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ES 2314378 T3

DESCRIPCION

Uso de ARN intrénico para medir la expresion génica.
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

Es bien sabido que la expresion génica dentro de las células y tejidos puede indicar el estado fisiolégico y/o pa-
tolégico de la célula, del tejido o del paciente. Durante varios decenios, la expresion génica, segin lo medido por
el andlisis inmunohistoquimico de los marcadores de proteinas, se ha usado para efectuar decisiones de tratamiento.
Por ejemplo, los niveles de los receptores de estrégenos y receptores de progesterona medidos de este modo aho-
ra se usan habitualmente para seleccionar pacientes de cdncer de mama para el tratamiento con firmacos anties-
trogénicos.

La bibliografia de investigacién mds reciente proporciona pruebas de que los niveles tisulares de ciertas especies
de ARNm tienen valor de diagndstico y de prondstico. Esto es un cambio prometedor ya que las tecnologias para
medir los niveles de ARN celular, segtin demuestran multiples RT-PCR y plataformas de matrices de ADN, pueden
ser muy sensibles, especificas y cuantitativas. La PCR-TR se considera generalmente mds sensible que la tecnologia
de matrices de ADN. Sin embargo, el disefio y seleccion de sondas/cebadores de RT-PCR puede ser desafiante porque
existen criterios mdltiples para conseguir un rendimiento ptimo. Este desafio es particularmente grande cuando el
ARN de la muestra a estudiar proviene de tejidos fijados, embebidos en cera, porque dicho ARN suele estar muy
fragmentado (K. Specht et al., Am. J. Pathol 158: 419-29 [2001]; T. E. Godfrey et al., J. Mol. Diagnostics 2: 84-91
[2000]).

Es una prictica aceptada medir la expresion de cualquier gen determinado ensayando el nivel de cualquiera de sus
secuencias de ARNm maduro, procesado por corte y empalme, transcrito (secuencia de exén en lugar de secuencia de
intrén). En teorfa, un exén se define como cualquier segmento de un gen interrumpido representado en el producto de
ARN maduro, y un intrén se define como un segmento de ADN que se transcribe pero se elimina del transcrito empal-
mando entre si los exones de cada lado del mismo [B. Lewin. Genes IV, Cell Press, Cambridge Mass.1990]. La razén
para la practica aceptada del uso de secuencias de exones es tedricamente sencilla, porque los ARN maduros [ARNm]
codifican proteinas, que definen fenotipos celulares, mientras que se considera que el ARN intrénico tiene compara-
tivamente poca influencia en el fenotipo celular. Ademads, la opinién predominante es que los intrones se degradan
rdpidamente y son por tanto mds dificiles de detectar que las secuencias de los exones {véanse las introducciones de
los siguientes articulos: Thomas et al., J. Virol. 76:532-40 [2002]; Clement et al., J. Biol. Chem. 276:16919-30 [2001];
Sharp et al., Ann. Rev. Biochem. 55:1119-1150 [1986]}.

Adicionalmente, Kapranov et al., Science 296:916-919 [2002] describe matrices de oligonucleétidos que contienen
sondas situadas en promedio cada 35 pares de bases a lo largo de los cromosomas humanos 21 y 22. Usando ARN
citosdlico poliadenilado obtenido a partir de 11 lineas celulares humanas, se presentan mapas que identifican dreas
activas de la transcripcion del ARN en estos cromosomas y los autores llegan a la conclusion de que se transcribe
hasta un orden de magnitud mas de la secuencia genémica que lo que seria justificable por los exones previstos y
caracterizados previamente.

La presente invencién se refiere al uso de ARN intrénico para medir la expresiéon génica. Se mostrard que las
secuencias de ARN intrénico suelen ser facilmente detectables mediante RT-PCR incluso cuando se usa ARN muy
degradado procedente de tejidos fijados. Ademds, tienden a correlacionarse en su expresion con sus exones respecti-
vos. El dltimo punto es particularmente inesperado porque existen pocas o ninguna prueba de que las proporciones
de las constantes de velocidad global para la sintesis y regeneracion de las secuencias de intrones y exones trans-
critas son similares. De hecho, la bibliografia cientifica proporciona pruebas de la complejidad del pre-ARNm y
la regeneracion de intrones procesados por corte y empalme. Por ejemplo, puede existir pre-ARNm en muiltiples
grupos cinéticos (Elliot and Rosbash, Exp. Cell Res. 229:181-8 [1996]), con subpoblaciones que contienen ARN in-
trénicos que no estdn eficazmente procesados por corte y empalme y se transportan al citoplasma como especies
de ARNm “inmaduro”, donde pueden degradarse a diferente velocidad que las secuencias de ARN intrénicas nu-
cleares (Wang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:4360-5 [1997]). Ademds, parece ser que algunos ARN intréni-
cos procesados por corte y empalme entran en el citoplasma en estructura de lazo (Clement et al., RNA 5:206-20
[1999]).

Sumario de la invencion

La presente invencién se basa en pruebas experimentales que demuestran que las secuencias de intrones trans-
critas, que por definicién estdn presentes en el ARN nuclear heterogéneo pero tipicamente no se incorporan en
el ARNm, tienen utilidad de diagnéstico y de prondstico. Esto es un descubrimiento importante por varias razo-
nes. Tipicamente, las secuencias de los intrones son mds largas que las secuencias de los exones, 20 veces 0 mas.
De esta manera, los intrones, dado que tienen una longitud media mucho mayor, proporcionalmente proporcio-
nan mayores oportunidades para un disefio 6ptimo de sondas de expresién génica, por ejemplo, en el caso de RT-
PCR, la creacidon de conjuntos de sonda/cebador que poseen un mejor rendimiento técnico. Independientemente,
como las secuencias intrénicas evolucionan mds rapidamente que las secuencias de los exones, los ARN intréni-
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cos son adecuados para controlar la expresioén de distintos miembros estrechamente relacionados de una familia de
genes.

En un aspecto, la invencién se refiere a un método para controlar la expresion génica en una muestra bioldgica,
que comprende:

(a) proporcionar un polinucledtido complementario a una secuencia de ARN intrénica dentro de un gen diana,
donde la expresion de tal secuencia de ARN intrénica se correlaciona con la expresion de una secuencia de ARNm
exodnica dentro del gen diana;

(b) hibridar el polinucleétido con la secuencia de ARN intrénica para formar un complejo polinucle6tido-ARN
intrénico; y

(c) detectar el complejo polinucleétido-ARN intrénico.

En un aspecto particular, la expresion del gen diana se mide mediante la RT-PCR, en cuyo caso en el proceso
anterior puede usarse un conjunto de cebador/sonda basado en intrén.

En otro aspecto, la invencién se refiere a métodos para usar secuencias basadas en intrén para disefiar y crear
conjuntos de cebador-sonda para la RT-PCR. Dichos cebadores y sondas son particularmente adecuados para detectar
y cuantificar niveles de ARN intrénico en muestras de tejidos fijados, embebidos en parafina (FPET), para el anélisis
de la expresion génica de alta sensibilidad. Por consiguiente, en otro aspecto, la invencién se refiere al uso de conjuntos
de cebador-sonda basados en intrén en ensayos de perfiles de la expresion génica, tales como el andlisis de la expresion
génica de muestras FPET para diagnosticar y/o predecir el prondstico de diversos estados patolégicos.

En particular, la invencién se refiere a un método para preparar una molécula de oligonucle6tido monocatenaria
para la amplificacién de un gen diana y medir el nivel de una especie de ARN intrénico, que comprende:

(a) identificar al menos un secuencia de intrén dentro del gen diana, donde la expresién de la secuencia de intrén
se correlaciona con la expresion de una secuencia de exén dentro del gen diana;

(b) preparar una molécula de oligonucleétido monocatenaria que se corresponda con al menos una parte de la
secuencia de intrén transcrita; y

(c) usar la molécula de oligonucledtido para medir la expresion génica.

Al igual que antes, la expresion génica puede medirse, por ejemplo, mediante la RT-PCR, en cuyo caso se usa un
conjunto de cebador/sonda basado en intrén (que consta de dos cebadores y una sonda) para medir la expresion génica.

Si el oligonucleétido es un cebador directo, tipicamente se disefia para comprender las secuencias 5’ de una secuen-
cia diana dentro de la secuencia intrénica transcrita. Si el oligonucleétido es un cebador inverso, tipicamente se disefia
para complementar las secuencias 5° de una secuencia diana aguas abajo del cebador directo dentro de la secuencia in-
trénica transcrita. Es importante identificar y usar una secuencia diana suficientemente larga para la amplificacién por
PCR. La secuencia diana debe ser generalmente al menos de aproximadamente 50 bases de nucleétidos de longitud, en
particular al menos de 55 bases de nucleétidos de longitud, y en algunas realizaciones al menos de aproximadamente
60 bases de nucleétidos de longitud. Los cebadores y sondas de PCR se disefian siguiendo principios bien conocidos.
De este modo, el cebador de PCR es tipicamente de 17-30 bases de nucledtidos de longitud y generalmente contiene
aproximadamente del 20% al 80% de bases G + C. Es deseable disefiar los cebadores de PCR con una temperatura de
fusién (Tm) entre aproximadamente 50°C y aproximadamente 70°C.

Cuando la molécula de oligonucle6tido monocatenaria es una sonda de PCR, generalmente se disefia para com-
prender o complementar una parte interna de una secuencia diana dentro de la secuencia intrénica transcrita. Pa-
ra la amplificacién TagMan®, 1a sonda de PCR se marca con un colorante fluorescente indicador y un resto de
inactivacion.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un método para medir la expresiéon de un gen mediante la amplificacién
de un gen diana por la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), que comprende:

(a) identificar al menos una secuencia intrénica diana dentro del gen diana, donde la expresion de la secuencia
intrénica se correlaciona con la expresion de una secuencia de exén correspondiente dentro del gen diana; y

(b) amplificar la secuencia intrénica diana transcrita usando un conjunto de cebador/sonda de PCR especifico de
intrén.

La secuencia de intrén diana es tipicamente al menos aproximadamente de 50 bases de longitud, y el conjunto de
cebador y sonda de PCR esta disefiado para corresponder a secuencias unicas dentro de la secuencia intrénica diana
transcrita.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2314378 T3

En otro aspecto, la invencién se refiere a un método para amplificar fragmentos de ARN en una muestra que
representan al menos un gen de interés, que comprende las etapas de:

(a) poner en contacto la muestra con al menos un conjunto de cebadores y sonda de PCR; y

(b) realizar la amplificacién por PCR,
donde los cebadores y la sonda de PCR se disefian basandose en una secuencia intrénica identificada dentro del gen
de interés, y donde la expresion de la secuencia intrénica se correlaciona con la expresién de una secuencia de exén
dentro del gen de interés.

En una realizacién particular, los cebadores y la sonda de PCR se disefian tipicamente basandose en una secuencia
unica dentro del intrén identificado. En otra realizacién, la muestra comprende ARN fragmentado que representa
multiples genes de interés y entra en contacto con un grupo de cebadores y sondas de PCR disefiados basdndose en
secuencias Unicas dentro de intrones presentes en los genes de interés.

En una realizacién preferida, la amplificacion se realiza en una muestra de tejido fijado embebido en parafina
(FPET), que puede proceder, por ejemplo, de una biopsia de tumor obtenida a partir de un paciente humano. El
tumor puede ser cualquier tipo de tumor sélido tal como, por ejemplo, cdncer de mama, cdncer de pulmén o céncer
colorrectal. El tejido tumoral puede recogerse mediante diversos métodos, incluyendo la biopsia de aguja fina, la
biopsia de aguja gruesa o la reseccion.

En una realizacién particular, la invencidn se refiere a métodos que usan conjuntos de cebador-sonda de PCR
basados en intrén en el andlisis de la expresion génica para predecir la probabilidad de recurrencia en pacientes con
cancer de mama en sus primeros estadios.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a una matriz que comprende una pluralidad de polinucleétidos que
hibridan con los genes diana de interés, donde preferentemente al menos el 70% de los polinucleétidos comprenden
secuencias intrénicas.

En otro aspecto mds, la invencidn se refiere a secuencias de amplicén basadas en intrén y a su uso en el andlisis de
la expresion génica.

En una realizacion particular, la invencion se refiere al andlisis de la expresion génica de una muestra bioldgica
representativa de cancer de mama invasivo, basado en la determinacion de los niveles de expresion de transcritos de
ARN o de los productos de expresién de un gen o conjunto de genes seleccionados del grupo consistente en:

(a)  Bcl2, cyclinGl, NFKBp65, NME1, EPHX1, TOP2B, DRS5, TERC, Src, DIABLO;

(b)  Ki67, XIAP, hENT1, TS, CD9, p27, cyclinG1, pS2, NFKBp65, CYP3A4;

(¢)  GSTMI, XIAP, Ki67, TS, cyclinG1, P27, CYP3A4, pS2, NFKBp65, ErbB3;

(d) PR, NMEI, XIAP, upa, cyclinG1, Contig51037, TERC, EPHX1, ALDH1A3, CTSL;

(e) CA9,NMEL, TERC, cyclinG1, EPHX1, DPYD, Src, TOP2B, NFKBp65, VEGFC;

() TFRC, XIAP, Ki67, TS, cyclinG1, p27, CYP3A4, pS2, ErbB3, NFKBp65;

(g)  Bcl2, PRAME, cyclinG1, FOXM1, NFKBp65, TS, XIAP, Ki67, CYP3A4, p27;

(h) FOXMI, cyclinG1, XIAP, Contig51037, PRAME, TS, Ki67, PDGFRa, p27, NFKBp65;

(6] PRAME, FOXMI, cyclinG1, XIAP, Contig51037, TS, Ki6, PDGFRa, p27, NFKBp65;

G Ki67, XIAP, PRAME, hENT1, contig51037, TS, CD9, p27, ErbB3, cyclinG1;

(k)  STKI15, XIAP, PRAME, PLAUR, p27, CTSL, CD18, PREP, p53, RPS6KB1;

O GSTM1, XIAP, PRAME, p27, Contig51037, ErtbB3, GSTp, EREG, ID1, PLAUR;

(m) PR, PRAME, NMEI1, XIAP, PLAUR, cyclinG1, Contig51037, TERC, EPHX1, DRS;

(m)  CA9, FOXMI, cyclinG1, XIAP, TS, Ki67, NFKBp65, CYP3A4, GSTM3, p27;

(o) TFRC, XIAP, PRAME, p27, Contig51037, ErtbB3, DPYD, TERC, NMEI1, VEGFC, y
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(p) CEGPI1, PRAME, hENT1, XIAP, Contig51037, ErbB3, DPYD, NFKBp65, ID 1, TS,
incluyendo el uso de secuencias basadas en intrones.

En otra realizacidn, la invencidn se refiere al andlisis de la expresion génica de una muestra bioldgica representativa
de cancer de mama ER-positivo basado en la determinacién de los niveles de expresion de transcritos de ARN o de
los productos de expresion de un gen o conjunto de genes seleccionados del grupo consistente en:

(a) PRAME, p27, IGFBP2, HIF1A, TIMP2, ILT2, CYP3A4, ID 1, EstR1, DIABLO;

(b)  Contig51037, EPHX1, Ki67, TIMP2, cyclinG1, DPYD, CYP3A4, TP, AIB1, CYP2CS;

(¢)  Bcl2, hENT1, FOXMI1, Contig51037, cyclinG1, Contigd6653, PTEN, CYP3A4, TIMP2, AREG;

(d) HIF1A, PRAME, p27, IGFBP2, TIMP2, ILT2, CYP3A4, ID1, EstR1, DIABLO;

(e) IGFIR, PRAME, EPHXI1, Contig51037, cyclinG1, Bcl2, NME1, PTEN, TBP, TIMP2;

() FOXM1, Contig51037, VEGFC, TBP, HIF1A, DPYD, RAD51C, DCR3, cyclinG1, BAGI;

(g) EPHXI, Contig51037, Ki67, TIMP2, cyclinG1, DPYD, CYP3A4, TP, AIB1, CYP2CS;

(h)  Ki67, VEGFC, VDR, GSTM3, P27, upa, ITGA7, rhoC, TERC, Pinl;

1) CDC25B, Contig51037, hENT1, Bcl2, HLAG, TERC, NMEI, upa, ID1, CYP;

G) VEGFC, Ki67, VDR, GSTM3, P27, upa, ITGA7, thoC, TERC, Pinl;

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

(0] DIABLO, Ki67, hENT1, TIMP2, ID1, p27, KRT19, IGFBP2, TS, PDGFB;

(m) p27, PRAME, IGFBP2, HIF1A, TIMP2, ILT2, CYP3A4, ID1, EstR1, DIABLO;

(n)  CDHI; PRAME, VEGFC; HIF1A; DPYD; TIMP2, CYP3A4, EstR1, RBP4, p27;

(o) IGFBP3, PRAME, p27, Bcl2, XIAP, EstR1, Ki67, TS, Src, VEGF;

(p) GSTM3, PRAME, p27, IGFBP3, XIAP, FGF2, hENT1, PTEN, EstR1, APC;

(@)  hENTI, Bcl2, FOXM1, Contig51037, CyclinG1, Contigd6653, PTEN, CYP3A4, TIMP2, AREG;

(r) STK15, VEGFC, PRAME, p27, GCLC, hENT1, ID1, TIMP2, EstR1, MCP1;

(s)  NMEI1, PRAM, p27, IGFBP3, XIAP, PTEN, hENTI, Bcl2, CYP3A4, HLAG;

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

(u)  EIF4E, Contig51037, EPHXI1, cyclinG1, Bcl2, DRS, TBP, PTEN, NME1, HER2;

(v)  CCNBI, PRAME, VEGFC, HIF1A, hENT1, GCLC, TIMP2, ID1, p27, upa;

(w) ID1, PRAME, DIABLO, hENT1, p27, PDGFRa, NMEI, BIN1, BRCA1, TP;

(x)  FBXOS, PRAME, IGFBP3, p27, GSTM3, hENT1, XIAP, FGF2, TS, PTEN;

(y) GUS, HIA1A, VEGFC, GSTM3, DPYD, hENT1, EBX05, CA9, CYP, KRT18, y

(z)  Belx, Bel2, hENTI, Contig51037, HLAG, CD9, ID1, BRCAL1, BIN1, HBEGF,
incluyendo el uso de secuencias basadas en intrones.

En otra realizacidn, el cdncer es cancer de mama y el gen o los genes analizados se seleccionan del grupo consis-
tente en: FOXM1; PRAME; SKT15, Ki-67; CA9; NME1; SURV; TFRC; YB-1; RPS6KB1; Src; Chkl; CCNB1; Chk2;
CDC25B; CYP3A4; EpCAM; VEGFC; hENT1; BRCA2; EGFR; TK1; VDR; Blc12; CEGP1; GSTM1; PR; BBC3;

GATA3; DPYD; GSTM3; ID1; EstR1; p27; XIAP; IGFIR; AK055699; P13KC2A; TGFB3; BAGI1; pS2; WISPI;
HNF3A y NFKBp65.
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En otra una realizacién mads, la invencion se refiere al andlisis de la expresién génica de una muestra biol6gica
representativa de cdncer de mama invasivo, basado en la determinacion de los niveles de expresion de los transcritos
de ARN o productos de expresion de un gen o conjunto de genes seleccionados del grupo consistente en:

(a)
(b)
()
(d)
(e)
®
()
(h)
@
)
(3]
®
(m)
(n)
(0)
@
(@
(®)
(s)
®
(w)
)
(w)
(x)
2]
(2)
(aa)
(ab)

p53BP2, Bcl2, BAD, EPHX1, PDGFRgS, DIABLO, XIAP, YB1, CA9 y KRTS;

GRB7, CD68, TOP2A, Bcl2, DIABLO, CD3, ID1, PPM1D, MCM6 y WISP1;

PR, p53BP2, PRAME, DIABLO, CTSL, IGFBP2, TIMP1, CA9, MMP9 y COX2;
CD68, GRB7, TOP2A, Bcl2, DIABLO, CD3, ID1, PPM1D, MCM6 y WISP1;

Bcl2, p53BP2, BAD, EPHX1, PDGFRB, DIABLO, XIAP, YBI, CA9 y KRTS;

KRT14, KRTS5, PRAME, p53BP2, GUSI1, AIB1, MCM3, CCNE1, MCM6 ¢ ID1;
PRAME, p53BP2, EstR1, DIABLO, CTSL, PPM1D, GRB7, DAPK1, BBC3 y VEGFB;
CTSL2, GRB7, TOP2A, CCNBI, Bcl2, DIABLO, PRAME, EMS1, CA9 y EpCAM,;
EstR1, p5S3BP2, PRAME, DIABLO, CTSL, PPM1D, GRB7, DAPK1, BBC3 y VEGFB;
Chk1, PRAME, p53BP2, GRB7, CA9, CTSL, CCNB1, TOP2A, el tamafio del tumor e IGFBP2;
IGFBP2, GRB7, PRAME, DIABLO, CTSL, B-catenina, PPM1D, Chkl, WISP1 y LOT1,
HER2, p53BP2, Bcl2, DIABLO, TIMPI1, EPHX1, TOP2A, TRAIL, CA9 y AREG;
BAGI, p53BP2, PRAME, IL6, CCNB1, PAIl, AREG, el tamafio del tumor, CA9 y Ki67;
CEGP1, p53BP2, PRAME, DIABLO, Bcl2, COX2, CCNEL, STK15, AKT2 y FGF18;
STK15, p53BP2, PRAME, IL6, CCNE1, AKT2, DIABLO, cMet, CCNE2 y COX2;
KLK10, EstR1, pS3BP2, PRAME, DIABLO, CTSL, PPM1D, GRB7, DAPK1 y BBC3;
AIBI1, p53BP2, Bcl2, DIABLO, TIMP1, CD3, p53, CA9, GRB7 y EPHX1;

BBC3, GRB7, CD68, PRAME, TOP2A, CCNB1, EPHX1, CTSL, GSTM1 y APC;

CD9, GRB7, CD68, TOP2A, Bcl2, CCNB1, CD3, DIABLO, ID1 y PPMI1D;

EGFR, KRT14, GRB7, TOP2A, CCNBI1, CTSL, Bcl2, TP, KLK10 y CA9;

HIFle, PR, DIABLO, PRAME, Chkl, AKT2, GRB7, CCNEI1, TOP2A y CCNBI;
MDM2, p53BP2, DIABLO, Bcl2, AIB1, TIMP1, CD3, p53, CA9 y HER2;

MYBL2, pS3BP2, PRAME, IL6, Bcl2, DIABLO, CCNE1, EPHX1, TIMP1 y CA9;

p27, p5S3BP2, PRAME, DIABLO, Bcl2, COX2, CCNEI, STK15, AKT2 ¢ ID1;

RADS51, GRB7, CD68, TOP2A, CIAP2, CCNB1, BAGI, IL6, FGFR1 y p5S3BP2;

SURYV, GRB7, TOP2A, PRAME, CTSL, GSTM1, CCNBI1, VDR, CA9 y CCNE2;
TOP2B, p53BP2, DIABLO, Bcl2, TIMP1, AIB1, CA9, p53, KRT8 y BAD;

ZNF217, GRB7, p53BP2, PRAME, DIABLO, Bcl2, COX2, CCNE1, APC4 y SB-catenina.

En una realizacién diferente, la invencién se refiere al andlisis de la expresién génica de una muestra bioldgica,
usando secuencias de polinucleétidos basadas en intrones que hibridan al menos con uno de los genes seleccionados
del grupo consistente en: CD68; CTSL; FBXOS5; SURV; CCNB1; MCM2; Chkl; MYBL2; HIF1A; cMET; EGFR;
TS; STK15; IGFR1; BCI2; HNF3A; TP53BP2; GATA3; BBC3; RAD51C; BAGI; IGFBP2; PR; CD9; RB1; EPHX1;
CEGP1; TRAIL; DRS; p27; p53; MTA; RIZ1; ErbB3; TOP2B; EIF4E, CD68; CTSL; FBXOS5; SURV; CCNB1;
MCM?2; Chkl; MYBL2; HIF1A; cMET; EGFR; TS y STK15.
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El andlisis de la expresion génica puede realizarse en un formato de matriz, y la matriz preferiblemente es una
matriz de alta densidad que comprende al menos 100, més preferiblemente al menos 150, y atin mas preferiblemente
200 secuencias en una seccién de 5-10 u. Finalmente, la presente invencion se refiere al uso de ARN intrénico en
prondsticos de cdncer como se define en las reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

Las figuras 1A-M muestran secuencias intrénicas enmascaradas para los genes CEGP1, FOXM1, PRAME y
STK15. Los amplicones usados para la RT-PCR se muestran en cursiva.

La Figura 2 muestra conjuntos de cebador/sonda para CEGP1, FOXM1, PRAME y STK15. Las secuencias de los
cebadores directo e inverso se indican con “F” y “R”, respectivamente. Las secuencias de los cebadores se designan
con “P”.

La Figura 3 muestra los coeficientes de correlacién [R] para la co-expresion del ARN del exén de CEGP1 con
otras 47 secuencias de ARN. Simbolos: rombo = exén de CEGP1 frente a si mismo (= 1,0 por definicién); cuadrados
= intrones de CEGP1; tridngulos = secuencias de otros genes.

La Figura 4 muestra los coeficientes de correlacion [R] para la co-expresion del ARN del exén de PRAME con
otras 47 secuencias de ARN. Simbolos: rombo = exén de PRAME frente a si mismo (= 1,0 por definicién); cuadrados
= intrones de PRAME; tridngulos = secuencias de otros genes.

La figura 5 muestra los coeficientes de correlacién [R] para la co-expresion del ARN del ex6n de STK15 con otras
47 secuencias de ARN. Simbolos: rombo = ex6n de STK15 frente a si mismo (= 1,0 por definicién); cuadrados =
intrones de STK15; tridngulos = secuencias de otros genes.

La Figura 6 muestra un conjunto ejemplar de genes, cuya expresion puede analizarse por los métodos de la presente
invencion.

Descripcion detallada de la realizacion preferida
A. Definiciones

A menos que se defina de otro modo, los términos técnicos y cientificos usados en este documento tienen el mismo
significado que el cominmente entendido por un especialista habitual en la técnica a la que pertenece esta invencion.
Singleton et al., Dictionary of Microbiology and Molecular Biology 2nd ed., J. Wiley & Sons (New York; NY 1994),
proporcionan al especialista en la técnica una guia general para muchos de los términos usados en la presente solicitud.
Un especialista en la técnica reconocerd muchos métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en este
documento, que podrian usarse en la practica de la presente invencion. De hecho, la presente invencion no se limita en
modo alguno a los métodos y materiales descritos. Para los fines de la presente invencion, los siguientes términos se
definen como se indica a continuacién.

Los términos “corte y empalme” y “corte y empalme de ARN” se usan de manera indistinta y se refieren al
procesamiento de ARN que elimina intrones y une exones para producir el ARNm maduro con secuencias codificantes
continuas que se transportan al citoplasma de una célula eucariota.

En teorfa, el término “exdn” se refiere a cualquier segmento de un gen interrumpido que estd representado en el
producto de ARN maduro (B. Lewin. Genes IV Cell Press, Cambridge Mass. 1990). En teoria, el término “intrén” se
refiere a cualquier segmento de ADN que se transcribe pero se elimina del interior del transcrito por corte y empalme
de los exones que estdn a cada lado del mismo. Funcionalmente, en la secuencia del ARNm de un gen definido por
los nimeros de ID de Sec de Ref. aparecen secuencias de exones. Funcionalmente, las secuencias intrénicas son
las secuencias intermedias dentro del ADN gendémico de un gen, separadas por secuencias de exones y que tienen
secuencias consenso de corte y empalme GT y AG en sus extremos 5’ y 3.

El término “micromatriz” se refiere a una disposicién ordenada de elementos hibridables en una matriz, preferible-
mente sondas polinucleotidicas sobre un sustrato.

El término “polinucleétido”, cuando se utiliza en singular o en plural, generalmente se refiere a cualquier polirri-
bonucleétido o polidesoxirribonucleétido, que puede ser ARN o ADN no modificado o ARN o ADN modificado. De
este modo, por ejemplo, los polinucleétidos como se definen en este documento incluyen, sin limitacién, ADN mono-
y bi-catenario, ADN que incluye regiones mono- y bi-catenarias, ARN mono- y bi-catenario, y ARN que incluye
regiones mono- y bi-catenarias, moléculas hibridas que comprenden ADN y ARN que puede ser monocatenario o,
mds tipicamente, bicatenario o incluyen regiones monocatenarias y bicatenarias. Ademads, el término “polinucleétido”
como se usa en este documento se refiere a regiones tricatenarias que comprenden ARN o ADN o tanto ARN co-
mo ADN. Las cadenas en dichas regiones pueden ser de la misma molécula o de moléculas diferentes. Las regiones
pueden incluir la totalidad de una o mds de las moléculas, pero mas tipicamente incluyen sélo una regién de algunas
de las moléculas. Una de las moléculas de una region de triple-hélice a menudo es un oligonucleétido. El término
“polinucleétido” especificamente incluye los ADNc. El término incluye ADN (incluyendo ADNc) y ARN que con-
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tienen una o mas bases modificadas. De este modo, los ADN o los ARN con estructuras modificadas para conseguir
estabilidad o por otras razones son “polinucleétidos” como se usa este término en el presente documento. Ademas, se
incluyen dentro del término “polinucledtidos” como se define en este documento ADN o ARN que comprenden bases
inusuales, tales como inosina, o bases modificadas, tales como bases tritiadas. En general, el término “polinucledti-
do” abarca todas las formas modificadas quimica, enzimatica y/o metabdlicamente de polinucledtidos no modifica-
dos, asi como las formas quimicas de ADN y ARN caracteristicas de virus y células, incluyendo células sencillas y
complejas.

El término “oligonucledtido” se refiere a un polinucleétido relativamente corto que incluye, sin limitacién, des-
oxirribonucleétidos monocatenarios, ribonucleétidos mono- o bi-catenarios, hibridos de ARN:ADN y ADN bicate-
narios. Los oligonucleétidos, tales como los oligonucledtidos sonda de ADN monocatenarios a menudo se sintetizan
por métodos quimicos, por ejemplo, usando sintetizadores de oligonucledtidos automaticos que estan disponibles co-
mercialmente. Sin embargo, pueden obtenerse oligonucledtidos por una diversidad de métodos distintos, incluyendo
técnicas mediadas por ADN recombinante in vitro y por la expresion de ADN en células y organismos.

Las expresiones “genes expresados diferencialmente”, “expresion génica diferencial” y sus sinénimos, que se usan
indistintamente, se refieren a un gen cuya expresion es de un nivel superior o inferior en un paciente o sujeto de
ensayo en relacién a otro, por ejemplo, en un sujeto que padece una enfermedad, especificamente cancer, tal como
céncer de mama, en relacién a su expresion en un sujeto normal o de control. Las expresiones también incluyen
genes cuya expresion estd activada hacia un mayor o menor nivel en diferentes etapas de la misma enfermedad. Tam-
bién se entiende que un gen expresado diferencialmente puede estar activado o inhibido a nivel del 4cido nucleico
o a nivel de la proteina, o puede ser objeto de corte y empalme alternativo para dar como resultado un producto
de polipéptido diferente. Dichas diferencias pueden demostrarse por un cambio en los niveles de ARNm, expre-
sién en la superficie, secrecioén u otras divisiones de un polipéptido, por ejemplo. La expresion génica diferencial
puede incluir una comparacién de la expresion entre dos o mds genes o sus productos génicos, 0 una comparacién
de las proporciones de la expresion entre dos 0 mds genes o sus productos génicos, o incluso una comparacién de
dos productos procesados de manera diferente del mismo gen, que difieren entre sujetos normales y sujetos que pa-
decen una enfermedad, especificamente cancer, o entre diferentes estadios de la misma enfermedad. La expresion
diferencial incluye tanto diferencias cuantitativas como diferencias cualitativas en el patrén de expresion temporal
o celular en un gen o sus productos de expresion entre, por ejemplo, células normales o enfermas, o entre células
que han experimentado diferentes acontecimientos de enfermedad o estadios de enfermedad. Para el fin de esta in-
vencion, se considera que estd presente la “expresion génica diferencial” cuando hay al menos aproximadamente dos
veces, preferiblemente al menos aproximadamente cuatro veces, mas preferiblemente al menos aproximadamente seis
veces, més preferiblemente al menos aproximadamente diez veces de diferencia entre la expresion de un gen de-
terminado en sujetos normales y enfermos, o en los diversos estadios del desarrollo de la enfermedad en un sujeto
enfermo.

El término “sobre-expresién” con respecto a un transcrito de ARN se usa para referirse al nivel del transcrito
determinado por normalizacién al nivel de los ARNm de referencia, que podria ser todos los transcritos medidos en la
muestra o un conjunto de referencia particular de ARNm.

La frase “amplificacion génica” se refiere a un proceso mediante el cual se forman multiples copias de un gen
o fragmento de gen en una célula o linea celular particular. La regiéon duplicada (un tramo de ADN amplificado)
se denomina a menudo “amplicén”. A menudo, la cantidad de ARN mensajero (ARNm) producido, es decir, el ni-
vel de la expresion génica, también aumenta en la proporcién del nimero de copias efectuadas del gen particular
expresado.

El término “prondstico” se usa en este documento para referirse a la prediccién de la probabilidad de muerte o
progresion atribuible al cdncer, incluyendo la recurrencia, la propagacion de metéstasis y la resistencia a farmacos,
de una enfermedad neoplasica, tal como cancer de mama. El término “prediccién” se usa en este documento para
referirse a la probabilidad de que un paciente responda de manera favorable o desfavorable a un farmaco o conjunto
de farmacos, y también el alcance de esas respuestas, o de que el paciente sobreviva tras la extirpacién quirdrgica
del tumor primario y/o quimioterapia durante un cierto periodo de tiempo sin recurrencia de cincer. Los métodos
de prediccion de la presente invencion pueden usarse clinicamente para tomar decisiones de tratamiento escogiendo
las modalidades de tratamiento mds apropiadas para cualquier paciente particular. Los métodos de prediccion de la
presente invencidn son herramientas valiosas para predecir si es probable que un paciente responda favorablemente
a un régimen de tratamiento, tal como una intervencién quirdrgica, quimioterapia con un farmaco o combinacion de
farmacos determinada, y/o radioterapia, o si es probable la supervivencia a largo plazo del paciente, tras la cirugia y/o
terminacion de la quimioterapia u otras modalidades de tratamiento.

El término supervivencia a “largo plazo” se usa en este documento para referirse a la supervivencia durante al
menos 3 afos, més preferiblemente durante al menos 5 afios, y mucho mds preferiblemente durante al menos 10 afios
tras la cirugia u otro tratamiento.

El término “aumento de resistencia” a un firmaco u opcion de tratamiento particular, cuando se usa de acuerdo
con la presente invencion, significa la disminucién de respuesta a una dosis estandar del farmaco o a un protocolo de
tratamiento estandar.
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El término “disminucién de la sensibilidad” a un farmaco u opcién de tratamiento particular, cuando se usa de
acuerdo con la presente invencidn, significa la disminucién de respuesta a una dosis estdndar del firmaco o a un
protocolo de tratamiento estandar, cuando la disminucién de la respuesta puede compensarse (al menos parcialmente)
por el aumento de la dosis del fairmaco o la intensidad del tratamiento.

La “respuesta del paciente” puede evaluarse usando cualquier punto final que indique un beneficio para el paciente,
incluyendo, sin limitacién, (1) la inhibicién, en alguna medida, del crecimiento del tumor incluyendo la ralentizacién
y detencién completa del crecimiento; (2) la reduccién del nimero de células tumorales; (3) la reduccién del tamafio
del tumor; (4) la inhibicién (es decir, reduccidn, ralentizacién o detencién total) de la infiltracion de células tumorales
hacia tejidos y/u érganos periféricos adyacentes; (5) la inhibicion (es decir, reduccidn, ralentizacién o detencidn total)
de la metastasis; (6) la mejora de la respuesta inmune anti-tumoral, que puede, pero no tiene que, dar como resultado
la regresion o el rechazo del tumor; (7) el alivio, en alguna medida, de uno mas sintomas asociados con el tumor;
(8) el aumento de la duracién de la supervivencia después del tratamiento; y/o (9) el descenso de la mortalidad en un
momento determinado después del tratamiento.

El término “tratamiento” se refiere tanto al tratamiento terapéutico como al tratamiento profildctico o medidas
preventivas, en el que el objetivo es prevenir o ralentizar (reducir) el estado patoldgico o trastorno diana. Los que
necesitan tratamiento incluyen los que ya tienen el trastorno asi como los propensos a tener el trastorno o aquellos en
los que se desea prevenir el trastorno. En el tratamiento de tumores (por ejemplo, cancer), un agente terapéutico puede
disminuir directamente la patologia de las células tumorales, o hacer que las células tumorales sean mas susceptibles
al tratamiento por otros agentes terapetticos, por ejemplo, radiacién y/o quimioterapia.

El término “tumor”, como se usa en este documento, se refiere a todo el crecimiento celular neoplasico y prolife-
racién, tanto maligna como benigna, y a todas las células y tejidos pre-cancerosos y cancerosos.

Los términos “cancer” y “canceroso” se refieren a o describen el estado fisiol6gico en mamiferos que estd carac-
terizado tipicamente por un crecimiento celular no regulado. Los ejemplos de cancer incluyen pero no se limitan a,
céncer de mama, cancer de colon, cancer de pulmodn, cincer de prostata, cdncer hepatocelular, cadncer gastrico, cdncer
pancredtico, cancer cervical, cancer de ovario, cancer de higado, cancer de vejiga, cancer del tracto urinario, cdncer de
tiroides, cdncer renal, carcinoma, melanoma y cdncer cerebral.

La “patologia” del cancer incluye todos los fendmenos que comprometen el bienestar del paciente. Esto incluye, sin
limitacién, el crecimiento celular anormal o incontrolable, metastasis, la interferencia con el funcionamiento normal
de las células vecinas, liberacion de citoquinas u otros productos de secrecion en niveles anormales, la supresion o el
agravamiento de la respuesta inflamatoria o inmunolégica, neoplasia, premalignidad, malignidad, invasion de tejidos
u 6rganos circundantes o distantes, tales como ganglios linfaticos, etc.

La “rigurosidad” de las reacciones de hibridacién es facilmente determinable por un especialista normal en la
técnica, y generalmente es un cédlculo empirico, que depende de la longitud de la sonda, la temperatura de lavado
y la concentracion salina. En general, las sondas mds largas requieren mayores temperaturas para una hibridacién
apropiada, mientras que las sondas mds cortas necesitan temperaturas mds bajas. La hibridacién generalmente depende
de la capacidad del ADN desnaturalizado para rehibridar cuando las cadenas complementarias estan presentes en un
medio por debajo de su temperatura de fusién. Cuanto mads alto sea el grado de homologia deseada entre la sonda y la
secuencia hibridizable, mayor es la temperatura relativa que puede usarse. Como resultado, se deduce que el aumento
de las temperaturas relativas tenderia a hacer las condiciones de reaccién mds rigurosas, mientras que temperaturas
mas bajas menos. Si se desean detalles y explicaciones adicionales de la rigurosidad de las reacciones de hibridacion,
véase Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience Publishers, (1995).

Las “condiciones rigurosas” o las “condiciones de alta rigurosidad”, como se definen en este documento, tipica-
mente: (1) emplean baja fuerza i6nica y alta temperatura de lavado, por ejemplo, cloruro sédico 0,015 M/citrato sédico
0,0015 M/dodecil sulfato sédico al 0,1% a 50°C; (2) emplean un agente desnaturalizante durante la hibridacién, tal
como formamida, por ejemplo, formamida al 50% (v/v) con albumina de suero bovino al 0,1%/Ficoll al 0,1%/poli-
vinilpirrolidona al 0,1%/tampén fosfato sédico 50 mM a pH 6,5 con cloruro sédico 750 mM, citrato sédico 75 mM
a 42°C; 6 (3) emplean formamida al 50%, SSC 5 x (NaCl 0,75 M, citrato sédico 0,075 M), fosfato sédico 50 mM
(pH 6,8), pirofosfato sédico al 0,1%, soluciéon de Denhardt 5 x, ADN de esperma de salmén sonicado (50 ug/ml),
SDS al 0,1% y sulfato de dextrano al 10% a 42°C, con lavados a 42°C en SSC 0,2 x (cloruro sédico/citrato sddico) y
formamida al 50% a 55°C, seguido de un lavado altamente riguroso que consiste en SSC 0,1 x que contiene EDTA a
55°C.

Las “condiciones moderadamente rigurosas” pueden identificarse como se describe por Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, New York: Cold Spring Harbor Press, 1989, e incluyen el uso de una solucién de
lavado y condiciones de hibridacién (por ejemplo temperatura, fuerza iénica y % de SDS) menos rigurosas que las
descritas anteriormente. Un ejemplo de condiciones moderadamente rigurosas es la incubacién durante toda la noche
a 37°C en una solucién que comprende: formamida al 20%, SSC 5 x (NaCl 150 mM, citrato trisédico 15 mM), fosfato
sédico 50 mM (pH 7,6), solucién de Denhardt 5 x, sulfato de dextrano al 10% y 20 mg/ml de ADN de esperma
de salmén cortado desnaturalizado, seguido por el lavado de los filtros en SSC 1 x a aproximadamente 37-50°C.
El especialista en la técnica reconocerd como ajustar la temperatura, fuerza idnica, etc. cuando sea necesario para
acomodar factores tales como la longitud de la sonda y similares.
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LEIT ELINNT)

En el contexto de la presente invencidn, la referencia a “al menos uno”, “al menos dos”, “al menos cinco” etc.
de los genes enumerados en cualquier conjunto génico particular significa una cualquiera o todas y cada una de las
combinaciones de los genes enumerados.

B. Descripcion Detallada

La practica de la presente invencién empleard, a menos que se indique otra cosa, técnicas convencionales de biolo-
gia molecular (incluyendo técnicas de recombinacién), microbiologia, biologia celular y bioquimica, que estan dentro
de la experiencia en la técnica. Estas técnicas se explican a fondo en la bibliografia, tal como, “Molecular Cloning: A
Laboratory Manual”, 2™ edition (Sambrook et al., 1989); “Oligonucleotide Synthesis” (M.J. Gait, ed., 1984); “Animal
Cell Culture” (R.I. Freshney, ed., 1987); “Methods in Enzymology” (Academic Press, Inc); “Handbook of Experi-
mental Immunology” 4" edition (D.M. Weir & C.C. Blackwell, eds., Blackwell Science Inc, 1987); “Gene Transfer
Vectors for Mammalian Cells” (J.M. Miller & M.P. Calos, eds., 1987); “Current Protocols in Molecular Biology”
(FM. Ausubel et al., eds., 1987); y “PCR: The Polymerase Chain Reaction”, (Mullis et al., eds., 1994).

1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

El fin de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es hacer copias de un gen para proporcionar mayores can-
tidades de 4cido nucleico para uso posterior. La PCR es un proceso basado en una enzima polimerasa especializada
(por ejemplo la ADN polimerasa de Taq), que puede sintetizar una cadena complementaria a una cadena de ADN
determinada en una mezcla que contiene los cuatro dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) y dos cebadores oligonucleo-
tidicos que flanquean la secuencia diana a amplificar. Los dos cebadores oligonucleotidicos se usan para generar un
amplicén tipico de una reaccién de PCR. Un tercer nucleétido, o sonda, estd disefiado para detectar la secuencia de
nucledtidos localizada entre los dos cebadores de PCR. Aunque el disefio de la sonda puede diferir, en el método de
PCR TagMan® las sefiales de la sonda se controlan por la proximidad de un colorante fluorescente indicador y un
colorante fluorescente de inactivacién. Cualquier emisioén inducida por laser desde el colorante indicador se inactiva
por el colorante de inactivacién cuando los dos colorantes se localizan préximos entre si como estdn en la sonda.
Durante la reaccién de amplificacién, la enzima polimerasa (por ejemplo la ADN polimerasa de Taq) escinde la sonda
de una manera dependiente de la plantilla. Los fragmentos de la sonda resultante se disocian en solucién, y la sefial
procedente del colorante indicador liberado estd exenta del efecto de inactivacion del segundo fluoréforo. Se libera
una molécula de colorante indicador por cada nueva molécula sintetizada y la deteccién del colorante indicador no
inactivado proporciona la base para la interpretacion cuantitativa de los datos.

El material de partida para la PCR puede ser ADN, ADNc, ARNm o cualquier otro polinucleétido que necesite
amplificarse. Como la PCR requiere ADN monocatenario como plantilla, si el material de partida es ADN bicatenario
necesita desnaturalizarse para producir ADN monocatenario.

Como el ARN no puede servir como plantilla para la PCR, si el material de partida es ARN, la primera etapa es
la transcripcién inversa de la plantilla de ARN en ADNc, seguido de su amplificacién exponencial en una reaccién
de PCR. Esta version de PCR se denomina generalmente PCR transcriptasa inversa (RT-PCR). Las dos transcriptasas
mds cominmente usadas son la transcriptasa inversa del virus de la mieloblastosis aviar (AMV-RT) y la transcriptasa
inversa del virus de la leucemia murina de Moloney (MMLV-RT). La etapa de transcripcidn inversa se ceba tipicamente
usando cebadores especificos, hexdmeros aleatorios o cebadores oligo-dT, dependiendo de las circunstancias. Por
ejemplo, el ARN extraido de una muestra de tejido (por ejemplo FPET) se puede transcribir de forma inversa usando
un kit de PCR de ARN GeneAmp (Perkin Elmer, CA, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. E1 ADNc
obtenido puede usarse después como una plantilla en la siguiente reaccién de PCR.

Aunque la etapa de PCR puede usar una variedad de ADN polimerasas dependientes de ADN termoestables,
tipicamente emplea la ADN polimerasa de Taq, que tiene una actividad nucleasa 5’-3’ pero carece de una actividad
endonucleasa correctora 3°-5°. De este modo, la PCR TaqMan® tipicamente utiliza la actividad nucleasa 5° de la
polimerasa de Taq o Tth para hidrolizar una sonda de hibridacién unida a su amplicén diana, pero puede usarse
cualquier enzima con actividad nucleasa 5’ equivalente. En este caso, la sonda se disefia para ser no-extensible por la
enzima ADN polimerasa de Taq. La RT-PCR TagMan® puede realizarse usando un equipo comercialmente disponible
tal como, por ejemplo, el ABI PRISM 7700™ Sequence Detection System™ (Perkin-Elmer-Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA), o Lightcycler (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany). En una realizacién
preferida, el procedimiento de la nucleasa 5’ se realiza en un dispositivo de PCR cuantitativo en tiempo real tal como
el ABI PRISM 7700™ Sequence Detection System™. El sistema consiste en un termociclador, un Idser, un dispositivo
de carga acoplada (CCD), una cdmara y un ordenador. El sistema amplifica muestras en un formato de 96 pocillos en
un termociclador. Durante la amplificacion, la sefial fluorescente inducida por laser se recoge en tiempo real a través
de cables de fibra 6ptica para los 96 pocillos y se detecta en el CCD. El sistema incluye un programa informético para
ejecutar el instrumento y para el andlisis de los datos.

Los datos de ensayo de la nucleasa 5’ inicialmente se expresan como Ct, o el ciclo umbral. Como se ha sefialado
anteriormente, los valores de fluorescencia se registran durante cada ciclo y representan la cantidad de producto am-
plificado hasta ese momento en la reaccién de amplificacion. El momento en el que la sefial fluorescente se registra
por primera vez como estadisticamente significativa es el ciclo umbral (Ct).
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Para minimizar errores y el efecto de la variacién de una muestra a otra, la RT-PCR se realiza normalmente
usando un patrén interno. El patrén interno ideal se expresa en un nivel constante entre diferentes tejidos, y no se
ve afectado por el tratamiento experimental. Son ARN frecuentemente usados para normalizar los patrones de la
expresion génica ARNm para los genes bésicos administradores (“housekeeping genes”) gliceraldehido-3-fosfato-
deshidrogenasa (GAPDG) y S-actina.

Para detalles adicionales de la PCR cuantitativa en tiempo real véase también Held et al., Genome Research 6: 986-
994 (1996). La PCR se describe en las Patentes de Estados Unidos N° 4.683.202, 4.683.195, 4.965.188 y 5.075.216.

2. Intrones y Corte y Empalme de ARN

La mayoria de los genes en eucariotas superiores contienen mas de 100.000 pares de nucleétidos, algunos contienen
mas de 2 millones de pares de nucledtidos. Esta longitud es significativamente mayor que la de la secuencia de
nucledtidos requerida para codificar una proteina de tamafo medio (300-400 aminodcidos), que estd en el orden
de aproximadamente 1000 nucledtidos. La mayor parte de la longitud extra consta de secuencias no codificantes
(intrones) que interrumpen las secuencias codificantes (exones) dentro de la secuencia génica. La mayoria de los genes
de eucariotas superiores que codifican ARNm, ARNt y algunos que codifican ARNr se interrumpen por secuencias
intrénicas. Los genes para el ARNm tipicamente tienen de 0 a 60 intrones; mientras que los genes para el ARNt
tipicamente incluyen 0 6 1 intrén.

Cuando se transcribe ARNm a partir de ADN, al principio se transcriben tanto las secuencias de los exones como
las secuencias de los intrones en el denominado ARN nuclear heterogéneo (ARNhn) o ARN inmaduro o pre-ARNm.
Sin embargo, antes de que el ARN salga del niicleo, las secuencias intrénicas a menudo se eliminan del ARNm trans-
crito como resultado de un proceso conocido como corte y empalme del ARN. El proceso de eliminacién de intrones
implica un proceso preciso de formacién de bucles controlado por una secuencia especifica de nucleétidos contigua a
los exones. Casi todos los intrones pueden identificarse por secuencias consenso especificas. Las dos primeras bases
de un intrén son siempre GU, mientras que las dos dltimas bases son siempre AG, pero los sitios de corte y empalme
5’ y 3’ tipicamente tienen secuencias consenso que se extienden mas alld de los pares GU y AG. El corte y empalme
del ARNm tiene lugar en una particula llamada espliceosoma, mientras que el ARNt y el ARNr se cortan y empalman
por mecanismos que no implican espliceosomas.

Los intrones son tipicamente mucho mads largos que los exones (secuencias que estdn presentes en el ARNm).
Un ex6n eucariota medio es de aproximadamente 150 nucleétidos de longitud, mientras que un tinico intrén humano
puede ser tan largo como de cerca de 500.000 nucleétidos, aunque tipicamente es de aproximadamente 2000-4000
nucledtidos. En general, un gen eucariota contiene muchas mas secuencias intrénicas que de exones, como se ilustra en
la siguiente tabla (Molecular Biology of the Cell, Bruce Alberts et al., eds., 3* edicidon, Garland Publishing Company,
New York, N.Y., 1994, p.340):

TABLA 1
Gen Tamano del gen Tamano del ARNm Numero de
(nucledtidos x 10° ) | (nucledtidos x 10°) Intrones
B-globina 1,5 0,6 2
Insulina 1,7 0,4 2
Proteinasa C 11 1,4 7
Albumina 25 2,1 14
Catalasa 34 1,6 12
Receptor LDL 45 55 17
Factor VIl 186 9 25
Tiroglobulina 300 8,7 36

En una realizacién particular de la presente invencidn, las secuencias intrénicas en un gen de interés estdn so-
metidas a un proceso de seleccion para identificar la secuencia o secuencias de ARN intrénicas que se coexpresan
con secuencias de ARN de exones (es decir, ARNm) del mismo gen. Dichas secuencias intronicas seleccionadas, cu-
ya expresion se correlaciona con la expresion de secuencias de exones, tienen propiedades especialmente deseables
como potenciales marcadores de diagndstico: (1) a causa de su comportamiento técnico favorable (especificamen-
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te, la optimizacién de la especificidad y sensibilidad de ensayo); y (2) cualquier importancia biomédica asociada
al nivel de ARNm del gen también estd asociada a los niveles celulares de secuencias intrénicas. Por ejemplo, es
probable que altos niveles de una especie de ARNm que codifica un factor de crecimiento potente estén probable-
mente correlacionados con altos indices de crecimiento de una célula. Las secuencias intronicas que tienen niveles
celulares que correlacionan con niveles del ARNm de este mismo gen tienen la misma probabilidad de correlacio-
narse con altos indices de crecimiento de una célula. Dichas secuencias intrénicas seleccionadas pueden usarse para
explorar muestras de tejido valiosas para buscar correlaciones clinicas y significado de diagnéstico, prediccién o
prondstico.

Un proceso ejemplar para seleccionar secuencias intrénicas que se coexpresan con el ARNm del mismo gen es el
siguiente. Brevemente, para cualquier gen de interés, se ensaya un conjunto de tejidos pertinentes de una poblacién
de pacientes de interés para medir los niveles de un conjunto de secuencias intrénicas y de ARNm. Después se se-
leccionan las secuencias intrénicas que se ha descubierto que tienen el mayor coeficiente de correlacién de Pearson
para la coexpresion con secuencias de ARN de exones (ARNm). El niimero de pacientes estudiados en este proceso
es peferiblemente al menos superior a 50 y més preferiblemente de al menos aproximadamente 100.

En un ejemplo especifico, el asunto biomédico de interés trata de pacientes con cdncer de mama y el gen de interés
puede ser el marcador de crecimiento tumoral Ki-67. En este caso, se usan tumores de 50 o mds pacientes de cancer
de mama para medir los niveles de ARNm de Ki-67 y los niveles de las secuencias de miltiples intrones de Ki-67 y
se seleccionan los intrones que tienen el mayor coeficiente de correlacién de Pearson para la co-expresién con ARN
de exones.

Una ventaja de este proceso es que la seleccion de la secuencia intrénica preferida puede realizarse con muestras
de tejido relativamente faciles de obtener y abundantes (por ejemplo, muestras que carecen de registros clinicos aso-
ciados valiosos). Dado que dicho tejido puede proporcionar grandes cantidades de ARN para explorar, serd posible
detectar sefiales de expresion génica incluso a partir de sondas subdptimas. Después pueden usarse ensayos muy sen-
sibles y especificos basados en las secuencias intrénicas seleccionadas para explorar muestras de tejido valiosas, por
ejemplo, muestras asociadas a una informacién clinica importante, tal como la recurrencia de la enfermedad, muerte
o la respuesta a farmacos terapéuticos o regimenes de tratamiento definidos.

3. Perfilado de la expresion génica usando intrones basados en conjuntos cebador/sonda de la PCR

En el momento actual, los cebadores y sondas de la PCR se han disefiado en base a la secuencia de ARNm o
ADNec, sin considerar las secuencias intronicas. De hecho, los intrones se consideran normalmente un material “de
embalaje” que se elimina durante el corte y empalme y generalmente se degrada de forma rapida.

La presente invencion estd basada en el descubrimiento experimental inesperado de que los ARN de los intrones
pueden detectarse facilmente por RT-PCR, incluso usando ARN altamente degradado procedente de muestras de
tejido fijado embebido en parafina. En particular, se ha descubierto que en el perfil de la expresién génica para un gen
determinado, las sefiales de RT-PCR de conjuntos sonda/cebador basados en intrén pueden ser grandes, o mas grandes,
que las sefiales de RT-PCR basadas en exén. Aunque este descubrimiento se confirma por unos pocos descubrimientos
recientes con ciertas especies de ARNm, no estd de acuerdo con la opinién predominante de que los intrones se
degradan muy rapidamente después del corte y empalme (Thomas et al., J. Virol. 76:532-40 [2002]; Clement et al., J.
Biol. Chem. 276:16919.30 [2001]: Sharp et al., Ann. Rev. Biochem. 55:1119-1150 [1986].

También inesperados, los descubrimientos experimentales subyacentes a la presente invencién indican que el ARN
intrénico puede usarse para perfilar la expresion génica, porque las cantidades en tejido de las secuencias de intro-
nes y exones expresadas tienden a correlacionarse. Este resultado es inesperado porque existen escasas o ninguna
prueba de que la proporcidn de la constante de velocidad global para la sintesis y la renovacién de las secuencias de
intrones y exones transcritas son similares. De hecho, la bibliografia cientifica proporciona pruebas de la compleji-
dad de la renovacién de pre-ARNm y de intrones procesados (sometidos a cortes y empalme). Por ejemplo, puede
existir pre-ARNm en multiples grupos cinéticos (Elliot and Rosbash, Exp. Cell Res. 229:181-8 [1996]), con subpo-
blaciones que contienen ARN intrénicos que no estdn eficazmente empalmados y se transportan al citoplasma como
especies de ARNm “inmaduros”, donde pueden degradarse a diferente velocidad que las secuencias de ARN intrénicas
nucleares (Wang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:4360-5 [1997]). Existen pruebas de que ciertos ARN intréni-
cos procesados por corte y empalme entran en el citoplasma en estructura de lazo (Clement et al., ARN 5:206-20
[1999]).

Finalmente, los datos presentados en este documento indican que las secuencias intrénicas pueden servir como
marcadores moleculares de diagndstico o prondstico. Examinando cuatro ARNm que previamente habian demostrado
ser de cardcter prondstico en cdnceres, se demuestra que sus secuencias intrénicas correspondientes son también de
prondstico, y en las mismas direcciones que las secuencias de exones transcritas parentales (es decir, de prondstico
tanto positivo como negativo).

En resumen, el enfoque de la invencién se ha demostrado como sigue. El documento WO 0378662 describe
un conjunto de genes que predicen la probabilidad de recurrencia de cancer de mama. En este estudio, se midie-
ron los niveles de las secuencias de exén transcritas en muestras de tejido de cdncer de mama fijado embebido
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en parafina de 146 pacientes usando conjuntos de cebador/sonda de PCR basados en exén. En el estudio descri-
to en este documento, se crearon ensayos de RT-PCR para medir los niveles de las secuencias de intrén trans-
critas dentro de cuatro de los genes marcadores identificados anteriormente, y después se usaron para explorar el
ARN de 60 muestras de biopsia fijadas embebidas en parafina (que representaban 60 pacientes diferentes, un sub-
conjunto de los pacientes evaluados en el estudio anterior). Los datos presentados en los ejemplos mostrados a
continuacién demuestran que para cada gen los intrones y los exones estdn co-expresados, y que los intrones pre-
dicen el riesgo de recurrencia de la enfermedad recurrente segtin lo predicho por los datos anteriores basados en
exones.

3. Diseiio de Cebadores y Sondas de PCR Basado en Intrones

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se diseian cebadores y sondas de PCR en base a secuencias
intrénicas presentes en el gen a amplificar. Por consiguiente, el primer paso en el disefio del cebador/sonda es la
delineacién de las secuencias intrénicas dentro de los genes. Esto se puede hacer mediante el programa informético
disponible publicamente, tal como el programa informatico ADN BLAT desarrollado por Kent, W.J., Genome Res. 12
(4): 656-64 (2002), o por el programa informético BLAST incluyendo sus variaciones. Los pasos posteriores siguen
métodos bien establecidos de disefio del cebadores y sondas de la PCR.

Para evitar sefiales no especificas, es importante enmascarar las secuencias repetitivas dentro de los intrones al
disefiar los cebadores y las sondas. Esto puede lograse facilmente usando el programa Repeat Masker disponible on-
line a través del Colegio Universitario de Medicina Baylor, que explora secuencias de ADN contra una biblioteca de
elementos repetitivos y devuelve una secuencia problema en la cual los elementos repetitivos estdn enmascarados.
Las secuencias intrénicas enmascaradas pueden usarse entonces para disefiar secuencias de cebador y sonda usando
cualquiera de los paquetes de disefio de cebador/sonda comerciales o disponibles al publico de otra manera, tales
como Primer Express (Applied Biosystems); MGB assay-by-desing (Applied Biosystems); Primer3 (Steve Rozen and
Helen J. Skaletsky (2000); Primer3 en WWW para usuarios generales y para bidlogos programadores. En: Krawetz S,
Misener S (eds) Bioinformatics Methods and Protocols: Methods in Molecular Biology. Humana Press, Totowa, NJ,
pp 365-386).

Los factores mds importantes considerados en el disefio de cebadores de PCR incluyen la longitud del ceba-
dor, la temperatura de fusién (Tm), y el contenido de G/C, la especificidad, las secuencias de cebador comple-
mentarias y la secuencia 3’ terminal. En general, los cebadores de PCR éptimos son generalmente de 17-30 ba-
ses de longitud, y contienen aproximadamente el 20-80%, tal como, por ejemplo, son aproximadamente el 50-
60% de bases G+C. Las Tm tipicamente preferidas estdn entre 50 y 80°C, por ejemplo, aproximadamente de 50 a
70°C.

Para mas directrices para los disefios de cebador y sonda de la PCR véase, por ejemplo, Dieffenbach, C.W. et al.,
“General Concepts for PCR Primer Desingn” en: PCR Primer, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, New York, 1995, pp. 133-155; Innis y Gelfand, “Optimazation of PCRs” en: PCR Protocols, A guide to Methods
and Applications, CRC Press, London, 1994, pp. 5-11; y Plasterer, T.N. Primerselect: Primer and probe desin. Methods
Mol. Biol. 70: 520-527 (1997).

4. Aplicaciones

Los métodos de la presente invencion y, especificamente, de los cebadores y sondas de PCR basados en intro-
nes de este documento, tienen utilidad en todos los campos donde se requiere la amplificacién de un 4cido nucleico
(incluyendo ARN, ADN vy, en general, cualquier oligo- y polinucleétido) que representa un gen o un fragmento de
gen. De esta manera, los cebadores y las sondas de PCR disefiados de acuerdo con la presente invencién pueden
usarse para amplificar genes individuales, o genes multiples presentes en una muestra bioldgica con el fin de perfilar
la expresion génica por cualquier metodologia incluyendo, sin limitacién, el perfilado de la expresién génica basa-
do en una PCR cuantitativa (por ejemplo, RT-PCR cuantitativa), y andlisis de micromatrices y ensayos basados en
perlas.

Por ejemplo, en una realizacién especifica de la técnica de micromatriz, se aplicaron insertos de clones de ADNc
amplificados por PCR a un sustrato en una matriz densa. Preferiblemente se aplican al sustrato al menos 10.000 se-
cuencias de nucledtidos. Los genes de la micromatriz, inmovilizados en el microchip en al menos 10.000 elementos
cada uno, son adecuados para la hibridacién en condiciones rigurosas. Pueden generarse sondas de ADNc marca-
das con fluorescencia a través de la incorporacién de nucleétidos fluorescentes por transcripcion inversa del ARN
extraidos de tejidos de interés. Las sondas de ADNc marcadas aplicadas al chip hibridan con especificidad en ca-
da punto del ADN en la matriz. Después del lavado riguroso para eliminar las sondas no unidas especificamente,
se explora el chip mediante microscopia laser confocal o mediante otro método de deteccion, tal como una cdmara
fotografica CCD. La cuantificacién de la hibridacién de cada elemento de la matriz permite valorar la abundancia
del ARNm correspondiente. Con fluorescencia de color dual, se hibridan sondas de ADNc marcadas por separado
generadas a partir de dos fuentes de ARN por pareja a la matriz. De este modo se determina de forma simultinea la
abundancia relativa de los transcrito procedentes las dos fuentes que corresponden a cada gen especifico. La escala
miniaturizada de la hibridacién proporciona una evaluacién conveniente y rapida del patrén de expresion para una
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gran cantidad de genes. Estos métodos han demostrado tener la sensibilidad requerida para detectar transcripciones
poco frecuentes, que se expresan en algunas copias por célula, y para detectar de forma reproducible al menos apro-
ximadamente dos veces mas diferencias en los niveles de expresién (Schena et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93
(2): 106-149 (1996)). El andlisis en micromatriz puede realizarse por equipos comercialmente disponibles, siguiendo
los protocolos del fabricante, tales como el uso de la tecnologia Affymetrix GenChip, o la tecnologia micromatriz de
Agilent.

Un aspecto importante de la presente invencidn es usar la amplificacién génica basada en intrones como parte del
perfilado de la expresién génica para ajustar a los pacientes los mejores farmacos o combinaciones farmacolégicas
y para proporcionar informacién de prondstico. Por ejemplo, la expresion medida de genes en tejido canceroso (por
ejemplo, tejido de biopsia de cdncer de mama) puede usarse para predecir la probabilidad de la supervivencia a largo
plazo, sin la enfermedad de pacientes después de la cirugia y/u otra terapia para el cancer, o predecir la respuesta
del paciente a un enfoque terapéutico particular. Para este fin es tipicamente necesario corregir (normalizando) tanto
las diferencias en la cantidad de ARN ensayado como la variabilidad en la calidad del ARN usado. Por lo tanto, los
ensayos de la invencién miden e incorporan generalmente la expresion de ciertos genes normalizadores, incluyendo
genes de referencia bien conocidos, tales como GAPDH y Cypl. Como alternativa, la normalizacién puede basarse
en la sefial media o mediana (Ct) de todos los genes ensayados o de un subconjunto grande de los mismos (enfo-
que de normalizacién global). Sobre la base del gen-por-gen, la cantidad normalizada medida de un ARNm de un
tumor de un paciente se compara con la cantidad encontrada en un céncer, por ejemplo, el conjunto de referencia
de tejido de cancer de mama. El numero (N) de tejidos con cancer, por ejemplo cancer de mama, en este conjunto
de referencia debe ser suficientemente alto para asegurar que diferentes conjuntos de referencia (en su conjunto) se
comportan esencialmente de la misma manera. Si se cumple esta condicién, la identidad de los tejidos con cancer de
mama individuales presentes en un conjunto particular no tendra un impacto significativo en las cantidades relativas
de los genes ensayados. Generalmente, el conjunto de referencia de tejidos con cdncer de mama consiste en al menos
aproximadamente 30, preferiblemente al menos aproximadamente 40 muestras diferentes de tejido con cancer de ma-
ma fijado, embebido en parafina (FPE). A menos que se indique otra cosa, los niveles de expresion normalizados para
cada ARNm/tumor/ensayado/paciente se expresaran como un porcentaje del nivel de expresiéon medido en el conjunto
de referencia. Mds especificamente, el conjunto de referencia de un nimero suficientemente alto (por ejemplo, 40) de
tumores ofrece una distribucién de niveles normalizados de cada especie de ARNm. El nivel medido en una muestra
de tumor particular a analizar caerd en algtin percentil dentro de este intervalo, que puede determinarse por métodos
bien conocidos en la técnica.

En un estudio de la fase II de la expresién génica en muestras de tejido fijado embebido en parafina de carci-
noma de mama invasivo, se descubrié que la sobreexpresion de cualquiera de los siguientes genes en el tejido de
cancer de mama indicaba una probabilidad reducida de supervivencia sin recurrencia del cincer después de la ciru-
gia: FOXM1; PRAME; SKT15, Ki-67; CA9; NME1; SURV; TFRC; YB-1; RPS6KB1; Src; Chkl; CCNB1; Chk2;
CDC25B; CYP3A4; EpCAM; VEGFC; hENT1; BRCA2; EGFR; TK1; VDR.

En el mismo estudio, la sobreexpresion de cualquiera de los siguientes genes en cidncer de mama indica un mejor
prondstico para la supervivencia sin recurrencia del cancer después de la cirugia: Blc12; CEGP1; GSTM1; PR; BBC3;
GATA3; DPYD; GSTM3; ID1; EstR1; p27; XIAP; IGF1R; AK055699; P13KC2A; TGFB3; BAGII; pS2; WISPI;
HNF3A; NFKBp65.

En este mismo estudio de la fase II de la expresién génica en muestras de tejido fijado embebido en parafina de
céncer de mama ER positivo, la sobreexpresion de los siguientes genes fue indicativa de una probabilidad reducida de
supervivencia sin recurrencia de cancer después de la cirugia: PRAME; FOXM1; EPHX1; HIF1A; VEGFC; Ki-67;
VDR; NMEI1. Algunos de estos genes (PRAME; FOXM1; VEGFC; Ki-67; VDR y NME1) también se identificaron
como indicadores de un mal prondstico en el andlisis previo, sin limitarse al cancer de mama ER-positivo. Se descubrid
que la sobreexpresion de los genes restantes (EPHX1 y HIF1A) era un indicador negativo de la supervivencia libre
de la enfermedad s6lo en cancer de mama ER-positivo. Se descubrié que la sobreexpresion de los siguientes genes
en cancer ER-positivo era indicativa de un prondstico mejor para la supervivencia sin recurrencia del cancer después
de la cirugia: Bcl-2; DIABLO; IGF1R; GSTM3. De los tltimos genes, Bcl-2; IGFR1 y GSTM3 también se han
identificado como indicadores de un buen prondstico en el analisis previo, sin limitarse al cincer de mama ER-positivo.
La sobreexpresion de DIABLO parecia ser un indicador positivo de la supervivencia libre de enfermedad sélo en
cancer de mama ER-positivo. Para detalles adicionales, véase el documento WO0378662.

Los estudios anteriormente descritos se realizaron esencialmente segin lo descrito en el ejemplo 2 mds abajo,
excepto porque la amplificacién génica se estudié usando amplicones basados en exones. Para detalles adicionales,
véase el documento WO0378662. Segun lo atestiguado por los datos que se muestran en el ejemplo 2, los datos
obtenidos usando amplicones basados en intrones muestran una excelente correlacién con los datos anteriores, y
proporcionan tipicamente la ventaja afiadida del aumento de sensibilidad.

Los resultados del estudio de fase II anterior de carcinoma ductal de mama invasivo se sometieron a analisis
multivariante en forma de etapas, usando el Modelo de Riesgo Proporcional de Cox usando la siguiente ecuacion:

RR = exp[coef(genA) x Ct(genA) + coef(genB) x Ct(genB) + coef(genC) x Ct (genC) + ............... 1.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2314378 T3

En esta ecuacion, los coeficientes para los genes que son indicadores de resultado beneficioso son nimeros posi-
tivos y los coeficientes para los genes que son indicadores de un resultado desfavorable son nimeros negativos. Los
valores de “Ct” en la ecuacidn son los ACt, es decir reflejan la diferencia entre el valor de Ct normalizado promedio
para una poblacién y el Ct normalizado medido para el paciente en cuestion. El convenio usado en el andlisis ha
sido que los ACt por debajo y por encima del promedio de la poblacién tienen signos positivos y signos negativos,
respectivamente (reflejando la mayor o menor abundancia de ARNm). El riesgo relativo (RR) calculado resolviendo
esta ecuacion indicaba si el paciente tiene una posibilidad aumentada o reducida de supervivencia a largo plazo sin
recurrencia de cancer.

En un andlisis multivariante, usando un conjunto de interrogantes incluyendo un nimero reducido de genes, se
han identificado los siguientes conjuntos de diez genes que tienen un valor de prediccidonparticularmente grande de la
supervivencia del paciente sin recurrencia del cancer después de la extirpacién quirtrgica del tumor primario.

1.
2.

Bcl2, cyclinG1, NFKBp65, NME1, EPHX1, TOP2B, DRS, TERC, Src, DIABLO;
Ki67, XIAP, hENT1, TS, CD9, p27, cyclinG1, pS2, NFKBp65, CYP3A4;

GSTMI, XIAP, Ki67, TS, cyclinG1, p27, CYP3A4, pS2, NFKBp65, ErbB3;

PR, NMEI, XIAP, upa, cyclinG1, Contig51037, TERC, EPHX 1, ALDHIA3, CTSL;
CA9, NME1, TERC, cyclinG1, EPHX1, DPYD, Src, TOP2B, NFKBp65, VEGFC;
TFRC, XIAP, Ki67, TS, cyclinG1, p27, CYP3A4, pS2, ErbB3, NFKBp65.

En un andlisis multivariante, usando un conjunto de interrogantes incluyendo todos los genes identificados, se han
identificado los siguientes conjuntos de diez genes que tienen un valor de prediccién particularmente grande de la
supervivencia del paciente sin recurrencia del cancer después de la extirpacién quirtirgica del tumor primario.

1.
2.

9.

10.

Bcl2, PRAME, cyclinG1, FOXM1, NFKBp65, TS, XIAP, Ki67, CYP3A4, p27,
FOXMI, cyclinG1, XIAP, Contig51037, PRAME, TS, Ki67, PDGFRa, p27, NFKBp65;
PRAME, FOXM1, cyclinG1, XIAP, Contig51037, TS, Ki6, PDGFRa, p27, NFKBp65;
Ki67, XIAP, PRAME, hENT1, contig51037, TS, CD9, p27, ErbB3, cyclinG1;

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

GSTM1, XIAP, PRAME, p27, Contig51037, ErtbB3, GSTp, EREG, ID1, PLAUR;

PR, PRAME, NMEI, XIAP, PLAUR, cyclinG1, Contig51037, TERC, EPHX1, DRS;
CA9, FOXM1, cyclinG1, XIAP, TS, Ki67, NFKBp65, CYP3A4, GSTM3, p27;

TFRC, XIAP, PRAME, p27, Contig51037, ErbB3, DPYD, TERC, NME1, VEGFC;
CEGPI1, PRAME, hENT1, XIAP, Contig51037, ErtbB3, DPYD, NFKBp65, ID1, TS.

Usando el mismo enfoque de andlisis multivariante para el cdncer de mama ER-positivo, se han identificado los
siguientes conjuntos de diez genes que tienen un valor de prediccién particularmente grande de la supervivencia del
paciente sin recurrencia del cdncer después de la extirpacién quirtdrgica del tumor primario.

1.

2.

PRAME, p27, IGFBP2, HIF1A, TIMP2, ILT2, CYP3A4, ID1, EstR1, DIABLO;

Contig51037, EPHX1, Ki67, TIMP2, cyclinG1, DPYD, CYP3A4, TP, AIB1, CYP2CS;

Bcl2, hENT1, FOXM1, Contig51037, cyclinG1, Contigd6653, PTEN, CYP3A4, TIMP2, AREG;
HIF1A, PRAME, p27, IGFBP2, TIMP2, ILT2, CYP3A4, ID1, EstR1, DIABLO;

IGF1R, PRAME, EPHX1, Contig51037, cyclinG1, Bcl2, NME1, PTEN, TBP, TIMP2;

FOXM1, Contig51037, VEGFC, TBP, HIF1A, DPYD, RAD51C, DCR3, cyclinG1, BAGI;

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2314378 T3

7. EPHX1, Contig51037, Ki67, TIMP2, cyclinG1, DPYD, CYP3A4, TP, AIB1, CYP2CS;

8. Ki67, VEGFC, VDR, GSTM3, p27, upa, ITGA7, thoC, TERC, Pinl;

9. CDC25B, Contig51037, hENT]1, Bcl2, HLAG, TERC, NMEI, upa, ID1, CYP;

10.  VEGEFC, Ki67, VDR, GSTM3, p27, upa, ITGA7, rhoC, TERC, Pinl;

11.  CTSB, PRAME, p27, IGFBP2, EPHX1, CTSL, BAD, DRS, DCR3, XIAP;

12.  DIABLO, Ki67, hENTI, TIMP2, ID1, p27, KRT19, IGFBP2, TS, PDGFB;

13.  p27, PRAME, IGFBP2, HIF1A, TIMP2, ILT2, CYP3A4, ID1, EstR1, DIABLO;

14. CDHI1, PRAME, VEGFC, HIF1A, DPYD, TIMP2, CYP3A4, EstR1, RBP4, p27;

15. IGFBP3, PRAME, p27, Bcl2, XIAP, EstR1, Ki67, TS, Src, VEGF;

16. GSTM3, PRAME, p27, IGFBP3, XIAP, FGF2, hENT1, PTEN, EstR1, APC;

17.  hENTI, Bcl2, FOXM1, Contig51037, CyclinG1, Contigd6653, PTEN, CYP3A4, TIMP2, AREG;

18.  STKI15, VEGFC, PRAME, p27, GCLC, hENT1, ID1, TIMP2, EstR1, MCP1;

19. NME]1, PRAM, p27, IGFBP3, XIAP, PTEN, hENT1, Bcl2, CYP3A4, HLAG;

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

21.  EIF4E, Contig51037, EPHX1, cyclinG1, Bcl2, DRS, TBP, PTEN, NME1, HER2;

22. CCNBI, PRAME, VEGFC, HIF1A, hENT1, GCLC, TIMP2, ID1, p27, upa;

23.  ID1, PRAME, DIABLO, hENT1, p27, PDGFRa, NMEI, BIN1, BRCA1, TP;

24.  FBXOS, PRAME, IGFBP3, p27, GSTM3, hENT1, XIAP, FGF2, TS, PTEN;

25.  GUS, HIA1A, VEGFC, GSTM3, DPYD, hENT1, FBXO5, CA9, CYP, KRT18;

26.  Bclx, Bel2, hENT1, Contig51037, HLAG, CD9, ID1, BRCAI, BIN1, HBEGF.

En vista de la excelente correlacion entre los resultados del perfilado de la expresion génica basada en exones
y basada en intrones (véase el ejemplo 2), se espera que los mismos conjuntos génicos tengan valor de prondstico
similar cuando el perfilado de la expresion génica se basa en la cuantificacion de las sefiales de RT-PCR de conjuntos
de cebador/sonda basados en intrones.

Seran evidentes detalles adicionales de la invencién en los siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplo 1
Diserio y uso de conjuntos de cebador/sonda de PCR especificos de intrones

Se extrajo ARN de muestras de biopsia de cdncer de mama fijadas en formalina, embebidas en parafina (FPET)
(Clionomics Biosciences Inc., Pittsfield, MA) como sigue. Se cortaron tres secciones de 10 ym y se colocaron en un
tubo de 1,5 ml. Se retir6 la parafina por extraccion con xileno (1 ml, 3 veces) seguido de lavado con etanol (1 ml, dos
veces). Se aislé el ARN de los bloques de tejido seccionados usando el kit de purificacién MasterPure™ (Epicentre,
Madison, WI). Se cuantific6 el ARN por el método de fluorescencia de RiboGreen (Molecular Probes). Después se
agruparon veinte muestras de ARN FPET y se usaron como se describe a continuacion.

Se sintetiz6 ADNc de primera cadena usando la Transcriptasa Inversa Omniscript de Qiagen con los cebadores
especificos de los genes agrupados (cebadores inversos mostrados en la figura 2), hexdmeros aleatorios e inhibidor de
la RNasa, usando el ARN FPET agrupado (400 ng). Se realiz6 también una reaccion sin transcriptasa inversa (RT) con
150 ng de ARN FPET agrupado, suficiente ARN para realizar la amplificacién Tagman en 5 ng/pocillo.
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TABLA 2

Tampon RT 10X 4 2 1X
mezcla de dNTP, 5 mM 2 500 uM
cada dNTP 4 cada uno
Hexamero aleatorio ABI, 50 0,5
M 1 1,25 uM
Grupo GSP, 1 uM 2 1 50 nM
Inhibidor de RNasa ABI, 20 1
U/l 1 20 U/rxn
RT Omniscript 4 U/ul 0
2 8U 6 0 U/rxn
Agua sin nucleasa 10 5,5
ARN FPET agrupado (164 8
ng/pl) 16 65,6 ng/ul
Vol. Total 40 20
Condiciones de reaccion 37° C, 60 min
93°C, 5 min

Ensayo de TagMan

Se realizaron ensayos de TagMan para la lista de 48 genes en pocillos triplicados con un volumen de reaccion de 25
ul y una entrada de ARN de 5 ng por ensayo. Se realizé una reaccidon “no RT” para cada gen en un solo pocillo como
control para verificar que se estaban midiendo las sefiales de ARN en lugar de ADN. La cuantificacién en tiempo real
se realizé en el ABI 7700 usando los siguientes parametros:

Condiciones del ciclo: 95°C, 10 minutos para un ciclo, 95°C, 20 seg. seguido de 60°C, 45 seg, 40 ciclos.
Volumen de reaccién: 25 ul.

Ajuste de la capa de tincion: FAM, (la referencia pasiva es ROX).

Resultados

Los conjuntos de cebador-sonda de Tagman especificos de intrén se disefiaron en base a intrones enmascara-
dos de los genes CEGP1, FOXM1, PRAME y STKI15. Para delinear secuencias intrénicas dentro de los genes,
la secuencia de referencia NCBI para cada ARNm (NM_XXXXXX) se alined con el genoma humano usando el
programa de herramienta de alineacién de tipo BLAST (BLAT) disponible en el sitio de recursos de genoma on-
line de la Universidad de Santa Cruz (http://genome.ucsc.edu). Después se buscaron las secuencias intronicas pa-
ra secuencias repetitivas usando el programa Repeat Masker disponible on-line a través del Colegio Universitario
de Medicina Baylor (http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/seq-util/seq-util.html). Las secuencias repetidas, tales como
repeticiones Alu, se identifican por este programa y enmascaran. Es importante excluir estas secuencias antes de di-
sefar los cebador-sondas porque producen sefales fuertes, no especificas. Las secuencias intrénicas enmascaradas
(figuras 1A-M) después se usaron para disefiar conjuntos de cebador-sonda usando Primer Express (ABI). Otros pro-
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gramas adecuados para los conjuntos de cebador-sonda incluyen, por ejemplo, el programa de disefio de cebador-
sonda mas novedoso para ensayos MGB por disefio (ABI). Los amplicones para cada conjunto de cebador-son-
da estan delineados en negrita en la figura 1. Cada conjunto especifico de cebador-sonda se muestra en la figura
2.

Los conjuntos de cebador-sonda especificos de intron (genes de ensayo) se utilizaron junto con su correspondiente
conjunto de cebador-sonda especifico de exon (genes de referencia) en experimentos estdndar del perfil de expresion
génica de Tagman usando grupos de ARN FPET. La expresion normalizada se calculé mediante la férmula 2 donde
ACt es la diferencia entre los Ct del conjunto de cebador-sonda del gen de ensayo y los conjuntos de cebador-sonda
de los genes de referencia [Ct (referencia)- Ct (prueba)].

Ejemplo 2
Un estudio de Fase Il de la expresion génica en tumores de mama premalignos y malignos

Se disefid y se realizé un estudio de expresion génica con el objeto principal de caracterizar molecularmente la
expresion génica en muestras de tejido fijado, embebido en parafina de carcinoma ductal de mama invasivo y para
explorar la correlacién entre dichos perfiles moleculares y la supervivencia libre de enfermedad.

Diserio del estudio

Se realizaron ensayos moleculares en tejidos tumorales primarios de mama, embebidos en parafina, fijados con
formalina obtenidos de 60 pacientes individuales a los que se les habia diagnosticado cdncer de mama. Todos los
pacientes se sometieron a cirugia con diagnostico de carcinoma invasivo de mama. Los pacientes se incluyeron en el
estudio solamente si la valoracién histopatoldgica, realizada segin lo descrito en el apartado Materiales y Métodos,
indicaba cantidades adecuadas de tejido tumoral y patologia homogénea.

Materiales y Métodos

Cada bloque de tumor representativo se caracterizé por histopatoldgica estdndar para el diagndstico, valoracién
semi-cuantitativa de la cantidad de tumor, y grado del tumor. Se prepararon un total de 6 secciones (de 10 micrémetros
de grosor cada una) y se colocaron en dos tubos de microcentrifuga Costar Brand (tubos de polipropileno de 1,7
mL, transparentes; 3 secciones en cada tubo). Si el tumor constituia menos del 30% del total del drea de la muestra,
haberse diseccionado de forma tosca por el patélogo, usando microdiseccién sin precision, poniendo el tejido tumoral
directamente dentro del tubo Costar.

Cuando se obtuvo mds de un bloque del tumor como parte del procedimiento quirdrgico, todos los bloques del
tumor se sometieron a la misma caracterizacion, segin lo descrito anteriormente, y se usé para el andlisis el bloque
mads representativo de la patologia.

Andlisis de la expresion génica

Se extrajo y purific6 ARNm de muestras fijadas, embebidas en parafina y se preparé para el andlisis de la expresién
génica como se ha descrito anteriormente.

Los ensayos moleculares de la expresion génica cuantitativa se realizaron por la RT-PCR, usando el Sequence
Detection System™ ABI PRISM 7900™ (Perkin-Elmer Biosistemas Applied, Foster City, CA, USA). ABI PRISM
7900™ consiste en un termociclador, un l4ser, un dispositivo de carga acoplada (CCD), una cdmara y un ordenador.
El sistema amplifica muestras en un formato de 384 pocillos en un termociclador. Durante la amplificacién, la sefial
fluorescente inducida por l4ser se recoge en tiempo real a través de cables 6pticos de fibra para los 384 pocillos, y se
detecta en el CCD. El sistema incluye el programa informatico para el funcionamiento del instrumento y para analizar
los datos.

Andlisis y resultados

Se analiz6 el tejido tumoral para la expresion de 48 secuencias de ARN diferentes que representaban los pro-
ductos de 37 genes diferentes. Se normalizaron los valores del ciclo umbral (Ct) para cada paciente en base a la
mediana de todos los genes para ese paciente particular. Los datos del resultado clinico estaban disponibles pa-
ra todos los pacientes a partir de una revisién de datos registrados y de los graficos de los pacientes selecciona-
dos.
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Los resultados se clasificaron como:

0 muerte debida al cancer de mama o por causa desconocida o el paciente sigue vivo con recurrencia de
cancer de mama;

1 vivo sin recurrencia de cancer de mama o muerto debido a una causa distinta al cancer de mama.
El anélisis se realizé mediante:

El andlisis de la relacién entre la expresién génica normalizada y el tiempo transcurrido hasta el resultado (0 6 1
seglin se ha definido anteriormente) donde se censuraron los pacientes que estaban vivos sin recurrencia del cancer de
mama o que murieron debido a una causa distinta del cancer de mama. Este enfoque se usé para evaluar el impacto
del pronéstico de genes individuales y también conjuntos de genes multiples.

Para cada gen se definié6 un Modelo de Riesgo Proporcional de Cox (véase, por ejemplo, Cox, D.R. y Oakes,
D. (1984), Analysis of Survival Data, Chapman and Hall, London, new York) con el tiempo transcurrido hasta la
recurrencia o hasta la muerte como variable dependiente, y el nivel de expresion del gen como variable independiente.
Se identificaron los genes que tienen un valor-p < 0,05 en el modelo de Cox. Para cada gen, el modelo de Cox
proporciona el riesgo relativo (RR) de recurrencia o muerte para un cambio unitario en la expresion del gen. Se puede
elegir repartir a los pacientes en subgrupos a cualquier valor umbral de la expresion medida (en la escala Ct), donde
todos los pacientes con valores de expresion por encima del umbral tienen mayor riesgo, y todos los pacientes con
valores de expresion por debajo del umbral tienen menor riesgo, o viceversa, dependiendo de si el gen es un indicador
de pronéstico malo (RR>1,01) o bueno (RR<1,01). De esta manera, cualquier valor umbral definird subgrupos de
pacientes con un riesgo aumentado o reducido respectivamente.

La tabla 3, a continuacién, muestra la correlacién por parejas de la expresion (presentada por coeficientes de
correlacion) entre los intrones y exones ensayados para los genes CEGP1, FOXM1, PRAME y STK15. Para dos de los
cuatro genes, CEGP1 y PRAME, se encontré intrones que producian coeficientes de correlacion [para la co-expresion
con sus exones respectivos] por encima de 0,90. En el caso de STK1S5, un intrén se correlaciond con la expresion
del ex6n con un coeficiente de correlacion ~0,80. Para FOXM1, las correlaciones de la expresion intrén:exén eran
significativamente mds bajas. En este ultimo caso, sin embargo, parece probable que la expresion real pueda estar
altamente correlacionada pero no sea detectable por una razén técnica. La expresion del exon FOXM1 en muchos
pacientes estaba por debajo del umbral de deteccidn del ensayo, que potencialmente previene la deteccién de las
altas correlaciones que puedan existir. Si esta hipdtesis es correcta, los intrones FOXM1 se registrarfan atin como
marcadores de prondstico clinico negativo segin lo demostrado previamente para FOXM1. Como se demuestra mas
adelante, este resultado ocurre.

Las figuras 3, 4 y 5 muestran la correlacién por parejas de la expresion de los ARN ensayados contra los ARN
de los exones CEGP1, PRAME y STK15. Como se muestra, los intrones respectivos de estos genes ofrecieron las
correlaciones mds altas. Es notable que la lista de 48 genes incluyera genes seleccionados, mediante varias estrategias
basadas en bioinformadtica, genes con una probabilidad particular de correlacionarse en expresion CEGP1, PRAME,
STK15 y FOXM1. Estas estrategias no basadas en intrones fueron las mds satisfactorias en el caso de STK15, ya que
varios genes candidatos tenian coeficientes de correlacién de expresion en el intervalo de 0,6-0,7.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 3

Correlaciones entre la expresion de intrones, exones para cuatro genes

Coeficiente de correlacion de la expresion {R}

CEGPlintrén1.1 CEGP1intron3.1 CEGP1intrén4.1 CEGP1intron5.1 CEGP1.2

CEGP1intrén1.1 1,00

CEGP1intr6n3.1 0,89 1,00

CEGP1intron4.1 0,97 0,82 1,00

CEGP1intron5.1 0,91 0,87 0,88 1,00

CEGP1.2 0,91 0,80 0,90 ) 0,87 1,00

FOXM1intrén3.3  FOXM1intron5.1  FOXMfTintron7.1  FOXM1.1

FOXM1intrén3.3 1,00

FOXM1intron5.1 0,48 1,00

FOXM1intron7.1 0,54 0,73 1,00

FOXM1.1 - 0,44 0,33 0,38 1,00
intron1,1STK15 ‘ Intron2,1STK15 Intron4,1STK15 STK15.2

STK15intrén1.1 1,00

STK15intron2.1 0,78 1,00

STK15intrén4.1 0,69 0,74 1,00

STK15.2 0,63 0,70 0,78 1,00

PRAMEintrén2.1 PRAME.3
PRAMEintrén2.1 1,00
PRAME.3 0,97 1,00

La tabla 4, a continuacién, muestra el impacto sobre la supervivencia de los pacientes de la expresion de los exones
e intrones de CEGP1, FOXM1, PRAME, y STK15. Todos los exones parentales tenian un impacto significativo en el
riesgo relativo [RR], como se ha determinado previamente, excepto en el caso de FOXM1. Como el presente estudio
evalué a 60 pacientes del grupo original de 146 pacientes, el marcador FOXM1 puede haber perdido significado
debido al riesgo estadistico de examinar un conjunto de datos reducido. Muy notablemente, para los cuatro genes
ensayados, la expresion de los intrones afectaba significativamente al RR, y en la misma direccién que los exones
parentales.
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TABLA 4

Resultados del modelo de Cox para 60 pacientes con Cdncer de mama

Correlaciones de Pronéstico

Gen Coef RR=exp(coef) se (coef) z p

CEGP1.2 0,202 0,817 0,050 -4,024  0,00006
CEGP1intrén1.1  -0,329 0,720 0,087 -3,771  0,00016
CEGP1lintron3.1  -0,261 0,770 0,078 -3,335  0,00085
CEGP1intréon4.1  -0,275 0,760 0,073 3,774  0,00016
CEGP1intron5.1 0,312 0,732 0,082 3,817 0,00014
FOXM1.1 0,175 1,192 0,136 1,280 0,19700
FOXM1intrén3.3 0,304 1,355 0,120 2,523 0,01160
FOXM1 intron5.1 0,514 1,673 0,195 2,639 0,00832
FOXM1intron7.1 0,546 1,726 0,182 2,993  0,00276
PRAME 3 0,125 1,133 0,054 2294  0,02180
PRAMEintr6n2.1 0,125 1,133 0,052 2,397  0,01650
STK15.2 0,692 1,998 0,201 3,450  0,00056
STK15intron1.1 0,357 1,429 0,149 2,400  0,01640
STK15intron2.1 0,391 1,479 0,154 2,536 0,01120
STK15intrond. 1 0410 1,506 0,133 3,084  0,00204

Existe una percepcién comun de que los niveles constantes de las secuencias de exones transcritas exceden enor-
memente de las secuencias de intrones transcritas (Sharp et al. Ann Rev. Biochem. 55: 1119-50 [1986]). Sin embargo,
el examen de la expresion de exones e intrones de CEGP1, FoxM1, PRAME y STK15, usando TagMan [TM] RT-PCR
para ensayar el ARN de tejido de cancer de mama fijado y embebido en parafina, ha demostrado que las intensidades
de la sefial de los intrones y de los exones estaban en el mismo intervalo, y en todos los casos en el intervalo de detec-
cion ttil del ensayo [datos no mostrados]. La deteccién del ARN intrénico en este estudio es atin mds notable porque
el tejido usado se fijé en formalina, que degrada el ARN, y por tanto limita sustancialmente la capacidad para detectar
el ARN (T.E. Godfrey et al. J. Mol. Diag. 2: 84-91 [2000]). En el caso de CEGPI tres de los intrones ensayados
produjeron sefiales mds bajas y uno una sefial mds alta que el exén. En el caso de FOXM1, cinco de nueve intrones
ensayados produjeron sefiales mas altas que el exén. En el caso de PRAME, las intensidades de la sefial del intrén
y el ex6n ensayados eran casi idénticas. Finalmente, para STK15 todos los intrones tenfan intensidades de sefial que
eran de 1/4 a 1/20 las del ex6n, pero todavia estaban en el intervalo util del ensayo. De esta manera, estos resultados
indican que los niveles de estado estacionario de los intrones expresados son adecuados para el uso de los ARN, de
los intrones como marcadores moleculares.

Aungque la presente invencion se ha descrito con referencia a lo que se considera que son realizaciones especificas,
se entiende que la descripcion no estd limitada a éstas. Por ejemplo, aunque la descripcién incluye diversos genes y
conjuntos de genes asociados al cdncer de mama, se contemplan genes y conjuntos de genes similares y métodos que
conciernen a otros tipos de cancer.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para controlar la expresién génica en una muestra biolégica, que comprende:
(a) proporcionar un polinucledtido complementario a una secuencia de ARN intrénica dentro de un gen diana,
donde la expresion de dicha secuencia de ARN intrdnica se correlaciona con la expresion de una secuencia de ARNm

exonica dentro de dicho gen;

(b) hibridar dicho polinucleétido con dicha secuencia de ARN intrénica para formar un complejo de polinucleétido-
ARN intrénico; y

(c) detectar el complejo de polinucle6tido-ARN intrénico.
2. El método de la reivindicacion 1 en el que dicha secuencia de ARN intrénica se selecciona identificando secuen-
cias intrénicas que se co-expresan con el ARNm de dicho gen diana, y seleccionando una secuencia de ARN intrénica

que tiene el coeficiente de correlacién mds alto para dicha co-expresion.

3. El método de la reivindicacién 1 en el que dicha secuencia de ARN intrénica es de al menos 50 bases de
nucledtidos de longitud.

4. El método de la reivindicacién 1 en el que dicha secuencia de ARN intrénica es de al menos 55 bases de
nucleétidos de longitud.

5. El método de la reivindicacién 1 en el que dicha secuencia de ARN intrénica es de al menos 60 bases de
nucleétidos de longitud.

6. El método de la reivindicacién 1 en el que dicha muestra bioldgica es una muestra de tejido.

7. El método de la reivindicacion 6 en el que dicho tejido es un tejido tumoral.

8. El método de la reivindicacién 7 en el que dicho tumor es cancer.

9. El método de la reivindicacién 8 en el que dicho cédncer se selecciona del grupo consistente en cdncer de mama,
céncer de colon, cdncer de pulmén, cancer de préstata, cdncer hepatocelular, cancer gdstrico, cancer pancredtico,
céncer cervical, cdncer ovdrico, cdncer de higado, cdncer de vejiga, cdncer del tracto urinario, cdncer de tiroides,

cancer renal, carcinoma, melanoma y cancer cerebral.

10. El método de la reivindicacion 6 en el que dicha muestra dicha de tejido es una muestra de tejido fijada,
embebida en cera.

11. El método de la reivindicacion 10 en el que dicha muestra de tejido es una muestra de tejido fijada en formalina,
embebida en parafina.

12. El método de la reivindicacion 10 en el que dicho ARN exdnico estd fragmentado.
13. El método de la reivindicacién 1 en el que dicha muestra bioldgica es un fluido biolégico.
14. El método de la reivindicacidn 1 en el que dicha hibridacidn se realiza en condiciones rigurosas.

15. El método de la reivindicacién 1 que comprende adicionalmente la etapa de cuantificar la expresién de dicho
ARN intrénico.

16. El método de la reivindicacion 1 en el que dicho polinucleétido es un oligonucleétido monocatenario.
17. El método de la reivindicacion 16 en el que dicho oligonucleétido monocatenario es una sonda de PCR.

18. El método de la reivindicacién 17 en el que dicha sonda de PCR se disefia en base a una secuencia tnica dentro
de dicha secuencia de ARN intrénico.

19. El método de la reivindicacioén 16 en el que dicho oligonucleétido monocatenario es un cebador de PCR.

20. El método de la reivindicacién 19 en el que dicho cebador de PCR se disefia en base a una secuencia tnica
dentro de dicha secuencia de ARN intrénico.

21. El método de la reivindicacion 1 en el que se controla la expresion de mds de un gen diana.

22. El método de la reivindicacién 21 que comprende controlar simultdneamente al menos 50 genes diana.
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23. El método de la reivindicacién 21 que comprende controlar simultdneamente al menos 100 genes diana.
24. El método de la reivindicacién 21 que comprende controlar simultdneamente al menos 500 genes diana.
25. El método de la reivindicacién 21 que comprende controlar simultdneamente al menos 10.000 genes diana.

26. El método de la reivindicacion 25 en el que las secuencias de ARN intrénico correspondientes a una pluralidad
de dichos genes diana se disponen como una matriz inmovilizada sobre una superficie sélida.

27. El método de la reivindicacién 1 en el que dicho gen diana se selecciona de los genes enumerados en la Figura
6.

28. Un método para preparar una molécula de oligonucle6tido monocatenaria para la amplificaciéon de un gen diana
que comprende:

(a) identificar al menos una secuencia de intrén dentro de dicho gen diana, cuya expresién correlaciona con la
expresion de una secuencia de ARNm exoénico dentro de dicho gen diana; y

(b) preparar una molécula de oligonucleétido monocatenaria que corresponde al menos a una parte de la secuencia
de intrén transcrita.

29. El método de la reivindicacién 28 que comprende identificar secuencias de repeticion dentro de dicha secuencia
de intrén antes de preparar dicha molécula de oligonucleétido monocatenaria.

30. El método de la reivindicacién 29 en el que dichas secuencias de repeticion se enmascaran antes de preparar
dicha molécula de oligonucleétido.

31. El método de la reivindicacién 28 en el que dicha molécula de oligonucleétido monocatenaria es un cebador
de PCR.

32. El método de la reivindicacién 31 en el que dicho cebador de PCR es un cebador directo disefiado para com-
prender secuencias 5’ de una secuencia diana dentro de dicha secuencia de intrén transcrita.

33. El método de la reivindicacién 31 en el que dicho cebador de PCR es un cebador inverso disefiado para
complementar secuencias 5° de una secuencia diana aguas abajo del cebador directo dentro de dicha secuencia de
intrén transcrita.

34. El método de la reivindicacién 32 6 33 en el que dicha secuencia diana es de al menos 50 bases de nucledtidos
de longitud.

35. El método de la reivindicacién 32 6 33 en el que dicha secuencia diana es de al menos 55 bases de nucleétidos
de longitud.

36. El método de la reivindicacién 32 6 33 en el que dicha secuencia diana es de al menos 60 bases de nucledtidos
de longitud.

37. El método de la reivindicacién 31 en el que dicho cebador de PCR es de 17-30 bases de nucleétidos de
longitud.

38. El método de la reivindicacién 31 en el que dicho cebador de PCR contiene aproximadamente del 20% al 80%
de bases G+C.

39. El método de la reivindicacién 31 en el que la temperatura de fusién (Tm) de dicho cebador de PCR esta entre
aproximadamente 50°C y aproximadamente 70°C.

40. El método de la reivindicacion 28 en el que dicha molécula de oligonucledtido monocatenaria es una sonda de
PCR.

41. El método de la reivindicacién 40 en el que dicha sonda de PCR esta disefiada para comprender o complementar
una parte interna de una secuencia diana dentro de la secuencia de intrén transcrita.

42. El método de la reivindicacion 41 en el que dicha sonda de PCR se marca con un tinte fluorescente indicador
y un tinte fluorescente de inactivacion.

43. El método de la reivindicacién 28 en el que dicho gen diana se selecciona de los genes enumerados en la Figura
6.
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44. Un método para amplificar ARN intrénico en una muestra de tejido fijada embebida en parafina que representa
al menos un gen de interés, que comprende las etapas de:

(a) poner en contacto el ADN obtenido por transcripcion inversa del ARN intrénico, cuya expresion correlaciona
con la expresién de un ARN exdnico correspondiente, con al menos un conjunto de cebadores y sonda de PCR que
corresponden a dicho ARN intrénico; y

(b) realizar la amplificacién por PCR.

45. El método de la reivindicacién 44 en el que dichos cebadores y sonda de PCR se disefian en base a una
secuencia tnica dentro de dicho ARN intrénico.

46. El método de la reivindicacién 44 en el que dicha muestra comprende ARN fragmentado que representa mul-
tiples genes de interés.

47. El método de la reivindicacién 46 en el que dicha muestra se pone en contacto con un grupo de cebadores y
sondas de PCR disefiados en base a secuencias unicas dentro de los intrones, cuya expresion se correlaciona con la
expresion de los exones correspondientes, presentes en dichos genes de interés.

48. El método de la reivindicacion 47 en el que dicho grupo comprende al menos uno de los conjuntos de ceba-
dor/sonda basados en intrén mostrados en la Figura 2.

49. El método de la reivindicacion 47 en el que dicho grupo comprende al menos un conjunto de cebador directo
o inverso o sonda mostrado en la Figura 2.

50. El método de la reivindicacion 46 en el que dicha muestra de tejido es de una biopsia tumoral.

51. El método de reivindicacién 50 en el que dicha biopsia tumoral se obtiene de un paciente humano.
52. El método de la reivindicacién 51 en el que dicho tumor es cincer de mama.

53. El método de la reivindicacién 51 en el que dicho tumor es cancer pulmon.

54. El método de la reivindicacion 51 en el que dicho tumor es cancer colorectal.

55. El método de la reivindicacién 51 que comprende adicionalmente la etapa de determinar los niveles de expre-
sién de los transcritos de ARN de dichos genes de interés o sus productos de expresion.

56. El método de la reivindicacién 55 en el que la expresion diferencial de dichas transcripciones de ARN o
sus productos se correlaciona con una respuesta del paciente pronosticada al tratamiento o con la supervivencia del
paciente.

57. El método de la reivindicacién 44 en el que dicho gen de interés se selecciona de los genes enumerados en la
Figura 6.

58. El método de la reivindicacién 52 en el que el tumor es cancer de mama invasivo, y el método comprende:

(1) determinar los niveles de expresién de los transcritos del ARN o los productos de expresion de un gen o
conjunto de genes seleccionado de grupo consistente en:

(a)  Bcl2, cyclinGl, NFKBp65, NME1, EPHX1, TOP2B, DRS5, TERC, Src, DIABLO;

(b)  Ki67, XIAP, hENT1, TS, CD9, p27, cyclinG1, pS2, NFKBp65, CYP3A4;

() GSTM1, XIAP, Ki67, TS, cyclinG1, p27, CYP3A4, pS2, NFKBp65, ErbB3;

(d) PR, NMEI, XIAP, upa, cyclinG1, Contig51037, TERC, EPHX1, ALDH1A3, CTSL;
(e) CA9, NMELl, TERC, cyclinG1, EPHX1, DPYD, Src, TOP2B, NFKBp65, VEGFC;

() TFRC, XIAP, Ki67, TS, cyclinG1, p27, CYP3A4, pS2, ErbB3, NFKBp65;

(g)  Bcl2, PRAME, cyclinG1, FOXM1, NFKBp65, TS, XIAP, Ki67, CYP3A4, p27;

(h) FOXMI, cyclinG1, XIAP, Contig51037, PRAME, TS, Ki67, PDGFRa, p27, NFKBp65;

(6] PRAME, FOXM], cyclinG1, XIAP, Contig51037, TS, Ki6, PDGFRa, p27, NFKBp65;
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G Ki67, XIAP, PRAME, hENT1, contig51037, TS, CD9, p27, ErbB3, cyclinG1;

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

O GSTM1, XIAP, PRAME, p27, Contig51037, ErbB3, GSTp, EREG, ID1, PLAUR;

(m) PR, PRAME, NMEI, XIAP, PLAUR, cyclinG1, Contig51037, TERC, EPHX1, DRS;

(n)  CA9, FOXM]I, cyclinG1, XIAP, TS, Ki67, NFKBp65, CYP3A4, GSTM3, p27;

(o)  TFRC, XIAP, PRAME, p27, Contig51037, ErbB3, DPYD, TERC, NME1, VEGFC; y

(p) CEGPI1, PRAME, hENT1, XIAP, Contig51037, ErbB3, DPYD, NFKBp65, ID1, TS
en dicha muestra;

(2) someter los datos obtenidos en la etapa (a) a andlisis estadistico; y

(3) determinar si la probabilidad de supervivencia a largo plazo de dicho paciente, sin cdncer de mama recurrente
ha aumentado o disminuido.

59. El método de reivindicacién 58 en el que los niveles de expresién de dichas transcripciones de ARN o de
sus productos de expresidon se normalizan contra los niveles de expresion de todas las transcripciones del ARN o
de sus productos de expresion en dicha muestra de tejido de cdncer de mama, o de un conjunto de referencia de
transcripciones del ARN o de sus productos.

60. El método de la reivindicacién 52 en el que el tumor es cdncer de mama invasivo receptor estrégeno (ER)-
positivo, y el método comprende

(1) determinar los niveles de expresion de las transcripciones del ARN o de los productos de expresioén de un gen
o conjunto de genes seleccionados del grupo consistente en:

(a)  PRAME, p27, IGFBP2, HIF1A, TIMP2, ILT2, CYP3A4, ID1, EstR1, DIABLO;

(b)  Contig51037, EPHX1, Ki67, TIMP2, cyclinG1, DPYD, CYP3A4, TP, AIB1, CYP2CS;

(¢)  Bcl2, hENT1, FOXM1, Contig51037, cyclinG1, Contigd6653, PTEN, CYP3A4, TIMP2, AREG;
(d) HIF1A, PRAME, p27, IGFBP2, TIMP2, ILT2, CYP3A4, ID1, EstR1, DIABLO;

(e) IGFIR, PRAME, EPHXI1, Contig51037, cyclinG1, Bcl2, NMEI1, PTEN, TBP, TIMP2;

) FOXM1, Contig51037, VEGFC, TBP, HIF1A, DPYD, RAD51C, DCR3, cyclinG1, BAGI;

(g) EPHXI, Contig51037, Ki67, TIMP2, cyclinG1, DPYD, CYP3A4, TP, AIB1, CYP2CS;

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

1) CDC25B, Contig51037, hENT1, Bcl2, HLAG, TERC, NMEI, upa, ID1, CYP;

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

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

@ DIABLO, Ki67, hENT1, TIMP2, ID1, p27, KRT19, IGFBP2, TS, PDGFB;

(m) p27, PRAME, IGFBP2, HIF1A, TIMP2, ILT2, CYP3A4, ID1, EstR1, DIABLO;

(n)  CDHI; PRAME, VEGFC; HIF1A; DPYD, TIMP2, CYP3A4, EstR1, RBP4, p27;

(o) IGFBP3, PRAME, p27, Bcl2, XIAP, EstR1, Ki67, TS, Src, VEGF;

(p) GSTM3, PRAME, p27, IGFBP3, XIAP, FGF2, hENT1, PTEN, EstR1, APC;

(@)  hENTI, Bcl2, FOXM1, Contig51037, CyclinG1, Contigd6653, PTEN, CYP3A4, TIMP2, AREG;

(r) STK15, VEGFC, PRAME, p27, GCLC, hENT1, ID1, TIMP2, EstR1, MCP1;
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(s)  NMEI1, PRAM, p27, IGFBP3, XIAP, PTEN, hENT1, Bcl2, CYP3A4, HLAG;

) VDR, Bcl2, p27, hENT]I, p53, PI3KC2A, EIF4E, TFRC, MCM3, ID1;

(u)  EIF4E, Contig51037, EPHX1, cyclinG1, Bcl2, DRS, TBP, PTEN, NME1, HER2;

(v)  CCNBI1, PRAME, VEGFC, HIF1A, hENT1, GCLC, TIMP2, ID1, p27, upa;

(w) ID1, PRAME, DIABLO, hENT1, p27, PDGFRa, NMEI, BIN1, BRCA1, TP;

(x)  FBXOS5, PRAME, IGFBP3, p27, GSTM3, hENT1, XIAP, FGF2, TS, PTEN;

(y) GUS, HIA1A, VEGFC, GSTM3, DPYD, hENT1, EBXO05, CA9, CYP, KRT18; y

(z)  Bclx, Bel2, hENT1, Contig51037, HLAG, CD9, ID1, BRCAI, BIN1, HBEGF;
(2) someter los datos obtenidos en la etapa (1) al andlisis estadistico; y

(3) determinar si la probabilidad de la supervivencia a largo plazo de dicho paciente, sin cincer de mama recurrente
ha aumentado o disminuido.

61. El método de la reivindicacién 60 en el que los niveles de expresion de dichas transcripciones del ARN o
de sus productos de expresion se normalizan contra los niveles de expresion de todas las transcripciones del ARN
o de sus productos de expresién en dicha muestra del tejido de cancer de mama, o de un conjunto de referencia de
transcripciones del ARN o de sus productos.

62. El método de la reivindicacién 52 en el que el tumor es cdncer de mama, y el método comprende

(1) determinar los niveles de expresion de las transcripciones del ARN o de los productos de expresion de un
gen o conjunto de genes seleccionados del grupo consistente en: FOXM1; PRAME; SKT15, Ki-67; CA9; NME1;
SURV; TFRC; YB-1; RPS6KB1; Src; Chk1l; CCNB1; Chk2; CDC25B; CYP3A4; EpCAM; VEGFC; hENT1; BRCA2;
EGFR; TK1; VDR; Blc12; CEGP1; GSTMI1; PR; BBC3; GATA3; DPYD; GSTM3; ID1; EstR1; p27; XIAP; IGFIR;
AKO055699; P13KC2A; TGFB3; BAGII; pS2; WISP1; HNF3A; y NFKBp65, normalizados contra los niveles de
expresion de todas las transcripciones del ARN o de sus productos en dicha muestra, o de un conjunto de referencia
de transcripciones del ARN o de sus productos de expresion;

(2) someter los datos obtenidos en la etapa (a) al andlisis estadistico; y

(3) determinar si la probabilidad de supervivencia a largo plazo de dicho paciente, sin cincer de mama recurrente
ha aumentado o disminuido.

63. El método de la reivindicacién 62 en el que los niveles de expresién de dichas transcripciones del ARN o
de sus productos de expresion se normalizan contra los niveles de expresién de todas las transcripciones del ARN
o de sus productos de expresion en dicha muestra de tejido de cidncer de mama, o de un conjunto de referencia de
transcripciones del ARN o de sus productos.

64. El método de la reivindicacién 52 en el que el tumor es cdncer de mama invasivo, y el método comprende
determinar los niveles de expresion de las transcripciones del ARN o de los productos de expresiéon de un gen o
conjunto de genes del grupo consistente en:

(a)  p53BP2, Bcl2, BAD, EPHX1, PDGFRg, DIABLO, XIAP, YB1, CA9, y KRTS;

(b) GRB7,CD68, TOP2A, Bcel2, DIABLO, CD3, ID1, PPM1D, MCM6, y WISPI;

(¢) PR, p53BP2, PRAME, DIABLO, CTSL, IGFBP2, TIMP1, CA9, MMP9, y COX2;

(d) CD68, GRB7, TOP2A, Bcl2, DIABLO, CD3, ID1, PPM1D, MCM6, y WISPI;

(e)  Bcl2, p53BP2, BAD, EPHX1, PDGFRg, DIABLO, XIAP, YB1, CA9, y KRTS;

() KRT14, KRT5, PRAME, p53BP2, GUS1, AIB1, MCM3, CCNE1, MCMB6, ¢ ID1;

(g PRAME, p53BP2, EstR1, DIABLO, CTSL, PPM1D, GRB7, DAPK1, BBC3, y VEGFB;
(h)  CTSL2, GRB7, TOP2A, CCNBI, Bcl2, DIABLO, PRAME, EMS1, CA9, y EpCAM;

@) EstR1, p53BP2, PRAME, DIABLO, CTSL, PPM1D, GRB7, DAPK1, BBC3, y VEGFB;
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G Chkl, PRAME, p53BP2, GRB7, CA9, CTSL, CCNBI1, TOP2A, tamaiio del tumor, e IGFBP2;

(k) IGFBP2, GRB7, PRAME, DIABLO, CTSL, g-Catenina, PPM1D, Chkl, WISP1, y LOT1;

@ HER?2, p53BP2, Bcl2, DIABLO, TIMP1, EPHX1, TOP2A, TRAIL, CA9, y AREG;

(m) BAGI, p53BP2, PRAME, IL6, CCNBI1, PAIl, AREG, tamaiio del tumor, CA9, y Ki67;

(n)  CEGPI, p53BP2, PRAME, DIABLO, Bcl2, COX2, CCNEI1, STK15, y AKT2, y FGF18;

(o)  STKIS5, p53BP2, PRAME, IL6, CCNEI1, AKT2, DIABLO, cMet, CCNE2, y COX2;

(p) KLKI10, EstR1, p53BP2, PRAME, DIABLO, CTSL, PPM1D, GRB7, DAPKI1, y BBC3;

(@)  AIBI1, p53BP2, Bcl2, DIABLO, TIMP1, CD3, p53, CA9, GRB7, y EPHX1

(r) BBC3, GRB7, CD68, PRAME, TOP2A, CCNB1, EPHX1, CTSL, GSTM1, y APC;

(s) CD9, GRB7, CD68, TOP2A, Bcl2, CCNB1, CD3, DIABLO, ID1, y PPM1D;

® EGFR, KRT14, GRB7, TOP2A, CCNB1, CTSL, Bcl2, TP, KLK10, y CA9;

(u)  HIFla, PR, DIABLO, PRAME, Chkl, AKT2, GRB7, CCNEI1, TOP2A, y CCNB1;

(v)  MDM?2, p53BP2, DIABLO, Bcl2, AIB1, TIMP1, CD3, p53, CA9, y HER2;

(w)  MYBL2, p53BP2, PRAME, IL6, Bcl2, DIABLO, CCNEI1, EPHX1, TIMP1, y CA9;

(x)  p27, p5S3BP2, PRAME, DIABLO, Bcl2, COX2, CCNEI, STK15, AKT2, e ID1;

(y) RADSI, GRB7, CD68, TOP2A, CIAP2, CCNBI1, BAGI, IL6, FGFR1, y pS3BP2;

(zy  SURV, GRB7, TOP2A, PRAME, CTSL, GSTM1, CCNBI1, VDR, CA9; y CCNE2;

(aa) TOP2B, p53BP2, DIABLO, Bcl2, TIMP1, AIB1, CA9, p53, KRTS8, y BAD;

(ab) ZNF217, GRB7, p5S3BP2, PRAME, DIABLO, Bcl2, COX2, CCNE1, APC4, y B-catenina,
en una muestra de tejido de cdncer de mama obtenida del dicho paciente,

(2) someter los datos obtenidos en la etapa (a) a andlisis estadistico; y

(3) determinar si la probabilidad de dicha supervivencia a largo plazo ha aumentado o disminuido.

65. El método de la reivindicacién 64 en el que los niveles de expresion de dichas transcripciones del ARN o
de sus productos de expresion se normalizan contra los niveles de expresion de todas las transcripciones del ARN
o sus productos de expresion en dicha muestra de tejido de cancer de mama, o de un conjunto de referencia de las
transcripciones del ARN o de sus productos.

66. Un método de prondstico de enfermedad a largo plazo - supervivencia libre de un paciente de cdncer usando
ARN intrénico para medir la expresion génica usando una serie que comprende una pluralidad de polinucleétidos, que
hibridan con genes diana de interés, inmovilizados en una superficie s6lida, en la que al menos uno de dichos polinu-
cleétidos comprende una secuencia basada en intrén cuya expresion correlaciona con la expresion de una secuencia
de ex6n correspondiente.

67. El método de la reivindicacién 66 en el que todos dichos polinucleétidos comprenden secuencias intrénicas.

68. El método de la reivindicacién 66 que comprende al menos uno de los amplicones mostrados en las Figuras 1
A-M, o el complemento del mismo.

69. El método de reivindicacién 66 que comprende dos o més de los amplicones mostrados en las Figuras 1 A-M,
o el complemento del mismo.

70. El método de la reivindicacién 66 que comprende todos los amplicones mostrados en las Figuras 1 A-M, o el
complemento del mismo.
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71. El método de la reivindicacién 66 que comprende el uso de secuencias de polinucleétidos basadas en intrén
que hibridan al menos un gen de interés del grupo consistente en: FOXM1, PRAME, Bcl2, STK15, CEGPI, Ki-67,
GSTM1, PR, BBC3, NMEI1, SURYV, GATA3, TFRC, YB-1, DPYD, CA9, Contig51037, RPS6K1 y Her2, en el que al
menos el 80% de las secuencias de dicha serie estd basada en intrén.

72. El método de la reivindicacién 71 que comprende el uso de secuencias de polinucledtidos basadas en intrén
que hibridan con al menos 5 de dichos genes.

73. El método de la reivindicacién 71 que comprende el uso de secuencias de polinucledtidos basadas en intrén
que hibridan con al menos 10 de dichos genes.

74. El método de la reivindicacién 71 que comprende el uso de secuencias de polinucleétidos basadas en intrén
que hibridan con todos dichos genes.

75. El método de la reivindicacién 66 que comprende el uso de secuencias de polinucledtidos basadas en intrén
que hibridan con al menos un gen de interés seleccionado del grupo consistente en: FOXM1, PRAME, Bcl2, STK15,
CEGP1, Ki-67, GSTM1, CA9, PR, BBC3, NMEI1, SURV, GATA3, TFRC, YB-1, DPYD, GSTM3, RPS6KBI, Src,
Chkl, ID1, EstR1, p27, CCNB1, XIAP, Chk2, CDC25B, IGF1R, AK055699, P13KC2A, TGFB3, BAGI1, CYP3A4,
EpCAM, VEGEFC, pS2, hENT1, WISP1, HNF3A, NFKBp65, BRCA2, EGFR, TK1, VDR, Contig51037, pENTI,
EPHX1, IF1A, CDH1, HIFle, IGFBP3, CTSB, Her2 y DIABLO.

76. El método de la reivindicacién 75 que comprende el uso de secuencias de polinucledtidos basadas en intrén
que hibridan con al menos 5 de dichos genes.

77. El método de la reivindicacién 75 que comprende el uso de secuencias de polinucle6tidos basadas en intrén
que hibridan con al menos 10 de dichos genes.

78. El método de la reivindicacién 75 que comprende el uso de secuencias de polinucledtidos basadas en intrén
que hibridan con todos dichos genes.

79. El método de la reivindicacién 66 que comprende el uso de secuencias de polinucleétidos basadas en intrén
que hibridan con al menos un conjunto de genes seleccionado del grupo consistente en:

(a)  Bcl2, cyclinGl, NFKBp65, NME1, EPHX1, TOP2B, DRS5, TERC, Src, DIABLO;

(b)  Ki67, XIAP, hENTI1, TS, CD9, p27, cyclinG1, pS2, NFKBp65, CYP3A4;

() GSTMI, XIAP, Ki67, TS, cyclinG1, p27, CYP3A4, pS2, NFKBp65, ErbB3;

(d) PR, NMEI, XIAP, upa, cyclinG1, Contig51037, TERC, EPHX1, ALDHI1A3, CTSL;
(e) CA9, NMELl, TERC, cyclinG1, EPHX1, DPYD, Src, TOP2B, NFKBp65, VEGFC;

() TFRC, XIAP, Ki67, TS, cyclinG1, p27, CYP3A4, pS2, ErbB3, NFKBp65;

(g)  Bcl2, PRAME, cyclinG1, FOXM1, NFKBp65, TS, XIAP, Ki67, CYP3A4, p27,;

(h) FOXMI, cyclinG1, XIAP, Contig51037, PRAME, TS, Ki67, PDGFRa, p27, NFKBp65;
(6] PRAME, FOXM1, cyclinG1, XIAP, Contig51037, TS, Ki6, PDGFRa, p27, NFKBp65;
G Ki67, XIAP, PRAME, hENT1, contig51037, TS, CD9, p27, ErbB3, cyclinG1;

(k)  STKI15, XIAP, PRAME, PLAUR, p27, CTSL, CD18, PREP, p53, RPS6KB1;

(0] GSTM1, XIAP, PRAME, p27, Contig51037, ErbB3, GSTp, EREG, ID1, PLAUR;

(m) PR, PRAME, NMEI, XIAP, PLAUR, cyclinG1, Contig51037, TERC, EPHX1, DRS;
(m)  CA9, FOXMI, cyclinG1, XIAP, TS, Ki67, NFKBp65, CYP3A4, GSTM3, p27;

(o)  TFRC, XIAP, PRAME, p27, Contig51037, ErtbB3, DPYD, TERC, NMEI1, VEGFC; y
(p) CEGPI1, PRAME, hENT1, XIAP, Contig51037, ErbB3, DPYD, NFKBp65, ID1, TS.
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80. El método de la reivindicacién 66 que comprende el uso de secuencias de polinucledtidos basadas en intrén
que hibridan con al menos un conjunto de genes seleccionados del grupo consistente en:

(a)
(b)
()
(d)
(e)
®
®
(b
®
Q)
(9]
®
(m)
(m)
(0)
®)
(@
®
(s)
®
(w)
)
(w)
(x)
2]
(2)

PRAME, p27, IGFBP2, HIF1A, TIMP2, ILT2, CYP3A4, ID1, EstR1, DIABLO;
Contig51037, EPHX1, Ki67, TIMP2, cyclinG1, DPYD, CYP3A4, TP, AIB1, CYP2CS;
Bcl2, hENT1, FOXM1, Contig51037, cyclinG1, Contig46653, PTEN, CYP3A4, TIMP2, AREG;
HIF1A, PRAME, p27, IGFBP2, TIMP2, ILT2, CYP3A4, ID1, EstR1, DIABLO;

IGF1R, PRAME, EPHX1, Contig51037, cyclinG1, Bcl2, NMEI1, PTEN, TBP, TIMP2;
FOXM1, Contig51037, VEGFC, TBP, HIF1A, DPYD, RAD51C, DCR3, cyclinG1, BAGI;
EPHX1, Contig51037, Ki67, TIMP2, cyclinG1, DPYD, CYP3A4, TP, AIB1, CYP2CS;
Ki67, VEGFC, VDR, GSTM3, p27, upa, ITGA7, thoC, TERC, Pinl;

CDC25B, Contig51037, hENT1, Bcl2, HLAG, TERC, NMEI, upa, ID1, CYP;

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

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

DIABLO, Ki67, hENT1, TIMP2, ID1, p27, KRT19, IGFBP2, TS, PDGFB;

p27, PRAME, IGFBP2, HIF1A, TIMP2, ILT2, CYP3A4, ID1, EstR1, DIABLO;

CDHI; PRAME, VEGFC; HIF1A; DPYD, TIMP2, CYP3A4, EstR1, RBP4, p27;
IGFBP3, PRAME, p27, Bcl2, XIAP, EstR1, Ki67, TS, Src, VEGF;

GSTM3, PRAME, p27, IGFBP3, XIAP, FGF2, hENT1, PTEN, EstR1, APC;

hENT]1, Bcl2, FOXM1, Contig51037, CyclinG1, Contigd6653, PTEN, CYP3A4, TIMP2, AREG;
STK15, VEGFC, PRAME, p27, GCLC, hENT1, ID1, TIMP2, EstR1, MCP1;

NMEL, PRAM, p27, IGFBP3, XIAP, PTEN, SENTI, Bcl2, CYP3A4, HLAG;

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

EIF4E, Contig51037, EPHX1, cyclinG1, Bcl2, DRS, TBP, PTEN, NME1, HER2;

CCNB1, PRAME, VEGFC, HIF1A, hENT1, GCLC, TIMP2, ID1, p27, upa;

ID1, PRAME, DIABLO, hENTI, p27, PDGFRa, NME]1, BIN1, BRCA1, TP;

FBXOS5, PRAME, IGFBP3, p27, GSTM3, hENT1, XIAP, FGF2, TS, PTEN;

GUS, HIA1A, VEGFC, GSTM3, DPYD, hENT1, EBXOS, CA9, CYP, KRT18; y

Bclx, Bel2, hENT1, Contig51037, HLAG, CD9, ID1, BRCAI, BIN1, HBEGF.

81. El método de la reivindicacion 66 que comprende el uso de secuencias de polinucle6tidos basadas en intrén
que hibridan con al menos un conjunto de genes seleccionados del grupo consistente en:

(a)
(b)
(©)
(d)
(e)

p53BP2, Bcl2, BAD, EPHX1, PDGFRg, DIABLO, XIAP, YB1, CA9, y KRTS;
GRB7, CD68, TOP2A, Bcl2, DIABLO, CD3, ID1, PPM1D, MCM6, y WISPI;
PR, p53BP2, PRAME, DIABLO, CTSL, IGFBP2, TIMP1, CA9, MMP9, y COX2;
CD68, GRB7, TOP2A, Bcl2, DIABLO, CD3, ID1, PPM1D, MCM6, y WISPI;
Bcl2, p53BP2, MALO, EPHX1, PDGFRg, DIABLO, XIAP, YB1, CA9, y KRTS;
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) KRT14, KRTS, PRAME, p53BP2, GUS1, AIB1, MCM3, CCNE1, MCMB6, ¢ ID1;

(g) PRAME, p53BP2, EstR1, DIABLO, CTSL, PPM1D, GRB7, DAPK1, BBC3, y VEGFB;
(h)  CTSL2, GRB7, TOP2A, CCNBI, Bcl2, DIABLO, PRAME, EMS1, CA9, y EpCAM;

1 EstR1, p53BP2, PRAME, DIABLO, CTSL, PPM1D, GRB7, DAPK1, BBC3, y VEGFB;
G Chkl, PRAME, p53BP2, GRB7, CA9, CTSL, CCNBI1, TOP2A, tamafio del tumor, e IGFBP2;
(k) IGFBP2, GRB7, PRAME, DIABLO, CTSL, g-catenina, PPM1D, Chkl, WISP1, y LOT1;
)] HER?2, p53BP2, Bcl2, DIABLO, TIMP1, EPHX1, TOP2A, TRAIL, CA9, y AREG;

(m) BAGI, p53BP2, PRAME, IL6, CCNBI1, PAI1, AREG, tamaiio del tumor, CA9, y Ki67;
(n)  CEGPI, p53BP2, PRAME, DIABLO, Bcl2, COX2, CCNE1, STK15, y AKT2, y FGF18;
(o)  STKIS, p5S3BP2, PRAME, IL6, CCNEI1, AKT2, DIABLO, cMet, CCNE2, y COX2;

(p) KLKI10, EstR1, p53BP2, PRAME, DIABLO, CTSL, PPM1D, GRB7, DAPKI1, y BBC3;
(@)  AIBI1, p53BP2, Bcl2, DIABLO, TIMP1, CD3, p53, CA9, GRB7, y EPHX1;

(r) BBC3, GRB7, CD68, PRAME, TOP2A, CCNB1, EPHX1, CTSL GSTM1, y APC;

(s) CD9, GRB7, CD68, TOP2A, Bcl2, CCNB1, CD3, DIABLO, ID1, y PPM1D;

® EGFR, KRT14, GRB7, TOP2A, CCNB1, CTSL, Bcl2, TP, KLK10, y CA9;

(u)  HIFle, PR, DIABLO, PRAME, Chkl, AKT2, GRB7, CCNE1, TOP2A, y CCNBI;

(v)  MDM?2, p53BP2, DIABLO, Bcl2, AIB1, TIMP1, CD3, p53, CA9, y HER2;

(w)  MYBL2, p53BP2, PRAME, IL6, Bcl2, DIABLO, CCNEI1, EPHX1, TIMP1, y CA9;

(x)  p27, p53BP2, PRAME, DIABLO, Bcl2, COX2, CCNEI, STK15, AKT2, e ID1;

(y) RADS 1, GRB7, CD68, TOP2A, CIAP2, CCNB1, BAGI, IL6, FGFR1, y p53BP2;

(zy  SURV, GRB7, TOP2A, PRAME, CTSL, GSTM1, CCNB1, VDR, CA9; y CCNE2;

(aa) TOP2B, p5S3BP2, DIABLO, Bcl2, TIMP1, AIB1, CA9, p53, KRT8, y BAD; y

(ab) ZNF217, GRB7, p53BP2, PRAME, DIABLO, Bcl2, COX2, CCNEI1, APC4, y S-catenina.

82. El método de la reivindicacién 66 que comprende secuencias de polinucledtidos basadas en intrén que hibridan
con al menos uno de los genes seleccionados del grupo consistente en: CD68; CTSL; FBXO0S5; SURV; CCNB1;
MCM2; Chkl; MYBL2; HIF1A; cMET; EGFR; TS; STK15, IGFR1; BC12; HNF3A; TP53BP2; GATA3; BBC3;
RADS5I1C; BAG1; IGFBP2; PR; CD9; RB1; EPHX1; CEGP1; TRAIL; DRS; p27; p53; MTA; RIZ1; ErtbB3; TOP2B;
EIF4E, CD68; CTSL; FBXOS5; SURV; CCNB1; MCM2; Chkl; MYBL2; HIF1A; cMET; EGFR; TS; y STK15.

83. El método de la reivindicaciéon 66 que comprende el uso secuencias de polinucleétidos basadas en intrén
correspondientes a al menos un gen seleccionado de los genes enumerados en la Figura 6.

84. El método de la reivindicacién 66 que comprende el uso secuencias de polinucledtidos basadas en intrén
correspondientes a una pluralidad de genes seleccionados de los genes enumerados en la Figura 6.

85. El método de la reivindicacién 66 que comprende el uso de ambas secuencias de polinucleétidos basadas en
intrén y basadas en exon.

86. El método de la reivindicacién 66 que comprende el uso de ambas secuencias de polinucleétidos basadas en
intrén y basadas en exén que hibridan el mismo gen diana de interés.

87. El método de la reivindicacion 66 en el que dicha serie comprende al menos 100 genes.
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88. El método de la reivindicacién 87 en el que dicha serie comprende al menos 100 genes en una seccién de 100

u.

89. El método de la reivindicacién 87 en el que dicha serie comprende al menos 150 genes en una seccioén de 100

u.

90. El uso de al menos un polinucleétido que comprende una secuencia basada en intrén en el que la expresion del
intrén correlaciona con la expresion de una secuencia de exén correspondiente, para medir la expresién génica usando

ARN intrénico en el prondstico de cancer.
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<CEGP1 intréon 1, 1566 bases

CCGCCOGCCA0GCCARGACGCCACAACCACTORGACCCTGAGTCCTTCRq
CCCOGCCTCAGACCCOGAGCTGCTAACAGTTCCCACCCCAGTOCAGATGE
CTCCAGAGCGCCTGCTAGTCAGACCOTCGCOGGCGAGCAGGCAGGAGGGT
GCGGACCCTAGCCTTGAGATCCCOCGCCTCAGCOTAGGCAGGGARACTGA
GGGCCGGACCAGGCACATCCACGAGGCAGTAGCAGCTTTGCCGTTICTTT
CTTTGGGAGCCGGCARGTTCTGCTGATGGCTTCGAGGTGAGCTCCAGAGA

CTTTTCTGTCAGCGGARCAGCGCCTGTTCCGATCTGGGAATTACCCTGAA
GCAGCAACAAGCCTAGGTTTTCAGCAGAGARCTTTGGTTICCAGAGAGGA L TTo0-CBGPL dintl.1

CTCTGAACGTGCTOTGCTTACTGGACTTGCAATACTTTCAAMATGCTTTT
GTTTTTAATTAATATCCTGGAGTAGTGTCAACCCAGGARATACTTCTGCC
ARGGCGEGTTTCCAGCGTTGAGAGGATGGECAGGECTGGGAGTGCAGGAGE
CCGACCATGRAGACACCATCCCCGCTTCACAGCATCTGAGAGCCOTGGAT

oammmmmccmemcmcummmmcm FIG.1A

>CEGP1 intron 4 4985 bases
GTACCTCTGCCCAGCTGTGGATGAGEGCAGAGCCACATC TGAGACCCTCT
ccmcccmucamcnmcrcmsummmmmmmmm

NNNATCTTTACATAGAATACATTTCAMCAMAGATGTCTCAGGAGC

AATATAGTGGATGATCTGCCAAGTTTTTCAAAAAGGTGCTGAAAACCACR  FIG. 1B
GCACCAGTATGAGCCTGCTCCCTGCTCTGGGTGGGTABGGAGGAGGCTAG
ATCCTTCCCATGCAGACTTTCAATGAAGTGCCCTGTTITCAGCCCCAAGC
TAGATCCGGCCCTTCCATA T TTCCATTTTTGAGCTCCGAGGGACAGAAG
GGCTCCCTCCCTGRACTTTCCATGCTGTGGTITCCTTCGCCTACATCACC
ATTTATCATTCCTCTGTAAATTTGCCGGAAACTCTTCTCTTCTGATGTCC
TTCTCTTCATTCTCTTTGC T TGAGTTTATACCT T TTTTCATICCTCTCT
TACTTAGTAGATTCTTGAGAGAAAGGAGCATTAAGTACATCTGGCCAATC
AGTTATTTTTAACTGAATGTCATCCTTTTARCTCTTCCCTGCTCTTTCTT
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ARGCTAARGRGTCACATTTTGGTGGCTGTGTTCCTCTTGOAGTTGCATCT
GCCTATTTTTAGGGGAAGTAGCCCTAAATACTAGCCTATTAACCCCTTTGGE
CCATGTGCTGCTTATTCTTTCCCATTACTTAAGAATGAGGTCATTITAAT
TTCTTCTACTATTTAATCACAPATTTATAGATTGTTITTAATCCTGGTCTT
GGTARCTTTTCAAGGGTTTCTTCATGGAAGATGATTTITGTCTCATTTTC
CAAGGATGGCAGCTCACACCTTATACTTAACTAGAATACCTGTTTGGGTA
CWTMWCCCCAGGG@CCMTOGGT’ITGATGGCT
ATCATCACCCAGAGCCTGCTCATTCTCAGCGTTTAGGEOCAGGAAAGTCAC
ACATACTGGCTTTGATCAGGCAGATTTCCTATCTTGTGCCAGGTATGGCC
CTTGATAARGTAGCAGTTGGGTTTCAT T TTCCTGCCAGATTCTCTGGGET
CATTGATGTGCCCTGCACTCTTGTCCAATGTAGGCCAAATTCRAGATAGE
ARTGAATTAGGAGGCCAGTGGCACAGAGTGATCCGAATCTCAGGGCATCT
CTCCTTTTGATTACTCAAAGCTGCTTCCTGAGARGTCACTTTGGCTTCCT
CTGCAGGTGGCTAGGGAGGGATGTGGGAACTGCAGGTTAARGCCATCGCT
TGAGCCCTCACGGTCTGAGTCCCACCCAGTTACAARGCAGCTGGTAGCGA
TTAAGATCACCTCTTATCCCTGTACTTCCAGAGCCCTGGCTCAGCCCCAL
TCTCCCCTCCTGCARGCCCCCGGACTGATTAGAGACACAGGCTCCTCATA
CCAGAAGCARATACAAATGCAGTTCCTTTCTGCAAACTGTGTTTTCTARA
TTTTCTACAATTCAGACATTCTTGGATCCCCTAAAGAGTATTTGAAGTGA
ACATTTTTGTCTGGAACTAAARCCARAATCTAAGAATTTGCGTTGTEATC
TGGAAGTGCTCTCTGTGATT T TCTGTTGTGTTTCAACCTAATTGCTTGAC
AAATTCATGGGAGTATCAGCCAACAGATTATAGCARTTGGTARCGGAGAR
CCTTTGCATCCTAGGGTTTITGATTCTTCARATAGAACAGCCTGTAAAARG
TTTTCTTCTAGGATTTCCTCTCTGATATGCACATTAMACTCTATGARACT

Acmmcmmmmmmmcrncamomcmrm
TTTCTATTGCTGTTGTIITTAATAATTATTTACCAAATGTTCTTTAATAT
AGGGCATCATAATCATTGACTCTGAGGGAAAGCTCAAGATACTGNENNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNCCTTAGAGACTCCARRGCTCTGATAAAGAGNN
NNNNNNNNNNNNNNNNRNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNENNNNNNANNRN
NCCCGECCOGCCTT TG TTCCTAT T CATCGETGCTCAGSCTCTCAGAATGA
GCACTCCTCTITIG TT TTG TG TG T TCTGAGAATATTTAGATGGTGTACTG
ATGCCTTTTCAGGGCAACAGGGAAGGTCTCAGGGTGGCAAAGTAGAGGCT
GTGCTTTCAGCAGGACCTGTTACCCGTTTTATGTCATGTTTTCOTCCCAR
TTCACARGGCATATTTTTGTTTGGTTTCCAGAAATAATCTTCAGTGGAGE
CCTGATCTTGGGATGCACCAGAATGEGGEATTTCCAATGTTTCTGAGCTS
TTTCCCTTCTGETGAACGAACCATCCTGGACGTGACAACCAGACCAATTT
TGGAAAGAGCTAGGGCCATTTGCTGGGCTECCTAGTTIGGAACAGATTAA
TCTGCTCACCCCAGCAGTGGTCTTGCATTAAGTCAGAGTGCTACARAGGEC
TTTGAGGTCACTTCTTGAAAAGCTGTCAGCGTITCCAGAGCCATTTARGT
CTCTATTATGTCTTGGTAACTTCAGGTCTAGCTTGATGTGGTAGGACATT
AGGTGETAGGTTCTCTGTGTATCACAATGGCATCTGGCATACAGGCATTC
TTACGAAATATT TCTTGTGTAGGTGARTTACTCTGAGGCAGTARAGGTCA
CTTTGCARATGTCTTARCAGTCTTGTAARCAGAGTGAARAAGCAGCAGCA
GCTGGCCTGTTIGGGAGTGTACTTT CCAGGTGTTCCTGCCCCCATTTCTT
GGGCAGTATTATATTTACCCCCGAGCACTAGTTACTTCCCATGCTCGRCT
GACCCAAGGACAARACACARCGCTTTCTAGECCTTCTCAGACAGGACACTG
CTTCTAGAGGCAGCTGTCACCTCCCGCGCCATCTCAGTACTGGGGTGCAR
ATCACATCTTCGGAATTACCAGCCAGAGCAAGAGAAAGCTTTCCACCART
CCAGTGCAAGTCTCTTICTG TG TTAATTGACAGCCACCCTTGRCATGGAT

33



ES 2314378 T3

GAATGAATCCCAGCAACCAGCAGACTGAGTGCTGGAGTGCAGGCAGCTCA
TAACTGTCAGGCAARRGAGCAAGAGGGTTTTAAGAGAGACTCCAGAARGT
ATGGGATATATTAACCCTTGCACTGTCTTCTAGAATAGAAATGACATCTG
TTTGTATTARAACAATTGTTCCGTTTARGCACAGTTTGACAGCTCTOGAG
TGGGAGCTGGAGAGAGAACTTTGACTTCACTAGAACCTGTTGGCTARGGT
TTTAGGGGCACARTATAGAAGGGTGTTGGATTCTAGAGAAGTGAAARGCAA
CCTTTTTGTACTCGTCTTGAAAACAGTGCCCTACTAGTATTAGAGTATCT
CATTGATAGAGAGCCAATGACAACCAAGTCCCTACTCTCAGAGATGTTTT
AGAGTTACATIGCACGAATGCAARGAAGCAACATAGGAACAGGTAATTAR
TAATAAAGTATAARCTAAGCAGATGTCTTGAAAGTATTCTAGGGTATGAR
AAGAATTCCTTCAGGATGCTGGTAGAICAGCAGGATCTCAARGAATTAGTT
TTGAGATGAGGCAGAATGCTGOTAAACCACACAGGCAGTTACCTTGCTGT
GCCCCCTCATTTAGATGTGTGCCAAGCCCTACARGARCAGAAGCAGCTAT
TCCCCTTCCCACCATCATACTACAAGGTTAAGCCTAATCAGAATTTACTG
TATACCTCAAMAMTMCAGMACCACACACGMW

mmcmmcmmcmmmcmaaccm'mmcccm
GGGAGGGATCAAGGGAGTGGCTCAGGETGGTCACRGARGACAGATTCCGA
GGCATGTGACCCGTACGAGGATGCCAAARTGCCACAGTCACACTCACCTC
AGAAGGGTGGGATTAA TGGAIGGCAGAGAGGGGCGTTGARATGTTITTGARA
ATTATCTTCAAGAGTATGTGAAAAAATTGAGARTCTTGATCATTCTATCT
GARCATTTICTTAGGAGGATTCTCCTTTTCTCTITACATTCTTGATCAGC
TCTTGGGTAAAGACATGGCAGAGATARGAGCGTRAGTACCAGTTCCTGEG
GTCAGCAGGCTCTGATCCTGCATGCAATAGAGAGCTCCAGTGTATTAGAEA
AGGCTCCCAACTCGTTAGGAGAGTTEAGACATCGTATCTCTTGGATGACA
GAATAAATTTTTCATGTCTATTARTTGGCCTAGATTGACTTTAATGACAT
ATACTTTTCARATGTGGGGCTGATGOGAGACCTAAGCAGACAGATCTGTAG
GCCACCCCTTAGCCCTTTGCCGCTCTCCCAGGGCTCAGGATTCTCGACCAL
AGCCTAGTCACCTGTCGCACACTGCTGTTTTITCAG

>CEGP1 intrén 5, 2556 bases

GTAAGTATGGGCCAGTGCACACCTGCCATGEGARCCAGTCGTATTCCACAG
GCTGCCTTCTGTGECCCAGCTCAGAAGCACCACCTCATGGCACGGCTGCA
GCAGCAGGGAAGGCAGTTAGCACGGGATACCGACCTCTACCARGTACTTG
TTCACTGCAGAAGGGTGGTCTCCCTTAGGGARGGAAAATGATATTITAAR
AAGGAACTCATCAGGAGGAAATGAAATTCAGGAGTAAGGAGTGTGAATGT
TGGEGCGCAGTTCTCCCTGTTCCCACAGAATAAAACCARATGTCCTCATC
TGGCAATCACAGCTCTITTGCCACCAGGTCCTACTTCCCCTATAAACCTCA
TOTGCCTCCOTTTCOGCAGACACTAC TCCCCTTGCCTTTGGAGAACAGCCC
AAATCCTTTGATGCCTCCAGGCCTTICCCARAGCCCTCCTACCTTCCTAAL
cmmcmcmcmmnmmmmmcmnmo

CTGCTATCAGAAGCCTCCTAGGTGCTTCAGACAGGGCAGCCATCTTGTAL
TTTGGCTCCCACASCACTTTCCTCAGCTGTATAGCTCTGGGTTGACTTAT
GTGTTGATGTGTCTGTCTCCCCAGGTATGAGCCCCCTCCARGTCAGGUAL
CTTGCCTCATTTTTCCTCTCAGTCCTCCCCTGGTACCTGCTATAAGATAT
GCTCAGTACACTTGTGTTTAATGAGTGGGTARATGGGTGGCCTACACCAT
CGGBCCGCAGCTCCTGCACCACGATTG TAGTARCARAARCTCCACCTGGGA
ACAGGAAACCACTGGCAATTCATGGTGTTCCTAARRCCACGATITATGCCA
GGGGAAGCACTGAGGAGTTCCCTTTAGGAACCTTCCCARAGCCATGGACA
GARGACCCCTGCCATTTGGTGCAGGATGGTGGTTTATGGTGAGTAGGAGAT

34

MGB-CEGP1 int 3.1

MGB-CEGP! int 4.1

FIG. 1C



ES 2314378 T3

GAGGGAACAGTTTCACTGGTGAGGGACTTCTCTCCATTGTCTCCCTCACA
ARGCAGACTGCCACCCCARAGCTGTCCAAGCCAAGGCTGGTGCCACCATC
ACACTCAAGCAACAGGTTCTGACATGCTCTTAGAGGCCCCTCGAAGTCAGH
CTGTCCCTAAGGECTTCCAGTGAGCTAGCAGAGTGGAGACCATTTITCCCA
CCTCCAGATCTTCGGAAGGAAGACCCAGACCCTCCAAGACTCACCTGCGG
GACGAGACCCTCAACATTTCATAGTCTTTCAGGAARCAGTTCCTGARGGG
GGCGOGGGGATGRGCACCTGTARGCTTGT TTTTAAAGATTTTANATGTCT
TTAAGATATCACTGCTCAAATAATATTGTTCTGNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCGTTTGAGGAATTARCARAGAA
AARAACTAAGACCTAGAATCTCACCACATAACCAGCTGTTTCAATTTTTC
CATATTCCTATTTAGTTGTTGTTCATATACATACACARTTTTTACATAGC
TATAARTCACAGGACAACACAAATATGTAATTAGTTCTTTTGARTTAGAAA
AATTACAAAGGGCCTATGTAARATGCAAACACTCCAAAGCATATAARGAA
AACATGCAGTTTCCCGCCTCCCETT TCCCTTGCCAGRGEGTARCCACGGETT
AGCAGTTTGATGAATAGATAGTITTIGTAGTIGGCTTTTTTTCTTTTTGGC

CTATCATCARTACATTCATATATAGTCTTGATAATTACCAGTTACTGTCA

CGTTAATTGTGTGCAGAATCATCCTGTGATTATCCTTCCTTCTAACTAAT
CTAGATTGARTCTGATGAGAGARATTCTGACATATATGTACAAATTAAAT
ATTGTCTGTTTTATTCCAGCATAAAGTGCTATAGCATTTCCCAAAGCCCC
AGTACAGCTGTATTAATAGGTAAACTTCTCTAGATAGAACAAAGCAGTAG
TCTAGAATCTCTTGGTATAATTTCCCTTATATAATAARAGTCTCTCCCCC
AARCTCTCCCATCTCCCTCTTCCTGTATGACTTTGTTTARACCCATGTTTC
AGCATTTCTACAATTTGTATTGTAACTATCTGCATACACAGACACCACAG

GGTCTGACTTGGAGTTATGTC TTTCGTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNENNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAATCAGAATTTCTCTGGAGCARACAC

AGCCCTGTGTTTGTEGAARTCTCAGTGCTTTATGTATTGATTCATTTTGC
TGTCAG

>CEGP1 intrén 6, 716 bases

GTGAGTGGCAACCCCAACACTGAGTGAGGGTCTGCACCAGCCTGCCTATC
CCTACCCCTACCCCTTAATGGTG T TTAGCACAGATGCAGGCTGTTTCCTC
TGCATTTGCCCCCCCAGCAGGCCCTGTCCTCCTTCGCATGC TACAGTGGS
AGTGGTCTAGGCCTGTGGGAARGGCCCCTCTCTCCCTGTGTGACCTTERG
AAGCCCTTCCTCCTCTCCTEGACTAGGCTGCTCCTARCGCTAGTATTCCA
GAGACTGGCACAACACCTCCCAGGAGGCCAGGGCAGCACGAAGTTAGAGE
TGTTTATAATGATGCGECACTTCTGGCCAGCAGGAGCCAGGGCCGTATAT
TTCTGGCGEGATGCCTGCCTTGCCCTTCACGETGTETCCTTCACTAGCTC

CATTTTAGAGGTTTCCAGECCCARGGCTCTTTTTCTCCTCGACTCAGGAA
ACTGAAGCTTGCATTCCCTAGTGTCTCTTTGGTCAGTGCARTATACCTCC
ARAATCTTTTCCATGTTTAATGTTTGCTARGGATCTGTGECCCTTTARCG
GGCTGTGTCTCCCACAGAGCCTCATTACAACACATTTTTATTGCATGAAC
AGAGTCACATATCTTTCATTCCTCTTATGTCTGGGATTTCAGCAAACACA
GTTGTATGGGGATGAGCAATCTAACTCATTCAGTCTGAGAACCGTACTCT
TTTGCTTCTCTTGTAG

FOXM1 intron 3, 2041 bases

GTAATGTGTCCCACAGCARCCAARATCAAGGTCAGCCCAGCCTGACAGTC
TCTCCAGTGCTGTACTGCAACTTGTATCTGGGACAGCAGTTARGTGCAAA
GGACACTAGAATGATAAACAAATGTATCTTTTAGATTGTGACTCARTCTT
ATTGAATCCAGGCARARTCATTARGAAGAGCTCCTTAACTACTTCATGTG
TTACTACCTARAGTCCATGGAGGGTCTTCAATGTAGCACTCARGCCCACT
TTTCTGCTACACTCAACAGCCGTCCTAGATGCCAGCAGCTAGAGTGGCTA
AGTAGTTTTATGAAAATGTCTTGATTAAARAAAAAAATGCTGTCTGTGAG
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CEGP1 int 5.1

FIG. 1D

FOXMI] int3.2
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CCTCATGACCCAAGATGTCATCTCCTGTAGCGTCACATAGCATTTCTAGT

TAGTTTCTTARTTTCTCTGAGCCACCTTTCTTGCTATTGATCACTACCTC
ACAGCCTTACTCTGCTTTTCTAGCCCCTGACAGCTATCTAGGTCTTTTCT
TTATCACAATCTAAGGTTGACATCAGTCTTTATTCCCGTAGAATAGATGS
GTTTATGGCTGAAGGTGACGICTCTGCCOTOTGGAGTGTCAGGAGAGTTG
CCAAGAGGFGCTGCAAAGACACCAGACGAAGCCTGTGCTGAGCACAGTOGA
AGGGACCTGAGGCTGCTTTCCCCATGTGTTTGARGGETGATCTTTCTGAR
TCTAAAGTAGCTGATAACCAGTTGTCTTGCTCTTCTTCCAG

>FOXM1 intron 4, 993 bases

GTGARTGCCCTGCTTTCCTCTAAATAGGGCCTAAGTTGGAGGTTGTCATA
GCCATCTCAAAAGGAAACAAGTTCTGC TAGTGATGCTTTCATTTGATCAG
GGGAGAGTTAGAAGCCAGCCACCCAATTAGTGACTTGCACAAAACCCAGT
GAATTAAGTACACTTGACAAATACCAAATGACACATTTTTGTGCCAGACC
Aemnmemammccmummmccmm

CCTGCC'ITAGGCTGGAGACC&GAAGCTGAGCTACCAMCTI’I‘I‘CI\G
AAAGAAGTTATTTTGGTTTTTCAGAGTGCCCATARGGCTGCTGGTAGCTG
TAACCATTCTCCTGGGAGGGGCAGTTGTCTGRGATGTCTTTTGTCATCAG
TCAGGAATAAGTGTTTTTCCCAATCCGBTCARATTGACCACGTTAGTGGT

AACTTCATCTCATTTCTCTCCCACAARTGCCTGGCCGCCACCAG

36

FIG. 1E

MGB-FOXM1 int 3.2
(subrayado)

FOXM1 int 3.1 (negrita)

FOXM1 int 4.1 (subrayado)
FOXM1 int 4.2 (negrita)

FIG. 1F
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>FOXM1 intrén 5, 602 bases

GTAAGGTTCTTTCCCTCTGACTCGGBRCTTGGCCTTGTITTCCTTTCACT
GCTCAGCATGGCTTTAG TGGACAGAGACAAGATGTGATGTGGEGAAGGGT
CCCTATGGCCATGTTTTGTCTAGG TGCCAGCCCTAGRCACAGARCACCCT
GRGGGTCAGGCACACACCCACTTCCCTCCCCTTCCATGGGCATCACARGG
GCACACTGAGCAGAGCAGGGCACAGCAGGGGAGCATACTGCAGCAGCCAL
ARGCGCATGGCACCAGCCTCAGGGGCRGCAGTTCATTCGCTCACTTTTGT
GCCTAGCTTTTCTTTGCCACGCATATAGC TACCTGCTCTGGCATCCCCCA

GGGETGTTGAGGACACGTGGGTGARGCGGTAGTGCCACTCTGCCATCATG
TGTCTGTAGGCCACCCACCTGCCCACTCATCACAGTTTTGGAGACTGCTC
GCCTACGTCCATCCCCTCAGGTTGECCTCCTCTCTCTGGGCTATCATTAA
CTCAAGCACACACCACCAGAGCAGCTGRTGGGGTTTTGCCATCCCCTCTT

TACCTTATTGTAGTTAACATAGG TTTCTTTCTCTCCCCATCTGCCACAAGC
AG

>FOXM1 intron 7, 4656 bases

GTGGGTCTCCTATTTTCCTC TGAAGAGAGATTCTGGCCAATTAAGAATGT
TGGACCTTCAGCTTGCAAAGCACTCTGATAAGTGTTCCTTGAGAGCTTAT
AAATCTAGTTGGGTAGAAAAGGCATARAAACATAGGGAAGTGTARTAGCA
TTAGAAGAGCTAAAAAGGTATTTGGATTACAATGTAAGTGGTGTCAGAAG
GCCCATARATACCTGATGAGCTTGTAAGARTTCAGACARAAGTGATTGTG

mmmccmaehmmnccmncacmemmmcmn

WNMMMWWGMWTMC
AGGTATAGAGAGAGCATGCTAATGGGCAGTGCCATGGAGGCGAGARATGC
WWWTMTWWCTMMW

ARCTTGGATCAGCCATCAGATCTGCACTTRACACTGTTARAGGGTTCTGT
GAGTACGGGCTGACATGTAACCAAAGTGAAAAGCTTCCCCCATCCCCTTC
AGRGAGATAAAAATAGCATAGAGT CTGAAGT TTAGAGCGACTTGGGTTTG
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MGB-FOXM] int 5.1

FIG. 1G

MGB-FOXM1 int 7.1

FIG.1H
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NN CATATTACACACAMA‘ITAI’ACCACACATACATMTTTAGCGM’IT
CATTCATCTGGCCGTAGCATGTCCCCIGTPTGGE T I T TCATOCAGTOGGT
TTTCTICCCCTTICCTTTTIGGCTCCCTCTCCACCCTACCATCACCCACAT
CACCCCTACTCCCARGATARCTAG T TGATARTTTATGATGCTTTCTTGCA
TATITTATCAATGCICTTAGTTATACTATACATAOTATAGCGATAGCCATT
nhmmmrmammmmmm

MMNMWCCWTMW

ITGTTTATGGTATCTCTNCCAGAGTMMWWMTC
AAATGTCTCTCTTCTCTTTTACAGTTTCTOAGTTTCCAGTCTTGGTTAARG
AAGGTCACCCGCACCCTCAGRT TG TATATG TAGTCTCCTAGATTCTCTIT
CAGGAWAMNTMGGMCAWWW

TTGTATACAGTGTAAGACAAGCATGCAATTTTATTICCTCTCGGATGAAT
GCTATTATAATTATGCCACTACATACTACATACCCGCATCTTITACCCCC
AGARATTGARCTACCARCTTCAACATACATCGTATTCTCATATTTARTAGA
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MGB-FOXM! int 7.2
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TTTTARGACTTCAARACGACACAAAGAGGATCAGAACCCCTATGTGATAT
PTTTIGTGCGTCCTGTCTGGTGACCCTTGETTCACCTTATCTCTGTTTCCC
TTICAG

>PRAME intréon 2, 614 bases

GTAAGTTCGAGCCCTGATTCCTCCGCTTCCCCACAGGGTGACCTTGGGLT
TGTGCCCCCGGCACCACCCCTETCCCGGGTCCCTGTTTTCTCTCTGGARA
TOGCTTGAAGACCAAAGAAAATAATGTGCEGCCACTTGGATCACCCCOGAC
CGCCTGCCCCGGAAAATTGGCCCCAGTTGAGGAGTTGTGACTCTAAGGAT
GCCTTGAACCGAGGCGECAETECTCATERTTEGAGCTCTCCAGGGTGAAT
GCGCATTTGTAATGCAGTGGATECTCTEGGACTCGGCCOCTCTGAAGSTG
CTGGGGGTTEGGGACGECCCAGGCAGTEGCETAGGCETCCTAGGANGGCA
GGAGCAGAGGCAGAAATGTCOCTGCAAGACCGTAGTCAGGGTCCTTAACT

ACAGAGGTCACTTGTGACCAACCACATGGTCTGTTGTTCCTCCTECCCCC
TGGTTCAGCCCAGGAAACACTGGTGCTCAGGTTTGGAGCCAGAGATTTGC
ACTGARAGGGCGAGATIGAGTCGCCAGTTGTCAGTTTCCTCAGCAGTATT
TGCGGAGGTTTTCACAGGAGGCCEGTTGCTTCGTAAATATTATACATGTAT
TCTTCTTTTTGGAG

>PRAME intron 4, 432 bases

GTAAGGGTGACCTAGCAGCTTGGTGTGGGGCCCTGGGAACCTGAGCAGGA
TGCAGCTGGGCTCAGGGAGCATGGAGCGCC TAAGGCTGGGCCAGAGGCTC
TGATGGTTGCCAGCAAGGAAGTTCAGGGAGGCCTTGAGGCTACTGCAGGG
GTCACTCTTGGAATGGOCTTCTGGACATGCGGGCACTGATTARAATACAGA
GGTATCTAAAGGAACATGCACCTGCTTCCTCCTGATGGGATOEGAATTGE
GGACCAGGAAGGATCCCAGGATCCTAGTGGGAMAGGGAGCAGCTGATGCC

TGAAGTACGAAGTAARAGTGCAGATCTARGATGGATSTCTGTTTGGTICT
TACCTACATTATGAGACTCATGGTCTTATTITGAGTTGATCTTAAAGCAT
CATCTCAGCTAATTACCTGTTTTTCCCCACAG
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MGB-FOXM1 int 7.3

MGB-PRAME int 2.1

FIG. 11

MGB-PRAME int 4.1

FIG. 1
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>STK 15 intrén 1, 3740 bases
GTACARGGGGTTTOTTGAGTCCTE TTAACATOCRCAAGATGEETGERTAS
Gmcamcammmcem@cmmmm

mmmmmnmmmmmmmmmam
CCGTAACCTICCTICTCCCTTCAATTAAACGTTTIPCAGCAACCTACTCA
GITCETCCTTCCCTTUATCTICTGCAGACATGCACAGCTCTCAGGAAGEAN
GGAATARACCGTATAAACCTCCTGCGCTATTAGCCTAACAGCTTITTCTAT
MMTWCWMMWWTCA

W@CWWW&W
GTTATTCAATTTCCCTAGAAAGAAAGGTAGAATAARTTGGASCAARTACC
TGTAGCTTCTGTCAGAAGAATGTTGARTARAATOTICTTAGGCCTATGTGA
TCTCATTAGACTGCTACTTAGAATTGTAAGUGRAACTAARGCATTAGAGCA
TGTCTGAAMTTARATATTTIGATTARCACARGTCTOCATTTCOTTGTTGLT
GTTTATCAACTTTTACTTACCCACTCTTTITITTATAAGGGCTGCAGCOTG
TAGTCTOGGCCTGGCTTCATCAWAWMNMNG
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FIG. 1K

MGB-STK15 int 1.1
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NNNNNNNNNNNNNNNNNGCAGGGAARGCACATGCCTETCCCTCCCTCATT
AGCTTCATTIGGACAAAARCATGTAAAATCCGGTGTGTTGTGAGAGGCCTTT
TGATTGGGEGAACTGTAACGCTGCCTATCGAGCAACAGCACTTTARGCAGE

TCGCTTTCTTCAAATTAAAGGTTCTTCTTTTTCTTTTCAG

>STK15 intron 2, 1622 bases

GTAMATTGAATAATCTGTAATCT CATTCACATTTATARACCCACATGGAG
GTIGETCTIGTCGEGAATTCTITCCGCCTTTACTTIGCGATTTAAATTTAG
ATCCCTTACTGTGATCCTGGATATGAATTAGTCACTTTTCTCGTGTTCAG
TAACATTTIGCTGCTTCTTAGAGTAGCT I T TTIGTTCTGCTTTETCTTAT
AATCEGCTGCTTAAGTTTCTATATCCCTCCACTATATGCAGCGATARTAGT
AATAATGCATCTGGCAGEAGTTCAAAACTTTTAAAATTOGCCATAAATAT
AAAATAATTAGARAAAGGCTACCTTGARTTACTSTATTTGATTCTAAGTT
CCTATGATAACGGCCATTTARAAAATTGCTCTATATTTAAAATGTTTCTT
T AT TTCI CTTTETCTGAATGCCTGCTECUTTATGGACABTGTGOTAAT

TTCAGGAGTAACTGACTTTGTATTI TGGAAGTCTTARCACCCTCTCTTTGT
AGAGCACTCATACCGTTGAGCTGEGGATGGACTTIGAGGCTTTCATTTCT
AGCACTTGTCCCTCACTTACAATGAGCTATTGAAGCTGAMIGAAATCTICA
TCCCTCCTACCCCTTTTAGTTTGATTAGCTGAGGETETTAGAGTTAACTT
AACAATTTAAGGTTGTARTACAGTACTTACAGGCCOTATARATAATACATT
TCAANNNNNNNNNNNNNNNNNNNRNNRNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNRNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN NN NN NNNNN NN NN NN NNNNNN
NNNNNNNENNNNNNNNNNENNNNNNNNANNNNENRNNNNNNN NN N IR
NNNNNNNNNNNNNNRNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNENRNENNESRNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNRNNNNNNNNNHNNNN NN N NN N NN NNNNNN
NHNNNNNNNNNRNNNNNNNNNNNNNNRNNNNNNNNNNNNTARTAATARTA
ATACATTTTAGTAGTAACTITGTGAAGTGTCTACATTTGTTTCCTCTTTG
TCAGTTTTTTIGCTCAATTCCATTTTGTCARTACTTGGARAATGAAACATT
GGTTAATCAATAGTACAGTAATAAGCTTATTCTGGAAAATCTTCGATATA
TGARAMACTTAGACTCTTCTAARACTTCATGAAGATAATACCACTGTTGAA
CCTTTTGRACGTATTITTITTIGCOTCTTTTTCTTAMACGTATATTATCARA
GAAATTTCAATGGARCTGAGATTITGCCATAAAGTTTTTGTATCATAGCT
TTTTGCCARATAGCAATGTAGTGTCTATTTCCARATTATTGAGAARTTIT
AGAARGTGTCTCCTTCATTAATGGATATTITATTAATARAGCATGATTTTT
AGGGGTGAGGAATTGAAGCEGATAGAAGGTATCATTCAGGTATTCTTAGT
CACATACTAACTATCCTCTIGGAGGTACTGATTARARTACCTTTTCACCTT
CCATCTCTTATCAGTGACATTCATTATTTTGCTATACTAGAGAACAAACT
TTGTGARRTTCTCAATATATTCATCTTTTGCTTTCATGAATGCCAGRAAC
TTTATTTTCTCTTCCATTCTAG
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MGB-STK15nt 2.1

FIG. 1L
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>STK15 intrén 4, 1093 bases

GTAAGCTTTCTTATTTACAAAGTTCTGTACTGTTCTACTAGAATATATTA
TTTCOTTGCAAMATTITCGTTGTGAGAACTCTGGGGRAAAAAAATGAGGCCTT
TATTTGCATTTAGAGGATATAARATGTTTCCAGATTTCCAATCTTARAARA
ARTGGAATTTTGTGTAATGAGGTATTTTACTAGGAACTCAAGTGCTTTAR

AAAATGGCTTTCARATTTAGRARAAGCT TGTATGAATCTTTTATAGAAAT
GTGTGGARGTTCCTCTCTGTCCTTAGAAATARCCACTACATATGGTTTAT
GCGTCTGTACTTTTTTATTGTACAARAGTGCAAGTTTTTAAARAATAGAR
TATGTTGCAGAACTATATACTCATATATGACTGAGAGTTTTGACAGTATT
ATAGTTTTAGTTCTTTATTGTAAAGGTTGGCTGTAATGTCTTCCCCAGAG
CTTTTCTAAAAGCCTCCTCTCAGTCTCTGARCTATCTGGACTCTAGAATG
TACCGGGAGGAGCGAGGAATGAACCCACAGACTCTTTTGCTTTTAGCGGT
CTAACAGAGGCTAAGAGTCTAAATCCACTGGTTCTCATGCCCCAGCTAGC
CTGETGEGCTCCATCCCACTTCCATTAGTAACAGTOGCTCTGTCTCCACCA
CCAGAGTGGTTCTCCACCCAGAGAGAATTAGCACCTCTGBGACTAGAGAA
AGCAGCTGGGGTTAGTTTGAAACATECCCCCAGATGGTCTGGAAGCATTC
CTCCCTCTCTOGTCACTTATCCTTTI TG TGGTCTTCAGCGTTGTCATGGE
CCTGTTCCTCTGAGCATAGTACGGACTTGGAACATTTCCCATAGAGTGCT
TCAGGTCTAAAACCCAAGACTGCTCCTTATCACTGACTCTCACACCTGAC
GGCAGCTAGGGACGTCAGGATITCATGTCGTOGCAGCTCTTTGATAGTGG
TTATTGCCTTGGTICTTGCTGAGGATACATATTGAGTAAAGTTGGAATAC
GARATTATTTGTAGAATGTCTCTGCTACTCATTGAARATTTGTTAGAAAR
GCTTTGTTTTCTTCACATTCTAAAGTGTTCAAATTCCTCCTAG
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MGB-STK15 int 4.1




Nombre

MGB-CEGP1 Int {.F1
MGB-CEGP1 Int {.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-CEGP1int 4.R1
MGB-CEGP1 int 4.P1
MGB-CEGP1 int S.F1
MGB-CEGP1 int 5.R1
MGB-CEGP1 Int 5.P1
FOXM1 Int 3.F1
FOXM1 int 3.R4
FOXM1 im 3.P1
FOXM1 Int 3.F2
FOXM1 int 3.R2
FOXM1 Int 3.P2
MGB-FOXM1 Int 3.F2
MGB-FOXM1 Int 3.R2
MGB-FOXM1 Int 3.P2
FOXM1 int 4.F1
FOXM1 int 4 Rt
FOXM1 nt 4.P1
FOXM1 Int 4.F2
FOXM1 int 4. R2
FOXM1 int 4.P2
MGB-FOXM1 int 5.F 1
MGB-FOXM1 int 5.R1
MGB-FOXM1 int 5.P4
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
MBB-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 iInt 2.P1
MGB-PRAME Int 4.F4
MGB-PRAME Int 4.R1
MGB-PRAME int 4.P1
MGB-STK15 int 1.F1
MGEB-STK15int 1.R1
MGB-STK15 int 1.P1
MGB-STK16 int 2.F1
MGB-STK18 Int 2.R1
MGB-STK15int 2.P4
MGB-STK15 int4.F1
MGB-STK15 int4.R1
MGB-STK15 int 4.P1
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Secuencia SEC ID Ne:

AGCGCCTGTTCCGATCTG
AACCAAGTTCTCTGCTGAAAACC
CCCTGAAGCAGCAAC
CTGTTGCTGTGTGATGCTGYCA
CCTCAGCCACTCCCTTGATC
TCAGGGCATAAGCCT
TCCCCTTGCCTTTGGAGAA
AMGGCLTGGAGGCATCAA
CAGCCCAAATCCT
CTTAATGGTGTTTAGCACAGATGCA
CCACTGTAGCATGCGAAGCA
CAAATGCACAGGAAAC
GCTCTGCGGTGTGGAGTGT
CACAGGCTTCGTCTGGTGTCT
TGCAGCCCTCTTGGCAACTCTCCT
AMATBCTGTCTGTGAGCCTCAT
AACCCCTGCCCACTAGAAATG

ACCCAAGATGTCATCTCCTGTAGCGTCACA

AATAGATGGGTTTATGGCTGAAGGT
CTCTTGGCAACTCTCCTGACACT
CCGCAGAGCCGTC
CCATCTCAAAAGGAAACAAGTTCTG
GGGTGGCYGGCTTCTAACTCY
CCCTGATCAAATGAAAGCATCACT
AGAAGCCAGCCACCCAATTA
TOTGTCATTTGGTATTTGTCAAGTGT
TGACTTGCACAAAACCCAGTGAATTA
TGGACAGAGACAAGATGTGATGTG
GCTGGCACCTAGACAAAACATG
CCATAGGGACCCYTC
GGTGTCCTATTTTCCTCTGAAGAGA
TGCAAGCTGAAGGTCCAACAT
TTCTGGCCAATTAAG
TCATTCATGTGGCCGTAGCAT
GGTGGAGAGGGAGCCAAAA
CCTGYTTGGGTTTTCA
AGAGGATCAGAACCCGTATGTGA
GGGAAACAGAGATAAGGTGAACCA
TGTGCGTCCTGTCTG
GGGTGACCTTGGGCTTGTG
CTTCAACCCATTTCCAGAGAGAA
CCCGGGTCCCTGTT
AGGGTGACCTAGCAGCTTGGT
GCCTCTGGCCCAGCCTTA
TCCCTGACCCCAGCTG
CGTAATGTCTCTTCCTCTTCCGTAA
ACGAACTGAGTAGGTTGCTGAAAA
TCAAGGGACAAGGAAG
CATTCACATTTATAAACCCACATGGA
AATCCAAAGTAAAGGCGGAAAGA
TGGTCTTGTCGGGAAT
GCGAGGAATGAACCCACAGA
GCATGAGAACCAGTGGATTTAGACT
CGCTAAMAGCAAAAGA

FIG. 2
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Procedencia N° de acceso de
Nombre del Gen Secuencia ID Secuencia GHiallgenes2-03.txt
18stRNA M10098 NCBI M10098
28stRNA MI1167 NCBI M11167
A-Catenina NM_001903 NCBI NM_001903
ABCBI1 NM_000927 NCBI NM_000927
ACTG2 NM_001615 NCBI NM_001615
AD024 NM_020675 NCBIL NM_020675
AIB1 NM_006534 NCBI NM_006534
AKO055699 AK(055699 NCRBI AK055699
AKAP-2 NM_007203 NCBI NM_007203
AKAP12 NM_005100 NCB1 NM_005100
AKT1 NM_005163 NCBI NM_0051€3
AKT2 NM_001626 NCBI NM_001626
AKT3 NM_005465 NCBI NM_005465
ALDH10 U75289 NCBI U75289
ALDH12 AK074266 NCBI AK074266
ALDKI1ALl NM_000689 NCBI NM_000689
ALDHIA3 NM_000693 NCBI NM_000693
ALDH?2 NM_000690 NCBI NM_000690
ALDH3 BC004370 NCBI BC004370
ALDH3AlL NM_000691 NCBI NM_000691
ALDH3B' NM_000694 NCBI NM 000654
ALDH3B2 NM_000695 NCB! NM_000695
ALDH4 NM_003748 NCBI NM_003748
ALDHS NM_000692 NCBI NM_000692
ALDH7 U10868 NCBI U10868
ALDHRAI NM_022568 NCBI NM_022568
AluSx NM_AluSx GHI Custom NM_AluSx
AMFR NM_001144 NCBI NM_001144
anexina | NM_000700 NCBI NM_000700
anexina Il 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 Mi33i12 NCBI M33112
AREG NM_001657 NCBI NM_001657
ARG NM_005158 NCBI NM_005158
ASH1 NM_018489 NCBI NM_018489
B-actina NM_001101 NCBI NM_001101
B-catenina NM_ 001904 NCBI NM_001904

FIG. 6
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Nombre del Gen

B2M
BAD
BAD
BAD
BAG!
Bak

Bax
BBC3
BCAR]
BCAR3
Bcl2
relacionado con BCL2
BCL2L10
BCL2L11
BCL2L12
BOX
BCRP
BECNI
BFGF
BG675392
BID

BK
BIN1
BM
BNIPI
BNIP2
BNIP3
BNIP3L
BPAGI
BRAF
BRCAI
BRCA2
BRK
BRMSI1
BRS3
BTC
BTF3
BUBI
c-abl

c-kit
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Secuencia ID

NM_004048
NM_004322
AK023420

NM_032989
NM_004323
NM_001188
NM_004324
NM_014417
NM_014567
NM_003567
NM_000633
BCO17197

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

Procedencia
Secuencia

NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCEBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBEI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCEBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI

FI1G.6
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N° de acceso de
GHlallgenes2-03.txt

NM_004048
NM_004322
AKD23420

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

\M_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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Procedencia Ne de acceso de
Nombre del Gen Secuencia ID Secuencia GHlallgenes2-03.txt
c-myb NM_005375 NCBI NM_005375
C20 orfl NM_012112 NCBI NM_012112
C200rf103 NK-012261 NCBI NM_012261
¢200rf108 NM_080821 NCBI NM_080821
CAS NM_001216 NCBI NM_001216
CACNA2D2 NM_006030 NCBI1 NM_006030
Cadl7 NM_004063 NCBI NM_004063
CASPS NM_033357 NCBI NM_033357
CCNA2 NM_001237 NCBI NM_001237
CCNB1 NM_0315966 NCBI NM_031966
CCNB2 NM_004701 NCBI NM_004701
CCND1 NM_001758 NCBI NM_001758
CCND3 NM_001760 NCBI NM_001760
CCNE1 NM_001238 NCBI NM_001238
CCNE2 NM_057749 NCBI NM_057749
CCNE2 variante 1 NM_057749varl NCBI NM_057749
CCNE2 variante 2 NM_004702 NCBI NM_004702
CcD10s NM_000118 NCBI NM_000118
CD134 NM_003327 NCBI NM_003327
CD18 NM_000211 NCBI NM_000211
CD3l NM_000442 NCBI NM_000442
CD3z NM_000734 NCBI NM_000734
CD40 NM_000074 NCBI NM_000074
CD44E X55150 NCBR! X55150
CD44s M59040 NCBI M59040
CD44v3 AJ251595v3 NCBI AJ251595v3
CD44v6 AJ251595v6 NCBI AJ251595v6
CD68 NM_001251 NCBI NM_001251
CcD82 NM_002231 NCBI NM_002231
CD$ NM_001769 NCBI NK-001769
CbC20 NM_001255 NCBI NM_001255
cdc25A NM_001789 NCBI NM_001789
CDC25B NM 021874 NCBI NM_021874
CDH1 NM_004360 NCBI NM_00436C
CDhX2 NM_001265 NCBI NM_001265
CEACAMS NM_002483 NCBI NM_002483
CEGPI NM_020974 NCBI NM_020974
CEGP!1 intron 1 NM_020974int] NCBI NM_020974intl
CEGP! intron 2 NM_020974int2 NCBI NM_020974int2
CEGPI intron 3 NM_020974mt3 NCBI NM_020974int3
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Procedencia N° de acceso de
Nombre del Gen Secuencia ID Secuencia GHlalligenes2-03 txt
CEGP! intron 4 NM_020974int4 NCBI NM_020974int4
CEGP1 intron § NM_020974int5 NCBI NM_020974ints
CEGP! intron 7 NM_020974int7 NCBI NM_020974int7
CGA NM_001275 NCBI NM_001275
CHAF1B NM_005441 NCBI NM 005441
chk1 NM_001274 NCBI NM_001274
chk2 NM_007194 NCBI NM 007194
CIAP! NM_001166 NCBI NM_001166
CIAP2 NM_001165 NCBI NM_001165
CKAP4 NM_006825 NCBI NM_006825
Claudin 4 NM_001305 NCBI NM_001305
cMet NM_000245 NCBI NM_000245
cMYC NM_002467 NCBI NM_002467
CNN NM_001299 NCBI NM_001299
COL1Al NM_000088 NCBI NM_000088
COL1A2 NM_000089 NCBI NM_000089
Contig 27882 AKO000618 NCBI AK000618
Contig 36744 XM_087225 NCBI XM-087225
Contig 51037 XM_058945 NCBI XM_058945
Contig38438 Al744123 NCBI Al744123
Contigd4799 Contigd4799 Rosetta Contigs Contigdd799
Contipd6653 Contigd6653 Rosetta Contigs Contigd6653
Contigs 7405 Contigd 74058 Rosetta Contigs Contigd7405
coxz NM_000963 NCBI NM_000963
CRBP NM_002899 NCBI NM_002899
cripto NM_003212 NCBI NM_003212
CRK7 NM_016507 NCB! NM_016507
CRMP! NM_001313 NCBI NM_001313
CSF1 NM_000757 NCBI NM_000757
CSFIR NM_005211 NCBI NM_005211
CSF3 NM_000759 NCBI NM_000759
CSNK1D NM_001893 NCBI NM_001893
CSTF1 NM_001324 NCBI NM_001324
CTSB NM_001908 NCBI NM_001908
CTSD NM_001909 NCBI NM_001909
CTSH NM_004390 NCBI NM_004390
CTSL NM_001912 NCBI NM_001912
CTSL2 NM_001333 NCB! NM_001333
Cyclin C NM_005190 NCBI NM_005190
Cyclin G1 NM_004060 NCBI NM_004060
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Procedencia N° de acceso de
Nombre del Gen Secuencia ID Secuencia GHlallgenes2-03.txt
Ciclina G2 NM_004354 NCBI NM_004354
Ciclina K BC015935 NCBI BC015935
CyYp NM_006347 NCBL NM_006347
CYP11BI NM_000497 NCBI NM_000497
CYPL7 NM_000102 NCBI NM_000102
CYPlAL NM_000499 NCBI NM_000499
CYPIA2 NM_000761 NCBI NM_000761
CYP181 NM_000104 NCBI NM_000104
CYP21A2 NM_000500 NCBI NM_000500
CYr24 NM_000782 NCBI NM_000782
CYP27Al NM_000784 NCBI NM_000784
CYP27B1 NM_000785 NCBI NM_000785
CYP2AI3 NM_000766 NCBI NM_000766
CYP2A6 NM_000762 NCBI NM_000762
CYP2A7 NM_000764 NCBI NM_000764
CYP2A7 NM_030589 NCBI NM_030589
CYP2C18 NM_000772 NCBI NM_000772
CYP2C!19 NM_000769 NCBI NM_000765
CYP2C8 NM_030878 NCBI NM_030878
CYP2C8 NM_000770 NCBI NM_000770
CYP2C9 NM_000771 NCBI NM_000771
CYP2D6 NM_000106 NCBI NM_000106
CYP2E NM_000773 NCBI NM_000773
CYP2F1 NM_000774 NCBI NM_000774
CYP2S1 NM_030622 NCBI NM_030622
CYP39A1 NM_016593 : NCBI NM_016593
CYP3A4 NM_017460 NCBI NM_017460
CYP3A43 NM_022820 NCBI NM 022820
CYP4F12 NM_023944 NCBI NM_023944
CYP4F2 NM 001082 NCBI NM_001082
CYPsi NM_000786 NCBI NM_000786
CYPTAl NM_000780 NCBI NM_000780
CYP7BI NM_004820 NCBI NM_004820
CYP8B1 NM_004391 NCBI NM_004391
DAPK1 NM_004938 NCBI NM_004938
DBC2 NM_015178 NCBI NM_015178
DCC exones!8-23 X76132-18-23 NCBI X76132_18-23
DCC_exones6-7 X76132_6-7 NCBI X76132 6-7
DCK NM_000788 NCBI NM_000788
DCR3 NM_016434 NCBI NM_016434
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Nombre del Gen

DHFR
DHPS
DIABLO
DKFZp564
DKFZp586M0723
DNMT3A
DPYD
DR4

DRS

E2F1
BDN1 endotelina
BGF
EGFR
EBGFRd427
EIF4E
EIF4EL3
EMP1
EMS1
ENO1
EpCAM
EPHX1
ER2

ErtB3
ERBB4
ERCC1
EREG
ERK1
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Secuencia ID

NM_000791
NM_013407
NM_019887
XM_047080
AL0S0227
NM_022552
NM_000110
NM_003844
NM_003842
NM_005225
NM_001955
NM_001963
NM_005228
EGFR427
NM_001968
NM_004846
NM_001423
NM_005231
NM_001428
NM_002354
NM_000120
NM_001437
NM_001982
NM_005235
NM_001983
NM_001432
Z11696
NM_002745
NM_004451
NM_007036
NM_000125
NM_000506
NM_001992
NM_004101
NM_000043
NM_000639
NM_012177
NM_005117
NM_000800
NM_003862

Procedencia
Secuencia
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
GHI Habitual
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
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N° de acceso de
GHlalgenes2-03.txt

NM_000791
NM_013407
NM_019887
XM_047080
AL050227
NM_022552
NM_000110
NM_003844
NM_003842
NM_005225
NM_001955
NM_001963
NM_005228
EGFR27
NM_001968
NM_004846
NM_001423
NM_005231
NM_001428
NM_002354
NM_000120
NM_001437
NM_001982
NM_005235
NM_001983
NM_001432
Z11696
NM_002745
NM_004451
NM_007036
NM_000125
NM_000506
NM_001992
NM_004101
NM_000043
NM_000639
NM_012177
NM_005117
NM_000800
NM_003862



Nombre del (Gen

FGF2

FGF8

FGFR 2

FGFR 3

FGFR1

FGFR4

FHIT

FKBP4
FL310713
FLI20354

FLTI

FN1

FOLR1

FOXM1
FOXMI intron 3
FOXM] intrén 4
FOXM]1 intron 5
FOXM]1 intrén 7
FPPS

FRPI

Furnin

FUS

FUTI1

FuT2
G-catinina
GAMMA
GAPDH
GATA3

GCLC

GCLM

GGPS1

GGT

gpl30

GPCt

GPC3

GPXl1

GPX2

GPX3

GPX4

GRRB7
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Secuencia 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_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

Procedencia
Secuencia

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
NCRI
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N° de acceso de
GHilallgenes2-03 txt

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 int$
NM_021953 int?
NM_002004
NM_003012
NM_002569
NM_004560
NM_000148
NM_000511
NM_002230
NM_003890
NM_002046
NM_002051
NM_001458
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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Procedencia N¢ de acceso de
Nombre del Gen Secuencia ID Secuencia GHlallgenes2-03 txt
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_000551
GSTM3 NM_000849 NCBI NM_000849
GSTp NM_000852 NCBI NM_000852
GSTT!1 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-BGF NM_001945 NCBI NM_001945
hCRA & U78556 NCBI U78556
hENT1 NM_004955 NCBI NM_004955
Hepsina NM_002151 NCBI NM_002151
HER2 NM_004448 NCBI NM_004448
her2P J05264 NCBI Jo5264
HGF M29145 NCBI M29145
HIFIA NM_001530 NCBI NM_001530
HLA-DPBI NM_002121 NCBI 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
HOXB?7 NM_004502 NCBI NM_004502
IBSP NM_004967 NCBI NM_004967
1d-3 NM_002167 NCBI NM_002167
D1 NM_002165 NCBI NM_002165
D2 NM_002166 NCBI NM_002166
IER3 NM_052815 NCBL NM 052815
IGF1 NM_000618 NCBI NM_000618
IGFIR NM_000875 NCBI NM_000875
IGF2 NM_000612 NCBI NM_000612
IGFBP1 XM004688 NCBI XM_0045688
IGFBP2 NM_000567 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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Nombre del Gen

IGFBPS
IGFBPS
IGFBP7
110

IL6

ILT-2
INGI1
INSM1
IRS1
ITGA3
ITGA7
ITGB3
k-ras
KB1527G9 8423
KDR
Ki-67
KIAA1209
Kiting
KIXKI10
KIKI1
KNSL2
KRT 4
KRT14
KRT17
KRTI18
KRTi19
KRTS
KRTS
LAMC2
LAMP2
LMNBI1
ILMYC
1.0C51038
LOT1 variante ]
Lot1 variante 2
LPL

LTA
M20259
MAGEE ]
MAPK4
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Secuencia 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
BCO00712
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

Procedencia
Secuencia

NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCRBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCRBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCB!
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
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N° de acceso de

GHilaligenes2-03 txt

NM_000599
NM_002178
NM_001553
NM_000572
NM_000600
NM_006669
NM_005537
NM_002196
NM_005544
NM_(02204
NM_002206
NM_000212
NM_033360
XB1527G9
NM_002253
NM_002417
AJ420468
NM_000899
NM_002776
NM_006853
BC0O00712
NM_002272
NM_000526
NM_000422
NM_00.0224
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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Procedencia N° de acceso de
Nombre del Gen Secuencia ID Secuencia GHlaligenes2-03.txt
Maspina NM_002639 NCBI NM_002639
MCI NM_013238 NCB] NM_013238
MCL] NM_021960 NCBI NM_021960
MCM2 NM_004526 NCBI NM_004526
MCM3 NM_002388 NCBI NM_002388
MCM6 NM_005915 NCBI] NM_005915
MCM? NM_005916 NCBI NM_0059i6
MCPI NM_002982 NCBI NM_002982
MDM2 NM_002352 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_0024]1
MGMT NM_0024]12 NCBI NM_002412
MGSTI NM_020300 NCBI NM_020300
MILH]1 NM_000249 NCB] NM 000249
MLL NM_005933 NCBI NM_005933
MMP12 NM_002426 NCB! NM_002426
MMP2 NM_004530 NCBI NM_004530
MMPS NM_004994 NCBI NM_004994
MRP! NM_004996 NCB! NM_00499¢6
MRP2 NM_000352 NCBI NM_000352
MRP3 NM_003786 NCBI NM 003786
MRP4 NM_005845 NCBI NM_005845
MSH2 NM_000251 NCBI NM_000251
MSH3 NM_002439 NCBI NM_00243S
MSH6 NM_000179 NCBI NM_000179
MT3 NM_005954 NCBI NM_005954
MTAL NM_004689 NCBI NM_004689
MUC1 NM_002456 NCBI NM_002456
MUCI J05582 NCBI JO5582
MUC3 AF007194 NCBI A¥007194
MVP NM_017458 NCBI NM_ 017458
MYBL2 NM_002466 NCBI NM_002466
MYHI1 NM_002474 NCBI NM_002474
MYLK NM 053025 NCBI NM_053025
MYRIP NM_(15460 Incyte Diagrostic NM_015460
NADPHP450 AF258341 NCBI AF258341
NCAM! NM_000615 NCBI NM_000615
NEK2 NM_002497 NCBJ NM_002457
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Nombre del Gen
NFKBp50
NFKBp65
NMB
NMBR
NME!
NMU
NMYC
NFDQO09
NR4Al
NRG1
NRP]
NRP2
ODC1

OPN, osteopontina

ORC3
Osetonectina
P14ARF
pi4ARF
p16-INK4
P161NK4
p21

p27

P40

P53
pS3R2
p63

P66

PAll
PBGD
PCNA
PCP4
PDGFA
PDGFB
PDGFC
PDGFD
PDGFRa
PDGFRb
PECI
PGK1
P13K
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Secuencia 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
$78535
NM_000077P14
L27211
NM_000077
NM_000389
NI_004064
NM_006824
NM_000546
AB036063
NM_003722
AB032976
NM_000602
X04217
NM_002592
NM_006198
NM_002607
NM_002608
NM_016205
NM_025208
NM_006206
NM_002609
NM 006117
NM_000291
NM_002646

Procedencia
Secuencia
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCEI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCB1
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
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GHlallgenes2-03 txt

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
78535
NM_ 000077
127211
NM_000077
NM_000389
NM_004064
NM_006824
NM_000546
AB036063
NM_003722
AB032976
NM_000602
X04217
NM_002592
NM_006198
NM_002607
NM_002608
NM_016205
NM_025208
NM_006206
NM_002609
NM_006117
NM_000291
NM_ 002646



Nombre del Gen

P13Kc2A
PIK3R1

Pinl

PKCe

PKIR

PLAUR

PLK

PMS!

PMS2

PPARG
PEMID

PR

PRAME
PRAME intron 1
PRAME intron 2
PRAME intrén 3
PRAME intron 4
PRAME intrén 5
PREP

PRKCD
PRKCG
PR02000

pS2

PTDOL16

PTEN

PTHLH

PTPDI

PTTGI

PUNC

Q9BQI®
Q9BSD3
RAB27B
RADSIC
RADS4L
RANBP2
RARA

RARB

RASSF1

RBI

RBMS
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Secuencia 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_006115int!
NM_006115int2
NM 006115int3
NM_006115intd
NM_006115intS
NM_002726
NM_006254
NM_002739
NM_014109
NM_003225
NM_016125
NM_000314
NM_002820
NM_007039
NM_004219
AK095529
NM_031474
NM_031465
NM_004163
NM_058216
NM_003579
NM_006267
NM_000964
NM_016152
NM_007182
NM_000321
NM_005778

Procedencia
Secuencia
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCB]
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCRI
NCBI
NCRB1
NCBI
NCBI!
NCBI
NCEBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
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N° de acceso de
GHlallgenes2-03 txt

NM_002645
M61906
NM_006221
NM_(05400
NM_000298
NK-002659
NM_005030
NM_000534
NM_000535
NM_005037
NM_003620
NM_000926
NM_006115
NM_00611Sint1
NM_006115int2
NM_006115int3
NM_006115int4
NM_006115int5
NM_002726
NM_006254
NM_002739
NM_014109
NM_003225
NM_016125
NM_000314
NM_002820
NM_007039
NM_004219
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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Procedencia N° de acceso de
Nombre del Gen Secuencia ID Secuencia GHlallgenes2-03.txt
RBP4 NM_006744 NCBI NM_006744
RERG NM_032918 NCBI NM_032918
RFC NM_003056 NCBI NM_003056
RFC4 NM_002916 NCBI NM_002916
thoc NM_005167 NCBI NM_005167
RIZ] NM_012231 NCB! NM_ 012231
RNase P RNasaP GHI Habitual RNasaP
RPL19 NM_000981 NCBI NM_000981
RPLPO NM_001002 NCsI NM_001002
RPS6KB1} NM_003161 NCBI NM_003161
RRM| NM_001033 NCBI NM_001033
RUNXI NM_001754 NCBI NM_001754
SDC1 NM_002997 NCBI NM 002997
SEMA3B NM_004636 NCBI NM_004636
SEMA3F NM 004186 NCBI NM_004186
SERPINC! NM_000488 NCBI NM_000488
SIR2 NM_012238 NCBI NM_012238
SLC19A3 NM_025243 NCBI NM_025243
SLC20Al NM_0054:5 NCB! NM_005415
SLC2A3 NM_006931 NCBI NM_.006931]
Smad4 NM_005359 MNCBI NIM_005359
SNRPF NM_003095 NCB8I NM_003095
SPRY1 AKX 026960 NCBI AX026960
SPRY?2 NM_005842 NCBI NM_005842
Src NM_004383 NCB1 NM_004383
STAT1 NM_007315 NCBI NM_007315
STAT3 NM_003150 NCBI NM_003150
STATSA NM_003152 NCBI NM_0031-52
STATSB NM_012448 NCB! NM_012448
STC1 NM_003155 NCBI NM_003158
STC2 AK027663 NCBI AX027663
STC2 NM_003714 NCBI} NM 003714
STK1! NM_000455 NCB1 NM_000455
STK1S NM_003600 NCBI NM_003600
STK1S intrén 1 NM_003600int! NCBI NM_003600int}
STX15 intrdn 2 NM_003600int2 NCBI NM_003600int2
STK1S intrdn 3 NM_003600int3 NCBI NM._003600int3
STK15 intron 4 NM_003600int4 NCRBI NM_003600int4
STK1S intrén 6 NM_003600ints6 NCBI NM_003600int6
STMY3 NM_005940 NCBI NM_005940

FIG. 6

59



Nombre de! Gen
SUHW1
SURF6
Surfact Al
SURV
SXR

SYK
TAGLN
TBD

TBP
TBX2
TEK
TERC
TERT
TFF3
TFRC
TGFA
TGFbl
TGFB3
TGFBR2
Trombospondina |
Timosina B
TIE
TOMP]
TIMP2
TIMP3
TITF1
TIP1

TK1

TNF
TNFRSF11A
TNFRSF11B
TNFSF11
TNFSF11
TOP2A
TOP2AF
TOP2B

P
TP53BPI
TP53BP2
TRAIL

Secuencia ID

NM_080740
NM_006753
NM_005411
NM_001168
NM_003889
NM_003177
NM_003186
NM_016261
NM_003194
NM_005994
NM_000459
U86046
NM_003219
NM 003226
NM_003234
NM_003236
NM_000660
NM_003239
NM_003242
NM_003246
NM_021992
NM_005424
NM_003254
NM_003255
NM_000362
NM_003317
NM_003257
NM_003258
NM_000594
NM_003839
NM_002546
NM_003701
NM_033012
NM_001067
AF071738
NM_001068
NM_001953
NM_005657
NM_005426
NM _003810

ES 2314378 T3

Procedencia
Secuencia
NCB1
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCB1
NCB!
NCBI1
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCRBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
NCBI
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N° de acceso del
GHialigenes2-03 txt

NM_080740
NM_006753
NM_005411
NM _001168
NM_003889
NM_003177
NM_003186
NM_016261
NM_003194
NM_005994
NM_000459
U86046
NM 003219
NM_003226
NM_003234
NM_003236
NM_000660
NM_003239
NM_003242
NM_003246
NM_021092
NM_005424
NM_003254
NM_003255
NM_000362
NM_003317
NM 003257
NM_003258
NM_000594
NM_003839
NM_002546
NM_003701
NM_033012
NM_001067
AF071738
NM_001068
NM_001953
NM_005657
NM_005426
NM_003810
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Procedencia N° de acceso de

Nombre del Gen Secuencia ID Secuencia GHlallgenes2-03. txt
TS NM_001071 NCBI NM_001071
TSC2 NM_000548 NCBI NM 000548
TUILP3 NM_003324 NCBI NM 003324
upa NM_002658 NCBI] NM 002658
VCAM! NM_001078 NCBI NM_001078
VDR NM_000376 NCBI NM_C00376
VEGF NM_003376 NCBI. NM_003376
VEGFB NM_003317 NCBI NM_003377
VEGFC NM_005429 NCBI NM_005429
vim NM_003380 NCBI NM_003380
WISP1 NM_003882 NCBI NM_003882
Wnt-5a NM_003392 NCB! NM_003392
Wnt-5b NM_032642 NCBI NM_032642
WWOX NM_016373 NCBI NM_016373
XIAP NM_001167 NCBI NM_001167
XIST M97168 NCBI M37168
YB-1 NM_004559 NCBI NM_004559
ZNFZ17 NM_006526 NCBI NM_006526

FIG. 6
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<110> GENOMIC HEALTH, INC.
SCOTT, Randal W.
BAKER, Joffre B.
KIEFER, Michael C.
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LISTA DE SECUENCIAS

<120> USO DE ARN INTRONICO PARA MEDIR LA EXPRESION GENICA
<130> 39740-0007 PCT
<140> No asignado
<141> 2004-02-19

<150> US 60/448.991

<151> 2003-02-20
<160> 67

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0
<210> 1
<211> 1566

<212>

ADN

<213> Homo sapiens

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

misc_feature
(802)...(1027)
n=a,t,c,0g
misc_feature
(1126)...(1518)
n=a,t,c,0g
intrén

0)...(0)

<223> MGB-CEP1 int 1.1

<400>

1

gtgagtgtcc
ggtccccggc
€gggggcctc
tggggccctg
gtccggatgc
gcggaccctg
gggcacatcc
tgctgatggce
gatctgggaa
ccagagagga
gtttttaatt
tccaggttga
ccecgettege
ccataaatac
nannhinnnnn
nannnnnnnn
nnnannnnnn
nnnnNNNCtCe
gtccgtttag
nnnnnnnnnn
nnannnnnNn
npnAnnnnnn
nnnnnnnnnn
annnnnnnnn
nnnnnRnnnn
nnnannnnhn

ggccgcggag
ggagtccaga
tgctccecce
agtccttegg
ctccagageg
gccttgggot
gcgaggcggt
ttcggggtog
ttaccctgaa
ctctggacgt
aatatcctgg
gaggatgggc
agcatctgag
tctaaaccag
nnnANRRNNN
nAnnnnnnnnn
nnAnnnAnnn
tgagctccga
tcctttecte
nnnonnnnnn
nnnnnnnnnn
nanAnnnnRnn
nnnRANNNNN
nnAnnnRnnn
nnRnANRNRNN
nnnAnnAnca

gcgeacctgg
gccgggcgeg
gggacctcac
cccggecteg
cctgctagtc
ccegegectc
ggcagctttg
gctccagaga
gcagcaacaa
gctgtactta
agtagtgtca
aggagtggga
agccctggat
cnnnRnnnnn
nannnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnANNNNNN
gaaagctgac
ctttagcggg
nnnnnnnAnn
nnnNARNARNN
nnannnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnAnRRRNN
nannARNANN
catggcctog

cacagcaggc
cgggagctcgg
ccgeeggeeg
gacccggagc
agaccgtege
agcgraggcg
ccgtrtcttt
cttttctgtc
gcctaggttt
ctggacttge
acccaggaaa
gtgcagagog
gacatctgct
nnRRRRNNAN
nnnnnRNNNN
nnnnnnnnnn
nnAnnNNnnn
agacagctgc
catgtaggta
nnnnnnnRnn
nnnnannnnn
nnannnnnnn
nnannnAnnn
nnnAnRNAnnNn
nnnnnnnnnn
gagcctgtac

agggccagga
ggctggegge
ggccaaggcg
tgctgacggt
cggcgagcag
gggaaactga
ctttoggagce
agcggaacag
tcagcagaga
aatactttca
tacttctgec
ccggecatgg
ccgatccegg
naRARnNNNR
nnnanANNnn
nnnnnannnn
nnnnnnnnnn
ttggtgtica
ctattnnnnn
nAnpRNnAnn
nRNRAnANRKn
nnnnnnAnnn
nnnnnnannn
nnnnnannnn
nRnNRRNNAN
caggtgtcag

agagtgttta

tgcagctccg 1

ccacgaccge
tccegeeceg
gcaggagggt
gggccgggec
cggcaagttc
cgcetgttcc
actttgottt
aaatgctttt
aaggcoggtt
ggacaccatc
ggcagacttc
nnnnannnnn
annnnnnnnn
nannninnn
nnnnannnnn
gagcttgtct
npnannannnn
nannnRNNNN
nnnnnnannn
nnnnnnnnnn
nnannnnnnn
nanhnannnn
nnnnnAannnn
ctgtgctctt
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<210>2

<211> 4985

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<221> misc_feature
<222> (83)...(253)
<223>n=a,t,c,0g
<221> misc_feature
<222> (1975)...(2296)
<223>n=a,t,c,0g
<221> misc_feature
<222> (2445)...(2468)
<223>n=a,t,c,0g
<221> misc_feature
<222> (2499)...(2551)
<223>n=a,t,c,0g
<221> misc_feature
<222> (4295)...(4352)
<223>n=a,t,c,0g
<221> intrén

<222> (0)...(0)
<223> MGB-CEGP1 int 3.1
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<400> 2

gtacctctgc
cgcacacaca
nnnnnnRnNnn
nnnnnnnnnn
nnnnannnnn
aatatagtgg
gagcctgctc
caatgaagtg
tgagctccga
ctacgtcacc
ttctcttcat
attcttgaga
catcctttta
ttcectcttgg
acccctttgg
ttcttctact
caagggtttc
ttatacttaa
ggccaatggg
gggaagtcac
cttgataaag
ccctgeactc
gcacagagtg
ggaagtcact
agccatcgct
ttaagatcac
tgcaagccce
agttectttc
ctaaagagta
cgttgtggtc
aaattcatgg
ctagggtttt
tctgatatgc
nnnnRNNNnn

ccagctgtgg
cactgactct
nnannnnnnn
nnnnnhnnnnn
nnnatcttta
atgatctgcc
cctoctctgg
ccctgtrttce
ggggcagaag
atttatcatt
tctcttrget
ggaaggggca
actcttccct
agttgcatct
ccatgtgctg
atttaatcac
ttcatggaag
ctagaatacc
tttgatggct
acatactggc
tagcagttgg
ttgtccaatg
atccgaatct
ttggcttcct
tgagccctca
ctcttatccc
cggactgatt
tgcaaactgt
tttgaagtga
tggaagtgct
gagtgtcagc
gattcttcaa
acattaaact
nnannnNnnnn
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atgggogcag
agnnnnnnnn
nnnnannnnn
annnnnnnnn
catagaatac
aagtttttca
gtgaggtaggg
agccccaage
ggctcectee
cctctgtaaa
ttgagtttat
ttaagtacat
gectctttett
gcctattttt
cttattcttt
aaatttatag
atgattttrg
tgtttgggta
atcatcaccc
tttgatcagg
gtttcatttt
taggccaaat
cagggcatct
ctgcaggtag
cggtctgggt
tgtacttcca
agagacacag
gttttctaaa
acatttttgt
ctctgtgatt
caacagatta
atagaacagc
ctatgaaact
nnnnnnnhnn

agccacatct
nnnnnnnnnn
nnnninnnnn
nnnnnnnnnn
atttcaaaca
daaaggtgct
aggaggctgg
tagatccggc
ctggacttte
tttgceggaa
accttrrtrtc
gtggccaatc
aagctaaaga
aggggaagtg
cccattactt
attgttttaa
tctcatttic
ccaagaaaaa
agagcctget
cagatttcct
cctgecaggt
tcgagatgag
ctccttttga
c€tggggagag
cccacccagt
gagcectggc
gctcctcata
ttttctacaa
ctggaactaa
ttctgttgtg
tagcaattgg
ctgtaaaaag
gtaggcttaa
nnnnhnnnnn

gagaccctct
nnAnnnnnnn
annnannnnn
nnnnnnnnnn
tgactagatg
gaaaaccaca
atccttceca
ccttccatgt
cgtgctgtag
actcttctct
attcctctgt
agttattttt
gtcacatttt
ccctaaatac
aagaatgagg
tcctggtett
caaggatggc
ttgtcagagg
cattctcage
atcttgtgce
tctctggagt
aatgaattag
ttgctcaaag
atgtgggaac
tacaaagcag
tcagcceeac
ccagaagcaa
ttcagacatt
aaccaaaatc
tttcaacctg
taacggagaa
ttttcttcta
aaacccacag
nnnannnnnn

cccttgeacg
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnARNNNN
tctcagoage
gcaccagtat
tgcagacttt
tttgcatttt
ttteettege
tctgatgtce
tacttagtag
aactgaatgt
ggtggctgtg
tagcctatta
tcattttaat
ggtaactttt
agctcacace
aacccccagg
gtttgaggcg
aggtgtagcce
cattggtgtg
gaggccagtg
ctgcttectg
tgcaggttaa
ctggtagcga
tctcecctec
atacaaatgc
cttggatccc
taagaatttg
attgcttggc
cctttgeatc
ggatttccte
tggtannnnn
nnnnnnnnan

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600

2040
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nnnannANnn
nonnnannnn
nnnnrnnnnn
nannnnnnnn
nnhnANNNNN
aagctagtat
agggcatcat
nnannnNnce
nnnapnnRnn
tgctcaggcet
tggtgtactg
gtgcrttcag
atatttrttgt
gaatggggga
cgtgacaacc
aacagattaa
tttgaggtca
tctrggtaac
atcacaatgg
ctctgaggca
agcagcagca
gggcagtatt
Ccaaacacaac
ctccegegee
agagaaagct
tggcatggat
taactgtcag
ttaacccttg
ccgtrtaagc
tagaacctgt
gtgaaagcaa
cattgataga
tgcacgaatg
agatgtcttyg
aggatctcaa
accrrgctgt
tceccettccc
aaaaattgta
nnnnannnnn
gtcagaggcet
cagattccgg
agaagogtgag
agagtatgtg
tctecctttec
cgtgagtacc
tgtattggga
gaataaattt
aatgtggggc
cgctctecca
ttcag

<210>3

<211> 2556

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<221> misc_feature
<222> (507)...(743)
<223>n=a,t,c,0g
<221> misc_feature
<222> (1584)...(1678)
<223>n=a,t,c,0g
<222> (2428)...(2474)

nannAnnAnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nannnnnnnn
nnnnnnccac
tttctattge
aatcattgac
ttagagactc
nnnanannnn
ctcagaatga
atgccttttc
caggacctgt
trggtttcca
tticcaatgt
agaccaattt
tctgetcace
cttcttgaaa
ttcaggtota
catctggcat
gtaaaggtca
gctggcctgt
atatttaccc
gctttctggg
atctcagtac
ttccaccaat
gaatgaatcc
gcaaaagagc
cactgtcttc
acagtttgac
tggctaaggt
ccrtttrgta
gagccaatga
caaagaagca
aaagtattct
agaattagtt
gcccectcat
accatcatac
cagcagctac
nnnnnnnnnn
tatgccctga
ggcatgtggc
gattggtggg
aaaaaattga
tctttacatt
agttcctggg
aggctcccaa
ttcatgtcta
tgatggagac
gggctcagga
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nnnannnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnRnnnn
nnnnnnnnnn
agtggatacc
tgttottttt
tctgagggaa
caaagctgtg
nnnnAnNnNRAn
gcactcctct
agggcaacag
tacccgtttt
gaaataatct
ttctgagetg
tggaaagagc
ccagcagtag
agctgtcage
gcttgatgtg
acaggcattc
ctttgcaaat
ttgggagtgt
ccgagcacta
ccttctcaga
tggggtgcaa
ccagtgcaag
cagcaaccag
aagagogttt
tggaatagga
agctctggag
tttaggggca
ctcgtgttga
caaccaagtc
acataggaac
agggtatgaa
ttgagatgag
ttagatgtgt
tacaaggtta
cacacacgag
nNNARRANRNN
gggagggatc
ccgtacgagg
ggcagagagg
gaatcttgat
cttgatcagc
gtcagcaggc
ctcgttagga
ttaattggcc
ctaagcagac
ttctgaccac

nnnnnnnnnn
nannANnRNn
nannanAnnnn
nnRnAnnnNn
ttcaaagtga
aataattatt
agctcaagat
ataaagagnn
ncceggeceg
tttgttttgt
ggaaggtgte
atgtcatgtt
tcagtogage
trteectect
tagggccatt
tctigcatta
gtttccagag
gtaggacatt
ttacgaaata
gtcttaacag
actttccagg
gttacttccc
caggacactg
atcacatctt
tctctttetg
cagactgagt
taagagagac
atgacatctg
tgggagctgg
caatatagaa
aaacagtgcc
cctactcteca
aggtaattaa
aagaattcct
gcagaatgct
gccgagecect
agcctaatca
cacannnnnn
nngttcrtgt
aagggagtog
atgccaaaat
ggcgttgaaa
cattctatct
tcttgggtaa
tctgatcctg
gagttgagac
taggttgact
agatctgtgg
agcctagtca

nanninnnnn
nnnnanRNRn
nnannnnnnn
nnannnnnnnrn
ttaaaagaag
taccaaatgt
actgnnnnnn
nnnnnnnnRntn
cctrtgrtec
gtgttctgag
agggtggcaa
ttcctcccaa
cctgatcttg
ggtgaacgaa
tgctgggctg
agtcagagtg
ccatttaagt
aggtggtagg
ttrcttgtgt
tcrtgtaaac
tgttcctgec
atgctcggcet
cttctagagg
cggaattacc
tgttaattga
gctggagtge
tccagaaagt
ttrgtattaa
agagagaact
gggtgttgga
ctactagtat
gagatgtrtt
taataaagta
tcaggatgct
ggtaaaccac
gcaagaacag
gaatttactg
nnnnAnnNNN
tgcrgttger
ctgagggtgg
gccacagrca
tgrtttgaaa
gaacattrtc
agacatggca
catgcaatag
atcgtatctc
ttaatgacat
gccaccectt
cctgtegeac

ARNNANNNNN
nnnnAnnnnn
nRNRRANNNN
nnnnnnnnnn
gtaacacagg
tctttaatat
nnnnnnnnnn
nnAnRnANNNN
tattcatggg
aatatttaga
agtggaggct
ttcacaaggc
gggtgcacca
ccatcctgga
cctagtttgg
ctacaaaggc
ctctattatg
ttctctgtgt
aggtgaatta
agagtgaaaa
cccattrctrt
gacccaagga
cagctgtcac
agccagagca
cagccaccct
aggcagctca
atgggatata
aacaattgtt
ttgacttcac
ttctagagaa
tagagtgtct
agagttacat
taaactgagc
ggtaggcagc
acgggcagtt
aagcagctgt
tatacctcaa
nnRAtnANRNR
gtgtgatgct
tcacagaaga
cactcaccte
attatcttca
ttaggaggat
gagataagag
agagctccag
ttgggtgaca
atacttrttca
agccetttgc
actgctgttt

4620
4680
4740
4800
4860
4920
4380
4985
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<223>n=a,t,c,0g

<221> intrén

<222> (0)...(0)

<223> MGB-CEGP1 int 4.1

<400> 3

gtaagtatgg
gtggcccage
cacgggatac
aagggaaatg
gtgtgaatgt
tggcaatcac
ttccgcagac
gccttrecca
ctgtttaact
annnnnnntn
nnAnnNNANNN
nnnannnnnnn
nnnnnhnbnn
acagggcagc
gttgacttgt
cttrgectcat
ctrgtgttita
acgattgtag
ctaaaccacg
gccatggaca
gaggggacag
ccaccccaaa
gacatgctct
gagtggagac
tcacctgcegg
99cg999999
actgctcaaa
nnnnnnnnnn
tttgaggaat
tcaatttttc
tataatcaca
ggcctatgta
ccgtrtcect
tggcttrree
gttactgtca
ctagattgaa
ttattccage
taaacttctc
ataataaaag
cccatgtttc
ggtctgactt
nnannANNNN
ctcagtgctt

gccagtgcac
tcagaagcac
cgacctctac
atattttaaa
tggggggcag
agctctttge
actactccce
agcectectg
tctaataagg
nnnnnnnnnn
nnnannnann
nnnnannnan
nnnnanhnnn
catctrgtac
gtgttgatgt
ttttcctcte
atgagtgggt
taacaaaact
atttatgcca
gaagacccct
tttcactggr
gctgtccaag
tagggcccct
cattttccca
ggcgagaccce
tgggcacctg
taatartgtt
nannnnnnnn
taacaaagaa
catattccta
ggacaacaca
aaatgcaaac
tgccagaggt
tcttrttgge
cgttaattgt
tctgatgaga
ataaagtgct
tagatagaac
tcteteccce
agcatttcta
ggagttatgt
nnnnaatcag
tatgtattga

<210> 4

<211> 1716

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<221> intrén

<222> (0)...(0)

<223> MGB-CEGP 1 int 5.1
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acctgceatg
cacctcatgg
caagtacttg
aaggaactca
ttctcectgt
caccaggtcec
ttgcctttgg
ccttectgge
ataagennnn
nannnnnnnnn
nnnannnnnn
nnnnannnnn
nnnccatcct
tttggctcce
gtctgtctcc
agtcctecce
aaatoggtgg
ccacctggga
ggggaagcac
gccatttogt
gagggacttc
ccaaggctgo
cgaagtcagg
cctecagate
tcaacatttc
taagctrgtt
ctgnnnnnnn
nnannnnnnn
aaaaactaag
tttagttgtt
aatatgtaat
actccaaagc
aaccacggtt
ctatcatcaa
gtgcagaatc
gaaattctga
atagcatttc
aaagcagtag
aactctccca
caatttgtat
ctttegtnnn
aatttctctg
ttcattttge

ggaaccgtcg
cacggctgca
ttcactocag
tcaggaggaa
tcccacagaa
tgcttcccct
agaacagccec
gtggtggact
nnnnnnnnnn
nnnnannnnn
nnpnnnnnnn
nnnonnnnnn
ctgctatcag
acagcacttt
¢caggtatga
tggtacctgc
¢ctacaccat
acaggaaacc
tgaggagttc
ggggatggtg
tctccattgt
tgccaccatc
ctgtcectga
ttcggaagga
atagtctttc
tttaaagatt
nnnnnnnnnn
annnNnnnNnnn
acctagaatc
gttcatatgc
tagttctttt
atataaagaa
agcagtttga
tacattcata
atcctgtgat
catatatgta
ccaaagccecc
tcragaatct
tctecctett
tgtaactate
nnRNnannNNn
gagcaaacac
tgtcag

tattccacag
gcagcaggga
aagggtggtc
atgaaattca
taaaaccaaa
ataaacctca
aaatcctttg
ctcactcaac
annnnnnnnn
nannannnnn
annnnRnnnnn
nnhnRNNNNn
aagcctcctg
cctcagctgt
gccececteca
tatgggatat
cgggccegeag
actggcaatt
cctttaggaa
gtttatggtg
ctcectcaca
acactcaagc
gggcttccag
agacccagac
agggaacagt
ttaaatgtct
nnnnnnnnnn
annnnnnnnn
tcaccacata
atacacaatt
gaattagaaa
aacatgcagt
tgaatagata
tatagtcttg
tatccttect
caaattaaat
agtacagctg
cttggtataa
cctgtatgac
tgcatacaca
nnnrbnnnnn
agccctgtgt

gctgccttet
aggcagttag
tcccttaggg
ggagtaagga
tgtcctcatc
tctgectect
atgcctccag
Cttcaatatt
nnnannnnnn
nRnnanRnnnn
nnnnnannan
annnnannnn
ggtgcttcag
atagctctgg
agtcagggac
gCtcagtaca
ctccrgeacc
catggtgttc
ccttcccaaa
agtaggagat
aagcagactg
aacaggttct
tgagctagca
cctccaagac
tgctgaaggg
ttaagatatc
anannnnnnn
nnnnphnncg
accagctgtt
tttacatagc
aattacaaag
ttccegecte
gttttgtagt
ataattacca
tctaactaat
attgtctgrt
tattaatagg
ttrcccttat
tttgtttaaa
gacaccacag
annnnnnAnn
ttgtggaaat
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<400> 4

gtgagtggca accccaacac tgagtgaggg tctgcaccag cctgeetgte cctaccecta 60

ccccttaatg gtgtttagca cagatgcagg ctgtttcctg tgcatttgee cccccageag 120
gcecctgtget gettcgecatg ctacagtggg agtggtctag geetgrgggg aaggecccte 180
tctccctgtg tgaccttggg aagcccttcc tcctctcctyg gactaggctg ctectaacge 240
tggtattcca gagactggca caacacctcc caggaggcca gggcagcacg aagttagage 300

tgtttataat
atgcctgect
ccaaggctct
ggtcagtgca
ccctttaacg
agagtcacat
gatgagcaat

<210>5

<211> 2041

<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>

<221> misc_feature
<222> (559)...(869)
<223>n=a,t,c,0g
<221> misc_feature
<222> (888)...(1052)
<223>n=a,t,c,o0g
<221> misc_feature
<222> (1102)...(1380)
<223>n=a,t,c,0g
<221> misc_feature
<222> (1393)...(1692)
<223>n=a,t,c,0g
<221> intrén

<222> (1841)...(1907)
<223> FOXM1 int 3.2
<221> intrén

<222> (1871)...(1936)
<223> FOXMI int 3.1

gatgcggcac
tgccctteac
tttictccte
atatacctec
ggctgtgtct
atctttcatt
ctaactcatt

ttctggccag
ggtgtgtect
gactcagogg
aaaatctttt
ccecacagagce
cctcttatgt
cagtctgaga

caggagccag
tcactagctc
actgaagctt
ccatgtttaa
ctcattacaa
ctgggatttc
accgtgectct

ggccgtatat
cattttagag
gcattcccta
tgtttgcetaa
cacattttta
agcaaacaca
tttgcttcte

ttcrggeggg 360
gtttccaggc 420
gtgtctcttt 480
ggatctgtgg 540
ttgcgtgaac 600
gttgtatggg 660
ttgtag 716
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<400> 5

gtaatgtgtc
tgtactgcaa

aatgtatctt
ctccttaact
caagcccact
agtagtttta
caagatgtca
cttcattcat
gtcagagcca

tttcctcatg

annannnnnnh
nnannnnnnn
nnhnnNhnnnn
nannnnnnnn
nnnnnonnnn
nnnanhnnnnn
nnnnnRNnnnn

nannnannnn
tccatcaget
nnannnnnnn
nannnannnn
nnonnnnnnn

lalelslelstalelaly]
ttaatttcct
nnnnhnnnnhn
nnnnnnnnnn
ananAnnnnn
nnnnnnnnnn

nannnnnnNnn
tcactacctc
ttatcacaat

gaaggtgacg
ccagacgaag
tgaagggtga
g

<210> 6

<211>993

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<221> intrén

<222> (52)...(124)
<223> FOXM1 int 4.1
<221> intrén

<222> (110)...(185)
<223> FOXMI int 4.2
<221> misc_feature
<222> (249)...(397)
<223>n=a,t,c,0g
<221> misc_feature
<222> (442)...(749)
<223>n=a,t,c,0g

ccacagcaac
cttgtatctg
ttagattgtg
acttcatgtg
trtctgetac
tgaaaatgtc
tctcetgtag
ggaaagaccg
caaatgaggt
gtagaactcn
AnNNNRNNNN
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nannnAhNNN
nnnNnRNRRN
nnannnNnnhn
nhnnaRnnnn
nnnnannRNn
tactttccta
nnannnnnnn
nhannnannn
annAnnnnnn
AnRRNANNNN
aghnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnARnRnNn
nnnnhnnnnn
nannnnnRnn

nntaattccc
acagccttac
ctaaggttgg
gctctgegot
cctgtgctga
tgtttctgaa
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caaaatcaag
ggacagcagt
actcaatctt
ttactaccta
actcaacagc
ttgattaaaa
cgtcacatag
agatgcctgt
cttctgacgg
napnNANNAN
nhnRNRNNNN
nannnnhnnn
napnnanNnan
nAnnANNNNN
nAnRNANnNANC
nnnnnnnnnn
nnnARANNNN
nnRnnannnn
gnannnnnnn
ARNNRRNNNN
nannnnnnn
nnnnnnannnn
nRnNNNNRNN
nnnnnnnnnn
nAnnARNANNN
nnannnnNnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn

tagtttctta
tctgettttc
catcagtctt
gtggagtgtc
gcacagtggg
tctaaagtag

gtcagcccag
taagtgcaaa
attgaatcca
aagtccatgg
cgtcctagat
aaaaaaatgc
catttctagt
gagtcaacat
gtgctcaatt
nnnnnannnn
nnnnRhRNnn
nannnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnAnnnnnnn
ctcatggtag
nnARNNNNNR
nnnanNnNRn
nncatggtag
nnnRnnnhnn
nnrAnnnnnnn
nnannnnnnn
nnhnnAnNNn
nannnnnnnn
nnnnnnANNn
nnnnnnannn
nnnNRNRNNDN
nnnnnnnnnn
nanannnnnn

atttctctga
tagcccctga
tattccegta
aggagagttg
aggggcctga
ctgataacca

cctgacagtc
ggacactaga
ggcaaaatca
agggtcttca
gccagecaget
tgtctgtgag
gggcaggggt
agctcacgca
ccaagtcaag
nnanannnnn
nnnnnnnnnan
nnnnnpnnnn
naRnnANRnn
nnnannnnnn
aactatgnnn
nnnnnnnnnn
nnANANRNNAR
aacttttaat
nnnnnnnann
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnannnnn
nnannnnnnn
nannAnnNNn
nnannnnnnn
nhnnannnnn
nnnnannnnn

gccacctttc
cagctatcta
gaatagatgg
ccaagagggc
ggctggtrtc
gttgtcttgc

tctccagtge 60
atgataaaca 120
ttaagaagag 180
atgtagcact 240
agagtagcta 300
cctcatgace 360
tttcctttca 420
gttggtcogt 480
tgtgctttgt 540
nnnnnnnnnn 600
nnannnnnnn 660
annnannnnn 720
nnnnnnnhnn 780
nnnnnnnnnn 840
nnnannnnnnan 900
nnnnnnnnnn 960
nnnnnnnnnn 1020
tttactcect 1080
nnnnnnnnnn 1140
nnnnnnnnnn 1200
nnnnnnnnnn 1260
nnnnhnnnnn 1320
nnnnnnnnnn 1380
nnnnnnnnnn 1440
nnnnnnnnnn 1500
nnannnnannn 1560
nnnnnnnhnn 1620
nnnnnnnnnn 1680

ttgctattga 1740
ggtcrrttct 1800
gtttatggct 1860
tgcaaagaca 1920
cccatgtgtt 1980
tcttcttcca 2040

2041
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<400> 6

gtgaatgccc
aaggaaacaa
acccaattag
acacattttt
ccccagggnn
nannnRNRnN
nannnnnAnn
gctctaaaaa
nnannnnnnn
nnhnnnnnnn
hAnnAnANNN
nnRNnNNNNN
nnhnnNRNNn
ctaccagaac
ctggtagctg
tcaggaataa
catttctctc

<210>7

<211> 602

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<221> intrén

<222> (0)...(0)
<223> FOXMI int 5.1

<400> 7

gtaaggttct
gctttagtgg
taggtgccag
cttccatggg
cagcagccac
gcctagettt
ggacacgtgg

gcccactcat
tctetctgog
atccccrett

<210> 8

<211> 4656

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<221> intrén

<222> (0)...(0)
<223> FOXM1 int 7.1
<221> misc_feature
<222> (316)...(615)

tgctttectc
gttctgctag
tgacttgcac
gtgccagacc
nnnnNAnNRnN
nnnannnnnn
nrdNNNNNNN
aagccctrce
nnhnnnnnnn
nnannnnnnn
nnnnnnnnnn
‘Aannhnnnnnn
nnnnnhnnnn
gtctttrcag
taaccattct
gtgtttttcc
ccacaatgcc

ttccctctgg
acagagacaa
ccctagacac
catcacaagg
aagcgcatgg
tctrtgecac
gtgaagcggt
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taaatagggc
toatgcttte
aaaacccagt
agagcaagga
nnnnhRnNNNn
nannnnnnnn
nRnARNNNNN
thnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnRnhnNNn
nnnnnnnnnn
nhnnnnnnnn
nnhnnnnnng
aaagaagtta
cctgggagga
caatccggtc
tggccgcecac

ctcggggett
gatgtgatgt
agaacaccct
gcacactgag
caccagcctc
gcatatagct
agtgccacte

Ctaagttgga
atttgatcag
gaattaagta
gaaggctgtt
nnnhnhnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnntac
nnannannnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
annnnnannnn
nnnnnnnnnn
cctgecttag
ttttogtttt
gcagttgtct
aaattgacca
cag

ggcctrgttt
ggggaagggt
gagggtcagg
cagagcaggg
aggggcggea
acctgctctg
tgccatcatg

ggttgtcata
gggagagtta
cacttgacaa
ctgacccaac
nnnnRNnnnn
nnnannnnnn
aagaaattct
nRnNnRhnnNn
nnnnRRnnhn
nnnnnnRnnn
nnnnanRnnnn
nnnnnAnnnN
gctggagacc
tcagagtgcc
ggggtgtctt
cgttggtgot

tcettteact
ccctatggec
cacacaccca
cacagcaggg
gttcgttcgc
gcatccccca
tgtctgtagg

gccatctcaa
gaagccagcc
ataccaaatg
agaaagggct
nnnnnnhnnn
nnnnnnnnnn
gggaatgctt
nnnnRRRNNN
nnnRRNNAnn
nnnRRNNANn
nnAnphRNNPNN
nnnnnnnnnn
agaagctgag
cataaggctg
ttgtcatcag
aacttcatct

gctcagcatg
atgttttgtc
cttcecteec
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

cacagttttg gagactgctc gcctacgtce atcccctcag grrggectcce 480
ctgtcattaa ctcaagcaca caccaccaga gcagctggtg gggttttgce 540
taccttattg tgttaacata ggtttctttc tctccccatc tgccacaage ggg
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<223>n=a,t,c,0g
<221> misc_feature
<222> (626)...(930)
<223>n=a,t,c,0g
<221> misc_feature
<222> (1044)...(1259)
<223>n=a,t,c,0g
<221> misc_feature
<222> (1452)...(1802)
<223>n=a,t,c,0g
<221> misc_feature
<222> (2085)...(3116)
<223>n=a,t,c,0g
<221> misc_feature
<222> (3138)...(3433)
<223>n=a,t,c,0g
<221> misc_feature
<222> (3442)...(3728)
<223>n=a,t,c,0g
<221> misc_feature
<222> (3814)...(4081)
<223>n=a,t,c,0g
<221> misc_feature
<222> (4289)...(4371)
<223>n=a,t,c,0g

<400> 8

gtgggtgtcc
gcttgcaaag
ggcataaaaa
aatgtaagtg
agtgattgtg
gaaagagatg
nnnnnnRnnn
nannAnnAnNn
nAnnnNnnnnn
nnnnnnnnnn
nannnnnnnn
nRnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnAnn
nAnANANANN

tattttcctc
cactctgata
catagggaag
gtgtcagaag
atagatgggc
gatttnnnnn
AnANRNnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnngtgga
annRNRNNNN
nnARNNANNN
nnnANNAnNn
annnNANRNN

ES 2314378 T3

tgaagagaga
agtgttcctt
tgtaatagca
gcccataaat
taggattatt
nnannnnNnnn
nnnnnARnNnn
nnnnnnnnnn
nnnANRNNNN
nnAnnNNNNn
tttgannnnn
nnnARNNANN
nannnnnnnn
nnnANANNNn
aAnAnRNNANN

ttctggccaa
gagagcttat
ttagaagagc
acctgatgag
aaggaagata
nnnnnannnn
nnnnnnnnnn
nnnhannnNnnn
nnAnnnNNnnn
nannnnnRnn
nnRNARRRNN
nnnnnannnn
nanannnnnn
nannnnNNnn
nnnnnnnnnn

ttaagaatgt
aaatctagtt
taaaaaggta
cttgtaagaa
cacaagggag
nnnnRNANNN
nnnannRnnn
nnRnNANRNN
nAnNnNRRRNRN
nnRNnNONNn
nnnfRNNBNN
nannnnnnnn
nnnnnnnnnn
nannnnnnnn
nnnnpRNANN

tggaccttca
gggtagaaaa
tttggattac
ttcagacaaa
gcaggcctta
nnnNARRNNN
nnRNNRNNNN
nnnnnnAnnnn
nannnnAnnRn
nnnnRNNANN
nppnANNNNN
nannnnnAnnn
nAnRANNNRAN
nannnnnnnnn
nnnnnnnnn

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
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nARRNANAND
agagcatgct
aaagtgactg
nnARRANNNN
nnnanhnnnn
nnnnnAnnnn
tctapcttga
tctgcactta
aagcttecec
cttgggtttg
nnnnnnnnan
nnannRANNn
nnnnaRnNRn
annRNANNnN
nanannnnnnn
nncatattac
gccgtageat
gctceetete
atttatgatg
gatagccatt
nnnnRnnAnn
nnannannnn
nnnannnnNnn
nnnnannnnn
nnnnnnhnnn
nRnnANRNNN
nnnhnNANNN
nnnRnannnn
nnannnnnnn
nnRARRRNNN
nnnRRNARNNN
nnnnAnRhRNN
nnhNhRhNNN
nnnnnnnnnn
nnanAROnnn
nannannnnn
nnnAnNnANNN
tcaatttgtg
nnnnnnRNAnR
nnnRARNNAn
nnRnANNNNN
nnnnannnNn
nnnnannnnn
nnAnANNNnn
nAnRNANNRNN
nnannNNNNn
nnoRNANNNN
nnANNNNNCC
atatttttct
nnnnRRANRN
nnannhnnNNn
nannnnnnNn
nnnanannnn
ntgtttgtty
ttatgtagtc
aaggtcaccc
atgattttaa
nnRRNhNNAN
tattrtrcatg
tcggatgaat
agaattgaac
tcaaaacgac
gaccgttggt

nnnnnnnnnn
aatgggcagt
ggtcagacta
nAnNNARNNN
nanAnnRnnn
nnnnnRNRNR
ggggaaggtg
acactgttaa
catcccette
cannnnnnnn
nnnnnhnnnn
nnnnnnannn
nnnANNRRAN
nAnnannNRnnn
nnnnnnannn
acacaaaatt
gtgccctgte
caccctacca
ctttcttgea
ttatatgtac
nnnnnnRnnn
AhNANNRNNN
nnnnnnRnnn
nnnnnnnnnn
nnanANBNNN
nnnnnnnnnn
nnanannnnn
nnRRNANANN
nnnnannnnn
nannnnRnnnn
nnRnRRANNN
nnnannnnnn
nnnnnnnnnn
nnannnnnnn
nnnannannn
nNNNANANNRN
nnARRNNNNN
agagctennn
AnRANNRNNN
nnannnARNn
nnpRnRNNNN
nnannnnnnn
nnntgtgaga
nnpnANNNNN
nnnnAnnnnn
nnnnnRnnnn
nnnnnRnnnn
ctgtgagagc
acttctattg
nnnnannnnn
nanAnRNNNN
nnnnnannnn
nnannannnn
ttrettaact
aaatgtctct
gcaccctcag
ggttttcatt
nARNANNNNN
cattaaatct
gctattataa
taccaacttc
acaaagagga
tcaccrtatc
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nanAnnnnnn
gccatggagg
actnnnannn
annnnnnnnn
nnnanannnn
nnnnnhnnnn
agaagggtaa
agggttctgt
agagagatga
nnanRnnnnn
nnannannnn
nnnnnnnnnn
nannnhnnnn
npnnRNNNNN
nannnannnn
ataccacaca
tgggttttca
tcacccacat
tattttatca
acatacaaca
nnannnnnnn
nnannnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnpRnnnnnn
nnnnpnnhnn
annnnannnn
annnnnnnnn
nnnnnnhnnn
npnnNNNNNn
nnnnannnnn
nnnnnnnnan
nnnanannnn
nnnnannnn
nnnnanRnnn
nnnnnnnnnn
nnpdnnnnnn
annnnnnnnn
nnnnnRnnnn
nnnnnnAnnn
annnnnhnnn
nnnnnanNNn
nnonnnnnnn
gnonnnannn
nnnannnnnn
nnnannnnnn
nnanannnnn
annnnannnn
tctttgtiget
tttatctctt
nnnnnennnn
nhannnnnnn
nnnnnannnn
nannnnnnnn
ttgtttatgg
ctrcrcrttt
attgtatatg
trtittttan
nnannnannnn
ttgtatacag
ttatgccact
aacatacatc
tcagaacccy
tetgtrtccc

gtagatttgyg
cgggaaatgc
nnnnnnnnnn
nannnnnnnn
nhannnnnnn
nnaonnnnnnn
attcagagcc
gagtacggac
aaatagcata
nnnnANNNRNN
nnnnnnnnnn
nannnnnann
nnanRanNnnn
nnannnnnnnn
nanhnanninn
tacataattt
tgcagtggot
cacccctact
atgerettag
cacagaacat
anhnnnonnn
nnannnnnnn
nnannnnnnn
nhhhnnnnnn
nannantnnn
nnannnannn
nanpnnannn
asnnnnnnnn
nannnNnnnn
na_nnRnnnn
nnnaannannn
annnnonnnn
nannnnnann
napnnntnnnn
nnnnnnnnnn
annnnnnann
nnnannnann
nnnannannn
nnannnnnnn
nannnnnnnn
nanARNANNN
nannnnnnnn
nanannnnnn
nnannnnnnn
onannnhnnnn
nannnannnn
nnnnnnannnn
taaaataatc
tacnnnnnann
nnnnnnnann
nannnnnnnn
nanRARNRNN
nnnnonnnnnh
tatctcttge
acagrttctg
tagtctecta
nnannnNnnnn
nhonnnnnnn
tgtaagacaa
acatactaca
gtattctcat
tatgtgatat
tttcag

10

gtaagcaaac
agttcgtace
nnnnannnnn
nnnnAnnNNn
nnnnnnnnnn
nnannNnNNn
aacttggatc
tgacatptaa
gagtctggag
nnnnAnnNRn
nnannnnnnn
nnnAnNnnNN
nnnonnnnnn
nnAnnRnNnn
annhAnNnANn
agcgtaaatt
tttctececct
cccaagataa
ttatactata
tgatannnnn
nnnAnnnnnn
nnannnnnnn
nRnnbnnnnn
nnnnnnAnnn
nnnnonnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnann
nRAnRRRRNN
nnnnnnnnnn
nnrnnanann
nnnnnnnnnn
nnnonrNNNN
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnNAnnn
nhnnANAnNN
nnnnANNRNN
nnanRnNnAnn
nnnnnnannn
nnannhnnnn
nRANNNNRNN
nnapnRnNNnn
nnnnnnnnnn
nnannnnnnn
nnannannnn
nnannAnNnAN
nnnnnRRnnn
tterrtettt
nnannnnnnn
nnannnannnn
nnnnpnnann
nnnannnannn
nnnNRRNNNN
cacagtaaaa
ggrttccagt
gattctcttt
nannnnRRNAN
nnnARARNNA
gcatgcaatt
tacccgeatc
atttaataga
ttttgtgegt

aggtgtagag
tggcagtagt
nnnnannnnh
nnannnnRnn
nnannnnnrn
nnnnnnnnng
agccatcaga
cCaaagtgaa
tttagagcga
nnnnnnnntn
nnnannnnnn
nnRnannnnnn
nnRRNANNRN
nnanRanANAn
nnannnnnnn
cattcatgtg
ttcctttttg
ctggttgata
catgtatagc
AnnAnNNnNN
nnnnnnnnnn
AnnAnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnhnnn
nRANARNNNN
nnnnnRnnan
nnnnannnnn
nanRRRNNNN
nnnnnnnnnn
nnannnRnnnn
nnnnnnannn
nnpannnnnn
nnannnnnnn
nnannAnnnn
nnannnnAnn
nnnnnnnnnn
nnnnnngtta
nnnnnnRnnn
nnnnnnnnnn
nnannnnnRn
nnnnnnnnnn
nnnnhRnnnn
nnnnnAnNNnn
nnannannnn
nnnnnhANNN
nnhnnnnnn
nnnnnnnnnn
tatgctgaag
nnanRNNRNNN
nnRRNRRRNN
nnRRNANNRN
nnnnRARNNN
nnannnnnan
ttrtaaagrt
cttggttaag
caggatttgt
nnnnnnnnnn
ntaaggttct
ttatttcctc
trttacccce
ttttaagact
cctgtetggt

2820
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<210>9

<211> 614

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<221> intrén

<222> (0)...(0)

<223> MGB-PRAME int 2.1

<400> 9

gtaagttcga
gcaccacccc
ataatgtgcg
ggagttgtgg
cagggtggogt

ctgggggttg
cagaaatgtc

accacatggt
gtttggagce
cagcagtatt
tctrerttt

<210> 10

<211>432

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<221> intrén

<222> (0)...(0)
<223> MGB-PRAME

<400> 10

gtaagggtga
gtcagggage
gttcagggag
ggcactgatt

tgggaattgg
tgaagtacga
atgagactca
ttttccccac

<210> 11

<211> 3740

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<221> intrén

<222> (0)...(0)

gccctgatte
tgtcccgogt
ccacttgggt
Ctgtaaggat
gcgeatttgt
gggacggecc
gctgcaagac
ctgttgttce
agagatttgc
tgcggaggtt
9gag

int 4.1

ES 2314378 T3

ctecgettee
ccctgttttc
caccceggge
gccttgaacc
aatgcggrgg
aggcagtggc
cgtagtcagg
tcctgeeeec
actgaaaggg
ttcacaggag

cctagcagct tggtgtgogg
atggagcgcc taaggctggg
gccttgggge tactgcaggg
aaaatgcaga ggtgtctgaa
ggaccaggaa ggatcccagg
agtaaaagtg cagatctaag
tggtcttatt ttgagttgat

ag

ccgcagggtg
tctctggaaa
cgectgeece
gaggcggcgg
atgctctoga
gtaggcgtcc
gtccttgacc
tggttcagec
cgggattgag
gecgrtgett

ccctgggaac
ccagaggctc
gtcactcttg
ggaacatgca
atcctagtag
gtggatgtct
Cttaaagcat

11

accttgggcet
tgggttgaag
ggaaaattgg
tgctegtggt
actcggecce
taggaaggcg
acaggggtca
caggaaacac
tcgecagttg
cgtaaatatt

ctgagcagga
tgatggttgc
gaatgggctt
cctgcttect
gaaagggagc
gtttggttct
catctcagct

tgtgcccecg 60
accaaagaaa 120
ccccagttga 180
tggagctcte 240
tctgaaggtg 300
ggagcagagg 360
cttgtgacca 420
tggtgctcag 480
tcagtttcet 540
atacatgtat 600
614

tgcagctggg 60
cagcaaggaa 120
ctggacatgg 180
cctggtgggg 240
agctgatgee 300
tacctacatt 360
aattacctgt 420
432
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<223> MGB-STK15int 1.1

<221> misc_feature
<222> (84)...(151)

<223>n=a,t,c,0g
<221> misc_feature
<222> (321)...(491)
<223>n=a,t,c,0g
<221> misc_feature
<222> (537)...(615)
<223>n=a,t,c,0g
<221> misc_feature
<222> (853)...(894)
<223>n=a,t,c,0g
<221> misc_feature

<222> (1259)...(1309)

<223>n=a,t,c,0g
<221> misc_feature

<222> (1337)...(2516)

<223>n=a,t,c,0g
<221> misc_feature

<222> (2521)...(3567)

<223>n=a,t,c,0g
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<400> 11

gtacaagggg
ggattttgtc
nRRnRnnNnnn
gtaggtgtta
gcctaagaag
tgcagaggcc
nnnRnRnnnn
nnARNARNNN
nARRRNRNNN
nnannhnnnnn
nnANNRNNAN
ccttgtcect
ctgcagacat
tagcctaaca
gtgaaagtca
cttgocgttg
ttccctagaa
tgttgaataa
ggaagtaaag
ccrrgttget
tagtctggge
nANRNnANNNn
aagaaacttc
nnnRnnNNNnn
nnnnAnNRNRN
nnnannARNN
nhnnnnNnnn
nannnnAnnn
nnnnnnnRnn
nnnnnnAnnn
nnnannnnnn
nnhnnnAnnn
nnANNRNRNN
nnannnnnnn
nnRnnNNRNn
nnnnnnannn
nANNNNANNN
nnnnnnnnnn
nnnnhnAnNnn
nnnnnnnnnn
nnnnhnnnnn
nnnAnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnhnnnnRnn
nnnARNhRAN
nnhnnnRnnnnn
nnnnnnnnan
nnnnnNnnRn
nnnnnnnnnn
nnnnnNhnnn
nnAnANNRNN
nnnnnRNnNNn
nnnnnnnnan
nnnnnhnnnn
nnanANnNnn

nnnnpnnnnn

nnnnnapNan

nannANNNNN
annannnnnn
nanannnnAn
agcttcattt
actgtaacgc
gttcttettt

trtgttgagt
ctccgagatc
nnnnannnnn
cagaggaaaa
gceettgtec
ttceccggtec
nhnRAnAnnn
nnARNDNNNN
ngggatgcag
nnnnnannnn
nnnnncactg
tgaattaaac
gcacaggtct
gctrrtctat
tennnnnnnn
tctccagaat
agaaaggtag
atgttgttag
cattagagca
gtttatcaac
ctggcttcat
nrRnAnNRRN
agtgaannnn
nnnnannannn
nnannnnnnR
nnnAnRNNNN
nnnnhnnnnnn
nnnnnnnNnn
nnnnnnnnnn
nannONRNNN
nannnnnnnn
nannnnAnNnn
nnRnnnnnnn
nnnhnANNNN
nnnnnnnnnn
nhANRRANNN
nnnNnANNRN
nnnnnAnnnn
nnnnnnnnnn
nnnhnnnnnn
nnnnpnnnnn
nannnnnnnn
nnnhnnnnnn
nnnnnnnnnn
nhnnRNNNNn
AnNRnANNNN
nnnnpnnnnn
nnnAnANnnn
nAnnnnnnnnn
nnAnNANRRNN
nARnnnnnnn
nnnnnnRnnn
nnARRNNNNN
nnnnnnnnnn
nnnnannnnn

nnnnnnnnnn
nannnnnnnn
nnannnnninn
nnnhnnnann
nnnnnnnnnn
ggacaaaaca
tgcctatcga
ttcttttcag
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ggtgttgaca
accnnnnnnn
nnnnnnnnnn
gcaggagtgce
tggctggatg
nanannNnnn
nnnnnRnRnnn
nnnnnnnnnn
accggtgcat
nannnnnnnn
tccttaactc
gtttttcagc
gagggaggaa
tcaaaatagt
nnnnnnnnnn
tctggattag
aataaattgg
gcctatgtga
tgtgtgaaat
ttttacttac
catggaatta
nannnnnnnn
nnnRnRNNRN
nannnnnnnn
nnnannnnnn
nannnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nARRARNNNN
nannAnnnnnn
nananARNnn
nnnnRnnnnn
nnnnnnnnAn
nnnnnRRnNn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nannnnnnnn
nnnRANRNNN
nnpANNRNNN
nnnnnRnnnn
nhnnnnnnnn
nannnnannn
nnnnnnnnnn
nnnnnRRNnn
AnRnANNNNNN
nnnnnRRNnn
nnnnnnnnnn
npannnnnnn
nNRRNRNNNNRN
nnannnnnnn
nnnnAnNnnn
nnnnnnAnnn
nANNNNNRNN
nnnnRNNRnn
nnnnnAnnnn

nnRANNNNNN
nnnaAnANNNN
nnanARnNnn
nanRNANNAN
nnnnnnngca
tgtaaaatcc
gcaacagcac

tgcgcgggag
nnnnnannnn
nggtaagcgt
ggtttaacgg
agtgggtgaa
nnnnhnnnnn
nnnnannnnn
nnnnhnnnnn
acaaatcgtc
nnnnnnnnnn
tcgtaatgtc
aacctactca
ggaataaacc
aggacttctg
nnannnnnnn
aatcttattc
agcaaatgcc
tctcattaga
taaatatttg
ccactgtttt
tttgcttaat
nnannnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnRNNNNN
nnnnannnnn
nnannnhnnn
nAnnnnNnnRn
nannNRNNNn
nnnnnRnnnnn
nnnnhnnnnn
nnanhnnnnn
nnnanpnnnn
nnnnhnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnNNARNNn
nnnnnnnnnn
nnnnAnnnnn
nnnnnnRnnn
nnnnnnnnnn
nnnnhnnnnn
nnnAnnnnnnn
nnnRNAnNNn
nnnnAnnnnn
nnnpRnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnNnnn
nnnnnnnNnnn
nnnnnnnnnn
nnanannnnn
nnRNnnNnnn
nnnnnnnhnn
nnAnhnnnnn
nnnnAnnNNn
nnpNRNNNNN
nnnARNNNNN

nnAnnRNRnNNn
annannnnnn
nnnnnnannn
nnannhnnnn
gggaaagcac
ggtgtgttgt
tttaagcagg

13

gggtgggtygg
nnAnnnnnnn
acggagaact
gggccgettt
ttgatgaatg
nnnannnnnn
nnnnhnnnnn
nhnnnnnnnn
tgggoacgtt
nnnannnnnn
tcttectett
gttcgtectt
gtataaacct
gtttgaactg
nnannnnnnn
cattctgctt
tgtagcttct
ctgctactta
attaacacaa
tttataaggg
tgtaaaatgg
nnnnnnnnng
nnnAnnnNNn
nnnnnnhnnnn
nonnannnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nannnnnnnn
nnnnnnannn
nnnannnnnn
nnnRnnnnnn
nnnAnnnnnn
nnpnpRNnnn
nnhnnnnnnn
nnnanRNnNn
nnnanhnnnn
nannnnnnnn
nnannNRnnn
nnnnnnnnnn
nannnNAnnn
nRnnRnnAnn
nnnnnnRnnn
naNnNANNNNN
nnnnnnnnnn
nnnnnNnnnnn
nnnannnphn
nnhnnRnnnn
nnnnannnnn
nnannnnnhn
nannnnnnnn
nrhnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nAnnNNNNNAN
nnannnnnnn
nannnnnnnn

nnanannnnn
nnnAnnbnnNN
nnnnnnRnnn
nnnnnannnn
atgcctgtcec
ggaggccttt
tggctttgtt

gcttcagatt
nnnnnhnnnn
tgcagctggg
agatagaata
agaacctect
nnnnnnnnnn
nnnnnannnn
nnAnannnnn
aaaatgnnnn
nnnnnnannn
ccgtaacctt
cccttcatct
cctgegetat
aatggatcct
nnnnagtctc
gttattcaat
gtcagaagaa
gaattgtaag
gtgtgcattt
ctgcagcctg
taatcttaan
gatatttgat
nnnnnnnnnn
nnnnhnnnhn
nanpnnannnn
nnRnnnnnnn
nonnnnnnnn
nhnAnnnnnn
annnnnnnnn
nhnnnhnnnn
annnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnpnnnNnnnn
nnpannnnnn
nhnnhnnnnn
annpnannnnn
nnnnhnnannn
nnnnnhnnnnn
nnnnnnhnnnn
nnnnnnnnnn
nnannhnnnn
nannnnggga
nnpnannNnn
nnnnnnnnnn
nnnnonnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnhnnnnn
annnnnnnnn
nnnnonnnhnnn
nnannnhnnnn
nnnnnnnnnn
nannnNnNnnn
nnnpnnnnnn

nannaRnnnn.

nnannnnnnn

nonnnannnn
annnnnnnan
annnnnnnnn
nnnninnnnn
ctccctcatt

tgattgggga
caaattaaag
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<210> 12
<211> 1622
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> intrén
<222> (0)...(0)

<223> MGB-STK15 int 2.1

<221> misc_feature
<222> (705)...(989)
<223>n=a,t,c,0g

<400> 12

gtaaattgaa
tcgggaattc
atatgaatta
ttrgttctgc
ggataatagt
aaaataatta
cggccattta
tgcctgetge
tcttaacace
tttcattrct
tcectectac
ggttgtaata
nannannnnn
nnnNRNNANN
nnnnnRnRnn
nnnnnnnnnn
nanhnRNRNN
tgtgaagtgt
tacttggaaa
cttcgatata
cgttttgacg
tggaactgag
gtgtctattt
gttaataaag
tattcttagc
ccatctctta
ctcaatatat

ag

<210> 13
<211> 1093
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> intrén
<222> (0)...(0)

taatctgtaa
tttccgectt
gtcacttttc
tttgtctrat
aataatgcat
gaaaaaggct
aaaaattgct
gttgtggaca
ctctcttrgt
agcacttgtc
ccettttagt
cagtacttac
naphARnARN
nAhnnNRRan
nnannnnnnn
nnnonhnnnnn
nnnnnnnnnn
ctacatttgt
atgaaacatt
tgaaaactta
tattttrttt
attttggcat
ccaaattatt
catgattttt
cacatactaa
tcagtgacat
tcatctrttg

<223> MGB-STK15 int 4.1
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tctecattcac
tactttggat
tcgtgttcag
aatcggctgc
ctggcaggag
accttgaatt
ctatatttaa
gtgtgctaat
agagcactca
cctcactrac
ttgattagct
aggcgtataa
nnhnnannnn
nnnnnnnnnn
nnnnnannnn
nanpnannnnn
nnnnnnannt
ttcctctttg
ggttaatcaa
gactcttcta
tggtcttttt
aaagttrttg
gagaaatttt
aggggtgagg
ctatcctcetyg
tcattatttt
ctrtcatgaa

atttataaac
ttaaatttag
taacattttg
ttaagtttct
ttcaaaactt
actgtatttg
aatgttrectt
ttcaggagta
taccgttgag
aatgagctgt
gagggtgtta
ataatacatt
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nannnnnnn
nannnnRnnn
aataataata
tcagtrtttt
tagtacagta
aaacttcatg
cttaaacgta
tatcatagct
agaaagtgtc
aattggaggg
gaggtactga
gctatactag
tgccagaaag

14

ccacatggag
atcccttact
ctgcttctta
atatcectee
ttaaaattgg
attctaagtt
trtattegec
actgactttg
ctggggatgg
tgaagctgaa
gagttaactt
tcaannnnnn
nnnnRnnnnn
nnnnnAnnnn
nnnnAnAnnn
nnnARRNnAn
atacatttta
gctcaattec
ataagcttat
aagataatac
tattatcaaa
ttttgccaaa
tccttcatta
gatagaaggt
ttaaaatacc
agaacaaact
tttattttct

gttggtcttg
gtgatcctgg
gagtagcttt
actgtatgca
ccataaatat
cctatgataa
tttgtctgaa
tatttggaag
actttgaggc
ggaaatctca
aacaatttaa
annnanhnnn
nnhnnRnnnnn
nnannnnRnn
nannnnannn
nrannhannn
gtagtaactt
attttgtcaa
tgtggaaaat
cactgttgaa
gaaatttcaa
tagcaatgta
atggatattt
atcattcagg
ttttcacctt
Ttgtgaaatt
cttccattct
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<400> 13
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gtaagctttc ttatttacaa agttctgtac tgttctacta gaatatatta tttcgttgca 60
aatttcgttg tgggaactct ggggaaaaaza atgaggcctt tatttgcatt tagaggatat 120
aaatgtitcc agatttccaa tcttaaaaaa aatggaattt tgtgraatga ggtattttac 180

taggaactca
ttatagaaat
gcgtectgtac
aactatatac
taaaggttgg
actatctgga
ttttagcggt
ctgtggactc
tctccaccea
aacatgcccc
gtcttcageg
atagagtgct
ggcagctagg
ggttcttgct
tctgetactce
aaattcctce

<210> 14
<211> 18
<212> ADN

agtgctttaa
gtgtggaagt
trttttattg
tcatatatga
ctgtaatgtc
ctctagaatg
ctaacagagg
catcccgctt
gagagaatta
cagatggtct
ttgtcatggc
tcaggtctaa
gacgtcaggg
gaggatgcat
attgaaaatt
tag

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador directo

<400> 14

agcgcectgtt ccgatctg

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

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador inverso

<400> 15

aaccaaagtt ctctgctgaa aacc

<210> 16
<211> 15
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda
<400> 16

ccctgaagcea gcaac

aaaatggctt
tcctetetgt
tacaaaagtg
ctgagggttt
ttccecagog
taccgggagg
ctaagagtct
ccattagtaa
gcacctctgg
ggaagcattc
cctgttecte
aacccgagac
ttrcatgtcg
attgagtgaa
tgttagaaaa

tcaaatttag
ccttagaaat
caagttttta
tgacagtatt
cttttctaaa
agcgaggaat
aaatccactg
cagtggctct
gactagaggg
ctccctcect
tgagcatagt
tgctcecttgt
tggcagctct
gttggaatac
gcrttgrrtt

15

aaaaagcttg
aaccactaca
aaaaatagaa
atagttttag
agcctectct
gaacccacag
gttctcatge
gtctccacca
agcagctggg
ggtcacttat
acgggettgg
cactgactct
ttgatagtgg
gaaattattt
cttcacattc

tatgaatctt
tatggtttat
tatgttgcag
ttctttattg
cagtctctga
actcttttge
cccagetage
ccagagtggt
gttagtttga
cctrtttotg
gacatttccc
cacacctgac
ttattgectt
gtagaatgtg
taaagtgttce
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<210> 17

<211>22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador directo

<400> 17
ctgttgetgt gtgatgctgt ca

<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador inverso

<400> 18
cctcagcecac teecttgate

<210> 19

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sonda

<400> 19
tcagggcata agcct

<210> 20

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador directo

<400> 20

tceecttgec tttggagaa

<210> 21

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador inverso

16
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<400> 21
aaaggcctgg aggcatcaa

<210> 22

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Sonda

<400> 22
cagcccaaat cct

<210> 23

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador directo

<400> 23
cttaatggtg tttagcacag atgca

<210> 24

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador inverso

<400> 24
ccactgtagc atgcgaagca

<210> 25

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Sonda

<400> 25
caaatgcaca ggaaac

<210> 26

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

17
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<220>
<223> Cebador directo

<400> 26

gctetgeggt gtggagtgt

<210> 27

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador inverso

<400> 27
cacaggcttc gtctggtgte t

<210> 28

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Sonda

<400> 28
tgcagccctce ttggcaactc tect

<210> 29

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador directo

<400> 29
aaaatgctgt ctgtgagect cat

<210> 30

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador directo

<400> 30
aacccctgcec cactagaaat g

<210> 31
<211>30

18
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<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Sonda

<400> 31
acccaagatg tcatctcctg tagcgtcaca

<210> 32

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador directo

<400> 32

aatagatggg tttatggctg aaggt

<210> 33

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador inverso
<400> 33
ctettggcaa ctctectgac act

<210> 34

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Sonda

<400> 34
ccgcagagcc gte

<210> 35

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador directo

<400> 35

ccatctcaaa aggaaacaag ttctg

19
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<210> 36

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador inverso

<400> 36
gggtggctgg cttctaacte t

<210> 37

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Sonda

<400> 37

ccctgatcaa atgaaagcat cact

<210> 38

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador directo

<400> 38

agaagccagc cacccaatta

<210> 39

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador inverso

<400> 39
tgtgtcattt ggtatttgtc aagtgt

<210> 40

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Sonda

20
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<400> 40
tgacttgcac aaaacccagt gaatta

<210> 41

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador directo

<400> 41

tggacagaga caagatgtga tgtg

<210> 42

<211>22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador inverso

<400> 42
gctggeacct agacaaaaca tg

<210> 43

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Sonda

<400> 43
ccatagggac ccttc

<210> 44

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador directo

<400> 44
ggtgtectat tttectetga agaga

<210> 45

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

21
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<220>
<223> Cebador inverso

<400> 45
tgcaagctga aggtccaaca t

<210> 46

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Sonda

<400> 46
ttctggccaa ttaag

<210> 47

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador directo

<400> 47
tcattcatgt ggccgtagea t

<210> 48

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador inverso

<400> 48

ggtggagagg gagecaaaa

<210> 49

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Sonda

<400> 49
cctgtttggg ttttca

<210> 50
<211>23

22
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<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador directo

<400> 50
agaggatcag aacccgtatg tga

<210> 51

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador inverso
<400> 51
gggaaacaga gataaggtga acca

<210> 52

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Sonda

<400> 52
tgtgegtect gtetg

<210> 53

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador directo

<400> 53

gggtgacctt gggcttgtg

<210> 54

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador inverso
<400> 54

cttcaaccca tttccagaga gaa

23
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<210> 55

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Sonda

<400> 55

ccegggtecc tgtt

<210> 56

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador directo

<400> 56

agggtgacct agcagcettgg t

<210> 57

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador inverso

<400> 57
gcctctggee cagectta

<210> 58

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Sonda

<400> 58

tcectgaccc cagcetg

<210> 59

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador directo

24
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<400> 59
cgtaatgtct cttectctte cgtaa

<210> 60

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador inverso

<400> 60
acgaactgag taggttgctg aaaa

<210> 61

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Sonda

<400> 61
tcaagggaca aggaag

<210> 62

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador directo

<400> 62
cattcacatt tataaccca catgga

<210> 63

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador inverso

<400> 63
aatccaaagt aaaggcggaa aga

<210> 64

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

25
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<220>
<223> Sonda

<400> 64

tggtcttgtc gggaat

<210> 65

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador directo

<400> 65
gcgaggaatg aacccacaga

<210> 66

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador inverso

<400> 66
gcatgagaac cagtggattt agact

<210> 67

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Sonda

<400> 67

cgctaaaagc aaaaga

26
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