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Métodos de deteccién del cancer de vejiga
Descripcion
1. CAMPO DE LA INVENCION

Se proporcionan composiciones y métodos para detectar el cancer de vejiga. En particular, se proporcionan
marcadores y paneles de marcadores del cancer de vejiga utiles en la deteccion del cancer de vejiga.

2. ANTECEDENTES

Cada afo se diagnostican 386.000 casos de cancer de vejiga a nivel mundial, incluyendo 70.500 casos anuales en
Estados Unidos. La incidencia del cancer de vejiga es tres veces mayor en los hombres que en las mujeres. La
mayor incidencia y prevalencia se encuentran en la Unién Europea, América del Norte, Africa del Norte y Oriente
Medio.

El tabaquismo es el mayor factor de riesgo para el cancer de vejiga. Entre otros factores de riesgo se incluyen la
exposicién a sustancias quimicas, la quimioterapia (tal como Cytoxan), la radioterapia y la infeccién crénica de la
vejiga.

Los tumores de vejiga incluyen tumores papilares, que son carcinomas uroteliales que producen proyecciones
estrechas similares a un dedo: y tumores no papilares (sésiles), tales como el carcinoma in situ, que son menos
frecuentes, pero que tienen un alto riesgo de convertirse en invasivos.

Entre los sintomas del cancer de vejiga se pueden incluir dolor abdominal, sangre en la orina, dolor o sensibilidad
Osea, fatiga, dolor al orinar, miccién frecuente, urgencia urinaria, incontinencia y pérdida de peso. El diagnéstico se
basa generalmente en la formacién de imagenes, el andlisis de orina, y/o la biopsia.

El pronéstico del cancer de vejiga depende de la etapa del cancer en el momento del diagnéstico. El prondstico de
los tumores tempranos es favorable, mientras que el pronéstico de los tumores avanzados es malo. Se recomienda
el seguimiento a largo plazo para detectar la recurrencia del cancer, que se produce en hasta el 70 % de los
canceres de vejiga. Durante los dos primeros afios, se recomienda realizar cistoscopia y citologia de orina cada 3 a
4 meses y, después, a intervalos mas largos en los afios siguientes, a menudo durante toda la vida del paciente.
Estos métodos son invasivos y costosos, lo que hace del cancer de vejiga uno de los canceres mas caros para tratar
desde el diagnéstico hasta la muerte.

Entre las pruebas de diagnostico no invasivas existentes se incluyen ImmunoCyt™ (Scimedx, Denville, NJ) y
UroVysion® (Abbott Molecular, Abbott Park, IL). ImmunoCyt™ es un ensayo de citologia que utiliza un coctel de tres
anticuerpos monoclonales marcados con marcadores fluorescentes para detectar determinados marcadores
celulares de cancer de vejiga en células exfoliadas aisladas a partir de muestras de orina. ImmunoCyt™ se utiliza
junto con la citologia de orina estandar para mejorar la sensibilidad de la citologia en la deteccién de células
tumorales. UroVysion® es también un ensayo basado en la citologia, que detecta aneuploidia en ciertos cromosomas
mediante hibridacion fluorescente in situ (FISH). La determinacién de los resultados se lleva a cabo mediante la
enumeracion de sefiales a través de un examen microscépico del nicleo de las células en la orina.

Se necesitan mejores métodos para la deteccion precoz del cancer de vejiga. En particular, una prueba de
diagndstico precisa basada en la orina que no se basa en la citologia podria reducir la necesidad de una cistoscopia
costosa e invasiva y que requiere mucha mano de obra y ensayos de citologia potencialmente subjetivos.

En el documento EP2138848 se divulgan métodos para detectar cancer de vejiga basados en firmas de genes
marcadores.

3. SUMARIO

Se proporcionan composiciones y métodos para detectar el cancer de vejiga. En particular, se proporcionan
marcadores y paneles de marcadores del cancer de vejiga Utiles en la deteccion del cancer de vejiga.
Especificamente, la invencién proporciona un método para detectar la presencia de cancer de vejiga en un sujeto,
que comprende la deteccidn de los niveles de cada marcador de un conjunto de marcadores de cancer de vejiga en
una muestra del sujeto, en el que el conjunto de marcadores de cancer de vejiga consiste en ARNm de hormona
liberadora de corticotropina (CRH), ARNm del factor de crecimiento similar a la insulina 2 (IGF2), ARNm de queratina
20 (KRT20) y ARNm de anexina 10 (ANXA10), en el que el nivel de cada uno de los marcadores se compara con un
nivel normal o de control del marcador, en el que un nivel normal o de control se determina como un nivel promedio
o intervalo que es caracteristico de las células uroteliales normales o de otros materiales de referencia, y en el que la
deteccion de un nivel elevado de al menos un marcador indica la presencia de cancer de vejiga en el sujeto. Los
niveles de cada uno de ARNm de CRH, IGF2, KRT20 y ANXA10 se miden, por ejemplo, mediante RT-PCR
cuantitativa, y los resultados se utilizan para determinar si un sujeto tiene cancer de vejiga 0 no. En algunas
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realizaciones, los niveles de ARNm de CRH, IGF2, KRT20, y ANXA10 se normalizan con respecto a un control
endogeno. En algunas realizaciones, el control endégeno es ARNm de ABL. En algunas realizaciones, se selecciona
un control enddégeno que se espera que se exprese a niveles similares en las células uroteliales de la vejiga de
sujetos con y sin cancer de vejiga. En algunas realizaciones, la muestra es una muestra de orina. En algunas
realizaciones, los presentes métodos se utilizan para controlar a los sujetos con antecedentes de cancer de vejiga
para la recurrencia del tumor. En algunas realizaciones, el sujeto se ha tratado con el bacilo de Calmette-Guerin
(BCG) en los ultimos tres meses. En algunas realizaciones, los presentes métodos se usan para detectar el cancer
de vejiga en sujetos sin antecedentes de cancer de vejiga. En algunas de tales realizaciones, los sujetos tienen
sintomas de cancer de vejiga. Entre los ejemplos no limitantes de sintomas de cancer de vejiga se incluyen dolor
abdominal, sangre en la orina, dolor o sensibilidad dsea, fatiga, dolor al orinar, miccién frecuente, urgencia urinaria,
incontinencia y pérdida de peso.

Los métodos proporcionados son para detectar la presencia de cancer de vejiga en un sujeto. El método comprende
detectar los niveles de cada marcador de un conjunto de marcadores de cancer de vejiga en una muestra del sujeto,
en el que el conjunto de marcadores de cancer de vejiga consiste en ARNm de hormona liberadora de corticotropina
(CRH), ARNm del factor de crecimiento similar a la insulina 2 (IGF2), ARNm de queratina 20 (KRT20) y ARNm de
anexina 10 (ANXA10), en el que el nivel de cada uno de los marcadores se compara con un nivel normal o de
control del marcador, en el que un nivel normal o de control se determina como un nivel promedio o intervalo que es
caracteristico de las células uroteliales normales o de otros materiales de referencia, y en el que la deteccién de un
nivel elevado de al menos un marcador indica la presencia de cancer de vejiga en el sujeto. En algunas
realizaciones, un método comprende ademas la deteccion de un control endégeno. En algunas realizaciones, el
control endégeno se selecciona de ABL, GUSB, GAPDH, TUBB y UPkl. En algunas realizaciones, el control
enddgeno es ABL. En algunas realizaciones, un método comprende la deteccion de un control exégeno. En algunas
realizaciones, el control exdgeno es un ARN. En algunas de estas realizaciones, el control exégeno es un Armored
RNA®,

En algunas realizaciones, la deteccion comprende RT-PCR. En algunas realizaciones, la deteccion comprende RT-
PCR cuantitativa. En algunas realizaciones, un método comprende comparar un valor de Ct o un valor de ACt con
un valor de Ct umbral o un valor de ACt. En algunas realizaciones, ACt es el valor de Ct para el control endégeno
menos el valor de Ct para el marcador. En algunas realizaciones, la reaccién de RT-PCR dura menos de tres horas
0 menos de 2 horas a partir de una etapa de desnaturalizacion inicial a través de un paso de extension final.

En algunas realizaciones, un método comprende poner en contacto el ARN de la muestra con un conjunto de pares
de cebadores de marcadores de cancer de vejiga, en el que el conjunto de pares de cebadores de marcador del
cancer de vejiga consiste en un primer par de cebadores para la deteccion de CRH, un segundo par de cebadores
para la deteccién de IGF2, un tercer par de cebadores para la deteccién de KRT20 y un cuarto par de cebadores
para la deteccion de ANXA10. En algunas realizaciones, el primer par de cebadores comprende un primer cebador
que comprende la SEQ ID NO: 19 y un segundo cebador que comprende la SEQ ID NO: 20, en el que cada cebador
tiene una longitud de menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 o menos de 30 nucledtidos. En
algunas realizaciones, el primer par de cebadores comprende un primer cebador que comprende la SEQ ID NO: 35
y un segundo cebador que comprende la SEQ ID NO: 36, en el que cada cebador tiene una longitud de menos de
50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 o menos de 30 nucledtidos. En algunas realizaciones, el segundo par
de cebadores comprende un primer cebador que comprende la SEQ ID NO: 16 y un segundo cebador que
comprende la SEQ ID NO: 17, en el que cada cebador tiene una longitud de menos de 50, menos de 45, menos de
40, menos de 35 o menos de 30 nucledtidos. En algunas realizaciones, el segundo par de cebadores comprende un
primer cebador que comprende la SEQ ID NO: 32 y un segundo cebador que comprende la SEQ ID NO: 33, en el
que cada cebador tiene una longitud de menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 o menos de 30
nucleétidos. En algunas realizaciones, el tercer par de cebadores comprende un primer cebador que comprende la
SEQ ID NO: 13 y un segundo cebador que comprende la SEQ ID NO: 14, en el que cada cebador tiene una longitud
de menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 o menos de 30 nucledtidos. En algunas realizaciones, el
tercer par de cebadores comprende un primer cebador que comprende la SEQ ID NO: 29 y un segundo cebador que
comprende la SEQ ID NO: 30, en el que cada cebador tiene una longitud de menos de 50, menos de 45, menos de
40, menos de 35 o0 menos de 30 nucleétidos. En algunas realizaciones, el cuarto par de cebadores comprende un
primer cebador que comprende la SEQ ID NO: 26 y un segundo cebador que comprende la SEQ ID NO: 27, en el
que cada cebador tiene una longitud de menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 o menos de 30
nucleétidos. En algunas realizaciones, el cuarto par de cebadores comprende un primer cebador que comprende la
SEQ ID NO: 38 y un segundo cebador que comprende la SEQ ID NO: 39, en el que cada cebador tiene una longitud
de menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 o menos de 30 nucleétidos. En algunas realizaciones, el
cuarto par de cebadores comprende un primer cebador que comprende la SEQ ID NO: 48 y un segundo cebador
que comprende la SEQ ID NO: 39, en el que cada cebador tiene una longitud de menos de 50, menos de 45, menos
de 40, menos de 35 o menos de 30 nucleétidos.

En algunas realizaciones, un método comprende poner en contacto el ARN de la muestra con un conjunto de pares
de cebadores de marcadores de cancer de vejiga, en el que el conjunto de pares de cebadores de marcador del
cancer de vejiga consiste en un primer par de cebadores para la deteccion de CRH, un segundo par de cebadores
para la deteccion de IGF2, un tercer par de cebadores para la deteccion de KRT20 y un cuarto par de cebadores
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para la deteccién de ANXA10. En algunas realizaciones, el primer par de cebadores comprende un primer cebador
que comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al
menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 19 y un segundo cebador que
comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos
15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 20, en el que cada cebador tiene menos de
50, menos de 45, menos de 40, menos de 35, o menos de 30 nucledtidos de longitud. En algunas realizaciones, el
primer par de cebadores comprende un primer cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al
menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18
nucleétidos de SEQ ID NO: 35 y un segundo cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al
menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18
nucleétidos de SEQ ID NO: 36, en el que cada cebador tiene menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de
35, o menos de 30 nucledtidos de longitud. En algunas realizaciones, el segundo par de cebadores comprende un
primer cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al
menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 16 y un segundo
cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14
o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 36, en el que cada cebador
tiene menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35, 0 menos de 30 nucleétidos de longitud. En algunas
realizaciones, el segundo par de cebadores comprende un primer cebador que comprende al menos 8, al menos 9,
al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17 o al
menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 32 y un segundo debador que comprende al menos 8, al menos 9, al menos
10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18
nucleétidos de SEQ ID NO: 36, en el que cada cebador tiene menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de
35, o menos de 30 nucleétidos de longitud. En algunas realizaciones, el tercer par de cebadores comprende un
primer cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al
menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17 o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 13 y un segundo
cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14
0 al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 36, en el que cada cebador
tiene menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35, 0 menos de 30 nucledtidos de longitud. En algunas
realizaciones, el tercer par de cebadores comprende un primer cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al
menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, o al menos 15, al menos 16, al menos 17 o al
menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 29 y un segundo cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al menos
10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18
nucleétidos de SEQ ID NO: 30, en el que cada cebador tiene menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de
35, 0 menos de 30 nucleétidos de longitud. En algunas realizaciones, el cuarto par de cebadores comprende un
primer cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al
menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17 o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 26 y un segundo
cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14
o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 27, en el que cada cebador
tiene menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35, 0 menos de 30 nucledtidos de longitud. En algunas
realizaciones, el cuarto par de cebadores comprende un primer cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al
menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17 o al
menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 38 y un segundo cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al menos
10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18
nucleétidos de SEQ ID NO: 39, en el que cada cebador tiene menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de
35, o menos de 30 nucleédtidos de longitud. En algunas realizaciones, el cuarto par de cebadores comprende un
primer cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al
menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17 o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 48 y un segundo
cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14
0 al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 39, en el que cada cebador
tiene una longitud de menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 o menos de 30 nucledtidos.

En algunas realizaciones, un método comprende ademas poner en contacto el ARN de la muestra con un par de
cebadores de control endégeno. En algunas de estas realizaciones, el par de cebadores de control endégeno es
para detectar un control endégeno se selecciona de ABL, GUSB, GAPDH, TUBB y UPk1. En algunas realizaciones,
el par de cebadores de control endoégeno es para detectar ABL. En algunas realizaciones, el par de cebadores de
control endégeno comprende un primer cebador que comprende la SEQ ID NO: 8 y un segundo cebador que
comprende la SEQ ID NO: 9, en el que cada cebador tiene una longitud de menos de 50, menos de 45, menos de
40, menos de 35 o menos de 30 nucleétidos. En algunas realizaciones, el tercer par de cebadores de control
enddgeno comprende un primer cebador que comprende la SEQ ID NO: 41 y un segundo cebador que comprende
la SEQ ID NO: 42, en el que cada cebador tiene menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35, 0 menos
de 30 nucledtidos de longitud. En algunas realizaciones, el par de cebadores de control endégeno comprende un
primer cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al
menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 8 y un segundo
cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14
0 al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 9, en el que cada cebador tiene
menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35, o0 menos de 30 nucleétidos de longitud. En algunas
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realizaciones, el par de cebadores de control enddégeno comprende un primer cebador que comprende al menos 8,
al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al
menos 17 o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 41 y un segundo cebador que comprende al menos 8, al
menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos
17, o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 42, en el que cada cebador tiene una longitud de menos de 50,
menos de 45, menos de 40, menos de 35 o menos de 30 nucledtidos.

En algunas realizaciones, un método comprende poner en contacto el ARN de la muestra con un par de cebadores
de control exdgeno. En algunas de estas realizaciones, el par de cebadores de control exégeno es para detectar un
ARN exdgeno. En algunas realizaciones, el par de cebadores de control exdgeno comprende un primer cebador que
comprende la SEQ ID NO: 23 y un segundo cebador que comprende la SEQ ID NO: 24, en el que cada cebador
tiene una longitud de menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 o menos de 30 nucledtidos. En
algunas realizaciones, el tercer par de cebadores de control exdgeno comprende un primer cebador que comprende
la SEQ ID NO: 44 y un segundo cebador que comprende la SEQ ID NO: 45, en el que cada cebador tiene menos de
50, menos de 45, menos de 40, menos de 35, o menos de 30 nucleétidos de longitud. En algunas realizaciones, el
par de cebadores de control exégeno comprende un primer cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al
menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al
menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 23 y un segundo cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al menos
10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17 o al menos 18
nucleétidos de SEQ ID NO: 24, en el que cada cebador tiene una menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos
de 35, o menos de 30 nucledtidos de longitud. En algunas realizaciones, el par de cebadores de control exdgeno
comprende un primer cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al
menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 44 y un
segundo cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al
menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 39, en el que cada
cebador tiene una longitud de menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 0 menos de 30 nucledtidos.

En algunas realizaciones, el método comprende la formacién de un conjunto de amplicones de marcadores de
cancer de vejiga, en el que el conjunto de amplicones de marcadores de cancer de vejiga consiste en un amplicén
de CRH, un amplicon de IGF2, un amplicon de KRT20 y un amplicon de ANXA10, y poner en contacto los
amplicones de marcadores de cancer de vejiga con un conjunto de sondas marcadoras de cancer de vejiga, en el
que el conjunto de sondas marcadoras de cancer de vejiga consiste en una primera sonda para detectar el amplicén
de CRH, una segunda sonda para detectar el amplicon de IGF2, una tercera sonda para detectar el amplicén de
KRT20 y una cuarta sonda para detectar el amplicon de ANXA10. En algunas realizaciones, la primera sonda
comprende SEQ ID NO: 21 o la SEQ ID NO: 37, en el que la primera sonda tiene una longitud de menos de 50,
menos de 45, menos de 40, menos de 35 0 menos de 30 nucledtidos. En algunas realizaciones, la segunda sonda
comprende la SEQ ID NO: 34 o la SEQ ID NO: 18, en el que la segunda sonda tiene una longitud de menos de 50,
menos de 45, menos de 40, menos de 35 o menos de 30 nucledtidos. En algunas realizaciones, la tercera sonda
comprende la SEQ ID NO: 15 o la SEQ ID NO: 31, en el que la tercera sonda tiene una longitud de menos de 50,
menos de 45, menos de 40, menos de 35 o menos de 30 nucledtidos. En algunas realizaciones, la cuarta sonda
comprende la SEQ ID NO: 28 o la SEQ ID NO: 40, en el que la cuarta sonda tiene una longitud de menos de 50,
menos de 45, menos de 40, menos de 35, o menos de 30 nucledtidos. En algunas realizaciones, la primera sonda
comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos
15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 21 o al menos 8, al menos 9, al menos 10,
al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17 o al menos 18
nucleétidos de SEQ ID NO: 37, en el que la primera sonda tiene una longitud de menos de 50, menos de 45, menos
de 40, menos de 35, o menos de 30 nucledtidos. En algunas realizaciones, la segunda sonda comprende al menos
8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al
menos 17, o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 34 o al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al
menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17 o al menos 18 nucle6tidos de SEQ ID
NO: 18, en el que la segunda sonda tiene una longitud de menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35, 0
menos de 30 nucleétidos. En algunas realizaciones, la tercera sonda comprende al menos 8, al menos 9, al menos
10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18
nucleétidos de SEQ ID NO: 15 o al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al
menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17 o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 31, en el que la
tercera sonda tiene una longitud de menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35, o menos de 30
nucleétidos. En algunas realizaciones, la cuarta sonda comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos
11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucledtidos de
SEQ ID NO: 28 o al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al
menos 15, al menos 16, al menos 17 o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 40, en el que la cuarta sonda tiene
una longitud de menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35, 0 menos de 30 nucleétidos. En algunas
realizaciones, cada sonda marcador de cancer de vejiga comprende un colorante, y en el que cada colorante se
puede detectar de forma diferente de los otros tres marcadores. En algunas realizaciones, cada sonda marcador de
cancer de vejiga comprende un colorante fluorescente y una molécula inactivadora.

En algunas formas de realizacion, un método comprende la formacion de un amplicén de control endégeno y poner
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en contacto el amplicon de control enddégeno con una sonda de control enddégeno. En algunas realizaciones, la
sonda de control endégeno comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos
13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 10, 11, 12 o
43, en el que la sonda de control enddgeno tiene una longitud de menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos
de 35 o menos de 30 nucleétidos. En algunas realizaciones, la sonda de control endégeno comprende un colorante
gue es detectablemente diferente de los colorantes de las sondas marcadoras de cancer de vejiga.

En algunas formas de realizacion, un método comprende la formacién de un amplicén de control exdgeno y poner en
contacto el amplicén de control exdégeno con una sonda de control exdgeno. En algunas realizaciones, la sonda de
control exégeno comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos
14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 25 o 46, en el que la sonda
de control exégeno tiene una longitud de menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 o menos de 30
nucleétidos. En algunas realizaciones, la sonda de control exdgeno comprende un colorante que es detectablemente
diferente de los colorantes de las sondas marcadoras de cancer de vejiga y la sonda de control endégeno.

En algunas realizaciones, el conjunto de marcadores de cancer de vejiga se. detecta en una Unica reaccion multiplex

En algunas realizaciones, la muestra comprende células uroteliales. En algunas realizaciones, la muestra se
selecciona de una muestra de orina y una muestra de lavado vesical. En algunas realizaciones, el sujeto tiene
antecedentes de cancer de vejiga. En algunas realizaciones, el sujeto esta siendo controlando para detectar la
recurrencia de cancer de vejiga.

Se proporcionan composiciones. Especificamente, la invencién proporciona una composicién que comprende un
conjunto de pares de cebadores de marcadores de cancer de vejiga, en el que el conjunto de pares de cebadores de
marcador del cancer de vejiga consiste en un primer par de cebadores para la deteccion de CRH, un segundo par de
cebadores para la deteccion de IGF2, un tercer par de cebadores para la deteccion de KRT20 y un cuarto par de
cebadores para la detecciéon de ANXA10. En algunas realizaciones, el primer par de cebadores comprende un
primer cebador que comprende la SEQ ID NO: 19 y un segundo cebador que comprende la SEQ ID NO: 20, en el
que cada cebador tiene una longitud de menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 o menos de 30
nucleétidos. En algunas realizaciones, el primer par de cebadores comprende un primer cebador que comprende la
SEQ ID NO: 35 y un segundo cebador que comprende la SEQ ID NO: 36, en el que cada cebador tiene una longitud
de menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 o menos de 30 nucleétidos. En algunas realizaciones, el
segundo par de cebadores comprende un primer cebador que comprende la SEQ ID NO: 16 y un segundo cebador
que comprende la SEQ ID NO: 17, en el que cada cebador tiene una longitud de menos de 50, menos de 45, menos
de 40, menos de 35 o0 menos de 30 nucledtidos. En algunas realizaciones, el segundo par de cebadores comprende
un primer cebador que comprende la SEQ ID NO: 32 y un segundo cebador que comprende la SEQ ID NO: 33, en el
que cada cebador tiene una longitud de menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 o menos de 30
nucleétidos. En algunas realizaciones, el tercer par de cebadores comprende un primer cebador que comprende la
SEQ ID NO: 13 y un segundo cebador que comprende la SEQ ID NO: 14, en el que cada cebador tiene una longitud
de menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 o menos de 30 nucleétidos. En algunas realizaciones, el
tercer par de cebadores comprende un primer cebador que comprende la SEQ ID NO: 29 y un segundo cebador que
comprende la SEQ ID NO: 30, en el que cada cebador tiene una longitud de menos de 50, menos de 45, menos de
40, menos de 35 o menos de 30 nucledtidos. En algunas realizaciones, el cuarto par de cebadores comprende un
primer cebador que comprende la SEQ ID NO: 26 y un segundo cebador que comprende la SEQ ID NO: 27, en el
que cada cebador tiene una longitud de menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 o menos de 30
nucleétidos. En algunas realizaciones, el cuarto par de cebadores comprende un primer cebador que comprende la
SEQ ID NO: 38 y un segundo cebador que comprende la SEQ ID NO: 39, en el que cada cebador tiene una longitud
de menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 o0 menos de 30 nucleédtidos. En algunas realizaciones, el
cuarto par de cebadores comprende un primer cebador que comprende la SEQ ID NO: 48 y un segundo cebador
que comprende la SEQ ID NO: 39, en el que cada cebador tiene una longitud de menos de 50, menos de 45, menos
de 40, menos de 35 0 menos de 30 nucledtidos.

En algunas realizaciones, una composicion comprende un conjunto de pares de cebadores de marcadores de
cancer de vejiga, en el que el conjunto de pares de cebadores de marcador del cancer de vejiga consiste en un
primer par de cebadores para la deteccién de CRH, un segundo par de cebadores para la deteccion de IGF2, un
tercer par de cebadores para la deteccion de KRT20 y un cuarto par de cebadores para la deteccion de ANXA10. En
algunas realizaciones, el primer par de cebadores comprende un primer cebador que comprende al menos 8, al
menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos
17 o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 19 y un segundo cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al
menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al
menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 20, en el que cada cebador tiene menos de 50, menos de 45, menos de 40,
menos de 35, o menos de 30 nucledtidos de longitud. En algunas realizaciones, el primer par de cebadores
comprende un primer cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al
menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 35y un
segundo cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al
menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 36, en el que cada
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cebador tiene una menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35, 0 menos de 30 nucledtidos de longitud.
En algunas realizaciones, el segundo par de cebadores comprende un primer cebador que comprende al menos 8,
al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al
menos 17 o al menos 18 nuclettidos de SEQ ID NO: 16 y un segundo cebador que comprende al menos 8, al
menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos
17, o al menos 18 nucleédtidos de SEQ ID NO: 17, en el que cada cebador tiene menos de 50, menos de 45, menos
de 40, menos de 35, o menos de 30 nucledtidos de longitud. En algunas realizaciones, el segundo par de cebadores
comprende un primer cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al
menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 32 y un
segundo cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al
menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 36, en el que cada
cebador tiene menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35, o menos de 30 nucleétidos de longitud. En
algunas realizaciones, el tercer par de cebadores comprende un primer cebador que comprende al menos 8, al
menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, o al menos 15, al menos 16, al menos
17 o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 13 y un segundo cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al
menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al
menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 14, en el que cada cebador tiene menos de 50, menos de 45, menos de 40,
menos de 35, o menos de 30 nucleétidos de longitud. En algunas realizaciones, el tercer par de cebadores
comprende un primer cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al
menos 13, al menos 14, o al menos 15, al menos 16, al menos 17 o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 29 y un
segundo cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al
menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 30, en el que cada
cebador tiene menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35, o menos de 30 nucleédtidos de longitud. En
algunas realizaciones, el cuarto par de cebadores comprende un primer cebador que comprende al menos 8, al
menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos
17 o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 26 y un segundo cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al
menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al
menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 27, en el que cada cebador tiene menos de 50, menos de 45, menos de 40,
menos de 35, o menos de 30 nucledtidos de longitud. En algunas realizaciones, el cuarto par de cebadores
comprende un primer cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al
menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17 o al menos 18 nucleotidos de SEQ ID NO: 38 y un
segundo cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al
menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 39, en el que cada
cebador tiene una menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35, 0 menos de 30 nucledtidos de longitud.
En algunas realizaciones, el cuarto par de cebadores comprende un primer cebador que comprende al menos 8, al
menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos
17 o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 48 y un segundo cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al
menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al
menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 39, en el que cada cebador tiene una longitud de menos de 50, menos de 45,
menos de 40, menos de 35 o menos de 30 nucledtidos.

En algunas realizaciones, una composicion comprende adicionalmente un conjunto de sondas marcadores de
cancer de vejiga, en el que el conjunto de sondas marcadores de cancer de vejiga consiste en una primera sonda
para detectar un amplicon de CRH, una segunda sonda para detectar un amplicon de IGF2, una tercera sonda para
detectar un amplicon de KRT20 y una cuarta sonda para detectar un amplicbn de ANXA10. En algunas
realizaciones, la primera sonda comprende la SEQ ID NO: 21 o la SEQ ID NO: 37, en el que la primera sonda tiene
una longitud de menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 o menos de 30 nucledtidos. En algunas
realizaciones, la segunda sonda comprende la SEQ ID NO: 34 o la SEQ ID NO: 18, en el que la segunda sonda
tiene una longitud de menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 o menos de 30 nucledtidos. En
algunas realizaciones, la tercera sonda comprende la SEQ ID NO: 15 o la SEQ ID NO: 31, en el que la tercera sonda
tiene una longitud de menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 o menos de 30 nucledtidos. En
algunas realizaciones, la cuarta sonda comprende la SEQ ID NO: 28 o la SEQ ID NO: 40, en el que la cuarta sonda
tiene una longitud de menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35, o menos de 30 nucleétidos. En
algunas realizaciones, la primera sonda comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12,
al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 21 o
al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos
16, al menos 17 o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 37, en el que la primera sonda tiene una longitud de
menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35, o menos de 30 nucleétidos. En algunas realizaciones, la
segunda sonda comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos
14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o0 al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 34 o al menos 8, al menos
9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17 o al
menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 18, en el que la segunda sonda tiene una longitud de menos de 50, menos de
45, menos de 40, menos de 35, o menos de 30 nucleétidos. En algunas realizaciones, la tercera sonda comprende
al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos
16, al menos 17, o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 15 o al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11,
al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17 o al menos 18 nucleétidos de SEQ
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ID NO: 31, en el que la tercera sonda tiene una longitud de menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35,
0 menos de 30 nucleétidos. En algunas realizaciones, la cuarta sonda comprende al menos 8, al menos 9, al menos
10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18
nucleétidos de SEQ ID NO: 28 o al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al
menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17 o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 40, en el que la
cuarta sonda tiene una longitud de menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35, o menos de 30
nucleétidos. En algunas realizaciones, cada sonda marcador de cancer de vejiga comprende un colorante, y en el
que cada colorante se puede detectar de forma diferente de los otros tres marcadores. En algunas realizaciones,
cada sonda marcador de cancer de vejiga comprende un colorante fluorescente y una molécula inactivadora.

En algunas realizaciones, una composicion comprende adicionalmente un par de cebadores de control endégeno
para la deteccién de un control endoégeno. En algunas realizaciones, el control endégeno se selecciona de ABL,
GUSB, GAPDH, TUBB y UPk1. En algunas realizaciones, el control endégeno es ABL. En algunas realizaciones, el
par de cebadores de control endégeno comprende un primer cebador que comprende la SEQ ID NO: 8 y un
segundo cebador que comprende la SEQ ID NO: 9, en el que cada cebador tiene una longitud de menos de 50,
menos de 45, menos de 40, menos de 35 o menos de 30 nucledtidos. En algunas realizaciones, el tercer par de
cebadores de control endégeno comprende un primer cebador que comprende la SEQ ID NO: 41 y un segundo
cebador que comprende la SEQ ID NO: 42, en el que cada cebador tiene una menos de 50, menos de 45, menos de
40, menos de 35, o menos de 30 nucleétidos de longitud. En algunas realizaciones, el par de cebadores de control
enddgeno comprende un primer cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al
menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucleétidos de SEQ
ID NO: 8 y un segundo cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al
menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 9, en el
que cada cebador tiene menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35, 0 menos de 30 nucleétidos de
longitud. En algunas realizaciones, el par de cebadores de control endégeno comprende un primer cebador que
comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos
15, al menos 16, al menos 17 o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 41 y un segundo cebador que comprende
al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos
16, al menos 17 o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 39, en el que cada cebador tiene una longitud de menos
de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 o menos de 30 nucleétidos.

En algunas realizaciones, una composicion comprende adicionalmente una sonda de control endégeno para la
deteccién de un amplicén de control endégeno. En algunas realizaciones, el control endégeno se selecciona de ABL,
GUSB, GAPDH, TUBB y UPk1. En algunas realizaciones, el control endégeno es ABL. En algunas realizaciones, la
sonda de control endégeno comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos
13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 10, 11, 12 o
43, en el que la sonda de control endégeno tiene una longitud de menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos
de 35 o menos de 30 nucleétidos. En algunas realizaciones, la sonda de control endégeno comprende un colorante
gue es detectablemente diferente de los colorantes de las sondas marcadoras de cancer de vejiga.

En algunas realizaciones, una composicidn es una composicion liofilizada. En algunas realizaciones, la composicion
es una solucion. En algunas realizaciones, la composicion comprende ademas células uroteliales. En algunas
realizaciones, las células uroteliales son de una muestra de orina.

A continuacion se describen otras realizaciones y detalles de las invenciones.
4. DESCRIPCION DETALLADA
4.1 Definiciones

Para facilitar la comprension de la presente invencioén, a continuacion se definen una serie de términos y frases:
Tal como se usa en el presente documento, los términos "detectar”, "que detecta” o "deteccion” pueden describir el
acto general de descubrir o discernir o la observacion especifica de una composicién marcada de forma detectable.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion "diferente de forma detectable" se refiere a un conjunto
de marcadores (tales como, colorantes) que puede usarse y distinguirse simultdaneamente.

Tal como se usa en el presente documento, los términos “sujeto” y “paciente” se usan de forma intercambiable para
hacer referencia a un ser humano. Algunas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento se
pueden utilizar en muestras de animales no humanos.

Tal como se usa en el presente documento, "cancer de vejiga" es un tumor, tal como un carcinoma de células de
transicion, que surge del revestimiento de la vejiga e incluye los canceres de vejiga de grado bajo y de grado alto,
asi como el cancer de vejiga metastasico. "Cancer de vejiga de grado bajo" se refiere a tumores superficiales que se
proyectan al interior de la cavidad de la vejiga. Los canceres de vejiga de grado bajo tienen una tasa de recurrencia
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alta. "Céancer de vejiga de grado alto" se refiere a un tumor invasivo y/o de crecimiento que invade la pared de la
vejiga. Los canceres de vejiga de grado alto tienen el potencial de diseminarse (es decir, metastatizar) a otras zonas
del cuerpo. “Céancer de vejiga metastasico" se refiere al cancer de vejiga invasivo que se ha diseminado a uno o mas
lugares en el cuerpo mas alla de la vejiga.

Tal como se utiliza en el presente documento, las expresiones "oligonucle6tido”, "polinucleétido”, "molécula de acido
nucleico”, y similares, se refieren a moléculas que contienen acido nucleico, incluyendo, pero sin limitaciones, ADN o
ARN. El término abarca secuencias que incluyen cualquiera de los analogos de bases conocidos de ADN y ARN,
incluidos, entre otros, 4-acetilcitosina, 8-hidroxi-N6-metiladenosina, aziridinilcitosina, pseudoisocitosina, 5-
(carboxihidroxilmetil)uracilo, 5-fluorouracilo, 5-bromouracilo, 5-carboximetilaminometil-2-tiouracilo, 5-
carboximetilaminometiluracilo, dihidrouracilo, inosina, N6-isopenteniladenina, 1-metiladenina, 1-metilpseudouracilo,
1-metilguanina, 1-metilinosina, 2,2-dimetilguanina, 2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-metilcitosina, 5-metilcitosina,
N6-metiladenina, 7-metilguanina, 5-metilaminometiluracilo, 5-metoxiaminometil-2-tiouracilo, beta-D-manosilqueosina,
5’-metoxicarbonilmetiluracilo, 5-metoxiuracilo, 2-metiltio-N6-isopenteniladenina, éster metilico de acido uracil-5-
oxiacético, acido uracil-5-oxiacético, oxibutoxosina, pseudouracilo, queosina, 2-tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-
tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-metiluracilo, éster etilico de &cido N-uracil-5-oxiacético, acido uracil-5-oxiacético,
pseudouracilo, queosina, 2-tiocitosina y 2,6-diaminopurina.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "oligonuclettido" se refiere a un polinucleétido
monocatenario que tiene menos de 500 nucleodtidos. En algunas realizaciones, un oligonucleétido tiene una longitud
de 8 a 200, 8 a 100, 12 a 200, 12 a 100, 12 a 75 o 12 a 50 nucleétidos. También se puede hacer referencia a los
oligonucledtidos por su longitud, por ejemplo, un oligonucleétido de 24 residuos puede denominarse un "24-mero."

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "complementario” de un ARN diana (u region diana del
mismo) y el porcentaje de "complementariedad" de la secuencia de la sonda con la de la secuencia de ARN diana es
el porcentaje de "identidad" con la secuencia de ARN diana o con el complementario inverso de la secuencia del
ARN diana. En la determinacién del grado de "complementariedad" entre las sondas usadas en las composiciones
descritas en el presente documento (o regiones de las mismas) y un ARN diana, tales como las divulgadas en el
presente documento, el grado de "complementariedad" se expresa como el porcentaje de identidad entre la
secuencia de la sonda (o una region de la misma) y la secuencia del ARN diana o la complementaria inversa de la
secuencia del ARN diana que mejor se alinea con la misma. El porcentaje se calcula contando el nimero de bases
alineadas que son idénticas entre las 2 secuencias, dividiendo por el nUmero total de nucleédtidos contiguos en la
sonda, y multiplicando por 100. Cuando se utiliza el término "complementario”, el oligonucle6tido sujeto es al menos
un 90 % complementaria de la molécula diana, a menos que se indique lo contrario. En algunas realizaciones, el
oligonucleétido sujeto es al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos
96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 %, o 100 % complementaria de la molécula diana.

Un "cebador" o "sonda", como se utiliza en el presente documento, se refiere a un oligonucleétido que comprende
una regién que es complementaria de una secuencia de al menos 8 nucleétidos contiguos de una molécula de acido
nucleico diana, tal como un ARNm o un ADN de transcripcidn inversa a partir de un ARNm. En algunas
realizaciones, un cebador o sonda comprende una region que es complementaria de una secuencia de al menos 9,
al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16, al menos 17, al
menos 18, al menos 19, al menos 20, al menos 21, al menos 22, al menos 23, al menos 24, al menos 25, al menos
26, al menos 27, al menos 28, al menos 29, o al menos 30 nucledtidos contiguos de una molécula diana. Cuando un
cebador o sonda comprende una regién que es "complementaria de al menos x nucleétidos contiguos de una
molécula diana", el cebador o sonda es al menos 95 % complementaria de al menos x nucleétidos contiguos de la
molécula diana. En algunas realizaciones, el cebador o la sonda es al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %,
al menos 99 % o 100 % complementaria de la molécula diana.

Una "muestra”, tal como se usa en el presente documento, incluye muestras de orina (incluyendo muestras
derivadas de las muestras de orina), y otros tipos de muestras humanas. Tal como se usa en el presente
documento, las muestras de orina incluyen, pero no se limitan a, orina entera, una muestra que comprende células
de una muestra de orina, una muestra que comprende el sedimento celular aislado por centrifugacion de una
muestra de orina, una muestra que comprende células aisladas por filtracion de una muestra de orina, y similares.
En algunas realizaciones, una muestra de orina comprende un conservante, tal como un conservante que causa
dafios, tales como lisis, de los glébulos rojos y/o blancos de la sangre. En algunas realizaciones, una muestra es una
muestra humana que no sea una muestra de orina, tal como una muestra de tejido (incluyendo un tejido de la vejiga
y/o muestra de tumor de vejiga), una muestra de sangre (incluyendo sangre entera, suero, plasma, etc.), etcétera En
algunas realizaciones, una muestra es una muestra de lavado vesical.

Como se usa en el presente documento, "hormona liberadora de corticotropina” o "CRH" se refiere a un ARNm que
codifica CRH, asi como la proteina de CRH. En algunas realizaciones, CRH es CRH humana. Ejemplos no limitantes
de secuencias de ARNm de CRH humana se encuentran en n.° de acceso en GenBank NM_000756, y en la SEQ ID
NO: 1.

Como se usa en el presente documento, "factor de crecimiento 2 similar a la insulina" o "IGF2" se refiere a un ARNm
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que codifica "IGF2", asi como la proteina IGF2. En algunas realizaciones, IGF2 es IGF2 humana. Ejemplos no
limitantes de secuencias de ARNm de IGF2 humana se muestran en las SEQ ID NO: 2 a 4.

Como se usa en el presente documento, "queratina 20" o "KRT20" se refiere a un ARNm que codifica KRT20, asi
como la proteina de KRT20. En algunas realizaciones, KRT20 es KRT20 humana. Ejemplos no limitantes de
secuencias de ARNm de KRT20 humana se encuentran en n.° de acceso en GenBank NM_019010 y en la SEQ ID
NO: 5.

Como se usa en el presente documento, "anexina A10" 0 "ANXA10" se refiere a un ARNm que codifica ANXA10, asi
como la proteina de ANXA10. En algunas realizaciones, ANXA10 es ANXA10 humana. Ejemplos no limitantes de
secuencias de ARNm de ANXA10 humana se encuentran en n.° de acceso en GenBank NM_007193 y en la SEQ ID
NO: 6.

Un "control enddgeno," tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un resto que esta naturalmente
presente en la muestra que se va a utilizar para la deteccién y que se puede utilizar para normalizar los niveles de
los marcadores de cancer de vejiga descritos en el presente documento (incluyendo, pero sin limitaciones, CRH,
IGF2, KRT20 y ANXAL10). Por lo tanto, un control enddégeno es, tipicamente, un resto que esta presente a niveles
similares de célula a célula, y a niveles similares en las células de los sujetos con cancer de vejiga y las células de
sujetos sin cancer de vejiga. En algunas realizaciones, un control endégeno es un ARN (tal como un ARNm, ARN,
ARN ribosémico, etc.). Ejemplos de controles endégenos no limitantes incluyen ARNm de ABL, ARNm de GUSB,
ARNmM de GAPDH, ARNm de TUBB y ARNm de UPK1la. Ejemplos no limitantes de secuencias de ARNm de ABL
humana se encuentran en n.° de acceso en GenBank NM_007313y en la SEQ ID NO: 7. En algunas realizaciones,
se selecciona un control endégeno que puede detectarse de la misma manera que se detectan los marcadores de
cancer de vejiga y, en algunas realizaciones, de forma simultanea con los marcadores de cancer de vejiga.

Un "control ex6geno”, como se usa en el presente documento, se refiere a un resto que se afiade a una muestra
para su uso para la deteccion. Un control exdgeno se selecciona tipicamente que no se espera que esté presente en
la muestra que se va a usar para la deteccion, o esta presente a niveles muy bajos en la muestra, de forma tal que la
cantidad del resto presente de forma natural en la muestra es indetectable o es detectable a un nivel mucho mas
bajo que la cantidad afadida a la muestra como un control exégeno. En algunas realizaciones, un control exégeno
comprende una secuencia de nucleétidos que no se espera que esté presente en el tipo de muestra utilizada para la
deteccién de los marcadores de cancer de vejiga. En algunas realizaciones, un control exdgeno comprende una
secuencia de nucleétidos que no se sabe que esta presente en la especie de la que se toma la muestra. En algunas
realizaciones, un control exdgeno comprende una secuencia de nucleétidos de una especie diferente de la del sujeto
del que se tomo la muestra. En algunas realizaciones, un control exégeno comprende una secuencia de nucleétidos
gue no se sabe que esta presente en ninguna especie. En algunas realizaciones, se selecciona un control exdgeno
gue puede detectarse de la misma manera que se detectan los marcadores de cancer de vejiga y, en algunas
realizaciones, de forma simultanea con los marcadores de cancer de vejiga. En algunas realizaciones, un control
exogeno es un ARN. En algunas realizaciones, un ARN es un Armored RNA®, que comprende ARN empaquetado
en una capa protectora de bacteri6fago. Véase, por ejemplo, WalkerPeach et al., Clin. Chem. 45:12: 2079-2085
(1999).

En las secuencias de la presente memoria, "U" y "T" se utilizan indistintamente, de manera que ambas letras indican
un uracilo o timina en esa posicion. Un experto en la materia entendera a partir del contexto y/o uso proyectado si un
uracilo o timina esta destinado y/o debe utilizarse en esa posicion en la secuencia. Por ejemplo, un experto en la
materia entenderd que las moléculas de ARN nativas incluyen tipicamente uracilo, mientras que las moléculas de
ADN nativas incluyen tipicamente timina. Por tanto, cuando una secuencia de ARN incluye "T", un experto en la
materia entendera que la que la posicién en el ARN nativo es, probablemente, un uracilo.

En la presente descripcion, "una secuencia seleccionada de" abarca tanto "una secuencia seleccionada de" como
"una 0 mas secuencias seleccionadas de”. Por lo tanto, cuando se utiliza “una secuencia seleccionada de", debe
entenderse que se puede elegir una, o mas de una, de las secuencias enumeradas.

En la presente descripcion, un método que comprende la deteccién de un "un conjunto de marcadores de cancer de
vejiga que consiste en..." implica la deteccién de solo los marcadores de cancer de vejiga del conjunto y no cualquier
marcador adicional de cancer de vejiga. EI método puede comprender componentes o etapas adicionales, sin
embargo, tales como la deteccion de controles enddgenos y/o exdgenos. Del mismo modo, un método o una
composicion que comprende "un conjunto de pares de cebadores marcadores de cancer de vejiga" y/o "un conjunto
de sondas marcadoras de cancer de vejiga" puede incluir pares de cebadores y/o sondas para solo los marcadores
de cancer de vejiga del conjunto y no para otros marcadores de cancer de vejiga. El método o composicion puede
comprender componentes adicionales, sin embargo, tales como uno o mas pares de cebadores de control endégeno
y/o uno o mas pares de cebadores de control exdgeno.

4.2 Deteccion de cancer de vejiga

Los presentes inventores han desarrollado un ensayo para la deteccion de cancer de vejiga que implica la deteccion
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de solo cuatro marcadores, CRH, IGF2, KRT20 y ANXA10 (mas uno o dos controles). Los ensayos descritos en el
presente documento tienen varias ventajas sobre los diagnosticos existentes y descritos anteriormente para el
cancer de vejiga. Por ejemplo, los presentes ensayos no se basan en la citologia, que puede ser costoso y requiere
técnicos de citologia capacitados para la correcta interpretacion de los resultados. En cambio, los presentes ensayos
se basan en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y pueden llevarse a cabo de una manera
sustancialmente automatica, por ejemplo, utilizando el sistema GeneXpert® (Cepheid, Sunnyvale, CA). Mengual et
al., Clin Cancer Res (2010) 16: 2624—-2633, describieron recientemente una "firma de expresion génica 12 + 2", que
detecta de 12 a 14 genes en un formato de matriz. Sorprendentemente, los presentes inventores han descubierto
que una firma mucho mas pequefia, de solo cuatro marcadores (mas uno o dos controles), es suficiente para
proporcionar una sensibilidad y/o especificidad equivalentes 0 mejores sobre los ensayos de diagnostico existentes
para el cancer de vejiga, incluyendo el de Mengual et al. Ademas, debido a que los presentes ensayos utilizan solo
cuatro marcadores (mas uno o dos controles), que se pueden llevar a cabo en una sola mezcla de reaccion,
utiizando de 4 a 6 colorantes detectablemente diferentes, tales como colorantes fluorescentes. Los presentes
ensayos se pueden realizar en menos de 3 horas y, en algunas realizaciones, en menos de 2 horas, utilizando un
sistema automatizado, por ejemplo, el sistema GeneXpert®. Las pruebas existentes pueden requerir varios dias para
que un laboratorio las realice y envie los resultados. Ademas, el presente ensayo puede llevarse a cabo en
volumenes de orina mucho mas pequefios (en algunas realizaciones, 5 ml 0 menos). Por lo tanto, los presentes
ensayos, que se basan en la PCR de solo cuatro marcadores (mas uno o dos controles) en lugar de en la citologia,
permite una reaccion rapida de un solo recipiente para el diagnostico del cancer de vejiga, que, en muchos casos, se
puede llevar a cabo a la punto de atencién usando un sistema automatizado tal como GeneXpert®.

4.2.1 Métodos generales

Se proporcionan composiciones y métodos para detectar el cancer de vejiga. En algunas realizaciones, se
proporcionan composiciones y métodos para detectar el cancer de vejiga de grado bajo. En algunas realizaciones,
se proporcionan composiciones y métodos para detectar el cancer de vejiga de grado alto. En algunas realizaciones,
se proporcionan composiciones y métodos para controlar la recurrencia del cancer de vejiga.

El método de deteccidon de cancer de vejiga comprende detectar los niveles de un conjunto de marcadores que
consisten en ARNm de CRH, ARNm de IGF2, ARNm de KRT20 y ARNm de ANXA10. En algunas realizaciones, un
método para detectar el cancer de vejiga comprende detectar los niveles de CRH, IGF2, KRT20 y ANXA10, y al
menos un control endégeno. En algunas realizaciones, un método para detectar el cancer de vejiga comprende
detectar los niveles de un conjunto de marcadores que consisten en CRH, IGF2, KRT20 y ANXAL10, y al menos un
control endégeno. En algunas realizaciones, un método para detectar el cancer de vejiga comprende detectar los
niveles de CRH, IGF2, KRT20 y ANXAL10, y al menos un control exégeno. En algunas realizaciones, un método para
detectar el cancer de vejiga comprende detectar los niveles de un conjunto de marcadores que consisten en CRH,
IGF2, KRT20 y ANXA10, y al menos un control exdgeno. En algunas realizaciones, un método para detectar el
cancer de vejiga comprende detectar los niveles de CRH, IGF2, KRT20 y ANXA10, y al menos un control endégeno
y al menos un control exdgeno. En algunas realizaciones, un método para detectar el cancer de vejiga comprende
detectar los niveles de un conjunto de marcadores que consisten en CRH, IGF2, KRT20 y ANXA10, al menos un
control enddgeno y al menos un control exégeno.

En algunas realizaciones, un método de deteccion de cancer de vejiga comprende detectar los niveles de un
conjunto de marcadores que consisten en ARNm de CRH, ARNm de IGF2, ARNm de KRT20 y ARNm de ANXA10.
En algunas realizaciones, un método para detectar el cancer de vejiga comprende detectar los niveles de ARNm de
CRH, IGF2, KRT20 y ANXA10, y al menos un ARN de control endégeno. En algunas realizaciones, un método para
detectar el cancer de vejiga comprende detectar los niveles de un conjunto de marcadores que consisten en ARNm
de CRH, IGF2, KRT20 y ANXA10, y al menos un ARN de control endégeno. En algunas realizaciones, un método
para detectar el cancer de vejiga comprende detectar los niveles de ARNm de CRH, IGF2, KRT20 y ANXA10, y al
menos un ARN de control exdgeno. En algunas realizaciones, un método para detectar el cancer de vejiga
comprende detectar los niveles de un conjunto de marcadores que consisten en ARNm de CRH, IGF2, KRT20 y
ANXAL10, y al menos un ARN de control exdégeno. En algunas realizaciones, un método para detectar el cancer de
vejiga comprende detectar los niveles de ARNm de CRH, IGF2, KRT20 y ANXAL10, y al menos un ARN de control
enddgeno y al menos un ARN de control exégeno. En algunas realizaciones, un método para detectar el cancer de
vejiga comprende detectar los niveles de un conjunto de marcadores que consisten en ARNm de CRH, IGF2, KRT20
y ANXA10, al menos un ARN de control endégeno y al menos un ARN de control exdégeno.

En la presente divulgacion, la expresién "ARN diana" se utiliza por comodidad para referirse a los ARNm de CRH,
IGF2, KRT20 y ANXAL10, y también a otros ARN diana, tales como ARN de control exdgeno y/o endégeno. Por lo
tanto, ha de entenderse que cuando se presenta una discusion en términos de un ARN diana, que la discusion esta
especificamente destinada a abarcar ARNm de CRH, IGF2, KRT20 y ANXA10 y/u otros ARN diana.

En algunas realizaciones, el nivel de uno o mas ARN diana se detecta en una muestra de orina. En algunas
realizaciones, el nivel de uno o0 mas ARN diana se determina en una muestra de orina que se ha conservado de una
manera que causa dafios, tales como lisis, a los globulos rojos y/o los glébulos blancos de la sangre. En algunas
realizaciones, el nivel de uno o mas ARN diana se detecta en las células uroteliales aisladas de una muestra de
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orina, ya sea con 0 sin tratamiento conservante. En algunas realizaciones, las células uroteliales se aislan por
filtracion.

La deteccion de un nivel elevado de uno o mas ARN diana seleccionados de CRH, IGF2, KRT20 y ANXA10 en una
muestra de un sujeto indica la presencia de cancer de vejiga en el sujeto. En algunas realizaciones, la deteccion se
realiza cuantitativamente. En algunas realizaciones, la deteccion se realiza cualitativamente. En algunas
realizaciones, la deteccion de un ARN diana comprende la formacién de un complejo que comprende un
polinucleétido y un acido nucleico seleccionado de un ARN diana, un amplicon de ADN de un ARN diana y un
complementario de un ARN diana. En algunas realizaciones, la deteccion de un ARN diana comprende RT-PCR. En
algunas realizaciones, la deteccion de un ARN diana comprende RT-PCR cuantitativa. En algunas realizaciones, el
nivel del ARN diana se compara con un nivel normal o de control del ARN diana.

En algunas realizaciones, los niveles de ARN diana, tales como de ARNm de CRH, IGF2, KRT20 y ANXA10, se
puede medir en muestras recogidas una o mas veces de un paciente para controlar el estado o la progresién del
cancer de vejiga en el paciente. En algunas realizaciones, un paciente con antecedentes de cancer de vejiga, tal
como antecedentes de cancer de vejiga de grado bajo o antecedentes de cancer de vejiga de grado alto, se controla
mediante la deteccion de los niveles de ARNm de CRH, IGF2, KRT20 y ANXA10 a intervalos regulares o
semiregulares. En algunas de tales realizaciones, el paciente se controla mediante la deteccién de los niveles de los
ARN diana al menos una vez al mes, al lo menos una vez cada dos meses, al lo menos una vez cada tres meses, al
lo menos una vez cada cuatro meses, al menos una vez cada cinco meses, al menos una vez cada seis meses, al
menos una vez cada hueve meses, al menos una vez al afio o por lo menos una vez cada dos afios

En algunas realizaciones, una muestra que se va a analizar es una muestra de orina (tal como, una muestra de orina
espontanea), o deriva de una muestra de orina. En algunas formas de realizacion, se afiade un conservante a la
muestra de orina, por ejemplo, para dafiar (por ejemplo, lisar), los glébulos rojos y/o los glébulos blancos presentes
en la muestra de orina. Por dafiar o lisar los gldbulos rojos y/o los glébulos blancos antes de aislar las células
uroteliales, la contaminaciéon por los globulos rojos y/o los glébulos blancos puede reducirse. En algunas
realizaciones, la muestra de orina se centrifuga para concentrar las células uroteliales. En algunas realizaciones, la
muestra de orina se filtra para aislar las células uroteliales de otros materiales de orina y conservantes. En algunas
de tales realizaciones, el filtro es parte de un cartucho de GeneXpert (Cepheid, Sunnyvale, CA).

En algunas realizaciones, se utilizan menos de 5 ml, menos de 4 ml, menos de 3 ml o menos de 2 ml de orina en los
presentes métodos. En algunas realizaciones, la muestra de orina se analiza sin una etapa de centrifugacién. Por lo
tanto, en algunas realizaciones, los presentes métodos se llevan a cabo en ausencia de centrifugacion. En algunas
realizaciones, se puede usar un mayor volumen de orina y, en algunas de tales realizaciones, se puede usar una
etapa de centrifugacion para concentrar las células uroteliales antes del andlisis.

En algunas realizaciones, la muestra que se va a analizar es otro fluido corporal, tal como sangre, esputo, moco,
saliva, semen, etc. En algunas realizaciones, una muestra que se va a analizar es una muestra de sangre. En
algunas realizaciones, la muestra de sangre es sangre entera. En algunas realizaciones, la muestra es una muestra
de glébulos rojos. En algunas realizaciones, la muestra de sangre es plasma. En algunas realizaciones, la muestra
de sangre es suero.

La muestra clinica que se va a analizar es, en algunas realizaciones, fresca (es decir, nunca se ha congelado). En
otras realizaciones, la muestra es un espécimen congelado. En algunas realizaciones, la muestra es una muestra de
tejido, tal como una muestra embebida fijjado con formalina. En algunas realizaciones, la muestra es una muestra de
citologia liquida.

En algunas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento se utilizan para la deteccion precoz del
cancer de vejiga en una muestra de células uroteliales, tales como los obtenidos de la orina miccionada. En algunas
realizaciones, los métodos descritos en el presente documento se utilizan para controlar la recurrencia del cancer de
vejiga usando una muestra de células uroteliales, tales como los obtenidos de la orina miccionada.

En algunas realizaciones, la muestra que se va a analizar se obtiene de un individuo que tiene uno o mas de los
siguientes factores de riesgo: antecedentes de tabaquismo, hematuria, antecedentes de cancer de vejiga o de otros
tipos de cancer y exposicion a agentes carcinégenos conocidos, tales como el benceno. En algunas realizaciones, la
muestra se obtiene de un individuo que tiene signos diagnésticos o sintomas clinicos que pueden estar asociados
con el cancer de vejiga, tal como sangre en la orina, miccién frecuente, urgencia urinaria, incontinencia, dificultad
para orinar, dolor abdominal, pérdida de peso sin explicacion y/o pérdida de apetito. En algunas realizaciones, la
muestra que se va a analizar se obtiene de un individuo que ha sido previamente diagnosticado con cancer de vejiga
de grado bajo o de grado alto. En algunas realizaciones, el individuo estd siendo controlando para detectar la
recurrencia del cancer de vejiga.

El cancer de vejiga se puede dividir en etapas, que indican el patron de crecimiento del tumor primario. En la tabla A

se muestran las etapas del cancer de vejiga, segin el Comité Conjunto sobre el Cancer (AJCC). Las etapas
mostradas solo cubren la parte de "T" del sistema "TNM". La parte de "T" se refiere al tumor primario, mientras que
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"N" se refiere a la propagacion del cancer a los ganglios linfaticos y "M" se refiere a si el cancer ha producido
metastasis en sitios distantes.

Tabla A: Estadios del cancer de veijiga

Estadio descripcién

TO0 No hay evidencia de tumor primario

Ta Carcinoma papilar no invasivo

Tis/CIS Carcinoma plano no invasivo (carcinoma in situ)

Tl Tumor ha crecido desde el revestimiento de la vejiga hacia el tejido conectivo, pero no ha
crecido hasta la capa muscular de la vejiga

T2 El tumor ha crecido hacia la capa muscular

T2a El tumor ha crecido hacia la mitad interior de la capa muscular

T2b El tumor ha crecido hacia la mitad exterior de la capa muscular

T3 El tumor ha crecido a través de la capa muscular de la vejiga y hacia el tejido adiposo que
lo rodea

T3a La propagacion del tumor hacia el tejido graso solo puede verse con un microscopio

T3b La propagacién del tumor hacia el tejido graso se puede ver en las pruebas de imagen o lo
puede ver o sentir el cirujano

T4 El tumor se ha diseminado mas alla del tejido graso a 6rganos o estructuras cercanas

T4a El tumor se ha diseminado al estroma de la préstata o al Gtero y/o la vagina

T4b El tumor se ha diseminado a la pared pélvica o a la pared abdominal

En algunas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento se pueden utilizar para el cribado de
rutina de individuos sanos sin factores de riesgo. En algunas realizaciones, los métodos descritos en el presente
documento se utilizan para cribar individuos asintomaticos que tienen uno o mas de los factores de riesgo descritos
anteriormente.

En algunas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento se pueden usar para detectar el cancer
de vejiga de grado bajo. En algunas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento se pueden usar
para detectar el cancer de vejiga de grado alto. En algunas realizaciones, los métodos descritos en el presente
documento detectan al menos el 15 %, al menos el 17 %, al menos el 20 %, al menos el 22 %, al menos el 25 %, al
menos el 27 %, al menos el 3 0%, al menos el 31 %, al menos el 32 %, al menos el 33 %, al menos el 34 % o al
menos el 35 % de los canceres de vejiga de grado bajo. En algunas realizaciones, los métodos descritos en el
presente documento detectan al menos el 85 %, al menos el 87 %, al menos el 90 %, al menos el 91 %, al menos el
92 %, al menos el 93 %, al menos el 94%, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %
o al menos el 99 % de los canceres de vejiga de grado alto.

En algunas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento se pueden utilizar para evaluar la eficacia
de un tratamiento para el cancer de vejiga en un paciente. En algunas realizaciones, los niveles de ARN diana, tales
como los niveles de ARNm de CRH, IGF2, KRT20 o ANXA10, se determinan en varios momentos durante el
tratamiento y se comparan con los niveles de ARN diana de una muestra de archivo tomada del paciente antes del
comienzo de tratamiento. En algunas realizaciones, los niveles de ARN diana se comparan con los niveles de ARN
diana de una muestra normal de archivo tomada del paciente. Idealmente, los niveles de ARN diana en la muestra
normal no ponen de manifiesto cambios aberrantes en los niveles de ARN diana.

En algunas realizaciones, se proporciona el uso de los niveles de ARNm de CRH, IGF2, KRT20 y ANXA10 para el
control de la recurrencia del cancer de vejiga. En algunas realizaciones, un nivel elevado de uno o mas, dos 0 mas,
tres 0 mas, o los cuatro ARNm indica que el cancer de vejiga ha recurrido en el paciente.

En cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento, los niveles de ARN se pueden detectar de
forma concurrente o simultanea en la misma reaccién de ensayo o en reacciones de ensayo diferentes. En algunas
realizaciones, los niveles de ARN se detectan a diferentes momentos, por ejemplo en reacciones de ensayo en
serie.

El método proporcionado comprende detectar el nivel de ARNm de CRH, IGF2, KRT20 y ANXA10 en una muestra
de un sujeto, en el que la deteccién de un nivel de uno cualquiera de los cuatro ARNm que es mayor que un nivel
normal del ARN indica la presencia de cancer de vejiga en el sujeto. En algunas realizaciones, la deteccion de
niveles elevados de dos, tres, o cuatro ARNm marcadores de cancer de vejiga indica la presencia de cancer de
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vejiga en el sujeto. En algunas realizaciones, la deteccion de niveles elevados de al menos dos, al menos tres o los
cuatro ARNm marcadores de cancer de vejiga indica un mayor riesgo de cancer de vejiga de grado alto.

También se divulga un método para facilitar el diagnostico de cancer de vejiga en un sujeto. Tales métodos
comprenden la deteccién de los niveles de ARNm de CRH, IGF2, KRT20 y ANXA10 en una muestra del sujeto. En
algunas realizaciones, la informacién relativa a los niveles de ARNm de CRH, IGF2, KRT20 y/o ANXA10 en la
muestra del sujeto se comunica a un médico. Un "médico”, como se usa en el presente documento, se refiere a un
individuo o entidad que diagnostica y/o trata a los pacientes, tales como un hospital, una clinica, un consultorio
médico, un médico, una enfermera, o un agente de cualquiera de las entidades e individuos mencionados
anteriormente. En algunas realizaciones, la deteccién de los niveles de ARNm de CRH, IGF2, KRT20 y ANXA10 se
lleva a cabo en un laboratorio que ha recibido la muestra del sujeto del médico o el agente del médico. El laboratorio
lleva a cabo la deteccién mediante cualquier método, incluyendo los descritos en el presente documento, y luego
comunica los resultados al médico. Un resultado se "comunica”, tal como se usa en el presente documento, cuando
se proporciona por cualquier medio para el médico. En algunas realizaciones, dicha comunicacién puede ser oral o
escrita, puede ser por teléfono, en persona, por correo electrénico, por correo postal u otro servicio de mensajeria, o
puede realizarse depositando directamente la informacion en, por ejemplo, una base de datos accesible por el
médico, incluyendo las bases de datos no controladas por el médico. En algunas realizaciones, la informacion se
mantiene en forma electrénica. En algunas realizaciones, la informacién se puede almacenar en una memoria u otro
medio legible por ordenador, tal como RAM, ROM, EEPROM, memoria flash, circuitos de ordenador, discos de video
digital (DVD), discos compactos (CD), unidades de disco duro (HDD), cinta magnética, etc.

Se proporcionan métodos para detectar la presencia de cancer de vejiga. En algunas formas de realizacion, se
proporcionan métodos de diagnéstico de cancer de vejiga. En algunas realizaciones, el método comprende obtener
una muestra de un sujeto y proporcionar la muestra a un laboratorio para la deteccién de niveles de ARNm de CRH,
IGF2, KRT20 y ANXA10 en la muestra. En algunas realizaciones, el método comprende ademas la recepcion de una
comunicacion desde el laboratorio que indica el nivel de al menos un ARN seleccionado de ARNm de CRH, IGF2,
KRT20 y ANXA10 en la muestra. El cancer de vejiga esta presente si el nivel de uno cualquiera de los cuatro ARNm
es mayor que un nivel normal o de control del ARNm. A "laboratorio", tal como se usa en el presente documento, es
cualquier instalacion que detecta los niveles de ARNm de CRH, IGF2, KRT20 y ANXA10 en una muestra mediante
cualquier método, incluyendo los métodos descritos en el presente documento, y se comunica el nivel a un médico.
En algunas realizaciones, un laboratorio esta bajo el control de un médico. En algunas realizaciones, un laboratorio
no esta bajo el control del médico.

Cuando un laboratorio comunica el nivel de al menos un ARN seleccionado de CRH, IGF2, KRT20 y ANXA10 a un
médico, en algunas realizaciones, el laboratorio se comunica un valor numérico que representa el nivel del ARN en
la muestra, proporcionando o sin proporcionar un valor numérico para un nivel normal. En algunas realizaciones, el
laboratorio comunica el nivel del ARN, proporcionando un valor cualitativo, tal como "alto", "bajo", "elevada",
"disminuido", "positivo" (tal como "positivo para CRH" o "positivo para CRH y KRT20"), etc. En algunas realizaciones,
el laboratorio comunica un diagnéstico sugerido, tal como "positivo para cancer de vejiga" o "positivo para el cancer",

y similares; o simplemente "positivo para cancer" o "negativo para cancer”.

Tal como se usa en el presente documento, cuando un método se refiere a la deteccion de cancer de vejiga, la
determinacioén de la presencia de cancer de vejiga, el seguimiento del cancer de vejiga y/o el diagnoéstico de cancer
de vejiga, el método incluye actividades en las que se llevan a cabo las etapas del método, pero el resultado es
negativo para la presencia de cancer de vejiga. Es decir, la deteccion, determinacién, seguimiento y diagnoéstico del
cancer de vejiga incluyen los casos de la realizacion de los métodos que dan lugar a cualquiera de los resultados
positivos 0 negativos.

En algunas realizaciones, mas de un ARN se detecta simultaneamente en una sola reacciéon. En algunas
realizaciones, los ARNm de CRH, IGF2, KRT20 y ANXA10 se detectan simultaneamente en una sola reaccion. En
algunas realizaciones, los ARNm de CRH, IGF2, KRT20 y ANXA10 y al menos un control endégeno y/o al menos un
control exdgeno se detectan simultaneamente en una sola reaccién. En algunas realizaciones, los ARNm de CRH,
IGF2, KRT20 y ANXAL0, y un control endégeno y un control exdgeno se detectan simultaneamente en una sola
reaccion.

4.2.2. Controles de ejemplo

En algunas realizaciones, un nivel normal (un "control") de un ARN diana, tal como ARNm de CRH, IGF2, KRT20 o
ANXA10 se puede determinar como un nivel o intervalo promedio o0 rango que es caracteristico de las células
uroteliales normales u otro material de referencia, contra el que se puede comparar el nivel medido en la muestra. El
promedio o intervalo determinado de un ARN diana en sujetos normales se pueden utilizar como punto de referencia
para la deteccion de niveles superiores a lo normal del ARN diana que son indicativos de cancer de vejiga. En
algunas realizaciones, los niveles normales de un ARN diana se pueden determinar a partir de muestras individuales
0 agrupadas que contienen ARN de uno o mas individuos, tales como de células uroteliales normales aisladas de la
orina de individuos sanos.
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En algunas realizaciones, la determinacidon de un nivel normal de un ARN diana, tal como ARNm de CRH, IGF2,
KRT20 o ANXA10, comprende detectar un complejo que comprende un polinucleétido para deteccion hibridado con
un acido nucleico seleccionado de un ARN diana, un amplicon de ADN del ARN diana y un complementario del ARN
diana. Es decir, en algunas realizaciones, un nivel normal se puede determinar mediante la deteccién de un
amplicon de ADN del ARN diana o un complementario del ARN diana en lugar del ARN diana en si. En algunas
realizaciones, se determina un nivel normal de tal complejo y se utiliza como control. El nivel normal del complejo, en
algunas realizaciones, se correlaciona con el nivel normal del ARN diana. Por lo tanto, cuando un nivel normal de
una diana se discute en el presente documento, dicho nivel puede, en algunas realizaciones, determinarse mediante
la deteccidn de dicho complejo.

En algunas realizaciones, un nivel normal de un ARN diana se determinado, o se ha determinado, mediante el
mismo método que el nivel del ARN diana de una muestra del paciente. En algunas de tales realizaciones, el método
es RT-PCR (tal como, RT-PCR en tiempo real, RT-PCR cuantitativa, etc.).

En algunas realizaciones, un control comprende ARN de las células de un solo individuo, por ejemplo, de células
uroteliales normales aisladas de la orina de un individuo sano. En algunas realizaciones, un control comprende ARN
de sangre, tal como de sangre entera o suero, de un solo individuo. En algunas realizaciones, un control comprende
ARN de un grupo de células de varios individuos. En algunas realizaciones, un control comprende ARN de un grupo
de orina de varios individuos. En algunas realizaciones, un control comprende ARN humano comercialmente
disponible (véase, por ejemplo, Ambion). En algunas realizaciones, un nivel normal o intervalo normal ya se ha
predeterminado antes de analizar una muestra para determinar un nivel elevado.

En algunas realizaciones, el nivel normal de un ARN diana puede determinarse a partir de una o mas lineas
celulares continuas, tipicamente lineas celulares que previamente se ha demostrado que tienen niveles de ARN que
se aproximan a los niveles en las células uroteliales normales.

En algunas realizaciones, la cuantificacion de los niveles de ARN diana requiere realizar suposiciones sobre el ARN
total por célula y el grado de pérdida de la muestra durante la preparacion de la muestra. Con el fin de corregir las
diferencias entre las diferentes muestras o entre las muestras que se preparan en condiciones diferentes, las
cantidades de ARN diana en algunas realizaciones se normalizan hasta los niveles de al menos un control endégeno
y/o al menos un control exdgeno.

En algunas realizaciones, un ARN de control es un ARN de control endégeno. Un ARN de control enddégeno puede
ser cualquier ARN adecuado para el propésito, por ejemplo, los ARN que se encuentran presentes a niveles
aproximadamente constantes de célula a célula y en las células uroteliales, tanto de pacientes con cancer de vejiga
como de pacientes sin cancer de vejiga. Entre los ejemplos no limitantes de ARN de control endégeno se incluyen
ABL, GUSB, GAPDH, TUBB y UPK1la. En algunas realizaciones, se usa un control endoégeno para la normalizacion.
En algunas realizaciones, se usa mas de un control enddgeno para la normalizacién.

En algunas realizaciones, los niveles de ARNm diana, tal como los ARNm de CRH, IGF2, KRT20 y ANXA10 se
normalizan con respecto a un ARN de control enddgeno. La normalizacion puede comprender, por ejemplo, la
determinacién de la diferencia del nivel del ARN diana con respecto al nivel del ARN de control endégeno. En
algunas de tales realizaciones, el nivel de los ARN esta representado por un valor Ct obtenido de la PCR
cuantitativa. En algunas de tales realizaciones, la diferencia se expresa como ACt. El ACt se puede calcular como Ct
[ARN diana] - Ct [control enddgeno] o Ct[control enddgeno] - Ct [ARN diana]. En determinadas realizaciones, ACt
=Ct [control endogeno] - Ct [marcador]. En algunas realizaciones, se establece un valor de ACt umbral, por encima o
por debajo del cual indica cancer de vejiga. En algunas de tales realizaciones, el ACt umbral se establece como el
valor de ACt por debajo del cual el 95 % de las muestras normales se caracterizan correctamente. En algunas de
tales realizaciones, un valor de ACt que es mayor que el valor de ACt umbral es indicativo de cancer de vejiga.

En algunas realizaciones, se utiliza analisis discriminante lineal (LDA), por ejemplo, para combinar dos 0 mas de los
marcadores en una sola escala combinada. En algunas de tales realizaciones, se utiliza un solo valor umbral para
los marcadores incluidos en el LDA.

En algunas realizaciones, un ARN de control es un ARN de control exdgeno. En algunas de tales realizaciones, el
ARN de control exdgeno es un Armored RNA®, que esta protegido por una cubierta de bacteriéfago. Un ARN de
control exégeno puede utilizarse, en algunas realizaciones, para determinar si la reaccién del ensayo de deteccién
ha fallado y, por lo tanto, los resultados no son significativos. Por ejemplo, si un ARN de control exdgeno no se
amplifica en la reaccién de ensayo, es probable que un resultado negativo para los ARN diana no sea significativo
porque los niveles reflejan la reaccién que falla en lugar de niveles de ARN diana bajos. El fallo de la reaccién se
puede producir por una serie de razones, incluyendo, pero sin limitaciones, la presencia de un inhibidor de la
reaccion en la muestra (una "muestra inhibidora"), reactivos comprometidos, la presencia de una ARNasa, etc. Se
puede afiadir un control de ARN exdgeno en cualquier etapa de la recoleccion y andlisis de muestras. Por ejemplo,
en algunas realizaciones, el ARN de control exdgeno se afiade a la muestra al mismo tiempo que se afiade el
conservante, se aflade a la muestra cuando es recibido por el laboratorio de diagnéstico, se afiade a la muestra
inmediatamente antes del andlisis 0 se aflade a la muestra durante el andlisis (como un ejemplo no limitativo,
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durante o después de la lisis de las células uroteliales, pero antes de la adicion de los reactivos de amplificacion).

En algunas realizaciones, el nivel de un ARN diana, tal como, por ejemplo, ARNm de CRH, IGF2, KRT20 o ANXA10,
se compara con un nivel de referencia, por ejemplo, de un cancer de vejiga confirmado. En algunas de tales
realizaciones, un nivel similar de un ARN diana en relacién con la muestra de referencia indica cancer de vejiga.

En algunas realizaciones, un nivel de un ARN diana, tal como ARNm de CRH, IGF2, KRT20 o ANXA10, que es al
menos aproximadamente 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, o0 90 % mayor que un nivel normal del ARN
diana respectivo indica la presencia de cancer de vejiga. En algunas realizaciones, un nivel de un ARN diana, tal
como ARNm de CRH, IGF2, KRT20 o ANXA10, que es al menos aproximadamente dos veces, al menos
aproximadamente 3 veces, al menos aproximadamente 4 veces, al menos aproximadamente 5 veces, al menos
aproximadamente 6 veces, al menos aproximadamente 7 veces, al menos aproximadamente 8 veces, al menos
aproximadamente 9 veces o al menos aproximadamente 10 veces mayor que un nivel normal del ARN diana
respectivo indica la presencia de cancer de vejiga.

En algunas realizaciones, un nivel control de un ARN diana, tal como ARNm de CRH, IGF2, KRT20 o ANXA10, se
determina simultaneamente, tal como en el mismo ensayo o lote de ensayos, como el nivel del ARN diana en una
muestra. En algunas realizaciones, un nivel control de un ARN diana no se determina simultdneamente como el nivel
del ARN diana en una muestra. En algunas de tales realizaciones, el nivel control se ha determinado previamente.

En algunas realizaciones, el nivel de un control endégeno y/o un control exdgeno se determina simultaneamente, tal
como en el mismo ensayo o lote de ensayos, como el nivel del ARN diana en una muestra. En algunas
realizaciones, un ensayo comprende los reactivos para la determinacion de los niveles de ARNm de CRH, IGF2,
KRT20 y ANXA10, y un control endégeno simultineamente en la misma reaccién de ensayo. En algunas
realizaciones, un ensayo comprende los reactivos para la determinacién de los niveles de ARNm de CRH, IGF2,
KRT20 y ANXA10, y un control exégeno simultaneamente en la misma reaccidon de ensayo. En algunas
realizaciones, un ensayo comprende los reactivos para la determinacién de los niveles de ARNm de CRH, IGF2,
KRT20, ANXA10, un control enddgeno y un control exégeno simultaneamente en la misma reaccion de ensayo. En
algunas de tales realizaciones, por ejemplo, una reaccién de ensayo comprende conjuntos de cebadores para
amplificar cada uno de los ARNm de CRH, IGF2, KRT20 y ANXA10, un conjunto de cebadores para amplificar un
control endégeno y/o un conjunto de cebadores para amplificar un control exégeno, y sondas marcadas diferentes
de forma detectable para detectar los productos de amplificacion (tales como, por ejemplo, sondas TagMan® con
colorantes diferentes de forma detectable para cada amplicén que se va a detectar).

En algunas realizaciones, el nivel de un ARN diana no se compara con un nivel control, por ejemplo, cuando se sabe
gue el ARN diana estad presente a niveles muy bajos, o nada en absoluto, en las células normales. En tales
realizaciones, la deteccién de un nivel alto del ARN diana en una muestra es indicativa de cancer de vejiga.

4.2.3. Preparacion de muestras de ejemplo
4.2.3.1. Conservantes de orina de ejemplo

En algunas realizaciones, se afiade un conservante para la muestra de orina. En algunas realizaciones, el
conservante se afiade en un plazo de una hora, dos horas, tres horas o seis horas desde el momento en que se
recogio la muestra de orina (por ejemplo, miccionada). En algunas realizaciones, se afiade un conservante a la
muestra de orina en un plazo de una hora, dos horas, tres horas o seis horas antes de analizar la muestra mediante
los métodos descritos en el presente documento.

En algunas realizaciones, un conservante causa dafos, tales como lisis, de los glébulos rojos y/o los glébulos
blancos, pero no dafia las células uroteliales. Los glébulos rojos y/o los glébulos blancos pueden estar presentes en
la orina como resultado de un tumor y/o infeccién. En algunas de tales realizaciones, la adicién del conservante
permite mejorar el enriquecimiento de las células uroteliales, por ejemplo mediante filtracion. En algunas
realizaciones, un conservante disminuye el pH de la muestra de orina y mejora la solubilidad de las sales de orina.
En algunas de tales realizaciones, el conservante facilita el paso de las sales a través de un filtro en una etapa de
filtracion. Un pH deseable de la orina conservada para su paso a través de un filtro esta entre aproximadamente 2,5
y 4. En algunas realizaciones, un pH deseable de orina conservado esta entre aproximadamente 2,7 y 3,7. En
algunas realizaciones, un pH deseable de orina conservado esta entre aproximadamente 3 y 3,5. En algunas
realizaciones, un pH deseable de orina conservado es de aproximadamente 3,2.

En algunas realizaciones se afiade un conservante tal que la muestra de orina/conservante comprende de
hidrocloruro de guanidina 0,875 M a 2,625M, de 0,25 % a 0,75 % de N-acetil-L-cisteina, citrato de sodio de 6,25 a
18,75 mM, y de 0,625 % a 1,875 % de Tween-20 y tiene un pH de 3 a 3,5. En algunas realizaciones se afiade un
conservante de forma que la muestra de orina/conservante comprende aproximadamente hidrocloruro de guanidina
1,75 M, aproximadamente 0,5% de N-acetil-L-cisteina, citrato de sodio a aproximadamente 12,5 mM vy
aproximadamente 1,25 % de Tween-20 y tiene un pH de aproximadamente 3,2.
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Un ejemplo no limitante de conservante comercial es PreservCyt (Hologic, Bedford, MA).
4.2.3.2. Enriguecimiento celular de ejemplo

En algunas realizaciones, las células uroteliales se enriquecen mediante centrifugacion. En algunas de tales
realizaciones, el sedimento celular se resuspende en el sobrenadante y/o un conservante. La resuspension del
sedimento celular se puede utilizar para ajustar la concentracion de las células en solucion. El sedimento celular
resuspendido puede utilizarse (por ejemplo, con lisis) en los métodos descritos en el presente documento, o puede
someterse a una etapa de enriquecimiento adicional, tal como filtracién.

En algunas realizaciones, las células uroteliales se enriquecen mediante filtracién. Ejemplos no limitantes de
tamafios de poro del filtro que pueden ser adecuados para la captura de células uroteliales incluyen 0,8 um, 2 pm, 8
pmy 10 um. En algunas realizaciones, se selecciona un tamafio de poro de filtro que permite de paso a su través de
glébulos rojos y/o de glébulos blancos, al tiempo que retiene la mayoria de las células uroteliales. En algunas
realizaciones, un filtro se coloca dentro de un cartucho GeneXpert disefiado para llevar a cabo un ensayo de
diagnostico del cancer de vejiga descrito en el presente documento.

4.2.3.3. Preparacion de ARNm de ejemplo

El ARN diana se puede preparar por cualquier método apropiado. El ARN total se puede aislar mediante cualquier
método, incluyendo, pero sin limitaciones, los protocolos establecidos en Wilkinson, M. (1988) Nucl. Acids Res.
16(22):10.933; y Wilkinson, M. (1988) Nucl. Acids Res. 16(22): 10934, o mediante el uso de kits y reactivos
comercialmente disponibles, tales como el reactivo TRIzol® (Invitrogen), el kit de extraccién de ARN total (iNtRON
Biotechnology), el kit de purificacion de ARN total (Norgen Biotek Corp.), RNAqueous™ (Ambion), MagMAX™
(Ambion), RecoverAll™ (Ambion), RNeasy (Qiagen), etc.

En algunas realizaciones, los niveles de ARN se miden en una muestra en la que el ARN no se ha purificado primero
a partir de las células. En algunas de tales realizaciones, las células se someten a una etapa de lisis para liberar el
ARN. Entre los ejemplos no limitantes de métodos de lisis se incluyen sonicacion (por ejemplo, por 2-15 segundos,
8-18 pm, con 36 kHz); lisis quimica, por ejemplo, usando un detergente; y diversos reactivos de lisis disponibles
comercialmente (tal como el tampdn de lisis RNeasy, Qiagen). En algunas realizaciones, los niveles de ARN se
miden en una muestra en la que se ha aislado ARN.

En algunas realizaciones, el ARN se modifica antes de detectar un ARN diana, tal como el ARNm de CRH, IGF2,
KRT20 o ANXA10. En algunas realizaciones, se modifica todo el ARN en la muestra. En algunas realizaciones, solo
se modifican los ARN diana concretos que se van a analizar, por ejemplo, de una manera especifica de secuencia.
En algunas realizaciones, el ARN sufre transcripcion inversa. En algunas de tales realizaciones, el ARN se somete a
transcripcion inversa utilizando transcriptasa inversa del MMLV. Entre los ejemplos no limitantes de las condiciones
para la transcripcion inversa del RN utilizando transcriptasa inversa del MMLV se incluyen incubacién de 5 a 20
minutos a de 40 °C a 50 °C.

Cuando un ARN diana se somete a transcripcién inversa se forma un ADN complementario del ARN diana. En
algunas realizaciones, se detecta el complementario de un ARN diana en lugar del propio ARN diana (o una copia
de ADN del propio ARN). Por lo tanto, cuando los métodos tratados en el presente documento indican que se
detecta un ARN diana, o se determina el nivel de un ARN diana, tal deteccién o determinacion puede llevarse a cabo
en un complementario de un ARN diana en lugar de, o ademas de, el propio ARN diana. En algunas realizaciones,
cuando se detecta el complementario de un ARN diana en lugar del propio ARN diana, se utiliza un polinucleétido
para la detecciéon que es complementario al complementario del ARN diana. En algunas de tales realizaciones, un
polinucleétido para deteccién comprende al menos una parte que tiene una secuencia idéntica a la del ARN diana,
aunque puede contener timidina en lugar de uridina y/o comprender otros nucleétidos modificados.

4.2.4. Métodos analiticos de ejemplo

Como se ha descrito anteriormente, se presentan, métodos para la deteccion de cancer de vejiga. Los métodos
comprenden la deteccion de un panel de marcadores de cancer de vejiga que consiste en CRH, IGF2, KRT20 y
ANXA10, y que incluye, opcionalmente, al menos un control endégeno y/o al menos un control exdgeno. En algunas
realizaciones, la deteccién de un nivel elevado de uno de los cuatro marcadores de cancer de vejiga indica la
presencia de cancer de vejiga. En algunas realizaciones, la deteccién de un nivel elevado de dos, tres o los cuatro
marcadores de cancer de vejiga indica la presencia de cancer de vejiga. En algunas realizaciones, el cancer de
vejiga es cancer de vejiga de grado bajo. En algunas realizaciones, el cancer de vejiga es cancer de vejiga de grado
alto. En algunas realizaciones, el cancer de vejiga es una recurrencia de cancer de vejiga en un paciente con
antecedentes de cancer de vejiga.

Se puede utilizar cualquier procedimiento analitico capaz de permitir la deteccién especifica y cuantificable (o

semicuantificable) de un ARN diana, tal como los ARNm de CRH, IGF2, KRT20 y ANXA10, en los métodos
presentados en el presente documento. Tales métodos analiticos incluyen, pero no se limitan a, métodos de RT-
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PCR y otros métodos conocidos por los expertos en la materia.

En algunas realizaciones, el método de deteccion de un ARN diana, tal como los ARNm de CRH, IGF2, KRT20 y
ANXA10, comprende la amplificacién de ADNc complementario al ARN diana. Tal amplificacion puede llevarse a
cabo por cualquier método. Entre los métodos de ejemplo se incluyen, pero sin limitaciones, PCR en tiempo real,
PCR de punto final y amplificaciéon usando polimerasa de T7 a partir de un promotor de T7 hibridado a un ADNc, tal
como el proporcionado por el Kit SenseAmp Plus ™ disponible en Implen, Alemania.

Cuando se amplifica un ARN diana o un ADNc complementario de un ARN diana, en algunas realizaciones se forma
un amplicon de ADN del ARN diana. Un amplicén de ADN puede ser monocatenario o bicatenario. En algunas
realizaciones, cuando un amplicon de ADN es monocatenario, la secuencia del amplicén de ADN esta relacionada
con el ARN diana, ya sea en orientacion sentido o en orientacion antisentido. En algunas realizaciones, se detecta
un amplicon de ADN de un ARN diana en lugar del propio ARN diana. Por lo tanto, cuando los métodos tratados en
el presente documento indican que se detecta un ARN diana, o se determina el nivel de un ARN diana, tal deteccién
o determinacion puede llevarse a cabo en un amplicén de ADN del ARN diana en lugar de, o ademas de, el propio
ARN diana. En algunas realizaciones, cuando se detecta el amplicén de ADN del ARN diana en lugar del propio
ARN diana, se utiliza un polinucleétido para la deteccion que es complementario al complementario del ARN diana.
En algunas realizaciones, cuando se detecta el amplicén de ADN del ARN diana en lugar del propio ARN diana, se
utiliza un polinucleoétido para la deteccion que es complementario del ARN diana. Ademas, en algunas realizaciones,
se pueden usar multiples polinucle6tidos para deteccion y algunos polinucleétidos pueden ser complementarios del
ARN diana y algunos polinucleétidos pueden ser complementarios del complementario de ARN diana.

En algunas realizaciones, el método de deteccién de uno o mas ARN diana, tal como el ARNm de CRH, IGF2,
KRT20 o ANXA10, comprende RT-PCR, como se describe a continuacion. En algunas realizaciones, la deteccién de
uno o mas ARN diana comprende control en tiempo real de una reaccion de RT-PCR, que se puede lograr por
cualquier método. Tales métodos incluyen, pero no se limitan a, la utilizacion de TagMan®, baliza molecular o sondas
Scorpion (es decir, sondas de transferencia de energia (ET), tales como sondas FRET) y la utilizaciéon de colorantes
intercalantes, tales como verde SYBR, EvaGreen, naranja de tiazol, YO-PRO, TO-PRO, etc.

Ejemplos no limitantes de las condiciones de ejemplo para la amplificacion del ADNc del que se ha realizado
transcripcion inversa a partir de los ARN diana son los siguientes. Un ciclo de ejemplo comprende una
desnaturalizacion inicial a 90 °C a 100 °C durante de 2 a 5 minutos, seguido de ciclado que comprende
desnaturalizacion a de 90 °C a 100 °C durante de 1 a 10 segundos, hibridacién a 60 °C a 70 °C durante de 10 a 30
segundos y extension a de 60 ° C a 75 °C durante de 10 a 40 segundos. En algunas realizaciones, para el primer
ciclo después de la etapa de desnaturalizacién inicial, se omite la etapa ciclo de desnaturalizacién. En algunas
realizaciones, se usa la polimerasa Taq para la amplificacion. En algunas realizaciones, el ciclo se lleva a cabo al
menos 10 veces, al menos 15 veces, al menos 20 veces, al menos 25 veces, al menos 30 veces, al menos 35 veces
o al menos 45 veces. En algunas de tales realizaciones, la Taq se utiliza con una funcién de arranque en caliente.
En algunas realizaciones, la reaccion de amplificacion se produce en un cartucho GeneXpert y la amplificacion de
los cuatro ARN diana marcadores de cancer de vejiga se produce en la misma reaccion. En algunas realizaciones, la
deteccién de ARNm de CRH, IGF2, KRT20 y ANXA10 se produce en menos de 3 horas, menos de 2,5 horas o
menos de 2 horas, desde la desnaturalizacion inicial a través de la Ultima extension.

En algunas realizaciones, la deteccion de un ARN diana comprende la formacién de un complejo que comprende un
polinucleétido que es complementario de un ARN diana o de un complementario del mismo, y un acido nucleico
seleccionado de entre el ARN diana, un amplicén de ADN del ARN diana y un complementario del ARN diana. Por lo
tanto, en algunas realizaciones, el polinucleétido forma un complejo con un ARN diana. En algunas realizaciones, el
polinucleétido forma un complejo con un complementario del ARN diana, tal como un ADNc que se ha producido por
transcripcion inversa a partir del ARN diana. En algunas realizaciones, el polinucleétido forma un complejo con un
amplicén de ADN del ARN diana. Cuando un amplicén de ADN bicatenario es parte de un complejo, tal como se usa
en el presente documento, el complejo puede comprender una o ambas cadenas del amplicon de ADN. Por lo tanto,
en algunas realizaciones, un complejo comprende solamente una cadena del amplicbn de ADN. En algunas
realizaciones, un complejo es un triplex y comprende el polinucleétido y ambas cadenas del amplicon de ADN. En
algunas realizaciones, el complejo se forma mediante hibridacion entre el polinucleétido y el ARN diana,
complementario del ARN diana, o el amplicon de ADN del ARN diana. El polinucleétido, en algunas realizaciones, es
un cebador o sonda.

En algunas realizaciones, un método comprende la deteccion del complejo. En algunas realizaciones, el complejo no
tiene que estar asociado en el momento de la deteccion. Es decir, en algunas realizaciones, se forma un complejo, a
continuacién, el complejo se disocia o destruye de alguna manera, y se detectan los componentes del complejo. Un
ejemplo de dicho sistema es un ensayo TagMan®. En algunas realizaciones, cuando el polinucleétido es un cebador,
la deteccién del complejo puede comprender la amplificacion del ARN diana, un complementario del ARN diana o un
amplicon de ADN de un ARN diana.

En algunas realizaciones, el método analitico utilizado para la deteccion de al menos un ARN diana en los métodos
establecidos en el presente documento incluye RT-PCR cuantitativa en tiempo real. En algunas realizaciones, el
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método analitico utilizado para la deteccion de al menos un ARN diana incluye el uso de una sonda TagMan®. El
ensayo utiliza transferencia de energia ("ET"), tal como transferencia de energia por resonancia de fluorescencia
("FRET"), para detectar y cuantificar el producto de PCR sintetizado. Tipicamente, la sonda TagMan® comprende
una molécula de colorante fluorescente acoplado al extremo 5' y una molécula inactivadora acoplada al extremo 3',
de manera que el colorante y el inactivador estan en proximidad cercana, permitiendo que el inactivador suprima a
sefial de fluorescencia del colorante mediante FRET. Cuando la polimerasa replica el molde del amplicon quimérico
al que esta unida la sonda TagMan®, la nucleasa 5' de la polimerasa escinde la sonda, desacoplando el colorante y
el inactivador de modo que se detecta la sefial del colorante (tal como, fluorescencia). La sefial (tal como
fluorescencia) aumenta con cada ciclo de RT-PCR de forma proporcional a la cantidad de sonda que se escinde.

En algunas realizaciones, la cuantificacion de los resultados de los ensayos de RT-PCR en tiempo real se realiza
mediante la construccién de una curva estandar a partir de un acido nucleico de concentraciéon conocida y, a
continuacion, extrapolando la informacién cuantitativa para los ARN diana de concentracion desconocida. En
algunas realizaciones, el acido nucleico utilizado para generar una curva estandar es un ARN (por ejemplo, un
control enddégeno o un control exdgeno). En algunas realizaciones, el acido nucleico utilizado para generar una curva
estandar es un ADN plasmidico bicatenario purificado o un ADN monocatenario generado in vitro.

En algunas realizaciones, cuando las eficiencias de amplificacién de los acidos nucleicos diana y enddgenos de
referencia son aproximadamente iguales, la cuantificacion se lleva a cabo mediante el método comparativo de Ct
(umbral del ciclo, por ejemplo, el nimero de ciclos de PCR necesarios para que la sefial de fluorescencia se eleve
por encima del fondo). Los valores de Ct son inversamente proporcionales a la cantidad de acido nucleico diana en
una muestra. En algunas realizaciones, los valores de Ct de un ARN diana se puede comparar con un control o
calibrador, tal como dicho ARN de control exégeno. En algunas realizaciones, los valores de Ct del control exégeno
y el ARN diana se normalizan con un control endégeno apropiado. Ejemplos no limitantes de controles endégenos
se tratan en el presente documento.

En algunas realizaciones, un valor de Ct umbral (0 un "Ct de corte") para un ARN diana, por debajo del cual se
indica cancer de vejiga, se ha determinado previamente. En tales realizaciones, una muestra de control puede no
analizarse de forma simultanea con la muestra de ensayo. En algunas realizaciones, como se trata en el presente
documento, anteriormente se ha determinado un valor umbral de ACt por encima del cual se indica cancer de vejiga.

Ademas de los ensayos TagMan®, otras quimicas de RT-PCR en tiempo real (tiles para detectar y cuantificar los
productos de PCR en los métodos presentados en el presente documento incluyen, pero no se limitan a, balizas
moleculares, sondas Scorpion y colorantes intercalantes, tales como verde SYBR, EvaGreen, naranja de tiazol, YO -
PRO, TO-PRO, etc., que se tratan a continuacion.

En diversas realizaciones, se utiliza deteccién mediante RT-PCR en tiempo real para detectar, en una Unica reaccion
multiplex, los cuatro marcadores de cancer de vejiga del panel descrito en el presente documento, y opcionalmente,
al menos un control endégeno y/o al menos un control exdgeno. En algunas realizaciones multiplex, se utiliza una
pluralidad de sondas, tales como las sondas TagMan®, cada una especifica para un ARN diana diferente. En
algunas realizaciones, cada sonda especifica del ARN diana se puede distinguir en los espectros de las otras
sondas utilizadas en la misma reaccion multiplex.

En algunas realizaciones, la cuantificacion de los productos de RT-PCR en tiempo real se realiza usando un
colorante que se une a los productos de ADN bicatenario, tales como verde SYBR, EvaGreen, naranja de tiazol, YO-
PRO, TO-PRO, etc. En algunas realizaciones, el ensayo es el ensayo QuantiTect SYBR Green PCR de Qiagen. En
este ensayo, el ARN total se aisla primero a partir de una muestra. El ARN total se poliadenila posteriormente en el
extremo 3'y se realiza transcripcion inversa utilizando un cebador universal con poli-dT en el extremo 5'. En algunas
realizaciones, una sola reaccién de transcripcion inversa es suficiente para analizar multiples ARN diana. A
continuacién, se realiza RT-PCR en tiempo real utilizando cebadores especificos del ARN diana y un cebador
universal miScript, que comprende una secuencia de poli-dT en el extremo 5'. El colorante verde SYBR se une de
forma no especifica al ADN bicatenario y, tras la excitacion, emite luz. En algunas realizaciones, las condiciones del
tampon que promueven la hibridacion altamente especifica de los cebadores al molde de la PCR (por ejemplo,
disponible en el Kit QuantiTect SYBR Green PCR de Qiagen) se pueden utilizar para evitar la formacion de duplex
de ADN no especificos y dimeros de cebadores que se uniran al verde SYBR y afectan de forma negativa a la
cuantificacion. Por lo tanto, a medida que el producto de la PCR se acumula, la sefial del verde SYBR aumenta, lo
que permite la cuantificaciéon de productos especificos.

La RT-PCR en tiempo real se realiza usando cualquier instrumento de RT-PCR disponible en la materia.
Tipicamente, los instrumentos utilizados en la recogida y analisis de los datos de la RT-PCR comprenden un ciclador
térmico, optica para la recogida de excitacion y emisién de fluorescencia, y, opcionalmente, un ordenador y software
de adquisicién y analisis de datos.

En algunas realizaciones, el método analitico utilizado en los métodos descritos en el presente documento es un

ensayo DASL @ (hibridacion, seleccion, extension y ligadura mediada por ADNc). En algunas realizaciones, el ARN
total se aisla de una muestra que se va a analizar por cualquier método. A continuacion, el ARN total se puede

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES26190327T3

poliadenilar (se afiaden > 18 residuos de A a los extremos 3' de los ARN en la mezcla de reaccién). EI ARN se
sometid a transcripcion inversa usando un cebador de ADN marcado con biotina que comprende del extremo 5' al
extremo 3', una secuencia que incluye un sitio para el cebador de la PCR y una region de poli-dT que se une a la
cola de poli-dA del ARN de la muestra. Los transcritos de ADNc biotinilado resultantes se hibridaron después a un
soporte solido a través de una interaccién biotina-estreptavidina y en contacto con uno o mas polinucleétidos
especificos de ARN diana. Los polinucleétidos especificos del ARN diana comprenden, desde el extremo 5' al
extremo 3', una region que comprende un sitio para el cebador de ka PCR, comprendiendo la regién una secuencia
de direccion, y una secuencia especifica del ARN diana.

En algunas realizaciones de DASL®, la secuencia especifica del ARN diana comprende al menos 8, al menos 9, al
menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos
18, al menos 19 nucleétidos contiguos que tienen una secuencia que es la misma que, o complementaria a, al
menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16,
al menos 17, al menos 18, al menos 19 nucleoétidos contiguos del ARN diana marcador de cancer de vejiga, un ARN
de control endégeno o un ARN de control exégeno.

Después de la hibridacion, se extiende el polinucleétido especifico del de ARN diana y, a continuacion, los productos
extendidos se eluyen de la matriz de ADNc inmovilizado. Una segunda reacciéon de PCR que utiliza un cebador
universal marcado con fluorescencia genera un ADN marcado con fluorescencia que comprende la secuencia
especifica del ARN diana. Los productos de PCR marcados se hibridan después a una matriz de microperlas para la
deteccion y cuantificacion.

En algunas realizaciones, el método analitico utilizado para detectar y cuantificar los niveles del al menos un ARN
diana en los métodos descritos en el presente documento es un ensayo de citometria de flujo basado en perlas.
Véase, Lu J. et al. (2005) Nature 435:834-838. Un ejemplo de un ensayo de citometria de flujo basado en perlas es
la tecnologia xMAP® de Luminex, Inc. (Véase, http://www.luminexcorp.com/ technology/index.html). En algunas
realizaciones, el ARN total se aisla de una muestra y después se marca con biotina. EIl ARN marcado se hibrida
después con sondas de captura especificas del ARN diana (por ejemplo, productos FlexmiR™ comercializados por
Luminex, Inc. en http://www.luminexcorp.com/products/assays/index.html) que estan unidas covalentemente a
microperlas, cada una de los cuales estd marcada con 2 colorantes que tienen diferentes intensidades de
fluorescencia. Una molécula indicadora unida a estreptavidina (por ejemplo, estreptavidina-ficoeritrina, también
conocido como "SAPE") se une al ARN diana capturado y la sefial Gnica de cada perla se lee usando citometria de
flujo. En algunas realizaciones, la muestra de ARN se poliadenila primero y, posteriormente, se marca con un
dendrimero biotinilado 3DNA™ (es decir, un ADN de brazos mdltiples con numerosas moléculas de biotina unidas al
mismo), utilizando un polinucleétido de puente que es complementario al extremo 3' de la cola de poli-dA del ARN de
la muestra y al extremo 5 'del polinucleétido unido al dendrimero biotinilado. A continuacion, la molécula indicadora
unida a estreptavidina se une al dendrimero biotinilado antes del analisis mediante citometria de flujo. En algunas
realizaciones, el ARN marcado con biotina se expone primero a SAPE y el complejo ARN/SAPE se expone
posteriormente a un anticuerpo anti-ficoeritrina unida a un dendrimero de ADN, que se puede unir incluso hasta a
900 moléculas de biotina. Esto permite que multiples moléculas de SAPE se unan al dendrimero biotinilado a través
de la interaccion biotina-estreptavidina, aumentando de este modo la sefial del ensayo.

En algunas realizaciones, el método analitico utilizado para detectar y cuantificar los niveles del al menos un ARN
diana en los métodos descritos en el presente documento es mediante electroforesis en gel y la detecciéon con
sondas marcadas (por ejemplo, sondas marcadas con un marcador radiactivo o quimioluminiscente), tal como
mediante transferencia de tipo Northern En algunas realizaciones, el ARN total se aisla de la muestra y, después, se
separa por tamafio mediante electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS. A continuacion, el ARN separado se
transfiere a una membrana y se hibrida con sondas complementarias radiomarcadas. En algunas realizaciones, las
sondas de ejemplo contienen uno o mas analogos de nucledtidos potenciadores de la afinidad, como se trata a
continuacién, tales como analogos de acido nucleico bloqueado ("LNA"), que contienen un resto de azlcar biciclico
en lugar de los azUcares desoxirribosa o ribosa. Véase, por ejemplo, Varallyay, E. et al. (2008) Nature Protocols
3(2):190-196.

En algunas realizaciones, la deteccion y cuantificacion de uno o mas ARN diana se lleva a cabo utilizando
dispositivos de microfluidos y deteccion de una sola molécula. En algunas realizaciones, los ARN diana en una
muestra de ARN total aislado se hibridan con dos sondas, una que es complementaria a los acidos nucleicos en el
extremo 5' del ARN diana y la segunda que es complementaria del extremo 3' del ARN diana. Cada sonda
comprende, en algunas realizaciones, uno 0 mas andalogos de nucledtidos potenciadores de la afinidad, tales como
analogos de nucledtidos de LNA, y cada uno esta marcado con un colorante fluorescente diferente que tiene
diferentes espectros de emision de fluorescencia (es decir, colorantes diferentes de forma detectable). A
continuacion, se hace fluir la muestra a través de un capilar de microfluidos en el que multiples laseres excitan las
sondas fluorescentes, de forma que una descarga coincidente Unica de fotones identifica un ARN diana concreto, y
el nimero de descargas coincidentes Unicas particulares de fotones se puede contar para cuantificar la cantidad de
el ARN diana en la muestra. En algunas realizaciones alternativas, una sonda especifica del ARN diana se puede
marcar con 3 0 mas marcadores diferentes seleccionados de, por ejemplo, fluor6foros, marcadores de espin de
electrones, etc., y, después, se hibrida a una muestra de ARN.
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De manera opcional, el ARN de la muestra se modifica antes de la hibridacién. A continuacion, el duplex ARN
diana/sonda se hace pasar a través de los canales en un dispositivo de microfluido y que comprende detectores que
registran la sefial Gnica de los 3 marcadores. De esta manera, se detectan moléculas individuales mediante su sefial
Unica y se cuentan. Véanse las patentes de Estados Unidos numeros 7.402,422 y 7.351.538 de Fuchs et al., U.S.
Genomics, Inc.

4.2.5. Automatizacion y sistemas de ejemplo

En algunas realizaciones, la expresion génica se detecta utilizando una plataforma de analisis y/o manipulacion
automatica de las muestras. En algunas realizaciones, se utilizan plataformas de analisis automatizadas disponibles
comercialmente. Por ejemplo, en algunas realizaciones, se usa el sistema GeneXpert® (Cepheid, Sunnyvale, CA).

La presente invencion se ilustra para su uso con el sistema GeneXpert. Los métodos de preparacion y analisis de
muestras de ejemplo se describen a continuacién. Sin embargo, la presente invencion no se limita a un método de
deteccién en particular o plataforma de analisis. Un experto en la materia reconoce que se puede utilizar cualquier
numero de plataformas y métodos.

El sistema GeneXpert® utiliza un cartucho de un solo uso independiente. La extraccion, la amplificacion y la
deteccion de las muestras se pueden llevar a cabo todos ellos llevados en un "laboratorio en un cartucho"
independiente. (Véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos 5.958.349, 6.403.037, 6.440.725, 6.783.736,
6.818.185.)

Los componentes del cartucho incluyen, pero no se limitan a, cAmaras de procesamiento que contienen reactivos,
filtros y tecnologias de captura Utiles para extraer, purificar y amplificar los acidos nucleicos diana. Una valvula
permite la transferencia de fluido desde una cadmara a otra y contiene los componentes de filtracién y lisis de acidos
nucleicos. Una ventana éptica permite la deteccion Optica en tiempo real. Un tubo de reaccién permite ciclos
térmicos muy rapidos.

En algunas realizaciones, el sistema GenXpert® incluye una pluralidad de médulos para la escalabilidad. Cada
madulo incluye una pluralidad de cartuchos, junto con los componentes de manipulacion y andlisis de muestras.

En algunas realizaciones, el método de preparacion de muestras GeneXpert ® utiliza la filtracion con el fin de
capturar y concentrar las células a partir de la orina. En algunas realizaciones, se utiliza un filtro de tamafio de poro
de 0,8 um. Este tamafio facilita la captura de todas las células en la orina. En otras realizaciones, se utilizan tamafios
de porode 0,5a 10 pm,de 0,5a5 um, de 0,de 8 a10 um,de 0,de 8 a5 um,de 0,de8a2 um,de2a5um,de 2 a
10 pm, de 2 a8 um, de 5a 8 um, de o de 5 a 10 pum. Algunos filtros (tales como 5 pum, 8 um, and 10 pm) permiten la
eliminacion de la mayoria de los glébulos rojos y blancos de la muestra durante la captura de las células uroteliales
mas grandes, que son las células diana del ensayo. En algunas realizaciones, este método de preparacion de
muestras mejora la especificidad del ensayo mediante la eliminaciéon de los glébulos blancos que pueden estar
presentes debido a una infeccién o inflamacion. En algunos casos, los métodos de preparacién de muestras, tales
como la centrifugacion de la orina entera, seguida de aislamiento del ARN del sedimento de orina no permiten la
eliminacion de los glébulos blancos. En algunas realizaciones, la eficiencia de la captura de células por filtracion es
mayor en comparacion con la centrifugacion, y puede proporcionar resultados mas consistentes.

Después de que las células de la orina son capturadas en el filtro, en algunas realizaciones, se lavan y, después, se
lisan mediante sonicacion (2-15 segundos, 8-16 um a 36 kHz). El lisado celular se recoge después y se utiliza para
reconstituir los reactivos de la RT-PCR, que estan presentes en el cartucho como particulas liofilizadas.

En algunas realizaciones, la RT-PCR se utiliza para amplificar y analizar la presencia o los niveles de expresion de
los marcadores de cancer de vejiga. En algunas realizaciones, la transcripcién inversa utiliza la enzima RT del
MMLYV y una incubacién de 5 a 20 minutos a 40 °C a 50 °C. En algunas realizaciones, la PCR utiliza la Taq
polimerasa con funcién de arranque en caliente, tal como AptaTaq (Roche). En algunas realizaciones, la
desnaturalizacién inicial se realiza a de 90 °C a 100 °C durante de 2 a 5 minutos; la temperatura de
desnaturalizacién del ciclo es de 90 °C a 100 °C durante de 1 a 10 segundos; la temperatura de hibridacion del ciclo
es de 60 °C a 70 °C durante de 10 a 30 segundos; y la temperatura de extension del ciclo es 60 °C a 75 °C durante
de 10 a 40 segundos; y se realizan hasta 50 ciclos.

La presente invencidon no se limita a secuencias concretas de cebadores y/o de sondas. Ejemplos de cebadores de
amplificacién y sondas de deteccion se describen en los ejemplos.

En algunas realizaciones, se usa una centrifugacion fuera de linea para mejorar los resultados del ensayo con
muestras con bajo contenido celular. La muestra, con o sin el conservante afiadido, se centrifuga y se elimina el
sobrenadante. A continuacion, se resuspende el sedimento en un volumen mas pequefio de cualquiera del
sobrenadante o el conservante. El sedimento resuspendido se afiade a continuacién a un cartucho de GeneXpert ©
como se ha descrito anteriormente.
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4.2.6. Andlisis de datos de ejemplo

En algunas realizaciones, se usa un programa de andlisis basado en ordenador para traducir los datos en bruto
generados por el ensayo de deteccion (por ejemplo, el nivel de expresion de los marcadores de cancer de vejiga
descritos en el presente documento) en datos de valor predictivo para un clinico. El clinico puede acceder a los
datos predictivos usando cualquier medio adecuado. Por tanto, en algunas realizaciones, la presente invencién
proporciona el beneficio adicional de que el clinico, que no es probable que esté formado en genética o en biologia
molecular, no necesita entender los datos brutos. Los datos se presentan directamente al clinico en su forma mas
util. Después, el clinico podra usar inmediatamente la informacion con el fin de optimizar los cuidados del sujeto.

La presente invencion contempla cualquier método capaz de recibir, procesar y transmitir la informacion a y desde
los laboratorios que realizan los ensayos, proveedores de informacion, personal médico y sujetos. Por ejemplo, en
algunas realizaciones de la presente invencion, se obtiene una muestra (por ejemplo, una muestra de biopsia o de
suero o de orina) de un sujeto y se somete a un servicio de perfiles (por ejemplo, el laboratorio clinico en un centro
médico, negocios de perfil gendmico etc.) localizado en cualquier parte del mundo (por ejemplo, en un pais diferente
al pais en el que reside el sujeto o en el que la informacién se va a usar en Ultima instancia) para generar los datos
brutos. Cuando la muestra comprende un tejido u otra muestra bioldgica, el sujeto puede acudir a un centro médico
para que se le extraiga la muestra, que se enviara al centro de realizacién del perfil, o los sujetos pueden obtener
ellos mismos la muestra (por ejemplo, una muestra de orina) y enviarla directamente a un centro de realizacion de
perfiles. Cuando la muestra comprende informacién biolégica determinada previamente, el sujeto puede enviar la
informacién se puede enviar directamente al servicio de realizacién de perfiles (por ejemplo, un ordenador puede
escanear una tarjeta de informacién que contiene la informacién y transmitir los datos a un ordenador del centro de
realizacién de perfiles usando un sistema de comunicacién electronica). Una vez recibida por el servicio de perfiles,
la muestra se procesa y se produce un perfil (es decir, los datos de expresion), especifico para la informacion de
diagnostico o prondstico deseada para el sujeto.

Después, los datos del perfil se preparan en un formato adecuado para su interpretacion por un clinico encargado
del tratamiento. Por ejemplo, en lugar de proporcionar datos de expresion brutos, el formato preparado puede
representar un diagndstico o evaluacion de riesgos (por ejemplo, el nivel de expresién de los marcadores de cancer
de vejiga descritos en el presente documento o diagnostico de cancer de vejiga) para el sujeto, junto con
recomendaciones de opciones terapéuticas concretas. Los datos se pueden mostrar al clinico mediante cualquier
método adecuado. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el servicio de realizacion de perfiles genera un informe
que se puede imprimir para el clinico (por ejemplo, en el centro de atencion) o mostrar al clinico en un monitor de
ordenador.

En algunas realizaciones, la informacion se analiza primero en el centro de atencién o en una instalacion regional.
Después, los datos brutos se envian a una instalacion de procesamiento central para su posterior analisis y/o para
convertir los datos brutos en informacién util para un clinico o un paciente. La instalacién de procesamiento central
proporciona la ventaja de privacidad (todos los datos se almacenan en una instalacién central con protocolos de
seguridad uniformes), velocidad y uniformidad de los analisis de datos. A continuacién, la instalacion de
procesamiento central puede controlar el destino de los datos tras el tratamiento del sujeto. Por ejemplo, usando un
sistema de comunicacion electrénica, la instalacion central puede proporcionar datos al clinico, al sujeto o a los
investigadores.

En algunas realizaciones, el sujeto puede acceder directamente a los datos usando el sistema de comunicacion
electrénica. Segun los resultados, el sujeto puede elegir intervencion o asesoramiento adicionales. En algunas
realizaciones, los datos se utilizan para uso en investigacion. Por ejemplo, los datos se pueden usar para optimizar
aun mas la inclusion o eliminacion de marcadores como indicadores Utiles de una afeccion o estado de enfermedad
concreto 0 como un compafiero de diagnoéstico para determinar un curso de tratamiento de accion particular.

4.2.7. Polinucleétidos de ejemplo

En el presente documento se divulgan polinucleétidos. También se divulgan polinucledtidos sintéticos. Los
polinucleétidos sintéticos, tal como se usa en el presente documento, se refieren a polinucleétidos que se han
sintetizado in vitro ya sea quimica o enzimaticamente. La sintesis quimica de polinucleétidos incluye, pero no se
limita a, sintesis usando sintetizadores de polinucleétidos, tales como OligoPilot (GE Healthcare), sintetizador ABI
3900 DNA (Applied Biosystems), y similares. La sintesis enzimatica incluye, pero no se limita a la misma, la
produccién de polinucledtidos mediante amplificacion enzimatica, por ejemplo, PCR. Un polinucleétido puede
comprender uno o0 mas analogos de nucledtidos (es decir, nucleétidos modificados) tratados en el presente
documento.

En algunas realizaciones, se proporciona un polinucleétido que comprende una regidon que es idéntica a, o
complementaria a, al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, al
menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos 19, al menos 20, al menos 21, al menos 22, al menos
23, al menos 24, al menos 25, al menos 26, al menos 27, al menos 28, al menos 29, o al menos 30 nucleétidos
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contiguos de una secuencia seleccionada del ARNm de CRH, IGF2, KRT20 y ANXA10. En algunas realizaciones se
proporciona un polinucleétido que comprende una region que es idéntica a, o complementaria a, un tramo de 6 a
100, de 8 a 100, de 8 a 75, de 8 a 50, de 8 a 40 o de 8 a 30 nucleédtidos contiguos de una secuencia seleccionada
del ARNm de CRH, IGF2, KRT20 y ANXA10. Ejemplos no limitantes de polinucleétidos se muestran en las tablas 1y
6.

En diversas realizaciones, un polinucleétido que comprende menos de 500, menos de 300, menos de 200, menos
de 150, menos de 100, menos de 75, menos de 50, menos de 40 o menos de 30 nucleétidos. En diversas
realizaciones, un polinucledtido tiene una longitud de entre 6 y 200, entre 8 y 200, entre 8 y 150, entre 8 y 100, entre
8y 75, entre 8y 50, entre 8 y 40 o entre 8 y 30 nucledtidos.

En algunas realizaciones, el polinucleétido es un cebador. En algunas realizaciones, el cebador se marca con un
resto detectable. En algunas realizaciones, un cebador no estad marcado. Un cebador, tal como se usa en el
presente documento, es un polinucledtido que es capaz de hibridarse especificamente a un ARN diana o a un ADNc
producido por transcripcién inversa a partir del ARN diana o a un amplicén que se ha amplificado a partir de un ARN
diana o un ADNc (denominado colectivamente como "molde") y, en presencia del molde, una polimerasa y tampones
y reactivos adecuados, puede extenderse para formar un producto de extension del cebador.

En algunas realizaciones, el polinucle6tido es una sonda. En algunas realizaciones, la sonda se marca con un resto
detectable. Un resto detectable, tal como se usa en el presente documento, incluye restos directamente detectables,
tales como colorantes fluorescentes, y restos indirectamente detectables, tales como miembros de pares de union.
Cuando el resto detectable es un miembro de un par de unién, en algunas realizaciones, la sonda puede ser
detectable mediante la incubacién de la sonda con un marcador detectable unido al segundo miembro del par de
union. En algunas realizaciones, una sonda no esta marcada, tal como cuando una sonda es una sonda de captura,
por ejemplo, en una micromatriz o perla. En algunas realizaciones, una sonda no se puede extender, por ejemplo,
mediante una polimerasa. En otras realizaciones, una sonda se puede extender.

En algunas realizaciones, el polinucleétido es una sonda FRET que, en algunas realizaciones, esta marcado en el
extremo 5' con un colorante fluorescente (donante) y en el extremo 3' con un inactivador (aceptor), un grupo quimico
gue absorbe (es decir, suprime) la emision de fluorescencia del colorante cuando los grupos estan en estrecha
proximidad (es decir, unidos a la misma sonda). En otras realizaciones, el colorante y el inactivador no estan en los
extremos de la sonda FRET. Por lo tanto, en algunas realizaciones, el espectro de emisién del colorante deberia
superponerse considerablemente con el espectro de absorcion del inactivador.

4.2.7.1. Modificaciones de polinucleétidos de ejemp  lo

En algunas realizaciones, los métodos de deteccion de al menos un ARN diana descrito en el presente documento
emplean uno o mas polinucleétidos que se han modificado, tales como polinucledtidos que comprenden uno o mas
analogos de nucledtidos potenciadores de la afinidad. Los polinucledtidos modificados Utiles en los métodos
descritos en el presente documento incluyen cebadores para la transcripcion inversa, cebadores de amplificacion por
PCR y sondas. En algunas realizaciones, la incorporacién de nucleétidos potenciadores de la afinidad aumenta la
afinidad de union y la especificidad de un polinucleétido por su acido nucleico diana, en comparacion con los
polinucleétidos que contienen solo desoxirribonucledtidos, y permite el uso de polinucleétidos mas cortos o para las
regiones mas cortas de la complementariedad entre el polinucledtido y el acido nucleico diana.

En algunas realizaciones, los analogos de nucleétidos potenciadores de la afinidad incluyen nucleotidos que
comprenden una o mas modificaciones de bases, modificaciones de azlcares y/o modificaciones del esqueleto.

En algunas realizaciones, las bases modificadas para su uso en analogos de nucleétidos potenciadores de la
afinidad incluyen 5-metilcitosina, isocitosina, pseudoisocitosina, 5-bromouracilo, 5-propiniluracilo, 6-aminopurina, 2-
aminopurina, inosina, diaminopurina, 2-cloro-6-aminopurina, xantina e hipoxantina.

En algunas realizaciones, los analogos de nucleétidos potenciadores de la afinidad incluyen nucleétidos que tienen
azlUcares modificados, tales como azlcares 2'-sustituidos, tales como azlcares 2'-O-alquil-ribosa, azlcares 2'-
amino-desoxirribosa, azlcares 2'-fluoro-desoxirribosa, azlcares 2'-fluoro-arabinosa y azlcares 2'-O-metoxietil-ribosa
(2'MOE). En algunas realizaciones, los azticares modificados son azUlcares arabinosa, o azlcares d-arabino-hexitol.

En algunas realizaciones, los analogos de nucledtidos potenciadores de la afinidad incluyen modificaciones del
esqueleto, tales como el uso de acidos nucleicos peptidicos (PNA, por ejemplo, un oligdmero que incluye bases
nucleotidicas unidas entre si por una cadena principal de aminoacidos). Otras modificaciones del esqueleto incluyen
enlaces fosforotioato, acidos nucleicos modificados con fosfodiéster, combinaciones de acidos nucleicos fosfodiéster
y fosforotioato, metilfosfonato, alquilfosfonatos, ésteres de fosfato, alquilfosfonotioatos, fosforamidatos, carbamatos,
carbonatos, triésteres de fosfato, acetamidatos, ésteres de carboximetilo, metilfosforotioato, fosforoditioato, p-etoxi y
combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, un polinucleétido incluye al menos un analogo de nucleétido potenciador de la afinidad
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que tiene una base modificada, al menos un nucle6tido (que puede ser el mismo nucleétido) que tiene un azucar
modificado, y/o al menos un enlace internucleotidico que es de origen no natural.

En algunas realizaciones, un analogo de nucledétido potenciador de la afinidad contiene un azlcar de acido nucleico
bloqueado ("LNA"), que es un azUcar biciclico. En algunas realizaciones, un polinucleétido para su uso en los
métodos descritos en el presente documento comprende uno 0 mas nucleétidos que tienen un azlcar LNA. En
algunas realizaciones, un polinucleétido contiene una o mas regiones que consisten en nucleétidos con azlcares de
LNA. En otras realizaciones, un polinucleétido contiene nucleétidos con azlUcares de LNA intercalados con
desoxirribonucleétidos. Véase, por ejemplo, Frieden, M. et al. (2008) Curr. Pharm. Des. 14(11): 1138-1142.

4.2.7.2. Cebadores de ejemplo

En algunas realizaciones, se proporciona un cebador. En algunas realizaciones, un cebador es idéntico a, o
complementaria a, al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, al
menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos 19, al menos 20, al menos 21, al menos 22, al menos
23, al menos 24, al menos 25, al menos 26, al menos 27, al menos 28, al menos 29, o al menos 30 nucleotidos
contiguos de una secuencia seleccionada del ARNm de CRH, IGF2, KRT20 y ANXA10. En algunas realizaciones se
proporciona un cebador que comprende una regién que es idéntica a, 0 complementaria a, un tramo de 6 a 100, de
8 a 100, de 8 a 75, de 8 a 50, de 8 a 40 o de 8 a 30 nucleétidos contiguos de una secuencia seleccionada del ARNm
de CRH, IGF2, KRT20 y ANXA10. Ejemplos no limitantes de cebadores se muestran en las Tablas 1y 6. En algunas
realizaciones, un cebador puede comprender también partes o regiones que no son idénticas ni complementarias al
ARN diana. En algunas realizaciones, una region de un cebador que es idéntica o complementaria de un ARN diana
es contigua, de manera que cualquier region de un cebador que no sea idéntica o complementaria del ARN diana no
interrumpe la regién idéntica o0 complementaria.

En algunas realizaciones, un cebador comprende una parte que esta presente de forma idéntica en un ARN diana.
En algunas de tales realizaciones, un cebador que comprende una region que esta presente de forma idéntica en el
ARN diana es capaz de hibridarse selectivamente con un ADNc que se ha producido por transcripcién inversa a
partir del ARN, o a un amplicén que se ha producido mediante amplificacién del ARN diana o el ADNc. En algunas
realizaciones, el cebador es complementario a una parte suficiente del ADNc o amplicén, de modo que hibrida
selectivamente con el ADNc o amplicon en las condiciones del ensayo particular que se utilice.

Tal como se usa en el presente documento, "hibridar selectivamente" significa que un polinucleétido, tal como un
cebador o sonda, hibridara con un acido nucleico particular en una muestra con una afinidad al menos 5 veces
mayor de lo que hibridara con otro acido nucleico presente en la misma muestra que tiene una secuencia de
nucleétidos diferente en la region de hibridacion. Los ejemplos de condiciones de hibridacion se tratan en el presente
documento, por ejemplo, en el contexto de una reaccion de transcripcién inversa o una reaccioén de amplificacion por
PCR. N algunas realizaciones, un polinucleétido hibridara con un acido nucleico particular en una muestra con una
afinidad al menos 10 veces mayor de lo que hibridara con otro acido nucleico presente en la misma muestra que
tiene una secuencia de nucleétidos diferente en la regién de hibridacion.

En algunas realizaciones, se usa un cebador para la transcripcion inversa de un ARN diana, por ejemplo, como se
trata en el presente documento. En algunas realizaciones, se usa un cebador para amplificar un ARN diana o un
ADNc producido por transcripcion inversa del mismo. Tal amplificacién, en algunas realizaciones, es PCR
cuantitativa, por ejemplo, como se trata en el presente documento. En algunas realizaciones, un cebador comprende
un resto detectable.

En el presente documento se divulgan pares de cebadores. Tales pares de cebadores se disefian para amplificar
una porcién de un ARNm diana, tal como ARNm de CRH, IGF2, KRT20 o ANXA10, o un ARN de control endégeno,
o0 un ARN de control exégeno. En algunas realizaciones, se disefia un par de cebadores para producir un amplicén
que es de 50 a 1.500 nucleétidos de longitud, de 50 a 1.000 nucleétidos de longitud, de 50 a 750 nucleétidos de
longitud, de 50 a 500 nucleétidos de longitud, de 50 a 400 nucleétidos de longitud, de 50 a 300 nucledtidos de
longitud, de 50 a 200 nucleétidos de longitud, de 50 a 150 nucleétidos de longitud o de 50 a 100 nucledtidos de
longitud. Ejemplos no limitantes de pares de cebadores ejemplares se muestran en las Tablas 1 y 6. En algunas
realizaciones, se disefia un par de cebadores que abarca un intrén en la secuencia genémica de manera que el
ARNm, sin el intron, se amplifica mas preferiblemente que la secuencia genémica. Por "abarca un intron" se quiere
decir que un cebador del par de cebadores es complementario a una secuencia en el ARNm o un ADNc producido
por transcripcidn inversa a partir del ARNm que esta situado al menos parcialmente en 5' de un intrén en la
secuencia gendmica y un cebador del par de cebadores es complementario de una secuencia en el ARNm o un
ADNCc producido por transcripcién inversa a partir del ARNm que esté situado al menos parcialmente en 3' del misma
intron en la secuencia genémica. En algunas realizaciones, un cebador del par de cebadores es complementario a
una secuencia en el ARNm o un ADNc producido por transcripcion inversa a partir del ARNm que esta situado en 5'
de un intron en la secuencia genémica y un cebador del par de cebadores es complementario de una secuencia en
el ARNm o un ADNc producido por transcripcion inversa a partir del ARNm que esta situado en 3' del misma intrén
en la secuencia gendémica. En algunas realizaciones, uno de los cebadores en el par de cebadores puede ser
complementario de una secuencia en el ARNm o un ADNc producido por transcripcion inversa a partir del ARNm
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que se corta y empalma cuando se elimina el intrén, de tal manera que la secuencia complementaria contigua no se
encuentra en la secuencia gendmica. Un par de cebadores que comprende un cebador de este tipo todavia se
considera que abarca un intron.

4.2.7.3. Sondas de ejemplo

En diversas realizaciones, los métodos de deteccion de la presencia de cancer de vejiga comprenden hibridar los
acidos nucleicos de una muestra con una sonda. En algunas realizaciones, la sonda comprende una porcién que es
complementaria a un ARN diana, tal como el ARNm de CRH, IGF2, KRT20 o0 ANXA10. En algunas realizaciones, la
sonda comprende una parte que esta presente de forma idéntica en el ARN diana. En algunas de tales
realizaciones, una sonda que es complementaria de un ARN diana es complementaria a una parte suficiente del
ARN diana de forma que hibrida selectivamente con el ARN diana en las condiciones del ensayo concreto que se
utilice. En algunas realizaciones, una sonda que es complementaria de un ARN diana comprende una regién que es
complementaria de al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, al
menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos 19, al menos 20, al menos 21, al menos 22, al menos
23, al menos 24, al menos 25, al menos 26, al menos 27, al menos 28, al menos 29 o al menos 30 nucleétidos
contiguos del ARN diana, tal como el ARNm de CRH, IGF2, KRT20 o ANXA10. Ejemplos no limitantes de sondas se
muestran en las Tablas 1 y 6. Una sonda que es complementaria de un ARN diana también puede comprender
porciones o regiones que no son complementarias del ARN diana. En algunas realizaciones, una region de una
sonda que es complementaria de un ARN diana es contigua, de manera que cualquier regiéon de una sonda que no
sea complementaria al ARN diana no interrumpe la region complementaria.

En algunas realizaciones, la sonda comprende una porcién que esta presente de forma idéntica en el ARN diana, tal
como el ARNm de CRH, IGF2, KRT20 o ANXA10. En algunas de tales realizaciones, una sonda que comprende una
regién que esta presente de forma idéntica en el ARN diana es capaz de hibridarse selectivamente con un ADNc
que se ha producido por transcripcion inversa a partir del ARN, o a un amplicén que se ha producido mediante
amplificacion del ARN diana o el ADNc. En algunas realizaciones, la sonda es complementaria de una parte
suficiente del ADNc o amplicén, de modo que hibrida selectivamente con el ADNc o amplicon en las condiciones del
ensayo particular que se utilice. En algunas realizaciones, una sonda que es complementaria de un ADNc o
amplicon comprende una regién que es complementaria de al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al
menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos 19, al menos
20, al menos 21, al menos 22, al menos 23, al menos 24, al menos 25, al menos 26, al menos 27, al menos 28, al
menos 29 o al menos 30 nucledtidos contiguos del ADNc o amplicon. Una sonda que es complementaria de un
ADNCc o amplicén también puede comprender partes o regiones que no son complementarias del ADNc o amplicon.
En algunas realizaciones, una regién de una sonda que es complementaria de un ADNc o amplicon es contigua, de
manera que cualquier region de una sonda que no sea complementaria del ADNc o amplicon no interrumpe la region
complementaria.

En algunas realizaciones, el método de cuantificacion de manera detectable de uno o mas ARN diana comprende:
(a) transcripcion inversa de un ARN diana para producir un ADNc que es complementario del ARN diana; (b)
amplificar el ADNc a partir de (a); y (c) detectar la cantidad de un ARN diana usando RT-PCR en tiempo real y una
sonda de deteccién (que puede ser simultanea con la etapa de amplificacion (b)).

Como se ha descrito anteriormente, en algunas realizaciones, la deteccién mediante RT-PCR en tiempo real se
puede realizar utilizando una sonda FRET, que incluye, pero no se limita a, una sonda TagMan®, una sonda de
baliza molecular y una sonda Scorpion. En algunas realizaciones, la deteccion y cuantificacion mediante RT-PCR en
tiempo real se realiza con una sonda TagMan®, es decir, una sonda lineal que tiene tipicamente un colorante
fluorescente unido covalentemente a un extremo del ADN y una molécula inactivadora unida covalentemente en el
otro extremo del ADN. La sonda FRET comprende una secuencia que es complementaria de una regiéon del ADNc
de tal manera que, cuando la sonda FRET se hibrida con el ADNc, la fluorescencia del colorante se inactiva y
cuando la sonda se digiere durante la amplificacion del ADNc, se libera el colorante desde la sonda y produce una
sefial de fluorescencia. En tales realizaciones, la cantidad de ARN diana en la muestra es proporcional a la cantidad
de fluorescencia medida durante la amplificacion del ADNc.

La sonda TagMan® comprende tipicamente una region de nucleédtidos contiguos que tienen una secuencia que es
complementaria de una regién de un ARN diana o su ADNc complementario que se producir por transcripcion
inversa a partir del molde de ARN diana (es decir, la secuencia de la regién de la sonda es complementaria de o
esta presente de forma idéntica en el ARN diana que se va a detectar), de forma tal que la sonda puede hibridar
especificamente con el amplicon resultante de la PCR. En algunas realizaciones, la sonda comprende una region de
al menos 6 nucledtidos contiguos que tienen una secuencia que es totalmente complementaria o esta presente de
forma idéntica en una regién de un ADNc que se ha producido por transcripcion inversa a partir de un molde de ARN
diana, tal como que comprende una regién de al menos 8 nucledtidos contiguos, al menos 10 nucleétidos contiguos,
al menos 12 nucleétidos contiguos, al menos 14 nucle6tidos contiguos o al menos 16 nucledtidos contiguos que
tienen una secuencia que es complementaria de o esta presente de forma idéntica en una region de un ADNc
producido por transcripcion inversa a partir de un ARN diana que se va a detectar.
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En algunas realizaciones, la region del ADNc que tiene una secuencia que es complementaria de la secuencia de la
sonda TagMan® esta en o cerca del centro de la molécula de ADNc. En algunas realizaciones, existen de forma
independiente al menos 2 nucledtidos, tal como al menos 3 nucledtidos, tales como al menos 4 nucleétidos, tal como
al menos 5 nucledtidos del ADNc en el extremo 5' y en el extremo 3' de la regién de complementariedad.

En algunas realizaciones, se pueden usar balizas moleculares para detectar y cuantificar los productos de PCR.
Como las sondas TagMan®, las balizas moleculares utilizan FRET para detectar y cuantificar un producto de PCR a
través de una sonda que tiene un colorante fluorescente y un inactivador unido en los extremos de la sonda. A
diferencia de las sondas TagMan®, las balizas moleculares permanecen intactas durante los ciclos de PCR. Las
sondas de balizas moleculares forman una estructura tallo-bucle cuando estan libre en solucién, permitiendo de este
modo que el colorante y el inactivador estén en estrecha proximidad suficiente para causar la inactivacion de la
fluorescencia. Cuando la baliza molecular hibrida con una diana, la estructura de tallo-bucle se suprime de manera
qgue el colorante y el inactivador se separan en el espacio y el colorante brilla. Las balizas moleculares estan
disponibles, por ejemplo, de Gene Link™ (véase http://www.genelink.com/newsite/products/mbintro.asp).

En algunas realizaciones, las sondas Scorpion se pueden utilizar tanto como cebadores especificos de la secuencia
como para la deteccion y cuantificacion del producto de la PCR. Como las balizas moleculares, las sondas Scorpion
forman una estructura tallo-bucle cuando no ha hibridado con un acido nucleico diana. Sin embargo, a diferencia de
las balizas moleculares, una sonda Scorpion consigue tanto cebado especifico de secuencia como la deteccion de
productos de la PCR. Una molécula de colorante fluorescente esta unida al extremo 5' de la sonda Scorpion y un
inactivador esta unido al extremo 3'. La parte 3' de la sonda es complementaria del producto de extension del
cebador de PCR, y esta parte complementaria esta ligada al extremo 5' de la sonda por un resto no amplificable.
Después de que la sonda Scorpion se ha extendido, la secuencia especifica de la diana de la sonda se une a su
complementaria dentro del amplicon extendido, de modo que se abre la estructura de tallo-bucle y permite que el
colorante en el extremo 5' brille y genere una sefial. Las sondas estan disponibles en, por ejemplo, Premier Biosoft
International (véase http://www.premierbiosoft.com/tech_notes/Scorpion.html).

En algunas realizaciones, los marcadores que se pueden utilizar en las sondas FRET incluyen colorantes
colorimétricos y fluorescentes, tales como colorantes Alexa Fluor, colorantes BODIPY, tales como BODIPY FL; azul
cascada; amarillo Cascade; cumarina y sus derivados, tales como 7-amino-4-metil-cumarina, aminocumarina e
hidroxicumarina; colorantes de cianina, tales como Cy3 y Cy5; eosinas y eritrosinas; fluoresceina y sus derivados,
tales como isotiocianato de fluoresceina; quelatos macrociclicos de iones lantanidos, tales como colorante
Quantum™; azul Marina; verde Oregdn; colorantes de rodamina, tales como rojo rodamina, tetrametilrodamina y
rodamina 6G; rojo Texas; colorantes fluorescentes de transferencia de energia, tales como naranja de tiazol-
heterodimero de etidio; y TOTAB.

Entre los ejemplos especificos de colorantes se incluyen, pero no se limitan a los mismos, los identificados
anteriormente y los siguientes: Alexa Fluor 350, Alexa Fluor 405, Alexa Fluor 430, Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 500.
Alexa Fluor 514, Alexa Fluor 532, Alexa Fluor 546, Alexa Fluor 555, Alexa Fluor 568, Alexa Fluor 594, Alexa Fluor
610, Alexa Fluor 633, Alexa Fluor 647, Alexa Fluor 660, Alexa Fluor 680, Alexa Fluor 700 y Alexa Fluor 750;
colorantes BODIPY reactivos de amina, tales como BODIPY 493/503, BODIPY 530/550, BODIPY 558/568, BODIPY
564/570, BODIPY 576/589, BODIPY 581/591, BODIPY 630/650, BODIPY 650/655, BODIPY FL, BODIPY R6G,
BODIPY TMR, y BODIPY-TR; Cy3, Cy5, 6—FAM, isotiocianato de fluoresceina, HEX, 6—JOE, verde Oregén 488,
verde Oregén 500, verde Oregén 514, azul Pacific, REG, verde rodamina, rojo rodamina, renografina, ROX, SYPRO,
TAMRA, 2',4'5',7'—tetrabromosulfonefluoresceina y TET.

Entre los ejemplos de pares de colorantes/inactivadores (es decir, pares de donantes/aceptores) se incluyen los
colorantes, pero no se limitan a estos, fluoresceina/tetrametilrodamina; IAEDA S/fluoresceina; EDANS/DABCYL;
fluoresceina/fluoresceina; BODIPY FL/BODIPY FL; fluoresceina/QSY 7 o QSY 9. Cuando el donante y aceptor son
los mismos, FRET puede detectarse, en algunas realizaciones, mediante la despolarizacién de la fluorescencia.
Ciertos ejemplos especificos de pares de colorantes/inactivadores (es decir, pares de pares donantes/aceptores)
incluyen, pero no se limitan a, Alexa Fluor 350/Alexa Fluor488; Alexa Fluor 488/Alexa Fluor 546; Alexa Fluor
488/Alexa Fluor 555; Alexa Fluor 488/Alexa Fluor 568; Alexa Fluor 488/Alexa Fluor 594; Alexa Fluor 488/Alexa Fluor
647; Alexa Fluor 546/Alexa Fluor 568; Alexa Fluor 546/Alexa Fluor 594; Alexa Fluor 546/Alexa Fluor 647; Alexa Fluor
555/Alexa Fluor 594; Alexa Fluor 555/Alexa Fluor 647; Alexa Fluor 568/Alexa Fluor 647; Alexa Fluor 594/Alexa Fluor
647; Alexa Fluor 350/QSY35; Alexa Fluor 350/dabcyl; Alexa Fluor 488/QSY 35; Alexa Fluor 488/dabcyl; Alexa Fluor
488/QSY 7 0 QSY 9; Alexa Fluor 555/QSY 7 o QSY9; Alexa Fluor 568/QSY 7 o0 QSY 9; Alexa Fluor 568/QSY 21;
Alexa Fluor 594/QSY 21; y Alexa Fluor 647/QSY 21. En algunos casos, el mismo inactivador puede usarse para
multiples colorantes, por ejemplo, un inactivador de amplio espectro, tal como un inactivador lowa Black® (Integrated
DNA Technologies, Coralville, IA)) p un inactivador Black Hole Quencher™ (BHQ™; Sigma-—Aldrich, St. Louis, MO).

En algunas realizaciones, por ejemplo, en una reaccién multiplex en la que se detectan dos o mas restos (tales
como amplicones) de forma simultanea, cada sonda comprende un colorante detectable diferente de tal manera que
los colorantes se pueden distinguir cuando se detectan de manera simultanea en la misma reaccion. Un experto en
la materia puede seleccionar un conjunto de colorantes diferentes de forma detectable para su uso en una reaccion
multiplex.
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Los ejemplos especificos de ribonucledtidos marcados con fluorescencia Utiles en la preparacién de sondas de RT-
PCR para su uso en algunas realizaciones de los métodos descritos en el presente documento estan disponibles en
Molecular Probes (Invitrogen) e incluyen Alexa Fluor 488-5-UTP, fluoresceina—12-UTP, BODIPY FL-14-UTP,
BODIPY TMR-14-UTP, tetrametilrodamina—6-UTP, Alexa Fluor 546-14-UTP, rojo Texas-5-UTP y BODIPY TR-
14-UTP. Otros ribonucledtidos fluorescentes estan disponibles en Amersham Biosciences (GE Healthcare), tales
como Cy3-UTP y Cy5-UTP.

Entre los ejemplos de desoxirribonucleétidos marcados con fluorescencia Utiles en la preparacion de sondas de RT-
PCR para su uso en los métodos descritos en el presente documento se incluyen dinitrofenilo (DNP)-1'-dUTP, azul
Cascade-7—dUTP, Alexa Fluor 488-5—-dUTP, fluoresceina—12—dUTP, verde Oreg6n 488-5—dUTP, BODIPY FL-14—
dUTP, verde rodamina—5-dUTP, Alexa Fluor 532-5—-dUTP, BODIPY TMR-14-dUTP, tetrametilrodamina—6—-dUTP,
Alexa Fluor 546-14—-dUTP, Alexa Fluor 568-5—dUTP, rojo Texas —12—dUTP, rojo Texas—5-dUTP, BODIPY TR-14—
dUTP, Alexa Fluor 594-5-dUTP, BODIPY 630/650-14—-dUTP, BODIPY 650/665-14—dUTP; Alexa Fluor 488-7—
OBEA-dCTP, Alexa Fluor 546-16—OBEA-dCTP, Alexa Fluor 594—-7-OBEA-dCTP, Alexa Fluor 647-12—OBEA-
dCTP. Los nucleétidos marcados con fluorescencia estan disponibles comercialmente y se pueden adquirir en, por
ejemplo, Invitrogen.

En algunas realizaciones, se introducen colorantes y otros restos, tales como desactivadores, en el polinucleétido
usado en los métodos descritos en el presente documento, tales como sondas FRET, mediante nucleétidos
modificados. Un "nucleétido modificado" se refiere a un nucleétido que se ha modificado quimicamente, pero todavia
funciona como un nucleétido. En algunas realizaciones, el nucleétido modificado tiene un resto quimico, tal como un
colorante o inactivador, unido covalentemente, y se puede introducir en un polinucleétido, por ejemplo, mediante la
sintesis en fase sélida del polinucle6tido. En otras realizaciones, el nucleétido modificado incluye uno o mas grupos
reactivos que pueden reaccionar con un colorante o inactivador antes, durante o después de la incorporacion del
nucleétido modificado en el acido nucleico. En realizaciones especificas, el nucle6tido modificado es un nucleétido
modificado con amina, es decir, un nucleétido que se ha modificado para que tenga un grupo amina reactivo. En
algunas realizaciones, el nucle6tido modificado comprende un resto de base modificada, tales como uridina,
adenosina, guanosina y/o citosina. En realizaciones especificas, el nucleétido modificado con amina se selecciona
de entre 5-(3-aminoalil)-UTP; 8-[(4-amino)butil]-amino-ATP y 8-[(6-amino)butil]-amino-ATP; N6-(4-amino)butil-ATP,
N6-(6-amino)butil-ATP, N4- [2,2-0xi-bis-(etilamina)]-CTP; N6-(6-amino)hexil-ATP; 8-[(6-amino)hexillamino-ATP; 5-
propargilamino-CTP, 5-propargilamino-UTP. En algunas realizaciones, los nucleétidos con diferentes restos de
bases nucleotidicas se modifican de manera similar, por ejemplo, 5-(3-aminoalil)-GTP en lugar de 5-(3-aminoalil)-
UTP. Muchos nucleétidos modificados con amina estan disponibles comercialmente en, por ejemplo, Applied
Biosystems, Sigma, Jena Bioscience y TriLink.

Entre los ejemplos de restos detectables se incluyen, pero no se limitan a, los miembros de pares de unién. En
algunas de tales realizaciones, un primer miembro de un par de unién esta unido a un polinucleétido. El segundo
miembro del par de unién esta unido a un marcador detectable, tal como un marcador fluorescente. Cuando se
incuba el polinucledtido unido al primer miembro del par de unién con el segundo miembro del par de unién unido al
marcador detectable, el primer y segundo miembros del par de unién se asocian y se puede detectar el
polinucleétido. Entre los pares de union de ejemplo se incluyen, pero no se limitan a, biotina y estreptavidina,
anticuerpos y antigenos, etc.

En algunas realizaciones, se detectan miltiples ARN diana en una sola reaccién multiplex. En algunas de tales
realizaciones, cada sonda que esta dirigida a un ADNc Unico se puede distinguir espectralmente cuando se libera de
la sonda. Por lo tanto, cada ARN diana se detecta mediante una sefial de fluorescencia Unica.

Un experto en la materia puede seleccionar un método de deteccién adecuado para un ensayo seleccionado, por
ejemplo, un ensayo de RT-PCR en tiempo real. El método de deteccidén seleccionado no tiene por qué ser un
método descrito anteriormente y puede ser cualquier método.

4.3. Composiciones y kits de ejemplo

En otro aspecto, se proporcionan composiciones. En algunas realizaciones, se proporcionan composiciones para su
uso en los métodos descritos en el presente documento.

Se divulgan composiciones que comprenden al menos un cebador especifico del ARN diana. La expresion "cebador
especifico del ARN diana" abarca cebadores que tienen una region de nucleétidos contiguos que tienen una
secuencia que esta (i) presente de forma idéntica en un ARN diana, tal como ARNm de CRH, IGF2, KRT20 o
ANXA10, o (ii) complementaria de la secuencia de una regién de nucle6tidos contiguos que se encuentran en un
ARN diana, tal como ARNm de CRH, IGF2, KRT20 o ANXA10. Se divulga una composicién que comprende al
menos un par de cebadores especificos del ARN diana. La expresion "par de cebadores especificos del ARN diana”
abarca pares de cebadores que son adecuados para la amplificacion de una regién definida de un ARN diana, tal
como ARNm de CRH, IGF2, KRT20 o ANXA10. Un par de cebadores especificos del ARN diana comprende
tipicamente un primer cebador que comprende una secuencia que es idéntica a la secuencia de una region de un
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ARN diana (aunque el cebador comprendera tipicamente ADN o nucleésidos modificados en lugar de ARN) y un
segundo cebador que comprende una secuencia que es complementaria de una region de un ARN diana.
Tipicamente, un par de cebadores es adecuado para amplificar una regién de un ARNm diana que tiene de 50 a
1.500 nucledtidos de longitud, de 50 a 1.000 nucleodtidos de longitud, de 50 a 750 nucleétidos de longitud, de 50 a
500 nucleétidos de longitud, de 50 a 400 nucledtidos de longitud, de 50 a 300 nucledtidos de longitud, de 50 a 200
nucleétidos de longitud, de 50 a 150 nucleétidos de longitud o 50 a 100 nucleétidos de longitud. En las Tablas 1 y 6
se muestran ejemplos no limitantes de cebadores y pares de cebadores.

En algunas realizaciones, una composicion comprende cuatro pares de cebadores especificos del ARN diana, un
par para amplificar cada uno de los ARNm de CRH, IGF2, KRT20 y ANXAIO. En algunas realizaciones, una
composicion comprende adicionalmente un par de cebadores especificos del ARN diana para la amplificacién de un
ARN de control endégeno y/o un par de cebadores especificos del ARN diana para la amplificacion de un ARN de
control exégeno.

En algunas realizaciones, una composicién comprende al menos una sonda especifica del ARN diana. La expresion
"sonda especifica del ARN diana" abarca cebadores que tienen una region de nucle6tidos contiguos que tienen una
secuencia que esta (i) presente de forma idéntica en un ARN diana, tal como ARNm de CRH, IGF2, KRT20 o
ANXAL10, o (ii) complementaria de la secuencia de una regidon de nucledtidos contiguos que se encuentran en un
ARN diana, tal como ARNm de CRH, IGF2, KRT20 o ANXA10. Ejemplos no limitantes de sondas especificas de la
diana se muestran en las tablas 1 y 6.

En algunas realizaciones, una composicion (que incluye una composicion descrita anteriormente que comprende
cuatro o mas pares de cebadores especificos del ARN diana) comprende cuatro sondas, una sonda para detectar
cada uno de ARNm de CRH, IGF2, KRT20 y ANXAIO. En algunas realizaciones, una composicién comprende,
ademas, una sonda para la deteccion de un ARN de control endégeno y/o una sonda para la detecciéon de un ARN
de control exdgeno.

En algunas realizaciones, una composicién es una composicion acuosa. En algunas realizaciones, la composicion
acuosa comprende un componente tampén, tales como fosfato, tris, HEPES, etc., y/o componentes adicionales,
como se trata a continuacion. En algunas realizaciones, una composicién esta seca, por ejemplo, liofilizada, y
adecuada para la reconstitucion mediante la adicion de fluido. Una composicion seca puede incluir uno o mas
componentes de tampon y/o componentes adicionales.

En algunas realizaciones, una composicién comprende ademas uno o mas componentes adicionales. Los
componentes adicionales incluyen, pero no se limitan a, sales, tales como NaCl, KCI, y MgCl2; polimerasas,
incluyendo polimerasas termoestables tales como Tag; dNTP; transcriptasas inversas, tales como la transcriptasa
inversa del MMLV; inhibidores de la ENASA; seroalbimina bovina (BSA) y similares; agentes reductores, tales como
B-mercaptoetanol; EDTA y similares; etc. Un experto en la materia puede seleccionar los componentes adecuados
de la composicion dependiendo del uso previsto de la composicion.

En algunas realizaciones, se proporcionan composiciones que comprenden al menos un polinucleétido para la
deteccién de al menos un ARN diana. En algunas realizaciones, el polinucleétido se utiliza como cebador para una
reaccion de transcriptasa inversa. En algunas realizaciones, el polinucleétido se utiliza como cebador para la
amplificacion. En algunas realizaciones, el polinucleétido se utiliza como cebador para la RT-PCR. En algunas
realizaciones, el polinuclettido se utiliza como sonda para la deteccién de al menos un ARN diana. En algunas
realizaciones, el polinuclettido esta marcado de forma detectable. En algunas realizaciones, el polinucleétido es una
sonda FRET. En algunas realizaciones, el polinucleétido es una sonda TagMan ®, una baliza molecular o una sonda
Scorpion.

En algunas realizaciones, una composicion comprende al menos una sonda FRET que tiene una secuencia que esta
presente de forma idéntica en, o0 complementaria de, una regiéon del ARNm de CRH, IGF2, KRT20 o ANXA10. En
algunas realizaciones, una sonda FRET est4 marcada con un par donante/aceptor de tal manera que cuando la
sonda se digiere durante la reaccion de PCR, se produce una emision de fluorescencia Unica que esta asociada con
un ARN diana especifico. En algunas realizaciones, cuando una composicion comprende miltiples sondas FRET,
cada sonda esta marcada con un par donante/aceptor diferente, de tal manera que cuando la sonda se digiere
durante la reaccién de PCR, cada una produce una emisién de fluorescencia Unica que esta asociada con una
secuencia de la sonda especifica y/o el ARN diana. En algunas realizaciones, la secuencia de la sonda FRET es
complementaria de una region diana de un ARN diana. En otras realizaciones, la sonda FRET tiene una secuencia
que comprende uno o0 mas desapareamientos de bases en comparacion con la secuencia de la regién diana mejor
alineada de un ARN diana.

En algunas realizaciones, una composicién comprende una sonda FRET que consiste en al menos 8, al menos 9, al
menos 10, al menos 11, al menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos
19, al menos 20, al menos 21, al menos 22, al menos 23, al menos 24 o al menos 25 nucledtidos, en la que al
menos una parte de la secuencia esta presente de forma idéntica en, o complementaria a una region de, el ARNm
de CRH, IGF2, KRT20 o ANXA10. En algunas realizaciones, al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al
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menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos 19, al menos 20, al menos
21, al menos 22, al menos 23, al menos 24 o al menos 25 nucledtidos de la sonda FRET estan presentes de forma
idéntica en, o complementaria a una region de, el ARNm de CRH, IGF2, KRT20 o ANXA10. En algunas
realizaciones, la sonda FRET tiene una secuencia con uno, dos o tres desapareamientos de bases en comparacion
con la secuencia o complementaria de un ARNm pequefio de CRH, IGF2, KRT20 o ANXA10.

En el presente documento se divulga un kit que comprende un polinucleétido tratado anteriormente. Un kit puede
comprender al menos un cebador y/o sonda tratados anteriormente. Un kit puede comprender al menos una
polimerasa, tal como una polimerasa termoestable. Un kit puede comprender dNTP. Los kits para su uso en los
métodos de RT-PCR en tiempo real descritos en el presente documento pueden comprender una o mas sondas
FRET especificas del ARN diana y/o uno o mas cebadores para la transcripcion inversa de los ARN diana y/o uno o
mas cebadores para la amplificacion de los ARN diana o ADNc producidos por transcripcion inversa de los mismos.

En algunas realizaciones, uno o mas de los cebadores y/o sondas es "lineal". Un cebador "lineal" se refiere a un
polinucleétido que es una sola molécula monocatenaria y, por lo general, no comprende una regién corta de, por
ejemplo, al menos 3, 4 o 5 nucleétidos contiguos, que es complementaria de otra regidon dentro del mismo
polinucleétido, de forma que el cebador forma un duplex interno. En algunas realizaciones, los cebadores para su
uso en la transcripcion inversa comprenden una region de al menos 4, tal como al menos 5, tal como al menos 6, tal
como al menos 7 0 mas nucledtidos contiguos en el extremo 3' que tiene una secuencia que es complementaria de
la region de al menos 4, tal como al menos 5, tal como al menos 6, tal como al menos 7 o mas nucleétidos contiguos
en el extremo 5' de un ARN diana.

Un kit puede comprender uno o mas pares de cebadores lineales (un "cebador directo" y un "cebador inverso") para
la amplificacién de un ADNc producido por transcripcion inversa a partir de un ARN diana, tal como ARNm de CRH,
IGF2, KRT20 o0 ANXAL10. Por consiguiente, en algunas realizaciones, un primer cebador comprende una regioén de al
menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16,
al menos 17, al menos 18, al menos 19, al menos 20, al menos 21, al menos 22, al menos 23, al menos 24 o al
menos 25 nucleétidos contiguos que tienen una secuencia que es idéntica a la secuencia de una regiéon de al menos
8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16, al
menos 17, al menos 18, al menos 19, al menos 20, al menos 21, al menos 22, al menos 23, al menos 24 o al menos
25 nucledtidos contiguos en una primera ubicacion en el ARNm. Adicionalmente, en algunas realizaciones, un
segundo cebador comprende una regién de al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al
menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos 19, al menos 20, al menos
21, al menos 22, al menos 23, al menos 24 o al menos 25 nucledtidos contiguos que tienen una secuencia que es
complementaria de la secuencia de una regién de al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12,
al menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos 19, al menos 20, al
menos 21, al menos 22, al menos 23, al menos 24 o al menos 25 nucledtidos contiguos en una segunda ubicacion
en el ARNm, de manera que una reaccion de PCR usando los dos cebadores da como resultado un amplicon que se
extiende desde la primera ubicacion del ARNm a la segunda ubicacién del ARNm.

El kit puede comprender al menos, al menos tres o al menos cuatro conjuntos de cebadores cada uno de los cuales
es para la amplificacion de un ADNc producido por transcripcion inversa a partir de un ARN diana diferente,
incluyendo el ARNm de CRH, IGF2, KRT20 y ANXA10. El kit puede comprender ademas al menos un conjunto de
cebadores para la amplificacion de un ARN de control, tal como un control endégeno y/o un control exdgeno.

En algunas realizaciones, las sondas y/o cebadores para su uso en las composiciones descritas en la presente
memoria comprenden desoxirribonucledtidos. En algunas realizaciones, las sondas y/o cebadores para su uso en
las composiciones descritas en el presente documento comprenden desoxirribonucleétidos y uno o mas analogos de
nucleétidos, tales como andlogos de LNA u otros analogos de nucleétidos de estabilizacion de duplex descritos
anteriormente. En algunas realizaciones, las sondas y/o cebadores para su uso en las composiciones descritas en la
presente memoria comprenden todos los andlogos de nucledtidos. En algunas realizaciones, las sondas y/o
cebadores comprenden uno o mas analogos de nucleétidos de estabilizacién de duplex, tales como analogos de
LNA, en la regién de complementariedad.

En algunas realizaciones, los kits para su uso en los métodos de RT-PCR en tiempo real descritos en el presente
documento comprenden ademas reactivos para su uso en las reacciones de transcripcion inversa y de amplificacion.
En algunas realizaciones, los kits comprenden enzimas, tales como la transcriptasa inversa, y una ADN polimerasa
termoestable, tal como la Taq polimerasa. En algunas realizaciones, los kits comprenden ademas
desoxirribonucledtidos trifosfato (dNTP) para su uso en la transcripcién inversa y amplificacién. En realizaciones
adicionales, los kits comprenden tampones optimizados para la hibridacidon especifica de las sondas y los
cebadores.

Los siguientes ejemplos son solo para fines ilustrativos y no pretenden ser limitantes de ninguna manera.

5. EJEMPLOS
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5.1 Ejemplo 1: Deteccion de cancer de vejiga de grad o alto y de grado bajo

Se evaluaron mas de 30 marcadores de ARNm y 20 marcadores de microARN en muestras de tejido de la vejiga y
de orina para determinar el panel mas preciso para la detecciéon de cancer de vejiga. Segun los resultados de mas
de 200 muestras de orina utilizando ocho marcadores y el sistema GeneXpert (Cepheid, Sunnyvale, CA), se
seleccion6 un panel que consiste en marcadores de ARNm de CRH, IGF2, KRT20, y ANXA10 (con o sin al menos
un control endégeno y/o al menos un control exégeno).

Se disefiaron varias composiciones de reaccion para su uso en el sistema de GeneXpert ®, para la deteccién de
varias combinaciones de ARNm de CRH, IGF2, KRT20 y ANXAIO. En la Tabla 1 se muestran las secuencias de los
cebadores y las sondas utilizados para detectar cada uno de los ARN diana mediante RT-PCR cuantitativa en las
diversas composiciones de reaccion.

Tabla 1: Secuencias de los cebadores y las sondas

Nombre del oligo Diana Secuencia SEQ |Formul. del
ID reactivo
NO |("TSR")
Ceb. dir. 4 |ABL GATCAACACTGCTTCTGATGGCAA 8 CL3, CL4, CL1
ABLa3a4
Ceb. inv. | ABLa3a4 | ABL CCACCGTTGAATGATGATGAACCAA 9 CL3, CL4, CL1
Sonda 1 ABLa3a4 |ABL F4A-CCTCCGAGAGCCGCTTCAAC-Q4 10 CL3
Sonda F6 ABL ABL F6—CCTCCGAGAGCCGCTTCAAC-Q6 11 CL4
Sonda F1 ABL ABL F1-CCTCCGAGAGCCGC(T-dabsyl)TCAAC- |12 CL1
Q1
Dir KRT20 KRT20 TTGAAGAGCTGCGAAGTCAGAT 13 CL3, CL4
Inv KRT20 KRT20 TGAAGTCCTCAGCAGCCAGTT 14 CL3, CL4
Sonda KRT20 (F3) |KRT20 F3—-TCAACTGCAAAATGCTCGGTGTGTCC- |15 CL3, CL4
Q3
Dir_4 de IGF2 IGF2 CGCGGCTTCTACTTCAGCAG 16 CL3, CL4
Inv_ 4 de IGF2 IGF2 GCGGAAACAGCACTCCTCAA 17 CL3, CL4
Sonda_ 2 de IGF2 |IGF2 F5—~-TGTGAGCCGTCGCAGCCGTG-Q5 18 CL3, CL4
Dir de CRH CRH ACCCGGCTCACCTGCGAA 19 CL3, CL4, CL1
Inv de CRH CRH GGACTCCCGCGGACACAA 20 CL3, CL4, CL1
Sonda 3 de CRH CRH F2-TCCTGGGAAGCGAGTGCCCCTAA-Q2 |21 CL3, CL1
Sonda_F1 de CRH |CRH F1-CCTGGGAAGCGAG(T- 22 CcL4
Dabsyl)GCCCCTAA-Q1
Directo de Armored | control GGCTATTCTCCTCTTGGCAGAT 23 CL1
RNA® exogeno
Inverso de Armored | control TGCTTGAGCTCCAGTCCCTAAG 24 CL1
RNA® exogeno
Sonda de Armored | control F6—AGCCGAGAAGGCGGAGTCTGGC-Q6 25 CL1
RNA exdgeno
ANXA10-DIR ANXA10 |GTGAAACAAGTTTATGCAATCGATCAA 26 CL1
ANXA10-INV3 ANXA10 |GATTGAAATTGGGAGCTGGGAA 27 CL1
ANXA10-F3 ANXA10 |F3- 28 CL1
TCATCCCTGAGGTTAACAATTACCATCAA-
Q3

De F1 a F6 son colorantes diferentes de forma detectable que pueden detectarse y distinguirse simultdneamente en
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una reaccion multiplex y de Q1 a Q6 son inactivadores (en el presente ejemplo, Q2, Q4, Q5 y Q6 son el mismo
inactivador).

Las composiciones finales del cebador y la sonda de tres composiciones de reaccion diferentes se muestran en la
Tabla 2.

Tabla 2: Cebadores y sondas en TSR CL3, CL4y CL1

TSR CL3
Objetivo Marcador | Objetivo Conc. final del |Conc. final del |Conc. final
cebador Cebador de la
directo inverso sonda
ABL F4 Normalizacién (control endégeno) 400 nM 400 nM 150 nM
KRT20 F3 Marcador de cancer de vejiga 400 nM 400 nM 75 nM
IGF2 F5 Marcador de cancer de vejiga 400 nM 400 nM 200 nM
CRH F2 Marcador de cancer de vejiga 400 nM 400 nM 200 nM
TSR CL4
Diana Marcador | Objetivo Conc. final del |Conc. final del | Conc. final
cebador cebador de la
directo inverso sonda
ABL F6 Normalizacion (control endégeno) 400 nM 400 nM 400 nM
KRT20 F3 Marcador de cancer de vejiga 400 nM 400 nM 75 nM
IGF2 F5 Marcador de cancer de vejiga 400 nM 400 nM 300 nM
CRH F1 Marcador de cancer de vejiga 400 nM 400 nM 600 nM
TSR CL1
Diana Marcador | Objetivo Conc. final del |Conc. final del | Conc. final
cebador cebador de la
directo inverso sonda
ABL F1 Normalizacién (control endégeno) 400 nM 400 nM 600 nM
Armored F6 Control exégeno 400 nM 400 nM 400 nM
RNA®
ANXA10 F3 Marcador de cancer de vejiga 400 nM 400 nM 75 nM
CRH F2 Marcador de cancer de vejiga 400 nM 400 nM 300 nM

Cada reaccion contenia KCI 50-90 mM, MgClz 3-5 mM, dNTP 400-825 uM, Tris 20 mM, pH 8,5, azida sdédica al 0,01
% y 0,9 unidades/pl de inhibidor de la ARNasa. Se utilizaron la transcriptasa inversa del MMLYV (0,375 unidades/ul) y
AptaTaq (0,25 unidades/ul; Roche) para la transcripcion inversa y la amplificacion, respectivamente. TSR CL1
incluyé un control exégeno Armored RNA® (SEQ ID NO: 47; Asuragen, Austin, TX).

Para cada muestra que se va a analizar, se afiadieron 5 ml de orina miccionada a 5 ml de conservante (guanidina
HCI 3,5 M, 1 % de N-acetil-L-cisteina, citrato de sodio 25 mM y 2,5 % de Tween-20, pH 3,2), preferiblemente en un
plazo de 1 hora desde la obtencion de la muestra. Las muestras conservadas se transportaron en hielo y se
almacenaron a 4 °C. El centro de obtencién proporcioné la informacién clinica para cada muestra. El nimero de
gldbulos rojos por mililitro se determiné mediante evaluacion microscoépica.

Antes de su uso, se invirtio la orina conservada tres veces para mezclar. Se cargaron 1,2 ml de orina conservada en
un cartucho GeneXpert para su analisis. El cartucho contenia un filtro de 0,8 um para capturar las células uroteliales.
Las células capturadas se lavaron y se lisaron mediante sonicacion (2-15 segundos, 8-16 um a 36 kHz) dentro del
cartucho. A continuacion se utilizé el lisado para reconstituir los reactivos utilizados para la RT-PCR en tiempo
(descrito anteriormente). El ciclo de reaccién utilizado fue: 10 minutos a 45 °C, seguido de 2 minutos a 95 °C, vy,
después, 45 ciclos de (a) de 5 segundos a 95 °C, 20 segundos a 60 °C y 20 segundos a 72 °C, utilizando un
cartucho GeneXpert ® en un sistema GeneXpert ®. Se calculé el Delta Ct (ACt) como la Ct (ABL) — Ct (marcador). El
valor de corte de ACt se fij6 como el ACt que dio una especificidad minima del 95 % con muestras de pacientes que
no se espera que tengan cancer de vejiga (datos no mostrados). Un ACt por encima del valor de corte ACt para uno
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cualquiera de los marcadores se consider6 un resultado positivo, indicativo de la presencia de cancer de vejiga.

Algunas muestras también se analizaron usando UroVysion® (Abbott Laboratorios, Abbott Park, IL). Los resultados
de este experimento se muestran en la Tabla 3 (cancer de vejiga de grado alto) y en la Tabla 4 (cancer de vejiga de
grado bajo). Los valores de ACt por encima del umbral, indicativos de un resultado positivo, se resaltan. Cada uno
de los tres lotes de TSR, CL3, CL4 y CL1, detectaron el 100 % de las muestras de cancer de vejiga de grado alto, al
igual que UroVysion®,

Para el cancer de vejiga de grado bajo, la tasa de deteccion fue del 37 % (7/19), en comparacion con solo el 16 %
(3/19) para UroVysion®,
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En la tabla 5 se muestra un resumen de la sensibilidad para el cancer de de vejiga de grado alto y el cancer de
vejiga de grado bajo, y la especificidad en pacientes con un riesgo bajo de cancer de vejiga para cada uno de los
marcadores individuales analizados en las tablas 3y 4.

Tabla 5: Resumen de la sensibilidad y especificidad de los marcadores individuales

Marcador Sensibilidad, cancer | Sensibilidad, cAncer Especificidad,
de vejiga de grado de vejiga de grado | cancer de vejiga de
alto bajo bajo riesgo

CRH 15/30 (50 %) 9/53 (17 %) 220/221 (99 %)
KRT20 11/21 (52 %) 6/34 (18 %) 144/145 (99 %)
IGF2 13/21 (62 %) 8/34 (24 %) 144/145 (99 %)
ANXA10 5/9 (56 %) 2/19(11 %) 74176 (97 %)
Combinacién de 4 12/12 (100 %) 7/19 (37 %) 83/88 (94 %)
marcadores

En la Tabla 6 se muestran ejemplos de cebadores y sondas alternativos para la deteccion de los cuatro marcadores,
KRT20, IGF2, CRH, y ANXAIO. En la Tabla 6 también muestra un conjunto de cebadores y sondas de ejemplo para
la deteccién de un control exdgeno y un control endégeno, ABL. Los colorantes e inactivadores que se muestran en
la Tabla 6 son genéricos y dos o mas de inactivadores Q1 a Q6 pueden ser el mismo. Un experto en la materia
podria seleccionar un conjunto adecuado, por ejemplo un conjunto de colorantes diferentes de forma detectable para
Su uso en un ensayo multiplex. También se muestra la longitud del amplicon previsto para cada conjunto de
cebadores, asi como la longitud de cualquier intrén o intrones intermedios entre los sitios de los cebadores en la
copia genémica de la diana.

Tabla 6: Secuencias de los cebadores y las sondas
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Nombre 5' Secuencia 3' |SEQ |Longitud |Longitud
mod mod | ID del del
NO [amplicén | intron
(pb) (pb)
KRT20 Dir_3 CGACTACAGTGCATATTACAGACAA 29 113 2142
KRT20 Inv_2 CAGCAGCCAGTTTAGCATTATCAA 30
Sonda KRT20 F1 | TCAACTGCAAAA(T—dabsyl) Q1] 31
GCTCGGTGTGTCC
Dir_5 de IGF2 GGACCGCGGCTTCTACTTCA 32 95 1701
Inv_ 5 de IGF2 CCAGGTCACAGCTGCGGAA 33
Sonda_ 2_F4 de F4 |TGTGAGCCGTCGCAGCCGTG Q4 | 34
IGF2
CRH_Dir 4 TGCGAAGCGCCTGGGAAGC 35 66 801
CRH Rev GGACTCCCGCGGACACAA 36
CRH_sonda_F2 F2 |TGCCCCTAACATGCGGCTGCC Q2 | 37
ANXA10_Dir_3 TCAGCGCTGCAATGCACAA 38 122 22.947
ANXA10_Dir_4 CTGCAATGCACAAAGGATGA 48 117 22.947
ANXA10_Inv_5 GGCCAGCCATCACATCTTTGAA 39
ANXA10_Sonda_3| F3 |TAGAGCATGTATGGCCGGGACCT Q3 | 40
Ceb. dir. 4 GATCAACACTGCTTCTGATGGCAA 41 92 7666
ABLa3a4
Ceb. Inv. 1 de CCACCGTTGAATGATGATGAACCAA 42
ABLa3a4
Sonda F5de ABL | F5 |CCTCCGAGAGCCGCTTCAAC Q5 | 43
Directo de GGCTATTCTCCTCTTGGCAGAT 44 101 NA
Armored RNA®
Inverso de TGCTTGAGCTCCAGTCCCTAAG 45
Armored RNA®
Sonda de Armored| F6 |AGCCGAGAAGGCGGAGTCTGGC Q6 | 46
RNA®

5.2 Ejemplo 2: Sensibilidad del ensayo para la detecc
marcadores KRT20, IGF-2, CRH y ANXA10 en una cohort

i6n de cancer de vejiga mediante el uso del paneld e
e mas amplia

Se obtuvieron muestras de orina de los sujetos en siete centros diferentes. Los criterios de elegibilidad para la
inclusién en el estudio fueron:

* 18 afios 0 més;
* consentimiento informado documentado como lo exige la revision del IRB o el HREC y una declaracion de
derechos de los sujetos de experimentacion firmada para pacientes en California;

* al menos uno de los siguientes criterios:

o antecedentes o recurrencia de cancer de vejiga;

o remision a evaluacion por cistoscopia debido a microhematuria o macrohematuria en la orina;

o remision a evaluacién uroldgica, pero sin antecedentes de cancer de vejiga o pruebas clinicas de cancer
de vejiga;

* consentimiento para proporcionar al menos 15 ml de orina miccionada, ademas de la requerida para los cuidados
de referencia;

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES26190327T3

e consentimiento para permitir la revelacion de los resultados de patologia para cualquier espécimen de biopsia
tomada durante el procedimiento de cistoscopia y otros registros médicos.

Los criterios de exclusién incluian s6lo menores de 18 afios de edad y la primera orina miccionada. Los pacientes
tratados actualmente o previamente con el bacilo de Calmette-Guerin (BCG) y los pacientes tratados actualmente o
previamente con terapia intravesical o reseccion transuretral de la vejiga o radioterapia para el cancer de vejiga
fueron elegibles para el estudio. Ademas, también se permitio repetir el reclutamiento durante el curso del estudio.

Dos de los centros de recoleccion proporcionaron los resultados del andlisis UroVysion® en las muestras de orina.
Para cada muestra que se va a analizar, se afiadieron 15 ml de orina miccionada a hasta 15 ml de conservante
(guanidina HCI 3,5 M, 1 % de N-acetil-L-cisteina, citrato de sodio 25 mM y 2,5 % de Tween-20, pH 3,2),
preferiblemente en un plazo de 1 hora desde la obtenciébn de la muestra. Las muestras conservadas se
transportaron en hielo y se almacenaron a 4 °C. El centro de obtencién proporciond la informacion clinica para cada
muestra.

Antes de su uso, se invirtié la orina conservada tres veces para mezclar. Se cargaron 4 ml de orina conservada en
un cartucho GeneXpert para su analisis. El cartucho contenia un filtro de 0,8 um para capturar las células uroteliales.
Las células capturadas se lavaron y se lisaron mediante sonicacion (2-15 segundos, 8-16 um a 36 kHz) dentro del
cartucho. A continuacién se utilizo el lisado para reconstituir los reactivos utilizados para la RT-PCR en tiempo
(descrito anteriormente). El ciclo de reaccion utilizado fue: 10 minutos a 45 °C, seguido de 2 minutos a 95 °C, vy,
después, 45 ciclos de (a) de 5 segundos a 95 °C, 20 segundos a 60 °C y 20 segundos a 72 °C, utilizando un
cartucho GeneXpert ® en un sistema GeneXpert ®. Para ANXA10, KRT20 y IGF2, Se calculé el Delta Ct (ACt) como
la Ct (ABL) — Ct (marcador). El valor de corte de ACt se fijé como el ACt que dio una especificidad alta (> 90 %) con
muestras de pacientes que no se espera que tengan cancer de vejiga (datos no mostrados). Un ACt por encima del
valor de corte ACt para uno cualquiera de los marcadores se consideré un resultado positivo, indicativo de la
presencia de cancer de vejiga. Para CRH, se utilizaron los valores de Ct en lugar de ACt para determinar la
positividad para el marcador de CRH. Un valor de Ct <45 para CRH se consider6 un resultado positivo, indicativo de
la presencia de cancer de vejiga. Ademas de los cuatro marcadores de cancer de vejiga (KRT20, IGF2, CRH y
ANXA10), el ensayo GeneXpert® para cancer de vejiga incluyé dos controles: cebadores y la sonda para la
deteccion del ARNm de ABL en las muestras, y los cebadores y la sonda para la deteccion de un ARN de control
exogeno Armored RNA®,

En el primer analisis, se analizaron 132 muestras obtenidas de pacientes con resultados positivos en la cistoscopia
para el cancer de vejiga con el ensayo de cancer de vejiga GeneXpert®. Sesenta de esas muestras también se
habian analizado usando UroVysion®. En la Tabla 7 se muestran los resultados para dichas 132 muestras.

Tabla 7: Sensibilidad del ensayo por estadio y grado del cancer de vejiga

Vejiga Xpert UroVysion
POS | NEG | Invélido/ Error** | Sensibilidad | POS | NEG No Sensibilidad
concluyente
Estadio:
Todos 94 | 35 3 72,9 % 29 26 5 52,7 %
Ta, grado bajo | 29 | 23 2 55,8 % 5 18 4 21,7%
Ta, grado alto 20 2 90,9 % 4 6 40,0 %
T1 13 2 86,7 % 6 1 85,7 %
T2 11 2 84,6 % 4 0 100,0 %
T3 3 0 100,0 % 1 0 100,0 %
T4 0 100,0 %
CIS 11 1 91,7 % 7 0 100,0 %
DES 5 5 1 50,0 % 2 1 66,7 %
Grado:
Todos 94 | 35 3 72,9 % 29 26 5 52,7 %
Grado bajo 33 | 28 2 54,1 % 6 19 4 24,0 %
Grado alto 61 7 1 89,7 % 23 7 1 76,7 %
**Dos resultados no validos se debieron a la Ct baja de ABL, lo que sugiere un nimero bajo de células de la
muestra y uno de los resultados no validos se debié a la mala calidad de la muestra.
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Como se muestra en la Tabla 7, para estas muestras, el ensayo de cancer de vejiga GeneXpert® tenia una
sensibilidad del 54,1 % para el cancer de vejiga de grado bajo y una sensibilidad del 89,7 % para el cancer de vejiga
de grado alto. Por el contrario, UroVysion® tuvo una sensibilidad de tan solo un 24 % para el cancer de vejiga de
grado bajo y una sensibilidad del 76,6 % para el cancer de vejiga de grado alto. Ademas, el ensayo de cancer de
vejiga la GeneXpert ® pudo detectar todos los grados y estadios del cancer de vejiga.

A continuacion, el mismo conjunto de datos se dividié en funcién de tres grupos de pacientes: (A) pacientes con
antecedentes de cancer de vejiga que en la actualidad estaban siendo controlados para detectar recurrencia del
cancer de vejiga, (B) pacientes que habian sido tratados con el bacilo de Calmette-Guerin (BCG) en los tres meses
anteriores a la obtencién de las muestras y (C) pacientes que presentaban sintomas de cancer de vejiga y que no
tenian antecedentes de cancer de vejiga. Los resultados para dichos grupos de pacientes se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8: Sensibilidad del ensayo por poblacion de pa  cientes
Control (poblacién A)
Vejiga Xpert* UroVysion
POS| NEG Invalido/ Sensibilidad |[POS|NEG No Sensibilidad
Error** concluyente
Grado:
Todos 50 | 20 1 71,4 % 11 | 12 47,8 %
Grado bajo 21 | 18 53,8 % 11 1 15,4 %
Grado alto 29 2 1 93,5 % 9 1 90,0 %
Tratado con BCG en los Gltimos 3 meses (poblacion B )
Vejiga Xpert* UroVysion
POS| NEG Invalido/ Sensibilidad |[POS|NEG No Sensibilidad
Error** concluyente
Grado:
Todos 4 2 66,7 % 1 100,0 %
Grado bajo
Grado alto 4 2 66,7 % 1 100,0 %
Sintomaticos (poblacién C)
Vejiga Xpert* UroVysion
POS| NEG Invalido/ Sensibilidad |[POS|NEG No Sensibilidad
Error** concluyente
Grado:
Todos 40 | 13 75,5 % 17 | 14 4 54,8 %
Grado bajo 12 | 10 54,5 % 4 8 3 33,3%
Grado alto 28 3 90,3 % 13| 6 1 68,4 %
**Dos resultados no validos se debieron a la Ct baja de ABL, lo que sugiere un nimero bajo de
células de la muestra y uno de los resultados no validos se debié a la mala calidad de la
muestra.

Como se muestra en la Tabla 8, el ensayo para cancer de vejiga GeneXpert® tenia una sensibilidad similar para el
cancer de vejiga de grado bajo y de grado alto en pacientes que estan siendo controlados para detectar cancer de
vejiga y en pacientes con sintomas de cancer de vejiga como en el grupo de pacientes como un todo (véase la Tabla
7). En los pacientes tratados con BCG en los uUltimos tres meses, el ensayo de cancer de vejiga GeneXpert ® tenia
una sensibilidad del 66,7 %, aunque el tamafio de la muestra era demasiado pequefio (6 muestras) para extraer
conclusiones a partir de dicho resultado.
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Con el fin de tener una comparacion directa ensayo de cancer de vejiga GeneXpert® y UroVysion®, se seleccion6 un
conjunto de datos que incluia solo las muestras que se habian analizado en ambos ensayos. En la Tabla 9 se
muestran los resultados para ese conjunto de datos, con los pacientes separados en dos grupos: (A y B) pacientes
con antecedentes de cancer de vejiga que en la actualidad estaban siendo controlados para detectar recurrencia del
cancer de vejiga combinados con pacientes tratados con el bacilo de Calmette-Guerin (BCG) en los tres meses
anteriores a la obtencién de las muestras (estos grupos se combinaron porque solo se habia analizado con los dos
ensayos una muestra de un paciente tratado con BCG) y (C) pacientes que presentaban sintomas de cancer de
vejiga y que no tenian antecedentes de cancer de vejiga.

Tabla 9: Sensibilidad del ensayo para muestras anali ~ zadas con GeneXpert ®y UroVysion ©

Control y tratados con BCG (poblaciones A y B)
Vejiga Xpert UroVysion
POS | NEG Invalido/ Sensibilidad | POS | NEG No Sensibilidad
Error** concluyente
Grado:
Todos 18 7 1 72,0 % 12 | 13 1 48,0 %
Grado bajo 6 46,2 % 2 12 14,3 %
Grado alto 12 0 100,0 % 10 1 1 90,9 %
Sintomaticos (poblacién C)
Vejiga Xpert UroVysion
POS | NEG Invalido/ Sensibilidad | POS | NEG No Sensibilidad
Error** concluyente
Grado:
Todos 26 8 1 76,5 % 17 14 4 54,8 %
Grado bajo 7 7 50,0 % 4 8 3 33,3%
Grado alto 19 1 95,0 % 13 6 1 68,4 %

Como se muestra en la Figura 9, para las muestras que se han analizado tanto con el ensayo de cancer de vejiga
GeneXpert® como con UroVysion®, el ensayo de cancer de vejiga GeneXpert® demostré una mayor sensibilidad que
UroVysion ® para la deteccién de cancer de grado bajo y de grado alto en ambos grupos de pacientes.

A continuacion, el conjunto de datos se dividi6 en muestras que se habian archivado, lo que significa que se
analizaron mas de una semana después de la obtencion (las muestras variaron de 8 dias de edad hasta nueve
meses de edad) y las muestras que eran frescas, lo que significa que se analizaron una semana después de la
obtencidn. Los resultados de dicho andlisis se muestran en la tabla 10.
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Tabla 10: sensibilidad del ensayo en muestras archi  vadas y recién preparadas

Muestras archivadas
Vejiga Xpert
n |POS |NEG | Invélido/ | Sensibilidad
Error**
Grado:
Todos 89| 61 | 25 3 70,9 %
Grado bajo 46| 23 21 2 52,3 %
Grado alto 43| 38 4 1 90,5 %
Muestras recién preparadas
Vejiga Xpert
n |POS|NEG | Invélido/ | Sensibilidad
Error**
Grado:
Todos 43| 33 | 10 76,7 %
Grado bajo 17| 10 7 58,8 %
Grado alto 26| 23 3 88,5 %
**Dos resultados no validos se debieron a la Ct baja de ABL, lo
que sugiere un numero bajo de células de la muestra y uno de
los resultados no validos se debi6 a la mala calidad de la
muestra.

Como se muestra en la Tabla 10, el ensayo de cancer de vejiga GeneXpert® tenia una sensibilidad similar para la
deteccion de vejiga de grado bajo y de grado alto en muestras recién preparadas y archivadas.

5.3Ejemplo 3: Especificidad del ensayo para la deteccién de céncer de vejiga mediante el uso del panel de
marcadores KRT20, IGF-2, CRH y ANXA10 en una cohorte mas amplia

Ademas de las muestras de pacientes con resultados positivos en la cistoscopia para el cancer de vejiga, las
muestras de orina se recogieron en los siete centros de pacientes con resultados negativos en la cistoscopia para el
cancer de vejiga, pero que se estaban controlado para detectar recurrencia del cancer de vejiga, habian recibido
BCG en los Ultimos tres meses antes de la obtencion de las muestras y que parecian presentar sintomas de cancer
de vejiga, pero no tenian antecedentes de cancer de vejiga. Ademas, las muestras de orina se recogieron de
pacientes con remisiones a urologia por sospecha de otras afecciones, tales como calculos renales. Finalmente, se
obtuvieron muestras de orina de individuos sanos. Las muestras de orina se conservaron y se analizaron usando el
ensayo de cancer de vejiga GeneXpert®, tal como se describe en el Ejemplo 2.

Para las muestras de pacientes con resultados negativos en la cistoscopia para el cancer de vejiga, los resultados
de los ensayos se dividieron de acuerdo con los tres grupos de pacientes: (A) pacientes con antecedentes de cancer
de vejiga que en la actualidad estaban siendo controlados para detectar recurrencia del cancer de vejiga, (B)
pacientes que habian sido tratados con el bacilo de Calmette-Guerin (BCG) en los tres meses anteriores a la
obtenciéon de las muestras y (C) pacientes que presentaban sintomas de cancer de vejiga y que no tenian
antecedentes de cancer de vejiga. Los resultados para dichos grupos de pacientes se muestran en la Tabla 11.
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Tabla 11: Especificidad del ensayo en pacientes con cistoscopia negativa por poblacién

Control (poblacion A)

Vejiga Xpert
POS NEG Invalido/ | Especificidad
Error
55 156 17 73,9 %

Tratados con BCG (poblacion B)

Vejiga Xpert
POS NEG Invalido/ | Especificidad
Error
1 6 0 85,7 %
Sintomaticos (poblacién C)
Vejiga Xpert
POS NEG Invalido/ | Especificidad
Error
16 86 10 84,3 %

Como se muestra en la Tabla 11, el ensayo de cancer de vejiga GeneXpert® tenia una especificidad del 73,9 %, 85,7
%y 84,3 % para los grupos de pacientes (A), (B) y (C), respectivamente.

A continuacion, se determiné la especificidad del ensayo de cancer de vejiga GeneXpert® en pacientes que eran
sospechosos de tener otras afecciones uroldgicas, pero no cancer de vejiga. Se recolectaron setenta muestras de
pacientes en esta categoria. Los resultados con el ensayo de cancer de vejiga GeneXpert® fueron 14 resultados
positivos, 50 negativos y 6 no validos. Por tanto, la especificidad del ensayo de cancer de vejiga GeneXpert® para
esta poblacion de pacientes fue del 78,1 %.

Por dltimo, la especificidad del ensayo de cancer de vejiga GeneXpert® se determiné en individuos sanos. Se
recolectaron cincuenta y cinco muestras en esta categoria. Los resultados fueron 4 positivos y 51 negativos, lo que
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indica una especificidad del 92,7 % para esta categoria de sujetos.
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Tabla de determinadas secuencias

SEQ D
NO

Descripcion

Secuencia

ARNmM de la CRH humana

TCGTTCCTTG
AATCGAGCTG
TTTGARAGAGG
ARACTCAGAG
AMAGAARAAGA
AARAGCCCCCG
CTGCGAAGCG
TGTGTCCGLG
GGGCGCTCCT
CACCCTCAGC
CCAGCAGCCG
TCCTCCGCCT
GCCTCCTCGC
GGCGACCGLC
GGCGCTCGCT
GCCCTOGECE
GCCTCCCATC
ARATGGCCAG
CTCATGGAGA
TGCATTTAGC
CGCTGCTCTT
GAGAGAGGGA
CACGTGCAGC
GTTTCCAGGT
AMMCGTTTTG
TGETCTGAGC
TGTRAGCTCT
ATCTTTCCAG
TATATTTTTA

GCAGGGCCCT
TCAAGAGAGC
GTCGACACTA
ACCAAGTCCA
GAGTGGGAAC
GAGACGTCTC
CCTGGGAAGC
GGAGTCCTGC
GAGCZCGCGGG
CCTTGGATTT
CAGGCTCGGC
GGGGAACCTC
TCCTCGCCGG
AACTTTTTCC
CGACAGCCCC
GCCACCAGGA
TCCCTGGATC
GGCCGAGCAG
TTATTGGGAR
ACAARAADDD
ATGCCATTTG
GAGAGCCTAT
AGCAACACAA
GTTTATAGTG
TTTGAARAAG
CARAGAGAAT
TTGAARCAAC
TCCTTGGTCA
ATAAAAGTTG

ATGATTTATG
GTCAGCTTAT
TARARATCCCA
TTGAGAGACT
AGTAMAGAGA
TCTGCAGAGA
GAGTGCCCCT
TGGTGGCTCT
CCGGTCCCGG
CTTCCAGCCG
CGGTCCTGCT
AACRAGAGCC
AGGCAGCGGEC
GCGTGTTGCT
GCGGCTCTCG
GGCACCGGAG
TCACCTTCCA
TTAGCACAGC
ATARAACGGET
TTTARAARLA
TTTATTTTTA
ACCCCTTACT
TGTTATTCGT
GTGTTTTAAA
CAGACAGALG
GCCATTCTCT
TTTCTCTTGT
GTTTGGTTGT
CAARGGTAAT

CAGGAGCAGA
TAGGCAAATG
CTCCAGGCTC
GAGGGGAAAG
AMGGAAGACA
GGCGGCAGCA
AACATGCGGC
CCTGCCCTGC
GAGCTCGGCA
COGCCGCAGT
CCGCATGCGA
CGGCCGCTCC
AGCCGECCCTT
GCAGCAGCTG
CGGAGCGCGE
AGARGCRARAGGC
CCTCCTCCGG
AAGCTCACAG
GCGTTTGGECC
TACAGTATTC
TATAGCTTGA
TAGCATGCAC
TTTGTCTACG
GAGAATGTAG
TCACTCAATT
TGGGTGGGTA
AARCGTTTCA
GTAAGAGAAT
CATG

GGCAGCACGC
CTGCGTGGTT
TGGAGTGGAG
AGAGGAGAGA
ACCTCCAGAG
CCCGGCTCAC
TGCCGCTGCT
CCGCCATGCA
GGCGCCGCAG
CCGAGCAGCC
GAGGAGTACT
CCTTTCGCCC
CGCCGEGAACA
CTGCTGCCTC
CGCTAGGRAT
GGTCCGAGGA
GAAGTCTTGG
CAACAGGAAA
AMMDAGARTC
TGTACCATAG
RAACATAGAGG
AAAGTGTATT
TTTAGTTTCC
ACCTGTGAGA
GTTTITGTTG
AGACTARATC
GTAARTARAAAC
GTTGAATACT

Variante 2 del transcrito del ARNm
de IGF2 humana

CCGCTAATGT
CAGCGGCCTC
GGCTCAGGGA
ATTTCAGTTG
CCCATCTGTA
TTCTCCAGCC
AGGGTCTGGA
AATATTGGCC
CTTGGGCACC
CGGGGACTGC
CTTGTGTGGG
GCTGCCAGCT
AGGCCAGAGA
CGACCCCAGC
CCCAACTGCG
ATGCTGGTGC
TTACCGCCCC
AGTTCGTCIG
GTGRGCCGTC
TGACCTGGCC
GGGACGTGTC
CCCGTGGGCA
CCTGCGCARGG
TCGCCARGGA
ATTGCTCTAC
GGCCAGCAAT
CACCATCCTG
CCCGAARATC
CCCCETGCCC
CGGGCTGAGG
CTTTARACAC
CACACATAAR
AACAACCCTC
CAGRARTTGG

ACCATGCCCT
AGCACTACCA
RACGAGTGGA
GCATTTGAGC
GGEGGECCGTAT
TCAGCTTTGT
CGCCACAGCC
AGGCCGGCGGE
AGTGACTCCC
GCAGGGACTA
AGGAGGTGGA
CAGCCCCCTG
GCCCAGICCT
GCTCCCAGAR
AGGCAGAGAG
TTCTCACCTT
AGTGAGACCC
TGGGGACCGC
GCAGCCGTGG
CTCCTGGAGA
GACCCCTCCG
AGTTCTTCCA
GGCCTGCCTG
GCTCGAGGCG
CCACCCAAGA
CGGAAGTGAG
CAGCCTCCTC
TCTCGGTTCC
CGCCTCCCCG
RRGCACAGCA
CCTTCARCATA
AAATCAAAMNC
TTAAARCTARA
CTTTARAAAR

GGTGCTGGAA
BGTTGGCRCA
GGGGATGAGG
AGGTGCCATG
TRACATGCAC
CCCTCTCCTC
AGGGCACCCC
ATCATCGTCC
CGGTCCTCTT
GAGTACAGGG
TTCCAGCCCC
CCCAGCCTGC
GAGGTGAGCT
CTGAGGCTGG
ACACCAATGG
CTTGGCCTTC
TETGCGGCGEG
GGCTTCTACT
CATCGTTGAG
CGTACTGTGC
ACCGTGCTTC
ATATGACACC
CCCTCCTGCG
TTCAGGGAGG
CCCCGCCCAC
CRAARCTGCC
CTGACCACGG
ACGTCCCCCT
ARACAGGCTA
GCATCTTCRA
CCCTCCCCCC
ATTAAACTAA
TTGGCTTITTT
ARCAMACCACC

AGTGCCTGAG
ARGCTCCCCA
AGGTGAGGGG
CTCAGCGGAG
ACTCTARARG
CTCCACGTCA
CTGCTTTGGT
AGGCARGTTTC
TATCCACTGT
GCCGAAGAGT
CAGCCCCAGG
CCCACAGCCT
GCTGTGGCCT
CAGCCAGCCC
GAATCCCAAT
GCCTCGTGCT
GGAGCTGGTG
TCAGCAGGCC
GAGTGCTGTT
TACCCCCGCC
CGGACARCTT
TGGAAGCAGT
TGCCCGCCGE
CCARACGTCA
GGGGGCGCCC
GCAAGTCTGC
ACGTTTCCAT
GGGGCTTCTC
CTCTCCTCGE
ACATGTACAR
AANTTATCCC
CCCCCTTCCC
AGAARCACCC
AANRARADATC

CCAGCTGCCC
BATTCGGRGE
TAMMCCCATC
ATGAGGCTCT
TGCCCTTCSET
ACCTGGCCAG
GGTGACTGCT
GGCAGAGAGC
CCAGGARGCTG
CACCACCGAG
GCTCTGAATC
GAGCCCCAGC
GTGGCCCAGE
CAGCCTCAGC
GGGGALGTCG
GCATTGCTGC
GACRCCCTCC
CGCRAGCCGT
TCCGCAGCTG
AAGTCCGAGA
CCCCAGATAC
CCACCCAGCG
GGTCACGTGC
CCGTCCCCTG
CCCCAGAGAT
AGCCCGECGT
CAGGTTCCAT
CTGACCCAGT
CCCCCTCCAT
BATCGATTGG
CAATTATCCC
CCCCCCCCAC
CACARARAGCT
AATTGGCTAA
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(continuacion)

SEQ ID NO

Descripcion

Secuencia

AMAARARAAG
ASSARATTICC
AGTCAARTIC
EAZCCCAGRA
CRCGGGAAT
CAUTGGOTILC
AGSGACCCARG

ZCATCCARA
TCTCAATTCC
ATACACACRC
CARGCACACAC
CACACACAZA
CRTARACCECR
CTAAACGCATA
ATACGAGUAC
ACAGCACACZA

STACACACA
ACRGCACACA
CAGCACACRC
CACGUATECA
ATACKNTGOMG
AGCTCACA
ATZTTGCACAC
ERAARCARTA
ARAGTCCCEC
ETTCCCATIT
GAGGGGGIIC
TAZACCCCIA

< TGAUAG
ACEGCCOCIG
CATACACCIT
TG5CCACATT
CITGACTCIC
CHEAGCAUNAC
ARATGTOCAGC
CTEGCGGTTIG
TTCTGGGETIA
CATTGACRAEC
TTTCATGTIR
CTTTTTITIIT
TTAGAAACTA
ARSCAAGARC
CTATTTATILG
CEMTGAGTLG
TTCCACAAZT
E3E3GACALZTG
GTAGGGTCIC
CTCOTGGCTG
AMMCAGACEG
T3RGGAACTC
CUTGCCTTET
STGGGETG
CAGCAGGARA
CASCCCACCO
ZCTGCGGCAG
CTCCCAGCTIC
CAGGCTITCLG
ATGOCAGRTICC

GEGCCATIC
TTGTGGAACC
ATTACCTEIC
CLCGCCGEAG
CICCAGGTTT
GIITGTCTZA
CSTGTCCCIA
ETUCATCACTT
CoGCCTCRET
AZGCTAATAT

—

TATTAARALC
CACTZZCCAC
GCCIS3ACTT
ATCAZAGGTG
TTTCAGGGTA
TCACTICCTT
TARGRZCAN
TCGARRTGTAA
CATCITAAARA
AACATRCAGC
ACRRRCGCARC
ANCCZACAGC
CGGCRATACAC
GCAC2TACAA
ACACTACACA
CACTRZCACA
GCACAZACAC
CACRRACACHE

FAATTGAULG
COCCOTOTTT
GAGTCCCIGA
GGCACGTCEC
ARCTGGCCAT
TTCCATCACT
GGRGGGGACG
TTCGCACCAC
AGCACTCATA
ACACGCRIGA
AGOACACACA
ACACHCRCEC
ACGCACACAC
ACGCACAGCA
BAGGCACALC
CRAGCACACAC
COGARCACAG

AGAAACAATT
CTCTTCTCCC
ACCAGCARAG
TGCTACCGCC
CCGARARTALG
LARAATCACA
ACAGRGCATG
CCTCACCCCT
CTTTATGCAT
LCACAGCRCA
GCATACRGAT
ACACACATGC
ATGCRECACAC
CACATGCACA
ACACGCACAC
ACRMRGACAC
CACACACCAL

CAGCATALAL
MCACASCACH
ACACRBACAC
ACACATGCGC
AGCATATCTA
TABRCATTCTC
CCACTSZCCCC
AGRTISGTGCG
GGGTGEGCGG
AGALGICCTT
CAGCETGAGC
ACTTRITGTG
GGARGATGGCG
TGETSTGCTS
CT Ay AATCA
TCCIZSGGGG
GAGCSSETGGG
GGAASTGGTC
AGECTTGCAG
ATTGATCTAT
TTTITITGTT
AATTARACCC
GCRCGRAGCC
CCCTGATTGG
AGGE EGAGC
CACATTGGAC
GCTEITCCCC
CTCAGGTGTC
GCCTFAGGET
TTCCATCAGG
TCCCITCTCC
CTCCRGGAGG
AGGIIGGEEGA
GCTCITAGGT
CTCTSSTGAT
GGARCTIGGCC
AGCCITCCTG

GEICIOIGETG
GCCTITAGTCG
GGRAZATTGG
CACRATITGGCC

GCACITCTCC
CCTCIETGCC
ATGTITITCAG
GARCAZCCCC
CORCOTTGRCG
TTCCE3CAAR

D LGEGGEL.

CRACACALLA
CRCACTCATG
GCAGCACATA
ACRACACACCC
RGCAACTACG
C2ATGTTTIC
TCGGCCOTET
CCCTGAGTIGT
CGTGTGTCCC
FGAGGCLEG
CACGATGCIC
TGTTGGCCTA
GTAGCTGAGC
CTGGALGERR
T GE
CCGTGCACTG
TGGGGGGECAG
CCGGGAGATY
AATTACATAG
TOCCCCTCT™
TTTTTTTIAC
CCCCCCCATG
AGCCTGGAGR
ATTTTGTTITIZ
CreCIGGEEG
TCGACAACCC
AGAAGTCCTG
AGGAGGGIGC
CCGGA
CTGGGGECACE
CTCGGTCRCR
TCCGAAGITC
CTAGGGAL
CTGCCCATCG
CCCATACGCAG
TCTGGGREGT
CACGCAGCCC
ACGGGGLLEG
CAGAGGGTCC
ACRGRAGCCC
TGAGATCCAA
CACC

CCTGGGCCRAC
TAGTCGTGGC
TGGGGGGECCC
ACGCCARACA
COCOGTGTITT
ARTCCCATEZCT

ACACATGCAC

CaCACACARA
CGCAGCACAT
CGTTGCACAC
ACACTCCCAC
ATATCTGTAT
ATGGTCTGAG
CTGTECCCTG
GCGGLCGGCE
AGGCCTAATT
CCTCCGGe
CCCATACCCC
GCCAGAGTGA
AGRCATGCCC
GATCTTGGGG

3 TCTCTGGGE

ATGCGOGGAG
TGGEEGCTGE
TTGGEATGGAA
AGARARTTAGH
TGTTTCTTEG
CCCTCCTTAC
TAACAGGGGG
CCACCACGTC
TCATCTGTCC
GUACTGGCCA
CACTCTCCCG
AGGECGGAGG
TCGGAGGCCA
GAAGGEGGCTA
GTGECCGCCT
TCTTGCCCGC
TGETEEGACCT
CAGGURGGTC
ACCAGGTTGE
CCACCACCCC
TTACCTCGCC
GACTAGCAGT
CA'l'G
CTCGGRCAAGT
AAAGAGCCAA
EACGCTTCGA
CAf AGTGT
TGCUGACCAL
TAARCCATCCT
TCTOCATCTT
CCTCTTGGGT
CTGAATGTCA
GACTCAACTC
TGEGEETTTTGT

5 GELETCGY

GGCAAARTRAR
TTGCRCTTCG
AGAAAAGRAG
ATCTCCCTTC
CAARCRRUCCA
GAGCAGTCAG
AAAACCAAAA
AARTCTTACA
CCCCGCAGTT
CACACGAGTA
GAGCACACRG
ACACACAGCA
BGCACACACE
CRACAGCACAC
ACRTGCACAT
AGCACACACA
CRCACCACAT

CACACAGUAT
ACKNTGANCAC
GTAAGCACTC
ARRATTGGAT
GGATCAGECC
COCCGCTCoT
CCTCTCAGRG
GCATTTGGGA
CCATCTTTCC
GUCTEICE
ACCCATTCCC
GGAAGGAGTT
CCACGAGTAG
AZCCCCCTAC
ACCCCCUANG
TOTCOGARDT
GCGGGGGGAG
AAGTCAGGAG
WCOCCARAR
GGCATTTTTC
COTTATGCCC
GCAGTGACAR
CUGCCCCCTG
COGTTGCTTS
AGCCTCC
CCTCOCTTCT
BEGGGEETTES
CRGGAGGGGSE
GOAGGETETE™
TCCGCACACT
CCCTCAGCAT
CTTGGGGGCA
CRRGCCCATR
TTGGGCCCOG
CCOCCCCTADG
CCCARCTTGTG
CTAGRGE

GOCCTGTGAG
ATTGTCACAA
GGCACCCCA

TRTATTCT
CeeCreLsy

GTCTCCTCCC
CCCCTCCTOT
CCTGTGCCTSE
AACTCCTTCA
CTTTRACCTT
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(continuacion)

SEQ D
NO

Descripcion

Secuencia

Variante 1 del transcrito del
ARNmM de IGF2 humana

CGCCTGETCCC
GGUCCAARATT
CCUCCAGTTA
CTTCTCTGTG
CTITCTCCCG
GCCTCCGACT
CARAGTGGAT
CGCTGTACGE
TTCCGCCCCC
CCCTCTATIC
CCUCGAAARG
TCCCTGGACA
CCCCCGCTCT
GCGCTGGCAG
TGTGACACGC
CAATGGGAAT
GCCTTCGCCT
CGECGEGGGRG
TCTACTTCAG
GTTGAGGAGT
cr cC
TGCTTCCGGA
GACACCTGGA
CCTGCGETGCC
GGGAGGCCAAR
GCCCACGGGE
ACTGCCGCAA
CCACGGACGT
CCCCUTGEGEE
ALGCL

CIMI'CAAACAT
CCCCCCRAART
ANCTAACCCC
CTTTTTAGRA
ACCACCARAR
TGOCTCAGAR
CTCTTTCTCT
COUTGAACCA
CGTCGOTGCT
GGTCATCCGA
ALCACLAAAR
GGEAGGACAG
CACGRCCCTC
CTCATACTTT
CGCATCAACAC
CACZRCAGCAC
ECACGCACAC
ACACACATGEC
ACAGCACACA
CACAGCACAC
ECACACACALR
ECACRAGCACA
LCACATGCAC
CAGCRCACAC
RCAGCACACA
CTCATGCGCR
C CACGL
ALK CACAC
ACTACGATAT
GTTTTCATGG
CCOTGTCTRT
GAGTGTGCGEG
TGTCCCAGTC
GGCTGECCTC
ATGCTCCCCA
GGICCAGCTA

CCTCOCERGE
GAGCTGEGCE
CCGCCTCCCC
CTCCCCGCGE
CARACCTTCCC
CCCTocecee
TBRATTACLECG
CTGCCCGOCT
CCCTTTCACG
TTGATACBAC
TACAACATCT
ATCAGACGAR
GCCCCGTCGE
AGGAGTGTCC
AGCAGGGAGG
CCCANTGGGG
CGTGCTGCAT
CTGETGGRCA
CAGGCCCGCR
GCTGTTTCCG
CCCECCARGT
CAACTTCCCC
AGCAGTCCAC
CGLCGGEGTT
ACGTCACCGT
GCGeoccece
GTCTGECAGCC
TTCCATCRGE
CTTCTCCTGR
COLCLEoUCe
GUrACARALNC
TATCCCCAAT
CTTCCCCCCC
ACACCCCRCA
ARAATCRAATT
ACAATTGCCA
TCTCOCTTGE
GCAARGRGARR
ACCGUCATCT
ARATAGCAAC
ATCACAGAGC
AGCATGARAR
ACCCCCRAAT
ATGCATCCCC
AGCACACACE
ACARGATGAGC
ACATGCRCAC
ACACACAGCA
CGCACACACA
GCACACRCA

AGACACAGCR
CACGARCACE
ACMNGCACACG
ATGCACACAC
CRCAARCLCA
GCRCATACAT
GCACACGCAA
ce
CTGTATGGAT
TCTGAGCCCC
GCCCTGOITC
CCGGUGETAT
CTAATTCCAT
CTTGGCGECCT
TACCCCACCC
GAGTGRAGGERR

CALAA TG

CCRGGECTCG
CCCGEUGETCC
CGGCCTCTCG
CCCTCTTGET
TTCGCTCCCT
CTCACECCCG
CTTTCTGT2T
CTCCCTOTCC
TTCACTCTGT
AGCTGACCTC
GGCCCECCTC
TTCTCCCCLC
ACATTCGGCC
GGCAGGAGSG
TGEGCEGCAG
ARGTCGATGC
TGCTGCTTAC
COCTOOAGTT
AGCCGTGTGA
CAGCTGTGAC
CC SAGGGA

AGATACCCCG
CCAGCGECC2G
ACGTGCTCGC
CCCCTGATCG
AGARGRTGECC
CGECGICACT

GATGEC T
TATCCCCACA
CCCCACAACH
ARDGCTCAGA
COCTRARAARR
AAMTREAACGA
ACTTTGAGTC
ARGARGGALCC
CCCTTOTCAC
ARACCCAGALT
AG'LCAGAGGG
CCARRATCCA
CTTACATCTC
GCAGETACAC
CCACCACAGC
RCRCAGCACA
ACAGCACACA
CACACACALA
GCACACACAC
GCACACACAG
CACRCATGCR
GCACACACAG
CRCACACAGC
AGTACACACG
CARECATRCAC
AGCT
ACCL
GAAL
CRGGCCARAG
GCTCCTGTC
TCAGRGGAGG
TTGGGATACA
CTTTCTACCA
GTTCCCACGG
ATTCCCGATA
GGAGTTTGGC

CGACGGCAGA

ACGTEECGCC
GTCOGECCCe
CCCGTCCCCC
CCCTCTCGCC
CTCTCCGTGC
TCTITCCCCT
CTCTCCCACT
ATTTCCCGAT
AGCCUGAAGA
CUCCCCRARR
CCUGCGACTC
CCRACGCTCG
CGTCGCCGGET
TGGTGCTTCT
CGCCCCRGTS
CETCTGTGGE
GCCGTCGTA

CTGGCCCTCC
CELIGETCGACT
CGGECARGTT
CECAGGGECC
CRAGGAGCTC
CTCTACCCAC
AGCAATCGGM
ATCCTGCAGC
AARRTCTCTC
GTGCCCUGCL

5 CLGAGGAAGU

ALRCACCTI
CATAARRAAT
ACCCTCTTAN
AATTGGCTTT
ALREARCTATT
ATTTOOCACT
AAPTTGGOCT
CCTAGARATCA
GGGRATTTTC
GGUDCCTCAL
ACCCAG ARG
TGCARATGRS
ALTTCCCATC

ACACACRCAA
CACACARRACG
ARCGTACGGC
CGCACAGCAC
GAGCACACA

CACACACACT
CRCACAGCR

CACACACACA
ACNCACKRTGA
CATGCACAGU
ATGCACRCAC
CRCAGCRCAR

GUACACACAC
ACAATARGCA
TCCCECTARG
CCATCTCCAC
GGGCTCAGAT
CCCETAGGGT
TGACACAGAT
CCCCCGCAGT
CACCTTACTT
CACATTGGAG

GGECTCCGTC
TCCACTCUGL
CTTCCCTCCG
GGCCCCCGCT
CCAGCTCCTA
TTCGCCGRAAC
TGETTCTCTCC
TCOCOUTCTC
ATCTCTGCCC
ACCTTTTCCC
CAGCCTGETCC
ARAAGCCATC
GGCCRAGAGCG
CTSTTCGGTT
TTCCAGRCAC
CRCCTTCTTG
AGACCCTGTG
GROCGIGGCT
CCETGECATT
TGGAGACGTA
CCICCEACCE
CToCCAATAT
TGCCTGCCCT
GRGGCGTTCA
CCRAGACCCC
AGTGRAGCAMN
CTCCTCCTGA
GGTTCCRACGET
TCCCOGARRC
ACAGUAG
CACATACCCT
CARARCATTA
ARCTAATTGG
AARRAAMAARDCH
LARAACCAAT
CCCCAZCCCC
GGACTTGAGT
CRGEETGEECA
AGGGTARACT
TCZCTTTTCC
ACCAAAGGAG
ATGTRATTGG
CTAAAAAGCE
CRCAGCACAC
ACOCACRGCA
CRCAGTARCAC
RCACATACGC
ACACAAACGC
CACACARACG
AGCACACAGC
ACACACGCGA
ARCACAGCAC
ACACRGCACAH
ACACATGAAC
RGCACACRCA
RRACACGCAG
AlGCECACAC
TACTAAGCA
ATTCTCCAAT
TGCCCCTCGG
GETGCGGCCT
GGECEEGGTE
GCCCTTGTCA
GTGAGCCRCG
ACTGTGTGTT
ATGGCGGTAG
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(continuacion)

SEQ D
NO

Descripcion

Secuencia

CTGAGCAGAC
AMGGAAGATC
TGCCCGTCTES
GCACTGATGC
GGGCAGTGGE
GAGATTTTGG
ACATAGAGAA
CCTCTTTGTT
TTTTACCCCT
CCCATGTARAC
TGGAGACCAC
TGTTTTTCAT
TGGEGGGGCAC
GARAGGCCRCT
GTCCTGAGGG
GGETGCTCGG
GGAGGGGAAG
GGCAGGGTGG
GTGACATCTT
AAGCTCTGTG
GGAGGTCAGG
CCATCGACCHR
TAGCAGCCAC
GGAGGTTTAC
CAGCCCGACT
GGCTGGCRTG
GGGTCCCTCG
AAGCCCAAAG
ATCCAAAALG
CCCACCCACC
GGCACTTGCC
GGCCACTAAC
CGETGGCTCTC
GGGCCCCCTC
CARACACTGA
GTGTTTGACT
CATGCTTGGG
CATTARAAGT

ATGCCCCCAC
TTGGGEGACCC
CTGGGGACCC
GGGGAGTGTG
GGCTGEGCGE
ATGGAAARGT
ATTAGGAACC
TCTTGGEGGCA
CCTTAGCTTT
AGGGGEGTCAG
CACGTCCTGC
CTGTCCCTGT
TGGCCACTGA
GTCCGGCCTG
CGGAGGGGGEG
AGGCCACAGG
GGGCTAGCAG
CCGCCTTCCG
GCCCGCCCCT
GGACCTCTTG
CGGGTCTGAG
GGTTGCTTGG
CACCGCGGCG
CTCGCCCCCA
AGCAGTCTAG
ACCCCEGGEEE
GCAAGCGCCC
AGCCAAATTG
CTTCGAGGCA
CAGTGTTATA
GACCAGCCCC
CATCCTGGCC
CATCTTIGTICT
TTGGGTCCCC
ATGTCACCTG
CAACTCAACT
TTTTGTCTTT
CATGAAAARD

GAGTAGCCTG
CCCCACCGGA
CCCAAGAAAT
GGAAGTCTGG
GGGGAGTTCT
CAGGAGGATT
CCCARATTTC
TTTTTCCTTT
ATGCGCTICAG
TGACAAARGC
CCCCCGCCAT
TGCTTGGGTT
GCCCCCTTGG
GCTTCTGGGG
GGTTGGGCAG
AGGGGGCTCC
GTGTGTAAAC
CACACTTGAG
CAGCACCCTG
GGGGCAAGGT
CCCACAGAGC
GCCCCGGAGE
CCTAGGGCTG
CTTGTGCCCC
AGGCCTGAGG
TCGTCCATGC
TGTGAGTGGG
TCACAATTGT
CCCCAAATTA
TTCTGCCTCG
TTGCGTCCCC
CGGGCTGCCT
CCTCCCCGTE
TCCTCTGCCA
TGCCTGCCGC
CCTTTAACGC
AACCTTGTAA
ARARAADNDR

ACTCCCTGGT
GCACACCTAG
GTGGAGTCCT
CGGTTGGAGG
GGGGETAGGAA
GACAGCAGAC
ATGTCAATTG
TTTTTTTTTT
AMACCAAATT
AMGARCGCAC
TTATCGCCCT
GAGTTGAGGG
AGAAGTCAGA
ACAGTGGCTG
GGTCTCCTCA
TGGCTGGCCT
AGAGGGTTCC
GAACCCTCCC
CCTTGTCTCC
GGGGETGAGGC
AGGAGAGCTG
CCACGGGTCT
CGGCAGGGAC
CAGCTCAGCC
CTTCTGGGTC
CAGTCCGCCT
CCATTCGGAA
GGAACCCACA
CCTGCCCATT
CCGGAGTGGGE
AGGTTTGCAG
GTCTGACCTC
TCCCCAATGT
TCACCTGAARG
CTCGGTCCAC
TAATATTTCC
CGCTTGCAAT
AR

GTGCTCCTGG
GGATCATCTT
CGGGGGCCET
GGTGGGTGGG
GTGGTCCCGG
TTGCAGRATT
ATCTATTCCC
TTTGTTTTTT
AAACCCCCCC
GRAGCCAGCC
GATTGGATTT
TGGAGCCTCC
GGGGAGTGGA
GTCCCCAGARA
GGTGTCAGGA
GAGGCTGGCT
ATCAGGCTGG
CTCTCCCTCG
AGGAGGTCCG
CGGGGAGTAG
CCAGGTCTGC
GGTGATGCCA
TCGGCCTCTG
CCCCTGCACG
CTGGTGACGG
CAGTCGCAGA
CATTGGACAG
TTGGCCTGAG
CGTCAGGACA
TGTTCCCGGE
CTCTCCCCTG
CGTGCCTAGT
CTTCAGTGGG
ACCCCCACGC
CTTGCGGCCC
GGCAAAATCC
CCCARATAARG

Variante 3 del

transcrito del

ARNmM de IGF2 humana

GGCCGCGCEC
AMGCGACCGGE
GGGTCTTCCA
GGGGETCTCGC
ATCGCTCGCT
TCGCGGAGAT
ACCGAACTCG
TATCCAGATA
CGGTGAGCTC
ATGCTGGTGC
TTACCGCCCC
AGTTCGTCTG
GTGAGCCGTC
TGACCTGGCC
GGGACGTGTC
CCCETGGGECA
CCTGCGCRGG
TCGCCAAGGA
ATTGCTCTAC
GGCCAGCAAT
CACCATCCTG
CCCGARAATC
CCCCGTGCCC
CGGGCTGAGG
CTTTAAACAC
CACARCATAAR
AACARACCCTC
CAGAARATTGC
ARMAADARNG
AGGRATTTGG

CCTCAGGACG
GCATTGCCCC
ACGGACTGGEGE
TCACCTTCARG
GCCTGAGCTC
GGTTTCCCCA
CGTCTATGCA
TITTGGGTGG
GGCCATGCRG
TTCTCACCTT
AGTGAGACCC
TGGGGACCGC
GCAGCCGTGG
CTCCTGGAGA
GACCCCTCCG
AGTTCTTCCA
GGCCTGCCTG
GCTCGAGGCG
CCACCCAAGA
CGGAAGTGAG
CAGCCTCCTC
TCTCGGTTCC
CGCCTCCCCG
AAGCACAGCA
CCTTCACATA
AMATCARARC
TTARARCTAR
CTTTARARARN
TATTAAARAC
CACTCCCCAC

TGGACAGGGA
CAGTCTCCCC
CGTTGCTCCC
CAGCGTCCAC
CTGGTGCGCC
GACCCCCARA
AGTCCAACGC
GCCGCAAAGG
ACACCAATGG
CTTGGCCTTC
TGTGCGECEG
GGCTTCTACT
CATCGTTGAG
CGTACTGTGC
ACCGTGCTTC
ATATGACACC
CCCTCCTGCG
TTCAGGGAGG
CCCCGCCCAC
CAAARCTGCC
CTGACCACGG
ACGTCCCCCT
BARCAGGCTA
GCATCTTCAA
CCCTCcCcccec
ATTARACTAA
TTGGCTTTTT
AACAACCACC
GARATTGGCTG
CCCCCTCTTT

GGGCTTCCCC
CAAATTTGGG
GGACACTGAG
CGCCTGCCAC
CGCGGACGCA
TTATCGTGGET
ACTGAGGACS
CGAGCTACTT
GAATCCCAAT
GCCTCGTGCT
GGAGCTGGTG
TCAGCAGGCC
GAGTGCTGTT
TACCCCCGCC
CGGACAACTT
TGGAAGCAGT
TGCCCGCCGG
CCAAACGTCA
GGGGGCGCCC
GCAAGTCTGC
ACGTTTCCAT
GGGGCTTCTC
CTCTCCTCGG
ACATGTACAA
AAATTATCCC
CCCCCTTCCC
AGARACACCC
ARRKARAAATC
AGAARCAATT
CTCTTCTCCC

GTGTCCAGGA
CATTGTCCCC
GACTGGCCCC
AGAGCGTTCG
GCCTCCAGCT
GGCCCCCGAG
GGGTAACCAT
AGACGCACCC
GGGGARGTCG
GCATTGCTGC
GACACCCTCC
CGCRAGCCGT
TCCGCAGCTG
AAGTCCGAGAR
CCCCAGATAC
CCACCCAGCG
GGTCACGTGC
CCGTCCCCTG
CCCCAGAGAT
AGCCCGGCEC
CAGGTTCCAT
CTGACCCAGT
CCCCCTCCAT
AATCGATTGG
CAATTATCCC
CCCCCCCCAL
CACRARAGCT
ARTTGGCTAR
GGCRARAATAR
TTGGACTTTG
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(continuacion)

SEQ ID NO

Descripcion

Secuencia

AGTCARATTG
CRCCCCACAR
TCRCGGGART
EACTGGCTCC
AGGGACCUAG
TOOATGORAR
LOICANTTCC
AZRCRCACAT
CRGCACACAC
CACZACACACA
CACAARCGECE
CAAACGUATA
ATBRCGAGCART
ATAGCACACE

TSCACACACE
ATAGCACACA
CRSCACACAC
CRUGCATGCA

! MPGCACAC
ZAAAARCARATA
ARRGTCCCEC
GTICCCATCT
[enteicicie clayte
TACACCCCTA
ATCACAG
ATEGCCCCTG
GATACACCTY
TGSCCACATT
CCUTGACTCCC
COCAGCACAT
ARBTGTGCAG
CTGGCGGTIG
TTCTGGGETA
GATTGACHAED
LTITCATGLICA

GCCTGGACTT
ATCACACSTC
TTTCAGGGTA
TCACTCCCTT
TARGACCARL
TGAAATGTAR
CHTCCTAANS
AACACACTACC
ACARARCGCAC

GUACAULALS

ACAGCACACE
CACTAGCACA
GCACACRCAC

ATCAACACZAGC
CAGCARCARCAT

TAAGATTCTC

T CCACTGCCCC

AGATGGTGCG
GEGTGEEECEGE
AGATGCCCTT
CAGCGTGAGC
ACTTACTGETG
GGAGATGGCG
TGETGTGCTC
CTACGCATCA
TCCTCGGGGGE
GAGGGGTGGG
GGRAGTEGETC
AGACTT
ALTGATCTIAT

TECE IS

GAGTOTITGA
CGCACITCGC
ARCTGECCAT
TTCIATZACT

NG
RCACCCIATGA
AGCATACACA
ACACACACGC
CACARC
GUATAGCA
RACGCAZAGC
CAGCATACAC
GCGARTZACAG
GCACATACAT
CACACACCAC
GAACATAGCA
CATG

AGCAATIALG 4
CAATGTTTTC
TCGECITTGT

CTGACSITGG
CACGATSCTC
TGT-GGCCCA
GTAGCTGAGC

AT !“(1(‘d}}(:

CCPCACACA”
ACACACATCGC

ATSCACACAC
CATACGUACA
ATRCGCACRT
AZAAMGACHC

VIACGC AT

ATG GTCTCAG
CISTGCCCTS
evicicvsicicele

> AGGCCTAATT

CITCCTTCCC

CTGGEAASGAA (=]

TCTTTCICCG
CCOGTGIACTG
TGGGEGEEECAG
CCGGGAGATT

reCCCorerr

CTTTTTTTITT
TIAGAARACCE
AAGCAAGAAC
CZATTTATICG
CIOTTGACTTIC
TTSGAGARET
GGEGACACTG
ZTAGGGTLTIC
CLoCrGGEULe
ARMCACACCO
T3EGGAARCCC
""TGCCTTCh

wﬁqCCCAC

GTGCGGCRG
CICCCAGCTES
GAIGCTTCTG

TuuFCCATT

TTSTGGARCC
ATTACCTCCC
CTIGCCGERG
AGGETLD

GTCTCA

CEIGTCCCCR
C"“TCACL

okt
ATGCTAATAT
CTRACGCTTS
ARAIAA

T CCACCT

TTTTTTTZGTT
AATTAAACCC
GCACGAAGCC
CCCTGEATTGGE
AGCCTCCACC
CAGAGGGGAG
GCTGGTTCCC
CTCAGGTGTC
GUCTEAGECL
TTCCATCAGG
TCCCCTCTCC
CTCCAGGAGG
AGGCCGEGEEEA
GUUGCCAGET
GTCTGGTGAT
GGACTCGGCC
AGCCCCCCTG

CCAL CAﬁ“FF
CACATTGGCC
CATTCGTCAG
TGGUTG""CC
GUAGCL
CCTCFG”uCC
ATGTCTTCAG
GARGACTCTCC

1"CCL
CAATCCCART

TTTTTTTTAC
CCCTTTTATG

AGCCTEGAGA

ATTTTUGTTTT
CTCCTIICGC
TGGAGAAGGC
LRGAAGTCCTG

TCTCCTGCCT

ATSCOGGGCRG
TS56GGCTEGE
TTSGATGEAL
ALANNTTAG
Lolrelles
CIZTCCTTAG
TRACAGGCGES
CTACCACCTC
TIATCTGTCC
CTACTCCCCR
CRITGTCCCS
AGGGCGGAGS
TIGGAGGLCR

3G GAAGGGGOLA

CTGOGOTAGG
CTCGETIACA
TCCGAAGCTC
5 AGGT
CIMGCITATCE
GCCATASCRG

TCTGGSAGGT

1 CAGAGLHLTCE
ACACARASCCC

CCATGET
AMAGCATTRA

CTIGCCGCCT
TIITGCCCGEC
TSTGGGACCT
CAGGCGGETC
ATTAGETTEC
CTACCACCGT
TTACCTCCCC
GCRITAGCACT
CATGACCCCG
CAAGT

ARACGARCCCAR A A,
v GGCACCCCAR

TSICGACCAG
LArCeaToC!
TITCCATCTT
COTCTTGGET
LT"‘“TGICP
AACTC
S
ABRITCATCRR

AGAARAGRAG
ATCTCCCTTC

G CAACARCCIA

GAGCAGTCAG
ARRRCCRALL
AAATCTTRACA
cecct
CACACCACTZA
GAGCACACAG
ACACACAGTA
AGCACACAZA
CACAGREAC
ACATGCRCAT
AGCACACACA
CﬁCAGCA

=

CCATC

ACCCAT"P“”

L GGAA GG%UTT

TGTGGGan

GCGGGGGEEAG
AAGTCAGGAS
ANC MATIVS
GiCA'LL " TT
CTTTATGCSED
GCRGTGACAA
CTGCCCCCTS
CTGTTGCTTG
CTCAGCTCCT
CCTGGCTTCT
GGGGGEETTESE
CAGGAGGGES
GUAGGELGEGL
TCCOCACACZT
CCCTCAGCAT
CTTGGGGETA
TGAGCCCACA

TECHECECTT

GGCGCCTRSS
CCCACTTGTS
CTAGAGG’”T

TATATTCTGC
CCCCTTGCS
AFCCCGE
GTCTCCT
CCCCTCCTCT
CCTGTGCTTG
AACTCCTTTA
CITAAC
AMARRBRARD

T
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SEQ ID NO

Descripcion

Secuencia

5

ARNm del KRT20 humano

GAGACACACT
AXRTCTCCAAT
TCCTTGCAGG
GACACCCAGC
ACTCCAGACA
CTCTTTGTITG
AGCGAGCTAC
TTGRAGTGCA
CGCGACTACA
TAAGGATGCT
CTARACTGGC
ATACGTCTAA
TGACCTARCC
ATARAGACCT
CTACACARAGC
AGGCCTGAAC
TCATGGCCCAR
ACTGCAGTTC
AACTGAGGTT
TAGAACTCCR
GAGGAGACCA
GTTGAGCTCT
GCCAGAACAR
CAGGARATTGC
TACAGAATAT
GGARGATTAR
TCTGAAGTCR
ATGCTGCTGA
CTCCAAGAAR
GAAGGGGTGG
TAARATGTTTT
GTGAGCACTA
CACATCAATT
TCCTGAAAAT
GAATCCATGT
GAATTGTAAR
CTGGG

CTGCCCCAARC
GGATTTCAGT
CCCCTGTAGT
GTTTATGGGG
CACGGTGAAC
GCAATGAGAA
CTAGARARGG
AATCARGCRG
GTGCATATTA
CAACTGCARA
TGCTGAGGAC
CAGTGGAAGC
CTACATAARR
AGCTCTCCTC
ATCTGGGCAA
CTTGGCGTCA
GAAGAACCTT
TGCAGCAACA
CAACTRACGG
GTCCCATCTC
AGGCCCGTTA
CTGGAGGCCC
CGAATACCAT
CTACTTACCG
CAGTTRAGCA
GACAGTCGTG
AAGAGGTGGA
GGTTTTGARA
TCAGCCATRA
GGTGGCGGGA
ACTCAGAGGA
GAATATTTAR
ACARAGCTGTA
TGCAATACAT
AMATTGCAAR
ACCCCCTTTG

CATCCTGAAG
CGCAGAAGCT
CAGTACAGTG
GTGCTGGAGG
TATGGGAGCG
AATGGCCATG
TGCGGACCCT
TGGTACGAAA
CAGACAAATT
ATGCTCGGTG
TTCAGACTGA
TGATCTCCAA
CAGATTTGGA
ARAARGGAGC
CACTGTCAAT
TCATGAATGA
CAAGAGGCCA
GGTCACAGTG
AGCTGAGACG
AGCATGAAAG
CAGCAGCCAG
AACTGATGCA
ATCCTTCTTG
CCGCCTTCTG
CCCTGGAAGA
CAAGAAGTAG
AGAARATATC
GAARTTTGGC
GARARGCACTA
ATCCTATTTA
GCTGCAAATT
AACATCATTA
GACCACCTAA
TTCRAATTATA
TAAACCACTT
GGAGTCCCTG

CTACAGGTGC
TCCACAGAAG
GGCATGCAGC
CCGGGGCATC
ATCTCACAGG
CAGAACCTAA
GGAGCAGTCC
CCARACGCCCC
GAAGAGCTGC
TGTCCTGCAR
AGTATGAGAC
GGCCTGAATA
GATTCAARTT
ATCAGGAGGA
GTGGAGGTTG
AATGAGGCAG
AAGAACAGTT
AATACTGAAG
CRCCTCCCAG
AGTCTTTGGA
TTAGCCAACC
GATTCGGAGT
ACATAAAGAC
GARGGAGARG
GAGAGATATR
TGGATGGCAA
TAAATAGCTA
TATAATCTTA
TTAATACTCT
TCAGACTCTG
GCCTGCAAAR
CTGCCATCTT
TATCAATTTG
CTAMACCTCA
TCTRATTTTT
GTTTCTTATT

TCCCTCCTGE
CCTGAGCTCC
GUCTCGGGAC
CGCATCTCCA
CGGCGGGGAC
ATGACCGTCT
RACTCCARAAC
GRGGGCTGGT
GAAGTCAGAT
ATTGATAATG
TGAGAGAGGA
AGGTCTTTGA
GARGARCTGA
AGTCGATGGC
ATGCTGCTCC
AAGTATGAAG
TGAGAGACAL
ARTTAARRGE
AGCCTTGAGAR
GCACACTCTA
TCCAGTCGCT
AMCATGGAAC
TCGACTTGAR
ACGTAARRAC
AAGRAARCCA
GGTCGTGTCA
CCAGAAGGAL
TCTTTGCTCC
GCAGTGATTA
TAATTGAATA
ATGRAATCCA
TATCATGAAG
TAGGTAATGT
CARAGTAGAG
TCCTGTTITCT
GAGCCAATTT

ARNmM de ANXA10 humana

ATCCAGATTT
ACATATTTAC
BGTGRARCAR
CAATTACCAT
CCAGCTCCCA
ACTCCARGGA
AGCGCTGCAA
TATGGCCGGG
CABMGATGTG
ATGAGCTCTG
ATTGAARTAC
AGCCTACTGC
AGACCTCAGG
AGAGAGGAAG
CCTATGGGAA
AAATGATCCT
GAATTTCAAA
TTATGATGGA
GAGACARACC
TTTGGTTTCC
BATAGRCCTG
CCCTATTTCA
CTGCTTGCCA
CTTGGAGTAC
CTCARCAARATT
ATTTTCTCTT
GAAAGTATAT
TAATCAGCAR
TTGGAATAGA

GCTTTTACAT
ATTTGATTTR
GTTTATGCAR
CAARATGTTT
ATTTCAATCC
TTTGACTGTG
TGCACRRAAGG
ACCTGATTGG
ATGGCTGGCC
GCATGCCATG
TAGCTTCAAG
TTGCAATACA
LCACTTCAGA
GATATACAGA
GCCTGTCAGC
GTGCARCAAG
ATATTTCTGG
TACTTTCAGG
AGCCTATTTT
ATAATRAAAC
CTGACCATAA
TGATATCAGA
TCTGTGCTGG
TGTGCACTCC
TGTACTGTTC
CTATCTTTGA
GATACTGAAT
TTARATRAAT
TTTTATTTAA

TTTCTTGCCT
ACAGTGARACC
TCGATCALAT
TGTGGAGACT
CATAATGGAT
ACAAAMGACAT
ATGATGATTG
GGATATGAGG
TCATGTACCC
BAGGGAGTAG
AACAMATGGA
GCAATAMCCT
GATACTCTCA
CCCTGCGATG
AGAAGACGGG
AGCTACCAGC
GCAAGATATG
AGCTGCTGGT
GCTTATAGAT
TGTAATCAGG
GGAARCGATA
AATTTTGCTT
TGATGCTGAG
TCTTTCTAGA
ATGGCACTAT
AATTATTCTA
TTGCCTACTA
TGTGCATGAT
ATGTGAACCA

GAGTCTGAGG
TTAATTCTTT
ATTTTCATCC
ATGTGCAAGG
GCCCAAATGC
GCTGATCAAC
CAGAGGCATA
GAGCAGCTTT
ACCACCACTG
GCACTGATGA
GAAATTTTCC
CCAAGAGGAC
TGAACTTGGT
GCTGCTCAGG
GGAGCACARR
AGCTGCGGCT
GTAGATGCCA
TGCAATTGTT
TATATAGTGC
ATTCTCATTG
CAARRGAGCGA
CAGGGCATTA
GACTARCTAAR
CACTTCCAAA
TAACRARACT
AGCCRAAGARA
TCCTGAATTT
GGAATAATAG
TCARCAACCT

TGAACAGTGA
CTGGCTTCAC
CTGAGGTTAR
AACCATCTTC
TAGGAGGAGC
ATTCTGACTC
CCAGAGCATG
CGGATCACTT
TATGATGCTC
GAATTGCCTC
AGATGCGAGA
ATTTATTCAG
CCAGGGGACC
ATGCAATGGT
ACCATGCTGC
GGTTTTCCAG
TTAATGAATG
CTCTGTGTTC
AATTCATGAC
CCAGARGTGA
TATGGRARAT
TAAGARRGCH
ATGRAGAGGAR
TAGAGATTTT
ATACAATCAT
AACTATGART
GCCTACTATC
AAARATTGCR
ACAACAN
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(continuacion)

SEQ ID NO

Descripcion

Secuencia

7

ARNmM del ABL humano

EHTTGGETRAL
AZZOTTTCCT
TTZAGCATIIC
AATTGTTAIT
TGCARTTATA
CAAGTGTCAA
CTETGATTEN
CIZRCCTAIA
TT3AACCCTIC
GCCTGGARRA
ATTTTATCAR
CATTGCARNTG
TEACTTTCEAG
AMAACCTICT
CTETATGATT
TEAARAGCTC
CTTRAARACCAA
CTCARCACGTIC
TEZCGCTERAG
CLGAGAGLEA
CEEAGGGTET
CSTCTCCTIC
ATTCRACCET
ARECGCAR

CGAGATG
ASTACGGEZA
GCOGTGAAGA

o

AGTACCTGEGA
TSZCTCSETAG

CAGGETTGATG
CCATCAARATG
ARGTCCGRIG
TESCATGTIC
TASAGARLEA
TATGAACTIRN
CTITGCTCAA
TTTCAGACZA
GTGAGTACIT
CAGGAGACGTT
ATICCAL

6]

TCZTCCATTICC
T3AAGATZAG
CUTTGATCRA
AGCTCOTTIC
CARANGAGEEC
ATRCAGCTZA

AGGAGGALS
CZIZTCCTCCG
CITGCCTCEG
T GGETA

COTGRTGAAA
TEEAGTCCRAG
CGECGEGTAGGE

TTCCACAGGA
TTRTITCGTCE
CCTGTGRATA
CAGZICGTTT
TGRRATTGAT
COCTAAARAAL
CTTCAATTGC
TCCCRTTTCC
TTCT3GAAAG
GTECTTGGGG
AGGRGCAGGG
TTTTTGTGGH
CCTCRGGGTC
CGCTSEGACCC
TTGTGGCCAG
CGGRTCTTAG
AARTIGCCAR
TGGAGARACH
TATCTGCTGA
GAGLAGLCCY
ACCATTACAG
GAGASCCGCT
GGCTGACGGE
AGCCTACTGT
CGCATGGACE
GGTETACGAG
CCTTSAAGGR

. GTCATGARAG
> 4

3GAG
ACCTCCTGGE
GTGCTGCTGT
GRAGRAAAAC
GGGRSRACCE
ACALEGEACH
GACTSCACCC
TCTGEGCATT
COTTACCCGG
CTROTGCATE
TGCEFAGCATG
ATCCRCCAAC
AGTGGRARAAG
TGCTSCAGGT
GCAGRGCACE
CCABBBAGAG
TCCLTCGAAR
CECLTTCTCC
GRAGRAGAAG
GGGREATGGA
CERGACATCH
CCCASCCRAAG
CCCTICGGGA
BAGTOCAGCA
CGRETEECAGT
TTCCOCATCE
GACTTGCAGT
CREARGTGAG
CLGACCAGGL
AAGRATGAGEH
COCBIGCTCC

AGTCTAGAGT
RGEGAGGERC AAGGIGAAAT
CRICAGE CTCTSCAGGG
AGCCAGGAEG CGEULGGGGA
CAGTCTGEIT GATGITGTGA
CRIAGGGCIT CARRRAGCCC

ARAGTTCTGE
CAATTCARAT
TITCTGIICA
ARARCAMATC
ARCCGUGARA
GIGCTTCCTT
TGACTTGTGG
CTCTACCCTC
GGGTACCTAT
ACCAALAGARG
ARGAAGEART
ACATGAMCGCC
TGAGTGRRGC
AGTGAARATG
TGGAGATAAC
GOTATARTCA
CCCTGCCT!,
CTCCTGCTIAC
AGCG
GGCCAGALGY
GRTCARCACT
TCAACACCTT
CTCATCACCE
CTATGGTETG
TCACCATCRA
GGCGTGTEZGR

GGACACCATG
4

CTACCTCAGG
ACATGGCCAC
TTCATCCACZA
CTTGGTGARG
COTACHACAGT
CRGAGCCTISO
TGGAGTATTG
GRATTGACCT
GAGCGCC
TTGGCAGT GG
CCTTTCRAAC
GEGCTGCECGA
CCCAGRCECTG
GAGARCACCRC
AGCGATC
ACACCCACST
CCAARGATRR
ARGACAGCTC
CGGCCAGCCG
GCAACGCEGEC
TCCCCARAGC
GTCCGGGEGT
CGOTGACCAG
TCCAGCRAGC
COCCAACCAC
Z GRAG
A
GACCCGALGC
ARGCTGCTGA
AGCCCGCCCA
CCCTGCCTTG
TAGGGEACCTC
TCAGGLIGECAC
GRGGAGECARC
TGTCCAGECT
ABGGCTGGRG
GGCAGTCCTG
ACAGTGACGC
GTGCTCCCGG

AGGAGTAGCC
GACTRCCATT
GGTTTTTCTT
AAGARACTTT
ATRATTGGAA
TTGTTATGGA
AGATGCAGCG
GCTCACCCTT
TATTACTTTA
GCCARGCTTG
CATCGEAGGCA
CTTCAGCGGEC
CGCTCGTTGE
ACCUTAACCT
ACTCTAAGCA
CARATEGGGAA
CAARCCARCTA
CATGGGECCTG
CAATGGCAGC
Cearcrecey
GCTTCTGATG
GGCCCGASTTG
CGCTCCATTA
TCCCCCAACT
GCACRAGCTG
AGRARTACAG
GAGGTGGAAG
CCCTREACCTG
ANATCATCAC
GAGTGCARACC
TCAGATCTCG
GAGATCTTGC
GTAGCTGATT
COATROTGER
CCTACAACAA
CTTTEGGAAL
GTCCCAGGTG
AAC TGCCE
AATCCCTCTG
AEATCTTCCAC
AACARGGCGT
CCCACCRAGA
TGACGTGCCT

D OTGGACCATGA

CCCCCCGACG
AAAGACCAAC
CARCCCCTCLC
GAGDGECRAGAG
ACTGECTTTC
CCARGCARTGG
TCAGECTTCC
CAGCCGRCCTA
GCTTCCTGCE
LCGCACTGCA
RCAGTTITGAC
TGCCTCGGAA
ACAGTAACGC
TGAGGTCTTC
ACCTIGACTCC
GGCCTCCCCT
TGCTGECAGCT
CAGLGLGGCAL
ARGCRCTCCT
CRRACCTGCC
GARAGCCCTC
GGCHCARRGE
TGCCREAGCCT
CCACTCCAAR

ABARGACCATS
ATTCACCCTT
CTTGAARRAGA
TGGEGTAACAT
CTCCTGCTCG
AGATGTCTTT
AATGTGAAAT
CTGCRAGATT
TGGGGCAGTA
CCTGCCCTGET
TGGGGLTICA
CAGTAGCATT
BACTCCRAGS
TTTCGTTSCA
TARCTARAGG
TGGTGTGARS
CATCACGT
TGTCCCGLA
TTCTTGG
GAGALAUGAA
GUARGCTCTA
GTTCATCATT
TCCAGCCICA
ACGACAAGTS
GGOGGGGECT
CCTGACGSTS
AGTTCITGAA
GTGCAGCTCT
EAGLTC
GGCAGGAGGT
TCAGCCATGS
TGCCCGAAAT
“TGGCCTS
GUCAAG O
GTTCTCCATC
TTGCTACCTA
TATGAGCTGT
AGAGRAGE

[

&

ACCGHRCOCTE
CAATCCAGTA
CCGTGGGECT
CGAGGACCTT
GAGATGC

GGGCCGGEIEA
RCCCCCTTES
GGCTGGGSTT
GGTCTCCTCA
GUCAC 3
CTCTTGOTOT

{CLCCCCUCAL
ABARGACATCA
ARARCCCCTTT

CTGRGTCGCS
CCGCCGRCCT

e

GUAGRGD
CAARAGCCRT
AGCCAGOCGG
GCCARCAGTCT
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SEQ D
NO

Descripcion

Secuencia

GCCAAGCCGT
GCCATCAGCH
TCATCCCTCT
CCRGAGCGGA
CACCGAGGCG
GCCACAGCGC
AGCTATGTGG
GGCCATCRAC
CGACAGCAGG
AGTTCGGTGA
GGTCAGGTGT
CATACCCGTG
CAGGAGCTCT
CTACCTACGT
CGTCTCTGTC
GTCGGCATGC
GAGCTCTCCA
TTTTTCTCTC
TCTCCRAAGARA
CTGCACTCCC
CGCATTTCGG
CCTCTGCTGC
GARCAGCTCTT
TGGGTCCTGG
CTTTCCATCT
TGCACTGTGA
CTGTCACTGC
GRGGCAGTGG
GGCCCAGGCA
TGGGTGCCCT
AGATTCTTAC
GAGTTCTTGA
AGARTAGAGC
GGCCAGTCCT
AATTACCGTG
GTTAGGAAARL
GCACGCCTGC
CGGEGGCTET
AGCAGCTAAC
GCCGGGAGAL
CTCGCACAGG
TTCTGATAGA
CATCACCTCT
GTCACCGRCA
CGACTGCCTG
GTGCCACTAT
TCTTTTCTAA
CTGTGGTGSEC
TATATGATTC
TTTTTTAAAT

CGGGGACCCC
TCCTCGGCCC
CATATCAACC
TCGCCAGCGG
CTGTGCCTCG
AGTGCTGGAG
ATTCCATCCA
ARACTGGAGA
CAGTGGTCCA
AGGRAATCAG
CAGGCCCGTC
ACAGTGGCTG
GCGCCAGGCA
TTGCACCGCC
CTCGAATTTT
CAGGACCCGC
GGCCAGGETGE
TGGAGCCCCT
TGGAAGCCTG
TGGCCTTGCC
GAAGGGCATG
TGCCCGGEGEET
GATTTGGGTG
GCAGGTGGGA
GTCCACATCC
ATCCTGGCAL
CGACATCCCT
CTAGTGGGGT
GGTCTGCAAG
GAAAGGGCCC
AAGGCCCTTT
AGCATTTCAR
TGCCACTGGG
GGTCCTGGCT
AGTGACATAG
CCACARACGG
CATCTTCTCC
GACTCTGGGC
TCCGAGAGCA
GCCACCTTCC
CCCTAGCTTT
AATGGTTTICC
TTGCCCCCGAR
GCGGCCTTGA
TCTCCATGAG
ATTTTACACG
GTGGCGTGTG
TCCCCCTCTG
TCTGTGGTTT
AMATCAGTGT

CATCAGCCCA
TGGCAGGGGA
CGAGTGTCTC
CGCCATCACC
CCATCTCTAG
GCCGGCAAAA
GCARATGAGG
ATAATCTCCG
GCGGCCACTC
TGACATAGTG
GGAGCTGCCT
ACAAGGGACT
GAGCTGAGGG
TGCCCTCCCG
ATCTGCTGGAG
CAGCCCCGCT
GARACGGCTGA
CCTCCCCCGE
ARCTGAGGCC
CGTCCTGTGC
CACGGGCATG
GGGGTGCACT
GRARACAGGG
GCTGAAAAGG
CCAGAGCCCA
GAAAGCTTGA
CCCCCAGCAG
GRACAGCTGG
GGCCCAGAGT
TTCCCCTCCC
CCTTTGGAAC
AGCCCTGCCT
CACCTGCGCA
GCACTCTTGA
CCTCATGTTC
AGCCCCTGAA
CCGAGGCTGC
AGGGACCCGG
GTGGGCAGGT
CACCCCTTCA
ACGCTCATCA
TCTGGATCGT
CGGCTGTGAC
AGACAGAGCA
GTACTGGTCC
TATCTICTITGG
CATAGCGTCC
CTTCTCGGGE
TTTTTGAATC
TTACATTAGA

GCCCCCGTTC
CCAGCCGTCT
TTCGGRAARAC
ARGGGCGTGE
GAACTCCGAG
ACCTCTACAC
AACAAGTTTG
GGAGCTTCAG
AGGACTTCAG
CAGAGGTAGC
GCAGCACATG
AGTGAGTCAG
CCCTGTGGAG
CACCTTCCTC
TTCCTGCTCC
CCCACCTAGT
TGTGGACTGT
CTGGGCCTCC
TTGTGTGTCA
TGARGACATG
CACACGGCTG
CGCCATTTCC
TGCTRRAGCC
ATCGAGGCAT
GCTCTTGCTC
GTCTCAAGGG
AATGGAGGCA
TGCCRAATAG
GAACCGTCCT
CCACTCCTCT
AAGACAGCCT
CTGTGTAGCC
CAGGTGGGAG
ACTGGGCGAA
TCTGGGGETC
AGCCTCACGT
CCCAGGCCGG
GGTCTCCTGG
GGCCGCCCCT
TACCGCCTCG
CCTARACTTG
TTTATGCGGT
GCAGCCGGAG
ARGCGCCCAC
CTTCCTTTITG
TATGCATCTT
TGCCCTGCCC
TCCAGTGCAT
CAAATCTGTC
A

CCTCCACGTT
TCCACCGCCT
CCGCCAGCCT
TCCTGGACRG
CAGRTGGCCA
GTTCTGCGTG
CCTTCCGAGA
ATCTGCCCGG
CAAGCTCCTC
AGCAGTCAGG
CGGGCTCGCC
CACCTTGGCC
TCCAGCTCTA
CTCCCCGCTC
GTGGACTGCA
GCCCCAGACT
CTTTTTCATT
TTCTTCCACT
GGCCCTCTGC
TTTCARGAAC
GTCACTCTGC
TCACGTGCAG
AACCAGCCTT
GGGGCATGTC
TCTTGTGACG
TGGCAGGTCA
GGGGACAAGG
CCCCAGACTG
TTCRCACATC
AAGACAAAGT
TCACTTTTCT
GCCCTGAGAG
GAMAGGGCCT
TGTCTTATTT
ATCACGGAGG
ATTTCACAGA
AGCCCAGATA
ACCTTGACAG
GAGGCTTCAC
TGCCAGCAGC
TACTTTATTT
TCTTACAGCA
GGAGGCACTA
CCAGGTCCCC
TTAACGTGAT
TTATAGACGC
COTCGGGEGGE
TTTGTTTCTG
CTCTGTAGTA

47

Secuenci a
RNA®

de

Armored

GAUGCUCACU
AGCAUCAUCC
GGGRAUURGG
UARUCCCCAU
AUAACAUUUA
CARGACCUAA
AMCCAUUUAU
UCcCucGCUulG
UGUCUGUAGC
CGACAGCCUU

UCAUCUAUGG
UCUGCARUGGU
CAUCUGCAGU
CCARAGCARGC
GGACUUARAG
UAUUUUCUUU
AAAUAUGUUC
GGAUCAUGCC
CGAGAAGGCG
AGGGACUGGA

UUACCCUGGG
CARGGUCAUGG
CUUACUGCUC
UUGUGAUCCU
CUAUGCAAUU
UCAUCAUUAAR
ACCAGCCGAA
GCUGCAGAGG
GAGUCUGGCA
GCUCRAGCAG

ACUUUUACAC
AUCGGCARUCC
AUCGGCUGAU
CCGCCAUUARU
AUCACCUUGU
UGCCUUUUGA
GUCAGUAGUG
CUAUUCUCCU
AUGAUGAUGC
UGUUUCCUCA

CAACAGAACU
UGACAGUUUC
GAUGCUGCUG
CCCRARAUGGU
UUUUCAACAG
UGGAUCAGGC
AUUGGGUGGU
CUUGGCAGAU
AUACAGUGUA
ACCAGUCACA
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Listado de secuencias

<110> Cepheid

ES26190327T3

<120> METODOS DE DETECCION DE CANCER DE VEJIGA

<130> CEPHD-32468/WO-1/ORD

<150> US 61/636.194
<151> 2012-04-20

<150> US 61/770.803
<151> 2013-02-28

<160> 48

<170> PatentIn versién 3.5

<210>1

<211> 1434
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 1

tcgtteettg
tcaagagagc
taaaatcececa
gaggggaaag
acctccagag
ctgegaageg
ggagtcctge
ccggteecegg
cogeegeagt
gaggagtact
gacteoctege
aactttttcc
goeggoetoeteg
agagaaaggc
gaagtcttgg
ctcatggaga
acaaaaaaaa
tttattttta
tagcatgcac

tttagtttee

gcagggccct
gtcagcttat
ctccaggete
agaggagaga
aaagcccecg
cctgggaage
tggtggctct
gagctcggea
cecgageagec
tecteegeet
teccteogecgg
gcgtgttget
cggagcgegyg
ggtccgagga
aaatggccag
ttattgggaa
tttaaaaaaa
tatagcttga
aaagtgtatt

gtttcocaggt

atgatttatg
taggcaaatg
tggagtggag
aagaaaaaga
gagacgtctc
gagtgecect
cctgceccetge
ggegecgeag
ccagcagcecg
ggggaaccte
aggcageggce
gcagcagctyg
cgetaggaat
gccteccecate
ggccgagcag
ataaaacggt
tacagtattc
aacatagagg
cacgtgcagc

gtttatagtyg

caggagcaga
ctgegtggtt
aaactcagag
gagtgggaac
tctgcagaga
aacatgegge
ccgececatgea
cacccteoage
caggctegge
aacaagagee
agecgecett
ctgctgecte
gecctegygeg
tccctggatce
ttagcacagec
gegtttggee
tgtaccatag
gagagaggga
agcaacacaa

gtgttttaaa

50

ggcagcacgc
tttgaagagg
accaagtcca
agtaaagaga
ggcggcagea
tgeegetget
gggcgctcect
cettggattt
cggtcectget
cggecgetee
cgocggaaca
ggcgctcget
gocaccagga
tcaccttcca
aagctcacag
aaaaagaatc
cgectgectett
gagagcctat
tgttattcgt

gagaatgtag

aatcgagctg
gtcgacacta
ttgagagact
aaggaagaca
cccggctcac
tgtgtecgeg
gagccgceggg
cttecagecg
cegeatggga
cetttegece
ggcgaccegec
cgacagcccce
ggcaccggag
cctectecgg
caacaggaaa
tgcatttage
atgccatttg
accccttact
tttgtctacg

acctgtgaga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200
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aaacgttttg tttgaaaaag cagacagaag tcactcaatt

caaagagaat
tttctettgt
gtaagagaat
<210>2
<211> 5156

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 2
ccogctaatgt
agcactacca
ggggatgagg
ctcagcggag
tgcecettegt
agggtctgga
aggceggegyg
cggtocteott
gccgaagagt
gotctgaate
aggccagaga
gctcccagaa
acaccaatgg
goectegtget
gacaccctae
gtgagcegte
ctcctggaga
accgtgcttc
tggaagcagt
ggtcacgtge
attgctctac
cggaagtgag
ctgaccacgg

ggggcttote

gecattectet
aaacgtttca

gttgaatact

accatgccct
agttggcaca
aggtgagggy
atgaggctct
ttctecagece
cgccacagec
atcategtec
tatccactgt
caccaccgag
getgeocaget
gcccagtect
ctgaggctgg
gaatcccaat
gecattgetge
agttegtetg
gecagcegtgg
cgtactgtgc
cggacaactt
ccacccageg
togeocaagga
ccacccaaga
caaaactgcc
acgtttccat

ctgacccagt

ES26190327T3

tgggtgggta agactaaatc
gtaataaaac atctttccag

tatattttta ataaaagttg

ggtgctggaa
aagctcccca
taaacccatc
cccatctgta
tcagetttgt
agggeacccc
aggcagttte
ccaggagctg
cttgtgtggg
cageeccctg
gaggtgagct
cagccagccc
ggggaagtcg
ttaccgecce
tggggaccge
catcgttgag
tacccccgcc
ccccagatac
cctgegeagg
gctegaggeg
cccegeccac
gcaagtctge
caggttccat

cceegtgocoe

agtgectgag
aattcggagg
atttcagttg
ggggccegtat
cectetecte
ctgetttggt
ggcagagage
cggggactge
aggaggtgga
cccagectge
gctgtggecet
cagcctcagc
atgctggtge
agtgagacce
ggcttetact
gagtgeotgtt
aagtccgaga
cccgtgggea
ggeetgoctg
ttecagggagg
gggggegecc
agcceggege
cccgaaaate

cgecteceeg

51

gtttttgttg tggtcectgage
tgtaagetcet ttgaaacaac

tocttggtca gtttggttgt

caaaggtaat catg

ccagctgece
ggctcaggga
gcatttgagc
taacatgcac
ctccacgtea
ggtgactgct
cttgggeace
gcagggacta
ttecageecce
cccacagect
gtggcccagy
cccaactgcg
ttectcacett
tgtgcggegg
tcagcaggeoe
tcecgeagetg
gggacgtgtc
agttcttcca
ccectectgeg
ccaaacgtca
ccccagagat
caccatcctg
tcteggttee

aaacaggcta

cagcggecte
aacgagtgga
aggtgccatg
actctaaaag
acctggeccag
aatattggce
agtgactcce
gagtacaggg
cagccccagg
gagcococage
cgaccccagce
aggcagagag
cttggcctte
ggagetggtyg
cgcaageogt
tgacctggce
gaccccteeg
atatgacacc
tgeccgecgg
cegtocectyg
ggccagcaat
cagcctccte
acgtceccect

ctcteoctegyg

1260

1320

1380

1434

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

S00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

cccectecat
ctttaaacac
aaatcaaaac
ttggettttit
aaaaaaaate
ggcaaaataa
agtcaaattg
atcacaggtg
aactggccat
aaaaatcaca
aaaaccaaaa
tctcaattce
aacacacage
agcacacaca
acacacatge
agcacacaca
acacgagcac
cactagcaca
gcgaacacag
gcacacagcea
acacagcaca
acacatgcac
acacaaacac
acacacacgc
atatctgtat
ccecegetect
gagggggctc
gggtgggcgg
gtgaggctgg
cecatacece

ggaaggagtt

cgggctgagg
ccttcacata
attaaactaa
agaaacacce
aattggctaa
aggaatttgg
gcctggactt
ggcacgtege
ccgaaaatag
gagcagtcag
tccatgcaaa
catcctaaaa
acacgeatga
gcacacagat
acacacagca
caaacgcaca
acagcacaca
cagcacacac
cacacacgaa
cacgcacaca
cacgcatgca
acacagcaca
gcagcacaca
acacccccac
ggatcaggcc
gtteccatcet
agatggtgcyg
ggtgtgteoee
ccteettgge
acccatteoce

tggccacatt

ES26190327T3

aagcacagca
ccoctececeeco
cccecttece
cacaaaagct
aaaaaaaaaqg
cactcecccac
gagtccctga
tgctaccgee
caacaaccca
agggacccag
tgaaatgtaa
agcactcata
acacagcaca
gagcacacagqg
cacaaacgca
gcacacacaa
aacgcacagc
acaaagacac
cacagcacac
cagcacacac
cagcacacat
cacactcatg
cgttgecacac
aaaattggat
aaagteccegce
ccactgeecc
gcctgagtgt
aggcctaatt
gcectgteeece
gatacaccett

ggagatggcg

goatcttcaa
aaattatccc
ccccccccac
cagaaattgyg
tattaaaaac
cceccctettt
accagcaaagqg
ateotececette
gactggctcc
taagaccaaa
ttggcacgac
ctttatgcat
cdacacgagcea
cacacacaca
cggcacacac
acgcacagca
acacgcacac
agcacacaca
acagcacaca
atgaacacag
gaacacagca
cgcagcacat
gcaagcacce
gaaaacaata
taagattctc
teggcectgt
gcggccgygcey
ccatectttee
acggceccccyg
acttactgtg

gtagctgage

52

acatgtacaa
caattatcce
aacaacccte
ctttaaaaaa
gaattggetg
ctcttetece
agaaaagaag
tocacgggaat
tecactcectt
ggaggggagy
cctocaccece
ccceocgcaget
cagcoacacac
aacgcacage
acgcacacac
cacacgcaca
acatgcacac
tgcacacaca
cacaaacaca
cacacageac
cacacacaaa
acatgaacac
acctgcacac
agcatatcta
caatgtttte
ctgtgcectg
gcatttggga
accatgacag
cagecgtgage
tgttggecca

agacatgege

aatcgattgg
cacacataaa
ttaaaactaa
aacaaccacc
agaaacaatt
ttggactttg
gaccccagaa
tttcagggta
ttccatcact
acagagcatg
aaatcttaca
acacacacac
acaaacgcoac
acacacacge
atgcacacac
cacagcacac
acagcacaca
gcacacacac
gcacacacat
acacatgcac
cacacagcac
agctcacagc
acacatgege
agcaactacg
atggtctgag
cctetcagag
tacacccgta
agatgccctt
cacgatgctc
gccagagtga

ccacgagtag

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2289

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2B20

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300
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cetgacteee
ctagggatca
ccgtgecactg
taggggctygg
aagtcaggag
tttcatgtca
tttttttgtt
cceococcatg
ccaccacgtc
ctgttgettyg
ttggagaagt
gctggtceecc
aggagggtge
gaaggggcta
tecgecacact
cctgecttgt
aggccgggga
ctgcccateg
ccaccaccgc
cecacttgtyg
gaggcttctg
gecctcagteg
acagaagccc
aacgcttcga
tatattctge
ccccaggttt
cctcecgtgeco
tggggggece
ctgaatgtca
aactccttta

gtaacgettg

tggtgtgcte
tctttgeeceg
atgcggggag
gcgggggygag
gattgacage
attgatctat
ttttttttac
taacaggggg
ctgccecceg
ggttgagttyg
cagaggggag
agaagtcctg
taeggaggeca
gcaggtgtgt
tgaggaaccc
ctccaggagg
gtagggaggt
accaggttge
ggcgoctagg
cececagete
ggtcctggtg
cagagggtcc
aaagagccaa
ggcaccccaa
ctocgeeggag
gcagctcteco
tagtcgtggce
cctettgggt
cctgtgeectg
acgctaatat

caatcccaat

ES26190327T3

ctggaaggaa
tetectgggg
tgtgggaagt
ttctggggta
agacttgeag
tceceoecotett
cecctecttag
gcagtgacaa
ccatttatcg
agggtggage
tggagaaggc
agggcggagyg
caggaggggyg
aaacagaggyg
tececteteoe
tccgaagetce
caggcgggte
ttgggecceg
gctgeggeag
agecccectyg
acggggctgy
ctcggcaage
attgtcacaa
attacctgcc
tgggtgttcec
cctgggocac
tcteccatctt
ccectectet
ccgecteggt
ttecggcaaa

aaagcattaa

gatcttgggg
accccccaag
ctggcggttg
ggaagtggtce
aattacatag
tgtttettgg
ctttatgcge
aagcaagaac
ccctgattgg
cteetggygy
cactgtccgg
ggggggttayg
cteoctggetg
ttccatcagy
ctoggtgaca
tgtgggacct
tgagcccaca
gagccocacyyg
ggactcggcce
cacgcagece
catgaccccg
gcectgtgag
ttgtggaace
cattcgtcag
cgggggeact
taaccatcct
gtctcctecce
gecatcaccet
ccaccttgeg
atcecatget

aagtcatgaa

53

acccecccac
aaatgtggag
gaggggtggyg
cecgggagatt
agaaattagg
ggcatttttc
tcagaaacca
gcacgaagec
attttgtttt
gcactggeca
cctggettet
gecagggtctc
goctgaggot
ctggggeagg
tettgecege
cttgggggca
gagcaggaga
gtctggtgat
tctgggaggt
gactagecagt
ggggtogtec
tgggccattc
cacattggec
gacacccaccoc
tgccgaccag
ggcceggget
cgtgtcecea
gaagacccec
gecccgtgttt
tgggttttgt

adadaaaadaa

cggageacac
teceteggggg
tggggggcag
ttggatggaa
aacccccaaa
cttttttttt
aattaaaccc
agcctggaga
tcatctgtee
ctgagecece
ggggacagtg
ctcaggtgtc
ggcecggaggy
gtggeegeet
ccctecageac
aggtggggtg
gctgeccaggt
gcecatageag
ttacctegec
ctagaggect
atgcecagtcc
ggaacattgg
tgagatccaa
cacccagtgt
ccecttgegt
gcoctgtcectga
atgtcttcag
acgccaaaca
gactcaactc
ctttaaccett

adaadda

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3300

3360

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4380

5040

5100

5156
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<210>3

<211>5182
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 3

cgectgteee
gagctgggeg
cggcccctcg
gtctggececee
ccagctccta
caaagtggat
ctgecegecect
ttcactctgt
atttccocgat
cagcccgtcco
cceccgetet
aggagtgtece
tgggeggceag
tggtgettet
agaccetgtg
tctacttcag
gotgtttceeg
ccgagaggga
tgggcaagtt
tgecctgecect
gggaggccaa
gcgecocceec
cggegecacc
aaaatctctc
tcceocgaaac
cttcaaacat
tatccecaat
ccccacaaca

aattggettt

cctccegagg
cccgcggtcee
acgtggcgcc
ggccceccgcet
gcctcegact
taattacacg
ctcgectgtec
ctctcccact
acctttteoce
tccctggaca
geeecgtege
ggcaggaggyg
cgtegeegge
caccttettg
cggcggggag
caggccogea
cagctgtgac
cgtgtcgace
cttccaatat
cctgcgtgec
acgtcacecgt
agagatggcc
atcctgecage
ggttccacgt
aggctactct
gtacaaaatc
tatccecaca
accctcttaa

daaaaaaaca

ES26190327T3

ccegggetceg
gggtgcagcc
cttccctecg
ctttetececg
cccteoeceece
ctttectgttt
tctctececece
atctctgece
ccccgaaaag
atcagacgaa
acatteggec
ccaacgeoeg
ttecagacac
goecttegect
ctggtggaca
ageegtgtga
ctggeoecteoc
cctcogacog
gacacctgga
cgccggggte
cccctgattg
agcaatcgga
ctectectga
ccccetggog
ccteggeece
gattggettt
cataaaaaat
aactaattgg

accaccaaaa

cgacggcaga
tccactccge
cttctctgtg
caaccttccc
ctcacgccceg
ctctcegtge
tcgecectcte
ccctctatce
tacaacatct
ttctececeecece
ceegegacte
ctgtteggtt
caatgggaat
cgtgetgeat
coctocagtt
goegtegeag
tggagacgta
tgcttecegga
agcagtccac
acgtgctcge
ctctacccac
agtgagcaaa
ccacggacgt
cttctecectga
ctccatcggg
aaacaccctt
caaaacatta
ctttttagaa

aaaatcaatt

54

gggctecgte
cccccagtca
ctcceecgege
ttcgeteect
ccctetegee
tgttctctee
tteggeccee
ttgatacaac
ggcoogaace
ccccccaaaa
ggccagagceg
tgcgacacge
cccaatgggg
tgectgettac
cgtetgtggg
cogtggeate
ctgtgectacce
caacttcceco
ccagcgcctg
caaggagctc
ccaagacccc
actgcecgcaa
ttccatcagg
cccagtecce
ctgaggaagc
cacataccct
aactaacccc
acaccccaca

ggctaaaaaa

ggcccaaace
ccgecteocee
ccctcecttgge
cccgteceocee
ttcgeccgaac
cgetgtgege
ccectttecacg
agctgaccte
agcecgaaga
aaaagccatc
gegetgygcag
agcagggagyg
aagtecgatge
cgeecccagtg
gacecgcgget
gttgaggagt
cccgecaagt
agataccccyg
cgcaggggcc
gaggcgttca
gccecacgggg
gtctgcagece
tteccatceeg
gtgccccgee
acagcagcat
cccccecaaat
ctteccocee
aaagctcaga

aaaaagtatt

60
120
180
240
300
360
420
4380
540
600
660
720
780
840
200
860

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1740
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aaaaacgaat
ctctttectet
gcaaagagaa
ccettetcac
ggctecteac
accaaaggag
cacgaccctce
atgecateecce
cgagcacagc
cacacaaacyg
acacacacgec
acagcacaca
gcacacacat
cacacatgca
cacacacaca
acacagcaca
acagcacaca
gcacatacat
gcacccacct
acaataagca
attctccaat
ccctgtetgt
ccggeggeat
ctttccacca
cccccgeage
actgtgtgtt
ctgagcagac
ttggggacce
cccaagaaat
cggttggagg

gtggtccegg

tggctgagaa
tctcececttgg
aagaaggacc
gggaatttte
tccettttee
gggaggacag
acccccaaat
geagctacac
acacacacaa
cacagcacac
acacacatgc
cgcacacaca
gcacacacaq
cacacagcac
aacacagcac
cagcacacac
cacaaacaca
gaacacagct
gcacacacac
tatctaagea
gttttcatgg
gccectgecte
ttgggataca
tgacagagat
gtgagccacg
ggcccageca
atgcccecac
coccacegga
gtggagtcct
ggtgggtagyg

gagattttgg

ES26190327T3

acaattggea
actttgagtc
ccagaaatca
agggtaaact
atcactaaaa
agcatgaaaa
cttacatctc
acacacaaca
acgcacagca
acacgcacac
acacacagca
gcacacacac
cacacacact
acacacgcga
acacatgcac
atgcacacac
cagcacacac
cacagcacac
atgcgcacac
actacgatat
tctgageece
tcagaggagg
cccgtagggt
gcccttgtga
atgctececa
gagtgaggaa
gagtagcctyg
gcacacctag
cgggggccegt
gggcagtyggy

atggaaaagt

aaataaagga
aaattggcct
caggtgggca
ggeocatcoga
atcacagage
ccaaaatcca
aattcccatc
cacagcacac
cacacagcac
acatgcacac
cacacacaaa
gagcacacag
agcacacagce
acacagcaca
acagcacacqg
agcacacacg
atgcacacac
aaacacgcag
acacgcacac
ctgtatggat
gctectgttce
gggctcagat
gggcggggtg
ggctggcctce
taccceacce
ggagtttgge
actccctggt
ggatcatett
gcactgatgce
ggetgggegg

caggaggatt

55

atttggecact
ggacttgagt
cgtcgectget
aaatagcaac
agtcagaggg
tgcaaatgaa
ctaaaaagca
gcatgaacac
acagatgagc
acagcacaca
cgcacagcac
cacacaaacg
acacacacaa
cacgaacaca
cacacacage
catgcacagc
agcacacaca
cacacacgtt
ccccacaaaa
caggcocaaag
ccatctccac
ggtgeggect
tgteccagge
cttggcgcct
attcccgata
cacattggag
gtgctcctgyg
tgcocegtete
ggggagtgtg
ggggagttcet

gacagcagac

coccaccece
ccctgaacca
accgeccatct
aacccagact
acccagtaag
atgtaattgg
ctcatacttt
agcacacaca
acacagcaca
aacgcacggce
acacaaacgc
cacagcacac
agacacagca
gcacacacag
acacacatga
acacatgaac
ctcatgcgea
goacacgcaa
ttggatgaaa
tecegetaag
tgccecctegg
gagtgtgcgg
ctaattcecat
gtccccacgg
caccttactt
atggcggtag
aaggaagatc
ctggggacece
ggaagtctgg
ggggtaggaa

ttgcagaatt

1800

1860

1920

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

25890

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

34290

3480

3540

3600
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acatagagaa
tcttggggeca
atgcgctcag
aagaacgcac
gattggattt
tggggggoac
gteccggectg
ggttgggcag
tggctggect
atcaggetygyg
gtgacatctt
ggacctcttg
cacacagage
ccacgggtet
taggaectetyg
cagecegact
accccggggg
tgtgagtggg
ggaacccaca
cgteaggaca
ggcacttgece
catcctggece
ccteceoegtg
tcacctgaag
cttgcggcec
catgcttggg

catgaaaaaa

attaggaacc
ttttteecttt
aaaccaaatt
gaagccagec
tgttttteat
tggccactga
gcttetgggg
ggtctecctea
gaggctggce
ggcagggtyg
[« {alalels (alafetalsd
ggggcaaggt
aggagagetg
ggtgatgcoca
ggaggtttac
agcagtctag
tegtcecatge
ccattecggaa
ttggcetgag
cacacccace
gaccagcccece
cgggctgect
tcececaatgt
acceccacge
gtgtttgact
ttttgtettt

daadaaaaaa

ES26190327T3

cccaaatttc
tttttttttt
aaaccccccc
tggagaccac
ctgtoecctgt
geeccecttgg
acagtggctg
ggtgtcagga

ggaggggaag

ccgecttecg
cagcaccctg
ggggtgagge
ccaggtetge
tagcageocac
ctogaoccaca
aggcctgagg
cagtccgect
cattggacag
atccaaaacg
cagtgttata
ttgegtecec
gtctgacctce
cttecagtggg
caaacactga
caactcaact
aaccttgtaa

aa

<210>4

<211> 4856

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4

atgtcaattg
tttgtttttt
cccatgtaac
cacgtectge
tgcttgggtt
agaagtcaga
gtcccoccagaa
gggtgctogg

gggctagcag

cacacttgag
cottgtotec
cggggagtag
ccatcgacca
caccgeggeg
cttgtgoace
cttetgggte
cagtcgcaga
aagcccaaag
cttegaggea
ttetgecteg
aggtttgcag
cgtgcctagt
gggcceccecte
atgtcacctyg
cctttaacge

cgcttgeaat

atctattcce
ttttacccet
aggggggcag
coccogacat
gagttgaggy
ggggagtgga
gtcctgaggyg
aggccacagg
gtgtgtaaac
gaaccctecce
aggaggtecg
ggaggtcagg
ggttgettgg
cotagggetg
cagctecageco
ctggtgacgg
gggtecccteg
agccaaattg
coccaaatta
ceggagtggg
ctetecectg
cgtggetcte
ttgggtccee
tgcectgeecge
taatatttce

cccaataaag

cctetttgtt
ccttagettt
tgacaaaagc
ttategeocct
tggagcctee
gaaggccact
cggagggggyg
agggggctcc
agagggttcc
ctoteccekteg
aagctetgtyg
cgggtctgag
gceccooggage
cggcagggac
cccctgoacyg
ggctggcatyg
gcaagcgaocce
tcacaattgt
cetgeccatt
tgtteceggyg
ggccactaac
catcttgtct
tcectetgeca
cteggteocac
ggcaaaatcc

cattaaaagt

ggcegegege cctcaggacg tggacaggga gggettecce gtgtcocagga aagegacegg

56

3660
3720
3780
3840
3800
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160

5182

&0
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geattgeocece
cgttgctecc
agectgocac
goctacaget
accgaactcg
ttttgggtgg
acaccaatqgg
gcctegtget
gacaccctee
gtgagcecgte
ctcctggaga
accgtgette
tggaagcagt
ggtcacgtgce
attgotctac
cggaagtgag
ctgaccacgg
ggggcttctc
cccccteocat
ctttaaacac
aaatcaaaac
ttggcttttt
aaaaaaaatc
ggcaaaataa
agtcaaattg
atcacaggtg
aactggcocat
aaaaatcaca
aaaaccaaaa
tctcaattee
aacacacagc

agcacacaca

cagtetecce
ggacactgag
agagegtteg
togeggagat
cgtctatgca
gccgcaaagg
gaatcocaat
gcattgctge
agttegtctg
gcagecgtgg
cgtactgtge
cggacaactt
ccacccageg
tcgeocaagga
ccacccaaga
caaaactgec
acgtttccat
ctgacccagt
cgggetgagg
ccttcacata
attaaactaa
agaaacaccc
aattggctaa
aggaatttgg
gectggactt
ggcacgtege
ccgaaaatag
gagcagtcag
tccatgraaa
catcctaaaa
acacgcatga

gcacacagat

ES26190327T3

caaatttggg
gactggccce
ategetoget
ggttteacca
agtccaacgc
cgagctactt
ggggaagteg
ttaccgeccee
tggggaccge
catcgttgag
tacecceoogec
ccccagatac
cctgegeagg
gctecgaggeg
coccogoceac
gcaagtetge
caggttccat
cccegtgece
aagcacagca
cectecceee
cececttece
cacaaaagct
aaaaaaaaaqg
cactacocac
gagtccctga
tgctaccgec
caacaaccea
agggaccecag
tgaaatgtaa
agcactcata
acacagcaca

gagcacacag

cattgtecece
ggggtctoge
geotgagete
gaccdccaaa
actgaggacg
agacgcaccc
atgetggtge
agtgagaccc
ggcttctact
gagtgctgtt
aagtccgaga
ccegtgggea
ggcctgectg
ttcagggagg
gggggegece
ageocoggege
cccgaaaatc
cgectocecg
gcatottcaa
aaattatcce
ceacacccac
cagaaattgg
tattaaaaac
ccacotottt
accagcaaaqg
atctocette
gactggetee
taagaccaaa
ttggcacgac
ctttatgeat
cacacgagea

cacacacaca

57

gggtetteca
tcaccttcag
ctggtgegee
ttategtggt
gggtaaccat
cggtgagetce
ttetcacett
tgtgcggcgy
tcagcaggee
tcegeagetg
gggacgtgtc
agttetteca
ccctectgeg
ccaaacgtca
cccecagagat
caccatecctg
tctoggttee
aaacaggcta
acatgtacaa
caattatcce
aacaacccte
ctttaaaaaa
gaattggetg
ctottoteoce
agaaaagaag
tcacgggaat
tcacteectt
ggaggggagyg
cctcacccce
cccoegeaget
cagcacacac

aacgcacagc

acggactggyg
cagegteccac
cgeggacgea
ggaadccgayg
tatccagata
ggccatgeag
cttggectte
ggagctggtg
cgcaagccgt
tgacctggeoe
gaccccteog
atatgacacce
tgcecegeegg
cegteccetg
ggcecagcaat
cagectecte
acgtcccect
ctcteoctegg
aategattgg
cacacataaa
ttaaaactaa
aacaaccacc
agaaacaatt
ttggactttyg
gacaccagaa
tttecagggta
ttcoecatcact
acagagcatg
aaatcttaca
acacacacac
acaaacgeac

acacacacgc

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

860

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1820

1280
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acacacatge
agcacacaca
acacgagcac
cactagcaca
gcgaacacag
gcacacagca
acacagcaca
acacatgecac
acacaaacac
acacacacgc
atatctgtat
ccecegetect
gagggggete
gggtgggcgy
gtgaggetgg
ccecataccce
ggaaggagtt
cctgactece
ctagggatca
cegtgeactyg
tgggggetay
aagtcaggag
tttcatgtca
tttetttgtt
ccccocecatg
ccaccacgte
ctgttgecttg
ttggagaagt
gctggteecce
aggagggtge

gaaggggcta

acacacagca
caaacgcaca
acagcacaca
cagcacacac
cacacacgaa
cacgcacaca
cacgcatgca
acacagcaca
gcagcacaca
acaccccecac
ggatcaggcc
gttecececatet
agatggtgeqg
ggtgtgtece
cctecttgge
acccattcce
tggccacatt
tggtgtgetc
tctttgeceeg
atgeggggag
gcggggggag
gattgacagce
attgatctat
ttttttttac
taacaggggg
ctgeccecocg
ggttgagttyg
cagaggggag
agaagtcctg
teggaggeca

gcaggtgtgt

ES26190327T3

cacaaacgea
gcacacacaa
aacgcacagc
acaaagacac
cacagcacac
cagcacacac
cagcacacat
cacactcatg
cgttgcacac
aaaattggat
aaagtccecge
ccactgcecco
gactgagtgt
aggcctaatt
gecctgtocce
gatacacctt
ggagatggcyg
ctggaaggaa
tcteoectgggg
tgtgggaagt
ttectggggta
agacttgcag
tacccctett
ccctocttag
gcagtgacaa
ccatttatcg
agggtggage
tggagaagge
agggcggagg
caggaggggy

aaacagaggg

cggcacacac
acgcacagca
acacgcacac
agcacacaca
acagcacaca
atgaacacag
gaacacagca
cgoagcacat
gcaagcaccc
gaaaacaata
taagattctc
tcggeectgt
geggecggeg
ccatctttec
acggecceeg
acttactgtg
gtagctgagce
gatcttgggy
accccccaag
ctggeggttyg
ggaagtggte
aattacatag
tgtttcettgg
ctttatgcgce
aagcaagaac
cecetgattgg
ctcctggggg
cactgteegg
ggggggttgg
ctectggetyg

ttccatcagg

58

acgcacacac
cacacgcaca
acatgcacac
tgcacacaca
cacaaacaca
cacacagcac
cacacacaaa
acatgaacac
acctgcacac
agcatatcta
caatgttttc
ctgtgcecetg
geatttggga
accatgacag
cagegtgage
tgttggccca
agacatgccc
accocoocac
aaatgtggag
gagggatyggyg
cogggagatt
agaaattagg
ggcattttte
tcagaaacca
gcacgaagcc
attttgtttt
gcactggcca
cctggettet
gcagggtctc
gecetgagget

ctggggcagg

atgcacacac
cacagcacac
acagcacaca
gcacacacac
gcacacacat
acacatgcac
cacacagcac
agctcacage
acacatgcge
agcaactacg
atggtctgag
cctctecagag
tacacccagta
agatgecctt
cacgatgcte
gccagagtga
ccacgagtag
cggagcacac
tcctcoggagyg
tggggggcag
ttggatggaa
aacccccaaa
cttttttttt
aattaaaccc
agcctggaga
tcatctgtee
ctgagcccec
ggggacagtg
ctcaggtgtc
ggccggagyay

gtggoegect

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2829

2880

2949

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840
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tccgecacact
cctgecttgt
aggcegggyga
ctgeecateg
ccaccaccge
cccacttgtyg
gaggcttctyg
gectcagteg
acagaagcece
aacgcttega
tatattectge
cceccaggttt
ccteegtgee
tggggggcce
ctgaatgtea
aacteccttta
gtaacgettg

<210>5

<211> 1805

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 5
gagacacact
ggatttcagt
cagtacagtg
ccggggeate
cggcggggac
agogagetac
aatcaagcag
cagacaaatt
tgtcectgeaa
tgagagagga

tgacctaacce

tgaggaacecc
ctccaggagg
gtagggaggt
accaggttge
ggcgectagg
cccecagetco
ggtectggtg
cagagggtcc
aaagagccaa
ggcaccccaa
ctogocggag
gcagetetee
tagtaegtgge
cctettgggt
cetgtgectg
acgctaatat

caatcccaat

ctgccccaac
cgcagaaget
ggcatgcagc
cgeatcteca
ctgtttgttyg
ctagaaaagqg
tggtacgaaa
gaagagctgc
attgataatg
atacgtctaa

ctacataaaa

ES26190327T3

tccectetee
tccgaagcete
caggcgggte
ttgggeeceyg
gctgeggeag
agcccoectg
acggggctgg
ctcggocaage
attgtcacaa
attacctgece
tgggtgttce
ccetgggecac
toteccatett
cceceteoetet
cegecteggt
ttccggcaaa

aaagcattaa

catcctgaag
tocacagaag
gcctogggac
actccagaca
geaatgagaa
tgeggacect
ccaacgcccc
gaagtcagat
ctaaactggce
cagtggaagc

cagatttgga

ctecggtgaca
tgtgggacct
tgagcccaca
gagceocacygg
ggactecggece
cacgcagccc
catgacceceg
gccctgtgag
ttgtggaace
cattcgtcag
cgggggcact
taaccatcet
gtetactece
gccatcacct
ccaccttgeg
atcccatgcet

aagtcatgaa

ctacaggtge
cctgagetee
gacacccage
cacggtgaac
aatggecatg
ggagcagteoo
gagggctggt
taaggatgct
tgctgaggac
tgatctccaa

gattcaaatt

59

tcttgeeege
cttgggggca
gagcaggaga
gtetggtgat
tctgggaggt
gactagcagt
ggggtegtce
tgggccattc
cacattggece
gacacccace
tgccgaccag
ggceegggcet
cgtgtececa
gaagaccccc
gecegtgttt
tgggttttgt

adadaaaaaa

tcececteetgg

teccttgeagg

gtttatgggy
tatgggagcey
cagaacctaa
aactccaaac
cgcgactaca
caactgcaaa
ttcagactga
ggcctgaata

gaagaactga

ccctcageac
aggtggggtyg
getgecaggt
gccatageaq
ttacctegec
ctagaggect
atgeeagtec
ggaacattgg
tgagatccaa
cacccagtgt
ccocttgegt
gcctgtetga
atgtetteag
acgccaaaca
gactcaacte
ctttaacett

aaaaaa

aatctccaat
cocctgtagt
gtgctggagg
atctcacagyg
atgacegtet
ttgaagtgeca
gtgcatatta
atgctcggtg
agtatgagac
aggtctttga

ataaagacct

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4856

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
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<210>6

agctctccte
cactgtcaat
aatgaggcag
tgagagacaqg
aactgaggtt
gteccatcte
cagcagccag
gattcggagt
togacttgaa
tacagaatat
gacagtcgtg
agaaaatatc
tataatctta
gcagtgatta
taaatgtttt
gaatatttaa
gaccacctaa
ctaaacctca
tcctgtttct

ctggg

<211> 1447
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 6

atccagattt
atttgattta
tcgatcaaat
atgtgcaagg
taggaggagc
agcgctgcaa
acctgattgg

tcatgtacce

aaaaaggagc
gtggaggttyg
aagtatgaag
actgcagttc
caactaacgg
agcatgaaag
ttagccaacc
aacatggaac
caggaaattg
cagttaagea
caagaagtag
taaatagcta
tetttgetec
gaaggggtgy
actcagagga
aacatcatta
tatcaatttg
caaagtagag

gaattgtaaa

gcttttacat
acagtgaacc
attttecatec
aaccatcttc
actccaagga
tgcacaaagg

ggatatgagg

accaccactg

ES26190327T3

atcaggagga
atgectgetce
tcatggeccca
tgcagcaaca
agctgagacyg
agtetttgga
tccagteget
gccagaacaa
ctacttaceg
cectggaaga
tggatggcaa
ccagaaggag
ctgcaagaaa
ggtggeggga
gctgcaaatt
ctgccatctt
taggtaatgt
gaatccatgt

accccctttg

tttettgeet
ttaattcttt
ctgaggttaa
ccagctccca
tttgactgtyg
atgatgattg
gagcagettt

tatgatgete

agtcgatgge
aggcctgaac
gaagaacctt
ggtcacagtg
cacctcccag
gcacactcta
gttgagctct
c¢gaataccat
cegacttetg
gagagatata
ggtegtgtea
atgctgetga
tcagccataa
atcctattta
gcctgcaaaa
tatcatgaag
tcctgaaaat
aaattgcaaa

ggagtccctg

gagtctgagg
ctggettcac
caattaccat
atttecaatce
acaaagacat
cagaggcata
cggatcactt

atgagetetg

60

ctacacaagc
cttggecgtca
caagaggcca
aatactgaag
agccttgaga
gaggagacca
ctggaggecce
atccttettyg
gaaggagaag
aagaaaacca
tctgaagtea
ggttttgaaa
gaaagcacta
tcagactctg
atgaaatcca
cacatcaatt
tgcaatacat
taaaccactt

gtttcttatt

tgaacagtga
agtgaaacaa
caaaatgttt
cataatggat
gctgatcaac
ccagagcatg
caaagatgtg

geatgecatg

atctgggcaa
tcatgaatga
aagaacagtt
aattaaaagg
tagaactcca
aggececgtta
aactgatgca
acataaagac
acgtaaaaac
ggaagattaa
aagaggtgga
gaaatttgge
ttaatactct
taattgaata
gtgagcacta
acaagcetgta
ttcaattata
tctaattttt

gagccaattt

acatatttac
gtttatgcaa
tgtggagact
gcccaaatge
attctgactec
tatggecggg
atggctggece

aagggagtag

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1805

60

120

180

240

300

360

420

480
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<210>7

gcactgatga
agatgcgaga
agacctcagg
gatatacaga
agaagacggyg
agetgegget
ttaatgaatg
gagacaaacce
ataataaaac
ggaaacgata
cagggcatta
atgaagagga
ctcacaaatt
ctatetttga
ttgecctacta
ggaataatag

acaacaa

<211> 5881
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 7

ggttggtgac
ttatgtgtga
tttctgttta
aagaaacttt
cteetgettg
ctgtgattga
tgccatttce
gggtacctat
gocaagoettg

tgggggtcca

tgactttgag

gaattgccte
agcctactge
acacttcaga
ccctgegatg
ggagcacaaa
ggttttecag
ttatgatgga
agcotatttt
tgtaatcagg
caaagagcga
taagaaagca
cttggagtac
tgtactgtte
aattattcta
tcctgaattt

aaaaattgca

ttccacagga
gaattgaaat
ggtttttctt
tgggtaacat
caagtgtcaa
cttoaattge
ctctacgetc
tattacttta
cotgecetge
cactgcaatg

cctecagggte

ES26190327T3

attgaaatac
ttgcaataca
gatactctea
gctgctcagg
accatgetge
gaatttcaaa
tacttteagg
gettatagat
attctcattg
tatggaaaat
ctgettgeeca
tgtgcactcee
atggcactat
agccaaagaa
gcctactate

ttggaataga

aaagttctgg
gactagecatt
cttgaaaaga
tgcaattaca
cctaaaaaaa
tgacttgtag
gctgacegtt
tggggcagca
attttatcaa
tttttgtgga

tgagtgaage

tagcttcaag
gcaataacct
tgaacttggt
atgcaatggt
aaatgatecct
atatttctgg
agctgetggt
tatatagtge
ccagaagtga
cecctatttca
tctgtgetgg
tctttctaga
taacaaaact
aactatgaat
taatcagcaa

ttttatttaa

aggagtagcc
attgaccett
aattgttatt
tgaaattgat
gtgctteoctt
agatgeageg
ctggaagatc
gectggaaaa
aggageagygyg
acatgaagce

cgetegttgg

61

aacaaatgga
ccaagaggac
ccaggggacc
cctatgggaa
gtgcaacaag
gcaagatatg
tgcaattgtt
aattcatgac
aatagacctyg
tgatatcaga
tgatgctgag
cacttccaaa
atacaatcat
gaaagtatat
ttaaataaat

atgtgaacca

aaagaccatc
ttcageatce
cagcccegttt
aaccgegaaa
ttgttatgga
aatgtgaaat
ttgaaccecte
gtacttgggy
aagaaggaat
cttcagegge

aactccaagg

gaaattttec
atttattcag
agagaggaag
gcetgteage
agctaccage
gtagatgceca
ctctgtgtte
tttggtttoc
ctgaccataa
aattttgett
gactactaaa
tagagatttt
attttctett
gatactgaat
tgtgcatgat

tcaacaacct

agcgtttcet
cotgtgaata
aaaacaaatc
ataattggaa
agatgtottt
cacacgtata
ttctggaaag
accaaagaag
catcgaggca
cagtagcatc

aaaaccttct

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1447

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
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cgctggacee
tggagataac
caatggggaa
catcacgeca
tgccgetgag
gagcagtcct
gatcaacact
ggccgagttg
tccagcoccca
ggagatggaa
ggtgtacgag
ggacaccatg
ccctaacctg
tgagttcatg
gaacgcogtg
gaagaaaaac
cttggtgaag
ccatgctgga
gttectecate
tggcatgtcc
ctaccogeatyg
ttggcagtgg
aatgtteocag
cegtgggget
caggagagct
ccagggagag
agagcgaggt
aaagaccaac
caaacgcagc
ggaagagggce
cccagcocaag

gtccggggge

agtgaaaatg
actctaagca
tggtgtgaag
gtcaacagte
tatctgctga
ggccagaggt
goettetgatg
gttecatcatc
aagcgcaaca
cgcacggaca
ggcgtgtgga
gaggtggaag
gtgecagectee
acctacggga
gtgetgetgt
ttecatccaca
gtagctgatt
gccaagttce
aagtcegacg
ccttaccegg
gagegeccag
aatccctctg
gaatccagta
gtgagtacet
gcagagcaca
agcgatccote
cceeeggagg
ttgtteageg
agctccttce
cgagacatca
toceccaaage

tcaggcttec

ES26190327T3

accccaacet
taactaaagg
cocaaaccaa
tggagaaaca
gcagcgggat
ccatcteget
geaageteota
attcaacggt
agcccactgt
tcaccatgaa
agaaatacag
agttcttgaa
ttggggtetg
acctectgga
acatggccac
gagatcttge
ttggcctgag
ccatcaaatg
teotgggeatt
gaattgacct
aaggctgece
accggeecte
tcotcagacga
tgetgeagge
gagacaccac
tggaccatga
geggectgaa
cottgatcaa
gggagatgga
gcaacgggge
cecagcaatgg

ggtctccccea

tttegttgea
tgaaaagctc
aaatggccaa
ctectggtac
caatggcagc
gagatacgaa
cgtetectee
ggecgacggg
ctatggtgtg
gcacaagctyg
cctgacggtg
agaagetgea
caccecgggag
ctacctgagg
tcagatcteg
tgecegaaac
caggttgatg
gactgcaccc
tggagtattg
gtcccaggtyg
agagaaggtce
ctttgctgaa
agtggaaaaqg
cocagageotg
tgacgtgect
gcctgeegtyg
tgaagatgag
gaagaagaag
cggccagccg
actggecttte
ggctggggte

cctgtggaag

62

ctgtatgatt
cgggtecttag
ggcetgggtee
catgggocoty
ttcttggtge
gggagggtgt
gagageeget
ctcatcacca
tcceccaact
ggcgggggec
gocecgtgaaga
gtcatgaaag
cceccegttet
gagtgcaacc
tcagecatgg
tgeectggtag
acaggggaca
gagagcctgg
ctttgggaaa
tatgagectyge
tatgaactca
atccaccaag
gagctgggga
cocaccaaga
gagatgecte
tctecattge
cgeecttetee
aagacagccc
gagcgcagag
acccecttgg
cccaatggag

aagtccageca

ttgtggecag
gctataatca
caagcaacta
tgtaccogeaa
gtgagagtga
accattacag
toaacacoet
cgctccatta
acgacaagtg
agtacgggga
ccttgaagga
agatcaaaca
atatcatcac
ggcaggaggt
agtacctgga
gggagaacca
cctacacagc
cctacaacaa
ttgetaccta
tagagaagga
tgcegageatg
cctttgaaac
aacaaggcgt
agaggacote
actocaaggg
tceetegaaa
ccaaagacaa
caaccoctoo
gggccggcga
acacagctga
cectecggga

cgctgaccag

720

780

840

%00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1820

1880

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580
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cageagacta
ctcttgotcee
gctgecctegg
caaaagtgag
gacoccgagge
tgaggtctte
aaaaccccte
agctggaaag
caaagcaggc
gaggaggcac
caaacctgecc
gcagagcccg
gagtetggtt
caaaaagccc
catcagaceca
ccagecgtet
ccgeccagect
caccgaggcg
agtgctggag
gcaaatgagg
ggagcttcag
caagctecte
ggtcaggtgt
acagtggctg
gagctgaggyg
caccttcete
gtggactgca
gagcteteca
tggagceect
aactgaggec

tgaagacatg

gocacaggeyg
gcctcctgeg
gacttgcagt
aagccggcetce
acagtaacge
aaagacatca
cggcggcagg
ggcagtgeoct
tcaggtgcac
aagcactcct
ccgeccgecco
agccaggagyg
gatgectgtga
gtgctcececgg
gacecaegtte
tocaccgect
ccagagcgga
ctgtgcecteg
goccggcaaaa
aacaagtttg
atctgccegg
agttecggtga
caggeeegte
acaagggact
ccctgtggag
ctcoecegete
gtcggcatge
ggccaggtgg
cctcococegg
ttgtgtgtca

tttecaagaac

ES26190327T3

aggaggaggyg
ttccccatgg
ccacgggaayg
tgcecteggaa
ctecccocag
tggagtccag
tcaccgtgge
tagggaccece
cagggggcac
ctgagtegec
caccagcagc
cggccgggga
acagtgacge
ccactccaaa
cctecacgtt
tcatecctet
tecgoccagegg
ccatctectag
acctctacac
ccttecgaga
cgacagcagg
aggaaatcag
ggagctgeet
agtgagtcag
tccagctcta
cgtctetgte
caggacccgc
gaacggctga
ctgggecctece
ggcocctetge

cgcatttcegg

cggtggeage
ggccaaggac
acagtttgac
gagggcaggyg
getggtgaaa
ccocgggeteco
ccctgecteg
tgotgecaget
cagcaaggygc
agggagggac
ctctgeocaggg
ggcagtcctg
tgeecaagece
gccacagtcece
gcecatcagea
catatcaace
cgccatcacce
gaactccgag
gttctgocgtg
ggcecatcaac
cagtggtcca
tgacatagtg
geagcacatg
caccttggec
ctacctacgt
ctecgaatttt
cagcceccgcet
tgtagactgt
ttcttecact
ctgcactece

gaagggcatg

63

teccageoaage
acggagtgga
tcgtccacat
gagaacaggt
aagaatgagg
agecocgocca
ggcctcecce
gageccagtga
cccgecgagy
aaggggaaat
aaggctggag
ggcgcaaaga
agccagcegg
gccaagecgt
tecteggece
cgagtgtete
aagggcgtgg
cagatggcca
agctatgtgg
azactggaga
gcggccacte
cagaggtage
cgggctegece
caggagctct
ttgcaccgee
atctgtggag
cccacctagt
cttttteatt
tctccaagaa
tggeettgee

cacgggceatg

getteoetgeg
ggtcagtcac
ttggagggca
ctgaccaggt
aagetgetga
acctgactee
acaaggaaga
cccccaccag
agtccagagt
tgtccagget
gaaagcccte
caaaagccac
gagagggect
cggggaccce
tggeagggga
ttecggaaaac
tcctggacag
gccacagagce
attccatcca
ataatcteoeg
aggacttecag
agcagtcagg
catacccgtyg
gcgccaggca
tgccctecocg
ttcetgetee
gccccagact
tttttetete
tggaagcctyg
cgtegtgtge

cacacggctg

2640

2700

2760

2820

2B80

29490

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440
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gtcactctge
gacagctott
gcaggtggga
ccagagccca
gtctcaaggg
ggggacaagg
ggeccaggea
gaaagggccc
cctttggaac
ctgtgtagece
gaaagggcct
aattaccgtg
ccacaaacgqg
cacgaggctge
ggtotectgg
gaggcttcac
ctcgcacagg
aatggtttec
cggctgtgac
aagogeoccac
ttaacgtgat
tcocttttctaa
teecoctetg
tttttgaate

a 5881

cctetgetge
gatttgggtg
gctgaaaagg
gctcttgete
tggcaggtca
gaggcagtgg
ggtctgecaag
ttcecectece
aagacagcct
gccctgagag
ggccagtcet
agtgacatag
agcccctgaa
cccaggaecgy
accttgacag
gecgggagaa
ccctagettt
tctggategt
gcageccggag
ccaggtocee
gtgccactat
gtggcgtgtyg
cttetcgggyg

caaatctgtc

<210>8

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 8
gatcaacact gcttctgatg gcaa 24

<210>9

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400>9

ES26190327T3

tgceeggggt
gaaaacaggg
atcgaggcat
tcttgtgacg
ctgtcactgce
ctagtggggt
ggcccagagt
ccactcctct
tcacttttct
agaatagagc
ggtcctgget
ccteatgtte
agcctcacgt
agcccagata
agcagctaac
gocacctteoe
acgctcatca
tttatgcggt
ggaggcacta
cgactgectyg
attttacacg
catagcegtec
tecagtgcat

ctetgtagta

ggggtgcact
tgctaaagece
ggggcatgte
tgcactgtga
cgacatccct
gaacagctgg
gaaccgtect
aagacaaagt
gagttcttga
tgccactggg
gcactecttga
tgtgggggtc
atttcacaga
cgggggetgt
tccgagagea
caccccetteca
cctaaacttg
tcttacagca
gtcaccgaca
tctecatgag
tatctcttgg
tgecctgece
tttgtttetg

ttttttaaat

64

cgccatttee
aaccagectt
ctttccatet
atcctggcaa
cccccagecag
tgccaaatag
ttcacacate
agattcttac
agcatttcaa
cacctgogca
actgggcgaa
atcagggagg
gcacgcctge
gactctggge
gtgggcaggt
taccgeecteg
tactttattt
catcacctet
goggecttga
gtactggtece
tatgcatctt
ccteggggge
tatatgatte

aaatcagtgt

tcacgtgcag
tgggtcetgg
gtccacatec
gaaagcttga
aatggaggca
ccccagactg
tgggtgecct
aaggcccttt
agccctgect
caggtgggag
tgtettattt
gttaggaaaa
catcttctce
agggacccgg
ggcagecact
tgcecageage
ttctgataga
ttgoccecga
agacagagca
cttoctttty
ttatagacgc
ctgtggtggce
tetgtggttt

ttacattaga

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880
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ccaccgttga atgatgatga accaa

<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 10
cctccgagag ccgcttcaac

<210>11

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 11
cctccgagag ccgcttcaac

<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 12
cctccgagag ccgettcaac

<210> 13

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 13
ttgaagagct gcgaagtcag at

<210> 14

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 14
tgaagtcctc agcagccagt t

<210> 15

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 15

ES26190327T3

25

20

20

20

22

21
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tcaactgcaa aatgctcggt gtgtcc 26

<210> 16

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 16
cgcggcttct acttcagcag 20

<210> 17

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 17
gcggaaacag cactcctcaa 20

<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 18
tgtgagccgt cgcagcecegtg 20

<210> 19

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 19
acccggctca cctgcgaa 18

<210> 20

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 20
ggactccegce ggacacaa 18

<210> 21

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 21
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tcctgggaag cgagtgeccc taa

<210> 22

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 22
cctgggaagc gagtgeecct aa

<210> 23

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 23
ggctattctc ctcttggcag at

<210> 24

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 24
tgcttgagct ccagtcecta ag

<210> 25

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 25
agccgagaag gcggagtctg gc

<210> 26

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 26

gtgaaacaag tttatgcaat cgatcaa

<210> 27

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 27

ES26190327T3

23

22

22

22

22

27
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gattgaaatt gggagctggg aa

<210> 28

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 28
tcatccctga ggttaacaat taccatcaa

<210> 29

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 29
cgactacagt gcatattaca gacaa

<210> 30

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 30
cagcagccag tttagcatta tcaa

<210> 31

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 31
tcaactgcaa aatgctcggt gtgtcc

<210> 32

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 32
ggaccgcggc ttctacttca 20

<210> 33

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 33

ES26190327T3

29

25

24

26
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ccaggtcaca gctgcggaa

<210> 34

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 34
tgtgagccgt cgecagcecgty

<210> 35

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 35
tgcgaagegc ctgggaagce

<210> 36

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 36
ggactccege ggacacaa

<210> 37

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 37
tgcccctaac atgeggctge ¢

<210> 38

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 38
tcagcgetgc aatgcacaa

<210> 39

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 39

ES26190327T3

19

20

19

18

21

19
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ggccagcecat cacatctttg aa

<210> 40

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 40
tagagcatgt atggccggga cct

<210>41

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 41
gatcaacact gcttctgatg gcaa

<210> 42

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 42
ccaccgttga atgatgatga accaa

<210> 43

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 43
cctccgagag ccgcttcaac

<210> 44

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 44
ggctattctc ctcttggcag at

<210> 45

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 45

ES26190327T3
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24
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tgcttgagct ccagtcecta ag 22

<210> 46

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintética

<400> 46

agccgagaag gcggagtctg gc 22

<210> 47

<211> 500

<212> RNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintética

<400> 47
gaugcucacu ucaucuaugg
ucugcauggu caggucaugg
cuuacugcuc aucggcugau
cogocauuau cccaaauggu
uuuucaacadg caagaccuaa
aaccauuuau aaauauguuc
ggaucaugcc gcugcagagg
gagucuggca augaugaugc
uguuuccuca accagucaca

<210> 48

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintética

<400> 48

ctgcaatgca caaaggatga 20

ES26190327T3

uuacccuggg

aucggcaucc

gaugcugcug

auaacauuua

uauuuucuuu

accagcegaa

cuauucuccu

auacagugua

acuuuuacac

ugacaguuuc

uaauccccau

ggacuuaaag

ucaucauuaa

gucaguagug

cuuggcagau

cgacagccuu

71

caacagaacu

gggaauuagqg

ccaagcaagc

Cuaugcaauu

ugcouuuuga

auvuggguggu

ugucuguagc

agggacugga

agcaucaucc

caucugcagu

uugugauccu

aucaccuugu

uggaucagge

uccuggcouug

cgagaaggcg

gcucaagcag

60

120

180

240

300

360

420

480

8500
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REIVINDICACIONES

1. Un método para detectar la presencia de cancer de vejiga en un sujeto, que comprende la deteccién de los
niveles de cada marcador de un conjunto de marcadores de cancer de vejiga en una muestra del sujeto, en el que el
conjunto de marcadores de cancer de vejiga consiste en ARNm de hormona liberadora de corticotropina (CRH),
ARNmM del factor de crecimiento similar a la insulina 2 (IGF2), ARNm de queratina 20 (KRT20) y ARNm de anexina
10 (ANXA10), en el que el nivel de cada uno de los marcadores se compara con un nivel normal o de control del
marcador, en el que un nivel normal o de control se determina como un nivel promedio o intervalo que es
caracteristico de las células uroteliales normales o de otros materiales de referencia, y en el que la deteccién de un
nivel elevado de al menos un marcador indica la presencia de cancer de vejiga en el sujeto.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que el método comprende ademas detectar un control endégeno y/o un
control exégeno.

3. El método de la reivindicacion 2, en el que el control endégeno se selecciona de ABL, GUSB, GAPDH, TUBB y
UPKZ1; y/o en el que el control exdgeno es un ARN.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la deteccién comprende RT-PCR, en
la que la RT-PCR es, opcionalmente, RT-PCR cuantitativa.

5. El método de la reivindicacion 4, en el que la reaccion de RT-PCR tarda menos de 2 horas desde una etapa de
desnaturalizacion inicial hasta una etapa de extension final.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el método comprende poner en
contacto el ARN de la muestra con un conjunto de pares de cebadores de marcadores de cancer de vejiga, en el
que el conjunto de pares de cebadores de marcadores de cancer de vejiga consiste en un primer par de cebadores
para detectar CRH, un segundo par de cebadores para detectar IGF2, un tercer par de cebadores para detectar
KRT20 y un cuarto par de cebadores para detectar ANXA10; en el que cada par de cebadores de marcadores de
cancer de vejiga produce un amplicén que tiene de 50 a 500 nucleétidos de longitud, de 50 a 400 nucledtidos de
longitud, de 50 a 300 nucleétidos de longitud, de 50 a 200 nucleétidos de longitud o de 50 a 150 nucledtidos de
longitud; en el que cada par de cebadores de marcadores de cancer de vejiga abarca, opcionalmente, un intrén en la
secuencia genémica.

7. El método de la reivindicacion 6, en el que:

(a) el primer par de cebadores de marcadores de cancer de vejiga comprende (i) un primer cebador que
comprende al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18
nucleétidos de SEQ ID NO: 19 y un segundo cebador que comprende al menos 12, al menos 13, al menos 14, o
al menos 15, al menos 16, al menos 17 o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 20, en el que cada cebador
tiene menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 0 menos de 30 nucle6tidos de longitud; o (ii) un
primer cebador que comprende al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos
17, o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 35 y un segundo cebador que comprende al menos 12, al menos
13, al menos 14, o al menos 15, al menos 16, al menos 17 o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 36, en el
gue cada cebador tiene menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 o0 menos de 30 nucleétidos de
longitud; y

(b) el segundo par de cebadores de marcadores de cancer de vejiga comprende (i) un primer cebador que
comprende al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18
nucleétidos de SEQ ID NO: 16 y un segundo cebador que comprende al menos 12, al menos 13, al menos 14, o
al menos 15, al menos 16, al menos 17 o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 17, en el que cada cebador
tiene menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 0 menos de 30 nucle6tidos de longitud; o (ii) un
primer cebador que comprende al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos
17, o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 32 y un segundo cebador que comprende al menos 12, al menos
13, al menos 14, o al menos 15, al menos 16, al menos 17 o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 33, en el
gue cada cebador tiene menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 o0 menos de 30 nucleétidos de
longitud; y

(c) el tercer par de cebadores de marcadores de cancer de vejiga comprende (i) un primer cebador que
comprende al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18
nucleétidos de SEQ ID NO: 13 y un segundo cebador que comprende al menos 12, al menos 13, al menos 14, o
al menos 15, al menos 16, al menos 17 o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 14, en el que cada cebador
tiene menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 0 menos de 30 nucle6tidos de longitud; o (ii) un
primer cebador que comprende al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos
17, o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 29 y un segundo cebador que comprende al menos 12, al menos
13, al menos 14, o al menos 15, al menos 16, al menos 17 o al menos 18 nucleédtidos de SEQ ID NO: 30, en el
gue cada cebador tiene menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 o0 menos de 30 nucleétidos de
longitud; y

(d) el cuarto par de cebadores de marcadores de cancer de vejiga comprende (i) un primer cebador que

72



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES26190327T3

comprende al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18
nucleétidos de SEQ ID NO: 26 y un segundo cebador que comprende al menos 12, al menos 13, al menos 14, o
al menos 15, al menos 16, al menos 17 o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 27, en el que cada cebador
tiene menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35, 0 menos de 30 nucleétidos de longitud; o (i) un
primer cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al
menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17 o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 38 y un segundo
cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos
14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 39, en el que cada
cebador tiene menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 0 menos de 30 nucledtidos de longitud; o
(i) un primer cebador que comprende al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al
menos 17, o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 48 y un segundo cebador que comprende al menos 12, al
menos 13, al menos 14, o al menos 15, al menos 16, al menos 17 o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 39,
en el que cada cebador tiene una longitud de menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 0 menos
de 30 nucleétidos.

8. El método de la reivindicacion 6 o la reivindicacion 7, en el que el método comprende ademas poner en contacto
el ARN de la muestra con: (a) un par de cebadores de control endégeno, en el que el par de cebadores de control
enddgeno es, opcionalmente, para detectar ABL; y/o (b) un par de cebadores de control exdgeno, en el que el par de
cebadores de control exdgenos es, opcionalmente, para detectar un ARN exdgeno.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en el que el método comprende ademas la formacién
de un conjunto de amplicones de marcadores de cancer de vejiga, en el que el conjunto de amplicones de
marcadores de cancer de vejiga consiste en un amplicén de CRH, un amplicén de IGF2, un amplicén de KRT20 y un
amplicén de ANXA10, y poner en contacto los amplicones de marcadores de cancer de vejiga con un conjunto de
sondas marcadoras de cancer de vejiga, en el que el conjunto de sondas marcadoras de cancer de vejiga consiste
en una primera sonda para detectar el amplicén de CRH, una segunda sonda para detectar el amplicén de IGF2,
una tercera sonda para detectar el amplicon de KRT20 y una cuarta sonda para detectar el amplicon de ANXA10.

10. El método de la reivindicacién 9, en el que:

(a) la primera sonda comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al
menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 21 o al menos 8,
al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al
menos 17 o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 37, en el que la primera sonda tiene menos de 50, menos
de 45, menos de 40, menos de 35 0 menos de 30 nucledtidos de longitud; y

(b) la segunda sonda comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13,
al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 34 o al menos
8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al
menos 17 o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 18, en el que la segunda sonda tiene menos de 50, menos
de 45, menos de 40, menos de 35 0 menos de 30 nucledtidos de longitud; y

(c) la tercera sonda comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al
menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 15 o al menos 8,
al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al
menos 17 o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 31, en el que la tercera sonda tiene menos de 50, menos de
45, menos de 40, menos de 35 o menos de 30 nucleétidos de longitud; y

(d) la cuarta sonda comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al
menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 28 o al menos 8,
al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al
menos 17 o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 40, en el que la cuarta sonda tiene menos de 50, menos de
45, menos de 40, menos de 35 o menos de 30 nucledtidos de longitud; y

11. El método de la reivindicacién 10, en el que cada sonda marcadora de cancer de vejiga comprende un colorante,
y en el que cada colorante es diferente de forma detectable de los otros tres colorantes; y en el que cada sonda
comprende un colorante fluorescente y una molécula inactivadora.

12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 10 u 11, en el que el método comprende ademas formar un
amplicén de control enddégeno y/o un amplicon de control exégeno y poner en contacto el amplicén de control
enddgeno con una sonda de control enddgena y/o poner en contacto el amplicén de control exégeno con una sonda
de control exdgena, en el que la sonda de control endégena comprende un colorante que es diferente de forma
detectable de los colorantes de las sondas marcadoras de cancer de vejiga y la sonda de control exégena
comprende un colorante que es diferente de forma detectable de los colorantes de las sondas marcadoras de cancer
de vejiga y la sonda de control enddgena.

13. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el conjunto de marcadores de cancer
de vejiga se detecta en una Unica reaccion multiplex.
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14. ElI método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la muestra comprende células
uroteliales y en el que la muestra se selecciona, opcionalmente, de una muestra de orina y una muestra de lavado
de la vejiga.

15. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el sujeto tiene al menos un sintoma
de cancer de vejiga, en el que al menos un sintoma se selecciona de entre dolor abdominal, sangre en la orina,
miccion dolorosa, miccién frecuente, urgencia urinaria e incontinencia.

16. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el sujeto tiene antecedentes de
cancer de vejiga y esta siendo controlado para detectar la recurrencia del cancer de vejiga, y en el que el sujeto se
ha tratado, opcionalmente, con el bacilo de Calmette - Guerin (BCG) en los ultimos tres meses.

17. Una composiciéon que comprende un conjunto de pares de cebadores de marcadores de cancer de vejiga, en el
gue el conjunto de pares de cebadores de marcadores del cancer de vejiga consiste en un primer par de cebadores
para la deteccién de CRH, un segundo par de cebadores para la deteccion de IGF2, un tercer par de cebadores para
la detecciéon de KRT20 y un cuarto par de cebadores para la deteccion de ANXA10.

18. La composicion de la reivindicacion 17, en la que:

(a) el primer par de cebadores de marcadores de cancer de vejiga comprende (i) un primer cebador que
comprende al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18
nucleétidos de SEQ ID NO: 19 y un segundo cebador que comprende al menos 12, al menos 13, al menos 14, o
al menos 15, al menos 16, al menos 17 o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 20, en el que cada cebador
tiene menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 0 menos de 30 nucle6tidos de longitud; o (ii) un
primer cebador que comprende al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos
17, o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 35 y un segundo cebador que comprende al menos 12, al menos
13, al menos 14, o al menos 15, al menos 16, al menos 17 o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 36, en el
gue cada cebador tiene menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 o0 menos de 30 nucleétidos de
longitud; y

(b) el segundo par de cebadores de marcadores de cancer de vejiga comprende (i) un primer cebador que
comprende al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18
nucleétidos de SEQ ID NO: 16 y un segundo cebador que comprende al menos 12, al menos 13, al menos 14, o
al menos 15, al menos 16, al menos 17 o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 17, en el que cada cebador
tiene menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 0 menos de 30 nucle6tidos de longitud; o (ii) un
primer cebador que comprende al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos
17, o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 32 y un segundo cebador que comprende al menos 12, al menos
13, al menos 14, o al menos 15, al menos 16, al menos 17 o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 33, en el
gue cada cebador tiene menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 o0 menos de 30 nucleétidos de
longitud; y

(c) el tercer par de cebadores de marcadores de cancer de vejiga comprende (i) un primer cebador que
comprende al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18
nucleétidos de SEQ ID NO: 13 y un segundo cebador que comprende al menos 12, al menos 13, al menos 14, o
al menos 15, al menos 16, al menos 17 o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 14, en el que cada cebador
tiene menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 o menos de 30 nucledtidos de longitud; o (i) un
primer cebador que comprende al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos
17, o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 29 y un segundo cebador que comprende al menos 12, al menos
13, al menos 14, o al menos 15, al menos 16, al menos 17 o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 30, en el
gue cada cebador tiene menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 o0 menos de 30 nucleétidos de
longitud; y

(d) el cuarto par de cebadores de marcadores de cancer de vejiga comprende (i) un primer cebador que
comprende al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18
nucleétidos de SEQ ID NO: 26 y un segundo cebador que comprende al menos 12, al menos 13, al menos 14, o
al menos 15, al menos 16, al menos 17 o al menos 18 nucle6tidos de SEQ ID NO: 27, en el que cada cebador
tiene menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35, 0 menos de 30 nucleétidos de longitud; o (i) un
primer cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al
menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17 o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 38 y un segundo
cebador que comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos
14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 39, en el que cada
cebador tiene menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 0 menos de 30 nucledtidos de longitud; o
(i) un primer cebador que comprende al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al
menos 17, o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 48 y un segundo cebador que comprende al menos 12, al
menos 13, al menos 14, o al menos 15, al menos 16, al menos 17 o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 39,
en el que cada cebador tiene una longitud de menos de 50, menos de 45, menos de 40, menos de 35 0 menos
de 30 nucleétidos.

19. La composicién de la reivindicaciéon 17 o la reivindicacion 18, en la que la composicion comprende
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adicionalmente un conjunto de sondas marcadoras de cancer de vejiga, en el que el conjunto de sondas marcadores
de cancer de vejiga consiste en una primera sonda para detectar un amplicon de CRH, una segunda sonda para
detectar un amplicén de IGF2, una tercera sonda para detectar un amplicon de KRT20 y una cuarta sonda para
detectar un amplicon de ANXA10, y, opcionalmente, en la que:

(a) la primera sonda comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al
menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucle6tidos de SEQ ID NO: 21 o al menos 8,
al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al
menos 17 o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 37, en el que la primera sonda tiene menos de 50, menos
de 45, menos de 40, menos de 35 0 menos de 30 nucledtidos de longitud; y

(b) la segunda sonda comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13,
al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 34 o al menos
8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al
menos 17 o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 18, en el que la segunda sonda tiene menos de 50, menos
de 45, menos de 40, menos de 35 0 menos de 30 nucleétidos de longitud; y

(c) la tercera sonda comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al
menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 15 o al menos 8,
al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al
menos 17 o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 31, en el que la tercera sonda tiene menos de 50, menos de
45, menos de 40, menos de 35 o menos de 30 nucleétidos de longitud; y

(d) la cuarta sonda comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al
menos 14 o al menos 15, al menos 16, al menos 17, o al menos 18 nucleétidos de SEQ ID NO: 28 o al menos 8,
al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14 o al menos 15, al menos 16, al
menos 17 o al menos 18 nucledtidos de SEQ ID NO: 40, en el que la cuarta sonda tiene menos de 50, menos de
45, menos de 40, menos de 35 o menos de 30 nucledtidos de longitud; y
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