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DESCRIPCION
Conversion mejorada de ADN con bisulfito
Antecedentes de la invencion

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la deteccién de mutilaciones de citosina en el ADN. La 5-
metilcitosina es la base covalentemente modificada mas frecuente en el ADN de las células eucarioticas. Por
ejemplo, desempefia un papel en la regulacién de la transcripcién, en la impresiéon genética y en la tumorigénesis
(para una revisién: Millar y col.: Five not four: History and significance of the fifth base. En: S. Beck y A. Olek, eds.:
The Epigenome. Wiley-VCH Verlag Weinheim 2003, S. 3 20). Por tanto, la identificacién de 5-metilcitosina como
componente de la informacién genética es de un interés considerable. No obstante, las posiciones de 5-metilcitosina
no se pueden identificar mediante secuenciaciéon porque la 5-metilcitosina tiene el mismo comportamiento de pares
de bases que la citosina. Ademas, en el caso de una amplificacion por PCR, la informacién epigenética, portada por
las 5-metilcitosinas, se pierde completamente.

Los procedimientos habituales para el analisis de la metilacion operan esencialmente de acuerdo con dos principios
diferentes. O se utilizan encimas de restriccion especificas de metilacion o se realiza una conversiéon quimica
selectiva de citosinas no metiladas en uracilo (tratamiento con bisulfito). A continuacion, el ADN enzimatica o
quimicamente pre-tratado se amplifica y se puede analizar de diferentes modos (para revision: Fraga y Esteller: DNA
Methylation: A Profile of Methods and Applications. Biotechniques 33:632-649, Sept. 2002) WO 02/072880 pp. 1 ff).

Dado que el uso de enzimas especificas de metilacion esta restringido a ciertas secuencias que contienen sitios de
restriccion reconocidos por dichas enzimas, para la mayoria de las aplicaciones se realiza un tratamiento con
bisulfito (para revision: documento US 10/311.611). De acuerdo con la invencién, una “reaccion con bisulfito”,
“tratamiento con bisulfito” o “procedimiento con bisulfito” deberd querer decir una reaccion para la conversion de
bases de citosina en un acido nucleico en bases de uracilo en presencia de iones bisulfito segun la cual las bases de
5-metilcitosina no se convierten significativamente. La reaccién con bisulfito contiene una etapa de desaminacion y
una etapa de desulfonacion que se pueden realizar por separado o simultdneamente (en el documento EP
1394172A1 se describen otros detalles y se muestra un esquema de reaccidén). Hay varios documentos que abordan
aspectos especificos de la reaccion con bisulfito, incluidos Hayatsu y col., Biochemistry 9 (1970) 2858 28659; Slae y
Shapiro, J.0rg. Chem. 43 (1978) 4197-4200; Paulin y col., Nucl. Acid Res. 26 (1998) 5009-5010; Raizis y col., Anal
Biochem. 226 (1995), 161-1666; Wang y col. Nucleic Acids Res. 8 (1980) 4777-4790. Estos documentos se resumen
en el documento EP 1394172A1.

Normalmente, el tratamiento con bisulfito se realiza del siguiente modo: EI ADN gendémico se aisla, fragmenta
mecanica o enzimaticamente, desnaturaliza con NaOH, convierte varias horas mediante una solucidon concentrada
de bisulfito y, por dltimo, desulfona y desala (p. ej.. Frommer y col.: A genomic sequencing protocol that yields a
positive display of 5-methylcytosine residues in individual DNA strands. Proc Natl Acad Sci USA. 1992 Mar 1;
89(5):1827-31).

En los Ultimos tiempos se han desarrollado varias mejoras técnicas de los procedimientos con bisulfito. El
procedimiento con perlas de agarosa incorpora el ADN que se va a investigar en una matriz de agarosa, a través de
la cual se previene la difusion y renaturalizacion del ADN (el bisulfito s6lo reacciona con ADN monocatenario) y
todas las etapas de precipitaciéon y purificacion se sustituyen con didlisis rapida (Olek A. y col. A modified and
improved method for bisulphite based cytosine methylation analysis, Nucl. Acid Res. 1996, 24, 5064-5066). En la
solicitud de patente WO 01/98528 (= DB 100 29 915; = solicitud de EE.UU. 10/311.661) se describe una conversion
con bisulfito en la que la muestra de ADN se incuba con una solucién de bisulfito de un intervalo de concentraciones
entre 0,1 mol/l a 6 mol/l en presencia de un reactivo de desnaturalizacion y/o un disolvente y al menos un
secuestrante. En dicha solicitud de patente se describen varios reactivos desnaturalizantes y secuestrantes
adecuados (documento incorporado al presente documento por referencia en su totalidad). En la solicitud de patente
WO 03/038121 (=DE 101 54 317; =10/416,624) se desvela un procedimiento en el que el ADN a analizar esta unido
a una superficie sélida durante el tratamiento con bisulfito. En consecuencia se facilitan las etapas de purificacion y
lavado. Mas mejoras se describen en las solicitudes de patente EP1394173A1 y EP1394172A1.

No obstante, un problema basico del tratamiento con bisulfito consiste en el hecho de que son necesarios tiempos
de reaccién largos con el fin de garantizar una conversion completa y de excluir resultados falsos positivos. Sin
embargo, simultaneamente, esto conduce a una degradacion del ADN debido a los tiempos de reaccion
prolongados. De hecho, temperaturas de reaccion mas elevadas conducen a una tasa de conversién superior, y
también a una degradacion mas intensa del ADN. Recientemente se han investigado sistematicamente las
interacciones entre temperatura, tiempo de reaccion, tasas de conversion y degradacion De este modo se ha podido
mostrar que los indices de conversidbn mas elevados se alcanzaron a temperaturas de 55°C (con tiempos de
reaccion entre 4 y 18 horas) y a 95 °C (con un tiempo de reaccion de una hora). No obstante, un problema serio es
la degradacion del ADN durante este procedimiento. A una temperatura de reaccion de 55 °C, el 84-96% del ADN se
descompone. A 95°C la degradacion es, de hecho, incluso mayor (Grunau y col. Bisulfite genomic sequencing:
systematic investigation of critical experimental parameters. Nucleic Acids Res. 2001 Jul 1; 29(13):E65-5). Por tanto,
la mayoria de los autores usan temperaturas de reaccion de aproximadamente 50 °C (véase Froromer y col., loc. cit.
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1992, p. 1827; Olek y col., loc. cit. 1996, p. 5065; Raizis y col.: A bisulfite method of 5-methylcytosine mapping that
minimizes template degradation. Anal Biochem. 1995 Mar 20; 226(1):161-6, 162).

Ademas del elevado indice de degradacion del ADN existe otro problema en los procedimientos convencionales con
bisulfito, que consiste en el hecho de que todavia no se ha descrito un potente procedimiento de purificacion para
ADN convertido. Muchos autores usan precipitaciones (véase Grunau y col., loc. cit.). También se ha descrito una
purificacién mediante superficies de union a ADN (véase: Kawakami y col.: Hypermethylated APC DNA in plasma
and prognosis of patients with esophageal adenocarcinoma. Journal of the National Cancer Institute, Vol. 92, N.°. 22,
2000, pp. 1805-11). No obstante, el rendimiento de estas purificaciones es limitado.

Debido a las elevadas pérdidas del tratamiento con bisulfito convencional, el uso de estos procedimientos supone un
problema en las investigaciones en las que la cantidad de ADN a analizar es limitada. No obstante, un campo del
andlisis de la metilaciéon particularmente interesante reside en el diagnéstico de las enfermedades cancerosas u
otros trastornos asociados con una variacion en el estado de la metilacion por medio del analisis del ADN de los
fluidos corporales, por ejemplo de sangre u orina. Sin embargo, en los fluidos corporales el ADN solo esta presente
a concentraciones bajas, por lo que la aplicabilidad del analisis de la metilacién esta limitada por el bajo rendimiento
del tratamiento convencional con bisulfito.

En consecuencia, sobre la base de la particular importancia del analisis de la metilacion de la citosina y segun las
desventajas descritas de la metodologia convencional, existe una gran necesidad de mejores procedimientos de la
conversién con bisulfito.

La invencién esta caracterizada por las reivindicaciones adjuntas. Por otra parte en la actualidad se ha descubierto
gue la adicion de ciertos disolventes desnaturalizantes incrementa el indice de conversién de la reaccién con
bisulfito de un modo inesperado y sorprendente. De forma simultanea se reduce el tiempo de reaccién necesario y,
en consecuencia, el indice de degradacion. Aunque el uso de disolventes desnaturalizantes ya se conoce en la
técnica actual, el experto en la técnica no esperaba que los disolventes seleccionados en esta invenciéon causaran
un efecto tan fuerte. Ademas de un indice de conversion claramente mejorado y de la reduccion del indice de
degradacion, el uso de dicho disolvente conduce a otra ventaja importante. Normalmente, el tratamiento con bisulfito
se realiza en presencia de concentraciones elevadas de bisulfito (Fraga and Esteller recomiendan una concentraciéon
final de 5 mol/l; véase anteriormente, pag. 642, segundo parrafo). No obstante, una concentracion tan elevada de
sales produce una degradacion alta y conduce a problemas en las posteriores purificacién y amplificacion. Otra
ventaja del uso de compuestos de n-alquilenglicol como agente desnaturalizante de acuerdo con la presente
invencion en comparacion con los disolventes desnaturalizantes ya conocidos es su mayor solubilidad en agua.
Como consecuencia, los compuestos de reaccion, incluidos los secuestrantes, son aplicables en un intervalo de
concentracion mas amplio. A través de la combinacién de nuevos disolventes con condiciones de reaccion
optimizadas y nuevos procedimientos de purificacion se puede mejorar mas la eficacia de la conversion. Se hace
posible un analisis sensible de la metilacion del ADN en tejidos o fluidos corporales.

Descripcion

Una realizacion de la presente invencion es un procedimiento para la conversién de ADN con bisulfito, en el que se
hace reaccionar ADN gendmico aislado con un reactivo de bisulfito, caracterizado porque la reaccion se realiza a
una temperatura en el intervalo de 0-80°C, y porque la temperatura de la reaccién aumenta hasta un intervalo de 85-
100°C brevemente durante el curso de la conversion (termopicos), llegando a ser el nimero de incrementos de
temperatura de corta duracion (termopicos) de 1 a 10.

Una forma de realizacion preferente de la presente invencion es un procedimiento para una conversion de ADN con
bisulfito, en el que el ADN se hace reaccionar con un reactivo bisulfito, que se caracteriza ademas porque dicha
reaccion se realiza en presencia de un compuesto del grupo de dioxano, uno de sus derivados y un éter ciclico
alifatico similar.

Otra forma de realizacion de la presente invenciéon es un procedimiento para una conversion de ADN con bisulfito,
en el que el ADN se hace reaccionar con un reactivo bisulfito, que se caracteriza porque dicha reaccién se realiza en
presencia de un compuesto de la férmula siguiente:

n = 1-35000
m=1-3

R1=H, Me, Et, Pr, Bu
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R2=H, Me, Et, Pr, Bu

Por tanto, se prefieren los compuestos de n-alquilenglicol, particularmente sus dialquiléteres y especialmente éter
dimetilico de dietilenglicol (DME).

Para ambas formas de realizacion, el ADN a investigar puede proceder de diferentes fuentes en funcion del objetivo
diagndstico o cientifico. Para investigaciones diagnodsticas, las muestras de tejido se usan, preferentemente, como
material inicial, pero también se pueden usar fluidos corporales, particularmente suero o plasma. También es posible
usar ADN de esputo, heces, orina o liquido cefalorraquideo. Preferentemente, el ADN se aisla de muestras
bioldgicas. EI ADN se extrae de acuerdo con procedimientos estandar, de sangre, por ejemplo con el uso del kit de
extraccién de ADN Qiagen UltraSens. El experto en la técnica conoce otros procedimientos para purificar ADN.

Posteriormente, el ADN aislado se puede fragmentar mediante, por ejemplo, reaccién con enzimas de restriccién. El
experto en la técnica conoce las condiciones de la reaccién y las enzimas empleadas y se obtienen de, por ejemplo,
los protocolos suministrados por los fabricantes.

La conversion con bisulfito puede producirse de acuerdo con los protocolos conocidos indicados en lo que antecede.
La reaccion puede tener lugar en solucion, ademas de también en ADN unido a una fase soélida. Preferentemente se
usa disulfito sédico (=bisulfito sédico/metasulfito sddico), ya que es mas soluble en agua que el sulfito sddico. La
relacion entre la sal bisulfito en solucién acuosa u los aniones de sulfito de hidrégeno necesaria para la conversion
de citosina es desproporcionada. Cuando la concentracién de bisulfito se trata mas adelante, se refiere a la
concentracion de sulfito de hidrégeno y aniones sulfito en la solucidon de la reaccién. Para el procedimiento de
acuerdo con la invencion, son posibles los intervalos de concentracion de 0,1 a 6 mol/l (véase anteriormente).
Particularmente se prefiere un intervalo de concentracion de 1 a 6 mol/l y mas particularmente preferente de 2-4
mol/l. No obstante, cuando se usa dioxano, la concentracién maxima de bisulfito que se puede usar es menor (véase
mas adelante). Al seleccionar la concentracion de bisulfito se debe considerar que una concentracion elevada de
bisulfito conduce a una alta conversion y también a un indice de descomposicién alto debido al pH menor.

El dioxano se puede utilizar en diferentes concentraciones. Preferentemente, la concentracion de dioxano asciende
a 10-35% (vol/vol), particularmente preferente es de 20 a 30%, y mas particularmente preferente es de 22 a 28%,
especialmente 25%. Una concentracion de dioxano superior al 35% supone un problema, ya que ello tiene como
resultado una formacion de dos fases dentro de la solucion de reaccion. En formas de reaccién particularmente
preferentes con una concentracion de dioxano de 22-28%, la concentracion final preferente de bisulfito asciende a
3,3 a 3,6 mol/l y en la forma de realizacion mas particularmente preferente con una concentracion de dioxano del
25% asciende a 3,5 mol/l (véase Ejemplos).

Los compuestos de n-alquilenglicol de acuerdo con la invencion se pueden utlizar en un intervalo de
concentraciones diferente. El DME se usa, preferentemente, en concentraciones entre 1-35% (vol/vol). Esta es,
preferentemente, entre el 5y el 25%, y mas preferentemente es del 10% de DME.

Los secuestrantes preferentes utilizados de acuerdo con la divulgacion son derivados de cromano por ejemplo acido
2-carboxilico de 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano (también conocido como: Trolox-C™). En la solicitud de patente
WO 01/98528 (= DE 100 29 915; = solicitud de EE.UU 10/311,661) se enumeran otros secuestrantes.

La conversién con bisulfito se puede realizar en un amplio intervalo de temperaturas de 0 a 95°C (véase lo que
antecede). No obstante, dado que a temperaturas mas elevadas los indices tanto de conversion como de
descomposicion del ADN aumenta, en una forma de realizacion preferente la temperatura de reaccion se encuentra
entre 30-70°C. Particularmente preferente es un intervalo entre 45-60°C, mas particularmente preferente entre 50-
55°C. El tiempo de reaccién Optimo del tratamiento con bisulfito depende de la temperatura de reaccion.
Normalmente, el tiempo de reaccion asciende a entre 1 y 18 horas (véase: Grunau y col. 2001, loc. cit.).
Habitualmente, el tiempo de reaccion es de 4-6 horas para una temperatura de reaccion de 50°C.

En una forma de realizacion particularmente preferente del procedimiento de acuerdo con la invencion, la conversion
con bisulfito se realiza a temperaturas de reaccion suaves, en el que la temperatura de reaccion se incrementa
claramente durante un tiempo breve al menos una vez durante el curso de la conversion. De este modo, la eficacia
de la conversion con bisulfito puede aumentarse claramente de forma sorprendente. Los incrementos de
temperatura de corta duracién se denominan en lo sucesivo “termopicos”. La temperatura de reaccion “estandar”
fuera de los termopicos se indica como la temperatura de reaccién basica. La temperatura de reaccién basica
asciende a entre Oy 80°C, preferentemente entre 30-70°C, mas preferentemente a 45-55°C, tal y como se ha
descrito en lo que antecede. La temperatura de reaccion durante un termopico aumenta a mas de 85°C en al menos
un termopico. El nimero 6ptimo de termopicos es una funcién de la temperatura de reaccion basica. Cuanto mayor
es el nimero o6ptimo de termopicos, menor es la temperatura de reaccidon basica. En cada caso es necesario al
menos un termopico. Y, por otro lado, en principio se puede concebir cualquier nimero de termopicos. Por supuesto,
debe tenerse en cuenta que con un numero grande de incrementos de temperatura, el indice de descomposicion del
ADN también aumenta y ya no queda garantizada una conversidon 6ptima. Por tanto, el nGmero preferente de
termopicos es entre 1 y 10 termopicos cada vez, en funcién de la temperatura de reaccion basica. Por tanto, se
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prefiere un nimero de dos a 5 termopicos. Los termopicos incrementan la temperatura de reaccion preferentemente
a 85-100°C, particularmente preferente a 92-98°C y mas preferentemente a 94°C-96°C.

El tiempo de duracién de los termopicos también depende del volumen del lote de la reaccién. Debe garantizarse
gue la temperatura se incrementa uniformemente por toda la solucion de la reaccién total. Para un lote de reaccién
de 20 pl, al usar un termociclador se prefiere una duracién entre 15 segundos y 1,5 minutos, especialmente una
duracion entre 20 y 50 segundos. En una forma de realizacién preferente particular la duracién es de 30 segundos.
Trabajando con un volumen de 100 pl, el intervalo preferente se encuentra entre 30 segundos y 5 minutos,
especialmente entre 1 y 3 minutos. Particularmente preferentes son 1,5 minutos. Para un volumen de 600 ul se
prefiere una duracién de 1 a 6 minutos, especialmente entre 2y 4 minutos. Particularmente preferente es una
duracion de 3 minutos. Un experto en la técnica podra facilmente determinar duraciones adecuadas de los
termopicos en relacién con varios voliumenes de reaccion.

El uso descrito en lo que antecede de los termopicos conduce a indices de conversion significativamente mejores en
la reaccion de conversion con bisulfito, incluso cuando no se utilizan los disolventes desnaturalizantes descritos en lo
que antecede. De acuerdo con la invencién, en el presente documento un procedimiento para la conversién de ADN
con bhisulfito se caracteriza porque la temperatura de reaccion basica asciende a 0°C a 80°C y porque la temperatura
de reaccion aumenta durante un tiempo breve a mas de 85°C al menos una vez durante el curso de la conversion. El
material inicial se puede procesar como se ha descrito en lo que antecede.

Los intervalos de temperatura preferentes, el nimero de termopicos y su duraciéon corresponden a los intervalos
indicados en lo que antecede. En consecuencia, la temperatura de reaccién basica asciende a entre 0 y 80°C,
preferentemente entre 30-70 °C, mas preferentemente a 45-55°C. La temperatura de la reaccion aumenta a mas de
85°C en al menos un termopico. El nimero preferente de termopicos es entre 1 y 10 termopicos, en funcion de la
temperatura de reaccion basica. Particularmente preferentes son de dos a cinco termopicos. Durante los termopicos
la temperatura de reaccion aumenta preferentemente a 85-100°C, particularmente preferente a 92-98°C y mas
preferentemente a 94°C-96°C.

El tiempo de duracién de los incrementos de temperatura también depende del volumen del lote de la reaccion
(véase en lo que antecede).

Una vez completada la conversion con bisulfito, el ADN se desulfona y purifica. Para este fin se conocen diferentes
procedimientos (p. €j., véase: el documento DE 101 54 317 Al = documento US 10/416,624; Grunau y col. 2001, loc.
cit.). Normalmente, la solucién de la reaccién se trata primero con hidroxido sédico. Posteriormente se llevan a cabo
una neutralizacién y precipitacion en alcohol del ADN. En una realizacion preferente de las realizaciones
anteriormente descritas de acuerdo con la invencion, la purificacién se realiza por medio de una filtracién en gel, por
ejemplo con columnas Sephadex-G25. La sal bisulfito se puede separar de manera muy eficaz de esta forma, sin la
necesidad de etapas de lavado adicionales. En una segunda realizacion preferente, la purificacion se realiza
mediante superficies de unién a ADN, por ejemplo mediante purificaciéon con resina Wizard DNA de Promega (véase:
Kawakami y col., loc. cit.). Una tercera realizaciéon preferente utiliza particulas magnéticas para la purificacion, por
ejemplo con la ayuda del proceso Magna-Pure. Estos procedimientos de purificacion llevan a resultados
particularmente buenos en combinacién con los compuestos de n-alquilenglicol de acuerdo con la invencion, en
particular con DME. La purificacion se realiza de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los expertos en la
técnica conoceran que se puede conseguir un rendimiento aun mayor variando las instrucciones del fabricante
usando experimentos convencionales. Por consiguiente, los protocolos optimizados son también parte de la
presente invencion. Los expertos en la técnica también conoceran otras instrucciones técnicas para purificar acidos
nucleicos mediante filtracion en gel, superficies de unién a ADN y particulas magnéticas y se proporcionan, por
ejemplo, en las instrucciones del fabricante. En una realizaciébn mas particularmente preferente, la purificacion se
realiza por medio de una ultrafiltracion. Tal procedimiento posee varias ventajas técnicas y tiene como resultado una
purificacién sorprendentemente exitosa del ADN convertido. El indice de recuperacién del ADN convertido es muy
elevado (>85%, véase el Ejemplo 6). Esto es cierto tanto para ADN de alto peso molecular como para ADN
fragmentado, como el que se encuentra en, por ejemplo, los fluidos corporales. En contraste con ello, los
procedimientos convencionales para aislar ADN tratado con bisulfito s6lo conducen a un indice de recuperacion de
aproximadamente el 25%. La ultrafiltracién también posee otras ventajas. Por ejemplo, la purificacion es muy flexible
con respecto al volumen de las muestras que se vayan a usar. Ademas, las sales de bisulfito se pueden eliminar casi
completamente. Ademas, se puede realizar una desulfonaciéon en la membrana del filtro, que adicionalmente tiene
como resultado un ahorro de tiempo. El experto en la técnica conoce diferentes sistemas de ultrafiltracion
comercialmente disponibles que se pueden usar para el procedimiento de acuerdo con la invencién. En una forma
de realizacién preferente se usan columnas de Millipore Microcon™. Por tanto, la purificacién se puede llevar a cabo
de acuerdo con un protocolo modificado del fabricante. Para este fin, la solucién de reaccién con bisulfito se mezcla
con agua y se carga en la membrana de ultrafiltracién. Posteriormente, la solucidn de reaccion se centrifuga durante
aproximadamente 15 minutos y después se lava con 1 x tampon TE. En este tratamiento el ADN permanece en la
membrana. A continuacién se realiza la desulfonacion. Para este fin, se afiaden 0,2 mol/l de Nang y el ADN se
incuba durante 10 minutos. A continuacion se realiza otra centrifugacién (10 minutos), seguida por una etapa de
lavado con 1 x tampdn TE. Posteriormente se eluye el ADN. Para este fin, la membrana se mezcla con 50 pl de 1 x
tampon TE caliente (50°C) durante 10 minutos. Se vuelca la membrana de acuerdo con las instrucciones del
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fabricante y se realiza otra centrifugacion, por medio de la cual el ADN se elimina de la membrana. En este momento
se puede usar el eluato directamente para las reacciones de deteccién que se pretenden realizar. El experto en la
técnica conoce que otros procedimientos pueden estar indicados con otros sistemas de ultrafiltracion y que también
se puede obtener un buen rendimiento variando las condiciones indicadas en lo que antecede. Las formas de
realizacién correspondientes también forman parte de esta invencion.

El uso descrito en lo que antecede también facilita una purificacion claramente mejor del ADN convertido con
bisulfito cuando no se utilizan los disolventes de desnaturalizacidon descritos en lo que antecede o cuando la
conversion se realiza sin termopicos. Por tanto, de acuerdo con la invencion se caracteriza un procedimiento para la
conversiéon de ADN con bisulfito en el que la purificacion del ADN convertido tiene lugar por medio de ultrafiltracién.
Por tanto, el material inicial se puede procesar como se ha descrito en lo que antecede. También se pueden utilizar
termopicos. Los intervalos de temperatura preferentes, el nUmero de termopicos y su duracién corresponden a los
intervalos indicados en lo que antecede (véase anteriormente). Asimismo, la ultrafiltracion se realiza preferentemente
como se ha descrito en lo que antecede. En consecuencia, se pueden utilizar diferentes sistemas de ultrafiltracion.
En una forma de realizacién preferente se usan columnas de Millipore Microcon™. Preferentemente, la purificacion
se realiza como se ha descrito en lo que antecede de acuerdo con un protocolo modificado del fabricante. El experto
en la técnica conoce que otros procedimientos pueden estar indicados con otros sistemas de ultrafiltracién y que
también se puede obtener un rendimiento todavia mejor variando las condiciones indicadas en lo que antecede.

El ADN que se ha convertido y purificado a través de las diferentes formas de realizacion descritas en lo que
antecede se puede analizar ahora de diferentes modos. Es particularmente preferente amplificar el ADN primero por
medio de una reaccion en cadena de la polimerasa. Por tanto, se puede asegurar una amplificacién selectiva del
ADN metilado o no metilado a través de diferentes procedimientos, por ejemplo mediante el procedimiento
denominado “HeavyMethyl” (para revision: Cottrell y col.; A real-time PCR assay for DNA-methylation using
methylation-specific blockers. Nucleic Acids Res. 2004 Jan 13;32(1):e10. Documento WO 02/072880.) o la
denominada “PCR sensible a metilacion “"MSP”; véase: Herman y col.: Methylation-specific PCR: a novel PCR assay
for methylation status of CpG islands. Proc Natl Acad Sci U S A. 1996 Sep 3;93(18):9821-6). Los amplificados
obtenidos pueden detectarse a través de procedimientos convencionales, por ejemplo a través de reacciones de
extensién del cebador ("MsSNuUPE"; véase, por ejemplo: Documento DE 100 10 280= documento US 10/220,090) o
a través de hibridacion con matrices oligoméricas (véase, por ejemplo: Adorjan y col., Tumour class prediction and
discovery by microarray-based DNA methylation analysis. Nucleic Acids Res. 2002 Mar 1;30(5):e21). En otra forma
de realizacion particularmente preferente, los amplificados se analizan con el uso de variantes de PCR en tiempo
real (véase: Documento US 6.331.393 "Methyl Light"). Por tanto, variantes preferentes son los procedimientos
“Tagman"y "Lightcycler”

Los procedimientos divulgados en el presente documento se usan preferentemente para el diagnéstico y/o
pronostico de acontecimientos adversos para pacientes o individuos, seglin los cuales estos acontecimientos
adversos pertenecen a al menos una de las categorias siguientes: interacciones farmacolégicas indeseadas;
enfermedades cancerosas; malfunciones, dafios o enfermedades del SNC; sintomas de agresividad o alteraciones
de la conducta; consecuencias clinicas, psicologicas y sociales del dafio cerebral; alteraciones psicéticas y
trastornos de la personalidad; demencia y/o sindromes asociados; enfermedades, malfuncién y dafios
cardiovasculares; malfuncion, dafios o enfermedad del tracto gastrointestinal; malfuncién, dafios o enfermedad del
sistema respiratorio; lesion, inflamacion, infecciéon, inmunidad y/o convalecencia; malfuncion, dafios o enfermedad
del cuerpo como anomalia en el proceso del desarrollo; malfuncién, dafio o enfermedad de la piel, los musculos o el
tejido conjuntivo o de los huesos; malfuncion, dafios o enfermedad endocrina y metabdlica; dolores de cabeza o
malfuncion sexual.

El nuevo procedimiento también sirve de un modo particularmente preferente para distinguir tipos de células, tejidos
o0 para investigar la diferenciacion celular.

El nuevo procedimiento también sirve de un modo particularmente preferente para analizar la respuesta de un
paciente a un tratamiento farmacoldgico.

También se divulga un kit, que contiene un reactivo que contiene bisulfito, reactivos o disolventes desnaturalizantes,
ademas de secuestrantes, cebadores para la produccion de los amplificados asi como, opcionalmente, un tubo de
ultrafiltracion o instrucciones para realizar un ensayo.

Ejemplos

Los ejemplos siguientes explican la invencién.
Ejemplo 1:

Conduccion automatica de la reaccién con bisulfito

En el presente ejemplo se describe la aplicacion del procedimiento para detectar el estado de metilacién de las

citosinas en el gen del factor VIIl de una muestra de ADN gendmico, que se trata con una endonucleasa de

restriccion de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El procedimiento se basa en el uso de un sistema de
6
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pipeteado automatico (MWG RoboSeq 4204) con cuatro adaptadores separados verticalmente méviles para puntas
de pipeta intercambiables con el fin de excluir contaminaciones cruzadas. El sistema de pipeteado posibilita el
pipeteado de 100 pl [alicuotas] con un error inferior a £ 2 pl. La placa operativa del sistema de pipeteado automatico
esta equipada con seis gradillas para puntas de pipeteado y ocho posiciones de pipeteado, dos de las cuales
pueden enfriarse, una gradilla para reactivos que se puede enfriar, un sistema de aplicacion para 10 placas de
microtitulacion, una estacion de lavado de puntas de pipetas y un dispositivo para separar las puntas de pipeta del
adaptador.

El sistema de pipeteado automatico esta conectado a un ordenador a través de una interfaz en serie y esta
controlado por un programa de software que permite la programacion libre de todas las etapas del pipeteado
necesarias para la aplicacién del procedimiento.

En la primera etapa del procedimiento, un alicuota de la muestra de ADN se pipetea a mano en una de las 96
posiciones seleccionables libremente de una placa de microtitulacion. Después, la placa de microtitulacién se
calienta posteriormente hasta 96°C con el uso de un Eppendorf MasterCycler para desnaturalizar la muestra de ADN
pretratada. Después, la placa de microtitulacion se transfiere al sistema de pipeteado automatico. Los alicuotas de
un agente desnaturalizante (dioxano) se pipetean una solucién 3,3M de hidrégeno sulfito de sodio y una solucion de
un secuestrante en el agente desnaturalizado una después de la otra de un modo controlado por el programa desde
la gradilla para reactivos a todas las posiciones que contienen ADN. A continuacidn, la placa de microtitulaciéon se
incuba en el Eppendorf Mastercycler, de modo que todos los residuos de citosina sin metilar en la muestra de ADN
se convierten en un aducto de bisulfito con la accién del hidrégeno sulfito de sodio.

Después del tratamiento con bisulfito, la placa de microtitulacién se transfiere desde el termociclador al sistema de
pipeteado automatico. Después se coloca una segunda placa de microtitulacion del mismo tipo. Se transfieren un
tampon Tris-HCI béasico (pH 9,5) en primer lugar y después un alicuota del ADN tratado con bisulfito a las
correspondientes posiciones de la segunda placa de microtitulacion en todas las camaras cuyas posiciones
equivalentes de la primera placa de microtitulacion contienen una muestra de ADN tratada con bisulfito. Los aductos
de bisulfito de los residuos de citosina sin metilar se convierten en residuos de uracilo en la solucion basica.

La amplificacién dirigida de una hebra (la hebra sentido en el presente ejemplo) del ADN tratado con bisulfito se
realiza mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Se usa un par de cebadores de tipo 1 (AGG GAG TTT
TTT TTA GGG AAT AGA GGG A (SEC ID N° 1) y TAA TCC CAA AAC CTC TCC ACT ACA ACA A (SEC ID Ne° 2)
gue permiten la amplificacion especifica de una hebra de ADN tratada con éxito con bisulfito, pero no una hebra de
ADN, cuyos residuos de citosina sin metilar no se habian convertido en residuos de uracilo o se habian convertido
de forma incompleta. Una tercera placa de microtitulacion del mismo tipo se coloca en el sistema de pipeteado
automatico para la reaccion de PCR. En todas las camaras, cuyas posiciones equivalentes en la primera placa de
microtitulaciéon contienen una muestra de ADN tratada con bisulfito, primero se pipetea automaticamente un alicuota
de una soluciéon madre que contiene un tampén de PCR, una ADN polimerasa y un cebador de tipo 1. Después, un
alicuota del ADN diluido tratado con bisulfito se transfiere automaticamente de cada posicion de la segunda placa de
microtitulacién a la posicidon correspondiente de la tercera placa de microtitulacion, antes de que ésta Ultima se
transfiera al ciclador para realizar la reaccion de PCR. El producto de la PCR se identifica mediante electroforesis en
gel de agarosa y posterior tincion con bromuro de etidio (Fig. 1). La Figura 1 muestra la imagen del gel de una hebra
de ADN tratada con bisulfito amplificada mediante PCR (izquierda: marcador de peso molecular, derecha: producto
de la PCR).

Ejemplo 2: Conversion optimizada con bisulfito media nte la adicién de dioxano para la deteccion de ADN en
muestras de plasma

Se mostrara que el procedimiento optimizado con bisulfito posibilita un analisis sensible de metilacién para ADN
obtenido de fluidos corporales. Para este fin se mezclé 1 ml de plasma humano con una cantidad especifica de ADN
humano. El ADN se aislo de las muestras de plasma mediante el procedimiento Magna Pure (Roche) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Los 100 ul del eluato resultantes de la purificacion se utilizaron completamente
en la siguiente reaccion con bisulfito. Como control se efectud la conversién de acuerdo con un procedimiento
estandar (Frommer y col., loc. cit.). El procedimiento pata el procedimiento de acuerdo con la invencién fue el
siguiente: El eluato se mezclé con 354 pl de la solucion de bisulfito (5,89 mol/l) y 146 ul de dioxano que contiene un
secuestrante de radicales (acido 2-carboxilico de 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano, 98,6 mg en 2,5 ml de dioxano).

La mezcla de reaccion se desnaturalizé durante 3 min a 99°C y después se incub6 con el siguiente programa de
temperaturas durante un total de 5 horas: 30 min 50 °C; un termopico (99,9 °C) durante 3 minutos; 1,5 h 50°C; un
termopico (99,9°C) durante 3 minutos; 3 h 50°C. Las mezclas de reaccion tanto del control como del procedimiento
de acuerdo con la invencion se purificaron después mediante ultrafiltracién con una columna Millipore Microcon™.
La purificacion se realizd esencialmente de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para este fin, la mezcla de
reaccion se mezcl6 con 300 pl de agua, se cargé en la membrana de ultrafiltracion, se centrifugé durante 15 minutos
y después se lavd con 1 x tampén TE. En este tratamiento el ADN permanece en la membrana. A continuacion se
realiza la desulfonacion. Para este fin, se afiadieron 0,2 mol/l y se incubaron durante 10 minutos. A continuacion se
realizé una centrifugacion (10 minutos), seguida por una etapa de lavado con 1 x tampo6n TE. Después de esto se
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eluyo el ADN. Para este fin, la membrana se mezcl6 con 50 pl de 1 x tampdn TE caliente (50°C) durante 10 minutos.
La membrana se volcé de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Posteriormente se realiz6 otra centrifugacion
con lo que el ADN se elimind de la membrana. Para la siguiente PCR en tiempo real Lightcycler se utilizaron 10 pl
del eluato. Se analiz6 una regién del gen de la beta-actina humana (véase Miyamoto: Nucleotide sequence of the
human beta-actin promoter 5’ flanking region; Nucleic Acids Res. 15 (21), 9095 (1987)). Se usaron los siguientes
cebador y sondas: Cebador directo: TGG TGA TGG AGG AGG TTT AGT AAG T (SEC ID 3); cebador inverso: AAC
CAA TAA AAC CTA CTC CTC CCT TAA (SEQ ID 4); sonda donante: TTG TGA ATT TGT GTT TGT TAT TGT GTG
TTG-flou (SEC ID 5); sonda aceptora: LC Red640-TGG TGG TTATTT TTT TTA TTA GGT TGT GGT-Phos (SEC ID
6).

La amplificacién se realizé por medio de un ensayo especifico con bisulfito. Las sefiales fluorescentes se detectaron
y calcularon con el software Lightcycle. La cantidad de ADN convertido y aislado pudo cuantificarse mediante una
comparacion con curvas de calibracion. El procedimiento optimizado produjo una concentracion de ADN de 133,21
ng/100 pl, mientras que el procedimiento convencional condujo a una concentracion de 41,03 ng/100 pl. El
procedimiento de acuerdo con la invencion posibilit6 un rendimiento tres veces superior al obtenido con el
procedimiento convencional.

Ejemplo 3: Conversion optimizada con bisulfito media nte la adicion de DME para la deteccién de ADN en
muestras de plasma

Se mostrara que el procedimiento optimizado con bisulfito posibilita un analisis sensible de metilacién para ADN
obtenido de fluidos corporales. Para este fin se mezcld 1 ml de plasma humano con una cantidad especifica de ADN
humano. El ADN se aisl6 de las muestras de plasma mediante el procedimiento Magna Pure (Roche) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Los 100 pl del eluato resultantes de la purificacion se utilizaron completamente
en la siguiente reaccion con bisulfito. Como control se efectud la conversion de acuerdo con un procedimiento
estandar (Frommer y col., loc. cit.). El procedimiento pata el procedimiento de acuerdo con la invencion fue el
siguiente: El eluato se mezcld con 354 pl de la solucion de bisulfito (5,89 mol/l) y 46 ul de DME que contiene un
secuestrante de radicales (acido 2-carboxilico de 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano, 98,6 mg en 787 ul de DME).
La mezcla de reaccion se desnaturalizé durante 3 minutos a 9°C y posteriormente se incubd con el siguiente
programa de temperaturas durante un total de 5 h. 30 min 50 °C; un termopico (99,9 °C) durante 3 minutos; 1,5 h
50°C; un termopico (99,9°C) durante 3 minutos; 3 h 50°C. Las mezclas de reaccion tanto del control como del
procedimiento de acuerdo con la invencién se purificaron después mediante ultrafiltracién con una columna Millipore
Microcon™. La purificacion se realiz6 esencialmente de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para este fin, la
mezcla de reaccién se mezcld con 300 ul de agua, se cargé en la membrana de ultrafiltracion, se centrifugé durante
15 minutos y después se lavo con 1 x tampon TE. En este tratamiento el ADN permanece en la membrana. A
continuacion se realiza la desulfonacion. Para este fin, se afiadieron 0,2 mol/l y se incubaron durante 10 minutos. A
continuacién se realiz6 una centrifugacion (10 minutos), seguida por una etapa de lavado con 1 x tampén TE.
Después de esto se eluyd el ADN. Para este fin, la membrana se mezcl6 con 50 pl de 1 x tampdén TE caliente (50°C)
durante 10 minutos. La membrana se volco de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Posteriormente se
realiz6 otra centrifugacion por medio de la cual el ADN se eliminé de la membrana. Para la siguiente PCR en tiempo
real Lightcycler se utilizaron 10 pl del eluato. Una regién del gen de la beta-actina humana se analizé usando los
cebadores y las sondas descritos en el ejemplo 2. La amplificacion se realizé por medio de un ensayo especifico con
bisulfito. Los resultados calculados por el software Lightcycler se muestran en la Figura 2. Las curvas de la izquierda
corresponden al procedimiento optimizado, mientras que las curvas de la derecha corresponden al procedimiento
convencional. Se muestra que el procedimiento optimizado produce una sefial fluorescente significativa, incluso con
un numero pequefio de ciclos. Por tanto, el rendimiento de ADN es superior que el obtenido con el procedimiento
convencional. La cantidad de ADN se puede cuantificar mediante una comparaciéon con curvas de calibracién. El
procedimiento optimizado produjo una concentraciéon de ADN de 133,27 ng/100 pl, mientras que el procedimiento
convencional condujo a una concentracion de 41,03 ng/100 pl. El procedimiento de acuerdo con la invencion
posibilité un rendimiento tres veces superior al obtenido con el procedimiento convencional.

Ejemplo 4
Conversién con bisulfito con ayuda de termopicos

A 1 pl de ADN humano altamente puro digerido con Mssl (Promega; 160 ng) se afadieron 2 pl de ddH;O. Las
muestras se desnaturalizaron durante 10 minutos a 96°C. Después se afiadieron aproximadamente 10 pl de solucién
de bisulfito (5,85 mol/l) y 7 pl de una mezcla de secuestrante de radicales/dioxano (5 pl de dioxano mas 2 pl de
secuestrante). Después de esto, se extrajo la primera muestra (valor 0 h) y se colocd en hielo. La mezcla de
reaccion se incub6 durante 30 segundos a 96°C y después durante 59,5 minutos a 50°C. La segunda muestra (valor
de 1 h) se extrajo y se coloc6 en hielo. La tercera muestra (valor de 2 h) se incub6 una vez mas durante 30
segundos a 96 °C y durante 59,5 minutos a 50 °C. Posteriormente, esta muestra también se coloc6 en hielo. La
cuarta muestra (valor de 3 h) se incub6 una vez méas durante 30 segundos a 96 °C y durante 59,5 minutos a 50 °C y
posteriormente también se enfri6. A las muestras se afiadieron 30 ul de ddH,O. La mezcla de reaccion se purificd
mediante columnas G25 Sephadex. El eluato se mezclé con 50 pl de Tris-HCI 100 mmol/l (pH 9,5) y se desulfoné a
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96°C durante 20 minutos. Para cada reaccion de PCR se usaron 2 pl de esta solucion. Dos fragmentos especificos
de bisulfito, dos fragmentos no especificos y un fragmento gendmico se amplificaron cada vez en la PCR. Los
fragmentos especificos de bisulfito se amplifican con mas intensidad, le mas lejos que ha progresado la conversion
con bisulfito. Los fragmentos no especificos se amplifican con independencia de la conversién con bisulfito y
proporcionan una indicacion de la degradacién del ADN. El fragmento gendmico sélo se amplifica en la medida en la
gue todavia hay presente ADN gendmico que no se ha convertido. Por tanto, la amplificacion del ADN gendmico es
una medida de una conversién incompleta con bisulfito. Los amplificados separados en genes de agarosa se pueden
apreciar en la Figura 3. Se muestra que en el procedimiento de acuerdo con la invencién una gran parte del ADN se
ha convertido incluso después de una hora. EIl ADN genémico ya no se puede detectar después de tres horas como
maximo, es decir, la conversion con bisulfito es completa. En el tratamiento con bisulfito convencional, los valores
correspondientes se producen, como muy pronto, tras 5 horas (véase mas adelante).

Ejemplo 5
Comparacion del tratamiento con bisulfito con termo picos con el tratamiento con bisulfito sin termopic 0s

Las muestras que se trataron como en el ejemplo 4 se incubaron con un tiempo de reaccion de 3 6 5 horas con dos
termopicos. Los controles se hicieron reaccionar sin termopicos. La purificacion y la PCR se realizaron como se ha
descrito en lo que antecede. Se amplificaron dos fragmentos especificos de bisulfito. Uno de los fragmentos era rico
en citosina. Por tanto, fue necesario un tiempo de reaccion relativamente largo con el fin de conseguir una
conversiéon completa. En contraste con ello, el otro fragmento fue pobre en citosina y, por tanto, completamente
convertido después de relativamente poco tiempo. Los resultados de las amplificaciones se muestran en la Figura 4.
La conversién convencional con bisulfito se puede apreciar en las figuras de la izquierda, mientras que la conversion
optimizada con termopicos se puede apreciar en las figuras de la derecha. El fragmento rico en citosina se
representa en la izquierda todas las veces, mientras que el fragmento pobre en citosina se representa en la derecha.
Se muestra que el procedimiento de acuerdo con la invencién posibilita una deteccion mas sensible. Por tanto, el
fragmento rico en citosina puede detectarse claramente incluso después de 3 horas con un tratamiento con
termopico, mientras que no se puede detectar con el procedimiento convencional incluso después de 5 horas de
tiempo de reaccién.

Ejemplo 6: indice de recuperacion de ADN en el proce  dimiento de acuerdo con la invencién

Se mostrara que el procedimiento de acuerdo con la invencion posibilita una conversion y purificacion con bisulfito
muy eficaz. Para este fin se disolvieron diferentes cantidades de M13-ADN y ADN humano en 100 pl de agua. Las
soluciones de ADN se mezclaron con 354 pl de la solucién de bisulfito (5,89 mol/l) y 146 pl de dioxano que contiene
un secuestrante de radicales (acido 2-carboxilico de 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano, 98,6 mg en 2,5 ml de
dioxano). La mezcla de reaccion se desnaturalizé durante 3 minutos a 9°C y posteriormente se incubd con el
siguiente programa de temperaturas durante un total de 5 h: 30 minutos a 50°C; un termopico (99,9°C) durante 3
minutos; 3 horas 50°C. Posteriormente las mezclas de reaccion se purificaron mediante ultrafiltracion a través de una
columna Millipore Microcon™. La purificacion se realiz6 esencialmente de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Para este fin, la mezcla de reaccién se mezclé con 300 yl de agua, se cargd en la membrana de
ultrafiltracion, se centrifugdé durante 15 minutos y después se lavo con 1 x tampén TE. En este tratamiento el ADN
permanece en la membrana. A continuacién se realiza la desulfonacién. Para este fin, se afiadieron 0,2 mol/l y se
incubaron durante 10 minutos. A continuacion se realizé una centrifugacion (10 minutos), seguida por una etapa de
lavado con 1 x tampén TE. Después de esto se eluyd el ADN. Para este fin, la membrana se mezclé con 50 pl de 1 x
tampon TE caliente (50°C) durante 10 minutos. La membrana se volco de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Posteriormente se realizé otra centrifugacién por medio de la cual el ADN se eliminé de la membrana. Las
concentraciones de ADN se determinaron después fluorométricamente (verde oliva). Los datos se muestran en la
Tabla 1. El indice de recuperacion de ADN asciende a al menos el 75%. En los procedimientos conocidos para la
conversion y purificacion con bisulfito de ADN, los indices de recuperacion, en contraste, se encuentran por debajo
del 25%.

TABLA 1:
Cantidad utilizada de ADN enng | M13 ADN tras ultrafiltracion | ADN monocatenario humano tras
ultrafiltracion

6000 no determinada 108,5%

4000 no determinada 87,1%

2000 86,91% 84,8%

1000 90,54% 81,51%

200 92,69% 91,59%

100 96,77% 74,23%
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Breve descripcién de las figuras

La Fig. 1 muestra el resultado del ejemplo 1. Se muestra el patron en gel de una hebra de ADN tratada con
bisulfito amplificada con PCR (izquierda: marcador de peso molecular, derecha: producto de la PCR).

La Fig.2 muestra los resultados del Ejemplo 3 (uso de DME). El ADN se aisl6 de muestras de plasma, se tratd
con bisulfito y se amplific6 mediante una PCR Lightcycler. En el eje Y se muestra la sefial fluorescente medida
en cada ciclo. En el eje X se indica el nUmero de ciclos. Las curvas del procedimiento de acuerdo con la
invencién se muestran en la izquierda y las del procedimiento convencional se muestran en la derecha. Se
muestra que el procedimiento optimizado produce una sefial fluorescente significativa, incluso con un namero
pequefio de ciclos. El rendimiento de ADN es superior que el obtenido con el procedimiento convencional.

La Fig. 3 muestra los resultados del ejemplo 4. Se muestra el gel resultante de una electroforesis tras una
amplificacion mediante PCR. Dos fragmentos especificos de bisulfito, dos fragmentos no especificos y un
fragmento gendémico se amplificaron cada vez. La figura superior muestra el valor cero (tiempo de reaccion = 0
horas). La segunda figura de la parte superior muestra la reacciéon con un termopico y durante una hora de
tiempo de reaccion total. La tercera figura de la parte superior corresponde a la reacciéon con dos termopicos y
dos horas de tiempo de reaccién total. La figura mas inferior muestra una reaccion con tres termopicos y tres
horas de tiempo de reaccion. Una gran parte del ADN se convierte incluso después de una hora con el
procedimiento de acuerdo con la invencién (segunda figura desde arriba). Como maximo después de tres horas
el ADN gendmico ya no se puede detectar (figura mas inferior).

La Fig. 4 muestra los resultados del ejemplo 5. Se muestra la electroforesis en gel tras una amplificacion
mediante PCR. Se amplificaron dos fragmentos diferentes especificos de bisulfito. Las figuras de la izquierda
muestran el tratamiento con bisulfito convencional, mientras que las de la derecha muestran el procedimiento
de acuerdo con la invencion. En la parte superior se muestra un tiempo de reacciéon de 3 horas y en la parte
inferior se muestra un tiempo de reaccion de 5 horas. Una deteccién claramente mas sensible es posible con el
procedimiento de acuerdo con la invencion (termopicos). Por tanto, el fragmento mostrado en la calle izquierda
se puede detectar tras 3 horas de tiempo de reaccién, mientras que el fragmento del procedimiento
convencional todavia no se puede detectar incluso después de 5 horas de incubacion.

Listado de secuencias

<110> Epigendmica AG
<120> Procedimiento para la deteccién de metilaciones de citosina
<160> 6

<210> 1
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<211> 28
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400=> 1
agggagtttt tittagggaa tagaggga

<210> 2

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 2
taatcccaaa accictccac tacaacaa

<210> 3

<211=> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 3
tggtgatgga ggaggttitag taagt

<210> 4

<A1=2Z27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 4
aaccaataaa acctactcct ceccttaa

<210> 5

<211=> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda de deteccion

<400> 5
ttgtgaattt gtgtttgtta tigtgtgtig

<210>6

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2432025713
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25

27

30
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<220>
<223> sonda de deteccion

<400> 6
tggtggttat titttttatt aggtigtggt
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REIVINDICACIONES

Un procedimiento para la conversion de ADN con bisulfito, en el que se hace reaccionar ADN gendmico aislado
con un reactivo de bisulfito, caracterizado porque la reaccion se realiza a una temperatura en el intervalo de 0O-
80°C, y porque la temperatura de la reaccion aumenta hasta un intervalo de 85-100°C brevemente durante el
curso de la conversion (termopicos), llegando a ser el nimero de incrementos de temperatura de corta duracién
(termopicos) de 1 a 10.

. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado ademas porque el nimero de incrementos de

la temperatura de duracién breve (termopicos) asciende de 2 a 5.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado ademas porque durante los incrementos de
la temperatura de duracion breve (termopicos) la temperatura de reaccién aumenta a 85 a 100 °C, o a 90 a 98
°C., alternativamente.

. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado ademas porque el ADN convertido se purifica

a través de particulas magnéticas, filtracion de gel, superficies de union a ADN o ultrafiltracién.

. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado ademas porque el ADN convertido se analiza

mediante uno de los siguientes procedimientos: MSP, Heavy Methyl, MsSNUPE, Methy! Light.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque ademas se investiga ADN de
muestras de tejido o de fluidos corporales.

Uso de un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 para el diagnéstico y/o pronéstico de
acontecimientos adversos para pacientes o individuos, segun los cuales estos acontecimientos adversos
pertenecen a al menos una de las categorias siguientes: interacciones farmacologicas indeseadas;
enfermedades cancerosas; malfunciones, dafios o enfermedades del SNC; sintomas de agresividad o
alteraciones de la conducta; consecuencias clinicas, psicoldgicas y sociales del dafio cerebral; alteraciones
psicoticas y trastornos de la personalidad; demencia y/o sindromes asociados; enfermedades, malfuncion y
dafos cardiovasculares; malfuncién, dafios o enfermedad del tracto gastrointestinal; malfuncion, dafios o
enfermedad del sistema respiratorio; lesién, inflamacién, infeccion, inmunidad y/o convalecencia; malfuncion,
dafos o enfermedad del cuerpo como anomalia en el proceso del desarrollo; malfuncién, dafio o enfermedad de
la piel, los misculos o el tejido conjuntivo o de los huesos; malfuncion, dafios o enfermedad endocrina y
metabdlica; dolores de cabeza o malfuncién sexual.

Uso de un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 para distinguir tipos de células o tejidos o para
investigar la diferenciacion celular.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado ademas porque dicha reaccion se lleva a
cabo en presencia de un compuesto del grupo de dioxano, uno de sus derivados y un éter ciclico alifatico similar.

10. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado ademas porque dicha reaccion se lleva a

cabo en presencia de un compuesto con la formula siguiente:

1 2
cHilm o7,

n = 1-35000
m=1-3
Ri1 =H, Me, Et, Pr, Bu

R2=H, Me, Et, Pr, Bu
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Fig. 3
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Fig. 4
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