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DESCRIPCION
Procedimientos para la determinacion cuantitativa de la densidad de metilaciéon en un locus de ADN.
Referencia cruzada a las solicitudes de patente relacionadas

La presente solicitud reivindica beneficio de prioridad a la solicitud de patente provisional de EE.UU. n°® 60/561.721
presentada el 12 de abril de 2004, la solicitud de patente provisional de EE.UU. n° 60/561.563 presentada el 12 de
abril de 2004 y la solicitud de patente provisional de EE.UU. n°® 60/513.426 presentada el 21 de octubre 2003.

Antecedentes de lainvencion

Las células cancerosas humanas normalmente contienen genomas somaticamente alterados caracterizados por
mutacion, amplificacién o delecion de genes criticos. Ademas, el molde de ADN de células cancerosas humanas
frecuentemente muestra cambios somaticos en la metilaciéon de ADN. Véanse, por ejemplo, E. R. Fearon y col., Cell
61:759 (1990); P. A. Jones y col., Cancer Res. 46:461 (1986); R. Holliday, Science 238:163 (1987); A. De Bustros y
col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5693 (1988); P. A. Jones y col., Adv. Cancer Res. 54:1 (1990); S. B. Baylin y col.,
Cancer Cells 3:383 (1991); M. Makos y col., Proc. Natl. Acad Sci. USA 89:1929 (1992); N. Ohtani-Fujita y col.,
Oncogene 8:1063 (1993).

Las ADN metilasas transfieren grupos metilo del donante de metilo universal S-adenosil-metionina a sitios
especificos sobre el ADN. Se han atribuido varias funciones biolégicas a las bases metiladas en ADN. La funcion
bioldgica mas establecida es la proteccion del ADN de la digestidon por enzimas de restricciéon relacionadas. Este
fenébmeno de modificacion de la restriccion sélo se ha observado hasta ahora en bacterias.

Sin embargo, las células de mamifero poseen una metilasa diferente que metila exclusivamente residuos de citosina
sobre el ADN que son vecinos de 5' de guanina (CpG). Se ha mostrado por varias lineas de evidencia que esta
metilacién desempefia una funcién en la actividad génica, diferenciacion de células, tumorigénesis, inactivaciéon del
cromosoma X, huella genémica y otros procesos biolégicos importantes (Razin, A., H., y Riggs, R. D. eds. En DNA
Methylation Biochemistry and Biological Significance, Springer Verlag, N.Y., 1984).

En células eucariotas, la metilacion de residuos de citosina que estan inmediatamente 5' con respecto a una
guanosina se produce predominantemente en locus pobres en CG (Bird, A., Nature 321:209 (1986)). A diferencia,
regiones discretas de dinucledtidos CG llamadas islas de CpG siguen sin estar metiladas en células normales,
excepto durante la inactivacion del cromosoma X y huella especifica parental (Li y col., Nature 366:362 (1993)) en la
que la metilacion de regiones reguladoras en 5' puede conducir a represion de la transcripcion. Por ejemplo, se ha
demostrado la metilacion de novo del gen Rb en una pequefia fraccion de retinoblastomas (Sakai y col., Am. J. Hum.
Genet., 48:880 (1991)), y un analisis mas detallado del gen VHL mostr6 metilacion anormal en un subconjunto de
carcinomas de células renales esporadicas (Herman y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91:9700 (1994)). La
expresion de un gen supresor de tumores también puede abolirse por la metilacién de ADN de novo de una isla de
CpG en 5' normalmente sin metilar. Véase, por ejemplo, Issa y col., Nature Genet. 7:536 (1994); Merlo y col., Nature
Med. 1:686 (1995); Herman y col., Cancer Res., 56:722 (1996); Graff y col., Cancer Res., 55:5195 (1995); Herman y
col., Cancer Res. 55:4525 (1995).

Pham Tho y col. (2003) American J. Physiol., 285(2):R962-R970 se refiere a insuficiencia uteroplacentaria
aumentando la apoptosis y alterando la metilacién del gen p53 en el rifidn de rata con IUGR nacida a término. Chu y
col. (2002) J. Urol., 167(4):1854-1858 se refieren al uso de reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en
tiempo real para detectar hipermetilacion de las islas de CpG en la region promotora que flanquea el gen Gstp 1
para diagnosticar carcinoma de prostata. Chotai y col. (1998) J. Med. Gen., 35(6): 472-475 se refieren a una prueba
de PCR rapida para el diagndstico molecular diferencial de sindromes de Prader-Willi y Angelman.

La identificacion de los cambios genéticos mas tempranos en tumorigénesis es un objetivo principal en la
investigacion del cancer molecular. Los enfoques de diagnéstico basados en la identificacion de estos cambios
pueden permitir la implementacién de estrategias de deteccion tempranas, estadificacion del tumor y enfoques
terapéuticos novedosos que eligen como diana estos cambios tempranos, conduciendo a tratamiento contra el
cancer mas eficaz. La presente invencion trata estos y otros problemas.

Breve resumen de la invencion

La presente invencién proporciona un procedimiento para cuantificar la densidad de metilacién en un locus de ADN
gendémico en comparacion con un control, procedimiento que comprende

digerir parcialmente ADN gendmico con McrBC en el que dicha digestion no se lleva a cabo hasta completitud;
cuantificar copias intactas del locus por amplificacién cuantitativa, produciéndose asi un producto de amplificacion; y

comparar la cantidad de copias intactas del locus con un valor de control que representa la cantidad de metilacion de
ADN de control, cuantificandose asi la densidad de metilacion en el locus en comparacion con la densidad de
metilacion del ADN de control.
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En algunas realizaciones, la cantidad del producto amplificado se compara con una curva patrén.

La etapa de amplificacién puede comprender hibridar dos cebadores de oligonucleétidos con ADN que flanquea el
locus para producir un producto de amplificacion correspondiente al locus sin escindir de ADN genémico entre los
cebadores.

En algunas realizaciones, el valor de control representa la cantidad de un producto de amplificacion de una muestra
de ADN que tiene un nimero conocido o predicho de nucleétidos metilados.

La enzima de restriccion es McrBC.

En algunas realizaciones, el procedimiento comprende ademas poner en contacto el ADN genémico con un agente
que modifica citosina sin metilar antes de la etapa de amplificacién, y al menos uno de los dos cebadores de
oligonucleétidos distingue entre ADN sin metilar y metilado modificado en el ADN genémico.

En algunas realizaciones, el agente es bisulfito de sodio.

En algunas realizaciones, el valor de control se genera poniendo en contacto ADN que comprende un locus de
control con McrBC; amplificando el locus de control; y determinando la cantidad de producto amplificado. En algunas
realizaciones, el locus de control es conocido o se predice que esta sin metilar.

En algunas realizaciones, el valor de control comprende un namero conocido de nucledtidos metilados. EI ADN
genomico puede ser de un ser humano. El procedimiento puede realizarse para detectar la presencia o ausencia de
células cancerosas en un sujeto.

La etapa de cuantificacion puede comprender detectar una sonda que se hibrida con el producto de amplificacién. La
sonda puede comprender un resto fluorescente detectable.

La etapa de cuantificacion puede comprender la deteccién directa de copias intactas de locus con captura hibrida.
El ADN puede ser de un animal. El animal puede ser un ser humano.

El ADN gendmico puede ser de un tejido seleccionado del grupo que consiste en tejido de cerebro, tejido de colon,
tejido urogenital, tejido de pulmoén, tejido renal, tejido hematopoyético, tejido de mama, tejido del timo, tejido de
testiculos, tejido de ovario, tejido uterino y sangre.

El ADN gendmico puede ser de un organismo seleccionado del grupo que consiste en plantas, hongos y bacterias.

La presente invencion también proporciona procedimientos de calculo de la densidad de metilacién relativa para un
locus diana en una muestra de ADN. Por tanto, la presente invencion proporciona un procedimiento de calculo de la
densidad de metilacion relativa para un locus diana en una muestra de ADN en comparacién con un control,
procedimiento que comprende

i. digerir parcialmente la muestra de ADN con McrBC en la que dicha digestion no se lleva a cabo hasta
completitud;

ii. amplificar cuantitativamente copias intactas del locus en la muestra de ADN después de las etapas de
puesta en contacto;

iii. identificar el valor umbral de ciclos (Ct) para la porcion amplificada a partir de la muestra de ADN; vy,

iv. determinar la densidad de metilacion relativa para el locus diana calculando la diferencia (ACt) entre el
Ct de la muestra de ADN y un valor Ct de control en el que 218 g proporcional a la densidad de metilacion
relativa entre la muestra de ADN y el control.

El Ct de control puede calcularse por etapas que comprenden

i. poner en contacto una muestra de ADN de control con una enzima de restriccion dependiente de la
metilacién en condiciones que permitan que al menos algunas copias de posibles sitios de escision por
enzimas de restriccion en el locus sigan estando sin escindir para obtener una poblacion de acidos
nucleicos en la que al menos algunas copias metiladas del locus estan fragmentadas, o

poner en contacto la muestra de ADN de control con una enzima de restriccion sensible a la metilacion en
condiciones que permitan que al menos algunas copias de posibles sitios de escision por enzimas de
restriccion en el locus sigan estando sin escindir para obtener una poblacion de &cidos nucleicos en la que
al menos algunas copias sin metilar del locus estan fragmentadas;

ii. amplificar copias intactas del locus en la muestra de ADN de control después de las etapas de puesta en
contacto; e
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iii. identificar el valor umbral de ciclos (Ct) para la porcion amplificada a partir de la muestra de ADN de
control.

La etapa de amplificacion puede comprender hibridar dos cebadores de oligonucleétidos con ADN que flanquea el
locus para producir un producto de amplificacién correspondiente al locus sin escindir de ADN genémico entre los
cebadores.

También se desvelan en este documento kits que pueden usarse para cuantificar la densidad de metilacion
promedio en un locus de ADN gendémico. Por tanto, un kit para cuantificar la densidad de metilacién promedio en un
locus de ADN gendémico puede comprender

McrBC;
una molécula de ADN de control que comprende un nimero predeterminado de nucle6tidos metilados; y
cebadores de oligonucledétidos de control que se hibridan con la molécula de ADN de control.

El kit puede comprender adicionalmente cebadores de oligonucledtidos diana que se hibridan con un locus
predeterminado de ADN genémico humano. Al menos un cebador de oligonucledtidos diana puede distinguir entre
ADN sin metilar y metilado modificado en ADN gendmico humano. El kit puede comprender una pluralidad de
moléculas de ADN que comprenden diferentes nimeros predeterminados de nucleétidos metilados. El kit puede
comprender adicionalmente reactivos suficientes para soportar la actividad de la enzima de restriccion. El kit puede
comprender adicionalmente una ADN polimerasa termoestable. El kit puede comprender adicionalmente un agente
que modifica citosina sin metilar. El kit puede comprender adicionalmente oligonucle6tido detectablemente marcado.
El kit puede comprender reactivos de captura hibrida.

Breve descripcion de los dibujos
La Figura 1 ilustra los resultados de la amplificacién de ADN a diferentes diluciones de metilado:sin metilar.

La Figura 2 ilustra la capacidad de McrBC para distinguir entre ADN a diferentes diluciones de metilado:sin metilar.
Las flechas en la parte inferior de la figura indican ACt aproximado entre muestras cortadas con Hhal y doblemente
cortadas con Hhal/McrBC.

La Figura 3 ilustra el andlisis de ADN a una dilucién 1:2000 de metilado:sin metilar.

La Figura 4 ilustra una representacion del cambio en el umbral de ciclos en funcién de la dilucion de ADN
metilado/sin metilar.

La Figura 5 ilustra resultados de diferentes diluciones de metilado:sin metilar.
La Figura 6 ilustra una progresion de la densidad de metilacién hipotética en el desarrollo de enfermedad.
La Figura 7 ilustra la restriccion de ADN de McrBC.

La Figura 8 ilustra los resultados de amplificacion de diferentes diluciones de McrBC que restringen ADN
escasamente metilado.

La Figura 9 ilustra los resultados de amplificacion de diferentes diluciones de McrBC que restringen ADN
densamente metilado.

La Figura 10 ilustra el uso de diferentes diluciones de enzimas de restriccion para determinar la resolucién 6ptima
entre ADN con diferentes densidades de metilacion.

La Figura 11 ilustra qué datos se obtienen cuando el estado de metilacién de sdlo nucleétidos particulares se detecta
en una progresion de enfermedad hipotética.

La Figura 12 ilustra qué datos se obtienen cuando la densidad de metilacion promedio de un locus se detecta en una
progresion de enfermedad hipotética.

La Figura 13 ilustra la comparacion de diferentes digestiones con enzimas de restriccion para proporcionar analisis
adicional de metilacion de ADN.

La Figura 14 ilustra el analisis de deteccién de la metilacion basada en McrBC/amplificacién y comparacién con
secuenciacion con bisulfito. Los datos se generaron usando tratamiento con bisulfito, digestion con McrBC y luego
amplificacion.

La Figura 15 representa una parte del promotor p16 (SEC ID N°: 1) metilado in vitro con M.Sss |.

La Figura 16 ilustra los datos que demuestran que las enzimas de restriccion dependientes de la metilacion (es



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2382780 T3

decir, McrBC) y sensibles a la metilacion (es decir, Aci I) distinguen diferentes densidades de metilacién en un locus
de ADN.

La Figura 17 ilustra los datos del umbral de ciclos que demuestran que las enzimas de restriccion dependientes de la
metilacién (es decir, McrBC) y sensibles a la metilacion (es decir, Aci I) distinguen diferentes densidades de
metilacion en un locus de ADN.

La Figura 18 ilustra un mapa de restriccion consenso de genes kafirina. Los locus de restriccién relevantes estan
indicados verticalmente y los numeros indican las escalas de distancias en pares de bases. Cada secuencia
codificante se representa como la flecha sombreada de azul y la regiéon ensayada se indica por la barra negra. Los
circulos representan sitios que no estan presentes en cualquier gen de kafirina, y el color representa el nimero de
genes que no comparten el sitio. El circulo naranja (el sitio Hhal mas hacia 5') esta conservado en 9 de los 11 genes
kafirina, y el circulo rojo (el sitio Pstl mas hacia 3') esta presente en 10 de los 11.

La Figura 19 ilustra la metilacién de CG heterogénea y la metilacion de CNG homogénea de once genes kafirina.
Definiciones

Un “fragmento” de ADN se refiere a una molécula de ADN intacta de tamafio variable que puede ser un cromosoma
entero o fragmentos méas pequefios del mismo.

“Metilacion” se refiere a la metilacion en las posiciones C° o N* de citosina, la posicion N® de adenosina u otros tipos
de metilacion de &cidos nucleicos.

Una “enzima de restriccion dependiente de la metilacién” se refiere a una enzima de restricciéon que escinde en o
préxima a una secuencia de reconocimiento metilada, pero no escinde en o proxima a la misma secuencia cuando la
secuencia de reconocimiento no esti metilada. Las enzimas de restriccion dependientes de la metilacion pueden
reconocer, por ejemplo, secuencias especificas que comprenden una citosina metilada o una adenosina metilada.
Enzimas de restriccion dependientes de la metilacion incluyen aquellas que cortan en una secuencia de
reconocimiento metilada (por ejemplo, Dpnl) y enzimas que cortan en una secuencia que no esta en la secuencia de
reconocimiento (por ejemplo, McrBC). Por ejemplo, McrBC requiere dos medio sitios . Cada medio sitio debe ser una
purina seguida de 5-metil-citosina (R5mC) y los dos medio sitios no deben estar mas proximos de 20 pares de bases
y no mas lejos de 4000 pares de bases entre si (N20-4000). McrBC corta generalmente proximo a un medio sitio o el
otro, pero las posiciones de escision estan normalmente distribuidas sobre varios pares de bases aproximadamente
32 pares de bases a partir de la base metilada. Enzimas de restriccién dependientes de la metilacion a modo de
ejemplo incluyen, por ejemplo, McrBC (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. n°® 5.405.760), McrA, MrnA 'y Dpn 1.
Un experto en la materia apreciara que homologos y ortélogos de las enzimas de restriccion descritas en este
documento también son adecuados para su uso en la presente invencién.

Una “enzima de restriccion insensible a la metilacién” se refiere a una enzima de restriccion que corta ADN
independientemente del estado de metilacion de la base de interés (A o C) en o proxima a la secuencia de
reconocimiento.

Una “enzima de restriccion detectora de la metilacion” se refiere a una enzima de restriccion cuya actividad cambia
en respuesta a la metilacion de su secuencia de reconocimiento.

Una “enzima de restriccion sensible a la metilacion” se refiere a una enzima de restriccion (por ejemplo, Pstl) que
escinde en o en la proximidad a una secuencia de reconocimiento sin metilar, pero no escinden en o en la
proximidad a la misma secuencia cuando la secuencia de reconocimiento esta metilada. Enzimas de restriccion
sensibles a 5'-metil-citosina a modo de ejemplo incluyen, por ejemplo, Aat Il, Aci |, Acl I, Age |, Alu |, Asc |, Ase I,
AsiS |, Bbe |, BsaA |, BsaH |, BsiE I, BsiW |, BsrF |, BssH I, BssK |, BstB |, BstN |, BstU |, Cla |, Eae |, Eag |, Fau |,
Fse I, Hha I, HinP1 I, HIinC I, Hpa II, Hpy99 |, HpyCH4 IV, Kas |, mlu |, MapAl |, Msp |, Nae I, Nar I, Not I, Pml I, Pst
I, Pvu l, Rsr ll, Sac Il, Sap |, Sau3A |, Sfl I, Sfo I, SgrA I, Sma |, SnaB I, Tsc |, Xm | o0 Zra |. Véase, por ejemplo,
McClelland, M. y col., Nucleic Acids Res. 22(17):3640-59 (1994) y http://rebase.neb.com. Enzimas de restriccion
sensibles a metil-adenosina a modo de ejemplo incluyen, por ejemplo, Mbol.

Como se usa en este documento, una “secuencia de reconocimiento” sélo se refiere a una secuencia de acidos
nucleicos primaria y no refleja el estado de metilacion de la secuencia.
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La “densidad de metilacion” se refiere al nUmero de residuos metilados en un locus de ADN dado dividido entre el
numero total de nucledétidos en la misma secuencia de ADN que pueden estar metilados. La densidad de metilacion
puede determinarse para citosinas metiladas o adenosinas metiladas.

La escisién de ADN “en condiciones que permitan que al menos algunas copias de posibles sitios de escision por
enzimas de restriccion en el locus sigan estando sin escindir” se refiere a cualquier combinacién de condiciones de
reaccion, concentracion de enzima de restriccion y enzima y/o ADN que hacen que al menos algo del ADN que
comprende un posible sitio de escision de la enzima de restriccion siga sin cortar. Por ejemplo, una digestion parcial
del ADN (por ejemplo, limitando la cantidad de enzima o la cantidad de tiempo de la digestion) permite que algunos
posibles sitios de escisién por enzimas de restriccion en el locus sigan sin cortar. Alternativamente, una digestion
completa usando una enzima de restriccion tal como McrBC hard que algunos posibles sitios de escisién por
enzimas de restriccion en el locus sigan sin cortar debido a que la enzima no siempre corta entre los dos medio
sitios de reconocimiento, dejando asi al menos algunas copias sin escindir de un locus en una poblacion de
secuencias en las que el locus se define por los dos medio sitios de reconocimiento. Un “posible sitio de escision por
enzima de restriccion” se refiere a una secuencia que puede escindir una enzima de restriccion (es decir, que
comprende la secuencia de nucledtidos apropiada y el estado de metilacion) cuando reconoce la secuencia de
reconocimiento de la enzima, que puede ser igual o diferente del sitio de escision.

“Amplificar” ADN se refiere a cualquier reaccidon quimica, que incluye enzimatica, que produce un aumento del
numero de copias de una secuencia de acidos nucleicos de molde. Las reacciones de amplificacién incluyen
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y reaccion en cadena de la ligasa (LCR) (véanse las patentes de
EE.UU. 4.683.195 y 4.683.202; PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications (Innis y col., eds, 1990)),
amplificacion por desplazamiento de hebras (SDA) (Walker y col. Nucleic Acids Res. 20(7):1691-6 (1992); Walker
PCR Methods Appl 3(1):1-6 (1993)), amplificacion mediada por transcripcion (Phyffer y col., J. Clin. Microbiol.
34:834-841 (1996); Vuorinen y col., J. Clin. Microbiol. 33: 1856-1859 (1995)), amplificacién basada en secuencias de
acidos nucleicos (NASBA) (Compton, Nature 350 (6313): 91-2 (1991), amplificaciéon por circulo rodante (RCA)
(Lisby, Mol. Biotechnol. 12 (1): 75-99 (1999)); Hatch y col., Genet. Anal. 15 (2): 35-40 (1999)); amplificacion de
sefiales de ADN ramificado (ADNr) (véase, por ejemplo, Igbal y col., Mol. Cell Probes 13 (4): 315-320 (1999)); y
amplificacion lineal.

Una “digestion parcial” de ADN como se usa en este documento se refiere a poner en contacto ADN con una enzima
de restriccion bajo condiciones de reaccién apropiadas de forma que la enzima de restriccidon escinda algunos (por
ejemplo, menos de aproximadamente el 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% o el 90%), pero no todos, los
posibles sitios de escision para esa enzima de restriccion particular en el ADN. En particular, la digestién parcial se
refiere a la digestion que no se lleva a cabo hasta completitud. Una digestion parcial de la secuencia puede lograrse,
por ejemplo, poniendo en contacto ADN con una enzima de restriccion activa durante un periodo de tiempo mas
corto que el que es necesario para lograr una digestion completa y luego terminar la reaccion, o bajo otras
condiciones de reaccion alteradas que permitan la cantidad deseada de digestion parcial. “Locus posibles” son
generalmente secuencias de reconocimiento de enzimas, pero también incluyen situaciones en las que una enzima
escinde en una secuencia distinta de la secuencia de reconocimiento (por ejemplo, McrBC).

Condiciones que incluyen el tiempo, tampones y otros reactivos necesarios para digestiones completas son
normalmente proporcionadas por los fabricantes de enzimas de restriccion. Aquellos expertos en la materia
reconoceran que la calidad de la muestra de ADN puede prevenir la digestion completa.

“Isoesquizomeros” se refieren a enzimas de restriccion que reconocen la misma secuencia de nucledtidos. Como se
usa en esta definicion, la “misma secuencia de nucleétidos” no pretende diferenciar entre secuencias metiladas y sin
metilar. Por tanto, un “componente isoesquizomérico” de una enzima de restriccion dependiente de la metilacién o
sensible a la metilaciéon es una enzima de restriccidon que reconoce la misma secuencia de reconocimiento que la
enzima de restriccion dependiente de la metilacion o sensible a la metilacion independientemente de si la secuencia
de reconocimiento esta metilada o no.

“Un agente que modifica citosina sin metilar” se refiere a cualquier agente que altera la composicién quimica de
citosina sin metilar, pero que no cambia la composicion quimica de citosina metilada. Un ejemplo de un agente tal es
bisulfito de sodio.

“Cebadores que distinguen entre ADN metilado y sin metilar” se refiere a oligonucleétidos que:

(i) se hibridan (por ejemplo, son al menos parcialmente complementarios) con una secuencia que
representa una secuencia de ADN metilada después de la conversion con bisulfito, pero no se hibridan con
una secuencia que representa la secuencia sin metilar idéntica después de la conversién con bisulfito; o

(i) se hibridan con una secuencia que representa una secuencia sin metilar de ADN después de la
conversién con bisulfito, pero no se hibridan con una secuencia que representa la secuencia metilada
idéntica después de la conversion con bisulfito.
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Como se describe en este documento, cebadores que distinguen entre secuencias metiladas y sin metilar se
disefian generalmente para hibridarse con una secuencia que se produciria si el ADN se tratara con un agente (tal
como bisulfito de sodio) que modifica los nucleétidos sin metilar, pero no los nucleétidos metilados o viceversa. Por
ejemplo, cuando el bisulfito de sodio se pone en contacto con ADN, la citosina sin metilar se convierte en uracilo,
mientras que la citosina metilada no se modifica. Como las formas de uracilo se complementan con adenina, un
cebador que se une a la secuencia sin metilar contendria adeninas en localizaciones en las que las adeninas
formarian complementos con las citosinas modificadas (es decir, uracilos). Similarmente, si se desed un cebador
que se hibrida con secuencias que contienen citosina metiladas, el cebador contendria guanosinas en las que
formaria complementos con las citosinas metiladas. Por tanto, las secuencias que “representan” ADN metilado o sin
metilar incluyen ADN que resulta de tratamiento con bisulfito de sodio del ADN.

Un “locus” como se usa en este documento se refiere a una secuencia diana dentro de una poblacion de &cidos
nucleicos (por ejemplo, un genoma). Si una Unica copia de la secuencia diana esta presente en el genoma, entonces
“locus” se referird a un Unico locus. Si multiples copias de la secuencia diana estan presentes en el genoma,
entonces “locus” se referird a todos los locus que contienen la secuencia diana en el genoma.

Descripcion detallada de lainvencién
I. Introduccion

La presente invencién proporciona procedimientos rapidos y eficientes para determinar la presencia de metilacién y
la densidad de metilacion en regiones de ADN genomico. La determinacion de alteraciones en la densidad de
metilacion puede ser Util para proporcionar diagnosticos y prondésticos para diversas enfermedades que incluyen
diversos cénceres. Aungue los procedimientos de la invencion también proporcionan la deteccién de
acontecimientos de metilacion especificos, los presentes procedimientos son particularmente notables debido a que
no estan limitados por una prediccion o expectativa de que el estado de metilacién de un nucle6tido particular sea
determinante de un fenotipo. En casos en los que la densidad de metilacién (es decir, la cantidad de nucleétidos que
estan metilados en una longitud particular de una secuencia de acidos nucleicos), en vez de la presencia o ausencia
de un nucle6tido metilado particular, module la expresion génica, y en los que la densidad de metilaciéon de un locus
refleje la progresién de enfermedad a lo largo de un continuo, los presentes procedimientos son particularmente
utiles.

Il. Cuantificacion de la cantidad relativa de metilacion en ADN gendmico

La cantidad de metilacién de un locus de ADN puede determinarse proporcionando una muestra de ADN gendmico
gue comprende el locus, escindiendo el ADN con una enzima de restriccion que es (Mcr BC) y luego cuantificando la
cantidad de ARN intacto o cuantificando la cantidad de ADN de corte en los locus de ADN de interés. La cantidad de
ADN intacto o de corte dependera de la cantidad inicial de ADN gendmico que contiene el locus, la cantidad de
metilacion en el locus y el nimero (es decir, la fraccion) de nucledtidos en el locus que estan metilados en el ADN
gendmico. La cantidad de metilacién en un locus de ADN puede determinarse comparando la cantidad de ADN
intacto o ADN de corte con un valor de control que representa la cantidad de ADN intacto o ADN de corte en una
muestra de ADN similarmente tratada. Como se trata mas adelante, el valor de control puede representar un nimero
conocido o predicho de nucledtidos metilados. Alternativamente, el valor de control puede representar la cantidad de
ADN intacto o de corte del mismo locus en otra célula (por ejemplo, normal, no enferma) o un segundo locus.

Como se ha tratado en detalle mas adelante, la densidad de metilacién promedio de un locus puede determinarse
usando (McrBC) en condiciones que permitan que al menos algunas copias de posibles sitios de escisién por
enzimas de restriccion en el locus sigan estando sin escindir y posteriormente cuantificando las copias intactas
restantes y comparando la cantidad con un control. Si la enzima de restriccion se pone en contacto con copias de un
locus de ADN en condiciones que permitan que al menos algunas copias de posibles sitios de escisién por enzimas
de restriccion en el locus sigan estando sin escindir, entonces el ADN intacto restante sera inversamente
proporcional a la densidad de metilacién y, por tanto, puede compararse con un control para determinar la densidad
de metilacién relativa del locus en la muestra. Segun la presente invencion, el ADN gendémico es parcialmente
digerido con McrBC no llevandose a cabo la digestion hasta la completitud.

A. Digestién con enzimas de restriccion

Las digestiones parciales con enzima de restriccion pueden usarse para proporcionar informacion referente a la
densidad de metilacién dentro de un locus de ADN particular.

i. McrBC

El mecanismo de corte de ADN por McrBC se produce del siguiente modo. Un complejo de ocho subunidades de
McrB se une a cada uno de los dos medio sitios de reconocimiento (purina-metilC representado como (A o G)mC).
Véase la Figura 7. Estos complejos reclutan entonces una subunidad de McrC para los medio sitios respectivos y
empiezan a translocar el ADN mediado por hidrélisis de GTP. Cuando dos complejos unidos por McrBC se ponen en
contacto entre si, se forma un complejo doble y se produce la restriccion. El corte no se producird generalmente si
los dos medio sitios estan mas préximos de 20 pb y se ha observado la restriccion resultante de los medio sitios tan
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lejos de 4 kb de uno a otro, que es raro. La restriccion puede producirse a ~32 pb a la izquierda o derecha de
cualquier medio sitio unido dando cuatro localizaciones de sitios de corte posibles: ~32 pb 5' del primer medio sitio,
~32 pb 3' del primer medio sitio, ~32 pb 5' del segundo medio sitio, y ~32 pb 3' del segundo medio sitio. Por tanto, es
posible que los dos medio sitios existan dentro de un locus definido por cebadores de PCR y que la escision se
produzca fuera del locus. También es posible que los dos medio sitios existan fuera del locus y que se produzca un
corte dentro del locus. También es posible que exista un sitio en el locus y que exista otro fuera del locus y que se
produzca un corte tanto dentro como fuera del locus. Por tanto, cuanto mas metilados estén los medio sitios que
estan “en la proximidad” del locus (tanto si estan literalmente entre los cebadores de amplificacién como en la
secuencia flanqueante vecina), mas probablemente se observara un corto dentro del locus para una concentracion
dada de McrBC. Por consiguiente, el nimero de copias de un locus metilado que se escinde por McrBC en una
digestion parcial sera proporcional a la densidad de nucleétidos metilados.

ii. Digestiones parciales

La cantidad de escisién con una enzima de restriccién sensible a la metilacién o dependiente de la metilacién en una
digestion parcial (es decir, incompleta) refleja la densidad de metilacién promedio dentro del locus de ADN en la
muestra. Por ejemplo, si un locus tiene una mayor densidad de metilacion que un control, entonces una digestion
parcial usando una enzima de restriccion dependiente de la metilaciéon escindird mas frecuentemente copias del
locus. Similarmente, si un locus tiene una menor densidad de metilacién que un control, entonces una digestion
parcial usando una enzima de restriccion dependiente de la metilacion escindira copias del locus menos
frecuentemente dentro del locus debido a que estan presentes menos sitios de reconocimiento. Alternativamente, si
se usa una enzima de restriccién sensible a la metilacién, menos copias de un locus con una mayor densidad
metilada se escinden menos y, por tanto, mas hebras de ADN intacto que contienen el locus. En cada uno de estos
casos, la digestion de la muestra de ADN en cuestion se compara con un valor de control tal como aquellos tratados
anteriormente para digestiones completas. Alternativamente, la cantidad de ADN intacto después de la digestion
puede compararse con una segunda muestra para determinar la densidad de metilacion relativa entre las muestras.

Puede ser util probar una variedad de condiciones (por ejemplo, tiempo de restriccion, concentracién de enzimas,
tampones diferentes u otras condiciones que afectan la restriccion) para identificar el conjunto 6ptimo de condiciones
para resolver diferencias leves o grandes en la densidad de metilaciéon entre dos 0 mas muestras. Las condiciones
pueden determinarse para cada muestra analizada o pueden determinarse inicialmente y luego las mismas
condiciones pueden aplicarse a varias muestras diferentes.

iii. Muestras de ADN

Puede usarse ADN que puede obtenerse de cualquier muestra biolégica, por ejemplo, de células, tejidos,
secreciones y/o fluidos de un organismo (por ejemplo, un animal, planta, hongo o procariota). Las muestras pueden
ser frescas, congeladas, preservadas en fijador (por ejemplo, alcohol, formaldehido, parafina o PreServeCyto ) o
diluidas en un tampén. Las muestras bioldgicas incluyen, por ejemplo, piel, sangre o una fraccion de los mismos,
tejidos, biopsias (de, por ejemplo, pulmén, colon, mama, prostata, cuello del Gtero, higado, rifién, cerebro, estdmago,
esofago, utero, testiculo, piel, pelo, hueso, rifién, corazén, vesicula biliar, vejiga y similares), fluidos y secreciones
corporales (por ejemplo, sangre, orina, moco, esputo, saliva, especimenes de citologia cervicouterina, médula,
heces, sudor, aliento condensado y similares). Las muestras bioldgicas también incluyen hojas, tallos, raices,
semillas, pétalos, polen, esporas, sombreros de champifiones y savia.

Las digestiones anteriormente descritas pueden usarse para analizar una muestra de ADN en la que todas las
copias de un locus de ADN gendmico tienen un patron de metilacion idéntico. En otras realizaciones, la muestra de
ADN es una mezcla de ADN que comprende alelos de un locus de ADN en el que algunos alelos estdn mas
metilados que otros. En algunas realizaciones, una muestra de ADN contiene ADN de dos 0 mas tipos diferentes de
células, en el que cada tipo de célula tiene una densidad de metilacion diferente en un locus particular. Por ejemplo,
en algunos locus, las células neoplasicas tienen diferentes densidades de metilacion en comparacion con células
normales. Si un tejido, fluido o secrecién corporal contiene ADN de células tanto normales como neoplasicas,
entonces la muestra de ADN del tejido, fluido o secrecion corporal comprendera una mezcla heterogénea de alelos
diferencialmente metilados. En este caso, en un locus dado, un conjunto de alelos dentro del ADN (por ejemplo,
aquellos derivados de células neoplasicas en la muestra) tendra una densidad de metilacion diferente de la de otros
conjunto de alelos (por ejemplo, aquellos derivados de células normales).

En muestras mixtas (por ejemplo, en biopsias que comprenden célula sana y enferma) puede ser Util basar los
resultados en una poblacién de &cidos nucleicos en la muestra (por ejemplo, de células enfermas) en vez de
determinar la densidad de metilacion promedio a través de ADN de todas las células en la muestra. En algunas
realizaciones en las que una primera poblacion de ADN en la muestra tiene baja metilacién o no tiene y la segunda
poblacion de ADN en la muestra tiene mas metilacion que la primera poblacion, la densidad en la segunda poblacién
puede determinarse escindiendo la muestra con una o mas enzimas de restriccion sensibles a la metilacion
(generalmente cortar hasta “completitud”), degradandose asi la primera poblacion, a la vez que se deja la segunda
poblacién sustancialmente intacta. Por tanto, la muestra también puede ponerse en contacto con una enzima de
restriccion dependiente de la metilacion (usando McrBC) y el ADN intacto restante puede amplificarse,
determinandose asi la densidad de metilacion en la segunda poblacién. La densidad de metilacién de la primera
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poblacién puede determinarse similarmente poniendo en contacto la muestra con una 0 mas enzimas de restriccion
dependientes de la metilacion. (generalmente cortar hasta “completitud”) y poniendo en contacto la muestra con una
sensible a la metilacién bajo condiciones de digestion parcial. En este caso, el ADN amplificado representara la
densidad de metilacién de la primera poblacion.

B. Amplificacion para detectar ADN intacto

La presencia y cantidad de ADN escindido por las enzimas de restriccion puede determinarse amplificando el locus
tras la digestiéon. Usando técnicas de amplificacion (por ejemplo, reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)) que
requieren la presencia de una hebra de ADN intacto para la amplificacion puede determinarse la presencia y
cantidad de ADN sin cortar restante. Por ejemplo, pueden disefiarse reacciones de PCR en las que los cebadores de
amplificacion flanquean un locus de interés particular. La amplificacién se produce cuando el locus que comprende
los dos cebadores sigue estando intacto tras una digestion con restriccion. Si se conoce la cantidad de ADN total e
intacto, la cantidad de ADN escindido puede determinarse. Como la escision del ADN depende del estado de
metilacién del ADN, el ADN intacto y escindido representa diferentes estados de metilacion.

La amplificacion de un locus de ADN usando reacciones es muy conocida (véanse las patentes de EE.UU.
4.683.195 y 4.683.202; PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications (Innis y col., eds, 1990)). Normalmente,
la PCR se usa para amplificar moldes de ADN. Sin embargo, se han descrito procedimientos alternativos de
amplificaciéon y también pueden emplearse, siempre y cuando los procedimientos alternativos amplifiquen ADN
intacto a un mayor grado que los procedimientos amplifican ADN escindido.

El ADN amplificado mediante los procedimientos de la invencion puede evaluarse adicionalmente, detectarse,
clonarse, secuenciarse y similares, tanto en disolucion como después de la unién a un soporte sélido, mediante
cualquier procedimiento normalmente aplicado a la deteccion de una secuencia de ADN especifica tal como PCR,
restriccion con oligbmeros (Saiki y col., Bio/Technology 3:1008-1012 (1985)), analisis con sondas de
oligonucleétidos especificos de alelo (ASO) (Conner y col., Proc. Natl. Acad . Sci. USA 80:278 (1983)), ensayos de
ligacion de oligonucledtidos (OLAs) (Landegren y col., Science 241:1077, (1988)) y similares. Se han revisado
técnicas moleculares para el analisis de ADN (Landegren y col., Science 242:229-237 (1988)).

Los procedimientos de amplificacion cuantitativa (por ejemplo, PCR cuantitativa o amplificacion lineal cuantitativa)
pueden usarse para cuantificar la cantidad de ADN intacto dentro de un locus flanqueado por cebadores de
amplificacion tras la digestion con restriccion. Los procedimientos de amplificacion cuantitativa se desvelan en, por
ejemplo, las patentes de EE.UU. n° 6.180.349; 6.033.854; y 5.972.602, ademas de en, por ejemplo, Gibson y col.,
Genome Research 6:995-1001 (1996); DeGraves y col., Biotechniques 34(1):106-10, 112-5 (2003); Deiman B y col.,
Mol Biotechnol. 20(2):163-79 (2002). Las amplificaciones pueden monitorizarse en “tiempo real”.

En general, la amplificacion cuantitativa se basa en la monitorizacion de la sefial (por ejemplo, fluorescencia de una
sonda) que representa copias del molde en ciclos de una reaccién de amplificacion (por ejemplo, PCR). En los ciclos
iniciales de la PCR se observa una sefial muy baja debido a que la cantidad del amplicon formado no soporta una
salida de sefial medible del ensayo. Después de los ciclos iniciales, como la cantidad de amplicon formado aumenta,
la intensidad de sefial aumenta a un nivel medible y alcanza una meseta en ciclos posteriores cuando la PCR entra
en una fase no logaritmica. Mediante una representacion de la intensidad de sefial frente al niumero de ciclos, el
ciclo especifico al que se obtiene una sefial medible a partir de la reaccion de PCR puede deducirse y usarse para
calcular la cantidad de diana antes del inicio de la PCR. El nimero de ciclos especificos que se determina por este
procedimiento se denomina normalmente en lo sucesivo el umbral de ciclos (Ct). Procedimientos a modo de ejemplo
se describen en, por ejemplo, Heid y col. Genome Methods 6:986-94 (1996) con referencia a sondas de hidrolisis.

Un procedimiento para la deteccidon de productos de amplificacion es el ensayo de PCR por “hidrélisis” con 5'-3'
exonucleasa (también denominado en lo sucesivo el ensayo TaqManm) (patentes de EE.UU. n° 5.210.015 y
5.487.972; Holland y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 7276-7280 (1991); Lee y col., Nucleic Acids Res. 21: 3761-
3766 (1993)). Este ensayo detecta la acumulacién de producto dg PCR no especifico por hibridacién y escision de
una sonda fluorogénica doblemente marcada (la sonda “TagMan ”) durante la reaccién de amplificacion. La sonda
fluorogénica consiste en un oligonucleétido marcado con tanto un colorante indicador fluorescente como un
colorante extintor de la fluorescencia. Durante la PCR, esta sonda se escinde por la actividad de la 5'-exonucleasa
de ADN polimerasa si, y solo si, se hibrida con el segmento que se amplifica. La escision de la sonda genera un
aumento en la intensidad de fluorescencia del colorante indicador.

Otro procedimiento de deteccion de productos de amplificacion que se basa en el uso de transferencia de energia es
el procedimiento de “sondas de balizamiento” descrito por Tyagi y Kramer (Nature Biotech. 14:303-309 (1996)), que
también es el objeto de las patentes de EE.UU. n° 5.119.801 y 5.312.728. Este procedimiento emplea sondas de
hibridacion de oligonucledtidos que pueden formar estructuras de horquilla. En un extremo de la sonda de
hibridacion (tanto el extremo 5' como 3') hay un fluoréforo donante, y en el otro extremo un resto aceptor. En el caso
del procedimiento de Tyagi y Kramer, este resto aceptor es un extintor de la fluorescencia, es decir, el aceptor
absorbe energia liberada por el donante, pero luego no fluoresce por si mismo. Por tanto, si el balizamiento esta en
la conformacién abierta, la fluorescencia del fluoréforo donante es detectable, mientras que cuando el balizamiento
esta en la conformacion de horquilla (cerrada), la fluorescencia del fluoréforo donante se inactiva. Si se emplea en
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PCR, la sonda de balizamiento molecular, que se hibrida con una de las hebras del producto de PCR, esta en la
conformacién abierta y la fluorescencia se detecta, y las sondas que siguen estando sin hibridar no fluoresceran
(Tyagi y Kramer, Nature Biotechnol. 14: 303-306 (1996)). Como resultado, la cantidad de fluorescencia aumentara a
medida que aumenta la cantidad de producto de PCR vy, por tanto, puede usarse como medida del progreso de la
PCR. Aquellos expertos en la materia reconoceran que también estan disponibles otros procedimientos de
amplificacién cuantitativa.

También se conocen diversas otras técnicas para realizar la amplificacién cuantitativa de un acido nucleico. Por
ejemplo, algunas metodologias emplean uno o mas oligonucleétidos de sonda que estan estructurados de forma que
se genere un cambio en la fluorescencia cuando el (los) oligonucleétido(s) se hibrida(n) con un acido nucleico diana.
Por ejemplo, un procedimiento tal implica un enfoque de fluoréforo dual que explota Ia transferencia de energia por
resonancia de fluorescencia (FRET), por ejemplo, sondas de hibridacién nghtCycIer en las que dos sondas de
oligonucledtidos se hibridan con el amplicén. Los oligonucledtidos se disefian para hlbrldarse en una orientacién de
cabeza a cola con los fluoréforos separados a una distancia que es compatible con la transferencia de energia
eficiente. Otros ejemplos de oligonucleotidos marcados que estan estructurados para emitir una sefial cuando se
unen con un acido nucleico o se incorporan en un producto de extension incluyen: sondas Scorpions” (por ejemplo,
Whitcombe Y, coI Nature Biotechnology 17:804-807, 1999, y la patente de EE.UU. n° 6.326.145), sondas Sunrise”
(o Ampllﬂuor ) (por ejemplo, Nazarenko y col., Nuc. Acids Res. 25:2516-2521, 1997, y la patente de EE.UU. n°
6.117.635), y sondas que forman una estructura secundaria que produce sefial reducida sin un extintor de la
fluorescencia y que emite sefial elevada cuando se hibrida con una diana (por ejemplo, Lux probes ™).

En otras realizaciones puede usarse la intercalacion de agentes que producen una sefial cuando se intercalan en
ADN bicatenario. Agentes a modo de ejemplo incluyen SYBR GREEN™ y SYBR GOLD". Como estos agentes no
son especificos de molde, se supone que la sefial se genera basandose en la ampllflcaC|on especifica del molde.
Esto puede confirmarse monitorizando la sefial en funcién de la temperatura debido a que el punto de fusion de las
secuencias molde sera generalmente mucho mayor que la de, por ejemplo, los dimeros de cebadores, etc.

C. Captura hibrida

En algunas realizaciones pueden usarse ensayos de captura hibrida de acidos nucleicos para detectar la presencia
y cantidad de ADN escindido por las enzimas de restriccion. Este procedimiento puede usarse con amplificacion
previa del ADN. Tras las digestiones con restriccion, las sondas de ARN que se hibridan especificamente con
secuencias de ADN de interés se combinan con el ADN para formar hibridos de ARN:ADN. Entonces, los
anticuerpos que se unen a hibridos de ARN:ADN se usan para detectar la presencia de los hibridos y, por tanto, la
presencia y cantidad de ADN sin cortar.

Los fragmentos de ADN que estan restringidos en una ventana de secuencia que es complementaria a la sonda de
ARN se hibridan menos eficientemente con la zona de ARN que los fragmentos de ADN que siguen intactos en la
ventana de secuencia que se monitoriza. La cantidad de hibridacién permite cuantificar ADN intacto, y la cantidad de
metilacion de ADN puede deducirse directamente a partir de la cantidad de ADN intacto de diferentes tratamientos
con enzima de restriccion (es decir, tratamientos con enzima de restriccion sensible a la metilacion y/o dependiente
de la metilacion).

Los procedimientos de deteccion de hibridos de ARN:ADN usando anticuerpos se conocen en la técnica y se
describen en, por ejemplo, Van Der Pol y col., J. Clin. Microbial. 40(10): 3558 (2002); Federschneider y col., Am J.
Obstet. Gynecol. 191(3):757 (2004); Pretet y col., J. Clin. Virol. 31(2): 140-7 (2004); Giovannelli y col., J. Clin.
Microbiol. 42(8):3861. (2004); Masumoto y col., Gynecol. Oncol. 94(2):509-14 (2004); Nonogaki y col., Acta Cytol,
48(4):514 (2004); Negri y col., Am. J Clin. Pathol. 122(1):90 (2004); Sarian y col., Gynecol. Oncol. 94(1):181 (2004);
Oliveira y col., Diagn. Cytopathol. 31 (1):19 (2004); Rowe vy col., Diagn. Cytopathol. 30(6):426 (2004); Clavel y col.,
Br. J. Cancer 90(9):1803-8 (2004); Schiller y col., Am. J. Clin. Pathol. 121(4):537 (2004); Arbyn y col., J. Natl. Cancer
Inst. 96(4):280 (2004); Syrjanen y col., J. Clin. Microbiol. 2004 Feb;42(2):505 (2004); Lin y col., J. Clin. Microbiol.
42(1):366 (2004); Guyot y col., BMC Infect. Dis. 25; 3(1):23 (2003); Kim y col., Gynecol. Oncol. 89(2):210-7 (2003);
Negri y col., Ami J Surg Pathol. 27(2):187 (2003); Vince y col., J. Clin. Virol. Suppl 3:5109 (2002); Poljak y col., J
Clin. Virol. Suppl 3:589 (2002). En algunos casos, los anticuerpos se marcan con una marca detectable (por ejemplo,
una marca enzimatica, un isétopo o una marca fluorescente) para facilitar la deteccion. Alternativamente, el complejo
anticuerpo:acido nucleico puede ponerse adicionalmente en contacto con un anticuerpo secundario marcado con
una marca detectable. Para una revisién de procedimientos inmunolégicos y de inmunoensayos adecuados véase,
por ejemplo, Harlow & Lane, ANTIBODIES, A LABORATORY MANUAL, Cold Spring Harbor Publication, Nueva York
(1988); Basic and Clinical Immunology (Stites & Terr eds., 72 ed. 1991); Las patentes de EE.UU. 4.366.241;
4.376.110; 4.517.288; y 4.837.168); Methods in Cell Biology: Antibodies in Cell Biology, volumen 37 (Asai, ed. 1993).
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Los anticuerpos monoclonales, policlonales o mezclas de los mismos pueden usarse para unir los hibridos de
ARN:ADN. La deteccién de hibridos de ARN:ADN usando anticuerpos monoclonales se describe en, por ejemplo,
las patentes de EE.UU. n° 4.732.847 y 4.833.084. La deteccion de hibridos de ARN:ADN usando anticuerpos
policlonales se describe en, por ejemplo, la patente de EE.UU. n°® 6.686.151. Los anticuerpos policlonales o
monoclonales pueden generarse con propiedades de unién especifica. Por ejemplo, pueden generarse anticuerpos
monoclonales o policlonales que se unen especificamente a hibridos de ARN:ADN mas cortos (por ejemplo, menos
de 20 pares de bases) o mas largos (por ejemplo, mas de 100 pares de bases). Ademas, pueden producirse
anticuerpos monoclonales o policlonales que son tanto mas como menos sensibles a desapareamientos dentro del
hibrido de ARN:ADN.

Los procedimientos de produccion de anticuerpos policlonales y monoclonales que reaccionan especificamente con
hibridos de ARN:ADN son conocidos para aquellos expertos en la materia. Por ejemplo, la preparacién de
anticuerpos policlonales y monoclonales inmunizando animales de laboratorio adecuados (por ejemplo, pollos,
ratones, conejos, ratas, cabras, caballos y similares) con un inmunégeno apropiado (por ejemplo, un hibrido de
ARN:ADN). Tales procedimientos se describen en, por ejemplo, Coligan, Current Protocols in Immunology (1991);
Harlow & Lane, antes; Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice (22 ed. 1986); y Kohler & Milstein,
Nature 256:495497 (1975).

Los anticuerpos también pueden producirse recombinantemente. La preparacién de anticuerpos por seleccion de
anticuerpos a partir de bibliotecas de acidos nucleicos que codifican anticuerpos recombinantes encapsidados en
fago o vectores similares se describen en, por ejemplo, Huse y col., Science 246:1275-1281 (1989) y Ward y col.,
Nature 341:544-546 (1989). Ademas, los anticuerpos pueden producirse recombinantemente usando procedimientos
conocidos en la técnica y descritos en, por ejemplo, Sambrook y col., Molecular Cloning, A Laboratory Manual (22 ed.
1989); Kriegler, Gene Transfer and Expression: A Laboratory Manual (1990); y Current Protocols in Molecular
Biology (Ausubel y col., eds., 1994)).

D. Generacién de valores de control

Los valores de control pueden representan tanto valores externos (por ejemplo, el nimero de locus intactos en una
segunda muestra de ADN con un numero conocido o esperado de nucleétidos metilados o secuencias de
reconocimiento de enzimas de restriccion metiladas) como valores internos (por ejemplo, un segundo locus en la
misma muestra de ADN o el mismo locus en una segunda muestra de ADN). Aunque es Util, no es necesario saber
cuantos nucledtidos (es decir, el valor absoluto) estadn metilados en el control. Por ejemplo, para locus en los que la
metilacién produce un estado de enfermedad, el conocimiento de que el locus estd mas metilado de lo que esta en
células normales puede indicar que el sujeto del que se obtuvo esa muestra puede tener la enfermedad o estar en
las fases tempranas de desarrollar la enfermedad.

En los casos en los que la misma muestra de ADN incluye un locus de control, la amplificacion mdltiplex, por
ejemplo, PCR multiplex, puede usarse para analizar dos locus mas (por ejemplo, al menos un locus diana y al
menos un locus de control).

Las muestras de ADN pueden variar dos pardmetros con respecto a la metilacion: (i) el porcentaje de copias totales
en una poblacion que tiene cualquier metilacion en un locus especifico, y (ii) para copias con cualquier metilacion de
ADN, la densidad de metilacion promedio entre las copias. Es ideal, aunque no se requiere, usar ADN de control que
evalien ambos de estos pardmetros en una muestra de prueba.

Los ADN de control con citosinas metiladas conocidas se producen usando cualquier nimero de ADN metilasas,
cada una de las cuales puede tener una secuencia de reconocimiento de la metilacion diana diferente. Este
procedimiento puede crear una poblacién de fragmentos de ADN que varia con respecto a la densidad de metilacion
(es decir, el nUmero de citosinas metiladas por alelo). Las reacciones de metilasa parcial también pueden usarse,
por ejemplo, para producir una poblacién normalmente distribuida con un modo a la densidad de metilacion
promedio para la poblacion. En algunas realizaciones, el modo puede ajustarse para una poblacion dada en funcién
de la completitud de la reaccion de metilasa. Los ADN de control también pueden sintetizarse con ADN metilado y
bases sin metilar.

En algunos casos se usa una diana de ADN con una secuencia conocida. Puede producirse un ADN de control
deseado seleccionando la mejor combinacion de metilasas y enzimas de restriccion para el andlisis. Primero se
genera un mapa de sitios que pueden ser metilados por cada metilasa disponible. Segundo, también se produce un
mapa de restriccion del locus. Tercero, se seleccionan y se usan metilasas para metilar in vitro la muestra de ADN
de control para provocar un patron de metilacion deseado, que se disefia para realizar éptimamente en combinacion
con las enzimas de restriccion usadas en el analisis de metilacion de las muestras de ADN de prueba y de ADN de
control. Por ejemplo, M.Hhal metila el sitio (G*CGC) y McrBC reconoce dos medio sitios con el motivo (RpC). Por
tanto, cada sitio M.Hhal metilado en la secuencia de control es reconocido por McrBC.

Similarmente, una poblacion de moléculas pueden entonces tratarse con una ADN metilasa (por ejemplo, M.Sssl) en
presencia de magnesio para producir una densidad de metilacion deseada. Si se deja que la reaccion se ejecute
hasta completitud, casi todos los sitios que pueden ser metilados seran metilados, produciendo una densidad de
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metilacién alta y homogénea. Si la reacciéon se limita en su curso, resultara una menor densidad de metilacion
promedio (o metilacién parcial) (es decir, todos los sitios posibles no son metilados debido a la sincronizacion de la
reaccion y/o concentracién de enzima). De esta forma puede producirse la densidad de metilacion promedio
deseada del ADN de control. EI ADN de control metilado puede caracterizarse precisamente determinando el
nimero de citosinas metiladas mediante secuenciacion con bisulfito. Alternativamente, el ADN de control de
metilacion puede caracterizarse precisamente determinando el nimero de citosinas metiladas mediante una
comparacion con otros ADN de control conocidos como se ha descrito en este documento.

Para la prediccién mas precisa de las densidades de metilacion puede ser Gtil generar un conjunto de control de
ADN que pueda servir convenientemente de curva patrén, en la que cada muestra en el conjunto de control tiene
una densidad de metilacion diferente, tanto conocida como desconocida. Cortando las multiples muestras con una
enzima de restriccion dependiente de la metilacibn o una enzima de restriccion sensible a la metilacion en
condiciones que permitan que al menos algunas copias de posibles sitios de escisién por enzimas de restriccion en
el locus sigan estando sin escindir y posteriormente amplificando las copias intactas restantes de un locus, puede
generarse una curva patron de la cantidad de copias intactas (por ejemplo, representada por valores de Ct),
guardando asi relacién la cantidad de ADN intacto con diferentes densidades de metilacién. La curva patron puede
entonces usarse para determinar la densidad de metilaciéon de una muestra de ADN de prueba interpolando la
cantidad de ADN intacto en la muestra tras la restriccion y amplificacion como se describe en este documento.

E. Amplificacion especifica del estado de metilacion

En algunas realizaciones, la PCR especifica de la metilacion puede emplearse para monitorizar el estado de
metilacién de nucleétidos especificos en un locus de ADN. En estas realizaciones, tras o precediendo la digestion
con la enzima de restriccion, el ADN se combina con un agente que modifica las citosinas sin metilar. Por ejemplo,
se aflade bisulfito de sodio al ADN, convirtiéndose asi las citosinas sin metilar en uracilo, dejando las citosinas
metiladas intactas. Se disefian uno o mas cebadores para distinguir entre las secuencias metiladas y sin metilar que
han sido tratadas con bisulfito de sodio. Por ejemplo, los cebadores complementarios a la secuencia metilada con
bisulfito contendran guanosinas, que son complementarias a las citosinas endodgenas. Los cebadores
complementarios a la secuencia sin metilar tratada con bisulfito contendran adenosinas, que son complementarias al
uracilo, el producto de conversién de citosina sin metilar. Preferentemente, los nucleétidos que distinguen entre las
secuencias metiladas convertidas y sin metilar estaran en o proximos al extremo 3' de los cebadores. Variaciones de
procedimientos usando PCR basada en bisulfito de sodio se describen en, por ejemplo, Herman y col., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 93:9821-9826 (1996); las patentes de EE.UU. n° 5.786.146 y 6.200.756.

F. Deteccion de metilaciéon asociada a enfermedad

Los cebadores de amplificacion pueden disefiarse para amplificar locus asociados a un fenotipo o enfermedad
particular. La deteccion de perfiles de metilacion alterados en locus en los que tales alteraciones estan asociadas a
enfermedad pueden usarse para proporcionar diagnésticos o prondsticos de enfermedad. Véase, por ejemplo, la
Tabla 1. Véase también Costello y Plass, J Med Genet 38:285-303 (2001) y Jones y Baylin, Nature. Rev 3:415-428
(2002).

Tabla 1: Ejemplos de genes que presentan hipermetilacién en cancer

Gen Efecto de pérdida de funcion en el | Tipos de tumores
desarrollo tumoral

RB Pérdida de control del ciclo celular Retinoblastoma
MLH1 Aumento de la velocidad de mutacién, | Colon, ovario, endometrio, gastrico
resistencia a farmacos
BRCA1 Inestabilidad gendmica Mama, ovario
E-CAD Aumento de la motilidad celular Mama, géstrico, pulmon, prostata, colon, leucemia
APC Transduccién anormal de células Mama, pulmon, colon, gastrico, esofago, pancreatico,

hepatocelular

pl6 Pérdida de control del ciclo celular La mayoria de los tipos de tumores

VHL Degradacion alterada de proteinas Carcinoma de células renales de células claras
p73 Pérdida de control del ciclo celular Leucemia, linfoma, ovario

RASSF1A Transduccién anormal de células Pulmén, mama, ovario, rifién, nasofariongeo
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Gen Efecto de pérdida de funcion en el | Tipos de tumores
desarrollo tumoral

p15 Pérdida de control del ciclo celular Leucemia, linfoma, gastrico, carcinoma de células
escamosas, hepatocelular

GSTP1 Aumento de la lesién de ADN Prostata

DAPK Apoptosis reducida Linfoma, pulmén

MGMT Aumento de la velocidad de mutacién | Colon, pulmén, cerebro, eséfago, gastrico

P14ARF Pérdida de control del ciclo celular Melanoma, cancer de piel de no melanoma, pancreatico,

mama, cabeza y cuello, pulmén, mesotelioma,
neurofibromatosis, colon, sarcoma de tejidos blandos,
vejiga, sarcoma de Hodgkin, Ewing, tumor de Wilms,
osteosarcoma, rabdomiosarcoma

ATM Reparacion defectuosa de ADN Leucemia, linfoma

CDKN2B Pérdida de control del ciclo celular Mama, ovario, préstata

FHIT Reparacion defectuosa de ADN Pulmén, péncreas, estdbmago, rifion, cuello del utero,
mama

MSH2 Reparacion defectuosa de ADN Colon

NF1/2 Pérdida de control del ciclo celular Neurofibroma

PTCH Pérdida de control del ciclo celular Carcinomas de piel, basales y de células escamosas,
cerebro

PTEN Pérdida de control del ciclo celular Mama, tiroides, piel, cabeza y cuello, endometrio

SMAD4 Pérdida de control del ciclo celular Pancreas, colon

SMARCAS3/B1 | Pérdida de control del ciclo celular Colon

STK11 Pérdida de control del ciclo celular Melanoma, gastrointestinal

TIMP3 Rotura de la matriz celular Utero, mama, colon, cerebro, rifidn

TP53 Pérdida de control del ciclo celular; | Colon, préstata, mama, vesicula biliar, vias biliares,

apoptosis reducida

BCL2 Pérdida de control del ciclo celular; | Linfoma, mama
apoptosis reducida

OBCAM Pérdida de control del ciclo celular Ovario

GATA4 Silenciamiento de la transcripcién de | Colorrectal, gastrico, ovario
genes en la direccién 3'

GATA5 Silenciamiento de la transcripcion de | Colorrectal, gastrico, ovario
genes en la direccién 3'

HIC1 Pérdida de control del ciclo celular Epitelio, linfoma, sarcoma

Abreviaturas: APC, poliposis coli adenomatosa; BRCAL, cancer de mama 1; DAPK, proteina cinasa asociada a
muerte; E-cad, cadherina epitelial; GSTP1 glutatién S-transferasa 11; mIH1, homdlogo 1 de MutL, MGMT, O(6)-
metilguanina-ADN metiltransferasa; p15 p15™<*; p16, p16™*; p73, p73; Rb, retinoblastoma; RASSF1a, familia 1A
del dominio de asociacion a Ras; VHL, von Hippel-Lindau; ATM, ataxia telangiectasia mutada; CDKN2, inhibidor de
cinasas dependiente de ciclina; FHIT, triada de histidina fragil; MSH2, homdlogo 2 de mutS; NF1/2, neurofibromina
1/2; PTCH, homdlogo de patched; PTEN, homdlogo de fosfatasa y tensina; SMAD4, madres contra el homélogo 4
de Decapentaplegic; SMARCAS3/B1, regulador de cromatina relacionado con SWI/SNF, asociado a matriz,
dependiente de actina, subfamilia A, miembro 3/subfamilia B, miembro 1; Styl1, serina/treonina cinasa 11; TIP3,
tejido inhibidor de metaloproteinasa 3; Bc1-2m B-call CLL/Linfoma 2; OBCAM, molécula de adhesion a células de

union a opioide; GATA, factor de transcripcién de globina; HIC1, hipermetilado en cancer.
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Por ejemplo, la metilacién del locus pl6 esta asociada a cancer pancreatico. Véase, por ejemplo, Schutte y col.,
Cancer Res. 57:3126-3131 (1997). Los cambios de metilacién en el locus 1I/H19 del factor de crecimiento similar a la
insulina en rifién estan asociados a tumorigénesis de Wilms. Véase, por ejemplo, Okamoto y col., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 94:5367-5371 (1997). La asociacién de alteracion de metilacién en los locus pl5, E-cadherina y von
Hippel-Lindau también esta asociada a canceres. Véase, por ejemplo, Herman y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
93:9821-9826 (1997). El estado de metilacion de GSTP 1 esta asociado a cancer de préstata. Véase, por ejemplo, la
patente de EE.UU. n° 5.552.277.

Pueden obtenerse muestras de ADN gendmico mediante cualquier medio conocidos en la técnica. En los casos en
los que va a detectarse un fenotipo o enfermedad particular, las muestras de ADN deben prepararse a partir de un
tejido de interés o, segun sea apropiado, a partir de sangre. Por ejemplo, puede prepararse ADN a partir de tejido de
biopsia para detectar el estado de metilacién de un locus particular asociado a cancer. El espécimen que contiene
acido nucleico usado para la deteccion de locus metilados (véase, por ejemplo, Ausubel y col., Current Protocols in
Molecular Biology (1995 suplemento)) puede ser de cualquier fuente y puede extraerse mediante una variedad de
técnicas tales como aquellas descritas por Ausubel y col., Current Protocols in Molecular Biology (1995) o Sambrook
y col., Molecular Cloning, A Laboratory Manual (32 ed. 2001). Tejidos a modo de ejemplo incluyen, por ejemplo,
tejido de cerebro, colon, urogenital, hematopoyético, timo, testiculos, ovario, Utero, préstata, mama, colon, pulmén y
renal.

La deteccion e identificacion de locus de metilacién alterada (en comparacién con células normales) en las muestras
de ADN puede indicar que al menos algunas de las células de las que se derivo la muestra estan enfermas. Tales
enfermedades incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, astrocitoma de bajo grado, astrocitoma anaplasico,
glioblastoma, meduloblastoma, cancer de colon, cancer de higado, cancer de pulmén, cancer renal, leucemia (por
ejemplo, leucemia linfocitica aguda, leucemia linfocitica crénica, leucemia mieloide aguda, leucemia mieloide
cronica), linfoma, cancer de mama, cancer de préstata, cancer de cuello uterino, céancer de endometrio,
neuroblastoma, cancer de la cavidad bucal (por ejemplo, lengua, boca, faringe), cancer de eséfago, cancer de
estébmago, cancer del intestino delgado, cancer rectal, cancer anal, cancer del canal anal y anorecto, cancer de las
vias biliares intrahepaticas, cancer de vesicula biliar, cancer biliar, cancer pancreatico, cancer 6seo, cancer de las
articulaciones, cancer de piel (por ejemplo, melanoma, cancer no epitelial, carcinoma de células basales, carcinoma
de células escamosas), canceres de tejido blando, cancer uterino, cancer de ovario, cancer vulvar, cancer vaginal,
cancer urinario, cancer de uréter, cancer del ojo, cancer de cabeza y cuello, linfoma no Hodgkin, linfoma Hodgkin,
mieloma multiple, cancer de cerebro, cancer del sistema nervioso. La identificacién de perfiles de metilacion alterada
también es util para la deteccién y el diagndstico de pérdida de huella gendémica, sindrome de X fragil e inactivacion
del cromosoma X.

Si se desea pueden usarse procedimientos de ADN mlltiplex para amplificar multiples dianas a partir de la misma
muestra. Las dianas adicionales pueden representar controles (por ejemplo, de un locus de estado de metilacion
conocido) o locus adicionales asociados a un fenotipo o enfermedad.

En algunas realizaciones, los procedimientos de la invencién se usan para identificar nuevos locus asociados a un
fenotipo de enfermedad tal como céncer, 0 se usan para validar una asociacion tal.

F. Procedimientos a modo de ejemplo de determinacion de la metilacion relativa en un locus

Como se ha descrito anteriormente, estan disponibles varias posibilidades para determinar la cantidad relativa de
metilacion en un locus genético de interés. Por ejemplo, pueden realizarse digestiones parciales o completas,
pueden usarse enzimas de restriccion sensibles a la metilacion o dependientes de la metilacién, puede emplearse
tratamiento con bisulfito de sodio, etc. Sin pensar en limitar la invencién a una serie particular de etapas, las
siguientes posibilidades se ejemplifican adicionalmente.

Una muestra de ADN puede digerirse (parcialmente) con McrBC y un locus puede amplificarse posteriormente
usando amplificacion de ADN cuantitativa (por ejemplo, PCR, amplificacién por circulo rodante y otros
procedimientos conocidos para aquellos expertos en la materia). Los perfiles cinéticos resultantes de las reacciones
de amplificacion se comparan con aquellos derivados de un muestra de ADN de control similarmente tratada. Los
perfiles cinéticos de reacciones de amplificacion pueden obtenerse por numerosos medios conocidgs para aquellos
expertos en la materia que incluyen monitorizacion de la reaccién de fluorescencia de TagMan ', balizamientos
moleculares, incorporacion de colorante intercalante (por ejemplo, SYBR Green '), sondas SCORPION 'y otros.

La muestra de ADN puede fraccionarse en porciones iguales y tratarse una porcion con McrBC y la otra no. Las dos
porciones se amplifican y se comparan para determinar la cantidad relativa de metilacion en el locus.

La muestra de ADN puede fraccionarse en porciones iguales en las que cada porcién se somete a una cantidad
diferente de digestion parcial con McrBC. La cantidad de locus intactos en las diversas porciones (por ejemplo, como
se mide por amplificacion de ADN cuantitativa) puede compararse con una poblacion de control (tanto de la misma
muestra que representa ADN sin cortar como porciones equivalentes de otra muestra de ADN). En los casos en los
gue las porciones equivalentes son de una segunda muestra de ADN, la segunda muestra puede tener un niamero
esperado o conocido de nucledtidos metilados (o al menos secuencias de reconocimiento de la enzima de
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restriccion metilada) o, alternativamente, el nimero de secuencias de reconocimiento metiladas puede ser
desconocido. En el ultimo caso, la muestra de control sera frecuentemente de una muestra de relevancia bioldgica,
por ejemplo, de un tejido enfermo o normal, etc.

Una muestra puede separarse en al menos dos porciones. La primera porcion se digiere con una enzima de una de
las tres posibles clases de enzimas de restriccion de deteccién de la metilacion (es decir, sensible a la metilacion,
insensible a la metilacién y dependiente de la metilacién). Cada porcion adicional se digiere con el componente
isoesquizomérico de una clase de deteccion de la metilacion diferente de la enzima usada para digerir la primera
porcion. Entonces, los locus intactos se amplifican y se cuantifican. La metilacion relativa en el locus puede
determinarse comparando los resultados obtenidos de dos cualquiera de las reacciones entre si, con o sin
comparacion con una porcion sin digerir. En el caso en el que se usen enzimas insensibles a la metilacién, la porcién
normalmente se somete a una digestion parcial.

La muestra de ADN puede tratarse con un agente que modifica la citosina sin metilar, pero que deja sin modificar la
citosina metilada, por ejemplo, bisulfito de sodio. La muestra se separa en porciones iguales y una porcion se trata
con la enzima de restriccion dependiente de la metilacion McrBC. El tratamiento con bisulfito de sodio no modifica
los locus de reconocimiento McrBC debido a que el bisulfito de sodio modifica la citosina sin metilar y el locus de
reconocimiento de cada hemi-sitio McrBC es una base de purina seguida de una citosina metilada. Entonces, las
muestras de tanto porciones cortadas como sin cortar se amplifican usando al menos un cebador que distingue entre
nucleétidos metilados y sin metilar. Entonces, las porciones amplificadas se comparan para determinar la metilacion
relativa. Ciertas tecnologias de amplificacién cuantitativa emplean una o mas sondas de deteccidn que son distintas
de los cebadores de amplificacién. Estas sondas de deteccién también pueden disefiarse para discriminar entre
ADN metilado y sin metilar convertido. Las sondas de deteccién pueden usarse en combinaciéon con la enzima de
restriccion dependiente de la metilacion McrBC. Por ejemplo, las sondas de deteccion pueden usarse para
cuantificar la densidad de metilaciéon dentro de un locus comparando los perfiles de amplificacion cinéticos entre una
muestra tratada con McrBC convertida y una muestra convertida que no se traté con McrBC.

Alternativamente, la muestra puede dividirse en porciones iguales y una porcion se digiere (parcialmente) con la
enzima de restriccién dependiente de la metilacion McrBC. Entonces, ambas porciones se tratan con bisulfito de
sodio y se analizan por amplificacion cuantitativa usando un cebador que distingue entre nucle6tidos metilados y sin
metilar convertidos. Los productos de amplificacién se comparan entre si, ademas de un patrén, para determinar la
densidad de metilacion relativa.

La muestra de ADN pueden dividirse en porciones y una porcidn se trata con una 0 mas enzimas de restriccion
sensibles a la metilacién. Entonces, la porcién digerida se subdivide adicionalmente y una subdivision se digiere con
la enzima de restriccion dependiente de la metilacion McrBC. Entonces, las diversas porciones y subporciones se
amplifican y se comparan. Tras la digestion, las porciones y subporciones pueden tratarse opcionalmente con
bisulfito de sodio y amplificarse usando al menos un cebador que distingue entre nucleétidos metilados y sin metilar.

La muestra de ADN puede dividirse en cuatro porciones: una primera porcion se deja sin tratar, una segunda porcion
se pone en contacto con una enzima de restriccion sensible a la metilacion (en la que las secuencias intactas estan
metiladas), una tercera porciéon se pone en contacto con una enzima de restriccién dependiente de la metilaciéon que
es McrBC (en la que las secuencias intactas estan sin metilar) y una cuarta porciéon se pone en contacto con una
enzima de restriccion sensible a la metilacion y una enzima de restriccion dependiente de la metilacion en la que una
de las enzimas de restriccion en la cuarta porcion se pone en contacto con la muestra en condiciones que permitan
gue al menos algunas copias de los posibles sitios de escision por enzimas de restriccion en el locus sigan estando
sin escindir (por ejemplo, bajo condiciones de digestion parcial y/o usando McrBC). Véase la Figura 13. Si se desea,
una quinta porcion de la muestra puede analizarse tras el tratamiento con un isoesquizomero insensible a la
metilacién de una enzima de restriccion dependiente de la metilacion o sensible a la metilacion usada en otra
porcién, controlandose asi digestiones incompletas y/o mutaciones en la secuencia de reconocimiento de la enzima
de restriccion. Ademas de la digestion, las porciones y subporciones pueden tratarse opcionalmente con bisulfito de
sodio y amplificarse usando al menos un cebador que distingue entre nucle6tidos metilados y sin metilar.

I1l. Célculo de la densidad de metilacién basandose en el umbral de ciclos

Como se ha descrito anteriormente, los umbrales de ciclos (Ct) son una medicién util para determinar la cantidad
inicial de molde de ADN en una reaccion de amplificacién. Por consiguiente, los valores de Ct de muestras tratadas
con una enzima de restriccion dependiente de la metilacion y/o sensible a la metilacion y amplificadas como se
describe en este documento pueden usarse para calcular la densidad de metilacion en las secuencias de
reconocimiento de las enzimas de restriccion sensibles a la metilaciéon o dependientes de la metilacién usadas. Un
cambio en el valor de Ct entre una muestra y un valor de control (que puede representar el valor de Ct de una
segunda muestra) es predictivo de densidad de metilacién relativa. Debido a que la amplificacion en PCR duplica
tedricamente las copias cada ciclo, 2" se aproxima al nimero de copias en la amplificacion durante la amplificacion
exponencial en la que X es el nimero de ciclos. Por tanto, 2% es proporcional a la cantidad de ADN intacto al inicio
de la amplificacion. El cambio de Ct (ACt) entre dos muestras o entre una muestra y un valor de control (por ejemplo,
que representa un valor de Ct de un control) representa la diferencia en el molde de partida inicial en las muestras.
Por tanto, 2"*“! es proporcional a la diferencia de la densidad de metilacién relativa entre una muestra y un control o
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una segunda muestra. Por ejemplo, como se ha explicado en el Ejemplo 9, una diferencia de 1,46 en Ct entre dos
muestras (tratada cada una con una enzima de restriccion dependiente de la metilacién y posteriormente
amplificada) indica que una muestra tiene al menos 2,75 (es decir, 2 (1.48) — 2,75) veces mas posibilidad de sitios de
restriccion metilados dentro del locus que la otra muestra.

VI. Kits

Los kits pueden usarse para realizar los procedimientos de la invencion. Por ejemplo, los kits pueden comprender,
por ejemplo, la enzima de restriccién dependiente de la metilacion McrBC, una molécula de ADN de control que
comprende un nimero predeterminado de nucleétidos metilados y uno o dos cebadores de oligonucleétidos de
control diferentes que se hibridan con la molécula de ADN de control. En algunos casos, los kits comprenden una
pluralidad de moléculas de ADN que comprenden diferentes nimeros predeterminados de nucleétidos metilados
para permitir que el usuario compare la amplificacion de una muestra con varios ADN que comprenden un ndmero
conocido de nucleétidos metilados.

Los kits contendran frecuentemente instrucciones escritas para usar los kits. Los kits también pueden comprender
reactivos suficientes para soportar la actividad de la enzima de restricciéon. Los kits también pueden incluir una ADN
polimerasa termoestable.

En algunos casos, los kits comprenden uno o dos cebadores de oligonucleétidos diana diferentes que se hibridan
con una region predeterminada de ADN gendémico humano. Por ejemplo, como se ha descrito anteriormente, los
cebadores pueden permitir la amplificacion de locus asociados al desarrollo o pronéstico de enfermedad.

Los kits pueden comprender una o mas sondas de oligonucleétidos detectablemente marcadas para monitorizar la
amplificacion de polinucledtidos diana.

Los kits pueden comprender al menos un cebador de oligonucleétidos diana que distingue entre ADN sin metilar y
metilado modificado en ADN gendmico humano. En estos casos, los kits también incluyen normalmente un resto
fluorescente que permite adquirir el perfil cinético de cualquier reaccién de amplificacidn en tiempo real.

Los kits pueden comprender al menos un cebador de oligonucleétidos diana que distingue entre ADN sin metilar y
metilado modificado en ADN gendémico humano. En estos casos, los kits también incluiran normalmente un agente
gque modifica citosina sin metilar.

Los kits pueden comprender una sonda de ARN, un aglutinante (por ejemplo, un anticuerpo o un mimético de
anticuerpo) que se une especificamente a complejos de ARN:ADN, reactivos de deteccion y enzimas de restriccion
sensibles a la metilacién y/o dependientes de la metilacion.

Ejemplo 1 de referencia: Construccién de un conjunto de muestras patron de metilacion de ADN

Se genera un conjunto de muestras patron de numerosas formas. Por ejemplo, se aplica una metilasa (por ejemplo,
M.Sssl u otras metilasas tales como M.Hhal, M.Alul) in vitro a una serie de muestras de ADN para producir un
conjunto estandar de ADN que se sabe que tienen densidades de metilacion crecientes. Este conjunto patron se
genera obteniendo primero una muestra de secuencia conocida (por ejemplo, el locus de interés). A continuacion, la
muestra se divide en una serie de muestras y cada muestra en la serie se trata con la metilasa elegida en presencia
de magnesio y de un modo que se produzcan densidades de metilacion crecientes de las muestras en las series.

Una reaccién de metilacion parcial se refiere a poner en contacto ADN con una mezcla de una o mas metilasas bajo
condiciones de reaccion apropiadas de forma que la metilasa modifique algunos (por ejemplo, aproximadamente el
10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%), pero no todos, los posibles sitios de reconocimiento de metilasa
para cada enzima en la mezcla de metilasa. Una secuencia de ADN se metila parcialmente tratando ADN con una
metilasa activa durante un periodo de tiempo mas corto del que es necesario para lograr la metilaciéon completa, y
luego terminando la reaccion, o bajo otras condiciones de reaccion alteradas que permitan la cantidad deseada de
metilacion parcial.

Las densidades de metilacién de cada muestra en las series se miden secuenciando una muestra estadisticamente
significativa de clones a partir de una porcion tratada con bisulfito de cada miembro de serie en el conjunto,
identificando las citosinas convertidas dentro de cada clon y calculando la densidad de metilacion promedio para
cada reaccion dentro del conjunto de muestras de metilaciéon. Con el fin de lograr una densidad de metilacién parcial
en un fragmento dado, la metilasa actia de un modo estocastico, y no de un modo procesivo. Para M.Sssl, esto se
logra realizando la reaccion en presencia de magnesio, ya que M.Sssl metila ADN en una forma de procedimiento
en ausencia de magnesio, mientras que en presencia de magnesio, la enzima metila CpG en un modo estocastico
no procesivo.

Ejemplo 2: Determinacidn cuantitativa de la metilacién relativa de un locus de interés entre un tejido y otro
tejido con amplificaciéon cuantitativa

Se recoge ADN de dos fuentes: una poblacion de prueba (enferma) y una poblacién de control (normal).

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2382780 T3

Cada poblacién de fragmentos de ADN se somete similarmente a diversas digestiones parciales con la enzima
McrBC. McrBC reconoce dos sitios RMC, cada uno un medio sitio, que estan dentro de 40 a 3.000 bases y con una
separacion 6ptima de los medio sitios de 50-103 pb y luego corta el fragmento de ADN algunas veces 3' de ambos
medio sitios, algunas veces 3' del medio sitio mas hacia 5' y 5' del medio sitio mas hacia 3', y algunas veces 5' de
ambos medio sitios.

A continuacion, el ADN digerido en cada poblacién se amplifica y la cantidad de locus amplificados se mide en
funcién del nimero de ciclos. Cuanto mayor sea el nimero de medio sitios metilados en el locus de interés en un
fragmento de ADN dado dentro de la poblacién estudiada, mayor seré la probabilidad de que McrBC corte entre los
cebadores de PCR vy, por tanto, se requerird un mayor nuamero de ciclos de amplificacion para lograr la
concentracion idéntica de locus de PCR amplificado.

Para determinar si el locus de interés dentro de la poblacion de prueba esta mas o menos metilado que el locus de
interés dentro de la poblacion de control, una curva de concentracién de ADN amplificado de la poblacion de prueba
se compara con la curva de concentracion de ADN amplificado de la poblacién de control. Las curvas de
concentracion reflejan la cantidad de ADN intacto en funcién de la cantidad de digestion en una serie de digestiones
parciales diferentes.

Ejemplo de referencia 3: Medicion de la densidad de metilacion en un locus de interés dentro de un tejido
con amplificacion cuantitativa

Se obtiene ADN de una Unica fuente, y se divide en dos poblaciones. La primera poblacion de ADN se digiere
completamente con la enzima McrBC, mientras que la poblacion restante no se trata. Alternativamente, la primera
poblacion se digiere con una mezcla de una o0 més enzimas de restriccion sensibles a la metilacion (por ejemplo,
Hpall, Hhal o Acil, etc.), mientras que la segunda poblacién de ADN no se trata.

A continuacion, el ADN digerido en la primera poblacién se amplifica y la cantidad del locus amplificado se mide en
funcién del niumero de ciclos. Cuanto mayor sea el nUmero de medio sitios metilados en el locus de interés en un
fragmento de ADN dado dentro de la poblacion estudiada, mayor sera la probabilidad de que McrBC corte entre los
cebadores de PCR vy, por tanto, se requerird un mayor nuimero de ciclos de amplificacion para lograr la
concentracion idéntica de locus de PCR amplificado. Alternativamente, si se usa una mezcla de enzimas de
restriccion sensibles a la metilaciéon, cuanto mayor sea el nimero de sitios de restriccion metilados en el locus de
interés en un fragmento de ADN dado dentro de la poblacién estudiada, menor serd la probabilidad de que la mezcla
sensible a la metilacion de enzimas corte entre los cebadores de PCR. Por tanto, se requerird un menor nimero de
ciclos de amplificacion para lograr la concentracién idéntica de locus de PCR amplificado.

Para determinar si el locus de interés dentro de la primera poblacion estd metilado se hace una comparacion entre la
cinética de los perfiles de la reaccién de amplificacion de las poblaciones tratadas y sin tratar. Alternativamente, para
determinar la densidad de metilacion dentro del tejido en el locus de interés, la cinética de los perfiles de la reaccion
de amplificacién se compara con la obtenida de un conjunto de muestras de metilacion generado in vitro conocido,
es decir, una curva de metilaciéon patron.

Ejemplo 4: Medida de la densidad de metilacion en un locus de interés dentro de un tejido con analisis del
punto final de la amplificacion

Se obtiene ADN de una Unica fuente, y se divide en una serie de dos 0 mas porciones.

Esta serie se expone a una cantidad creciente de digestion parcial por la enzima de restriccion dependiente de la
metilacién McrBC. La primera porcion de fragmentos de ADN no se trata, la segunda porcién es ligeramente digerida
con McrBC, y poblaciones posteriores son digeridas mas completamente (pero menos de completamente) con
McrBC. El intervalo de digestiones parciales se obtiene mediante la manipulaciéon de condiciones de reaccion tales
como la valoracion de cantidades de enzima, tiempos de digestion, temperaturas, reactivos, tampones u otros
componentes requeridos.

A continuacidn, el ADN de las series de las porciones se amplifican y la cantidad de locus de PCR amplificados se
mide después de un numero fijo de ciclos. Cuanto mayor sea el numero de medio sitios metilados en el locus de
interés en un fragmento de ADN dado dentro de la primera porcién tratada con McrBC, mayor sera la probabilidad
de que McrBC corte fragmentos de la primera parte entre los cebadores de PCR, y se requerird mayor namero de
ciclos de amplificacion para detectar una cierta concentracion de locus de PCR amplificados en la primera porcién.

Para determinar si el locus de interés dentro de la poblacion de prueba estd mas o menos metilado se comparan los
resultados obtenidos de las series de porciones y el andlisis paralelo del conjunto de muestras patrén (véase el
Ejemplo 1).

Ejemplo de referencia 5: Cuantificacion de la metilacion usando componentes isoesquizoméricos de
deteccién de la metilacion y PCR cuantitativa

Se recoge ADN de dos fuentes: una poblacién de prueba (enferma) y una poblacién de control (normal). Cada
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poblacién se divide en grupos de dos o mas porciones.

Cada grupo se expone a una cantidad creciente de digestién parcial por una enzima de restriccion sensible a la
metilacién (por ejemplo, Hpall, Mbol (A)). La primera porcion de fragmentos de ADN no se trata, la segunda porcion
es ligeramente digerida con la enzima de restriccion sensible a la metilacion, y poblaciones posteriores son mas
completamente digeridas (pero menos que a completitud) con la enzima. El intervalo de digestiones parciales se
obtiene mediante la manipulacién de condiciones de reaccion tales como la valoracion de cantidades de enzima,
tiempos de digestion, temperaturas, reactivos, tampones u otros componentes requeridos.

El segundo grupo de porciones es similarmente digerido con un componente isoesquizomérico de una clase de
deteccion de metilacion diferente de la enzima usada para tratar el primer grupo de porciones (por ejemplo, Mspl y
Sazc3Al (A), respectivamente). Alternativamente, el segundo grupo de porciones sigue sin tratar.

A continuacién, todas las porciones en los grupos se amplifican y se obtiene el perfil de reaccion cinético de cada
amplificacion. Alternativamente se usa andlisis del punto final después de un nimero fijo de ciclos.

Para determinar si el locus de interés dentro de la poblacion de prueba esta mas o menos metilado se hace una
comparacion entre los perfiles de reaccion cinéticos entre los grupos (grupo frente a grupo). Adicionalmente, para
determinar si el locus de interés entre los dos tejidos estd mas o menos metilado se hace una comparacion entre los
perfiles de reaccidn cinéticos entre las poblaciones (grupos enfermos frente a grupos normales).

Ejemplo de referencia 6: Cuantificacion de la densidad de metilacion de un locus de interés usando una
mezcla de enzimas sensibles a la metilacion

Se obtiene ADN de una Unica fuente y se divide en grupos de dos o mas porciones. Alternativamente, se recoge
ADN de dos fuentes: una poblacion de prueba (enferma) y una poblacién de control (normal), y se divide en grupos
de dos o0 mas porciones uniformes.

Los grupos de porciones uniformes se tratan con un namero fijo de unidades de una mezcla de una o0 mas enzimas
de restriccion sensibles a la metilacion (por ejemplo, Hpall, Haelll) durante periodos variados de tiempo.

A continuacion, todas las porciones en los grupos se amplifican y se obtiene el perfil de reaccion cinético de cada
amplificacion. Alternativamente se usa analisis del punto final después de un nimero fijo de ciclos.

Para determinar si el locus de interés dentro de la poblacién de prueba esta mas o menos metilado se hace una
comparacion entre los perfiles de reaccion cinéticos entre los grupos (grupo frente a grupo). Adicionalmente, para
determinar si el locus de interés entre los dos tejidos estd mas o menos metilado se hace una comparacion entre los
perfiles de reaccion cinéticos entre las poblaciones (grupos enfermos frente a grupos normales). Finalmente, la
cantidad global de metilacion puede determinarse comparando estos resultados con los obtenidos del conjunto de
muestras patrén (véase el Ejemplo 1).

Ejemplo 7: Cuantificacion de la densidad de metilacion de una pequefia poblacién de alelos metilados en
presencia de una gran poblacion de alelos sin metilar

Se obtiene ADN de una Unica fuente y se divide en dos porciones. Alternativamente, se recoge ADN de dos fuentes:
una poblacion de prueba (enferma) y una poblaciéon de control (normal), y cada poblacion se divide en dos
porciones.

Para discriminar entre alelos metilados y sin metilar, una porciéon de cada poblacién se trata con bisulfito de sodio,
que convierte los residuos de citosina sin metilar en uracilo, dejando sin convertir los residuos de citosina metilados.
La porcién tratada con bisulfito se divide en dos subporciones iguales. Alternativamente, una porcion de cada
poblacién se digiere con una mezcla de una o0 mas enzimas de restriccion sensibles a la metilacion (por ejemplo,
Hpall, Hhal, etc.), quedando la porcion restante sin tratar. La porcién digerida se divide similarmente en dos
subporciones iguales.

Una de las subporciones tratadas con bisulfito se digiere completamente con la enzima McrBC, mientras que la
subporcion restante no se trata. Alternativamente, una de las subporciones tratadas con enzima de restriccion
sensible a la metilacion se digiere completamente con la enzima McrBC, mientras que la subporcion restante no se
trata.

Uno o ambos de los cebadores de amplificacion se disefian para parecerse a la secuencia convertida con bisulfito
gue solapa al menos un residuo de citosina metilada. De esta forma, so6lo aquellos fragmentos que pertenecen al
subconjunto de fragmentos que se metilaron en ese cebador en la poblacién de prueba tienen la posibilidad de
amplificarse, mientras que aquellos fragmentos en el subconjunto de fragmentos que siguieron sin metilar en el locus
de interés no se amplificaran. Alternativamente, si se usan enzimas sensibles a la metilacion para discriminar entre
alelos metilados y sin metilar, entonces se usan cebadores disefiados para la secuencia nativa y solo los alelos que
se metilaron en los sitios de reconocimiento siguen intactos y se amplificaran.

A continuacién, el ADN de tanto las porciones sin tratar con McrBC como tratadas con McrBC, junto con los
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controles relevantes, se amplifican y la cantidad de locus de PCR amplificados se mide en funcién del nimero de
ciclos.

Para determinar si el locus de interés dentro de la primera poblacion esta metilado se hace una comparacion entre la
cinética de los perfiles de la reaccion de amplificacion de las poblaciones tratadas y sin tratar. Para determinar la
densidad de metilacion dentro del tejido en el locus de interés, la cinética de los perfiles de la reacciéon de
amplificaciéon se compara con la obtenida de un conjunto de muestras de metilaciéon generado in vitro conocido, es
decir, una curva de metilacion patrén.

Alternativamente, este ejemplo también podria realizarse invirtiendo el orden de la conversion con bisulfito de sodio
y las etapas de digestion con McrBC descritas anteriormente (es decir, la digestion con McrBC tiene lugar antes de
la conversion con bisulfito de sodio).

Segun la invencion, la digestion parcial usando McrBC se usa en tanto una subporcion como una serie de
subporciones, en lugar de digestion completa.

Ejemplo de referencia 8: Demostracién de la sensibilidad de deteccion

Se obtuvo ADN placentario masculino humano y se metil6 in vitro usando M.Sssl, que metild citosinas (5mC) cuando
las citosinas van seguidas de guanosina (es decir, motivos GC). Entonces, el ADN metilado in vitro resultante se
mezclé en ADN placentario masculino sin metilar a relaciones conocidas, produciéndose asi un conjunto de
mezclas, comprendiendo cada una un porcentaje diferente de copias totales que estaban metiladas.

Entonces, las diversas mezclas se dividieron en tres porciones: una porcion sin cortar; una parte digerida con Hhal,
una enzima de restriccion sensible a la metilacion que es sensible a 5mC y que tiene la secuencia de reconocimiento
GCGC, en la que los nucledtidos subrayados estan sin metilar; y una parte digerida con tanto Hhal como McrBC.
McrBC es una enzima de restriccion dependiente de la metilacion que se escinde en la proximidad de su secuencia
de reconocimiento metilada. Las secuencias digeridas se amplificaron posteriormente usando los cebadores
especificos para una regién en la direccion 5' del gen CDKN2A (p16) en el genoma humano [n° ID de genes de
Ensembl ENSG00000147889]. Se determind que esta region esta sin metilar en ADN placentario masculino humano
que no ha sido metilado in vitro. Las secuencias del cebador fueron:

Cebador directo 5'- CGGGGACGCGAGCAGCACCAGAAT- 3' (SEQ ID Ne: 2),
Cebador inverso 5' CGCCCCCACCCCCACCACCA -3' (SEQ ID Ne: 3)

y se usaron condiciones de PCR estandar:
1 ciclo [a 95°C durante 3 minutos]

seguido de 49 ciclos [a 95°C durante 30 s, 65°C durante 15 segundos y 68°C durante 15 segundos, una
lectura de placas (68°C) y luego otra lectura de placas a 83°C].

La segunda lectura de placas a 83°C se realizd para eliminar la contribucién de la fluorescencia de dimeros de
cebadores al perfil de reaccion. Se realizé una curva de fusién, que mide la fluorescencia en funcién de la
temperatura, entre 80°C y 95°C al final de los ciclos y se determiné la especificidad de producto. El locus de interés
tiene 181 pb de longitud y tiene una temperatura de fusion de aproximadamente 89°C. La acumulacion de productos
de amplificacién se determiné usando el colorante intercalante SYBR Green Dynamo Kit de MJ Research que
fluoresce cuando se une a acidos nucleicos bicatenarios, y las reacciones se ciclaron y la intensidad fluorescente se
monitorizé usando maquina de en tiempo real PCR MJ Opticon 1.

Se determin6é un umbral al que la sefial de los productos de amplificacion podria detectarse por encima de la
referencia empiricamente a partir de un analisis paralelo de una curva patrén de dilucién del molde. El umbral se
ajustd para maximizar el ajuste de la curva de regresion (Ct frente a log [ADN]), segun protocolos de determinacién
del umbral convencionales familiares a aquellos expertos en la materia, tales como aquellos descritos en, por
ejemplo, Fortin y col., Anal. Biochem. 289: 281-288 (2001). Una vez establecido, el umbral se fij6 y los umbrales de
ciclos (Ct) para cada reaccién se calcularon por el software (MJ Research Opticon Il Monitor V2.02). Como era de
esperar, los umbrales de ciclos derivados aumentaron a mayores diluciones de ADN metilado con respecto a sin
metilar (Figura 1). También mostrado en la Figura 1, el cambio (o0 “desplazamiento”) en el umbral de ciclos (ACt)
entre ADN sin cortar y ADN tratado con Hhal se correspondio con el esperado (E) para las diluciones, demostrando
que el desplazamiento del umbral de ciclos puede usarse para predecir con exactitud la proporcion relativa de copias
gue estan metiladas en la muestra del nimero total de copias en la muestra.

La Figura 1 también ilustra que la adicién de Hhal (una enzima de restriccion sensible a la metilacién) y McrBC (una
enzima de restriccion dependiente de la metilacion) altera adicionalmente Ct en comparacion con las muestras
tratadas con Hhal sola. La degradacién en el nUmero de copias intactas y el desplazamiento de Ct resultante a un
valor de Ct mayor después del tratamiento con la enzima de restriccion dependiente de la metilacion y la enzima
sensible a la metilacion confirma ademas la evaluacion de que las copias intactas presentes después del tratamiento

19



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2382780 T3

con la enzima de restriccién sensible a la metilaciéon sola estan de hecho metiladas. En otras palabras, esta digestion
doble proporciona un control contra la posibilidad de que no se afiadiera Hhal, fuera inactivo, fuera parcialmente
activo o de otro modo no produjera una digestion completa. La adicion de la enzima de restriccién dependiente de la
metilacion y su capacidad para destruir moldes metilados confirma los resultados observados después del
tratamiento con sélo la enzima de restriccion sensible a la metilacion y proporciona un control interno para evaluar la
completitud de la reaccion de la enzima de restriccion sensible a la metilacion.

La Figura 2 representa el perfil cinético de cuatro porciones a tres diluciones de ADN metilado con respecto a ADN
sin metilar. En cada una de las tres diluciones, las cuatro porciones se digirieron primero con la enzima de restriccién
sensible a la metilacién Hhal. Las dos primeras porciones en cada dilucién se digirieron con McrBC, y las dos
segundas porciones en cada dilucion estuvieron sin tratar con respecto a McrBC. Entonces, todas las porciones se
amplificaron bajo condiciones idénticas y se midieron las intensidades de fluorescencia. Pueden hacerse tres
observaciones. Primera, las reacciones por duplicado tienen valores de Ct casi idénticos, demostrando que los
ensayos son altamente reproducibles. Segundo, el cambio decreciente en Ct entre porciones tratadas y sin tratar en
funcién de la dilucion creciente de las copias metiladas muestra que, como las copias de genes metilados se vuelven
mas raras, hay menos diferencia entre los valores de Ct observados entre las porciones tratadas con McrBC y sin
tratar. Esto sugiere que las reacciones de Hhal y Hhal + McrBC convergeran y que en algin punto los inventores no
podran monitorizar la densidad de metilacion o podran identificar la presencia o ausencia de copias metiladas. Se
producira una extincion tedrica de la detecciéon a un ACt de cero. Usando un andlisis de regresion, los inventores
resolvieron la funcién de extincién en su sistema y encontraron que la dilucién en la que delta Ct = 0 es 1:20.000
copias metiladas con respecto a copias sin metilar, respectivamente. Este andlisis de regresion se detalla en la
Figura 4.

La Figura 2 muestra el perfil cinético fluorescente de una serie de porciones todas diluidas a 1:2.000 copias
metiladas con respecto a copias sin metilar, respectivamente. Mientras que la fluorescencia global obtenida de las
reacciones 1:2.000 no es ideal, puede verse una diferencia entre las reacciones de Hhal y Hhal / McrBC. Obsérvese
que la digestion con McrBC destruye la acumulacion de fluorescencia, y la curva del punto de fusién en la Figura 3
muestra un pico especifico a 89°C, que es la temperatura de fusién predicha para el amplicén especifico de 181 pb.
Aqui, los inventores estan detectando claramente Unicamente 1,4 equivalentes celulares de ADN metilado diluido en
un total de 2.762 equivalentes celulares de ADN.

Como se muestra en la Figura 4, se detectaron 1,4 equivalentes celulares (EC) de un total de 2.764 EC en el tubo
que tenia un total de 20 ng de ADN gendmico. Cada equivalente celular tiene aproximadamente 7,9 pg de ADN
gendmico por célula. Por tanto, si se usan 50 ng de ADN gendmico, una copia metilada en presencia de 10.000
copias sin metilar debe ser detectable. Este principio se ilustra en la Figura 4. La Figura 5 proporciona una
descomposicion de este analisis. Obsérvese que este limite de deteccion puede reducirse adicionalmente (i) usando
una sonda basada en FRET optimizada, en vez de un colorante intercalante, para detectar productos amplificados,
(ii) optimizando adicionalmente el disefio de cebadores de PCR, o (iii) optimizando adicionalmente las condiciones
de reaccion de PCR.

Ejemplo 9: Deteccidn de la densidad de metilacion

Este ejemplo demuestra la determinacion de la densidad de metilacion promedio (es decir, el nimero promedio de
nucleétidos metilados) dentro de un locus. Como se proporciona en la Figura 6, es probable que en muchas
enfermedades la metilacion de uno o mas locus pase por una progresion de aumento de la densidad de metilacién
correspondiente a la progresion de enfermedad. Las técnicas de deteccion de la metilacion previamente descritas
implican detectar la presencia o ausencia de metilacion en uno o mas nucleétidos particulares, pero no proporciona
andlisis de la densidad a través de un locus. A diferencia, la presente invencién proporciona procedimientos para
detectar el nUmero promedio de acontecimientos de metilacion dentro de un locus.

Como se ilustra en las Figuras 11-12, los procedimientos que detectan metilacion en solo secuencias cortas
especificas (que normalmente se basan en la hibridacién de cebadores o sondas) pueden evitar cambios en la
metilacién (véase la Figura 11) que pueden detectar los presentes procedimientos de deteccién de densidad de
metilacion (que examinan metilacion relativa a través de un locus entero) (véase la Figura 12).
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Este descubrimiento trabaja tratando un locus con la enzima de restriccion dependiente de la metilacion McrBC en
condiciones de forma que al menos algunas copias de posibles sitios de escision por enzimas de restriccion en el
locus sigan estando sin escindir. Estas condiciones se consiguen permitiendo la digestion parcial de una muestra.

Como se ha tratado anteriormente, cuando se satisfacen dos complejos de McrBC, se produce restriccion,
normalmente dentro de ~32 pb de cualquier medio sitio (es decir, en una de las cuatro regiones). Véase la Figura 7.
La restricciéon no se produce si los medio sitios estdn mas proximos de 20 pb.

Como McrBC corta aleatoriamente 5' o 3' del par reconocido de medio sitios, la probabilidad de cortar en un locus
(atravesado por los cebadores en el caso de PCR) es funcién del numero de medio sitios metilados presentes en o
préximos al locus. Para una concentracién de enzima y tiempo de incubacion fijos, cuanto mas sitios de metilacion
haya dentro de un locus, mayor sera la probabilidad de que McrBC corte en el locus (o entre los cebadores en el
caso de PCR). Sin embargo, bajo circunstancias ideales y nimero suficiente de copias de ADN, la probabilidad de
que McrBC corte cada copia de un locus es baja debido a que algunas veces cortard a una distancia fuera del locus,
dejando asi el locus intacto. Por tanto, el numero de locus intactos es inversamente proporcional al nimero
promedio de nucledtidos metilados dentro del locus. El nimero de locus intactos es inversamente proporcional al
valor de Ct para una muestra dada. Por tanto, el valor de Ct es proporcional al nimero promedio de nucle6tidos
metilados dentro de un locus. Por tanto, la comparacion del valor de Ct de ADN tratado con McrBC amplificado en
comparacion con el valor de Ct de ADN sin tratar amplificado permite la determinacion de la densidad de metilacién
del locus.

Dos alicuotas de ADN de BAC que contienen el locus p16 se metilaron in vitro a diferentes densidades. La primera
alicuota se metil6 densamente con M.Sssl. Hay 20 sitios de metilasa M.sssl dentro del amplicon de PCR, 11 de los
cuales también son medio sitios de McrBC. La segunda alicuota se metil6 escasamente con M.Hhal. Hay cuatro
sitios de metilasa M.Hhal dentro del amplicén de PCR, siento también los cuatro medio sitios McrBC. Dentro del
amplicon de PCR también hay 4 sitios de restriccion para Hhal. Cuatro de estos sitios de restriccion Hhal son sitios
de metilasa para tanto M.sssl como M.Hhal, de forma que el tratamiento completo con cualquier metilasa protegera
los cuatro sitios Hhal de la restriccion. Se usé un niumero diferente de unidades de McrBC durante un periodo de
tiempo fijo (cuatro horas) para generar una serie de digestiones progresivamente mas parciales para identificar una
cantidad de enzima que permitiera mejor distinguir resultados de ADN escasamente y densamente metilado. Como
se muestra en las Figuras 8 y 9, los valores de Ct fueron proporcionales a la concentracion de McrBC usada en
secuencias tanto escasamente como densamente metiladas. La Figura 10 demuestra resultados de valoracion de
diferentes cantidades de McrBC para potenciar la resolucion entre secuencias escasamente y densamente
metiladas para distinguir entre las dos. En la Figura 10, “1x” es igual a 0,8 unidades de McrBC como se define por
New England Biolabs.

La diana densamente metilada tiene medio sitios McrBC 2,75 veces mas metilados que la diana escasamente
metilada (11/4=2,75). Por tanto, tras el tratamiento con McrBC y posterior amplificacion, los inventores esperan ver
una diferencia entre el Ct de las reacciones de aproximadamente 1,46, como 28Ct = 2,75. Resolviendo para ACt, ACt
= log(2,75)/log(2) = 1,46. Los inventores observaron que ACt (escaso - denso y 1x McrBC) era 1,51 + 0,05. Por
tanto, la densidad de metilacion de un locus se determin6 usando este procedimiento.

Ejemplo 10: Determinacién de la densidad de metilacién acoplada con bisulfito

Este ejemplo demuestra la capacidad para determinar la densidad de metilacién de un locus mediante tratamiento
con tanto bisulfito como una enzima de restriccion dependiente de la metilacion, seguido de amplificacion por PCR y
cuantificacion de los productos amplificados.

Dos muestras de ADN, una purificada de glébulos sanguineos humanos y la otra purificada de un linea celular de
glioma, se trataron con bisulfito. Entonces, las muestras se fraccionaron cada una en dos porciones, una porcion de
cada una se digiri6 con McrBC, mientras que la otra porcién se dirigié con vector vacio (es decir, no se digirié6 con
McrBC). Como la metilacion (5mC) se protege de la conversion con bisulfito, todos los sitios McrBC siguen estando
intactos en el ADN convertido.

De cada una de las cuatro porciones, 1 ul, 2,5 ul y 5 pl, respectivamente, se utilizaron como molde para la
amplificacion por PCR, resultando 12 reacciones de PCR. También se analizaron un control negativo de no molde y
un control positivo tratado con bisulfito. Los cebadores de PCR, que se disefiaron para hibridarse con la secuencia
convertida con bisulfito de un locus de interés, y los reactivos de PCR se usaron en las 12 reacciones de PCR y en
las reacciones de control positivo y negativo. La amplificacion por PCR del locus se realizé durante varios ciclos que
se determind que eran limitantes y se evaluaron alicuotas de volimenes iguales de las amplificaciones con
electroforesis en gel de agarosa.

Los carriles marcados “sin tratar” en la imagen del gel de agarosa en la Figura 14 representan ADN convertido con
bisulfito de glioma (izquierda) y sangre (derecha) que no se digirieron con McrBC. Los carriles marcados “McrBC” en
la imagen del gel de agarosa en la Figura 14 representan ADN convertido con bisulfito de glioma (izquierda) y
sangre (derecha) que se digirieron con McrBC. El tratamiento con McrBC produjo una disminucion en la sefial del
amplicon de PCR de ambas muestras, sugiriendo que ambas muestras contienen al menos algin 5mcC.
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Adicionalmente, la sefial del amplicon de PCR de las alicuotas de sangre tratadas con McrBC fue superior a la sefial
del amplicon de PCR de las alicuotas de glioma tratadas con McrBC, sugiriendo que la densidad de McrBC en la
muestra de glioma fue superior a la densidad de McrBC en la muestra de sangre.

Para determinar independientemente la densidad de metilacion en las muestras, la secuenciacién con bisulfito se
realizé en aproximadamente diez y treinta amplicones de PCR clonados a partir de las muestras de glioma y sangre
tratadas con bisulfito, respectivamente. El analisis de secuencias se realiz6 para tabular el porcentaje de metilacion
en cada CpG en el locus de interés para cada una de las muestras. Las posiciones de CpG en el locus estan
indicadas como tic en la linea superior en la Figura 14, y la segunda fila de graficas en la Figura 14 representa la
densidad de metilacion de cada CpG en cada muestra. Las barras (rojas en la grafica de glioma y verdes en la
grafica de sangre) ilustran el porcentaje de tiempos que cada CpG se secuencié a medida que se metilaba (es decir,
se secuenci6 como “C” en vez de “T” siguiendo el tratamiento con bisulfito, amplificaciéon y clonacion y
secuenciacion). La densidad de metilacién absoluta determinada por secuenciacion con bisulfito fue del 92% en
células de glioma y del 7% en gloébulos sanguineos normales. La confirmacion independiente y los resultados de
PCR con bisulfito acoplada a McrBC concordaron con lo anterior.

Ejemplo 11: Determinacion de la densidad de metilacion

Este ejemplo demuestra la capacidad de enzimas de restriccion dependientes de la metilacién y sensibles a la
metilacion para distinguir diferentes densidades de metilacion en un locus.

Se amplificé una porcidn de 703 pb del promotor de p16. La porcidn se metil6 in vitro en un transcurso de tiempo con
M.Sssl en condiciones que promovian la metilacién estocéastica. La porcion se ilustra en la Figura 15. A partir de la
gran reaccion de metilacion en diferentes momentos de tiempo, los volimenes de tiempo fijados (20 ul) se
eliminaron y las reacciones de metilacion se detuvieron con calor (65°C). Los inventores pararon una reaccion antes
de que empezara (T= 1 es 0 minutos de metilacion, es decir, el control sin metilar; T=2 se detuvo a 2 minutos; T=3
se detuvo a 5 minutos; y T=4 se detuvo a 60 minutos, un tiempo al que el producto de PCR en la reaccién deberia
de haberse metilado completamente.

Las reacciones se purificaron y cada amplicon se diluyé luego mas de 1 millén de veces en tampo6n TE, y se afadio
de nuevo al genoma humano a una relacion que deberia aproximarse a un equilibrio de copias normal (es decir, dos
copias por 7,9 picogramos). EI genoma humano usado fue homocigoético para una delecion del gen pl6. La linea
celular de delecién es CRL-2610. Esto permitié que los inventores afiadieran una cantidad fija del genoma humano
(es decir, control de la complejidad del genoma en la reaccién de los inventores).

Las muestras de ADN se escindieron con Aci | (una enzima de restriccion sensible a la metilacion), McrBC (una
enzima de restriccién dependiente de la metilacion), o ambas como digestiones dobles, y la porcion se amplifico. Los
amplicones se detectaron con el sistema de PCR en tiempo real con SYBR Green MS_p16(207). Veinte
nanogramos de ADN de entrada (genoma + amplicon) son iguales a ~2764 equivalentes celulares/por reaccion de
PCR. Cada conjunto de cuatro digestiones se enraso en sales de restriccion con BSA y GTP de forma que pudiera
fraccionarse en cuatro tubos (~ 4 pg). Cada uno de los cuatro tubos de digestion (~ 1 pg) tuvieron 100 pl de volumen
total de forma que 2 pl pudieron afadirse a reacciones de PCR, afiadiéndose asi 20 ng de ADN. Se dejé que las
digestiones avanzaran durante cuatro horas y se destruyeron por calor durante 20 minutos. Las condiciones de
PCR:

CAGGGCGTCGCCAGGAGGAGGTCTGTGATT = Cebador directo (SEQ ID N°: 4)
GGCGCTGCCCAACGCACCGAATAGTTACGG= Cebador inverso (SEQ ID N°: 5)

Tampdn Dynamo MJ gPCR, hibridacion a 65°C, PCR de dos ciclos (95°C 30 s, 65°C 20 s), se ciclo 49 veces y se
monitorizé con un sistema de PCR cuantitativa MJ opticon 1.

Los inventores han planteado como hipotesis que si la tecnologia estd monitorizando la densidad:

a) La escision con McrBC debe demostrar ACt mayor para cada muestra en una progresion de ACt O para
T=1, hasta un ACt maximo a T=4 (60 minutos)

b) Las reacciones con Aci | deben demostrar la relacion inversa.
¢) Las digestiones tratadas con vector vacio y dobles deben ser puntos de referencia fijos

Como se ilustra en la Figura 16, los inventores observaron las tendencias explicadas resumidamente anteriormente.
La curva de McrBC se mueve opuestamente de la curva de la Aci |, y el movimiento estd en proporcién con el
contenido de metilaciéon creciente en el locus. Las digestiones sin tratar y dobles indican los limites del campo de
ensayo. El sistema resuelve la diferencia entre cada una de las reacciones a lo largo del transcurso de tiempo, de
forma que cada representacion grafica que muestra las diversas reacciones temporales es diferente. EIl momento en
el que el perfil intersecta con la linea del umbral de rayas indica el momento en el que se compara la informacion.

Otra forma de visualizar los datos es representando el cambio en valores umbral de ciclo (ACt). Véase la Figura 17.
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La Figura 17 muestra el ACt para tratado con McrBC en comparacién con sin tratar en cada momento de tiempo en
la reaccion de metilacion parcial, y el ACt correspondiente para las digestiones con Aci | (Aci | en comparacion con
sin tratar). Como es de esperar, las lineas de ACt de McrBC y Aci | proporcionan un patrén inverso intersecante. La
grafica Aci | muestra una forma maciza debido a que sus locus de corte estan fijos, mientras que McrBC muestra
una distribucién continua suave, reflejando su capacidad para cortar mas o menos aleatoriamente tras el
reconocimiento del sitio. La frecuencia de corte es proporcional al cambio esperado en la ocupaciéon de metilacion
basandose en el transcurso de tiempo. Se indican las barras de error asociadas a las mediciones en tiempo real. Si
no se visualizan, estan dentro del punto de datos.

Ejemplo 12: Monitorizacién de la metilacion de ADN de una secuencia diana presente en multiples
localizaciones en el genoma

Este ejemplo demuestra la capacidad de la presente tecnologia para determinar la metilacion de una secuencia
diana que esta presente en un genoma mas de una vez (es decir, mas de una copia) usando un ensayo que
monitoriza una secuencia repetida en la agrupacion de genes kafirina en Sorghum bicolor.

Se anotaron once genes kafirina de la secuencia publicamente disponible de un clon de BAC AF527808 de Sorghum
bicolor. Los cebadores de PCR se disefiaron para amplificar un amplicon de 247 pb de los 11 genes kafirina (las
secuencias del cebador se conservaron en los 11).

El cebador directo fue 5' CTCCTTGCGCTCCTTGCTCTTTC 3' (SEQ ID N°: 6)
El cebador inverso fue 5 GCTGCGCTGCGATGGTCTGT 3' (SEQ ID N°: 7)

ADN gendmico de sorgo aislado de hoja de planta de semillero se dividié en 6 porciones iguales. Las seis porciones
se trataron del siguiente modo: i) sin tratar (tratadas con vector vacio), ii) digeridas con Hhal, iii) digeridas con
McrBC, iv) digeridas con Hhal y McrBC, v) digeridas con Pstl y vi) digeridas con Pstl y McrBC. Alicuotas de volumen
igual de las seis porciones se amplificaron usando los cebadores de PCR anteriores del siguiente modo:

Los pardmetros de ciclado por PCR en tiempo real de SYBR Green fueron 95°C durante 3 minutos, seguido de 50
ciclos de PCR de 2 etapas a 95°C durante 30 s, 56°C durante 30 segundos con el kit Dynamo de MJ Research
(Boston, MA). Los inventores utilizaron tanto una lectura de placas a baja temperatura (70°C) como a alta
temperatura (82°C). La entrada de ADN genomico fue 10 ng por reaccion de PCR. El umbral se fij6 usando un
control patrén de la dilucion del molde.

Los perfiles cinéticos para las 6 reacciones de PCR se representan en la Figura 19. El inserto en la Figura 19
representa la curva patrén de la dilucién del molde usada para fijar el umbral de ciclos para el experimento. Cada
conjunto de 6 digestiones se realiz6 tres veces, y cada una de las 18 digestiones tuvo cuatro replicaciones de PCR.
Se determiné que las reacciones de PCR eran altamente reproducibles. En la Figura 19, la cinética de la reaccion de
amplificacion por PCR para cada una de las seis digestiones se representa con diferentes colores: Rojo = tratado
con vector vacio, Azul = digerido con McrBC, Naranja = digerido con Hhal y Verde = digestion doble con Hhal +
McrBC, Rosa = Pstl y Azul celeste = digestion doble con Pstl + McrBC. Se hicieron comparaciones entre los
umbrales de ciclos de las seis digestiones amplificadas y se determiné la densidad de CNG y la metilacion de CG en
la secuencia diana repetida.

En los 11 genes kafirina, todos los sitios Pstl en la secuencia diana repetida se metilaron (en CNG) y la digestién con
Pstl se bloqued ya que la muestra tratada con Pstl (rosa) tenia el mismo umbral de ciclos (Ct) que la muestra tratada
con vector vacio (rojo). Este resultado se soporta por la muestra digerida con McrBC (azul), que tiene un Ct
significativamente mayor que el control de ADN tratado con vector vacio (rojo), demostrando adicionalmente que la
metilacién de CNG existe debido a que McrBC pudo cortarse, reduciéndose asi el nimero de copias intactas de la
secuencia diana. Todos, o casi todos, los sitios Pstl estan metilados debido a que la digestion doble con Pstl
+McrBC (azul claro) tiene el mismo Ct que McrBC sola (azul). Obsérvese que la digestion con McrBC con y sin Pstl
da el mismo Ct, mientras que Hhal con McrBC (verde) da un mayor Ct en promedio; sugiriendo que no todos los
sitios Hhal se metilaron y que Hhal pudo reducir el nimero de copias intactas de la secuencia diana. Estos
resultados indican que cada secuencia diana tiene una alta metilacion de CNG que cubre todos los sitios Pstl,
mientras que algunos sitios Hhal, pero no todos, estan metilados, que indica la metilacion de CG parcial de sitios
Hhal en la secuencia diana. La especificidad de cada reaccién se confirmé usando analisis de curvas de fusion.

Para los genes kafirina, la diferencia promedio en Ct entre las digestiones individuales con McrBC y dobles con Hhal
+ McrBC es 2,46 ciclos (22,08 + 0,34 Hhal + McrBC -19,62 + 0,19 McrBC). Los inventores compararon los umbrales
de ciclos de ADN genomico que se habian sometido a diversos tratamientos y dedujeron ocupacién de la metilacién
mediante los cambios en Ct mediados por los tratamientos. El Ct de cualquier locus es una funcién del nimero de
copias presentes dentro del tubo de ensayo. Cada uno de los once genes se rompid en trozos de ~1,5 kb que se
alinearon para crear un ensamblaje de kafirina consenso (Figura 18). La secuencia de kafirina consenso se examiné
y se seleccionaron cebadores de PCR que amplifican un amplicén de 247 pb (véase anteriormente).
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Al igual que para la metilacion de CG, la muestra digerida con Hhal (naranja) tiene la misma Ct que el control tratado
con vector vacio (rojo); sin embargo, la digestion doble con Hhal + McrBC (verde) tiene un Ct que es 2,46 ciclos
mayor que McrBC sola (azul), que indica que algunos sitios Hhal no deben modificarse. Una diferencia de umbral de
ciclos de 2,46 indica que hay 2", o aproximadamente 5,5 veces, menos ADN en la muestra digerida doble con
Hhal + McrBC. Esto sugiere que 2 de los 11 genes tienen algunos sitios Hhal sin metilar.

Para confirmar independientemente la presencia de metilacion en la secuencia diana repetida se generd una 1x
secuencia de sorgo del genoma del sorgo filtrado con metilo (véase la publicaciéon de patente de EE.UU. n°
20010046669, Bedell y col.,, PLOS en prensa). Se determind que el 95% de los genes en el genoma del sorgo
estaban representados en el conjunto de secuencias filtrado con metilo. Sin embargo, en la agrupacién de genes
kafirina, sélo 2 de los 11 genes del clon de BAC AF527808 se representaron en el conjunto de secuencias filtrado
con metilo, sugiriendo que la mayoria o todos ellos pueden estar metilados y, por tanto, estan representados por
disminucion en la secuencia filtrada con metilo. Diez de los genes estan expuestos en tdndem en un conjunto y
comparten un promedio del 99,1% de identidad de secuencias, mientras que el onceavo gen se localiza a 45 kb y
esti mas separado (76,2% de identidad en promedio). Se selecciond una region de 247 pb para PCR préxima al
extremo 5' debido a su identidad proxima a través de los 11 genes y debido al alto contenido de CG y CNG (véase la
Figura 18). La confirmacion independiente de la metilacion en la secuencia diana guard6 relacion con la
determinacion de la metilacion hecha por andlisis de la reaccion cinética del ADN digerido amplificado.

Los ejemplos anteriores se proporcionan para ilustrar la invencion pero no para limitar su alcance. Otras variantes
seran rapidamente evidentes para un experto en la materia y estan englobadas por las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para cuantificar la densidad de metilacién en un locus de ADN genémico en comparacién con
un control, procedimiento que comprende

digerir parcialmente ADN gendémico con McrBC en el que dicha digestién no se lleva a cabo hasta completitud;
cuantificar copias intactas del locus por amplificacién cuantitativa, produciéndose asi un producto de amplificacion; y

comparar la cantidad de copias intactas del locus con un valor de control que representa la cantidad de metilacion de
ADN de control, cuantificandose asi la densidad de metilacién en el locus en comparacion con la densidad de
metilacion del ADN de control.

2. El procedimiento de la reivindicaciéon 1, en el que la cantidad de producto de amplificacién se compara con una
curva patron.

3. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que el valor de control representa la cantidad de un producto de
amplificacion de una muestra de ADN que tiene un numero conocido o predicho de nucle6tidos metilados.

4. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que

el procedimiento comprende ademas poner en contacto el ADN gendmico con un agente que modifica citosina sin
metilar antes de la etapa de amplificacion, y

al menos uno de los dos cebadores de oligonucleétidos distingue entre ADN sin metilar y metilado modificado en el
ADN genoémico.

5. El procedimiento de la reivindicacion 4, en el que el agente es bisulfito de sodio.

6. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el valor de control se genera poniendo en contacto ADN que
comprende un locus de control con McrBC; amplificar el locus de control; y determinar la cantidad de producto de
amplificacion.

7. El procedimiento de la reivindicacion 6, en el que el locus de control se sabe o se predice que esta sin metilar.

8. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que el valor de control comprende un nimero conocido de
nucleétidos metilados.

9. Un procedimiento de célculo de la densidad de metilacion relativa para un locus diana en una muestra de ADN en
comparacioén con un control, procedimiento que comprende,

i. digerir parcialmente la muestra de ADN con McrBC en el que dicha digestion no se lleva a cabo hasta
completitud;

ii. amplificar cuantitativamente copias intactas del locus en la muestra de ADN después de las etapas de
puesta en contacto;

iii. identificar el valor umbral de ciclos (Ct) para la porcién amplificada de la muestra de ADN; vy,

iv. determinar la densidad de metilacion relativa para el locus diana calculando la diferencia (ACt) entre Ct
de la muestra de ADN y un valor de Ct de control, en el que 2 et o proporcional a la densidad de
metilacion relativa entre la muestra de ADN y el control.
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