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DESCRIPCION
Nuevos marcadores para el cancer
Campo técnico de la invencion

La presente descripcion se refiere a marcadores novedosos para la hipermetilacién de promotores génicos en el
cancer. En concreto, la presente descripcion se refiere a un método para determinar si se esta desarrollando un
tumor en el sistema aéreo-digestivo, o si un individuo esta recayendo tras el tratamiento de un tumor de este tipo.
Los métodos de la presente descripcion comprenden la determinacién del estado de metilacion de los sitios CpG en
la secuencia/regién promotora de uno 0 mas genes concretos. La descripcién ademas se refiere a la utilizacion de
genes metilados de este tipo y a kits de diagnéstico para la deteccion del cancer.

Antecedentes de la invencion

La regulacién epigenética alterada es tan comdn como las mutaciones génicas en el cancer humano. Estos
mecanismos conducen a cambios cuantitativos y cualitativos en la expresion génica que dan lugar a una ventaja en
forma de crecimiento selectivo, la cual puede dar como resultado una transformacion cancerosa. Las islas de CpG
hipermetiladas de manera aberrante en el promotor génico asociado con la inactivacién transcripcional se
encuentran entre los cambios epigenéticos mas frecuentes en el cancer. Debido a que la deteccion precoz de la
enfermedad puede dar como resultado un mejor desenlace clinico en la mayoria de los tipos de céancer, la
identificacion de la metilacion génica aberrante asociada al cancer representa un biomarcador novedoso vy
prometedor. Para los diferentes tipos de cancer del sistema aéreo-digestivo, incluido el cancer colorrectal, los
estudios iniciales han identificado la presencia de ADN metilado de manera aberrante en las heces y sangre del
paciente. Los genes hipermetilados de manera aberrante muy frecuentemente en los tumores benignos y solo de
manera ocasional en la mucosa normal serian buenos candidatos de biomarcadores diagnésticos debido al beneficio
clinico potencial de la deteccion temprana de adenomas de riesgo alto asi como los estadios de riesgo bajo de los
carcinomas.

En general, sin embargo, la sensibilidad y especificidad de los marcadores precoces existentes para el cancer en el
sistema aéreo-digestivo siguen siendo poco satisfactorias y, hasta la fecha, tan solo unos pocos de los genes que,
de hecho, se han cribado para analizar la metilacién han mostrado una sensibilidad y especificidad razonablemente
altas. Se ha detectado hipermetilacién especifica en VIM (vimentina) y SFRP2 tal como han publicado Muller et al. y
Chen et al. y, recientemente, en un informe de Lind et al. se ha sugerido que ADAMTS1y CRABP1 presentan una
frecuencia elevada de hipermetilacion asociada al cancer en los tumores colorrectales mientras que la frecuencia de
hipermetilacién de NR3C1 era considerablemente menor. Lind et al. ademas identificaron 18 genes como posibles
marcadores del cancer colorrectal. En un estudio de Mori et al. se concluy6 que la proteina MAL de diferenciacion de
los linfocitos T, uno de los 18 genes candidatos examinados por Lind et al., no seria un biomarcador diagnéstico
apropiado para el cancer del tracto aéreo-digestivo ya que la frecuencia de metilacion de MAL es baja y se
corresponde solamente con un 6% de metilacion (2/34 muestras). Los analisis adicionales de varios de los 18 genes
candidatos llevados a cabo por los inventores no proporcionaron resultados alentadores: NDRG1 no se metilé en
ninguna de las muestras analizadas, NR3C1 se metilé pero Unicamente con una frecuencia muy baja y en el andlisis
subsiguiente de la secuencia de SDHA fue imposible confirmar la identidad de este gen, lo que lo convierte en un
marcador inadecuado del desarrollo del cancer.

Como conclusion, no existe ninguna indicacion de que ninguno de los genes examinados por Lind et al
proporcionaria mejora alguna en la tecnologia actual para la deteccién del cancer. En consecuencia, se necesita un
conjunto de genes en el cual cada gen se hipermetile con una especificidad y frecuencia elevadas en el cancer. En
concreto, se necesita un conjunto de genes que sea Util en las técnicas no invasivas, tales como las técnicas que
implican el uso de muestras fecales, o en técnicas que se pueden utilizar con material de muestra que se obtiene
facilmente, tal como la sangre o la mucosidad. Este tipo de grupo de genes podria mejorar notablemente la
posibilidad de una deteccién precoz de estos tipos de cancer. El objetivo final seria desarrollar ensayos diagnésticos
para determinar la hipermetilacion Gnicamente en unos pocos, tales como 2 o 3, marcadores génicos de frecuencia
elevada.

Por consiguiente, se desea la identificacion de mas genes en los cuales las islas de CpG en la regién promotora
estén hipermetiladas con una frecuencia elevada en los diferentes tipos de cancer.

El documento W0O2005/005601 presenta CNRIP1 asociado con el cancer pero no como un marcador hipermetilado.
Ademas, el documento refiere que CNRIP1 se presenta elevado en el cancer.

El documento WO01/19845 presenta un método para diagnosticar cancer determinando el estado metilado de
FBN1.

Qunying et al. (Cancer Cell, vol 9, n.? 5, 2006, paginas 367-378), Und et al. (Molecular Cancer, vol 4, n.? 1, 2005,
pagina 8) y Chen et al. (JNCI J. Nat. Cancer Inst, vol 97, n.® 15, 2005, paginas 1124-1132) muestran que los eventos
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de metilacién y expresioén diferencial no siempre estan relacionados.

Keshet et al. (Nature Genetics, vol 38, n.? 2, 2006, paginas 149-153) presenta anticuerpos para detectar islas de
CpG metiladas.

Compendio de la invencion

La presente descripcién se basa en la comprensién por parte de los inventores de que un subconjunto concreto de
genes, los cuales Lind et al. identificaron como marcadores potenciales, contienen sitios CpG que se metilan con
una frecuencia excepcionalmente elevada en el cancer aéreo-digestivo.

Por lo tanto, es un objeto de la presente descripciéon proporcionar un conjunto de marcadores diagnésticos del
cancer, p. €j., cancer en el sistema aéreo-digestivo, en concreto el cancer de colon y el cancer colorrectal. Este
conjunto de marcadores resuelve los problemas relacionados con la baja especificidad y frecuencia de la metilacion
en la mayoria de los marcadores del cancer conocidos.

En consecuencia, un aspecto de la invencién se refiere a un método para determinar si un individuo ha desarrollado,
esta desarrollando o esta predispuesto a desarrollar cancer, o si un individuo esta recayendo tras un tratamiento
contra el cancer, que comprende los siguientes pasos:

a) determinar el nivel de metilacién, el nimero de sitios CpG metilados o el estado de metilacion de los sitios
CpG en una muestra de un individuo;

b) construir un gréafico del percentil del nivel de metilacion, el nimero de sitios CpG metilados o el estado de
metilacion de los sitios CpG de al menos un gen obtenido a partir de una muestra de una poblacion sana;

¢) construir una curva ROC (curva de eficacia diagndéstica) baséandose en el nivel de metilacion, el nimero de
sitios CpG metilados o el estado de metilacién de los sitios CpG determinados en la poblacién sana y en el
nivel de metilacién, el nimero de sitios CpG metilados o el estado de metilacién de los sitios CpG
determinados en una poblacion con cancer;

d) seleccionar la combinacién deseada de sensibilidad y especificidad a partir de la curva ROC;

e) determinar a partir del grafico del percentil el nivel de metilacién, el nimero de sitios CpG metilados o el
estado de metilacién de los sitios CpG correspondientes a la especificidad escogida o determinada; y

f)  predecir que el individuo probablemente padecera cancer, si el nivel de metilacion, el nimero de sitios CpG
metilados o el estado de metilacion de los sitios CpG de dicho gen de la muestra es igual o superior a dicho
nivel de metilacion, ndmero de sitios CpG metilados o estado de metilacion de los sitios CpG
correspondientes a la combinacién deseada de sensibilidad/especificidad, y predecir si el individuo
probablemente padecera cancer o no, si el nivel de metilacién, el nimero de sitios CpG metilados o el
estado de metilaciéon de los sitios CpG de la muestra es menor que dicho nivel de metilacion, nimero de
sitios CpG metilados o estado de metilacion de los sitios CpG correspondientes a la combinacién deseada
de sensibilidad/especificidad.

La presente descripcién ademas se refiere a un kit diagndstico para la determinacion del cancer que comprende uno
0 mas oligonucleétidos que actian de cebadores o0 uno 0 mas conjuntos de oligonucle6tidos que actdan de
cebadores, donde cada uno de los cuales es complementario a una secuencia de &cido nucleico de los genes
seleccionados a partir de:

CNRIP1, p. €j., tal como lo identifica la identificacion génica ensembl ENSG00000119865, identificacién de
entrada 25927

a) determinar el nivel de metilacion, el nimero de sitios CpG metilados o el estado de metilacién de los sitios
CpG en una secuencia de acido nucleico en la regién promotora, primer exén o intron, de al menos un gen
de una muestra, obtenida de dicho individuo, donde dicho gen es:

CNRIP1, p. €j., tal como lo identifica la identificacién génica ensembl ENSG00000119865, identificacion
de entrada 25927, y donde dicha secuencia comprende una secuencia de acido nucleico constituida por
la SEQ ID NO:7.

El método puede ademas comprender los siguientes pasos:

b) comparar el nivel de metilacién, el nimero de sitios CpG metilados o el estado de metilacion de los sitios
CpG respecto a una referencia; e

¢) identificar si es probable que dicho individuo desarrolle, esté desarrollando o esté predispuesto a desarrollar
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cancer, o esté recayendo tras el tratamiento contra el cancer, si el nivel de metilacion, el nimero de sitios
CpG metilados o el estado de metilacion de los sitios CpG es mas elevado que el nivel de metilacion, el
numero de sitos CpG metilados o el estado de metilacion de los sitios CpG de la referencia e identificar si
es poco probable que un individuo desarrolle, esté desarrollando o esté predispuesto a desarrollar cancer, o
esté recayendo tras el tratamiento contra el cancer, si el nivel de metilacién, el nimero de sitios CpG
metilados o el estado de metilacién de los sitios CpG esta por debajo del nivel de metilacién, el nimero de
sitios CpG metilados o el estado de metilacion de los sitios CpG de dicha referencia donde el cancer es un
cancer del sistema aéreo-digestivo.

Otro aspecto de la presente descripcion se refiere a un método para determinar si un individuo ha desarrollado, esta
desarrollando o esta predispuesto a desarrollar cancer, o si un individuo esta recayendo tras el tratamiento contra el
cancer, que comprende el paso de;

SPG20, p. €j., tal como lo identifica la identificacion génica ensembl ENSG00000133104, identificacién de entrada
|2::I331l\l111, p. €j., tal como lo identifica la identificacion génica ensembl ENSG00000166147, identificacién de entrada
é?\lo(gA, p. €j., tal como lo identifica la identificacion génica ensembl ENSG00000145335, identificacion de entrada
ﬁ\?i,zb?ej., tal como lo identifica la identificacién génica ensembl ENSG00000148798, identificacion de entrada 9118

La invencién también trata sobre el uso de CNRIP1, p. €j., tal como lo identifica la identificacién génica ensembl
ENSGO00000119865, identificacién de entrada 25927

en un ensayo diagnostico donde se evalla el nivel de metilacién, el nimero de sitios CpG metilados o el estado de
metilacion de los sitios CpG como un indicador de si el individuo ha desarrollado, estd desarrollando o esta
predispuesto a desarrollar cancer en el sistema aéreo-digestivo, o si un individuo esta recayendo tras el tratamiento
contra el cancer en el sistema aére-digestivo.

Ademas, la invencion trata sobre el uso de una secuencia de acido nucleico, donde dicho &cido nucleico comprende
una secuencia de acido nucleico seleccionada a partir del grupo constituido por:

A) Una secuencia de acido nucleico tal como la define la SEQ ID NO:7,

) Una secuencia de acido nucleico la cual es complementaria a una secuencia tal como se define en A);

) Una subsecuencia de una secuencia de &cido nucleico tal como se define en A) o B);

) Una secuencia de &cido nucleico la cual es idéntica en al menos un 75% a una secuencia tal como se

define en A), B) o C),

ool

en un ensayo diagnostico donde se evalla el nivel de metilacion, el nimero de sitios CpG metilados o el estado de
metilacién de los sitios CpG como un indicador de si un individuo ha desarrollado, estd desarrollando o esta
predispuesto a desarrollar cancer, o si un individuo esta recayendo tras el tratamiento contra el cancer.

Breve descripcion de las figuras
Figura 1

Muestra resultados representativos de la reaccién en cadena de la polimerasa especifica de metilacion
procedentes del andlisis de MAL en tres muestras de mucosa normal, tres adenomas y tres carcinomas. Un
producto de PCR visible en los carriles U indica la presencia de alelos no metilados mientras que un producto de
PCR en los carriles M indica la presencia de alelos metilados. Abreviaturas: A, adenoma; C, carcinoma; N,
mucosa normal; POS, control positivo constituido por sangre normal (control para las muestras no metiladas) y
ADN metilado in vitro (control para las muestras metiladas); NEG, control negativo (contiene agua como plantilla);
U, carril del producto de MSP no metilado; M, carril del producto de MSP metilado. La ilustraciéon es una
combinacion de dos paneles de geles ya que los adenomas se analizaron en un gel diferente.

Figuras 2-4

Muestran el aumento de la expresién génica tras un tratamiento farmacologico epigenético de lineas celulares
metiladas inicialmente. Se observé un aumento de la expresion de ARNm de CNRIP1, INA y SPG20 en lineas
celulares de cancer de colon tras el tratamiento con la 5-aza-2’-desoxicitidina desmetilante, sola o combinada
con el inhibidor de desacetilasas tricostatina A. Los graficos muestran los valores de expresion relativa de
CNRIP1, INA y SPG20 respectivamente (escala lineal) en seis lineas celulares de cancer de colon, HT29, SW48,
HCT15, SW480, RKO y LS1034, tratadas con 5-aza-2’-desoxicitidina sola (1 uM y 10 uM), tricostatina A sola y
los dos farmacos combinados (5-aza-2’-desoxicitidina 1 uM sola y tricostatina A 0,5 pM). Ambas dosis (alta y
baja) de 5-aza-2’-desoxicitidina proporcionaron incrementos comparables de los valores de expresion relativos
de los tres genes. Esto significa que la desmetilacion de las lineas celulares puede conseguirse cultivandolas en
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presencia de dosis bajas de 5-aza-2’-desoxicitidina, lo cual es una ventaja considerando la citotoxicidad de este
farmaco. En el caso de CNRIP1 e INA, el tratamiento combinado fue mas eficaz que el tratamiento individual con
5-aza-2’-desoxicitidina sola y tricostatina A sola. El tratamiento combinado también incrementé la expresion de
SPG20, sin embargo, se puede conseguir una reactivacion similar o mayor mediante el tratamiento con 5-aza-2'-
desoxicitidina sola. Tal como se esperaba, el tratamiento con el inhibidor de desacetilasas tricostatina A solo no
aumenté la expresion génica ni de CNRIP1, ni de INA ni de SPG20. Abreviaturas: AZA, 5-aza-2’-desoxicitidina;
TSA, tricostatina A.

Figura 5

Muestra el estado de metilacion del promotor de MAL en muestras de mucosa de colén normal y carcinomas
colorrectales. Se muestran resultados representativos de la reaccion en cadena de la polimerasa especifica de
metilacién. Un producto de PCR visible en los carriles U indica la presencia de alelos no metilados mientras que
un producto de PCR en los carriles M indica la presencia de alelos metilados. N, mucosa normal; C, carcinoma;
Pos, control positivo (reaccién no metilada: ADN procedente de sangre normal, reaccion metilada: ADN metilado
in vitro); Neg, control negativo (que contiene agua como plantilla); U, carril del producto de MSP no metilado; M,
carril del producto de MSP metilado.

Figura 6

Muestra el sitio de metilacion especifica en el promotor de MAL. La secuenciacion con bisulfito del promotor de
MAL verifica el estado de metilacion evaluado mediante la reaccién en cadena de la polimerasa especifica de
metilacién. La parte superior de la figura es una presentacion esquematica de los sitios CpG amplificados con
éxito mediante los dos fragmentos de secuenciacién con bisulfito analizados, A (de -68 a +168; hacia la derecha)
y B (de -427 a -85; hacia la izquierda). El sitio de inicio de la transcripcién se representa mediante +1 y las barras
verticales indican la localizacion de sitios CpG individuales. Las dos flechas indican la localizacién de los
cebadores de MSP. En la parte inferior de la figura, los circulos sélidos representan CpG metilados; los circulos
abiertos representan CpG no metilados; y los circulos abiertos con una barra inclinada representan sitios
parcialmente metilados (la presencia de aproximadamente un 20-80% de citosina, ademas de timina). La
columna de U, M y U/M en el lateral derecho de esta parte inferior enumera el estado de metilacién de las
respectivas lineas celulares tal como se determiné mediante analisis de MSP por los inventores. Abreviaturas:
MSP, PRC especifica de metilacién; s, sentido; as, antisentido; U, no metilado; M, metilado; U/M, presencia tanto
de la banda metilada como de la no metilada.

Figura 7

Muestra la “secuencia con bisulfito” del promotor de MAL. Electroferogramas representativos de la secuenciacion
con bisulfito del promotor de MAL en lineas celulares de cancer de colon. Una subseccion del electroferograma
de la secuencia con bisulfito, que cubre los sitios CpG entre +11 y +15 respecto al inicio de la transcripcién. Una
flecha negra indica las citosinas en los sitios CpG, mientras que las citosinas que se han convertido en timinas
estan subrayadas en rojo. Los electroferogramas de la secuenciacion del promotor de MAL ilustrados en la
presente proceden de la linea celular V9P no metilada y las HCT116 y ALA hipermetiladas.

Figura 8

Muestra la expresion de MAL en lineas celulares cancerosas y en carcinomas colorrectales. La hipermetilacion
del promotor de MAL se asocia con la pérdida o reduccion de la expresion génica en modelos in vitro. El nivel
cuantitativo de expresion génica de MAL se muestra como una relacién entre el promedio de los dos ensayos
MAL (que detectan diferentes variantes de empalme) y el promedio de los dos controles endégenos, GUSB y
ACTB. El valor se ha multiplicado por un factor de 1000. Debajo de cada muestra se presenta el estado de
metilacion respectivo, tal como se determiné mediante la reaccion en cadena de la polimerasa especifica de
metilacién. Los circulos sélidos representan la hipermetilacion del promotor de MAL, los circulos abiertos
representan el MAL no metilado y los circulos abiertos con una barra inclinada representan la presencia tanto de
alelos metilados como no metilados. Los carcinomas colorrectales se dividen en un grupo no metilado (n = 3) y
un grupo hipermetilado (n = 13) y aqui se muestra la expresion de la mediana. En la tabla 1 se puede apreciar el
tejido de origen de las lineas celulares individuales.

Figura 9

Muestra el aumento de la expresion de MAL tras el tratamiento farmacolégico. Se observd un descenso de la
metilacién del promotor de MAL, seguido del aumento de la expresion del ARNm en las lineas celulares de
cancer de colon tras el tratamiento con la 5-aza-2’-desoxicitidina desmetilante, sola y combinada con el inhibidor
de desacetilasas tricostatina A. El grafico superior muestra los valores de expresion relativa de MAL (escala
lineal) en dos lineas celulares de cancer de colon, HT29 y HCT15, tratadas con 5-aza-2’-desoxicitidina sola,
tricostatina A sola y los dos farmacos combinados. La parte inferior muestra los resultados de la MSP de MAL
para las mismas muestras. Un producto de PCR visible en los carriles U indica la presencia de alelos no
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metilados mientras que un producto de PCR en los carriles M indica la presencia de alelos metilados.
Abreviaturas: AZA: 5-aza-2’-desoxicitidina; TSA, tricostatina A; Pos, control positivo (reaccion no metilada: ADN
procedente de sangre normal, reaccion metilada: ADN metilado in vitro); Neg, control negativo (que contiene
agua como plantilla); U, carril del producto de MSP no metilado; M, carril del producto de MSP metilado.

Figura 10

Muestra la expresion de MAL en carcinomas colorrectales. Se observo tincién citoplasmica positiva de MAL en
los tubulos renales (A), y no se observé tincidn en el musculo cardiaco (B), en consonancia con informes
anteriores (Marazuela M, et al., J. Histochem. Cytochem. 2003, 51: 665-674). Las células epiteliales de los
carcinomas colorrectales fueron MAL negativas (C, D), mientras que en el tejido de colon normal se observd
expresion citoplasmica de MAL tanto en tejido conectivo como en el epitelial (E, F). Se tomaron todas las
imagenes utilizando lentes 40x (amplificacién 400x).

A continuacion se describira la presente invencién mas detalladamente.
Descripcion detallada de la invencion
Definiciones

A menos que se definan de otra manera, todos los términos cientificos y técnicos utilizados en la presente deberan
interpretarse con un significado que sea coherente con su significado en el contexto de la técnica relevante a la que
esta invencion pertenece. Aunque en la préactica o evaluacién de la presente invencion se pueden utilizar
cualesquiera materiales y métodos similares o equivalentes a los descritos en la presente, se describen los
materiales y métodos preferidos. A efectos de la presente invencion, se definen los siguientes términos:

Epigenética

La metilacion es un cambio epigenético el cual se define como alteraciones no basadas en la secuencia que se
heredan a través de la division celular.

Metilacion

La “hipermetilacion” en este contexto se refiere simplemente a la metilacion en mayor grado que la metilaciéon de
referencia. La metilacién de referencia es la metilacién del gen en una muestra procedente de un individuo sano o
procedente de tejido normal. Por lo tanto, un gen metilado el cual no esta metilado en tejidos normales se clasificara
como hipermetilado.

El “estado de metilacién” es una medida de la presencia o ausencia de una modificacion metilica en uno o mas sitios
CpG en al menos una secuencia de acido nucleico. Se sobreentendera que el estado de metilacion de uno o mas
sitios CpG se determina preferentemente en copias multiples de un gen particular de interés.

El “nivel de metilacion” constituye una expresién del grado de metilaciéon en una o mas copias de un gen o secuencia
de acido nucleico de interés. El nivel de metilacion puede calcularse como una medida absoluta de la metilacion en
el gen o la secuencia de acido nucleico de interés. Ademas, puede determinarse el “nivel de metilacién relativa”
como la cantidad de ADN metilado, respecto a la cantidad total de ADN presente o como el nimero de copias
metiladas de un gen o secuencia de acido nucleico de interés, respecto al nimero total de copias del gen o
secuencia de &cido nucleico. Adicionalmente, puede determinarse el “nivel de metilacion” como el porcentaje de
sitios CpG metilados en el ADN estirado de interés.

La expresion “nivel de metilacion” también abarca la situacion donde uno o mas sitios CpG en, p. €j., la regién
promotora estan metilados pero donde el grado de metilacion esta por debajo del umbral de amplificacién. Por lo
tanto, el nivel de metilacién puede ser un valor estimado del grado de metilaciéon en un gen de interés.

La invencion no se limita en modo alguno a los ciertos tipos de ensayos para determinar el estado de metilacion o el
nivel de metilacién de los genes de acuerdo con la invencién.

En una realizacién, el nivel de metilacion del gen de interés estd comprendido entre un 15% y un 100%, tal como
entre un 50% y un 100%, mas preferentemente un 60-100%, mas preferentemente un 70-100%, mas
preferentemente entre un 80% y un 100%, mas preferentemente entre un 90 y un 100%. Por lo tanto, en una
realizacién de la presente invencién el nivel de metilacién de los genes de acuerdo con la invencion es de un 80%,
81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o
100%.

CpG
Un “sitio CpG” es una region de ADN donde existe un nucle6tido de citosina contiguo a un nucleétido de guanina en
6
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la secuencia de bases lineal a lo largo de su longitud. Las siglas “CpG” se refieren a una citosina y una guanina
separadas por un fosfato, el cual une los dos nucledsidos entre si en el ADN. La notacion “CpG” se utiliza para
distinguir una citosina seguida por una guanina de una base de tipo citosina emparejada con una guanina.

Se puede definir una isla de CpG como un intervalo de ADN contiguo de al menos 200 pares de bases en el cual el
contenido G:C es de al menos un 50% y la proporcion entre la frecuencia de CpG observada y la frecuencia
esperada excede un 0.6. Sin embargo, también puede definirse mediante una definicibn mas rigurosa como un
intervalo de 500 pares de bases con un contenido G:C de al menos un 55% y una frecuencia de CpG observada
respecto a la esperada de al menos un 0.65.

Secuencia o region promotora

Una “secuencia o regién promotora” comprende una secuencia de acido nucleico consecutiva que se prolonga hasta
1000 pb en direccién 5 a partir del sitio de inicio transcripcional de un gen concreto y una secuencia de acido
nucleico consecutiva que se prolonga 300 pares de bases en direccion 3’ a partir del sitio de inicio transcripcional.
En el listado de secuencias, la secuencia en direccion 5’ se indica en letras minlsculas mientras que la secuencia en
direccion 3 se indica en letras mayusculas. En la parte 3’ de las secuencias las letras minlculas indican una
secuencia intronica.

Sitio de inicio transcripcional

La expresion “sitio de inicio transcripcional” se utiliza en relacion con la presente invencion para describir el punto en
el cual se inicia la transcripcion. La transcripcion puede iniciarse en uno o mas sitios en el gen, y un Gnico gen puede
tener mdltiples sitios de inicio transcripcional, algunos de los cuales pueden ser especificos para la transcripcion en
un tejido o tipo celular particulares.

Metilacion de secuencias de acido nucleico

Un gen es una region de ADN que es responsable de la produccién y regulacion de una cadena polipeptidica. Los
genes incluyen tanto porciones codificantes como no codificantes, incluidos intrones, exones, promotores,
iniciadores, potenciadores, terminadores, microARN y otros elementos reguladores. Tal como se emplea en la
presente, se pretende que el término “gen” se refiera al menos a una porcién de un gen. Por lo tanto, por ejemplo, a
efectos de la presente invenciéon puede considerarse que un promotor es un “gen”. En consecuencia, en una
realizacién de la presente invencion, al menos un miembro del grupo de genes comprende una porcion no
codificante del gen completo. En una realizacion particular, la porcién no codificante del gen es un promotor. En otra
realizacién, todos los miembros del grupo de genes completo comprenden porciones no codificantes de los genes,
tales como, sin caracter limitante, intrones. En otra realizacion particular, las porciones no codificantes de los
miembros de los genes son promotores. En otra realizacion de la presente invencion, al menos un miembro del
grupo de genes comprende una porcién codificante del gen. En otra realizacion, todos los miembros del grupo de
genes completo comprenden porciones codificantes de los genes.

La expresion “secuencia de acido nucleico” se refiere a un polimero de desoxirribonucleétidos tanto en forma mono
como bicatenaria.

Una “subsecuencia” es cualquier porcién de una secuencia completa. Por lo tanto, una subsecuencia se refiere una
secuencia consecutiva de aminoacidos o acidos nucleicos la cual es parte de una secuencia mas larga de acidos
nucleicos (p. €j., un polinucledtido).

La expresién “identidad secuencial” indica una medida cuantitativa del grado de homologia entre dos secuencias de

acido nucleico con la misma longitud. Si las dos secuencias que se comparan no tienen la misma longitud, deberan

alinearse para dar el mejor ajuste posible, lo que permite la insercion de huecos o, de manera alternativa, el

truncamiento en los extremos de las secuencias polipeptidicas 0 secuencias de nucleétidos. La identidad secuencial
(Nw_/"Nm/)’oa

Noef
puede calcularse como ' donde Ngir es el nimero total de residuos no idénticos en las dos secuencias

cuando se alinean y donde N es el nimero de residuos en una de las secuencias. Por lo tanto, la secuencia de
ADN AGTCAGTC tendra una identidad secuencial de un 75% con la secuencia AATCAATC (Ngi=2 y Ni=8). Se
cuentan los huecos como no identidades del o de los residuos especificos, es decir, la secuencia de ADN AGTGTC
tendra una identidad secuencial de un 75% con la secuencia de ADN AGTCAGTC (Ngit=2 y Nret=8).

Respecto a todas las reivindicaciones de la invencion que se refieren a secuencias de nucledtidos, el porcentaje de
identidad secuencial entre una 0 mas secuencias también puede basarse en alineamientos utilizando el software
clustaW con los parametros predeterminados. Para los alineamientos de secuencias de nuclebtidos estos
parametros son: Alineacion = 3Dfull, Apertura del hueco 10,00, Ext. del hueco 0,20, Dist. de separacién del hueco 4,
Matriz de pesos de ADN: identidad (IUB). De manera alternativa, pueden analizarse las secuencias utilizando el
programa DNASIS Max y puede realizarse la comparacién de las secuencias con paralign. Este servicio se basa en
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los dos algoritmos de comparacién denominados Smith-Waterman (SW) y ParAlign. El primer algoritmo, publicado
por Smith y Waterman (1981), es un método consolidado que encuentra el alineamiento local 6ptimo de dos
secuencias. El otro algoritmo, ParAlign, es un método heuristico para el alineamiento de secuencias; en Rognes et
al. se publican detalles del método. Se utilizaron parametros predeterminados para la puntuaciéon de la matriz y
penalizaciones del hueco asi como valores E.

En el contexto de la presente invencion, el término “complementario” se refiere a la capacidad de dos secuencias de
nucleétidos de emparejarse de manera precisa. Por ejemplo, si un nucleétido en una determinada posicion de un
oligonucledtido es capaz de establecer enlaces de hidrogeno con un nucleétido en la posicion correspondiente de
una molécula de ADN, entonces se considera que el oligonucle6tido y el ADN son complementarios entre si en esa
posicion. Se considera que las hebras de ADN son complementarias entre si cuando un numero suficiente de
nucleétidos del oligonucleotido puede formar enlaces de hidrogeno con los nucleétidos correspondientes en el ADN
diana para permitir la formacioén de un complejo estable.

En el presente contexto, la expresion “secuencia complementaria” o “complemento” por lo tanto también se refiere a
secuencias de nucleotidos las cuales se hibridan con una molécula de acido nucleico de la invencién en condiciones
rigurosas.

La expresion “condiciones rigurosas” se refiere a condiciones generales de rigurosidad alta, baja o débil.

El término “rigurosidad” es de uso comun en la técnica y se utiliza haciendo referencia a las condiciones
(temperatura, fuerza idnica y presencia de otros compuestos tales como disolventes organicos) en las cuales se
llevan a cabo las hibridaciones del acido nucleico. Con condiciones “de rigurosidad alta”, el apareamiento de bases
del acido nucleico ocurrira Unicamente entre fragmentos de acido nucleico que tienen una frecuencia elevada de
secuencias de bases complementarias, en comparacion con las condiciones de rigurosidad “baja” o “débil”. Las
condiciones adecuadas para evaluar la hibridaciéon implican empapar previamente en 5xSSC y prehibridar durante 1
hora a ~40 °C en una solucion de formamida al 20%, 5xsolucion de Denhardt, fosfato s6dico 50 mM, pH 6,8 y 50 mg
de ADN de timo de ternera desnaturalizado y sonicado, posteriormente se lleva a cabo la hibridacion en la misma
solucion suplementada con ATP 100 mM durante 18 horas a ~40 °C, a continuacion lavar tres veces el filiro con
2xSSC, SDS al 0.2% a 40 °C durante 30 minutos (rigurosidad baja), preferentemente a 50 °C (rigurosidad media),
mas preferentemente a 65 °C (rigurosidad alta) e incluso mas preferentemente a ~75 °C (rigurosidad muy alta). Se
pueden encontrar mas detalles acerca del método de hibridacion en Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 2.2 Ed., Cold Spring Harbor, 1989.

Cancer

El término “cancer” designa un grupo de enfermedades en las cuales las células son agresivas (crecen y se dividen
sin respetar los limites normales), invasivas (invaden y destruyen tejidos adyacentes) y a veces metastasicas (se
extienden a otros lugares del cuerpo). Estas tres propiedades malignas del cancer lo diferencian de los tumores
benignos, los cuales tienen un crecimiento autolimitado y normalmente no invaden ni metastatizan.

El cancer se clasifica normalmente de acuerdo con el tejido a partir del cual se originan las células cancerosas, asi
como el tipo celular normal al cual se parecen mas. Un diagnéstico definitivo normalmente requiere un examen
histolégico de una pieza de biopsia tisular por parte de un patélogo. El pronéstico de los pacientes oncoldgicos esta
muy influenciado por el tipo de céancer, asi como por el estadio o la importancia de la enfermedad. Normalmente, se
asocia un diagnoéstico precoz con un éxito mayor en el tratamiento y una tasa de supervivencia mayor.

Los “genes supresores de tumores” son genes inactivados a menudo en las células cancerosas, lo que da como
resultado la pérdida de funciones normales en esas células, tales como una replicacion de ADN exacta, control
sobre el ciclo celular, orientacién y adhesion en los tejidos e interaccién con células protectoras del sistema
inmunitario. En varios tipos de cancer, incluido el cancer colorrectal, se ha observado la inactivaciéon epigenética por
parte del promotor de la hipermetilacion de las islas de CpG de varios genes supresores de tumores.

Un tumor puede ser cualquier masa, bulto o hinchazén anémalos, sin embargo, segun la interpretacion que se le da
en la presente, el término se refiere a la neoplasia, especificamente la neoplasia sélida. Se define la neoplasia como
una proliferaciéon anémala de células alteradas genéticamente. Las neoplasias pueden ser benignas o malignas. La
neoplasia maligna o el tumor maligno se considerara en la presente cancer. La neoplasia benigna o el tumor benigno
es un tumor (neoplasia sélida) que normalmente deja de crecer por si mismo, no invade otros tejidos y no forma
metastasis. Sin embargo, los tumores benignos pueden malignizarse.

Los tumores que invaden los tejidos circundantes se considerardn en la presente cancer. La premalignidad, el
precancer o los tumores no invasivos se consideraran en la presente una neoplasia que no es invasiva pero que
tiene el potencial de progresar a un cancer (y volverse invasivo) si no se trata.

Se pueden emplear métodos de acuerdo con la invencion para determinar el grado de gravedad, es decir, los
estadios, tales como el sistema Dukes, el sistema Astler-Coller y la determinacion TNM del estadio de la AJCC
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(siglas en inglés de Comité conjunto americano del cancer). El sistema Dukes es un sistema de cuatro clases para la
determinacion del estadio que clasifica el carcinoma colorrectal de A a D basandose en el alcance del tumor: A,
penetracion en la pared intestinal pero no a través de esta; B, penetracion a través de la pared intestinal; C, nédulo
linfatico implicado independientemente del alcance de la penetracién en la pared intestinal; D, cancer que se ha
extendido a 6rganos lejanos, p. €j., higado y pulmén. Existen muchas modificaciones de esta clasificacion, p. €j., la
determinacion TNM del estadio.

Biomarcador

Un biomarcador puede ser cualquier sustancia cuya deteccién indica un estado de la enfermedad particular. Un
biomarcador también puede indicar un cambio en la expresién o estado de una proteina que se correlaciona con el
riesgo o la progresion de una enfermedad, o con la sensibilidad de la enfermedad a un tratamiento dado. Un buen
biomarcador también puede utilizarse para diagnosticar el riesgo de la enfermedad, presencia de la enfermedad en
un individuo, o para individualizar los tratamientos de la enfermedad. En el presente contexto los términos
biomarcador y marcador se utilizan indistintamente.

El marcador tumoral, marcador de cancer y, en este contexto, marcador de la metilacién es un marcador para
detectar un cancer y/o tumor. El marcador se puede utilizar para detectar en un individuo la presencia de un cancer
y/o tumor, o un cancer y/o tumor en desarrollo, o bien si el individuo esta predispuesto a un cancer y/o tumor o si
esta recayendo en dicho cancer y/o tumor.

Los genes de acuerdo con la descripcién pueden ser un marcador, un biomarcador, un marcador de cancer o un
marcador tumoral respectivamente.

Evolucion del tumor

Ademas de determinar si un individuo ha desarrollado, esta desarrollando o esta predispuesto a desarrollar cancer, o
si un individuo estéd recayendo tras el tratamiento contra el cancer, los métodos de acuerdo con la descripcion
también pueden utilizarse para detectar la evolucién del cancer en un sujeto. Esto puede llevarse a cabo
determinando el nivel o estado de metilacion de uno o mas genes en un individuo en diferentes momentos, y a
continuacion determinar la diferencia en el nivel o estado de metilacién de uno o mas genes a lo largo del tiempo.
Una diferencia en el nivel o estado a lo largo del tiempo puede indicar si el individuo ha desarrollado, esta
desarrollado o esta predispuesto a desarrollar cancer, o si un individuo esta recayendo tras el tratamiento contra el
cancer.

La presente descripcion también proporciona un método para realizar un pronéstico acerca del desarrollo de la
enfermedad en un paciente oncolégico humano. A efectos de esta invencion, el término “pronédstico” se pretende que
abarque predicciones y andlisis de similaridad de la evolucién de la enfermedad, en particular la recidiva tumoral,
diseminacion metastasica y recaida en la enfermedad. Se pretende que los métodos de prondstico de la invencién
se utilicen clinicamente en la toma de decisiones acerca de las modalidades del tratamiento, incluidos la intervencién
terapéutica, criterios diagnoésticos tales como la determinacion del estadio de la enfermedad, y monitorizacion de la
enfermedad y vigilancia de la metéstasis o recidiva de la enfermedad neoplasica. En la presente debe
sobreentenderse por tratamiento tanto el tratamiento curativo como el preventivo.

La presente descripcién también proporciona métodos para confirmar los resultados o indicios obtenidos por un
método precedente tal como un ensayo o un método de cribado.

Por lo tanto, la frase “ha desarrollado, esta desarrollando o esta predispuesto a desarrollar cancer, o si un individuo
esta recayendo tras el tratamiento contra el cancer” tal como se emplea en la presente abarca la determinacion y/o
prediccién, tal como la estimacion o determinacién de la probabilidad de la presencia actual del cancer, de su
aparicion futura o de una recidiva futura.

Muestra

Una muestra puede ser, sin caracter limitante, una pieza o corte histolégico, tal como una porcién de la neoplasia
que se esta tratando o puede ser una porcion del tejido normal circundante. La muestra puede ser preferentemente,
sin caracter limitante, sangre, excrementos (heces), orina, liquido pleural, bilis, liquido bronquial, enjuagues bucales,
piezas histoldgicas, ascitis, pus, liquido cefalorraquideo, muestras obtenidas por aspiracion, liquido folicular, tejido o
moco. Se puede procesar la muestra antes de someterla a ensayo. Por ejemplo, la muestra puede diluirse,
concentrarse o purificarse y/o se puede afiadir a la muestra al menos un compuesto, tal como un patrén interno. Los
expertos en la técnica conocen los procedimientos para manipular diferentes muestras. Se sobreentendera que
todos los métodos de acuerdo con la invencion tratan preferentemente sobre analisis in vitro de una muestra.

Frecuencia de metilacion de las muestras
La expresién “frecuencia de metilacién de las muestras” se define en la presente como una determinacién
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cuantitativa de las muestras metiladas, es decir, el nimero relativo de muestras en las cuales el gen de interés esta
metilado. A modo de ejemplo, la frecuencia de metilacién de las muestras de CNRIP1 es de un 100%, de las 20
muestras de lineas celulares de colon, 20 estan metiladas, tal como resulta aparente en la tabla 3. La cantidad
relativa de muestras metiladas se compara con un nivel de referencia o valor de corte el cual se estima en funcion
de la sensibilidad y la especificidad de cada gen.

Referencia

A fin de determinar si un individuo ha desarrollado, esta desarrollando o esté predispuesto a desarrollar cancer, o si
un individuo esta recayendo tras el tratamiento contra el cancer, es necesario establecer una referencia o un nivel o
valor de referencia. La referencia también posibilita contar en variaciones del método y ensayo, variaciones del kit,
variaciones en la manipulacién, variaciones relacionadas con la combinacion de marcadores entre si o con otros
marcadores conocidos, y otras variaciones no relacionadas directa o indirectamente con la metilacién.

En el contexto de la presente invencidn, el término “referencia” se refiere a un patron respecto a la cantidad, calidad
o tipo con el que se pueden comparar otros valores o caracteristicas, tal como una curva patrén.

En el presente contexto la referencia o nivel de referencia debe interpretarse como un valor o nivel, el cual se ha
determinado midiendo el parametro (estado de metilacion o nivel de metilacion) tanto en una poblaciéon sana de
control como en una poblacién con un cancer conocido y que, de este modo, determina el valor de referencia que
identifica la poblacién con cancer bien con una especificidad predeterminada bien con una sensibilidad
predeterminada basandose en un andlisis de la relacion entres los valores de los parametros y los datos clinicos
conocidos de la poblacién sana de control y la poblacion de pacientes de cancer.

Como sobreentenderan generalmente aquellos expertos en la técnica, los métodos de cribado del cancer son
procesos de toma de decision por comparacion. Para cualquier proceso de toma de decision, se necesitan valores
de referencia, niveles de referencia o valores de corte obtenidos a partir de individuos que padecen cancer o una
afeccion de interés y/o individuos que no padecen cancer, ni una afeccién de interés.

El nivel de referencia (valor de corte o nivel de corte) se puede establecer teniendo en cuenta varios criterios,
incluido el numero aceptable de individuos que deberian someterse a ensayos diagndsticos invasivos adicionales, el
riesgo promedio de padecer y/o desarrollar, p. €j., cancer respecto a todos los individuos que se someten a ensayos
diagndsticos adicionales, la decision de que cualquier individuo cuyo riesgo especifico de paciente sea mayor que un
cierto nivel de riesgo tal como 1 entre 400 o 1:250 (tal como lo define la organizacién de cribado o el paciente
individual) deberia someterse a ensayos diagnésticos invasivos adicionales, u otros criterios conocidos por los
expertos en la técnica.

Puede ajustarse el nivel de referencia en funciéon de varios criterios tales como ciertos grupos de individuos
sometidos a ensayo pero sin restringirse a estos. A modo de ejemplo, se puede fijar un nivel de corte inferior en
individuos con inmunodeficiencia y en pacientes con un riesgo elevado de evolucionar hasta una enfermedad activa
o se puede fijar un nivel de referencia mayor en grupos de individuos sanos con un riesgo bajo de desarrollar una
enfermedad activa.

El nivel de referencia puede ser diferente para los diferentes estadios de la enfermedad (p. ej., tumor benigno o
tumor maligno), la procedencia de la mucosa normal (de individuos exentos de cancer versus pacientes oncol6gicos)
0 de la procedencia de la sangre o de las heces. Ademas, el nivel de referencia puede ser diferente para los
individuos predispuestos a una enfermedad o los individuos que esta recayendo tras el tratamiento de esta.

Los niveles de referencia se pueden adaptar para ajustarse a una especificidad o sensibilidad especificas: si se
desea un ensayo con una sensibilidad elevada se puede fijar un nivel de referencia bajo. Si se busca un ensayo con
una especificidad elevada, se puede fijar un nivel de referencia mas alto.

Dependiendo de la prevalencia o prevalencia esperada de la presencia de la enfermedad, se puede ajustar el nivel
de referencia para obtener tan pocos resultados que sean falsos positivos o tan pocos resultados que sean falsos
negativos como se quiera, dependiendo de la gravedad de la enfermedad y de las consecuencias de determinar si el
paciente ha dado positivo para el ensayo o ha dado negativo para el ensayo.

Los métodos para cuantificar la metilacion, la parte escogida de las secuencias de acido nucleico que comprenden la
region promotora de los genes marcadores u otros parametros, daran como resultado otros valores de referencia,
los cuales pueden determinarse de acuerdo con los contenidos de la presente.

El nivel de referencia puede ser diferente si se va a diagnosticar un Unico paciente con sintomas o si el ensayo se va
a utilizar en un cribado de un nimero mayor de individuos en una poblacién.

El nivel de referencia se puede basar en determinaciones del nivel o estado de metilacion combinado de diferentes
marcadores tales como, sin caracter limitante, CNRIP1, SPG20, FBN1, SNCA, INA, MAL, ADAMTSH1, VIM, SFRP1
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y/o SFRP2. El nivel de referencia de un compuesto puede dar como resultado otros valores, los cuales pueden
determinarse de acuerdo con los contenidos de la presente descripcion.

Se compara el nivel de metilaciéon con un conjunto de datos de referencia o un nivel de referencia, tal como el valor
de corte, para determinar si el individuo tiene un riesgo o probabilidad mayor de padecer cancer.

Especificidad y sensibilidad

La sensibilidad de un ensayo de cribado determinado cualquiera se refiere a la proporcién de individuos con la
afeccion que el ensayo identifica o diagnostica correctamente, p. ej., una sensibilidad es de un 100% si todos los
individuos con una afeccién determinada dan positivo en el ensayo. La especificidad de un ensayo de cribado
determinado es la proporcion de individuos sin la afeccién que el ensayo identifica o diagnostica correctamente, p.
€j., una especificidad de un 100% se refiere a que todos los individuos sin la afeccion tienen un resultado de ensayo
negativo.

Por lo tanto la sensibilidad se define como el (humero de resultados de ensayo positivos
verdaderos)/(numero de resultados positivos verdaderos + numero de resultados de ensayo negativos
falsos).

La especificidad se define como el (nimero de resultados negativos verdaderos)/(numero de resultados
negativos verdaderos + numero de resultados positivos falsos).

Los genes de acuerdo con la presente solicitud se caracterizan por tener una sensibilidad elevada (la cantidad
relativa de muestras que comprenden el gen metilado de interés procedente de individuos con cancer es elevada) y
una especificidad elevada (la cantidad relativa de muestras que comprenden el gen metilado de interés procedente
de individuos sin cancer es baja).

Un buen marcador para el cancer es un gen el cual estd metilado en casi todas las muestras cuando un individuo
tiene cancer y no metilado en muestras que proceden de un individuo que no tiene cancer.

La especificidad del método de acuerdo con la presente descripcion estd comprendida preferentemente entre un
70% y un 100%, tal como entre un 75% y un 100%, mas preferentemente entre un 80% y un 100%, mas
preferentemente entre 90% y un 100%. Por lo tanto, en una realizacién de la presente descripcion, la especificidad
de la descripcion es de un 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 100%.

La sensibilidad del método de acuerdo con la presente descripcion esta comprendida preferentemente entre un 80%
y un 100%, mas preferentemente entre un 85% y un 100%, mas preferentemente entre un 90% y un 100%. Por lo
tanto, en una realizacion de la presente descripcién la sensibilidad de la descripcion es de un 80%, 81%, 82%, 83%,
84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 0 100%.

Se sobreentendera que los marcadores de acuerdo con la descripcién se pueden utilizar combinados en los
métodos de acuerdo con la descripcion. Utilizar varios marcadores combinados probablemente incrementara la
especificidad y/o sensibilidad del ensayo en comparacion con un ensayo que implique la utilizacién de un Unico
marcador. Por lo tanto, cuando se utilizan varios marcadores combinados puede ser aceptable que la especificidad y
sensibilidad de cada marcador sean inferiores de lo que se ha especificado anteriormente.

A modo de ejemplo ilustrado en la tabla 3, el gen CNRIP1 esta metilado en 20 de las 20 muestras procedentes de
una linea celular de cancer de colon (100%) y en 45 de las 48 (94%) muestras de adenoma — es decir, este gen
tiene una sensibilidad elevada y la probabilidad de detectar la enfermedad es de un 100 y un 94% a partir de las
muestras respectivas. Si se considera que la metilacién de los mismos genes en muestras procedentes de tejido
normal es 0 de 21, el gen tiene, por tanto, una especificidad elevada, la probabilidad de detectar un positivo falso es
0 y se detectan todos los individuos exentos de cancer. Las muestras procedentes de mucosa normal de pacientes
oncoldgicos mostraron metilacion en 9 de las 21 muestras, lo que indica que puede detectarse el cancer lejos de un
tumor.

Rendimiento diagndstico

La exactitud de un ensayo diagnostico se describe mejor mediante su rendimiento diagnéstico (ROC, por sus siglas
en inglés) (remitase a Zweig, M. H. y Campbell, G., Clin. Chem. 39 (1993) 561-577). El grafico ROC es una
representacion de todas las parejas sensibilidad/especificidad resultantes de variar continuamente el nivel de
referencia a lo largo del intervalo completo de datos observados.

El rendimiento clinico de un ensayo de laboratorio depende de su exactitud diagndstica, o de la capacidad de

clasificar correctamente individuos en subgrupos clinicamente relevantes. La exactitud diagndstica cuantifica la

capacidad del ensayo para distinguir correctamente dos condiciones diferentes en los individuos investigados. Las

condiciones de este tipo son, por ejemplo, enfermedad y salud, infeccidn latente o reciente versus no infeccion, o
11
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enfermedad benigna versus maligna.

En cada caso, la curva ROC representa el solapamiento entre dos distribuciones mediante la representacion de la
sensibilidad versus 1 — la especificidad para el intervalo completo de umbrales de decision. En el eje y se representa
la sensibilidad, la cual se calcula enteramente a partir del subgrupo afectado. En el eje x se representa la fraccion de
positivos falsos, o 1 — la especificidad, la cual se calcula enteramente a partir de grupo que no esta afectado.

Debido a que la sensibilidad y la especificidad se calculan totalmente por separado, mediante la utilizaciéon de los
resultados de ensayo procedentes de dos subgrupos diferentes, la curva ROC es independiente de la prevalencia de
la enfermedad en la muestra. Cada punto de la curva ROC representa una pareja sensibilidad/especificidad
correspondiente a un umbral de decision particular. Un ensayo con una discriminaciéon perfecta (sin solapamiento
entre las dos distribuciones de resultados) tiene una curva ROC que pasa a través de la esquina superior izquierda,
donde la fraccién de positivos verdaderos es 1.0 o de un 100% (sensibilidad perfecta) y la fraccién de positivos
falsos es 0 (especificidad perfecta). El gréafico tedrico para un ensayo sin discriminacion (distribuciones de resultados
idénticas para los dos grupos) es una diagonal de 45° desde la esquina inferior izquierda hasta la esquina superior
derecha. La mayoria de los graficos estan entre estos dos extremos. (Si la curva ROC estd completamente por
debajo de la diagonal de 45° esto se soluciona facilmente invirtiendo el criterio de “positividad” de “mas que” a
“menos que” o viceversa). Cualitativamente, cuanto mas cerca esta la curva de la esquina superior izquierda, mayor
serd la exactitud global del ensayo.

Un objetivo conveniente para cuantificar la exactitud diagnostica de un ensayo de laboratorio es expresar su
rendimiento mediante un Unico niumero. La medida global mas comun es el area bajo la curva ROC. Por convenio,
esta area es siempre = 0.5 (si no lo es, se puede invertir la regla de decision para hacer que lo sea). Los valores
estan comprendidos en el intervalo entre 1.0 (separacion perfecta entre los valores de ensayo de ambos grupos) y
0.5 (sin diferencia distribucional aparente entre ambos grupos de valores de ensayo). El area no depende
Unicamente de una porcién particular de la curva tal como el punto mas cercano a la diagonal o la sensibilidad a una
especificidad de un 90%, sino de la grafica completa. Esta es una expresion descriptiva y cuantitativa de lo cerca
que esta la curva ROC de la curva perfecta (area = 1.0).

La utilidad clinica de los genes marcadores del cancer novedosos se puede evaluar mediante la comparacion con
otros marcadores para un cancer concreto y en combinacion con estos, p. €j., la utilidad clinica de los marcadores
del cancer novedosos CNRIP1, SPG20, FBN1, SNCA, INA y MAL se evalGa por comparaciéon con: herramientas
establecidas de diagnéstico, p. ej., la medida del nivel de expresion de los marcadores de metilacion
correspondientes o establecidos tales como, sin caracter limitante, ADAMTS1, VIM, SFRP1, SFRP2 y CRABP1.

Evaluacion del riesgo y valor de corte

Para determinar si un sujeto corre un riesgo mayor de desarrollar, p. ej., cancer, se debe establecer un limite para el
valor de corte para el ensayo positivo. Este valor de corte lo puede establecer el laboratorio, el médico, o caso por
caso cada individuo.

De manera alternativa, se puede determinar un valor de corte como el promedio, mediana o promedio geométrico
del grupo de control negativo (p. €j., que no padece cancer) +/- una 0 mas desviaciones estandar o un valor derivado
de la desviacion estandar.

El valor de corte limite para los resultados de ensayo positivos de acuerdo con la invencion es el nivel o estado de
metilacion para el cual la metilaciéon es un indicador de cancer.

Otro valor de corte puede ser la cantidad de sitios CpG que han de estar metilados para que se considere que un
gen esta metilado.

Los presentes inventores han identificado con éxito nuevos marcadores para el cancer. El estado de metilacion de
los sitios CpG o el nivel de metilacién en la region promotora de la secuencia de &cido nucleico de un gen
seleccionado a partir de los siguientes: CNRIP1, SPG20, FBN1, SNCA, INA y MAL aumenta en individuos con
cancer y, por tanto, estos genes son marcadores eficaces para la deteccién de, p. €j., cancer.

Los valores de corte pueden variar en funcién de condiciones especificas del individuo sometido a ensayo tales
como, sin caracter limitante, el riesgo de padecer la enfermedad, ocupacidn, residencia o exposicion geograficas.

Los valores de corte pueden variar en funcién de condiciones especificas del individuo sometido a ensayo tales
como, sin caracter limitante, la edad, sexo, antecedentes genéticos (p. e€j., tipo de HLA), funcién inmunitaria
comprometida heredada o adquirida (p. ej., infeccién por VIH, diabetes, pacientes con insuficiencia renal o hepatica,
pacientes en tratamiento con farmacos modificadores de la inmunidad tales como, sin caracter limitante,
corticoesteroides, quimioterapia, bloqueantes del TNF-a e inhibidores de la mitosis).

Ajustando el limite de corte o de la decision se determinara, por tanto, la sensibilidad del ensayo para detectar el
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cancer, si esta presente, o su especificidad para excluir el cancer o la enfermedad si esta por debajo de este limite.
En consecuencia, el principio es que un valor por encima del valor de corte indica un riesgo mayor y un valor por
debajo del valor de corte indica un riesgo reducido.

Expresion

Se ha detectado la inactivaciéon de varios genes supresores de tumores mediante la metilacion del promotor de las
islas de CpG. A modo de ejemplo, el gen MLH1 en el cual la hipermetilacion de un ndmero limitado de sitios CpG a
aproximadamente 200 pares de bases en direccion 5 del sitio de inicio transcripcional se correlaciona
invariablemente con la ausencia de expresion génica.

Los presentes analisis de lineas celulares de cancer procedentes de varios tejidos indican que la hipermetilaciéon de
un area limitada en la proximidad del sitio de inicio transcripcional de MAL se asocia con la pérdida o reduccion de la
expresion génica. Los resultados cuantitativos de la expresion génica a partir de lineas celulares de cancer de colon
analizadas antes y después del tratamiento farmacolégico epigenético indican que este también es el caso de
SPG20, INA 'y CNRIP1.

Por lo tanto, la medida del nivel o estado de metilacion y, ademas, la expresién del gen de interés aumentan la
especificidad y sensibilidad del método.

Métodos

La presente descripcion se basa en el descubrimiento de genes, los cuales estan hipermetilados con una frecuencia
excepcionalmente alta en diferentes tipos de cancer como el cancer colorrectal, comprendidos en un subconjunto
particular de 6 genes seleccionados a partir de los 21 genes descritos previamente por Und et al. Estos marcadores
de hipermetilacion sumamente adecuados incluyen CNRIP1, SPG20, FBN1, SNCA, INA y MAL. Los resultados
sobre, p. ej.,, MAL contradicen a los informes anteriores en los que se habia observado hipermetilacion de MAL
Unicamente con una frecuencia baja en el cancer colorrectal.

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona un método para determinar si un sujeto ha desarrollado,
esta desarrollando o esta predispuesto a desarrollar cancer, o si un individuo esta recayendo tras un tratamiento
contra el cancer, que comprende los siguientes pasos:

a) determinar el nivel de metilacién, el nimero de sitios CpG metilados o el estado de metilacion de los sitios
CpG en una secuencia de acido nucleico en la region promotora, primer exén o intron, de al menos un gen
en una muestra, obtenida a partir de dicho individuo, donde dicho gen es:

CNRIP1, p. €j., tal como lo identifica la identificacién génica ensembl ENSG00000119865, identificacion
de entrada 25927

y donde dicha secuencia comprende una secuencia de acido nucleico constituida por la SEQ ID NO:7.

En una realizacion el cancer es un tumor tal como un tumor en el sistema aereodigestivo (benigno o
maligno).

El método ademas puede comprender los siguientes pasos:

b) comparar el nivel de metilacién, el nimero de sitios CpG metilados o el estado de metilacion de los sitios
CpG respecto a una referencia; e

c) identificar si es probable que dicho individuo desarrolle, esté desarrollando o esté predispuesto a desarrollar
cancer, o esté recayendo tras el tratamiento contra el cancer, si el nivel de metilacion, el nUmero de sitios
CpG metilados o el estado de metilacion de los sitios CpG es mas elevado que el nivel de metilacién, el
nuamero de sitos CpG metilados o el estado de metilacion de los sitios CpG de la referencia e identificar si
es poco probable que un individuo desarrolle, esté desarrollando o esté predispuesto a desarrollar cancer, o
esté recayendo tras el tratamiento contra el cancer, si el nivel de metilacién, el nimero de sitios CpG
metilados o el estado de metilacién de los sitios CpG esté por debajo del nivel de metilacion, el nimero de
sitios CpG metilados o el estado de metilacion de los sitios CpG de dicha referencia donde el cancer es un
cancer del sistema aéreo-digestivo.

En otro aspecto la presente invencion proporciona un método para determinar si un individuo ha desarrollado, esta
desarrollando o esta predispuesto a desarrollar cancer, o si un individuo esta recayendo tras el tratamiento contra el
cancer, que comprende los siguientes pasos:

a) determinar el nivel de metilacién, el nimero de sitios CpG metilados o el estado de metilacion de los sitios
CpG en una muestra de un individuo;

b) construir un grafico del percentil del nivel de metilacion, el nimero de sitios CpG metilados o el estado de
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metilacién de los sitios CpG de dicho gen obtenido a partir de una muestra de una poblacion sana;

¢) construir una curva ROC (curva de rendimiento diagndstico) basandose en el nivel de metilacién, el nimero
de sitios CpG metilados o el estado de metilacion de los sitios CpG determinados en la poblacion sana y en
el nivel de metilacion, el nimero de sitios CpG metilados o el estado de metilacion de los sitios CpG
determinados en una poblacion con cancer;

d) seleccionar la combinacién deseada de sensibilidad y especificidad a partir de la curva ROC;

e) determinar a partir del grafico del percentil el nivel de metilacién, el nimero de sitios CpG metilados o el
estado de metilacién de los sitios CpG correspondientes a la especificidad escogida o determinada; y

f)  predecir que el individuo probablemente padecera cancer, si el nivel de metilacion, el nimero de sitios CpG
metilados o el estado de metilacion de los sitios CpG de dicho gen de la muestra es igual o superior a dicho
nivel de metilacion, ndmero de sitios CpG metilados o estado de metilacion de los sitios CpG
correspondientes a la combinacién deseada de sensibilidad/especificidad, y predecir si el individuo
probablemente padecera cancer si 0 no, si el nivel de metilacion, el nimero de sitios CpG metilados o el
estado de metilacion de los sitios CpG de la muestra es menor que dicho nivel de metilacion, nimero de
sitios CpG metilados o estado de metilacion de los sitios CpG correspondientes a la combinacién deseada
de sensibilidad/especificidad.

En particular, el método tal como se describe anteriormente, comprende un método que comprende determinar el
nivel de metilacién, el nimero de sitios CpG metilados o el estado de metilacién de los sitios CpG en una secuencia
de &cido nucleico que comprende una secuencia seleccionada a partir del grupo constituido por:

A) Una secuencia de acido nucleico tal como la define la SEQ ID NO:7,

B) Una secuencia de acido nucleico la cual es complementaria a una secuencia tal como se define en A);

C) Una subsecuencia de una secuencia de &cido nucleico tal como se define en A) o B);

D) Una secuencia de &cido nucleico la cual es idéntica en al menos un 75% a una secuencia tal como se

define en A), B) o C).

El método tal como se describe anteriormente también puede comprender determinar el estado de metilacion de los
sitios CpG en una secuencia de acido nucleico de los genes adicionales seleccionados a partir del grupo constituido
por:

A) Una secuencia de acido nucleico tal como la define cualquiera de las siguientes: la SEQ ID NO.: 1, SEQ ID
NO.: 2, SEQ ID NO.: 3, SEQ ID NO.: 4, SEQ ID NO.: 5, SEQ ID NO.: 8, SEQ ID NO.: 10, SEQ ID NO.: 11,
SEQ ID NO.: 12, SEQ ID NO.: 15y la SEQ ID NO.: 16;

B) Una secuencia de acido nucleico la cual es complementaria a una secuencia tal como se define en A);

C) Una subsecuencia de una secuencia de acido nucleico tal como se define en A) o B);

D) Una secuencia de acido nucleico la cual es idéntica en al menos un 75% a una secuencia tal como se
define en A), B) o C).

En otra realizacion el método de la descripcidon comprende determinar el estado de metilacion de los sitios CpG en la
region promotora de MAL. De acuerdo con esta realizacion la secuencia de acido nucleico es una de las siguientes:

A) Una secuencia de &cido nucleico tal como la define la SEQ ID NO:1,
Una secuencia de &cido nucleico la cual es complementaria a una secuencia tal como se define en A);

)
)
) Una subsecuencia de una secuencia de acido nucleico tal como se define en A) o B);
)

oo0w

Una secuencia de &cido nucleico la cual es idéntica en al menos un 75% a una secuencia tal como se
define en A), B) o C).

Los identificadores de secuencias 1-16 representan secuencias de acido nucleico de los genes mencionados
anteriormente. Tal como comprendera el experto en la técnica, el analisis del estado de metilacion de los sitios CpG
comprendidos en estas secuencias asi como en sus secuencias complementarias esta dentro del alcance de la
presente descripcién. La siguiente tabla enumera los genes de acuerdo con la descripcion y los correspondientes
numeros de id, identificadores de secuencia y alias.

Nombre | Entrada |[Ensemb SEQ |Alias Nombre aprobado
HGNC ID
NO.
MAL 4118 [ENSG00000172005 |1-4 proteina de
diferenciacion de
linfocitos T
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Nombre |Entrada |[Ensemb SEQ |Alias Nombre aprobado
HGNC ID
NO.
FBN1 2200 |[ENSG00000166147 |6 FBN; SGS; WMS; MASS; MFS1; fibrilina 1
OCTD
CNRIP1 25927 |ENSG00000119865 |7 DKFZP566K1924, CRIP1, CRIP1a, |proteina 1 que
CRIP1b, marco de lectura abierto 32 |interacciona con el
del cromosoma 2, C20rf32 receptor canabinoide
SPG20 23111 |ENSG00000133104 |9 SPARTIN; TAHCCP1; KIAA0610 paraplejia espastica 20
SNCA 6622 ENSG00000145335 (13, 14 |NACP, PD1, PARK1, PARK4, sinucleina, alfa
MGC110988 (componente no A4 del
precursor amiloide)
INA 9118 |[ENSG00000148798 |16 NEFS; NF-66; TXBP-1; MGC12702 proteina del filamento
intermedio neuronal,

internexina alfa

Las secuencias de acido nucleico de acuerdo con la descripcidn se enuncian en la lista de secuencias. Cada
secuencia comprende en el orden en que se menciona y en la orientacién de 5 a 3’ lo siguiente: una secuencia
consecutiva de residuos de acidos nucleicos localizados dentro de la regiéon de 1000 pb en direccién 5’ respecto al
sitio de inicio transcripcional (indicado en letras mindsculas) seguida de una secuencia consecutiva de residuos de
acido nucleico localizados en direccién 3’ respecto al sitio de inicio transcripcional (indicado en letras mayusculas) y
de la secuencia intrénica de residuos de acidos nucleicos (indicados en letras mindsculas).

El método de la descripcion puede tratar sobre el analisis de subsecuencias particulares tal como se sugiere en el
apartado C) anterior. De acuerdo con estas realizaciones, la subsecuencia en C) tiene una longitud de al menos 8
residuos de &cidos nucleicos, tal como una longitud de al menos 9 residuos de acidos nucleicos, al menos 10
residuos de acidos nucleicos, al menos 11 residuos de acidos nucleicos, al menos 12 residuos de acidos nucleicos,
al menos 13 residuos de &cidos nucleicos, al menos 14 residuos de acidos nucleicos, al menos 15 residuos de
acidos nucleicos, al menos 20 residuos de acidos nucleicos, al menos 25 residuos de acidos nucleicos, al menos 30
residuos de acidos nucleicos, al menos 35 residuos de acidos nucleicos, al menos 40 residuos de acidos nucleicos,
al menos 45 residuos de acidos nucleicos, al menos 50 residuos de acidos nucleicos, al menos 70 residuos de
acidos nucleicos, o tal como una longitud de al menos 90 residuos de acidos nucleicos. Normalmente se desea que
el andlisis se realice sobre secuencias de una cierta longitud a fin de garantizar que el método sea lo
suficientemente sensible.

A efectos practicos también puede ser deseable minimizar la longitud de las subsecuencias que son objeto de los
estudios de metilacién en el método de la invenciéon. En consecuencia, puede ser deseable que dicha subsecuencia
en C) tenga una longitud de 10 residuos de &cidos nucleicos como maximo, tal como 13 residuos de &cidos
nucleicos como maximo, 14 residuos de acidos nucleicos como maximo, 15 residuos de &cidos nucleicos como
maximo, 20 residuos de acidos nucleicos como maximo, 25 residuos de acidos nucleicos como maximo, 30 residuos
de acidos nucleicos como maximo, 35 residuos de acidos nucleicos como maximo, 40 residuos de acidos nucleicos
como maximo, 45 residuos de acidos nucleicos como maximo, 50 residuos de acidos nucleicos como maximo, 70
residuos de acidos nucleicos como maximo, 90 residuos de acidos nucleicos como maximo, 110 residuos de acidos
nucleicos como méaximo, 150 residuos de &cidos nucleicos como maximo, o tal como 200 residuos de &cidos
nucleicos como maximo.

Mas concretamente, puede ser deseable que la subsecuencia en C) tenga una longitud de entre 8 y 200 residuos de
acidos nucleicos, tal como una longitud de entre 8 y 150 residuos de acidos nucleicos, de entre 8 y 100 residuos de
acidos nucleicos, de entre 8 y 75 residuos de &cidos nucleicos, de entre 8 y 50 residuos de acidos nucleicos, de
entre 9 y 200 residuos de &cidos nucleicos, tal como una longitud de entre 9 y 150 residuos de acidos nucleicos, de
entre 9 y 100 residuos de &cidos nucleicos, de entre 9y 75 residuos de &cidos nucleicos, de entre 9 y 50 residuos de
acidos nucleicos, tal como una longitud de entre 10 y 200 residuos de acidos nucleicos, de entre 10 y 150 residuos
de acidos nucleicos, de entre 10 y 100 residuos de acidos nucleicos, de entre 10 y 75 residuos de acidos nucleicos,
de entre 10 y 50 residuos de &cidos nucleicos, tal como una longitud de entre 11 y 200 residuos de acidos nucleicos,
de entre 11 y 150 residuos de acidos nucleicos, de entre 11 y 100 residuos de acidos nucleicos, de entre 11 y 75
residuos de &cidos nucleicos, de entre 11 y 50 residuos de &cidos nucleicos, o tal como una longitud de entre 12 y
200 residuos de acidos nucleicos, tal como una longitud de entre 12 y 150 residuos de acidos nucleicos, de entre 12
y 100 residuos de &cidos nucleicos, de entre 12 y 75 residuos de acidos nucleicos, o tal como una longitud de entre
12 y 50 residuos de &cidos nucleicos.
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Las regiones promotoras de los genes de acuerdo con la descripcion se enumeran en la siguiente tabla:

Nombre HGNC Entrada Ensemb SEQ ID NO.
MAL 4118 |[ENSG00000172005 17-20
FBN1 2200 ENSG00000166147 22

CNRIP1 25927 |ENSG00000119865 23

SPG20 23111 |ENSG00000133104 25

SNCA 6622  ENSG00000145335 29, 30

INA 9118 |[ENSG00000148798 32

Para cada uno de los genes mencionados anteriormente, los inventores han identificado subsecuencias que son
particularmente Utiles en el método de la descripcion. En el caso de MAL, la subsecuencia en C) puede, en
consecuencia, seleccionarse a partir del grupo de secuencias constituido por la secuencia especificada por la SEQ
ID NO.:17 y su secuencia complementaria, la secuencia especificada por la SEQ ID NO.:18 y su secuencia
complementaria, la secuencia especificada por la SEQ ID NO.:19 y su secuencia complementaria, la secuencia
especificada por la SEQ ID NO.:20 y su secuencia complementaria y las subsecuencias de cualquiera de estas
secuencias.

En el caso del gen de la fibrilina 1, la subsecuencia en C) es preferentemente la secuencia especificada por la SEQ
ID NO.:22, o su secuencia complementaria, o una subsecuencia de cualquiera de estas.

En el caso del marco de lectura abierto 32 del cromosoma 2, (CNRIP1), la subsecuencia en C) es preferentemente
la secuencia especificada por la SEQ ID NO.:23 o su secuencia complementaria o una subsecuencia de cualquiera
de estas.

En el caso de la paraplejia espastica 20, espartina (sindrome de Troyer), la subsecuencia en C) es preferentemente
la secuencia especificada por la SEQ ID NO.: 25, o su secuencia complementaria o una subsecuencia de una de
estas.

En el caso de la sinucleina alfa (componente no A4 del precursor amiloide), la subsecuencia en C) se selecciona
preferentemente a partir del grupo de secuencias constituido por la secuencia especificada por la SEQ ID NO.:29 y
su secuencia complementaria, la secuencia especificada por la SEQ ID NO.: 30 y su secuencia complementaria y
las subsecuencias de cualquiera de estas secuencias.

En el caso de la proteina del filamento del intermedio neuronal internexina alfa, la subsecuencia en C) es
preferentemente la secuencia especificada por la SEQ ID NO.: 32, o su secuencia complementaria o una
subsecuencia de cualquiera de estas.

También pueden ser Utiles en la presente descripcion los acidos nucleicos que comprenden la region promotora de
genes adicionales seleccionados, sin carécter limitante, a partir del grupo del factor potenciador de miocito 2C (SEQ
ID NO.: 24), C30rf14/14HT021 (SEQ ID NO.: 21), ubiquitina-proteina-ligasa E3A (SEQ ID NO.: 26, 27 y 28),
expresada en el cerebro, ligada a X 1 (SEQ ID NO.: 31) o su secuencia complementaria, o una subsecuencia de una
de estas.

Hasta la fecha pocos genes han demostrado ser Utiles en la deteccion precoz del cancer en funcion de los eventos
de metilacién en las regiones promotoras. Sin embargo, se incluye en el alcance de la presente descripcion incluir en
el método analisis del estado o nivel de metilacién de las regiones promotoras de marcadores conocidos de la
hipermetilacién en el cancer. En realizaciones adicionales de la descripcion, por lo tanto, el método comprende
determinar el estado o nivel de metilacion de los sitios CpG en la secuencia/region promotora de uno o mas genes,
donde dicho gen o genes se seleccionan a partir del grupo constituido por:

Metalopeptidasa ADAM con motivo de trombospondina de tipo 1 (ADAMTS1, C3-C5, KIAA1346, METH1)
Vimentina (VIM)

Proteina 1 secretada relacionada con Frizzled (SFRP1, por sus siglas en inglés); y

Proteina 2 secretada relacionada con Frizzled (SFRP2, por sus siglas en inglés).

Las regiones promotoras de estos genes se representan mediante los identificadores de secuencia 35-38. En
consecuencia, el método de la descripcion puede comprender determinar el estado de metilacién de los sitios CpG
en una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia seleccionada a partir del grupo constituido por:
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i) Una secuencia de &cido nucleico tal como la define cualquiera de las siguientes secuencias: SEQ ID
NO.: 33, SEQ ID NO.: 34, SEQ ID NO.: 35 y SEQ ID NO.: 36;

ii) Una secuencia de acido nucleico la cual es complementaria a una secuencia tal como se define en i)

iii) Una subsecuencia de una secuencia de acido nucleico tal como se define en i) o ii);

iv) Una secuencia de &cido nucleico la cual es idéntica en al menos un 75%, tal como en al menos un 80%,
al menos un 85%, al menos un 90%, al menos un 95%, al menos un 98% o al menos un 99% a la
secuencia tal como se define en i), ii) o iii).

El experto en la técnica ademas comprendera que las diferentes regiones promotoras mostraran un cierto grado de
degeneracion. En consecuencia, tal como se indica en el apartado D) anterior, la secuencia promotora de cualquiera
de los genes concretos puede ser una que no sea completamente idéntica a una de las secuencias representadas
por los identificadores de secuencias 1-16. En realizaciones particulares, la secuencia de acido nucleico en D) es
idéntica en al menos un 80% a la secuencia tal como se define en A), B) o C), tal como idéntica en al menos un
85%, al menos un 90%, al menos un 95%, al menos un 98%, al menos un 99% o tal como en al menos un 99,5% a
la secuencia tal como se define en A), B) o C).

La especificidad y sensibilidad de los genes de acuerdo con la descripcién son muy altas y cada uno de los genes
puede estar comprendido en los métodos de la descripcion.

En una realizacion, el método comprende determinar el nivel de metilacion, el numero de sitios CpG metilados o el
estado de metilacién de los sitios CpG en una secuencia de acido nucleico en la regidon promotora en:

1) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia seleccionada a partir del grupo constituido
por: las SEQ ID NO.s: 1-4, y sus secuencias relacionadas, y
II) 1, 2 0 3 secuencias de acido nucleico tal como se definen en el parrafo precedente.

En una realizacion, el método comprende determinar el nivel de metilacion, el nimero de sitios CpG metilados o el
estado de metilacién de los sitios CpG en una secuencia de acido nucleico en la regién promotora en:

1) una secuencia de &cido nucleico que comprende una secuencia constituida por: la SEQ ID NO.: 6, y sus
secuencias relacionadas, y
II) 1, 2 0 3 secuencias de acido nucleico tal como se definen en el parrafo precedente.

En una realizacion, el método comprende determinar el nivel de metilacion, el numero de sitios CpG metilados o el
estado de metilacién de los sitios CpG en una secuencia de acido nucleico en la regién promotora en:

1) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia constituida por: la SEQ ID NO.: 7, y sus
secuencias relacionadas, y
II) 1, 2 0 3 secuencias de acido nucleico tal como se definen en el parrafo precedente.

En una realizacion, el método comprende determinar el nivel de metilacion, el numero de sitios CpG metilados o el
estado de metilacién de los sitios CpG en una secuencia de acido nucleico en la regidon promotora en:

1) una secuencia de &cido nucleico que comprende una secuencia constituida por: la SEQ ID NO.: 9, y sus
secuencias relacionadas, y
II) 1, 2 0 3 secuencias de acido nucleico tal como se definen en el parrafo precedente.

En una realizacién, el método comprende determinar el nivel de metilacion, el nimero de sitios CpG metilados o el
estado de metilacién de los sitios CpG en una secuencia de acido nucleico en la regién promotora en:

1) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia seleccionada a partir del grupo constituido
por: las SEQ ID NO.: 13-14, y sus secuencias relacionadas, y
Il) 1, 2 0 3 secuencias de acido nucleico tal como se definen en el parrafo precedente.

En una realizacion, el método comprende determinar el nivel de metilacion, el numero de sitios CpG metilados o el
estado de metilacién de los sitios CpG en una secuencia de acido nucleico en la regidon promotora en:

I) una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia constituida por: la SEQ ID NO.: 16, y sus
secuencias relacionadas, y
II) 1, 2 0 3 secuencias de acido nucleico tal como se definen en el parrafo precedente.

Los métodos de acuerdo con la invencion tienen como objetivo la deteccién o el diagndstico del cancer, tal como un
tumor, en el sistema aéreo-digestivo. El “sistema aéreo-digestivo” o “tracto aéreo-digestivo” incluye los pulmones y el
tracto gastrointestinal: eséfago, estomago, pancreas, higado, vesicula biliar/conducto biliar, intestino delgado e
intestino grueso, incluido el colon y recto. En particular, el tumor puede seleccionarse a partir del grupo constituido
por: tumores colorrectales, tumores pulmonares (incluidos el carcinoma microcitico de pulmén y/o carcinomas no
microciticos de pulmén), tumores esofagicos, tumores gastricos, tumores pancreéticos, tumores hepaticos, tumores
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de la vesicula biliar y/o del conducto biliar, tumores del intestino delgado y tumores del intestino grueso.

Por lo tanto, en una realizaciéon de la invencion el cancer se selecciona a partir del grupo constituido por: tumores
colorrectales, tumores pulmonares (incluido el carcinoma microcitico de pulmén y/o el carcinoma no microcitico de
pulmén), tumores esofégicos, tumores géastricos, tumores pancreaticos, tumores hepaticos, tumores de la vesicula
biliar y/o conducto biliar, tumores del intestino delgado y tumores del intestino grueso.

A fin de determinar el nimero de sitios CpG metilados, el estado de metilacién de los sitios CpG o el nivel de
metilacién en dicha secuencia/regién promotora, el método de acuerdo con la descripcidn requiere que se aisle una
cantidad suficiente de ADN a partir de un individuo concreto. El experto en la técnica conocera suficientes técnicas
para aislar y purificar ADN en la cantidad y de la calidad requeridas. Para la mayoria de los propésitos, el ADN
puede aislarse a partir de una muestra sanguinea, una muestra fecal, una muestra tisular o0 una muestra de moco
procedente de los pulmones de dicho individuo. En general, es deseable llevar a cabo el método de la invencion de
manera no invasiva siempre que esto sea posible: para el cancer gastrointestinal, recoger ADN a partir de muestras
fecales serda a menudo practico y conveniente. En relacion a los tumores pulmonares, aislar ADN a partir de
muestras de moco procedentes del pulmén puede ofrecer un método conveniente para la recogida no invasiva de
ADN. Para otros tumores, incluidos los tumores en el higado y pancreas, puede ser preferible recoger muestras
tisulares para el aislamiento posterior de ADN.

Por lo tanto, en una realizaciéon se obtiene la muestra a partir de sangre, excrementos, orina, liquido pleural, bilis,
liquido bronquial, enjuagues bucales, piezas histoldgicas, ascitis, pus, liquido cefalorraquideo, muestras obtenidas
por aspiracion, liquido folicular, tejido o moco.

Cuando se utiliza el método de acuerdo con la descripcion con el proposito de determinar Unicamente la presencia
de cancer o un tumor en el sistema aéreo-digestivo, en particular cuando se requiere un resultado del tipo “si/no”, es
deseable que el método pueda limitarse al analisis del nivel de metilacién o estado de metilacién de los sitios CpG
en las regiones promotoras de 2-4 genes. Esto requiere claramente que los genes tengan una frecuencia
extremadamente alta de hipermetilacion durante el desarrollo y evolucion del cancer.

Por lo tanto, para propdsitos meramente diagnosticos, se prefiere sobre todo limitar el andlisis a las regiones
promotoras en muy pocos genes. Como se ha mencionado anteriormente, esto requiere la disponibilidad de un
conjunto de marcadores para la hipermetilacion, donde cada marcador tenga una sensibilidad y especificidad
elevadas. Para propésitos mas sutiles, sin embargo, puede ser necesario analizar el estado o nivel de metilacion de
las regiones promotoras en un nimero mayor de genes marcadores. Los métodos de acuerdo con la invencion, por
tanto, pueden comprender la determinacion del estado de metilacién de los sitios CpG en una secuencia de acido
nucleico en la secuencia/region promotora de al menos 2 genes, tal como al menos 3 genes, tal como al menos 4
genes, tal como al menos 5 genes, tal como al menos 7 genes, al menos 8 genes, al menos 9 genes, al menos 10
genes, al menos 11 genes, al menos 12 genes, al menos 13 genes, al menos 14 genes, al menos 15 genes, al
menos 16 genes, al menos 17 genes, al menos 18 genes, al menos 19 genes o al menos 20 genes, incluido al
menos 1 gen tal como se define en la reivindicacién 1 a fin de determinar el nivel de riesgo de inicio y/o evolucion
tumoral en un individuo.

De acuerdo con lo que se explica anteriormente, el método de la descripcién ademas comprende determinar el
estado de metilacion de los sitios CpG en al menos una, tal como al menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5, al
menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, al
menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos 19 o tal como al menos 20 secuencias de &acido
nucleico adicionales tal como se definen anteriormente o sus secuencias relacionadas.

Por lo tanto, para la mayoria de los propésitos sera insuficiente analizar el nivel de metilacién, el nimero de sitios
CpG metilados o el estado de metilacion de los sitios CpG en la region promotora de un unico gen. Los métodos de
acuerdo con la descripcion, por tanto, pueden comprender la determinaciéon del estado de metilacion de los sitios
CpG en una secuencia de acido nucleico en la secuencia/region promotora de al menos 2 genes, tal como al menos
3 genes, tal como al menos 4 genes, tal como al menos 5 genes, tal como al menos 7 genes, al menos 8 genes, al
menos 9 genes, al menos 10 genes, al menos 11 genes, al menos 12 genes, al menos 13 genes, al menos 14
genes, al menos 15 genes, al menos 16 genes, al menos 17 genes, al menos 18 genes, al menos 19 genes o al
menos 20 genes, donde se selecciona al menos un gen a partir del grupo de genes definido anteriormente.

Por lo tanto, en otro aspecto la descripcion trata sobre un método donde se determina el nivel de metilacion, el
namero de sitios CpG metilados o el estado de metilacion de los sitios CpG de al menos un marcador adicional.

Donde al menos un marcador adicional se selecciona a partir del grupo constituido por:

CNRIP1, p. €j., tal como lo identifica la identificacion génica ensembl ENSG00000119865, identificacion de
entrada 25927
SPG20, p. €j., tal como lo identifica la identificacién génica ensembl ENSG00000133104, identificacion de
entrada 23111
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FBN1, p. ej., tal como lo identifica la identificacion génica ensembl ENSG00000166147, identificacion de
entrada 2200

SNCA, p. €j., tal como lo identifica la identificacion génica ensembl ENSG00000145335, identificacion de
entrada 6622;

INA, p. ej., tal como lo identifica la identificacion génica ensembl ENSG00000148798, identificacién de
entrada 9118;y

MAL, p. ej., tal como lo identifica la identificacién génica ensembl ENSG00000172005.

Combinacién de marcadores génicos

Por lo tanto, por las razones explicadas anteriormente, el nivel de metilacion o el estado de metilacion puede
combinarse con determinaciones de uno o mas marcadores diferentes, y compararse con un nivel de referencia
combinado. Los niveles determinados de marcadores se pueden combinar mediante operaciones aritméticas tales
como adicién, sustraccién, multiplicacion y manipulaciones aritméticas de los porcentajes, raiz cuadrada,
exponenciacién y funciones logaritmicas. También pueden combinarse los niveles tras las manipulaciones utilizando
varios modelos, p. €j., regresion logistica y estimaciones de la maxima verosimilitud. Se pueden llevar a cabo varias
combinaciones de biomarcadores y varios medios para calcular el valor de referencia combinado mediante medios
conocidos por el experto en la técnica.

Por lo tanto, otra realizaciéon de la descripcion trata sobre un método de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, donde se determina el nivel de metilacion o estado de metilacion de al menos un
marcador adicional.

Dicho marcador adicional puede ser, sin caracter limitante, CNRIP1, SPG20, FBN1, SNCA, INA, MAL, ADAMTSH1,
VIM, SFRP1, SFRP2 o CRABP1. Los marcadores pueden compararse con un conjunto de datos de referencia para
determinar si el individuo padece cancer o tiene un riesgo mayor de desarrollar un cancer.

Se puede lograr un método para construir un ensayo diagnéstico basado en un marcador combinado mediante la
combinacion de los niveles de metilacion o el estado de metilaciéon (o un valor derivado de estos) de dos o mas
marcadores individuales mediante manipulacion aritmética (p. e€j., adicién). Como puede haber una variedad en el
nivel de metilacion o estado de metilacién de los diferentes marcadores es relevante ponderar las medidas a fin de
conseguir una combinacion independiente de las diferencias en, p. €j., el nivel o estado de metilaciéon. Esto puede
llevarse a cabo mediante una simple normalizaciéon a partir de una mediana o un promedio a partir de material
estandar.

Sinergia
Combinando los diferentes marcadores de genes de acuerdo con la descripcion puede conseguirse un efecto
sinérgico.

Especificamente, tal como se utiliza en la presente, sinergia se refiere al fenémeno en el cual varios marcadores que
actian juntos crean una “sefial marcadora combinada” con una sensibilidad o especificidad mayores para el
diagnéstico, que la predicha conociendo Uunicamente de la sensibilidad o especificidad separadas de los marcadores.

Por lo tanto, en una realizacién de la presente descripcion el uso combinado de al menos un marcador adicional (p.
ej., CNRIP1, SPG20, FBN1, SNCA, INA, MAL) proporciona un efecto sinérgico en relacién con la sensibilidad y/o
especificidad.

En otra realizacién de la presente descripcién, el uso combinado de los marcadores CNRIP1 e INA proporciona un
efecto sinérgico en relacién con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacion de la presente descripcién, el uso combinado de los marcadores CNRIP1 y SNCA proporciona un
efecto sinérgico en relacién con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacién de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores CNRIP1 y FBN1 proporciona un
efecto sinérgico en relacién con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacion de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores CNRIP1 y SPG20 proporciona
un efecto sinérgico en relacién con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacién de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores INA y SNCA proporciona un
efecto sinérgico en relacién con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacion de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores INA y FBN1 proporciona un
efecto sinérgico en relacién con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacion de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores INA y SPG20 proporciona un
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efecto sinérgico en relacién con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacién de la presente descripcién, el uso combinado de los marcadores SNCA y FBN1 proporciona un
efecto sinérgico en relacién con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacién de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores SNAC y SPG20 proporciona un
efecto sinérgico en relacién con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacion de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores FBN1 y SPG20 proporciona un
efecto sinérgico en relacién con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacion de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores CNRIP1 y MAL proporciona un
efecto sinérgico en relacién con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacién de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores SPG20 y MAL proporciona un
efecto sinérgico en relacién con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizaciéon de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores FBN1 y MAL proporciona un
efecto sinérgico en relacién con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizaciéon de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores SNCA y MAL proporciona un
efecto sinérgico en relacién con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacion de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores INA y MAL proporciona un
efecto sinérgico en relacién con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacién de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores CNRIP1, SPG20 e INA
proporciona un efecto sinérgico en relaciéon con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacién de la presente descripcién, el uso combinado de los marcadores CNRIP1, SPG20 y FBNA1
proporciona un efecto sinérgico en relacién con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacion de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores CNRIP1, SPG20 y SNCA
proporciona un efecto sinérgico en relaciéon con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacion de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores CNRIP1, INA y SNCA
proporciona un efecto sinérgico en relaciéon con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacién de la presente descripcién, el uso combinado de los marcadores CNRIP1, INA y FBN1
proporciona un efecto sinérgico en relacién con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacion de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores CNRIP1, SNCA y FBNA1
proporciona un efecto sinérgico en relacién con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacién de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores SNCA, SPG20 y FBNA1
proporciona un efecto sinérgico en relacién con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacion de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores INA, SPG20 y FBN1
proporciona un efecto sinérgico en relacién con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacién de la presente descripcién, el uso combinado de los marcadores INA, SNCA y FBN1 proporciona
un efecto sinérgico en relacion con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacion de la presente descripcién, el uso combinado de los marcadores INA, SPG20 y SNCA
proporciona un efecto sinérgico en relaciéon con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacion de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores MAL, SPG20 y SNCA
proporciona un efecto sinérgico en relaciéon con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacion de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores MAL, INA y SNCA proporciona
un efecto sinérgico en relacion con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacion de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores MAL, INA y SPG20 proporciona
un efecto sinérgico en relacion con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacion de la presente descripcién, el uso combinado de los marcadores MAL, FBN1 y SNCA
proporciona un efecto sinérgico en relaciéon con la sensibilidad y/o especificidad.
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En otra realizacién de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores MAL, FBN1 y SPG20
proporciona un efecto sinérgico en relacion con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacion de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores MAL, FBN1 e INA proporciona
un efecto sinérgico en relacién con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacion de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores MAL, FBN1 y CNRIP1
proporciona un efecto sinérgico en relaciéon con la sensibilidad y/o especificidad.

En ofra realizaciéon de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores MAL, CNRIP1 y SNCA
proporciona un efecto sinérgico en relacion con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacién de la presente descripcién, el uso combinado de los marcadores MAL, CNRIP1 y SPG20
proporciona un efecto sinérgico en relacion con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacion de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores MAL, CNRIP1 e INA
proporciona un efecto sinérgico en relaciéon con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacion de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores CNRIP1, FBN1, SNCA e INA
proporciona un efecto sinérgico en relaciéon con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacién de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores SPG20, FBN1, SNCA e INA
proporciona un efecto sinérgico en relacion con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacion de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores CNRIP1, SNCA, INA y SPG20
proporciona un efecto sinérgico en relacion con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacién de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores CNRIP1, FBN1, INA y SPG20
proporciona un efecto sinérgico en relaciéon con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacion de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores CNRIP1, FBN1, SNCA y SPG20
proporciona un efecto sinérgico en relacién con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizaciéon de la presente descripcién, el uso combinado de los marcadores MAL, FBN1, SNCA y SPG20
proporciona un efecto sinérgico en relacion con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacion de la presente descripcién, el uso combinado de los marcadores CNRIP1, MAL, SNCA y SPG20
proporciona un efecto sinérgico en relaciéon con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacion de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores CNRIP1, FBN1, MAL y SPG20
proporciona un efecto sinérgico en relacién con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacién de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores CNRIP1, FBN1, SNCA y MAL
proporciona un efecto sinérgico en relacién con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacion de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores INA, FBN1, SNCA y MAL
proporciona un efecto sinérgico en relacién con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacion de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores CNRIP1, INA, SNCA y MAL
proporciona un efecto sinérgico en relacién con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacion de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores CNRIP1, FBN1, INA y MAL
proporciona un efecto sinérgico en relacién con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacion de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores CNRIP1, SPG20, FBN1, SNCA
e INA proporciona un efecto sinérgico en relacion con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizaciéon de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores MAL, SPG20, FBN1, SNCA e
INA proporciona un efecto sinérgico en relacién con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacion de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores CNRIP1, MAL, FBN1, SNCA e
INA proporciona un efecto sinérgico en relacién con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacién de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores CNRIP1, SPG20, MAL, SNCA e
INA proporciona un efecto sinérgico en relacién con la sensibilidad y/o especificidad.
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En otra realizacién de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores CNRIP1, SPG20, FBN1, MAL e
INA proporciona un efecto sinérgico en relacién con la sensibilidad y/o especificidad.

En otra realizacion de la presente descripcion, el uso combinado de los marcadores CNRIP1, SPG20, FBN1, SNCA
y MAL proporciona un efecto sinérgico en relacién con la sensibilidad y/o especificidad.

Por lo tanto, en una realizacion los métodos de acuerdo con la descripcion comprenden determinar el nivel de
metilacién, el nimero de sitios CpG metilados o el estado de metilacion de los sitios CpG de CNRIP1 junto con la
determinacion del nivel de metilacién, el nimero de sitios CpG metilados o el estado de metilacion de los sitios CpG
de al menos un marcador adicional seleccionado a partir del grupo constituido por:

SPG20, p. €j., tal como lo identifica la identificacidn génica ensembl ENSG00000133104, identificacion de
entrada 23111

FBN1, p. ej., tal como lo identifica la identificacion génica ensembl ENSG00000166147, identificacion de
entrada 2200

SNCA, p. €j., tal como lo identifica la identificacion génica ensembl ENSG00000145335, identificacién de
entrada 6622; e

INA, p. ej., tal como lo identifica la identificacion génica ensembl ENSG00000148798, identificacién de
entrada 9118.

Por lo tanto, en una realizacion los métodos de acuerdo con la descripcion comprenden determinar el nivel de
metilacién, el numero de sitios CpG metilados o el estado de metilacion de los sitios CpG de SPG20 junto con la
determinacion del nivel de metilacion, el nimero de sitios CpG metilados o el estado de metilacion de los sitios CpG
de al menos un marcador adicional seleccionado a partir del grupo constituido por:

CNRIP1, p. €j., tal como lo identifica la identificacion génica ensembl ENSG000001 19865, identificacion de
entrada 25927

FBNT1, p. €j., tal como lo identifica la identificacién génica ensembl ENSG00000166147, identificacién de
entrada 2200

SNCA, p. €j., tal como lo identifica la identificacion génica ensembl ENSG00000145335, identificacion de
entrada 6622; e

INA, p. €j., tal como lo identifica la identificacion génica ensembl ENSG00000148798, identificacion de
entrada 9118.

Por lo tanto, en una realizaciéon los métodos de acuerdo con la descripcidon comprenden determinar el nivel de
metilacién, el nimero de sitios CpG metilados o el estado de metilacién de los sitios CpG de FBN1 junto con la
determinacion del nivel de metilacion, el nimero de sitios CpG metilados o el estado de metilacion de los sitios CpG
de al menos un marcador adicional seleccionado a partir del grupo constituido por:

CNRIP1, p. €j., tal como lo identifica la identificacion génica ensembl ENSG00000119865, identificacién de
entrada 25927

SPG20, p. €j., tal como lo identifica la identificacion génica ensembl ENSG00000133104, identificacion de
entrada 23111

SNCA, p. €j., tal como lo identifica la identificacion génica ensembl ENSG00000145335, identificacién de
entrada 6622; e

INA, p. ej., tal como lo identifica la identificacion génica ensembl ENSG00000148798, identificacién de
entrada 9118.

Por lo tanto, en una realizacion los métodos de acuerdo con la descripcion comprenden determinar el nivel de
metilacién, el numero de sitios CpG metilados o el estado de metilacién de los sitios CpG de SNCA junto con la
determinacion del nivel de metilacion, el nimero de sitios CpG metilados o el estado de metilacion de los sitios CpG
de al menos un marcador adicional seleccionado a partir del grupo constituido por:

CNRIP1, p. €j., tal como lo identifica la identificacion génica ensembl ENSG00000119865, identificacion de
entrada 25927

SPG20, p. €j., tal como lo identifica la identificacién génica ensembl ENSG00000133104, identificacion de
entrada 23111

FBNT1, p. €j., tal como lo identifica la identificacién génica ensembl ENSG00000166147, identificacién de
entrada 2200; e

INA, p. €j., tal como lo identifica la identificacion génica ensembl ENSG00000148798, identificacion de
entrada 9118.

Por lo tanto, en una realizacion los métodos de acuerdo con la descripcidon comprenden determinar el nivel de
metilacién, el nimero de sitios CpG metilados o el estado de metilacién de los sitios CpG de INA junto con la
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determinacion del nivel de metilacion, el nimero de sitios CpG metilados o el estado de metilacion de los sitios CpG
de al menos un marcador adicional seleccionado a partir del grupo constituido por:

CNRIP1, p. €j., tal como lo identifica la identificacion génica ensembl ENSG00000119865, identificacién de
entrada 25927

SPG20, p. €j., tal como lo identifica la identificacién génica ensembl ENSG00000133104, identificacion de
entrada 23111

FBN1, p. ej., tal como lo identifica la identificacion génica ensembl ENSG00000166147, identificacion de
entrada 2200; y

SNCA, p. €j., tal como lo identifica la identificacion génica ensembl ENSG00000145335, identificacion de
entrada 6622.

Tratamiento con bisulfito y reaccion en cadena de la polimerasa especifica de metilacion

La invencién no esta limitada por los tipos de ensayos utilizados para determinar el estado de metilacién de los
miembros del gen o del conjunto de genes. De hecho, cualquier ensayo que pueda emplearse para determinar el
nivel o estado de metilacién del gen o conjunto de genes deberia bastar para los propositos de la presente
invencion.

Una estrategia practica para determinar el estado de metilaciéon de las islas de CpG en una regidon promotora puede
comprender un paso de tratamiento de la secuencia promotora con bisulfito. El tratamiento del ADN con bisulfito da
lugar a variaciones en la secuencia ya que convierte las citosinas no metiladas, pero no las metiladas, en uracilo. El
tratamiento con bisulfito seguido del analisis de la secuencia permite una presentacién positiva de 5-metilcitosinas
en el promotor génico tras la modificacién con bisulfito ya que las citosinas no metiladas aparecen como timidinas,
mientras que las 5-metilcitosinas aparecen como citosinas en la secuencia final. En realizaciones particulares de la
invencion, el estado de metilacién de dicha secuencia/region promotora se determina, por tanto, mediante la
secuenciacion del &cido nucleico (secuenciacion con bisulfito).

En realizaciones adicionales de la descripcién, se determina el nimero de sitios CpG metilados, el estado de
metilacion de los sitios CpG o el nivel de metilacién de dicha region/secuencia promotora mediante PCR especifica
de metilaciéon. En los ejemplos de la presente solicitud se proporcionan un conjunto de disefios de cebadores y
condiciones de PCR adecuados. En general, sin embargo, el experto en la técnica también poseera el conocimiento
requerido para ser capaz de determinar los disefios de cebadores y condiciones apropiados para los analisis por
PCR.

Como sabra el experto en la técnica, la fluorescencia en tiempo real ofrece una estrategia rapida y conveniente para
la deteccion de productos de PCR y se puede aplicar facilmente a procedimientos diagndsticos donde se requiere un
procesamiento ultrarrapido. En la realizaciéon de la invencién actualmente preferida dicha PCR especifica de
metilacién comprende, por tanto, la deteccion fluorescente en tiempo real de los productos de PCR.

Al igual que para la mayoria de los otros procedimientos de PCR, el método de la descripcion puede comprender un
paso de separacion de los productos de acuerdo con el tamafo. En particular, los métodos de la descripcion
pueden comprender un paso de separacion de los productos de PCR resultantes mediante electroforesis capilar o
en gel.

Como parte del andlisis, los productos de PCR resultantes pueden detectarse mediante la utilizacién de un marcador
seleccionado a partir del grupo constituido por marcadores fluorescentes, marcadores quimioluminiscentes y
marcadores radiactivos. Por motivos practicos y de seguridad, para la mayoria de los casos se prefieren los
marcadores no radiactivos.

El nivel o estado de metilacién de dicha secuencia/region promotora también puede determinarse mediante
pirosecuenciacion, espectrometria de masas o mediante el uso de enzimas de restriccion especificas de metilacion.

El nivel de metilacion, el nimero de sitios CpG metilados o el estado de metilacion de los sitios CpG se determina,
sin caracter limitante, mediante secuenciacién con bisulfito, reaccion en cadena de la polimerasa especifica de
metilacion (MSP) cualitativa y/o cuantitativa, pirosecuenciacién, transferencia de Southern, barrido del genoma de
los puntos de referencia de restriccion (RLGS, por sus siglas en inglés), extension del cebador en un Unico
nucleétido, micromatriz de islas de CpG, SNUPE, COBRA, espectrometria de masas, mediante la utilizacion de
enzimas de restriccion especificas de metilacion, mediante la determinacién del nivel de expresiéon de dichos genes
0 una combinacion de estos.

En realizaciones preferidas, la PCR especifica de metilacion utilizada en el método de la invencion comprende la
utilizacién de cebadores de acidos nucleicos los cuales son capaces de hibridarse con una secuencia de acido
nucleico que comprende 2 sitios CpG y un residuo de citosina el cual no esta en un sitio CpG. Es deseable la
inclusién de un residuo de citosina de este tipo, la cual no esta metilada, a fin de distinguir mejor ADN modificado
con bisulfito del ADN no modificado con bisulfito. Los cebadores para las secuencias metiladas siempre se uniran a
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los sitios CpG metilados, los cuales son sitios que se mantienen como CpG tras la conversion con bisulfito. En
presencia de ADN no modificado, este contendra sitios CpG independientemente del estado de metilacién y los
cebadores especificos de metilacion se uniran entonces al ADN no modificado, lo que originara positivos falsos. La
inclusién de una “C”, la cual no esta en un sitio CpG en el area atacada por el cebador evitara que el cebador se una
a ADN no modificado ya que este ADN contendra “C” mientras que el ADN modificado contendra “T” en la misma
posicién.

En otras realizaciones adicionales, la PCR especifica de metilacién comprende la utilizacién de cebadores de acidos
nucleicos los cuales son capaces de hibridarse con una secuencia de acido nucleico que comprende 2 sitios CpG y
un residuo de citosina el cual no esté en un sitio CpG.

Los métodos de acuerdo con la descripcion pueden combinarse con cualquier otro parametro conocido del cancer.
Por lo tanto, el estado o nivel de metilacién de un gen de la descripcién puede combinarse, sin caracter limitante,
con cualquiera de los siguientes parametros del cancer: un ensayo de la integridad del ADN genético, ploidia, estado
de mutacion de los genes, cambios genémicos, genes de fusion, variantes de corte y empalme, diferencias en la
expresion, miARN.

Utilizacion

Debido a su sensibilidad y especificidad elevadas, los marcadores de acuerdo con la descripcién son muy
adecuados para su utilizacion como marcadores para el cancer. Por lo tanto, otro aspecto de la invencién trata sobre
la utilizacién del gen

CNRIP1, p. €j., tal como lo identifica la identificacion génica ensembl ENSG00000119865, identificacion de
entrada 25927

en un ensayo diagnostico donde se evalla el nivel de metilacién, el nimero de sitios CpG metilados o el estado de
metilacion de los sitios CpG como un indicador de si el individuo ha desarrollado, estd desarrollando o esta
predispuesto a desarrollar cancer, o si un individuo esta recayendo tras el tratamiento contra el cancer en el sistema
aéreo-digestivo.

Otra realizacién trata sobre la utilizacion de una secuencia de acido nucleico, donde dicho &cido nucleico comprende
una secuencia de acido nucleico seleccionado a partir de grupo constituido por:

A) Una secuencia de acido nucleico tal como la define la SEQ ID NO:7,

B) Una secuencia de acido nucleico la cual es complementaria a una secuencia tal como se define en A);

C) Una subsecuencia de una secuencia de &cido nucleico tal como se define en A) o B);

D) Una secuencia de &cido nucleico la cual es idéntica en al menos un 75% a una secuencia tal como se

define en A), B) o C).

En un ensayo diagnéstico donde el nivel de metilacién, el numero de sitios CpG metilados o el estado de metilacién
de los sitios CpG se evalia como un indicador de si un individuo ha desarrollado, esta desarrollando o esta
predispuesto a desarrollar cancer o si un individuo esté recayendo tras el tratamiento contra el cancer en el sistema
aéreo-digestivo.

Anticuerpo

La descripcién también se refiere a un anticuerpo contra las secuencias metiladas. Por lo tanto, otra realizacién de la
descripcion se refiere a un anticuerpo que reconoce secuencias de acido nucleico metilado seleccionadas a partir
del grupo constituido por:

A) Una secuencia de 4cido nucleico tal como la define cualquiera de las siguientes: la SEQ ID NO.: 6, SEQ ID
NO.: 7, SEQID NO.: 9, SEQ ID NO.: 13, SEQ ID NO.: 14 y la SEQ ID NO.: 16;

B) Una secuencia de acido nucleico la cual es complementaria a una secuencia tal como se define en A);

C) Una subsecuencia de una secuencia de acido nucleico tal como se define en A) o B);

D) Una secuencia de &cido nucleico la cual es idéntica en al menos un 75% a una secuencia tal como se
define en A), B) o C).

Kit de diagnostico

En un aspecto preferido la descripcién proporciona un kit de diagnéstico para la determinacién del cancer que
comprende uno o mas oligonucleétidos que actian de cebadores o uno o mas conjuntos de oligonucleétidos que
actuan de cebadores, donde cada uno de los cuales es complementario a una secuencia de acido nucleico de los
genes seleccionados a partir de:

CNRIP1, p. €j., tal como lo identifica la identificacion génica ensembl ENSG00000119865, identificacién de
entrada 25927
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SPG20, p. €j., tal como lo identifica la identificaciéon génica ensembl ENSG00000133104, identificacion de
entrada 23111

FBNT1, p. €j., tal como lo identifica la identificacion génica ensembl ENSG00000166147, identificacion de entrada
2200

SNCA, p. €j., tal como lo identifica la identificacion génica ensembl ENSG00000145335, identificacion de entrada
6622; e

INA, p. €j., tal como lo identifica la identificacion génica ensembl ENSG00000148798, identificacion de entrada
9118

Un segundo aspecto de la descripcion proporciona un kit de diagnostico que comprende uno o mas oligonucleétidos
que actuan de cebadores o0 uno 0 mas conjuntos de oligonucle6tidos que actian de cebadores, tales como 2 o0 mas,
30més, 4 omas,50mas, 6 o mas, 70 mas, 80 mas, 9o mas, 10 o mas, 11 o més, 12 0 més, 13 o més, 14 o mas,
15 0 mas, 16 o mas, 17 o méas, 18 o0 mas, 19 o mas o tales como 20 o mas oligonucledtidos que actian de
cebadores o conjuntos de oligonucleétidos que actian de cebadores, donde cada uno de los cuales es
complementario/capaz de hibridarse con una secuencia de &cido nucleico en la regién/secuencia promotora de uno
0 mas genes, donde dicho gen o genes se seleccionan a partir del grupo constituido por:

CNRIP1, p. €j., tal como lo identifica la identificacion génica ensembl ENSG00000119865, identificacién de
entrada 25927

SPG20, p. €j., tal como lo identifica la identificacién génica ensembl ENSG00000133104, identificacion de
entrada 23111

FBNT1, p. ej., tal como lo identifica la identificacion génica ensembl ENSG00000166147, identificacion de entrada
2200

SNCA, p. €j., tal como lo identifica la identificacion génica ensembl ENSG00000145335, identificacion de entrada
6622; e

INA, p. €j., tal como lo identifica la identificacion génica ensembl ENSG00000148798, identificacion de entrada
9118

En particular, el kit de acuerdo con este aspecto de la descripcién comprende uno o mas oligonucleétidos que
actuan de cebadores o conjuntos de oligonucleétidos que actian de cebadores, donde cada uno de los cuales es
complementario/capaz de hibridarse con una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia
seleccionada a partir del grupo constituido por:

A) Una secuencia de acido nucleico tal como la define cualquiera de las siguientes: la SEQ ID NO.: 6, SEQ ID
NO.: 7, SEQ ID NO.: 9, SEQ ID NO.: 13, SEQ ID NO.: 14 y la SEQ ID NO.: 16;

B) Una secuencia de acido nucleico la cual es complementaria a una secuencia tal como se define en A);

C) Una subsecuencia de una secuencia de acido nucleico tal como se define en A) o B); Una secuencia de
acido nucleico la cual es idéntica en al menos un 75% a una secuencia tal como se define en A), B) o C).

En realizaciones particulares el kit comprende uno o mas oligonucleétidos que actdan de cebadores o uno o mas
conjuntos de oligonucleétidos que actian de cebadores, donde cada uno de los cuales es complementario/capaz de
hibridarse con una secuencia de acido nucleico en la regién/secuencia promotora de un gen que se selecciona a
partir del grupo constituido por:

Metalopeptidasa ADAM con motivo de trombospondina de tipo 1 (ADAMTS1, C3-C5, KIAA1346, METH1)
Vimentina (VIM)

Proteina 1 secretada relacionada con Frizzled (SFRP1); y

Proteina 2 secretada relacionada con Frizzled (SFRP2)

MAL (proteina de diferenciacién de linfocitos T)

marco de lectura abierto del cromosoma 3 (C3orf14/14HT021),

ubiquitina-proteina-ligasa E3A (UBE3A, AS, ANCR, E6-AP, FLJ26981), expresada en el cerebro, ligada a X 1
(BEX1),

factor potenciador de miocito 2C, MEF2c.

En otro aspecto de la descripcion, el kit comprende uno o mas oligonucleétidos que actian de cebadores o
conjuntos de oligonucledtidos que actuan de cebadores, donde cada uno de los cuales es complementario/capaz de
hibridarse con una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia seleccionada a partir del grupo
constituido por:

A) Una secuencia de &cido nucleico tal como la define cualquiera de las siguientes: la SEQ ID NO.: 1, SEQ ID
NO.: 2, SEQ ID NO.: 3, SEQ ID NO.: 4, SEQ ID NO.: 5, SEQ ID NO.: 8, SEQ ID NO.: 10, SEQ ID NO.: 11,
SEQID NO.: 12y la SEQ ID NO.: 15;

B) Una secuencia de acido nucleico la cual es complementaria a una secuencia tal como se define en A);

C) Una subsecuencia de una secuencia de &acido nucleico tal como se define en A) o B);

D) Una secuencia de &cido nucleico la cual es idéntica en al menos un 75% a una secuencia tal como se
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define en A), B) o C).

De acuerdo con estas realizaciones el kit comprende uno o0 mas oligonucleétidos que actdan de cebadores o uno o
mas conjuntos de oligonucledtidos que actian de cebadores, donde cada uno de los cuales es
complementario/capaz de hibridarse con una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia
seleccionada a partir del grupo constituido por:

i) Una secuencia de acido nucleico tal como la define cualquiera de las siguientes: la SEQ ID NO.: 33, SEQ ID
NO.: 34, SEQ ID NO.: 35y la SEQ ID NO.: 36;
ii) Una secuencia de &cido nucleico la cual es complementaria a una secuencia tal como se define en i);
iiil) Una subsecuencia de una secuencia de acido nucleico tal como se define en i) 0 ii);
iv) Una secuencia de acido nucleico la cual es idéntica en al menos un 75%, tal como al menos un 80%, al
menos un 85%, al menos un 90%, al menos un 95%, al menos un 98% o al menos un 99%, a una
secuencia tal como se define en i), ii) o iii).

A la vista de la especificidad extremadamente elevada de MAL como marcador para el cancer, el kit comprende uno
o mas oligonucleétidos que actian de cebadores o uno o mas conjuntos de oligonucle6tidos que actdan de
cebadores donde cada uno de los cuales es complementario/capaz de hibridarse con una secuencia de acido
nucleico seleccionada a partir del grupo constituido por:

A) Una secuencia de acido nucleico tal como la define la SEQ ID NO.: 1;

B) Una secuencia de acido nucleico la cual es complementaria a una secuencia tal como se define en A);

C) Una subsecuencia de una secuencia de acido nucleico tal como se define en A) o B);

D) Una secuencia de &cido nucleico la cual es idéntica en al menos un 75% a una secuencia tal como se

define en A), B) o C).

Se pueden considerar varios disefios para el kit de la descripcién. En una realizaciéon cada uno de dichos cebadores
o conjuntos de cebadores esta en recipientes separados. Esto permitira al usuario final del kit preparar diferentes
mezclas de cebadores para diferentes objetivos. De acuerdo con otras realizaciones, sin embargo, los cebadores o
conjuntos de cebadores pueden suministrarse como una mezcla.

Para ciertos usos, tales como a efectos diagnoésticos tradicionales, el kit de diagnéstico puede incluir pocos
cebadores o conjuntos de cebadores. En particular, esto es relevante cuando el kit se ha de utilizar en una
aplicacién donde se requiere un resultado del tipo “si/no”, tal como cuando el kit se utiliza simplemente a fin de
determinar si se esta desarrollando un tumor o carcinoma en el sistema aéreo-digestivo. A tales efectos el nimero
de cebadores o conjuntos de cebadores en el kit puede limitarse a 2-4, donde al menos un cebador 0 un conjunto de
cebadores, tal como al menos 2, al menos 3 o al menos 4 cebadores o conjuntos de cebadores, es
complementario/capaz de hibridarse con una secuencia de 4cido nucleico de acuerdo con las SEQ ID NO.: 1-16 o
secuencias que son complementarias o idénticas en parte a estas tal como se ha definido anteriormente en los
apartados C) y D).

Sin embargo, tal como se ha discutido anteriormente en relacién con el método de la descripcion, el estado de
metilacién de las islas de CpG de los genes marcadores de la descripcién también pueden utilizarse para analisis
mas complejos, tal como a fin de determinar el nivel de riesgo del inicio de un tumor y/o evolucién en un individuo.

En tales realizaciones el kit de diagnéstico de la descripcién contendra tipicamente cebadores o conjuntos de
cebadores que son capaces de atacar un mayor numero de genes marcadores. Un kit con tales propésitos debera
incluir normalmente 5 o0 mas cebadores o conjuntos de cebadores, donde al menos un cebador o un conjunto de
cebadores, tal como al menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos
9, al menos 10, al menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos 15, o tal como al menos 16 cebadores o un
conjunto de cebadores, es complementario/capaz de hibridarse con una secuencia de acido nucleico de un gen
marcador de acuerdo con la descripcion.

El kit de diagnéstico de acuerdo con la descripcion puede ademas comprender cualquier reactivo o medio necesario
a fin de llevar a cabo los andlisis requeridos, tales como analisis por PCR, tales como analisis de secuencia
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa especifica de metilacion (MSP), tratamiento con bisulfito,
secuenciacion con bisulfito, electroforesis, pirosecuenciacién, espectrometria de masas y analisis de secuencias
mediante digestion restrictiva, metilacion cualitativa y/o cuantitativa, pirosecuenciacién, transferencia de Southern,
barrido del genoma de los puntos de referencia de restriccion (RLGS), extension del cebador en un Unico nucleétido,
micromatriz de islas de CpG, SNUPE, COBRA, espectrometria de masas, mediante la utilizacion de enzimas de
restriccion especificas de metilacion o mediante la determinacion del nivel de expresion de dichos genes. En
particular el kit puede comprender ademas uno o mas componentes seleccionados a partir del grupo constituido por:
desoxirribonucleosidos trifosfatos, tampones, estabilizantes, ADN-polimerasas termoestables, endonucleasas de
restriccion (incluidas las endonucleasas especificas de metilacion) y marcadores (incluidos marcadores
fluorescentes, quimioluminiscentes y radioactivos). El ensayo diagnostico de acuerdo con la descripcion puede
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ademas comprender uno 0 mas reactivos requeridos para el aislamiento de ADN.

Cabe destacar que las realizaciones y caracteristicas descritas en el contexto de uno de los aspectos de la presente
descripcion también son aplicables a otros aspectos de la descripcion.

Cuando se hace referencia en singular a un objeto de acuerdo con la presente invencién o a uno de sus distintivos o
caracteristicas, esto también se refiere al objeto o a sus caracteristicas en plural. A modo de ejemplo, cuando se
hace referencia a “un polipéptido” debe sobreentenderse que se hace referencia a uno o mas polipéptidos.

A lo largo de la presente memoria descriptiva se sobreentendera que la palabra “comprender” o variaciones tales
como “comprende” o “que comprende” implica la inclusiéon de un elemento, niumero entero 0 paso enunciados, o
grupo de elementos, nimeros enteros o pasos, pero no la exclusion de cualquier otro elemento, nimero entero o
paso, o grupo de elementos, nUmeros enteros o pasos.

La invencion se describira a continuacién mas detalladamente en los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplos

Ejemplo 1:

Tratamiento con bisulfito y PCR especifica de metilacion

Se trat6 ADN procedente de lineas celulares y carcinomas colorrectales con bisulfito tal como se ha descrito
previamente (Grunau et al. y Fraga et al.). Mientras que el ADN procedente de adenomas se traté con bisulfito de
acuerdo con el protocolo del CpGenome™ DNA modification kit (Intergen Boston, MA) (Smith-Sgrensen et al.). El
estado de metilacion del promotor de MAL, C3orf14, FBN1, MEF2c, CNRIP1, SPG20, UBE3A, SNCA, BEX e INA se
analiz6 subsiguientemente mediante PCR especifica de metilacion (MSP), un método que permite la distincion entre
alelos metilados y no metilados (Herman et al. y Derks et al.). Se disefiaron todos los cebadores con MethPrimer (U
y Dahiya) o Methyl Primer Express (Applied Biosystems). Sus secuencias se enumeran en la Tabla 1, junto con la
longitud del fragmento que es el producto, localizacion del cebador y temperatura de hibridacién para cada PCR. Se
amplificaron los fragmentos utilizando la ADN-polimerasa HotStarTag (QIAGEN Inc., Valencia, CA) y se confirmaron
todos los resultados con una segunda serie independiente de MSP.
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Secuenciacion con bisulfito

Se amplificaron todos los fragmentos con la ADN-polimerasa HotStarTaq y se eluyeron desde un gel de agarosa al
2% mediante el MinElute™ Gel Extraction kit (QIAGEN). Se secuenciaron subsiguientemente las muestras utilizando
el dGTP BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit (Applied Biosystems, Foster City, CA) en un
secuenciador 3730 (Applied Biosystems). Se calcul6 la cantidad aproximada de metilcitosina de cada sitio CpG en
los diferentes fragmentos comparando la altura del pico de la sefial de citosina con la suma de la altura de los picos
de las sefales de citosina y timina, tal como describieron previamente Melki et al.

Tabla 2: Cebadores para la secuenciacion con bisulfito

Gene Secuencia del cebador (directo/inverso) SEQ ID NO.
MAL GGGTTTTTTTGTTTTTAATT/ACCAAAAACCACTCACAAACTC 77/78
C3orf14 | GGAGGGTAGATGATTTTGAGAA/CTTCCCCTTCCCCTAACTACTA 79/80
FBN1 AGGGGGTGTTATTTTTTTTTTTTT/CCCAATCCCTATCCCTACC 81/82
MEF2c TTTTTGGAYGAGTTTGGTTATT/CCACCTAATTCAAACATACAACC 83/84
CNRIP1 | TTTTAYGTAGTTGGTYGAGG/CTCCTTAAACTATAACCCCCCT 85/86
SPG20 ATTTAGTTTGAGTAGGTYGGTG/CTCCATCCTAACAATCCATAAA 87/88
UBE3A GGGGGGTGTTTAGAGGG/CCTCCTACCAAAAACTACAAACC 89/90
SNCA AGAAGGGGTTTAAGAGAGG/ACTATCCCCAAAAAAAACC 91/92
BEX1 ATTTGTGGGTTTTTAGATTGGA/CCAAAAAACCACTATATTCCCA 93/94
INA GATGTAGATGGTTTTGTTTYGG/CAAACRAAAACCATCCCC 95/96

Cuando el analisis se llevé a cabo mediante la reaccion en cadena de la polimerasa especifica de metilacion (MSP)
se observo hipermetilacion de MAL con una frecuencia excepcionalmente alta en los tumores malignos (83%, 40 de
48 carcinomas) asi como en los tumores benignos del intestino grueso (73%, 43 de 59 adenomas) (Figura 1).

Ejemplo 2

Se llevé a cabo la reaccion en cadena de la polimerasa especifica de metilacion (MSP) para los siguientes genes:
MAL, C3orf14, FBN1, SPG20, SNCA, BEX1, INA, CNRIP1, UBE3A, MEF2C

Para cada muestra (lineas celulares de cancer de colon, carcinomas colorrectales, adenomas y mucosa normal), se
trataron con bisulfito 1,3 pg de ADN utilizando el EpiTect bisulphite kit (Qiagen Inc., Valencia, CA) siguiendo el
protocolo de los fabricantes. EI ADN modificado se eluyé en 40 pL de tampoén de elucion (incluido en el kit). Debido a
que la modificacién con bisulfito da lugar a diferencias en la secuencia, se utilizaron dos pares de cebadores para
amplificar cada gen (remitase a la lista de cebadores del Ejemplo 1), uno especifico para la plantilla no metilada y el
otro especifico para la plantilla metilada. La mezcla de PCR de 25 pL contuvo 1 x tampén de PCR, 0,75 uL de la
plantilla tratada con bisulfito, MgCl> 1,5-2,0 mM, 20 pmol de cada cebador, dNTP 200 pM y 0,625-1 U de la ADN-
polimerasa HotStarTaq (Qiagen). Se utiliz6 ADN de placenta humana (Sigma Chemical Co., San Luis, MO, EE. UU.)
tratado in vitro con metiltransferasa Sss/ (New England Biolabs Inc., Beverly, MA, EE. UU.) como control positivo
para la reaccion de MSP metilada, mientras que se utiliz6 ADN procedente de linfocitos normales como control
positivo para los alelos no metilados. Se utilizé agua como control de PCR negativo en ambas reacciones.

El programa de PCR consistié en 15 min de desnaturalizacién a 95 °C, seguido de 35 ciclos de 30 s a 95 °C, 30 s a
la temperatura de hibridacion y 30 s a 72 °C. Se llevé a cabo una elongacion final a 72 °C en 7 minutos.

Temperatura de hibridacion y contenido de MgCl. para los respectivos genes evaluados hasta el momento:

MAL: 56°C, MgCl, 1,5 mM

CBorf14: 53°C, MgCl> 1,5 mM

FBN1: 48°C, MgCl> 1,7 mM para la reaccion no metilada y 2,0 para la reaccién metilada
SPG20: 56°C, MgClz 1,5 mM

SNCA: 53°C, MgCl2 1,5 M

BEX1:51°C, MgCl> 1,5 M

INA: 55°C, MgCl> 1,5 mM
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Resultados: Metilacion de MAL, UBE3A, MEF2C, FBN1, C3orf14, BEX1, INA, SNCA, SPG20 y CNRIP1.

Los resultados obtenidos en la reaccion en cadena de la polimerasa especifica de metilacion (MSP) se presentan a

continuacién en la Tabla 3:

Tabla 3

Lineas celulares de cancer de colon
Carcinomas colorrectales
Adenomas

Mucosa (cancer normal)

MAL
19/20 (95%)
49/61 (80%)
45/83 (71%)
2/21 (10%)

UBE3A
0/20 (0%)

MEF2C
4/20 (20%)

FBN1
18/20 (90%)
49/49 (82%)
34/59 (58%)
2/21 (10%)

c3orf14
18/20 (90%)
27/49 (55%)
33/59 (56%)
9/21 (43%)

Mucosa (normal normal) 1/23 (4%) 1/19 (5%) 5/21 (24%)

BEX1
18/19 (95%)
45/49 (92%)
(90%)
)

INA
19/20 (95%)
33/48 (69%)
31/59 (53%)
2/20 (10%)
0/21 (0%)

SHCA

19/20 (95%)

37/48 (77%)
(69%)
(67%)

SPG20
20/20 (100%)
44/49 (90%)
48/58 (83%)

CNRIP1
20/20 (100%)
45/48 (94%)
53/59 (88%)
9/21 (43%)
0/21 (0%)

Lineas celulares de cancer de colon
Carcinomas colorrectales

52/58 (90%
15/21 (71%
9/22(45%)

42/61 (69%
14/21 (67%
2/21 (10%)

Adenomas
Mucosa (cancer normal)

Mucosa (normal normal) 1/20 (5%)

En general, los genes marcadores analizados aqui estan metilados con una frecuencia extremadamente alta en
lineas celulares de cancer colorrectal y carcinomas colorrectales mientras que la frecuencia de metilacion es baja en
la mucosa normal de donantes no cancerosos. Estos resultados confirman la utilidad de los genes marcadores en el
diagndstico de tumores en el sistema aéreo-digestivo y en la monitorizacion del desarrollo tumoral.

En particular, MAL esta metilado en 1/23 (4%) de las muestras de mucosa normal procedente de donantes no
cancerosos, en 2/21 (10%) de muestras de mucosa normal tomadas lejos del tumor primario, en 45/63 (71%) de los
adenomas, en 49/61 (80%) de los carcinomas y en 19/20 (95%) de las lineas celulares de cancer de colon. Cabe
destacar que las frecuencias de metilacion observadas para MAL se desvian ligeramente de aquellas observadas en
el Ejemplo 1. Esta desviacién se debe principalmente al hecho de que el conjunto de muestras analizadas se ha
expandido.

De igual modo, FBN1 e INA estan metilados muy raramente en muestras de mucosa normal procedentes tanto de
donantes no cancerosos como en muestras de mucosa normal tomadas lejos del tumor primario (1/19, 5% y 2/21,
10%, respectivamente para FBN1; 0/21, 0% y 2/20, 10%, respectivamente para INA). Simultaneamente, tanto FBN1
como INA estan metilados frecuentemente en carcinomas (40/49, 82% y 33/48, 69% respectivamente) asi como en
adenomas (37/59, 58% y 31/59, 53%, respectivamente). Las frecuencias de metilacién bajas en ambas cohortes de
muestras de mucosa normal y las frecuencias de metilacién elevadas tanto en los tumores malignos como benignos
indican que FBN1 e INA son particularmente prometedores para la deteccién de tumores en una etapa temprana del
desarrollo. Simultdneamente, un ensayo que comprenda estos dos marcadores tendra, con toda probabilidad, una
especificidad elevada.

En general, SNCA, SPG20 y CNRIP1 tienen frecuencias de metilacién mas elevadas en carcinomas que el ultimo
grupo (37/48 (77%), 44/49 (90%) y 45/48 (94%), respectivamente), asi como en adenomas (42/61 (69%), 48/58
(83%) y 52/59 (88%), respectivamente). Incluyendo estos marcadores en un ensayo no invasivo, es probable que
aumente la sensibilidad. Ademas de tener frecuencias de metilacion bajas en muestras de mucosa normales
procedentes de donantes no cancerosos, estos marcadores tienen frecuencias de metilacién relativamente elevadas
en muestras de mucosa normal tomadas lejos del tumor primario (14/21 (67%), (29-90%) y 9/21 (43%)
respectivamente). Esto puede indicar un “efecto de campo” alrededor del tumor, donde las células aparentemente
normales en las inmediaciones del tumor también presentan metilaciones de estos tres genes. La presencia de un
efecto de campo de este tipo podria aumentar la sensibilidad de un ensayo no invasivo a partir de heces, ya que se
verterian mas células que presentan metilaciones de SNCA, SPG20 y/o CNRIiP1 en la luz del colon y se excretarian
con las heces.
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Ejemplo 3
Metilacion de los genes marcadores en diferentes muestras

Se purificé ADN a partir de excrementos y se llevd a cabo la MSP para los siguientes genes: MAL, FBN1, CNRIP1,
INA, SPG20 y SNCA tal como se ha descrito en los ejemplos anteriores.

Se analizaron los seis genes en el ADN purificado procedente de 10 muestras de excrementos. Se averigud el
estado de metilacién del tumor primario correspondiente a partir de 4-5 de los tumores correspondientes.

Ademas, en nueve de los 10 pacientes a partir de los cuales se obtuvieron las muestras de excrementos, se
extrajeron también muestras sanguineas y se comparan los resultados en la tabla 5. Se aislé el ADN a partir de 250
mg de heces utilizando el QlAamp DNA stool kit (QIAGEN).

Los resultados del estado de metilacién en genes procedentes de diferentes muestras se presentan a continuacion
en la tabla 4:

Tejido/gen MAL CNRIP1 INA FBN1 SPG20 SNCA
Excrementos 0/3 1/4 2/6 0/4 2/5 3/8
Sangre 3/9 8/9 3/9 0/9 6/9 9/9

Con la excepcion de MAL y FBN1 se detect6 metilacion en todos los marcadores en las muestras procedentes de
excrementos. En las muestras sanguineas se detecté metilacion en todos los genes excepto en FBN1. En general,
la frecuencia de metilacién de las muestras fue elevada para todos los genes procedentes de muestras sanguineas.
Especialmente, la frecuencia de metilacion de las muestras en las muestras sanguineas que comprendian SNCA y
CNRIP1 fue muy elevada. Estos marcadores parecen especialmente adecuados como marcadores del cancer ya
que pueden evaluarse con un procedimiento no invasivo, tal como en muestras sanguineas.

Se purificé el ADN a partir de sangre (utilizando un método fenol/cloroformo estandar) y se llevo a cabo MSP para
los siguientes genes: MAL, CNRIP1, INA, FBN1, SPG20 y SNCA tal como se ha descrito en los ejemplos anteriores.

Se purific6 ADN a partir de 14 muestras sanguineas procedentes de pacientes con un tumor primario
correspondiente el cual estuvo metilado en los seis genes.

Tabla 5 conjunto de muestra expandido

Tejido/gen MAL CNRIP1 INA FBN1 SPG20 SNCA
Sangre 4/13 11/13 6/13 3/13 12/13 12/13

Este ejemplo confirma la elevada frecuencia de metilacién de las muestras de los genes en las muestras sanguineas
y especialmente CNRIP1 y SNCA son marcadores sumamente adecuados para el diagnostico y/o cribado del cancer
o desarrollo del cancer. Igualmente, SPG20 parece un marcador muy prometedor para el cribado de muestras
sanguineas.

Ejemplo 4

Frecuencias de metilacion histoespecificas en muestras de INA, SNCA, CNRIP1, SPG20 o FBN1 en diferentes
lineas celulares

Para cada muestra (lineas celulares procedentes de mama, riidn, ovario, pancreas, prostata, utero y gastricas) se
traté el ADN con bisulfito antes de la MSP tal como se ha descrito en el ejemplo 2.

Los resultados de la frecuencia de metilacién de las muestras de genes en diferentes muestras se presentan a
continuacion en la tabla 6:

INA SNCA CNRIP1 SPG20 FBN1
Mama 4/6 6/7 2/6 2/6 4/6
Rifén 2/4 1/4 0/4 0/4 0/4
Ovario 2/4 0/4 0/4 1/4 1/4
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INA SNCA CNRIP1 SPG20 FBN1
Pancreas 3/6 4/6 5/6 4/6 2/6
Préstata 11 11 0/1 0/1 01
Utero 2/4 2/4 1/3 2/4 2/4
Gastricas 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3

Se analizé el estado de metilacion del promotor de INA, SNCA, CNRIP1, SPG20 y FBN1 con MSP. En todas las
muestras procedentes de lineas celulares gastricas los genes ensayados estuvieron metilados y, por tanto, la
frecuencia de metilacién fue (de un 100%) para todos los genes ensayados. En general, se metil6 INA en al menos
una muestra de todos los tejidos ensayados. Se observé la mayor frecuencia de metilacién de las muestras para
este gen en lineas celulares procedentes de la prostata 1/1 (100%), mama 4/6 (66%) y gastricas 3/3 (100%). En el
caso las lineas celulares procedentes de todos los demas tejidos la frecuencia de metilacion de las muestras fue de
un 50%. Se metil6 SNCA en las lineas celulares procedentes de todos los tejidos ensayados, excepto en el caso del
ovario. La mayor frecuencia de metilacién de las muestras tuvo lugar en las lineas celulares procedentes de la
préstata 1/1 (100%), pancreas 4/6 (66%), mama 6/7 (85%) y gastricas 3/3 (100%). En el caso del utero, la frecuencia
de metilacion de las muestras fue de un 50%. La frecuencia de metilacion de CNRIP1 fue elevada en muestras
gastricas 3/3 (100%) y de pancreas (83%) donde 5 de las 6 muestras estuvieron metiladas. Se metil6 SPG20 en 4
de las 6 (66%) lineas celulares pancreéticas y en 2 de las 4 lineas celulares uterinas (50%). Se metilé FBN1 en 4 de
las 6 lineas celulares de cancer de mama y se metilaron 2 de las 4 (50%) muestras en lineas celulares procedentes
del atero.

En general estuvieron metilados todos los genes en muestras procedentes de lineas celulares gastricas, por lo tanto,
la frecuencia de metilacion de las muestras fue elevada para todos los genes. Ademas, estuvieron metilados todos
los genes en lineas celulares de mama aunque las frecuencias variaron entre los genes. Igualmente, estuvieron
metilados todos los genes en las muestras procedentes del pancreas y para todos los genes, excepto para FBN1
(33%), la frecuencia fue un 50% o superior.

Este experimento indica claramente que los genes de acuerdo con la descripcién estan metilados en lineas celulares
procedentes de diferentes tejidos cancerosos y, por lo tanto, podrian utilizarse como marcadores del cancer para
varios tipos de cancer. Resultara obvio para el experto en la técnica que cada uno de los genes de acuerdo con la
descripcion puede combinarse de manera diferente dependiendo del tipo de cancer que se quiere detectar. Por lo
tanto, los genes que muestras mejores resultados en lineas celulares de mama se seleccionarian como marcadores
para detectar cancer de mama.

El resultado de la frecuencia de metilacién histoespecifica de las muestras de MAL se enumera en la tabla 8.
Ejemplo 5
Se llevaron a cabo analisis cuantitativos de la expresion génica para los siguientes genes: SPG20, INA y CNRIP1.

Se cuantificd la expresion génica en 6 lineas celulares de cancer de colon antes y después del tratamiento con
farmacos epigenéticos. Se cuantificaron los niveles de expresion relativa de SPG20, INA y CNRIP1 en las lineas
celulares de cancer de colon (n = 6). Se presentan los niveles de expresién como proporcion de aumento calculada
mediante el método deltadeltaCT utilizando la muestra no tratada como un calibrador. Se utilizé la expresion media
de ACTB y GUSB como control endogeno.

Se utilizé la deteccion fluorescente en tiempo real TagMan (Applied Biosystems, Foster city, CA) para cuantificar los
niveles de ARNm en las lineas celulares de cancer de colon, como se ha descrito previamente [Gibson et al. y Heid
et al.]. Se generé ADNc a partir de cinco pug de ARN total utilizando el High-Capacity cDNA Archive kit (Applied
Biosystems), que incluye cebadores aleatorios de acuerdo con el protocolo del fabricante. Se amplificaron de
manera separada el ADNc procedente de los genes de interés (SPG20, INA y CNRIP1) y los controles enddgenos
(ACTB y GUSB) mediante el Sistema de Detecccion de Secuencias 7900HT (Applied Biosystems) siguiendo el
protocolo recomendado por el proveedor. Se analizaron todas las muestras en triplicados. Se calcularon los niveles
de expresion como proporcion de aumento utilizando el método deltadeltaCT y la muestra no tratada como un
calibrador. A fin de ajustarse a las posibles variaciones en la cantidad de ADNc que se aporta a cada PCR, se
normalizé la cantidad de expresién de los genes diana con los genes constitutivos ACTBy GUSB.

En el caso de SPG20, INA y CNRIP1, la expresién génica aumentd significativamente en la mayoria de las lineas

celulares de cancer de colon metiladas inicialmente tras la desmetilacion del promotor inducida por el tratamiento

combinado de 5-aza-2’-desoxicitidina y tricostatina A (Figuras 2, 3 y 4). En el caso de INA y CNRIP1, el tratamiento

combinado resulté ser mas efectivo que el tratamiento individual con 5-aza-2’-desoxicitidina sola y tricostatina A sola.

El tratamiento combinado también incrementé la expresion de SPG20, sin embargo, se puede conseguir una
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reactivacion similar o mayor mediante el tratamiento con 5-aza-2’-desoxicitidina sola. El tratamiento con el inhibidor
de desacetilasas tricostatina A solo no incrementé la expresién génica ni de SPG20 ni de INA ni de CNRIP1. Las dos
dosis de 5-aza-2’-desoxicitidina ensayadas aqui (1 uM y 10 uM) proporcionaron efectos comparables. Esto significa
que la desmetilacion de las lineas celulares puede conseguirse cultivandolas en presencia de dosis bajas de 5-aza-
2’-desoxicitidina, lo cual es una ventaja considerando la citotoxicidad de este farmaco.

Existe una clara relacion entre el estado de metilacion y la expresion de SPG20, INA y CNRIP1. Por lo tanto
cuantificar el nivel o estado de metilacion mediante, p. €j., MSP y combinar el resultado con el nivel de expresién del
gen correspondiente podria incrementar la sensibilidad y especificidad de un método de la descripcion.

Ejemplo 6
Hipermetilacion de MAL

Se sometio ADN de lineas celulares y pacientes procedente de 218 muestras congeladas en fresco a andlisis de
metilacién, incluidos 65 carcinomas colorrectales (36 con estabilidad de microsatélites; MSS, por sus siglas en
inglés, y 29 con inestabilidad de microsatélites; MSI, por sus siglas en inglés) procedentes de 64 pacientes, 63
adenomas, tamafo de la mediana 8 mm, intervalo 5-50 mm (61 MSS y 2 MSI) procedentes de 52 pacientes, 21
muestras de mucosa normal procedentes de 21 pacientes con cancer colorrectal (tomadas en sitios lejanos respecto
al carcinoma primario) y otras 23 muestras de mucosa colorrectal normal procedentes de 22 individuos sin cancer,
junto con 20 lineas celulares de cancer de colon (11 MSS y 9 MSI), y 29 lineas celulares de cancer procedentes de
varios tejidos (mama, rifidn, ovario, pancreas, prostata, Utero y gastricas; Tabla 9). La edad media en el diagndstico
fue de 70 afos (intervalo de 33 a 92) en el caso de pacientes con carcinoma, 67 afos (intervalo de 62 a 72) en el
caso de personas con adenomas, 64 afos (varia entre 24 y 89) en el caso del primer grupo de donantes de mucosa
normal, y 54 afios (varia entre 33 y 86) en el caso del segundo grupo de donantes de mucosa normal. Los
carcinomas colorrectales y las muestras normales procedentes de pacientes oncoldgicos se obtuvieron a partir de
una serie prospectiva no seleccionada recogida a partir de siete hospitales ubicados en la regiéon suroeste de
Noruega. Se obtuvieron los adenomas a partir de individuos segun un programa de cribado sigmoidoscopico del
cancer colorrectal en funcién de la poblacion. Las muestras de mucosa normal procedentes de individuos sin cancer
se obtuvieron a partir de personas fallecidas, y la mayoria del conjunto total de muestras normales (27/44) consistio
Unicamente de mucosa, mientras que las muestras restantes se tomaron a partir de la pared intestinal. Los datos
clinico-patolégicos adicionales de la serie tumoral actual incluyen el género y la localizaciéon tumoral, asi como el
tamaro del pélipo y el nimero total de pdlipos por individuo para la serie de adenomas.

Todas las muestras pertenecen a biobancos de investigacion aprobados y son parte de proyectos de investigacién
aprobados de acuerdo con las directrices nacionales (Biobanco; registrado en el Instituto Noruego de Salud Publica;
Proyectos: Comité de Etica Regional y Cuerpo de Inspectores de Datos Nacional).

Se sometieron seis lineas celulares de cancer de colon, HCT15, HT29, SW48, SW480, RKO y LS1034, a tratamiento
con el farmaco desmetilante 5-aza-2’-desoxicitidina (1 pM durante 72 h y 10 yM durante 72 h), el inhibidor de
desacetilasas de histonas tricostatina A (0,5 uM durante 12 h) y una combinacién de ambos (5-aza-2’-desoxicitidina
1 uM durante 72 h, tricostatina A 0,5 uM afiadida las Ultimas 12 h).

Tratamiento con bisulfito y reaccion en cadena de la polimerasa especifica de metilacion (MSP)

Se traté el ADN procedente de muestras de tumores primarios y de mucosa normal con bisulfito tal como se ha
descrito previamente. EI ADN procedente lineas celulares de cancer colorrectal se traté con bisulfito utilizando el
EpiTect bisulphite kit (Qiagen Inc., Valencia, CA, EE. UU.). Se analiz6 el estado de metilacién del promotor de todos
los genes mediante la reaccion en cadena de la polimerasa especifica de metilacion (MSP) utilizando la ADN-
polimerasa HotStarTag (Qiagen). Se confirmaron todos los resultados con una segunda serie independiente de
MSP. Se utiliz6 ADN de placenta humana (Sigma Chemical Co., San Luis, MO, EE. UU.) tratado in vitro con
metiltransferasa Sss71 (New England Biolabs Inc., Beverly, MA, EE. UU.) como control positivo para la reaccion de
MSP metilada, mientras que se utilizd6 ADN procedente de linfocitos normales como control positivo para los alelos
no metilados. Se utiliz6 agua como control negativo en ambas reacciones. Se disefiaron los cebadores con
MethPrimer y Methyl Primer Express y se enumeran sus secuencias en la Tabla 7.

Conjunto de |Cebador sentido/ Cebador | Tamafio Temp. Ubicacion del |[SEQ ID

cebadores antisentido frag. pb hibridacion fragmento NO.

MAL MSP-M 139 56 -71to 68 37/38
TICGGGTTTTTTIGTITITAATTC/
GAAAACCATAACGACGTACTAACGT

MAL MSP-U 142 56 -72t0 70 39/40
TTTTGGGTTTTTTIGTTTTTAATTT/

ACAAAAACCATAACAACATACTAACATC.
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Conjunto de |Cebador sentido/ Cebador | Tamafio Temp. Ubicacion del |[SEQ ID
cebadores antisentido frag. pb hibridacion fragmento NO.
MAL BS_A 236 53 -68 to 168 97/98
GGGTTTITITGTTTTTAATT/
ACCAAAAACCACTCACAAACTC
MAL BS_B 404 50 -427 to -23 99/100
GGAAAAATGAAGGAGATTTAAATTT/
AATAACCTAAACRCCCCC

Abreviaturas: MSP, reaccién en cadena de la polimerasa especifica de metilacion; BS, secuenciacion con bisulfito;
M, cebadores especificos para metilados; U, cebadores especificos para no metilados; Tamafo frag., tamafio del
fragmento; Temp. hib., temperatura de hibridacion (en grados celsius). La ubicacién del fragmento sefiala el punto
de inicio y el punto de terminacion (en pares de bases) de cada fragmento respecto al punto de inicio de la
transcripcion proporcionado por NCBI (ID de RefSeq NM_002371).

Secuenciacion con bisulfito

Se sometieron todas las lineas celulares de cancer de colon (n = 20) a secuenciacion directa con bisulfito del
promotor de MAL. Se amplificaron dos fragmentos: el fragmento A, que abarcaba desde la base -68 hasta la 168
respecto al punto de inicio transcripcional (que se solapa con el producto de la MSP de los inventores) y el
fragmento B que abarca desde la base -427 hasta la -23. El fragmento A también abarc6 24 sitios de CpG y se
amplifico utilizando la ADN-polimerasa HotStarTaq y 35 ciclos de PCR. El fragmento B abarcé en total 32 sitios de
CpG y se amplificé utilizando la misma polimerasa y 36 ciclos de PCR. Las secuencias de los cebadores se
enumeran en la Tabla 8. El cebador y los nucleétidos en exceso se eliminaron mediante el tratamiento ExoSAP-IT
siguiendo el protocolo del fabricante (GE Healthcare, USB Corporation, Ohio, EE. UU.). Los productos purificados se
secuenciaron posteriormente utilizando el dGTP BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.) en un secuenciador 3730 AB Prism (Applied Biosystems). Se calcul6 la
cantidad aproximada de metilcitosina de cada sitio CpG comparando la altura del pico de la sefal de citosina con la
suma de la altura de los picos de las sefales de citosina y timina, tal como se ha descrito previamente. Los sitios de
CpG con ratios comprendidos en el intervalo 0 — 0,20 se clasificaron como no metilados, los sitios de CpG
comprendidos en el intervalo 0,21 — 0,80 se clasificaron como parcialmente metilados y los sitios de CpG
comprendidos en el intervalo 0,81 — 1,0 se clasificaron como hipermetilados.

Preparacion de ADNc y expresion génica cuantitativa en tiempo real

Se extrajo el ARN total a partir de lineas celulares (n = 46), tumores (n = 16) y tejido normal (n = 3) utilizando Trizol
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.) y se determind la concentracién de ARN utilizando un Nanodrop ND-1000
(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, EE. UU.). Para cada muestra, se convirti6 el ARN total en ADNc
utilizando un High-Capacity cDNA Archive kit (Applied Biosystems), que incluia cebadores aleatorios. Se
amplificaron de manera separada MAL (Hs00242749 _m1 y Hs00360838_m1) y los controles endégenos ACTB
(Hs99999903_m1) y GUSB (Hs99999908_m1) en placas de 96 pocillos Fast siguiendo el protocolo recomendado
(Applied Biosystems) y se cuantifico la expresion génica cuantitativa en tiempo real mediante el Sistema de
Deteccion de Secuencias 7900HT (Applied Biosystems). Se analizaron todas las muestras por triplicado y se utilizé
el valor de la mediana para el andlisis de los datos. Se utiliz6 el ARN de referencia universal humano (que contenia
una mezcla de ARN procedente de diez lineas celulares diferentes; Stratagene) para generar una curva estandar y
se normalizaron los niveles de expresion cuantitativa de MAL resultantes respecto al valor medio de los dos
controles enddgenos.

Micromatriz tisular

Se construyd una micromatriz tisular (TMA, por sus siglas en inglés), basada en la tecnologia descrita previamente
para la deteccion in situ de la expresion proteica en el cancer colorrectal. En la TMA se incluyeron 292 nuicleos
tisulares cilindricos (diametro de 0,6 mm) procedentes de muestras tumorales fijadas con etanol e incluidas en
parafina derivadas de 281 individuos. Se examinaron las muestras procedentes de la misma serie de pacientes para
diferentes variables bioldgicas y criterios clinicos de valoracion. Ademas, la matriz contuvo tejidos normales
procedentes de rifién, higado, bazo y corazén como controles. Los tejidos de colon normales fijados con etanol
procedentes de cuatro personas sin antecedentes conocidos de cancer colorrectal se obtuvieron de manera
separada.

Analisis de la expresion proteica inmunohistoquimica in situ

Se transfirieron cortes de cinco um de grosor de los bloques de la TMA a portaobjetos de vidrio para los analisis
inmunohistoquimicos. Se elimin6 la parafina de los cortes en un bafo de xileno durante 10 minutos y se rehidrataron
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mediante una serie de bafos de etanol graduado. Se llev6 a cabo la recuperacion del epitopo inducida por el calor
calentando en un horno microondas a maxima potencia (850 W) durante 5 minutos y a continuacion se sumergié 15
minutos a 100 W en tampén de citrato 10 mM a pH 6,0 que contenia un 0,05% de Tween-20. Después de enfriar
hasta temperatura ambiente, se llevd a cabo la tincién inmunohistoquimica de acuerdo con el protocolo del kit
Envision+™ K5007 de DAKO (Dako, Glostrup, Dinamarca). El anticuerpo primario, clon 6D9 anti-MAL de ratén, se
utilizé con una dilucién de 1:5000, lo que permitié la tincion de los tlbulos renales como control positivo, mientras
que el tejido muscular cardiaco permaneci6 sin tefiirse como control negativo. Los portaobjetos se sometieron a una
contratincion con hematoxilina durante 2 minutos y a continuacion se deshidrataron en etanol con una graduacion
creciente y finalmente en xileno. Se obtuvieron los resultados de la inmunohistoquimica mediante una puntuacion
independiente por parte de uno de los autores y un patélogo de referencia.

Datos estadisticos

Se obtuvieron todos los valores P a partir de pruebas estadisticas bilaterales utilizando el software SPSS 13.0
(SPSS, Chicago, IL, EE. UU.). Se utilizé la prueba exacta de Fisher para analizar tablas de contingencia 2 x 2. Se
utilizaron una prueba de Chi cuadrado y una tabla 2 x 3 para analizar la asociacion potencial entre la expresion
génica cuantitativa de MAL y el estado de metilacion del promotor. Se dividieron las muestras en dos categorias de
acuerdo con sus niveles de expresién génica: la expresién baja incluyd muestras con una expresion génica igual o
inferior al valor de la mediana en todas las células, lineas o todos los tumores, la expresién elevada incluyd muestras
con una expresion génica superior a la mediana. El estado de metilacién se dividio en tres categorias: no metilado,
metilacién parcial e hipermetilado.

Estado de metilacion del promotor de MAL en tejidos y lineas celulares

Se analiz6 el estado de metilacién del promotor de MAL con MSP (Figura 5). Una de las 23 (4%) muestras de
mucosa normal procedentes de pacientes no cancerosos y dos de las 21 (10%) muestras de mucosa normal
tomadas lejos del tumor primario estuvieron metiladas pero presentaron Unicamente una banda de intensidad baja
en comparacién con el control positivo tras la electroforesis en gel. Cuarenta y cinco de los 63 (71%) adenomas y
49/61 (80%) carcinomas mostraron hipermetilacion del promotor. Diecinueve de las veinte lineas celulares de cancer
de colon (95%) y 15/26 (58%) de las lineas celulares cancerosas procedentes de varios tejidos (mama, rifidn, ovario,
pancreas, prostata y utero) estuvieron hipermetiladas (la Tabla 9 enumera las frecuencias histoespecificas).

Tabla 8: Estado de metilacién del promotor de MAL en lineas celulares de varios tejidos

Linea celular Tejido Estado de metilacion del promotor Frecuencia de metilacion
BT-20 Mama M

BT-474 Mama UM

Hs 578T Mama u

SK-BR-3 Mama U 57%
T-47D Mama UM

ZR-75-1 Mama u

ZR-75-38 Mama M

Co115 Colon M

HCT15 Colon M

HCT116 Colon M

LoVo Colon M

LS174T Colon M

RKO Colon M

SW48 Colon M

TC7 Colon M

TC71 Colon M

ALA Colon M 95%
Colo320 Colon M

EB Colon M
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Linea celular Tejido Estado de metilacion del promotor Frecuencia de metilacion
FRI Colon U/M

HT29 Colon M

IS1 Colon M

IS2 Colon M

IS3 Colon M

LS1034 Colon M

SW480 Colon M

VoP Colon u

ACHN Rifion u

Caki-1 Rifion u 50%
Caki-2 Rifion M

786-0O Rifion U/M

ES-2 Ovario um

OV-90 Ovario u/m 50%
Ovcar-3 Ovario u

SK-OV-3 Ovario u

AsPC-1 Pancreas M

BxPC-3 Pancreas u

CFPAC-1 Pancreas u 67%
HPAF-II Pancreas M

PaCa-2 Pancreas M

Panc-1 Pancreas u/m

LNCaP Préstata u 0%
AN3 CA Utero UM

HEC-1-A Utero M 75%
KLE Utero u

RL95-2 Utero M

Se evalué el estado de metilacion del promotor de las lineas celulares individuales mediante la reaccion en cadena
de la polimerasa especifica de metilacion (MSP). La frecuencia de metilacién refleja el numero de muestras
metiladas (M y U/M) procedentes de cada tejido. Abreviaturas: U, no metilado; M, metilado.

La frecuencia de hipermetilacién observada en muestras normales fue significativamente menor que en los
adenomas (P<0,0001) y carcinomas (P<0,0001). La hipermetilacién del promotor de MAL no se asocia con el estado
MSI, género ni edad, ni en tumores benignos ni en los malignos. Entre los carcinomas, los tumores con una
ubicacion distal en el intestino (lateral izquierdo y recto) estuvieron hipermetilados con una frecuencia mayor que la
de los tumores con una ubicacién proximal, aunque no fue estadisticamente significativa (P = 0,088). Entre los
adenomas, no se observo una asociacion significativa entre el estado de metilacién del promotor de MAL y el
namero o tamario de los polipos.

Verificacion mediante la secuenciacion con bisulfito del estado de metilacion del promotor de MAL

Se secuenciaron con bisulfito dos fragmentos solapantes del promotor de MAL en 20 lineas celulares de cancer de
colon. Los resultados se resumen en la Figura 6 y los datos no tratados representativos se pueden observar en la
Figura 7. Se aprecié una buena asociacién entre el estado de metilacion, tal como se evalu6 mediante MSP, y las
secuencias con bisulfito del fragmento solapante A. Sin embargo, en el fragmento B hubo una asociacién poco
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satisfactoria con los datos de MSP. En el caso de este fragmento, el cual estd ubicado mas alla del sitio de inicio
transcripcional en direccién 5’, varios sitios CpG consecutivos estuvieron frecuentemente no metilados y/o
parcialmente metilados. Este fue también el caso en lineas celulares en las que se habia observado una metilacion
muy elevada alrededor del sitio de inicio transcripcional (fragmento A; Figura 6).

Expresion génica cuantitativa en tiempo real

Se evaluo el nivel de la expresién de ARNm de MAL en lineas celulares (n = 46), carcinomas colorrectales primarios
(n = 16) y mucosa normal (n = 3) mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Hubo una estrecha correlacion entre la
hipermetilacién del promotor de MAL y una expresiéon génica reducida o ausente entre las lineas celulares (P =
0,041; Figura 8). Ademas, hubo un incremento en la expresion génica de MAL en las lineas celulares de cancer de
colon tras la desmetilacion del promotor inducida por el tratamiento combinado con 5-aza-2’-desoxicitidina y
tricostatina A (Figura 9). El tratamiento con el inhibidor de desacetilasas tricostatina A solo no aument6 la expresion
de MAL, mientras que el tratamiento con el compuesto desmetilante del ADN 5-aza-2’-desoxicitidina conllevé una
expresion elevada en células HT29, pero niveles mas moderados en células HCT15 (Figura 9). Entre los carcinomas
colorrectales primarios, aquellos que presentaban hipermetilacién del promotor de MAL (n = 13) expresaron niveles
de ARNm de MAL un poco menores en comparacion con los tumores no metilados (n = 3), aunque no de manera
estadisticamente significativa (Figura 8).

La expresion de la proteina MAL esta ausente en carcinomas colorrectales

Para evaluar los analisis inmunohistoquimicos de MAL, se incluyeron tejidos musculares cardiacos y renales como
controles negativos y positivos respectivamente (Figura 10 A-B). A partir de los 231 nucleos de tejido colorrectal
puntuables, es decir, aquellos que contenian tejido epitelial colorrectal maligno, 198 presentaron una tincién negativa
para MAL (Figura 10 C-D). Veintinueve de estos presentaron una tincidon positiva en componentes tisulares no
epiteliales comprendidos en los mismos nucleos tisulares, principalmente en neuronas y vasos sanguineos (no se
muestran). En comparacién, todos los cortes de tejido de colon normal presentaron una tincion positiva para MAL en
las células epiteliales (Figura 10 E-F).

Estos experimentos concluyen que el promotor de MAL cercano al inicio transcripcional esta hipermetilado en la gran
mayoria de los tumores colorrectales malignos, asi como en los benignos, a diferencia de las muestras de mucosa
de colon normal las cuales no estan metiladas, y los autores sostienen que MAL sigue siendo un biomarcador
diagndstico prometedor para la tumorogénesis colorrectal incipiente. Ademas, no se observd MAL hipermetilado en
lineas celulares cancerosas procedentes de mama, rifidén, ovario y Utero.

Otros han demostrado previamente, mediante la reaccién en cadena de la polimerasa especifica de metilacién
(MSP), que la hipermetilacion de MAL esta presente Unicamente en una pequefia fraccion (6%, 2/34) de los
carcinomas de colon (Mori et al.). En cambio, los solicitantes demuestran aqui una frecuencia de metilacién de MAL
significativamente mayor tanto en los tumores colorrectales malignos como en los benignos (71% en los adenomas y
80% en los carcinomas). La discrepancia en las frecuencias de metilacién entre el presente informe y el estudio
previo de Mori et al. es probablemente consecuencia del disefio del estudio. A partir de la secuenciacién directa con
bisulfito de las lineas celulares de cancer de colon, los autores han demostrado que la metilacion del ADN de MAL
esta distribuida de manera desigual en las islas de CpG de su promotor (Figura 6). Las islas de CpG a menudo
abarcan mas de una kilobase del promotor génico, y a veces se asume errbneamente que el estado de metilacion en
esta regién esta distribuido por igual. Debido a que los resultados del analisis de MSP dependen del emparejamiento
0 emparejamiento incorrecto de las secuencias de los cebadores metilados y no metilados con el ADN tratado con
bisulfito, se debe garantizar que los cebadores se hibridan con sitios CpG relevantes en el promotor génico. En el
presente estudio, los solicitantes disefiaron cebadores de MSP cercanos al punto de inicio transcripcional del gen
(de -72 a +70) y descubrieron, mediante la secuenciacién con bisulfito, concordancia entre el estado de metilacion
global de MAL tal como se evalué mediante MSP y el estado de metilacion de los sitios CpG individuales cubiertos
por el primer conjunto de cebadores de MSP de los autores (Figura 6). Esta parte de la isla de CpG estuvo
hipermetilada en la mayoria de las lineas celulares de cancer de colon (95%). Los autores también observaron a
partir de los andlisis cuantitativos en tiempo real que estas lineas celulares, asi como las de otros tejidos,
presentaban pérdida de la expresion del ARN de MAL, y que la eliminacién de la hipermetilacion de ADN mediante
el tratamiento combinado con 5-aza-2’-desoxicitidina y tricostatina A reinducia la expresion de MAL en las lineas
celulares de cancer de colon (Figura 9). Ademas, analizando una larga serie de muestras clinicamente
representativas mediante inmunohistoquimica proteica confirmaron que se perdia la expresion de MAL en células
epiteliales colorrectales malignas en comparacién con la mucosa normal.

Los inventores han analizado ademas la misma region del promotor de MAL al igual que Mori et al., la cual esta
localizada de -206 a -126 pares de bases en direccion 5 respecto al punto de inicio transcripcional. Han demostrado,
mediante secuenciacién con bisulfito, que Unicamente una minoria de los sitios CpG cubiertos por el cebador
antisentido de Mori estaban metilados en las 19 lineas celulares de cancer de colon con una metilacion muy elevada
alrededor del punto de inicio transcripcional (Figura 6). Por lo tanto, los autores concluyen que la frecuencia de
metilacion extremadamente baja (seis por ciento) descrita inicialmente para MAL en los carcinomas de colon (Mori et
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al) es muy probablemente consecuencia del disefio del cebador y eleccién de los sitios CpG que debian
examinarse.

La inactivacion de la hipermetilacién del promotor de MAL también podria ser prevalente en otros tipos de cancer.
En el presente estudio, se detectd6 MAL hipermetilado en lineas celulares cancerosas procedentes de mama, rifion,
ovario y Utero.

Los presente analisis de lineas celulares cancerosas procedentes de varios tejidos indican que la hipermetilacién de
un area limitada en las proximidades del punto de inicio transcripcional de MAL estd asociada con una expresion
génica reducida o ausente.

Una estrategia de cribado no invasiva y sensible para el cancer colorrectal podria mejorar notablemente el
desenlace clinico del paciente. Un ensayo diagnéstico de este tipo podria en principio cuantificar el estado de un
Unico biomarcador.

La hipermetilacion del promotor de MAL representa un gen hipermetilado frecuentemente entre las lesiones
colorrectales premalignas, y viene acompafiado por frecuencias de metilacién bajas en la mucosa de colon normal.
La presencia de este tipo de cambios epigenéticos en tejidos premalignos también podria tener implicaciones en la
quimioprevencion del cancer. Inhibiendo o invirtiendo estas alteraciones epigenéticas, podria evitarse la evolucion a
un fenotipo maligno (Kopelovich et al.). La hipermetilacion del promotor de MAL sigue siendo uno de los
biomarcadores diagnésticos mas prometedores para la deteccion precoz de los tumores colorrectales.
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<170> FastSEQ para Windows Versién 4.0

<210> 1
<211> 1300
<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 1

gactcgggeg
atagtaaatt
aaataaaaaa
aaagaacctg
ccaagagaaa
cgaectgecee
cctectacte
gcecgaaccag
ccccactgca
gagctgtggg
agttaaagta
gatggttatc
cctgaccaaa
ggagtcagac
ggcggtgece
gecggcggecg

gatttcaggce
aaaataaatg
tagtgaaaca
g999tggggg
gcgatgaatc
cagcaccace
tcaggcagac
cgeecggeteca
gacccccagce
tcgegeacat
atggtgaccc
attcttacga
gtggttttge
ccacagtcce
gcggcgeteg
gggctcctee

ttcagtgttt
ggcaactgct
gagaaacaaa
tagcagcggt
tcttctggta
accagcagcece
gcgcagecace
gtggacgegyg
ctgtggcggt
taacgcatcce
gagaggtgce
gatgctggtce
cctgcttece
cagctctgga
ggcecgggtct
ctcttctgee

gtaggaggaa
gcatggtaat
acatgaaaca
cccacccteca
acgtcecctte
ttctgctggg

aagcagagag

aaggggcegg
ggtccagttc
agcggaaaaa
ttgatgagaa
acctacgaag
gcaagaggtg
cgeceegeage
cceggggege
ccgggctece

40

acacagcaat
acteteetete

cacactatta
ttaaggcaaa

ccggcagtca. acaggcagge

aaaggcccgg
ctgtcgcatg
gecggcacag
gcceggtgea
cggecegegge
cgccaggaaa
tgaaggagac
ggtttggggt
dggagaaaggc
gcacccacgg
ggggcctcga

9999c99999
ctgctcttaa

gctgcccaga
gattcaaggc
ctgggagcaa
ggatcccage
cggtcccatce
ccgeegectyg
ccaaattcaa
cceggttact
acgaggagceg
ctggaacgca
agaggttcag
gcggggttyg
cccgcgegeg

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960



10

15

ggggcgecca
gegetegtee
gggggcagca
atctttgagt
ctctcteggg
gcatcgggge

<210>2
<211> 1300
<212> ADN

ggccactqggg
cgtccecaagqg
ccectgeccag
ttgtgagtgg
cgcccageac
agcaggcgca

<213> Homo Sapiens

<400> 2

gactcgggcg
atagtaaatt
aaataaaaaa
aaagaacctg
ccaagagaaa
cgacctgcce
cctcctacte
gccgaaccag
ccccactgca
gagctgtggg
agttaaagta
gatggttatc
cctgaccaaa
ggagtcagac
ggcggtgccee
gcggeggcceg
ggggcegecca
gcgctcgtce
gggggcagea
atctttgagt
ctctctecgag
gcatcgggge

<210> 3
<211> 1300
<212> ADN

gatttcaggce
aaaataaatg
tagtgaaaca
9999tqaaggg
gcgatgaatc
cagcaccacce
teaggcagac
cgcecggceteca
gaccceecage
tcgegcacat
atggtgaccc
attcttacga
gtggttttge
ccacagtcce
gcggegeteg
gggctectee
ggccactggg
cgtcccaagg
ccctgcccag
ttgtgagtgg
cgcccagcac
agcaggcgca

<213> Homo Sapiens

<400> 3

ES 2443 230 T3

ctccgeggag
ccgacgecag
tggcttcteg
ctcctggecg
agctgtcgga
gggcggggac

ttcagtgttt
ggcaactgct
gagaaacaaa
tagcagcggt
tcttctggta
accagcagcec
gcgcageace
gtggacgcgg
ctgtggcggt
taacgcatce
gagaggtgce
gatgctggtce
cctgcttece
cagctctgga
ggcecgggtet
ctcttctgce
ctccgcggag
ccgacgccag
tggcttcteg
ctectggecg
agctgtcgga
gggcggggac

ccagcgagag
cacgccgtca
gtcttcacca
gggaagggac
cgggatccge
taagccaggg

gtaggaggaa
gcatggtaat
acatgaaaca
cccaccctea
acgtcecctte
ttctgctggg
aagcagagag
aaggggccgg
ggtccagttce
agcggaaaaa
ttgatgagaa
acctacgaag
gcaagaggtg
cgcccgeage
cccggggegt
ccgggetcee
ccagcgagag
cacgccgtea
gtcttcacca
gggaagggac
cgggatccege
taagccaggg

gtctgegegg
tggcceeccge
ccttgccéga
ggggtgggct
tagctgegca

acacagcaat
acttetettt
ccggcagtca
aaaggcceqqg
ctgtcgecatg
gccggcacag
écccggtgca
cggccgegge
cgccaggaaa
tgaaggagac
ggtttggggt
ggagaaaggc
gcacccacgg
ggggectcga
9999c99999
ctgctcttaa
gtctgcgegy
tggccececge
ccttgcecga
ggggtgggct
tagctgcgea

agtctgageg
agcggegacg
cttgctcttce
gagccgtgceg
ggttctggga

cacactatta
ttaaggcaaa
acaggcaggc
gctgcccaga
gattcaaggc
ctgggagcaa
ggatcccagc
cggtcccatc
ccgeegectg
ccaaattcaa
cceggttact
acgaggagcg
ctggaacgca
agaggttcag
gcggggttgg
ceegegegeg
agtctgagceg
agcggcgacg
cttgctette
gageccgtgceg
ggttctggga

1020
1080
1140
1200
1260
1300

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1300

gactcgggeg gatttcagge ttcagtgttt gtaggaggaa acacagcaat cacactatta 60
atagtaaatt aaaataaatg ggcaactgct gcatggtaat actttttttt ttaaggcaaa 120
aaataaaaaa tagtgaaaca gagaaacaaa acatgaaaca ccggcagtca acaggcaggc 180

41
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aaagaacctg
ccaagagaaa
cgacctgeee
cctectacte
gccgaaccag
ccecactgea
gagctgtggg
agttaaagta
gatggttatc
cctgaccaaa
ggagtcagac
ggeggtgeec
geggeggecg
ggggcgecca
gcgetegtee
gggggcagca
atctttgagt
ctctctegqqg
gcatcggggce

<210> 4
<211> 1300
<212> ADN

9999tgg9gy
gcgatgaatc
cagcaccace
tcaggcagac
cgccggeteca
gacccccage
tcgcgcacat
atggtgacce
attcttacga
gtggttttge
ccacagtcece
gcggcegeteg
gggctectee
ggccactggg
cgtcccaagq
ccetgeccag
ttgtgagtgg
cgcccagecac
agcaggcgca

<213> Homo Sapiens

<400> 4

gactcgggceg
atagtaaatt
aaataaaaaa
aaagaacctg
ccaagagaaa
cgacctgccc
cctectactce
gccgaaccag
ccecactgea
gagctgtggg
agttaaagta
gatggttatc
cctgaccaaa
ggagtcagac
ggcggtgece
gcggeggecg
ggggcegececa
gcgetegtec
gggggcagca

atctttgagt
ctctetegqg
gcatcgggge

<210>5
<211> 1300
<212> ADN

gatttcagge
aaaataaatg
tagtgaaaca
g9999tgaggy
gcgatgaatc
cagcaccacc
tcaggcagac
cgeceggeteca
gaccceccage
tcgegeacat
atggtgaccc
attcttacga
gtggttttge
ccacagtccc
gcggcgeteyg
gggctectee
ggccactggg
cgtcccaagg
ccetgcccag

ttgtgagtgg
cgcccageac
agcaggcgea

ES 2443 230 T3

tagcagcggt
tcttectggta
accagcagcc
gcgcagcace
gtggacgcgg
ctgtggcggt
taacgcatcc
gagaggtgcc
gatgctggtc
cctgettcee
cagctctgga
ggccgggtct
ctcttctgee
ctcecgeggag
ccgacgccag
tggcttcteg
ctcctggecg
agctgtcgga
gggcggggac

ttecagtgttt
ggcaactgct
gagaaacaaa
tagcagcggt
teteetggta
accagcagce
gcgcagcace
gtggacgcgg
ctgtggcggt
taacgcatce
gagaggtgcce
gatgctggtce
cctgcttecee
cagctctgga
ggccgggtet
ctcttctgee
ctcegcggag
ccgacgccag
tggcttcteg

ctcctggceg
agctgtegga
gggcggggac

cccaccctca
acgtccette
ttctgetgqg
aagcagagag
aaggggccgg
ggtccagttc
agcggaaaaa
ttgatgagaa
acctacgaag
gcaagaggtg
cgceegeage
cceggggegt
ccgggetece
ccagcgagag
cacgccgtca
gtcttcacca
gggaagggac
cgggateccge
taagccaggg

gtaggaggaa
gcatggtaat
acatgaaaca
cccacecteca
acgtccette
ttctgctggg
aagcagagag
aaggggccegg
ggtccagttc
agcggaaaaa
ttgatgagaa
acctacgaag
gcaagaggtg
cgcecgecage
cccggggegt
ccgggetecece
ccagcgagag
cacgcegtca
gtcttcacca

g9gaagggac
cgggatecege
taagccaggg

42

aaaggeccgg
ctgtcgecatg
gccggcacag
gcccggtgca
cggcegegge
cgccaggaaa
tgaaggagac
ggtttggggt
ggagaaaggc
gcacccacgg
ggggcctcga
9999¢99999
ctgctcttaa
gtctgegegg
tggcececqge
ccttgeecga
ggggtgggcet
tagctgcgcea

acacagcaat
acttttetee
ccggcagtca
aaaggcccgg
ctgtegeatg
gccggcacag
gccecggtgea
cggccgegge
cgccaggaaa
tqaaggagac
ggtttggggt
ggagaaaggc
gcacccacgg
ggggcectcga
9999c99999
ctgctcttaa
gtctgcegegg
tggccccege
ccttgccega

g999gtgggct
tagctgegea

getgeccaga
gattcaaggce
ctgggagcaa
ggatcccage
cggtcccatce
ccgecgectg
ccaaattcaa
cccggttact
acgaggagcg
ctggaacgca
agaggttcag
gcggggttgg
ceegegegeg
agtctgagcg
agcggcgacg
cttgctctte
gagccgtgeg
ggttctggga

cacactatta
ttaaggcaaa
acaggcaggc
gctgecccaga
gattcaaggc
ctgggagcaa
ggatcccagc
cggtceccate
ccgecgectg
ccaaattcaa
ccecggttact
acgaggagcg
ctggaacgca
agaggttcag
gcggggttgg
ccecgegegeyg
agtctgageg
agcggcgacg
cttgctectte

gageegtgeg
ggttctggga

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1300

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140

1200
1260
1300



10

<213> Homo Sapiens

<400>5

gcttcactct
gagttcectac
gcgegecgeg
cgcgccecaa
aaatatggta
tggtgcctte
gtgccctgac
aacgtaaaga
ggggcggccg
tgtgatttgg
gactttcegg
ggaaggcgge
ccggagggcy
cagaggagga
accctacact
tctttagaca
catttcagga
aagcccaace
ctgtctgtgt
cacgaaaatg
aaggtatcta
agaagagaga

<210>6
<211> 1300
<212> ADN

ctgaaactct
cagacggcct
ttaccacacg
ggcggecctt
acgtgaccac
ccggaagggc
tgcctgacgg
gccaggcetga
gagggcagat
ttttgtctaa
gattcccttg
aagacttggc
ggcctgtgag
aacctaatga
caataagcegt
atctttatag
aggaatttta
agatgagttg
cggtccagtg
ggctttcctg
tctaattgtg
tggtagaact

<213> Homo Sapiens

<400> 6

aggccttcet
cacaaatact
ggcagctgtg
gaacccceagt
atcctaggtt
ggattcaggce

aaactgttac
atacctttca
tgtgggggag
cttaatctgg
ccaacattta
ctgggtgget

ES 2443 230 T3

ttcaacatat
ttccctagqgg
cccacctect
tataaagatg
gccctggect
tcagaggcgg
cegcgcaggg
tgaggaaggt
gactctgaga
agtgctgata
gcgctgcatt
ctgcgggtga
cgattgctgt
gggcagggcg
gggctttcta
agtgcataga
ttcctetttt
cctgcagtet
tctttageca
cactccacaa
cttttectcg
gggcactctt

agggtgcagg
aagccactaa
ggcgagggga
gctgggcaag
caggcccctg
tgaattgage

gcaggtctca
ttcataaaga
ggttgccgeg
cggtgacgte
gcgctaaggc
gctcggtgag
ccttgcagga
tcatgagtce
aggtgcggat
gtgggcctca
aattggcctc
tgttagcgga
ccgeggtget
gtgtttcegt
gcaggactgg
tgtttaattt
tctcccttag
tggaggcett
aggtgagctt
atgagagtgce
cagttacaca
ccaataaagg

catcattaggg
attcactgtg
ccgggagggt
aggaccatcc
ggttggacac
ctcagaagag

43

ctttaaaagg
ccctttcaag
actacacctc
accgegegece
cceggegteqg
tggagtcgga
ccgctgggga
tttgggtata
cttcgattct
cagaaaagtt
gttgcaaaag
aaatatctgt
gaaggaaagg
tttcettagge
acactcaggc
cataaaattt
ggcaagcact
cagagecattt
gctcgtggtyg
ttagcagcca
tgaaaagtac

cattatccat
ccgcgcatat
gtaagtagag
cttcaccgcet
cgacttagag
ccgcgtetgg

tcttgaaatg
ccacccteee
acgaactttt
gcgegtgege
gcgcagtage
cagtgggtgg
ggatgttgtt
agcegggagtt
aaggggagaa
accatgaacc
gaaaccgaga
aatttagacc
cagccacgce
cgggttcage
ggtgtgtcaa
aggaaagctt
ttaacctttt
cactagacct
tgaagtgtgce
g9gggaaqggaqg
tttcctattt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1300

ataaggatgc 60

cctggggaga 120
.tectccagat 180
ceccatcectac 240
agagcaccct 300
agtgggctct 360
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cgacacccag
ccgeggtece
tgtceggegy
tttctctcgg
gaacagcttt
aacctcgeag
cccacctcaa
ctgcgctaat
gaaagggagg
tgtcatttte
gcggacgata
tgagtgccac
gctgtagcgg
ttctccagtg
gcggccacgg
ggggctgtcee

<210>7
<211> 1300
<212> ADN

ggcaagtggqg
ggcctgegac
gagaggcgea
gccagggect
ctgctcecggt
ccgcagageqg
gacaaaaagt
cctgcgageg
atggatgggg
tttttcttte
cttgaagagg
aagcggacag
ccacgactgg
ggtgcagccy
aggcttttgc
cggaacgtcc

<213> Homo Sapiens

<400>7

acatatatat
acaaaaactg
ccaggtgtgce
tctgctecgg
aaagtcagct
tctaaactct
cttggccatt
tagctcacce
gtcatttttg
cttgaatatg
gtggaattge
aaatttaaat
tecagecteet
ctggccgagg
tccagegect
ggagcctaaa
ceectegeccee
tgcgtggagg
cttgggeceqg
aaagcceyqgg
ctcectcace
cggegctgte

<210> 8
<211> 1300
<212> ADN
<213> Homo

<400> 8

tatatgtata
ccaaggaaac
tcecectggete
gaagccatte
gtctaccgac
gcggtgtcege
ttgtcaccag
ttcaaaatct
ggacgagcat
gttattttet
gcctttecte
caccggectag
ceegectgge
cggtatccag
tcccagtgec
tgteccgette
cagetgcegeg
gcgcagceact
cttcctegec
cggacggcgg
ctccecegege
ctcegeecee

Sapiens

ES 2443 230 T3

ggcggcagag
gcgeccagte
gggagcgege
ccggggcaac
agggcttcac
ggctaaaacc
cccaggecgg
agaggccceg
ccggagggtyg
tttttttaaa
tggggaaagg
gagccacage
gagcagcege
gggtccegac
gtttgcgeeg
acagctggeg

gcttattatt
gcatccctac
tggtactatc
ccagtatagt
ctctgccacg
atatggccce
aatgccttag
gtgtaaatat
acgtataatg
tectettgeca
ggccatttee
cggtttcctg
tggcgecgga
attccggggg
tcccaaacct
cccagctgaa
gatctgcgeg
gg9agcggggg
gagtggggag
cgacggcgceg
ttccteteeg
cggagccgcee

ccctctecte
ttagectcee
taccgggaqgg
cgtctccage
ctatcgcggg
gctactccac
gcaggacctg
caccgaggcg
gggtggtgat
aaaagtattt
agggggctge
tgggacagct
cgeccgectee
g99999tcggy
c€gccgagggce
ctggeectee

tcttaaaaaa
ccatttgtte
catctgggtg
cctcaccece
aaaactgtct
ctgccaataa
gctcatgtca
atgtgattca
gaaatgtaca
tccattecete
cctaagettt
tccceectte
tecgegagea
tctegetect
ctcctecteo
ggggattqgtg
gcggcectgeg
atggggaagc
gggggccaca
ggttcctage
ccecctegege
gcgecagace

44

ggtcggcaca
ggccteegge
cgcgggcage
gcgcattctt
agaggttaat
ctcttcccat
atcacctctg
gaggctggca
gagggcgacg
ctctcgegag
gggagccgceg
gcgagcggag
tcgggagteg
cggccaccgg
agggacaggg

gagcagtcta
tcactagcce
gtgctgaagce
tgagtctcee
aatcacgctt
tcctttgace
gttgcectttt
ttacatatat
cccacaagaa
atccagegtg
ggaaagactce
ccgcectecct
gcagtgtcca
tggcatagtg
tgcccgggge
gtgcgtaaac
ggccagagceq
gcgeggectt
gcctaaggag
ggcagcctca
tccagccact

gcagcctctg
gtctgctgag
ggggactggt
ggtgcaggtg
ctcggatcta
ttctccectce
cctectecca
aaggggagtg
aaggaggggg
aaaccgctge
gcagagactg
ccgagcagtg
gagccgecgce
ggctggaget
actggggtga

acttgggtaa
acttcatttc
aggtgctcte
ctcgctteca
aatatgcaaa
catcccacct
acagggttaa
ttatgtatgt
gatgtagctc
gctecatcac
atatttcctg
ttaccccecce
cctecacgtag
gtcgcttaac
tgttctagga
aggattaact
agcctteggg
ggagccgtct
ctgctcctca
gctccaccac
cggccgcage

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1300

60
120
180
230
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1300



10

cccgacttta
cgecgeecgcag
agcagggage
gtttgecgtat
atggaaagat
atgttcagtg
tatcaatcta
aatgctccga
ctcgcgagga
gcagcgcegaa
catttcatcg
cececgectecee
acgcgatgtt
ttcctggacg
ccactttcte
tectcttcecg
gegetceect
ctcgcagtca
attgactttg
cacttcaacqg
ctcttaagaa
cccctgatat

<210>9
<211> 1300
<212> ADN
<213> Homo

<400>9

aacctgggaa
acatagtaag
aatgctecqgg
ccctattgaa
ggtaaagtat
tatgatagtg
cttttggaaa
tgaggggata
ctacaagcgc

agagaaagag
ggggtctgeg
ttctcecectt
cgtaccattt
gctggcaaga
ggctctgtgg
tcgagagcege
ggaacctcgg
ggtecgtgee
tggaaggcge
gtgggegecece
aagggtggag
gcgatttcga

<210> 10

gaaggacttt
cgggagacta
cgcagetcge
ggcatgtget
tgattcacca
atttattctg
gttgagactg
ggtctagtcce
aagagtcaac
gcaaaggcaa
gacgtgctgce
ctcccagtat
tcaaacgctg
cagttttctg
cteetectee
ageggectceg
cgegegegeg
cagacacttg
aaggttctgt
ctggacgaag
aggaaaatat
ttctcgagga

Sapiens

gcagaggttg
actctgtcte
gcaagtacat
gagtctgtca
gttcatcttg
atatagactt
ttaactgtgce
atcagccttt
tcactgccca

attgcgcagg
cggggecget
ctagagtgtt
agaaggtcag
cgcgegegtyg
cgggagcgag
gcgtegtgga
gaccggccce
gcggceggcecg
aggtggggcg
caggccccge

ggggtgggga
gagagaatag

ES 2443 230 T3

cctgctgget
ggttctectce
cgtgttgtct
attaccccac
agatgcaatt
cataccatat
gaggggtgag
cgceceecctt
ggtttgggat
ggacaaaatt
ttagaaccce
ccttcaatce
tgagctgttce
gacgagtctyg
tcctectect
gcgegegega
cacacacgca
agcacacgcg
gtgggtcgee
taaagattat
cccaaggact
aatagaaaac

cagtgagccg
aaaacaaaac
actgecttttt
tctacaatat
attttactct
tacacacaca
tctggataca
attgtctctc
cactctctac

cgccgagecag
gactcgcgag
acggtgacte
agtgggcaga
ggtactcacg
gccgacgggce
acgtcttggt
cggcgagcgce
cgcagggagc
cgggggagtt
ggactcggcet
cctcatccga
tttgagaagt

ggctcgecage
gagcgtceete
tcatttcgtg
cgtaaaacta
atcatttaaa
acataattaa
gagggagctg
ttgcaagagt
tgtgggggag
aaataaaggg
aaccattcgt
ccececgecece
tcecttttcece
gttactttta
tctcttecte
atgcgcggece
cacatcgtct
tacacccaga
gtggctgcat
tgttgttatt
aatctgatcg
ccgggtattg

agatcatgcece
aaaaacacaa
cttttttctg
tttactaatt
ttgtatccceg
ccaagactta
gaagtcacaa
gtgcactgtg
taggctctcc

ccgacgtgge
gttctctgte
ttgggtccga
acctagtctg
tgacctaggce
ggggccgcege
tgccacggca
agcggcgcee
tctcgaggca
cacccetgeg
gggaggctga
gtctcagaga
tgttctcagt

45

gtececeggag
cgcagaggcg
caataaagaa
aaattagcaa
agtgcttgat
agtagtgtag
ctgtatgttt
gaaactgatg
agagagacgg
ggaaaaaagq
gctccgtett
caccaccccee
attcgtcttc
atccgaccgg
ctccttctte
cecgegeccee
ccagctctct
catcttcggg
gtttgaatca
ttttttttet

ggtcttcctt

actgcactce
caacaacaaa
tttttttttc
taaaaacact
gaatcaggaa
aaacacqgtgg
agctcaggct
cccagcgete
ggaggcctcg

cgcaggggac
gectgeegee
aggggacgga
agcaggccgg
tgcggcggeg
ggccgegtga
agcgcgegceg
agtgtaaggg
acgececgggge
cggtcecttg
gegggcgacg
tggaattttc

agcaagcgag
ccgcgagagg
ttgtcattag
aatgtcagga
tgaggtactg
tggagtaatt
gttttattaa
atttctccag
agagaaaaag
aggcaaaaga
ccctaccace
agtectttttt
tgtcacttce
ccgetgagag
ctcetectee
cceectegege
gectegetetg
ctgctattgg
ggtggagaag
ctctctetet
catgtaagta

agcctgggea
actggttcta
cctaaggcag
tgtcaagaag
ctaacagttt
tgcaggeggg
gcagagacat
cctctagegg
gtttcgetgg

cgtgcetgyg
ctcgetcett
cgtccteccca
tgatgaatcc
gcgtgetgeg
cgcgaagcegt
cgaggccttg
agtgggagcet
geccgaggte
9gtgggcggy
gtcacgggac
gaggaaggga

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1300

60

120
180
240
300
360
420
480
540

600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1300



10

<211> 1300
<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 10

gttgctgatg
atgaaaatga
tagtatattt
ctatccagtg
gtgtattttt
atctgattta
gtagcggtag
tatgggccat
catagatgat
ctacatggcet
tctaaagttt
tacttggcta
taattatggc
taaaaaacat
cacctgatct
gtgcttaaat
aatatggaat
tctgacgaca
tttgagttge
aaagaaagga
cagataactc
acacgcctaa

<210> 11
<211> 1300
<212> ADN

ctgtttataa
aaggcttttc
agaaataaca
caaaacttca
agggaaacag
agtgtcttta
cggttggcac
gtggtttctg
acctaaatga
ggectaagcet
aatactgtga
taggaagttt
ttataatggc
gcattgagtt
gaccactttc
cttgtttaca
attttgctaa
ttgaagctag
cctagactge
atcatttagc
taaacctcgg
attcttagtc

<213> Homo Sapiens

<400> 11

ES 2443 230 T3

aagtgaatag
agtgacttag
aagtaactgg
cctcaggtga
tttcattgtt
aacttaccaa
atttgttctt
ccacaagtce
atgagtatgg
ttagtctgtce
gtgaatacca
tttagttgtg
ttgtctgttg
ttttaatagt
tttcatgttyg
aaattgtctt
ctgtttctca
ccgaatgtaa
tttaaattac
agtaaatggg
taacagttta
tttttgette

atagggaaat
aattttaaat
caactgttta
tacacttttg
gaaccaagat
ggtattagat
aaagggccag
tcagctctgt
ctgcatccca
tgcctaggga
gtgagtacct
tgttttatta
gtatctatgt
ccaaccctta
acatctttaa
cctaagtaat
attgcatttt
gtgtaacttg
gtcacattat
agataggaac
ctaggtttct
cctggtagca

46

actgattcat
atttctacat
aaactgaagﬁ
acaggtaata
aatcatcatt
tttagtttga
aaaataaata
tcttttagtyg
ataaaacttce
gtagtttact
ttgttaatgt
cacgtatttg
atagcgttta
aaataaatgt
ttttaaaact
atgtctacct
acagatcagg
gttgagactg
ttggaaataa
atacctactt
actactagat

atctcgtgaa
gagagagcag
taattcacag
catacagtaa
agaatgttgt
attgtctgga
ttttaggctt
tgaaagcagc
atttacaaaa
gagccactaa
ggataaccaa
actttgtgaa
cagtttcctt
gttgtatggce
gttttattta
tettettegg
agaacctcag
tggttcttat
tttctggtta
tttttectat
agataaatgc

60
120
180
240
300
360
420
480
510
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1300



10

caaaaaaatc
-actagttcca
tttttaattc
caaggtacta
tattacattt
ttaaaaactt
agctttgaat
aaggtttgtt
ctggtgtgac
aatggccaca
ttgtaaagtg
taagaatagt
tcttttttte
caggaaagta
aaaacattaa
taactaaaca
ctagagagtt
ttattggaag
ggtgttttgt
gagatttaca
cttgttatte
tttggttata

<210> 12
<211> 1300
<212> ADN
<213> Homo

<400> 12

agtacttcaa
ctcttttgge
acatacacac
tttaatttta
cagctggggt
tgcaggagac
aagaggccta
ctgcaacatc
ggcaggcacc
agagccattce
ctgcaaccct
ttcgggtcac

tggcgaccga
cgtgcgecgg
gagcgcggcg
geccctegece
cctcecegtet
tcggggtgac
cttcgetege
ccgeegecta
cctecttegg
cagcecceceg

<210> 13

catccettga
aaatcttgqgg
ttagtatatt
ttgaccaaaa
tctcaaatga
ttctataata
attatttttt
taatttatta
aacctgtttt
gcttgtaaaa
aaatacatac
gggcctgaga
tcattaaaaa
tttctcaaaa
aaatttctta
tttctctaga
acagtggagg
tgagccacca
gatcatattt
ttttattatce
tgacacactt
tgttttgaat

Sapiens

gggcttatca
tttgctagca
acacaccttt
atggctttaa
caaccaggga
gggactttac
agtagatgac
tacaaaggca
tgceccegect
gtttcccaac

cctggggagy
agacagcaga

gcectggtggg
cggcgacgge
cccteecgeg
ggecgggcgg
tgcgcegegg
tacaggagac
tcgcgcacce
cttacgcttc
ctcctecteg
gtgtggacag

ES 2443 230 T3

taggaagtca
caagtcagtt
atctgtcttg
tgcttcagaa
agagatcatt
attactcttc
gaacaatgaa
gagttattaa
taatcagtga
ggtaattttg
tgtaaaaatg
gttgacctac
tatcagtagc
aaacttcaaqg
atatgcattt
agtttttata
taaaaggagt
tttgaatttg
tctgcgatte
caatgttatt
taggataacc
taggttatat

acaaagttgce
agtgttgtaa
taaaatggtg
ctacgttcag
gccactttec
cttcgtctet
cttggtectce
gctccagata
cggggctggg
aaagtctgag
ggggtgccca
aactaaaaag

actccgaggg
aagcgggagg
cgtettggee
cgcgegetge
ccgcgagatc
gacggggect
ctcegecgeg
acctetgeeg
gaatagctcg
gcageggegyg

gtatatctgg
aatcactcgg
attaggtaaa
actataacat
taagaaaaac
tgatgaattt
ttgggtttat
gcctacgcete
ctcaaagcetg
aattatttta
aagacaatgt
ttcatttaat
cactatcaaa
gttttaaaca
taaagtatgc
acattaataa
ggcttgcaqgg
ctagctcatg
aaatcaagac
tggttattgt
taagtcaata
gttctgcatt

aagttgtaac
agctatacac
accctggtac
ctgtcatatg
ttaaccgacg
ggtaaactag
taaaatctgg
gaaaagggtt
gggctattcc
gegttectct
gagggcttce
agggattace

gccgcaggece
gaggeggggce
ccgeccccacg
ctgccgggat
cgtgtgtctc
tttcecttcg
tagccatccg
accecggegeg
cggcctgtag
ctggcgacga

47

gttttagtca
aggctgetta
gccaaagttg
tacataaaaq
aaaatgctgyg
tacattgaca
atattaaagt
agatcaaggt
tgatcaccct
cagcetttaa
atagttggca
ctccttaaaa
gacctatctg
ttttactata
cttttatgtg
aactagtata
atggagaagc
ctgcagtatt
ctaaaattga
ttcagtttta
gtttaataca

actatgaatt
acacacacac
caaatatgac
gatcaaaatt
acctactgaa
ttgacacatce
cctgcactcect
ggggtcgaaa
agcggcttca
gctgggtaca
ggaagtccca
ctttectgtee

accteetcett
cggcgaagga
tccecgegte
actcggceccg
ccaagatggt
ccaggacccyg

‘ccagecgcggyg

ctcggcetgeg
cccetggeag

gtccttecaac
attttttett
ttataagact
tacaaggaat
aaaatagtcc
cctaatttga
gttctaacca
agcagctaga
gatgtcaccg
aaggctgtca
ggaatactgc
tattttagtg
tatgtataaa
aacattatag
gtgaacgttt
cttttctctce
tgcaccagtyg
cagattaqgtg
ttctcattcet
aaatttctga
aaaatttcec

gttagtgata
acacacacac
tttaaatgga
agectctate
cgtcaacaac
ctgtgttgge
cggggcacce
agccaataac
gctaactttc
ccaaggggct
ggtttattct
agtcgcaaga

cccaatggcece
aggaggggceg
ccggcctgga
cccagccagt
ggcgetggge
acacaccaqgg
cgcccgecat
ggcggeggeg
gagggcccct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1300

60

120
180
230
300
360
420
480
540
600
660
720

780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1300



10

<211> 1300
<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 13

gcgaaaagcce
tgatgggaaa
cgtggaaaga
agtctccctt
ccttgaagat
ttcagcgatg
cctgtcteet
cccteggete
gaggaaaggc
cccaaccget
aagcgcecce
cegegecece
agcgagcgcec
ccgaggagaa
ccaagagagqg
agcgcagacc
tcaagccttce
ggttagcggg
ctggggacag
ctttcctatt
cggggaggaqg
acgggcgtcet

<210> 14
<211> 1300
<212> ADN

ttaggaccgce
atcagcgtct
ggatttgctg
tcaccctcag
atttgaacta
cgagggcaaa
ccagcagcete
tcccagggceg
ggggacaaga
ccegatctee
actttcccge
tgccccatce
g99agaggqqg
ggagaaggag
gggcgagcga
cecggeccgge
tgcctttceca
tttgcectece
tcecececeegg
aaatattatt
tcggagttgt

ttggaaatcc

<213> Homo Sapiens

<400> 14

ES 2443 230 T3

ttgttttaga
ggcaggcgcet
agccttctce
gaccctttcee
aagcgaccce
gcgetctegg
cccaagggat
actctgacga
agggagggga
acaagagtgc
cttgcgegge
ccatccgaga
cgggcagaag
gaggactagg
ccgagcgecg
ccctecgaga
ccectegtgag
actcccecag
gtgcegecte
tgggaattgt
ggagaagcag
tggagaacgc

cggctgggga
gattggtgga
tgectecteca
ggctcttcct
taacgttgta
cggtgeggtg
aggctctgee
ggggtagggg
aggggaaaga
tcgtgaccct
caggcaggcg
tagggacgag
cgectgacaaa
aggaggagga
cgacgcggaa
gegtcctgqg
cggagaactg
cctegegteg
cgcecttect
ttaaattttt
agggactcag
cggatgggag

48

atatttattc
aaggaaaatg
acctgtgact
agattaagag
acetgtgace
tgagccacct
cttggtggte
gtggtccecg
ggaagaggca
aaacttaacg
gctggagttg
gagcacgctg
tcageggtag
cggcgacgac
gtgaggtgcy
cgctcecctea
ggagtggcca
ccggcetcaca
gtgegctect
tttttaaaaa
gtaagtacct

cttgttccac
gtgatagtgg
cttccttagt
caaacgaaaa
gtgattaaat
ceceggegetg
gacectcagg
ggaggaccca
tcatccctag
tgaggcgcaa
atggctcacce
cagggaaagc
99gcggagag
cagaaggggc
tgcgggctgce
cgecttgeet
ttcgacgaca
gcggectect
tttecttctt
aagagagagg
gtggatctaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1300



10

gaatggtcegt
ctgggaggtg
gtcctgette
tccgetttte
tcacataaaa
ttggcaaata
aagtéctggc
cqgggttgga
gggggtggat
gaaccacacc
tagccttctt
cttctaacte
catgcaacte
gttaggtggc
gagctaaaaa
actttggagqg
cattcaaagt
tattcatgaa
aacagggtgt
aaaccccaaa
taaatgctgyg
actgagtcag

<210> 15
<211> 1300
<212> ADN
<213> Homo

<400> 15

gccaaagtga
agcaacagaa
gaccagcacc
ctgcettgge
cactaatttt
ttattataat
gataaaaacg
aagatttact
ttttettcat
gagaaaatgt
aggttgaagt
gatttttaaa
aggaaagaag
acagaccctce
tgtgggccet

cgcgcacaga
tggccgeegg
ctcacgtgac
gctaccagct
accaggtaag
cccecgacgag
cttgggaaca

<210> 16

gggcaccggg
agtacttgtc
tgatattccc
cccgggaaac
tctgtctgee
atgaaatgga
gcggggtccg
gacggcccgce
gttggatgga
ccgagtgage
ctgggattca
atactgttac
cacttctgaa
tagactttta
tgtctgettt
gtttctcatg
gtattttatg
aggactttca
ggcagaagca
tgtcagtttg
tagttctcte
aggtatgtgt

Sapiens

tatattaagg
ttaggagtct
ttcccaacct
ctcacagctce
agcaggtgge
agaataaaat
tagattattt
tcacagatta
aaaattttca
tttetgtgtg
gtttctttca
aaggaaataa
aaaaggccaa
ccaaataacc
cagattggag

cgggaggagg
ccegtggggyg
cgggagctge
cceecgetgece
ggcecegggg
cgcagaacag
tagtggtcce

ES 2443 230 T3

agggggtggt
cctttgggga
ttctccacaa
gcgaggatgce
cgctctcttg
agtgcaagga
ctagggtgga
gagtgtgagce
ttagaaccat
agttagttct
tgttaaggat
cctttagace
atgcagtaat
ctagccaaga
gtccaatggt
atttttcagt
ttttccagtg
aaggccaagg
gcaggaaaga
gtgcttgtte
tcttgattca
aggtaggtga

tcaccacctt
gaacatagga
cttgtcaggg
ttcettttge
attagttgtec
agaaatgttt
acataaaatg
ttttgaaaac
aacaagtgag
ctatagatga
aaaataaaat
agagaaatta
ggccagagga
gaagatgggt
aggacggaqga

ggggtgtctyg
ttggtgagaa
agagctacge
ctgcgectcegg
ccegegegec
cgcaggggat
ctggggtggqg

gctgccatga
gcctaaggaa
gggctgagag
tccatggage
gtttttctct
ggccaagtca
ggctgagaac
ggcgectget
cacacttggg
gttgcctacg
acccctgace
ccgggaattt
aacaactcag
tggatgggag
taaatgagtg
gtttettgtt
tggtgtaaag
agggagttgt
caaaagagqgg
atgagtgatg
tttttgcate
atgtgaacgt

ggtcacctgt
attaagaagc
cagggatact
ttaagtctte
agcaaatgtt
attaataaaa
gccaagatcet
accaactgtg
aatgctctaa
acataaacta
ttgattattt
ttaggaagca
agggggtttg
aaactccaac

tgagtgacgg

tgtgttccaa
ggagggtgag
agccttcggt
cgggctggca
ctggctagge
cccegeecage
gaagcagtgg

49

ggaccegetg
agagacttga
attaggctge
gtgagcatce
gtaaagtaaqg
acaggtggta
‘geeccectegg
cagggtagat
cctgctgttt
cctttecace
ctaagcctce
aaaaaagggg
aggattcatc
atgctaaatt
tacacttaaa
tatttttcce
gaattcatta
ggctgctgect
tgttctctat
ggttaggata
attgcttgte

ccatctatat
tctcgaatat
ctatctctge
aaaccatcaa
ttttcatatt
cttgaaattt
gacaacagaa
ttcaggaaaa
aaatgatggt
tatatatata
tcaattttet
tatacacagc
gggtggggga
cgcaaagcga
ggctgtgege

aggggggagt
cttggcggtg
gcagtcgtca
tceggecegg
cagcagaggc
tttctccaca

ggccaggtct
cctggettte
ttctccggga
aacttttete
caagctgcgt
acgggttaac
gtggctggeg
agctgaggge
gcctgagttt
atcaacctgt
agcttccatg
ttaatctttt
ctaatccgtg
tttaatgcca
agagtctcac
cgaaagttct
gccatggatg
gagaaaacca
gtaggtaggt
atcaatactc
aaaaaggtgg

ttttggagta
aacagtggaa
gtcactcaac
cagtgatagc
taatgaatgt
gtcccagaag
ctgtttectg
ttttctctee
gtggagccta
ttactttccc
gagggatgct
cagtgagaag
aaggaagggt
tgatgccact
actggggcac

accagttaac
acgcacggcce
ctcgtgtctce
gggaaagcgg
tcaccgaccce
ccccaacatt

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1300

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1300



10

15

20

<211> 1300
<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 16

actgtagtga
actgtgggca
ggtgaaatct
acacaaaagt
gtgccctaac
ttttccecte
tgatctccece
caggagcetge
ccttggggac
aaaacacgac
tgtaggggac
gtcaagggat
ccctecgete
gcgactccga
tagtcactge
tctgagcagg
gcaccgecce
gccgecacgte
cctectecte
gggceggcgyg
cggcecgectg
cgtccgacgg

<210> 17
<211> 300
<212> ADN

acaggagagc
tcecagetet
cctggtttaa
ctgcagccce
gatgagcccee
tgtaccgcceg
tctcttctgg

agaggggcag’

cctgaggaag
ctcgcectcg
acctcccaga
gcgacagagce
gagtcacttc
tgcagatggc
gccteccege
agctccgceece
gcegegeect
cggccccgat
ctaccgcaag
cgcgggeggce
ctccteggee
gctggacctg

<213> Homo Sapiens

<400> 17

cagctctgga
ggcegggtct

ctettctgee
ctecgeggag
ccgacgccag

<210> 18
<211> 300
<212> ADN

cgceccgcage
ccecggggegt

ccgggetcece

ccagcgagag
cacgccgtca

<213> Homo Sapiens

<400> 18

ES 2443 230 T3

acacttctta
tceccatttte
aaatgctcct
ctttccagca
agcaattcce
cttcteecca
gagaggcact
ctggagagat
gggacaaggg
ggaaggcttt
aacccctaac
tgtgtggttt
cgaagcagtc
cctgtceegg
ccccactect
ccagcgcgee
gcctgcecgeca
cccggcaceca
gtgttcgggg
ttecegetege
tcgtcegetceg
agccaggegg

ggggcctcga
9999<99999

ctgctcttaa

gtctgcgegg
tggcccccge

tacaaatggc
agaagaagcc
ttcgaaatat
gcttgtggtce
agcgcecctcect
ctctcecgecag
tgctgaacat
gectttectgac
ctcgetetge
ctgtgegect
ctceccagteg
ccggatggga
gattcttggg
cgccccaggt
ggatgcccec
gcecccagecee
ccteteettt
tgagcttcgg
atggctcteg
agtcgctgtce
gccteggect
cggcgcgeac

agaggttcag
gcggggttgg

ccecgegegeg
agtctgageg
agcggegacyg

50

aagggcaact
agaaatccaa
tttaaaatat
ctggcctgtg
gcttctccaa
ctcggggteca
ctttcegeece
gtagcatcte
aggtcctcac
cacctcagga
gttaaagaag
aacctcagtce
gagaagcgct
cgtcgecgege
cttcecctete
cggcgeetta
cttctgtage
ctcggagcecac
cctgtcegee
ccgcagcaat
ggcctatcge

ggcggtgcee
gcggcggeeqg

ggggcgecca
gcgetcgtee
gggggcagca

cacctctgcc
tttctttaca
aatgctctaa
ccatgcttta
gtctggecte
ctttctttac
ggagcctecee
ccacctttet
tgtaactgga
tgagggtggg
aggggataqg
gtttaggcac
gcggaaaggg
gcagctgegg
ccggccagac
aaagcecgggc
tcgegttgaa
tacctgtgct
cgcetcetetg
gtggectect
cggecgecgg

gcggcgeteg
gggcetectee

ggccactggg
cgtcccaagg
ccctgeccag

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
9360
1020
1080
1140
1200
1260
1300

60
120

180
240
300



10

15

20

25

cagctctgga
ggccgggtcet
ctcttetgee
ctccegeggag
ccgacgccag

<210> 19
<211> 300
<212> ADN

cgeccgeage
cccggggegt
ccgggetcce
ccagcgagag
cacgccgtca

<213> Homo Sapiens

<400> 19

cagctctgga
ggccgggtet
ctcttectgee
ctcecgeggag
ccgacgecag

<210> 20
<211> 300
<212> ADN

cgcecgecage
cccggggegt
ccgggetece
ccagcgagag
cacgccgtca

<213> Homo Sapiens

<400> 20

cagctctgga
ggccgggtet
ctcttctgee
ctcecgeggag
ccgacgecag

<210> 21
<211> 300
<212> DNA

cgecccgeage
cceggggegt
ccgggectcee
ccagcgagagq
cacgccgtca

<213> Homo Sapiens

<400> 21

gggcagggcg
gggctttcta
agtgcataga
ttcctetttt
cctgcagttt

<210> 22
<211> 300
<212> ADN

gtgtttcegt
gcaggactgg
tgtttaattt
tctcecttag
tggaggcctt

<213> Homo Sapiens

<400> 22

ES 2443 230 T3

ggggcectcga
g9999<99999
ctgctcttaa
gtetgcgegg
tggeccccecge

ggggcctcga
9999¢99999
ctgctcttaa
gtctgcgcgg
tggccccege

ggggcctcga
99g99¢cggggg
ctgctcttaa
gtctgcgegyg
tggcccecge

ttteccttgge
acactcaggc
cataaaattt
ggcaagcact
cagagcattt

agaggttcag
gcggggttgg
cccgecgegeg
agtctgageq
agcggegacg

agaggttcag
geggggttgg
ccegegegeg
agtctgageg
agcggcgacg

agaggttcag
gcggggttqgg
cccgegegeg
agtctgagcg
agcggcgacg

cgggttcagce
ggtgtgtcaa
aggaaagctt
ttaacctttt
cactagacct

51

ggcggtgece
gcggeggecg
ggggcgecca
gegetegtee
gggggcagca

ggcgg tgccc
geggeggecq
ggggcgccca
gegctegtee
gggggcagca

ggcggtgcce
gcggceggecq
ggggcegecca
gcgetegtee
gggggcagea

accctacact
tctttagaca
catttcagga
aagcccaacc
ctgtctgtgt

gcggegeteg
gggctcctcee
ggccactggg
cgtcccaagg
cecctgeccag

gcggcgetcg
gggctcctece
ggccactggg
cgtcccaagg
ccetgeccag

gcggegeteg
gggctcctcee
ggccactggg
cgtcccaagg
ccctgeccag

caataagcgt
atctttatag
aggaatttta
agatgagttg
cggtccagtg

120
180
240
300

60

120
180
240
300

60

120
180
240
300

60

120
180
240
300
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15

20

25

agaggccceg caccgaggcyg
ccggggggtyg gggtggtgat
tttttttaaa aaaagtattt

tggggaaagg agggggctge
gagccacagc tgggacaget

<210> 23
<211> 300
<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 23

attccggggg
tcccaaaccet

cccagctgaa
gatctgcgeg
g99agcggggg

<210> 24
<211> 300
<212> ADN

tctegetect
ctecctectee
ggggattgtg
gcggectgeg
atggggaagc

<213> Homo Sapiens

<400> 24

gacgagtctg

tectcctect
gecgcgegega
cacacacgca
agcacacgcg

<210> 25
<211> 300
<212> ADN

gttactttta

tctettecte
atgegeggcee
cacatcgtct
tacacccaga

<213> Homo Sapiens

<400> 25

ggtactcacg
gcegacggge
acqgtcttggt
cggegagcege
cgcagggage

<210> 26
<211> 300
<212> ADN

tgacctaggce
ggggccgege
tgccacggea
ageggcgece
tctegaggea

<213> Homo Sapiens

<400> 26
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gaggctggca
gagggcgacg
ctctecgegag
gggagccegeg
gcgagcggag

tggcatagtg
tgccegggge
gtgcgtaaac
ggccagagcg
gcgeggeett

atccgaccgg

ctccttcette
ccgegeecce
ccagctctct
catcttcggg

tgcggeggeg
ggccgegtga
agcgcgcgeg
agtgtaaggg
acgcecegggage

aaggggagtg
aaggaggggg
aaaccgctgc
gcagagactg
ccgageagtg

gtcgcttaac
tgttctagga
aggattaact
agccttcggg
ggagccgtct

ccgetgagag

ctectectee
ccectcgege
gctcgetetyg
ctgctattgg

gcgtgetgcg
cgcgaagcgt
cgaggccttg
agtgggagct
gccegaggte

52

gaaagggagg
tgtcatttte

gcggacgata
tgggtgccac
gctgtagegg

-tcecagegect

ggagcctaaa
ccctecgecce
tgcgtggagg
cttgggeeccy

ccactttcte

tcctettecg
gcgetceect
ctcgcagtca
attgactttg

ggctctgtgg
tcgagagege
ggaacctcgg
ggtcegtgee
tggaaggege

atggatgggg
tttttcttte

cttgaagagg
aagcggacag
ccacgactgg

tcccagtgee
tgtecgette
cagctgcgeg
gcgcagcact
cttcctegee

ctectectee

agcggectcg
cgcgegegeg
cagacacttg
aaggttctgt

cgggagcgag
gcgtcgtgga
gaccggcecce
gcggcggcecg
aggtggggcg

120
180
240
300

60

120
180
240
300

60

120
180
240
300

60

120
180
240
300
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15

20

25

ttttaatagt
tttcatgttg
aaattgtctt
ctgtttctca
ccgaatgtaa

<210> 27
<211> 300
<212> ADN

ccaaccctta
acatctttaa
cctaagtaat
attgcatttt
gtgtaacttg

<213> Homo Sapiens

<400> 27

aaacttcaaqg
atatgcattt
agtttttata
taaaaggagt
tttgaatttg

<210> 28
<211> 300
<212> ADN

gttttaaaca
taaagtatgce
acattaataa
ggcttgcagg
ctagctcatg

<213> Homo Sapiens

<400> 28

aagcgggagyg
cgtcttggcc
cgegegetge
ccgecgagate
gacggggect

<210> 29
<211> 300
<212> ADN

gaggegggge
ccgececccacg
ctgcegggat
cgtgtgtctc
ttteectteg

<213> Homo Sapiens

<400> 29

gaggactagqg
ccgagegeeg
ccctecgaga
cectegtgag
actccecccag

<210> 30
<211> 300
<212> ADN

aggaggagga
cgacgcggaa
gcgteetggg
cggagaactg
cctegegteg

<213> Homo Sapiens

<400> 30

ES 2443 230 T3

aaataaatgt
ttttaaaact
atgtctacct
acagatcagg
gttgagactg

ttttactata
cttttatgtg
aactagtata
atggagaagc
ctgcagtatt

cggcgaagga
tccecgegte
actcggeceg
ccaagatggt
ccaggacccqg

cggcgacgac
gtgaggtgcg
cgcteecteca
ggagtggeca
ccggctcaca

gttgtatggc cacctgatct
gttttattta gtgcttaaat
ttttttttgg aatatggaat
agaacctcag tctgacgaca ttgaagctag 240
tggttcttat tttgagttgc cctagactgc 300

aacattatag
gtgaacgttt
cttttctete
tgcaccagtg
cagattagtg

aggaggggcyg
ccggcctgga
cccagccagt
ggcgetggge
acacaccaqg

cagaaggggc
tgcgggcetge
cgecttgect
ttcgacgaca
gcggcectect

53

aaaacattaa
taactaaaca
ctagagagtt
ttattggaag
ggtgttttgt

gagcgceggcy
gccctegece
ccteeegtet
teggggtgac
cttegetege

ccaagagagg
agegcagace
tcaagccttc
ggttageggg
ctggggacag

gaccactttc
cttgtttaca
attttgctaa

aaatttctta
tttctctaga
acagtggagg
tgagccacca
gatcatattt

cceteecgeyg
ggecgggegyg
tgcgecgegq
tacaggagac
tcgegeacce

gggcgagcga
ccggcecgge
tgcctttceca
tttgcetcee
tceeeceeecgg

60
120
180

60

120
180
240
300

60

120
180
240
300

60

120
180
240
300
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15

20
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ctagccaaga tggatgggag atgctaaatt
gtccaatggt taaatgagtg tacacttaaa
atttttcagt gttttttgtt tatttttcce
ttttccagtg tggtgtaaag gaattcatta
aaggccaagg agggagttgt ggctgctgcet

<210> 31

<211> 300

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 31

gaagatgggt aaactccaac cgcaaagcga
aggacggaga tgagtgacgg ggctgtgege
ggggtgtctg tgtgttccaa aggggggagt
ttggtgagaa ggagggtgag cttggeggtg
agagctacge agcctteggt gcagtcgtca

<210> 32

<211> 300

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 32

cctgtceccgg cgecccaggt cgtegegege
ccccacteet ggatgcccec cttcectcete
ccagcgegec geccccagece cggcgectta
gecctgcegea ccotcteccttt cttetgtage
cccggcacca tgagecttcgg ctcggagcac

<210> 33

<211> 1300

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 33

tttaatgcca
agagtctcac
cgaaagttct
gccatggatg
gagaaaacca

tgatgccact
actggggcac
accagttaac
acgcacggcc
ctcgtgtete

gcagctgeqqg
ccggceccagac
aaagccggge
tecgegttgaa
tacctgtgcet

54

gagctaaaaa tgtctgettt 60

actttggagqg gtttctcatg 120
cattcaaagt gtattttatg 180
tattcatgaa aggactttca 240
aacagggtgt ggcagaagca 300

tgtgggccct cagattggag 60

cgegecacaga cgggaggagg 120
tggccgeegg ccegtggggg 180
ctcacgtgac cgggagctgc 240
gctaccagct ccecgetgee 300

tagtcactgc gcctececcge 60
tctgagcagg agctcegece 120
gcaccgccce geccgegecct 180
gccgeacgte cggecccgat 240
cctectecte ctaccgcaag 300
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atttccttet
taggaaagtg
gagtgaaagc
aattecctece
tgaaaccgqgqg
gtggagggtg
ggceectcac
ctggggcgaa
aagtggggtg
gagggaactg
agaagggact
actgagttac
aaaagcggtg
cacagcgecce
ccececteecce
cggegtettt
ctggtccact
ccgagccagqg
agcagagtga

tccgegttge
tgcetgegee
cggcagaact

<210> 34
<211> 1300
<212> ADN

ttceccectet
gggttcetgg
acgcagactg
ttatgctcta
ccctcacaaa
aaggcataag
ccaggcatgc
gagagagcag
aggtattcttt
agggaggagg
gcgttcteca
cgcaaccggg
gaagggagag
cttcegecce
ctcccgagee
gggatggaaa
ataaaaggac
ggctattgca
gcaacatcgce

ctcagceecy
tgcctctcag
gcagcgecte

<213> Homo Sapiens

<400> 34

tccgecacatt
tcececcacag
tgagaactag
cccectaaace
gtgactaagc
tcecegecgte
caacatctct
tccaageggg
gcgececcac
tctgagggat
accgcagccce
acccctetgg
caccccaggg
gcgctgaagt
ccecccaceee
cegeggetgyg
ceccteqggeag
gcegegetee
ccgegecace
tgtcctegte
ccagceggag
ccagcaccag

<210> 35
<211> 1300

cgagcaaaga
ggcccgaceg
cagcgegegce
gctaggagcce
gacceecacce
cgaagctgga
ccgccaaggce
cggegegega
ccegegttee

‘tecttactct

cgagaccgce
tteagtececa
tgagcccagc
aacgggacca
aceccgecceac
gatggcagtg
ggtccagtec
caccacccecac
gececgecgeee
ctcctaccge
ctacgtgact
ccgecagecte

ES 2443 230 T3

gcacgcecttge
ccgtttctge
gcgggagecyg
gggaattgag
gtcgtctetg
caaacatatt
tttetggggg
gcggeggcta
ctagaaagtg
gaaggagacc
accgaaccct
cggtggggag
tcttcteccet
tagattgacg
cgcagcgcgg
agggccaaag
cgeteggetg
aagccagggt
agccaaggcg

gaggegecce
tgtctccaac
cttttagtga

caggctttag
cacacagcaa
ggagccecgcet
ctcaatcgge
ctctececteg
ctgagcecgt
aagtcgatgg
ggctgcggeyg
aatctcaggce
ttectcttce
gcgecacctcee
ggcggaceee
tcagactatc
tgcecagtee
cctecceget
ggaggggace
tectgecacte
acccaccgceg
aggccatcge
aggatgttcg
acgtccacce
tacgectcgt

tagccccage
gacgctggcee
atcatttctce
ccgegtceca
gtgaagaggt
ttaaaatcca
aagcgcaggg
aggagctcet
tagccctagce
cagggcagcet
cccteectggg
gaagggtggt
ggageggecc
agcagtggcg
agcgeggttt
gggaggagtg
ceceggttett
gcgctaccgg
gaggccgaag

agagcgctte
tttgcgetgg
ctccgggage

cgagttatta
ggcgatggec
gagacttgaa
gggacagcag
ggctttccte
taggtcccte
acagaggcgce
aggcctgage
gctctttgtt
cgctcctttg
tcecacgece
cccctcaceqg
atccggaaag
caggcceegg
tctcgctagg
ctctttecta
tcgectecgag
ccctcegtteg
cacectcege
geggeceggg
gcacctacag
cccecgggegg

55

gatcgctgct
tagggcttge
gaatgaagaa
gatcacccat
ggcgtgeggy
gatcgtagga
ccaagcttte
ggcaggcetgg
tcatctccta
ccaggatagg
aaccgcagcee
ccaggaaacc
cagcagtaca
tggagccage
agcaccaacg
g9gtgggqggt
gcactcgetg
acggagaggg
aggggcgceca

ggceccccggg
agctgetgtt
gaaaaagcgc
tccagaaatg
gtgggggttg
agtgtcacct
cctagaaaag
gaaggtggag
gattggggaa
gaaatgttga
cagcgcggta
ggcgagggag
aagtgctggt
gcggaggctg
gagccggggg
gggggtttea
gaaagcggcet
gagagccctg
ggcaccaate

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
360
1020
1080
1140

ttgtcccage agagecacte 1200
aagaaaaact tccecgegege 1260

aaaacttagg
cagctgtaag
tcaatctggt
ggcgeggtga
tgccacegee
gacagaacct
gggccggagce
cctgegttee
tctttctcecg
ccegegggte
ctttggegtg
cgcgaccecg
cccccaaaag
agcaggaagg
tcectattgg
acggggttat
gtccecgege
cctcttetee
agccatgtcec
caccgegage
cctgggeage

ggcgctcttg
ttggtagcac
ctaacggttt
gtcaccgccg
gtctcgcaac
ccecteceee
agcccecctt
tgcgetgtge
cgacttcaga
tcccegectg
gtgccaccgqg
cctttttcag
tcccagecea
ctcgagggceg
ctggcgeget
aaaaacagcqg
cagagacgca
gggagccagt
accaggtccg
cggcecgaget
gcgetgegec

1300

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1300
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<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 35

cttecctctac
caccagtctt
tgcaagggcg
tttaagaaqg
agactcttgt
aataacaagc

tatttataat
ggctggagat
gctccatcac
cacacacaca
agaaacttcg
ttececcgecag
gcagccegeqg
tttaaagaaa
tcccttecag
accagcccte
ttgcataaaa
ccgggtcgga
ccggtgtece
gcacccageg
cggcteeget
cgctgetget

<210> 36
<211> 1300
<212> ADN

ctcgcteeet
tacaaacagt
gctgtgtgtt
aaaaatctct
aggggegette
ccattttatt

tctgattttt
tcgagggaaa
agggcacacg
cacacacaca
gactggggca
tacctggtcg
cecetgetege
tcctagggeg
caagcgegtg
ctcggattac
aaggccaaga
gcceecegga
gecttetecge
aagagagcgg
ccetetgeee
gctcttecte

<213> Homo Sapiens

<400> 36

ES 2443 230 T3

cccagectge
geccetggagg
agagcccgtg
ccaaaacqggg
ctacaacgac
agtatttcgt

ttacggcatt
acgaagttcg
cggctaccag
cacacacaca
aaacaagecce
cgaggccgcet
tcactgtggqg
ggcgagcgge
aggggcattc
ccttcattgg
aaactctggce
gectgegegeg
gccccagccg
gceccgggaca
ccteggggte
gcctcgeact

ccatcttttg
cccatactcee
atgccttcega
gaaatggtgg
gaaaccctte
tttccatgta

ggggagcaca
ccgaggcgge
ggacgcagce
ccctectececa
gggcececgge
cgcggggtge
ggcgcagcgg
ggcatctagg
tcaacgcaaa
ctcctecctt
tgtgccccag
ggcttgcagce
ccggetgeca
agctcgaact
gegegeecac
gctgectggg

56

tgccegtett
agctttccag
gtattgagtc
gcagtccetgt
ctaggcactc
aagttctgct

ccgacaggct
ctcgggeqqy
ccccaacaca
ctcatgcctg
ggcacgcggg
cctgcgtgee
ccaggcettet
ggagggggcyg
accagaccca
gctccccééa
caacggctca
geetegeceg
gcttttcggg
ccggeecgect
gatgctgcag

ttgtgccgge
agcgcacagce
atgccattca
gtgactggtg
actccaacag
catacgaata

gctgaacggt
caggtccegg
cacacacaca
gcaacccagc
gctaggegeg
ccecactecee
ctgtttgttg
cagccagaat
gaaagtagtg
ccctecagat
ttctgctece
cgctgtecte
gcccecgagte
cgeectteee
ggccctgget

120
180
240
300
360

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1300
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25

ttttctattt
gctagcagct
gccaccatqgg
cttegeeteg
ctcgcttcag
gagaaccgag
taaagaaaaa
gttcgagacc
agecgggggcea
atcgcttgaa
cttaggcaac
gcaagtatga
gccetggtet
ctttecteect
cgcgtctggt
tgacggacgt
gctccgaggg
tgccgecgege
cccageeege
actggccaqgg
cgecttttgt
gaggcagccc

<210> 37
<211> 24
<212> ADN

aaatatatat
cttectgeeg
gecggceeccac
ccttccaggg
ccttectgaa
gagaggagce
gaaaa&aaaa
agectggceta
tggtggcacy
ccegggagge
aagagcgaaa
tccaggctee
ctcteccacce
cceectttta
tctagtaaac
ggtaacgagt
ctcggececgta
ccgecgecce
agcgecgcect
gggaccgggce
cceccggagge
cgacgtcgceg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 37

ticgggtttt titgttttta attc

<210> 38
<211> 25
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 38
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tatatattta
ccacaccggqg
ctggagaggt
agcccagcca
ccecetgttag
gctagtctaa
gtttgggagg
acatggtgaa
cggctgtaat
ggaggttgca
ctgtctcaaa
cegettetet
cacgccgtga
tttatgtatt
cgaacccget
gcggctcgee
ggagccccge
gcgecttect
ccccgeecge
agcagcttgc
ccctggaagt
gagaacaggg

24

gaaaaccata acgacgtact aacgt 25

<210> 39
<211> 25
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 39

tittggottt ttttgttttt aattt

<210> 40

25

aaaaagtgtc
caaagtccac
gctgctcaca
ggcccactgg
ttgggaaacc
agggetgttg
ccaaggcagg
acccegtete
cccagetact
gtcagcggag
aaaaaaaagt
gcaagccaat
tccatteceee
tttggttttg
cgcgagggag
ccgecgggag
gcactccagce
gctegecgea
gccgectceg
ggccgeggag
ttgcggcagg
cgcagageeg

57

ctcccagage
ccactgeece
gcaaacagct
gtatttacaa
acctgtctge
gttgaaatta
agcatcacct
tactaaaaat
cgggaggctg
atagcgccat
cttcataatt
gcgagttaat
ttctttttct
ttttttaagg
gcgattgget
ctgattggcet
cctgcagect
ccteegggag
accgcaggcee
ccgggcaacy
acgcgcgcgg

taataccgtt
agtgttgagg
ccaactgege
gcagacctcce
accgcagcta
ggaagcagtg
gaggtcagga
acaaaaaatt
aggcaggaga
tgcactccag
tcatgggttt
tacagcgtcec
ccecttgtet
ggtgttgage
cccgecgecgyg
gcgeggggeg
ccggagtcag
ccggggcgea
gagggccgec
ctggggactg
ggaggcggcg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1300
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<211>28
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 40

ES 2443 230 T3

acaaaaacca taacaacata ctaacatc 28

<210> 41

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 41
gtaatttaga tttcggaggg ¢

<210> 42

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 42
cgaccaaaaa aaacgaaaa

<210> 43

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 43
tttgtaattt agattttgga gggt

<210> 44

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 44
CCaacCaaaa aaaacaaaaa ca

<210> 45
<211> 21
<212> ADN

21

19

24

22

58
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 45
gtatttittt cgcgagaaat ¢

<210> 46

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 46
aatcgtaacc gctacaacc

<210> 47

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 47
aaagtatttt ttttgtgaga aatt

<210> 48

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 48
cccaatcata accactacaa cc

<210> 49

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 49
gttattttta attcgatcgg tc

<210> 50

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

21

19

24

22

22

ES 2443 230 T3

59
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<223> Cebador de PCR

<400> 50
aaaccgctcg aaaaaaaa

<210> 51

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 51
ttggttattt ttaatttgat tggtt

<210> 52

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 52
ccaaaaccac tcaaaaaaaa a

<210> 53

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 53
tegttttttg gtatagtggt ¢

<210> 54

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 54
caaatccgeg caactaaa

<210> 55

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 55

ES 2443 230 T3

18

25

21

21

18

60
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gitttgtttt ttggtatagt ggtt

<210> 56

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 56
caaatccaca caactaaaaac

<210> 57

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 57
tggaacgttt tggttgttac

<210> 58

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 58
tacctcgaaa actccctacg

<210> 59

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 59
gtggaatgtt ttggttgtta t

<210> 60

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 60
ttacctcaaa aactccctac a

<210> 61
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 61
cgttgtttgt cgggatattc 20

<210> 62

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 62
cccgtegtct cctataatca 20

<210> 63

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 63
gtgtigtttg ttgggatatt t 21

<210> 64

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 64
ccccatcatce tectataatc a 21

<210> 65

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 65
cgggttgtag cgtagattic 20

<210> 66
<211> 18
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 66
cgtcgaataa ccactccc 18

<210> 67

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 67
gtgtggottg tagtgtagat tit 23

<210> 68

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 68
tcatcaaata accactccca a 21

<210> 69

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 69
agttaattgg tcgtcggttc 20

<210> 70

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 70
cgaataacga ctacaccgaa 20

<210> 71

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Cebador de PCR

<400> 71
attagttaat tggttgttgg ttt 23

<210> 72

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 72
acacaaataa caactacacc aaa 23

<210>73

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 73
aggagtttcg tttttagcgce 20

<210> 74

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 74
acgacttcaa cgcgaactac 20

<210> 75

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 75
agtaggagtt ttgtititag tgt 23

<210> 76

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 76
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acaacttcaa cacaaactac aaa 23

<210> 77

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de secuenciaciéon

<400> 77
gootttttit gtttttaatt 20

<210> 78

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de secuenciaciéon

<400> 78
accaaaaacc actcacaaac tc 22

<210> 79

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de secuenciaciéon

<400> 79
ggagggtaga tgattttgag aa 22

<210> 80

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de secuenciaciéon

<400> 80
cttcccctic cectaactac ta 22

<210> 81

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de secuenciaciéon

<400> 81
agggggtgtt attttttttt tttt 24

<210> 82
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<211>19
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de secuenciacion

<400> 82
cccaatccct atccctacc 19

<210> 83

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de secuenciacion

<400> 83
tttttggayg agtttggtta tt 22

<210> 84

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de secuenciacion

<400> 84
ccacctaatt caaacataca acc 23

<210> 85

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de secuenciacion

<400> 85
ttttaygtag ttggtygagg 20

<210> 86

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de secuenciaciéon

<400> 86
ctecttaaac tataaccccc ct 22

<210> 87
<211> 22
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de secuenciaciéon

<400> 87
atttagtttg agtaggtygg tg 22

<210> 88

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de secuenciaciéon

<400> 88
ctccatccta acaatccata aa 22

<210> 89

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de secuenciaciéon

<400> 89
ggggggtgtt tagaggg 17

<210> 90

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de secuenciaciéon

<400> 90
cctcctacca aaaactacaa acc 23

<210> 91

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de secuenciaciéon

<400> 91
agaaggggtt taagagagg 19

<210> 92

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Cebador de secuenciacion

<400> 92
actatcccca aaaaaaacc 19

<210> 93

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de secuenciacion

<400> 93
atttgtgggt ttttagattg ga 22

<210> 94

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de secuenciacion

<400> 94
ccaaaaaacc actatattcc ca 22

<210> 95

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de secuenciacion

<400> 95
gatgtagatg gttttgtity gg 22

<210> 96

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de secuenciacion

<400> 96
caaacraaaa ccatccce 18

<210> 97

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de secuenciacion

<400> 97
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ggottttttt gtttttaatt 20

<210> 98

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de secuenciaciéon

<400> 98
accaaaaacc actcacaaac tc 22

<210> 99

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de secuenciaciéon

<400> 99
ggaaaaatga aggagattta aattt 25

<210> 100

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de secuenciaciéon

<400> 100
aataacctaa acrccccc 18
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REIVINDICACIONES

1. Un para determinar si un individuo ha desarrollado, esta desarrollando o esta predispuesto a desarrollar cancer,
o si un individuo esta recayendo tras un tratamiento contra el cancer, que comprende el siguiente paso:

a) determinar el nivel de metilacion, el nimero de sitios CpG metilados o el estado de metilacién de los sitios
CpG en una secuencia de acido nucleico en la regidon promotora, primer exén o intrén, de al menos un gen
de una muestra, obtenida de dicho individuo, donde dicho gen es:

CNRIP1, p. €j., tal como lo identifica la identificacién génica ensembl ENSG00000119865, identificacion
de entrada 25927, y donde dicha secuencia comprende una secuencia de &cido nucleico constituida por
la SEQ ID NO:7.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 para determinar si un individuo ha desarrollado, esta desarrollando o
esta predispuesto a desarrollar o esta recayendo tras un tratamiento contra el cancer en el sistema aéreo-digestivo,
que comprende los siguientes pasos:

a) determinar el nivel de metilacion, el nimero de sitios CpG metilados o el estado de metilacién de los sitios
CpG en una secuencia de &cido nucleico en la region promotora, primer exén o intron de CNRIP1 (p. €j., tal
como lo identifica la identificacion génica ensembl ENSG00000119865, identificacion de entrada 25927, y
donde dicha secuencia comprende una secuencia de &cido nucleico constituida por la SEQ ID NO.: 7, en una
muestra obtenida a partir de dicho individuo,

b) comparar dicho nivel de metilacién, el numero de sitidos CpG metilados o el estado de metilacion de los
sitios CpG respecto a una referencia; e

c) identificar si es probable que el individuo desarrolle, esté desarrollando o esté predispuesto a desarrollar
dicho céancer, o esté recayendo tras el tratamiento contra dicho céncer, si el nivel de metilacion, el nimero de
sitios CpG metilados o el estado de metilacion de los sitios CpG son mas elevados que los de la referencia e
identificar si es poco probable que un individuo desarrolle, esté desarrollando o esté predispuesto a
desarrollar dicho cancer, o esté recayendo tras el tratamiento contra dicho cancer, si el nivel de metilacion, el
nuamero de sitios CpG metilados o el estado de metilacion de los sitios CpG esta por debajo de los de la
referencia.

3. Un método de acuerdo con la reivindicacién 1-2, donde el nivel de metilacion, el nimero de sitios CpG metilados o
el estado de metilacién de los sitios CpG se determina mediante secuenciacion con bisulfito, reaccién en cadena de
la polimerasa especifica de metilacion (MSP) cualitativa y/o cuantitativa, pirosecuenciacién, transferencia de
Southern, barrido del genoma de los puntos de referencia de restriccion (RLGS), extension del cebador en un Gnico
nucleétido, micromatriz de islas de CpG, SNUPE, COBRA, espectrometria de masas, mediante la utilizacion de
enzimas de restriccion especificas de metilacion, mediante la determinacién del nivel de expresiéon de dichos genes
0 una combinacion de estos.

4. Un método de acuerdo con la reivindicacion 3, donde dicha PCR especifica de metilacién comprende la utilizacién
de cebadores de acidos nucleicos los cuales son capaces de hibridarse con una secuencia de acido nucleico que
comprende 2 sitios CpG y un residuo de citosina el cual no esta en un sitio CpG.

5. Un método de acuerdo con cualquiera de la reivindicaciones precedentes, donde el cancer del sistema aéreo-
digestivo se selecciona a partir del grupo constituido por: tumores colorrectales, tumores pulmonares, carcinoma
microcitico de pulmdén, carcinomas pulmonares no microciticos, tumores esofagicos, tumores gastricos, tumores
pancreaticos, tumores hepaticos, tumores de la vesicula biliar y/o del conducto biliar, tumores del intestino delgado y
tumores del intestino grueso.

6. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la muestra se obtiene a partir
de sangre, excrementos, orina, liquido pleural, bilis, liquido bronquial, enjuagues bucales, piezas histoldgicas, ascitis,
pus, liquido cefalorraquideo, muestras obtenidas por aspiracion, liquido folicular, tejido o moco.

7. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el nivel de metilacién, el
numero de sitios CpG metilados o el estado de metilacion de los sitios CpG se combina con al menos un marcador
adicional.

8. Un método para determinar si un individuo ha desarrollado, esta desarrollando o esté predispuesto a desarrollar o
esta recayendo tras un tratamiento contra el cancer en el sistema aéreo-digestivo, que comprende los siguientes
pasos:

a) determinar el nivel de metilacion, el nimero de sitios CpG metilados o el estado de metilacién de los sitios
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CpG en una secuencia de &cido nucleico que comprende una secuencia seleccionada a partir del grupo
constituido por:

1) Una secuencia de acido nucleico tal como la define la SEQ ID NO:7,

2) Una secuencia de acido nucleico la cual es complementaria a una secuencia tal como se define en
1);

3) Una subsecuencia de una secuencia de acido nucleico tal como se define en 1) 0 2);

4) Una secuencia de acido nucleico la cual es idéntica en al menos un 75% a una secuencia tal como
se define en 1), 2) 0 3)

en una muestra obtenida de dicho individuo,

b) comparar dicho nivel de metilacion, el nimero de sitios CpG metilados o el estado de metilacién de
los sitios CpG respecto a una referencia; e

c) identificar si es probable que dicho individuo desarrolle, esté desarrollando o esté predispuesto a
desarrollar dicho cancer, o esté recayendo tras el tratamiento contra dicho cancer, si el nivel de metilacion, el
numero de sitios CpG metilados o el estado de metilacion de los sitios CpG son mas elevados que los de la
referencia e identificar si es poco probable que un individuo desarrolle, esté desarrollando o esté predispuesto
a desarrollar dicho cancer, o esté recayendo tras el tratamiento contra dicho cancer, si el nivel de metilacion,
el numero de sitios CpG metilados o el estado de metilacion de los sitios CpG esta por debajo del de la
referencia.

9. La utilizacion de un CNRIP1 en un ensayo diagnostico donde se evalua el nivel de metilacion, el nimero de sitios
CpG metilados o el estado de metilacion de los sitios CpG como un indicador de si el individuo ha desarrollado, esta
desarrollando o esta predispuesto a desarrollar cancer en el sistema aéreo-digestivo, o si un individuo esta
recayendo tras el tratamiento contra el cancer en el sistema aéreo-digestivo.

71



ES 2443 230 T3

ML W N3 Ar A AR L& £x  POS NEG
AL MU e UM YW U M U MU MU MU MY M

Fig. 1

72



ES 2443 230 T3

@ VZv WNL $E0LST

#0181

R VSL/VZVY INNL OMY

vSL OMY

TSR vZV WL OMY

[e)}:]
VYSUVZV WNL 08PMS

YS1 08YMS

TETETEEETE vZV NNOL 08PMS

2| VZV NI 08YMS

08PMS

S8 YSL/WZY WAL SLIOH

i VSL1SGLLOH
] Y2V 0L S51LIOH
5] vZv WnL SLIOH

SHLOH

REH .“._,,,,Lw“ Lesaenatd VSUVZY WNL 8bMS

VSL 8rMS
YZ¥Y ANOL 8PMS
VZY AN 8PMS

8YMS

] YSLNVZY WNL 6Z1H
VS1 6Z1H

Y29 WNOL 8Z4H

REara i Ielisy WZV WNL 6Z1H

621H

Fig. 2

73



ES 2443 230 T3

200

180 1 -

140

120 4~

80 |- -

60 -

40

VZV WL PEOLST
Ye0LST

VSLIVZY ANL ONY
YS.L OMY

VZYNNL OMY
o>y

VSLYZY ANL 08PMS
VSL 08¥MS

VZV INNOL 085MS
V2V NN 085MS
08YMS

VSLIVZY AN} 51 10H
VSL S4LOH

YZv ANt SLLOH

RS Serr ey VZV INNL SLIOH

SLLOH

VYSUVYZY WNL 8YMS
VS1 8YMS

VYZV WNoi 8¥MS
YZV WnL 8PMS
8PMS

VSL/VZV Wi 624H
VS1 62LH

YZV INNOL 62LH
YZY NN 6Z1H

6CLH

Fig. 3

74



ES 2443 230 T3

i VZv NNL pE0LST

¥€01S7

CEEEERaIEY  VSL/VZVY NNL OXY

[ vsSioMy

YZV NN L OMY

| OMY
4 VSLUvzv WNL 08YMS

q VS108vMS

VZV WNOL 08YMS

YZ¥ NNL 08PMS

08YMS

VYSL/VZY ANL §LLOH

VS1 SLLOH

v2¥ WNOL SLLOH

3 vZv AL GLLOH

SLLOH

VSLINZY WNL 8YAMS

VvS1 8¥MS

Ef| vZv AN0L 8vMS

VZV WNL 8PMS

i 8YMS

£ VSLNVZY WNL 621H

VS16¢1H

= VZV NNOL 6Z1H

YZV WNL 62LH

6CLH

4

Fig

75



ES 2443 230 T3

NT N2 N3 N4 N5 N6 N7 N8 N9 N10 Pos Neg
T PR T

Fig.5

76



-
23 FESTEETFESEEEEESE

ES 2443230 T3

OO0 ODRDBRERDERRER
CESCRBRECRD A EREDEBAR

sRRITRTRRIRIRRBRRIRINY

CesbABBEssAEBAREBEES

Sti1ERIILIBRITRRRIRILY
s

PN 00O TNSTRENBERE

DS QA PO DLET R

[ER-ARE-INENEFINEENNNEN]
-
-]

L]
L]
L
L]
o
L]
L]
L]
-]
@
L]
-]
L

waEn 1+ 14T T
suasaud opnisg zjuasald opnis] 1oU2UE oIpnis]
| | [N 11 11 1]

—
g
a2

=

1]
2
=
=
i

Fig. 6

77

_ _ H+—H—H—tt—t—tt Hi A
gl + 4 - cg -



ES 2443 230 T3

" P

] Ty

vopP
ALA
HCT116

Fig. 7

78



ES 2443 230 T3

16000

8000

800

600

400

" BESLNZ

1404

- 101
08PMS
. evMS

Oy

2-eded
PEDLST
1187

' OAOT

€St

A

1s1
B6ZiH
HIYdH
9LLIOH
SLLOH

' 83

0zeoeD

' G100

10dsY

a4

0z-18
266~
ed

| 1984

[LE
airL
ZS3
VIENY
0982
1-oueg

B2 t:]

06-AC
dBA
1-54-"Z
dEINT
18/65H
1-0Vdi2
£-0gxg
€-NOMS
Sl
E
£HENS
NHOVY
£¥YINO
ewounie)
ewousoier
PN

ON

SN

VD000 ®000000000000220C0VRO0S00000000000000000000000

8

Fig.

79



ES 2443 230 T3

93N

SOd

|
l
|
|
|
|
|
|
|
|

U ™M U M

uy M U MU M UMUMUM

Fig. 9

80



ES 2443 230 T3

Figura &

.10

FIG

81



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos



