnnAnnhnnn
nncatattac
gccgtageat
gctcectctce
atttatgatg
gatagccatt
nannnnhnnn
nnannnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnhnnn
nAnnhnAnnn
nAnnnnnNNnn
nnnnnnnnnn
nARnnNnnhnnn
nAnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnhnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nannhnhnnn
nnnnnninnn
tcaatttgto
nnnnAnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnncc
atatttttct
nAnAnnnnnn
nnnnnnnnnn
nannnnhnnn
nannannnnn
ntgtttgttg
ttatgtagtc
aaggtcaccc
atgattttaa
nnannnnnnn
tattttcatg
tcggatgaat
agaattgaac
tcaaaacgac
gaccgttggt

nnnnnnnnnn
aatgggcagt
ggtcagacta
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnhnnnnn
ggggaaggtg
acactgttaa
catccccttc
cnnnnnnnnn
nnnAnhnnnn
nanAnnnnan
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
acacaaaatt
gtgccctgtt
caccctacca
ctttcttgca
ttatatgtac
nnnnnnnnnn
nAnAnNnnNNN
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnAnnnnnnn
nhnnnnhnnn
nanhnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnAnAnnn
nnRNANANNN
agagctennn
nonAnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnhAnRNNNNn
nnnnnnnnnn
nnntgtgaga
nannnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnhnAnnnnn
ctgtgagagc
acttctattg
nnnRnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
tttcttaact
aaatgtctct
gcaccctcag
ggttttcatt
nnnnnnnnnn
cattaaatct
gctattataa
taccaacttc
acaaagagga
tcaccttatc

nnnnnnnnnn
gccatggagg
actnhnnnnnn
nnnnnnAnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
agaagggtaa
agggttctgt
agagagatga
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nannnnnnnn
nnnnAnnnnn
nnnnanhnnn
nhnnnnNNNn
ataccacaca
tgggttttca
tcacccacat
tattttatca
acatacaaca
nnnnnnnnnn
nnhnnnnnnNn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnhnnnn
nnnhnnnnnn
nnnnRnRnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nannnRNNNN
nAnnnNNnNn
nanAnnhnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnannnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnannnnnnn
nANNNNNNNN
nnnnnnnnnn
nannnnnnnn
nnnnnnnnnn
gnnnnnnnnn
nnnAnnnnnn
nnnnnnnNnn
nannAnANnn
nAnnnnRnnn
tctttgttgt
tttatctctt
nnnnnnnnnn
nnnnnnRnnn
nnnnnnRnnn
nnnnnnnnnn
ttgtttatgg
cttctetttt
attgtatatg
ttttttttan
nnnnnnnnnn
ttgtatacag
ttatgccact
aacatacatc
tcagaacccg
tctgtttecc

gtagatttgg
cgggaaatgc
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nanAnnnnnn
nnnnnnnnnn
attcagagcc
gagtacgggc
aaatagcata
nnnnnhnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnhnnnn
nnnnnnnnnn
tacataattt
tgcagtgggt
cacccctact
atgctcttag
cacagaacat
nannnnnnnn
nnnnnnRnnn
nnnnnnnnnn
nhnnnnnnnn
nhnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnAnnn
nnnnnhhnnn
nnnhnnnnnn
nnnnnnhnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnhnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnhnn
nnnannannn
nnnRAnnnnn
nnnhnnnnnn
nAnnnnnnnn
nnnnnnannn
nanAnnnnnn
nnnnAnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnhnnhnnn
nnnnnnnnnn
taaaataatc
tacnnnnnnn
nnnAnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnhnnnnnnn
nnnnnnnnnn
tatctcttgc
acagtttctg
tagtctccta
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
tgtaagacaa
acatactaca
gtattctcat
tatgtgatat
tttcag

gtaagcaaac
agttcgtacc
nAnnnnnnnn
nnnAnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
aacttggatc
tgacatgtaa
gagtctggag
nnnAnnnnnnn
nanAnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
AnAnnnnnnn
nnnnnnnnnn
agcgtaaatt
tttctccect
cccaagataa
ttatactata
tgatnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnannnnhnn
nnannnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nanAnhnnnn
nnnnnnnnnn
nanAnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nAnnnnAnnn
nannnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnhnnnnn
nnnnnanhnn
nnANANNNNN
nnnannnnnn
nnnnnhnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnNnNnNnn
nnnnannnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnhnnnnn
nnnnnnnnnn
ttctttcttt
nannnhnnnn
nnnnnAnnnn
nannhnnnnn
nanhnnnnnn
nnnnannnnn
cacagtaaaa
ggtttccagt
gattctcttt
nnnnnnnnnn
nhnnnnnnnn
gcatgcaatt
tacccgcatc
atttaataga
ttttgtgcgt

aggtgtagag
tggcagtagt
nnnnnnnnnn
Annnnnnnnn
nnnnnnNNNN
nnnnnnnnng
agccatcaga
ccaaagtgaa
tttagagcga
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nannnnnnnn
nnnnnRnnnnn
cattcatgtg
ttcctttttg
ctggttgata
catgtatagc
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnRnnn
nnnnnnRnnn
nannnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnhnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nannnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nannnnnnnn
nhnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnngtta
nAnRnnNNNnn
nannnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nanhnnnnnn
nnnnnnnnnn
nannnnnnnn
nnnnnhnnnn
nnnnnnnnnn
tatgctgaag
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nanhnnnhnnn
nnnnnhnnnn
nnnnnnnnnn
ttttaaagtt
cttggttaag
caggatttgt
nnnnnnnnnn
ntaaggttct
ttatttcctc
ttttaccccc
ttttaagact
cctgtctggt

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
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
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4656



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<223>

<400>

gtaagttcga
gcaccacccc
ataatgtgcg
ggagttgtgg
cagggtgggt

ctgggggttg
cagaaatgtc

accacatggt
gtttggagcc
cagcagtatt
tcttcttttt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

9
614
ADN

Homo sapiens

intrao

(0)...(0)

MGB-PRAME int 2.1

gccctgatte ctccgettcec
tgtcccgggt ccctgtttte
ccacttgggt caccccgggce
ctgtaaggat gccttgaacc
gcgcatttgt aatgcggtgg
gggacggccc aggcagtggc
gctgcaagac cgtagtcagg
ctgttgttcc tcctgccccc
agagatttgc actgaaaggg
tgcggaggtt ttcacaggag
ggag

10
432
ADN

Homo sapiens

intrao
(0)...(0)
MGB-PRAME int 4.1

ccgcagggtg
tctctggaaa
cgcctgceccc
gaggcggcgg
atgctctgog
gtaggcgtcc
gtccttgacc
tggttcagcc
cgggattgag
gccgttgctt

72

accttgggct
tgggttgaag
ggaaaattgg
tgctcgtgat
actcggcccc
taggaaggcg
acaggggtca
caggaaacac
tcgccagttg
cgtaaatatt

tgtgcccccg
accaaagaaa
ccccagttga
tggagctctc
tctgaaggtg
ggagcagagg
cttgtgacca
tggtgctcag
tcagtttcct
atacatgtat

60

120
180
240
300
360
420
480
540

614



<400>
gtaagggtga
gtcagggagc

gttcagggag
ggcactgatt

tgggaattgg
tgaagtacga
atgagactca
ttttccccac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

10

cctagcagcet
atggagcgcec
gccttggggc
aaaatgcaga
ggaccaggaa
agtaaaagtg
tggtcttatt
ag

11
3740
ADN

tggtgtgggg
taaggctggg
tactgcaggg
ggtgtctgaa
ggatcccagg
cagatctaag
ttgagttgat

Homo sapiens

intrao

(0)...(0)

MGB-STK15 int 1.1

ccctgggaac
ccagaggctc
gtcactcttg
ggaacatgca
atcctagtgg
gtggatgtct
cttaaagcat

caracteristica miscelénea

(84)...(151)

n= a, t,

c oug

caracteristica miscelénea

(321)...(491)

n= a, t,

c oug

caracteristica miscelénea

(537)...(615)

n= a, t,

c oug

caracteristica miscelénea

(853)...(894)

n= a, t,

c oug

73

ctgagcagga
tgatggttgc
gaatgggctt
cctgcttect
gaaagggagc
gtttggttct
catctcagct

tgcagctggg
cagcaaggaa
ctggacatgg
cctggtggag
agctgatgcc
tacctacatt
aattacctgt

60

120
180
240
300
360
420
432



<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>

<222>

<223>

<400>

caracteristica miscelénea

(1259) ...

n= a, t,

(1309)

c oug

caracteristica miscelénea

(1337) ...

n= a, t,

(2516)

c oug

caracteristica miscelénea

(2521)...(3567)

n= a, t,

c oug

gtacaaggggd
ggattttgtc
nnnnnnnnnn
gtgggtgtta
gcctaagaag
tgcagaggcc
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnhnnnnnn
ccttgtccect
ctgcagacat
tagcctaaca
gtgaaagtca
cttggcgttg
ttccctagaa
tgttgaataa
ggaagtaaag
ccttgttget
tagtctgggc
nnnnnnnnnn
aagaaacttc
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
ANNNNIRNNNN
nnnnnnnnnn
nnnnnnnRnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn

tttgttgagt
ctccgagatc
nnnnnnnnnn
cagaggaaaa
gcccttgtec
ttceccggtec
nnnnnnnnnn
nnpnnnAnNnn
ngggatgcag
nAnNNnNNNNnN
nnnnncactg
tgaattaaac
gcacaggtct
gcttttctat
tcnnnnnnnn
tctccagaat
agaaaggtag
atgttottag
cattagagca
gtttatcaac
ctggcttcat
nAnnnnNnNnn
agtgaannnn
nnnnhnnnnn
nnnAnANNNn
NNNARNNGN
nnNARNRNNN
nnnnnannnn
nnnnnnnnNnn
nannnAnnNnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn

ggtgttgaca
accnnnhnnn
nnnnnnnnnn
gcaggagtgc
tggctggatg
nnnnnnnnnn
nnnnnnhnnn
nnnnnnnnnn
accggtgcat
nnnnAnnnnn
tccttaactc
gtttttcagc
gagggaggaa
tcaaaatagt
nnnhnnnnnn
tctggattag
aataaattog
gcctatgtga
tgtgtgaaat
ttttacttac
catggaatta
nnhnhnnnnn
nnnnhnnnnn
nnnnhnhnnn
nnhnanhnnn
nARRRNNNNN
nnannARnNnn
nAnnnnnnnn
nnnnhnnnnnn
nnhnhnnnnn
nAnnnnnnnn
hnnnnnnnnn

tgcgcgggag
nnnnnnnnnn
nggtaagcgt
ggtttaacgg
agtgggtgaa
nnnnnnnnnn
nhnhnnnnnn
nnnnnnnnnn
acaaatcgtc
nhnnnnnnnn
tcgtaatgtc
aacctactca
ggaataaacc
aggacttctg
nnARnnNnnnNnn
aatcttattc
agcaaatgec
tctcattaga
taaatatttg
ccactgtttt
tttgcttaat
nnnnnnnnnn
nnnhnnnnnn
nhnnnnnnnn
nnnnAnnnnn
AnANRRNNNN
nnANANRNRN
nAnnnnnNnn
nhnnannnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn

74

gggtgggtgg
nnnnnnnnnn

acggagaact
gggccgettt
ttgatgaatg
nnnnnnnnnn
nhnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
tggggacgtt
nnnnnnnnnn
tcttecctctt
gttcgtcctt
gtataaacct
gtttgaactg
nnnnnnnnnn
cattctgctt
tgtagcttct
ctgctactta
attaacacaa
tttataaggg
tgtaaaatgg
nnnnnnnnng
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnRnnnnnn
nnnnNANNNN
nnnnNANANNRN
nnnnnnnnnn
nANNRNNNRN
nnnannnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn

gcttcagatt
nnnnhnnnnn
tgcagctggg
agatagaata
agaacctcct
nnnnnnnnnn
nnnnhnnnnn
nnnnnhnnnn
aaaatgnnnn
nnnnnnnnnn
ccgtaacctt
cccttcatct
cctgcgctat
aatggatcct
nnnnagtctc
gttattcaat
gtcagaagaa
gaattgtaag
gtgtgcattt
ctgcagcctg
taatcttaan
gatatttgat
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnNRINANNN
nnnnNNNnnin
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920



nnnnannnnn
nnannnnnnn
nnnnannnnn
nnannnnnnn
nnnnnnnnnn
nnannnnnnn
nnannnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnannn
nannnnnnnn
nnnannnnnn
nnannnnnnn
nnnnnnannn
nnnnnannnn
nnnannnnnn
naRnRNNRNNn
nnnnRnnnnn
nannnnnnnn
nnnnnnnnnn
nannnnnnnn
nnnnnannnn
nnnnnnnnnn
naannnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
annnnnnnnn
agcttcattt
actgtaacgc
gttcttcttt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<221>
222>
<223>

nnnannnAnn
nnnannnnnn
annnannnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnRnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
annnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nanpnRnanh
nnannnnnnn
nnhnnnhnnn
nnnnnnnnnn
nannnnnnnn
nnnnRnnnnn
nannnnnnnn
nnnannNnnnn
nnnnnnnnnn
nnnannnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnhnhnnnn
nnnAnnnnnn
nnnnnnnnnn
ggacaaaaca
tgcctatcga
ttcttttcag

12
1622

ADN

nnnnnnnnnn
anAnnnnnnn
nnnannnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nanRnannann
nnnnnnnnnn
nannannnnn
nnnhnnnnnn
nnannnnnnnn
nhnnnnhnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnn
nnnnnnnrnn
nnannnnnnn
pnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnAnnnnn
nnnannnnnn
nhnnnnnnnn
nnnnannnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nhnnhnhnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnngca
tgtaaaatcc
gcaacagcac

Homo sapiens

intrao

(0)...(0)

MGB-STK15 int 2.1

AnnannNnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnannnnn
nnnnnnnnnn
annnnnnnnn
nnannnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnannnn
nnnnnnnnnn
nnnnnannnn
nnnnnnnnnn
nonnnnnnnn
annnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
annnannnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnAnnnn
pnannnnnnn
nnnnannnnn
nnnnannnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nhnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
gggaaagcac
ggtgtgttgt
tttaagcagg

caracteristica miscelénea

(705) ...(989)

n= a, t,

c oug

75

nnAnnnnnnn
annnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnannnnn
pnnnnnnnnn
nannnnnnnn
nnnRnnnnnn
nnnnnRnnnn
nannnnnnnn
nnnannnnnn
nAnnnnnnhn
nanannnnnn
nannnhnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnannnn
nnpnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnannnannnn
nannnnnnnn
nnnnnnnann
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nhnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
atgcctgtcc
ggaggccttt
tggctttgtt

nnnnnnannn
nnnnannnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnannnnn
nnnnnnnnnn
nannnnnnnn
nannnannnn
nnnannnnnn
nannnannnn
nhnnnnggga
nnnnnannnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nannnnnnnn
nnnnnnnnnn
nannnnnnnn
nnnnnnnnnn
nannnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnannnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnhnnnnnn
nnnnnnnnnn
ctccctcatt

tgattgggga
Ccaaattaaag

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3740



<400>

gtaaattgaa
tcgggaattc
atatgaatta
tttgttctge
ggataatagt
aaaataatta
cggccattta
tgcctgetge
tcttaacacc
tttcatttct
tccctectac
ggttgtaata
nnnnnnnnnn
nannnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnRnnnnnn
nnnnnnnnnn
tgtgaagtgt
tacttggaaa
cttcgatata
cgttttgacg
tggaactgag
gtgtctattt
gttaataaag
tattcttagc
ccatctctta
ctcaatatat

ag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

12

taatctgtaa
tttccgectt
gtcacttttc
tttgtcttat
aataatgcat
gaaaaaggct
aaaaattgct
gttgtggaca
ctctctttgt
agcacttgtc
cccttttagt
cagtacttac
nnANNNNNNN
nnAnnNRNn
nnnnnnnnnn
nnnnnnRnnn
nnnnnnAnnn
ctacatttgt
atgaaacatt
tgaaaactta
tatttttttt
attttggcat
ccaaattatt
catgattttt
cacatactaa
tcagtgacat
tcatcttttg

13
1093
ADN

tctcattcac
tactttggat
tcgtgttcag
aatcggctgc
ctggcaggag
accttgaatt
ctatatttaa
gtgtgctaat
agagcactca
cctcacttac
ttgattagct
aggcgtataa
nanAnnnnnn
nAnRnNARNNN
nannhnnNnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnt
ttcctctttg
ggttaatcaa
gactcttcta
tggtcttttt
aaagtttttg
gagaaatttt
aggggtgagg
ctatcctctg
tcattatttt
ctttcatgaa

Homo sapiens

intrao
(0)...(0)
MGB-STK15

13

int 4.1

atttataaac
ttaaatttag
taacattttg
ttaagtttct
ttcaaaactt
actgtatttg
aatgtttctt
ttcaggagta
taccgttgag
aatgagctgt
gagggtgtta
ataatacatt
nnnnnnnnnn
nRnhnnnnnn
nnnAnnnnNnn
nnnnnnnnnn
aataataata
tcagtttttt
tagtacagta
aaacttcatg
cttaaacgta
tatcatagct
agaaagtgtc
aattggaggg
gaggtactga
gctatactag
tgccagaaag

ccacatggag
atcccttact
ctgcttctta
atatccctcc
ttaaaattgg
attctaagtt
tttatttgtc
actgactttg
ctggggatgg
tgaagctgaa
gagttaactt
tcaannnnnn
nnnnnnNnnnn
nRNANNRRNN
nnnAnnnnnn
nnnARnnnNn
atacatttta
gctcaattcc
ataagcttat
aagataatac
tattatcaaa
ttttgccaaa
tccttcatta
gatagaaggt
ttaaaatacc
agaacaaact
tttattttct

gttggtcttg
gtgatcctgg
gagtagcttt
actgtatgca
ccataaatat
cctatgataa
tttgtctgaa
tatttggaag
actttgaggc
ggaaatctca
aacaatttaa
nnnnnnnnnn
nhnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
gtagtaactt
attttgtcaa
tgtggaaaat
cactgttgaa
gaaatttcaa
tagcaatgta
atggatattt
atcattcagg
ttttcacctt
ttgtgaaatt
cttccattct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1622

gtaagctttc ttatttacaa agttctgtac tgttctacta gaatatatta tttcgttgca 60
aatttcgttg tgggaactct ggggaaaaaa atgaggcctt tatttgcatt tagaggatat 120
aaatgtttcc agatttccaa tcttaaaaaa aatggaattt tgtgtaatga ggtattttac 180

76



taggaactca
ttatagaaat
gcgtctgtac
aactatatac
taaaggttgg
actatctgga
ttttagceggt
ctgtgggctc
tctccaccca
aacatgcccc
gtcttcageg
atagagtgct
ggcagctagg
ggttcttgct
tctgctactc
aaattcctcc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

agtgctttaa
gtgtggaagt
ttttttattg
tcatatatga
ctgtaatgtc
ctctagaatg
ctaacagagg
catcccgcett
gagagaatta
cagatggtct
ttgtcatggc
tcaggtctaa
gacgtcaggg
gaggatgcat
attgaaaatt
tag

14
18
ADN

aaaatggctt
tcctctctgt
tacaaaagtg
ctgagggttt
ttccccaggg
taccgggagg
ctaagagtct
ccattagtaa
gcacctctgg
ggaagcattc
cctgttcctc
aacccgagac
tttcatgtcg
attgagtgaa
tgttagaaaa

tcaaatttag
ccttagaaat
caagttttta
tgacagtatt
cttttctaaa
agcgaggaat
aaatccactg
cagtggctct
gactggaggg
ctccctctct
tgagcatagt
tgctccttgt
tggcagctct
gttggaatac
gctttgtttt

Sequéncia Artificial

iniciador de sentido directo

14

agcgcctgtt ccgatctg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

15
24
ADN

Sequéncia Artificial

iniciador de sentido reverso

15

aaccaaagtt ctctgctgaa aacc

77

aaaaagcttg
aaccactaca
aaaaatagaa
atagttttag
agcctcctct
gaacccacag
gttctcatgc
gtctccacca
agcagctggg
ggtcacttat
acgggcttgg
cactgactct
ttgatagtgg
gaaattattt
cttcacattc

tatgaatctt
tatggtttat
tatgttgcag
ttctttattg
cagtctctga
actcttttgc
cccagctagce
ccagagtggt
gttagtttga
cctttttgtg
gacatttccc
cacacctgac
ttattgcctt
gtagaatgtg
taaagtgttc

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840

960

1020
1080
1093

18



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

16
15
ADN

Sequéncia Artificial

sonda

16

ccctgaagca gcaac

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

17
22
ADN

Sequéncia Artificial

iniciador de sentido directo

17

ctgttgctgt gtgatgctgt ca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

18
20
ADN

Sequéncia Artificial

iniciador de sentido reverso

78



<400> 18

cctcagccac tcccttgatc 20

<210> 19
<211> 15
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sonda

<400> 19

tcagggcata agcct 15

<210> 20
<211> 19
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador de sentido directo

<400> 20

tcccettgece tttggagaa 19

<210> 21
<211> 19
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

79



<220>

<223> iniciador de sentido reverso

<400> 21

aaaggcctgg aggcatcaa 19

<210> 22
<211> 13
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sonda

<400> 22

cagcccaaat cct 13

<210> 23
<211> 25
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador de sentido directo

<400> 23

cttaatggtg tttagcacag atgca . 25

<210> 24
<211> 20
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial
80



<220>
<223>

<400>

iniciador de sentido reverso

24

ccactgtagc atgcgaagca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

25
16
ADN

Sequéncia Artificial

sonda

25

caaatgcaca ggaaac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

26
19
ADN

Sequéncia Artificial

iniciador de sentido directo

26

gctctgecgagt gtggagtgt

81

20

16

19



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

27
21
ADN

Sequéncia Artificial

iniciador de sentido reverso

27

cacaggcttc gtctggtgtc t 21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

28
24
ADN

Sequéncia Artificial

sonda

28

tgcagcccte ttggcaactc tcct 24

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

29
23
ADN

Sequéncia Artificial

iniciador de sentido directo

29

aaaatgctgt ctgtgagcct cat 23

82



<210> 30
<211> 21
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador de sentido reverso

<400> 30

aacccctgec cactagaaat g 21

<210> 31
<211> 30
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sonda

<400> 31

acccaagatg tcatctcctg tagcgtcaca ‘ 30

<210> 32
<211> 25
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador de sentido directo

<400> 32

aatagatggg tttatggctg aaggt 25
83



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

33
23
ADN

Sequéncia Artificial

iniciador de sentido reverso

33

ctcttggcaa ctctcctgac act 23

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

34
13
ADN

Sequéncia Artificial

sonda

34

ccgcagagec gtc 13

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

35
25
ADN

Sequéncia Artificial

iniciador de sentido directo

35

ccatctcaaa aggaaacaag ttctg 25

84



<210> 36
<211> 21
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador de sentido reverso

<400> 36
gggtggctgg cttctaactc t 21

<210> 37
<211> 24
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sonda

<400> 37

ccctgatcaa atgaaagcat cact 24

<210> 38
<211> 20
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador de sentido directo

<400> 38

agaagccagc cacccaatta 20
85



<210> 39
<211> 26
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador de sentido reverso

<400> 39

tgtgtcattt ggtatttgtc aagtgt 26

<210> 40
<211> 26
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sonda

<400> 40

tgacttgcac aaaacccagt gaatta 26

<211> 24

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> iniciador de sentido directo

<400> 41
tggacagaga caagatgtga tgtg 24

86



<210> 42
<211> 22
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador de sentido reverso

<400>.42

gctggcacct agacaaaaca tg 22

<211> 15
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sonda

<400> 43

ccatagggac ccttc 15

<210> 44
<211> 25
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador de sentido directo

<400> 44
ggtgtcctat tttcctctga agaga 25

87



<210> 45
<211> 21
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador de sentido reverso

<400> 45

tgcaagctga aggtccaaca t 21

<210> 4o
<211> 15
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sonda

<400> 46
ttctggccaa ttaag 15

<210> 47
<211> 21
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador de sentido directo

<400> 47

tcattcatgt ggccgtagea t 21
88



<210> 48
<211> 19
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador de sentido reverso

<400> 48
ggtggagagg gagccaaaa

<210> 49
<211> 16
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sonda

<400> 49
cctgtttggg ttttca

<210> 50
<211> 23
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador de sentido directo

89



<400> 50

agaggatcag aacccgtatg tga

<210> 51
<211> 24
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador de sentido reverso

<400> 51

gggaaacaga gataaggtga acca

<210> 52
<211> 15
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sonda

<400> 52
tgtgcgtcct gtctg

<210> 53
<211> 19
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

90



<220>

<223> iniciador de sentido directo

<400> 53
gggtgacctt gggcttgtg

<210> 54
<211> 23
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador de sentido reverso

<400> 54

cttcaaccca tttccagaga gaa

<210> 55
<211> 14
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sonda

<400> 55

cccgggtecc tgtt

91



<210> 56
<211> 21
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador de sentido directo

<400> 56
agggtgacct agcagcttgg t

<210> 57
<211> 18
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador de sentido reverso

<400> 57
gcctctggee cagectta

<210> 58
<211> 16
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sonda

92



<400> 58

tccctgaccc cagctg

<210> 59
<211> 25
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador de sentido directo

<400> 59
cgtaatgtct cttcctcttc cgtaa

<210> 60
<211> 24
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador de sentido reverso

<400> 60
acgaactgag taggttgctg aaaa

<210> o1
<211> 16
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sonda
93



<400> »61

tcaagggaca aggaag

<210> 62
<211> 26
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> iniciador de sentido directo
<400> 62

cattcacatt tataaaccca catgga

<210> 63
<211> 23
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador de sentido reverso

<400> 63

aatccaaagt aaaggcggaa aga

<210> 64
<211> 16
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sonda

94



<400>

64

tggtcttgtc gggaat

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

65
20
ADN

Sequéncia Artificial

iniciador de sentido directo

65

gcgaggaatg aacccacaga

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

66
25
ADN

Sequéncia Artificial

iniciador de sentido reverso

66

gcatgagaac cagtggattt agact

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

67
16
ADN

Sequéncia Artificial

sonda

95

16

20

25



<400> 67

cgctaaaagC aaaaga

Lisboa,

5 de Dezembro de 2008

96

16



1.

REIVINDICACOES

Método para monitorizar a expressao genética numa amostra

bioldgica, compreendendo:

(a) proporcionar um polinucledétido complementar a uma
sequéncia de ARN intrdénico num gene alvo, em qgque a
expressao da referida sequéncia de ARN intrénico
correlaciona—-se com a expressao de uma sequéncia de ARN

exénico no referido gene;

(b) hibridar o referido polinucledétido com a referida
sequéncia de ARN intrdénico para formar um complexo

polinucledétido—-ARN intrdénico; e

(c) detectar o complexo polinucledétido-ARN intrénico.

Método da reivindicacdao 1, em que a referida sequéncia de
ARN intrénico é seleccionada por identificacéao de
sequéncias intrdénicas gue sao co-expressas com o ARNm do
referido gene alvo e seleccionando uma sequéncia de ARN
intrénico possuindo o maior coeficiente de correlacdo para

a referida co-expressao.

Método da reivindicacdo 1, em que a referida sequéncia de
ARN intrénico tem, pelo menos, 50 bases de nucledtido de

comprimento.

Método da reivindicacdo 1, em que a referida sequéncia de
ARN intrénico tem, pelo menos, 55 bases de nucledtido de

comprimento.



10.

11.

12.

Método da reivindicacdao 1, em que a referida sequéncia de
ARN intrénico tem, pelo menos, 60 bases de nucledtido de

comprimento.

Método da reivindicacdo 1, em que a referida amostra

bioldégica é uma amostra de tecido.

Método da reivindicacdo 6, em que o referido tecido é um

tecido de tumor.

D

Método da reivindicacdao 7, em que o referido tumor

cancro.

Método da reivindicacdo 8, em que o referido cancro é
seleccionado do grupo consistindo de cancro da mama, cancro
do c¢bélon, cancro do pulmao, cancro da prdstata, cancro
hepatocelular, cancro gastrico, cancro pancredatico, cancro
do colo do utero, cancro ovarico, cancro do figado, cancro
da bexiga, cancro do tracto urinadrio, cancro da tirdide,

cancro renal, carcinoma, melanoma e cancro do cérebro.

Método da reivindicacdo 6, em que a referida amostra de

tecido € uma amostra de tecido fixa, embebida em cera.

Método da reivindicacdo 10, em que a referida amostra de
tecido € uma amostra de tecido fixa em formalina, embebida

em parafina.

Método da reivindicacdo 10, em que o referido ARN exdénico é

fragmentado.



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Método da reivindicacdo 1, em que a referida amostra

bioldégica é um fluido bioldgico.

Método da reivindicacdo 1, em que a referida hibridacao é

efectuada sob condigdes de restringéncia.

Método da reivindicacdo 1 compreendendo ainda o passo de

quantificar a expressao do referido ARN intrdnico.

Método da reivindicacao 1, em que o referido polinucledtido

é um oligonucledtido de cadeia simples.

Método da reivindicacao 16, em que o referido

oligonucledétido de cadeia simples € uma sonda de PCR.

Método da reivindicacdao 17, em que a referida sonda de PCR
é concebida com base numa sequéncia Unica na referida

sequéncia de ARN intrénico.

Método da reivindicacao lo, em que o referido

oligonucledétido de cadeia simples € um iniciador de PCR.

Método da reivindicacao 19, em que o referido iniciador de
PCR ¢é concebido com base na sequéncia unica na referida

sequéncia de ARN intrdénico.

Método da reivindicacdo 1, em que ¢é monitorizada a

expressao de mais de um gene alvo.

Método da reivindicacdao 21 compreendendo a monitorizacao

simultdnea de, pelo menos, 50 genes alvo.



23.

24.

25.

26.

27.

28.

Método da reivindicacdao 21 compreendendo a monitorizacao

simultédnea de, pelo menos, 100 genes alvo.

Método da reivindicacdo 21 compreendendo a monitorizacao

simultdnea de, pelo menos, 500 genes alvo.

Método da reivindicacdao 21 compreendendo a monitorizacao

simultdnea de, pelo menos, 10000 genes alvo.

Método da reivindicacdao 25, em gque as sequéncias de ARN
intrdénico correspondentes a uma pluralidade dos referidos
genes alvo sdo apresentadas como uma matriz imobilizada

numa superficie sdélida.

Método da reivindicacdao 1, em que o referido gene alvo é

seleccionado dos genes listados na Figura 6.

Método de preparacao de uma molécula de oligonucledtido de
cadeia simples para amplificacao de um gene alvo

compreendendo:

(a) a identificacao de, pelo menos, uma sequéncia de intrao
num referido gene alvo, cuja expressao correlaciona com
a expressao de uma sequéncia de ARN exdnico no referido

gene alvo; e

(b) a preparacao de uma molécula de oligonucledtido de
cadeia simples que corresponde a, pelo menos, uma

porcao da sequéncia de intrao transcrita.



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Método da reivindicacadao 28 compreendendo a identificacédo de
sequéncias repetidas numa referida sequéncia de intrao
antes da preparacdo da referida molécula de oligonucledtido

de cadeia simples.

Método da reivindicacao 29, em que as referidas sequéncias
repetidas sdo mascaradas antes da preparacao da referida

molécula de oligonucledtido.

Método da reivindicacdao 28, em que a referida molécula de

oligonucledétido de cadeia simples € um iniciador de PCR.

Método da reivindicacdo 31, em que o referido iniciador de
PCR é um iniciador de sentido directo concebido para
compreender sequéncias 5’ de uma sequéncia alvo na referida

sequéncia de intrado transcrita.

Método da reivindicacado 31, em que o referido iniciador de
PCR ¢ um iniciador reverso concebido para complementar
sequéncias 5’ de uma sequéncia alvo a montante do iniciador
de sentido directo na referida sequéncia de intréao

transcrita.

Método da reivindicagao 32 ou 33, em que a referida
sequéncia alvo tem, pelo menos, 50 bases de nucledtido de

comprimento.

Método da reivindicagao 32 ou 33, em que a referida
sequéncia alvo tem, pelo menos, 55 bases de nucledtido de

comprimento.



36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

Método da reivindicacdo 32 ou 33, em que a referida
sequéncia alvo tem, pelo menos, 60 bases de nucledétido de

comprimento.

Método da reivindicacdo 31, em que o referido iniciador de

PCR tem 17-30 bases de nucledétido em comprimento.

Método da reivindicacadao 31, em que o referido iniciador de

PCR contém cerca de 20% a 80% de bases G+C.

Método da reivindicacao 31, em gque a temperatura de fuséao
(Tm) do referido iniciador de PCR estd entre cerca de 50 °C

e cerca de 70 °cC.

Método da reivindicacao 28, em que a referida molécula de

oligonucledtido de cadeia simples é uma sonda de PCR.

Método da reivindicacao 40, em que a referida sonda de PCR
é concebida para compreender ou complementar uma pPoOrgao
interna de uma sequéncia alvo na sequéncia de 1intrao

transcrita.

Método da reivindicacao 41, em que a referida sonda de PCR
¢ marcada com um corante fluorescente repdrter e um corante

fluorescente extintor.

Método da reivindicacdo 28, em que o referido gene alvo é

seleccionado dos genes listados na Figura 6.

Método para amplificar ARN intrdénico numa amostra de tecido
fixa, embebida em parafina, representando, pelo menos, um

gene de interesse, compreendendo os passos de:
6



45,

46.

47.

48.

49.

(a) colocar em contacto o ADN obtido por transcricgao
reversa do ARN intrdénico, cuja expressdao correlaciona
com a expressao de um correspondente RNA exdénico com,
pelo menos, um conjunto de iniciadores de PCR e sondas

correspondentes ao referido ARN intrdénico; e

(b) efectuar amplificacao por PCR.

Método da reivindicacao 44, em que os referidos iniciadores
de PCR e sonda sao concebidos com base na sequéncia unica

no referido ARN intrdénico.

Método da reivindicacdao 44, em que a referida amostra
compreende o ARN fragmentado que representa maltiplos genes

de interesse.

Método da reivindicacdao 46, em qgue a referida amostra é
colocada em contacto com uma mistura de iniciadores de PCR
e sondas concebidas com base em sequéncias Unicas nos
intrdes, cuja expressao correlaciona com a expressao de
correspondentes exdes, presentes nos referidos genes de

interesse.

Método da reivindicacdo 47, em gue a vreferida mistura
compreende, pelo menos, um dos conjuntos iniciador com base

em intrdo/sonda apresentados na Figura 2.

Método da reivindicacdo 47, em gue a vreferida mistura
compreende, pelo menos, um iniciador de sentido directo ou

reverso ou sonda apresentados na Figura 2.



50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

Método da reivindicacado 46, em que a referida amostra de

tecido é de uma biopsia de tumor.

Método da reivindicacao 50, em que a referida biopsia de

tumor é obtida de um doente humano.

Método da reivindicacdo 51, em qgue o referido tumor é
cancro da mama.

Método da reivindicacdao 51, em que o referido tumor é
cancro do pulmao.

Método da reivindicacdo 51, em qgue o referido tumor é

cancro colorrectal.

Método da reivindicacadao 51 compreendendo ainda o passo de
determinar os niveis de expressao dos transcritos de ARN
dos referidos genes de interesse ou dos seus produtos de

expressao.

Método da reivindicacgadao 55 em que expressao diferencial dos
referidos transcritos de ARN ou dos seus produtos &
correlacionada com a resposta prevista do doente ao

tratamento ou sobrevivéncia do doente.

Método da reivindicacdao 44, em que o referido gene de

interesse é seleccionado dos genes listados na Figura 6.

Método da reivindicacgdo 52, em que o tumor é cancro da mama

invasivo e o método compreende



(1) determinar os niveis de expressao dos transcritos de ARN
ou dos produtos de expressdao de um gene ou conjunto de

genes seleccionado do grupo consistindo em:

(a) Bcl2, cyclinGl, NFKBp65, NMEl, EPHX1, TOP2B, DR5, TERC,
Src, DIABLO;

(b) Ki67, XIAP, hENTI1, TS, CDh9, ©p27, cyclinGl, pS2,
NFKBp65, CYP3A4;

(c) GSTM1, XIAP, Ki67, TS, cyclinGl, p27, CYP3A4, ©pS2,
NFKBp65, ErbB3;

(d) PR, NME1l, XIAP, upa, c¢yclinGl, Contigbl1037, TERC,
EPHX1, ALDH1A3, CTSL;

(e) CA9, NME1l, TERC, cyclinGl, EPHX1, DPYD, Src, TOP2B,
NFKBp65, VEGFC;

(f) TFRC, XIAP, Ki67, TS, <cyclinGl, p27, CYP3RA4, ©pS2,
ErbB3, NFKBp65;

(g) Bcl2, PRAME, cyclinGl, FOXM1, NFKBp65, TS, XIAP, Ki67,
CYP3RA4, p27;

(h) FOXM1, cyclinGl, XIAP, Contigb51037, PRAME, TS, Kié67,
PDGFRa, p27, NFKBp65;

(i) PRAME, FOXM1, <cyclinGl, XIAP, Contigb51037, TS, Kio,
PDGFRa, p27, NFKBp65;

(3) Ki67, XIAP, PRAME, hENT1, contig51037, TS, CD9, p27,
ErbB3, cyclinGl;

(k) STK15, XIAP, PRAME, PLAUR, p27, CTSL, CDl18, PREP, pb53,
RPS6KB1;

(1) GSTM1, XIAP, PRAME, ©p27, Contig51037, ErbB3, GSTp,
EREG, ID1, PLAUR;

(m) PR, PRAME, NMEl, XIAP, PLAUR, cyclinGl, Contig51037,
TERC, EPHX1, DR5;

(n) CA9, FOXMl, cyclinGl, XIAP, TS, Ki67, NFKBp65, CYP3A4,
GSTM3, p27;



59.

60.

(o) TFRC, XIAP, PRAME, ©p27, Contigbl037, ErbB3, DPYD,
TERC, NME1l, VEGFC; e

(p) CEGPl, PRAME, hENT1, XIAP, Contigbl037, ErbB3, DPYD,
NFKBp65, ID1, TS

na referida amostra;

(2) submeter os dados obtidos no passo (a) a andlise

estatistica; e

(3) determinar se a probabilidade da sobrevivéncia a longo
prazo do referido doente, sem recaida de cancro de

mama, aumentou ou diminuiu.

Método da reivindicacao 58, em que o0s niveis de expressao
dos referidos transcritos de ARN dos ou seus produtos de
expressao sao normalizados contra os niveis de expressao de
todos os transcritos de ARN ou dos seus produtos de
expressdo na referida amostra de tecido de cancro da mama
ou de um conjunto de referéncia de transcritos de ARN ou

dos seus produtos.

Método da reivindicacdo 52, em que o tumor & o cancro da
mama invasivo positivo para o receptor de estrogénio (ER) e

0 método compreende

(1) determinar os niveis de expressao dos transcritos de
ARN ou dos produtos de expressao de um gene ou conjunto

de genes seleccionados do grupo consistindo em:

(a) PRAME, p27, IGFBP2, HIF1lA, TIMP2, ILT2, CYP3A4, 1IDI,

EstR1l, DIABLO;
10



(b)

(c)

(d)

(e)

(£)

(9)

(h)

(1)

(3)

(k)

(1)

(m)

(n)

(o)

(p)

(q)

Contigb51037, EPHX1, Kio7, TIMP2, cyclinGl, DPYD,
CYP32A4, TP, AIBl, CYP2CS8;

Bcl2, hENT1, FOXM1, Contigb1037, cyclinGl,
Contig46653, PTEN, CYP3A4, TIMP2, AREG;

HIF1A, PRAME, p27, IGFBP2, TIMP2, ILT2, CYP3aA4, 1IDI1,
EstR1, DIABLO;

IGF1R, PRAME, EPHX1, Contigb1037, cyclinGl, Bclz,
NME1l, PTEN, TBP, TIMP2;

FOXM1, Contigb51037, VEGFC, TBP, HIF1A, DPYD, RADS5I1C,
DCR3, cyclinGl, BAG1l;

EPHX1, Contig51037, Kio7, TIMP2, cyclinGl, DPYD,
CYP3A4, TP, AIBl, CYP2CS8;

Ki67, VEGFC, VDR, GSTM3, p27, upa, ITGA7, rhoC, TERC,
Pinl;

CDC25B, Contigb1037, hENT1, Bcl2, HLAG, TERC, NMEL,
upa, ID1, CYP;

VEGFC, Ki67, VDR, GSTM3, p27, upa, ITGA7, rhoC, TERC,
Pinl;

CTSB, PRAME, p27, IGFBP2, EPHX1, CTSL, BAD, DR5, DCR3,
XIAP;

DIABLO, Ki67, hENT1, TIMP2, IDl1, p27, KRT19, IGFBP2,
TS, PDGFB;

p27, PRAME, IGFBP2, HIF1A, TIMP2, ILT2, CYP3A4, IDI1,
EstR1l, DIARLO;

CDH1; PRAME, VEGFC; HIF1A; DPYD, TIMP2, CYP3A4, EstRl,
RBP4, p27;

IGFBP3, PRAME, p27, Bcl2, XIAP, EstR1l, Ki6é7, TS, Src,
VEGF;

GSTM3, PRAME, p27, IGFBP3, XIAP, FGF2, hENT1l, PTEN,
EstR1l, APC;

hENT1, Bcl2, FOXM1, Contigb1037, CyclinGl,

Contig46653, PTEN, CYP3A4, TIMP2, AREG;
11



61.

(r) STK1l5, VEGFC, PRAME, p27, GCLC, hENT1, IDl1, TIMP2,
EstR1l, MCP1;

(s) NMEl, PRAM, p27, IGFBP3, XIAP, PTEN, hENT1, Bcl2,
CYP32A4, HLAG;

(t) VDR, Bcl2, p27, hENT1, p53, PI3KC2A, EIF4E, TFRC,
MCM3, ID1;

(u) EIF4E, Contigb1037, EPHX1, c¢yclinGl, Bcl2, DR5, TBP,
PTEN, NMEl, HER2;

(v) CCNB1l, PRAME, VEGFC, HIF1A, hENT1, GCLC, TIMP2, 1IDI,
27, upa;

(w) ID1, PRAME, DIABLO, hENT1, p27, PDGFRa, NMEl, BINI,
BRCAl, TP;

(x) FBX05, PRAME, IGFBP3, p27, GSTM3, hENT1l, XIAP, FGF2,
TS, PTEN;

(y) GUS, HIAlA, VEGFC, GSTM3, DPYD, hENT1, EBXO05, CA9,
CYP, KRT18; e

(z) Bclx, Bcl2, CENT1, Contig51037, HLAG, CD9, ID1, BRCAL,

BIN1, HBEGF;

(2) submeter os dados obtidos no passo (1) a andlise

estatistica; e

(3) determinar se a probabilidade de sobrevivéncia a longo
prazo do referido doente, sem a recaida de cancro da

mama aumentou ou diminuiu.

Método da reivindicacao 60, em gque os niveis de expressao
dos referidos transcritos de ARN ou dos seus produtos de
expressao sao normalizados contra os niveis de expressdao de
todos os transcritos de ARN ou dos seus produtos de

expressao na referida amostra de tecido de cancro da mama

12



62.

63.

ou de um conjunto de referéncia de transcritos de ARN ou

dos seus produtos.

Método da reivindicacdao 52, em que o tumor € cancro da mama

e o método compreende

(1) determinar os niveis de expressao dos transcritos de ARN
ou dos produtos de expressao de um gene ou conjunto de

genes seleccionados do grupo consistindo em:

FOXM1; PRAME; SKT15, Ki-67; CA9; NMEl; SURV; TFRC; YB-1;
RPS6KB1; Src; Chkl; CCNB1l; Chk2; CDC25B; CYP3A4; EpCAM;
VEGFC; hENT1; BRCA2; EGFR; TKl; VDR;Blcl2; CEGPl; GSTM1;
PR; BBC3; GATA3; DPYD; GSTM3; ID1l; EstRl; p27; XIAP; IGFI1R;
AK055699;P13KC2A; TGFB3; BAGI1; PS2; WISP1; HNE3A; e
NFKBp65, normalizados contra os niveis de expressao de
todos o0s transcritos de ARN ou dos seus produtos na
referida amostra, ou de um conjunto de referéncia de

transcritos de ARN ou dos seus produtos de expressao;

(2) submeter os dados obtidos no passo (a) a andlise

estatistica; e

(3) determinar se a probabilidade de sobrevivéncia a longo
prazo do referido doente, sem a recaida de cancro da mama

aumentou ou diminuiu.

Método da reivindicacdo 62, em que os niveis de expressao
dos referidos transcritos de ARN ou dos seus produtos de
expressao sao normalizados contra os niveis de expressao de
todos o0s transcritos de ARN ou dos seus produtos de

expressao na referida amostra de tecido de cancro da mama
13



64.

ou de um conjunto de referéncia de transcritos de ARN ou

dos seus produtos.

Método da reivindicacdao 52, em que o tumor € cancro da mama
invasivo e o método compreende determinar os niveis de
expressadao de transcritos de ARN ou dos produtos de
expressao de um gene ou conjunto de genes do grupo

consistindo em:

(a) pb53BP2, Bcl2, BAD, EPHX1, PDGFR , DIABLO, XIAP, YBI1,
CA9 e KRTS;

(b) GRB7, CD68, TOPZ2A, Bcl2, DIABLO, CD3, ID1l, PPMI1D, MCM6
e WISP1;

(c) PR, p53BP2, PRAME, DIABLO, CTSL, IGFBP2, TIMP1l, CA9,
MMPS e COX2;

(d) CDé68, GRB7, TOP2A, Bcl2, DIABLO, CD3, IDl1l, PPM1D, MCM6
e WISP1;

(e) Bcl2, pb53BP2, BAD, EPHX1, PDGFR , DIABLO, XIAP, YBI,
CA9 e KRTS;

(f) KRT14, KRT5, PRAME, p53BP2, GUS1, AIBl1, MCM3, CONE1,
MCM6 e ID1;

(g) PRAME, p53BP2, EstRl, DIABLO, CTSL, PPMLD, GRB7,
DAPK1, BBC3 e VEGFB;

(h) CTSL2, GRB7, TOP2A, CCNBl, Bcl2, DIABLO, PRAME, EMSI,
CA9 e EpCAM;

(i) EstRl, p53BP2, PRAME, DIABLO, CTSL, PPM1D, GRB7,
DAPK1, BBC3 e VEGFB;

() Chkl, PRAME, pb3BP2, GRB7, CA9, C(CTSL, CCNB1l, TOP2A4,
tamanho de tumor e IGFBP2;

(k) IGFBP2, GRB7, PRAME, DIABLO, CISL, R-Catenina, PPMI1D,
Chkl, WISP1l e LOT1;

14



(1)

(m)

(n)

(o)

(r)

(a)

(r)

(s)

(t)

(u)

(v)

(w)

(x)

(y)

(z)

(aa)

HER2, p53BP2, Bcl2, DIABLO, TIMPl, EPHX1, TOP2A,
TRAIL, CA9 e AREG;

BAGl, p53BP2, PRAME, IL6, CCNB1l, PAIl, AREG, tamanho
de tumor, CA9 e Kioc7;

CEGP1l, p53BP2, PRAME, DIABRLO, Bcl2, COX2, CCNE1l, STK15
e AKT2 e FGF 18;

STK15, p53BP2, PRAME, IL6, CCNEl, AKT2, DIABLO, cMet,
CCNE2 e COX2;

KLK10, EstRl, p53BP2, PRAME, DIABLO, CTSL, PPMI1D,
GRB7, DAPK1l e BBC3;

AIB1, p53BP2, Bcl2, DIABLO, TIMPl, CD3, p53, CA9, GRB7
e EPHX1

BBC3, GRB7, (D68, PRAME, TOP2A, CCNB1l, EPHX1, CTSL
GSTM1 e APC;

Cb9, GRB7, CD68, TOP2A, Bcl2, CCNB1, CD3, DIABLO, 1ID1
e PPM1D;

EGFR, KRT14, GRB7, TOPZ2A, CCNB1l, CTSL, Bcl2, TP, KLK1O0
e CA9;

HIFla, PR, DIABLO, PRAME, Chkl, AKT2, GRB7, CCNEL,
TOP2A e CCNB1;

MDMZ2, p53BP2, DIABLO, BclZz2, AIB1, TIMP1, CD3, pb53, CA9
e HER2;

MYBL2, p53BP2, PRAME, IL6, Bcl2, DIABLO, CCNEl, EPHXI1,
TIMP1 e CA9;

p27, pP53BP2, PRAME, DIABLO, Bcl2, CO0OX2, CCNE1l, STK15,
AKT2 e ID1;

RAD51, GRB7, CD68, TOP2A, CIAP2, CCNB1, BAGl, 1IL6,
FGFR1 e pb3BP2;

SURV, GRB7, TOP2A, PRAME, C(CTSL, GSTM1l, CCNB1l, VDR,
CA9; e CCNE2;

TOP2B, p53BP2, DIABLO, Bcl2, TIMPl, AIBl, CA9, p53,

KRT8 e BAD;
15



65.

66.

67.

(ab) ZNF217, GRB7, p53BP2, PRAME, DIABLO, Bcl2, CO0OX2Z,

CCNE1l, APC4 e R-Catenina,

numa amostra de tecido de cancro da mama obtido do referido

doente,

(2) submeter os dados obtidos no passo (a) a andlise

estatistica; e

(3) determinar se a probabilidade da referida sobrevivéncia

a longo prazo aumentou ou diminuiu.

Método da reivindicacao 64, em gque o0s niveis de expressao
dos referidos transcritos de ARN ou dos seus produtos de
expressao sao normalizados contra os niveis de expressao de
todos os transcritos de ARN ou dos seus produtos de
expressdo na referida amostra de tecido de cancro da mama
ou de um conjunto de referéncia de transcritos de ARN ou

dos seus produtos.

Método de progndéstico de sobrevivéncia sem doenga a longo
prazo de um doente com cancro utilizando ARN intrdénico para
medir a expressao genética utilizando uma matriz
compreendendo uma pluralidade de polinucledtidos,
hibridando com genes alvo de interesse, imobilizados numa
superficie sé6lida, em que, pelo menos, um dos referidos
polinucleétidos compreende uma sequéncia com base em intréao
cuja expressdo correlaciona com a expressao de uma

sequéncia de exdo correspondente.

Método da reivindicacdo 66, em que todos os referidos

polinucledtidos compreendem sequéncias de intréao.
16



68.

69.

70.

71.

72.

73.

4.

Método da reivindicacdo 66 compreendendo, pelo menos, um
dos amplicdes apresentados nas Figuras 1A-M, ou o seu

complementar.

Método da reivindicacdo 66 compreendendo dois ou mais dos
amplicdes apresentados nas Figuras 1A-M ou o) seu

complementar.

Método da reivindicacao 66 compreendendo todos os amplicdes

apresentados nas Figuras 1A-M, ou o seu complementar.

Método da reivindicacdo 66 compreendendo a utilizacao de
sequéncias de polinucledtidos com base em intrdo gque
hibridam com, pelo menos, um gene de interesse seleccionado
do grupo consistindo em: FOXM1, PRAME, Bcl2, STK1l5, CEGP1,
Ki-67, GSTMl, PR, BBC3, NMEl, SURV, GATA3, TFRC, YB-1,
DPYD, CA9, Contig51037, RPS6K1 e Her2, em que pelo menos,
80% das sequéncias na referida matriz sdo com base em

intrao.

Método da reivindicacdo 71 compreendendo a utilizacdo de
sequéncias de polinucledétidos com base em intrdao que

hibridam com, pelo menos, 5 dos referidos genes.

Método da reivindicacdo 71 compreendendo a utilizacdo de
sequéncias de polinucledétidos com base em 1intrdao que

hibridam com, pelo menos, 10 dos referidos genes.

Método da reivindicacdo 71 compreendendo a utilizacdo de
sequéncias de polinucledétidos com base em intrdao que

hibridam com todos os referidos genes.
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75.

76.

7.

78.

79.

Método da reivindicacdo 66 compreendendo a utilizacdo de
sequéncias de polinucleétidos com base em intrao que
hibridam com, pelo menos, um gene de interesse seleccionado
do grupo consistindo em: FOXM1, PRAME, Bcl2, STKl5, CEGP1,
Ki-67, GSTM1, CA9, PR, BBC3, NMEl, SURV, GATA3, TFRC, YB-1,
DPYD, GSTM3, RPS6KB1, Src, Chkl, 1IDl1, EstRl, p27, CCNBI1,
XIAP, Chk2, CDC25B, IGF1R, AK055699, P13KC2A, TGFB3, BAGI1,
CYP3A4, EpCAM, VEGFC, pS2, hENT1l, WISP1l, HNF3A, NFKBp65,
BRCA2, EGFR, TK1, VDR, Contig51037, pENT1, EPHX1, IF1A,
CDH1, HIFla, IGFBP3, CTSB, Her2 e DIARLO.

Método da reivindicacado 75 compreendendo a utilizacao de
sequéncias de polinucledétidos com base em intrao que

hibridam com, pelo menos, 5 dos referidos genes.

Método da reivindicacado 75 compreendendo a utilizacgado de
sequéncias de polinucledtidos com Dbase em intrdao gue

hibridam com, pelo menos, 10 dos referidos genes.

Método de matriz da reivindicacdao 75 compreendendo a
utilizacdao de sequéncias de polinucledtidos com base em

intrdao que hibridam com todos os referidos genes.

Método da reivindicacdo 66 compreendendo a utilizacao de
sequéncias de polinucledtidos com Dbase em intrdo gque
hibridam com, pelo menos, um conjunto de genes seleccionado

do grupo consistindo em:

(a) Bcl2, cyclinGl, NFKBp65, NMEl, EPHX1, TOP2B, DRS5,
TERC, Src, DIABLO;
(b) Kie7, XIAP, hENTI1, Ts, CD9, p27, cyclinGl, pS2,

NFKBp65, CYP3A4;
18



(c) GSTM1, XIAP, Ki67, TS, cyclinGl, p27, CYP324, ©pS2,
NFKBp65, ErbB3;

(d) PR, ©NMEl, XIAP, upa, cyclinGl, Contig51037, TERC,
EPHX1, ALDH1A3, CTSL;

(e) CA9, NME1l, TERC, cyclinGl, EPHX1, DPYD, Src, TOP2B,
NFKBp65, VEGFC;

(f) TFRC, XIAP, Ki67, TS, <cyclinGl, p27, CYP3A4, ©pS2,
ErbB3, NFKBp65;

(g) Bcl2, PRAME, cyclinGl, FOXM1, NFKBp65, TS, XIAP, Ki67,
CYP32A4, p27;

(h) FOXM1, cyclinGl, XIAP, Contigb51037, PRAME, TS, Kié67,
PDGFRa, p27, NFKBp65;

(i) PRAME, FOXM1, <cyclinGl, XIAP, Contigb51037, TS, Kio,
PDGFRa, p27, NFKBp65;

(3) Ki67, XIAP, PRAME, hENT1, contig51037, TS, CD9, p27,
ErbB3, cyclinGl;

(k) STK15, XIAP, PRAME, PLAUR, p27, CTSL, CD18, PREP, p53,
RPS6KB1;

(1) GSTM1, XIAP, PRAME, ©p27, Contig51037, ErbB3, GSTp,
EREG, ID1, PLAUR;

(m) PR, PRAME, NMEl, XIAP, PLAUR, cyclinGl, Contig51037,
TERC, EPHX1, DR5;

(n) CA9, FOXMl, cyclinGl, XIAP, TS, Ki67, NFKBp65, CYP3A4,
GSTM3, p27;

(o) TFRC, XIAP, PRAME, ©p27, Contig51037, ErbB3, DPYD,
TERC, NME1l, VEGFC; e

(p) CEGP1, PRAME, hENT1, XIAP, Contig51037, ErbB3, DPYD,
NFKBp65, ID1, TS.

80. Método da reivindicacdao 66 compreendendo a utilizacgao de

sequéncias de polinucledtidos com Dbase em intrdao gue
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hibridam com, pelo menos, um conjunto de genes seleccionado

do grupo consistindo em:

(a) PRAME, p27, IGFBP2, HIF1A, TIMP2, ILT2, CYP3A4, 1IDI1,
EstR1l, DIABLO;

(b) Contig51037, EPHX1, Ki67, TIMPZ, cyclinGl, DPYD,
CYP324, TP, AIB1l, CYP2CS8;

(c) Bcl2, hENT1, FOXM1, Contigb51037, cyclinGl,
Contig46653, PTEN, CYP3A4, TIMP2, AREG;

(d) HIF1A, PRAME, p27, IGFBP2, TIMP2, ILT2, CYP3A4, IDI1,
EstR1l, DIABLO;

(e) IGF1R, PRAME, EPHX1, Contigb1037, cyclinGl, Bcl2,
NME1l, PTEN, TBP, TIMP2;

(f) FOXM1, Contigbl1037, VEGFC, TBP, HIF1A, DPYD, RAD5I1C,
DCR3, cyclinGl, BAGI1;

(g) EPHX1, Contig51037, Kie7, TIMPZ, cyclinGl, DPYD,
CYP3A4, TP, AIB1, CYP2CS8;

(h) Kieé7, VEGFC, VDR, GSTM3, p27, upa, ITGA7, rhoC, TERC,
Pinl;

(i) CDC25B, Contig51037, hENT1, Bcl2, HLAG, TERC, NMEI1,
upa, 1D1, CYP;

(j) VEGFC, Ki67, VDR, GSTM3, p27, upa, ITGA7, rhoC, TERC,
Pinl;

(k) CTSB, PRAME, p27, IGFBP2, EPHX1, CTSL, BAD, DRS5, DCR3,
XIAP;

(1) DIABLO, Ki67, CENT1, TIMP2, ID1, p27, KRT19, IGFBP2,
TS, PDGFB;

(m) p27, PRAME, IGFBP2, HIF1A, TIMP2, ILT2, CYP3A4, 1IDI1,
EstR1l, DIABLO;

(n) CDH1; PRAME, VEGFC; HIF1A; DPYD, TIMP2, CYP3RA4, EstRI1,
RBP4, p27;

20



81.

(o) IGFBP3, PRAME, p27, Bcl2, XIAP, EstRl, Kié7, TS, Src,
VEGF;

(p) GSTM3, PRAME, p27, IGFBP3, XIAP, FGF2, hENT1l, PTEN,
EstR1, APC;

(g) hENTI1, Bcl2, FOXM1, Contigb1037, CyclinGl,
Contig46653, PTEN, CYP3A4, TIMP2, AREG;

(r) STK15, VEGFC, PRAME, p27, GCLC, hENT1, IDl1, TIMP2,
EstRl, MCP1;

(s) NMEl, PRAM, p27, IGFBP3, XIAP, PTEN, hENT1, Bcl2,
CYP32A4, HLAG;

(t) VDR, Bcl2, p27, hENT1, p53, PI3KC2a, EIF4E, TFRC,
MCM3, ID1;

(u) EIF4E, Contigb1037, EPHX1, c¢yclinGl, Bcl2, DR5, TBP,
PTEN, NME1l, HER2;

(v) CCNBl, PRAME, VEGFC, HIF1A, hENT1, GCLC, TIMP2, 1IDI1,
27, upa;

(w) ID1, PRAME, DIABLO, hENT1, p27, PDGFRa, NMEl, BINI,
BRCAl, TP;

(x) FBX05, PRAME, IGFBP3, p27, GSTM3, hENT1l, XIAP, FGF2,
TS, PTEN;

(y) GUS, HIAIA, VEGFC, GSTM3, DPYD, hENT1, EBXO5, CA9,
CYP, KRT18; e

(z) Bclx, Bcl2, hENT1, Contig51037, HLAG, CD9, IDl, BRCAL,
BIN1, HBEGF.

Método da reivindicacdo 66 compreendendo a utilizacao de
sequéncias de polinucledtidos com Dbase em intrdao gque
hibridam com, pelo menos, um conjunto de genes seleccionado

do grupo consistindo em:

(a) pb53BRP2, Bcl2, BAD, EPHX1l, PDGFR{3, DIABLO, XIAP, YBI,

CA9 e KRTS;
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(b)

(c)

(d)

(e)

()

(9)

(h)

(1)

(3)

(k)

(1)

(m)

(n)

(o)

(p)

(q)

GRB7, CD68, TOP2A, Bclz,

e WISP1;

PR, pb53BP2, PRAME, DIABLO,

MMPS e COX2;

CD68, GRB7, TOP2A, Bcl2,

e WISP1;

Bcl2, p53BP2, BAD, EPHXI,

CA9 e KRTS;
KRT14, KRT5, PRAME,
MCM6 e ID1;

PRAME, p53BP2, EstRl,

DAPK1, BBC3 e VEGFB;

CTSL2, GRB7, TOPZA, CCNBI,

CA9 e EpCAM;

EstRl, pb53BP2, PRAME,

DAPK1, BBC3 e VEGFB;
Chkl, PRAME, p53BP2Z2,

GRB7,

tamanho de tumor e IGFBP2;

IGFBP2, GRB7, PRAME,
Chkl, WISPl e LOTI1;
HER2, p53BP2, Bcl2,
TRAIL, CA9 e AREG;
BAGl, p53BP2, PRAME,
de tumor, CA9 e Kioc7;
CEGP1l, p53BP2, PRAME,
e AKT2 e FGF18;

STK15, pb3BP2, PRAME,
CCNE2 e COX2;

KLK10, EstRl, p53BP2,

GRB7, DAPK1 e BBC3;

AIB1, p53BPZ2, Bcl2, DIABLO,

e EPHX1

DIABLO,

DIABLO,

DIABLO,

DIABLO,

CTSL,

PDGFRB,

p53BP2, GUS1,

CD3,

CD3,

D1,

IGFBP2, TIMP1

D1,

DIABLO, XIAP

AIBI,

CTSL,

Bcl2, DIABLO,

CTSL,

CA9, CTSL,

DIABLO, CTSL,

DIABLO,

IL6,

CCNB1,

DIABLO, Bcl2,

IL6,

22

PRAME,

CCNEL,

TIMP1,

TIMP1,

MCM3,

PPM1D,

PRAME,

PPM1D,

CCNB1,

R-Catenina,

PAIL,

COX2,

AKT2,

DIABLO,

CD3, pb53,

EPHX1,

PPM1D, MCM6

, CA9,

PPM1D, MCM6

, YBI,

CCNE1L,

GRB7,

EMS1,

GRB7,

TOP2A,

PPM1D,

TOP2A,

AREG, tamanho

CCNEL,

DIABLO,

CTSL,

STK15

cMet,

PPM1D,

CA9, GRB7



82.

(r)

(s)

(t)

(u)

(v)

(w)

(x)

(y)

(z)

(aa)

(ab)

DR5;

TS;

BBC3, GRB7, (D68, PRAME, TOP2A, CCNB1l, EPHX1, CTSL
GSTM1 e APC;
Cb9, GRB7, CD68, TOP2A, Bcl2, CCNB1, CD3, DIABLO, 1ID1
e PPM1D;
EGFR, KRT14, GRB7, TOPZ2A, CCNB1l, CTSL, Bcl2, TP, KLK1O0
e CA9;
HIFlx, PR, DIABLO, PRAME, Chkl, AKT2, GRB7, CCNE1l,
TOP2A e CCNB1;
MDMZ2, p53BP2, DIABLO, Bcl2, AIB1, TIMP1, CD3, pb53, CA9
e HER2;
MYBL2, pb53BP2, PRAME, IL6, Bcl2, DIABRLO, CCNE1l, EPHXI1,
TIMP1 e CA9;
p27, pP53BP2, PRAME, DIABLO, Bcl2, CO0OX2, CCNE1l, STK15,
AKT2 e ID1;
RAD51, GRB7, CD68, TOP2A, CIAP2, CCNB1, BAGl, 1IL6,
FGFR1 e pb3BP2;

SURV, GRB7, TOPZ2A, PRAME, C(CTSL, GSTM1, CCNB1l, VDR,
CA9; e CCNEZ2;

TOP2B, pb53BP2, DIABLO, Bcl2, TIMP1l, AIB1, CA9, pb3,
KRT8 e BAD; e

ZNF217, GRB7, pb53BP2, PRAME, DIABLO, Bclz, COX2,
CCNE1l, APC4 e [(-Catenina.

Método da reivindicagao 66 compreendendo sequéncias de
polinucledétidos com base em intrdo gque hibridam com, pelo
menos, um gene seleccionado do grupo consistindo em: CD68;
CTSL; FBXO05; SURV; CCNB1l; MCM2; Chkl; MYBLZ2; HIF1A; cMET;
EGFR; TS; STK15, IGFR1l; BCl1l2; HNF3A; TP53BPZ2; GATA3; BBC3;
RAD51C; BAGl; IGFBP2; PR; CD9; RB1l; EPHX1l; CEGPl; TRAIL;

p27; p53; MTA; RIZ1l; ErbB3; TOP2B; EIF4E, CD68; CTSL;

FBXO5; SURV; CCNBl; MCM2; Chkl; MYBL2; HIF1A; cMET; EGFR;

e STK15.
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83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

Método da reivindicacdao 66 compreendendo a utilizacado de
sequéncias de polinucledtidos com base em intréo
correspondentes a, pelo menos, um gene seleccionado dos

genes listados na Figura 6.

Método da reivindicacado 66 compreendendo a utilizacao de
sequéncias de polinucledtidos com base em intrao
correspondentes a uma pluralidade de genes seleccionados

dos genes listados na Figura 6.

Método da reivindicacdo 66 compreendendo a utilizacdo de
ambas as sequéncias de polinucledétido com base em intrao e

com base em exao.

Método da reivindicacdo 66 compreendendo a utilizacdo de
ambas as sequéncias de polinucledétido com base em intrao e
com base em exdao que hibridam com o mesmo gene alvo de

interesse.

Método da reivindicagcao 66, em qgue a referida matriz

compreende, pelo menos, 100 genes.

Método da reivindicacado 87, em dque a referida matriz

compreende, pelo menos, 100 genes numa seccao de 100 p.

Método da reivindicagcao 87, em qgue a referida matriz

compreende, pelo menos, 150 genes numa secc¢ao de 100 n.

Utilizacdo de, pelo menos, um polinucleétido compreendendo
uma sequéncia com base em intrdo, em que a expressao do

intrdo correlaciona com a expressao de uma sequéncia de
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exdo correspondente, ©para medir a expressdo genética

utilizando ARN intrénico no progndstico de cancro.

Lisboa, 5 de Dezembro de 2008
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>CEGP1 intrdo 1, 1566 bases

GTGAGTETCCGRCCGCGEGEECECACCTGCCACAGCAGGCAGGGCCAGGA
AGAGTGTTTAGGTCCCCGGCGGAGTCCAGAGCCGEGCECGCEGGECTCGaE
GGCTGGCEECTGCAGCTCCGCEGEGGCCTCTGCTCCCCCCGGGACCTCALC
CCGECCGGECCEGECCCAAGGCGCCACGACCGCTGGGGCCCTGAGTCCTTCGG
CCCGGCCTCCEGACCCGGAGCTGCTGACGETTCCCGCCCCGGTCCGGATGC
CTCCAGAGCGCCTGCTAGTCAGACCGETCGCCGGCGAGCAGGCAGGAGGGT
GCGGACCCTGGCCTTGGEGEGTCCCGCGCCTCAGCETAGGCGGGGAAACTGA
GGGCCOEGECCEGCGCACATCCECGAGGCGEETGGCAGCTTTGCCGTTITCTTT
CTTTECGGECCEGCAAGTTCTGCTGATCGCTTCGGGGTGGGCTCCAGAGA
CTTTTCTGTCAGCGGAACAGCGCCTGTTCCGATCTGGGAATTACCCTGAA
GCAGCAACAAGCCTAGGTTTTCAGCAGAGAACTTTGGTTTCCAGAGAGGA
CTCTCCACGTGCTETGCTTACTGCGACTTGCAATACTTTCAAAATGCTTTT
GTTTTTAATTAATATCCTGGAGTAGTGTCAACCCAGGARATACTTCTGCC
AACGGCCGGECETTTCCAGGTTCAGAGCGATCCGCAGGGETCGCGAGTGCAGGGGG
CCGGCCATGECGACACCATCCCCGCTTCGCAGCATCTGAGAGCCCTGGAT

GACATCTGCTCCCGATCCCGGECGCAGACTTCCCATAAATACTCTAAACCAG
CNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNINNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTCTGAGCTCCGAGAAAGCTGAC
AGACAGCTGCTTGETGTTCAGAGCTTGTCTGTCCGTTTGGTCCTTTCCTC
CTTTAGCGGGCATGTAGGTACTATTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NN NN N M N N N N N N M N N N M T R N N N N M N T NN N NN N I N A N NN N N NIV
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNMNNNNNNNNNNNNNNNNNINNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNCACATGGCCTGGGAGCCTGTACCAGGTGTCAG
CTGTGCTCTTTTGCAG

S>CEGP1 intrdo 4, 4985 bases

GTACCTCTGCCCAGCTETECGATGGGGECAGAGCCACATCTGAGACCCTCT
CCCTTGCACGCGCACACACACACTGACTCTAGNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNATCTTTACATAGAATACATTTCAAACATGACTAGATGTCTCAGGAGC

AATATAGTGGATGATCTGCCAAGTTTTTCAAAAAGGTGCTGAARACCACA

GCACCAGTATGAGCCTGCTCCCTCGCTCTGGETGGGTAGGGAGGAGGCTGG
ATCCTTCCCATGCAGACTTTCAATGAAGTGCCCTGTTTTCAGCCCCAAGC

TAGATCCGGCCCTTCCATGTTTTGCATTTTTGAGCTCCGAGGGGCAGAAG

GGCTCCCTCCCTGGACTTTCCGTGCTGTGETTTCCTTCGCCTACGTCACC

ATTTATCATTCCTCTGTAAATTTGCCGGAAACTCTTCTCTTCTGATGTCC,

TTCTCTTCATTCTCTTTGCTTTGAGTTTATACCTTTTTTCATTCCTCTGT
TACTTAGTAGATTCTTGAGAGGAAGGGGCATTAAGTACATGTGGCCAATC
AGTTATTTTTAACTGAATGTCATCCTTTTAACTCTTCCCTGCTCTTTCTT

MGB-CEGP1l intl.1

FIG.1A

FIG. 1B
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AAGCTAAAGAGTCACATTTTGGTGGCTGTGTTCCTCTTGGAGTTGCATCT
GCCTATTTTTAGGGGAAGTGCCCTAAATACTAGCCTATTAACCCCTTTGG
CCATGTGCTGCTTATTCTTTCCCATTACTTAAGAATGAGGTCATTTTAAT
TTCTTCTACTATTTAATCACAAATTTATAGATTGTTTTAATCCTGGTCTT
GGTAACTTTTCAAGGETTTCTTCATGGAAGATGATTTTTGTCTCATTTTC
CAAGGATGGCAGCTCACACCTTATACTTAACTAGAATACCTGTTTGGGTA
CCAAGAAAAATTGTCAGAGGAACCCCCAGGEGCCAATGGGTTTGATCGCT
ATCATCACCCAGAGCCTGCTCATTCTCAGCGTTTGGGGCGGGGAAGTCAC
ACATACTGGCTTTGATCAGGCAGATTTCCTATCTTGTGCCAGGTGTGGCC
CTTGATAAAGTAGCAGTTGEGTTTCATTTTCCTGCCAGGTTCTCTGEGGT
CATTGGTGTGCCCTGCACTCTTGTCCAATGTAGGCCAAATTCGAGATGGG
AATGAATTAGGAGGCCAGTGGCACAGAGTGATCCGAATCTCAGGGCATCT
CTCOTTTTGATTGCTCAAAGCTGCTTCCTGGGAAGTCACTITGGCTTCCT
CTGCAGGTGECTGGGEAGGGATGTGGGAACTGCAGGTTAAAGCCATCGCT
TGAGCCCTCACGGTCTGGGTCCCACCCAGTTACAAAGCAGCTGGTAGCGA
TTAAGATCACCTCTTATCCCTGTACTTCCAGAGCCCTEGGCTCAGCCCCAC
TOTCCCCTCCTGCARAGCCCCCGGACTCGATTAGAGACACAGGCTCCTCATA
CCOAGAAGCAAATACAAATGCAGTTCCTTTCTGCAAACTGTGTTTTCTAAA
TTTTCTACAATTCAGACATTCTTGGATCCCCTAAAGAGTATTTGARGTGA
ACATTTTTGTCTGGAACTAAAACCARAATCTAAGAATTTGCGTTGTGGTC
TGGAAGTGCTCTCTGTGATTTTCTGTTGTGTTTCAACCTGATTGCTTGGC
AAATTCATGGGAGTGTCAGCCAACAGATTATAGCAATTGGTAACGGAGAA
COTTTECATCCTAGEGTTTTGATTCTTCAAATAGAACAGCCTGTARRARG
TTTTCTTCTAGGATTTCCTCTCTGATATGCACATTAAACTCTATGARAACT
GTAGGCTTAAAAACCCACAGTGGTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NN NN NN N N N N N M NN RN N NN N NN N NN N NN NN NN N N N NN NN NN

I NCCAC
AGTGGATACCTTCAAAGTGATTAAAAGAAGGTAACACAGGAAGCTAGTAT
TTTCTATTGCTGTTGTTTTTAATAATTATTTACCARAATGTTCTTTAATAT
AGGGCATCATAATCATTGACTCTGAGGGAAAGCTCAAGATACTGNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNCCTTAGAGACTCCAAAGCTGTGATAAAGAGNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NCCCGGCCCECCTTTGTTCCTATTCATGGEGTGCTCAGGCTCTCAGAATCGA
GCACTCCTCTTTTGTTTTGTGTGTTCTGAGAATATTTAGATGGTGTACTG
ATGCCTTTTCAGGGCAACAGGGAAGGTGTCAGGGTGGCAAAGTGGAGGCT
GTGCTTTCAGCAGGACCTGTTACCCGTTTTATGTCATGTTTTCCTCCCAA
TTCACAAGGCATATTTTTGTTTGGTTTCCAGAAATAATCTTCAGTGGAGC
CCTGATCTTGGGGTGCACCAGAATGGGGEATTTCCAATGTTTCTGAGCTG
TTTCCCTTCTGETGAACGAACCATCCTGGACGTGACRACCAGACCAATTT
TGGAAAGAGCTAGGGCCATTTGCTGGGCTGCCTAGTTTGGAACAGATTAA
TCTGCTCACCCCAGCAGTGGTCTTGCATTAAGTCAGAGTGCTACAAAGGC
TTTGAGGTCACTTCTTGAAAAGCTGTCAGCGTTTCCAGAGCCATTTAAGT
CTCTATTATGTCTTGEGTAACTTCAGGTGTAGCTTGATGTGGTAGGACATT
AGGTGGTAGGTTCTCTGTGTATCACAATGGCATCTGGCATACAGGCATTC
TTACGAAATATTTCTTGTGTAGGTGAATTACTCTGAGGCAGTARAGGTCA
CTTTGCAAATGTCTTAACAGTCTTGTAAACAGAGTGAAARAGCAGCAGCA
GCOTGECCTGTTTGEGAGTGTACTTTCCAGGTGTTCCTGCCCCCATTTCTT
GGGCAGTATTATATTTACCCCCGAGCACTAGTTACTTCCCATGCTCGGCT
GACCCAAGGACAAACACAACGCTTTCTGGGCCTTCTCAGACAGGACACTG
CTTCTAGAGGCAGCTGTCACCTCCCGCGCCATCTCAGTACTGGGGTGCAA
ATCACATCTTCGGAATTACCAGCCAGAGCAAGAGAAAGCTTTCCACCAAT
CCAGTGCAAGTCTCTTTCTGTGTTAATTGACAGCCACCCTTGGCATGGAT
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GAATGAATCCCAGCAACCAGCAGACTCGAGTCGCTGGAGTGCAGGCAGCTCA
TAACTGTCAGGCAAARAGAGCAAGAGGGTTTTAAGAGAGACTCCAGAAAGT
ATGGGATATATTAACCCTTGCACTGTCTTCTGCGAATAGGAATGACATCTG
TTTGTATTAAAACAATTGTTCCGTTTAAGCACAGTTTGACAGCTCTGGAG
TGCGAGCTGGAGAGAGAACTTTGACTTCACTAGAACCTGTTGGCTAAGGT
TTTAGGGGCACAATATAGAAGEGTGTTGGATTCTAGAGAAGTGAAAGCAA
CCTTTTTGTACTCGTGTTGAAAACAGTGCCCTACTAGTATTAGAGTGTCT
CATTGATAGAGAGCCAATGACAACCAAGTCCCTACTCTCAGAGATGTTTT
AGAGTTACATTGCACGAATGCAAAGAAGCAACATAGGAACAGGTAATTAA
TAATAAAGTATAAACTGAGCAGATGTCTTCGAAAGTATTCTAGGGTATGAA
AAGAATTCCTTCAGGATGCTGGTAGGCAGCAGGATCTCAAAGAATTAGTT
TTGAGATGAGGCAGAATGCTGETAAACCACACGGGCAGTTACCTTGCTGT
GCCCCCTCATTTACGATGTGTGCCGAGCCCTGCAAGAACAGAAGCAGCTGT
TCCCCTTCCCACCATCATACTACAAGETTAAGCCTAATCAGAATTTACTG
TATACCTCAAAAAAATTEGTACAGCAGCTACCACACACGAGCACANNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNGTTCTTGTTGCTGTTCCTGTGTGATGCTGTCAGAGGCTTATGCCCTGA
GGGAGGGATCAAGGGAGTGGCTGAGGGTGGTCACAGAAGACAGATTCCGG
GGCATGTGGCCCGTACGAGGATGCCARAATGCCACAGTCACACTCACCTC
AGAAGGCTCGGATTCGTCCCGGCAGAGAGGGGCGTTCGARATGTTTTGAAA
ATTATCTTCAAGAGTATGTGAARAAATTGAGAATCTTGATCATTCTATCT
GAACATTTTCTTAGGAGGATTCTCCTTTTCTCTTTACATTCTTGATCAGC
TCTTGGETAAAGACATGGCAGAGATAAGAGCGTGAGTACCAGTTCCTGGG
GTCAGCAGGCTCTGATCCTGCATGCAATAGAGAGCTCCAGTGTATTGGGA
AGGCTCCCAACTCGTTAGGAGAGTTGAGACATCGTATCTCTTGGGTGACA
GAATAAATTTTTCATGTCTATTAATTGGCCTAGGTTGACTTTAATGACAT
ATACTTTTCAAATGTGGEGCTGATCCGAGACCTAAGCAGACAGATCTGTGG
GCCACCCCTTAGCCCTTTGCCGCTCTCCCAGGGCTCAGGATTCTGACCAC
AGCCTAGTCACCTGTCECACACTGCTGTTTTTCAG

>CEGP1 intrdo 5, 2556 bases

GTAAGTATGEGCCAGTGCACACCTGCCATGGGARCCETCATATTCCACAG
GOTGCCTTCTETGECCCAGCTCAGAAGCACCACCTCATGECACGGCTGCA
GCAGCAGGGAAGGCAGTTAGCACGGEGATACCGACCTCTACCAAGTACTTG
TTCACTGCAGAAGGETGETCTCCCTTAGGGAAGGGARATGATATTTTAAA
AAGGAACTCATCAGGAGGAAATGAAATTCAGGAGTAAGGAGTGTGAATGT
TEEEEEGCAGTTCTCCCTETTCCCACAGAATARAACCAAATGTCCTCATC
TGGCAATCACAGCTCTTTGCCACCAGGTCCTGCTTCCCCTATAAACCTCA
TCTGCCTCCTTTCCGCAGACACTACTCCCCTTGCCTTTCGAGAACAGCCC
AAATCCTTTGATGCCTCCAGGCCTTTCCCAAGCCCTCCTGCCTTCCTGRC
GTGGTGGACTCTCACTCAACCTTCAATATTCTGTTTAACTTCTAATAAGG
ATAAGCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCCATCCT
CTGCTATCAGAAGCCTCCTGEETGCTTCAGACAGGECAGCCATCTTGTAC
TTTGGCTCCCACAGCACTTTCCTCAGCTGTATAGCTCTGGGTTGACTTGT
GTGTTGATGTGTCTGTCTCCCCAGGTATCGAGCCCCCTCCAAGTCAGGGAC
CTTGCCTCATTTTTCCTCTCAGTCCTCCCCTGGTACCTGCTATGGGATAT
GCTCAGTACACTTGTGTTTAATGAGTGGGTAAATGGGTGGCCTACACCAT
CGGGCCGCAGCTCCTGCACCACGATTGTAGTAACAAAACTCCACCTGGGA
ACAGGAAACCACTGGCAATTCATGGTGTTCCTAAACCACGATTTATGCCA
GGGGAAGCACTGAGGAGTTCCCTTTAGGAACCTTCCCAAAGCCATGGACA
GAAGACCCCTGCCATTTCETGGCCGATGGTGETTTATGGTCGAGTAGGAGAT

MGB-CEGP1 int 3.1

MGB-CEGP1 int 4.1

FIG. 1C
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GAGGCGCACAGTTTCACTGETGACGGGACTTCTCTCCATTGTCTCCCTCACA
AAGCAGACTGCCACCCCAAAGCTGTCCAAGCCAAGGCTGGTGCCACCATC
ACACTCAAGCAACAGGTTCTGACATGCTCTTAGEGCCCCTCGAAGTCAGG
CTGTCCCTGAGGGCTTCCAGTGAGCTAGCAGAGTGGAGACCATTTTCCCA
CCTCCAGATCTTCGGAAGGAAGACCCAGACCCTCCAAGACTCACCTGCGG
GGCGAGACCCTCAACATTTCATAGTCTTTCAGGGAACAGTTGCTGAAGGG
GGCGGGGGGGETGGGCACCTGTAAGCTTGTTTTTAAAGATTTTAAATGTCT
TTAAGATATCACTGCTCAAATAATATTGTTCTGNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCGTTTGAGGAATTAACAAAGAA
AAAAACTAAGACCTAGAATCTCACCACATAACCAGCTGTTTCAATTTTTC
CATATTCCTATTTAGTTGTTGTTCATATGCATACACAATTTTTACATAGC
TATAATCACAGGACAACACAAATATGTAATTAGTTCTTTTGAATTAGARA
AATTACAAAGGGCCTATGTAAAATGCAAACACTCCAAAGCATATARAGAA
AACATGCAGTTTCCCGCCTCCCETTTCCCTTGCCAGAGGTAACCACGGTT
AGCAGTTTGATGAATAGATAGTTTTGTAGTTGGCTTTTTTTCTTTTTGGC
CTATCATCAATACATTCATATATAGTCTTGATAATTACCAGTTACTGTCA
CGTTAATTGTGTGCAGAATCATCCTGTGATTATCCTTCCTTCTAACTAAT
CTAGATTGAATCTGATCGAGAGAAATTCTGACATATATGTACAAATTAAAT
ATTGTCTGTTTTATTCCAGCATAAAGTGCTATAGCATTTCCCARAGCCCC
AGTACAGCTGTATTAATAGGTAAACTTCTCTAGATAGAACAAAGCAGTAG
TCTAGAATCTCTTGGTATAATTTCCCTTATATAATAARAGTCTCTCCCCC
AACTCTCCCATCTCCCTCTTCCTGTATGACTTTGTTTARACCCATGTTTC
AGCATTTCTACAATTTGTATTGTAACTATCTGCATACACAGACACCACAG
GETCTGACTTGCGAGTTATGTCTTTCCTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAATCAGAATTTCTCTGGAGCAAACAC
AGCCCTGTGTTTCTGCGAAATCTCAGTGCTTTATGTATTGATTCATTTTGC
TGTCAG

>CEGP1 intrdo 6, 716 bases

GTGAGTGGCAACCCCAACACTGAGTGAGGGTCTGCACCAGCCTGCCTGTC
CCTACCCCTACCCCTTAATGETGTTTAGCACAGATGCAGGCTGTTTCCTG
TGCATTTGCCCCCCCAGCAGGCCCTGTGCTGCTTCGCATGCTACAGTGGG
AGTGGETCTAGGCCTGTEGEGGAAGGCCCCTCTCTCCCTGTGTGACCTTGGG
AAGCCCTTCCTCCTCTCCTGGACTAGGCTGCTCCTAACGCTGGTATTCCA
GAGACTGGCACAACACCTCCCAGCGAGGCCAGGGCAGCACGAAGTTAGAGC
TCTTTATAATGATGCECGCACTTCTGGCCAGCAGGAGCCAGGGCCGTATAT
TTCTGGRCGGEATGCCTGCCTTGCCCTTCACGETGTGTCCTTCACTAGCTC

CATTTTAGAGGTTTCCAGGCCCAAGGCTCTTTTTCTCCTCGACTCAGGGG
ACTGAAGCTTGCATTCCCTAGTGTCTCTTTGGTCAGTGCAATATACCTCC
AAAATCTTTTCCATGTTTAATGTTTGCTAAGGATCTGTGGCCCTTTAACG
GGCTETETCTCCCACAGAGCCTCATTACAACACATTTTTATTGCGTGAAC
AGAGTCACATATCTTTCATTCCTCTTATGTCTGGGATTTCAGCAAACACA
GTTGTATEGGGCATGAGCAATCTAACTCATTCACGTCTGAGAACCGTGCTCT
TTTGCTTCTCTTGTAG

>FOXM1 intrdo 3, 2041 bases

GTAATGTGTCCCACAGCAACCAAAATCAAGGTCAGCCCAGCCTGACAGTC
TCTCCAGTGCTGTACTGCAACTTGTATCTGGGACAGCAGTTAAGTGCARA
GGACACTAGAATGATAAACAAATGTATCTTTTAGATTGTGACTCAATCTT
ATTGAATCCAGGCAAAATCATTAAGAAGAGCTCCTTAACTACTTCATGTG
TTACTACCTAAAGTCCATGEGAGGGTCTTCAATGTAGCACTCAAGCCCACT
TTTCTGCTACACTCAACAGCCGTCCTAGATGCCAGCAGCTAGAGTGGCTA
AGTAGTTTTATGAAAATGTCTTGATTAAAAAAAAAAATGCTGTCTGTGAG

CEGP1 int 5.1

FIG. 1D

FOXM1 int 3.2
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CCTCATGACCCAAGATGTCATCTCCTGTAGCGTCACATAGCATTTCTAGT
GGGCAGGGGTTITCCTTTCACTTCATTCATGGAAAGACCGAGATGCCTGT
GAGTCAACATAGCTCACGCAGTTGGTCGGTGTCAGAGCCACAAATGAGGT
CTTCTGACGGGTGCTCAATTCCAAGTCAAGTGTCGCTTTGTTTTCCTCATG
GTAGAACTCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNCCTCATGGTAGAACTATGNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNCATGGTAGAACTTTTAATTTTACTCCCTTCCATCAGCTTACTTTCCTA
GNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTTAATTTCCTAGNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTAATTCCC
TAGTTTCTTAATTTCTCTGAGCCACCTTTCTTGCTATTGATCACTACCTC
ACAGCCTTACTCTGCTTTTCTAGCCCCTCACAGCTATCTAGGTCTTTTCT
TTATCACAATCTAAGGTTEGCATCAGTCTTTATTCCCGTAGAATAGATGG
GTTTATGCCTGAAGGTGACGECTCTCCCETCTECACTCTCACGGACGAGTTE
CCAAGAGGGCTGCAAAGACACCAGACGAAGCCTETGCTGAGCACAGTGGG
AGGGGCCTGAGGCTEETTTCCCCATGTGTTTGAAGGGTGATGTTTCTGAA
TCTAAAGTAGCTGATAACCAGTTGTCTTGCTCTTCTTCCAG

>FOXM1 intrdo 4, 993 bases

GTCAATGCCCTCGCTTTCCTCTAAATAGGGCCTAAGTTGGAGGTTGTCATA
GCCATCTCAAAAGGAAACAAGCTTCTGCTAGTGATGCTTTCATTTGATCAG
GGGAGAGTTAGAAGCCAGCCACCCAATTAGTGACTTGCACAAAACCCAGT
GAATTAAGTACACTTGACAAATACCAAATGACACATTTTTGTGCCAGACC
AGAGCAAGGAGAAGGCTGTTCTGACCCAACAGAAAGGGCTCCCCAGGGNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTAC
AAGAAATTCTGGGAATGCTTGCTCTAAAAAAAGCCCT TCCTNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNG
CCTGCCTTAGGCTGCGAGACCAGARGCTGAGCTACCAGAACGTCTTTTCAG
AAAGAAGTTATTTTGGTTTTTCAGAGTGCCCATAAGGCTGCTGGTAGCTG
TAACCATTCTCCTGGGAGGGGCAGTTGTCTGGGGTGTCTTTTGTCATCAG
TCAGGAATAAGTGTTTTTCCCAATCCGGTCARATTGACCACGTTGGTGGT

FIG. 1E

MGB-FOXMT1 int 3.2
(sublinhado)
FOXM1 int 3.1(negrito)

FOXM1 int 4.1(sublinhado)
FOXM1 int 4.2(negrito)

FIG. 1F
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AACTTCATCTCATTTCTCTCCCACAATGCCTGGCCGCCACCAG

>sFOXM1 intrdo 5, 602 bases

GTAAGGTTCTTTCCCTCTAGCTCGGEGCTTGGCCTTGTTTTCCTTTCACT
GCTCAGCATAGCTTTAGTGGACAGAGACAAGATGCTGATCTGGCGAAGGGT
CCCTATGGCCATGTTTTGTCTAGGTGCCAGCCCTAGACACAGAACACCCT
GAGGGTCAGGCACACACCCACTTCCCTCCCCTTCCATGGGCATCACAAGG
GCACACTGAGCAGACGCAGGGCACAGCAGGGGAGCATGCTGCAGCAGCCAC
AAGCGCATGGCACCAGCCTCAGGGGCGGCAGTTCGTTCGCTCACTTTTGT
GCCTAGCTTTTCTTTGCCACCCATATAGCTACCTGCTCTGGCATCCCCCA

GGGETGTTGAGGACACGTGCGTGAAGCGETAGTGCCACTCTGCCATCATG
TETCTGTAGGCCACCCACCTGCCCACTCATCACAGTTTTGGAGACTGCTC
GCCTACGTCCATCCCCTCAGGTTGGCCTCCTCTCTCTGGGCTGTCATTAA
CTCAAGCACACACCACCAGAGCAGCTGGTGCGEETTTTGCCATCCCCTCTT
TACCTTATTGTGTTAACATAGGTTTCTTTCTCTCCCCATCTGCCACAAGC
AG

>FOXM1 intrdo 7, 4656 bases

GTGRGETETCCTATTTTCCTCTGAAGAGAGATTCTGGCCAATTAAGAATGT
TGGACCTTCAGCTTGCARAGCACTCTGATAAGTGTTCCTTGACGAGCTTAT
AAATCTAGTTGGETAGAAAAGGCATAAAAACATAGGGAAGTGTAATAGCA
TTAGAAGAGCTAAAAAGGTATTTGGATTACAATGTAAGTGGTGTCAGAAG
GCCCATAAATACCTGATGAGCTTGTAAGAATTCAGACAAAAGTGATTIGTG

ATAGATGGGCTAGGATTATTAAGGAAGATACACAAGGGAGGCAGGCCTTA
GAMAAGAGATGCGATTTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NN NN N NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NNNN NN NN
INNND I i\ NI I NI INNIN DN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNGTGGATTTCANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTAGATTTGGGTAAGCAAAC
AGGTGTAGAGAGAGCATGCTAATGGGCAGTGCCATGGAGGCGGGAAATGC
AGTTCGTACCTGGCAGTAGTAAAGTGACTGGGTCAGACTAACTNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNGTCTAGCTTGAGGGGAAGGTGAGAAGGGTAAATTCAGAGCC
AACTTGGATCAGCCATCAGATCTGCACTTAACACTGTTAAAGGGTTCTGT
GAGTACGGGCTGACATGTAACCAAAGTGAAAAGCTTCCCCCATCCCCTTC
AGAGAGATGAAAATAGCATAGAGTCTGGAGTTTAGAGCGACTTGGGTTTG
CNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

MGB-FOXM1 int 5.1

FIG. 1G

MGB-FOXMI int 7.1

FIG. 1H




7/30

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNCATATTACACACAARAATTATACCACACATACATAATTTAGCGTAAATT
CATTCATGTGGCCGTAGCATGTGCCCTGTTTGGGTTTTCATGCAGTGGGT
TTTCTCCCCTTTCCTTTTTGGCTCCCTCTCCACCCTACCATCACCCACAT
CACCCCTACTCCCAAGATAACTGGTTGATAATTTATGATGCTTTCTTGCA
TATTTTATCAATGCTCTTAGTTATACTATACATGTATAGCGATAGCCATT
TTATATGTACACATACAACACACAGAACATTGATNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNGTTATCAATTTGTGAGAGCTCNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NN NN NN NN NN N NN NN N NN N NN NN NN NN NN NN NN NN NN N NN NN NNNN
I\ 1) I\
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTGTGAGAGNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCCCTGTGAGAGCTCTTTGTTGT
TAAAATAATCTTCTTTCTTTTATGCTGAAGATATTTTTCTACTTCTATTG
TTTATCTCTTTACNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTGTTTGTTGTTTCTTAACT
TTGTTTATGETATCTCTTGCCACAGTAAAATTTTAAAGTTTTATGTAGTC
AAATGTCTCTCTTCTCTTTTACAGTTTCTGGCGTTTCCAGTCTTGGTTAAG
AAGGTCACCCGCACCCTCAGATTGTATATGTAGTCTCCTAGATTCTCTTT
CAGGATTTGTATGATTTTAAGGTTTTCATTTTTTTTT TANNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTAAGGTTCTTATTTTCATGCATTAAATCT
TTGTATACAGTGTAAGACAAGCATGCAATTTTATTTCCTCTCGGATGAAT
GCTATTATAATTATGCCACTACATACTACATACCCGCATCTTTTACCCCC
AGAATTGAACTACCAACTTCAACATACATCGTATTCTCATATTTAATAGA

MGB-FOXMI int 7.2
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TTTTAAGACTTCAARACGACACAAAGAGGATCAGAACCCGTATGTGATAT
TTTTGTGCCTCCTCGTCTEGTCGACCGTTGGTTCACCTTATCTCTGTTTCCC
TTTCAG

>PRAME intrdo 2, 614 bases

GTAAGTTCGAGCCCTGATTCCTCCECTTCCCCGCAGGGTGACCTTGGGCT
TGTGCCCCCGGCACCACCCCTGTCCCEGETCCCTGTTTTCTCTCTGGAAA
TCECTTCGAAGACCARAGAARATAATGTGCGCCACTTGGETCACCCCGGGC
CGCCTGCCCCGCGARAATTEEGCCCCAGTTGAGGAGTTGTGGCTGTAAGGAT
GCCTTGAACCGAGGCEERCGETGCTCETEATTCEGAGCTCTCCAGGGTGGGT
GCGCATTTGTAATGCEGETCGCGATGCTCTEGEGACTCGGECCCCTCTGAAGGTG
CTGECGGEETTCGECGACGECCCAGGCACGTGGCETAGGCETCCTAGGAAGGCG
GGAGCAGAGGCAGAAATGTCECTGCAAGACCETAGTCAGGGTCCTTGACC

ACAGGGGTCACTTGTGACCAACCACATGGTCTGTTGTTCCTCCTGCCCCC
TGGTTCAGCCCAGGAAACACTGETEGCTCAGGTTTGGAGCCAGAGATTTGC
ACTGAAAGGGCGGGATTGAGTCGCCAGTTGTCAGTTTCCTCAGCAGTATT
TECGCAGCTTTTCACAGGAGGCCGTTGCTTCGTAAATATTATACATGTAT
TCTTCTTTTTGGAG

>PRAME intrdo4, 432 bases

GTAAGGGTCACCTAGCAGCTTCCTETCCEECCCTCGGGAACCTGAGCAGGA
TGCAGCTGEGGTCAGGGAGCATGGAGCECCTAAGGCTGGGCCAGAGGCTC
TGATGCTTGCCAGCAAGGAAGTTCAGGGAGCCCTTGEGGCTACTGCAGGG
GTCACTCTTGGAATCGGCTTCTCGACATGGGGCACTCGATTAAAATGCAGA
GETETCTGAAGGAACATECACCTGCTTCCTCCTEETGEGECTCGEGAATTGG
GGACCRAGGAAGGATCCCAGGATCCTAGTGGGARAGGGAGCAGCTGATGCC

TCAACGTACGAAGTAAAAGTCECAGATCTAAGETGCATGTCTCTITGGTTCT
TACCTACATTATGAGACTCATGGTCTTATTTTGAGTTGATCTTARAGCAT
CATCTCAGCTAATTACCTGTTTTTCCCCACAG

MGB-FOXMI1 int 7.3

MGB-PRAME int 2.1

FIG. 11

MGB-PRAME int 4.1

FIG. 14
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>8TK15 intrdo 1, 3740 bases
GTACAAGGGETTTETTGACTCETETTGACATGCGCGGGAGGEGGTCGRETCG
GCTTCAGATTCGGATTTTETCCTCCCAGATCACCNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NGGTAAGCGTACGGAGAACTTGCAGCTGGCGTGECTGTTACAGAGGAAAA
GCAGGAGTGCCGTTTAACGGGEGCGCCGCTTTAGATAGAATAGCCTAAGAAG
GCCCTTETCCTGGCTGGATGACGTCGETGAATTGATGAATGAGAACCTCCT
TGCAGAGGCCTTCCCEGTCCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGGGATGCAG
ACCGEGTGCATACAAATCETCTGGGGACGTTAAAATGNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNCACTGTCCTTAACTCTCGTAATGTCTCTTCCTCTT
CCGTAACCTTCCTTGTCCCTTGAATTAAACGTTTTTCAGCAACCTACTCA
GTTCGTCCTTCCCTTCATCTCTGCAGACATGCACAGGTCTCAGGGAGGAA
GGAATAAACCGTATAAACCTCCTGCGCTATTAGCCTAACAGCTTTTCTAT
TCAAAATAGTAGGACTTCTGGTTTGAACTGAATGGATCCTGTGAAAGTCA
TCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAGTCTC
CTTGGCGTTGTCTCCAGAATTCTGGATTAGAATCTTATTCCATTCTGCTT
GTTATTCAATTTCCCTAGARAGARAGGTAGAATAAATTGGAGCAAATGCC
TETAGCTTCTECTCAGAAGAATGTTGRAATAAATGTTGTTAGGCCTATGTGA
TCTCATTAGACTGCTACTTAGAATTGTAAGGGAAGTAAAGCATTAGAGCA
TGTGTGAAATTAAATATTTGATTAACACAAGTGTGCATTTCCTTGTTGCT
GTTTATCAACTTTTACTTACCCACTGTTTTTTTATAAGGGCTGCAGCCTG
TAGTCTGGGCCTCGCTTCATCATGEGAATTATTTGCTTAATTGTAAAATGG
TAATCTTAANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNGGATATTTGATAAGAAACTTCAGTGAANNNNNNNNNNNNNN
MNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN NN NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNND NNNINNNNNNNNNND I\

FIG. 1K

MGB-STK15int 1.1
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NNNNNNNNNNNNNNNNNGCAGGGAAAGCACATGCCTGTCCCTCCCTCATT
AGCTTCATTTGGACAAAACATGTAARATCCGGTGTGTTGTGGAGGCCTTT
TGATTGGGGAACTGTAACGCTGCCTATCGAGCAACAGCACTTTAAGCAGG
TGGCTTTGTTCAAATTARAGGTTCTTCTTTTTCTITTCAG

>8TK15 intrdo 2, 1622 bases

GTAAATTGAATAATCTGTAATCTCATTCACATTTATAAACCCACATGGAG
CTTCCTCTTGTCGRCAATTCTTTCCGCCTTTACTTTGGATTTARATTTAG
ATCCCTTACTGTCGATCCTCCGATATCGAATTAGTCACTTTTCTCGTGTTCAG
TAACATTTTGCTGCTTCTTAGAGTAGCTTTTTTGTTCTGCTTTGTCTTAT
AATCGGCTGCTTAAGTTTCTATATCCCTCCACTGTATGCAGGATAATAGT
AATAATGCATCTGGCAGGAGTTCAAAACTTTTAAAATTGGCCATARATAT
AARATAATTAGAAAARGGCTACCTTGRATTACTGTATTTGATTCTAAGTT
CCTATGATAACGCGCCATTTAAAAAATTGCTCTATATTTARAATGTTTCTT
TTTATTTGTCTTTEGTCTEGAATGCCTGCTGCGTTGTGGACAGTGTGCTAAT

TTCAGGAGTAACTGACTTTGTATTTGGAAGTCTTAACACCCTCTCTITTGT
AGAGCACTCATACCGTTGAGCTGGGCGATGGACTTTGAGGCTTTCATTTCT
AGCACTTGTCCCTCACTTACAATGAGCTGTTGAAGCTGARGGAAATCTCA
TCCCTCCTACCCCTTTTAGTTTGATTAGCTGAGGGTGTTAGAGTTAACTT
AACAATTTAAGGTTGTAATACAGTACTTACAGGCGTATAAATAATACATT
TCAANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTAATAATAATA
ATACATTTTAGTAGTAACTTTGTGAAGTGTCTACATTTGTTTCCTCTTTG
TCAGTTTTTTGCTCAATTCCATTTTGTCAATACTTGGAAAATGAAACATT
GGTTAATCAATAGTACAGTAATAAGCTTATTGTGGAAAATCTTCGATATA
TGAAAACTTAGACTCTTCTAAAACTTCATGAAGATAATACCACTGTTGAA
CETTTTGACGTATTTTTTTTTGGTCTTTTTCTTAAACGTATATTATCAAA
GAAATTTCAATGGAACTGAGATTTTGGCATAAAGTTTTTGTATCATAGCT
TTTTGCCAAATAGCAATGTAGTGTCTATTTCCAAATTATTGAGAAATTTT
AGAAAGTGTCTCCTTCATTAATGGATATTTGTTAATAAAGCATGATTTTT
AGGGCTGAGCGAATTGGAGGGGATAGAAGETATCATTCAGGTATTCTTAGC
CACATACTAACTATCCTCTGGAGGTACTGATTAAAATACCTTTTCACCTT
CCATCTCTTATCAGTGACATTCATTATTTTGCTATACTAGAGAACAAACT
TTGTGAAATTCTCAATATATTCATCTTTTGCTTTCATGAATGCCAGAAAG
TTTATTTTCTCTTCCATTCTAG

MGB-STK15 int 2.1

FIG. 1L
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>8TK15 intrdo 4, 1093 bases

GTAAGCTTTCTTATTTACAAAGTTCTGTACTGTTCTACTAGAATATATTA
TTTCGTTGCAAATTTCETTGTGEGGAACTCTGGGGAAAAAAATGAGGCCTT
TATTTGCATTTAGAGGATATAAATGTTTCCAGATTTCCAATCTTAARAAAA
AATGGAATTTTGTGTAATGAGGTATTTTACTAGGAACTCAAGTGCTTTAA

AAAATGGCTTTCAAATTTAGAAAAAGCTTGTATGAATCTTTTATAGAAAT
GTGTGGAAGTTCCTCTCTGTCCTTAGAAATAACCACTACATATGGTTTAT
GCGTCTGTACTTTTTTATTGTACAAAAGTGCAAGTTTTTAAAAAATAGAA
TATGTTGCAGAACTATATACTCATATATGACTGAGGGTTTTGACAGTATT

ATAGTTTTAGTTCTTTATTGTAAAGGTTGGCTGTAATGTCTTCCCCAGGG -

CTTTTCTAAAAGCCTCCTCTCAGTCTCTGAACTATCTGGACTCTAGAATG
TACCGGGAGGAGCGAGGAATGAACCCACAGACTCTTTTGCTTTTAGCGGT
CTAACAGAGGCTAAGAGTCTAAATCCACTGGTTCTCATGCCCCAGCTAGC
CTGTGGGCTCCATCCCGCTTCCATTAGTAACAGTGGCTCTGTCTCCACCA
CCAGAGTGGTTCTCCACCCAGAGAGAATTAGCACCTCTGGGACTGGAGGG
AGCAGCTGGGGTTAGTTTGAAACATGCCCCCAGATGGTCTGGAAGCATTC
CTCCCTCTCTGGTCACTTATCCTTTTTGTGGTCTTCAGCGTTGTCATGGC
CCTGTTCCTCTGAGCATAGTACGGGCTTGGGACATTTCCCATAGAGTGCT
TCAGGTCTAAAACCCGAGACTACTCCTTGTCACTGACTCTCACACCTGAC
GGCAGCTAGGGACGTCAGGGTTTCATGTCGTGGCAGCTCTTTIGATAGTGG
TTATTGCCTTGETTCTTGCTGAGGATGCATATTGAGTGARGTTGGAATAC
GAAATTATTTGTAGAATGTGTCTGCTACTCATTGARAATTTCGTTAGAARR
GCTTTGTTTTCTTCACATTCTAAAGTGTTCARATTCCTCCTAG

FIG. 1M

MGB-STK15 int 4.1
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Nome

MGB-CEGP1 int 1.F1
MGB-CEGP1 int 1.R1
MGB-CEGP1 int 1.P1
MGB-CEGP1 int 3.F1
MGB-CEGP1 int 3.R1
MGB-CEGP1 int 3.P1
MGB-CEGP1 int 4.F1
MGB-CEGP1 int 4.R1
MGB-CEGP1 int 4.P1
MGB-CEGP1 int 5.F1
MGB-CEGP1 int 5.R1
MGB-CEGP1 int 5.P1
FOXM1 int 3.F1
FOXM1 int 3.R1
FOXM1 int 3.P1
FOXM?1 int 3.F2
FOXM1 int 3.R2
FOXM1 int 3.P2
MGB-FOXMf int 3.F2
MGB-FOXM1 int 3.R2
MGB-FOXM1 int 3.P2
FOXM1 int 4.F1
FOXM1 int4.R1
FOXM1 int 4.P1
FOXM1 int 4.F2
FOXM1 int 4.R2
FOXM1 int 4.P2
MGB-FOXM?1 int 5.F1
MGB-FOXM1 int 5.R1
MGB-FOXM1 int 5.P1
MGB-FOXM1 int 7.F1
MGB-FOXM1 int 7.R1
MGB-FOXM1 int 7.P1
MGB-FOXM1 int 7.F2
MGB-FOXM1 int 7.R2
MGB-FOXM1 int 7.P2
MGB-FOXM1 int 7.F3
MGB-FOXM1 int 7.R3
MGB-FOXM1 int 7.P3
MGB-PRAME int 2.F1
MGB-PRAME int 2.R1
MGB-PRAME int 2.P1
MGB-PRAME int 4.F1
MGB-PRAME int 4.R1
MGB-PRAME int 4.P1
MGB-STK15 int 1.F1
MGB-STK15 int 1.R1
MGB-STK15 int 1.P1
MGB-STK15 int 2.F1
MGB-STK15 int 2.R1
MGB-8TK15int 2.P1
MGB-STK15 int 4.F1
MGB-STK15 int 4.R1
MGB-STK15 int 4.P1

Sequéncia SEQ ID N°:

AGCGCCTGTTCCGATCTG
AACCAAAGTTCTCTGCTGAAAACC
CCCTGAAGCAGCAAC
CTGTTGCTGTGTGATGCTGTCA
CCTCAGCCACTCCCTTGATC
TCAGGGCATAAGCCT
TCCCCTTGCCTTTGGAGAA
AAAGGCCTGGAGGCATCAA
CAGCCCAAATCCT
CTTAATGGTGTTTAGCACAGATGCA
CCACTGTAGCATGCGAAGCA
CAAATGCACAGGAAAC
GCTCTGCGGTGTGGAGTGT
CACAGGCTTCGTCTGGTGTCT
TGCAGCCCTCTTGGCAACTCTCCT
AAAATGCTGTCTGTGAGCCTCAT
AACCCCTGCCCACTAGAAATG
ACCCAAGATGTCATCTCCTGTAGCGTCACA
AATAGATGGGTTTATGGCTGAAGGT
CTCTTGGCAACTCTCCTGACACT
CCGCAGAGCCGTC
CCATCTCAAAAGGAAACAAGTTCTG
GGGTGGCTGGCTTCTAACTCT
CCCTGATCAAATGAAAGCATCACT
AGAAGCCAGCCACCCAATTA
TGTGTCATTTGGTATTTGTCAAGTGT
TGACTTGCACAAAACCCAGTGAATTA
TGGACAGAGACAAGATGTGATGTG
GCTCGCACCTAGACAAAACATG
CCATAGGGACCCTTC
GGTGTCCTATTTTCCTCTGAAGAGA
TGCAAGCTGAAGGTCCAACAT
TTCTGGCCAATTAAG
TCATTCATGTGGCCGTAGCAT
GGTGGAGAGGGAGCCAAAA
CCTGTTTGGGTTTTCA
AGAGGATCAGAACCCGTATGTGA
GGGAAACAGAGATAAGGTGAACCA
TGTGCGTCCTGTCTG
GGGTGACCTTGGGCTTGTG
CTTCAACCCATTTCCAGAGAGAA
CCCGGGTCCCTGTT
AGGGTGACCTAGCAGCTTGGT
GCCTCTGGCCCAGCCTTA
TCCCTGACCCCAGCTG
CGTAATGTCTCTTCCTCTTCCGTAA
ACGAACTGAGTAGGTTGCTGAAAA
TCAAGGGACAAGGAAG
CATTCACATTTATAAACCCACATGGA
AATCCAAAGTAAAGGCGGAAAGA
TGGTCTTGTCGGGAAT
GCGAGGAATGAACCCACAGA
GCATGAGAACCAGTGGATTTAGACT
CGCTAAAAGCAAAAGA

14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
3
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
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Expressdo de PRAME Normalizada: Coeficientes de correlagdo de

Emparelhamento de Pearson
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Expressido de STK15 Normalizada: Coeficientes de Correlagdo de @ Exio vs Exio
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GHIallgenes2-03.txt

Nome do Gene Sequéncia ID Origem da Sequéncia Numero de acesso
18srRNA M10098 NCBI M10098
28stRNA M11167 NCBI Mi1167
A-Catenina NM_001903 NCBI NM 001903
ABCB1 NM 000927 NCBI NM_ 000927
ACTG2 NM 001615 NCBI NM_001615
ADO024 NM 020675 NCBI NM_020675
AIB1 NM_006534 NCBI NM_006534
AK055699 AK055699 NCBI AK055699
AKAP-2 NM_007203 NCBI NM_007203
AKAP12 NM_005100 NCBI NM_005100
AKT1 NM_005163 NCBI NM_005163
AKT2 NM._ 001626 NCBI NM_001626
AKT3 NM_005465 NCBI NM_005465
ALDHI10 U75289 NCBI U75289
ATLDHI12 AK074266 NCBI AK 074266
ALDHIA1L NM_000689 NCBI NM_000689
ALDHI1A3 NM_000693 NCBI NM._000693
ALDH2 NM_000690 NCBI NM_000690
ALDH3 BC004370 NCBI BC004370
AILDH3A1 NM_000691 NCBI NM_000691
ALDH3E1 NM_000694 NCBI NM_ 000694
ALDH3B2 NM_000695 NCEI NM_000695
ALDH4 NM_003748 NCBI NM_003748
ALDHS5 NM_000692 NCBI NM_000692
ALDH7 U10868 NCBI U10868
ALDH8A1 NM 022568 NCBI NM_022568
AluSx NM_AluSx GHI Custom NM_AluSx
AMFR NM_001144 NCBI NM_001144
anexina I NM_000700 NCBI NM_000700
anexina IT NM_004039 NCBI NM_004039
AP2B1 NM_ 001282 NCBI NM_001282
APC NM_ 000038 NCBI NM_000038
APN NM 001150 NCBI NM_001150
APP AY011354 NCBI AY011354
APP M33112 NCBI M33112
AREG NM_001657 NCBI NM_ 001657
ARG NM_005158 NCBI NM_005158
ASHI1 NM_018489 NCBI NM_018489
B-actina NM_001101 NCBI NM_001101
B-Catenina NM_001904 NCBI NM_001904

FIG. 6



Nome do Gene
B2M
BAD
BAD
BAD
BAG1
Bak

Bax
BBC3
BCARI1
BCAR3
Bcl2
BCL2-relacionado
BCL2L10
BCL2L11
BCL2L12
BOX
BCRP
BECN1
BFGF
BG675392
RID

BIK
BIN1
BIM
BNIP1
BNIP2
BNIP3
BNIP3L
BPAGI1
BRAF
BRCAl
BRCA2
BRK
BRMSI1
BRS3
BTC
BTF3
BUBI
c-abl

c-kit

Sequéncia ID
NM_004048
NM_004322
AK023420
NM_032989
NM_004323
NM_001188
NM_004324
NM_014417
NM_014567
NM_003567
NM_000633
BC017197
NM_020396
NM_006538
NM_052842
NM_001191
NM_004827
NM_003766
NM_007083
BG675392
NM_001196
NM_001197
NM_004305
NM_000057
NM_013979
NM_004330
NM_004052
NM_ 004331
NM_015548
NM_004333
NM_007295
NM_000059
NM_005975
AF159141
NM_001727
NM_001729
NM_001207
NM_004336
NM_005157
NM_000222
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Origem de Sequéncia

NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCEI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCEBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI

FIG. 6

GHIallgenes2-03.txt

Numero de acesso
NM_004048
NM_004322
AK 023420
NM_032989
NM_004323
NM_001188
NM_004324
NM_014417
NM_014567
NM_003567
NM_000633
BC017197
NM_020396
NM_006538
NM 052842
NM_001191
NM_004827
NM_003766
NM_007083
BG675392
NM_001196
NM_ 001197
NM_004305
NM_ 000057
NM_013979
NM_004330
NM_004052
NM 004331
NM_015548
NM._004333
NM_007295
NM_000059
NM_005975
AF159141
NM._001727
NM_001729
NM_001207
NM_004336
NM._ 005157
NM_000222




Nome do Gene
c-myb

C20 orfl
C200rf103
¢200rflO8
CA9
CACNA2D2
Cadl7
CASP8
CCNA2
CCNB1
CCNB2
CCND1
CCND3
CCNE1
CCNE2

CCNE2variante 1
CCNE2 variante 3

CD105

CD134

CD18

CD31

CD3z

CD40

CD44E

CD44s
CD44v3
CD44v6

CD68

CD82

CD9

CDC20
cdc25A
CDC25B
CDH1

CDhX2
CEACAMG6
CEGP1
CEGPlintrio 1
CEGPlintrio 2
CEGPlintrio 3

Sequéncia ID
NM_005375
NM_012112
NK-012261
NM_080821
NM_001216
NM_006030
NM_004063
NM_033357
NM_001237
NM_031966
NM_004701
NM_001758
NM_001760
NM_001238
NM_057749

NM_057749varl

NM_004702
NM_000118
NM_003327
NM_000211
NIM_000442
NM_000734
NM._000074
X55150
M59040
AJ251595v3
AJ251595v6
NM_001251
NM_002231
NM._001769
NM._001255
NM_001789
NM_021874
NM._004360
NM._001265
NM_002483
NM_020974
NM_020974int1
NM_020974int2
NM_020974int3
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Origem da Sequéncia

NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCEI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI

FIG. 6

GHIallgenes2-03.txt
Numero de acesso
NM_005375
NM 012112
NM_012261
NM_080821
NM_001216
NM_006030
NM_004063
NM_033357
NM_ 001237
NM._031966
NM_004701
NM_001758
NM_ 001760
NM 001238
NM._057749
NM_057749
NM_004702
NM_000118
NM 003327
NM_000211
NM_000442
NM_000734
NM_000074
X55150
M59040
AJ251595v3
AJ251595v6
NM_001251
NM_002231
NK-001769
NM_001255
NM_001789
NM_021874
NM_004360
NM_001265
NM. 002483
NM_020974
NM_020974int1
NM_020974int2
NM_020974int3




Nome do Gene

CEGP1 intrio 4
CEGP1 intrdo 5
CEGP1 intrio 7

CGA
CHAF1B
chkl

chk2

CIAP1
CIAP2
CKAP4
Claudina
cMet

cMYC

CNN
COL1Al
COL1A2
Contig 27882
Contig 36744
Contig 51037
Contig38438
Contig44799
Contig46653
Contigd7405
COxX2
CRBP

cripto

CRK7
CRMP1
CSF1
CSF1R
CSF3
CSNK1D
CSTF1
CTSB
CTSD
CTSH
CTSL

CTSL2
Ciclina C

Ciclina G1

Sequéncia ID

NM_020974int4
NM._020974int5
NM_020974ini7

NM_001275
NM_005441
NM_001274
NM_007194
NM_001166
NM_001165
NM_006825
4 NM_001305
NM_000245
NM_002467
NM_001299
NM_000088
NM_000089
AK000618
XM_087225
XM 058945
Al744123
Contig44799
Contig46653
Contigd7405
NM_000963
NM_002899
NM_003212
NM_016507
NM_001313
NM_000757
NM_005211
NM_000759
NM_001893
NM_001324
NM_001908
NM_001909
NM_004390
NM_001912
NM_001333
NM_005190
NM_004060
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Origem da Sequéncia

NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI

Rosetta Contigs
Rosetta Contigs
Rosetta Contigs

NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI

FIG. 6

GHlIallgenes2-03.txt
Numero de acesso
NM_020974int4
NM_020974int5
NM_020974int7
NM_001275
NM 005441
NM 001274
NM_007194
NM_001166
NM_ 001165
NM_006825
NM_001305
NM_000245
NM_002467
NM_001299
NM_000088
NM_000089
AKO000618
XM-087225

XM 058945
Al744123
Contigd4799
Contigd6653
Contigd7405
NM 000963
NM_002899
NM_003212
NM_ 016507
NM 001313
NM_000757
NM_005211
NM_000759
NM_001893
NM_001324
NM_001908
NM_001909
NM_004390
NM_001912
NM_001333
NM_005190
NM_ 004060




Nome do Gene

Ciclina G2
Ciclina K
CYP
CYP11B1
CYP17
CYP1Al
CYP1A2
CYP181
CYP21A2
CYP24
CYP27A1
CYP27B1
CYP2A13
CYP2A6
CYP2A7
CYP2A7
CYP2C18
CYP2C19
CYP2CS8
CYP2CS8
CYP2C9
CYP2D6
CYP2E
CYP2F1
CYP2S1
CYP39A1
CYP3A4
CYP3A43
CYP4F12
CYP4F2
CYP51
CYP7A1
CYP7B1
CYP8B1
DAPK1
DBC2

DCC_exdes18-23

DCC exdes?
DCK
DCR3

Sequéncia ID
NM_004354
BC015935
NM_006347
NM_000497
NM_000102
NM_000499
NM_000761
NM_000104
NM_000500
NM_000782
NM_000784
NM_000785
NM_ 000766
NM_000762
NM_000764
NM_030589
NM_ 000772
NM_000769
NM_030878
NM 000770
NM_000771
NM_000106
NM_ 000773
NM_000774
NM_030622
NM_ 016593
NM_017460
NM_022820
NM 023944
NM_001082
NM_000786
NM_000780
NM_004820
NM_004391
NM 004938
NM 015178
X76132-18-23
X76132 6-7
NM_000788
NM_016434
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Origem da Sequéncia

NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI

FIG. 6

GHIallgenes2-03.txt
Numero de acesso
NM._004354
BC015935

NM_ 006347
NM_000497
NM_000102
NM_000499
NM_000761

NM 000104
NM_ 000500
NM_000782

NM 000784
NM_000785

NM_ 000766
NM_000762
NM_ 000764

NM_ 030589

NM_000772
NM_000769
NM_030878
NM._000770
NIM_000771
NM_000106
NM._000773
NM_000774
NM_030622
NM._016593
NM._017460
NM._022820
NM._ 023944
NM_001082
NM._000786
NM._000780
NM._004820
NM._004391
NM._004938
NM._015178
X76132_18-23
X76132_6-7
NM_000788

NM_016434
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GHIallgenes2-03.txt

Nome do Gene Origem da Sequéncia  Numero de acesso

Sequéncia ID

DHFR NM_000791 NCBI NM_000791
DHPS NM_013407 NCBI NM._013407
DIABLO NM_019887 NCBI NM._019887
DKFZp564 XM_047080 NCBI XM_047080
DKFZp586M0723 AL050227 NCBI AL050227
DNMT3A NM._ 022552 NCBI NM._022552
DPYD NM._000110 NCBI NM_000110
DR4 NM._003844 NCBI NM_003844
DR5 NM._ 003842 NCBI NM_003842
E2F1 NM_005225 NCBI NM_005225
EDN1 endotelina NM_001955 NCBI NM_001955
EGF NM._001963 NCBI NM_001963
EGFR NM_005228 NCBI NM_005228
EGFRdA27 EGFRd27 GHI Custom EGFRd27
EIF4E NM_001968 NCBI NM_001968
EIFAEL3 NM._004846 NCBI NM._004846
EMP1 NM_001423 NCBI NM._001423
EMS1 NM._005231 NCBI NM_005231
ENO1 NM_001428 NCBI NM_001428
EpCAM NM_002354 NCBI NM_002354
EPHY1 NM_000120 NCET NM_000120
ER2 NM_001437 NCBI NM_001437
ErbB3 NM_001982 NCBI NM_001982
ERBB4 NM_005235 NCBI NM_005235
ERCCI NM_001983 NCBI NM_001983
EREG NM._001432 NCBI NM_001432
ERK1 711696 NCBI 711696
ERK2 NM_002745 NCBI NM._002745
ERRa NM_004451 NCBI NM_004451
ESM1 NM_007036 NCBI NM._007036
EstR1 NM._000125 NCBI NM._000125
F2 NM._000506 NCBI NM._ 000506
F2R NM_001992 NCBI NM_001992
F2R12 NM._004101 NCBI NM._004101
fas NM_000043 NCBI NM._ 000043
fas1 NM_000639 NCBI NM_000639
FBXO5 NM._012177 NCBI NM 012177
FGF 19 NM._005117 NCBI NM._005117
FGF1 NM_000800 NCBI NM_000800
FGF18 NM._003862 NCBI NM_003862

FIG. 6



Nome do Gene
FGF2

FGF8

FGFR 2

FGFR 3
FGFR1

FGFR4

FHIT

FKBP4
FL310713
FLJ20354
FLT1

FN1

FOLR1
FOXM1
FOXM1 intdo3
FOXM1 intrao4
FOXM1 intrao 5
FOXM1 intrdo 7
FPPS

FRPI

Furin

FUS

FUT1

FUT2

G- Catenina
GAMMA
GAPDH
GATA3

GCLC

GCLM

GGPS1

GGT

gpl130

GPC1

GPC3

GPX1

GPX2

GPX3

GPX4

GRB7

Sequéncia ID
NM_002006
NM 033163
NM_023028
NM_000142
NM_023109
NM_002011
NM_002012
NM_002014
NM_ 018189
NM_017779
NM_002019
NM_002026
NM_016730
NM_021953
NM_021953 int3
NM_021953 int4
NM_021953 int5
NM_021953 int7
NM_002004
NM_003012
NM_002569
NM_004260
NM_000148
NM_000511
NM_ 002230
NM_003890
NM_002046
NM_002051
NM_001498
NM_002061
NM_004837
X98922
NM_002184
NM_002081
NM_004484
NM_000581
NM_002083
NM_002084
NM_002085
NM_005310
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Origem da Sequéncia

NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCEI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI

FIG. 6

GHIallgenes2-03.txt

Numero de acesso
NM_002006
NM 033163
NM_ 023028
NM_000142
NM_ 023109
NM_002011
NM_002012
NM_002014
NM 018189
NM_017779
NM_002019

- NM_002026

NM_016730
NM_021953
NM_021953 int3
NM_021953 int4
NM._021953 int5
NM_021953 int7
NM_002004
NM_003012
NIM_002569
NM_004960
NM_000148
NM_000511
NM_002230
NM_003890
NM_002046
NM_002051
NM_001498
NM_002061
NM_004837
X98922
NM_002184
NM._002081
NM_004484
NM._000581
NM_002083
NM._002084
NM._002085
NM._005310
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GHIallgenes2-03.txt

Nome do Gene Sequéncia ID Origem da Sequéncia Numero de acesso
GRO1 NM_001511 NCBI NM_001511
GRP NM_002091 NCBI NM_002091
GRPR NM_005314 NCBI NM_005314
GSN NM_000177 NCBI NM_000177
GSTM1 NM_000561 NCBI NM_000561
GSTM3 NM._000849 NCBI NM_000849
GSTp NM_000852 NCBI NM_000852
GSTT1 NM_000853 NCBI NM_000853
GSTT2 NM_000854 NCBI NM_000854
GUS NM_000181 NCBI NM_000181
H2AFZ NM_002106 NCBI NM_002106
Ha-Ras NM_005343 NCBI NM_005343
HB-EGF NM_001945 NCBI NM_001945
hCRA a U78556 NCBI U78556
hENT1 NM_004955 NCBI NM_004955
Hepsina NM_002151 NCBI NM_002151
HER2 NM_004448 NCBI NM_004448
her2P J05264 NCBI J05264
HGF M29145 NCBI M29145
HIF1A NM_001530 NCBI NM_001530
HLA-DPB1 NM_002121 NCEI NM_002121
HLA-G NM_002127 NCBI NM_002127
HNF3A NM_004496 NCBI . NM_004496
HNRPAB NM_004499 NCBI NM_004499
HOXAS NM_019102 NCBI NM_019102
HOXB7 NM_004502 NCBI NM_004502
IBSP NM_004967 NCBI NM_004967
1d-3 NM_002167 NCBI NM_002167
ID1 NM_002165 NCBI NM_002165
ID2 NM_002166 NCBI NM_002166
IER3 NM_052815 NCBI NM_052815
IGF1 NM_000618 NCBI NM_000618
IGF1IR NM_000875 NCBI NM_000875
IGF2 NM_000612 NCBI NM_000612
IGFBP1 XMO004688 NCBI XM_004688
IGFBP2 NM._000597 NCBI NM_000597
IGFBP2(XM) XM_002636 NCBI XM_002636
IGFBP3 NM_000598 NCBI NM_000598
IGFBP4 XM_049937 NCBI XM_049937
IGFBP5 AY052629 NCBI AY052629
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IGFBP5
IGFBP6
IGFBP7
IL10

IL6

ILT-2
ING1
INSM1
IRS1
ITGA3
ITGA7
ITGB3
k-ras
KB1527G9 8q23
KDR
Ki-67
KIAA1209
Kitlng
KLK10
KILK11
KNSL2
KRT 4
KRT14
KRT17
KRT18
KRT19
KRT5
KRTS
LAMC2
LAMP2
LMNBI1
LMYC
LOC51038
LOT1variante 1
Lotl variante 2
LPL

LTA
M20259
MAGEE 1
MAPK4

Sequéncia ID
NM_000599
NM_002178
NM_001553
NM_000572
NM_000600
NM_006669
NM_005537
NM_002196
NM_005544
NM_002204
NM_002206
NM_000212
NM_033360
KB1527G9
NM_002253
NM_002417
AJ420468
NM_000899
NM_002776
NM_006853
BC000712
NM_002272
NM_000526
NM_000422
NM_000224
NM_002276
NM_000424
NM_002273
NM_005562
NM_013995
NM_005573
NM_012421
NM_015858
NM_ 002656
NM_006718
NM_000237
NM_000595
M20259
NM_016249
NM_002747
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Nome do Gene Sequéncia ID Origem da Sequéncia  Numero de acesso
Maspin NM_002639 NCBI NM_002639
MCJ NM_013238 NCBI NM_013238
MCL1 NM_ 021960 NCBI NM_021960
MCM2 NM_004526 NCBI NM_004526
MCM3 NM_002388 NCBI NM_002388
MCM6 NM_005915 NCBI NM_005915
MCM7 NM_005916 NCBI NM_005916
MCP1 NM_002982 NCBI NM_002982
MDM?2 NM_002392 NCBI NM_002392
MDS028 NM_018463 NCBI NM_018463
MEL NM_005370 NCBI NM_005370
MELK NM_014791 NCBI NM_014791
Mgbl NM_002411 NCBI NM_002411
MGMT NM_002412 NCBI NM_002412
MGST1 NM_020300 NCBI NM_020300
MLH1 NM_000249 NCBI NM_000249
MLL NM_005933 NCBI NM_005933
MMP12 NM_002426 NCBI NM_002426
MMP2 NM_004530 NCBI NM_004530
MMP9 NM_004994 NCBI NM_004994
MRP1 NM_004996 NCEBEI Ni{_004996
MRP2 NM_000392 NCBI NM__000392
MRP3 N©M_003786 NCBI NM_003786
MRP4 NM_005845 NCBI NM_005845
MSH2 NM_000251 NCBI NM_000251
MSH3 NM_002439 NCBI NM_00243%
MSH6 NM_000179 NCBI NM_00017%
MT3 NM_005954 NCBI1 NM_005954
MTA1 NM_004689 NCBI1 NM_004689
MUC1 NM_002456 NCBI NM_002456
MUC1 JO5582 NCBI J05582
MUC3 AF007194 NCBI AF007194
MVP NM_017458 NCBI NM_017458
MYBL2 NM_002466 NCBI NM_002466
MYHI11 NM_002474 NCBI NM_002474
MYLK NM_053025 NCBI NM_053025
MYRIP NM._ 015460 Incyte Diagnostic NM_015460
NADPHP450 AF258341 NCBI AF258341
NCAM1 NM_0006135 NCBI NM_000615
NEK2 NM_ 002497 NCBI NM_002497
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NFKBp50
NFKBp65
NMB
NMBR
NME1
NMU
NMYC
NPDO09
NR4A1
NRG1
NRP1
NRP2
0ODC1
OPN, osteopontina
ORC3
Osteonectina
P14ARF
pl4ARF
p16-INK4
P161NK4
p21

p27

P40

P53
p53R2
p63

P66

PAIl
PBGD
PCNA
PCP4
PDGFA
PDGFB
PDGFC
PDGFD
PDGFRa
PDGFRb
PECI
PGK1
P13K

Sequéncia ID
NM_003998
NM_021975
NM_021077
NM_002511
NM_000269
NM_006681
NM_005378
NM_020686
NM_002135
NM._013957
NM_003873
NM_003872
NM_002539
NM_000582
NM_012381
NM_003118
S78535

NM_000077P14

127211
NM._ 000077
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NM_ 000077
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NM 006198
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NM_002608
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P13Kc2A
PIK3R1

Pinl

PKCe

PKIR

PLAUR

PILK

PMS1

PMS2

PPARG

PPMID

PR

PRAME
PRAME intriol
PRAME intrdo2
PRAME intrdo3
PRAME intraod
PRAME intrio3
PREP

PRKCD
PRKCG
PROZ200O

pS2

PTDQ16

PTEN

PTHLH

PTPD1

PTTGI

PUNC

QoBQI9
Q9BSD3
RAB27B
RADSIC
RADS4AL
RANBP2
RARA

RARB

RASSF1

RB1

RBMS

Sequéncia ID
NM_002645
M61906
NM_006221
NM_005400
NM_000298
NM_002659
NM_005030
NM_000534
NM_000535
NM_005037
NM_003620
NM_000926
NM_006115
NM_006115int1
NM_006115int2
NM_006115int3
NM_006115int4
NM_006115int5
NM_002726
NM_006254
NM_002739
N 014109
NM_003225
NM_016125
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AK095529
NM_031474
NM_031465
NM_004163
NM_058216
NM_003579
NM_006267
NM_000964
NM_016152
NM_007182
NM_000321
NM_005778
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Nome do Gene Sequéncia ID Origem da Sequéncia Numero de acesso
RBP4 NM_006744 NCBI NM_006744
RERG NM_032918 NCBI NM_032918
RFC NM_003056 NCBI NM_003056
RFC4 NM_002916 NCBI NM_002916
rhoc NM_005167 NCBI NM_005167
RIZ1 NM_012231 NCBI NM_012231
RNase P RNaseP GHI Custom RNaseP

RPL19 NM_000981 NCBI NM_000981
RPLPO NM_001002 NCSI NM_001002
RPS6KBI1 NM_003161 NCBI NM_003161
RRM1 NM 001033 NCBI NM_001033
RUNX1 NM_001754 NCBI NM_001754
SDC1 NM_002997 NCBI NM_002997
SEMA3B NM_004636 NCBI NM_004636
SEMA3F NM_004186 NCBI NM_004186
SERPINCI NM_000488 NCBI NM_000488
SIR2 NM_012238 NCBI NM_012238
SLC19A3 NM_025243 NCBI NM_025243
SLC20Al NM,_005415 NCBI NM_005415
SLC2A3 NM_006931 NCBI NM_-006931
Smad4 NIiA_005359 NCEI NM_005352
SNRPF NM_003095 NCEI NM_003095
SPRY1 AK026960 NCRI AK026960
SPRY2 NM_005842 NCBI NM_005842

Src NM_004383 NCBI NM_004383
STAT! NM_007315 NCBI NM_007315
STAT3 NM_003150 NCBI NM_003150
STATSA NM_003152 NCBI NM_0031-52
STATSB NM_012448 NCBI NM_012448
STC1 NM_003155 NCBI NM_003155
STC2 AK027663 NCBI AK027663
STC2 NM_003714 NCBI NM_003714
STKIi1 NM_000455 NCBI NM_000455
STK15 NM_003600 NCBI NM_ 003600
STK15 intriol NM_003600int1 NCBI NM_003600int1
STK15 inudo2 NM_003600int2 NCBI NM_003600int2
STK1S intrao3 NM_003600int3 NCBI NM_003600int3
STK15 intrio4 NM_003600int4 NCBI NM_003600int4
STK15 intrao6 NM_003600int6 NCBI NM_003600int6
STMY3 NM_005940 NCBI NM_005%40
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Nome do Gene Sequéncia ID Origem da Sequéncia ~ Niumero de acesso
SUHW1 NM_(080740 NCBI NM_080740
SURF6 NM_006753 NCBI NM_006753
Surfact Al NM_005411 NCBI NM_005411
SURV NM_001168 NCBI NM_001168
SXR NM_003889 NCBI NM_003889
SYK NM_003177 NCBI NM_003177
TAGLN NM_003186 NCBI NM_003186
TBD NM_016261 NCBI NM_016261
TBP NM_003194 NCBI NM_003194
TBX2 NM_005994 NCBI NM_005994
TEK NM_000459 NCBI NM_000459
TERC U86046 NCBI UB6046
TERT NM_003219 NCBI NM_003219
TFF3 NM_003226 NCBI NM_003226
TFRC NM_003234 NCBI NM_003234
TGFA NM_003236 NCBI NM_003236
TGFbl NM_000660 NCBI NM_000660
TGFB3 NM_003239 NCBI NM_003239
TGFBR2 NM_003242 NCBI NM_003242
Trombospondina 1 NM_003246 NCRI NM_003246
Timosina B NIA_021992 NCEI NR_021902
TIE NL_005424 NCBL NM_005424
TIMP1 NM_003254 NCBI NM_003254
TIMP2 NM_003255 NCBI NM_003255
TIMP3 NM_000362 NCBI NM_000362
TITF1 NM_003317 NCBI NM_003317
TIP1 NM_003257 NCBI NM_003257
TK1 NM_003258 NCBI NM_003258
TNF NM_000594 NCBI NM_000594
TNFRSF11A NM_003839 NCBI NM_003839
TNFRSF11B NM_002546 NCBI NM_002546
TNFSF11 NM_003701 NCBI NM_003701
TNFSF11 NM_033012 NCBI NM._033012
TOP2A NM_001067 NCBI NM_001067
TOP2AF AF071738 NCBI AF(071738
TOP2B NM_001068 NCBI NM_001068
TP NM_001953 NCBI NM_001953
TP53BP1 NM_005657 NCBI NM_005657
TP53BP2 NM_005426 NCBI NM_005426
TRAIL NM_003810 NCBI NM_003810
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Nome do Gene

TS
TSC2
TULP3
upa
VCAM1
VDR
VEGF
VEGFB
VEGFC
vim
WISP1
Wnt-5a
Wnt-5b
WWOX
XIAP
XIST
YB-1
ZNF217

Sequéncia ID
NM_001071
NM_ 000548
NM_003324
NM_002658
NM_001078
NM_000376
NM_003376
NM_003317
NM_005429
NM_003380
NM_003882
NM_003392
NM_032642
NM_016373
NM_001167
M97168
NM_004559
NM_006526

Origem da Sequéncia
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RESUMO

“UTILIZAQAO DE ARN INTRONICO PARA MEDIR A EXPRESSAO GENETICA”

A invencdo baseia-se na utilizacgcdo de ARN intrénico na
monitorizacéo de expressao genética. Consequentemente, a
presente invencado refere-se a métodos de determinacao de perfis
de expressao genética utilizando ARN intrdnico, cuja expressao
esta correlacionada com a expressao do ARN exdénico
correspondente e métodos de diagndéstico e progndstico baseados

nos resultados desses estudos de expressao genética.
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