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DESCRIPCION

Meétodo de diagndstico de cancer colorectal.
Campo de la invencion

La presente invencion tiene su campo de aplicacién dentro del sector sanitario, en el campo de la Biologia Mole-
cular. En concreto, esta invencién estd dirigida a un método de diagndstico precoz de cancer colorectal y a un kit para
su desarrollo.

Antecedentes de la invencion

El céncer colorrectal (CCR) es la tercera forma mas comun del cdncer y la segunda causa principal de muerte
relacionada con el cancer en el mundo occidental. Su evolucién natural (se cree que se produce una secuencia de ade-
noma-carcinoma en la mayoria de los pacientes) y accesibilidad mediante métodos no quirdrgicos lo hacen adecuado
para la deteccién y prevencion precoz.

La deteccién precoz mejora enormemente las posibilidades de cura. La colonoscopia es una prueba extremada-
mente especifica y sensible que puede considerarse como el método de referencia para el diagndstico precoz de CCR
[44,45] y se recomienda habitualmente que se realice en intervalos de 10 afios para la deteccion, comenzando normal-
mente a la edad de 50 afios [1]. Sin embargo, es una prueba invasiva que requiere una buena preparacion intestinal y
voluntad del paciente. También estd asociada con un pequefio riesgo de complicaciones significativas, lo que reduce
su uso generalizado.

Se considera generalmente que la prueba de sangre oculta en heces (Fecal occult blood testing, FOBT) es la mejor
prueba de deteccién no invasiva para CCR, ya que reduce la mortalidad relacionada con el cdncer cuando se usa de
manera programada [2]. Sin embargo, su sensibilidad es bastante baja (15% para adenomas y 35% para carcinomas), lo
que implica que una parte sustancial de neoplasias colorrectales pasan desapercibidas [1], Ademads, presenta una baja
especificidad, dando lugar a muchos falsos positivos. Ademads, algunas pruebas requieren que los pacientes cambien
su dieta, lo que reduce potencialmente su empleo [46-47].

En este contexto, las pruebas de ADN en muestras no invasivas aparecen como un enfoque viable que puede
complementar y probablemente superar otras pruebas de deteccidon para CCR [3-5] [23-26], aunque hasta el momento,
su aplicacion clinica rutinaria es todavia tema de discusién [6-7, 27].

El ADN parece ser estable en las heces, y aunque estén presentes inhibidores de PCR, las etapas de purificacion
han permitido de manera sistemdtica realizar andlisis basados en PCR en una alta proporcién de muestras [28-30].
Esta proporcién es mayor cuando se diagnostican lesiones, especialmente carcinomas colorrectales. Las muestras de
heces en sujetos con CCR pueden contener mas células exfoliadas y/o ADN amplificable [31].

La mayoria de los estudios publicados hasta ahora usando el ADN de heces han detectado mutaciones en genes o
marcadores individuales (p. ej., K-ras, p53, APC o BAT26) [16,26,32-33] con sensibilidad y especificidad aceptables,
aunque variables. Otros han postulado el uso de un panel de ensayo de mutacién de mdltiples dianas que, en un gran
entorno de deteccidn, demostré una sensibilidad del 51,6% para carcinomas y del 32,5% para adenomas con displasia
de grado alto [29], Estos resultados prometedores estdn asociados con una reducciéon moderada de la especificidad
(95%), debido a la deteccidn de mutaciones en célones endoscépicamente normales.

La metilacién de los residuos de citosina de secuencias ricas en dinucleétidos citosina-guanina (islas CpG), situadas
dentro de las regiones promotoras de genes, normalmente estd asociada con el silenciamiento génico y se considera
como un mecanismo de inactivacion de genes del cancer.

Los genomas de las células preneoplésicas, cancerosas y envejecidas comparten tres cambios importantes en los
niveles de metilacién, como eventos tempranos en el desarrollo de algunos tumores. Primero, la hipometilacién de
la heterocromatina que conduce a una inestabilidad genémica e incrementa los eventos de recombinacién mitética;
segundo, hipermetilacién de genes individuales y, finalmente hipermetilacion de la islas CpG de genes constitutivos y
genes supresores de tumores. Los dos niveles de metilacién pueden presentarse en forma individual o simultdnea. En
general, la hipermetilacién estd involucrada con el silenciamiento de genes y la hipometilacién con la sobre-expresién
de ciertas proteinas involucradas en los procesos de invasion y metéstasis.

La hipermetilacién de los promotores de muchos genes, tales como pI6™%4%, p14*F APC, MGMT, LKBI, hMLH1,
RASSFIA, CRBPI, RARB?2 [8-10], es un acontecimiento habitual y temprano en la tumorigénesis colorrectal.

En los tltimos afios, los cambios en la metilacién de los residuos de citosina de secuencias ricas en CpG (islas
CpG) se han reconocido cada vez mds como aberraciones moleculares muy habituales con supuesta utilidad clinica
[34], En el cancer colorrectal, los marcadores metilados son interesantes para la deteccidén porque se producen con alta
frecuencia en la neoplasia de fase temprana [35], Se ha propuesto la deteccion de la metilacion de islas CpG en ADN
humano aislado de heces [11-12,36] o de suero [37-39] como una estrategia novedosa para el diagndstico precoz de
la neoplasia colorrectal. Asi, se ha evaluado el estado de metilacion de la region promotora de genes tales como p16,
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MGMT, MLHI, SFRP2, HIC1 y vimentina en el ADN de heces, bien solos o bien usando un panel combinado [11-
15,25,40, 48-53]. La metilacion de SFRP2 es, hasta ahora, el marcador individual mas sensible (sensibilidad del 77-
90%). Sin embargo, tanto los marcadores metilados individuales como los combinados han estado obstaculizados por
una proporcion relativamente alta de falsos positivos.

La evaluacidn de la hipermetilacién de promotores de genes en el ADN de heces podria proporcionar un enfoque
valioso para la deteccién no invasiva de lesiones colorrectales tempranas [11-15], Sin embargo, la falta de especificidad
demostrada hasta ahora dificulta su posible utilidad clinica. E1 ADN resultante de la exfoliacion del epitelio colénico
en la materia fecal es dificilmente amplificable debido a la gran cantidad de inhibidores de PCR que se encuentra en
las heces.

En base a las necesidades y dificultades actuales para establecer un diagnéstico precoz no invasivo del cancer
colorectal con sensibilidad y especificidad suficiente, los autores de la invencién han desarrollado un panel de biomar-
cadores de metilacién en heces adecuados para su uso rutinario en la practica clinica.

Asi, tras un importante trabajo de investigacién, han encontrado un panel de 5 marcadoresmetilados (RARB2,
MGMT, p16~%**, APC y p14***) que conjuntamente representan la mayorfa de los tumores.

Tras hallar estos cinco marcadores, los autores de la invencidn, han desarrollado un nuevo método de diagnéstico
precoz de céncer colorectal basado en el andlisis de las curvas de disociacién mediante detecciéon por PCR a tiempo
real (RT PCR Melting curve, MC) del estado de metilacién de los promotores de los 5 genes: RARB2, p16™%* MGMT,
pl4*%F y APC en el ADN de heces, demostrando una alta sensibilidad en la deteccion precoz de tumores de CCR 'y
una excelente especificidad (ningtn falso positivo en colonoscopias normales).

Este nuevo método permite la deteccién no invasiva de alteraciones neopldsicas premalignas y malignas del colon
con alta sensibilidad y excelente especificidad, permitiendo su uso rutinario en la practica clinica.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra las diferentes temperaturas de disociacién segtin los marcadores y segin el estado de metilacién
de la muestra (M: metiiado; U: no metilado).

En la figura 2 se muestra la prevalencia de la metilacién en los diferentes marcadores analizados en el estudio en
el ADN fecal (a) y en el tejido (b) en el conjunto de validacion.

Objeto de la invencion

El objeto de la presente invencion se refiere a un método in vitro para diagnosticar cancer colorectal basado en la
determinacidn, en una muestra biolégica obtenida de un sujeto, del estado de metilacién del promotor de al menos uno
de los genes APC, RARB2 y pl4 y, opcionalmente, MGMT y p16.

Asimismo, es objeto de la presente invencion un kit para llevar a cabo el método de la invencién.
Descripcion de la invencion

Un aspecto principal de la invencién contempla un método in vitro para diagnosticar cancer colorectal que com-
prende a) obtener una muestra bioldgica de un sujeto; y b) determinar en la muestra bioldgica el estado de metilacién
del promotor de al menos uno de los siguientes genes: APC, RARB2 y p14, donde la metilacién de los promotores de
dichos genes es indicativo de dicha enfermedad.

En la presente invencion, el término sujeto se refiere a un ser humano.

En una realizacién particular, el método comprende determinar adicionalmente el estado de metilacion del promo-
tor de un gen seleccionado entre p16 y MGMT y su combinacion.

El gen APC (adenomatous polyposis coli) (también denominado GS; DP2; DP3; BTPS2; DP2.5), localizado en
5q21-q22, n°® acceso NCBI M74088.1, codifica una proteina supresora de tumores que actiia como antagonista de la
via de sefalizacion Wnt. Estd ademds implicada en otros procesos como la migracién y adhesion celular, activacién
transcripcional y apoptosis. Su inactivacion se considera una alteracion presente en la inmensa mayoria de los tumores
colorectales.

El gen RARB (Retinoic acid receptor Beta) (también denominado HAP, NR1B2, RRB2), localizado en 3p24, n°
acceso NCBI Y00291.1 codificada una proteina miembro de la superfamilia de receptores hormonales tiroide/esteroide
de reguladores transcripcionales nucleares. El gen se expresa a partir de dos promotores distintos, los cuales presentan
islas CpG distintas. RARB1 se expresa principalemente durante la embriogenesis, mientras que RARB2 se expresa en
tejidos adultos y esta hipermetilado en células cancerigenas.
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EL gen p16 (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) (CDKN2A), n® acceso L27211.1, es un gen supresor de tumo-
res. Por ello, mutaciones en este gen incrementan el riesgo de desarrollo de una amplia variedad de tipos de cancer,
principalmente melanoma. El gen p16 tiene un marco de lectura alternativo (ARF) que codifica la proteina p14arf,
implicada en estabilizar p53, y regulada positivamente por E2F. Ambos genes estdn implicados en la regulacién del
ciclo celular.

El gen MGMT (O-6-methylguanine-DNA methyltransferase), localizado en 10q26, n° acceso NCBI M29971.1.
Este gen codifica una proteina cuya funcién es reparar lesiones del ADN, basicamente en el dambito de la guanina.

En una realizacién preferida, el método de diagnéstico estd basado en la determinacién simultdnea del estado de
metilacién de los promotores de los genes APC, RARB2, p16, MGMT y pl4.

La muestra bioldgica a analizar, aislada previamente del sujeto, puede ser una muestra de sangre o de heces. De
forma preferida, se emplean heces.

Para la determinacién del estado de metilacion de los promotores de los genes marcadores, se extrae el ADN de la
muestra aislada.

En una realizacién particular, tras una extracciéon del ADN fecal, siguiendo un protocolo especifico (17), se procede
al andlisis del estado de metilacion de los marcadores indicados.

La determinacion del estado de metilacion de los promotores de los 5 genes se puede llevar a cabo mediante
diferentes técnicas.

La PCR especifica para metilacién (MSP) es una técnica basada en PCR ampliamente usada que selecciona como
diana el estado de metilacién de un nimero limitado de residuos de CpG con una alta sensibilidad. Sin embargo, en
linea con los resultados notificados anteriormente [41-43], se observan falsos positivos tanto en célones endoscopi-
camente normales como en pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestianal (EII). La conversién incompleta tras
el tratamiento con bisulfito de las CpG en muestras no metiladas, asi como el sesgo de los alelos amplificados y la
elevada sensibilidad analitica de la técnica, son las causas de la aparicién de falsos positivos en los resultados.

En base a estas limitaciones, de forma preferida, en la presente invencién la determinacién de la metilacion se
lleva a cabo mediante el andlisis de la curva de disociacién (Melting curve, MC). El andlisis de la MC de regiones
promotoras detecta simultdneamente todos los residuos de CpG dentro una regién amplificada.

Debido al contenido en citosina-guanina (CG) tras el tratamiento con bisulfito sédico de la muestra, las que es-
tén metiladas presentardn una mayor temperatura de disociacion (las bases CG se unen con 3 enlaces de puente de
hidrégeno mientras que las bases adenosina-timina (AT) se unen con 2). De este modo para cada marcador se puede
establecer unas temperaturas indicadoras de si la muestra se encuentra o no metilada.

Usando la tecnologia MC, la evaluacién del panel de marcadores de metilacion en el ADN de heces identifica
crecimientos premalignos y malignos con alta sensibilidad y excelente especificidad.

En otro aspecto principal de la invencién se contempla un kit de diagndstico de cancer colorectal, para llevar a
cabo el método de diagndstico objeto de la invencion. El kit comprende un set de cebadores (Tabla 1) adecuado para
la determinacién en una muestra bioldgica del estado de metilacién del promotor de al menos uno de los genes APC,
RARB2 y pl4. Adicionalmente, el kit puede incluir cebadores para la determinacién del estado de metilacién del
promotor de al menos uno de los genes p16 y MGMT.

De forma preferida, el Kit comprende un set de cebadores adecuado para la determinacién simultdnea del estado
de metilacion de los promotores de los genes APC, RARB2, p14, MGMT y pl6.

Ejemplos

Materiales y métodos

Pacientes y recogida de muestras fecales y tisulares
Andlisis de tejidos tumorales

Se usé un conjunto de biopsias de 250 tumores colorrectales primarios y muestras normales por parejas para
evaluar la prevalencia de la metilacién de promotores en 7 genes distintos (véase a continuacién).

Conjunto inicial. Se obtuvieron de manera consecutiva muestras fecales recogidas tras el tratamiento laxante de
12 pacientes con carcinomas colorrectales primarios recientemente diagnosticados y 20 con adenomas antes de la
colonoscopia de pacientes ingresados en el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau para someterse a una colonoscopia con
la sospecha clinica de cancer. Se obtuvieron biopsias por parejas de las lesiones identificadas durante la colonoscopia
y se almacenaron como muestras frescas congeladas.
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Conjunto de validacion. Se recogieron heces de 28 pacientes con CCR esporadico, 23 pacientes con adenomas,
17 con enfermedad inflamatoria del intestino (EII) localizada en el colon (colitis ulcerosa y colitis de Crohn) y 20
sujetos macroscopicamente normales sometidos a cirugia o endoscopia en el Hospital Universitario de Bellvitge. Se
recogieron muestras fecales de pacientes con CCR tras el tratamiento laxante antes de la cirugia colénica y durante
la colonoscopia (enema) de los demds pacientes. Las heces se almacenaron a -80°C hasta que se trataron. Todos los
pacientes dieron su consentimiento informado por escrito para participar y para que sus muestras biolégicas fueran
analizadas.

Aislamiento de ADN y modificacion con bisulfito

Todas las muestras tisulares y fecales se codificaron antes del almacenamiento, no teniendo el personal del labora-
torio conocimiento del diagndstico clinico de los pacientes. Se extrajo ADN del material tisular o celular obtenido tras
la centrifugacién del lavado intestinal o heces sélidas, tal como se describié anteriormente [16-17]. Se modificé qui-
micamente 1 ug de ADN para convertir toda la citosina no metilada en uracilo mediante el kit EZ DNA methylation-
gold (Zymo Research, Orange, CA) y se eluy6 en 30 uL de tampén de elucién. Se us6 ADN de linfocitos normales
tratados in vitro con metiltransferasa Sss/ (New England Biolabs Inc., Beverly, MA) como control positivo de los alelos
metilados, mientras que se usé ADN de linfocitos normales como control para los alelos no metilados.

Andlisis de metilacion de ADN
PCR especifica para metilacion (MSP)

Se estudi6 la metilacién de promotores en RARB2, p16™%* MGMT, p14*¥*, APC, hMLH1 y LKBI mediante MSP,
un método que distingue los alelos no metilados de los metilados de un gen dado [18]. Tras el tratamiento con bisulfito
del ADN, que convierte las citosinas no metiladas, pero no las metiladas, en uracilo, se amplifica el ADN mediante
PCR usando cebadores especificos para secuencias metiladas y no metiladas. Los cebadores y las condiciones de PCR
para el andlisis de MSP se han descrito anteriormente para RARB2, p16™**, MGMT, p14°**, APC, hMLHI y LKB [8-
9, 19-21],

Curvas de disociacion mediante deteccion por PCR a tiempo real (RT PCR melting curves)

Se detectd la presencia de ADN metilado en base a la temperatura de disociacion mediante RT PCR. Analizamos
los estados de metilacién de 5 genes (RARB2, pI16™%*, MGMT, p14**F y APC) (figura 1). Se realiz6 una PCR en todos
los casos para obtener un fragmento de cada una de las islas CpG que iban a analizarse (véase las condiciones en la
tabla 1) usando un Light Cycler®2.0 (Roche Applied Science) y el Fast Start DNA Master Sybr Green I mix (Roche
Applied Science) con deteccion en tiempo real, tal como se describe [22].

TABLA 1
Secuencia de los cebadores, tamaiio de los productos, t;mﬁ;eatum de anillamiento y CpGs internos para los ensayos
e
Gen Secuencia 5'-3’' del Tamafio del Temperatura de | CpGs internos
cebador producto (pb) | anillamiento (°C)
RARB2 SEQIDNO 1 273 60 18
p16Mrea SEQIDNO 2 254 62 28
MGMT SEQIDNO 3 216 60 22
p14™ SEQIDNO 4 224 64 26
APC SEQIDNO S5 192 62 16

Tras el tratamiento con bisulfito, una secuencia metilada conserva los pares CG mientras que una secuencia no
metilada presenta cambios a pares TG. Este cambio en el contenido de CG da como resultado una variacién de la
temperatura de disociacién de un fragmento de ADN particular. Basdandose en las temperaturas de disociacion respecto
a unos controles, cuyo estado de metilacién era previamente conocido, fue posible asignar un estado de metilacién a
las muestras sometidas a prueba. El ensayo de andlisis de la curva de fusién-metilacién solamente emple6 un conjunto

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 346 503 B1

de cebadores que no incluyeron CpG susceptibles de metilacidn en su secuencia, lo que aument6 la fiabilidad de la
reaccion. Este conjunto de cebadores (tabla 1) amplificé tanto la secuencia metilada como la no metilada después del
tratamiento con bisulfito. La diferencia se hizo evidente en las curvas de disociacién, ya que el producto metilado
presenta una temperatura de disociacion superior a la del producto no metilado.

Resultados
Metilacion en tumores de CCR mediante MSP

La prevalencia de la hipermetilacion de promotores en biopsias tumorales fue tal como sigue: RARB2 (54%, 135
de 250), p16™** (35%; 88 de 250), MGMT (35%, 88 de 250), pI14**F (30%, 75 de 50), APC (20%, 50 de 250), h(MLH1
(15%, 38 de 250) y LKBI (5%, 13 de 250). Se obtuvieron resultados informativos para todos los tumores cuando se
combinaron todos los marcadores analizados. En 100 casos, se analizé mucosa normal por parejas, observando un bajo
porcentaje de metilacion: RARB2 (4%), MGMT (4%), p16™** (2%), hMLHI (2%), p14*** (1%), APC (0%) y LKB1
(0%). Finalmente, no se detectdé metilacién en el ADN extraido de linfocitos de sangre periférica (PBL, Peripheral
Blood Lymphocytes) de donantes sanos.

Conjunto de entrenamiento
Metilacion en ADN fecal y tisular mediante MSP

Teniendo en cuenta los anteriores resultados, se seleccionaron los cinco marcadores mds frecuentes para el andlisis
de ADN de heces (RARB, p16, MGMT, p14 y APC). Encontramos que el 88% (28 de 32) de los tumores primarios
(10 de 12 carcinomas y 18 de 20 adenomas) eran positivos para al menos un marcador de metilacién (tabla 2). La
mayoria de carcinomas (9 de 10) y una proporcién inferior de adenomas (7 de 18) albergaron tres o mas marcadores
metilados. Se encontré hipermetilaciéon de promotores en 25 de 32 (78%) casos para RARB2, 18 de 32 (56%) para
MGMT, 18 de 32 (56%) casos para pl6™%% 13 de 32 (40%) para APC y 10 de 32 (31%) para pI4*%F. Solamente
aument6 la hipermetilacién de promotores de p/4**F y APC en carcinomas, en comparacién con adenomas.

Se detectd metilacion aberrante de ADN de heces en 1 o mds marcadores en 9 de 12 (75%) carcinomas y en 12
de 20 adenomas (60%). Esta proporcién varié entre los marcadores: 92% (12 de 13) para APC, 50% (9 de 18) para
pl16™K4% 24% (6 de 25) para RARB2, 10% (1 de 10) para p14*%F y 11% (2 de 18) para MGMT. No se detectd metilacion
aberrante de promotores en el ADN recogido de los 4 tumores que no presentan metilacion aberrante de genes. La
sensibilidad de los marcadores de metilacién para la deteccion de células tumorales era del 75% para carcinomas y del
60% para adenomas (tabla 2).

TABLA 2
Prevalencia de marcadores metilados en ADN de heces y biopsia por parejas en el conjunto inicial de muestras
(resultados MSP)
ADN de heces Tejido

n | 21 gen metilado | 22 genes metilados | n | 21 gen metilado | 22 genes metilados

Adenomas 20 | 12(60%) 5(25%) 20 | 18(90%) 14(70%)

Carcinomas 12 | 9(75%) 2(17%) 12 | 10(83%) 10(83%)

Conjunto de validacion
Metilacion en ADN fecal y tisular mediante curvas de fusion

En primer lugar, se analiz6 ADN de biopsia y heces obtenido de voluntarios sanos y pacientes con EIl mediante
MSP. Una prevalencia anormalmente alta de metilacion aberrante en los pacientes con EII, asi como la identificacién
de una elevada proporcién de casos positivos en donantes sanos, llevo a explorar el andlisis de curvas de disociacién
como una alternativa a MSP. Usando este enfoque, se detect6é al menos un marcador de metilacién en el 79% de las
biopsias de carcinomas (22 de 28) y el 70% de las de adenomas (16 de 23) (tabla 3).
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TABLA 3
Prevalencia de marcadores metilados en ADN de heces y biopsia por parejas en el conjunto de validacion
(resultados MC)

ADN de heces Tejido

n 21 gen metilado 22 genes metilados | n | 21 gen metilado | 22 genes metilados
Normal 20 (O 0 2010 0
EN 17 | 2(12%) 0 17 | 3(18%) 0
Adenomas | 23 | 9(42%) 2(9%) 23 | 16(70%) 7(30%)
Carcinomas | 28 | 18(64%) 7(25%) 28 | 22(79%) 9(32%)

La prevalencia para cada marcador, considerando adenomas y carcinomas conjuntamente, fue tal como sigue: 28
de 45 (62%) para RARB2, 10 de 51 (20%) para pI4**¥, 7 de 36 (19%) para APC, 7 de 35 (20%) para MGMT' y 3 de
48 (6%) para p16™%*, Tres de 12 biopsias (25%) obtenidas de pacientes con EII fueron positivas para RARB2 (figura
2b). Ninguna de las biopsias normales fue positiva para ninguno de los marcadores analizados (tabla 4).

En relacion al ADN de heces, se detecté metilacion aberrante en el 64% de los carcinomas (18 de 28) y en el 42%
de los adenomas (9 de 23) (tabla 3), siendo la distribucién de marcadores positivos tal como sigue: 34% (11 de 32)
para MGMT, 30% (12 de 40) para RARB2, 25% (8 de 32) para p16™%% 20% (6 de 30) para APC y 3% (1 de 30) para
p14*%F, De nuevo, en 2 de 15 (13%) pacientes con EII, se detect6 hipermetilacién de promotores de RARB2 (figura
2a). No se detectd ninglin marcador metilado cuando la colonoscopia era normal (tabla 4).

TABLA 4
Prevalencia de los 5 marcadores metilados en ADN de heces y biopsia por parejas en el conjunto de validacion
(resultados MC)
MUESTRA p14 p16 RARB2 APC MGMT
NORMAL HECES 0% 0% 0% 0% 0%
TEJIDO 0% 0% 0% 0% 0%
INFLAMATORIA HECES 0% 0% 2/15(13%) 0% 0%
TEJIDO 0% 0% 3/12(25%) 0% 0%
AD+T HECES 1/30(3%) 8/32(25%) | 12/40(30%) 6/30(20%) [ 11/32(34%)
TEJIDO PATOL | 10/51(20%) | 3/48(8%) | 28/45(62%) 7/136(19%) 7/35(20)

La amplificacion para cada marcador en individuos sanos fue tal como sigue: 15 de 16 (94%) para MGMT, 13 de
16 (81%) para RARB2, 15 de 20 (75%) para APC, 12 de 20 (60%) para pI16™%* y 8 de 20 (40%) para p14*FF (tabla 5).

TABLA 5

Amplificacion de los 5 marcadores en individuos sanos

MUESTRA p14 p16 RARB2 APC MGMT
NORMAL HECES 8/20 (40%) | 12/20(60%) | 13/16(81%) | 15/20(75%) | 15/16(94%)
N=20 TEJIDO 20/20 (100%) | 20/20(100%) | 15/16(94%) | 15/15(100%)| 15/16(94%)
INFLAMATORIA | HECES 13/17(76%) | 11M15(73%) | 15/17(88%) | 7/11(64%) | 12/15(80%)
N=18 TEJIDO 15/18(100%) | 13/14(93%) | 12/13(92%) | 12/13(92%) | 9/10(90%)

HECES 13/23(57%) | 14/23(61%) | 18/18(100%) | 14/19(74%) | 16/17(94%)
ADENOMA TEJIDON 22/23(96%) | 23/23(100%) | 21/21(100%) | 13/14(92%) | 18/18(100%)

N=23 TEJIDO AD | 23/23(100%) | 21/23(91%) | 20/20(100%) | 14/16(88%) | 16/16(100%)
HECES 17/30(57%) | 18/30(60%) | 22/23(96%) | 16/21(76%) | 16/21(76%)

TUMOR TEJIDO N 27/28(96%) | 28/29(97%) | 23/25(92%) | 23/25(92%) | 24/25(96%)
N=30 TEJIDO T 29/30(97%) | 29/30(87%) | 26/27(96%) | 22/25(88%) | 21/21(100%)
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REIVINDICACIONES
1. Método in vitro para diagnosticar cincer colorectal que comprende:
a. obtener una muestra biolégica de un sujeto; y

b. determinar en la muestra bioldgica el estado de metilacion del promotor de al menos uno de los siguientes
genes: APC, RARB2 y pl4.

2. Método, segtin la reivindicacion 1, caracterizado porque el paso b) comprende determinar adicionalmente en
la muestra bioldgica el estado de metilacion del promotor de al menos un gen seleccionado entre p16 y MGMT.

3. Método, segtin la reivindicacién 1, caracterizado porque el paso b) comprende determinar en la muestra biol6-
gica el estado de metilacion de los promotores de los genes APC, RARB2, p16, MGMT y pl4.

4. Método, segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque la muestra bioldgica es una
muestra de heces.

5. Método, segtn la reivindicacién anterior, caracterizado porque la determinacién de la metilacién se lleva a
cabo en ADN fecal.

6. Método, segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque la determinacion de la meti-
lacién se lleva a cabo mediante el andlisis de la curva de disociacion.

7. Kit de diagndstico de cancer colorectal, para llevar a cabo el método de las reivindicaciones 1-6, caracteriza-
do porque comprende un set de cebadores adecuado para la determinacién en una muestra bioldgica del estado de
metilacién del promotor de al menos uno de los genes APC, RARB2 y pl4.

8. Kit, segun la reivindicacion anterior, caracterizado porque comprende adicionalmente cebadores para la deter-
minacién del estado de metilacién del promotor de al menos uno de los genes p16 y MGMT.

9. Kit, segtin la reivindicacién anterior, caracterizado porque comprende un set de cebadores adecuado para la
determinacién del estado de metilacién de los promotores de los genes APC, RARB2, p14, MGMT y pl6.

11
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> FINA BIOTECH S.L.U.

<120> METODO DE DIAGNOSTICO DE CANCER COLORECTAL

<130> 270/08
<160> 5

<210> 1

<211> 40
<212> DNA
<213> Artificial

<223> Cebador 5’-3° RARB2
<400> 1
tttaaagtgt gggttgggge cccaacaacc ctacaaaaac

<210>2
<211>41
<212> DNA
<213> Artificial

<223> Cebador 5°-3’ p16
<400> 2
gttggttatt agagggtggg gctacaaacc ctctacccac ¢

<210> 3

<211> 38
<212> DNA
<213> Artificial

<223> Cebador 5’-3° MGMT
<400> 3
ggatatgttg ggatagttaa ataaataaaa atcaaaac

<210> 4

<211> 44
<212> DNA
<213> Artificial

<223> Cebador 5°-3’ pl4
<400> 4
gtttattttt ggtgttaaag ggctaactcc tcaataacat caac

<210> 5

40

41

38

44
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<211> 38
<212> DNA
<213> Artificial

<223> Cebador 5’-3° APC
<400> 5

ggttagggtt aggtaggttg ctacaccaat acaaccac

38
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200803127

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.
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Observaciones sobre documentos:

En D1-D10 se analizan las inestabilidades gendmicas y epigenéticas relacionadas con la patogénesis del cancer colorectal.

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

1. NOVEDAD (Art. 4.1. y Art. 6.1. de la Ley de Patentes).
1.1. Reivindicacion independiente 1.

1.1.1. La presente solicitud divulga un método in vitro para diagnosticar cancer colorectal caracterizado por determinar en
una muestra bioldgica el estado de metilacién del promotor de al menos uno de los siguientes genes: APC (adenomatous
polyposis coli), RARB2 (Retinoic acid receptor, Beta) y p14ARF (marco de lectura alternativo (ARF) del gen p16 (CDKN2A)
(cyclin-dependent kinase inhibitor 2A)).

1.1.2. En los documentos D1-D8 se analizan las inestabilidades gendémicas y epigenéticas relacionadas con la patogénesis del
cancer colorectal, especialmente, la metilacion aberrante del ADN. En particular, se divulgan diferentes genes que presentan
un perfil de metilacién aberrante de las islas CpG de sus respectivos promotores en cancer colorectal. Entre los genes selec-
cionados en dichos documentos se incluye al menos uno de los genes implicados en el método de la invenciéon (APC, RARB2
o p14ARF) (c.f. D1: 'Epigenetic Alterations and Epigenetic Instability’, Tabla 4. D2: 'Epigenetic modifications in colorectal can-
cer’, Tabla 2. D3: Resultados, Figuras 1 y 2. D4: Resultados, Discusién. D5: Resultados, Tablas 1 y 2. D6: Resultados. D7:
Resultados. D8: Resultados). Ademas, en D4 se divulga la utilizaciéon del ADN fecal como muestra biolégica en métodos de
diagnostico del cancer colorectal mediante la determinacion del estado de metilacion de biomarcadores (c.f. D4: Resultados,
Figuras 1, Tabla 4). Es decir, tanto los genes APC, RARB2 o p14ARF como la metilaciéon aberrante de las secuencias de sus
promotores, alteracion epigenética relacionada con la patogénesis del cancer colorectal, y el uso de ADN fecal como muestra
bioldgica en procedimientos de diagnostico de cancer colorectal son elementos técnicos conocidos a la fecha de presentacion
de la solicitud. Por consiguiente, el método objeto de la reivindicacién 1 no es nuevo sobre la base de los documentos D1-D8.

Segun lo expuesto anteriormente, el objeto de las reivindicaciones dependientes 4-7 (parcialmente) también se considera que
no es nuevo.

1.2. Reivindicacion independiente 1 en combinacién con la reivindicacion dependiente 2.
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1.2.1. El objeto protegido por la reivindicacién 1 en combinacién con la reivindicacion 2 es un método in vitro para diagnosticar
cancer colorectal caracterizado por determinar en una muestra bioldgica el estado de metilacion del promotor de al menos
uno de los genes: APC, RARB2 y p14ARF , y adicionalmente el estado de metilacién del promotor de al menos uno de los
siguientes genes: p16 (CDKN2A) (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) y MGMT (O-6-methylguanine-DNA methyltransferase).

1.2.2. En los documentos D1-D5 se divulgan diferentes biomarcadores genéticos de cancer colorectal caracterizados porque
experimentan una metilacion aberrante del ADN en las islas CpG de sus promotores. Entre dichos biomarcadores se incluyen
los genes p16 (CDKN2A) y MGMT, junto con los indicados anteriormente (APC, RARB2 o p14ARF).

Por consiguiente, el método objeto de la reivindicacién 1 en combinacién con la reivindicacion dependiente 2 no es nuevo sobre
la base de los documentos D1-D5.

Segln lo expuesto anteriormente, el objeto de las reivindicaciones dependientes 4-7 (parcialmente), 8 también se considera
que no es nuevo.

1.3. La presente invencion no satisface el criterio establecido en el Art. 4.1. de la Ley de Patentes porque el objeto de la misma,
definido en las reivindicaciones 1, 2, (4-7) (parcialmente) y 8, no es nuevo de acuerdo con el Art. 6.1. de la Ley de Patentes.

2. ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 4.1. y Art. 8.1. de la Ley de Patentes).
2.1. Reivindicacion independiente 1 en combinacién con la reivindicacion dependiente 3.

2.1.1. Los documentos D1-D5 constituyen el estado de la técnica mas préximo. En todos ellos se divulgan diferentes seleccio-
nes de genes afectados de metilacién aberrante en sus promotores en cancer colorectal (cf. D1: ’Epigenetic Alterations and
Epigenetic Instability’, Tabla 4. D2: ’Epigenetic modifications in colorectal cancer’, Tabla 2. D3: Resultados, Figuras 1 y 2. D4:
Resultados, Discusion. D5: Resultados, Tablas 1y 2.).

2.1.2. El problema técnico a resolver por el objeto de la reivindicacion independiente 1 en combinacién con la reivindicacion
dependiente 3 puede ser considerado, por consiguiente, como la provision de un nuevo el método de diagnéstico del cancer
colorectal.

2.1.3. La solucion propuesta es el método de diagnoéstico in vitro del cancer colorectal de la reivindicacién 1 en combinacion
con la reivindicacion dependiente 3 caracterizado por determinar en una muestra bioldgica el estado de metilacién del promotor
de los siguientes genes: APC, RARB2, p14ARF, p16 y MGMT.

En el estado de la técnica se han descrito diferentes procedimientos de diagndstico del cancer colorectal basados en la deter-
minaciéon del grado de metilacion de las islas CpG del promotor de genes relacionados con la patologia. Estos procedimientos
se diferencian basicamente en el conjunto de genes escogido sobre el que se valora dicho grado de metilacion. Asi, en D4
se describe un método para detectar la metilacién aberrante de las islas CpG de los genes ESR1, MGMT, HPPQ, p16, APC
y MLH1 a partir de ADN fecal y en D5 uno en el que los genes analizados son MLH1, MGMT, p16, p14, APC y E-cadherin
(c.f. D4: Tabla 4. D5: Tabla 2). Por otro lado, en los documentos D1-D3 se divulgan diferentes conjuntos de biomarcadores
moleculares de cancer colorectal constituidos por 33, 29 y 31 genes respectivamente (c.f. D1: Tabla 4. D2: Tabla 2. D3: Figura

1).

Por consiguiente, el alcance inventivo del método de diagndstico de la reivindicacion 1 en combinacion con la reivindicaciéon
dependiente 3 radica basicamente en la seleccion de los genes analizados en cada caso.

Considerando el hecho de que en la solicitud no se indica la supuesta ventaja técnica derivada de la seleccion particular de los
cinco genes implicados en el método de la invencidn frente a los genes seleccionados en los métodos descritos en D4-D5 con
relacién al diagndstico del cancer colorectal y, ademas, que los cinco genes analizados en el método de la invencién han sido
previamente caracterizados en D1-D3 como posibles biomarcadores de dicha patologia, se considera que la solucién propuesta
por el objeto de la reivindicacion independiente 1 en combinacidn con la reivindicacion dependiente 3 es una alternativa no
inventiva con relacion a las soluciones existentes previamente en el estado de la técnica que no requeriria de la aplicacién de
conocimientos técnicos inventivos por parte del experto en la materia.

Por consiguiente, el objeto de la reivindicacion independiente 1 en combinacion con la reivindicacion dependiente 3 no es
inventivo. Segun lo expuesto anteriormente, el objeto de las reivindicaciones dependientes 4-7 (parcialmente), 9 también se
considera que no es inventivo.
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2.2. La presente invencién no satisface el criterio establecido en el Art. 4.1. de la Ley de Patentes porque el objeto de la
invencion, definido en las reivindicaciones 1, 3, 4-7 (parcialmente) y 9, no implica actividad inventiva de acuerdo con el Art. 8.1.
de la Ley de Patentes.
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