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Métodos y reactivos para la deteccién temprana del melanoma
Descripcion

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0001] El melanoma cutaneo maligno es un problema severo de la atencion de la salud con al menos 62,000 nuevos
casos de melanoma invasivo diagnosticados en personas esperados en 2008 en Estados Unidos, de los cuales
8,200 moriran por esta enfermedad. La incidencia de melanoma continGa aumentando mas rapido que las otras
neoplasias. También es una de las neoplasias mas comunes en adultos jovenes, y asi es el tipo de cancer nimero
dos en términos de afios promedio de vida perdidos.

[0002] Se ha demostrado que ciertas proteinas estan asociadas con el melanoma y sus metastasis. Estas proteinas
o sus actividades se han usado en histoquimica para identificar las metastasis e incluyen LLCAM (Thies et al. (2002);
Fogel et al. (2003)); y S-100 (Diego et al. (2003)). Se han aplicado microdisposiciones de alta densidad para
monitorizar simultaneamente la expresion de miles de genes en muestras biolégicas. Los estudios han resultado en
la identificacion de genes que se expresan de forma diferente en las lesiones benignas y malignas, asi como genes
que podrian tener valor pronéstico. Luo et al. (2001); y Wang et al. (2004). El perfil de expresion genética del
melanoma maligno se realizé con una microdisposicion que contiene sondas que monitorizan la expresion de 8,150
trascritos de mRNA. Bittner et al. (2000). Estos investigadores identificaron varios genes que podrian asociarse con
una conducta agresiva del tumor. En un trabajo reciente, la comparacién de los perfiles de expresion genética de
lineas de melanoma y melanocitos normales condujo a la identificaciéon de genes que se expresan de forma
diferencial y vias moduladas en el melanoma. Takeuchi et al. (2004). Adicionalmente, el factor de diferenciacion
prostatica GDF15, la molécula de adherencia LLCAMy la kinesina semejante 5, osteopontina, catepsina B, cadherina
3y presenilina 2 se identificaron como marcadores prometedores para la deteccion del melanoma. (Talantov et al.
(2005); Wang et al. (2007)). Kauffman et al. (2009) discutieron cinco marcadores para diferenciar el melanoma de
los nevos, o dos marcadores para diferenciar el melanoma de los nevos atipicos. Arenberger et al. (2005) consideran
la RT-PCR para la deteccion de células de melanoma, usando seis marcadores. McMasters et al. (2004) revisan los
datos del ensayo de melanoma Sunbelt. Rothberg et al. (2008) muestran la expresién de gp100 nuclear a no nuclear
como discriminador entre las lesiones benignas y melanociticas malignas. Adema et al. (1994) caracterizaron al
antigeno gp100* especifico del linaje melanocitico. WO-2006-002433 muestra un método para identificar un
melanoma midiendo los niveles de PLAB, LLCAM y NTRK3. Wagner et al. (1997) discuten el andlisis de la expresion
de gp100 en muestras de tejido humano primario, y sus implicaciones para la inmuno y geneterapia del melanoma.
Alexan- drescu et al. (2010) discuten la expresion de marcadores especificos del melanoma en tejidos de biopsia de
piel como herramienta para facilitar el diagnoéstico del melanoma.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0003] La invencion proporciona un método para identificar un melanoma en una muestra de tejido comprendiendo
los pasos de (a) medir los niveles de expresién en la muestra de genes que codifican el mMRNA correspondiente a
SILV; (b) medir el nivel de expresion de un gen que codifica la tirosinasa; y (c) medir el nivel de expresién de SILV
en relacion con la tirosinasa; donde los niveles de expresion de SILV en relacion con la tirosinasa son indicativos de
la presencia de un melanoma.

[0004] La invencién también proporciona el uso de un kit en el método de la invencién, donde el kit comprenden
reactivos de amplificacion y deteccion de acidos nucleicos.

RESUMEN DE LA DECLARACION

[0005] La presente invencién proporciona un método para identificar un melanoma en una muestra de tejido,
comprendiendo evaluar y medir los niveles de expresion en la muestra de genes que codifican el mRNA
correspondiente a SILV (me20m), y tirosinasa (TYR), como se define en las afirmaciones. TYR se usé como control
de normalizacion que confirma la presencia de melanocitos en la muestra evaluada. También se muestra aqui un
método de identificar un melanoma obteniendo una muestra de tejido; y evaluar y medir los niveles de expresion en
la muestra de genes que codifican el mMRNA correspondiente a GDF15 o L1CAM y reconocido por los juegos de
cebador/sonda SEQ. ID NOs.: 5-7 y 8-10, respectivamente, donde la expresion genética esta por encima de un punto
de corte predeterminado es indicativo de la presencia de un melanoma.

[0006] También se muestra aqui un método de distinguir un melanocitos maligno de un melanocito benigno
obteniendo una muestra de tejido, y evaluando y midiendo los niveles de expresion en la muestra de genes que
codifican SILV donde los niveles de expresion genética por encima del punto de corte predeterminado son indicativos
de la presencia de un melanoma en la muestra.

[0007] También se muestra aqui un método para distinguir un melanocito maligno de un melanocito benigno
obteniendo una muestra de tejido; y evaluando y midiendo los niveles de expresion en la muestra para genes que
codifican GDF15 y L1CAM y reconocidos por los juegos de cebadores/sondas SEQ/ ID NO.: 5-7 y 8-10. Los niveles
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de expresion genética por encima del punto de corte predeterminado son indicativos de la presencia de un melanoma
en la muestra.

[0008] También se muestra aqui un método para determinar el protocolo del tratamiento del paciente obteniendo
una muestra de tejido del paciente; y evaluando y midiendo los niveles de expresion en la muestra de genes que
codifican SILV donde los niveles de expresion genética por encima del punto de corte predeterminado son indicativos
de la presencia de un melanoma en la muestra.

[0009] También se muestra aqui un método para determinar el protocolo de tratamiento del paciente obteniendo
una muestra de tejido del paciente; y evaluando y midiendo los niveles de expresion en la muestra de genes que
codifican GDF15 y L1CAM reconocidos por los juegos de cebadores/sondas SEQ. ID NOs.: 5-7 y 8-10 donde los
niveles de expresion genética por encima de niveles de corte predeterminados son indicativos de la presencia de un
melanoma en la muestra.

[0010] EI Marcador final es SILV y se define aqui como el gen que codifica cualquier variante, alelo, etc. SILV
también se describe como PROTEINA MELANOCITICA 17; PMEL 17; PROTEINA PREMELANOSOMAL; PMEL;
GP 100; ME20; SI; SIL; D12S53E y esta representado por el Consentimiento No. NM_006928.3. La invencién
proporciona el uso de un kit para conducir una prueba para determinar la presencia del melanoma en una muestra
celular que comprende: reactivos de amplificacion y deteccién de acido nucleico.

[0011] La invencion proporciona juegos de cebadores/sondas para la amplificacion y deteccion de los productos de
PCR obtenidos en los métodos de la invencién. Estos juegos incluyen los siguientes:

SEQ. ID NO: 1, SILV, Cebador hacia delante, AGCTTATCATGCCTGGTCAA
SEQ. ID NO: 2, SILV, Cebador en reversa, AGCTTATCATGCCTGGTCAA
SEQ. ID NO: 3, SILV, Sonda, FAM-AGGTTCCGCTATCGTGGGCAT-BHQ1
SEQ. ID NO: 4, ABI AoD*, Hs00165976_ml

[0012] También se muestran aqui juegos de cebadores/sondas para la amplificacion y deteccién de los productos
de PCR obtenidos en los métodos declarados. Estos juegos incluyen los siguientes:

SEQ. ID NO: 5, GDF15, Cebador hacia delante,

CGCCAGAAGTGCGGCT SEQ. ID NO: 6, GDF15, Cebador en reversa,

CGCCAGAAGTGCGGCT SEQ. ID NO: 7, GDF15, Sonda MGB, FAM-

ATCCGGCGGCCAC SEQ. ID NO: 8, LICAM, Cebador hacia delante, ACTATGGCCTTGTCTGGGATCTC
SEQ. ID NO: 9, LICAM, cebador en reversa, AGATATGGAACCTGAAGTTGCACTG

SEQ. ID NO: 10, LICAM, Sonda MGB, FAM-CACCATCTCAGCCACAGC

[0013] También se muestran amplicones obtenidos por métodos de PCR utilizados en los métodos de la invencion.
Estos amplicones incluyen los siguientes:

SEQ. ID NO: 11, GDF15 PCR amplicon:

CGCCAGAAGTGCGGCTGGGATCCGGCGGCCACCTGCACCTGCGTATC

TCTCGGGCCG
SEQ. ID NO: 12 L1CAM PCR amplicon:

ACTATGGCCTTGTCTGGGATCTCAGATTTTGGCAACATCTCAGCCACA
GCGGGTGAAAACTACAGTGTCGTCTCCTGGGTCCCCAAGGA

SEQ. ID NO: 13 SILV PCR amplicon:

AGCTTATCATGCCTGGTCAAGAAGCAGGCCTTGGGCAGGTTCCGCTGA
TCGTGGGCATCTTGCTGGTGTTGATGGCTGTGGTCCTTGCATTATGAA
GCAAGACTTCTCCGTACCCCTCTGATATATAGGCGCAGACT

SEQ. ID NO: 14 TYR PCR amplicon:
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TCTGCTGGTATTTTTCTGTAAAGACCATTTGCAAAATTGTAACCTAAT
ACAAAGTGTAGCCTTCTTCCAA

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0014]

Figura 1 es un grafico que muestra el desempefio de SILV, GDF15 y L1CAM distinguiendo las lesiones benignas
y malignas de piel.

Figura 2 es un grafico de la sensibilidad versus especificidad de SILV, GDF15 y LICAM distinguiendo melanomas
inequivocos y nevos benignos.

Figura 3 es un grafico del desempefio de SILV distinguiendo entre melanomas y nevos atipicos.

Figura 4 es un grafico de la sensibilidad versus especificidad de SILV distinguiendo melanomas inequivocos y
nevos benignos.

DESCRIPCION DETALLADA

[0015] La presente invencion proporciona métodos para identificar cualitativa y cuantitativamente un melanoma,
como se define en las afirmaciones. También se descubren aqui los métodos para distinguir un melanocito maligno
de un melanocito benigno; diagnosticar lesiones melanociticas con rasgos patologicos inciertos; y determinar un
protocolo de tratamiento para el paciente con melanoma. Los métodos proporcionan ayudas en prondstico del
paciente, monitorizaciéon del paciente y desarrollo de medicamentos. Los métodos se basan en evaluar y medir los
niveles de expresion de SILV (me20m) como un marcador final para los ensayos de biopsia del melanoma donde
cierto nivel de expresion genética, en relacion con el control de la normalizacién de TYR, es indicativo de la presencia
de un melanocito maligno en la muestra evaluada.

[0016] La presente invencion se enfoca en la utilidad de marcadores identificados de expresion genética para
diagnosticar el melanoma maligno entre varias lesiones de piel, incluyendo lesiones con rasgos morfolégicos
inciertos o lesiones melanociticas primarias sospechosas denominadas casos equivocos usado tejidos embebidos
en parafina ("FFPE"). Esta situacion es donde ocurren discrepancias entre las opiniones de los dermatopatélogos.
Asi, la utilidad de esta invencion es identificar marcadores de expresién genética que diferencian lesiones de piel
melanocitica benigna de melanomas primarios en pruebas de expresién genética, basadas en RT-PCR, para el
diagnostico de melanoma en lesiones sospechosas.

[0017] Se aisl6 el RNA total de 47 melanomas primarios, 48 nevos de piel benignos y 98 nevos atipicos/sospechosos
incluyendo 48 nevos atipicos y se analizaron 50 muestras de tejido de melanomas (asignados por dermatopat6logos)
usando RT-PCR. La expresion genética diferencial de tres genes especificos de melanoma, SILV, GDF15, y LICAM,
se evalud con una prueba de RT-PCR cuantitativa de un paso en melanomas, nevos benignos y muestras de piel
atipicas/sospechosas. Los resultados demostraron la capacidad de usar SILV como un marcador final para
diferenciar muestras de tejido clinicamente relevantes que contienen melanocitos benignos o malignos.

[0018] Microdisposiciones de cADN y oligonucledtidos de alta densidad permiten la monitorizacién simultanea de la
expresion de miles de genes. La tecnologia de microdisposicion proporciona una medicion cuantitativa de
abundancia de mRNA y ha ganado aceptacion como herramienta para el descubrimiento de marcadores basada en
la expresion genética. En el contexto de la investigacién en cancer, el analisis de microdisposicion ha identificado
que se expresan diferencialmente en lesiones benignas y malignas para diferentes tipos de cancer o que tienen
significado prondstico. Luo et al. (2001); Su et al. (2001); Henshall et al. (2003); and Wang et al. (2004). El primer
perfil de expresion genética de melanoma maligno us6é una microdisposicion conteniendo sondas para 8,150
trascritos de mADN e identificaron genes que podrian estar asociados con una conducta agresiva del tumor. Bittner
et al. (2000). Debido a que las muestras analizadas en su estudio no incluyeron tejidos que contenian melanocitos
normales o benignos, los genes expresados de forma diferencial en melanoma maligno no se identificaron. En
contraste con la piel normal, el contenido de melanocitos en los nevos benignos es cercano al del melanoma.

[0019] En otro estudio, se hibridizaron dos muestras agrupadas derivados de melanomas o tejidos de nevos
benignos a una disposicion de cADN y se encontraron genes preferencialmente expresados en muestras derivadas
de melanoma o nevos. Seykora et al. (2003). Otros investigadores usaron la hibridizacion sustractiva o analisis de
bibliotecas SAGE generadas en lineas celulares de melanoma, para monitorizar la expresion genética en el
melanoma. Hipfel et al. (2000); y Weeraratna (2004). Recientemente, la comparacién de los perfiles de expresion
genética de algunas lineas celulares de melanoma y células melanociticas condujo a la identificacion de genes
expresados de forma diferencial y vias moduladas en el melanoma. Hoek et al. (2004). Aunque estos estudios
proporcionan una base sélida para la genémica del melanoma, no hay un marcador que pueda diferenciar claramente
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al melanoma del tejido benigno. Varios marcadores actualmente usados tales como tirosinasa, HMB-45, mart-
a/Melanin-a y MITF no han probado tener valor prondéstico para la identificacion del tumor melanocitico Phsie etal.
(2008) En consecuencia, estos marcadores han encontrado un uso clinico limitado.

[0020] Como se muestra en la Patente de Estados Unidos Publicacion No. 20070154889, se demostré que la PCR
tiene suficiente especificidad y sensibilidad para detectar las metastasis del melanoma. En la presente invencion, se
proporciona un método con mejor desempefio diagnostico diferenciando el melanoma de lesiones no
melanomatosas de biopsias primarias de piel. El ensayo de la invencién es util diagnosticando lesiones claras, o
inequivocas, de las sospechosas o equivocas. Asi, la invencién instantanea puede encontrar utilidad particular
evaluando muestras tisulares en etapa temprana. Preferiblemente, una medicién de probabilidad distinguira los
tejidos que tienen melanoma en relacion con los melanocitos benignos o el tejido normal.

[0021] Los métodos de la invencion emplean una técnica rapida para extraer acidos nucleicos de muestras de tejidos
FFPE y un método para amplificar y detectar fragmentos de acidos nucleicos indicativos de melanoma en lesiones
primarias de piel. Los fragmentos de acidos nucleicos miden cualitativa y cuantitativamente el mRNA codificado por
el gen marcador. Las muestras tisulares incluyen lesiones de piel derivadas de biopsias por puncién, aguja,
escisionales o por hojilla. Los métodos proporcionados aqui permiten la deteccion del melanoma en muestras
primarias de biopsias de piel permitiendo que un médico determine si debe implementar inmediatamente un protocolo
de tratamiento apropiado para la enfermedad en etapa temprana. En los métodos de la invencién, es importante
tomar una muestra adecuada del tejido usado para conducir el estudio. Esto incluye la escision y procesamiento
apropiados de la muestra tisular, asi como la extraccion del RNA. Una vez obtenidas, es importante procesar las
muestras tisulares apropiadamente de forma que se detecte cualquier célula cancerosa presente.

[0022] En un método de la invencion, se aisla RNA de un bloque de muestra tisular FFPE. Puede usarse un kit
comercial idéneo de parafina, como High Pure RNA Paraffin Kit de Roche (Cat. #3270289). Preferiblemente, las
muestras FFPE se seccionan de acuerdo con el tamafio del tumor embebido como sigue: <2 a 5 mm seccionado a
9 x 10 mm; =6 a 8 mm seccionado a 6 x 10 mm. Las secciones son deparafinadas de acuerdo con las instrucciones
del fabricante y el RNA aislado puede almacenarse en agua libre de RNase a -80° C.

[0023] En el caso de medir los niveles de mRNA para determinar la expresion genética, los ensayos pueden ser por
cualquier método conocido por los expertos en la materia e incluyen métodos tales como la Amplificacién en Circulo
Rodante (RCA), Reaccion en Cadena de la Ligasa (LCR), Amplificacion por Desplazamiento de la Hebra (SDA),
Amplificacion Basada en la Secuencia de Acido Nucleico (NASBA), y otros. El diagnéstico molecular rapido
involucrado es mas preferiblemente métodos cuantitativos por PCR, incluyendo QRT-PCR. La deteccion puede ser
por cualquier método conocido por expertos en la materia incluyendo microdisposiciones, chips genéticos y
fluorescencia.

[0024] Una PCR tipica incluye mdltiples pasos de amplificacion, o ciclos que amplifican selectivamente especies
albo de acido nucleico. Una PCR tipica incluye tres pasos: un paso denaturalizante en el cual un acido nucleico se
denaturaliza; un paso de recocido en el cual un grupo de cebadores de PCR (cebadores hacia delante y a la inversa)
se acoplan a hebras de ADN complementario; y un paso de elongacién en el cual una ADN polimerasa termostable
elonga los cebadores. Repitiendo este paso multiples veces, un fragmento de ADN se amplifica para producir un
amplicon, correspondiente a la secuencia albo de ADN. La PCR tipica incluye 20 o ciclos mas de desnaturalizacion,
recocido y elongacion. A menudo, los pasos de recocido y elongacion pueden realizarse concomitante, en cuyo caso
el ciclo contiene solo dos pasos.

[0025] En una representacion de la invencion, la reaccion de amplificacion de RT-PCR puede ser conducida en un
tiempo de forma que las duraciones de cada uno de estos pasos pueden estar en el rango de segundos, en vez de
minutos. Especificamente, con ciertos nuevos cicladores térmicos que son capaces de generar una aceleracion
térmica de al menos unos 5C° por segundo, se usan amplificaciones de RT-PCR en 30 minutos o0 menos. Mas
preferiblemente, las amplificaciones se conducen en menos de 25 minutos. Con esto en mente, los siguientes
tiempos proporcionados para cada paso del ciclo de PCR no incluyen tiempos de aceleracién. El paso de
denaturacion puede conducirse por tiempos de 10 segundos o menos. De hecho, algunos cicladores térmicos tienen
ajustes para "0 segundos" la cual puede ser la duracion 6ptima del paso de denaturacion. Es decir, es suficiente que
el ciclador térmico alcance la temperatura de denaturacion. Los pasos de recocido y elongacién son mas
preferiblemente menores de 10 segundos cada uno, y cuando se conducen a la misma temperatura, la combinacion
del paso recocido/elongacion puede ser menor de 10 segundos. Algunos métodos de deteccion de sonda
homogénea pueden requerir un paso separado para la elongacién para maximizar el desempefio de la prueba rapida.
Para minimizar el tiempo de amplificacién total y la formacion de reacciones colaterales inespecificas, las
temperaturas de recocido estan tipicamente por encima de 50°C. Mas preferiblemente las temperaturas de recocido
estan por encima de 55°C.

[0026] Una sola reacciéon combinada para la RT-PCR, sin intervencion del experimentador, es deseable por varias
razones:

(1) menor riesgo de error del experimentador; (2) menor riesgo de contaminacién del producto albo; y (3) mayor
velocidad del ensayo. La reaccion puede consistir en una o dos polimerasas. En el caso de dos polimerasas, una de
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estas enzimas es una ADN polimerasa basada en RNA (trascriptasa inversa) y una es una ADN polimerasa
termostable basada en ADN. Para maximizar el desempefio de la prueba, es preferible emplear una forma de
tecnologia de "arranque en caliente" para ambas funciones enzimaticas. Las Patentes US 5,411,876 y 5,985,619
proporcionan ejemplos de diferentes abordajes de "arranque en caliente". Los métodos preferidos incluyen el uso de
uno o mas métodos de termoactivacién que secuestran uno o mas de los componentes requeridos para una
polimerizacion eficiente del ADN. Las Patentes US 5,550,044 y 5,413,924 describen métodos para preparar reactivos
para el uso en tales métodos. La Patente US 6,403,341 describe un abordaje de secuestro que implica la alteracion
quimica de uno de los componentes reactivos de la PCR. En la representacion mas preferida, ambas actividades
polimerasas dependientes de RNA y ADN residen en una sola enzima. Otros componentes que se requieren para
una amplificacién eficiente incluyen trifosfatos de nucleésidos, sales divalentes y componentes amortiguadores. En
algunos casos, estabilizadores no especificos de acidos nucleicos y enzimas pueden ser beneficiosos.

[0027] En la RT-PCR preferida, las cantidades de ciertas trascriptasas inversas y los componentes de la PCR son
atipicos para tomar ventaja de los tiempos de aceleracion mas rapidos de algunos cicladores térmicos.
Especificamente, las concentraciones del cebador son muy altas.

[0028] Las concentraciones tipicas del cebador especifico del gen para las reacciones de la trascriptasa inversa son
menores de 20 nM. Para lograr una reaccion de trascriptasa inversa rapida del orden de uno a dos minutos, la
concentracion del cebador de trascriptasa inversa se eleva a mas de 20 nM, preferiblemente al menos 50 nM, y
tipicamente 100 nM. Las concentraciones estandar del cebador de PCR estan entre 100 nM y 300 nM. Pueden
usarse concentraciones mayores en la PCR estandar para compensar las variaciones de Tm. Sin embargo, para los
propésitos aqui, las concentraciones referenciadas del cebador son para circunstancias donde no se necesita
compensacion de Tm. Concentraciones proporcionalmente mayores de cebadores pueden determinarse
empiricamente y usarse si la compensacion de Tm es necesaria o deseable. Para lograr una PCR rapida, las
concentraciones del cebador de PCR son mayores de 250 nM, preferiblemente mayores de 300 nM y tipicamente
de 500 nM.

[0029] Los diagnosticos comercialmente usados también emplean preferiblemente uno o mas controles positivos
internos que confirman la operacién de una reaccién de amplificacion particular en caso de un resultado negativo.
Causas potenciales de resultados falsos negativos que deben controlarse en una RT-PCR incluyen: cantidad
inadecuada de RNA, degradacion del RNA, inhibicién de la RT o de la PCR y error del experimentador.

[0030] En el caso de medir los niveles de proteina para determinar la expresion genética, cualquier método conocido
por la técnica es idéneo en tanto resulte en una especificidad y sensibilidad adecuadas. Por ejemplo, los niveles de
proteina pueden medirse uniendo un anticuerpo o fragmento de anticuerpo especifico para la proteina y midiendo la
cantidad de proteina unida al anticuerpo. Los anticuerpos pueden ser etiquetados con reactivos radiactivos,
fluorescentes u otros detectables para facilitar la deteccion. Los métodos de deteccion incluyen, sin limitacion,
ensayo inmunosorbente unido a enzima (ELISA) y técnicas de inmunomancha.

[0031] La invencién proporciona una especificidad y sensibilidad suficientes para identificar un melanocito maligno
en una muestra de tejido. Los métodos determinan la expresion de un gen marcador particular, SILV, midiendo el
mRNA codificado por el marcador. Los resultados presentados aqui muestran que SILV es un marcador importante
demostrando una clara discriminacion entre el melanoma y casos benignos inequivocos asi como entre subgrupos
de diferente atipia en muestras de grupo de tejido sospechoso. El marcador SILV se define aqui como el gen que
codifica cualquier variante, alelo, etc., incluyendo la SEQ ID NO: 1-3.

[0032] En los métodos de la invencion, la tirosinasa se usa como un gen control para demostrar la presencia de
melanocitos en la muestra de tejido y normalizar el contenido melanocitico. La tirosinasa es descrita por Mandelcorn-
Monson et al. (2003); y la Patente US No. 6,153,388 y esta representada por la Adhesion No. NM_000372. La
tirosinasa también es definida como el gen que codifica el mMRNA reconocido por el ensayo ABI a demanda
(Hs00165976_m1) con el amplicon PCR SEQ ID NO: 14.

[0033] La especificidad de cualquier diagnostico molecular basado en amplificacion se basa alta, pero no
exclusivamente, en la identidad de los juegos de cebadores. Los juegos de cebadores son pares de cebadores
oliglonucleotidicos hacia delante y en reversa que se acoplan a una secuencia albo de ADN para permitir la
amplificacion de la secuencia albo, produciendo asi un amplicon especifico de la secuencia albo. Los cebadores
deben poder amplificar los marcadores de la enfermedad de interés. En el caso de la invencién de este caso, el
marcador esta dirigido al melanoma.

[0034] La reaccion también debe contener algin medio de deteccidon de una sefial especifica. Esto se logra
preferiblemente a través del uso de un reactivo que detecta una region de la secuencia de ADN derivada de la
polimerizacion de la secuencia albo de interés. Los reactivos preferidos para la deteccion dan un diferencial de sefial
medible cuando se une a una secuencia de acido nucleico especifica de interés. A menudo, estos métodos involucran
sondas de acidos nucleicos que dan una fluorescencia aumentada cuando se unen a la secuencia de interés.
Tipicamente, el progreso de las reacciones de los métodos de la invencién se monitoriza analizando las tasas
relativas de la produccion de amplicon para cada juego de cebadores de PCR.
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[0035] La invencién ademas incluye el uso de juegos de cebadores/sondas en los métodos afirmados, donde las
secuencias IDs son: SEQ, ID NOs.: 1-3. Monitorizar la produccion del amplicon puede lograrse con algunos reactivos
y métodos de deteccion, incluyendo sin limitacién los cebadores fluorescentes y sondas fluorogénicas y tintes
fluorescentes que se unen al ADN de doble hebra. También pueden usarse balizas moleculares, Scorpions y otros
esquemas de deteccion. Un método comin para monitorizar una PCR emplea una sonda de hidrdlisis fluorescente.
Este método explota la actividad 5’ nucleasa de ciertas ADN polimerasas termostables (como Tag o Tfl ADN
polimerasas) para clivar una sonda oligomérica durante el proceso de la PCR.

[0036] Se muestran aqui los amplicones obtenidos por métodos de PCR utilizados en los métodos de la invencion.
Estos amplicones incluyen las secuencias: SEQ. ID Nos: 11-14.

[0037] El oligbmero es seleccionado para acoplarse a la secuencia albo amplificada bajo condiciones de elongacion.
La sonda tiene un reportero fluorescente en su extremo 5’ y un apagador fluorescente del reportero en el extremo
3'. En tanto el oligdmero esté intacto, la sefial fluorescente del reportero esta apagada. Sin embargo, cuando el
oligébmero es digerido durante el proceso de elongacion, el reportero fluorescente ya no esta en proximidad con el
apagador. La acumulacion relativa del reportero fluorescente libre para un amplicon dado puede compararse con la
acumulacién de los mismos amplicones para una muestra control o con un gen control, como, sin limitacién, [J-Actina
0 PBGD para determinar la abundancia relativa de un producto cADN de un RNA en una poblacion de RNA. Los
productos y reactivos para la sonda de hidrolisis fluorescente estan comercialmente disponibles, por ejemplo en
Applied Biosystems.

[0038] Los reactivos de deteccion mas preferidos son sondas TagMan® (Roche Diagnostics, Branchburg, NJ) y se
describen en las patentes US 5,210,015; 5,487,972; y 5,804,375. Esencialmente, estas sondas involucran la
deteccién de acidos nucleicos en virtud de la separacién de una combinacion flior-apagador en una sonda a través
de la actividad 5’-3' exonucleasa de la polimerasa usada en la PCR. Puede usarse cualquier fluor6foro para
cualquiera de los marcadores o controles. Tales fluoréforos incluyen, sin limitacion, Texas Red, Cal Red, Fam, Cy3
y Cy5. En una representacion, los siguientes fluoréforos corresponden a los marcadores notados: PLAB: Fam;
L1CAM: Texas Red o Cal Red, tirosinasa: C1; PBGD: Cy5. El equipo y el software también estan disponibles para
controlar y monitorizar la acumulacién de amplicones en la PCR y QRT-PCR incluyendo el termociclador comercial
Smart Cycler disponible a través de Cepheid of Sunnyvale, California, y el Sistema de Deteccion de Secuencia ABI
Prism 7900, disponible comercialmente en Applied Biosystems.

[0039] En la comercializacién de los métodos descritos para QRT-PCR ciertos kits para la deteccion de acidos
nucleicos especificos son particularmente Utiles. En una representacion, el kit incluye reactivos para amplificar y
detectar marcadores. Opcionalmente, el kit incluye reactivos de preparacion de muestra o articulos (p.ej., tubos) para
extraer acidos nucleicos del tejido del ganglio linfatico. Los kits también pueden incluir articulos para minimizar el
riesgo de contaminacién de la muestra (p.ej., escalpelo desechable y campo para la diseccion y preparacion del
ganglio linfatico).

[0040] En un kit preferido, se incluyen los reactivos necesarios para el proceso de QRT-PCR de un tubo descrito
antes como la trascriptasa inversa, un cebador de trascriptasa inversa, un juego de cebador PCR correspondiente
(preferiblemente para marcadores y controles), una ADN polimerasa termostable, tal como Taq polimerasa y un
reactivo de deteccion idoneo, tal como, sin limitacién, una sonda scorpion, una sonda para una prueba con sonda
de hidrdlisis fluorescente, una baliza molecular, un cebador de tinte Unico o un tinte fluorescente especifico del ADN
de doble hebra, como el bromuro de etidio. Los cebadores estan preferiblemente en cantidades que rinden las altas
concentraciones descritas antes. Las ADN polimerasas termostable estan disponibles comdn y comercialmente a
partir de una variedad de fabricantes. Los materiales adicionales en el kit pueden incluir; tubos idéneos de reaccion
0 viales, una composicion de barrera, tipicamente un lecho de cera, incluyendo opcionalmente magnesio; mezclas
de reaccion (tipicamente 10X) para las etapas de trascriptasa inversa y de PCR , incluyendo los amortiguadores y
reactivos necesarios tales como dNTPs; agua libre de nucleasa o RNasa; inhibidor de RNasa; acidos nucleicos
control o cualquier amortiguador, compuestos, cofactores, constituyentes idnicos, proteinas y enzimas, polimeros,
etc., adicionales que pueden usarse en las etapas de trascriptasa inversa o PCR de la QRT-PCR. Opcionalmente,
los kits incluyen reactivos y materiales para la extraccion de acido nucleico. Las instrucciones también se incluyen
preferiblemente en los kits.

Ejemplo 1
Caracteristicas Clinicas y Patolégicas del Paciente

[0041] Se seleccionaron 204 muestras de tejido de biopsia de piel en FFPE de pacientes con lesiones melanociticas
primarias de piel diagnosticadas en el Hospital Universitario de Georgetown. La serie de pacientes incluyeron
muestras con 102 rasgos inequivocos de melanoma invasivo o nevos benignos y 102 muestras con varios grados
de atipia celular. Estas muestras atipicas se clasificaron inicialmente como sospechosas/atipicas y posteriormente
fueron resueltas por dermatopatélogos expertos como nevos atipicos o melanoma maligno. Dos muestras de
pacientes fueron excluidas debido a una cantidad insuficiente de RNA (menos de 350 ng) luego de un paso de
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preparacion de la muestra. Se excluyeron nueve muestras adicionales de RNA debido a la falla del control de PCR.
La muestra final elegible para el analisis consisti6 en 193 tejidos de biopsia (95% de la muestra original)
representando 47 melanomas, 48 nevos benignos y 98 atipicos/sospechosos, incluyendo 48 nevos atipicos y 50
melanomas asignados por dermatopatélogos. Un resumen de las caracteristicas clinicas y patolégicas de las
muestras de melanoma se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1.
Caracteristicas del 'l;/lelano;na Melanoma ';tlpla Atll\/?lz d N;VO.S
Paciente vanzado evera oderada enignos
Promedio de Edad 59 51 42 440 42
Sexo
Mujeres 8 35 20 8 33
Hombres 6 48 15 5 15
Estadio T (grosor)
Tis 21
T1 (<1 mm) 1 62
T2 (1.01 -2 mm) 7
T3 (2.01 -4 mm) 3
T4 (>4 mm) 1
M 2
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(continda)

e Melanoma Atipia Atipia Nevos
Caracter isticas del Melanoma .
Paciente Avanzado Severa Moderada Benignos

Diagn éstico

Diseminacién
superficial
melanoma

Melanoma nodular 5

Melanoma in situ 21

Lentigo maligno 11

Melanoma otro 3 1

Nevo compuesto 31

Nevo compuesto 13
inflamado

Nevo intradérmico 4

Nevo atipico atipia 2
severa

Nevo compuesto
severo

atipia

29

Nevo compuesto
moderado

atipia

13

Nevo severo atipia de 4
la unién

n total por categor ia 14 83 35 13 48

Melanoma inequivoco, 12 35
n=47

Melanoma atipico, 2 48
n=50

Benigno inequivoco, 48
n=48

Nevos atipicos, n=48 35 13

[0042] Las muestras se ordenaron de los casos mas benignos a los casos méas malignos, segun los datos clinicos
proporcionados por patologia. Usando un diagndstico histologico, se crearon cinco categorias mayores: melanoma
avanzado, melanoma, atipia severa, atipia moderada y nevos benignos, ajustando cada una de las 193 muestras a
uno de estos grupos. El melanoma lentigo maligno, melanoma in situ y los melanomas invasivos superficiales se
combinaron en una sola categoria de melanoma. Dos grupos de melanomas con rasgos avanzados (diseminacién
superficial con T2 y mas y nodulares 0 metastasicos) se agregaron a un grupo de melanoma avanzado. Una
clasificacion binaria se bas6 en dividir los melanomas avanzados y los melanomas en malignos, y las clases
restantes en benignas. Esta estratificacion contenia 97 casos malignos con 47 lesiones inequivocas y 50
severamente atipicas clasificadas como melanomas, y 96 casos benignos representando 48 nevos benignos y 48
nevos atipicos. El andlisis de todos los datos posteriores se presenta para los casos inequivocos clasificados en uno
de los 3 grupos: melanoma avanzado, melanoma y benignos y para los casos equivocos en uno de los 4 grupos:
melanoma avanzado, melanoma, atipia severa y moderada.
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Ejemplo 2
Preparacion del Tejido

[0043] Se recolectaron doscientas cuatro muestras de individuos con diagndéstico de lesiones de piel melanociticas
primarias. Las muestras se recolectaron usando biopsia escisional, por pinchazo o por raspado dependiendo del
tamafio de la lesion, profundidad y juicio del médico y se incluyeron en bloques de FFPE.

[0044] EI RNA total se aisl6 de los bloques de FFPE usando un kit de parafina High Pure estandar de RNA Roche
(catalogo # 3270289) con las siguientes modificaciones. Las muestras de tejido incluido en parafina se seccionaron
de acuerdo con el tamafio de tumor incluido (2-5 mm o menos= 9 x 10 mm, 6-8 mm o mas= 6 x 10 mm). Las
secciones fueron deparafinadas de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El RNA aislado se almacené en
agua libre de RNasa a -80° C hasta usarse.

[0045] La distribucién segin tipo de biopsia y produccién de RNA extraido se presentan en las Tablas 2a y 2b,
respectivamente. La mediana de las producciones de RNA, correspondientes a un promedio total de 10.5, 4.5y 6
laminas fueron equivalentes entre los tres tipos de biopsias. No se observo sesgo en el desempefio de la prueba
basado en las diferencias en las técnicas de biopsia.

Tabla 2a
Diagn éstico Patol égico | Escisi é6n | Pinchado Raspado Total
Melanoma 21 7 23 51
Benigno 6 4 41 51
Atipico/Sospechoso 39 22 41 102
Total 66 (32%) | 33 (16%) | 105 (52%) | 204 (100%)
Tabla 2b
Tipo de Biopsia | Numero (%) Mediana del Seccién # Mediana de la Rango (ng)
Tamado Producci 6n de RNA (nq)
Escisién 66 (32) 13x10.5x8 3-6 1360.6 496-26879
Pinchazo 33 (16) 8x7x3 6 1534.1 397-7368
Raspado 105 (52) 7x6x1.5 9-12 1400.4 318-12140

Ejemplo 3

Pruebas de un solo paso de qRTPCR Usando cebadores es  pecificos de RNA y Establecimiento del Punto de
Corte

[0046] La evaluacion de la expresion de genes seleccionados se llevé a cabo con RT-PCR de un paso con RNA

de tejido con melanoma, nevos benignos y atipico/sospechoso en FFPE. Las muestras incluyeron dos series: 1)
casos inequivocos, o claros, de melanoma y benignos y 2.) muestras con varios grados de atipia. Se uso Tirosinasa
("TYR") como gen organizador para controlar la cantidad y calidad de la entrada de RNA en las reacciones. No se
uso tratamiento con ADNsa. Mas bien, se disefiaron cebadores o sondas para que ahorraran un intrén de forma que
no reportarian el ADN gendémico. Todos los juegos de cebador/sonda se preevaluaron en un grupo de 20 muestras
de RNA aisladas de 10 tejidos con melanoma y 10 tejidos con nevos benignos en FFPE de un proveedor comercial
(Oncomatrix). Se seleccioné el juego de cebador-sonda de mejor desempefio para cada uno de los cuatro
marcadores. Las secuencias se enumeran en la Tabla 3 a continuacion.

[0047] Se evaluaron los marcadores de expresién genética GDF-15, SILV, y LLCAM junto con la tirosinasa de control
de normalizacion ("TYR") en la biopsia de melanoma usando un solo formato de reaccion RT-PCR en la plataforma
ABI7900. Las pruebas de un paso de qRT-PCR se corrieron de acuerdo con el siguiente protocolo. Se usaron 50 ng
de RNA total para qRT-PCR. El RNA total fue sometido a trascriptasa inversa usando la mezcla de 40X Multiscribe
e inhibidor de RNasa contenida en el Kit de Reactivos TAQMAN® One Step PCR Master Mix Reagents Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Luego el cADN fue sometido a la 2x Master Mix usando UNG y la amplificacién de la
PCR se llevo a cabo | en el Sistema de Deteccion de Secuencia ABI 7900 HT (Applied Biosystems, Foster City, CA)
en el formato de 384 platillos usando un tamafio de reaccion de 10ul. Cada reaccién estaba compuesta por 5.0 ml
de Mezcla Maestra 2X One Step RT-PCR, 0.5 pl de mezcla cebador/sonda, 0.25 ul de enzima 40X Multiscribe, y
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Mezcla Inhibitoria RNasa, 0.25 pl de dNTP y 4 ml de 12.5 ng/ul de RNA total. La mezcla cebador/sonda final estaba
compuesta por una concentracion final de 900 nM de cebadores hacia delante y en reversa, enumerados en la Tabla
3, y 250 nM de sonda fluorescente. La mezcla de dNTP contenia una concentracion final de 20 mM de cada uno de
dATP, dGTP, dCTP, y dTTP. La mezcla de reaccién se incubd a 48° C para 30 min. para la transcripcion inversa,
seguida por un paso de activacion Amplitaq de 95° C por 10 minutos y finalmente 40 ciclos de 95° C por 15 seg. de
denaturalizacién y 60° C por 1 minuto de acoplamiento y extensién. Las secuencias usadas en las reacciones fueron
las siguientes, cada una escrita en la direccion 5" a 3'.

Tabla 3
Simbolo | Cebador/Sond Secuencia ID. No.
GDF15 Hacia CGCCAGAAGTGCGGCT 5
delante
Inversa CGGCCCGAGGATACGC 6
Sonda MGB FAM-ATCCGGCGGCCAC 7
(continda)
Simbolo | Cebador/Sonda Secuencia ID. No.
L1CAM Hacia delante ACTATGGCCTTGTCTGGGATCTC 8
Inversa AGATATGGAACCTGAAGTTGCACTG 9
Sonda MGB FAM-CACCATCTCAGCCACAGC 10
SILV Hacia delante AGCTTATCATGCCTGGTCAA 1
Inversa GGGTACGGAGAAGTCTTGCT 2
Sonda FAM-AGGTTCCGCTATCGTGGGCAT-BHQ1 3
TYR ABI AoD* Hs00165976_m1 4

[0048] Para cada muestra se calculdo ACt=Ct (Gen Albo) - Ct TYR. [ICt se ha usado ampliamente en las pruebas
clinicas de RT-PCR y se escogié como un método sencillo. Cronin et al. (2004).

[0049] Los valores de Ct obtenidos con los archivo de salida de ABI7900 se usaron para el andlisis de datos. En la
configuracion de prueba de una sola reaccién, se analizaron solo las muestras que generaron TYR Ct < 30. Se
presentan los valores de Ct para cada uno de los marcadores como Cts crudos normalizados contra el marcador
especifico de melanocitos, TYR, usando la siguiente ecuacion:

Ct(normalized) = Ct(marker) — CT(TYR)

El diagnéstico producido por la prueba se comparé con el examen dermatopatolégico. Para estimar el desempefio
de la prueba, se calcularon los valores AUC basados en el analisis de la curva ROC usando el paquete de software
R version 2.5.0. (team RDC www.r-project.orq).

[0050] Para los casos claros (inequivocos), se demostré una mayor expresion en melanoma comparado con las
lesiones benignas para los tres marcadores especificos de melanoma (Tabla 4, Figura 1a). Se observé una expresion
diferencial significativa para SILV y GDF15 entre nevos benignos y muestras de melanoma en los casos claros
(inequivocos) (2.8 y 1.2 veces con valores de p <0.001 y 0.003, respectivamente). Sin embargo, LICAM demostro
una mucho menos diferenciacién con un cambio de 0.2 veces sin significancia estadistica para la diferencia (p=0.47)
entre los casos benignos y malignos claros (Figura 1). Asi, este marcador se excluyé del analisis posterior. SILV
demostré el mejor desempefio con una respuesta lineal a través de los tres grupos de pacientes (melanoma
avanzado, melanoma y casos benignos), representando cambios continuamente cambiantes del estado de
enfermedad definido por la patologia.
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Tabla 4
Marcador Melanoma Melanoma Nevos Valores de p AUC (clasificaci én
Normalizado Avanzado Benignos (benignos vs como benignos o
para TYR malignos) malignos)
L1CAM 6.85 7.5 7.66 0.47 0.49
SILV 1.18 2.09 4.93 <0.001 0.94
GDF15 5.02 7.17 8.34 0.003 0.67

[0051] El desempefio de SILV y GDF15 se evalu6 para la diferenciacion entre los melanomas inequivocos y nevos
benignos usando un andlisis de curva ROC univariado. Como se muestra en la Figura 2, los valores de AUC fueron
0.94 y 0.67, respectivamente. Segln el andlisis multivariado con un modelo de regresion lineal, la combinacion de
SILV y GDF15 no mejor6 el desempefio de la prueba mas alla del AUV de 0.94 en los casos inequivocos. Por tanto,
no se procurd GDF15 para el analisis posterior de los sospechosos (casos equivocos). Finalmente, la normalizacion
a TYR mejor6 el desempefio de SILV a 0.94 comparado con 0.78 cuando se usan los valores de Ct crudos.

[0052] El desempefio de SILV se evalué comparando los casos sospechosos con los casos benignos inequivocos.
La ACt promedio de SILV en las muestras equivocas en cada una por histologia, excluyendo el melanoma avanzado
debido a que n=2, se comparé con la ACt promedio del grupo benigno inequivoco. Los valores promedio de [ICty
valores de p para las comparaciones de las pruebas t con las muestras benignas inequivocas se enumeran en la
Tabla 5 a continuacion. SILV era significativamente diferente entre el grupo sospechoso de melanoma y cada grupo
sospechoso de atipia: melanoma versus atipia severo con una p =0.0077 y melanoma vs. atipia moderada con una
p = 0.0009.

[0053] Las Figuras 1 a 4 confirman que SILV es el marcador principal y demostré una clara discriminacion entre los
casos de melanoma y benignos equivocos asi como entre los diferentes subgrupos con atipia en el grupo
sospechoso de muestras de tejido.

Tabla 5
Marcador Valores Normalizados de CICt Valores de p
Normaliza - - - - - -
Melanoma | Atipia Atipia Benignos Benignos Benignos Benignos
doaTYR .
Severa Moderada Inequivocos Vs Vs Vs
Moderad Severos Melanoma
0s
SILV 1.7 2.49 3.15 4.93 0.002 3.35E-09 9.98E-16

[0054] Desde una perspectiva dermatopatolégica, no hay un solo criterio para determinar si una lesion pigmentada
€s un nevo severamente atipico o ha alcanzado el umbral del melanoma. Los dermatopatélogos lidian al menos con
10 rasgos histologicos separados. Ninglin marcador inmunohistoquimico puede distinguir entre las proliferaciones
benignas de las malignas tampoco.

[0055] La invencién aqui presenta una prueba de biopsia de melanoma con un mejor desempefio diagnostico
diferenciando el melanoma de las lesiones melanociticas identificando y validando una firma genética especifica del
melanoma. Los resultados de la prueba demuestran un aumento progresivo en al menos dos genes que se expresan
de forma diferente en el melanoma: SILV y GDF15. Sin embargo, segun el andlisis multivariado con un modelo de
regresion lineal, a adicion de GDF15 no mejor6 el desempefio de SILV mas alla del AUC de 0.94 en los casos claros.
Por tanto, SILV esta designado como el marcador final para la prueba de biopsia de melanoma. También se observé
una diferencia significativa entre los nevos severamente atipicos y melanoma para SILV con una p de 0.0077
haciendo este marcador aplicable para el diagndstico de los casos claros (inequivocos) y sospechosos (equivocos),
siendo los Ultimos el reto mas dificil para los patélogos expertos.
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Tabla 6.

Descripciones de secuencia, Nombres y SEQ ID NOs

SEQ PSID Simbolo de gen Adhesién No. Secuencia 5’ - 3 Nombre del gen

ID Affymetrix Nombre de en NCBI

No. secuencia,

1 209848 s_at | SILV NM_006928.3 AGCTTATCATGCCTGGTCA Homdélogo
Cebador A plateado de
hacia delante Homo sapiens

2 SILV GGGTACGGAGAAGTCTTG | (Fatom) (SILV),
Cebador cT mMRNA
inverso

3 Sonda SILV FAM-

AGGTTCCGCTATCGTGGG
CAT-BHQ1

4 206630_at TYR ABI NM_000372.4 | Hs00165976_m1 Tirosinasa

AoD*, de Homo
sapiens
(albinismo
oculocutaneo

5 221577_x_at | GDF15 NM_004864.1 | CGCCAGAAGTGCGGCT Factor de
Cebador diferenciacion
hacia delante del crecimiento

6 GDF15 CGGCCCGAGAGATACGC de Homo
Cebador sapiens 15
inverso (GDF15),

MRNA

7 GDF15 FAM-ATCCGGCGGCCAC

Sonda MGB
(contindia)
Descripciones de secuencia, Nombres y SEQ ID NOs

SEQ PSID Simbolo Adhesién No. Secuencia 5’ - 3 Nombre del gen

ID Affymetrix de gen en NCBI

No. Nombre
de

8 204585_s_at | L1CAM NM_000425.2 Molécula de
Cebador ACTATGGCCTTGTCTGGGA adherencia
hacia TCTC celular L1 de

9 L1CAM Homo sapiens,

MRNA
Cebador AGATATGGAACCTGAAGTT
inverso GCACTG

10 L1CAM

Sonda MGB
FAM-
CACCATCTCAGCCACAGC
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Secuencias a longitud completa de 4 marcadores como se proporciona en la base de datos NCBI.

[0056]

>gi|113722118|ref[NM_000372.4| Tirosinasa de Homo sapiens (albinismo oculocutaneo 1A) (TYR), mRNA

ATCACTGTAGTAGTAGCTGGAAAGAGAAATCTGTGACTCCAATTAGCCAGTTCCTGCAGACCTTGTGAGG
ACTAGAGGAAGAATGCTCCTGGCTGTTTTGTACTGCCTGCTGTGGAGTTTCCAGACCTCCGCTGGCCATT
TCCCTAGAGCCTGTGTCTCCTCTAAGAACCTGATGGAGAAGGAATGCTGTCCACCGTGGAGCGGGGACAG
GAGTCCCTGTGGCCAGCTTTCAGGCAGAGGTTCCTGTCAGAATATCCTTCTGTCCAATGCACCACTTGGG
CCTCAATTTCCCTTCACAGGGGTGGATGACCGGGAGTCGTGGCCTTCCGTCTTTTATAATAGGACCTGCC
AGTGCTCTGGCAACTTCATGGGATTCAACTGTGGAAACTGCAAGTTTGGCTTTTGGGGACCAAACTGCAC
AGAGAGACGACTCTTGGTGAGAAGAAACATCTTCGATTTGAGTGCCCCAGAGAAGGACAAATTTTTTGCC
TACCTCACTTTAGCAAAGCATACCATCAGCTCAGACTATGTCATCCCCATAGGGACCTATGGCCAAATGA
ARAAATGGATCAACACCCATGTTTAACGACATCAATATTTATGACCTCTTTGTCTGGATGCATTATTATGT
GTCAATGGATGCACTGCTTGGGGGATCTGAAATCTGGAGAGACATTGATTTTGCCCATGAAGCACCAGCT
TTTCTGCCTTGGCATAGACTCTTCTTGTTGCGGTGGGAACAAGAAATCCAGAAGCTGACAGGAGATGAAA
ACTTCACTATTCCATATTGGGACTGGCGGGATGCAGAAAAGTGTGACATTTGCACAGATGAGTACATGGG
AGGTCAGCACCCCACAAATCCTAACTTACTCAGCCCAGCATCATTCTTCTCCTCTTGGCAGATTGTCTGT
AGCCGATTGGAGGAGTACAACAGCCATCAGTCTTTATGCAATGGAACGCCCGAGGGACCTTTACGGCGTA
ATCCTGGAAACCATGACAAATCCAGAACCCCAAGGCTCCCCTCTTCAGCTGATGTAGAATTTTGCCTGAG
TTTGACCCAATATGAATCTGGTTCCATGGATAAAGCTGCCAATTTCAGCTTTAGAAATACACTGGAAGGA
TTTGCTAGTCCACTTACTGGGATAGCGGATGCCTCTCAAAGCAGCATGCACAATGCCTTGCACATCTATA
TGAATGGAACAATGTCCCAGGTACAGGGATCTGCCAACGATCCTATCTTCCTTCTTCACCATGCATTTGT
TGACAGTATTTTTGAGCAGTGGCTCCGAAGGCACCGTCCTCTTCAAGAAGTTTATCCAGAAGCCAATGCA
CCCATTGGACATAACCGGGAATCCTACATGGTTCCTTTTATACCACTGTACAGAAATGGTGATTTCTTTA
TTTCATCCAAAGATCTGGGCTATGACTATAGCTATCTACAAGATTCAGACCCAGACTCTTTTCAAGACTA
CATTAAGTCCTATTTGGAACAAGCGAGTCGGATCTGGTCATGGCTCCTTGGGGCGGCGATGGTAGGGGCC
GTCCTCACTGCCCTGCTGGCAGGGCTTGTGAGCTTGCTGTGTCGTCACAAGAGAAAGCAGCTTCCTGAAG
AAAAGCAGCCACTCCTCATGGAGAAAGAGGATTACCACAGCTTGTATCAGAGCCATTTATAAAAGGCTTA
GGCAATAGAGTAGGGCCAAAAAGCCTGACCTCACTCTAACTCAAAGTAATGTCCAGGTTCCCAGAGAATA
TCTGCTGGTATTTTTCTGTAAAGACCATTTGCAAAATTGTAACCTAATACAAAGTGTAGCCTTCTTCCAA
CTCAGGTAGAACACACCTGTCTTTGTCTTGCTGTTTTCACTCAGCCCTTTTAACATTTTCCCCTAAGCCC
ATATGTCTAAGGAAAGGATGCTATTTGGTAATGAGGAACTGTTATTTGTATGTGAATTAAAGTGCTCTTA
TTTTAAAAAATTGAAATAATTTTGATTTTTGCCTTCTGATTATTTAAAGATCTATATATGTTTTATTGGC
CCCTTCTTTATTTTAATAAAACAGTGAGAAATCTAAAAAAAAAAAAAARARNA

>gi|153792494|ref|[NM_004864.2| Factor 15 de diferenciacion de crecimiento de Homo sapiens (GDF15), mRNA

AGTCCCAGCTCAGAGCCGCAACCTGCACAGCCATGCCCGGGCAAGAACTCAGGACGGTGAATGGCTCTCA
GATGCTCCTGGTGTTGCTGGTGCTCTCGTGGCTGCCGCATGGGGGCGCCCTGTCTCTGGCCGAGGCGAGC
CGCGCAAGTTTCCCGGGACCCTCAGAGTTGCACTCCGAAGACTCCAGATTCCGAGAGTTGCGGARAACGCT
ACGAGGACCTGCTAACCAGGCTGCGGGCCAACCAGAGCTGGGAAGATTCGAACACCGACCTCGTCCCGGC
CCCTGCAGTCCGGATACTCACGCCAGAAGTGCGGCTGGGATCCGGCGGCCACCTGCACCTGCGTATCTCT
CGGGCCGCCCTTCCCGAGGGGCTCCCCGAGGCCTCCCGCCTTCACCGGGCTCTGTTCCGGCTGTCCCCGA
CGGCGTCAAGGTCGTGGGACGTGACACGACCGCTGCGGCGTCAGCTCAGCCTTGCAAGACCCCAGGCGLC
CGCGCTGCACCTGCGACTGTCGCCGCCGCCGTCGCAGTCGGACCAACTGCTGGCAGAATCTTCGTCCGCA
CGGCCCCAGCTGGAGTTGCACTTGCGGCCGCAAGCCGCCAGGGGGCGCCGCAGAGCGCGTGCGCGCAACG
GGGACCACTGTCCGCTCGGGCCCGGGCGTTGCTGCCGTCTGCACACGGTCCGCGCGTCGCTGGAAGACCT
GGGCTGGGCCGATTGGGTGCTGTCGCCACGGGAGGTGCAAGTGACCATGTGCATCGGCGCGTGCCCGAGC
CAGTTCCGGGCGGCAAACATGCACGCGCAGATCAAGACGAGCCTGCACCGCCTGAAGCCCGACACGGTGC
CAGCGCCCTGCTGCGTGCCCGCCAGCTACAATCCCATGGTGCTCATTCAARAAGACCGACACCGGGGTGTC
GCTCCAGACCTATGATGACTTGTTAGCCAAAGACTGCCACTGCATATGAGCAGTCCTGGTCCTTCCACTG
TGCACCTGCGCGGAGGACGCGACCTCAGTTGTCCTGCCCTGTGGAATGGGCTCAAGGTTCCTGAGACACC
CGATTCCTGCCCAAACAGCTGTATTTATATAAGTCTGTTATTTATTATTAATTTATTGGGGTGACCTTCT
TGGGGACTCGGGGGCTGGTCTGATGGAACTGTGTATTTATTTAAAACTCTGGTGATAAAAATAAAGCTGT
CTGAACTGTTAAAAAAAAAAAAAANAANAA

>Qi|42542384|ref[NM_006928.3] Homologo plateado (raton) de Homo sapiens (SILV), mMRNA
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AGTGCCTTTGGTTGCTGGAGGGAAGAACACAATGGATCTGGTGCTAAAAAGATGCCTTCTTCATTTGGCT
GTGATAGGTGCTTTGCTGGCTGTGGGGGCTACAAAAGTACCCAGAAACCAGGACTGGCTTGGTGTCTCAA
GGCAACTCAGAACCAAAGCCTGGAACAGGCAGCTGTATCCAGAGTGGACAGAAGCCCAGAGACTTGACTG
CTGGAGAGGTGGTCAAGTGTCCCTCAAGGTCAGTAATGATGGGCCTACACTGATTGGTGCAAATGCCTCC
TTCTCTATTGCCTTGAACTTCCCTGGAAGCCAAAAGGTATTGCCAGATGGGCAGGTTATCTGGGTCAACA
ATACCATCATCAATGGGAGCCAGGTGTGGGGAGGACAGCCAGTGTATCCCCAGGAAACTGACGATGCCTG
CATCTTCCCTGATGGTGGACCTTGCCCATCTGGCTCTTGGTCTCAGAAGAGAAGCTTTGTTTATGTCTGG
AAGACCTGGGGCCAATACTGGCAAGTTCTAGGGGGCCCAGTGTCTGGGCTGAGCATTGGGACAGGCAGGG
CAATGCTGGGCACACACACCATGGAAGTGACTGTCTACCATCGCCGGGGATCCCGGAGCTATGTGCCTCT
TGCTCATTCCAGCTCAGCCTTCACCATTACTGACCAGGTGCCTTTCTCCGTGAGCGTGTCCCAGTTGCGG
GCCTTGGATGGAGGGAACAAGCACTTCCTGAGAAATCAGCCTCTGACCTTTGCCCTCCAGCTCCATGACC
CCAGTGGCTATCTGGCTGAAGCTGACCTCTCCTACACCTGGGACTTTGGAGACAGTAGTGGAACCCTGAT
CTCTCGGGCACTTGTGGTCACTCATACTTACCTGGAGCCTGGCCCAGTCACTGCCCAGGTGGTCCTGCAG
GCTGCCATTCCTCTCACCTCCTGTGGCTCCTCCCCAGTTCCAGGCACCACAGATGGGCACAGGCCAACTG
CAGAGGCCCCTAACACCACAGCTGGCCAAGTGCCTACTACAGAAGTTGTGGGTACTACACCTGGTCAGGC
GCCAACTGCAGAGCCCTCTGGAACCACATCTGTGCAGGTGCCAACCACTGAAGTCATAAGCACTGCACCT
GTGCAGATGCCAACTGCAGAGAGCACAGGTATGACACCTGAGAAGGTGCCAGTTTCAGAGGTCATGGGTA
CCACACTGGCAGAGATGTCAACTCCAGAGGCTACAGGTATGACACCTGCAGAGGTATCAATTGTGGTGCT
TTCTGGAACCACAGCTGCACAGGTAACAACTACAGAGTGGGTGGAGACCACAGCTAGAGAGCTACCTATC
CCTGAGCCTGAAGGTCCAGATGCCAGCTCAATCATGTCTACGGAAAGTATTACAGGTTCCCTGGGCCCCC
TGCTGGATGGTACAGCCACCTTAAGGCTGGTGAAGAGACAAGTCCCCCTGGATTGTGTTCTGTATCGATA
TGGTTCCTTTTCCGTCACCCTGGACATTGTCCAGGGTATTGAAAGTGCCGAGATCCTGCAGGCTGTGCCG
TCCGGTGAGGGGGATGCATTTGAGCTGACTGTGTCCTGCCAAGGCGGGCTGCCCAAGGAAGCCTGCATGG
AGATCTCATCGCCAGGGTGCCAGCCCCCTGCCCAGCGGCTGTGCCAGCCTGTGCTACCCAGCCCAGCCTG
CCAGCTGGTTCTGCACCAGATACTGAAGGGTGGCTCGGGGACATACTGCCTCAATGTGTCTCTGGCTGAT
ACCAACAGCCTGGCAGTGGTCAGCACCCAGCTTATCATGCCTGGTCAAGAAGCAGGCCTTGGGCAGGTTC
CGCTGATCGTGGGCATCTTGCTGGTGTTGATGGCTGTGGTCCTTGCATCTCTGATATATAGGCGCAGACT
TATGAAGCAAGACTTCTCCGTACCCCAGTTGCCACATAGCAGCAGTCACTGGCTGCGTCTACCCCGCATC
TTCTGCTCTTGTCCCATTGGTGAGAATAGCCCCCTCCTCAGTGGGCAGCAGGTCTGAGTACTCTCATATG
ATGCTGTGATTTTCCTGGAGTTGACAGAAACACCTATATTTCCCCCAGTCTTCCCTGGGAGACTACTATT
AACTGAAATAAATACTCAGAGCCTGAAAAAAAAAAAAAAARAA

>gi|13435354|ref[NM_000425.2] Molécula de adherencia celular L1 de Homo sapiens (LLCAM), variante 1 del
trascripto, mRNA

GCGCGGTGCCGCCGGGAAAGATGGTCGTGGCGCTGCGGTACGTGTGGCCTCTCCTCCTCTGCAGCCCCTG
CCTGCTTATCCAGATCCCCGAGGAATATGAAGGACACCATGTGATGGAGCCACCTGTCATCACGGAACAG
TCTCCACGGCGCCTGGTTGTCTTCCCCACAGATGACATCAGCCTCAAGTGTGAGGCCAGTGGCAAGCCCG
AAGTGCAGTTCCGCTGGACGAGGGATGGTGTCCACTTCAAACCCAAGGAAGAGCTGGGTGTGACCGTGTA
CCAGTCGCCCCACTCTGGCTCCTTCACCATCACGGGCAACAACAGCAACTTTGCTCAGAGGTTCCAGGGC
ATCTACCGCTGCTTTGCCAGCAATAAGCTGGGCACCGCCATGTCCCATGAGATCCGGCTCATGGCCGAGG
GTGCCCCCAAGTGGCCAAAGGAGACAGTGAAGCCCGTGGAGGTGGAGGAAGGGGAGTCAGTGGTTCTGCC
TTGCAACCCTCCCCCAAGTGCAGAGCCTCTCCGGATCTACTGGATGAACAGCAAGATCTTGCACATCAAG
CAGGACGAGCGGGTGACGATGGGCCAGAACGGCAACCTCTACTTTGCCAATGTGCTCACCTCCGACAACC
ACTCAGACTACATCTGCCACGCCCACTTCCCAGGCACCAGGACCATCATTCAGAAGGAACCCATTGACCT
CCGGGTCAAGGCCACCAACAGCATGATTGACAGGAAGCCGCGCCTGCTCTTCCCCACCAACTCCAGCAGC
CACCTGGTGGCCTTGCAGGGGCAGCCATTGGTCCTGGAGTGCATCGCCGAGGGCTTTCCCACGCCCACCA
TCAAATGGCTGCGCCCCAGTGGCCCCATGCCAGCCGACCGTGTCACCTACCAGAACCACAACAAGACCCT
GCAGCTGCTGAAAGTGGGCGAGGAGGATGATGGCGAGTACCGCTGCCTGGCCGAGAACTCACTGGGCAGT
GCCCGGCATGCGTACTATGTCACCGTGGAGGCTGCCCCGTACTGGCTGCACAAGCCCCAGAGCCATCTAT
ATGGGCCAGGAGAGACTGCCCGCCTGGACTGCCAAGTCCAGGGCAGGCCCCAACCAGAGGTCACCTGGAG
AATCAACGGGATCCCTGTGGAGGAGCTGGCCARAAGACCAGAAGTACCGGATTCAGCGTGGCGCCCTGATC
CTGAGCAACGTGCAGCCCAGTGACACAATGGTGACCCAATGTGAGGCCCGCAACCGGCACGGGCTCTTGC
TGGCCAATGCCTACATCTACGTTGTCCAGCTGCCAGCCAAGATCCTGACTGCGGACAATCAGACGTACAT
GGCTGTCCAGGGCAGCACTGCCTACCTTCTGTGCAAGGCCTTCGGAGCGCCTGTGCCCAGTGTTCAGTGG
CTGGACGAGGATGGGACAACAGTGCTTCAGGACGAACGCTTCTTCCCCTATGCCAATGGGACCCTGGGCA
TTCGAGACCTCCAGGCCAATGACACCGGACGCTACTTCTGCCTGGCTGCCAATGACCAAAACAATGTTAC
CATCATGGCTAACCTGAAGGTTAAAGATGCAACTCAGATCACTCAGGGGCCCCGCAGCACAATCGAGAAG
AAAGGTTCCAGGGTGACCTTCACGTGCCAGGCCTCCTTTGACCCCTCCTTGCAGCCCAGCATCACCTGGC
GTGGGGACGGTCGAGACCTCCAGGAGCTTGGGGACAGTGACAAGTACTTCATAGAGGATGGGCGCCTGGT
CATCCACAGCCTGGACTACAGCGACCAGGGCAACTACAGCTGCGTGGCCAGTACCGAACTGGATGTGGTG
GAGAGTAGGGCACAGCTCTTGGTGGTGGGGAGCCCTGGGCCGGTGCCACGGCTGGTGCTGTCCGACCTGC
ACCTGCTGACGCAGAGCCAGGTGCGCGTGTCCTGGAGTCCTGCAGAAGACCACAATGCCCCCATTGAGAA
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ATATGACATTGAATTTGAGGACAAGGAAATGGCGCCTGAAAAATGGTACAGTCTGGGCAAGGTTCCAGGG
AACCAGACCTCTACCACCCTCAAGCTGTCGCCCTATGTCCACTACACCTTTAGGGTTACTGCCATAAACA
AATATGGCCCCGGGGAGCCCAGCCCGGTCTCTGAGACTGTGGTCACACCTGAGGCAGCCCCAGAGAAGAA
CCCTGTGGATGTGAAGGGGGAAGGAAATGAGACCACCAATATGGTCATCACGTGGAAGCCGCTCCGGTGG
ATGGACTGGAACGCCCCCCAGGTTCAGTACCGCGTGCAGTGGCGCCCTCAGGGGACACGAGGGCCCTGGC
AGGAGCAGATTGTCAGCGACCCCTTCCTGGTGGTGTCCAACACGTCCACCTTCGTGCCCTATGAGATCAA
AGTCCAGGCCGTCAACAGCCAGGGCAAGGGACCAGAGCCCCAGGTCACTATCGGCTACTCTGGAGAGGAC
TACCCCCAGGCAATCCCTGAGCTGGAAGGCATTGAAATCCTCAACTCAAGTGCCGTGCTGGTCAAGTGGC
GGCCGGTGGACCTGGCCCAGGTCAAGGGCCACCTCCGCGGATACAATGTGACGTACTGGAGGGAGGGCAG
TCAGAGGAAGCACAGCAAGAGACATATCCACAAAGACCATGTGGTGGTGCCCGCCAACACCACCAGTGTC
ATCCTCAGTGGCTTGCGGCCCTATAGCTCCTACCACCTGGAGGTGCAGGCCTTTAACGGGCGAGGATCGG
GGCCCGCCAGCGAGTTCACCTTCAGCACCCCAGAGGGAGTGCCTGGCCACCCCGAGGCGTTGCACCTGGA
GTGCCAGTCGAACACCAGCCTGCTGCTGCGCTGGCAGCCCCCACTCAGCCACAACGGCGTGCTCACCGGC
TACGTGCTCTCCTACCACCCCCTGGATGAGGGGGGCAAGGGGCAACTGTCCTTCAACCTTCGGGACCCCG
AACTTCGGACACACAACCTGACCGATCTCAGCCCCCACCTGCGGTACCGCTTCCAGCTTCAGGCCACCAC
CAAAGAGGGCCCTGGTGAAGCCATCGTACGGGAAGGAGGCACTATGGCCTTGTCTGGGATCTCAGATTTT
GGCAACATCTCAGCCACAGCGGGTGAAAACTACAGTGTCGTCTCCTGGGTCCCCAAGGAGGGCCAGTGCA
ACTTCAGGTTCCATATCTTGTTCAAAGCCTTGGGAGAAGAGAAGGGTGGGGCTTCCCTTTCGCCACAGTA
TGTCAGCTACAACCAGAGCTCCTACACGCAGTGGGACCTGCAGCCTGACACTGACTACGAGATCCACTTG
TTTAAGGAGAGGATGTTCCGGCACCAAATGGCTGTGAAGACCAATGGCACAGGCCGCGTGAGGCTCCCTC
CTGCTGGCTTCGCCACTGAGGGCTGGTTCATCGGCTTTGTGAGTGCCATCATCCTCCTGCTCCTCGTCCT
GCTCATCCTCTGCTTCATCAAGCGCAGCAAGGGCGGCAAATACTCAGTGAAGGATAAGGAGGACACCCAG
GTGGACTCTGAGGCCCGACCGATGAAAGATGAGACCTTCGGCGAGTACAGGTCCCTGGAGAGTGACAACG
AGGAGAAGGCCTTTGGCAGCAGCCAGCCATCGCTCAACGGGGACATCAAGCCCCTGGGCAGTGACGACAG
CCTGGCCGATTATGGGGGCAGCGTGGATGTTCAGTTCAACGAGGATGGTTCGTTCATTGGCCAGTACAGT
GGCAAGAAGGAGAAGGAGGCGGCAGGGGGCAATGACAGCTCAGGGGCCACTTCCCCCATCAACCCTGCCG
TGGCCCTAGAATAGTGGAGTCCAGGACAGGAGATGCTGTGCCCCTGGCCTTGGGATCCAGGCCCCTCCCT
CTCCAGCAGGCCCATGGGAGGCTGGAGTTGGGGCAGAGGAGAACTTGCTGCCTCGGATCCCCTTCCTACC
ACCCGGTCCCCACTTTATTGCCAAAACCCAGCTGCACCCCTTCCTGGGCACACGCTGCTCTGCCCCAGCT
TGGGCAGATCTCCCACATGCCAGGGGCCTTTGGGTGCTGTTTTGCCAGCCCATTTGGGCAGAGAGGCTGT
GGTTTGGGGGAGAAGAAGTAGGGGTGGCCCGAAAGGGTCTCCGAAATGCTGTCTTTCTTGCTCCCTGACT
GGGGGCAGACATGGTGGGGTCTCCTCAGGACCAGGGTTGGCACCTTCCCCCTCCCCCAGCCACTCCCCAG
CCAGCCTGGCTGGGACTGGGAACAGAACTCGGTGTCCCCACCATCTGCTGTCTTTTCTTTGCCATCTCTG
CTCCAACCGGGATGGGAGCCGGGCAAACTGGCCGCGGGGGCAGGGGAGGCCATCTGGAGAGCCCAGAGTC
CCCCCACTCCCAGCATCGCACTCTGGCAGCACCGCCTCTTCCCGCCGCCCAGCCCACCCCATGGCCGGLT
TTCAGGAGCTCCATACACACGCTGCCTTCGGTACCCACCACACAACATCCAAGTGGCCTCCGTCACTACC
TGGCTGCGGGGCGGGCACACCTCCTCCCACTGCCCACTGGCCGGCL

LISTADO DE SECUENCIA

[0057]

<110> VERIDEX, LLC

<120> METODOS Y REACTIVOS PARA LA DETECCION PRECOZ DEL MELANOMA

<130> PO55082EP

<150> uS61/223,894
<151> 2009-07-08

<160> 17

<170> seqwin99, version 1.02

<210>1
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 1

agcttatcat gcctggtcaa 20

<210>2
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<211>20
<212> ADN

<213> Cebador

<400> 2

gggtacggag aagtcttgct 20

<210>3
<211>21
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sonda

<220>

<221> misc_feature

<222>1
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<223> N = A marcado con carboxifluoresceina

<220>

<221> misc_feature

<222>21

<223> N = T marcado con 2,5-di-tert-butilhidroquinona-1

<400> 3

nggttccgcet atcgtgggcan 21

<210>4
<211> 2082
<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 4

atcactgtag
ccttgtgagg
ccagacctcc
ggaatgctgt
ttcctgtcag
ggtggatgac
caacttcatg

tagtagctgg
actagaggaa
gctggccatt
ccaccgtgga
aatatccttc
cgggagtcgt
ggattcaact

aaagagaaat
gaatgctcct
tccctagagce
gcggggacag
tgtccaatgc
ggccttccgt
gtggaaactg

ctgtgactcc
ggctgttttg
ctgtgtctcc
gagtccctgt
accacttggg
cttttataat
caagtttggc

17

aattagccag
tactgcctgc
tctaagaacc
ggccagcttt
cctcaatttc
aggacctgcc
ttttggggac

ttcctgcaga
tgtggagttt
tgatggagaa
caggcagagg
ccttcacagg
agtgctctgg
caaactgcac

60

120
180
240
300
360
420
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agagagacga
attttttgcc
agggacctat
tgacctcttt
aatctggaga
cttcttgttyg
tccatattgg
aggtcagcac
gattgtctgt
cgagggacct
ctcttcagct
taaagctgcc
gatagcggat
aatgtcccag
tgacagtatt
agccaatgca
cagaaatggt
agattcagac
gatctggtca
agggcttgtg
actcctcatg
ggcaatagag
ccagagaata
aaagtgtagc
tcagcccttt
atgaggaact
tttgattttt
ttttaataaa

ctcttggtga
tacctcactt
ggccaaatga
gtctggatgc
gacattgatt
cggtgggaac

gactggcggg
cccacaaatc

agccgattgg
ttacggcgta
gatgtagaat
aatttcagct
gcctctcaaa
gtacagggat
tttgagcagt
cccattggac
gatttcttta
ccagactctt
tggctccttg
agcttgctgt
gagaaagagg
tagggccaaa
tctgctggta
cttcttccaa
taacattttc
gttatttgta
gccttctgat
acagtgagaa

<210>5

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 5
aggttccget atcgtgggeat 21

<210>6

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 6
cggcccgaga gatacge 17

<210>7

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sonda

<220>
<221> misc_feature

<222>1
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gaagaaacat
tagcaaagca
aaaatggatc
attattatgt
ttgcccatga
aagaaatcca
atgcagaaaa
ctaacttact
aggagtacaa
atcctggaaa
tttgcctgag
ttagaaatac
gcagcatgca
ctgccaacga
ggctccgaag
ataaccggga
tttcatccaa
ttcaagacta
gggcggcgat
gtcgtcacaa
attaccacag
aagcctgacc
tttttctgta
ctcaggtaga
ccctaagecc
tgtgaattaa
tatttaaaga
atctaaaaaa

<223> N = A marcado con carboxifluoresceina

cttcgatttg
taccatcagc
aacacccatg
gtcaatggat
agcaccagct
gaagctgaca
gtgtgacatt
cagcccagca
cagccatcag
ccatgacaaa
tttgacccaa
actggaagga
caatgccttg
tcctatcttc
gcaccgtcct
atcctacatg
agatctgggc
cattaagtcc
ggtaggggcc
gagaaagcag
cttgtatcag
tcactctaac
aagaccattt
acacacctgt
atatgtctaa
agtgctctta
tctatatatg
aaaaaaaaaa

18

agtgccccag
tcagactatg
tttaacgaca
gcactgcttg
tttctgectt
ggagatgaaa
tgcacagatg
tcattcttct
tctttatgeca
tccagaaccc
tatgaatctg
tttgctagtc
cacatctata
cttcttcacc
cttcaagaag
gttcctttta
tatgactata
tatttggaac
gtcctcactg
cttcctgaag
agccatttat
tcaaagtaat
gcaaaattgt
ctttgtcttg
ggaaaggatg
ttttaaaaaa
ttttattggce
aa

agaaggacaa
tcatccccat
tcaatattta
ggggatctga
ggcatagact
acttcactat
agtacatggg
cctcttggca
atggaacgcc
caaggctccc
gttccatgga
cacttactgg
tgaatggaac
atgcatttgt
tttatccaga
taccactgta
gctatctaca
aagcgagtcg
ccctgetggce
aaaagcagcc
aaaaggctta
gtccaggttc
aacctaatac
ctgttttcac
ctatttggta
ttgaaataat
cccttcecttta

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2082
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<400>7
ntccggegge cac 13

<210>8

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 8
actatggcct tgtctgggat ctc 23

<210>9

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400>9
agatatggaa cctgaagttg cactg 25

<210> 10

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sonda

<220>

<221> misc_feature

<222>1

<223> N = C marcado con carboxifluoresceina

<400> 10
naccatctca gccacagc 18

<210> 11

<211> 57

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 11

cgccagaagt gecggetggga tccggeggcec acctgeacct gegtatetct cgggeeg 57

<210> 12

<211> 89

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 12

actatggcct tgtctgggat ctcagatttt ggcaacatct cagccacagc gggtgaaaac

tacagtgtcg tctcctgggt ccccaagga

<210> 13

<211> 137

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 13
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agcttatcat gcctggtcaa gaagcaggcc ttgggcaggt tccgctgatc gtgggcatct
tgctggtgtt gatggctgtg gtccttgcat tatgaagcaa gacttctccg tacccctctg
atatataggc gcagact

<211>70
<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 14

tctgctggta tttttctgta aagaccattt gcaaaattgt aacctaatac aaagtgtagc

cttcttccaa

<210> 15
<211> 1220
<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 15

agtcccagct
atggctctca
tgtctctggce
actccagatt
accagagctg
cgccagaagt
ttcccgaggg
cggcgtcaag
cccaggegcec
tggcagaatc
gggggcgccg
gctgccgtct
tgtcgccacg
cggcaaacat
cagcgccctg
ccggggtgtc
cagtcctggt

gtggaatggg
aagtctgtta

tgatggaact
aaaaaaaaaa

<210> 16
<211> 2143
<212> ADN

cagagccgca
gatgctcctg
cgaggcgagc
ccgagagttg
ggaagattcg
gcggctggga
gctccccgag
gtcgtgggac
cgcgctgcac
ttcgtccgca
cagagcgcgt
gcacacggtc
ggaggtgcaa
gcacgcgcag
ctgcgtgccc
gctccagacc
ccttccactg
ctcaaggttc
tttattatta
gtgtatttat
ddddddddaad

<213> Homo Sapiens

<400> 16

acctgcacag
gtgttgctgg
cgcgcaagtt
cggaaacgct
aacaccgacc
tccggeggec
gcctcecgec
gtgacacgac
ctgcgactgt
cggccccagce
gcgcgcaacg
cgcgcgtegce
gtgaccatgt
atcaagacga
gccagctaca
tatgatgact
tgcacctgcg
ctgagacacc
atttattggg
ttaaaactct

ccatgcccgg
tgctctcgtg
tcccgggacc
acgaggacct
tcgtccecggce
acctgcacct
ttcaccgggc
cgctgeggeg
cgccgccgec
tggagttgca
gggaccactg
tggaagacct
gcatcggcgc
gcctgcaccyg
atcccatggt
tgttagccaa
cggaggacgc
cgattcctgc
gtgaccttct
ggtgataaaa

20

gcaagaactc
gctgccgeat
ctcagagttg
gctaaccagg
ccctgcagtc
gcgtatctct
tctgttccgg
tcagctcagc
gtcgcagtcg
cttgcggccg
tccgctcggg
gggctgggcec
gtgcccgagce
cctgaagccc
gctcattcaa
agactgccac
gacctcagtt
ccaaacagct

tggggactcg
ataaagctgt

aggacggtga
gggggcgccc
cactccgaag
ctgcgggcca
cggatactca
cgggccgecc
ctgtccccga
cttgcaagac
gaccaactgc
caagccgceca
cccgggegtt
gattgggtgc
cagttccggg
gacacggtgc
aagaccgaca
tgcatatgag
gtcctgecct
gtatttatat

ggggctggtc
ctgaactgtt

60
120
137

70

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1220
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agtgcctttg gttgctggag ggaagaacac aatggatctg gtgctaaaaa gatgccttct 60
tcatttggct gtgataggtg ctttgctggc tgtgggggct acaaaagtac ccagaaacca 120
ggactggctt ggtgtctcaa ggcaactcag aaccaaagcc tggaacaggc agctgtatcc 180
agagtggaca gaagcccaga gacttgactg ctggagaggt ggtcaagtgt ccctcaaggt 240
cagtaatgat gggcctacac tgattggtgc aaatgcctcc ttctctattg ccttgaactt 300
ccctggaagc caaaaggtat tgccagatgg gcaggttatc tgggtcaaca ataccatcat 360
caatgggagc caggtgtggg gaggacagcc agtgtatccc caggaaactg acgatgcctg 420
catcttccct gatggtggac cttgcccatc tggctcttgg tctcagaaga gaagctttgt 480
ttatgtctgg aagacctggg gccaatactg gcaagttcta gggggcccag tgtctgggct 540
gagcattggg acaggcaggg caatgctggg cacacacacc atggaagtga ctgtctacca 600
tcgccgggga tcccggagct atgtgcctct tgctcattcc agctcagcect tcaccattac 660
tgaccaggtg cctttctccg tgagcgtgtc ccagttgcgg gccttggatg gagggaacaa 720
gcacttcctg agaaatcagc ctctgacctt tgccctccag ctccatgacc ccagtggcta 780
tctggctgaa gctgacctct cctacacctg ggactttgga gacagtagtg gaaccctgat 840
ctctcgggca cttgtggtca ctcatactta cctggagcct ggcccagtca ctgcccaggt 900
ggtcctgcag gctgccattc ctctcacctce ctgtggctcc tccccagttc caggcaccac 960
agatgggcac aggccaactg cagaggcccc taacaccaca gctggccaag tgcctactac 1020
agaagttgtg ggtactacac ctggtcaggc gccaactgca gagccctctg gaaccacatc 1080
tgtgcaggtg ccaaccactg aagtcataag cactgcacct gtgcagatgc caactgcaga 1140
gagcacaggt atgacacctg agaaggtgcc agtttcagag gtcatgggta ccacactggc 1200
agagatgtca actccagagg ctacaggtat gacacctgca gaggtatcaa ttgtggtgct 1260
ttctggaacc acagctgcac aggtaacaac tacagagtgg gtggagacca cagctagaga 1320
gctacctatc cctgagcctg aaggtccaga tgccagctca atcatgtcta cggaaagtat 1380
tacaggttcc ctgggccccc tgctggatgg tacagccacc ttaaggctgg tgaagagaca 1440
agtccccctg gattgtgttc tgtatcgata tggttccttt tccgtcaccc tggacattgt 1500
ccagggtatt gaaagtgccg agatcctgca ggctgtgccg tccggtgagg gggatgcatt 1560
tgagctgact gtgtcctgcc aaggcgggct gcccaaggaa gcctgcatgg agatctcatc 1620
gccagggtgce cagccccctg cccageggcet gtgccagect gtgctaccca gcccagectg 1680
ccagctggtt ctgcaccaga tactgaaggg tggctcgggg acatactgcc tcaatgtgtc 1740
tctggctgat accaacagcc tggcagtggt cagcacccag cttatcatgc ctggtcaaga 1800
agcaggcctt gggcaggttc cgctgatcgt gggcatcttg ctggtgttga tggctgtggt 1860
ccttgcatct ctgatatata ggcgcagact tatgaagcaa gacttctccg taccccagtt 1920
gccacatagc agcagtcact ggctgcgtct accccgcatc ttctgctctt gtcccattgg 1980
tgagaatagc cccctcctca gtgggcagca ggtctgagta ctctcatatg atgctgtgat 2040
tttcctggag ttgacagaaa cacctatatt tcccccagtc ttccctggga gactactatt 2100
aactgaaata aatactcaga gcctgaaaaa aaaaaaaaaa aaa 2143

<210> 17

<211> 4525

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 17

45

50

55

60

65

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

gcgcggtgcc
gcagcccctg
cacctgtcat
gcctcaagtg
tccacttcaa
ccttcaccat
gctttgccag
gtgcccccaa
tggttctgcc
gcaagatctt
actttgccaa
caggcaccag
gcatgattga
ccttgcaggg
tcaaatggct
acaagaccct
ccgagaactc
actggctgca
gccaagtcca
aggagctggc
tgcagcccag
tggccaatgc
agacgtacat
ctgtgcccag
tcttccccta
gctacttctg
ttaaagatgc
gggtgacctt
gtggggacgg
ggcgcctggt
gtaccgaact
cggtgccacg
cctggagtcc
acaaggaaat
ctaccaccct
aatatggccc
cagagaagaa
cgtggaagcc
ggcgccctca
tggtgtccaa
agggcaaggg
caatccctga
ggccggtgga
gggagggcag
ccgccaacac
aggtgcaggc
cagagggagt
tgctgctgeg
cctaccaccc
aacttcggac
aggccaccac
tgtctgggat
tctcctgggt

tgggagaaga

gccgggaaag
cctgcttatc

cacggaacag
tgaggccagt
acccaaggaa
cacgggcaac
caataagctg
gtggccaaag
ttgcaaccct
gcacatcaag
tgtgctcacc
gaccatcatt
caggaagccg
gcagccattg
gcgccccagt
gcagctgctg
actgggcagt
caagccccag
gggcaggccc
caaagaccag
tgacacaatg
ctacatctac
ggctgtccag
tgttcagtgg
tgccaatggg
cctggcetgcec
aactcagatc
cacgtgccag
tcgagacctc
catccacagc
ggatgtggtg
gctggtgctg
tgcagaagac
ggcgcctgaa
caagctgtcg
c€ggggagccc
ccctgtggat
gctccggtgg

ggggacacga
cacgtccacc

accagagccc
gctggaaggc
cctggcececag
tcagaggaag
caccagtgtc
ctttaacggg
gcctggcecac
ctggcagccc
cctggatgag
acacaacctg
caaagagggc
ctcagatttt
ccccaaggag

gaagggtggg
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atggtcgtgg
cagatccccg
tctccacggce
ggcaagcccg
gagctgggtg
aacagcaact
ggcaccgcca
gagacagtga
cccccaagtg
caggacgagc
tccgacaacc
cagaaggaac
cgcctgctct
gtcctggagt
ggccccatgc
aaagtgggcg
gcccggcatg
agccatctat
caaccagagg
aagtaccgga
gtgacccaat
gttgtccagc
ggcagcactg
ctggacgagg
accctgggca
aatgaccaaa
actcaggggc
gcctcctttg
caggagcttg
ctggactaca
gagagtaggg
tccgacctgc
cacaatgccc
aaatggtaca
ccctatgtcc
agcccggtct
gtgaaggggg
atggactgga
gggccctggce
ttcgtgccct
caggtcacta
attgaaatcc
gtcaagggcc
cacagcaaga
atcctcagtg
cgaggatcgg
cccgaggegt
ccactcagcec
gggggcaagg
accgatctca
cctggtgaag
ggcaacatct
ggccagtgca
gcttcccttt

cgctgcggta
aggaatatga
gcctggttgt
aagtgcagtt
tgaccgtgta
ttgctcagag
tgtcccatga
agcccgtgga
cagagcctct
gggtgacgat
actcagacta
ccattgacct
tccccaccaa
gcatcgccga
cagccgaccyg
aggaggatga
cgtactatgt
atgggccagg
tcacctggag
ttcagcgtgg
gtgaggcecg
tgccagccaa
cctaccttct
atgggacaac
ttcgagacct
acaatgttac
cccgcagceac
acccctcctt
gggacagtga
gcgaccaggg
cacagctctt
acctgctgac
ccattgagaa
gtctgggcaa
actacacctt
ctgagactgt
aaggaaatga
acgcccccca
aggagcagat
atgagatcaa
tcggctactc
tcaactcaag
acctccgegg
gacatatcca
gcttgcggcec
ggcccgccag
tgcacctgga
acaacggcgt
ggcaactgtc
gcccccacct
ccatcgtacg
cagccacagc
acttcaggtt
cgccacagta

22

cgtgtggcct
aggacaccat
cttccccaca
ccgctggacg
ccagtcgccc
gttccagggc
gatccggctc
ggtggaggaa
ccggatctac
gggccagaac
catctgccac
ccgggtcaag
ctccagcagc
gggctttccc
tgtcacctac
tggcgagtac
caccgtggag
agagactgcc
aatcaacggg
cgccctgatc
caaccggcac
gatcctgact
gtgcaaggcc
agtgcttcag
ccaggccaat
catcatggct
aatcgagaag
gcagcccagc
caagtacttc
caactacagc
99tggtgggy
gcagagccag
atatgacatt
ggttccaggg
tagggttact
ggtcacacct
gaccaccaat
ggttcagtac
tgtcagcgac
agtccaggcc
tggagaggac
tgccgtgcetg
atacaatgtg
caaagaccat
ctatagctcc
cgagttcacc
gtgccagtcg
gctcaccggc
cttcaacctt
gcggtaccgce
ggaaggaggc
gggtgaaaac
ccatatcttg
tgtcagctac

ctcctectct
gtgatggagc
gatgacatca
agggatggtg
cactctggct
atctaccgct
atggccgagg
ggggagtcag
tggatgaaca
ggcaacctct
gcccacttcc
gccaccaaca
cacctggtgg
acgcccacca
cagaaccaca
cgctgectgg
gctgccccgt
cgcctggact
atccctgtgg
ctgagcaacg
gggctcttgc
gcggacaatc
ttcggagcegce
gacgaacgct
gacaccggac
aacctgaagg
aaaggttcca
atcacctggc
atagaggatg
tgcgtggceca
agccctgggc
gtgcgcgtgt
gaatttgagg
aaccagacct
gccataaaca
gaggcagccc
atggtcatca
cgcgtgcagt
cccttectgg
gtcaacagcc
tacccccagg
gtcaagtggc
acgtactgga
gtggtggtgc
taccacctgg
ttcagcaccc
aacaccagcc
tacgtgctct
cgggaccccg
ttccagcttc
actatggcct
tacagtgtcg
ttcaaagcct
aaccagagct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
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cctacacgca
ggatgttccg
ctgctggcett
tcctegtect
aggataagga
gcgagtacag
cgctcaacgg
gcgtggatgt
agaaggaggc
tggccctaga
gccccteect
cctcggatcc
ttcctgggca
tgggtgctgt
ggggtggccc

atggtggggt
ccagcctggc

gccatctctg
catctggaga
cccgecgecce
gtacccacca
ctcctcccac

gtgggacctg
gcaccaaatg

cgccactgag
gctcatcctc
ggacacccag
gtccctggag
ggacatcaag
tcagttcaac
ggcagggggc
atagtggagt
ctccagcagg
ccttecctacc
cacgctgctc
tttgccagec
gaaagggtct
ctcctcagga
tgggactggg
ctccaaccgg
gcccagagtc
agcccacccc
cacaacatcc
tgcccactgg
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cagcctgaca
gctgtgaaga
ggctggttca
tgcttcatca
gtggactctg
agtgacaacg
cccctgggea
gaggatggtt
aatgacagct
ccaggacagg
cccatgggag
acccggtccc
tgccccagcet
catttgggca
ccgaaatgct
ccagggttgg
aacagaactc
gatgggagcc
cccccactcec
atggccggcet
aagtggcctc
ccggc

ctgactacga
ccaatggcac
tcggctttgt
agcgcagcaa
aggcccgacc
aggagaaggc
gtgacgacag
cgttcattgg
caggggccac
agatgctgtg
gctggagttg
cactttattg
tgggcagatc
gagaggctgt
gtctttcttg
caccttcccc
ggtgtcccca
gggcaaactg
cagcatcgca
ttcaggagct
cgtcactacc

23

gatccacttg
aggccgcgtg
gagtgccatc
gggcggcaaa
gatgaaagat
ctttggcagc
cctggccgat
ccagtacagt
ttccecccatc
cccctggect
gggcagagga
ccaaaaccca
tcccacatgce
ggtttggggg
ctccctgact
ctcccccage
ccatctgctg
gccgcgggag
ctctggcagc
ccatacacac

tggctgceggg

tttaaggaga
aggctccctc
atcctcctgce
tactcagtga
gagaccttcg
agccagccat
tatgggggca

ggcaagaagg
aaccctgccg

tgggatccag
gaacttgctg
gctgcacccc
caggggcctt
agaagaagta
gggggcagac
cactccccag
tcttttcttt
caggggaggc
accgcctctt
gctgcctteg
gcgggcacac

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4525
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Reivindicaciones

1. Un método para identificar un melanoma en una muestra de tejido que comprende los pasos de
a) medir los niveles de expresion en la muestra de genes que codifican el ARNm correspondiente a SILV;
b) medir el nivel de expresion de un gen que codifica la tirosinasa; y
¢) medir el nivel de expresion de SILV en relacién con tirosinasa;

donde los niveles de expresién de SILV en relacién con tirosinasa son indicativos de la presencia de un melanoma.

2. El método de la reivindicacion 1 donde la muestra es una muestra de biopsia primaria de piel.

3. El'método de la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, donde la expresion genética se mide en una microdisposicion
0 genechip.

4. El método de la reivindicacion 1 o reivindicacion 2 donde la expresion genética se determina por la amplificacion
de acidos nucleicos conducida por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del ARN extraido de la muestra.

5. El método de la reivindicacion 4 donde la reaccién en cadena de la polimerasa es la qRT-PCR.

6. El uso de un kit en el método de cualquiera de las afirmaciones 1 a 4, donde el kit comprende reactivos de
amplificacion y deteccién de acidos nucleicos.

7. El uso de la reivindicacion 6 donde los reactivos de amplificacion de acidos nucleicos comprenden cebadores
con la secuencia de las SEQ ID NOs 1y 2 y una sonda con la secuencia de la SEQ ID NO: 3.
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