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DESCRIPCION
Deteccion de metilacion génica para el diagndéstico de un trastorno proliferativo

Antecedentes de la invencién

La presente invencién se refiere a la interrogacion de genes metilados en ensayos diagndsticos y pronosticos para
trastornos proliferativos celulares tales como el cancer. Los genes implicados incluyen el gen de la glutation-S-
transferasa (GSTP1) o porciones del mismo.

En los eucariotas de orden superior el ADN esta metilado Unicamente en las citosinas ubicadas en 5’ con
respecto a guanosina en el dinucleétido CpG. Esta modificacion tiene importantes efectos reguladores sobre la
expresion génica, especialmente cuando implica areas ricas en CpG (islas de CpG) ubicadas en las regiones
promotoras de muchos genes. La metilacion aberrante de islas de CpG normalmente no metiladas se ha descrito
como un suceso frecuente en células inmortalizadas y transformadas, y se ha asociado con la inactivacion de la
transcripcion de ciertos genes supresores de tumores o genes de otro modo asociados con la mejora de ciertos
canceres humanos

La glutation-S-transferasa (GST) cataliza las reacciones de destoxificacion intracelulares, incluida la inactivacion de
carcinogenos electrofilicos, mediante conjugacion de electréfilos quimicamente reactivos al glutation (C. B. Pickett, y
col., Annu. Rev. Biochem., 58:743, 1989; B. Coles, y col.,, CRC Crit. Rev. Biochem. Mol. Biol., 25:47, 1990; T. H.
Rushmore, y col., J. Biol. Chem. 268:11475, 1993). Las GST humanas codificadas por varios genes diferentes a loci
diferentes se han clasificado en cuatro familias denominadas alfa, mu, pi y teta (B. Mannervik, y col., Biochem. J.,
282:305, 1992). Muchos canceres humanos, tales como los canceres de prostata y hepaticos, exhiben disminucion de
la expresién de GSTP1 respecto a sus tejidos de origen.

Los documentos W02004087957 y W0O2004067777 divulgan procedimientos para predecir la evolucion de un
trastorno proliferativo en el que el estado de metilacion del marcador GSTP1 se determina usando un reactivo que
consiste en la secuencia gccccaatactaaatcacgacg. El documento W0O2004113567 se refiere a procedimientos en los
que parte de la GSTpl se amplifica para evaluar el estado de metilacion.

En el caso del cancer de prostata, en concreto, se ha demostrado que el disefio de cebadores y sondas para PCR
especificos de metilacion ("MSP") que discriminen entre la hiperplasia prostatica benigna y el adenocarcinoma
prostatico es complejo. Los mejores conjuntos de cebador/sonda publicados normalmente muestran una sensibilidad
de hasta aproximadamente un 75 % si se ajustan los ensayos a una especificidad del 100 % y una especificidad menor
del 60 % si se ajustan los ensayos a una sensibilidad del 100 %. Se podria obtener un ensayo mas sélido y consistente
con nuevas combinaciones de cebador y sonda. La presente invencién cumple dicha necesidad.

Sumario de la invencién

En un aspecto, la invencion proporciona un procedimiento de diagnéstico de la presencia o predecir el curso de un
trastorno proliferativo, que comprende determinar el estado de metilacion de un marcador para GSTP1 en una muestra
bioldgica con el uso de una sonda de acido nucleico y cebadores codificados por las SEC ID N° 23-25.

En un aspecto de la divulgacion, un procedimiento para detectar un trastorno de proliferacion celular en tejido prostatico
u otra muestra de un sujeto implica poner en contacto un componente celular con un reactivo Util en la amplificacion y
deteccion de regiones hipermetiladas de ciertos genes.

En otro aspecto de la divulgacion, al menos uno de estos genes hipermetilados es GSTP1 I, que se puede analizar en
combinacién con uno o mas de otros genes.

En otro aspecto de la divulgacidon se obtiene una muestra de acido nucleico que se sospecha que tiene secuencias
diana metiladas de una muestra bioldgica, tratar la muestra co un reactivo que puede cebar una porcion de la diana,
amplificar el acido nucleico diana y comparar el grado de metilacion de la muestra amplificada con el de una muestra
normal conocida. En otro aspecto mas, una secuencia que no es probable que esté metilada se amplifica y detecta por
comparacion con la secuencia metilada amplificada.

En otro aspecto mas, la invencion proporciona un procedimiento para detectar un trastorno proliferativo celular. Esto se
realiza amplificando un gen cuyo estado de metilacion es indicativo del trastorno proliferativo celular. El procedimiento
de deteccion puede incluir poner en contacto una muestra o fluido biolégico que contiene acido nucleico con un agente
que modifica la citosina no metilada, amplificar el acido nucleico en la muestra con cebadores oligonucleotidicos o
cebar las secuencias que distinguen entre acido nucleico modificado metilado y no metilado, y detectar el acido
nucleico metilado en base a la presencia o ausencia de productos de amplificacién producidos durante la amplificacion.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2386 729 T3

Los procedimientos de la invencién abarcan determinar una proporciéon de metilacion en una muestra. La proporcion de
metilacion es la proporcion entre el nivel de metilacion de un Marcador (0 una regidon de un Marcador) que esta
hipermetilado en un estado de enfermedad con respecto al nivel de metilacion de un Marcador que no esta
hipermetilado en la misma condicion (o respecto a una region del mismo Marcador que no esta hipermetilada en la
misma condicién). Cuando se determina la proporcion de metilacion mediante comparacion de la metilacion de un
Marcador que esta hipermetilado en un estado de enfermedad con otro marcador que no lo esta, el segundo Marcador
se puede denominar Marcador de referencia.

En otro aspecto de la divulgacién, las proporciones de metilacién se determinan mediante PCR cuantitativa en tiempo
real.

En otro aspecto de la divulgacion se proporcionan moléculas indicadoras para ensayos diagnésticos y/o pronosticos.

En otra realizacion, la divulgacion proporciona un kit Gtil para realiza un ensayo de acuerdo con la reivindicacion 1. El kit
incluye uno o mas contenedores; un primer contenedor que contiene un reactivo que modifica la citosina no metilada y
un segundo contenedor que contiene un reactivo que ceba la amplificaciéon de un acido nucleico con contienen CpG, en
el que el reactivo distingue entre acido nucleico modificado metilado y no metilado.

En otro aspecto mas, la secuencia de acido nucleico que se detecta en los procedimientos de la invencion o los kits
para practicarlos incluye un promotor o una porcién de un promotor.

En otro aspecto mas de la invencion, procedimientos y kits usados para detectar porciones metiladas de ciertos genes
de acuerdo con las reivindicaciones también incluyen etapas y/o componentes para analizar la presencia de otro acido
nucleico. EL grado hasta el cual el gen metilado intencionadamente se ve afectado por el tratamiento (p. ej.,
amplificacion) se compara con el de otro acido nucleico para determinar la extension de metilacion del Marcador.

Breve descripcién de los dibujos

La Fig. 1 es un grafico de los resultados de ensayos MSPCR usando sondas y cebadores de la técnica anterior.

La Fig. 2 es un grafico de los resultados de ensayos MSPCR usando sondas y cebadores de hidrdlisis de acuerdo con
la invencion.

Descripciéon detallada de la invencién

La hipermetilacion de ciertos genes se correlaciona con la carcinogénesis prostatica. Las secuencias de acido nucleico
que comprenden dichos genes o porciones de dichos genes se denominan Marcadores en esta memoria. Los
Marcadores incluyen acidos nucleicos que comprenden los genes siguientes o porciones de dichos genes: GSTP1
(SEC ID N° 54), RARB2 (SEC ID N° 57), RASSF1A (SEC ID N° 64), TIMP3 (SEC ID N° 58), APC (Promotor= SEC ID N°
59, Gene= SEC ID N° 60), beta-Actina (SEC ID N° 55 y 56) , PTGS2 (Promotor SEC ID N° 61, Gen= SEC ID N° 62) y
14-3-3 sigma (SEC ID N° 63).

Los ensayos para detectar dicha hipermetilacion incluyen técnicas tales como MSP y analisis con endonucleasas de
restriccion. La regién promotora es una diana particularmente importante para detectar dicho analisis de
hipermetilacién. El andlisis de la secuencia de la region promotora de GSTP | muestra que casi el 72 % de los
nucledtidos son CG y aproximadamente el 10 % son dinucleétidos de CpG.

La divulgaciéon proporciona un procedimiento para determinar el estado de metilacion de ciertas regiones de los
Marcadores en un tejido u otra muestra biolégica de un sujeto en el que el ADN asociado con la enfermedad
proliferativa se amplifica y detecta. Dado que un nivel menor de la proteina codificada por el Marcador (es decir, menos
transcripcion) a menudo es el resultado de la hipermetilacién de una regién concreta, tal como el promotor, es deseable
determinar si dichas regiones estan hipermetiladas. Esto se puede demostrar en el caso del gen de GSTP1. Las
regiones hipermetiladas son aquéllas que estan metiladas en un grado estadisticamente significativo mayor en
muestras de tejido enfermo en comparacion con el tejido normal.

Para los fines de la invencion, una sonda de acido nucleico o indicador especifico para ciertas regiones Marcador se
usa para detectar la presencia de regiones metiladas del gen del Marcador en fluidos o tejidos biolégicos. Los
cebadores oligonucleotidicos basados en ciertas porciones de la secuencia del Marcador son particularmente Utiles
para amplificar ADN mediante técnicas como la PCR. Se puede usar cualquier muestra que contenga una cantidad
detectable del polinucleétido relevante. Una muestra preferida de la presente invencién es tejido de origen urogenital,
especificamente tejido de préstata. Preferentemente, la muestra contiene células epiteliales.

Algunos de los cebadores/sondas o reactivos indicadores de la divulgacion se usan para detectar metilacion del las

secuencias de control de la expresion. Estas son secuencias de acido nucleico que regulan la transcripcion y, en

algunos casos, la traduccion de la secuencia de acido nucleico. Por tanto, las secuencias de control de la expresion
3
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pueden incluir secuencias implicadas con promotores, potenciadores, terminadores de la transcripcion, codones de
iniciacion (es decir, ATG), sefiales de corte y empalme para intrones, mantenimiento del marco de lectura correcto del
gen que permita la traduccion adecuada del ARNm y codones de terminacion.

El promotor de GSTP1 es un ejemplo de una secuencia de control de la expresién de un Marcador util. Es una
secuencia polinucleotidica que puede dirigir la transcripcion del gen para producir una proteina de glutation-S-
transferasa. La region promotora se localiza cadena arriba, o 5, del gen estructural. Puede incluir elementos que son
suficientes para hacer controlable la expresion génica dependiente de promotor especifica del tipo de célula, especifica
del tejido, o inducible por sefiales 0 agentes externos; dichos electos se pueden localizar en las regiones 5’ 0 3’ de la
secuencia polinucleotidica.

Un procedimiento de la divulgacion incluye poner en contacto una célula diana que contiene un Marcador con un
reactivo que se une al acido nucleico. El componente de la célula diana es un acido nucleico tal como ADN o ARN. Los
reactivos pueden incluir sondas y cebadores tales como cebadores para PCR o MSP u otras moléculas configuradas
para amplificar y detectar la secuencia diana. Por ejemplo, los reactivos pueden incluir secuencias de cebado
combinadas o unidas a sus propios segmentos indicadores, tales como los denominados reactivos Escorpién o
indicadores Escorpién y se describen en las patentes de EE.UU. 6.326.145 y 6.270.967 de Whitcombe y col.
(incorporados en el presente documento por referencia en su totalidad). Aunque No es lo mismo, los términos
“cebadores” y “secuencias de cebado” se pueden usar en la presente memoria para hacer referencia a moléculas o
porciones de moléculas que ceban la amplificacion de secuencias de acido nucleico.

Un procedimiento sensible de deteccion de patrones de metilacion implica combinar el uso de enzimas sensibles a la
metilacion y la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Tras la digestion de ADN con la enzima, la PCR amplificara
a partir de los cebadores que flanquean el sitio de restriccion solo si la escisién del ADN se evitd mediante metilacion.
Ejemplos de regiones diana para los que estan disefiados los cebadores de PCR de la invencién incluyen cebadores
gue flanquean la region que se encuentra aproximadamente entre -71 y +59 pb de acuerdo con el nimero de posicién
gendémica M24485 (Genbank) desde el sitio de inicio de la transcripcion GSTP1.

El procedimiento de la divulgaciéon puede también incluir poner en contacto una muestra que contiene acido nucleico
con un agente que modifica la citosina no metilada; amplificar el acido nucleico que contiene CpG en la muestra por
medio de cebadores oligonucleotidicos especificos de CpG; y detectar el acido nucleico metilado. La modificacion
preferida es la conversion de citosinas no metiladas en otro nucleétido que distinguira la citosina no metilada de la
metilada. Preferentemente, el agente modifica la citosina no metilada en uracilo y es bisulfito sddico, no obstante,
también se pueden usar otros agentes que modifican la citosina no metilada pero no la citosina metilada. La
modificacién con bisulfito sédico (NaHSOs) es la mas preferida y reacciona con facilidad con el doble enlace en 5,6 de
la citosina, pero mal con la citosina metilada. La citosina reacciona con el ion bisulfito para formar una reaccion de
citosina sulfonada intermedia susceptible de desaminacion, lo que da lugar a un uracilo sulfonado. El grupo sulfota se
puede eliminar en condiciones alcalinas, lo que da como resultado la formacién de uracilo. El uracilo es reconocido
como una timina por la Taq polimerasa y, por tanto, tras PCR, el producto resultante contiene citosina solo en la
posicién en la que hay 5-metilcitosina en el molde inicial. Los indicadores y reactivos Escorpion y otros sistemas de
deteccion distinguen de forma similar las especies modificadas de las no modificadas tratadas de este modo.

Los cebadores usados en la invencion para la amplificacion de un acido nucleico que contiene CpG en la muestra, tras
codificacion (p. ej., con bisulfito) distinguen especificamente entre ADN no tratado y ADN metilado y no metilado. En la
PCR especifica de metilacion (MSPCR), los cebadores o secuencias de cebado para el ADN no metilado tienen,
preferentemente, una T en el par CG en 3’ para distinguirlo del C conservado en el ADN metilado y el complementario
esta disefiado para el cebador antisentido. Los cebadores o secuencias de cebado de MSP para el ADN no metilado
normalmente contienen relativamente pocas C o G en la secuencia, ya que las C estaran ausentes en el cebador
sentido y las G estan ausentes en el cebador antisentido (C se modifica a U (uracilo), que se amplifica como T
(timidina) en el producto de amplificacién).

Los cebadores de la invencion son oligonucledtidos de suficiente longitud y secuencia adecuada para proporcionar un
inicio especifico de la polimerizacién sobre un nimero significativo de acidos nucleicos en el locus polimérfico. Cuando
se exponen a las sondas o indicadores de la invencién, las secuencias que son amplificadas por los cebadores de la
invencion revelan el estado de metilacion y, por tanto, informacién diagnostica. Son mas sensibles y especificos que los
de la técnica anterior.

Los cebadores de la invencion son, mas preferentemente, ocho o mas desoxirribonucledtidos o ribonucleétidos
capaces de iniciar la sintesis de un producto de extension de un cebador, que es sustancialmente complementario a
una hebra del locus polimérfico. Las condiciones ambientales que conducen a la sintesis incluyen la presencia de
nucleésido trifosfatos y un agente para la polimerizacion, tal como ADN polimerasa, y una temperatura y un pH
adecuados. El segmento de cebado del cebador o secuencia de cebado es, preferentemente, monocatenario para una
maxima eficiencia en la amplificacion, pero puede ser bicatenario. Si es bicatenario, el cebador se trata primero para
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separar las hebras antes de usar para preparar productos de extension. El cebador debe ser lo bastante largo como
para cebar la sintesis de los productos de extension en presencia del agente inductor de la polimerizacion. La longitud
exacta del cebador dependera de factores tales como la temperatura, el tampén y la composiciéon nucleotidica. Los
cebadores oligonucleotidicos contienen, méas preferentemente, aproximadamente 12-20 nucleétidos, aunque pueden
contener mas o menos nucleétidos, preferentemente de acuerdo con guias o normas de disefio bien conocidas.

Los cebadores de la invenciéon se han disefiado para que sean sustancialmente complementarios a cada hebra del
locus genémico que se va a amplificar e incluyen los nucleétidos G o C adecuados como se ha tratado anteriormente.
Esto significa que los cebadores deben ser suficientemente complementarios para hibridar con sus respectivas hebras
en las condiciones que permitan el funcionamiento del agente de polimerizacién. En otras palabras, los cebadores
deberan tener suficiente complementariedad como la(s) secuencias flanqueantes 5' y 3' para hibridar y permitir la
amplificacion del locus genémico.

Los cebadores de la invencion se usan en el procedimiento de amplificacion. Es decir, reacciones (preferentemente,
una reaccion de cadena enzimatica) que producen cantidades mayores del locus diana respecto al nimero de etapas
de reaccién implicadas. En una realizacién mas preferida, la reaccion produce cantidades exponencialmente mayores
del locus diana. Reacciones como estas incluyen la reaccion de PCR. Normalmente, un cebador es complementario a
la hebra negativa (-) del locus y el otro es complementario a la hebra positiva (+). La hibridacién de los cebadores con
el acido nucleico desnaturalizado seguida de la extensién con una enzima, como el fragmento grande de la ADN
polimerasa | (Klenow) y nucleétidos, tiene como resultado hebras + y — recién sintetizadas que contienen la secuencia
del locus diana. El producto de la reaccion en cadena es un pequefio duplex de acido nucleico en el que los extremos
corresponden a los extremos de los cebadores especificos usados.

Los cebadores de la invencion se pueden preparar usando cualquier procedimiento adecuado, tal como procedimientos
de fosfotriéster y fosfodiéster convencionales, incluidos procedimientos automaticos. En una de estas realizaciones
automaticas, se usan dietilfosforoamiditas como materiales de partida y pueden sintetizarse como han descrito
Beaucage, y col. 22, 1859, -1862; 1981) Tetrahedron Lett. Un procedimiento para sintetizar oligonucleétidos sobre un
soporte sélido codiciado se describe en la patente de EE.UU. N° 4.458.066.

Cualquier muestra de acido nucleico, en forma purificada o no purificada, se puede usar como acido o acidos nucleicos
de partida, siempre que contenta, o se sospeche que contiene, la secuencia de acido nucleico especifica que contiene
el locus diana (p. €j., CpG). Por tanto, el procedimiento puede usar, por ejemplo, ADN o ARN, incluido el ARN
mensajero. El ADN o ARN puede ser bicatenario o monocatenario. En caso de que el ARN se vaya a usar como molde,
se utilizarian enzimas y/o condiciones 6ptimas para la transcripcion inversa del molde en ADN. Ademas, se puede usar
un hibrido ADN-ARN que contiene una hebra de cada uno. También se puede usar una mezcla de acidos nucleicos
producida en la reaccion de amplificacién anterior en el presente documento, usando los mismos o diferentes
cebadores. La secuencia de acido nucleico especifica que se va a amplificar, es decir el locus diana, puede ser una
fraccion de una molécula mas grande o puede estar presente inicialmente como una molécula pequefia de modo que
la secuencia especifica constituye todo el acido nucleido.

La muestra que contiene acido nucleico usada para deteccion de CpG metilada puede proceder de cualquier fuente, tal
como un tejido (en particular tejido de prostata y tejido linfatico), sangre, linfa, orina y eyaculado, y se puede extraer
mediante diversas técnicas, tales como las descritas por Maniatis y col. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor, N.Y., pp 280, 281, 1982).

Si la muestra extraida es impura, se puede tratar antes de la amplificacion con una cantidad de un reactivo eficaz para
abrir las células, fluidos, tejidos o0 membranas de células animales de la muestra y para exponer y/o separar la(s)
hebra(s) del o los acidos nucleicos. Esta etapa de lisado y desnaturalizaciéon de acido nucleico para exponer y separar
las hebras permitira que se produzca la amplificacién con mucha mayor facilidad.

Cuando la secuencia del acido nucleico diana de la muestra contiene dos hebras, es necesario separar las hebras del
acido nucleico antes de que se pueda usar como molde. La separaciéon de las hebras se puede realizar como una
etapa aparte o simultdneamente a la sintesis de los productos de extension del cebador. Esta separacion de hebras se
puede conseguir usando varias condiciones de desnaturalizacién adecuadas, incluidos medios fisicos, quimicos o
enzimaticos. Un procedimiento fisico de separar las hebras de acido nucleico implica calentar el acido nucleico hasta
gque se desnaturaliza. La tipica desnaturalizaciéon térmica puede implicar temperaturas que varian desde
aproximadamente 80 a 105 °C durante hasta 10 minutos. La separacion de las hebras también se puede inducir
mediante una enzima de la clase de enzimas conocidas como helicasas o mediante la enzima RecA, que tiene
actividad helicasa, y, en presencia de riboATP, se sabe que desnaturaliza el ADN. Las condiciones de reaccion que
son adecuadas para separar las hebras de acidos nucleicos usando helicasas se describen en Kuhn Hoffmann-Berling
(CSH-Quantitative Biology, 43:63, 1978). Las técnicas para usar RecA se revisan en C. Radding (Ann. Rev. Genetics,
16:405-437, 1982). También se conocen bien perfeccionamientos de estas técnicas.
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Cuando se separan las hebras complementarias de los acidos o acido nucleico, con independencia de si el acido
nucleico era inicialmente bi 0 monocatenario, es facil usar las hebras separadas como molde para la sintesis de hebras
adicionales de acido nucleico. Esta sintesis se realiza en condiciones que permitan la hibridaciéon de los cebadores a
los moldes. En general, la sintesis se produce en una solucién acuosa tamponada, preferentemente a un pH de 7-9,
mas preferentemente de aproximadamente 8. Preferentemente, al tampdn que contiene las hebras molde separadas
se afiade un exceso molar (para el acido nucleico genémico, normalmente 10%1, cebador:molde) de los dos cebadores
oligonucleotidicos. La cantidad de hebra complementaria puede no ser conocida si el procedimiento de la invencion se
usa para aplicaciones diagnésticas, de modo que la cantidad de cebador relativa a la cantidad de la hebra
complementaria no siempre se puede determinar con certeza. No obstante, como materia practica, la cantidad de
cebador afiadido estara, en general, en exceso molar sobre la cantidad de la hebra complementaria (molde), cuando la
secuencia que se va a amplificar esta contenida en una mezclad e hebras de acido nucleicos de cadena larga
complicadas. Se prefiere un exceso molar grande para mejorar la eficiencia del procedimiento.

Los desoxirribonucleosidos trifosfatos, dATP, dCTP, dGTP y dTTP, se afiaden a la mezcla de sintesis, bien por
separado o junto con los cebadores, en cantidades adecuados y la solucién resultante se calienta hasta
aproximadamente 90-100 °C durante hasta 10 minutos, preferentemente de 1 a 4 minutos. Después de este periodo de
calentamiento, se deja enfriar la solucion hasta la temperatura ambiente, que es preferible para la hibridacion del
cebador. A la mezcla enfriada se afiade un agente adecuado para efectuar la reaccion de extensién del cebador (el
“agente para polimerizacion”) y se deja que progrese la reaccidon en condiciones conocidas en la técnica. El agente
para polimerizacién también se puede afiadir con los otros reactivos si es termoestable. Esta reaccion de sintesis (o
amplificacion) se puede producir a temperatura ambiente hasta una temperatura a la que el agente de polimerizacion
ya no funciona.

El agente de polimerizacion puede ser cualquier compuesto o sistema que funcione para conseguir la sintesis de los
productos de extension del cebador, preferentemente enzimas. Enzimas adecuadas para este fin incluye, entre otros,
ADN polimerasa 1 de E. coli, fragmento Klenow de la polimerasa 1 de E. coli, ADN polimerasa de T4, otras ADN
polimerasas disponibles, muteinas de polimerasa, transcriptasa inversa y oftras enzimas, incluidas enzimas
termoestables (p. €j., las enzimas que realizan la extensién del cebador después de someterse a temperaturas
suficientemente elevadas como para producir desnaturalizacién). Un agente preferido es la Taq polimerasa. Enzimas
adecuadas facilitaran la combinacién de los nucleétidos del modo adecuado para formar los productos de extension del
cebador complementarios de cada hebra del acido nucleico del locus. En general, la sintesis se iniciard en el extremo
3’ de cada cebador y procedera en direccién 5’ a lo largo de la hebra molde, hasta que la sintesis termina, produciendo
moléculas de diferentes longitudes. No obstante, puede haber agentes de polimerizacion que inicien la sintesis en el
extremo 5’y que procedan en la otra direccion, usando el mismo procedimiento que se ha descrito anteriormente.

Mas preferentemente, el procedimiento de amplificacion es mediante PCR. También se pueden usar procedimientos
alternativos de amplificacion, siempre que los loci meritados y no metilados amplificados mediante PCR usando los
cebadores de la invencién se amplifiquen de un modo similar mediante los medios alternativos.

Los productos amplificados se identifican, preferentemente, como metilado o no metilado con una sonda o indicador
especifico del producto, como se describe en la patente de EE.UU. 4,683,195 de Mullis y col., incorporada en el
presente documento por referencia en su totalidad. Avances en el campo de las sondas e indicadores para detectar
polinucleétidos son bien conocidos para los expertos en la técnica. Opcionalmente, el patron de metilacién del acido
nucleico se puede confirmar mediante otras técnicas, tal como digestion con enzimas de restriccion y analisis de
transferencia Southern. Ejemplos de endonucleasas de restriccién sensibles a metilacion que se pueden usar para
detectar metilacion en 5'CpG incluyen Smal, Sacll, Eagl, Mspl, Hpall, BstUl y BssHII.

El procedimiento de la invencién mas preferido implica establecer una proporcién de metilacion de acuerdo con las
reivindicaciones. Esto se puede realizar estableciendo una proporcién entre la cantidad de especies metiladas
amplificadas del Marcador obtenido y la cantidad del Marcador de referencia amplificado o una regién Marcador no
metilada amplificada. Esto se realiza mejor usando PCR cuantitativa en tiempo real. Las proporciones por encima de un
valor de corte establecido o predeterminado se consideran hipermetiladas e indicativo de tener un trastorno
proliferativo, tal como cancer (cancer de préstata en el caso de la GSTP1). Los valores de corte se establecen de
acuerdo con procedimientos conocidos en los que dichos procedimientos se usan para al menos dos conjuntos de
muestras: aquéllos con enfermedades conocidas y aquéllos con estados normales conocidos. Los Marcadores de
referencia de la invencién también se pueden usar como controles internos. El Marcador de referencia es,
preferentemente, un gen que se expresa de forma constitutiva en las células de las muestras tales como B actina.

Los procedimientos y kits de la invencion pueden incluir etapas y reactivos para multiplexacion. Es decir, se puede
analizar mas de un Marcador a la vez.

Dado que un menor nivel de transcripcién del gen asociado con el Marcador a menudo es el resultado de
hipermetilacién de la secuencia polinucleotidica y/o de elementos concretos de las secuencias de control de la
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expresion (p. ej., la secuencia promotora), se prepararon los cebadores preparados para corresponder con dichas
secuencias. De acuerdo con esto, la invencién proporciona procedimientos de deteccion o diagnéstico de un trastorno
proliferativo celular detectando la metilacién de areas concretas dentro de la region de control de la expresion o
promotora de los Marcadores, como se especifica en las reivindicaciones, Sondas Utiles para detectar metilacion de
estas areas son Utiles en dichos procedimientos diagnésticos o prondsticos. Moléculas preferidas para la deteccion de
Marcadores se muestran a continuacion. El nombre corto para el gen Marcador se muestra entre paréntesis, junto con
el tipo de sistema de deteccion usado. Antisentido solo se refiere a la orientacion del cebador que esta designado de
este modo en relacién con la secuencia de cebado del otro miembro del par con el que se asocia. No es

necesariamente antisentido con respecto al ADN genémico.
SEC ID N° | (GSTP1 ESCORPION):

CCCCGAACGTCGACCGCTCGGGG-BHQ-HEG-CGATTTCGGGGATTTTAGGGCGT

SEC ID N° 2 (GSTP1 ESCORPION Cebador antisentido):

AAAATCCCGCGAACTCCCGCC

SEC ID N° 3 (GSTP1 ESCORPION):

CCCGAACGTCGACCGCTTTCGGG-BHQ-HEG-CGATTTCGGGGATTTTAGGGCGT

SEC ID N° 4 (GSTP1 ESCORPION Cebador antisentido):

AAAATCCCGCGAACTCCCGCC

SEC ID N° 5(GSTP1 SCORPIONESCORPION):

CCGCGGGAGTTCGCGGGCGCCG BHQ-HEG-ACTAAATCACGACGCCGACCGC

SEC ID N° 6 (GSTP1 ESCORPION Cebador antisentido):

CGGTTAGTTGCGCGGCGATTTC

SEC ID N° 7 (GSTP1 ESCORPION):

CGGGAGTTCGCGGGTCCCG-BHQ-HEG-ACTAAATCACGACGCCGACCGC

SEQ 10 NO. 8 (GSTP1 ESCORPION Cebador antisentido):

CGGTTAGTTGCGCGGCGATTTC

SEC ID N° 9(GSTP1 ESCORPION):

GTGGTTGATGTTTGGGGTATCAACCAC-BHQ-HEG_AATCCCACAAACTCCCACCAACC

SEC ID N° 10 (GSTPI ESCORPION Cebador antisentido):

GTGGTGATTTTGGGGATTTTAGGGTGT
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SEC ID N° 11 (GSTP1 ESCORPION):

ACCCCAGTGGTTGATGTTTGGGGT-BHQ-HEG-AATCCCACAAACTCCCACCAACC

SEC ID N° 12 (GSTPI ESCORPION Cebador antisentido) :

GTGGTGATTTTGGGGATTTTAGGGTGT

SEC ID N° 13 (GSTP1 ESCORPION):

CCCCACAGGTTGGTGGGAGTTTGTGGGG-BHQ-HEG-
CCCAATACTAAATCACAACACCAACCAC

SEC ID N° 14 (GSTP1 ESCORPION Cebador antisentido) :

TGGTTAGTTGTGTGGTGATTTTGGGGA

SEC ID N° 15 (GSTP1 ESCORPION):

CCCCGAACGTCGACCGCTCGGGG-BHQ-HEG- CGATTTCGGGGATTTTAGGGCGT

SEC ID N° 16 (GSTP1 ESCORPION Cebador antisentido) :

AAAATCCCGCGAACTCCCGCC

SEC ID N° 17 (GSTP1 ESCORPION):

CGCACGCCGAACGTCGACCGCAAACGTGCG-BHQ-HEG-
CGATTTCGGGGATTTTAGGGCGT

SEC ID N° 18 (GSTP1 ESCORPION Cebador antisentido) :

AAAATCCCGCGAACTCCCGCC

SEC ID N° 19 (GSTP1 ESCORPION):

CGCACGGCGAACTCCCGCCGACGTGCG BHQ-HEG-TGTAGCGGTCGTCGGGGTTG

SEC ID N° 20 (GSTP1 ESCORPION Cebador antisentido) :

GCCCCAATACTAAATCACGACG

SEC ID N° 21 (GSTP1 ESCORPION):

CCGACGCACAAAAAAACACCCTAAAATCCGTCGG-BHQ-HEG-

GGTTAGTTGTGTGGTGATTTT
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SEC ID N° 22 (GSTP1 ESCORPION Cebador antisentido) :

CACAACACCAACCACTCTTC

SEC ID N° 23(GSTP1 CEBADOR TAQMAN):

CGTGATTTAGTATTGGGGCGGAGCGGGGC

SEC ID N° 24 (GSTP1 CEBADOR TAQMAN):

ATCCCCGAAAAACGAACCGCGCGTA

SEC ID N° 25 (GSTP1 SONDA TAQMAN):

TCGGAGGTCGCGAGGTTTTCGTTGGA

SEC ID N° 26 (RARB2 ESCORPION):

GCCGCCGTCGAGAACGCGAGCGGGCGGC-BHQ-HEG-TACCCCGACGATACCCAAAC

SEC ID N° 27 (RARB2 ESCORPION Cebador antisentido):

GGGATTAGAATTTTTTATGCGAGTTGT

SEC ID N° 28 (RARB2 ESCORPION):

CGGCAGGATTGGGATGTCGAGCTGCCG-B>-IQ-HEG-TACCCCGACGATACCCAAAC

SEC ID N° 29 (RARB2 ESCORPION Cebador antisentido)

GGCATTAGAATTTTTTATGCGAGTTGT

SEC ID N° 30 (RASSF1A ESCORPION):

GCCGCGGTTTCGTTCGGTTCGCGGC-BHQ-HEG-CCCGTACTTCGCTAACTTTAAACG

SEC ID N° 31 (RASSF1A ESCORPION Cebador antisentido ):

GCGTTGAAGTCGGGGTTC

SEC ID N° 32 (TIMP3 ESCORPION):

GCGGCGAGTTCGGGTTGTAGCGCCGC-BHQ-HEG-CGCCTCTCCAAAATTACCGTAC
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SEC ID N° 33 (TIMP3 ESCORPION Cebador antisentido) :

GCGTCGGAGGTTAAGGTTGTT

SEC ID N° 34 (APC ESCORPION):

GCCGGCGGGTTTTCGACGGGCCGGC-BHQ-HEG-CGAACCAAAACGCTCCCCA

SEC ID N° 35 (APC ESCORPION Cebador antisentido):

GTCGGTTACGTGCGTTTATATTTAG

SEC ID N° 36 (ACTINA ESCORPION):

GCGCCCAACCGCACAAGGGCGC-BHQ-HEG-GGGTATATTTTCGAGGGGTACG

SEC ID N° 37 (ACTINA ESCORPION Cebador antisentido ):

CGACCCGCACTCCGCAAT

SEC ID N° 38(ACTINA ESCORPION):

CCGCGCATCACCACCCCACACGCGCGG-BHQ-HEG-GGAGTATATAGGTTGGGGAAGTTTG

SEC ID N° 39 (ACTINA ESCORPION Cebador antisentido ):

AACACACAATAACAAACACAAATTCAC

SEC ID N° 40 (ACTINA ESCORPION):

CCCGGCTAAACCCACCATCCAGCCGGG-BHQ-HEG-GGGAGGGTAGTTTAGTTGTGGTT

SEC ID N° 41 (ACTINA ESCORPION Cebador antisentido ):

CAAAACAAAAAAACTAAATCTACACAACC

SEC ID N° 42 (ACTINA ESCORPION):

CCGCGGAACA ITCAACTCAACCGCGG-BHQ-HEG-GGAGGAGGAAGGTAGGTTTTT

SEQ 10 NO. 43 (ACTINA ESCORPION Cebador antisentido ):

ACATACAACAATCAATAACATAAAACCAC

SEQ 10 NO. 44 (PTGS2/COX2 ESCORPION):

10
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CACGCCGCCGTATCTAGGCGTG-BHQ-HEG-GTTTGTTTCGACGTGATTTTTCGA

SEQ 10 NO. 45 (PTGS2/COX2 Cebador antisentido):

GCAAAAAATCCCCTCTCCCGC

SEC ID N° 46 (PTGS2/COX2 ESCORPION):

GCCGCGCACAAATTTCCGCGGC-BHQ-HEG-GAATTGGTTTTCGGAAGCGTTCG

SEC ID N° 47 (PTGS2/COX2 Cebador antisentido):

CCCGAATTCCACCGCC

SEC ID N° 48 (PTGS2/COX2 ESCORPION):

GGCGGAACGCACAAATTTCCGCC-BHQ-HEG-GAATTCCTTTTCGCAAGCGTTCG

SEC ID N° 49 (PTGS2/COX2 Cebador antisentido):

CCCGAATTCCACCGCC

SEC ID N° 50 (PTGS2/COX2 ESCORPION):

TGCCGCCGCCGTATCTAATGGCGGCA-BHQ-HEG-GTTTGTTTCGACGTGATTTTTTCGA

SEC ID N° 51 (PTGS2/COX2 Cebador antisentido):

GCAAAAAATCCCCTCTCCCGC

SEC ID N° 52 (14-3-3 ESCORPION):

CGGCCTTCGCTCTTCGCAAAAGGCCG-BHQ-HEG-GGTAGTTTTTATGAAAGGCGTCGTG

SEC ID N° 53 (14-3-3 Cebador antisentido):

CTAACCGCCCACCACGT

BHQ= Inactivador de agujero negro (BioSearch Technologies, San Fransisco, CA)
HEG= Hexaetilenglicol

Los kits de la divulgacion se pueden configurar con diversos componentes, siempre que todos contengan al menos un
cebador o sonda de la invencién o una molécula de deteccion (p. €j., indicador Escorpion). En una realizacion, el kit
incluye reactivos para amplificar y detectar segmentos Marcadores hipermetilados. Opcionalmente, el kit incluye
reactivos de preparacion de muestras y/o articulos (p. €j., tubos) para extraer acidos nucleicos de las muestras.

En un kit preferido se incluyen los reactivos necesarios para MSP en un tubo tal como, un conjunto de cebadores para
PCR, una ADN polimerasa termoestable, tal como la Taq polimerasa, y un(os) reactivo(s) de detecciéon adecuados tales
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como una sonda de hidrdlisis o una baliza molecular. En kits opcionalmente preferidos, los reactivos de deteccion son
indicadores o reactivos Escorpion. También se puede usar un Unico cebador pigmento o un pigmento fluorescente
especifico del ADN bicatenario, tal como bromuro de etidio. Los cebadores estan, preferentemente, en cantidades que
dan concentraciones altas. Materiales adicionales en el kit pueden incluir: Tubos o viales de reaccion adecuados, una
composicion de barrera, normalmente una perla de cera que opcionalmente incluye magnesio; tampones y reactivos
necesarios, tales como dNNTP; acido(s) nucleico(s) control y/o tampones adicionales, compuestos, cofactores,
constituyentes ionicos, proteinas y enzimas, polimeros y similares, que se pueden usa en las reacciones de MSP.
Opcionalmente, los kits incluyen reactivos y materiales de extraccion de acido nucleico.

Ejemplos
Ejemplo 1: Comparativo

Se disefio un ensayo de sonda para hidrolisis basado en los cebadores y sondas de la literatura y dirigidos al ensayo
cuantitativo para detectar cancer de préstata en pacientes con enfermedad clinicamente localizada. Este ensayo
incluye una regiéon promotora central de CpG usada para discriminar entre tejido de prostata neoplasico o no
neoplasico.

Las secuencias del cebador y de la sonda para hidrdlisis con marcaje doble analizadas para este disefio fueron las
siguientes:

Cebador directo -GSTP1;(-192)MU17 AGTTGCGCGGCGATTTC (SEC ID N° 65)
Cebador inverso GSTP1;(-74)ML22 GCCCCAATACTAAATCACGACG (SEC ID Ne° 20)
Sonda (5'FAM/3 TAMRA)GSTP1;(-152)MP23 CGGTCGACGTTCGGGGTGTAGCG (SEC ID N° 66)

Los niveles de metilacion de GSTP1 se analizaron en 12 muestras de hiperplasia prostatica benigna (HPB), 12
muestras de adenocarcinoma de prostata clinicamente localizado (Tumor) y 2 muestras normales. Los datos se
presentan en copias totales de GSTP1 detectada y se muestran en la Fig. 1. Se encontrd que el ensayo mostrara u 75
% de sensibilidad para detectar adenocarcinoma de prostata cuando se establecié un valor de corte en el nimero de
copias mas alto exhibido por una muestra benigna. La distribucién moderada de los niveles de metilacién con GSTP1 e
tejidos de prostata que muestran hiperplasia prostatica benigna y adenocarcinoma de prostata clinicamente localizado
sugiere un ensayo que no seria clinicamente relevante sin estar complementado con otro marcador.

Ejemplo 2 (Ensayo de sonda de hidrélisis de acuerdo con la invencion)

Los cebadores y la sonda para MSP se disefiaron para mejorar adicionalmente la sensibilidad y la especificidad para el
ensayo con GSTP1 y se analizaron en el mismo grupo de muestras que en el Ejemplo 1. Este disefio se localizd
cadena debajo de la isla de CpG y abarcé parte del promotor central y del exén 1. Las secuencias del cebador y de la
sonda para hidrélisis con marcaje doble analizadas para este ejemplo son las siguientes:

Cebador directo: (-71)MU29 CGTGATTTAGTATTGGGGCGGAGCGGGGC (SEC. ID N° 23)
Cebador inverso: (+59)ML25 ATCCCCGAAAAACGAACCGCGCGTA (SEC ID NP 24)
Sonda (5FAM/3 TAMRA)GSTPL;(-23)MP26 TCGGAGGTCGCGAGGTTTTCGTTGGA) (SEC ID N° 25)

Los datos se presentan en copias totales de GSTP1 detectada y se muestran en la Fig. 2. Se encontr6é que el ensayo
mostrara un 100% de sensibilidad y un 100 % de especificidad para detectar adenocarcinoma de préstata cuando se
establecioé un valor de corte en el nimero de copias mas alto exhibido por una muestra benigna.

La isla de CpG de 1,5 kb de GSTP1 abarca desde el promotor hasta el exdon 3 y se ha demostrado que esta
extensamente metilada. Dos sitios de unién para la transcripcion, AP |y Spl, se localizan justo cadena arriba del exén
1y fueron el cetro del disefio de las sondas y cebadores usados en este ejemplo debido al elevado contenido de CpG
dentro de SP1. Se ha demostrado que esta es una buena region para el disefio del ensayo debido a la competicién
entre los factores de trascripcion y las proteinas de union a metil-CpG que se unen a los sitios AP1 y Spl con el fin de
inducir la condensacion de la cromatina y la silenciacion génica.

Ejemplo 3: MSP Escorpion
Los reactivos Escorpion se disefiaron para los Marcadores siguientes y los Marcadores de referencia:

SEC ID N° 19, 20 (GSTP1)
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SEC ID N° 38, 39 (Actin)

SEC ID N° 28, 29 (RARB2)
SEC ID N° 30, 31 (RASSF | A)
SEC ID N° 32, 33 (TIMP3)

SEC ID N° 34, 35 (APC)

SEC ID N° 50, 51 (PTGS2)

SEC ID N° 52, 53 (14-3-3 sigma)

Los disefios se analizaron para observar sus estructuras secundarias y las dimerizaciones inadecuadas usando el
software de disefio de cebadores Oligo6 (Molecular Biology Insights, Cascade, CO, EE.UU.) y Visual OMP (DNA
Software, Inc., 120° West Washington Street Ann Arbor, MI, EE.UU.). Los disefios se analizaron para observar sus
estructuras secundarias y las dimerizaciones inadecuadas usando el software de disefio de cebadores Oligo6
(Molecular Biology Insights, Cascade, CO, EE.UU.) y Visual OMP (DNA Software, Inc., 120° West Washington Street
Ann Arbor, MI, EE.UU.). Los reactivos y cebadores Escorpion se sintetizaron en un sintetizador de ADN automatico
usando quimica de fosforoamidita estandar (Scandinavian Gene Synthesis AB, Koping, Suecia) y Biosearch
Technologies (Novato, CA, EE.UU.).

Ejemplo 3 Analisis con el reactivo Escorpion:

Los reactivos descritos en el Ejemplo 2 se analizaron en varias muestras de ADN humano. Estas muestras incluyeron
ADN gendmico humano metilado (todas las citosinas precedentes a la guanina estan metiladas en la posicién 5) y no
metilado disponible comercialmente (Chemicon, Temecula, CA, USA) como molde positivo y negativo,
respectivamente. EIl ADN gendmico de la linea de células de cancer de mama humano, MCF-7 y linea celular de
cancer colorrectal, HCTI 16, como controles positivos y negativos para la metilacion de GSTP1 (Coleccion Americana
de Cultivos Tipo, Manassas, VA, EE.UU.).

El ADN gendmico se modificd usando un kit de reactivos de conversién con bisulfito sédico disponible comercialmente
(Zymo Research, Orange, CA, EE.UU.). Este tratamiento convirtié todas las citosinas en el ADN no metilado en Uracilo,
mientras que en el ADN metilado solo las citosinas que no preceden a la guanina se convirtieron en Uracilo. Todas las
citosinas precedentes a la guanina (en un dinucleétido CpG) siguié siento citosina.

El ADN genémico modificado con bisulfito sédico (100-150 ng) se amplificé en una reaccion de 25 pl que contiene los
componentes siguientes: Tris 67mM pH 8,8, (NH4).SO4 16,6mM, MgCl> 6,7mM, beta mercaptoetanol 10mM, 1,25mM
de cada uno de dATP, dCTP, dGTP, dTTP, 1 U de ADN polimerasa Hot start de Taq, sonda Escorpion 250 nM,
cebador inverso o directo 250 nM (en funcion del disefio escorpién), 625 nM de pigmento de referencia pasivo, ROX
(solo para ciclos ABI7900).

Después se analizaron las muestras en un ensayo de PCR cuantitativa en tiempo real en un sistema de deteccion de
secuencia ABI 7900HT y/o instrumento Cepheid SmartCycler® PCR-

Las condiciones de PCR usadas fueron:
Para los ciclos en ABI 7900:

95 °C durante 5 minutos; después, 40 ciclos de 95 °C durante 30 segundos, 59 °C durante 30 segundos y 72 °C
durante 30 segundos y una extension final

A 72 °C durante 5 minutos Los datos épticos se recogieron a 59 °C para cada ciclo.
Para los ciclos en Cepheid smart cycler:

95 °C durante 60 segundos; después, 40 ciclos de 95 °C durante 30 segundos, 59 °C durante 30 segundos y
una extension final a 72 °C durante 5 minutos.

Los datos o6pticos se recogieron a 59 °C para cada ciclo.

Los reactivos Escorpion mostraron una eficiencia de PCR de 91,2 % en el caso de los reactivos de GSTP1y 95,2 % en
el caso de los reactivos de Actina. Los valores medios de Ct fueron:
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GSTP1 28
B Actina 30
APC 29
TIMP3 30
RASSF1A 29
RARB2 29
PTGS2 33
14-3-3S 32

Ejemplo 4: Comparacion con balizas moleculares.

Se obtuvieron balizas moleculares para detectar hipermetilacién de GSTP1 a lo largo de la porcion del gen descrito en
el Ejemplo 1. Las balizas se aplicaron a reacciones de PCR con muestras como se describe en el ejemplo 2. En cada
caso, se coamplificé la B Actina de modo que se pudieron obtener las proporciones de metilacién. Los conjuntos de
sonda-cebador de GSTP1 y B-actina Escorpién mostraron un mejor rendimiento en la deteccion del ADN metilado de
GSTP1 y el ADN no metilado de B actina. Los valores umbral de Ct para los conjuntos Escorpion disefiados fueron mas
de 1,5 Ct mejores que para las sondas de balizas moleculares (Ct medio de 28,82 para las balizas frente a 27,30 para
los indicadores Escorpion).

Los resultados fueron los siguientes.

ADN metilado universal, ng 500 250 100 50 10 5

Escorpion (proporcion n° de | 272 310 285 296 339 288
copias GSTP1/B-actina)

Baliza Molecular | 759 735 758 767 797 814
(proporcién n° de copias
GSTP1/B-actina)

Ejemplo 5 Valores de corte de las proporciones de m  etilacién

Muestras de tejido prostatico de pacientes con afecciones clinicas conocidas se sometieron a PCR como se ha descrito
en el Ejemplo 2. Las proporciones de metilacion se calcularon y se muestran a continuacion. Los datos se analizaron
usando el siguiente procedimiento. Antes de usar un algoritmo, se siguieron los siguientes requisitos previos. Para
Actina: Valores CT < 40 para ambos duplicados (como se ha definido mediante el equipo de PCR en tiempo real. Para
el resultado de GSTP1 "metilado": Valores CT < 40 para ambos duplicados (como se ha definido mediante el equipo de
PCR. La pendiente de ambas curvas estandar superiores a -4 (eficiencia de la PCR > 80 %)

R2: 0,99, 4 puntos de datos relevantes sobre la curva estandar
El control de ensayo positivo tiene que generar un resultado positivo

Los controles que no son molde incluidos de forma rutinaria (curvas estandar) tienen que ser negativos sin se han
cumplido los requisitos previos. Se calcularon los nimeros de copias APRA cada uno de los genes (GSTP1 y Actina)
en base a las curvas estandar y se calculé una proporcién para cada muestra (incluido el control positivo) usando la
siguiente formula: (Namero de copia de GSTP1/Numero de copia de B-Actina) * 1000. Después se establecio un corte
usando una proporcidon que generd una especificidad alta y una sensibilidad alta. El corte fue 10 para GSTP1 para
proporcionar una sensibilidad del 87 % y una especificidad del 100 % para 142 tejidos prostaticos incluidos en parafina
fijada en formalina. Las proporciones generadas se usaron para determinar el estado de metilaciéon de una muestra
dada usando los criterios siguientes:
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Resultados N° de copia (NGSTP1) N° de copia (B-acti na) Proporcion x 1000
GSTP1 Metilada >2 >2 >10

GSTP1 No Metilada cualquiera >200 <10

Sin determinar <2 <200

Un experto en la técnica reconocera que se puede ajustar el corte, preferentemente para fijar los valores de
sensibilidad y especificidad a los adecuados para el objetivo para el cual se usaran (p. ej., deteccion selectiva,

monitorizacién de la terapia, ensayos de reflejo de diagnésticos ambiguos).

Ejemplo 6- Marcadores de combinacion (Profético)

Los reactivos escorpion para las siguientes combinaciones se preparan como se ha descrito en el Ejemplo 1: Marcador
GSTP1 y RARB2, GSTP1 y APC, y GSTP1 y PTGS2 Los Marcadores funcionan en combinacion como PCR
multiplexada de acuerdo con el Ejemplo 2 usando ciclos repetidos de 50 muestras de tejido prostatico con condiciones
conocidas (es decir, normal, hiperplasia benigna, cancer de proéstata). Los resultados esperados se muestran a

continuacion.

Marcador(es) SEC ID N° Sensibilidad Especifidad
GSTP1 + RARB2 90% 100%
GSTP1 + APC 96,2% 92,9
GSTP1 + PTGS2 96,2 100

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> VENER, Tatiana
MEHROTRA, Jyoti

VARDE, Shobha
MAZUMDER, Abhijit
BADEN, Jon

BACKUS, John

<120> DETECCION DE METILACION GENICA

<130> VDX5027USNP

<140> 60/717790

<141> > 2005-09-15

<160> 66

<170> Patentln version 3.3
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<210>1
<211> 46
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> GSTP1 Escorpion

<220>
<221 > base modificada
<222> (23)..(23)

<223> -BHQ-HEG-

<220>
<221> base modificada
<222> (23)..(23)

<223> -BHQ (Inactivador de agujero negro) -HEG (Hexaetilglicol) -

<400> 1

cccecgaacgt cgaccgetcg gggegatttc ggggatitta gggegt 46

<210>2
<211>21
<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> GSTP1 Escorpién Cebador Antisentido

<400> 2

aaaatcccgc gaactcecgce ¢ 21

<210>3

<211> 46

16
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<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> GSTP1 Scorpion

<220>
<221> base modificada
<222> (23)..(23)

<223> -BHQ-HEG-

<400> 3

cccgaacgtc gaccgctttc gggegatttc ggggatttta gggegt 46

<210>4
<211>21
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> GSTP1 Escorpion Cebador Antisentido

<400> 4

aaaatccegce gaactcecge ¢ 21
<210>5

<211> 44

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> GSTP1 Scorpion

<220>
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<221 > base modificada
<222> (22)..(22)
<223> -BHQ-HEG-

<400> 5

cggcgggagt tcgegggege cgactaaatc acgacgecga ccge 44

<210>6
<211> 22
<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> GSTP1 Escorpién Cebador Antisentido

<400> 6

cggttagttg cgcggcegatt tc 22

<210>7
<211>41
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> GSTP1 Scorpion

<220>
<221> base modificada
<222> (19)..(19)

<223> -BHQ-HEG-
<220>
<221> base modificada

<222> (25)..(25)

18
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<223> -BHQ-HEG-

<400>7

cgggagttcg cgggtccega ctaaatcacg acgccgaccy ¢ 41

<210>8
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> GSTP1 Escorpion Cebador Antisentido

<400> 8

cggttagttg cgcggcegatt tc 22

<210>9
<211>50
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> GSTP1 Scorpion

<220>
<221> base modificada
<222> (27)..(27)

<223> -BHQ-HEG-

<400>9

gtggttgatg tttggggtat caaccacaat cccacaaact cccaccaacce 50
<210> 10
<211> 27

<212> ADN
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<213> Atrtificial

<220>

<223> GSTP1 Escorpién Cebador Antisentido

<400> 10

gtggtgattt tggggatttt agggtgt 27

<210>11
<211> 47
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> GSTP1 Scorpion

<220>
<221> base modificada
<222> (24)..(24)

<223> -BHQ-HEG-

<400> 11

accccagtgg ttgatgtitg gggtaatcce acaaactcce accaacc 47

<210>12
<211> 27
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> GSTP1 Scorpion

<400> 12

gtggtoattt tggggatitt agggtgt 27

20
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<210> 13
<211>56
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> GSTP1 Scorpion

<220>

<221> base modificada
<222>(28)..(28)

<223> -BHQ-HEGEP

<400> 13

ccccacaggt tggtgggagt ttgtggggec caatactaaa tcacaacacc aaccac 56

<210> 14
<211> 27
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> GSTP1 Escorpién Cebador Antisentido

<400> 14

tggttagttg tgtggtgatt ttgggga 27
<210> 15

<211> 46

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
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<223> GSTP1 Scorpion

<220>
<221> base modificada
<222> (23)..(23)

<223> -BHQ-HEG-

<400> 15

ccccgaacgt cgaccgetcg gggegattic ggggatttta gggegt 46

<210> 16
<211>21
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> GSTP1 Escorpion Cebador Antisentido

<400> 16

aaaatcccgce gaactcecge ¢ 21

<210> 17
<211>53
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> GSTP1 Scorpion

<220>

<221 base modificada
<222>(30)..(30)
<223> -BHQ-HEG-
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<400> 17

cgcacgccga acgtcgaccg caaacgtgeg cgatttcggg gattttaggg cgt 53

<210> 18
<211>21
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> GSTP1 Escorpién Cebador Antisentido

<400> 18

aaaatcccgc gaactcecgce ¢ 21

<210>19
<211> 47
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> GSTP1 Scorpion

<220>
<221> base modificada
<222> (27)..(27)

<223> -BHQ-HEG-

<400> 19

cgcacggcga actcccgeceg acgtgegtgt ageggtegtc ggggttg 47

<210> 20
<211> 22
<212> ADN

<213> Artificial
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<220>

<223> GSTP1 Escorpion Cebador Antisentido

<400> 20

gccccaatac taaatcacga cg 22

<210> 21
<211>55
<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> GSTP1 Scorpion

<220>
<221> base modificada
<222> (34)..(34)

<223> -BHQ-HEG-

<400> 21

ccgacgcaca aaaaaacacc ctaaaatccg tcggggttag ttgtgtggtg atttt 55

<210> 22
<211>20
<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> GSTP1 Escorpién Cebador Antisentido

<400> 22

cacaacacca accactcttc 20
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<210> 23
<211>29
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> GSTP1 Cebador de Tagman

<400> 23

cgtgatttag tattggggcg gagcggggce 29

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

<213> Artificial

<220>

<223> GSTP1 Cebador de Tagman

<400> 24

atccccgaaa aacgaaccgc gegta 25
<210> 25

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> GSTP1 Sonda de Tagman

<400> 25

tcggaggtcg cgaggttttc gttgga 26

<210> 26

25
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<211> 48
<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> RARB2 Scorpion

<220>

<221> base modificada
<222>(28)..(28)

<223> -BHQ-HEG-

<400> 26

gccgecgteg agaacgegag cgggeggcta cceccgacgat acccaaac 48

<210> 27
<211> 27
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> RARB2 Escorpion Cebador Antisentido

<400> 27

gggattagaa ttttttatgc gagttgt 27

<210> 28
<211> 47
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> RARB2 Scorpion

26
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<220>
<221> base modificada
<222> (27)..(27)

<223> -BHQ-HEG-

<400> 28

cggcaggatt gggatgtcga getgecgtac cccgacgata cccaaac 47

<210> 29
<211> 27
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> RARB2 Escorpién Cebador Antisentido

<400> 29

gggattagaa tittttatgc gagttgt 27

<210> 30
<211> 49
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> RASSFIA Scorpion

<220>
<221> base modificada
<222> (25)..(25)

<223> -BHQ-HEG-

<400> 30

gccgeggttt cgttcggttc geggececgt acticgetaa ctttaaacg 49
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<210> 31
<211>18
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> RASSFIA Escorpion Cebador Antisentido

<400> 31

gcgttgaagt cggggttc 18

<210> 32
<211> 48
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> TIMP3 Scorpion

<220>
<221> base modificada
<222> (26)..(26)

<223> -BHQ-HEG-

<400> 32

gcggegagtt cgggttgtag cgccgeegcec tctccaaaat taccgtac 48

<210> 33

<211>21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<223> TIMP3 Escorpién Cebador Antisentido

<400> 33

gcgtcggagg ttaaggttgt t 21

<210> 34
<211> 44
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> APC Scorpion

<220>
<221> base modificada
<222> (25)..(25)

<223> -BHQ-HEG-

<400> 34

gccggegggt titcgacggg ccggecgaac caaaacgcte ccca 44

<210> 35
<211> 25
<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> APC Escorpion Cebador Antisentido

<400> 35

gtcggttacg tgcgtttata titag 25

<210> 36

<211> 44
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<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Actina Scorpion

<220>
<221> base modificada
<222> (22)..(22)

<223> -BHQ-HEG-

<400> 36

gcgeccaacc gecacaagggce gegggtatat titcgagggg tacg 44

<210> 37
<211>18
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> ACTINA Escorpion Cebador Antisentido

<400> 37

cgacccgeac tccgcaat 18
<210> 38

<211> 52

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> ACTINA Scorpion

<220>
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<221> base modificada
<222> (27)..(27)

<223> -BHQ-HEG-

<400> 38

ccgegceatea ccaccccaca cgegegggga gtatataggt tggggaagtt tg 52

<210> 39
<211> 27
<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> ACTIN Escorpién Cebador Antisentido

<400> 39

aacacacaat aacaaacaca aattcac 27

<210> 40
<211>50
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> ACTINA Scorpion

<220>
<221> base modificada
<222> (27)..(27)

<223> -BHQ-HEG-

<400> 40

cccggctaaa cccaccatce agecgggggg agggtagttt agttgtggtt 50
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<210> 41
<211>29
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> ACTIN Escorpion Cebador Antisentido

<400> 41

caaaacaaaa aaactaaatc tacacaacc 29

<210> 42
<211> 47
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> ACTINA Scorpion

<220>

<221> base modificada
<222> (26)..(26)

<223> -BHQ-HEG-

<400> 42

ccgeggaaca ttcaactcaa ccgcggggag gaggaaggta ggtittt 47

<210> 43
<211>29
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> ACTINA Escorpién Cebador Antisentido
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<400> 43

acatacaaca atcaataaca taaaaccac 29

<210> 44
<211> 47
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> PTGS2/COX2 Scorpion

<220>
<221> base modificada
<222> (22)..(22)

<223> -BHQ-HEG-

<400> 44

cacgccgccg tatctaggeg tggtttgttt cgacgtgatt tittcga 47

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

<213> Artificial

<220>

<223> PTGS2/COX2 Antisense Primer

<400> 45

gcaaaaaatc ccctetceeg ¢ 21
<210> 46
<211> 45

<212> ADN

33



10

15

20

25

30

ES 2386 729 T3

<213> Atrtificial

<220>

<223> PTGS2/COX2 Scorpion

<220>

<221> base modificada
<222>(22)..(22)

<223> -BHQ-HEG-

<400> 46

gccgegeaca aatttccgeg gegaattggt tttcggaagce gtteg 45

<210> 47
<211>16
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> PTGS2/COX2 Cebador Antisentido

<400> 47

cccgaattcc accgec 16

<210> 48
<211> 46
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> PTGS2/COX2 Scorpion

<220>

<221> base modificada
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<222> (23)..(23)

<223> -BHQ-HEG

<400> 48

ggcggaacgc acaaatttcc gccgaattgg ttttcggaag cgttcg 46

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

<213> Artificial

<220>

<223> PTGS2/COX2 Cebador Antisentido

<400> 49

cccgaattce accgec 16

<210>50
<211>51
<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> PTGS2/COX2 Scorpion
<220>

<221> base modificada
<222> (26)..(26)

<223> -BHQ-HEG-

<400> 50

tgcegeegece gtatctaatg geggceagttt gtttcgacgt gattttttcg a 51

<210>51
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<211>21
<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> PTGS2/COX2 Cebador Antisentido

<400> 51

gcaaaaaatc ccctcteeeg ¢ 21

<210>52
<211>51
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> 14-3-3 Scorpion

<220>
<221> base modificada
<222> (26)..(26)

<223> -BHQ-HEG-

<400> 52

cggccttcge tcttcgcaaa aggecgggta gtttttatga aaggegtegt 51

<210>53
<211>18
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> 14-3-3 Cebador Antisentido

36



10

15

ES 2386 729 T3

<400> 53

ctaaccgccc accacgtt 18

<210>54
<211> 4260
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<223> >gi|341173|gb|M24485.1]HUMGSTP1G Homo sapiens (clon pHGST-pi) glutation S-transferasa pi

(GSTP1) gen, cds completa

<400> 54

aacaagagat caalatctag aataaatgga gatctgcaaa tcaacagaaa gtaggcagca 60
aagccaaaga aaatagccta aggcacagec actaaaagga acgtgatcat gtectttgca 120
gggacatggg tggagctgga agccegttage ctcagcaaac tcacacagga acagaaaacc 180
agcgagaccg catggtctca cttataagtg ggagctgaac aatgagaaca catggtcaca 240
tggcggegat caacacacac tggtgectgt tgagecggggt gctggggagg gagagtacea 300

ggaagaatag ctaagggata ctgggctitaa tacctgggtg atgggatgat ctgtacagca 360

37



ES 2386 729 T3

aaccatcatg gcgcacacac ctatgtaaca aacctgcaca tectgcacat gtaccccaga 420
acttcaaata aaagttggac ggccaggcegt ggtagetecac gectgtaate ccageactit 480
gggaagccga ggcglgcaga tcacctaagg tcaggagttc gagaccagec cggeccaacat 540
ggtgaaaccc cgtctctact aaaaatacaa aaatcagceca gatgilggeac gecacctataa 600
ttccacctac tcgggaggct gaagcagaat tgettgaacc cgagaggegg aggttgcagt 660
gagccgcecega gatcgegeea ctgeactcea geectgggeca cagegtgaga ctacgtcata 720
aaataaaata aaataacaca aaataaaata aaataaaala aaataaaata aaataataaa 780
ataaaataaa ataaaataaa ataaaataaa ataaagcaat ttcclitcet ctaagcggec 840
tccacccecle tccectgeee tgtgaagegg gtgtgcaage tccgggateg cageggtett  S00
agggaatttc cccccgegat gtcccggege gecagttege tgcgeacact tegetgeggt 960
cctcttcetg ctgtetgttt actccectagg ccccgetggg gacctgggaa agagggaaag 1020
gcltcceegg cecagetgege ggegactceg gggactccag ggegecccte tgeggecgac 1080
gceeggagtg cageggecge €ggggetggg gececggeggga glccgeggga ccctccagaa '1 140
gagcggcecegg cgecgtgact cageactggg gcggageggg gecgggaccac ccttataagg 1200
ctcggaggcee gecgaggectt cgetggagtt tcgecgeege agtettegee accagtgagt 1260
acgcgeggcec cgetcccegg ggatgggget cagagcelece ageatgggge caaccegeag 1320
catcaggccc gggcetcecgg cagggcetect cgeccacctc gagacecegqg acgggggect 1380
aggggaccca ggacgtcccc agtgecegtita gecggcetitca gggggeccgg agegectcgg 1440
ggagggatgg gaccccggag gcggggagag ggggeaggct gegetcaceg cgectiggea 1500
tectceceecg ggctccagea aacttttett tgttcgetge agtgecgece tacacegtgg 1560
tctatttccc agttcgaggt aggagcatgt gtctggecagg gaagggaggce aggggetggg 1620
gctgcagecc acagcecccte geccaccegg agagatccga acccccttat cectecgtecg 1680
tgtggctttt accccgggec tecttectgt tcccegecte tecegecatg cetgetccce 1740
gccccagtgt tgtgtgaaat cttcggagga acctgtttac ctgtteccte cctgcactce 1800
tgacdcctcc ccgggttgct gcgaggegga gtecggeeegg tecccacate tegtacttet 1860
ceccteececge aggecgetge geggecectge geatgetget ggcagatcag ggccagaget 1920
ggaaggagga ggtggtgacc gtggagacgt ggcaggaggg ctcacicaaa geeteetgeg 1980

taagtgacca tgcccgggeca aggggagggg gtgetgggece ttagggagct gtgactagga 2040
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tcgggggacg cccaagetca gtgecceetee ctgagecatg ceteeeocaa cagctatacg 2100
ggcagctccc caagttccag gacggagacc tcaccctgta ccagtccaat accatecige 2160
gtcacctggg ccgeaccctlt ggtgagtctt gaacctccaa gtccagggea ggeatgggea 2220
agcctctgee cccggagecc itttgtitaa atcagetgee ccgeagecct ctggagtgga 2280
ggaaactgag acccaclgag gttacgtagt ttgcccaagg tcaagcectgg gtgectgcaa 2340
tccttgecct gtgccaggcet gecteccagg tgtcaggtga getctgagea cetgetgtgt 2400
ggcagtctct catccttceca cgeacatect cttccectee tcccaggetg gggetcacag 2460
acagccccct ggttggccca tcceccagtga ctgtgtgttg atcaggegcec cagtcacgeg 2520
gcctgctecece ctccacccaa ccccagggcet ctatgggaag gaccagcagg aggcagecet 2580
ggtggacatg gtgaatgacg gcgtggagga cctcegetge aaatacatct cecteateta 2640
caccaactat gtgagcatct g;accagggl tgggcactgg gggctgaaca aagaaaggqgg 2700
cticttgtgc cctcaccecce cttaccectc aggtggcettg ggetgacccec ttettgggte 2760
agggtgcagg ggctgggtca getctgggee aggggeccag gggectggga caagacacaa 2820
cctgcaccct tattgectgg gacatcaace agccaagtaa cgggtcatgg gggcgagtge 2880
aaggacagag acctccagca actggtggtt tctgatctce tggggtggeg agggcettcet 2940
ggagtagcca gaggtggagg aggattigtc gccagtttct ggatggaggt getggecactt 3000
ttagctgagg aaaatatgca gacacagagc acatttgggg acctgggacc agttcagcag 3060
aggcagceglg tgtgegegtg cgtgtgegtg tgtgtgeatg tgtgtgtgta cgcettgeatt 3120
tgtgtcgggt gggtaaggag atagagatgg gcgggcagta ggcccaggtc ccgaaggect 3180
tgaacccact ggtttggagt ctcctaaggg caatgggggce cattgagaag tctgaacagg 3240
gctgtgtctg aatgtgaggt ctagaaggat cctccagaga agccagetcet aaagettttg 3300
caatcatclg glgagagaac ccagcaagga tggacaggcea gaatggaata gagatgagtt 3360
ggcagctgaa gtggacagga tttggtacta gcctggttgt ggggagcaag cagaggagaa 3420
tctgggactc tggtgtctgg cctggggecag acgggggtgt ctcaggggcet gggagggatg 3480
agagtaggat gatacatggt ggtgtctggc aggaggcggg caaggatgac tatgtgaagg 3540
cactgcccgg gcaactgaag ccttttigaga cectgctgtec ccagaaccag ggaggcaaga 3600
ccticattgt gggagaccag gtgagcatct ggccccatge tgttccttee tcgeccacect 3660

ctgcticcag atggacacag gtgtgagcca tttgtttage aaagcagage agacctaggg 3720
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gatgggctta ggccctctge ccecaattee tccagectge tecegetggce tgagtcecta 3780
gcccececctge cctgeagate tcettegetg actacaaccet getggacttg ctgetgatce 3840
atgaggtcct ageccclgge tgectggatg cgttcceect getetcagea tatgtgggge 3900
gcctcagtge ccggeccaag ctcaaggcect tectggecte cectgagtac gtgaacctee 3960
ccatcaatgg caacgggaaa cagtgagggt tggggggact ctgagcggga ggcagagttt 4020
gccttcctit ctccaggacce aataaaattt ctaagagagce tactatgagce actgtgtitc 4080
ctgggacggg gcttaggggt tctcagecte gaggtcggtg ggagggcaga gcagaggact 4140
agaaaacagc tcciccagea cagtcagtgg cttecctggag cectcagect ggetgigttt 4200
actgaaccic acaaactaga agaggaagaa aaaaaaagag agagagaaac aaagagaaat 4260

<210> 55

<211> 2011

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<223> B-Actin

>gi|28337|emb|Y00474.1]JHSACTBPR region flanqueante en 5’ del gen de la beta-actina humana, Isla de CpG 1656 a
1955

<400> 55
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gagctctgtc tcttggccag ctgaatggag gcccagegge a_acacaggtc clgcctgggg 60
atcaggtctg ctctgcacce caccttgetg cctggageeg cecacctgac aacctetcat 120
ccctgctctg tagatccggt cccateeeea ctgececcacee cacececeeeca geactccace 180
cagttcaacg ttccacgaac ccccagaacce ageccteate aacaggcage aagaagggee 240
cceegeccat cgececacaa cgecagecgg gtgaactgta gegttggeag gtcctgagge 300
agctgaaaga tacaaggcca gggacaggac agtcccatce ccaggaggcea gggagtatac 360
aggctgggga agtttgecct tgegtggagt ggtgatggag gaggctcage aagtcttctg 420
gactgtgaac ctgtgtctge cactgtgtge tgggtagtgg teatcttice caccaggetg 480
tagcctctge aaccticaag ggaggagcag gtcccaltgg ctgagcacag ccttgtacgt 540
gaactgaaca agcagcctcc ticctggeca caggttceat gtecttatat ggactcatet 600
ttgcctattg cgacacacac tcaatgaaca cctactacge gctgcaaaga geccegcagg 660

cctgaggtge ccccacctea ccactetice tatttitglg taaaaatcca gettettgtc 720

41



ES 2386 729 T3

accacclicca aggaggggga ggaggaggaa ggcagattce tctaggetga gccgaatgee 780
ccictgtggt cccacgccac tgatcgetge atgcccacca cetgggtaca cacagicigt 840
gattcccgga gcagaacgga ccetgeccac ccggletigt gigetactea gtggacagac 900
ccaaggcaag aaagggtgac aaggacaggg tcttcccagg ctggctttga gttcctagca 960
ccgeeccgece cccaatecte tgtggcacat ggagtettgg tccccagagt ccececcagegg 1020
cclccagatg gtctgggagg gecagticage tgtggetgeg catagcagac atacaacgga 1080
cggtgggccc agacccaggce tgtgtagacc cagecceccecce geeccgeagt gectaggtca 1140
cccactaacg ccccaggect ggtetigget gggegtgact gttaccctca aaagcaggca 1200
gclccagggl aaaagglgcece ctgccctgta gagcccactt cettcccagg gelgeggetg 1260
ggtagatitg tagccttcat cacgggccac ctccagecac tggaccegetg geecctgece 1320

‘ tgtcctgggag agtgtgglce tgecgactcla atggccgeaa gecacctgac tcccccaaca 1380
ccacactcta cctctcaage ccaggtcelct cectagtgac ccacccagea catttageta 1440
gctgagcccc acagccagag gtcctcagge cctgetttica gggeagttge tetgaagtcg 1500
gcaaggggga gtgactgcct ggccactcca tgcectccaa gagctectic tgcaggageg 1560
tacagaaccc agggcecctgg caccegtgeca gaccctggece caccecacct gggegetcag 1620
tgcccaagag atgtccacac ctaggatgte ccgeggtggg tggggggece gagagacggg 1680
caggccgggg gcaggectgg ccatgegggg ccgaaccggg cactgeccag cgtggggege 1740
gggggccacg gegegegece ccagececeg ggeecageac ceccaaggegg ccaacg;:caa 1800
aactctccct cctectette ctcaateteg cictegcetct tititttttt cgcaaaagga 1860
gg9gagaggg ggtaaaaaaa tgctgcactg tcggcgaagce cggtgagtga gcggegeggg 1920
gccaatcgceg tgegecgttc cgaaagtige cttttatgge tcgageggec geggeggege 1980
cctataaaac ccageggege gacgegecac ¢ 2011

<210> 56

<211> 1792

<212> ADN
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<213> Homo sapiens
<220>
<221> misc_feature

<223> >gi|5016088|ref|[NM_001101.2| beta-actina de Homo sapiens (ACTB), ARNm

<400> 56
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cgcgtcegece ccgegagceac agagectcgce ctitgeegat cegeecgececg tecacacceg 60
ccgcecagctc accalggatg atgatatcge cgegetegte gtegacaacg getccggeat 120
gtgcaaggcc ggclicgegg gegacgatge ccccecgggcec gtettceect ccategtggg 180
gcgccccagg caccagggceg tgatggtggg catgggtcag aaggattcct atgtgggcga 240
cgaggcccag agcaagagag gcatcctcac cctgaagtac cccatcgage acggecatecgt 300
caccaactgg gacgacatgg agaaaatctg gcaccacacc ttctacaatg agctgegtgt 360
ggctcccgag gageaccecg tgetgetgac cgaggeccecce ctgaacccca aggccaaccg 420
cgagaagatg acccagatca tgtttgagac cticaacacc ccagecatgt acgttgetat 480
ccaggctgtg ctatccctgt acgcctetgg cecgtaccact ggcategtga tggactccgg 540
tgacggggtc acccacactg tgcccatcta cgaggggtat geectececee atgecatect 600
gcgictggac ctggctggee gggacctgac tgactaccte atgaagatcc tcaccgageg 660
cggctacagc ticaccacca cggccgagceg ggaaatcgtg cgtgacatta aggagaaget 720
gtgctacgtc gccctggact tcgagcaaga gaiggcecacg getgettcca getectcect 780
ggagaagagc tacgagctgce ctgacggcca ggtcatcacc attggcaatg ageggttccg 840
ctgcectgag geactetice agecticett cctgggceatg gagteetgtg gcatccacga 900
aactaccttc aactccalca tgaagtgtga cgtggacatc cgcaaagacc tgtacgccaa 960
cacagtgctg tctggcggca ccaccatgta ccctggcatt gccgacagga tgcagaagga 1020
gatcactgcc ctggcaccca gcacaatgaa gatcaagatc attgctcctc ctgagegcaa 1080
gtactccgtg tggatcggceg getccatect ggcectegetg teccaccttee ageagatgtg 1140
gatcagcaag caggagtatg acgagtccgg cccctecate gtccacegea aatgettcta 1200
ggcggactat gacttagttg cgttacaccc tttcttgaca aaacctaact tgcgcagaaa 1260
acaagatgag attggcatgg ctttattigt titttttgtt tigtittgot tittittttt 1320

ttittggctt gactcaggat ttaaaaactg gaacggtgaa ggtgacagca gtcggttgga 1380
gcgagcatcc cccaaagtic acaatgtgge cgaggacttt gattgcacat tgttgtittt 1440
ttaatagtca ticcaaatat gagatgcatt gttacaggaa gtccctigee atcctaaaag 1500
ccaccccact tetctctaag gagaatggec cagtectetc ccaagtccac acaggggagg 1560

tgatagcatt gctitcgtgt aaattatgta atgcaaaatt tttitaatct tcgecttaat 1620
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cgcgtcegec ccgegagceac agagcectege cttitgeegat cecgecgececg tccacaceceg 60
ccgccagctc accatggatg atgatatcge cgegetegte gtegacaacg gectccggecat 120
gtgcaaggcc ggcelicgegg gegacgatge ccecegggcec giettccect cecategtggg 180
gcgccccagg caccagggceg tgatggtggg catgggtcag aaggattcct atgtgggega 240
cgaggcccag agcaagagag gcatcctcac cctgaagtac cccatcgagce acggcategt 300
caccaactgg gacgacatgg agaaaatctg gcaccacacc ltctacaatg'agctgcgtgt 360
ggctcccgag gagcacccecg tgctgetgac cgaggcccce ctgaacccca aggccaaccg 420
cgagaagatg acccagatca tgtttgagac cttcaacacc ccagccatgt acgttgetat 480
ccaggcigtg ctatccctgt acgectetgg ccgtaccact ggcategtga tggactccgg 540
tgacggggtc acccacaclg tgcccatcta cgaggggtat geectcececce atgecatect 600
gcgtctggac ctggctggce gggacctigac tgactacctc atgaagatcc tcaccgageg 660
cggctacagc ticaccacca cggccgageg ggaaategtg cgtgacatta aggagaaget 720
gtgctacgtc gccctggact tcgagcaaga gatggccacg getgcttcca getectcect 780
ggagaagagc tacgagctgc ctgacggcca ggtcatcacc attggcaatg agcggticcg 840
ctgccctgag gecactctice agecttectt cctgggceatg gagtecetgtg gcatccacga 900
aactaccttc aaciccalca tgaaglgtga cgtggacatc cgcaaagacc tgtacgccaa 960
cacagtgctg tctggcggca ccaccatgta ccctggceatt gccgacagga tgcagaagga 1020
gatcactgcc ctggcaccca gcacaatgaa gatcaagatce atigetccte ctgagecgcaa 1080
gtactccgtg tggatcggcg getccatect ggectegetg tccaccttce agecagatgtg 1140
gatcagcaag caggagtatg acgagtccgg cccectccate gtccacecgea aatgettcta 1200
ggcggactat gacttagttg cgttacaccc tttctigaca aaacctaact tgcgcagaaa 1260
acaagatgag attggcatgg ctttattigt tttttttgtt tigtittggt titttttttt 1320

ttittggctt gactcaggat ttaaaaactg gaacggtgaa ggtgacagca gtcggttgga 1380
gcgagcatcc cccaaagtic acaatgtgge cgaggacttt gattgcacat tgttgtittt 1440
ttaatagtca ticcaaatat gagatgcatt gttacaggaa gtcccttgee atcctaaaag 1500
ccaccccact tctctctaag gagaatggcece cagtectcte ccaagtccac acaggggagg 1560

tgatagcatt gctticgtgt aaattatgta atgcaaaatt titttaatct tcgecttaat 1620
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acitttitat tttgtittat tttgaa!gal gagccticgt gceeecectt ceeccttitt 1680

gtcccccaac ttgagatgta tgaaggcltt tggtctcect gggaglgggt ggaggcagee 1740

agggcttacc tgtacactga cltgagacca gttgaataaa agtgcacacc tt 1792

<210> 57
<211> 2762
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<223> RARB2

>gi|14916495|ref[NM_016152.2]| receptor beta del acido retinoico de Homo sapiens, (RARB),variante de transcripcion 2,
ARNmM

<400> 57
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gtgacagaag lagtaggaag tgagcigttc agaggcagga gggtctatic tttgccaaag 60
gggggaccag aattccccat gcgagcelgtt tgaggactgg gatgccgaga acgcgagega 120
tccgageagg gtttgtctgg gcaccgtcgg ggtaggatce ggaacgeatt cggaaggett 180
titgcaagca titacttgga aggagaactt gggatctitc tgggaaccce ccgeccegge 240
tggattggcc gagcaagcect ggaaaatgca attgaaaéac agagcaccag ctctigaggaa 300
ctegtcececaa gecccccate tecacticet cecectegag tgtacaaacce ctgeticgic 360
tgccaggaca aatcatcagg gtaccactat ggggtcageg cctgtgagag atgtaaggge 420
tttttccgea gaagtattca gaagaatatg atttacactt gtcaccgaga taégaactgt 480
gttattaata aagtcaccag gaatcgatgc caatactgtc gactccagaa gtgctttgaa 540
gtgggaatgt ccaaagaatc lgtcaggaat gacaggaaca agaaaaagaa ggagacticg 600
aagcaagaat gcacagagag ctatgaaatg acagctgagt tggacgatct cacagagaag 660
atccgaaaag ctcaccagga aactttcect tcactctgee agetgggtaa atacaccacg 720
aattccagtg clgaccatcg agtccgactg gacctgggec tctgggacaa attcagtgaa 780
ctggccacca agtgcattat taagategtg gagttigcta aacgtctgec tggtttcact 840
ggcltgacca tcgcagacca aattaccctg ctgaaggecg cclgectgga catcctgatt 900
cttagaattt gcaccaggta taccccagaa caagacacca tgactitctc agacggectt 960
accctaaatc gaactcagat gcacaatgct ggatttggtc cictgactga cettgtgttc 1020

acctttgcca accagctect gectttggaa atggatgaca cagaaacagg ccttctcagt 1080
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gceatetgct taatctgtgg agaccgecag gacctigagg aaccgacaaa agtagataag 1140
ctacaagaac caligctgga agcactaaaa atttatatca gaaaaagacg acccagcaag 1200
ccicacatgt ticcaaagat cltaatgaaa atcacagatc tccgtagcat cagtgctaaa 1260
ggtgcagagc gtgtaattac cttgaaaatg gaaaticclg gatcaatgcc acctctcatt 1320
caagaaatgc tggagaatic tgaaggacat gaacccltga ccccaagttc aagtgggaac 1380
acagcagagc acagtcctag catctcaccce agetcagtgg aaaacagtgg ggtcagtcag 1440
tcaccactcg tgcaataaga catitictag ctacttcaaa cattceccag taccttcagt 1500
tccaggattt aaaatgcaag aaaaaacatt tttactgctg cttagitttt ggactgaaaa 1560
gatattaaaa ctcaagaagg accaagaagt tttcatlatgt atcaatatat atactcctca 1620
ctgtgtaact tacctagaaa tacaaacttt tccaatttta aaaaatcagce catticatgc 1680
aaccagaaac tagttaaaag ctictatttt cctctitgaa cactcaagat gcatggcaaa 1740
gacccagtca aaatgattta cccctggtta agtttctgaa gactitgtac atacagaagt 1800
atggctctgt tcttictata ctgtatgtit ggtgctttcc ttitgtcttg catactcaaa 1860
ataaccatga caccaaggtt atgaaataga ctactgtaca cgtctaccta ggttcaaaaa 1920
gataaclgtc tigctttcat ggaatagtca agacatcaag gtaaggaaac aggactattg 1980
acaggactat tgtacagtat gacaagataa ggctgaagat atictacitt agttagtatg 2040
gaagcttgic ttigctctit ctgatgetct caaactgceat cttttatttc atgttgccca 2100
gtaaaagtat acaaattccc tgcactagca gaagagaatt ctgtatcagt gtaactgcca 2160
gttcagttaa tcaaatgtca tttgttcaat tgitaatgtc actttaaatt aaaagtggtt 2220
tattacttgt ttaatgacat aactacacag ttagttaaaa aaaattittt tacagtaatg 2280
atagcctcca aggcagaaac acttitcagt gttaagtitt tgtttacttg ttcacaagec 2340
attagggaaa tttcatggga taattagcag gctggtctac cactggacca tgtaactcta 2400
gtgtccttce tgattcatge ctgatattgg gatttttttc cagccctict tgatgccaag 2460
ggctaattat attacatccc aaagaaacag gcatagaatc tgectccttt gacctigtic 2520
2atcactatg aagcagagtg aaagctgtgg tagagtggtt aacagataca agtgtcagtt 2580
tcttagttct catttaagca ctactggaat ttttittttt gatatattag caagtctgtg 2640

atgtactttc actggctctg tttgtacatt gagattgttt gtttaacaat gcttictatg 2700

ttcatatact gtttaccttt ttccatggac tctcctggea aagaataaaa tatatttatt 2760
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tt

<210>58
<211> 5487
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<223> TIMP3

>gi|21536431|ref|[NM_000362.3| inhibidor tisular de
pseudoinflamatoria del fondo de Sorsby,) (TIMP3), ARNm

<400> 58

2762

la metaloproteinasa 3 de Homo sapiens (distrofia
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ictgtegact tgcceccagag ctgatectig tetttgteca cttctcageq aggatggecac 60
ttcagggagc cctitcectta ctatcgcaga gagagcagge cctccccagt catgtccaac 120
ccagaactct gttttgtttt cttcatagcc ctagcatcac agaaaatcac ccigtgeatt 180
catggatgtc cacgggggca agggctttgt gttgcttaac ccagcatcct gaaccgtgtt 240
igtigaatga atacagaacc ccgtttgclc tgggagagca cagaaaacag tctictatca 300
tatatcatag ccagctgcaa acagcagatg gcttcccata tcccagagag taagaaccag 360

- agagagagag aaagagagag agtttgggtc tttcicctet gtgecetgcete tctccagaga 420
aactggaggg glagcagtta gcattcecccec getggttcca ccaagcacag tcaaggtcte 480
taggacatgg ccacccctca cctgtggaag cggtcctget ggggtgggtg ggtgtiagtt 540
ggtictggtt tgggtcagag acacccagtg gcccaggigg gegtggggee agggegeaga 600
Cgagaagggg cacgagggct ccgctccgag gacccagegg caageaccgg tccegggaege 660
gcececagecc acecactege gtgeccacgg cggeattatt cecctataagg atctgaacga 720
tccgggggceg geccegeccc gitaccectt gcceceeggec cegecccectt titggaggge 780
cgatgaggta atgcggctct gccattggtc tgagggggeg ggecccaaca geececgaggeg 840
gggtcccegg gggeccageg clatatcact cggeegecca ggcageggeg cagageggge 900
agcaggcagg cggcgggcgc tcagacggcet tetectecte ctettgetee tccagetect 960
gctccttcge cgggaggecg ceccgecgagt cectgegecag cgecgaggea gectegetge 1020
gccccatcec gtccecgecgg gecactcggag ggecagegege cggaggcecaa ggtigeeeceg 1080

cacggccecgg cgggcgageg agctcgggcet gcagcagece cgecggegge gegeacggea 1140
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acttiggaga ggcgagcage agcceccggea geggeggeag cageggeaat gacceetigg 1200
ctcgggcetea tegtgetect gggeagetgg ageetgaggg actggggege cgaggegtge 1260
acatgctcgc ccagcecaccce ccaggacgcec ttetgcaact ccgacategt gatccgggee 1320
aaggtgotag ggaagaagct ggtaaaggag gggceccticg gcacgcetggt ctacaccatc 1380
aagcagalga agatgtaccg aggcttcacc aagatgcccc atgtgcagta catccacacg 1440
gaagcticeg agagtcictg tggecttaag ctggaggtca acaagtacca gtacctgetg 1500
acaggtcgcg tctatgatgg caagatgtac acggggcigt gcaacticgt ggagaggigg 1560
gaccagctea cectetecca gegecaagggg ctgaactate ggtatcacct gggttgtaac 1620
tgcaagatca agtcctgcta ctacctgect tgctttgtga cttccaagaa cgagtgtcte 1680
tggaccgaca tgctctccaa titcggttac cetggcetace agtccaaaca ctacgectge 1740
atccggcaga agggcggcta ctgcagcetgg taccgaggat gggcccccce ggataaaagec 1800
alcatcaatg ccacagaccc ctgagcgcca gaccctgece cacctcactt ceeteectic 1860
ccgctgaget tcecttggac actaactctt cccagatgat gacaatgaaa ttagtgectg 1920
ttttcttgca aatttagcac ttggaacatt taaagaaagg tctatgctgt catatggggt 1980
ttattgggaa ctatcctccet ggececcacce tgecccttct ttttgatttt gacatcattic 2040

atttccacct gggaatttct ggtgccatge cagaaagaat gaggaacclg tattcctett 2100
cticgtgata atataalctc tatttttita ggaaaacaaa aatgaaaaac tactccatit 2160
gaggattgta attcccaccce ctettgette ttccccacct caccatetce cagaccetet 2220
tceetttgece ctictectee aatacataaa ggacacagac aaggaacttg ctgaaaggec 2280
aaccatttca ggatcagtca aaggcagcaa gcagatagac tcaaggtgtg tgaaagatgt 2340
talacaccag gagctgccac tgcatgtccc aaccagactg tgtetgtetg tgtctgecatg 2400
taagagtgag ggagggaagg aaggaactac aagagagtcg gagatgatgc agcacacaca 2460
caattcceca geecagtgat gettgtgttg accagatgtt cctgagtetg gagcaagcac 2520
ccaggccaga ataacagagc tttcttagtt ggtgaagact taaacatcetg cctgaggtca 2580
ggaggcaatt tgcctgectt gtacaaaagce tcaggtgaaa gactgagatlg aatgtctttc 2640
ctctecctge cteccaccag acttectect ggaaaacgcet ttggtagatt tggccaggag 2700
clttcttita tgtaaatigg ataaatacac acaccataca ctatccacag atatagccaa 2760

gtagatttgg gtagaggata ctatttccag aatagtgttt agctcaccta gggggatatg 2820
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titigtataca catttgcata tacccacatg gggacataag ctaattttit tacaggacac 2880
agaattctgt tcaatgctgt taaatatgcc aatagtttaa tcicttctat tttgtigtcg 2940

ttgctigtit gaagaaaatc atgacaticc aagtigacat tititittca itttaattaa 3000

aatttgaaat tctgaacacc gtcagcaccc tclcttccct atcatggate atctgaccee 3060
tgtcegtctc ctigtcecctg cticatgtit gggggccttt ctttaactge cttcectgget 3120

tagctcagat ggcagatgag agtgtagtca agggcctggg cacaggaggg agagctgcag 3180
agtgtcctgc ctgccttgge tggagggaca cctecteetgg gtgtggagac agcttg_gttc 3240
cctttcecta getecectggt gggtgaatge cacctectga gatcctcacc tettggaatt 3300
aaaattgtitg gtcactgggg aaagcctgag titgcaacca gttgtaggat tictgttgtg 3360
tttttittt titttittgaa ataaaactal aatataaatt ctectattaa ataaaattat 3420

tttaagtttt agigtcaaaa gtgagatgct gagagtaggt gataatgtat attttacaga 3480
gtgggggattg gcaggatggt gacattgaac atgattgcetc tctgtctctt ttttcagett 3540
atgggtattt atcttctatt agtattigta tcttcagttic attccactit aggaaacaga 3600
gctgecaatt gaaacagaag aagaaaaaaa aaaaaagcag cagacaacac actgtagagt 3660
cttgcacaca cacaagtgcc caggcaaggt gettggcaga accgcagagt gggaagagag 3720
taccggcatc gggtttcctt gggatcaatt tcattacegt gtacctttce catigtggte 3780
atgccatttg gcagggggag aatgggaggc ttggccttct ttgtgaggca gtgtgagcag 3840
aagctgatgc cagcatgtca ctggttitga agggatgagc ccagacttga tgttttggga 3900
ttgtccttat tttaacctca aggtctcgea tggtggggcec cetgaccaac ctacacaagt 3960
lccctececcac aagtggacat cagtgtctte tetgtgaggce atctggecat tegeactcce 4020
lggtgtggtc agcctctctc acacaaggag gaacttgggt gaaggcigag tgtgaggcac 4080
ctgaagtitc cctgcggagt cgataaatta gcagaaccac atccccatct gttaggectt 4140
ggtgaggagg ccctgggcaa agaagggtct ttcgcaaage gatgtcagag ggeggtitta 4200
agctttctat aagctatagc tttgtttatt tcacceqttc acttactgta taatitaaaa 4260

tcatttatgt agctgagaca cttctgtatt tcaatcatat catgaacatt ttattttigct 4320

aaatctigtg tcatgtgtag gctgtaatat gtgtacattg tgtttaagag aaaaatgaaa 4380
cccacatgcc gecattttce tgaatcaaat tetgcagtgg aatggagagg aaaatacttc 4440

taggcaagca gctagactgg toaattgggg gaaatagaag gaactagtaa ctgagactcc 4500

52



ES 2386 729 T3

tccagcectec tcectatigg aatcecaatg getcctggag taggaaaaaa gittaaacta 4560
cattcatgtt cttgttcigt gtcactcgge cclgggtagt ctaccatlta cticacccca 4620
aglcclgcelg cccalccagt tgggaageca tgattticet aagaatccag ggecatggga 4680
gatacaattc caagttctcg cttcctectt tgggceatcte tictgectee caatcaagga 4740
agclccatge tcaggetcte agetcteggg ccagtgcetet getetgtcca gggtaggtaa 4800
tactgggaga ctcctgtctt ttaccctcece ctegtticcag acctgectea tggtggcaac 4860
alggticttg aacaattaaa gaaacaaatg actttttgga atagccctgl ctagggcaaa 4920
ctgtggccce caggagacac tacccttcca tgccccagac cletgtettg catgtgacaa 4980
ttgacaatct ggactacccc aagatggcac ccaaglgttt ggctictgge tacctaaggt 5040
taacatgica ctagagtatt tttatgagag acaaacatta taaaaatctg atggcaaaag 5100
caaaacaaaa tggaaagtag gggaggtgga tgtgacaaca acttccaaat tggctetitg 5160
gaggcgagag gaaggggaga acttggagaa tagtttttge tttgggggta gaggctictt 5220
agattctcce agcatccgcec titccctita gccagtetge tgtcctgaaa cccagaagltg 5280
atggagagaa accaacaaga gatclcgaac cctgtctaga aggaatgtat tigttgctaa 5340
atttcgtagc actgtttaca gttitcclcc atgttattta tgaattitat attccgtgaa 5400
lgtatatlgt ctigtaatgt tgcataatgt tcacttttta tagtgtgtcc tttattctaa 5460

acagtaaagt ggttttattt ctatcac 5487

<210>59
<211> 866
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<223> APC

>gi|551463|gb|U02509.1|HSU02509 Gen de la poliposis adenomatosa del colon humao (APC), secuencia del promotor
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<220>
<221> misc_feature
<222> (315)..(315)

<223>nesa,c,g,0t

<400> 59

acttatatat ctgacagttg atttgtcctc accictaaat tggaatttaa gcatcacctg 60

gticgatita atgcaatgta gaatttgcat taaaatacta cattaaagcc tcagatttgt 120
agtagctaac agcacticta tgtatgtgtc agggactgct ctaaatadt calatatatt 180
aactcctcta tictgtactt cigttcecegt tttatacage aggaaatiga aacactgaga 240
ggttaagtaa ctaaagttac agagctagag tgacaggagt aaagcltcaa ctcaggcaac 300
ccagacgtcc agagnictga tctccactac taagctgcta geatagcttt tetggtaact 360
attittaatt caatataatt cgaatgatct atctaacaag tcalcactct gacaactcag 420
tgacligtaa tgtaaaatta tcaltgtaa ttcacttaat attatigttt cictgtgctg 480
caaaaatcat agcaatcgag atgtaattta ttactctccc tcccacctee ggeatcttgt 540
gctaatectt ctgececetgeg gacctcecccce gactctttac tatgegtgte aactgeccatc 600
aacttccttg cttgctgggg actggggecg tgagggceata cccccgaggg gtacgggget 660
agggctaggce aggetgtgeg gttgggeggg gecctgtgec ccactgegga gtgegggicg 720
ggaagcggag agagaagcag cigtgtaatc cgctggatgc ggaccaggge gectccccatt 780
cccgtcggga gecccgecgat tggetgagtg tgggegeacg tgaccgacat gtggetgtat 840
tggtgcagcce cgecagggtg tcactg 866
<210> 60
10  <211>10386

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<220>
<221> misc_feature

<223> >gi|21626462|ref[NM_000038.2| Poloposis adenomatosa del colon de Homo sapiens (APC), ARNm

<220>
<221> misc_feature
<222> (9521)..(9521)

<223>nesa,c,g,0t

<400> 60

attgaggact cggaaalgag gtccaagggt agccaaggat ggctgcaget tcatatgatc 60

agttgttaaa gcaagttgag gcactgaaga tggagaactc aaatcttcga caagagctag 120
aagataaltc caatcatctt acaaaactgg aaactgaggc atctaatatg aaggaagtac 180

ttaaacaact acaaggaagt attgaagatg aagctatgéc ticttctgga cagattgatt 240

tattagagcg tcttaaagag cttaacttag atagcagtaa tttccctgga gltaaaactge 300
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ggtcaaaaat gtcccteegt teitatggaa gccgggaagg atctgtatca agecgttctg 360 4
gagagtgcag tccigttcet atgggticat ticcaagaag agggtitgta aatggaagca 420
gagaaagtac tggatattta gaagaacttg agaaagagag gtcattgctt cttgctgatc 480
ttgacaaaga agaaaaggaa aaagactggt attacgctca acttcagaat clcactaaaa 540
gaatagatag tcticctita actgaaaatt tticcttaca aacagatalg accagaaggec 600
aattggaata tgaagcaagg caaatcagag ttigcgatgga agaacaacta ggtacclgce 660
aggatatgga asaacgagca cagcgaagaa tagccagaat tcageaaate gaaaaggaca 720
tacttcgtat acgacagctt ttacagtccc aagcaacaga agcagagagg tcalctcaga 780
acaagcatga aaccggcica catgatgctg agcggcagaa tgaaggtcaa ggagtgggag 840
aaatcaacat ggcaacitct ggtaatggtc agggticaac tacacgaatg gaccatgaaa 900
cagccagtgt tttgagtict agtagcacac actetgecace tcgaaggctg acaagtcatc 960
tgggaaccaa ggtggaaatg gtgtattcat tgttgtcaat gcttggtact catgataagg 1020
atgatatgtc gcgaactttg ctagctatgt ctagctccca agacagcetgt atatccatgc 1080
gacagtctgg atgtcttcct ctcctcatce agettttaca tggcaatgac aaagactetg 1140
tattgitggg aaattcccgg ggcagtaaag aggcetcggge cagggcecagt gcageactce 1200
acaacalcat tcactcacag cctgatgaca agagaggcag gegtgaaatc cgagtcctic 1260
atcttitgga acagatacgc gcttactgtg aaacctgttg ggagtggcag gaagetcatg 1320
aaccaggcat ggaccaggac aaaaatccaa tgecagctcece tgttgaacat cagatctgtc 1380
ctgctgtgtg tgttctaatg aaactticat ttgatgaaga gcatagacat gcaatgaatg 1440
aactaggggg actacaggcc attgcagaat tattgcaagt ggactgtgaa atgtacgggec 1500
ttactaatga ccactacagt attacactaa gacgatatgc tggaatggct ttgacaaact 1560
tgactittgg agatgtagcc aacaaggcta cgctatgcte tatgaaagge tgcatgagag 1620
cacttgtggc ccaactaaaa tctgaaagtg aagacttaca gcaggttatt gcaagtgttt 1680
tgaggaattt gtcttggcga gcagatgtaa atagtaaaaa gacgttgcga gaagttggaa 1740
gtgtgaaagc atigatggaa tgtgctttag aagttaaaaa ggaatcaacc ctcaaaagcg 1800
lattgagtgc cttatggaat tigtcagcac attgcactga gaataaagct gatatatgtg 1860
ctgtagatgg tgcacttgca ttittggttg gcactcttac ttaccggage cagacaaaca 1920

ctitagccat tattgaaagt ggaggtggga tattacggaa tgtgtccagc ttgatagcta 1980
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caaatgagga ccacaggcaa atcctaagag agaacaactg tctacaaact ttattacaac 2040
acttaaaalc tcatagtttg acaatagtca gtaatgcatg tggaactttqg tggaatctct 2100
cagcaagaaa tcctaaagac caggaagcat tatgggacat gggggcagtt agcatgetca 2160
agaacctcat tcaticaaag cacaaaatga ttgctatggg aagtgctgca gcetitaagga 2220
atctcatggc aaataggcect gcgaagtaca aggatgccaa tattatgtct cctggctcaa 2280
gcttgccatc tcttcatgtt aggaaacaaa aageccctaga agcagaatta gatgetcage 2340
acttatcaga aactittgac aatatagaca atttaaqtce caaggcatct catcgtagta 2400
agcagagaca caagcaaagt ctctatggtg attatgtttt tgacaccaat cgacatgatg 2460
ataataggtc agacaatttt aatactggca acatgactgt cctitcacca tatitgaata 2520
ctacagtgtt acccagctcc tcttcatcaa gaggaagctt agatagttct cgttctgaaa 2580
aagatagaag ttitggagaga gaacgcggaa ttggtctagg caactaccat ccagcaacag 2640
aaaatccagg aacttcttca aagcgaggtt tgcagatcte caccactgca geccagattg 2700
ccaaagtcat ggaagaagtg tcagccattc atacctctca ggaagacaga agttctgggt 2760
ctaccactga attacattgt glgacagatg agagaaatgc acttagaaga agctctgctg 2820
cccatacaca ttcaaacact tacaatttca ctaagtcgga aaaticaaat aggacatgtt 2880
ctatgcctta tgccaaatta gaatacaaga gatcttcaaa tgatagttta aatagtgtca 2940
gtagtagtga tggttatggt aaaagaggtc aaatgaaacc ctcgattgaa tcctattctg 3000
aagatgatga aagtaagttt tgcagttatg gtcaataccc agccgaccta gececcataaaa 3060
tacatagtgc aaatcatatg gatgataatg atggagaact agatacacca ataaattata 3120
gicttaaata ttcagatgag cagttgaact ctggaaggca aagtccttca cagaatgaaa 3180
gatgggcaag acccaaacac ataatagaag atgaaataaa acaaagtgag caaagacaat 3240
caaggaatca aagtacaact tatcctgttt atactgagag cactgatgat aaacacctca 3300
agttccaacc acattitigga cagcaggaat gtgtitctce atacaggtca cggggagcca 3360
atggticaga aacaaatcga gtgggttcla atcatggaat taatcaaaat gtaagccagt 3420
ctitgtgtca agaagatgac tatgaagatg ataagcctac caattatagt gaacgttact 3480
ctgaagaaga acagcatgaa gaagaagaga gaccaacaaa ttatagcata aaatataatg 3540
aagagaaacg tcatgtggat cagcctattg attatagttt aaaatatgcc acagatatic 3600

cttcatcaca gaaacagtca ttticattct caaagagttc atctggacaa agcagtaaaa 3660
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ccgaacalat glcttcaagc agtgagaata cgtccacacc ttcatctaal gccaagagge 3720
agaatcagct ccatccaagt tctgcacaga gtagaagtgg tcagcclcaa aaggetgeca 3780
cttigcaaagt tictictatt aaccaagaaa caatacagac ttatlgtgta gaagatactc 3840
caatatgttt ttcaagatgt agttcattat catctiigte atcagctgaa gatgaaatag 3900
gatgtaatca gacgacacag gaagcagatt ctgctaatac cctgcaaata gcagaaataa 3960
aagaaaagat tggaactagq tcagctgaag atcctgtgag cgaagticca gcagtgtcac 4020
agcaccctag aaccaaatcc agcagactgc agggttctag tttatctica gaatcagcca 4080
ggcacaaagc tgttgaattt tcttcaggag cgaaatctce ctccaaaagt ggtgctcaga 4140
cacccaaaag tccacctgaa cactatgttc aggagacccc actcatgttt agcagatgta 4200
cttctgtcag ticacttgat agttttgaga gtcgttcgat tgccagctce gttcagagtg 4260
aaccatgcag tggaatggta agtggcatia taagccecag tgatcttcca gatagecctg 4320
gacaaaccat gccaccaage agaagtaaaa cacctccacc acclectcaa acagctcaaa 4380
ccaagcgaga agtacctaaa aataaagcac ctactgctga aaagagagag agtggaccta 4440
agcaagclgce agtaaatgct gcagttcaga gggtccaggt tettccagat getgatactt 4500
tattacattt tgccacggaa agtactccag atggattttc tigttcatcc agectgagtg 4560
ctctgagcct cgatgagceca tttatacaga aagatgtgga attaagaata atgcctccag 4620
ttcaggaaaa tgacaatggg aatgaaacag aatcagagca gcctaaagaa tcaaatgaaa 4680
accaagagaa agaggcagaa gaaactang attctgaaaa ggacctatta gatgattcag 4740
atgatgatga tattgaaata ctagaagaal gtattatttc tgccatgcca acaaagtcat 4800
cacgtaaagc aaaaaagcca gcccagactg cttcaaaatt acctecacct gtggcaagga 4860
aaccaagtca gctgectgtg tacaaacttc taccatcaca aaacaggttg caaccccaaa 4920
agcatgttag tittacaccg ggggatgata tgccacggat gtattgtgtt gaagggacac 4980
clataaactt ttccacagct acatcictaa gtgatctaac aatcgaatce cctccaaatg 5040
agttagctge tggagaagga gttagaggag gagcacagtc aggtgaattt gaaaaacgag 5100
ataccattcc tacagaaggc agaagtacag atgaggctca aggaggaaaa acctcatctg 5160
taaccatacc tgaattggat gacaataaag cagaggaagg tgatatictt gcagaatgca 5220
ttaattctgc tatgcccaaa gggaaaagtc acaagcctit ccglgtgaaa aagataatgg 5280

accaggtcca gcaagcatct gegtegictt ctgcacceaa caaaaatcag ttagatggta 5340
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agaaaaagaa accaactica ccagtaaaac clataccaca aaatactgaa lataggacac 5400
gigtaagaaa aaatgcagac lcaaaaaata atttaaatgc igagagagtt itctcagaca 5460
acaaagatlc aaagaaacag aatttgaaaa ataattccaa ggacticaat gataagctcc 5520
caaataatga agatagagtc agaggaagtt ttgctittga ttcaccteat cattacacge 5580
ctattgaagg aactcctiac tgtitttcac gaaatgattc tttgagttct ctagatttty 5640
algatgatga tgttgacctt tccagggaaa aggctgaatt aagaaaggca aaagaaaata 5700
aggaatcaga ggctaaagtt accagccaca cagaactaac ciccaaccaa caatcageta 5760
ataagacaca agctattgca aagcagccaa taaatcgagg tcagectaaa cccatactic 5820
agaaacaatc cactittccc cagtcatcca aagacatacc agacagaggg gcagcaactg 5880
atgaaaagtt acagaatttt gctattgaaa ataclccagt ttgcttttct cataattcct 5940
ctctgagttc tctcagtgac attgaccaag aaaacaacaa taaagaaaat gaacctatca 6000
aagagactga gccccctgac tcacagggag aaccaagtaa acctcaagca tcaggctatg 6060
ctcctaaatc atttcatgtt gaagataccc cagttigttt ctcaagaaac agtictctca 6120
gitctcttag tattgactct gaagatgacc tgttgcagga atgtataagc tccgcaatge 6180
caaaaaagaa aaagcctica agactcaagg gtgataatga aaaacatagt cccagaaata 6240
tgggtggcat attaggtgaa gatctgacac ttgatitgaa agatatacag agaccagatt 6300
cagaacatgg tctatcccet gattcagaaa atittgattg gaaagctatt caggaaggtg 6360
caaattccat agtaagtagt (tacatcaag ctgctgctgce tgcatgtita tctagacaag 6420
cttcgtctga ttcagattcc atcctticce tgaaatcagg aatctceictg ggatcaccat 6480
ttcatcttac acctgatcaa gaagaaaaac cctitacaag taataaaggc ccacgaattc 6540
taaaaccagg ggagaaaagt acattggaaa ctaaaaagat agaatctgaa agtaaaggaa 6600
tcaaaggagg aaaaaaagtt tataaaagtt tgattactgg aaaagttcéa tctaattcag 6660
aaaftttcagg ccaaatgaaa cagcccctic aagcaaacat gecttcaate tetcgaggeca 6720
ggacaatgat tcatattcca ggagttcgaa atagctcctc aagtacaagt ccigtitcta 6780
aaaaaggccc accccttaag aciccagect ccaaaagcecc tagtgaaggt caaacagcca 6840
ccacttclce tagaggagcec aagccatcetg tgaaatcaga attaagecct gitgccagge 6800
agacatccca aataggtggg tcaagtaaag caccttctag atcaggatct agagattcga 6960

ccccticaag acctgeccag caaccattaa gtagacctat acagtctect ggecgaaact 7020
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caatticccc tggtagaaat ggaataagtc ctcctaacaa attatctcaa citccaagga 7080
catcalcccc taglactgct tcaactaagt cclcaggtic tggaaaaatg tcatatacat 7140
ctccaggtag acagatgagc caacagaacce ttaccaaaca aacaggttta tccaagaatg 7200
ccagtagtat tccaagaagt gagictgcct ccaaaggact aaatcagatg aataatggta 7260
atggagccaa taaaaaggta gaactticta gaatgtctic aactaaatca agtggaagtg 7320
aatctgatag atcagaaaga cctgtattag tacgccagtc aactttcatc aaagaagctc 7380
caagcccaac cttaagaaga aaattggagg aatctgcetic atttgaatet ctitctecat 7440
catctagacc agcttctcee actaggtcce aggcacaaac tccagtttta agtccttecee 7500
ttcctgatat gtcictatce acacattegt ctgttcaggce tggtggatgg cgaaaactcc 7560
cacctaatct cagtcccact atagagtata atgatggaag accagcaaag cgccatgata 7620
ttgcacggtc tcattctgaa agtecttcta gacttccaat caataggtca ggaacctgga 7680
aacgtgagca cagcaaacal tcatcatecc ticctcgagt aagcacttgg agaagaactg 7740
gaagttcatc ticaattctt tctgcttcat cagaatccag tgaaaaagca aaaagtgagg 7800
atgaaaaaca tgtgaacict atttcaggaa ccaaacaaag taaagaaaac caagtatccg 7860
caaaaggaac atggagaaaa alaaaagaaa atgaattttc tcccacaaat agtactictc 7920
agaccgttic ctcaggtgct acaaatggtg ctgaatcaaa gactctaatt tatcaaatgg 7980
cacctgclgt tictaaaaca gaggatgttt gggtgagaat tgaggactgt cccattaaca 8040
atcctagatc tggaagatct cccacaggta atactccccc ggtgatigac agtgtitcag 8100
aaaaggcaaa tccaaacatt aaagatticaa aagataatca ggcaaaacaa aatgtgggta 8160
atggcagtgt tcccatgegt accgtgggtt tggaaaatcg cctgaactce titattcagg 8220
tggatgcecce tgaccaaaaa ggaactgaga taaaaccagg acaaaataat cctgtecctg 8280
tatcagagac taatgaaagt tctatagtgg aacgtaccce attcagttct agcagctcaa 8340
gcaaacacag ttcacctagt gggactgttg ctgccagagt gactcctttt aattacaacc 8400
caagccctag gaaaagcage gcagatagea cttcageteg gecatctcag atcccaactc 8460
cagtgaataa caacacaaag aagcgagatt ccaaaactga cagcacagaa tccagtggaa 8520
Cccaaagtcc taagcgcecat tctgggtctt accttgtgac atctgtttaa aagagaggaa 8580
gaatgaaact aagaaaattc tatgttaatt acaactgcta tatagacatt ttgtttcaaa 8640

tgaaacttta aaagactgaa aaattttgta aataggtttg attcttgtta gagggttttt 8700
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gttctggaag ccatattiga tagtatactt tgtcticact ggtcttatit tgggaggcac 8760
tcttgatggt taggaaaaaa atagtaaagc caagtatgtt tgtacagtat gtittacatg 8820
tatttaaagt agcatcccat cccaactice titaattatt getigtctta aaataatgaa 8880
cactacagat agaaaatatg atatattgct gttatcaatc attictagat tataaactga 8940
ctaaacttac atcagggaaa aattggtatt tatgcaaaaa aaaatgttit tgtccttgtg 8000
agtccatcta acatcataat taalcatgtg gctgtgaaat tcacagtaat atggttcccg 9060
atgaacaagc ittacccagc ctgtitgctt tactgcatga algaaactga tggttcaatt 9120
tcagaagtaa tgattaacag ttatgtggtc acatgatgtg catagagata gctacagtgt 9180
aataatttac actattttgt gctccaaaca aaacaaaaal ctgtgtaact gtaaaacatt 9240
gaatgaaact attitacctg aactagattt tatctgaaag taggtagaat ttttgctatg 9300
ctgtaatttg ttgtatattc tggtatttga ggtgagatgg ctgctctttt attaatgaga 9360
catgaattgt gtctcaacag aaactaaatg aacatticag aataaattat tgctgtatgt 9420
aaactgttac tgaaattggt atttgtttga agggtcttgt ttcacattlg tattaataat 9480
tgtitaaaat gcctctttta aaagcettata taaatttttt ncticagcett cltatgcatta 9540
agagtaaaat tcctcttact gtaataaaaa caattgaaga agactgttge cacttaacca 9600
ttccatgcgt tggcacttat ctattcctga aattctttta tgtgattage tcatcttgat 9660
ttttaacatt tttccactta aacttitttt tettactcca ctggagceteca gtasaagtaa 9720
attcatgtaa tagcaatgca agcagcctag cacagactaa gcattgagca taataggecc 9780
acataatttc ctcttictta atattataga aattctgtac ttgaaattga ttcttagaca 9840
ttgcagtctc ttcgaggctt tacagtgtaa actgtcttge cecttcatet tettgttgca 9900
actgggtctg acatgaacac tttttatcac cctgtatgtt agggcaagat ctcagcagtg 9960
aagtataatc agcactitgc catgctcaga aaaticaaat cacatggaac tttagaggta 10020
gatttaatac gattaagata ticagaagta tattttagaa tccctgectg ttaaggaaac 10080
tiatitgtg gtaggtacag ttctggggta catgttaagt gtccccttat acagtggagg 10140
gaagtcticc ttcctgaagg aaaataaact gacacttatt aactaagata atttacttaa 10200
tatatcttcc ctgattigtt ttaaaagatc agagggtgac tgatgataca tgcatacata 10260
tttgttgaat aaatgaaaat ttatttttag tgataagatt catacactct gtatttgggg 10320

agagaaaacc ttittaagca tggtggggca ctcagatagg agtgaataca cctacctggt 10380
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ggtcat 10386

<210> 61
<211>7273
<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<221> misc_feature
<223> PTGS2

>gi|3282785|gb|AF044206.1| gen de la ciclooxigenasa de Homo sapiens (COX-2), promotor y exén 1

<400> 61
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ggtacccagg ctggagtgca ctggtgtgat catagctcac taacctcgaa ctcctggget 60
taggcaatcc tcttgccttg gectcccaaa gtgecaggat tacaggceatg agccaccaca 120
gtggagctct caattcigat actaataatt tgtgtctict ctttittice ttagectgac 180
tagagtaatt aactttatgt cttitaaaag aaccaccitit ttggttitac ccattttctt 240
ttttgatttt ctgtititga tttgattgat atctactcta attttttatt attictittc 300

ctctgcttac tttgaattta attacttite ttttttgtag tetcctaaaa tagaagetta 360
tattattgat titagatctt tcticttttc tattacagca cicaatgcta taaatticcc 420
tctaagcatt getitcactg catcctacaa tatticaact clattgttat ttagctcaaa 480
agaggttctt aatttctatt gggatttcic tttgacccat gtgttatica gaagtgttcc 540
gtgtgatctc caaatatttg ggagttttic agctatcttt ctattaatca tttctigttt 600
aattctattg tggcctgaga gcatatattg tatgatttat attcttgtaa atgtgttaag 660
gtatgtctta tggtgcagaa tgcggtttat cttgctatat gttccttaga gaataatgta 720
tgttctgctg ttattggala aagtagtcta tagatgtcag ttacatctcg ttgattaatg 780
gtgctgttga gticagctat glcctaaatg attttctgte tgctgtatct gtctatttct 840
gacacaaggc tgttgaagtc tccaaccata ataatgaatt aatctatttt tctttgcagt 900
tttatcaatt tigtcttata tatattgatg ctccattgtt tggcacatac acattaagaa 960
ttgttatgtc ticttggaga atttacctit ccataacatg taacatttcc ctttattcet 1020
gataattttt cttgctcaaa agtttgccd gttggaaatt accagaacta ctctggctit 1080

atttgattag tgttagcatg ctetctcitt ctctattctt acacttttaa tgtatacttg 1140
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| actttgtatt taaagtgggg ttcttataga aaacatatac ttggtagggt gggaagtaaa 1200
ataaaaagaa atactigggt attggtttga tccactctaa caatcictat gttttaattg 1260
atgtatttag accattgata cttattttit tatcctcate cctgtgatta cccagagage 1320
tgcttaaatt gattattgat atagacaaal taataattaa tatctaccgt tigttactgt 1380

titctatttt tcattgecct tactttctge tectatittt tgctecetitt tetgttaatt 1440

taggttitga gttattttat atcattctat ttictctccc tictcageat atgaattatc 1500

tttctttttg actittttag tggctgeect gaaggtigea atgtacattt acaaccagtc 1560
ccaatctccl ttcaaaaaac acaatactgt ttcatggcta gtgcaagtac ctaataataa 1620
gaagtcactc ctaattictt tctctcatte ttigtatctt tactgttatt catttcactt 1680

gtacataagc tgtaatcttt caatacatta ttgctattat tatttcaaaa catgttatct 1740
attatatcta tttaaaataa gaaaaatagg ccaggtgcag tggcttacte atgtaatccc 1800
agcacttigg gagaccgatg gattgctaga gctcaggaat tcgagaccag cctgggcaac 1860
atagtgaaac cctgtctcta ctaaaaatac aaaaaaaaaa attgctgggce atggtggcat 1920
gggcclgtgg tcacagctac tcgggaggcet gaggtgagag gattgcttga gectgggagg 1980
cagaggttgc agtgaaccaa aatcaagcta ctgcaclcca gectaagiga cagagtgaga 2040
ccctgictca aaaaaaaaal gaaagaatia (ttttattta tcttcactta tttcttctct 2100
aatgclcttt gitictttag tatgtagatc caagtttcta acctgtatca ttiticttat 2160

clcaataact tcttttaaca tttictcacaa agcagatcta ctggccacag aatgecicaa 2220
tittcatitg tctgagaaaa ccttattict ccttcacttt tgaaagataa ttttgtaggg 2280
tacagaatic taggttgtag gttttttccc ctcaaagtga aatatttcat tccactettt 2340

tcttctitgt atggtatctg agaagaagtc agatgtaatt cttatcatta ttacttaaaa 2400
gattgcttct gticcttict ctetictect teecttettt cettctetgt atattacace 2460

tittatagtt gccccatatt tcttagatat tatgttttgg ttttcttctg tagtttititc 2520

titgattcte agttttagaa gtctctattt atatatctge aatcgcaggg attctttcct 2580
ctgccatgtc cagtctacta ataagccctt acagacatig ttgacttctg ttccagtgtt 2640
titgatctct agceatttcte tgattatttc ttggaattge catctgteta cttacattac 2700

caacctattc ttgtgigttg tcttatcata gtaaﬁgcag tigitttaat ttcataggta 2760

ttgtaatttc aacatctcta ccatatttga cattgattct gatgcettgcet ctgtcttatc 2820
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aagctatgtt ttigtcttit agtgtgactt ctaattttit gitgaaagcc aggcatgatg 2880
tactgagtga aagaaactca atacattgta atgtgacgat aagagttcag gggaagtgaa 2940
gcatictata gtcctatage aggtctcggce ctittagtga gcctgtgect atgaacggtg 3000
actttcaaca agtgcttttc attccactcet tticctgtce ttaagtggga caagatcact 3060
999g9gggggc tagaattggg tatttccctt ctccaatgta gaagctaaag agagggetgg 3120
agltgggtat tittcttcce clglatggaa agctagaggce agttaaattt ggatatttic 3180
cticttctaa ttcagttagg ctgcgacaaa aatcccgaca gtttaggctc taatattata 3240
aaataatttc tcttgagtat aggccttatt aagaacacta tactctgatg gagctgaggg 3300
ggagtttict ctgatattca ctgcgagaac ctcgtagage t_ccaggaagc aaaactcaca 3360
aaagtgtggg agtcticcag aatttttcct ttgcagactt atctgcactg aacctccaga 3420
aattcatcaa ttacagttca ggttitccta cccaggtact ggttttcatg gaggtticty 3480
cctgtgcatt tctgctccag taagttgttc ticttgtatg gtctgtcttt caaatttttt 3540

aagtagggtt atgacctgtc gectcactic tetgacagtt ctgagagtat tgattittca 3600
gtttgctiag aftttttactt gtttttagga tgaagtgaca atttccaagc tcctecctga 3660
catgccagat cagaaactga aagtcctaag cctcatatte tgtgegtggg tatgttcaca 3720
tectgectge tecagtgece ccaccteaca cictctttee cttectigte cecttgtgag 3780
atttctaggt ccaatacaaa gactgtgtic aactcatica actacttggc tcatctgagt 3840
attataatga acaatcacaa aaaaaaatga aglaaaagaa aaalccatca aagaattgag 3900
atatttgaga aaaagaaagg agatcagtgt tttataaaac ttagaaatag attttttaag 3960
tgtticttca ttgacttatg tgaaaggact ttictiaatt taacaaatta tgtgctttcg 4020

tttatagcct caaaacttict tgigtagcta agaatgggta aataatcagg ctitactaaa 4080
ggactaacgt aaagatcttic tgtaagtaac atttctgcta ctcaaggaag agataaactt 4140
catggcataa cctigccaaa glatactaag aataaccctg acacaaagct cttitticag 4200
ccaacatgcc atgaaagaaa gaagacaagg ggtgatctce actctctaag tgaaccacta 4260
aacccaccaa agaagaaacg agggaaatag aaagaggacc citgectgag ataatggate 4320
tgtatgtatg agtagtagaa ccctgctcaa agtacaagga agggaaaaaa aagttagttt 4380
atttggaatt ttggacatta agagtcttta ttgttcattt fcttttaact cacatgaatg 4440

gcttatcact tcaattaata aatatttcat ticttttcaa tctatattca tgaaacaaat 4500
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ctgaaatgaa cagtgcaaca tgtgaatgtt tagaacatta taaaattaaa cacaaaatct 4560
gtctggcaat cttcctagea tcttaggaaa aaagtligaca aaatticaag cagcagaagg 4620
gggcagtaaa actcaacaga aagctctgga agattittaa gattcttcct tattticttt 4680
tcatgtagag tatttcccaa caaatttcag acgctaatag aaatttigta caacagatcc 4740
atalatitgc ctaaaataga cacagaaaca ltgatatalg caaacatgag agctataagt 4800
tttacatgat caaaaccittt titttatggt acacaatagt cacagtactt ttccatataa 4860
aacaggttta gtggtcttaa titagtttgg cacatttaat acactceccat gaccageatc 4920
ccaaatgtac ctatccgttt tatittattg tctcagaatt gtcagttatt taataaatta 4980
tgtaacitttt ttecttatge tcagatttge actictttct aaaactctge ccatccttaa 5040
agtcccagat tciccttgaa ctttittttt tgactttcca agtacatgga actctticact 5100
ctatcctgcet atataagtga cagaatttcc actatgggat agatggagtt caattecttt 5160
gagtttaaaa taatctaaat ataattattc cttatgccct gtttttcect cacttttgta 5220
tccaaatctc ttitcagaca acagaacaat taatgtctga taaggaagac aatgatgatg 5280
atcacticaa aataagcttg aattcaggat tgtaatgtaa aattitagta ctctctcaca 5340
gtatggattc taacatggct tctaacccaa actaacatta glagcetctaa ctataaactt 5400
caaatttcag tagatgcaac ctactccttt aaaatgaaac agaagattga aattattaaa 5460
ttatcaaaaa gaaaatgatc cacgcictta gttgaaattt catgtaagat tccatgcaat 5520
aaataggagt gccataaatg gaatgatgaa atatgactag aggaggagaa aggcttccta 5580
gatgagatgg aattttagtc atccgtgtct catgaagaat cagatgtgta cactaagcaa 5640
aacagttaaa aaaaaaacct ccaagtgagt ctcttattta ttttittctt ataagacttc 5700
tacaaattga ggtacctggt gtagttttat ttcaggtttt atgctgtcat tttcctgtaa 5760
tgctaaggac ttaggacata actgaatttt ctattttcca cttcttttct ggtgtgtgtg 5820
tatatatata tgtatatata cacacacaca tatacatata tatattttta gtatctcacc 5880
ctcacatgct cciccetgag cactacccat gatagatgtt aaacaaaagce aaagatgaaa 5940
ttccaactgt taaaatctcc cttccatcta attaattcct catccaacta tgttccaaaa 6000
cgagaataga aaattagccc caataagccc aggcaactga aaagtaaatg ctatgttgta 6060
cittgatcca tggtcacaac tcataatctt ggaaaagtgg aéagaaaaga caaaagagtg 6120

aactttaaaa ctcgaattta ttttaccagt atctcctatg aagggctagt aaccaaaata 6180
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atccacgcat caggga'gaga aatgccttaa ggcatacqtt ttggacatit agegtccctg 6240
caaaltclgg ccatcgecge tectitgtc catcagaagg caggaaactt tatattggtg 6300
acccgtggag ctcacattaa ctatttacag ggtaactgct taggaccagt attatgagga 6360
gaatttacct ttccegcecte tetitccaag aaacaaggag ggggtgaagg tacggagaac 6420
_agtattictt ctgttgaaag caacltagct acaaagataa attacagcta tgtacactga 6480

aggtagctat ttcattccac aaaataagag ttitttaaaa agctatgtat gtatgtectg 6540
catatagagc agatatacag cctattaagc gtcgtcacta aaacataaaa catgtcagcc 6600
tttcttaacc ttactcgcce cagtetglce cgacgtgact tectegacce tectaaagacg 6660
tacagaccag acacggcggc ggcggeggga gaggggattc cctgegecee cggacctcag 6720
ggccgctcag attcctggag aggaagcecaa gtgtectict gececteceee ggtatcccat 6780
ccaaggcgat cagtccagaa ctggcictcg gaagegceicg ggcaaagact gcgaagaaga 6840
aaagacatct ggcggaaacc tgtgcgeclg gggeggtgga actcggggag gagagggagg 6900
gatcagacag gagagtgggg actaccccct ctgctcccaa attggggceag cttectgggt 6960
ttccgatttt ctcatttccg tgggtaaaaa acccigecce cacegggcett acgeaatttt 7020
tttaagggga gaggagggaa aaatitgtgg ggggtacgaa aaggcggaaa gaaacagtca 7080
tttcgtcaca tgggctiggt tttcagtctt ataaaaagga aggttcictc ggttagcgac 7140
caatigtcal acgactigca gtgagegica ggagcacglc caggaactcc tcagcagege 7200
ctccltcage tccacagceca gacgcecctca gacagcaaag cctaccecce gegecgegee 7260
ctgcccgaag ctt 7273

<210> 62

<211> 4465

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<223> >(i|4506264|ref[NM_000963.1| Prostaglandina-endoperoxida sintasa 2 (prostaglandina G/H sintasa y
ciclooxigenasa) (PTGS2) de Homo sapiens, ARNm
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<400> 62
caattgtcat acgacttgca gtgagcegtca ggagcacgtc caggaactcc tcagcagcge 60

ctccttcage tecacagecea gacgecclca gacagcaaag cetaceccecg cgecgegece 120
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tgccegecgce tcggatgete gececcgegecce tgetgetgtg cgeggtectg gegetcagee 180
atacagcaaa lccttgceigt tcccacccat gtcaaaaccg agglgtatgt atgagtgtgg 240
gatttgacca gtataagigc gattgtaccc ggacaggatt ctatggagaa aactgctcaa 300
caccggaatt tttgacaaga ataaaattat ttctgaaacc cactccaaac acagtgcact 360
acatacttac ccacticaag ggattitgga acgttgtgaa taacattccc ttccttcgaa 420
atgcaattat gagltatgtc ttgacatcca gatcacatit gattgacagt ccaccaactt 480
acaatgctga ctatggctac aaaagclggg aagcctictc taacctctee tattatacta 540
gagcccltce tcctgtgect gatgattgee cgacteectt gggtgtcaaa ggtaaaaage 600
agcttcctga ticaaatgag attgiggaaa aattgctict aagaagaaag ttcatcectg 660
atccccaggg ctcaaacatg atgtitgeat tctitgececa geacttcacg catcagtttt 720
tcaagacaga tcataagcga gggccagctt tcaccaacgg getgggcecat ggggtggact 780
taaatcalat ttacggtgaa actctggcta gacagcgtaa actgcgcectt ttcaaggatg 840
gaaaaatgaa atatcagata attgatggag agatgtatcc tcccacagtc aaagatactc 900
aggcagagat gatctaccct cctcaagtce ctgagceatct acggtttget gtggggcagg 960
agglcttigg tctggtgect ggtctgatga tgtatgccac aatctggetg cgggaacaca 1020
acagagtatg cgatgtactt aaacaggagc atcctgaatg gggtgatgag cagtigttcc 1080
agacaagcag gctaatactg ataggagaga ctattaagat tgtgatigaa gatlatgtge 1140
aacactigag tggctatcac ttcaaactga aatttigaccc agaactactt ttcaacaaac 1200
aattccagta ccaaaatcgt attgctgctg aatttaacac cctetatcac tggecatccec 1260
tictgcctga cacctitcaa attcatgacc agaaatacaa ctatcaacag tttatctaca 1320
acaactctat attgctggaa catggaatta cccagtitgt tgaatcattc accaggcaaa 1380
tigctggcag ggttgctggt ggtaggaatg ttccaccecge agtacagaaa gtatcacagg 1440
Cttccattga ccagagcagg cagatgaaat accagtctit taatgagtac cgcaaacget 1500
ttatgctgaa gccctatgaa tcattigaag aacttacagg agaaaaggaa atgtctgcag 1560
agttggaagc aclctatggt gacatcgatg ctgtggagct gtatcctgee ctictggtag 1620
aaaagcctcg gccagatgec atctttggtg aaaccatggt agaagttgga gcaccattct 1680
ccttgaaagg acttatgggt aatgttatat gttctcctge ctactggaag ccéagcactt 1740

tiggtggaga agtgggtttt caaatcatca acactgcctc aattcagtct cteatctgca 1800
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ataacgtgaa gggctgtccc tttacttcat tcagtgticc agatccagag ctcattaaaa 1860
cagtcaccat caatgcaagt cttcceget ccggactaga tgatatcaat cccacagtac 1920
tactaaaaga acgttcgact gaactgtaga agtctaatga tcatatttat ttatttatat 1980
gaaccalgtc tattaattta attatitaat aatatttata ttaaactcct tatgttactt 2040
aacatclict gtaacagaag tcagtactcce tgtigcggag aaaggagtca tactigtgaa 2100
gacttttatg tcactactct aaagattttg ctgttgctgt taagtttigga aaacagtttt 2160
tattctgttt tataaaccag agagaaatga gtttigacgt ctitttactt gaatttcaac 2220
ttatattata agaacgaaag taaagatgtt tgaatactta aacactatca caagatggca 2280
aaatgctgaa agttittaca ctgicgatgt ttccaatgca tcttccatga tgcattagaa 2340
gtaactaatg fttigaaattt taaagtactt tiggttattt ttctgicatc aaacaaaaac 2400
aggtatcagt gcattattaa atgaatattt aaattagaca ttaccagtaa tttcatgtct 2460
actitttaaa atcagcaatg aaacaataat ttgaaatttc taaattcata gggtagaatc 2520
accigtaaaa gcttgtittga tttcttaaag ttattaaact tgtacatata ccaaaaagaa 2580
gctgtcttgg atttaaatct gtaaaatcag atgaaatiit actacaattg ctigttaaaa 2640
tattitataa gtgatgttcc tttttcacca agagtataaa cctttttagt gtgactgtta 2700
aaacttcctt ttaaatcaaa atgccaaatt tattaaggtg giggagccac tgcagtgtta 2760
tctcaaaata agaatatttt gitgagatat tccagaattt gtitatatgg ctggtaacat 2820
gtaaaatcla tatcagcaaa agggtctacc tttaaaataa gcaataacaa agaagaaaac 2880
caaattattg ttcaaattta ggtttaaact titgaagcaa acttttttt atccttgtge 2940
actgcaggcc tggtactcag attttgctat gaggttaatg aagtaccaag ctgtgcttga 3000
ataacgatat gtttictcag attitctgtt gtacagttta atttagcagt ccatatcaca 3060
ttgcaaaagt agcaatgacc lcataaaata cctcticaaa atgcttaaat tcatttcaca 3120
cattaatttt atctcagtct tgaagccaat tcagtaggtg cattiggaatc aagcctgget 3180
acctgcatgc tgttcctitt cttttctict tttagecatt ttgctaagag acacagtett 3240
ctcatcactt cgtttctect atttigtitt actagttita agatcagagt tcactttctt 3300
tggactctgc clatattttc ttacctgaac ttttgcaagt tttcaggtaa acctcagetc 3360
aggactgcta tttagctcct cttaagaaga ttaaaagaga aaaaaaaagg ccc&ﬂaaa 3420

aatagtalac acttatitta agtgaaaagc agagaatttt atttatagct aattttagct 3480
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alctgtaacc aagatggatg caaagaggct agigcctcag agagaactgt acggggtttg 3540
tgactggaaa aagttacgtt cccattctaa ttaatgccct ticttattta aaaacaaaac 3600
caaatgatat ctaagtagtt ctcagcaata ataataatga cgataatact tctiticcac 3660
atclcattgt cactgacatt taatggtact gtatattact taatttattg aagattatta 3720
tttatgtctt attaggacac tatggttata aactgigttt aagcctacaa tcattgattt 3780
ttttttgtta tgtcacaatc agtatatttt ctttggggtt acctctctga atattatgta 3840
aacaatccaa agaaatgatt gtattaagat tigtgaataa atttttagaa atctgattgg 3900
catattgaga tatttaaggt igaatgtttg lccttaggat aggcctatgt gctagceccac 3860
aaagaatatt gtctcattag cctgaatgtg ccataagact gacctittaa aatgttttga 4020
gggatctgtg gatgcttcgt taatttgttc agccacaatt tattgagaaa atatictgtg 4080
tcaagcactg tgggtittaa tatttttaaa tcaaacgctg attacagata atagtattta 4140
tataaataat tgaaaaaaal tticttitgg gaagagggag aaaatgaaat aaatatcatt 4200
aaagataact caggagaatc ttctitacaa ttttacgttt agaatgtita aggttaagaa 4260
agaaatagtc aatatgctig tataaaacac tgttcactgt titttttaaa aaaaaaactt 4320
gatttgttat taacattgat ctgctgacaa aacctgggaa titgggttgt gtatgcgaat 4380
gtttcagtgc ctcagacaaa tgtgtattta acttatgtaa aagataagtc tggaaataaa 4440

tgtctgttta titttgtact attta 4465

<210> 63
<211> 1336
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<223> 14-3-3-Sigma

>qi|45238846|ref[NM-006142.3| Estratifina (SFN) de Homo sapiens, ARNm
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<400> 63

gagagacaca gagtccggcea ttggtcccag gcagcagtia geececgecgece cgectgtgtg 60
lcceccagagce catggagaga gecaglctga tccagaagge caagetggca gagcaggeeg 120
aacgctatga ggacatggca gccticatga aaggcgecgt ggagaagggce gaggagétct 180

cctgcgaaga gecgaaacclg clctcagtag cetataagaa cgtggtggge ggecagaggg 240
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ctgcctggaqg ggtgetgtce aglattgagc agaaaagcaa cgaggagggc tcggaggaga 300
aggggcccga ggtgegtgag laccgggaga aggtggagac tgagctccag ggeqigtgeg 360
acaccgtgct gggcectgetg gacagecacc tcatcaagga ggeecggggac gecgagagee 420
gqggtcttcta cctgaagalg aagggtgact actaccgcta cctggccgag gtggccaceg 480
gtgacgacaa gaagcgcalc attgactcag cccggteage ctaccaggag gecatggaca 540
tcagcaagaa ggagatgccg cccaccaacc ccatccgect gggectggec ctgaactitt 600
ccgtcticca ctacgagatc geccaacagece ccgaggaggce catctetetg gccaagacca 660
clttcgacga ggccatggct gatctgcaca ccclcagcga ggactcclac aaagacagca 720
ccctcatcat gcagcetgetg cgagacaacc tgacactgtg gacggccgac aacgeeggqgg 780
aagagggggg cgaggctcce caggagecce agagctgagt gttgccegee accgeeccge 840
cctgecccect ccagtecece accctgececga gaggactagt atggggtggg aggecccace 900
ctictccect aggcegcetgtt cttgetccaa agggcetcegt ggagagggac tggcagaget 960
gaggccacct ggggetgggg atcccactct tettgeagcet gttgagegcea cctaaccact 1020
ggtcatgccec ccaccectge tetccgeace cgettectee cgaccccagg accaggetac 1080
ttctccecte cicttgecte cetectgece ctgetgecte tgatcgtagg aattgaggag 1140
tgtcccgcect tgtggctgag aactggacag tggcaggggce tggagatggg tgtgtatgtg 1200
tgtatgigtg tgtgtétgtg tglgcgegeg cgeccagtgca agaccgagat tgagggaaag 1260
catgtctgct gggtgtgacc atgtticcte tcaataaagt tceectgtga cactcaaaaa 1320

aaaaaaaaaa aaaaaa 1336

<210> 64

<211> 1968

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
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<223> RASSF1A

>gi|25777678|ref|[NM_007182.4| Dominio de la familia 1 de asociaciéon con Ras (RalGDS/AF-6) (RASSF1) de Homo
sapiens, variante de transcripcion A, ARNm

<400> 64

tctcctcage tecttccege cgeccagtet ggatecctggg ggaggegetg aagtcgggge 60

ccgeccetgtg gececgeecg gecegegcett getagecgece aaagccageg aageacggge 120
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ccaaccgggc catgtcgggg gagcctgage tcattgaget gcgggagetg gcaccecgetg 180
ggcgegetgg gaagggeege acccggetgg agegtgecaa cgegetgege atcgegeggg 240
gcaccgcgtg caaccccaca cggcagetgg tceetggecg tggecacege ttccageceeg 300
cggggcccgce cacgeacacg tggtgcgacc tetgtggega cttcatetgg ggegtegtge 360
gcaaaggcct gcagtgcgcg cattgcaagt tcacctgecea ctaccgetge cgegegeteg 420
tctgcctgga ctgttgeggg cecccgggacce tgggetggga accegeggtg gagegggaca 480
cgaacgtgga cgagcctgtg gagtgggaga cacctgacct tictcaagct gagattgage 540
agaagatcaa ggagtacaat gcccagatca acagcaacct cttcatgagc ttigaacaagg 600
acggtictta cacaggcttc atcaaggttc agctgaagct ggtgcgcecct gtctetgtge 660
cclccagcaa gaagecacce fectigeagg atgcccggeg gggeccagga cggggeacaa 720
gtgtcaggcg ccgcactice ttttacctge ccaaggatgce tgtcaageac ctgeatgtge 780
tgtcacgcac aagggcacgt gaagtcattg aggccctgct gcgaaagttc ttggtggtgg 840
atgacccccg caagtttgeca ctetitgage gecgectgagceg tcacggecaa gtgtacttge 900
ggaagcigtt ggatgatgag cagcccctge ggctgeggcet cctggcaggg cccagtgaca 960
aggccctgag ctttgtcctg aaggaaaatg actctgggga ggtgaactgg gacgcecttca 1020
gcatgcctga actacataac ttcctacgta tcctgcageg ggaggaggag gagcacctce 1080
gccagatcct gcagaagtac tcctattgec gccagaagat ccaagaggec ctgecacgeet 1140
gccccecltgg gtgacctett gtacccccag gtggaaggea gacagecagge agcgecaagt 1200
gcgtgeegtg tgagtgtgac agggecagtg gggectgtgg aatgagtgtg catggaggec 1260
ctcctgtget gggggaatga gcccagagaa cagegaagta gettgeteec tgtgtccace 1320
tgtgggtgta gccaggtatlg getctgeace cetetgecect cattactggg cettagtggg 1380
ccagggctgce cctgagaagc tgctccagge ctgcagcagg agtggtgcag acagaagtct 1440
cctcaatttt tgtctcagaa gtgaaaatct tggagaccct gcaaacagaa cagggtcatg 1500
titgcagggg tgacggccct catctatgag gaaaggtitt ggatcttgaa tgtggtctca 1560
ggatatcctt atcagagcta agggtggglg ctcagaataa ggcaggcatt gaggaagagt 1620
cttggtitct ctctacagtg ccaacteetc acacacccetg aggtcaggga gtgetggete 1680
acagtacagc atgtgcctta atgcttcata tgaggaggat gtccctggge cagggtctgt 1740

gtgaatgtgg gcactggece aggttcatac cttatitget aatcaaagec agggtctctc 1800
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cctcaggtgt titttatgaa gtgcgtgaat gtatgtaatg tatggtggece tcagetgaat 1860

gccteetaty gggaaaggyag tiggggtgac agtcatcatc agggectggg gectgagaga 1920

attggctcaa taaagattic aagatcctca aaaaaaaaaa aaaaaaaa

<210> 65
<211> 17
<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> GSTP1 Cebador

<400> 65

agttgcgegg cgatttc 17

<210> 66
<211>23
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sonda (5’FAM/3TAMRA) GSTP1

<400> 66

cggtcgacgt tcggggtgta gecg 23
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de diagndstico de la presencia o predecir el curso de un trastorno proliferativo, que comprende
determinar el estado de metilacion de un marcador para GSTP1 en una muestra bioldgica usando una sonda de acido
nucleico y cebadores oligonucleotidicos, en el que la sonda oligonucleotidica esta codificada por la SEC ID N° 25 y los
cebadores oligonucleotidicos estan codificados por las SEC ID N° 23y 24.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, que ademas comprende medir la presencia de un Marcador de
referencia.

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que el Marcador de referencia esta seleccionado del grupo
gue consiste en B Actina.

4. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que se usan uno o mas Marcadores.

5. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que el uno o mas Marcadores adicionales incluye un
Marcador por APC, TIMP, RASSF1A, RARB2, PTGS2 o 14-3-3.

6. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 4, en el que los reactivos para el uno o mas Marcadores
adicionales incluyen un miembro del grupo que consiste en las SEC ID N° 26-35 y 44-53.

7. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la muestra es tejido prostatico.

8. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la muestra es de orina, suero, plasma o células
circulantes.

9. Una composicion que comprende todos los miembros del grupo que consiste en SEC ID N° 23-25.

10. Un kit para realizar un ensayo de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende: amplificacién de acido nucleico y
gue comprenden todos los miembros del grupo que consiste en por las SEC ID N° 23-25.

11. El Kit de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que los reactivos de amplificacion y deteccion son las SEC ID ° 23-
25 junto con los reactivos seleccionados del grupo que consiste en las SEC 1D N° 36-43.

12. El Kit de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que los reactivos detectan la hipermetilacion de GSTP1.

13. El Kit de acuerdo con la reivindicaciéon 10, que ademas comprende reactivos para amplificar y detectar la presencia
de un gen expresado de forma constitutiva.

14. El Kit de acuerdo con la reivindicacion 10, que ademas comprende reactivos para amplificar y detectar la presencia
de genes expresados de forma constitutiva.

15. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, que ademas comprende establecer una proporcion de
metilacion y determinar si la proporcién de metilacién supera un valor de corte.

16. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 para su uso en monitorizacion de terapia.
17. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 para su uso en deteccion selectiva.

18. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 para su uso en resolver resultados ambiguos o indeterminados
de ensayos de cancer obtenidos usando procedimientos diferentes a los de la reivindicacion 1.
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Fig.1 Ensayo de MSP para GSTP1 de la técnica anterior
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Fig. 2 Ensayo MSP para GSTP1 de acuerdo con la invencién
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