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DESCRIPCION
Conformacion de ADN (estructuras de bucle) en expresién génica normal y anormal
Campo de la invencién
La presente invencion se refiere a diagnostico y expresion génica.
Antecedentes de la invencion

Los procedimientos existentes de diagndstico de enfermedad son frecuentemente insatisfactorios debido a que no
esta disponible un marcador adecuado para el diagnoéstico fidedigno de la enfermedad o para determinar el estado
de la enfermedad. Los presentes enfoques incluyen el uso de deteccién de proteinas, ARNm o anticuerpos.

La literatura cientifica describe la regulacion de la transcripcion génica por el cambio dinamico entre bucles de genes
cuasi estables formados por yuxtaposicion de dos regiones separadas de un gen, tal como marcadores CC (véase
Ramadass y col., resumen de péster P037, Transcription UK, Imperial College, Londres, 13-15 abril de 2005).

Compendio de la invencion

La deteccion de proteinas, ARNm o anticuerpos no es adecuada en muchos casos de diagnéstico ya que la
deteccion de estas moléculas no representa verdaderamente la expresion de los genes ligados a la enfermedad. La
variaciéon estocastica de niveles de expresion de estas moléculas entre células individuales es considerablemente
alta, mientras que la semivida varia significativamente y podria ser muy baja, por ejemplo, aproximadamente 15 min
para el polipéptido del protoncogén c-myc. Ademas, la deteccidon de estas moléculas sdélo sigue etapas posteriores
en el orden de expresion génica - transcripcion y traduccion.

El ajuste conformacional epigenético del gen para posibles rondas reiniciadas de transcripcién y expresion
proporciona una posibilidad de diagnésticos en una etapa mucho mas temprana de expresion génica. Tales
estructuras conformacionales también parecen ser estables, es decir, teniendo una alta semivida, que hace que
sean mas faciles de detectar.

Los inventores han encontrado que el andlisis de la conformacién cromosémica en ADN gendémico puede usarse
para diagnéstico de enfermedad. La conformacion se forma por la asociacién o yuxtaposicion de sitios distantes o no
adyacentes en el gen. Los sitios pueden ser marcadores CC (que se tratan adicionalmente mas adelante). Se ha
encontrado que un cambio en la conformacién cromosémica de diferentes genes produce un cambio en la expresion
de los genes vy, por tanto, la deteccién de la conformacion especifica puede usarse para detectar expresiéon anormal
de un gen.

Por consiguiente, la invencion proporciona un procedimiento de deteccion o diagnéstico de cancer mediante la
deteccion de expresion génica anormal en un individuo que comprende determinar en una muestra del individuo la
presencia o ausencia de una estructura cromosémica anormal en la que dos regiones separadas del gen se hayan
puesto en estrecha proximidad por yuxtaposicion, para asi detectar o diagnosticar si el individuo tiene expresion
génica anormal y, por tanto, cancer.

Descripcion de los dibujos

La Fig. 1 muestra la identificacion de los marcadores para las unidades transcripcionales de ARNPII por el algoritmo
de reconocimiento de patrones. (A) Esquema para formar y probar el modelo de marcador. 422 genes humanos
anotados se muestrean, se prueban y se retroalimentan durante 10° ciclos hasta que se desarrolle un modelo
convergente. En los 3' de los genes, la secuencia consenso incluyé una sefal previamente desconocida de patrén
multiplex, Checkpoint Charlie, junto con la sefial de poli(A) bien definida y sitios consenso ricos en U. (B) En el
extremo 3' del gen beta-globina humano, el marcador CC (marcado con distribucion gaussiana) esta presente en la
direccion 3' del sitio rico en U y se corresponde con el sitio CoTC descrito mas adelante. La grafica muestra una
caida en el valor de energia (marcado de gris) en el sitio CC/CoTC en relaciéon con su secuencia vecina. (C) En el
cromosoma X en D. melanogaster, el marcador CC (distribucidon gaussiana) coincide con el aislador gypsy dentro de
la banda 7B2. La densidad de predicciones de CC establece una correlacion con sitios de uniéon a Su(Hw). Estudios
anteriores muestran elementos gypsy en la banda cromosomica 7B2 y 7B8 yuxtapuestas con formacion de bucle
alrededor del locus cut.

La Fig. 2 muestra expresion regulada de los genes modelo. (A) La transcripcion del gen hDHFR esta regulada en los
promotores principal y secundario en un modo dependiente del ciclo celular. En células quiescentes, un transcrito
corto se inicia a partir del promotor secundario en la direccion 5'. La citometria de flujo activada por fluorescencia
(FACS) de células U20S se usa en los experimentos, cultivadas en presencia de 10% de SBF (1) y bajo inhibicion
de contacto en presencia de 0,5% de SBF. El porcentaje de células GO, G2/M, S y G1 bajo cada condiciéon se
muestra en los diagramas. De acuerdo con informes previos, la transferencia Northern confirma la acumulacién de
ARNm de DHFR en células proliferantes (carril 3) con respecto a células quiescentes (carril 4). Analisis por RT-PCR
en tiempo real de transcritos iniciados a partir del promotor secundario en células proliferantes (carril 5) y

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2368767 T3

quiescentes (carril 6). Los valores mostrados se calculan a partir de tres experimentos independientes. (B) Los
transcritos hCALCRL de longitud completa solo se producen en células endoteliales (HMVEC, carril 1) y no en
células no endoteliales (HEK293T, carril 2). Los transcritos no codificantes cortos estan presentes en ambos tipos de
células como se detecta por RACE en 3' desde el primer exén (carril 3, células endoteliales y carril 4, células no
endoteliales). La inmunoquimica confirma que la expresion del receptor esta limitada in vivo a células endoteliales
(flechas negras) y no epiteliales o del estroma (flechas blancas).

La Fig. 3 muestra propiedades de terminaciéon de los marcadores CC. (A) El gen DHFR humano contiene tres
marcadores CC (triangulos sdlidos). Las propiedades de terminacion de la transcripcion de los marcadores se
ensayaron por RT-PCR como se representa en el esquema. Los cebadores inversos (B, C) preceden o siguen la
posicién del marcador CC probado. La RT-PCR para CCphxrr-2 se ensay6 en células quiescentes, ya que CCpnrr-2
mostré propiedades de terminacion reguladas sélo bajo esas condiciones. Los perfiles para energia libre de
plegamiento usando el algoritmo de Zuker muestran una caida en el valor (subrayado en gris) para los tres
marcadores CC. (B) La estructura del gen CALCRL humano incluye tres marcadores CC (triangulos sélidos). Los
marcadores CC en hCALCRL (CCcarcri-1, CCcalcri-2 ¥ CCcaLcrL-3) también muestran una posible terminacién de
la transcripcion. Una RACE en 5' desde el primer exdn confirma que todos los transcritos se originan en la direccién
3' de CCcaicri-1, con cualquier posible transcrito intergénico satisfactoriamente terminado. La prueba de la
transcripcion terminada en CCcaicri-2 Y CCcalcri-3 se confirmé por RACE en 3'. El nimero de accesos para los
transcritos de RACE se presentan entre paréntesis. En el panel inferior, las graficas muestran una caida en la
energia libre de plegamiento (subrayado en gris) para cada uno de los marcadores CC de hCALCRL.

La Fig. 4 muestra las propiedades de conformacion cromosémica de marcadores CC. (A) El ensayo 3C integrado se
realizé para los sitios CC en el gen hDHFR bajo condiciones proliferantes y quiescentes. Los controles indican
dependencia completa del ensayo en la reticulacion, restriccion, ligacion, PCR y enriquecimiento de ARNPII por
inmunoprecipitaciéon. En células proliferantes se detecta una proximidad espacial entre CCpurr-1 y CCprrr-3 (carril
1+3), pero no entre los sitios CCpurr-1 Yy CCprrr-2 (carril 1+2) dentro del gen hDHFR. En células quiescentes, la
proximidad espacial también se detecta entre los sitios CCpnrr-1 y CCprrr-2 (carril 1+2). llustracion esquematica de
posibles conformaciones detectadas por el ensayo 3C bajo condiciones probadas. (B) El ensayo 3C integrado se
realizé para los sitios CC en el gen hCALCRL en lineas de células endoteliales y no endoteliales. Los controles
indican dependencia completa del ensayo en la reticulacion, restriccion, ligacion, PCR y enriquecimiento por
inmunoprecipitacién. En células endoteliales se detectd una interaccion entre CCcaicri-1, CCcalcri-2 Y CCcalcri-3
que indica una conformacion que yuxtapone todos los marcadores (carriles 1+2 y 1+3, véase el esquema). En
células no endoteliales solo pudo detectarse una interaccion entre CCcaicri-1 Y CCcalcri-2 (carril 1+2, véase el
esquema), siendo la interaccion entre CCcalcri-1 Yy CCcalcre-3 Unica para la transcripcion productiva de longitud
completa en células endoteliales.

La Fig. 5 muestra las predicciones de Checkpoint Charlie en otros organismos. El modelo estudiado en 422 genes
humanos identifica marcadores CC (triangulos rojos) en otras especies. Obsérvese que en el caso de RGF3un
Unico marcador CC separa dos genes anotados, que sirve de marcador de 3' para un gen y marcador de 5' para
otro. Los exones e intrones se dibujan como rectangulos verdes y grises, respectivamente. La linea continua
representa secuencias intergénicas.

La Fig. 6 muestra los principios de la deteccion de la conformaciéon cromosomica usando el ensayo 3C.

La Fig. 7 muestra el tipado de c-myc para diagnosticar cancer renal. Los marcadores CC 1 y 2 estan posicionados
alrededor del promotor PO. La yuxtaposicion de CC1-CC2 conduce a la formacién de la estructura cerrada que aisla
PO y evita la iniciacion de PO, pero no de P1.2. El andlisis de la yuxtaposiciéon conformacional CC1-CC2 en muestras
de tejido muestra la presencia de producto de PCR especifico, confirmando la conformacién existente en pacientes
con tumor renal (T1-3), pero no en tejidos normales (N1-3). Todas las muestras se probaron independientemente
para la presencia de conformacion estable en genes sin relacionar, receptor similar al receptor de calcitonina
(CRLR). Esta conformacion esta presente en todos los tejidos y actua de control interno para el ensayo (marcado
como control).

La Fig. 8 muestra el perfilado de la conformaciéon cromosémica de cancer de ovario con MLH1.
La Fig. 9 muestra la desregulacién conformacional en lineas celulares de préstata.
Descripcion detallada de la invencién

La invencién proporciona un procedimiento para la deteccion de expresién anormal de un gen basandose en la
determinacioén de la estructura tridimensional de mayor orden que ha adoptado el gen, y en particular basandose en
la posicion/patréon de sitios asociados/yuxtapuestos dentro del gen. El procedimiento puede detectar la presencia o
ausencia de sitios yuxtapuestos, o una conformacion cromosémica producida por tal yuxtaposicion, en una o mas
localizaciones en el gen. La forma normal de expresion de un gen se define normalmente como la expresion de un
producto (ARN o polipéptido) en una forma y/o cantidad que permite que el producto realice su funcion
celular/fisiolégica.

La expresion anormal puede definirse como un modo de expresiéon en el que se realiza un producto diferente
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(normalmente debido a un cambio en la posicién de la terminacién de la transcripcion) y/o la cantidad de producto se
expresa a un nivel alterado (o incluso no se expresa en absoluto). La expresion anormal puede conducir a un estado
de enfermedad en el organismo (tal como cualquiera de las enfermedades mencionadas en este documento), y
normalmente conducira a una alteracion de la viabilidad y/o funcionamiento de la célula o tejido u érgano en el que
se produce la expresién anormal. La expresion anormal se caracteriza normalmente por la expresion de ARN o
proteina de longitud aumentada o reducida en comparacién con el producto normal y/o la expresion de ARN o
proteina a un nivel aumentado o reducido en comparacién con niveles de expresion normales.

En una realizacion preferida, el cambio de expresién normal a anormal se produce debido a un cambio en la
estructura cromosoémica como se define por marcadores CC. La yuxtaposicion estructural de marcadores CC
normalmente define la frontera de las unidades de transcripcion, y generalmente la expresiéon anormal impone en
exceso fronteras aberrantes (diferentes) a las observadas en expresion normal.

La invencion proporciona el diagnéstico de una condicion de enfermedad o diagndstico de la etapa de una
enfermedad en un individuo. La enfermedad es normalmente una en la que se produce la expresiéon anormal de uno
0 mas genes. Tal expresidon anormal puede producir o contribuir a la enfermedad. El gen puede ser uno que expresa
un polipéptido funcional o ARN que no esta traducido (tal como genes de ARN no codificantes y pseudogenes). El
gen puede expresar ARN que tiene una funcion reguladora.

El gen es preferentemente un protoncogén (tal como c-myc) o un gen supresor de tumores (tal como BRCA1). El
gen puede ser cualquiera de los genes enumerados en la Tabla 2. El gen puede ser hDHFR, hCALCRL, MLH1, PSA
o BORIS (por ejemplo, como se desvela en los n° de acceso de GenBank NM000791, NM005795, NM000249,
NM001030047 o NM080618). El gen tiene normalmente 2, 3, 4 o mas secuencias de marcadores CC. El gen puede
comprender un marcador CC en un intrén proximal al promotor, normalmente en el primer intron.

La enfermedad puede ser un cancer tal como un cancer renal, de ovario, de vejiga, de colon o de préstata. La
enfermedad puede ser una enfermedad genética, normalmente producida por expresién de un ARN o producto de
polipéptido alterado (como se define anteriormente) y/o producida por la expresion de un nivel diferente de ARN o
producto de polipéptido (tal como la ausencia de expresion de un producto tal).

En una realizacion, el procedimiento se lleva a cabo para determinar la etapa de la enfermedad, particularmente en
el caso en el que la enfermedad sea cancer. El procedimiento puede llevarse a cabo para determinar el riesgo de
progresion de cancer. Por tanto, el procedimiento puede usarse para predecir la tasa o gravedad de tumor o
progresion de la enfermedad.

El individuo en el que se realiza el diagndstico

El individuo que va a diagnosticarse puede tener uno o mas sintomas de cualquiera de las condiciones de
enfermedad mencionadas en este documento y/o del que se sospecha que tiene una condicion de enfermedad tal.
El individuo puede estar en riesgo de cualquier condicion de enfermedad tal, por ejemplo, debido a que tiene un
antecedente familiar de la enfermedad o debido a que vive en un entorno que produce o contribuye al desarrollo de
la enfermedad. En el caso de cancer en un ser humano, el individuo puede tener mas de 40 afios, tal como mas de
50, o mas de 60 afios de edad. El individuo puede tener antecedentes de tabaquismo.

El individuo puede ser uno que tiene marcadores CC (cuya asociacion define la estructura cromosomica) en al
menos un gen de su genoma. El individuo es normalmente un eucariota, tal como un eucariota inferior o superior. El
individuo puede ser una planta, levadura, insecto, marsupial, ave o mamifero. El individuo es preferentemente un
mamifero, tal como un primate, ser humano o roedor.

Diagnéstico

La presente invencion proporciona un procedimiento de diagndstico de expresion génica anormal y, por tanto, un
procedimiento de diagndstico de condiciones de enfermedad particulares. El procedimiento comprende la deteccion
de si hay o no una conformacién cromosomica anormal en el ADN del individuo (por ejemplo, tanto directamente por
detecciébn de la estructura cromosdmica real como indirectamente por deteccién de los sitios de
asociacion/yuxtaposicion en el gen). Una conformacién anormal tal comprendera generalmente la presencia de una
nueva yuxtaposicién (o una combinacién de yuxtaposiciones) en sitios en un gen (en los que normalmente no se
observan, por ejemplo, cuando el gen se estd normalmente expresando) o la ausencia de una o mas
yuxtaposiciones (que se observan normalmente durante la expresién normal). Como se menciona anteriormente, la
conformacién anormal conducira a que el gen exprese transcrito de ARN con una diferencia en la secuencia y/o
funcién y/o cantidad, y la diferencia en la expresion puede producir o contribuir a una enfermedad en el individuo, tal
como cancer. La conformacién cromosémica anormal puede producir la expresion de una variante de corte y
empalme diferente.

Puede usarse cualquier medio adecuado para detectar/examinar la conformacién cromosémica del ADN que se
analiza. Normalmente, la deteccién determinara la posicion de al menos una estructura similar a bucle en el ADN del
individuo. En una realizacion, el procedimiento puede comprender determinar la presencia o ausencia de un par
yuxtapuesto dado de marcadores CC, permitiendo asi, por ejemplo, la deduccion de que la conformacién observada
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es diferente de la normal.

Normalmente, el procedimiento se lleva a cabo in vitro en una muestra del individuo. La muestra comprenderd ADN
del individuo en un estado en el que las regiones del genoma que estan asociadas en el estado natural
permanezcan asociadas en la muestra (es decir, se preserva el estado cromosémico epigenético), por ejemplo, para
regiones asociadas que estan separadas menos de 5 kb, 3 kb, 1 kb, 500 pares de bases o 200 pares de bases. La
muestra comprendera normalmente células del individuo. La muestra comprendera generalmente células de un
tejido que participa en la enfermedad que va a diagnosticarse. La muestra comprende normalmente un fluido
corporal del individuo y puede obtenerse, por ejemplo, usando un hisopo tal como un hisopo bucal. La muestra es
preferentemente una muestra de sangre o una muestra congelada. La muestra puede ser una biopsia, tal como de
un tumor. El procedimiento puede llevarse a cabo en una unica célula del individuo.

La muestra se procesa normalmente antes de llevarse a cabo el procedimiento, por ejemplo, puede llevarse a cabo
la extraccion de ADN. El ADN en la muestra puede escindirse tanto fisicamente como quimicamente (por ejemplo,
usando una enzima adecuada). En una realizacién se usa anticuerpo especifico para ARN polimerasa Il para
separar el ADN de otros componentes de la célula.

La conformacion cromosémica puede detectarse por determinacién de las secuencias que estan asociadas, por
ejemplo, que forman la base de una estructura similar a bucle. En una realizacién preferida, el ADN se somete a
reticulacion antes de una determinacion tal. La reticulacion comprendera generalmente un enlace covalentemente
ligado a la forma, y generalmente se forma poniéndose en contacto con un agente que produce reticulacién. Un
agente tal puede ser un aldehido, tal como para-formaldehido, o éster de N-hidroxisuccinimida de acido D-biotinoil-e-
aminocaproico o éster de N-hidroxisuccinimida de acido digoxigenin-3-O-metilcarbonil-e-aminocaproico. El para-
formaldehido puede reticularse con las cadenas de ADN que estan separadas 4 Angstroms.

En el procedimiento, el sitio de la yuxtaposicion puede establecerse por determinacion de las secuencias que se
ponen en estrecha proximidad por la formacion del bucle. Una determinacion tal puede llevarse a cabo por cualquier
medio adecuado, y en una realizacion preferida se realiza usando PCR.

En una realizacion, el ensayo de captura de la conformacion cromosémica se usa, por ejemplo, como se describen
en Dekker y col. (2002) Science 295, 1306. En este ensayo, el ADN se reticula (por ejemplo, como se ha descrito
anteriormente). Entonces, el ADN reticulado se corta, normalmente por digestién con restriccion, y la estructura
cortada/digerida se somete a ligacién. La ligacion producira los extremos de las cadenas de ADN que se formaron
por corte/digestion para ligarse juntos. Por tanto, la ligacion producira generalmente ADN con una nueva secuencia
(que no estaba presente en el gen original) que incluye ambas secuencias de los sitios yuxtapuestos. La deteccion
de la nueva secuencia puede usarse como la base de la deteccién de la conformacion (es decir, para detectar la
presencia de yuxtaposicion en una posicion particular).

La secuencia generada por ligacion puede detectarse por cualquier medio adecuado. Normalmente se detecta
basandose en su secuencia, por ejemplo, usando PCR. En una realizacién se usa una reaccion de deteccion por
PCR en la que cebadores de PCR que se usan se unen en cualquier lado del punto de ligacién y producen una
reaccion de PCR satisfactoria en presencia del producto ligado, pero que no producen una reaccion de PCR
satisfactoria cuando se lleva a cabo en presencia de un gen que no tiene la estructura relevante (normalmente
debido a que los cebadores estan unidos demasiado alejados entre si en la secuencia del gen y la orientacion de los
cebadores excluye la eleccion de otros productos (los cebadores se eligen en la misma orientacion con el fin de
prevenir productos aberrantes)). En esta realizacion, un producto de PCR no sélo se detectara en presencia del
producto ligado (véase la Figura 1). Normalmente, los cebadores de PCR se uniran dentro de 500 pares de bases
entre si cuando se unan al producto ligado.

La secuencia ligada puede detectarse/analizarse por PCR especifica de secuencia o por secuenciacion directa. La
deteccion puede realizarse usando un sistema basado en gel en el que la secuencia ligada se ejecuta en un gel, y
luego el gel se tife con un compuesto detectable que se une a polinucledtidos. La secuencia ligada puede
detectarse usando una sonda, tal como una sonda de polinucleétidos que se une especificamente a la secuencia
ligada.

Los productos de PCR que se forman en las reacciones de PCR mencionadas anteriormente pueden detectarse por
cualquier medio adecuado, por ejemplo, por cualquier procedimiento adecuado de entre los procedimientos
mencionados anteriormente para la deteccion del producto ligado.

En una realizacion, el procedimiento también comprende detectar la estructura cromosémica de otro gen, que es un
gen especifico de tejido. La deteccion de la estructura del gen adicional (por ejemplo, por cualquiera de los medios
descritos en este documento) permitira la determinaciéon de si el gen adicional esta siendo expresado o no vy, por
tanto, permitira la determinacién de la especificidad de tejido de la expresion. Esto puede ayudar en el diagnéstico
de la enfermedad.

En una realizacion de la invencion, 2, 3 o mas genes se analizan con el fin de ayudar en el diagnéstico. En particular,
en el caso de diagnéstico de cancer, el analisis de mas de un gen que participa en provocar canceres puede ayudar
en la determinacion del cancer especifico.
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En otra realizacién, el andlisis de la estructura cromosdémica que se lleva a cabo segun el procedimiento de la
invencion se compara con el mismo analisis llevado a cabo en una biopsia de control de tejido con enfermedad (tal
como un cancer/tumor) con el fin de ayudar en el diagnéstico.

En una realizacion, el procedimiento de la invencion se lleva a cabo de un modo cuantitativo con el fin de determinar
la proporcion de células del individuo (por ejemplo, en una localizacién in vivo particular o en un tejido particular) que
tienen una expresion génica anormal. Esto puede ayudar en la determinacion de la etapa de una enfermedad.

Secuencias en el gen que se asocian para formar la estructura cromosémica

Como se ha mencionado en este documento, el procedimiento de la invencién comprende detectar la presencia de
una conformacién cromosémica que se forma por asociacion de regiones particulares de un gen. Tales regiones
estan en el mismo cromosoma, y normalmente estan separadas menos de 50.000, tal como menos de 20.000,
10.000, 5000, 1000 o menos de 500 bases. La asociacion de las secuencias puede hacer que se forme una
estructura de bucle/similar a bucle/topolédgicamente cerrada. El experto reconocera lo que se indica por referencia a
regiones de un gen que estan asociadas. Tales regiones estan suficientemente proximas para reticularse juntas, tal
como por cualquiera de los agentes de reticulacion mencionados en este documento. Por tanto, normalmente
estaran separadas una distancia que es del orden de Angstroms, tal como por ejemplo menos 50 Angstroms o
menos de 10 Angstroms.

Una o ambas de las secuencias que se asocian pueden:
- causar, regular o contribuir a la terminacion de la transcripcion, y/o
- ser marcadores CC.

El marcador CC normalmente tiene una longitud de 1 a 30 bases de nucleétidos, por ejemplo, 5 a 20 6 10 a 15
bases.

Los marcadores CC pueden detectarse en cualquier secuencia de genes dada usando la informacién en la Tabla 1.
Una de las secciones posteriores ilustra mas adelante en detalle como se identifican secuencias del marcador CC.
Sigue una breve descripcion de cdmo se usa la informacion en la Tabla 1: la tabla muestra 4 conjuntos de pesos.
Para cada conjunto de pesos se indica una posicién, y los valores de posicién para cada tipo de nucleétido se
facilitan con referencia a la posicion inicial (en la Tabla 1 esto se define como la posicidon de columna que esta en
referencia con la posicién inicial). Como puede apreciarse, para el primer conjunto de peso, los valores para
guanina, citosina, adenina y timina se facilitan para las posiciones 0 a 18. Usando los valores en la Tabla 1 se
determina una puntuacion para cada base de una secuencia dada en la cadena directa e inversa. Este analisis se
hace escaneando la secuencia de izquierda a derecha y luego repitiéndolo en su hebra complementaria. Mientras se
escanea, una base se considera como punto de referencia y la puntuacion para esa base se determina usando los
valores de posicion de los 4 conjuntos de pesos y la distancia relativa entre los pesos (es decir, para cada base se
determina una puntuacion basandose en las secuencias alrededor de esa base cuyas posiciones se definen usando
los numeros de posicion en la Tabla 1). Si esta puntuacidon es mayor que X (valor de entrada dado por el usuario),
entonces el par de bases en cuestion esta dentro de un marcador CC. Este procedimiento se repite para todas las
bases.

La puntuacién se convierte normalmente en una puntuacion (logaritmica inversa) de valor exponencial. En una
realizaciéon se seleccionan marcadores CC que tienen una puntuacion logaritmica inversa superior a 0,9, tal como
superior a 0,95 o superior a 0,99 (el calculo de la puntuaciéon logaritmica se describe en mas detalle en una seccién
posterior).

Los inventores han usado la informacion en la Tabla 1 para detectar marcadores CC en ser humano, levadura y
mosca de la fruta (secuencias de D. melanogaster).

Kit para llevar a cabo el procedimiento

La invencion también proporciona un kit para llevar a cabo el procedimiento. El kit comprendera normalmente un
medio para la deteccion de secuencias yuxtapuestas especificas en un gen. Normalmente, el kit comprendera un
primer par o sonda que puede usarse para detectar una secuencia yuxtapuesta (por ejemplo, detectando un
producto ligado como se describe en este documento). Normalmente, uno o ambos cebadores y/o la sonda
comprenderan la secuencia que es un fragmento de la secuencia del gen o de la secuencia que es homdloga a la
secuencia del gen (se entiende que referencias a la secuencia del gen también incluyen la secuencia
complementaria, ya que por supuesto un cebador se unira a la secuencia del gen y el otro cebador se unira ala
secuencia complementaria). Tal secuencia del gen puede estar en 5' con respecto a la secuencia codificante (por
ejemplo, secuencia promotora), secuencia codificante, secuencia de intrén o secuencia 3' con respecto a la
secuencia codificante.

Los cebadores o sonda tienen normalmente al menos 10, 15, 20, 30 o mas bases de longitud, y generalmente
comprenden ADN, normalmente en forma monocatenaria. Los cebadores o sondas pueden estar presentes en forma
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aislada. Los cebadores ozsonda pueden llevar una marca reveladora/detectable. Marcas adecuadas incluyen
radioisotopos tales como *’P o **S, marcas fluorescentes, marcas enzimaticas u otras marcas de proteina tales
como biotina.

El kit puede comprender instrucciones para realizar el procedimiento de la invencién. El kit puede comprender un
agente de reticulaciéon que puede reticular el ADN, tal como cualquiera de los agentes de reticulacion mencionados
en este documento.

En una realizacién, el kit es para llevar a cabo realizaciones de la invencién en las que se analiza la estructura
cromosoémica de mas de un gen, tal como 2, 3, 4 o mas genes. En tales casos, el kit también puede comprender
cebadores o sondas para analizar 2, 3, 4 o mas genes diferentes.

El kit puede comprender adicionalmente uno o varios reactivos o instrumentos que permiten que se lleve a cabo
cualquiera de las realizaciones del procedimiento mencionadas anteriormente. Tales reactivos o instrumentos
incluyen uno o mas de los siguientes: una marca detectable (tal como una marca fluorescente), una enzima que
puede actuar sobre un polinucleétido (normalmente una polimerasa, enzima de restriccion, ligasa, RNAsa H o una
enzima que pueda unir una marca a un polinucleétido), tampodn (tampones) adecuado(s) (disoluciones acuosas) para
reactivos enzimaticos, un control positivo y/o negativo, un aparato de electroforesis en gel, un medio para aislar ADN
de la muestra, un medio para obtener una muestra del individuo (tal como un hisopo o un instrumento que
comprende una aguja) o un soporte que comprende pocillos sobre los que pueden hacerse las reacciones de
deteccion.

Procedimiento de cribado

La invencién proporciona un procedimiento de identificacion de un compuesto para tratar expresiéon anormal de un
gen que comprende determinar si una sustancia candidata puede hacer que la estructura cromosémica del gen
cambie de la estructura anormal que se adopta durante la expresion anormal a la estructura normal para asi
determinar si la sustancia candidata puede ser capaz de tratar expresién anormal. El cambio en la estructura
cromosémica puede detectarse usando cualquier procedimiento adecuado descrito en este documento. El
procedimiento también puede llevarse a cabo para identificar compuestos que pueden causar un cambio en la
expresion de un gen (por ejemplo, un cambio de un modo de expresion a otro modo de expresion), determinando de
nuevo si un compuesto candidato puede producir o no un cambio en la estructura del gen.

El procedimiento puede llevarse a cabo in vitro (dentro o fuera de una célula) o in vivo (con un organismo no
humano). En una realizacion, el procedimiento se lleva a cabo en una célula, cultivo celular, extracto celular, tejido,
érgano u organismo que comprende el gen. La célula es normalmente una en la que se observa expresion anormal
del gen.

El procedimiento se lleva a cabo normalmente poniendo en contacto (o administrando) la sustancia candidata con el
gen, célula, cultivo celular, extracto celular, tejido, drgano u organismo y determinar si se produce o0 no un cambio a
la estructura cromosémica normal.

Sustancias candidatas adecuadas que se probaron en los procedimientos de cribado anteriores incluyen agentes de
anticuerpo (por ejemplo, anticuerpos monoclonales y policlonales, anticuerpos monocatenarios, anticuerpos
quiméricos y anticuerpos injertados en CDR). Ademas, también pueden probarse bibliotecas combinatorias,
entidades quimicas definidas, péptido y miméticos de péptidos, oligonucleétidos y bibliotecas de agentes naturales
tales como bibliotecas de expresion (por ejemplo, bibliotecas de expresiéon en fago). Las sustancias candidatas
pueden ser compuestos quimicos que se derivan normalmente de la sintesis alrededor de moléculas pequefias que
pueden tener cualquiera de las propiedades del agente mencionado en este documento (tal como los compuestos
organicos mencionados en este documento). Los lotes de las sustancias candidatas pueden usarse en un cribado
inicial de, por ejemplo, diez sustancias por reaccion, y las sustancias de lotes que muestran modulacion se prueban
individualmente.

Genes y organismos manipulados por ingenieria
La invencion proporciona un procedimiento de cambio del perfil de expresién de un gen que comprende
(i) introducir un marcador CC en el gen, y/o

(i) eliminar un marcador CC del gen, opcionalmente introduciendo 1, 2, 3 o mas mutaciones en el marcador
CC, en el que cada mutacion es una adicidn, sustitucion o delecién de una base de nucledtidos,

en el que al menos el 50% de la secuencia codificante del gen permanece invariable en el procedimiento.

En una realizacion, el numero total de secuencias de marcador CC (es decir, secuencias de marcador CC
funcionales) permanece invariable en el procedimiento.

Por “eliminar un marcador CC” se entiende que la secuencia del marcador CC entera puede no necesitar eliminarse,
pero en su lugar pueden introducirse mutaciones en la secuencia del marcador CC para inactivarla, de manera que
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en una realizacion la secuencia del marcador CC alterada ya no puede producir asociacion de regiones del gen.

El ARN o producto de polipéptido del gen retiene la actividad funcional o puede tener una actividad diferente o puede
no tener actividad (en comparacién con el producto del gen no manipulado por ingenieria). EI gen manipulado por
ingenieria puede ser cualquiera de los genes mencionados en este documento. El gen manipulado por ingenieria
puede replicarse y/o expresarse y/o introducirse en una célula.

La invencion proporciona el uso de un polinucleétido que comprende un marcador CC para cambiar la expresion de
un gen. Un polinucleétido tal puede usarse para introducir o eliminar un marcador CC de un gen, como en el caso de
cualquiera de los genes manipulados por ingenieria descritos en este documento. El polinucleétido es normalmente
una molécula de ADN. EIl polinucledtido puede estar en forma de un vector, tal como un vector virico. El
polinucleétido puede estar en forma de un transposén.

La invencién también proporciona un organismo eucariota manipulado por ingenieria no humano que comprende al
menos un gen en su genoma cuyo perfil de expresion se ha cambiado por la introduccion y/o eliminacion de una
secuencia del marcador CC, en el que al menos el 50% de la secuencia codificante del gen permanece invariable.
Por tanto, el organismo puede comprender el gen manipulado por ingenieria de la invencion que se ha descrito
anteriormente. El organismo (transgénico) puede ser cualquiera de los organismos mencionados en este documento.
La invencién también proporciona una parte del organismo que comprende el gen manipulado por ingenieria, tal
como una célula u érgano del organismo.

La invencion proporciona un procedimiento de preparar el organismo manipulado por ingenieria de la invencion que
comprende introducir o eliminar un marcador CC en un gen en la célula del organismo, y en el caso de un organismo
multicelular, permitir que la célula crezca en el organismo. La introduccion o eliminacién del marcador CC puede
llevarse a cabo en una célula germinal o citoblasto de embrién.

Homoélogos

En este documento se citan homodlogos de secuencias de polinucleétidos. Tales homélogos tienen normalmente al
menos el 70% de homologia, preferentemente al menos el 80, 90%, 95%, 97% o el 99% de homologia, por ejemplo,
con respecto a una region de al menos 15, 20, 30, 100 o mas nucleétidos contiguos. La homologia puede calcularse
basandose en la identidad de nucledtidos (denominada algunas veces en lo sucesivo “homologia dura”).

Por ejemplo, el paquete UWGCG proporciona el programa BESTFIT que puede usarse para calcular homologia (por
ejemplo, usado en sus parametros por defecto) (Devereux y col. (1984) Nucleic Acids Research 12, pag. 387-395).
Los algoritmos PILEUP y BLAST pueden usarse para calcular homologia o alinear secuencias (tal como identificar
secuencias equivalentes o correspondientes (normalmente en sus parametros por defecto), por ejemplo, como se
describe en Altschul S. F. (1993) J Mol Evol 36:290-300; Altschul, S, F y col. (1990) J Mol Biol 215:403-10.

El software para realizar los analisis por BLAST esta publicamente disponible del Centro nacional para informacion
biotecnoldgica (http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Este algoritmo implica identificar primero el par de secuencias de alta
puntuacién (HSP) identificando palabras cortas de longitud W en la secuencia de blisqueda que tanto coinciden
como satisfacen alguna puntuacién T umbral de valor positivo cuando se alinean con una palabra de la misma
longitud en una secuencia de la base de datos. T se denomina en lo sucesivo al umbral de puntuaciéon de palabras
vecinas (Altschul y col., antes). Estas palabras comunes vecinas iniciales actuan de semillas para iniciar busquedas
para encontrar HSP que las contienen. Las palabras comunes se extienden en ambas direcciones a lo largo de cada
secuencia para poder aumentar en la medida de lo posible la puntuacion de alineamiento acumulado. Las
extensiones para las palabras comunes en cada direccion se detienen cuando: las puntuaciones de alineamiento
acumuladas se encuentran fuera de la cantidad X de su maximo valor alcanzado; la puntuacion acumulada tiende a
cero o por debajo, debido a la acumulacién de uno o0 mas alineamientos de residuos de puntuacion acumulada; o se
alcanza el extremo de cualquier secuencia. Los parametros W, T y X del algoritmo BLAST determinan la sensibilidad
y la velocidad del alineamiento. El programa BLAST usa por defecto una longitud de palabra (W) de 11, los
alineamientos de la matriz de puntuacion BLOSUM62 (véase Henikoff y Henikoff (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89: 10915-10919) (B) de 50, esperanza (E) de 10, M=5, N=4, y una comparacién de ambas cadenas.

El algoritmo BLAST realiza un analisis estadistico de la similitud entre dos secuencias; véase, por ejemplo, Karlin y
Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873-5787. Una medida de la similitud proporcionada por el algoritmo
BLAST es la probabilidad de suma minima (P(N)) que proporciona una indicacién de la probabilidad de que se
produzca por casualidad una coincidencia entre dos secuencias de polinucleétidos. Por ejemplo, una secuencia se
considera similar a otra secuencia si la probabilidad de suma minima en la comparacion de la primera secuencia con
la segunda secuencia es inferior a aproximadamente 1, preferentemente inferior a aproximadamente 0,1, mas
preferentemente inferior a aproximadamente 0,01, y lo mas preferentemente inferior a aproximadamente 0,001.

La secuencia homdéloga normalmente se diferencia menos de 2, 3, 5 u 8 bases (que pueden ser sustituciones,
deleciones o inserciones de nucleotidos). Estos cambios pueden medirse a través de cualquiera de las regiones
mencionadas anteriormente en relacion con el calculo de homologia.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencion:
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Uso de analisis de reconocimiento de patrones para investigar la organizacién estructural de genes

Un paradigma emergente de la biologia eucariota es que los aspectos estructurales de la organizacién nuclear
desempefian una funcién directa en la regulaciéon transcripcional de los genes. A partir de los territorios
cromosoémicos para bucles de genes - diversos niveles estructurales emergen como componentes importantes de
respuestas transcripcionales especificas (7-3). Aqui, los inventores han combinado dos enfoques con el fin de
identificar algunas de las propiedades implicadas en la organizacién estructural de genes transcritos in vivo. A partir
de las matematicas aplicadas, los inventores han empleado analisis de reconocimiento de patrones basandose en el
modelo lineal generalizado y el teorema de Bayes, y lo han usado para identificar los limites de las unidades
transcripcionales de ARN polimerasa Il (ARNPII). A partir de biologia molecular, los inventores han usado ensayos in
vivo para analizar y describir el espectro de actividad transcripcional y la organizacién del dominio subcromosémico
estructural en esos sitios.

El analisis de reconocimiento de patrones se ha aplicado ampliamente a diversos campos de estudio tales como
medicina, ingenieria y linglistica en los que el analisis de imagenes y la descodificacion de datos permiten la
identificacion de marcadores caracteristicos subyacentes dentro de sistemas complejos. Los inventores han usado
metodologia de reconocimiento de patrones para analizar datos de genoma humano en relacién con las unidades
transcripcionales, procesadas por ARNPII. Se us6 un conjunto de secuencias de 422 genes manualmente anotados
en el cromosoma humano 22 (4) para la identificacion computacional de sefiales reguladoras. Para el estudio dado,
de todos los procedimientos disponibles para el reconocimiento de patrones, los inventores encontraron la maquina
de vectores de relevancia (RVM) (5-6) como la mas satisfactoria. El entrenador de RVM aplica un principio
bayesiano escaso que contiene la variacion de distancia observada entre las sefiales reguladoras (7). Del conjunto
dado de secuencias, el entrenador escanea marcadores que las definen y construye un modelo lineal generalizado
probabilistico. Este modelo “estudiado” puede usarse posteriormente para clasificar secuencias de eleccioén para la
presencia de los marcadores definidos. La derivacion de este modelo se basa en la probabilidad condicional del
teorema de Bayes facilitado a continuacion:

P(modelo \ datos)P(modelo)
P(datos)

P(modelo \ datos)

en la que datos representa el conjunto de secuencias de ADN. P(modelo|datos) es la probabilidad posterior que da
la probabilidad de una secuencia derivada del modelo. Depende de la probabilidad de los datos dado el modelo y las
probabilidades del modelo y los datos.

Cada marcador que define la caracteristica de la secuencia, x, se facilita como una matriz de pesos de ADN con
respecto al sitio de escision. Matematicamente se representa como:

f(x)= OiP(i W (x,i)

j=-00

en la que P es una probabilidad posicional y W(x,i) es una probabilidad de matriz de pesos de ADN para una
compensacion de i con respecto al sitio de escisién. Entonces se usa una combinacion de estos marcadores para
construir un modelo lineal generalizado:

M
Modelo = ) bf n(x) +k

m=1

en la que M es el conjunto de marcadores que definen el gen y 8 es los pesos (o importancia) dada de cada
marcador.

El modelo estudiado en 422 genes humanos anotados del cromosoma 22 identifico tres tipos de marcadores
generales en los extremos 3' (Fig. 1A). Sefiales de terminacién de la transcripcion previamente conocidas: sefial de
poli(A) y sitio rico en U préximo a los extremos 3' de genes transcritos con ARNPII son dos de los tres tipos de
marcadores identificados. Este resultado valido en enfoque de los inventores ya que confirmé inequivocamente
secuencias ya descritas funcionalmente implicadas en la terminacion y el procesamiento del extremo 3' de ARNm (8-
10). Interesantemente, el tercer tipo de marcador identificado por el entrenador de RVM fue previamente
desconocido. Se posiciond adicionalmente en la direccion 3' del sitio rico en U y comprendié mdltiples matrices de
pesos de ADN. La variacién de distancia observada en cada tipo de los marcadores fue capturada como una
distribucién gaussiana. Interesantemente, cuando se prueba el modelo en 20 secuencias del cromosoma humano, el
marcador no se confind a los extremos 3', sino que también estuvo presente en los extremos 5' de genes anotados.
Debido a la asociacion del marcador recientemente definido con las fronteras de las unidades transcripcionales, los
inventores lo han llamado segun el famoso muro de Berlin de los tiempos de la guerra fria — un marcador Checkpoint
Charlie (CC).
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Interesantemente, a diferencia del sitio poli(A), los inventores fueron incapaces de identificar alguna secuencia
consenso primaria para los marcadores CC. Esto sugiere que mediante el analisis de reconocimiento de patrones los
inventores han identificado los sitios que podrian compartir propiedades comunes mediante la informacién codificada
en las estructuras secundarias y terciarias de las secuencias correspondientes. De hecho, el andlisis de secuencias
de marcadores CC usando el algoritmo Zuker de (117) revela energias libres bajas de plegamiento, caracteristicas de
estructuras secundarias y terciarias de alto orden para los transcritos correspondientes.

Para determinar la relevancia funcional de los marcadores CC para la regulacién transcripcional, los inventores
buscaron cualquier ejemplo de marcadores CC entre elementos reguladores ya definidos. Es importante mencionar
que el algoritmo estudiado en genes humanos pudo identificar marcadores CC en eucariotas a través de muchas
especies (Fig. 5). Los inventores atribuyeron esto a la funciéon evolutivamente conservada mediada por las
estructuras de alto orden del marcador.

Aqui, los inventores presentan dos ejemplos de los marcadores CC funcionalmente asociados a regulacion
transcripcional. El primer ejemplo del marcador CC se encontré dentro del gen beta-globina humano, estudiado
ampliamente por sus propiedades por varios laboratorios. Informes recientes demostraron que la terminacion de la
transcripcion en el gen beta-globina depende no sélo del reconocimiento del sitio poli(A), sino también del sitio de
escision (CoTC) co-transcripcional adicional en la direccion 3' (7, 12-14). Interesantemente, el sitio CoTC coincide
con el marcador CC identificado y muestra bajas energias de plegamiento, como se menciona antes (Fig. 1B). Esta
observacion no sélo confirma la posible relevancia del marcador CC para la frontera del gen transcrito, sino que
también sugiere su implicacion funcional en el mecanismo de terminacién transcripcional regulada.

El segundo ejemplo del marcador CC se encontr6 en el cromosoma X de Drosophila melanogaster, en el que
coincidié con el aislador gypsy dentro de la banda cromosémica 7B2 (Fig. 1C). Gypsy es un elemento aislador de
350 pb bien caracterizado con miiltiples sitios de union Su(Hw), que dirigen estructuras similares a bucle de
cromatina de orden superior (15). Un experimento hecho en el locus cut en Drosophila mostré que los dos sitios del
aislador en las bandas cromosémicas 7B2 y 7B8 se ponen juntos en la periferia nuclear haciendo un bucle entre los
loci (16) (Fig. 1C). También se ha mostrado una organizacion similar de fibras de cromatina mediadas por
interferencia entre aisladores para las secuencias del aislador scs y scs'(77). En conjunto, estas observaciones
estan de acuerdo con el hecho de que, funcionalmente, los marcadores CC también pueden desempefiar un papel
en la organizacion de estructuras de orden superior, que incluyen conformaciones de dominio subcromosémico que
podrian detectarse por el ensayo de captura de conformaciéon cromosomica (3C) previamente informado (78).

Con el fin de validar las observaciones anteriores, los inventores realizaron analisis sistematicos de marcadores CC
en dos genes humanos regulados (Fig. 2). Ambos genes modelo - el gen dihidrofolato reductasa (DHFR) regulado
por el ciclo celular (19) y el gen del receptor similar al receptor de calcitonina (CALCRL) especifico del tipo de célula
(20-22) - muestran modos alternativos de actividad transcripcional regulada. En el andlisis, los inventores estuvieron
particularmente interesados en saber si los marcadores CC (i) podrian limitar el intervalo de transcripcion por ARNPII
y (i) establecer una correlacion con cualquier conformacién cromosémica especifica.

El DHFR humano (hDHFR) es un gen relacionado con el ciclo celular controlado a partir de los promotores
secundarios en la direccion 5' y primarios en la direcciéon 3'. El gen abarca 28,5 kb en el cromosoma 5 y contiene 6
exones (Fig. 2A). Estudios independientes han mostrado que la expresion de hDHFR se induce tras la entrada en la
fase S del ciclo celular y se desconecta en células quiescentes (GO) (Fig. 2A) (23). Mientras que en las fases G1/S la
transcripcion productiva del gen hDHFR es accionada por el promotor principal, en células quiescentes, la actividad
transcripcional no es derogada, pero cambia a un modo alternativo — a partir del promotor secundario en la direccidn
5' y que termina activamente en el segundo intron. El transcrito del promotor secundario es inestable, pero podria
detectarse en abundancia en células quiescentes por RT-PCR.

El gen hDHFR contiene tres marcadores CC: (i) en la direccion 5' a partir de ambos promotores (CCprrr-1); (i) en el
segundo intrén (CCpnrr-2); (iii) en la direccion 3' a partir de la sefial de poli(A) funcional (CCpnrr-3) (Fig. 3A).
Interesantemente, el andlisis paralelo revela mas de 40 sefales de poli(A) cripticas presentes dentro del mismo gen.
Los tres sitios CC descritos mostraron energia libre baja de plegamiento, caracteristica de acidos nucleicos
monocatenarios altamente estructurados (Fig. 3A). Para determinar las propiedades de terminacion de cada uno de
los sitios CC, los inventores cuantificaron por RT-PCR la abundancia de transcritos in vivo, que incluye los inestables
y los raros, en la direccion 5' y en la direccion 3' de los sitios CC. En los tres casos, los inventores encontraron
pruebas de terminacion de transcritos en los sitios CC (Fig. 3A). En el sitio CCpurr-1, los inventores detectaron
terminacion de la transcripcion de transcritos intergénicos raros. En células quiescentes, el transcrito no codificante
corto terminé en el sito CCprrr-2. Un sitio AATAAA candnico también esta presente proximo al sitio CCprrr-2 y €sa
parte de la secuencia de ADN coincide con diversas marcas de secuencias expresadas y ADNc de la base de datos
publica. En células proliferantes, el sitio CCpnrr-3 marco la terminacién de la transcripcién productiva mencionada en
cualquier sitio. La asociacion del sitio CCprrr-3 a la sefial de poli(A) funcional es similar a la correlacion previamente
descrita dentro del gen beta-globina.

El segundo gen modelo de eleccion fue el gen CALCRL humano especifico del tipo de célula (hCALCRL) (Fig. 2B).
Codifica un receptor acoplado a la proteina G de los siete dominios transmembrana (GPCR). Los GPCR de
mamifero constituyen una familia amplia y diversa de proteinas cuya funcién principal es transducir los estimulos
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extracelulares en sefales intracelulares. La mayoria de los GPCR responden a sefiales endégenas (endogGPCR)
tales como péptidos, lipidos, neurotransmisores o nucleétidos. Los endoGPCR estan altamente conservados y sus
perfiles de expresion son unicos, dando miles de combinaciones de receptores especificos para tejido y célula para
la modulacién de procesos fisioldgicos. El repertorio de endoGPCRs consiste en 367 receptores en seres humanos.
Sin embargo, los mecanismos que regulan su expresion y funcidn especifica siguen siendo ampliamente
desconocidos. El endoGPCR codificado por el gen hCALCRL se considera que es una molécula clave en la
regulacion de la actividad de miembros de la familia de la calcitonina de péptidos que desempefian funciones
esenciales en el crecimiento, la supervivencia y la navegacion celular. El gen CALCRL humano (103,15 kb) se
localiza en el cromosoma 2 y contiene quince exones y se transcribe en diversos tejidos humanos y tumores. El gen
hCALCRL se transcribe hasta su longitud completa en células endoteliales y no en no endoteliales como se muestra
por transferencia Northern e inmunohistoquimica (Fig. 2B). Sin embargo, en células no endoteliales podria
detectarse un transcrito no codificante que termina en el primer intrén (Fig. 2B). Los inventores consideraron el gen
hCALCRL como un buen modelo de regulacién especifica del tipo de célula de expresién génica (22).

Similar a hDHFR, los marcadores CC pudieron detectarse tanto en la direcciéon 5' del promotor (CCcaLcri-1) como en
la direccion 3' de la sefial de poli(A) funcional (CCcaicri-3) del gen hCALCRL. Un tercer marcador CC adicional
(CCcaLcrL-2) esta presente en el primer intron del gen (Fig. 3B). Una RACE en 5' a partir del primer exén confirma
que todos los transcritos se inician en la direccién 3' y ninguno a partir de la direccion 5' del marcador CCcaicri-1.
Esto sugiere que CCcaicri-1 podria terminar transcritos intergénicos que podrian interferir con la unidad de
transcripcion hCALCRL. Un analisis de RACE en 3' confirma la presencia de transcritos terminados préximos a
CCcaLcrL-2 (en el primer intron) y sitios CCcaicri-3 (en la region en la direccion 3' del sitio de escision). Los tres
sitios del marcador CC muestran energia libre baja de plegamiento como se muestra anteriormente (Fig. 3B). Por
tanto, in vivo, tanto en genes hDHFR y hCALCRL, los marcadores CC muestran propiedades de terminacion
transcripcionales.

Con el fin de validar la segunda propiedad sugerida del marcador CC, los inventores probaron entonces si
participaban en cualquier conformacion cromosémica especifica como se define por el ensayo 3C. Este ensayo se
desarrollé para monitorizar conformaciones cromosémicas altamente flexibles in vivo detectando la proximidad
espacial de sitios distantes que participan en la formacion de las estructuras similares a bucle. Los inventores han
ajustado las condiciones del ensayo para mejorar el rendimiento y la sensibilidad de la deteccidon en células
humanas (véase Materiales y procedimientos). Y, lo que es mas importante, la etapa inicial del ensayo también
implica el enriqguecimiento de los loci cromosémicos transcritos con inmunoprecipitacion anti-ARNPII (24).

Cuando se analizaron para el gen hDHFR, se encontré que los sitios de los marcadores CCpurr-1 Yy CCprrr-3,
posicionados separados mas de 29 kb, se yuxtaponian en células proliferantes normales (Fig. 4A). La proximidad
espacial de estos dos sitios fue altamente especifica (Fig. 4A, comparense 1+2, 1+3 en células proliferantes) y
dependiente en presencia de ARNPII, reticulacion, restriccion, ligacion y PCR (Fig. 4A, controles de hDHFR). Como
se muestra antes (Fig. 3A), estos dos sitios también muestran propiedades de terminacion transcripcional en células
proliferantes.

Los cambios en el modo transcripcional en el gen hDHFR bajo condiciones quiescentes se asocian, entre otras
cosas, a generacion de transcritos cortos que terminan dentro del segundo intrén. Y, lo que es mas importante, el
gen hDHFR contiene un tercer marcador CC posicionado en el mismo sitio. Analisis previos de la transcripcion de
hDHFR en estado quiescente indicaron que el marcador CCpnrr-2 se activd como un sitio de terminacion para el
transcrito no codificante corto (Fig. 3A). Por tanto, los inventores quisieron analizar si en estado quiescente un modo
transcripcional diferente estableceria una correlacion con conformacion cromosémica alternativa para el marcador
CCphrr-2. De hecho, como se muestra en la Figura 4A, la conformacion in vivo que yuxtapone los marcadores
CCohrr-1 y CCprrr-2 puede detectarse por el ensayo 3C en células quiescentes. Solo bajos niveles de esta
conformacioén se detectaron en la poblacion de células proliferantes. Interesantemente, la conformacion de CCpner-
1:CCprrr-2 observada no destruyd la conformacion de CCprrr-1:CCphrr-3 descrita anteriormente para las células
proliferantes. Teniendo en cuenta la naturaleza del ensayo 3C, este resultado podria tener varias explicaciones. En
primer lugar, la conformacién especifica de quiescentes podria imponerse en exceso en la conformacion de CCphrr-
1:CCprrr-3 retenida. En segundo lugar, el resultado podria representar dos poblaciones de células ya que cambian
de una conformacién a la otra. Y, lo que es mas importante, la conformacién de CCprrr-1:CCphrr-2 fue especifica
para el modo quiescente de transcripcion y de acuerdo con el intervalo de transcritos detectados. Por tanto, los
inventores han detectado para el gen hDHFR una conformacion cromosémica in vivo caracterizada por proximidad
espacial de marcadores CC. La proximidad de marcadores CCpnrr-1 Y CCphrr-2 fue especifica para el modo
transcripcional descrito para el estado quiescente del ciclo celular.

Para probar si los marcadores CC participaban o no en cualquier disposicion estructural asociada a expresion
especifica del tipo de célula del gen hCALCRL, los inventores estudiaron sus conformaciones en células permisivas
(endoteliales, HMVEC) y no permisivas (no endoteliales, HEK293T) para la transcripcion. En células HMVEC, el gen
hCALCRL activo muestra un perfil conformacional en el que los tres marcadores CCcalcr. S€ yuxtapusieron con
estrecha proximidad entre CCcarcri-1:CCcaLcri-2 Y CCcalcr-1:CCcaLcri-3 (Fig. 4B; no se muestran los datos para
CCcalcri-2:CCcaicri-3). Y, lo que es mas importante, las fronteras de estas dos posibles conformaciones de bucle
se correspondieron con las fronteras de los dos transcritos detectados en células HMVEC (Fig. 2B). Para probar si
cualquiera de estas conformaciones era Unica para células HMVEC, los inventores analizaron hCALCRL en células
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HEK293T transcripcionalmente no permisivas. Aunque los inventores todavia detectaban la yuxtaposicion de
CCcaccri-1 y CCcalcri-2, la interaccion entre CCcalcri-1 y CCcalcri-3, que engloba la longitud completa del gen
hCALCRL, ya no estaba presente (Fig. 4B). La conformacion de CCcaicri-1:CCcaicri-2 coincide con la presencia de
transcritos de hCALCRL cortos que terminan en el primer intrén en el sitio CCcaLcri-2 en células HEK293T (Fig. 2B).
Por tanto, la expresidon especifica del tipo de células del gen hCALCRL estd asociada a una conformacion
cromosomica Unica, como se detecta entre marcadores CCcaccri-1 Y CCcalcre-3. Y, lo que es mas importante, esta
conformacién engloba la longitud completa de los transcritos productivos generados en células HMVEC.

La aplicaciéon del andlisis de reconocimiento de patrones a las fronteras de 422 genes humanos anotados ha
identificado y definido varios marcadores, que incluyen un marcador previamente desconocido implicado en la
regulacion transcripcional. EI marcador - Checkpoint Charlie - establece coherentemente una correlacion con las
fronteras de unidades transcripcionales codificantes y no codificantes en diversos espectros de especies (véase
también la Fig. 5), muestra estructuras secundarias y terciarias altamente ordenadas para los transcritos
correspondientes, se asocia a la terminacion de la transcripcion regulada por ARNPII in vivo y dirige la formacion de
conformaciones cromosémicas alternativas dependientes de la transcripcion. Sorprendentemente, cuando se analiza
en los genes hDHFR especificos del ciclo celular y hCALCRL especificos del tipo de célula, el marcador se asocia
funcionalmente a las distintas conformaciones estructurales de alto orden que son caracteristicas de uno o de los
otros modos de la actividad transcripcional. Los marcadores CC yuxtapuestos no soélo establecen una correlacién
con estructuras de sub-cromatina cargadas con ARNPII, sino que también perfilan las fronteras de los transcritos
sintetizados dentro de aquellas estructuras. Los datos de los inventores estan de acuerdo con sugerencias previas
de que las estructuras de alto orden se forman en un modo dependiente de la transcripcion y podrian ser
importantes para la reiniciacion transcripcional.

La regulacion transcripcional se realiza a diversos niveles importantes por una multitud de actividades ligadas a
reclutamiento especifico de secuencias de ADN, modificacion de cromatina y remodelacion de marcadores CC y
organizacion estructural asociada que estan claramente implicadas in vivo en el establecimiento de las fronteras
externas para diversas unidades transcripcionales.

Transferencia Northern

Se realizé transferencia Northern para hDHFR a partir de ARN total aislado de células U20S. Las células
proliferantes se cultivaron en presencia de 10% de SBF mientras que la célula quiescente se logroé bajo inhibicion por
contacto en presencia de 0,5% de SBF. Como sonda se usaron sondas sintetizadas usando un molde que engloba
secuencias entre el cuarto y el sexto exén de hDHFR.

La transferencia Northern para hCALCRL se realiz6 como se ha descrito previamente (25). La CL humana de
longitud completa se amplificd por RT-PCR y se cloné en el vector pcDNA3.1. El vector resultante se secuencio
usando un analizador Applied Biosystems 377 Genetic y la secuencia se cotejo con la base de datos GenBank. El
inserto se escindid y se us6 como molde para generar sondas.

En cualquier caso, las sondas se marcaron con ¥p_dCTP usando el kit de marcado MegaPrime (Amersham, RU).
Después de la hibridacién y lavados rigurosos, la transferencia se expuso a Hyperfilm (Amersham, RU) y luego a la
pantalla de fésforo. Las sefiales de hibridacién se analizaron usando el software ImageQuant.

Citometria de flujo activada por fluorescencia (FACS)
La citometria FACS de células en crecimiento U20S y quiescentes se realizd como se ha descrito previamente (26).
Reaccion en cadena de la polimerasa por transcripcion inversa (RT-PCR)

La PCR por transcripcion inversa para determinar la terminacion de transcritos en hDHFR se realiz6 en ARN total
aislado de células U20S. Se usaron los siguientes cebadores directos e inversos para los sitios CCprrr-1, CCprrr-2
y CCpHrr-3:

CCohrr-1

Cebador directo (A): tggggaactgcacaatatga (SEC ID N°: 1)
Cebador inverso (B): aggggtgcgtcttttaacct (SEC ID N°: 2)
Cebador inverso (C): ccgcacgtagtaggttctgtc (SEC ID N°: 3)
CCohrr-2

Cebador directo (A): ttccagagaatgaccacaacc (SEC ID N°: 4)
Cebador inverso (B): tgttccttttgatcgtggtg (SEC ID N°: 5)
Cebador inverso (C): tggggtatctaatcccagtttg (SEC ID N°: 6)
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CCohrr-3

Cebador directo (A): tttggaaaaacccatgaagg (SEC ID N°: 7)

Cebador inverso (B): caacagtcctgccagttgtt (SEC ID N°: 8)

Cebador inverso (C): cagggttttggtctgtcacc (SEC ID N°: 9)

La RT-PCR se realizé usando el kit de transcripcion inversa Omniscript de Qiagen, RU.
Amplificacion rapida de extremos de ADNc (RACE)

La RACE se realiz6 esencialmente como se ha descrito previamente (27). Los cebadores especificos de gen se
disefaron para RACE en 3' (cagagagtgtcacctcctgctttagg) (SEC ID N°: 10) y 5' (cccacaagcaaggtgggaaagagtg) (SEC
ID N°: 11) basandose en la secuencia de ADNc de CALCRL humano (28). Los transcritos de RACE en 5'y 3' (que
terminan en el primer intrén) se secuenciaron y se enviaron a la base de datos GenBank.

Produccién y caracterizacién de anticuerpos

El anticuerpo policlonal de conejo LN-1436 se produjo contra el péptido sintético correspondiente a los residuos 427-
461 (HDIENVLLKPENLYN) (SEC ID N°: 12) en el extremo C de la proteina CL humana (hCL) (nimeros de acceso
AAC41994 y AAA62158; codificado por el gen CALCRL). La especificidad de los anticuerpos se caracterizé por
analisis de inmunotransferencia de CL transitoriamente expresada en células HEK293T.

Inmunocitoquimica

Especimenes incorporados en parafina fijados con formalina (n=74) de 20 tejidos humanos normales se
seleccionaron de los documentos de archivo del Departamento de patologia celular, Hospital John Radcliffe;
Universidad de Oxford, Oxford, RU. Se produjeron multiples micromatrices de tejido (TMA) adquiriendo nucleos
cilindricos (1,0 mm de diametro) para cada espécimen dispuesto a alta densidad en un bloque de TMA del receptor
(29). El procedimiento de recuperacion del antigeno se llevo a cabo en secciones sin cera y rehidratadas de 4 ym
antes de realizar la inmunohistoquimica usando el anticuerpo anti-hCL LN-1436. La inmunohistoquimica se realizé
esencialmente como se ha descrito previamente (30). Se usaron anticuerpos secundarios biotinilados, el kit
Vectastain ABC-AP del complejo de estreptavidina-fosfatasa alcalina y el sistema de deteccién Vector Red (todos de
Vector, Burlingame, US). Los controles incluyeron suero de conejo preinmune usado a concentraciones apropiadas.

Captura de conformacion cromosémica (3C)

El analisis 3C se realiz6 como se ha descrito previamente (31) con las siguientes modificaciones. Se reticularon
aproximadamente 4 x 10° células completas tratando con 2% de formaldehido a temperatura ambiente durante 10
min. La reticulacion se detuvo con cantidad equimolar de glicina y las células se recogieron y se lisaron en tampoén
hipoténico (Tris-HCI 10 mM [pH 7,2], MgCl> 2 mMy 0,5% de Triton X-100). Entonces, los ndcleos se resuspendieron
y se incubaron durante 20 min sobre hielo en tampon CSK (NaCl 100 mM, sacarosa 300 mM, PIPES 10 mM [pH
6,8], MgCl> 3 mM, leupeptina 10 yM, EGTA 1 mM, PMSF 1,2 mM y 0,5% de Triton X-100). La suspensién se
centrifugd durante 5000 rpm a 4°C en una centrifuga Hettich Mikro 22R y el sedimento se traté con NaCl 2 M.
Después de incubarse durante 10 min sobre hielo se afiadié una cantidad suficiente de agua para reducir la
concentracion de NaCl a 150 mM. Esta muestra se us6 para realizar el ensayo de inmunoprecipitacién de cromatina
con ARNPII como se ha descrito previamente (32). La cromatina inmunoprecipitada con el anticuerpo ARNPII (H-
224, Santa Cruz Biotechnology Inc., EE.UU.) se restringi6 luego con la enzima de restriccién Bglll (New England
Biolabs, RU) y se ligd a ADN ligasa T4 (Roche, RU). Después de digerirse las proteinas con proteinasa K (Roche,
RU) y el ARN con ribonucleasa A (Sigma, RU), el ADN se extrajo con etanol. El analisis por PCR en el ADN extraido
se hizo usando cebadores especificos de genes con TakaRa LA Taq de Takara Bio Inc., Japon.

Diagnéstico de cancer de ovario y de prostata
Expresion de MLH1 en tejidos normales y con cancer de ovario (véase la Fig. 8)

Los genes supresores de tumores desempefian una funcion vital en la supervivencia y el mantenimiento de células.
El silenciamiento de supresores tumorales sefializa el crecimiento incontrolado que conduce a cancer. Como
mecanismo de seguridad, las células experimentan apoptosis cuando se detectan tales sefiales para crecimiento
incontrolado.

Un homélogo humano del gen mutL de Escherichia coli, cancer de colon sin poliposis, tipo 2 (MLH1), es un gen tal
que codifica un gen de reparacion del mal apareamiento de ADN. MLH1 sefializa el mecanismo de reparacion
iniciado por la lesion del ADN e induce apoptosis de células tumorales. Este gen se localizé en los loci 3p21.3 y
acumula diversas mutaciones y modificaciones a medida que envejecen las células. Un cambio tal — aumento de los
niveles de metilacién en la regién promotora de MLH1 — se ha asociado a céncer hereditario de colon sin poliposis.
Por tanto, se ha mostrado que las variantes de corte y empalme de MLH1 alternativas son especificas de tejido y
contribuyen a la variabilidad fenotipica en canceres heredados.
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Para ver si las variaciones de corte y empalme inducidas por la mutacién de MLH1 estan asociadas a cancer de
ovario, los inventores buscaron sitios CC que englobaban la unidad de transcripcién. Escaneando la secuencia de
MLH1, los inventores encontraron un marcador CC en el 8° intrén y otro en las fronteras formadas en la UTR de 3'
de una variante de corte y empalme alternativa. El andlisis 3C realizado en estos dos sitios muestra que los sitios CC
s6lo se yuxtaponen en pacientes normales. Mientras tanto, las muestras de tejido y fluido recogidas de pacientes
con cancer de ovario no revelan yuxtaposicion. Por tanto, los sitios CC de MLH1 pueden usarse como marcador
para distinguir cancer de ovario.

Cancer de préstata

Las pruebas para marcadores de diagnéstico de prostata se realizaron en lineas celulares que representaban tanto
estado benigno como tardio de crecimiento tumoral. Los genes de eleccion fueron PSA y BORIS.

Expresion de BORIS y PSA en tejidos normales y de cancer de prostata (véase la Fig. 9)

Un novedoso miembro de la familia de los genes de cancer-testiculos, el hermano del regulador de los sitios
impresos (BORIS), se expresa s6lo en espermatocitos y no en células somaticas normales. Sin embargo, su
expresion se ha asociado a varios canceres humanos que incluyen cancer de mama y de pulmén. BORIS compite
con otro factor de transcripcion del dedo de Zn, CTCF, por las perturbaciones epigenéticas en tumores malignos
humanos. De ahi que los inventores decidieran probar la asociacion de BORIS con carcinoma de préstata humano
(LNCaP).

BORIS tiene dos sitios CC que engloban la unidad de transcripcién definida en la localizacion cromosémica
20913.31. Como el gen se expresa significativamente en tumores malignos, los inventores decidieron probar la
yuxtaposicion de dos sitios CC en LNCaP. De los resultados mostrados en la figura adjunta, la yuxtaposicién de
sitios CC s6lo se produce en LNCaP y no en lineas celulares de osteosarcoma humano (U20S). Se establecié otra
confirmacion por secuenciacion del producto de PCR.

Los inventores también miraron en otro marcador de cancer de prostata bien establecido, el antigeno especifico de
prostata (PSA). ElI PSA codificado por el gen calicreina humana 3 (KLK3) se usa para el diagndstico y el prondstico
de cancer de préstata detectando los niveles de proteina PSA en sangre. Sin embargo, los inventores usaron aqui la
técnica 3C para mirar el gen PSA en células de osteosarcoma humano y lineas celulares de hiperplasia benigna de
prostata (BPH1). Como se observa en BORIS, la unidad de transcripcion KLK3 se define por dos sitios CC, uno en la
UTR de 5' y el otro en la UTR de 3'. Los resultados muestran que estos dos sitios CC solo interfieren en células
BPH1 y no en U20S.

Por tanto, PSA y BORIS pueden usarse como biomarcadores para identificar células de cancer de préstata benigno
y maligno, respectivamente.

Procedimientos de PCR

MLH1

Enzima de restriccion de 3C - BssS/
Cebadores de MLH1

MF3UTR2 TGGTTTTAGCTGGGATGGAG
MF3UTR1 GAGGCAGGCAGATCACTTGT

MREI2 AGAAGATGCAGGCCAACAAT
MREI1 CTCGTAAAGCCCAAGGAGGT

Primera ronda de reacciéon de PCR

2x tampén | 25l
dNTP (2,5 mM) 8 ul
ADN 1ul
Cebadores (25 uM)

Directo (MREI2) 1ul
Inverso (MF3UTR2) 1wl
TakaRa LA Taq 0,5 ul
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Agua 13,5 ul
Total 50 pl
Cebadores

MREI2 - MF3UTR2
Programa de PCR
94°C - 5 min
94°C -1 min
57°C -1 min durante 30 ciclos
72°C-45s
72°C - 5 min
Tamanos de producto esperados

MREI2 - MF3UTR2 - 527 pb

Segunda ronda de reaccion por PCR

10

15

2x tampon | 25 ul
dNTP (2,5 mM) 8 ul
ADN 2l
Cebadores (25 uM)

Directo (MREI1) 1ul
Inverso (MF3UTR1) 1wl
TakaRa LA Taq 0,5 pl
Agua 12,5 pl
Total 50 pl
Cebadores

MREI1-MF3UTR1

Muestras

Tomar 48 ul de mezcla y 2 pl de reacciéon de PCR respectiva de la 12 ronda

Programa de PCR

94°C - 5 min
94°C - 1 min
59°C - 1 min durante 25 ciclos
72°C-30s

72°C - 5min

Tamanos de producto esperados

MREI1 - MF3UTR1 -325 pb

BORIS

Enzima de restriccion de 3C - Taq/

Cebadores de BORIS
15
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BR5UTR4 GGCTGGAATTGCCCTAAAGT
BR5UTR3 CCTATGAGGGGGCAGTATCA

BR3UTR2 GCTCTTCCTGCTGGGAAAT
BR3UTR1 TACAGGGGTGGAGACAGGTT

Primera ronda de reacciéon de PCR

2x tampén |
dNTP (2,5 mM)
ADN
Cebadores (25 uM)
Directo (BR5UTR4)
Inverso (BR3UTR2)
TakaRa LA Taq
Agua
Total
Cebadores
BR5UTR4 - BR3UTR2
Programa de PCR
94°C - 5 min
94°C -45s
57°C-30s
72°C-25s
72°C - 5 min

25yl
8 ul

1l

1l
1l
0,5 ul
13,5 ul
50 pl

durante 30 ciclos

Tamanos de producto esperados

BR5UTR4 - BR3UTR2 - 430 6 784 pb

Nota: Se facilitan dos tamafios de producto porque la enzima de restriccion de 3C (Taq |) se escinde en cualquiera

de los dos sitios de restriccion préximos al marcador CC.

Segunda ronda de reaccion de PCR

2x tampén |

dNTP (2,5 mM)
ADN

Cebadores (25 uM)
Directo (BR5UTR3)
Inverso (BR3UTR1)
TakaRa LA Taq
Agua

Total

Cebadores

BRSUTRS - BR3UTR1

25 ul
8 ul
2l

1l
0,5 ul
12,5yl
50 pl
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Muestras
Tomar 48 ul de mezcla y 2 yl de reacciéon de PCR respectiva de la 12 ronda
Programa de PCR
94°C - 5 min
94°C-45s
55°C-30s durante 25 ciclos
72°C-20s
72°C - 5 min
Tamanos de producto esperados
BR5UTRS3 - BR3UTR1 - 260 6 564 pb

Nota: Aqui se facilitan dos tamafios de producto porque la enzima de restriccion de 3C (Taq |) se escinde en
cualquiera de los dos sitios de restriccion préximos al marcador CC. La Figura 9 muestra la banda de 564 pb, que se
ha verificado por secuenciacion.

PSA
Enzima de restriccion de 3C - Taq/
Cebadores de PSA

PR5UTR2 CGTGATCCACCCATCTCAG
PR5UTR1 CTATTGGGAGACCGAAGCAG

PF3UTR2 GGGAAAGGGAGAAGATGAGG
PF3UTR1 TAGGGGAAGGTTGAGGAAGG

Primera ronda de reacciéon de PCR

2x tampén | 25l
dNTP (2,5 mM) 8 ul
ADN 1ul
Cebadores (25 uM)

Directo (PR5UTR2) 1wl
Inverso (PF3UTR2) 1wl
TakaRa LA Taq 0,5 ul
Agua 13,5 pl
Total 50 pl
Cebadores

PR5UTR2-PF3UTR2

Programa de PCR

94°C - 5 min
94°C -45s
61°C-30s durante 30 ciclos
72°C-25s

72°C - 5 min
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Tamanos de producto esperados
PR5UTR2 -PF3UTR2 - 481 pb

Segunda ronda de reaccion de PCR

2x tampén | 25l
dNTP (2,5 mM) 8 ul
ADN 2l
Cebadores (25 uM)

Directo (PR5UTR1) 1wl
Inverso (PF3UTR1) 1wl
TakaRa LA Taq 0,5 ul
Agua 12,5 ul
Total 50 pl
Cebadores

PR5UTR1 - PF3UTR1
Muestras
Tomar 48 ul de mezcla y 2 pl de reacciéon de PCR respectiva de la 12 ronda
Programa de PCR
94°C - 5 min
94°C -45s
61°C-30s durante 25 ciclos
72°C-20s
72°C - 5 min
Tamanos de producto esperados
PR5UTR1 - PF3UTR1 - 266 pb
Detalles de marcadores CC
MLH1
CC1 - 24367 pb en la direcciéon 3’ de TSS
TAACCCCAT
CC2-57357 pb en la direccion 3’ de TSS
TAACATAA

(Las letras subrayadas en negrita representan la secuencia del marcador CC)

En tejido normal, el gen se expresa con transcritos alternativos. Un transcrito tal empieza en el 8° intrén en el que
esta presente CC1 y termina en el marcador CC2. En tejido de cancer de ovario, el gen esta regulado por
disminucion ya que acumula mutaciones, deleciones y metilacion que conducen a transcritos defectuosos o a no
transcritos. Los inventores encontraron la yuxtaposicion de CC1 y 2 en tejidos normales, y no en tejidos de cancer de
ovario. Esto se refiere al cambio en el modo transcripcional del gen en estos tejidos.

BORIS
CC1 - 5282 pb en la direccion 5' de TSS
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CTTTGAAAGC

CC2 - 28038 pb en la direccién 3' de TSS

AAAATTGCT

(Las letras subrayadas en negrita representan la secuencia del marcador CC)

BORIS tiene dos sitios CC, uno en la UTR de 5' y el otro en la UTR de 3'. En células U20S no se espera la
expresion de BORIS y de ahi que no deba observarse yuxtaposicion de marcadores CC. Mientras que, en la linea
celular de carcinoma de prostata humano (LNCaP), BORIS se expresa. Los inventores encontraron una
yuxtaposicion de CC1y CC2 en LNCaP y no en U20S.

PSA/KLK3

CC1 - 408 pb en la direccion 5' de TSS
CTGGICTCAGAGT

CC2 - 5843 pb en la direccion 3' de TSS
TACTGTGGTTTA

(Las letras subrayadas en negrita representan la secuencia del marcador CC)

KLKS3 tiene dos sitios CC, uno en la UTR de 5' y el otro en la UTR de 3'. En células U20S no se espera la expresion
de KLK3 y de ahi que no deba observarse yuxtaposicion de marcadores CC. Mientras que, en la linea celular de
hiperplasia prostatica benigna (BPH-1), KLK3 se expresa. De ahi que la yuxtaposicion de CC1 y CC2 se observe en
pbH-1y no en U20S.
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Una descripcion de marcadores CC y su deteccion

El analisis de reconocimiento de patrones se ha aplicado ampliamente a diversos campos de estudio tales como
medicina, ingenieria y linglistica en los que el analisis de imagenes y la descodificacion de datos permiten la
identificacion de marcadores caracteristicos subyacentes dentro de sistemas complejos. Los inventores han usado
metodologia de reconocimiento de patrones para analizar datos del genoma humano en relaciéon con las unidades
transcripcionales, procesadas por ARN polimerasa Il. Se usé un conjunto de secuencias de 422 genes manualmente
anotados en el cromosoma humano 22 para la identificacion computacional de sefiales reguladoras presentes en las
fronteras de las unidades transcripcionales. Se dio atencién particular a la identificacion de las sefiales en el extremo
3' de las unidades de transcripcion. Esto demostrd ser funcionalmente relevante ya que experimentos posteriores
confirmaron que las sefales tenian propiedades de terminacion in vivo.

El patron encontrado en las fronteras tiene sefiales multiplex y se representa en un formato XML que explica 3
aspectos clave.

a. Los alfabetos del ADN de cada sefial identificada
b. La variacion posicional de cada sefial como anchura de distribucién gaussiana
c. Distancia entre cada sefial en un patron en par de bases

Como los patrones se observan en las fronteras de unidades transcripcionales, los inventores lo llamaron marcador
'Checkpoint Charlie' (CC).

Los marcadores CC en una secuencia desconocida pueden identificarse usando un conjunto de cédigo identificado
como 'escaner'. El escaner necesita 3 datos de entrada del usuario

a. La secuencia en estudio
b. El patron en formato XML

c. Un factor de rigurosidad (puntuacién logaritmica inversa) para descartar marcadores CC débiles (valor
por defecto: 0,99, por ejemplo)

El escaner lee el ADN de entrada e intenta ajustar los patrones en la secuencia. Esto se hace pasando por la
secuencia de ADN tomando cada base como punto de referencia. El escaner empieza con la primera base como
punto de referencia e intenta ajustar el patrén definido en el formato XML. El grado de aptitud se determina por una
puntuacioén. Si esta puntuacion es mayor que el factor de rigurosidad suministrado por el usuario, se encontré un
marcador CC. La posiciéon del marcador CC identificada se facilita en un formato de GFF patrén y el escaner se
mueve a la segunda base en la secuencia de entrada.
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Este procedimiento se repite hasta que el escaner lee todas las bases en el ADN de entrada y su cadena
complementaria.

Los resultados finales de este escaneado para el patrén del marcador CC seran un archivo de texto con posibles
posiciones del marcador CC en la secuencia de entrada con su puntuacion respectiva en el formato GFF.

Deteccién del marcador CC

Para ilustrar la deteccion del marcador CC en una secuencia dada se considera la siguiente secuencia.

ATATTTGTACTATGGCTCTGAATAAATAATAAGGACAGGAAGCCCGGAGAAGGAGAG
TTTTTTTTTITTTTTTGGTACGAGAACTCTCTGTACTATTTTTTCAACTTTTCTTTTT
CTTTTCTTTTGAGACGGAGTCTTACTCTTCTTGCCCAGGCTGGAGTGCAATGGCGCG
ATCTCGGCTCACTGCAACCTCCACCTCCTGGGTTCAAGTGATTCTCCTGCCTCAGCC
TCCCAAGTAGCTGGGATTACAGGCATGTGCCACCATGCCTGGCTAATTTTGTATTTT
TAGTAGAGATGGGGGTTTCACCATGAGCGCCAGGCTGGTCTTGAACACCTGACCTCG
TGATCCACCTGCCTCGGCCTCCCAAAGTACTGGGACTACAGGTATGAGCCACTGTGC
CCAGCCGACAAAAC ° '

Dada esta secuencia, se hace un escaneado de izquierda a derecha para encontrar el marcador CC. Ahora se
considera la 50? base (subrayada) como punto de referencia de los inventores. Para determinar si esta base es un
marcador CC o no, los 4 conjuntos de pesos descritos en la Tabla 1 deberian coincidir con esta secuencia. Por
sencillez se muestra un ejemplo en el que los 4 conjuntos de pesos (también subrayados) estan presentes.

Como se ha descrito antes, los 4 conjuntos de pesos tienen una distancia relativa entre si con respecto al punto de
referencia. Por ejemplo, de la Tabla 1 puede observarse que el primer conjunto de peso empieza en la posiciéon 8
con respecto al punto de referencia. Este primer conjunto de peso tiene 19 valores posicionales para cada tipo de
aparicion de nucledétidos en esa posicion. Por ejemplo, para la primera posicion, una guanina conseguira un valor de
0,19 y una timina puntuara 0,33. Asimismo, para la segunda posiciéon, una guanina puntuara 0,20 y una timina
puntuara 0,39. La segunda posicion se multiplica por la primera puntuacion. Esto se repite hasta que los 19 valores
posicionales sean leidos y multiplicados por su valor previo.

En el ejemplo de los inventores, los inventores tienen TTTTTTTTTTTTTTTTGGT que empieza en una 82 base en
relacion con el punto de referencia. De ahi que la puntuacion de los inventores para este conjunto de peso sea
(0,33*0,39*0,34*0,35%0,41...), etc.

Este procedimiento también se repite para los otros 3 conjuntos de pesos, multiplicando cada vez el valor posicional
por la puntuacion previa calculada hasta ese momento.

La puntuacion final de los 4 conjuntos de pesos se convierte en una puntuaciéon (logaritmica inversa) de valor
exponencial para su facil manipulacion. La puntuacién logaritmica es igual a 1,0/(1+e™) en la que X es la puntuacion
obtenida por el procedimiento anterior usando los pesos en la Tabla 1. Si esta puntuacién logaritmica es superior a
0,90 (por ejemplo), entonces esa base se considera marcador CC. En el ejemplo de los inventores, la multiplicacion
de los valores posicionales de los 4 conjuntos de pesos dio una puntuacion logaritmica inversa de 0,99999. Como
este valor es superior a 0,99, la 502 base, A, esta dentro de la secuencia del marcador CC. El analizar otras bases
en la secuencia permite la identificacion de la secuencia desde la base 412 hasta la base 56 como marcador CC
(con una puntuacion final de 0,99968).

Procedimiento usado en detectar la yuxtaposicion de marcadores CC in vivo

El procedimiento descrito mas adelante identifica ampliamente las etapas clave en la deteccion de la yuxtaposicion
de marcadores CC en muestras de tejido. Esta es la primera metodologia desarrollada para analizar muestras
congeladas de tejido de pacientes.

Las muestras de tejido se rebanan en secciones delgadas sobre un portaobjetos de
vidrio

Afadir 1 ml de 1x PBS frio en hielo al portaobjetos y lavar durante 5 min
Afadir paraformaldehido 0,67 M para reticular proteina y ADN
Incubar durante 10 min a temperatura ambiente en una plataforma de balanceo

Anadir glicina 1 M para extinguir la reaccién de reticulacion
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Raspar las células y transferir las células a una Eppendorf

Centrifugar a 13.000 rpm durante 1 min para recoger las células a temperatura
ambiente

Eliminar el sobrenadante y afadir 1 ml de tampén hipoténico helado

Pipetear las células una cuantas veces para preparar una fina suspension de células (si
se requiere, centrifugar un poco rapidamente)

Incubar sobre hielo durante 10 min para hinchar la célula y que los nucleos emerjan
Centrifugar a 5.000 rpm durante 5 min a 4°C para recoger los nucleos

Drenar el sobrenadante de citosol y disolver el sedimento de nucleos en 1 ml de tampdn
CSK

Incubar sobre hielo durante 20 min

Centrifugar a 5.000 rpm durante 5 min a 4°C para recoger los nucleos

Drenar el sobrenadante en la medida de lo posible y retener el sedimento

Disolver el sedimento de células en NaCl 2 M (la disolucién se vuelve viscosa)
Incubar sobre hielo durante 10 min

Diluir la muestra con agua suficiente para reducir la concentracién de NaCl a 150 mM
Afadir 10 pl de anticuerpo Pol Il (H-224) a la Eppendorf

Incubar a 4°C durante la noche con agitacién o rotacion

Tomar 30 pl de la suspensién de perlas de proteina G-Sepharose para conseguir aproximadamente 20 pl de
perlas secas (cortar la punta de la pipeta si se requiere)

Centrifugar a 2.000 rpm durante 3 min para recoger las perlas
Lavar dos veces con 1 ml de agua MilliQ y centrifugar a 2.000 rpm durante 3 min para recoger las perlas
Anadir 1 ml de tampon de lavado de restriccion a las perlas

Mezclar bien y dispensar a diferentes Eppendorfs (si se requiere), lavar y centrifugar a 2.000 rpm durante 3
min para recoger las perlas

Transferir el contenido completo a la Eppendorf con perlas y mezclar bien
Incubar a 4°C durante 1 hora con agitacién o rotacion

Centrifugar a 1000 rpm durante 3 min a 4°C y eliminar el sobrenadante. El sobrenadante puede analizarse
para fracciones sin unir.

Afadir 1 ml de tampén de lavado de restriccion, rotar a 4°C durante 5 min, centrifugar a 2000 rpm durante 3
min a 4°C. Eliminar el sobrenadante.

Afadir 1 ml de tampén de lavado de restriccion, rotar a 4°C durante 5 min, centrifugar a 2000 rpm durante 3
min a 4°C. Eliminar el sobrenadante.

Afadir 1 ml de tampdn de lavado de restriccion, rotar a 4°C durante 5 min, centrifugar a 2000 rpm durante 3
min a 4°C. Eliminar el sobrenadante.

Medir las perlas y la cantidad de tampén de restriccién que queda, afiadir
Tampon de restriccion 1x

Enzima de restriccion 30-60 unidades
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Agua Variable para 100 pl de reaccion
Digerir el ADN incubando a 37°C durante la noche
Incubar a 65°C durante 10 min para detener la digestion por restriccion
Afadir > 200 pg/ml de RNasa A al tampon
Incubar a 37°C durante 30 min

Afadir 400 pl de agua MilliQ y diluir la reaccién de restriccion

Anadir
Tampédn de ligacion 1x
ADN ligasa T4 30 unidades
Agua Variable para 100 ul de reaccion

Incubar a 16°C durante 4 h
Incubar a 65°C durante la noche para reticulaciones inversas
Anadir 450 pg de proteinasa K a cada muestra

Incubar a 42°C durante 1 hora para digerir las proteinas

Afadir 660 pl de fenol, pH 7,9 (volumen igual) a cada muestra y remover con vortex

Centrifugar a 13.000 rpm durante 10 min
Transferir el sobrenadante a la Eppendorf de 1,5 ml
Anadir 0,3 M de NaCl y 0,5 ug de glucégeno
Mezclar bien y afiadir 1 ml de etanol helado
Precipitar el ADN a -80°C durante 1 hora
Centrifugar a 14.000 rpm durante 20 min a 4°C
Resuspender el sedimento de ADN en 10 ul de agua libre de RNasa
Establecer una reaccion de PCR TakaRa para cada muestra
Tampén de PCR 1x
dNTP 200 pM de cada NTP
ADN 1ul
Cebador directo 0,5 uM
Cebador inverso 0,5 uM
TakaRa LA Taq 2,5 unidades
Agua Variable para 50 pl de reaccion

Ejecutar las muestras en un gel de agarosa al 2%
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Tabla 1
<?xml version="1.0" ?>
- <modelo>
<peso por unidad="-0,10936629789322752" />
<peso por unidad="-9,14545921645492" />
- <limitacién de peso="9,722125061947459" no logaritmico="falso">
- <posicion posicionada="8" max="verdadero">
<ancho de la distribucién gaussiana="0,7303045966167145"
compensacion="0" />
- <inversa de la matriz de pesos="0,0"
normalizado por maximo="falso" alfabeto="ADN"
columnas="19">
- <pos de las columnas="0">
<simbolo de peso="guanina"
peso="0,19891304347826086" />
<simbolo de peso="citosina"
peso0="0,32065217391304346" />
<simbolo de peso="adenina"
peso="0,14673913043478262" />
<simbolo de peso="timina"
peso0="0,33369565217391306" />
</columna>
- <pos de las columnas="1">
<simbolo de peso="guanina"
peso0="0,2076086956521739" />
<simbolo de peso="citosina"
peso0="0,23804347826086958" />
<simbolo de peso="adenina"
peso="0,1641304347826087" />
<simbolo de peso="timina"
pes0="0,39021739130434785" />
</columna>
- <pos de las columnas="2">
<simbolo de peso="guanina"
pes0="0,22934782608695653" />
<simbolo de peso="citosina"

peso="0,2423913043478261" />
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<simbolo de peso="adenina"
peso="0,1858695652173913" />
<simbolo de peso="timina"
pes0="0,3423913043478261" />
</columna>
- <pos de las columnas="3">
<simbolo de peso="guanina"
peso0="0,23369565217391305" />
<simbolo de peso="citosina"
peso0="0,29456521739130437" />
<simbolo de peso="adenina"
peso="0,12065217391304348" />
<simbolo de peso="timina"
peso="0,35108695652173916" />
</columna>
- <pos de las columnas="4">
<simbolo de peso="guanina"
peso0="0,22065217391304348" />
<simbolo de peso="citosina"
peso0="0,22065217391304348" />
<simbolo de peso="adenina"
peso="0,14673913043478262" />
<simbolo de peso="timina"
peso0="0,41195652173913044" />
</columna>
- <pos de las columnas="5">
<simbolo de peso="guanina"
peso0="0,2554347826086957" />
<simbolo de peso="citosina"
pes0="0,22934782608695653" />
<simbolo de peso="adenina"
peso="0,16847826086956522" />
<simbolo de peso="timina"
peso0="0,3467391304347826" />
</columna>
- <pos de las columnas="6">

<simbolo de peso="guanina"
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pes0="0,22934782608695653" />

<simbolo de peso="citosina"
peso="0,21630434782608696" />

<simbolo de peso="adenina"
peso="0,17282608695652174" />

<simbolo de peso="timina"
peso="0,3815217391304348" />

</columna>

- <pos de las columnas="7">

<simbolo de peso="guanina"
peso0="0,2597826086956522" />

<simbolo de peso="citosina"
peso0="0,22934782608695653" />

<simbolo de peso="adenina"
peso="0,14673913043478262" />

<simbolo de peso="timina"
peso="0,3641304347826087" />

</columna>

- <pos de las columnas="8">

<simbolo de peso="guanina"
peso0="0,2076086956521739" />

<simbolo de peso="citosina"
peso0="0,20326086956521738" />

<simbolo de peso="adenina"
peso="0,1858695652173913" />

<simbolo de peso="timina"
peso0="0,40326086956

</columna>
- <pos de las columnas="9">

<simbolo de peso="guanina"
pes0="0,19021739130434784" />

<simbolo de peso="citosina"
peso="0,225" />

<simbolo de peso="adenina"
peso="0,1815217391304348" />

<simbolo de peso="timina"

peso="0,4032609695652174" />
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</columna>
- <pos de las columnas="10">
<simbolo de peso="guanina"
peso0="0,29456521739130437" />
<simbolo de peso="citosina"
peso0="0,20326086956521738" />
<simbolo de peso="adenina"
peso="0,15543478260869564" />
<simbolo de peso="timina"
peso0="0,34697391304347826" />
</columna>
- <pos de las columnas="11">
<simbolo de peso="guanina"
peso="0,2510869565217391" />
<simbolo de peso="citosina"
peso="0,19456521739130436" />
<simbolo de peso="adenina"
peso="0,15108695652173912" />
<simbolo de peso="timina"
peso0="0,4032608695652174" />
</columna>
- <pos de las columnas="12">
<simbolo de peso="guanina"
peso0="0,2467391304347826" />
<simbolo de peso="citosina"
peso="0,225" />
<simbolo de peso="adenina"
peso="0,14673913043478262" />
<simbolo de peso="timina"
peso0="0,3815217391304348" />
</columna>
- <pos de las columnas="13">
<simbolo de peso="guanina"
peso="0,2728260869565217" />
<simbolo de peso="citosina"
peso="0,159782608769565217" />

<simbolo de peso="adenina"
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peso="0,225" />
<simbolo de peso="timina"
peso0="0,3423913043478261" />
</columna>
- <pos de las columnas="14">
<simbolo de peso="guanina"
peso0="0,2858695652173913" />
<simbolo de peso="citosina"
peso="0,19456521739130436" />
<simbolo de peso="adenina"
peso="0,1858695652173913" />
<simbolo de peso="timina"
peso0="0,33369565217391306" />
</columna>
- <pos de las columnas="15">
<simbolo de peso="guanina"
peso0="0,2597826086956522" />
<simbolo de peso="citosina"
peso="0,1858695652173913" />
<simbolo de peso="adenina"
peso="0,15978260869565217" />
<simbolo de peso="timina"
peso0="0,39456521739130435" />
</columna>
- <pos de las columnas="16">
<simbolo de peso="guanina"
peso="0,3641304347826087" />
<simbolo de peso="citosina"
peso0="0,19021739130434784" />
<simbolo de peso="adenina"
peso0="0,19021739130434784" />
<simbolo de peso="timina"
peso0="0,2554347826086957" />
</columna>
- <pos de las columnas="17">
<simbolo de peso="guanina"

peso="0,2684782608695652" />
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<simbolo de peso="citosina"
peso="0,27717391304347827" />
<simbolo de peso="adenina"
peso0="0,20326086956521738" />
<simbolo de peso="timina"
peso="0,2510869565217391" />
</columna>
- <pos de las columnas="18">
<simbolo de peso="guanina"
peso0="0,2554347826086957" />
<simbolo de peso="citosina"
peso0="0,22934782608695653" />
<simbolo de peso="adenina"
peso="0,15108695652173912" />
<simbolo de peso="timina"
peso="0,3641304347826087" />
</columna>
</matriz de pesos>
</posicionado>
</limitacién>
- <limitacién de peso="7,430703153194244" no logaritmico="falso">
- <posicion posicionada="-22" max="verdadero">
<ancho de la distribucién gaussiana="7,116598573800258"
compensacion="0" />
- <inversa de la matriz de pesos="0,0"
normalizado por maximo="falso" alfabeto="ADN"
columnas="5">
- <pos de las columnas="0">
<simbolo de peso="guanina"
peso="0,1261574074074074" />
<simbolo de peso="citosina"
peso="0,12152777777777778" />
<simbolo de peso="adenina"
peso="0,5520833333333333" />
<simbolo de peso="timina"
peso0="0,20023148148148148" />

</columna>
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- <pos de las columnas="1">
<simbolo de peso="guanina"
peso="0,18171296296296297" />
<simbolo de peso="citosina"
peso="0,18634259259259296" />
<simbolo de peso="adenina"
pes0="0,35300925925925924" />
<simbolo de peso="timina"
peso="0,2789351851851852" />
</columna>
- <pos de las columnas="2">
<simbolo de peso="guanina"
peso="0,18171296296296297" />
<simbolo de peso="citosina"
peso="0,14004629629629628" />
<simbolo de peso="adenina"
peso0="0,20949074074074073" />
<simbolo de peso="timina"
peso="0,46875" />
</columna>
- <pos de las columnas="3">
<simbolo de peso="guanina"
peso="0,10763888888888888" />
<simbolo de peso="citosina"
peso="0,09375" />
<simbolo de peso="adenina"
peso0="0,5983796296296297" />
<simbolo de peso="timina"
peso0="0,20023148148148148" />
</columna>
- <pos de las columnas="4">
<simbolo de peso="guanina"
peso="0,16782407407407407" />
<simbolo de peso="citosina"
peso="0,1863425925925926" />
<simbolo de peso="adenina"

peso="0,5335648148148148" />
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<simbolo de peso="timina"
peso="0,11226851851851852" />
</columna>
</matriz de pesos>
</posicionado>
</limitacion>
- <limitacién de peso0="20,800433402457763" no logaritmico="falso">
- <posicion posicionada="309" max="falso">
<ancho de la distribucién gaussiana="123,21919574445802"
compensacion="0" />
- <inversa de la matriz de pesos="0,0"
normalizado por maximo="falso" alfabeto="ADN"
columnas ="4">
- <pos de las columnas="0">
<simbolo de peso="guanina"
peso0="0,5205858504341704" />
<simbolo de peso="citosina"
peso="0,1598047165219432" />
<simbolo de peso="adenina"
peso="0,1598047165219432" />
<simbolo de peso="timina"
peso="0,1598047165219432" />
</columna>
- <pos de las columnas="1">
<simbolo de peso="guanina"
peso="0,1525271710220418" />
<simbolo de peso="citosina"
peso="0,1525271710220418" />
<simbolo de peso="adenina"
peso="0,5424184869338746" />
<simbolo de peso="timina"
peso="0,1525271710220418" />
</columna>
- <pos de las columnas="2">
<simbolo de peso="guanina"
peso="0,5571014456775343" />

<simbolo de peso="citosina"
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peso="0,14763285144082192" />
<simbolo de peso="adenina"
peso="0,14763285144082192" />
<simbolo de peso="timina"
peso="0,14763285144082192" />
</columna>
- <pos de las columnas="3">
<simbolo de peso="guanina"
peso0="0,141013450947342" />
<simbolo de peso="citosina"
peso="0,5769596947157973" />
<simbolo de peso="adenina"
peso="0,1410134350947342" />
<simbolo de peso="timina"
peso="0,1410134350947342" />
</columna>
</matriz de pesos>
</posicionado>
</limitacion>
- <limitacién de peso="13,776783968061828" no logaritmico="falso">
- <posicion posicionada="-29" max="verdadero">
<ancho de la distribucién gaussiana="17,24379973438928"
compensacion="0" />
- <inversa de la matriz de pesos="0,0"
normalizado por maximo="falso" alfabeto="ADN"
columnas ="6">
- <pos de las columnas="0">
<simbolo de peso="guanina"
peso="0,17708333333333331" />
<simbolo de peso="citosina"
peso="0,21875" />
<simbolo de peso="adenina"
peso0="0,4270833333333333" />
<simbolo de peso="timina"
peso="0,17708333333333331" />
</columna>

- <pos de las columnas="1">
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<simbolo de peso="guanina"
pes0="0,22337962962962962" />
<simbolo de peso="citosina"
peso="0,14467592592592593" />
<simbolo de peso="adenina"
peso="0,3761574074074074" />
<simbolo de peso="timina"
peso0="0,25578703703703703" />
</columna>
- <pos de las columnas="2">
<simbolo de peso="guanina"
peso="0,19560185185185183" />
<simbolo de peso="citosina"
peso="0,13541666666666666" />
<simbolo de peso="adenina"
peso="0,14004629629629628" />
<simbolo de peso="timina"
peso="0,5289351851851851" />
</columna>
- <pos de las columnas="3">
<simbolo de peso="guanina"
peso="0,15393518518518517" />
<simbolo de peso="citosina"
peso="0,16782407407407407" />
<simbolo de peso="adenina"
pes0="0,505787037037037" />
<simbolo de peso="timina"
peso="0,1724537037037037" />
</columna>
- <pos de las columnas="4">
<simbolo de peso="guanina"
peso="0,24652777777777776" />
<simbolo de peso="citosina"
peso="0,16782407407407407" />
<simbolo de peso="adenina"
pes0="0,42245370370370366" />

<simbolo de peso="timina"
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peso="0,16319444444444445" />
</columna>
- <pos de las columnas="5">
<simbolo de peso="guanina"
5 peso="0,13541666666666666" />
<simbolo de peso="citosina"
peso="0,19560185185185183" />
<simbolo de peso="adenina"
peso="0,5567129629629629" />
10 <simbolo de peso="timina"
peso="0,11226851851851852" />
</columna>
</matriz de pesos>
</posicionado>
15 </limitacion>

</modelo>

34



ES 2368 767 T3

¥ ‘eolpiie)sojosi| O
eujajoud e| e opeidooe
Jojdaoal ‘jelgiopua

0L LS09:NINIBILE:ONDOH zuvdilevdily-oa3 uoloelouaIBig ZLdsl ¥9a3 0/16
(enydosouq) eyep

91010629 LININIL0BZ:ONDH Z29d|90zl1-1e1dlL434dl 1 vH e Jejiwis | 0b6ojowoH zebyl IM1a 88/8
|e108440]00 ewouUldIeD

L6£00:a¥dHI0LY0ZL:NINILOLZ:ONDH LYOHOI8L0HD us epeujwi|3 ¢'Lzbgl 00d 0€9l
ebifon ap Jooued

181 ¥0:aYdHIS98209:NIINIZ89Z:ONDH VSAV4HILYD09a  ue epeulwie | eujsjoid ceb-zebs 1oga 0291
(6€ obejes
ap eujajoidoo|Bb)
¢ eseuninb

¥1££0:a4dglSZSL09:WINIZEEL:ONDH OFIMAldE-dDOHIBEdB-OHIBEdD e Jejlwis | eujejoid L'zeby LIEIHO oLl

G9ES09:NINIZLI8L:ONDOH ¢ odp ‘ewew ap Jeoued|XvYOHd € ewew ap Jaoue) Lghbel £voud 00509
eueidwa) uopuede

#6520:addHIS81L009:NINILOL L:ONDH LAONV4IaONV4 190NV4lLav4lav4laov4lzooyd ‘Z ewew ap Jaoue) gzibel Zvodg G/9
eueidwsa) uouede

81.200:addHIS0LEL LNINIOOL L:ONDH €64NYIdOSdISIdIL00Yalivoug ‘] Ewew ap Jaoue) Lzbsl lvoug 2.9
ebifoa ap Jaoued

2G6591:QYdHISS0L:ONDH 0104 [e epeloose eulajoid Zib-z'11boz dvoid 70601
g soyoojul|

S¥010:Q4dHOEY LS LININIOB6:ONDH z-1og ap g ewoul/ 110 "1Zbgllee 1zbgl z104d 965
z104d

861%20:addHI|00009:WINIBS6:ONDH ejez xeg e BpeIoose X eusjoid y'eLb-geLbgl Xvd 18S
z1ogep L

¥¥/20:QddHI915009:NINI6YE:ONDH GSZ/LLOOWILNGDIZT1Z210gMve  Jojonssepyessiuobejuy ¢'ledg IMvVE 8/S
esojewouspe

6E710:addHI00LSZLININIESS:DONDH $9[0d4ldv4ledals zdalzda 1102 sisodijod odv vze
Pje-A ounw ewowi}
ap oouIA ugboouo

29210:QddHILELYIL:INIZEE - DONDH v139-0vdlgayddlv.13gamd [op ¢ obojowoH zZelb-1¢Lbel AN\ 802
(vM¥d)
VY eseuld g| e alejpue ap

£9250:aydHI869709:WINI0LE:DNDH 1££00989dZ4MAl0EF0IN989dZAMAI0SZIVHY 2\ (euinedb) eupsjold Gzb-tzbg Zldvdv 0656

SBUJB)Xd Selouala)ey SowluouIS uorodiosaqg ugIoeZ||Bo0 7 ojoquis aj uso

C Eelgel

35



ES 2368 767 T3

0S
29110:QYdHISSSESL:ININIZEL L:DONDH

06£00:QYdHI9EY0Z L:INIINIZZL L:DONDH
96710:QYdHI8Y69. L:INIINIL 289:DNDH
L£0%0:QddHI259Z09:NIINIZ9E€9:DONDH
S/¥10:addHI98ZE09:NINILFE9:DNDH
£0€10:QddHIL9LGIL:NINIS0Z9:DONDH

08ZEO0L:NINIEL LY ONDOH
G/210:addHI0L8YIL:NINI9BLE:DNDH

£2291:QddHIE67909:ININI9SZLL:DONDH

19/20:QddHIEYS009:NINIZEYE-DONDH

18Z10:a¥dHI0289L:NINIOEYE:DONDH

98750:QddHI90LG09:ININISEZY L :ONDH

IXY LIVLTINTLXELHIXEHIZ0XXOl L

-1V LHIWUIZZLGDDNIZODANHIDOANHIZOD4IZ2v00D

ydewy dlLydloydigedizNyedl LINMYECIMC
VINZPdIZAdYINI L LY3lZMEIIMES
IMU|TNAZIBSHSIESSHdISLSSY
dIVNISOYNANISSE6IDNI2NIMIdssg

8526€09NIL-SSM

G09ZOH 8p eyolpaid eujs}oid|509z20NdIS8 Y

29oNl3EL8sILalsmal LINSVYINSY so4-0

¢1d|dysouldymsIyIMS|dy LSOy 1SI801L-190

yd3H

Z9 q1e-0| LYMLIMONININIZYIHINBY/Z-Y3H-2-43H

€1829-vdHledVd1lEvd1lEV-d1l0EHNIOHIYOdDI2-6p3

(ejiydosouq ‘xesoypa |
ap obojowoy) oxiw

O dplojull/splojaiw
ofeu| ap elwaonaT]
(1100

"3) ¢ ody ep sisodijod
OU ‘U0j092 Bp Jaoued
‘Jinw | obojowoH
ouaboyw Jod epeanoe
| BSeuld eujajold

(ewro

‘euIsoinau) g eujaiole)
L-SSI sisejsejowl

e| op Josaidng

g unl ugboouojoid
osaldwi sjuswieulayew
opesaidxa

JionpeJ uis WNYY ‘6LH
rg4 soj-A ounnw
BWO02JBS08)SO 9P OJUIA
uaboouo |op obojowoH
BWOSOXd

| ap ayusuodwo)
(1eine) e-que-aA
B01}SB|]OJjLI BILISONI|
ap oouIA ugboouo

[op  obojowoH

(1e1ne)
ewojse|qoljb/oinau

ap opeAusp ugboouo
ap obojowoy ‘zg-qglo-A
B01}SB|OJjLI BILISONI|
ap 0ouIA ugboouo

[op g obojowoH

/ ‘edIpliesojosi| 9
eujajoud e| e opeidooe
Jojdaoal ‘jel@iopua
ugioeoualayg

A JN)

¢'lede

L 2’ Libzelz Libze
c'elLbel

zeby

Z'clLdel

GggLdyy

cyebyl

yzbol

yeb-¢ eebg

L'LegbzLlgiLb
-z LibzL-zLLbsy

L'1gd-¢'zedl

TIN

LHIN

IMAVIN

MM

L SSIM

aNnnr

6lH

SO4

1OSOX3

yd943

¢dg94d3

/9d3

162¥

444

¥69S

€G69G

i8¢

9¢/le

0c1€e8¢c

€6€¢

€L0LS

990¢

¥90¢

996¢€¢

SEeUIa]Xa Sepuaialoy

sowuQuIS

uorodiosaqg

UOIDEeZI|e00

0|0qWJS

diuso

36



ES 2368 767 T3

eAd0. ep (4OL) eyez
BUSPED | B BpeIooSE

G6710:QYdHIZ¥69 L:ININISSSZL:ONDH 0/-dVZIMZLralsiyMys esSeuld eujajold ZLbz 0.dvZ Ges/
£9190:QYdHI20L 209:NINI9BLZL:DONDH ceLMIZ-LimIaovmlians SWJIA 8p | Jown] cidpy LLM 0672
nepui-joddiH uoa ap
1€S809:WINIZ89ZL:ONOH LTHAILYDYlLYDYH seJowny ap Joseidng Gzd-9zdg THA 8zy.
¥8210:QddHISZ8Y9L:ININIZSIZL:DONDH AVA L AeA ugboouQ Z'clLdel LAVA 6017,
20902114
6791 1:QddH 20902114 eongjodly eujsiold e vebel oSl 166vS
(luswnel4
-I7 ©p awoIpuls)
65810:QYdHI0ZLLBL:ININISEEL L:ONDH e6dlegdyllLSdT [esowny £6d eujejold L'eLdzL €6d1 1512
(z odqusiw ‘N1 8p
eljjwepadns) [ejown}
GG810:QYdHI09L LBL:NINIZESL L:ONDH Z4SANLIVANLlese-aNLId1a SIsoio8U 8p Lozmu ¢'ledg ANL 124V
Lds
96/10:Q4dHI90668L:ININISOZL L:ONDH - ugloduosuel; ep Jojoe L'eLbzl " LdS 1999
(euisejsoud)
56820:addHIEZ8009:NINILE6Y6:ONDH VNISYLSOddI|LdvD 8 ‘BuLss ‘eses)old Z'LiLdoy 8SSYd 2595
26210:addHI096¥9L:INIINI9868:ONDH WId L-wid ugboouQ Z'Ledg LI z62S
us epesaldxa (VEZIAN)
eujajoud ‘seoisejsejawl
LEL10:QYdHI06+9SL:NINIGY8L:ONDH LH-€ ZWNISZWNIVMdaNIavyolamy ou | mw_s_mnw SHWAYA) LINN 0£8t
Jeline
2AW-A SISOJRWONO0[BIW
ap OOUIA
81810:addH|08006 L NINIESSZ:ONDH 9AN-0  ugBoouo |sp obojowoH el veb-zL vebg OAN 6097
0S #S1909:NINIZ8SS L :ONDH €0evLr14dISgLvYD 9} eupn Zclbel 910N G206
SBUJB)Xd Selouala)ey SowluouIS uorodiosaqg ugIoeZ||Bo0 7 ojoquis aj uso

37



10

15

20

25

30

ES 2368767 T3

REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de diagnéstico de un cancer por deteccion de expresioén génica anormal en un individuo que
comprende determinar en una muestra del individuo la presencia de una conformacién cromosémica anormal,
caracterizandose dicha conformaciéon cromosémica anormal por

(i) la presencia de una nueva yuxtaposicién que no esta presente durante la expresién normal, o
(i) la ausencia de al menos una yuxtaposicidon que esta presente durante la expresion génica normal,

en el que dicha yuxtaposicion es de dos regiones separadas de un gen, para asi diagnosticar si el individuo tiene
cancer.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1 en el que dicha conformacion cromosémica es un bucle o una
estructura topolégicamente cerrada.

3. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dos o mas genes que
participan en cancer se analizan para permitir el diagnéstico del tipo de cancer y/o al menos uno de los genes que se
analiza es un gen especifico de tejido que permite que se identifique el tejido en el que se produce la expresion
anormal.

4. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes que comprende detectar la
conformacion cromosémica por determinacion de si las secuencias en el gen se han puesto en yuxtaposicion o no
por la asociacion de marcadores CC en el gen, y/o en el que la yuxtaposicion se detecta por:

- reticulacion de AND yuxtapuesto, seguido de

- detecciéon del ADN reticulado, opcionalmente por medio de un procedimiento de deteccion basado en
secuencias,

en el que dichos marcadores CC tienen 5 a 30 nucleétidos de longitud.

5. Procedimiento segun la reivindicacion 4, en el que después de reticularse el ADN,
- el ADN reticulado se somete a digestion por restriccion,
- la estructura digerida se somete a ligacion, y
- la estructura ligada se analiza/detecta.

6. Procedimiento segun la reivindicacion 5, en el que el analisis de la estructura ligada comprende la deteccion
de una secuencia de ADN presente en la estructura ligada que no esta presente en el gen.

7. Procedimiento segun la reivindicacion 6, en el que la secuencia de ADN presente en la estructura ligada se
detecta por secuenciacién o por PCR, en el que opcionalmente la presencia de la secuencia ligada se detecta
usando una reaccion de PCR en la que los cebadores forman satisfactoriamente un producto de PCR usando la
secuencia ligada como molde, pero no amplifican la secuencia del gen bajo las mismas condiciones de PCR.
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