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DESCRIPCION
Métodos para el analisis de trastornos proliferativos celulares
Campo de la invencién

La presente invencién se refiere a un método para detectar y/o clasificar el carcinoma colorrectal en un sujeto que
comprende determinar la presencia o ausencia de metilacion CpG de FOXL2 en una muestra bioldgica aislada de dicho
sujeto en donde la hipermetilacion CpG de FOXL2 es indicativa de la presencia o clase de dicho carcinoma colorrectal.

Antecedentes

Incidencia y diagndstico de cancer. El cancer es la segunda causa principal de muerte de los Estados Unidos. Las tasas de
mortalidad se podrian mejorar significativamente si los métodos de deteccién actuales se mejoraran en términos de facilidad
de deteccion, sensibilidad y conformidad del paciente. Los métodos actuales que se recomiendan para el diagnéstico de
cancer frecuentemente son caros y no son adecuados para su aplicacion como pruebas de deteccién a gran escala para la
poblacién.

El cancer hepatocelular (HCC) es el cuarto cancer mas comun en el mundo, su incidencia varia de 2.1 por 100,000 en
Norteamérica a 80 por 100,000 en China. En los Estados Unidos, se estima que habra 17,550 nuevos casos diagnosticados
en 2005 y 15,420 muertes por esta enfermedad. La ecografia del higado, alfafetoproteina y CT convencional se obtienen
regularmente en la evaluacién diagnéstica del HCC (cancer hepatocelular o cancer primario de higado), pero
frecuentemente son demasiado insensibles para detectar pequefias lesiones multifocales y para la planificacién del
tratamiento.

En los Estados Unidos la incidencia anual de cancer colorrectal es de aproximadamente 150,000, y 56,600 personas
mueren de cancer colorrectal cada afio. El riesgo de cancer colorrectal en la poblacién general es de aproximadamente 5 a
6 por ciento. A pesar de los intensos esfuerzos de los Ultimos afos en la revision y la deteccion precoz del cancer de colon,
hasta hoy en dia la mayoria de los casos se diagnostican en una etapa avanzada con metastasis regional o distante.
Aunque las opciones terapéuticas incluyen cirugia y quimioterapia adyuvante o paliativa, la mayoria de los pacientes mueren
a causa de la progresion de su cancer en unos meses. La identificacién de los cambios moleculares que subyacen en el
desarrollo del cancer de colon puede ayudar a desarrollar nuevos controles, deteccién, diagnostico y opciones terapéuticas
que pueden mejorar el mal pronéstico global de estos pacientes.

Las directrices actuales para la deteccion colorrectal segun la Sociedad Americana del Cancer utiliza una de cinco opciones
diferentes para el examen en personas de riesgo promedio de 50 afios de edad o mas. Estas opciones incluyen: 1) andlisis
de sangre oculta en heces (FOBT) cada afo, 2) sigmoidoscopia flexible cada cinco afios, 3) FPBT anual mas
sigmoidoscopia flexible cada cinco afios, 4) enema de bario de doble contraste (DCBE) cada cinco afios o 5) colonoscopia
cada diez afios. A pesar de que estos procedimientos de prueba se aceptan bien por la comunidad médica, no se realiza la
aplicacion de la revision generalizada para el cancer colorrectal. La conformidad del paciente es un factor importante para el
uso limitado debido a las molestias o inconvenientes que se asocian con los procedimientos. La prueba FOBT, aunque es
un procedimiento no invasivo, requiere restricciones en la dieta y otras 3-5 dias antes de la prueba. Los niveles de
sensibilidad de esta prueba también son muy bajos para el adenocarcinoma colorrectal con una amplia variabilidad en
funcién de la prueba. Las mediciones de sensibilidad para la deteccion de adenomas son ain menores ya que la mayoria de
los adenomas no sangran. Por el contrario, la sensibilidad para los procedimientos mas invasivos, tales como la
sigmoidoscopia y colonoscopia es bastante alta debido a la visualizacion directa del lumen del colon. Ningin ensayo
aleatorio evalué la eficacia de estas técnicas, sin embargo, mediante la utilizacién de datos de estudios de casos y controles
y de datos del Estudio Nacional de Pélipos (Estados Unidos) se demostré que la eliminacion de los polipos adenomatosos
resulta en una reduccion de 76-90% en la incidencia de CRC. La sigmoidoscopia tiene la limitacion de sélo visualizar el lado
izquierdo del colon dejando lesiones en el colon derecho sin ser detectados. Ambos procedimientos de alcance son caros,
requieren una preparacion catartica y tienen mayor riesgo de morbilidad y mortalidad. Pruebas mejoradas con mayor
sensibilidad, especificidad, facilidad de uso y con disminucién de los costos son claramente necesarias antes de la revision
mas amplia general para el cancer colorrectal se convierten en rutina.

La deteccion temprana del cancer de color se basa generalmente en la prueba de sangre oculta en heces (FOBT) que se
realiza anualmente en individuos asintomaticos. Las recomendaciones actuales que se adoptan por varias organizaciones
de salud, lo que incluye a la Sociedad Americana del Cancer, exigen la prueba de sangre oculta en heces a partir de los 50
anos de edad, que se repite cada afio hasta que el paciente ya no obtenga beneficio de la deteccién. Una FOBT positiva
conduce a una examinacién por colonoscopia del intestino; un procedimiento costoso e invasivo, con una tasa de
complicaciones graves de una por cada 5,000 examenes. Solo el 12% de los pacientes con heces hemo positivas se
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diagnostica con cancer o polipos en el momento de la colonoscopia. Varios estudios muestran que la deteccién por FOBT
no mejora la mortalidad relacionada con el cancer o la sobrevivencia general. La conformidad con la prueba de sangre
oculta es pobre; menos del 20 por ciento de la poblacién se ofrece o completa la FOBT como se recomienda. Si la FOBT se
hace correctamente, el paciente recolecta una muestra fecal de tres deposiciones consecutivas. Las muestras se obtienen
mientras el paciente se adhiere a directrices dietéticas y evita medicamentos que se conocen por inducir sangrado
gastrointestinal oculto. En realidad, los médicos con frecuencia fallan en instruir a los pacientes adecuadamente, los
pacientes con frecuencia no se adhieren al protocolo, y algunos pacientes encuentran la tarea de recoger las muestras
fecales dificil o desagradable, por lo tanto, la conformidad con la prueba de sangre oculta anual es pobre. Si la
comprobacién de sensibilidad y especificidad se puede mejorar sobre métodos actuales, la frecuencia de las pruebas podria
reducirse, la recoleccién de muestras consecutivas se eliminaria, las modificaciones de los horarios de medicacion y de la
dieta se eliminarian, y la conformidad del paciente se mejoraria. Para agravar el problema de la conformidad, la sensibilidad
y especificidad de la FOBT para detectar el cancer de colon es pobre. La pobre especificidad de la prueba conduce a la
colonoscopia innecesaria, lo que afiade un gasto considerable para la deteccién del cancer de colon.

La especificidad de la FOBT se calcul6 del 96% en el mejor de los casos, con una sensibilidad del 43% (adenomas) y 50%
(carcinoma colorrectal). La sensibilidad se puede mejorar mediante la utilizacion de una FOBT por inmunoensayo tal como
la que se produce bajo el nombre 'InSure ', con una sensibilidad mejorada del 77% (adenomas) y 88.9% (carcinoma
colorrectal).

Marcadores moleculares de la enfermedad. Los marcadores moleculares de la enfermedad ofrecen varias ventajas sobre
otros tipos de marcadores, una ventaja es que incluso muestras de tamafos muy pequefos y/o muestras cuyas
arquitecturas de tejido no se mantienen pueden analizarse de forma eficiente. En la Ultima década se demostr6 que un
numero de genes se expresan diferencialmente entre carcinomas de colon y normales. Sin embargo, ningn marcador Unico
0 en combinacion demostrd ser suficiente para el diagndéstico de los carcinomas de colon. Se demostré recientemente que
los enfoques que se basan en ARNm de alta dimensién son capaces de proporcionar un mejor medio para distinguir entre
diferentes tipos de tumores y lesiones benignas y malignas. Sin embargo, su aplicacion como una herramienta de
diagnostico de rutina en un ambiente clinico se ve impedida por la extrema inestabilidad del ARNm, los cambios en la
expresion que se producen rapidamente tras ciertos desencadenantes (por ejemplo, recoleccion de las muestras), y, lo mas
importante por la gran cantidad de ARNm necesario para el andlisis (Lipshutz, R. J. y otros, Nature Genetics 21:20-24, 1999;
Bowtell, D. D. L. Nature genetics suppl. 21:25-32, 1999), el cual frecuentemente no puede obtenerse a partir de una biopsia
de rutina.

Se sugirié el uso de marcadores biolégicos para mejorar mas aun la sensibilidad y especificidad de la FOBT, ejemplos de
tales pruebas incluyen el ensayo de analisis de heces PreGen-Plus™ disponible de EXACT Sciences que tiene una
sensibilidad del 20% (adenoma) y 52% (carcinoma colorrectal) y una especificidad del 95% en ambos casos. Esta prueba
analiza la presencia de 23 mutaciones en el ADN que se asocian con el desarrollo de neoplasias de colon. Se conoce el uso
de la metilacién del ADN como marcador de cancer de colon. Por ejemplo, Sabbioni y otros (Molecular Diagnosis 7:201-207,
2003) detectaron hipermetilacion de un panel de genes que consiste en TPEF, HICI, DAPK y MGMT en sangre periférico en
98% de los pacientes de carcinoma de colon. Sin embargo, esto proporciona una base adecuada para un ensayo
comercialmente vendible, ya que la especificidad de una prueba de este tipo también debe ser suficientemente alta.

El modelo actual de la patogénesis colorrectal favorece una progresion paso a paso de adenomas, que incluye el desarrollo
de displasia y finalmente signos de cancer invasivo. Los cambios moleculares que subyacen a esta secuencia adenoma-
carcinoma incluyen alteraciones genéticas y epigenéticas de genes supresores de tumores (APC, p53, DCC), la activacién
de oncogenes (K-ras) y la inactivacion de genes de reparacion de desajuste de ADN. Recientemente, se revelaron nuevos
cambios moleculares y defectos genéticos. Por lo tanto, la activacién de la via de sefalizacién Wnt no sélo incluye las
mutaciones del gen APC, sino que también puede resultar de mutaciones en la B-catenina. Ademas, las alteraciones en la
via de sefalizacion del TGF-p junto con sus transductores de sefial SMAD4 y SMAD2 se relacionaron con el desarrollo de
cancer de colon.

A pesar de los recientes avances en la comprension de la patogénesis de los adenomas y carcinomas de colon y de sus
cambios genéticos y moleculares, los cambios genéticos y epigenéticos implicados en la aparicién de la metastasis se
conocen menos. Sin embargo, generalmente se acepta bien que el proceso de invasion y protedlisis de la matriz
extracelular, asi como también la infiliracion de la membrana basal vascular implican proteinas adhesivas, tales como los
miembros de la familia de los receptores de integrinas, las cadherinas, la superfamilia de las inmunoglobulinas, la proteina
de union a laminina y el receptor CD44. Ademas de la adhesion, el proceso de formacién de metastasis también incluye la
induccién y regulacion de la angiogénesis (VEGF, bFGF), la induccién de la proliferacion celular (EGF, HGF, IGF) y la
activacion de enzimas proteoliticas (MMPs, Tulips, uPAR), asi como también la inhibicién de la apoptosis (Bcl-2, Bcl-X). Mas
recientemente otros grupos compararon los cambios genéticos y moleculares en lesiones metastasicas con los cambios
encontrados en canceres colorrectales primarios. Asi, Kleeff y otros informaron de la pérdida de DOC-2, un gen candidato
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supresor de tumores, tanto en cancer colorrectal primario como metastasico. Ademas, Zauber y otros informaron de que en
su serie de 42 canceres colorrectales las mutaciones Ki-ras en canceres primarios fueron idénticas en todas las 42 lesiones
pareadas primarias y metastasicas sincronas. Similarmente la pérdida de heterocigosidad en el locus APC fue idéntica para
39 metastasis sincronas y carcinomas pareados. Los autores concluyeron que para los genes Ki-ras y APC los cambios
genéticos en las metastasis son idénticos a los del cancer colorrectal primario. Sin embargo, otros grupos encontraron
cambios genéticos y moleculares en los canceres de colon metastasicos, que no estan presentes en los canceres primarios.
Asi, se informé del desarrollo de LOH del cromosoma 3p en la metastasis colorrectal. Adicionalmente, mediante la utilizacién
de hibridacién genémica comparativa se encontraron varias alteraciones en la metastasis de higado que eran exclusivas de
lesiones metastasicas (-9q, -11q, ¥ -179).

Metilacion de la isla CpG. Ademas de las mutaciones la metilacién aberrante de las islas CpG se demostré que conduce al
silenciamiento transcripcional de ciertos genes que se relacionaron anteriormente a la patogénesis de diversos tipos de
cancer. Las islas CpG son secuencias cortas que son ricas en dinucleétidos CpG y por lo general se pueden encontrar en la
region 5' de aproximadamente el 50% de todos los genes humanos. La metilacion de las citosinas en estas islas conduce a
la pérdida de la expresion génica y se reporté en la inactivacién del cromosoma X y la impronta genémica.

Recientemente, varios grupos también analizaron la metilacion de varios genes en el cancer colorrectal y reportaron el
silenciamiento transcripcional por la metilacion del promotor para p16INK4, p14ARF, p15INK4b, MGMT, hMLH1, GSTP1,
DAPK, CDH1, TIP-3 y APC entre otros. Asi ademas de la inactivacion mutacional de ciertos genes, la hipermetilacion de
estos genes también contribuye significativamente a la patogénesis de esta enfermedad.

En los Ultimos afos varios genes que se metilan en el cancer de colon se identificaron por MS-APPCR. Este grupo de
genes, entre otros, incluye TPEF/HPP1 el cual se metila frecuentemente en los canceres de colon y que se identifico
independientemente por dos grupos diferentes con el uso del método MS-APPCR (ver, por ejemplo, Young J, Biden KG,
Simms LA, Huggard P, Karamatic R, Eyre HJ, Sutherland GR, Herath N, Barker M, Anderson GJ, Fitzpatrick DR, Ramm GA,
Jass JR, Leggett BA. HPP1: a transmembrane protein-encoding gene commonly methylated in colorrectal polyps and
cancers. Proc Natl Acad Sci USA 98:265-270, 2001).

Enfoque multifactorial. El diagnéstico del cancer se basa tradicionalmente en la deteccion de marcadores moleculares
individuales (por ejemplo, mutaciones genéticas, niveles elevados de PSA). Desafortunadamente, el cancer es un estado de
enfermedad en el cual los marcadores individuales tipicamente fracasaron para detectar o diferenciar muchas formas de la
enfermedad. Asi, los ensayos que reconocen sélo un Unico marcador demostraron ser de valor predictivo limitado. Un
aspecto fundamental de esta invencion es que los diagnésticos de cancer basados en la metilacién y la deteccion,
diagnostico y seguimiento terapéutico de este tipo de enfermedades proporcionaran mejoras significativas sobre el estado
de la técnica que utiliza analisis de un solo marcador mediante el uso de una seleccién de multiples marcadores. El enfoque
analitico multiplexado es particularmente bien adecuado para el diagndéstico del cancer ya que el cancer no es una
enfermedad simple, este enfoque de "panel" multifactorial es consistente con la naturaleza heterogénea del cancer, tanto
citolégicamente como clinicamente.

La clave para la exitosa implementacién de un enfoque de panel para las pruebas diagnésticas basadas en la metilacién es
el disefio y desarrollo de paneles optimizados de marcadores que pueden caracterizar y distinguir estados de enfermedad.
La presente invencién describe una pluralidad de paneles de genes particularmente eficientes y Unicos, el andlisis de
metilacién de uno o una combinacién de los miembros del panel permite la deteccion de trastornos proliferativos celulares
de colon con una particularmente alta sensibilidad, especificidad y/o valor predictivo. Desarrollo de las pruebas médicas.
Dos medidas de evaluacién claves de cualquier deteccion médica o prueba de diagndéstico son su sensibilidad y
especificidad, que miden qué tan bien la prueba se desarrolla para detectar con precision todos los individuos afectados sin
excepcion, y sin incluir falsamente a personas que no tienen la enfermedad objetivo (valor predictivo). Histéricamente,
muchas pruebas de diagnéstico se criticaron debido a la pobre sensibilidad y especificidad.

Un resultado verdadero positivo (TP) es cuando la prueba es positiva y la afeccion esta presente. Un resultado falso positivo
(FP) es cuando la prueba es positiva pero la afeccién no esta presente. Un resultado verdadero negativo (TN) es cuando la
prueba es negativa y la afeccion no esta presente. Un resultado falso negativo (FN) es cuando la prueba es negativa pero la
afeccion no esta presente. En este contexto: sensibilidad = TP/(TP+FN); especificidad = TN/(FP+TN); y valor predictivo =
TP/(TP+FP).

La sensibilidad es una medida de la capacidad de la prueba para detectar correctamente la enfermedad objetivo en un
individuo que se esta analizando. Una prueba que tiene poca sensibilidad produce una alta tasa de falsos negativos, es
decir, personas que tienen la enfermedad pero que se identifican falsamente como libres de dicha enfermedad. El peligro
potencial de un falso negativo es que el individuo enfermo permanecera sin diagnosticar y sin tratamiento durante cierto
periodo de tiempo, durante el cual la enfermedad puede progresar a una etapa mas avanzada en donde los tratamientos, si
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los hay, pueden ser menos eficaces. Un ejemplo de una prueba que tiene una baja sensibilidad es una prueba de sangre a
base de proteinas para el VIH. Este tipo de ensayo exhibe pobre sensibilidad porque falla en detectar la presencia del virus
hasta que la enfermedad se establece bien y el virus invade el torrente sanguineo en cantidades por debajo del estandar. En
contraste, un ejemplo de una prueba que tiene alta sensibilidad es la deteccién de carga viral mediante la utilizaciéon de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La alta sensibilidad se logra porque este tipo de prueba puede detectar
cantidades muy pequefas del virus. La alta sensibilidad es particularmente importante cuando las consecuencias de la falta
de un diagnéstico son altas.

La especificidad, por el contrario, es una medida de la capacidad de una prueba para identificar con precision a los
pacientes que estan libres del estado de enfermedad. Una prueba que tiene pobre especificidad produce una alta tasa de
falsos positivos, es decir, individuos que se identifican falsamente como que tienen la enfermedad. Un inconveniente de los
falsos positivos es que obligan a los pacientes a someterse a tratamientos de procedimientos médicos innecesarios con
riesgos inherentes, estrés emocional y financiero, y que podrian tener efectos adversos sobre la salud del paciente. Una
caracteristica de las enfermedades que hace que sea dificil desarrollar pruebas de diagnéstico con alta especificidad es que
los mecanismos de la enfermedad, particularmente en el cancer, a menudo implican una pluralidad de genes y proteinas.
Adicionalmente, ciertas proteinas puede elevarse por razones no relacionadas con un estado de enfermedad. Un ejemplo de
una prueba que tiene una alta especificidad es una prueba que se basa en genes que puede detectar una mutacion en la
p53. La especificidad es importante cuando el costo o riesgo que se asocia con mas procedimientos de diagnostico 0 mas
intervenciones médicas es muy alto.

WO 2006/008128 describe métodos y productos para la deteccion/clasificacion de cancer de mama que comprende
determinar el nivel de metilacion de FOXL2. Se describen ademas las secuencias de nucledtidos respectivas.

US B1 6,783,933 describe un método para detectar/clasificar un trastorno proliferativo celular colorrectal mediante la
determinacion del estado de metilacién de las islas CpG en las regiones reguladoras del gen de CACNA1G en el que la
metilacién de CpG es indicativo de la presencia de dicho trastorno.

WO 01/29254 describe FOXL2 como un marcador para el sindrome de blefarofimosis.

Necesidad pronunciada en la técnica. Se acepta generalmente que existe una necesidad pronunciada en la técnica para
mejorar el tamizaje y la detecciéon temprana de los canceres. Como un ejemplo, si la especificidad de deteccién de cancer
de colon se puede aumentar, el problema de los falsos resultados positivos de la prueba que conducen a la exploracién
colonoscédpica innecesaria se reduciria lo que conduciria al ahorro de costes y a la mejora de la seguridad.

En vista de la incidencia de los canceres en general y mas particularmente a las desventajas que se asocian con los
métodos actuales de deteccién de trastornos proliferativos celulares hepatocelulares y colorrectales existe una necesidad
sustancial en la técnica de mejorar los métodos para la deteccion temprana del cancer, en particular de cancer de colon,
para utilizarlos adicionalmente a o como sustituto de las pruebas disponibles en la actualidad.

El gen humano Septina 9 (que también se conoce como proteina de fusién similar a MLL-septina, proteina de fusion MSF-A
similar a MLL-septina, S1pa, Eseptina, Msf, proteina similar a septina septina de Ovario/Mama (Ov/Br septina) y Septina D1)
se localiza en el cromosoma 1725 dentro del contigo AC068594.15.1.168501 y es miembro de la familia de genes Septina.

Se postula que los miembros de la familia del gen Septina se asocian con multiples funciones celulares que van desde el
transporte de vesiculas a la citocinesis. La interrupcion de la accién de Septina 9 resulta en la division celular incompleta,
ver Surka, M.C., Tsang, C.W., y Trimble, W.S. Mol Biol Cell, 13: 3532-45 (2002). La Septina 9 y otras proteinas mostraron
ser parejas de fusion del proto-oncogeno MLL lo que sugiere una funcién en la tumorogenesis, ver Osaka, M, Rowley, J.D. y
Zeleznik-Le, N.J. PNAS, 96:6428-6433 (1999). Burrows y otros informaron de un estudio a profundidad de la expresién de
las multiples isoformas del gen Septina 9 en el cancer de ovario y mostraron la expresion especifica de tejido de diversos
transcriptos, ver Burrows, J. F., Chanduloy, y otros S.E.H. Journal of Pathology, 201:581-588 (2003).

Un estudio reciente (técnica anterior que se publicd en fecha posterior a la prioridad) de mas de 7.000 tejidos normales y
tumorales indica que hay una sobre-expresion consistente de las isoformas de Septina 9 en un nimero de tejidos tumorales,
ver Scott, M., Hyland, P.L., y otros Oncogene, 24: 4688-4700 (2005). Los autores especulan que el gen parece ser un gen
del céancer tipo Il donde los cambios en el control del procesamiento del transcripto de ARN de diferentes productos
proteicos, y los niveles de estas isoformas proteicas alteradas pueden dar respuestas a la funcién del gen en tumores
malignos.

La proteina MSF (factor estimulante de la migraciéon) que se transcribe a partir del gen FN1 también se implica en la
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carcinogénesis (ver W099/31233), sin embargo hay que sefalar que esta proteina no es objeto de la presente aplicacion, y
en la actualidad no se conoce que se asocie con el gen Septina 9/ MSF ni con los productos transcritos de los mismos.

A partir de las referencias que se citaron anteriormente se puede observar que los mecanismos biolégicos que vinculan
dicho gen a la tumorigénesis siguen sin estar claros. En la WO 200407441se reivindica que el aumento del nimero de
copias y la sobre-expresién del gen es un marcador de cancer, y ademas proporciona medios para el diagnéstico y
tratamiento del mismo de acuerdo con dicha observacion. La WO 200407441en consecuencia es la técnica anterior mas
proxima ya que tiene el mayor nimero de caracteristicas en comun con el método y los acidos nucleicos de la presente
invencion, y porque se relaciona con el mismo campo (diagndéstico de cancer). La principal diferencia entre la presente
invencién y la de la WO 200407441 es que la presente invencién muestra por primera vez que la baja expresién del gen
Septina 9 se asocia con el cancer. Mas particularmente esto se ilustra por medio del analisis de metilacion. La correlacién
entre la expresion y la metilacién del ADN, y los métodos para la determinacion de la metilacién del ADN se conocen en la
técnica (ver WO 99/28498). Sin embargo, no seria obvio para aquellos con experiencia en la técnica que la baja expresion
se asocie también con el desarrollo de cancer, en particular debido a que la WO 200407441 describe la modulacion de dicha
expresion a niveles mas bajos como una terapia potencial para el cancer.

La SEQ ID NO: 24 proporciona una secuencia rica en CpG que se localiza en el cromosoma 323, corriente abajo del gen
Factor de Transcripcién L2 Forkhead (FOXL2, Factor Forkhead Pituitario, OMIM 605597). La SEQ ID NO: 24 hasta ahora no
se asocia con ningun tipo de cancer. La regién codificante FOXL2 es muy conservada entre los mamiferos. La evidencia
inmunohistoquimica indica que FOXL2 es una proteina nuclear que se expresa especificamente en parpados y en células
foliculares ovaricas fetales y de adultos. Se sugiere que FOXL2 puede desempeiar una funcion en la diferenciacion de las
células somaticas ovaricas y en el desarrollo y/o mantenimiento adicional del foliculo (J. Med. Genet. 39: 916-922, 2002.).

Mas aun, las mutaciones en el gen FOXL2 se asocian con el sindrome blefarofimosis/ ptosis/epicanto inverso (BPES), un
sindrome que afecta a los parpados y al ovario (Am. J. Hum. Genet. 72: 478-487, 2003.; Hum. Mutat. 24: 189-193, 2004). El
gen FOXL2 hasta ahora no se asocia con el cancer, sin embargo, otros miembros de la familia FOX se implican en la
oncogénesis. El gen FOXA1 se amplifica y se sobreexpresa en el cancer de es6fago y de pulmén, el gen FOXM1 se regula
positivamente en el cancer de pancreas y en el carcinoma de células basales debido a la regulacién transcripcional por la
via Sonic Hedgehog (SHH).

Breve descripcion de la invencion

La presente invencion proporciona un método para la deteccion y/o clasificacién del carcinoma colorrectal en un sujeto lo
que comprende determinar la presencia o ausencia de metilacion CpG de FOXL2 en una muestra biol6gica aislada de dicho
sujeto en donde la hipermetilacion CpG de FOXL2 es indicativa de la presencia o clase de dicho carcinoma colorrectal. En el
contexto del carcinoma colorrectal los métodos de ensayo de la invencién tienen una utilidad particular para el tamizaje de
las poblaciones en riesgo. Los métodos de la invencién tienen ventajas sobre los métodos de la técnica anterior (lo que
incluye el estandar de la industria FOBT), a causa de la mejora de sensibilidad, especificidad y probablemente de
conformidad del paciente.

Preferentemente, la sensibilidad de dicha deteccién es de aproximadamente 75% a aproximadamente 96%, o de
aproximadamente 80% a aproximadamente 90%, o de aproximadamente 80% a aproximadamente 85%.

El método es novedoso ya que actualmente no existen métodos que permitan la deteccion del cancer colorrectal mediante el
anadlisis de fluidos corporales, con una sensibilidad y especificidad suficientemente altas para su uso en un ensayo
comercialmente disponible y aprobado por una entidad regulatoria. Por ejemplo, los métodos actuales que se utilizan para
detectar y diagnosticar el carcinoma colorrectal incluyen colonoscopia, sigmoidoscopia, y cancer de colon de sangre oculta
en heces. En comparacién con estos métodos, la invencidén que se describe es mucho menos invasiva que la colonoscopia,
y tan, sino mas sensible que la sigmoidoscopia y la FOBT. El desarrollo de un ensayo de fluido corporal representa una
clara ventaja técnica sobre los métodos actuales que se conocen en la técnica en que se prevé que por lo menos para la
deteccion del carcinoma colorrectal la conformidad del paciente del paciente para una Unica prueba basada en fluido
corporal sera mas alta que para el analisis por triplicado de heces que actualmente se recomienda para la FOBT.

En una modalidad particular el método comprende el uso del gen o secuencia genémica de FOXL2 como un marcador para
la deteccion del cancer colorrectal.

La deteccidn, diferenciacion y distincién del cancer colorrectal se habilita por medio del andlisis del estado de metilacion del
gen o secuencia gendmica de FOXL2, y de sus promotores o elementos reguladores.

El método tiene utilidad para mejorar el diagnostico, tratamiento y seguimiento del cancer colorrectal.

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2533767 T3

Preferentemente, la fuente de la muestra de prueba se selecciona del grupo que consiste en células o lineas celulares,
portaobjetos histoldgicos, biopsias, tejido embebido en parafina, fluidos corporales, heces, eyaculado, orina, sangre, y
combinaciones de los mismos. Con mayor preferencia, la fuente se selecciona del grupo que consiste en heces, plasma
sanguineo, suero sanguineo, sangre completa, células de sangre aisladas, células aisladas de la sangre que se obtuvieron
del sujeto.

Especificamente, la presente invencién proporciona un método para detectar el cancer colorrectal y para diferenciar entre
trastornos proliferativos celulares de cancer colorrectal neoplasico y benigno, que comprende: obtener una muestra
biolégica que comprende acido(s) nucleico(s) genémico(s); poner en contacto el(los) acido(s) nucleico(s), o un fragmento de
estos, con un reactivo o una pluralidad de reactivos suficiente para distinguir entre secuencias de dinucleétidos CpG
metilados y no metilados dentro de al menos una secuencia objetivo del acido nucleico del sujeto, en donde la secuencia
objetivo comprende, o hibrida bajo condiciones rigurosas a, una secuencia que comprende al menos 16 nucleétidos
contiguos de la secuencia SEQ ID NO:24, dichos nucleétidos contiguos comprenden al menos una secuencias de
dinucledtidos CpG; y determinar, basado al menos en parte en dicha distincion, el estado de metilacion de al menos una
secuencias de dinucleétidos CpG objetivo, o un promedio, o un valor que refleja un estado de metilacién promedio de una
pluralidad de secuencias de dinucleétidos CpGs objetivo.

Preferentemente, distinguir entre secuencias de dinucleétidos CpG metilados y no metilados dentro de la secuencia objetivo
comprende la conversién o no conversiéon dependiente del estado de metilacion de al menos una de dichas secuencias de
dinucledtidos CpG a la secuencia de dinucleétido convertida o no convertida correspondiente dentro de la secuencia que se
selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, y complementos de
estas.

Las modalidades adicionales proporcionan un método para la deteccién de (o distinguirla del trastorno proliferativo celular
benigno), cancer colorrectal, que comprende: obtener una muestra biolégica que tiene el ADN gendmico del sujeto; extraer
el ADN genoémico; tratar el ADN genémico, o un fragmento del mismo, con uno o mas reactivos para convertir las bases
citosina no metiladas en la posicién 5 a uracilo u otra base que pueda detectarse como diferente de la citosina en términos
de las propiedades de hibridacion; poner en contacto el ADN gendémico tratado, o el fragmento tratado del mismo, con una
enzima de amplificaciéon y al menos dos iniciadores que comprenden, en cada caso una secuencia contigua de al menos 9
nucledtidos de longitud que es complementaria a, o hibrida en condiciones rigurosas o moderadamente rigurosas a una
secuencia que se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43,y
complementos de estas, en donde en donde el ADN o el fragmento tratado del mismo se amplifica para producir un
amplificado, o no se amplifica; y determinar, basado en la presencia o ausencia de, o en una propiedad de dicho
amplificado, el estado de metilaciéon o un promedio, o un valor que refleja un promedio del nivel de metilacién de al menos
uno, pero con mayor preferencia una pluralidad de dinucleétidos CpG de una secuencia que se selecciona del grupo que
consiste en SEQ ID NO:24.

Preferentemente, la determinacién comprende usar al menos un método que se selecciona del grupo que consiste en: i)
hibridar al menos una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia contigua de al menos 9 nucleétidos de
longitud que es complementaria a, o hibrida en condiciones rigurosas o moderadamente rigurosas a una secuencia que se
selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, y complementos de
estas; ii) hibridar al menos una molécula de acido nucleico, unida a una fase sélida, que comprende una secuencia contigua
de al menos 9 nucleétidos de longitud que es complementaria a, o hibrida en condiciones rigurosas o moderadamente
rigurosas a una secuencia que se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 42,
SEQ ID NO: 43, y complementos de estas; iii) hibridar al menos una molécula de &cido nucleico que comprende una
secuencia contigua de al menos 9 nucleétidos de longitud que es complementaria a, o hibrida en condiciones rigurosas o
moderadamente rigurosas a una secuencia que se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31,
SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:43, y complementos de estas, y extender al menos una de dicha molécula de &cido nucleico
hibridada en al menos un nucleétido base; y iv) secuenciar el amplificado.

Otras modalidades proporcionan un método para el andlisis (es decir, deteccién y/o clasificacion) de trastornos proliferativos
celulares, que comprende: obtener una muestra biolégica que tiene el ADN gendémico del sujeto; extraer el ADN gendémico;
poner en contacto el ADN gendmico, o un fragmento del mismo, que comprende una 0 mas secuencias que se seleccionan
del grupo que consiste en SEQ ID NO:24 o una secuencia que hibrida bajo condiciones rigurosas a esta, con una o mas
enzimas de restriccion sensibles a la metilacion, en donde el ADN gendmico se digiere de esta manera para producir
fragmentos de digestion, o no se digiere de esta manera; y determinar, basado en la presencia 0 ausencia de, o en una
propiedad de al menos uno de dichos fragmentos, el estado de metilacién de al menos una secuencia de dinucleétidos CpG
de al menos una secuencia gendémica que se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO:24 o un promedio, o0 un valor
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que refleja un estado de metilacién promedio de una pluralidad de secuencias de secuencias CpG de dinucleétidos de las
mismas. Preferentemente, el ADN gendmico digerido o sin digerir se amplifica antes de dicha determinacion.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 proporciona tres graficos. Los dos graficos de la izquierda muestran la sensibilidad del ensayo de acuerdo con la
tabla 7 en muestras de carcinoma colorrectal y de sangre en el Ejemplo 2. El grafico superior muestra una distribucion
binaria de dos tipos de muestras, mientras que el grafico inferior proporciona una distribucién multiclase. El Eje Y de dichos
graficos muestra la proporcion de muestras analizadas con un nivel de metilacién mayor que el valor cuantificado que se
muestra en el eje X. El grafico de la derecha proporciona una ROC de la deteccion del carcinoma colorrectal.

Descripcién detallada de la invencion
Definiciones:

El término "relacién observado/esperado” ("relacion O/E") se refiere a la frecuencia de dinucleétidos CpG dentro de una
secuencia de ADN particular, y corresponde al [nimero de sitios de CpG / (niUmero de bases C x nimero de bases G)] /
longitud de banda para cada fragmento.

El término "isla CpG" se refiere a una regiéon contigua de ADN gendémico que satisface los criterios de (1) tener una
frecuencia de dinucleétidos CpG que corresponde a una "Relacion Observado/Esperado >0.6, y (2) tener un "Contenido de
GC" >0.5. Las islas CpG son tipicamente, pero no siempre, de entre aproximadamente 0.2 a aproximadamente 1 KB, o
hasta aproximadamente 2 kb de longitud.

El término "estado de metilacién" o "condicion de metilacion" se refiere a la presencia o ausencia de 5-metilcitosina ("5-
mCyt") en uno o una pluralidad de dinucleétidos CpG dentro de una secuencia de ADN. Los estados de metilacion en uno o
mas sitios de metilacion CpG particulares (cada uno con dos secuencias de dinucleétidos CpG) dentro de una secuencia de

ADN incluyen "no metilado", "totalmente metilado" y "hemi-metilado".

El término "hemi-metilacion" o "hemimetilacién" se refiere al estado de metilacién de un ADN bicatenario en donde sélo una
hebra del mismo es metilada.

El término 'AUC' como se utiliza en la presente descripcion es una abreviatura para el area bajo una curva. En particular se
refiere al area bajo una Curva Caracteristica Operativa del Receptor (ROC). La curva ROC es un gréfico de la tasa de
verdaderos positivos contra la tasa de falsos positivos para los diferentes puntos de corte posibles de una prueba de
diagnéstico. Muestra el compromiso entre sensibilidad y especificidad dependiendo del punto de corte que se seleccione
(cualquier aumento en la sensibilidad se acompafara por una disminucién en la especificidad). El area bajo una curva ROC
(AUC) es una medida de la exactitud de una prueba de diagnéstico (cuanto mayor sea el area mejor, 6ptimo es 1, una
prueba aleatoria puede tener una curva ROC que yace en la diagonal con un area de 0.5; para la referencia: J.P. Egan.
Signal Detection Theory and ROC Analysis, Academic Press, Nueva York, 1975).

El término "hipermetilacion” se refiere al estado de metilacion promedio que corresponde a un aumento de la presencia de
5-mCyt en un o una pluralidad de dinucleétidos CpG dentro de una secuencia de ADN de una muestra de ADN prueba, con
relacién a la cantidad de 5-mCyt que se encuentra en los dinucleétidos CpG correspondientes dentro de una muestra normal
de ADN control.

El término "hipometilacion" se refiere al estado de metilacion promedio que corresponde a una disminucion de la presencia
de 5-mCyt en uno o una pluralidad de dinucleé6tidos CpG dentro de una secuencia de ADN de una muestra de ADN prueba,
con relacién a la cantidad de 5-mCyt que se encuentra en los dinucleétidos CpG correspondientes dentro de una muestra
normal de ADN control.

El término "microarreglos” se refiere ampliamente tanto a "microarreglos de ADN," como a "matrices de ADN," como se
reconoce en la técnica, abarca todos los soportes solidos que se reconocen en la técnica, y abarca todos los métodos para
fijar moléculas de &cido nucleico a estos o de sintesis de acidos nucleicos en estos.

Los "parametros genéticos" son mutaciones y polimorfismos de genes y secuencias que se requieren adicionalmente para
su regulacion. Se designan como mutaciones, en particular, las inserciones, deleciones, mutaciones puntuales, inversiones
y polimorfismos y se prefieren particularmente los SNPs (polimorfismos de un solo nucleétido).

Los "Parametros epigenéticos" son, en particular, metilaciones de citosina. Los parametros epigenéticos adicionales
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incluyen, por ejemplo, la acetilaciéon de histonas que, sin embargo, no puede analizarse directamente mediante la utilizacién
del método que se describe pero que, a su vez, se correlaciona con la metilacion del ADN.

El término "reactivo de bisulfito" se refiere a un reactivo que comprende bisulfito, disulfito, sulfito de hidrégeno o
combinaciones de estos, Utiles como se describe en la presente descripcidon para distinguir entre secuencias de
dinucleotidos CpGs metiladas y no metiladas.

El término "Ensayo de metilacion" se refiere a cualquier ensayo para determinar el estado de metilacién de una o mas
secuencias de dinucleétidos CpGs dentro de una secuencia de ADN.

El término "MS.AP-PCR" (Reaccién en Cadena de la Polimerasa Arbitrariamente Iniciada Sensible a la Metilacién) se refiere
a la tecnologia que se reconoce en la técnica que permite un tamizaje global del genoma mediante la utilizaciéon de
iniciadores ricos en CG para enfocarse en las regiones con mayor probabilidad de contener dinucleétidos CpG, y que se
describen en Gonzalgo y otros, Cancer Research 57:594-599, 1997.

El término "MethyLight™" se refiere a la técnica de PCR que se basa en fluorescencia en tiempo real que se reconoce en la
técnica que se describe por Eads y otros, Cancer Res. 59:2302-2306, 1999.

El término ensayo "HeavyMethyl™", en la modalidad de este que se implementa en la presente descripcion, se refiere a un
ensayo, en donde las sondas que bloquean la metilacién especifica (que se refieren también en la presente descripcion
como blogueadores) revisten las posiciones CpG entre, o revestidas por los iniciadores de la amplificacion lo que permite la
amplificacién selectiva especifica de la metilacién de una muestra de 4cido nucleico.

El término ensayo "HeavyMethyl™ MethyLight™", en la modalidad de este que se implementa en la presente descripcion,
se refiere a un ensayo HeavyMethyl™ MethyLight™, que es una variacion del ensayo MethyLight™, en donde el ensayo
MethyLight™ se combina con las sondas que bloquean la metilacion especifica que reviste las posiciones CpG entre los
iniciadores de la amplificacion.

El término "Ms-SNuPE" (Extension del Iniciador de un Solo Nucleétido Sensible a Metilacién) se refiere al ensayo que se
reconoce en la técnica que se describe por Gonzalgo & Jones, Nucleic Acids Res. 25:2529-2531, 1997.

El término "MSP" (PCR especifica de Metilacion) se refiere al ensayo de metilacion que se reconoce en la técnica que se
describe por Herman y otros Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:9821-9826, 1996, y por la patente de Estados Unidos num.
5,786,146.

El término "COBRA" (Andlisis de Restriccion de Bisulfito Combinado) se refiere al ensayo de metilaciéon que se reconoce en
la técnica que se describe por Xiong & Laird, Nucleic Acids Res. 25:2532-2534, 1997.

El término "MCA" (amplificacion de la Isla CpG metilada) se refiere al ensayo de metilacion que se reconoce en la técnica
que se describe por Toyota y otros, Cancer Res. 59:2307-12, 1999, y en WO 00/26401A1.

El término "hibridacién" debe entenderse como un enlace de un oligonucleétido con una secuencia complementaria a lo
largo de las lineas de apareamientos de bases de Watson-Crick en el ADN muestra, formando una estructura bicatenaria.

"Condiciones rigurosas de hibridacion," tal como se definen en la presente descripcion, implican hibridar a 68 °C en solucién
de SSC 5x/Denhardt's 5x/SDS 1.0%, y lavar en SSC 0.2x /SDS 0.1% a temperatura ambiente, o implican el equivalente de
estas reconocidas en la técnica (por ejemplo, condiciones en las que una hibridacion se lleva a cabo a 60°C en
amortiguador SSC 2.5 x, seguido por varias etapas de lavado a 37 °C en una concentracion baja de amortiguador, y
permanece estable). Condiciones moderadamente rigurosas, como se definen en la presente descripcion, implican incluir el
lavado en SSC 3X a 42 °C, o lo equivalente de esto que se reconoce en la técnica. Los parametros de concentracién de sal
y la temperatura se pueden variar para alcanzar el nivel éptimo de identidad entre la sonda y el &cido nucleico objetivo. La
orientacion sobre dichas condiciones esta disponible en la técnica, por ejemplo, en Sambrook y otros, 1989, Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Nueva York.; y Ausubel y otros (eds.), 1995, Current Protocols in
Molecular Biology, (John Wiley & Sons, Nueva York) en la unidad 2.10.

Los términos "Enzimas de restriccion metilacion-especifica" o "enzimas de restriccion metilacion-sensibles" se deben tomar
en el sentido de una enzima que digiere selectivamente un &acido nucleico en dependencia del estado de metilacion de su
sitio de reconocimiento. En el caso de tales enzimas de restriccién que cortan especificamente si el sitio de reconocimiento
no esta metilado o hemimetilado, el corte no se llevara a cabo, o con una eficiencia significativamente reducida, si el sitio de
reconocimiento estd metilado. En el caso de tales enzimas de restricciébn que cortan especificamente si el sitio de
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reconocimiento estad metilado, el corte no se llevara a cabo, o con una eficiencia significativamente reducida si el sitio de
reconocimiento no esta metilado. Se prefieren las enzimas de restriccién especificas de metilacion, la secuencia de
reconocimiento de las cuales contiene un dinucleétido CG (por ejemplo cgcg o cccggg). Se prefieren mas aun para algunas
modalidades enzimas de restriccidon que no cortan si la citosina en este dinucleétido se metila en el &tomo de carbono C5.

Las "Enzimas de restriccion especificas de la no-metilacién" o "enzimas de restriccion sensibles a la no-metilacién" son
enzimas de restriccion que cortan una secuencia de acidos nucleicos independientemente del estado de metilacién con una
eficiencia casi idéntica. También se les llama "enzimas de restriccion metilacién-inespecificas".

El término "gen" debe entenderse como que incluye a todas las variantes transcritas de los mismos (por ejemplo, el término
"Septina 9" incluird por ejemplo su transcripto truncado Q9HC74) y todo promotor y elementos reguladores del mismo.
Ademas, como se conoce una pluralidad de SNPs dentro de dicho gen el término debe entenderse como que incluye todas
las variantes de secuencia del mismo.

El término "pre-canceroso" o "pre-neoplasico" y equivalentes de los mismos deben entenderse que incluyen cualquier
trastorno de la proliferacion celular que experimente una transformacién maligna. Ejemplos de tales condiciones incluyen, en
el contexto de los trastornos proliferativos celulares colorrectales, trastornos proliferativos celulares con un alto grado de
displasia y las siguientes clases de adenomas:

Nivel 1: penetracién de las glandulas malignas a través de la mucosa muscular en la submucosa, dentro de la cabeza del
polipo;

Nivel 2: la misma invasion submucosa, pero presente en la unién de la cabeza al tallo;

Nivel 3: invasion del tallo; y

Nivel 4: invasién de la base del tallo en la conexion a la pared del colon (este nivel corresponde a la etapa Dukes A).

Descripcién general:

La presente invencién proporciona un método para detectar y/o clasificar el cancer colorrectal en un sujeto que comprende
determinar la metilacion CpG del gen o secuencia genémica de FOXL2 en una muestra biolégica que se aisla de dicho
sujeto en donde la metilacion CpG es indicativa de la presencia o clase de dicho trastorno. Dicho marcador puede utilizarse
para el diagnéstico del cancer colorrectal, lo que incluye la deteccién temprana durante las etapas pre-cancerosas de la
enfermedad, y ademas para la diferenciacion del cancer colorrectal benigno del neoplasico.

El marcador de la presente invencién es particularmente eficiente en la deteccién o distincion entre el cancer celular
colorrectal, proporcionando de esta manera medios mejorados para la deteccién temprana, la clasificacién y el tratamiento
de dicho trastorno.

En una primera modalidad adicional la presente invencién se basa en el andlisis del estado de metilacion CpG del gen o
secuencia genémica de FOXL2. Se prefiere ademas que la secuencia de dicho gen esté de acuerdo con la TABLA 1.

La modificacién del ADN con bisulfito es una herramienta que se reconoce en la técnica que se utiliza para evaluar la
condicion de metilacion CpG. La 5-metilcitosina es la modificacion de base covalente mas frecuente en el ADN de las
células eucariotas. Esta desempefa una funcién, por ejemplo, en la regulacién de la transcripcion, en la impronta genética, y
en la tumorogénesis. Por lo tanto, la identificacion de la 5-metilcitosina como un componente de la informacién genética es
de gran interés. Sin embargo, las posiciones 5-metilcitosina pueden no identificarse por secuenciacién, porque la 5-
metilcitosina tiene el mismo comportamiento de apareamiento de bases que la citosina. Ademas, la informacién epigenética
que se porta por la 5-metilcitosina se pierde por completo durante, por ejemplo, la amplificacion por PCR.

El método que se utiliza mas frecuentemente para analizar ADN para la presencia de 5-metilcitosina se basa en la reaccion
especifica de bisulfito con citosina por lo que tras la subsiguiente hidrélisis alcalina, la citosina se convierte en uracilo, que
se corresponde con timina en su comportamiento de apareamiento de bases. Significativamente, sin embargo, la 5-
metilcitosina permanece sin modificarse bajo estas condiciones.

Por consiguiente, el ADN original se convierte de tal manera que la metilcitosina, que originalmente no podia distinguirse de
la citosina por su comportamiento de hibridacion, ahora puede detectarse ya que sélo la citosina permanece mediante la
utilizaciéon de técnicas de biologia molecular estandares, que se reconocen en la técnica, por ejemplo, por amplificacion e
hibridacion, o por secuenciacion. Todas estas técnicas se basan en las propiedades diferenciales de apareamiento de
bases, que pueden ahora explotarse plenamente.

La técnica anterior, en términos de sensibilidad, se define por un método que comprende encerrar el ADN que se analiza en
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una matriz de agarosa, lo que evita asi la difusién y renaturalizacién del ADN (el bisulfito soélo reacciona con el ADN
monocatenario), y sustituir todas las etapas de precipitacién y purificacién con didlisis rapida (Olek A, y otros, A modified and
improved method for bisulfite based cytosine methylation analysis, Nucleic Acids Res. 24:5064-6, 1996). Asi, es posible
analizar las células individuales para la condicion de metilacién, lo que ilustra la utilidad y sensibilidad del método. Una
vision general de los métodos que se reconocen en la técnica para la deteccion de 5-metilcitosina se proporciona por Rein,
T., y otros, Nucleic Acids Res., 26:2255,1998.

La técnica de bisulfito, salvo pocas excepciones (por ejemplo., Zeschnigk M, y otros, Eur J Hum Genet. 5:94-98, 1997),
actualmente sélo se utiliza en la investigaciéon. En todos los casos, los fragmentos cortos, especificos de un gen que se
conoce se amplifican después de un tratamiento con bisulfito, y, o bien completamente secuenciados (Olek & Walter, Nat
Genet. 1997 17:275-6, 1997), sometidos a una o mas reacciones de extensiéon del iniciador (Gonzalgo & Jones, Nucleic
Acids Res., 25:2529-31, 1997; WO 95/00669; patente de los Estados Unidos nim. 6,251,594) para analizar las posiciones
de citosina individuales, o tratado por digestion enzimatica (Xiong & Laird, Nucleic Acids Res., 25:2532-4, 1997). La
deteccion por hibridacion también se describié en la técnica (Olek y otros, WO 99/28498). Ademas, se describié el uso de la
técnica de bisulfito para la deteccién de metilacion con respecto a los genes individuales (Grigg & Clark, Bioessays, 16:431-
6, 1994;Zeschnigk M, y otros, Hum Mol Genet., 6:387-95, 1997; Feil R, y otros, Nucleic Acids Res., 22:695-, 1994; Martin V,
y otros, Gene, 157:261-4, 1995; WO 97/46705 y WO 95/15373).

La presente invencién proporciona el uso de la técnica de bisulfito, en combinacion con uno 0 mas ensayos de metilacion,
para la determinacion del estado de metilacién de las secuencias de dinucleétidos CpG dentro de la secuencia que se
selecciona de la SEQ ID NO:24. Los dinucleétidos CpG genoémicos pueden ser metilados 0 no metilados (lo que se conoce
alternativamente como metilado ascendente y descendentemente respectivamente). Sin embargo los métodos de la
presente invencion son adecuados para el andlisis de las muestra bioldgicas de naturaleza heterogénea, por ejemplo, una
baja concentracion de células tumorales dentro de un fondo de sangre o heces. En consecuencia, al analizar el estado de
metilacion de una posicién de CpG dentro de una muestra tal la persona experta en la técnica puede utilizar un ensayo
cuantitativo para determinar el nivel (por ejemplo, el por ciento, fraccién, relacion, proporcién o grado) de metilacion en una
posicién particular CpG en oposicién a un estado de metilacion. En consecuencia el término estatus de metilacién o estado
de metilacién debe entenderse ademas en el sentido de un valor que refleja el grado de metilacién en una posicién CpG. A
menos que se indique especificamente los términos "hipermetilado” o "no metilado" debe entenderse que significan un nivel
de metilacién por encima del de un punto de corte especificado, en donde dicha linea de corte puede ser un valor que
representa la media o la mediana del nivel de metilaciéon de una poblaciéon dada, o es preferentemente un nivel de corte
optimizado. El punto "de corte" también se denomina en la presente descripcidon como "umbral”. En el contexto de la
presente invencion los términos "metilado”, "hipermetilado" o "metilado ascendente" debe entenderse que incluyen un nivel
de metilacién por encima del punto de corte que sea cero (0) % (o sus equivalentes) metilacion para todas las posiciones
CpG dentro y asociada con (por ejemplo, en regiones reguladoras o promotoras) el gen o secuencia genémica de FOXL2.

De acuerdo con la presente invencion, la determinaciéon del estado de metilacién de las secuencias de dinucleétidos CpG
dentro de la SEQ ID NO: 24 tiene utilidad tanto en el diagnéstico como en la caracterizacion del cancer colorrectal.
Procedimientos de ensayo de metilacion. Varios procedimientos de ensayos de metilaciéon se conocen en la técnica, y
pueden usarse junto con la presente invencion. Estos ensayos permiten la determinacion del estado de metilacién de uno o
una pluralidad de dinucleétidos CpG (por ejemplo, islas CpG) dentro de una secuencia de ADN. Tales ensayos implican,
entre otras técnicas, la secuenciacion de ADN del ADN tratado con bisulfito, PCR (para la amplificacion especifica de
secuencia), andlisis de transferencia Southern, y el uso de enzimas de restriccién sensibles a la metilacion.

Por ejemplo, la secuenciacién genémica se simplifica para el andlisis de los patrones de metilacién del ADN vy la distribucion
de 5-metilcitosina mediante la utilizacién del tratamiento con bisulfito (Frommer y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:1827-
1831, 1992). Ademas, se usa la digestién con enzimas de restriccién de los productos de PCR amplificados a partir del ADN
convertido con bisulfito, por ejemplo, el método descrito por Sadri & Hornsby (Nucl. Acids Res. 24:5058-5059, 1996), o
COBRA (analisis de restriccién de bisulfito combinado) (Xiong & Laird, Nucleic Acids Res. 25:2532-2534, 1997).

COBRA. El analisis COBRA™ es un ensayo de metilacion cuantitativo atil para determinar los niveles de metilacion de ADN
en los loci de gen especifico en cantidades pequefias de ADN gendmico (Xiong & Laird, Nucleic Acids Res. 25:2532-2534,
1997). Brevemente, la digestion con enzimas de restriccion se utiliza para revelar las diferencias en la secuencia
dependiente de la metilacion en los productos de PCR de ADN tratado con bisulfito sodico.

Las diferencias en la secuencia dependiente de la metilacion se introducen primero en el ADN genémico por tratamiento con
bisulfito estandar de acuerdo con el procedimiento descrito por Frommer y otros (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:1827-1831,
1992). La amplificacién por PCR del ADN convertido con bisulfito se realiza después mediante la utilizacién de iniciadores
especificos para las islas CpG de interés, seguido de la digestion con endonucleasas de restriccion, electroforesis en gel, y
deteccion con la utilizacion sondas de hibridacién marcadas y especificas. Los niveles de metilaciéon en la muestra de ADN
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original se representan por las cantidades relativas de producto de PCR digerido y no digerido de una manera linealmente
cuantitativa a través de un amplio espectro de niveles de metilacion de ADN. Ademas, esta técnica se puede aplicar
faciimente al ADN que se obtiene a partir de las muestras de tejidos microdisecadas embebidas en parafina.

Los reactivos tipicos (por ejemplo, como pueden encontrarse en un estuche tipico a base de COBRAT™) para el andlisis
COBRA™ pueden incluir, pero sin limitarse a: iniciadores de PCR para el gen especifico (o secuencia de ADN tratada con
bisulfito o isla CpG); enzima de restriccion y amortiguador adecuado; y oligonucleétido del gen de hibridacion;
oligonucleétido de control de hibridacién; estuche de marcaje de quinasa para sonda de oligonucleétido; y nucleétidos
marcados. Ademas, los reactivos de conversion con bisulfito pueden incluir: amortiguador de desnaturalizacion de ADN;
amortiguador sulfonacién, reactivos o estuches de recuperacién de ADN (por ejemplo, precipitacion, ultrafiltracion, columna
de afinidad); amortiguador de desulfonacion; y componentes de recuperacion de ADN.

Preferentemente, los ensayos tales como "MethyLightm" (una ;gcnica de PCR en tiempo real basada en fluorescencia)
(Eads y otros, Cancer Res. 59:2302-2306, 1999), reacciones de ~ Ms-SNuPE (extension del iniciador de un solo nucledtido
sensible a metilacion) (Gonzalgo & Jones, Nucleic Acids Res. 25:2529-2531, 1997), PCR especifica de metilacion ("MSP";
Herman y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:9821-9826, 1996; patente de Estados Unidos num. 5,786,146), y
amplificaciéon de la Isla CpG metilada ("MCA"; Toyota y otros, Cancer Res. 59:2307-12, 1999) se usan solos o en
combinacion con otros de estos métodos.

La técnica del ensayo "HeavyMethyl™", es un método cuantitativo para evaluar las diferencias de metilacion basadas en la
amplificacién especifica de metilacion del ADN tratado con bisulfito. Las sondas que bloquean la metilaciéon especifica (que
se refieren también en la presente descripcion como bloqueadores) revisten las posiciones CpG entre, o revestidas por los
iniciadores de la amplificacién permiten la amplificacion selectiva especifica de la metilacién de una muestra de &cido
nucleico.

El término ensayo "HeavyMethyl™ MethyLight™", en la modalidad de este que se implementa en la presente descripcion,
se refiere a un ensayo HeavyMethyl™ MethyLight™, que es una variacion del ensayo MethyLight™, en donde el ensayo
MethyLight™ se combina con las sondas que bloquean la metilaciéon especifica que reviste las posiciones CpG entre los
iniciadores de la amplificacion.

Los reactivos tipicos (por ejemplo, tal como se pueden encontrar en un estuche tipico basado en MethyLight™) para el
analisis HeavyMethyl™ pueden incluir, pero sin limitarse a: iniciadores de PCR para genes especificos (0 secuencia de ADN
tratada con bisulfito o isla CpG); oligonucle6tidos bloqueadores; amortiguadores y desoxinucleétidos de PCR optimizados; y
Taq polimerasa.

MSP. La MSP (PCR especifica de la metilacién) permite evaluar virtualmente la condiciéon de metilacién de cualquier grupo
de sitios CpG dentro de una isla CpG, independiente del uso de enzimas de restriccién sensibles a la metilacién (Herman y
otros Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:9821-9826, 1996; patente de Estados Unidos nim. 5,786,146). En resumen, el ADN se
modifica por bisulfito sédico convirtiendo todas las citosinas no metiladas, pero no las metiladas en uracilo, y posteriormente
se amplifica con iniciadores especificos para ADN metilado frente al no metilado. La MSP requiere solamente pequefias
cantidades de ADN, es sensible a 0.1% de alelos metilados de un locus determinado de la isla CpG, y se puede realizar en
el ADN que se extrae de muestras incluidas en parafina. Los reactivos tipicos (por ejemplo, como se pueden encontrar en
un tipico estuche que se basa en MSP) para el analisis de MSP pueden incluir, pero sin limitarse a: iniciadores de PCR
metilados y no metilados para el gen especifico (0 secuencia de ADN tratada con bisulfito o isla CpG), amortiguadores y
desoxinucleotidos de PCR optimizados, y sondas especificas.

MethyLightTM. El ensayo MethyLightTM es un ensayo de metilacién cuantitativa de alto rendimiento que utiliza tecnologia de
PCR en tiempo real basada en fluorescencia (TagMan®) que no requiere de manipulaciones adicioTr’}aIes después de la
etapa de PCR (Eads y otros, Cancer Res. 59:2302-2306, 1999). Brevemente, el proceso MethyLight  comienza con una
muestra mixta de ADN gendmico que se convierte, con una reaccion de bisulfito sédico, en una mezcla mixta de diferencias
en la secuencia dependientes de la metilacién de acuerdo con procedimientos estandar (el proceso de bisulfito convierte los
residuos de citosina no metiladas a uracilo). La PCR basada en fluorescencia se lleva a cabo después en una reaccion
"sesgada" (con iniciadores de PCR que solapan los dinucleétidos CpG). La discriminaciéon de secuencia puede ocurrir a
nivel del proceso de amplificacién y a nivel del proceso de la deteccion de fluorescencia.

El ensayo MethyLightTM puede utilizarse como una prueba cuantitativa de los patrones de metilaciéon en la muestra de ADN
gendmico, en donde la discriminacion de secuencia ocurre a nivel de la hibridacion de la sonda. En esta version cuantitativa,
la reaccion de PCR se proporciona para la amplificacién especifica de la metilacion en presencia de una sonda fluorescente
que solapa un sitio potencial de metilacion en particular. Se proporciona un control no-sesgado para la cantidad de ADN de
entrada por una reaccion en la que ni los iniciadores, ni la sonda revisten ninguno de los dinucledtidos CpG.
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Alternativamente, una prueba cualitativa para la metilacién genémica se logra mediante el sondeo de la mezcla de PCR
sesgada, ya sea con oligonucleétidos control que no "revisten" sitios de metilacion que se conozcan (una version basada en
fluorescencia de las técnicas HeavyMethyl™ y MSP), o con oligonucleétidos oligonucleétidos que revisten los posibles sitios
de metilacion.

El proceso MethyLightTM puede utilizarse con cualquier sonda adecuada por ejemplo "TagMan®", Lightcycler® etc.... Por
ejemplo, el ADN gendmico bicatenario se trata con bisulfito de sodio y se somete a uno de los dos conjuntos de reacciones
de PCR utilizando sondas TagMan®; por ejemplo, con los inicadores de MSP y/o oligonucleétidos bloqueadores
HeavyMethyl y la sonda TagMan®. La sonda TagMan® se marca doble con las moléculas fluorescentes "reportero” e
"inactivador”, y se disefia para ser especifica de una regién GC de contenido relativamente alto tal que se funde a
aproximadamente a 10 °C de temperatura méas alta en el ciclo de PCR que los iniciadores directo o inverso. Esto permite
que la sonda TagMan® permanezca completamente hibridada durante la etapa de apareamiento/extensién del PCR. Debido
a que la Taq polimerasa sintetiza enzimaticamente una nueva cadena durante el PCR, eventualmente se lograra la sonda
TagMan® apareada. La actividad endonucleasa 5' a 3' de la Taq polimerasa desplazarda después la sonda TagMan®
mediante la digestién para liberar la molécula reportera fluorescente para la deteccién cuantitativa de su sefal ahora
inactivada mediante la utilizaciéon de un sistema de deteccion de fluorescencia en tiempo real.

Los reactivos tipicos (por ejemplo, tal como se pueden encontrar en un estuche tipico basado en MethyLight™) para el
analisis de MethyLight™ puede incluir, pero sin limitarse a: iniciadores de PCR para el gen especifico (o secuencia de ADN
tratada con bisulfito o isla CpG); sondas TagMan® o Lightcycler®; amortiguadores y desoxinucleétidos de PCR optimizados;
y Taq polimerasa.

El ensayo am™ (metilacién cuantitativa) es una prueba cuantitativa alternativa para los patrones de metilaciéon en muestras
de ADN gendmico, en donde la discriminacion de secuencia ocurre al nivel de la hibridacion de la sonda. En esta version
cuantitativa, la reaccion de PCR se proporciona para la amplificacién no-sesgada en presencia de una sonda fluorescente
que solapa un sitio potencial de metilacion en particular. Se proporciona un control no-sesgado para la cantidad de ADN de
entrada por una reaccion en la que ni los iniciadores, ni la sonda revisten ninguno de los dinucledtidos CpG.
Alternativamente, una prueba cualitativa para la metilacion gendémica se logra mediante el sondeo de la mezcla de PCR
sesgada, ya sea con oligonucle6tidos control que no "revisten" sitios de metilacién que se conozcan (una versién basada en
fluorescencia de las técnicasHeavyMethyl™ y MSP), o con oligonucleétidos oligonucleétidos que revisten los posibles sitios
de metilacion.

El proceso am™ puede utilizarse con cualquier sonda adecuada por ejemplo "TagMan®", Lightcycler® etc... en el proceso
de amplificacion. Por ejemplo, el ADN gendmico bicatenario se trata con bisulfito de sodio y se somete a inciadores no
sesgados y a la sonda TagMan®. La sonda TagMan® se marca doble con las moléculas fluorescentes "reportero” e
"inactivador”, y se disefia para ser especifica de una regién GC de contenido relativamente alto tal que se funde a
aproximadamente a 10 °C de temperatura mas alta en el ciclo de PCR que los iniciadores directo o reverso. Esto permite
que la sonda TagMan® permanezca completamente hibridada durante la etapa de extension de la hibridacion PCR. Debido
a que la Taq polimerasa sintetiza enzimaticamente una nueva cadena durante el PCR, eventualmente se lograra la sonda
TagMan® apareada. La actividad endonucleasa 5' a 3' de la Taq polimerasa desplazara después la sonda TagMan®
mediante la digestién para liberar la molécula reportera fluorescente para la deteccién cuantitativa de su sefal ahora
inactivada mediante la utilizacion de un sistema de deteccion de fluorescencia en tiempo real. Los reactivos tipicos (por
ejemplo, tal como se pueden encontrar en un estuche tipico basado en Qam’ ) para el andlisis de QMm’ puede incluir, pero sin
limitarse a: iniciadores de PCR para el gen especifico (0 secuencia de ADN tratada con bisulfito o isla CpG); sondas
TagMan® o Lightcycler®; amortiguadores y desoxinucleétidos de PCR optimizados; y Taq polimerasa.

Ms-SNUPE. La técnica Ms-SNuPE™ es un método cuantitativo para evaluar diferencias de metilacion en sitios CpG
especificos basados en el tratamiento del ADN con bisulfito, seguido por la extension del iniciador de un solo nucleétido
(Gonzalgo & Jones, Nucleic Acids Res. 25:2529-2531, 1997). En resumen, el ADN gendémico se hace reaccionar con
bisulfito s6dico para convertir la citosina no metilada a uracilo, dejando la 5-metilcitosina sin cambios. La amplificacion de la
secuencia objetivo que se desea se realiza después mediante la utilizacion de iniciadores de PCR especificos para ADN
convertido con bisulfito, y el producto resultante se aisla y se utiliza como molde para el andlisis de metilaciéon en el(os)
sitio(s) CpG de interés. Pequefas cantidades de ADN se pueden analizar (por ejemplo, secciones de patologia
microdisecadas), y esto evita la utilizacién de enzimas de restriccion para determinar la condicién de metilacién en los sitios
CpG.

Los reactivos tipicos (por ejemplo, como pueden encontrarse en un estuche tipico basado en Ms- SNuPE' ) para el andlisis
de Ms-SNUPE "~ pueden incluir, pero sin limitarse a: iniciadores de PCR para el gen especifico (o secuencia de ADN tratada
con bisulfito o isla CpG); amortiguadores y desoxinucle6tidos de PCR optimizados; estuche de extraccién en gel;
iniciadores control positivo; iniciadores Ms-SNUPE para gen especifico; amortiguador de reaccion (para la reaccion Ms-
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SNUPE); y nuclettidos marcados. Ademas, los reactivos de conversién con bisulfito pueden incluir: amortiguador de
desnaturalizaciéon de ADN; amortiguador sulfonacion; reactivos o estuche de recuperacion de ADN (por ejemplo,
precipitacion, ultrafiltracion, columna de afinidad); amortiguador desulfonacién; y componentes de recuperacién de ADN.

Se determind que la secuencia genémica de acuerdo con la SEQ ID NO:24, y variantes tratadas de origen no natural de
estas de acuerdo con las SEQ ID NOS:30 a SEQ ID NO:31, SEQ ID NOS:42 a SEQ ID NO:43 tienen una nueva utilidad
para la deteccion temprana, clasificacion y/o tratamiento del cancer colorrectal.

El ADN genémico se puede aislar mediante cualquier medio estandar en la técnica, lo que incluye la utilizacion de estuches
disponibles comercialmente. En resumen, en donde el ADN de interés se encapsula mediante una membrana celular la
muestra biolégica se debe romper y lisar mediante medios enzimaticos, quimicos o mecanicos. La solucién de ADN se
puede clarificar de las proteinas y otros contaminantes, por ejemplo, mediante digestion con proteinasa K. EI ADN gendmico
se recupera después de la solucién. Esto puede llevarse a cabo por medio de una variedad de métodos que incluyen
precipitacion salina, extraccion organica o unién de ADN a un soporte de fase solida. La eleccioén del método se afectara por
varios factores, que incluyen el tiempo, costo y cantidad requerida de ADN. Todos los tipos de muestras clinicas que
comprenden materia neoplasica o materia pre-neoplasica son adecuados para usar en el presente método, y se prefiere las
lineas celulares, portaobjetos histoldgicos, biopsias, tejido embebido en parafina, fluidos corporales, heces, efluente
colénico, orina, plasma sanguineo, suero sanguineo, sangre completa, células de sangre aisladas, células aisladas de la
sangre y combinaciones de estos. Los fluidos corporales son la fuente que se prefiere de ADN; y particularmente se prefiere
plasma sanguineo, suero sanguineo, sangre completa, células de sangre aisladas y células aisladas de la sangre.

La muestra de ADN gendmico se trata después con al menos un reactivo, o serie de reactivos que distinguen entre
dinucledtidos CpG metilados y no metilados dentro de al menos una region objetivo del ADN gendmico, en donde la regién
objetivo comprende, o hibrida bajo condiciones rigurosas a una secuencia de al menos 16 nucleétidos contiguos de al
menos una secuencia que se selecciona del grupo que consiste en la SEQ ID NO:24, en donde dichos nucleétidos
contiguos comprenden al menos una secuencias de dinucleétidos CpG.

Se prefiere particularmente que dicho reactivo convierta las bases de citosina no metiladas en la posiciéon 5' en uracilo,
timina, u otra base que es diferente a la citosina en términos de comportamiento de hibridaciéon. Sin embargo en una
modalidad alternativa dicho reactivo puede ser una enzima de restriccion sensible a la metilacion.

La muestra de ADN gendmico se trata de manera tal que las bases de citosina que estan sin metilar en la posicion 5' se
convierten a uracilo, timina, u otra base que es muy diferente a la citosina en términos de comportamiento de hibridacion. Se
prefiere que este tratamiento se lleve a cabo con bisulfito (sulfito de hidrégeno, disulfito) y una posterior hidrélisis alcalina.
Un tratamiento de este tipo resulta en la conversion de la SEQ ID NO:24 a SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31, en donde dichos
dinucledtidos CpG son metilados o de SEQ ID NO:42 a SEQ ID NO:43, en donde dichos dinucleétidos CpG son no
metilados.

A continuacién se analiza el ADN que se traté con el fin de determinar el estado de metilaciéon de las secuencias génicas
objetivo (al menos un gen o secuencia genémica que se selecciona del grupo que consiste en FOXL2 antes del tratamiento).
Se prefiere particularmente que la regién objetivo comprenda, o hibride bajo condiciones rigurosas a por lo menos 16
nucledtidos contiguos del gen o secuencia gendémica de FOXL2. Se prefiere que la secuencia de dicho gen SEQ ID NO: 24
se analice. El método de andlisis se puede seleccionar a partir de los que se conocen en la técnica, que incluyen los que se
listan en la presente descripcion. Particularmente se prefieren MethyLight ', MSP y el uso de oligonucleétidos bloquadores
(HeavyMethyl™) como se describe en la presente descripcion. Se prefiere ademas que cualquier oligonucleétido que se
utilice en este tipo de analisis (lo que incluye iniciadores, oligonucleétidos de bloqueo y sondas de deteccién) deben ser
complementarios de manera inversa, idénticos, o hibridar en condiciones rigurosas o altamente rigurosas con un segmento
de al menos 16 pares de bases de largo de las secuencias base de una o mas de SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID
NO: 42, SEQ ID NO: 43, y secuencias complementarias de las mismas.

La metilacion aberrante, mas especificamente la hipermetilacién del gen o secuencia genémica de FOXL2 (lo que incluye a
su promotor y/o regiones reguladoras) se asocia con la presencia de carcinomas colorrectales. En consecuencia en donde
una muestra biolégica presente dentro cualquier grado de metilacién, dicha muestra se debe determinar como neoplasica.

La neoplasia de colon se define en la presente descripcion como todos los canceres de colon y adenomas de mas de 1 cm.,
o0 subconjuntos de los mismos. Los negativos pueden definirse como individuos sanos.

En una modalidad el método describe el uso del gen o secuencia genémica de FOXL2, (o del promotor y/o regiones
reguladoras del mismo) como un marcador para la diferenciacion, la deteccion y distincién del cancer de colon.
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Particularmente se prefiere el uso de microarreglos. El proceso de analisis de microarreglos se puede dividir en dos partes
principales. La primera es la inmovilizacién de las secuencias génicas que se conocen en portaobjetos de vidrio u otro
soporte solido seguido por la hibridaciéon del ADNc marcado con fluorescencia (que comprende las secuencias que se
interrogan) con los genes que se conocen inmovilizados en el portaobjetos de vidrio (u otra fase sélida). Después de la
hibridacién, los arreglos se digitalizan mediante un escaner de arreglo micro fluorescente. El andlisis de la intensidad de
fluorescencia relativa de diferentes genes proporciona una medida de las diferencias en la expresién génica.

Los arreglos de ADN pueden generarse mediante la inmovilizacién de oligonucleétidos que se presintetizaron en
portaobjetos de vidrio preparados u otras superficies sélidas. En este caso, las secuencias de genes representativos se
fabrican y preparan mediante la utilizacién de la sintesis estandar de oligonucleétidos y métodos de purificacién. Estas
secuencias de genes sintetizados son complementarias a los ARN transcritos de los genes de interés (en este caso los
genes o0 secuencias genémicas se seleccionan de entre el grupo de FOXL2) y tienden a ser secuencias mas cortas en el
intervalo de 25-70 nucleétidos. Alternativamente, los oligos inmovilizados pueden sintetizarse quimicamente in situ sobre la
superficie del portaobjetos. La sintesis de oligonucleétidos in situ implica la adicién consecutiva de los nucleétidos
adecuados a los puntos en el microarreglo, los puntos que no reciben un nucleétido se protegen durante cada etapa del
proceso mediante la utilizacion méscaras fisicas o virtuales. Preferentemente dichos &cidos nucleicos sintetizados son
acidos nucleicos bloqueados.

En experimentos de perfiles de expresion de microarreglos, los moldes de ARN que se utilizan son representativos del perfil
de transcripcién de las células o tejidos en estudio. El ARN se aisl6 por primera vez de las poblaciones de células o tejidos
que se comparan. Cada muestra de ARN se utiliza después como un molde para generar el ADNc marcado con
fluorescencia a través de una reaccién de transcripcién inversa. El marcaje fluorescente del ADNc puede realizarse por tanto
marcaje directo como por métodos de marcaje indirecto. Durante el marcaje directo, los nucleétidos modificados con
fluorescencia (por ejemplo, Cy®3- o} Cy®5-dCTP) se incorporan directamente en el ADNc durante la transcripcién inversa.
Alternativamente, el marcaje indirecto se puede lograr mediante la incorporacién de nucleétidos aminoalil-modificados
durante la sintesis del ADNc y conjugar después un colorante N-hidroxisuccinimida (NHS)-éster al ADNc aminoalil-
modificado después que se completa la reaccién de transcripcion inversa. Alternativamente, la sonda puede no marcarse,
pero puede ser detectable por la unién especifica con un ligando que se marca, ya sea directa o indirectamente. Los
marcadores adecuados y los métodos para marcar ligandos (y sondas) se conocen en la técnica, e incluyen, por ejemplo,
marcadores radiactivos que se pueden incorporar por métodos que se conocen (por ejemplo, desplazamiento de mella o
tratamiento con quinasa). Otros marcadores adecuados incluyen, pero sin limitarse a biotina, grupos fluorescentes, grupos
quimioluminiscentes (por ejemplo, dioxetanos, particularmente dioxetanos activados), enzimas, anticuerpos, y similares.

Para realizar el andlisis de la expresion génica diferencial, el ADNc que se genera a partir de diferentes muestras de ARN se
marca con Cy®3. El ADNc resultante marcado se purifica para eliminar nucleétidos no incorporados, colorante libre y ARN
residual. Después de la purificacion, las muestras de ADNc marcadas se hibridan al microarreglo. La rigurosidad de la
hibridacion se determina por una serie de factores durante la hibridacién y durante el procedimiento de lavado, incluyendo la
temperatura, fuerza iénica, longitud de tiempo y concentracion de formamida. Estos factores se describen en, por ejemplo,
Sambrook y otros (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2da ed., 1989). El microarreglo se escanea post-hibridacién
usando un escaner fluorescente para microarreglos. La intensidad de fluorescencia de cada punto indica el nivel de
expresion del gen analizado; manchas brillantes corresponden a genes fuertemente expresados, mientras que las manchas
oscuras indican expresion débil.

Una vez que se obtienen las imagenes, se deben analizar los datos sin procesar. En primer lugar, la fluorescencia de fondo
se debe sustraer de la fluorescencia de cada punto. Los datos se normalizan a una secuencia control, tales como acidos
nucleicos que se anaden exdgenamente (preferentemente ARN o ADN), o un panel de genes de mantenimiento para dar
cuenta de cualquier hibridacion no especifica, imperfecciones del arreglo o variabilidad en el arreglo de la configuracion,
marcaje del ADNc, hibridacién o lavado. La normalizacion de datos permite que se comparen los resultados de mdltiples
arreglos.

Modalidades particulares de la presente invencion proporcionan una nueva aplicaciéon del analisis de los niveles de
metilacién y/o patrones dentro de dichas secuencias que permite una deteccion precisa, la caracterizacién y/o el tratamiento
del cancer colorrectal. La deteccion temprana del cancer se relaciona directamente con el prondstico de la enfermedad, y el
método descrito de ese modo permite al médico y paciente tomar mas y mejores decisiones del tratamiento informado.
Mejoras adicionales

La presente invencién proporciona nuevos usos para la secuencia gendémica SEQ ID NO:24.
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Un objetivo de la invencién comprende el analisis del estado de metilacion de uno o mas dinucleétidos CpG dentro de la
secuencia de la SEQ ID NO: 24 y secuencias complementarias a ella.

También se describen &cidos nucleicos tratados, derivados de la SEQ ID NO:24 gendmica, en donde el tratamiento es
adecuado para convertir al menos una base de citosina no metilada de la secuencia de ADN genémico a uracilo u otra base
que se detecta diferente a la citosina en términos de hibridaciéon. Las secuencias gendmicas en cuestion pueden
comprender uno o mas posiciones CpG metiladas consecutivas. Dicho tratamiento comprende preferentemente el uso de un
reactivo que se selecciona del grupo que consiste en bisulfito, sulfito de hidrégeno, disulfito, y combinaciones de estos. Se
describe un acido nucleico modificado de origen no natural que comprende una secuencia de al menos 16 bases de
nucleétidos contiguos de longitud de una secuencia que se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NOS: 30 a SEQ ID
NO:31, SEQ ID NOS:42 a SEQ ID NO:43. Dicho &cido nucleico es al menos 50, 100, 150, 200, 250 o 500 pares de base de
longitud de un segmento de la secuencia de acido nucleico descrita en SEQ ID NOS:30 a SEQ ID NO:31, SEQ ID NOS:42 a
SEQ ID NO:43. Se prefiere particularmente una molécula de &cido nucleico que no es idéntica o complementaria a toda o
una parte de la secuencias SEQ ID NOS:30 a SEQ ID NO:31, SEQ ID NOS:42 a SEQ ID NO:43, pero no la SEQ ID NO:24 u
otro ADN de origen natural.

Se prefiere que dicha secuencia comprenda, al menos, un dinucleétido CpG, TpA o CpA y secuencias complementarias a
estas. Las secuencias de SEQ ID NO: 30 a SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:42 a SEQ ID NO:43 proporcionan versiones
modificadas que son de origen no natural del acido nucleico de acuerdo con la SEQ ID NO:24, en donde la modificacion de
cada secuencia genémica resulta en la sintesis de un &cido nucleico que tiene una secuencia que es Unica y distinta de
dicha secuencia genémica como sigue. Para cada ADN gendémico de cadena sentido, por ejemplo, SEQ ID NO:24, se
describen cuatro versiones convertidas. Una primera version donde "C" se convierte a "T", pero "CpG" sigue siendo "CpG"
(es decir, corresponde al caso donde, para la secuencia genémica, todos los residuos "C" de secuencias de dinucleétidos
CpG se metilan y son asi no convertidas); una segunda versién describe el complemento de la secuencia de ADN gendmico
descrito (es decir, cadena antisentido), en donde "C" se convierte a "T", pero "CpG" sigue siendo "CpG" (es decir,
corresponde al caso donde, para todos los residuos "C" de secuencias de dinucleétidos CpG se metilan y asi no se
convierten). Las secuencias convertida no metiladas de SEQ ID NO:24 corresponden a las SEQ ID NOS: 30 a SEQ ID
NO:31. Se proporciona una tercera version de cada secuencia gendmica, en donde "C" se convierte a "I" para todos los
residuos "C", que incluyen las secuencias de dinucleétidos "CpG" (es decir, corresponde al caso donde, para las secuencias
gendmicas, todos los residuos "C" de secuencias de dinucle6tidos CpG son no metilados); una versiéon quimicamente
convertida final de cada secuencia, describe el complemento de la secuencia de ADN gendmico descrita (por ejemplo
cadena antisentido), en donde "C" convierte a "T" para todos los residuos "C", que incluyen las secuencias de dinucleétidos
"CpG" (es decir, corresponde al caso donde, para el complemento (cadena antisentido) de cada secuencia genémica, todos
los residuos "C" de secuencias de dinucleétidos CpG son no metiladas). Las secuencias convertidas 'metiladas
descendetemente' de SEQ ID NO:24 corresponde a las SEQ ID NOS:42 a SEQ ID NO:43.

Significativamente, en otro tiempo, las secuencias y moléculas de &cido nucleico de acuerdo con las SEQ ID NOS:30 a SEQ
ID NO:31, SEQ ID NOS:42 a SEQ ID NO:43, no estaban implicadas en relacionadas con la deteccién, clasificacion o
tratamiento de trastornos proliferativos celulares.

Se describen ademas oligonucleétidos u oligémeros adecuados para utilizar en los métodos para detectar el estado de
metilacién de la citosina dentro del ADN gendmico o tratado (que se modifica quimicamente), de acuerdo con la SEQ ID
NO:24, SEQ ID NOS:30 a SEQ ID NO:31, SEQ ID NOS:42 a SEQ ID NO:43. Dichos acidos nucleicos de oligonucleétido u
oligémero proporciona nuevos medios diagnésticos. Dicho oligonucleétido u oligdmero que comprende una secuencia de
acido nucleico que tiene una longitud de al menos nueve (9) nucleétidos que es idéntica a, hibrida, en condiciones
moderadamente rigurosas o rigurosas (como se define en la presente descripcién anteriormente), a una secuencia acido
nucleico tratada de acuerdo con las SEQ ID NOS:30 a SEQ ID NO:31, SEQ ID NOS:42 a SEQ ID NO:43, y/o secuencias
complementarias a estas, o a una secuencia genémica de acuerdo con las SEQ ID NOS:24 y/o secuencias
complementarias a estas.

Se describen moléculas de acido nucleico (por ejemplo, oligonucleétidos y moléculas de acido nucleico péptido (PNA) (PNA-
oligémeros)) que se hibridan en condiciones de hibridacién moderadamente rigurosas y/o rigurosas a toda o una porcién de
la secuencia que se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO:24, SEQ ID NOS:30 a SEQ ID NO:31, SEQ ID
NOS:42 a SEQ ID NO:43, o a los complementos de estas. Se describe particularmente una molécula de acido nucleico que
hibrida en condiciones de hibridacion moderadamente rigurosas y/o rigurosas a toda o una porcién de la secuencias SEQ ID
NOS:30 a SEQ ID NO:31, SEQ ID NOS:42 a SEQ ID NO:43, pero no a la SEQ ID NO:24 u otro ADN gen6émico humano.

La porcidn idéntica o de hibridacion de los &cidos nucleicos de hibridacion es tipicamente de al menos 9, 16, 20, 25, 30 0 35
nucleétidos de longitud.
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Los acidos nucleicos de hibridacion del tipo descrito en la presente se pueden usar, por ejemplo, como un iniciador (por
ejemplo un iniciador de PCR), o un diagnéstico y/o una sonda o iniciador pronéstico. Preferentemente, la hibridacién de la
sonda de oligonucleétido a una muestra de acido nucleico se lleva a cabo en condiciones rigurosas y la sonda es 100%
idéntica a la secuencia objetivo. La estabilidad del acido nucleico duplex o hibrido se expresa como la temperatura de fusién
o Tm, que es la temperatura a la que una sonda se disocia de un ADN objetivo. Esta temperatura de fusién se utiliza para
definir las condiciones de rigurosidad que se requieren.

Para las secuencias objetivo que se relacionan y sustancialmente idénticas a la secuencia correspondiente de SEQ ID
NO:24 (tales como variantes alélicas y SNPs), en lugar de idénticas, es Util establecer primero la temperatura mas baja a la
que so6lo se produce la hibridacion homéloga con una concentracién de sal particular (por ejemplo, SSC o SSPE). Después,
suponiendo que el 1 % de desajustes resulta en una disminucién de 1 °C en la Tm, la temperatura del lavado final en la
reaccion de hibridacién se reduce como consecuencia (por ejemplo, si se buscan las secuencias que tienen > 95% de
identidad con la sonda, la temperatura de lavado final se disminuye por 5 °C). En la practica, el cambio en la Tm puede ser
entre 0.5 °C y 1.5 °C por 1% de desajuste.

Los ejemplos de oligonucleétidos descritos de longitud X (en nucleétidos), como se indic6 por las posiciones de
polinucleétido con referencia a, por ejemplo, SEQ ID NO:24, incluyen los correspondientes a los conjuntos (conjuntos
sentido y antisentido) de oligonucleétidos de solapamiento de longitud X consecutivos, donde los oligonucleétidos dentro de
cada conjunto de solapamiento consecutivo (correspondiente a un valor X dado) se definen como el conjunto finito de
oligonucleottidos Z a partir de las posiciones de nucleétidos:

n para (n + (X-1));

donde n=1, 2, 3,...(Y (X-1));

donde Y es igual a la longitud (nucleétidos o pares de bases) de la SEQ ID NO: 24 (2804);

donde X es igual a la longitud comin (en nucleétidos) de cada oligonucleétido en el conjunto (por ejemplo, X=20 para un
conjunto de 20-mers de solapamiento consecutivo); y

donde el nimero (Z) de oligdmeros de solapamiento consecutivos de longitud X para una determinada SEQ ID NO de
longitud Y es igual a Y-(X-1). Por ejemplo Z = 2804-19 = 2785 para cualquiera de los conjuntos sentido o antisentido de
SEQ ID NO: 24, donde X=20.

Preferentemente, el conjunto se limita a los oligémeros que comprenden al menos un dinucleétido CpG, TpG o CpA.

Los ejemplos de oligonucleétidos de 20-mer incluyen el siguiente conjunto de 2785 oligémeros (y el conjunto antisentido
complementario a este), que se indica por las posiciones de polinucleétido con referencia a la SEQ ID NO: 24:

1-20, 2-21, 3-22, 4-23, 5-24,.............. y 2785-2804.
Preferentemente, el conjunto se limita a los oligémeros que comprenden al menos un dinucleétido CpG, TpG o CpA.
Del mismo modo, los ejemplos descritos de oligonucleétidos de 25-mer incluyen el siguiente conjunto de 2780 oligébmeros (y

el conjunto antisentido complementario a este), que se indica por las posiciones de polinucleétido con referencia a la SEQ ID
NO:24:

1-25, 2-26, 3-27, 4-28, 5-29, ...... y 2780-2804.
Preferentemente, el conjunto se limita a los oligémeros que comprenden al menos un dinucleétido CpG, TpG o CpA.

Se describen, para cada una de la SEQ ID NO:24, SEQ ID NOS:30 a SEQ ID NO:31, SEQ ID NOS:42 a SEQ ID NO:43
(sentido y antisentido), multiples conjuntos de solapamiento consecutivos de oligonucleétidos u oligonucleétidos modificados
de longitud X, donde, por ejemplo, X=9, 10, 17, 20, 22, 23, 25,27,30 o 35 nucleoétidos.

Los oligonucleétidos u oligémeros como los descritos constituyen herramientas eficaces Util para determinar parametros
genéticos y epigenéticos de la secuencia genémica SEQ ID NO:24. Los conjuntos que se prefieren de tales oligonucleétidos
u oligonucledtidos modificados de longitud X son aquellos conjuntos de solapamiento consecutivos de oligdmeros
correspondientes a las SEQ ID NOS:30 a SEQ ID NO:31, SEQ ID NOS:42 a SEQ ID NO:43 (y a los complementos de
estos). Preferentemente, dichos oligémeros comprenden al menos un dinucleétido CpG, TpG o CpA.

Particularmente los oligonucleétidos u oligdbmeros descritos son en los que la citosina de las secuencias de dinucleétido CpG
(o del correspondiente dinucleétido convertido TpG o CpA ) esta dentro del tercio medio del oligonucleétido; es decir, donde
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el oligonucledtido es, por ejemplo, 13 bases de longitud, el dinucleétido CpG, TpG o CpA se coloca dentro del quinto al
noveno nucleétido desde el extremo 5'.

Los oligonucledtidos que se describen en la presente también se pueden modificar por el enlace quimico del oligonucleétido
a una o mas porciones o conjugados para mejorar la actividad, estabilidad o deteccion del oligonucleétido. Tales porciones o
conjugados incluyen cromoéforos, fluoréforos, lipidos tales como colesterol, &cido cdlico, tioéter, cadenas alifaticas,
fosfolipidos, poliaminas, polietilenglicol (PEG), porciones de palmitilo, y otros como se escribe en, por ejemplo, las Patentes
de Estados Unidos Numeros 5,514,758,5,565,552, 5,567,810, 5,574,142, 5,585,481, 5,587,371, 5,597,696 y 5,958,773. Las
sondas pueden existir también en forma de un PNA (acido nucleico peptidico) que tiene propiedades de apareamiento que
se prefieren particularmente. Asi, el oligonucleétido puede incluir otros grupos adjuntos tales como péptidos, y puede incluir
agentes de escision desencadenantes de la hibridacién (Krol y otros, BioTechniques 6:958-976, 1988) o agentes
intercalantes (Zon, Pharm. Res. 5:539-549, 1988). Para este fin, el oligonucleétido se puede conjugar a otra molécula, por
ejemplo, un cromoforo, fluoréforo, péptido, agente de entrecruzamiento desencadenante de la hibridacion, agente de
transporte, agente de escisién desencadenante de la hibridacion etc.

El oligonucleétido puede comprender también al menos un azicar modificada que se reconoce en la técnica y/o porcién de
base, o puede comprender una cadena principal modificada o un enlace internucleosidico no natural.

Los oligonucleétidos u oligdmeros como los descritos se usan tipicamente en 'conjuntos,’ que contienen al menos un
oligbmero para el analisis de cada uno de los dinucleétidos CpG de la secuencia genémica SEQ ID NO:24 y las secuencias
complementarias a estas, o a los dinucleétidos CpG, TpG o CpA correspondientes dentro de una secuencia de los acidos
nucleicos tratados de acuerdo con las SEQ ID NOS:30 a SEQ ID NO:31, SEQ ID NOS:42 a SEQ ID NO:43 y secuencias
complementarias a estas. Sin embargo, se prevé que para los factores econémicos u otros puede ser preferible analizar una
seleccién limitada de los dinucleétidos CpG dentro de dichas secuencias, y el contenido del conjunto de oligonucleétidos se
altera como consecuencia.

Por lo tanto, en modalidades particulares, se describe un conjunto de al menos dos (2) (oligonucleétidos y/o oligémeros-
PNA) dtiles para detectar el estado de metilaciéon de citosina en ADN gendmico tratado (SEQ ID NO.:30 a SEQ ID NO:31,
SEQ ID NO:42 a SEQ ID NO:43), o en el ADN gendémico (SEQ ID NO:24 y las secuencias complementarias a estas). Estas
sondas permiten el diagnostico, clasificacién y/o terapia de parametros genéticos y epigenéticos de trastornos proliferativos
celulares del higado y/o colorrectales. El conjunto de oligémeros pueden usarse también para detectar polimorfismos de
nucleétido (SNPs) en ADN gendmico tratado (SEQ ID NOS:30 a SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:42 a SEQ ID NO:43), o en el
ADN gendmico (SEQ ID NO:24 y las secuencias complementarias a estas).

En modalidades que se prefieren, al menos uno, y con mayor preferencia todos los miembros de un conjunto de
oligonucledtidos se unen a una fase sélida.

En modalidades adicionales, la presente invencién describe un conjunto de al menos dos (2) oligonucleétidos que se usan
como oligonucleétidos ' iniciadores' para amplificar secuencias de ADN de una de SEQ ID NO:24, SEQ ID NOS:30 a SEQ ID
NO:31, SEQ ID NOS:42 a SEQ ID NO:43, y las secuencias complementarias a estas, o segmentos de estos.

Se prevé que los oligonucleétidos pueden constituir toda o parte de una "matriz" o "matriz de ADN" (es decir, un arreglo de
diferentes oligonucleétidos y/o PNA-oligdmeros unidos a una fase soélida). Se puede caracterizar por ejemplo una matriz de
ese tipo de diferentes secuencias de oligonucleétido- y/o PNA-oligdmero en que se dispone sobre la fase sélida en forma de
una red rectangular o hexagonal. La superficie de fase sélida puede estar compuesta de silicio, vidrio, poliestireno, aluminio,
acero, hierro, cobre, niquel, plata, u oro. La nitrocelulosa asi como plasticos tales como nailon, que pueden existir en forma
de granulos o también como matrices de resina, también se pueden utilizar. Una visiéon general de la técnica anterior en la
fabricacién de matriz de oligdbmero pueden obtenerse de una edicion especial de Nature Genetics (Nature Genetics
Supplement, volumen 21, enero 1999, y de la bibliografia citada en ella). Sondas marcadas con fluorescencia se usan
frecuentemente para el escaneo de matrices de ADN inmovilizadas. La fijacion simple de colorantes Cy3 y Cy5 al 5-OH de
la sonda especifica es particularmente adecuada para los marcadores de fluorescencia. La deteccién de la fluorescencia de
las sondas hibridadas se puede llevar cabo, por ejemplo, a través de un microscopio confocal. Los colorantes Cy3 y Cy5,
ademas de muchos otros, estan disponibles comercialmente.

También se prevé que los oligonucledtidos o secuencias particulares de estos, pueden constituir toda o parte de una "matriz
virtual" en donde se utilizan los oligonucleotidos o secuencias particulares de estos, por ejemplo, como "especificadores"
como parte de, 0 en combinaciéon con una poblacion diversa de sondas marcadas Unicas para analizar una mezcla compleja
de analitos. Tal método se describe, por ejemplo, en US 2003/0013091 (Estados Unidos serie nimero 09/898,743, que se
publicé el 16 de enero de 2003). En tales métodos, se generan suficientes marcadores de manera que cada acido nucleico
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en la mezcla compleja (es decir, cada analito) se puede unir de forma Unica por un marcador Unico y asi detecta (cada
marcador se cuenta directamente, resultando en una lectura digital de cada especie molecular en la mezcla).

Se prefiere particularmente que los oligdmeros como se describe se utilicen para al menos uno de: deteccién de; deteccién y
diferenciacion entre dos o mas subclases de; diagndstico de; prondstico de; tratamiento de; seguimiento de; y tratamiento y
seguimiento de trastornos celulares proliferativos colorrectales y/o del higado. Esto es posible mediante el uso de dichos
conjuntos para la deteccién o la deteccion y diferenciacién de una o mas de las siguientes clases de tejidos: carcinoma
colorrectal, adenoma de colon, tejido del colon inflamatorio, adenomas de colon con displasia grado 2 de menos de 1 cm,
adenomas de colon con displasia grado 3 mayores de 1 cm, tejido de colon normal, tejido sano que no pertenece al colon y
tejido de cancer que no pertenece al colon.

Se prefieren particularmente aquellos conjuntos de oligémeros de acuerdo con los Ejemplos.

En la modalidad que mas prefiere del método, se determina la presencia o ausencia de cancer colorrectal o la diferenciacion
del mismo a partir de trastornos benignos. Esto se logra mediante el analisis del estado de metilacion de una secuencia
objetivo que comprende al menos una posicién CpG comprendiendo dicha secuencia, o hibridandose bajo condiciones
rigurosas con al menos 16 nucleétidos contiguos de la secuencia de la SEQ ID NO: 24 y complementos de la misma.

En una modalidad preferida, dicho método comprende las siguientes etapas: En la primera etapa, se obtiene una muestra
de tejido que se analiza. La fuente puede ser cualquier fuente adecuada, tal como lineas celulares, portaobjetos
histolégicos, biopsias, tejido embebido en parafina, fluidos corporales, heces, efluente colénico, orina, plasma sanguineo,
suero sanguineo, sangre completa, células de sangre aisladas, células aisladas de la sangre y todas las combinaciones
posibles de estos. Se prefiere que dichas fuentes de ADN sean heces o fluidos corporales que se seleccionan del grupo que
consiste en efluente colénico, orina, plasma sanguineo, suero sanguineo, sangre completa, células de sangre aisladas,
células aisladas de la sangre.

El ADN genémico se aisla después de la muestra. EI ADN genémico se puede aislar mediante cualquier medio estandar en
la técnica, lo que incluye el uso de estuches disponibles comercialmente. Brevemente, en donde el ADN de interés se
encapsula mediante una membrana celular la muestra biolégica se debe romper y lisar mediante medios enzimaticos,
quimicos o mecanicos. La disolucion de ADN se puede clarificar de las proteinas y otros contaminantes por ejemplo
mediante digestion con proteinasa K. El ADN gendmico se recupera después de la disolucion. Esto puede llevarse a cabo
por medio de una variedad de métodos que incluyen precipitacién salina, extracciéon organica o unién de ADN a un soporte
de fase sélida. La eleccion del método se afectara por varios factores, que incluyen el tiempo, costo y cantidad requerida de
ADN.

En donde la muestra de ADN no se encierra en una membrana (por ejemplo, ADN circulante a partir de una muestra de
sangre) pueden emplearse los métodos estandar en la técnica para el aislamiento y/o purificacién de ADN. Tales métodos
incluyen el uso de un reactivo degenerador de proteinas por ejemplo, sal caotrépica por ejemplo hidrocloruro de guanidina o
urea; o un detergente por ejemplo dodecil sulfato de sodio (SDS), bromuro de cianégeno. Los métodos alternativos incluyen
pero no se limitan a la precipitaciéon con etanol o precipitacién con propanol, concentracién al vacio entre otros por medio de
una centrifuga. La persona experta en la técnica también puede hacer uso de dispositivos tales como dispositivos de filtro,
por ejemplo, ultrafiltracién, membranas o superficies de silice, particulas magnéticas, particulas de poliestireno, superficies
de poliestireno, superficies cargadas positivamente, y membranas cargadas positivamente, membranas cargadas,
superficies cargadas, membranas cargadas conmutadas, superficies cargadas conmutadas.

En la segunda etapa del método la muestra de ADN gendmico se trata después de manera tal que las bases de citosina que
estan sin metilar en la posiciéon 5' se convierten a uracilo, timina, u otra base que es muy diferente a la citosina en términos
de comportamiento de hibridacion. Esto se entendera como "pretratamiento” o "tratamiento” en la presente descripcion.

Esto se logra preferentemente por medio de tratamiento con un reactivo de bisulfito. El término "reactivo de bisulfito" se
refiere a un reactivo que comprende bisulfito, disulfito, sulfito de hidrégeno o combinaciones de estos, Utiles como se
describe en la presente descripcion para distinguir entre secuencias de dinucleétidos CpGs metiladas y no metiladas. Los
métodos de dicho tratamiento se conocen en la técnica (por ejemplo, PCT/EP2004/011715, que se incorpora por referencia
en su totalidad). Se prefiere que el tratamiento con bisulfito se lleve a cabo en presencia de disolventes desnaturalizantes
tales como, pero sin limitarse al n-alquilenglicol, particularmente dietilenglicol dimetil glicol éter (DME), o en presencia de
derivados de dioxano o dioxano. En una modalidad preferida, los disolventes desnaturalizantes se utilizan en
concentraciones de entre 1% y 35% (v/v). También se prefiere que la reaccion de bisulfito se lleve a cabo en presencia de
secuestradores tales como, pero sin limitarse a derivados de cromano, por ejemplo, acido 6-hidroxi-2, 5,7,8,

tetrametilcromano 2-carboxilico o acido trihidroxibenzoico y derivados del mismo, por ejemplo, acido Galico (ver:
PCT/EP2004/011715 que se incorpora por referencia en su totalidad). La conversién de bisulfito se lleva a cabo
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preferentemente a una temperatura de reaccién entre 30 °C y 70 °C, de manera que la temperatura se aumenta a mas de
85 °C durante periodos cortos de tiempo durante la reaccién (ver: PCT/EP2004/011715 que se incorpora por referencia en
su totalidad). EI ADN que se trata con bisulfito se purifica preferentemente antes de la cuantificacién. Esto puede llevarse a
cabo por cualquier medio que se conozca en la técnica, tal como pero sin limitarse a la ultrafiltracion, que se lleva a cabo
preferentemente por medio de columnas Microcon?(TM) (que se fabrican por Millipore’(TM)). La purificacion se lleva a cabo
segun un protocolo del fabricante que se modificé (ver: PCT/EP2004/011715 que se incorpora por referencia en su
totalidad).

En la tercera etapa del método, fragmentos del ADN tratado se amplifican, mediante la utilizacion de conjuntos de
iniciadores de oligonucleétidos de acuerdo con la presente invencion, y una enzima de amplificacién. La amplificacion de
varios segmentos de ADN puede llevarse a cabo simultdneamente en uno y el mismo recipiente de reaccién. Tipicamente,
la amplificacion se lleva a cabo mediante la utilizacién de una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Preferentemente,
dichos amplificados son de 100 a 2,000 pares de bases de longitud. El conjunto de oligonucledétidos iniciadores incluye al
menos dos oligonucleétidos cuyas secuencias son cada una complementarias de manera inversa, idénticas, o se hibridan
en condiciones rigurosas o muy rigurosas a al menos un segmento de 16 pares de bases de longitud de una secuencia que
se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43 y secuencias
complementarias de las mismas.

En una modalidad alternativa del método, el estado de metilacién de las posiciones CpG que se preseleccionaron dentro de
la SEQ ID NO: 24 se puede detectar mediante el uso de oligonucleétidos iniciadores metilacion-especificos. Esta técnica
(MSP) se describe en la Patente de Estados Unidos con num. 6,265,171 a Herman. El uso de iniciadores especificos del
estado de metilacion para la amplificacion de ADN tratado con bisulfito permite la diferenciacion entre acidos nucleicos
metilados y no metilados. Los pares de iniciadores MSP contienen al menos un iniciador que se hibrida a un dinucleétido
CpG tratado con bisulfito. Por lo tanto, la secuencia de dichos iniciadores comprende al menos un dinucleétido CpG. Los
iniciadores MSP especificos para el ADN no metilado contiene una "T" en la posicion de la posicion C en el CpG.
Preferentemente, por lo tanto, se requiere que la secuencia base de dichos iniciadores comprenda una secuencia que tiene
una longitud de al menos de al menos 9 nucleétidos que hibrida con una secuencia de &cido nucleico tratado de acuerdo
con una de las SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO:43 y secuencias complementarias a estas, en
donde la secuencia base de dichos oligdbmeros comprende al menos un dinucleétido CpG. Una modalidad preferida
adicional del método comprende el uso de oligonucleétidos bloqueadores (el ensayo HeavyMethyl™). El uso de tales
oligonucleétidos bloqueadores se ha descrito por Yu y otros, BioTechniques 23:714-720, 1997. Los oligonucleétidos de la
sonda de bloqueo se hibridan con el &cido nucleico tratado con bisulfito concurrentemente con los iniciadores de PCR. La
amplificacién por PCR del acido nucleico se termina en la posicién 5' de la sonda de bloqueo, tal que la amplificacion de un
acido nucleico se suprime donde esta presente la secuencia complementaria a la sonda de bloqueo. Las sondas se pueden
disefar para hibridar con el acido nucleico que se trata con bisulfito de manera especifica al estado de metilacion. Por
ejemplo, para la deteccion de &cidos nucleicos metilados dentro de una poblacion de acidos nucleicos no metilados, la
supresion de la amplificacién de acidos nucleicos que no se metilan en la posicién en cuestién se lleva a cabo mediante el
uso de sondas de bloqueo que comprenden un 'CpA' o "TpA' en la posicién en cuestién, a diferencia de un "CpG" si se
desea la supresion de la amplificacién de acidos nucleicos metilados.

Para los métodos de PCR que utilizan oligonucleétidos bloqueadores, la ruptura eficaz de la amplificacién mediada por
polimerasa requiere que los oligonucleétidos bloqueadores no se alarguen por la polimerasa. Preferentemente, esto se logra
a través del uso de bloqueadores que son 3'-desoxioligonucleétidos, u oligonucleétidos derivatizados en la posicién 3' con
un grupo diferente a un grupo "libre" hidroxilo. Por ejemplo, los oligonucleétidos 3'-O-acetilo son representativos de una
clase que se prefiere de molécula bloqueadora.

Ademas, se debe impedir la descomposicion mediada por polimerasa de los oligonucleédtidos bloqueadores.
Preferentemente, tal impedimento comprende ya sea el uso de una polimerasa que carece de actividad 5'-3 'exonucleasa, o
el uso de oligonucledtidos bloqueadores modificados que tienen, por ejemplo, puentes tioato en el extremo 5' de estos que
hacen resistente a las nucleasa a la molécula bloqueadora. Las aplicaciones particulares pueden no requerir tales
modificaciones en el 5' del bloqueador. Por ejemplo, si los sitios de union al bloqueador e iniciador se solapan, impidiendo
de ese modo la unién del iniciador ((por ejemplo, con exceso de bloqueador), se impedira sustancialmente la degradacion
del oligonucledtido bloqueador. Esto es porque la polimerasa no extendera el iniciador hacia, y a través del (en la direcciéon
5'-3') bloqueador— un proceso que resulta normalmente en la degradacion del oligonucleétido bloqueador hibridado.

Una modalidad de bloqueador/PCR que se prefiere particularmente para los propésitos de la presente invencion y tal como
se aplica en la presente descripcion, comprende el uso de oligbmeros de &acido nucleico peptidico (PNA) como
oligonucleotidos bloqueadores. Tales oligobmeros bloqueadores de PNA son idealmente adecuados, porque no son ni
descompuestos ni extendidos por la polimerasa.
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Preferentemente, por lo tanto, se requiere que la secuencia base de dichos oligonucleétidos de bloqueo comprenda una
secuencia que tiene una longitud de al menos 9 nucleétidos que hibrida con una secuencia de acido nucleico tratado de
acuerdo con una de SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, y secuencias complementarias a
estas, en donde la secuencia base de dichos oligonucleétidos comprende al menos uno de los dinucleétidos CpG, TpG o
CpA.

Los fragmentos que se obtienen por medio de la amplificacién pueden llevar un marcador directo o indirectamente
detectable. Se prefieren los marcadores en la forma de marcadores de fluorescencia, radionucleidos o fragmentos de
moléculas separables que tienen una masa tipica que se puede detectar en un espectrémetro de masas. Donde dichos
marcadores son marcadores de masa, se prefiere que los amplificados marcados tengan una sola carga neta positiva o
negativa, permitiendo una mejor detectabilidad en el espectrometro de masas. La deteccion puede llevarse a cabo y
visualizarse por medio de, por ejemplo, espectrometria de masas de desorcidn/ionizacién laser asistida por matriz (MALDI) o
usando la espectrometria de masas con electrospray (ESI).

La Espectrometria de Masas de Desorcion/lionizacion Laser Asistida por Matriz (MALDI-TOF) es un desarrollo muy eficaz
para el andlisis de biomoléculas (Karas & Hillenkamp, Anal Chem., 60:2299-301, 1988). Un analito se embebe en una matriz
absorbente de luz. La matriz se evapora por un pulso corto de laser que transporta asi la molécula de analito en la fase de
vapor de manera no fragmentada. El analito se ioniza por colisiones con moléculas de la matriz. Un voltaje que se aplica
acelera los iones en un tubo de vuelo en campo libre. Debido a sus diferentes masas, los iones se aceleran a diferentes
velocidades. Los iones mas pequefios alcanzan el detector mas pronto que los mas grandes. La espectrometria MALDI-TOF
es muy adecuada para el andlisis de péptidos y proteinas. El analisis de acidos nucleicos es algo mas dificil (Gut & Beck,
Current Innovations and Future Trends, 1:147-57, 1995). La sensibilidad con respecto a los analisis de acidos nucleicos es
aproximadamente 100 veces menor que el de los péptidos, y disminuye de manera desproporcionada con el aumento de
tamano del fragmento. Mas aun, para los acidos nucleicos que tienen una cadena principal multiple cargada negativamente,
el proceso de ionizacion a través de la matriz es considerablemente menos eficaz. En la espectrometria MALDI-TOF, la
seleccién de la matriz desempefia un papel eminentemente importante. Para la desorcion de los péptidos, varias matrices
muy eficaces se encontraron que producen una cristalizacién muy fina. Existen ahora varias matrices de respuesta para el
ADN, sin embargo, no se redujo la diferencia de sensibilidad entre los péptidos y acidos nucleicos. Esta diferencia en
sensibilidad se puede reducir, sin embargo, modificando quimicamente el ADN de manera tal que se vuelva mas similar a un
péptido. Por ejemplo, los &cidos nucleicos fosforotioato, en los que los fosfatos habituales de la cadena principal se
sustituyen con tiofosfatos, se pueden convertir en un ADN de carga neutra usando la quimica de alquilacion sencilla (Gut &
Beck, Nucleic Acids Res. 23: 1367-73, 1995). El acoplamiento de una etiqueta de carga a este ADN modificado resulta en
un aumento de la sensibilidad de MALDI-TOF al mismo nivel que el que se encontré para los péptidos. Una ventaja adicional
del etiqguetado de carga es el aumento de la estabilidad del analisis contra las impurezas, que hace considerablemente mas
dificil la deteccion de sustratos no modificados.

En la cuarta etapa del método, los amplificados que se obtienen durante la tercera etapa del método se analizan para
determinar la condicion de metilacién de los dinucleétidos CpG antes del tratamiento.

En modalidades donde se obtuvieron los amplificados por medio de la amplificacion MSP, la presencia o ausencia de un
amplificado es en si misma indicativa del estado de metilacién de las posiciones de CpG cubiertas por el iniciador, de
acuerdo con las secuencias de bases de dicho iniciador.

Los amplificados que se obtienen por medio de PCR especifica de metilacién y estandar pueden analizar adicionalmente por
medio de métodos basados en la hibridacion, tales como, pero sin limitarse a las tecnologias de matriz como tecnologias
basadas en sonda asi como por medio de técnicas tales como secuenciacién y extensién dirigida por molde.

En una modalidad del método, los amplificados sintetizados en la etapa tres posteriormente se hibridan con una matriz o un
conjunto de oligonucleétidos y/o sondas de PNA. En este contexto, la hibridacion tiene lugar de la siguiente manera: el
conjunto de sondas que se utilizan durante la hibridacion se compone preferentemente de al menos 2 oligonucleétidos u
oligémeros PNA; en el proceso, los amplificados sirven como sondas que se hibridan con oligonucledtidos previamente
unidos a una fase sélida; los fragmentos no hibridados se eliminan posteriormente; dichos oligonucleétidos contienen al
menos una secuencia base que tiene una longitud de al menos 9 nucleétidos que es complementaria inversa o idéntica a un
segmento de las secuencias bases especificadas en la presente lista de secuencias; y el segmento comprende al menos un
dinucledtido CpG, TpG o CpA. La porcion de hibridacion de los acidos nucleicos de hibridacion es tipicamente de al menos
9, 15, 20, 25, 30 o 35 nucledtidos de longitud. Sin embargo, las moléculas mas largas tienen utilidad inventiva, y se
encuentran asi dentro del alcance de la presente invencion.

En una modalidad preferida, dicho dinucledtido esta presente en el tercio central del oligémero. Por ejemplo, en donde el
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oligémero comprende un dinucleétido CpG, dicho dinucleétido es preferentemente del quinto al noveno nucleétido del
extremo 5' de un 13- mer. Un oligonucleétido existe para el analisis de cada dinucleétido CpG dentro de una secuencia que
se selecciona de la SEQ ID NO:24, y las posiciones equivalentes dentro de una secuencia que se selecciona del grupo que
consiste en la SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO:43.

Dichos oligonucleétidos también pueden estar presentes en forma de &cidos nucleicos peptidicos. A continuacion se
eliminan los amplificados no hibridados. Los amplificados hibridados se detectan. En este contexto, se prefiere que los
marcadores que se unen a los amplificados sean identificables en cada posicion de la fase soélida en la que se encuentra
una secuencia de oligonucleétidos.

En adn una modalidad adicional del método, la condicién de metilacién genémica de las posiciones de CpG se pueden
determinar por medio de sondas de oligonucleétidos (como se detall6 anteriormente) que se hibridan con el ADN tratado con
bisulfito concurrentemente con los iniciadores de amplificacion de PCR (en donde dichos iniciadores pueden ser ya sea de
metilacién especifica o estandar).

Una modalidad particularmente preferida de este método es el uso de PCR Cuantitativo en Tiempo Real basado en la
fluorescencia (Heid y otros, Genome Res. 6:986-994, 1996; ver también la patente de Estados Unidos num. 6,331,393) que
emplea una sonda de oligonucleétido fluorescente marcada dual (TagMan™ PCR, usando un Sistema de Deteccion de
Secuencia ABI Prism 7700, Perkin Elmer Applied Biosystems, Foster City, California). La reaccion de PCR TagMan™
emplea el uso de un oligonucleétido de interrogacién no extendible, llamado sonda TagMan™, el cual, en modalidades que
se prefieren, se designa para hibridar con una secuencia rica en CpG que se sitda entre los iniciadores de amplificacion
directo y reverso. La sonda TagMan™ comprende ademas una "porcion reportera” fluorescente y una "porcion inactivadora”
unida covalentemente a las porciones enlazadoras (por ejemplo, fosforamiditas) unidas a los nucleétidos del oligonucleétido
TagMan™. Para el andlisis de metilacién dentro de los &cidos nucleicos posterior al tratamiento bisulfito, se requiere que la
sonda sea de metilacion especifica, como se describe en la patente de Estados Unidos num. 6,331,393, conocido también
como ensayo MethyLightTM™. Las variaciones sobre la metodologia de deteccion TagMan™ que también son adecuadas
para usar con la invencién descrita incluyen el uso de la tecnologia de doble sonda (Lightcycler™) o iniciadores de
amplificacion fluorescente (tecnologia Sunrise™). Ambas técnicas se pueden adaptar de manera adecuada para el uso con
ADN tratado con bisulfito, y ademas para el analisis de metilacién dentro de los dinucleétidos CpG.

En una modalidad preferida adicional del método, la cuarta etapa del método comprende el uso de extension de
oligonucleoétido dirigido por plantilla, tal como MS-SNuUPE como se describe en Gonzalgo & Jones, Nucleic Acids Res.
25:2529-2531, 1997.

En aln una modalidad adicional del método, la cuarta etapa del método comprende la secuenciacion y analisis posterior de
la secuencia del amplificado generado en la tercera etapa del método (Sanger F., y otros, Proc Natl Acad Sci USA 74:5463-
5467, 1977).

Mejor modo

En la modalidad mas preferida del método los acidos nucleicos genémicos se aislan y se tratan de acuerdo con las tres
primeras etapas del método que se describié anteriormente, a saber:

a) obtener, de un sujeto, una muestra biolégica que tenga el ADN genémico del sujeto;

b) extraer o de cualquier otra forma aislar el ADN genémico;

c) tratar el ADN gendmico de b), o un fragmento de este, con uno o mas reactivos para convertir las bases de citosina
que no son metiladas en la posicion 5 de esta a uracilo o a otra base que se detecta diferente a la citosina en términos
de propiedades de hibridacién; y en donde

d) amplificar después que el tratamiento en c) se lleva a cabo en una manera especifica de metilacion, especificamente
mediante el uso de iniciadores especificos de metilacién u oligonucleétidos de bloqueo, y adicionalmente en donde

e) la deteccion de los amplificados se lleva a cabo por medio de una sonda en tiempo real, como se describe
anteriormente. Preferentemente, donde la amplificacion posterior de d) se lleva a cabo por medio de iniciadores
especificos de metilacién, como se describié anteriormente, dichos iniciadores especificos de metilacién comprenden
una secuencia que tiene una longitud de al menos 9 nucleétidos que hibrida con una secuencia de acido nucleico
tratada de acuerdo con una de una secuencia que se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 30, SEQ ID
NO: 31, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43 y las secuencias complementarias a estas, en donde la secuencia base de
dichos oligémeros comprende al menos un dinucleétido CpG.
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Etapa e) del método, especificamente la deteccién de los amplificados especificos indicativos del estado de metilaciéon de
una o mas posiciones de CpG de la SEQ ID NO:24 se lleva a cabo por medio de métodos de deteccion en tiempo real como
se describié anteriormente.

Las modalidades adicionales de la invencién proporcionan un método para el andlisis del estado de metilacién del ADN
gendmico de acuerdo con la invencion (SEQ ID NO: 24 y complementos de la misma) sin la necesidad de la conversion de
bisulfito. Los métodos se conocen en la técnica en donde un reactivo enzima de restriccion sensible a la metilaciéon, o una
serie de reactivos enzimas de restriccion que comprende reactivos enzimas de restriccién sensibles a la metilacién que
distinguen entre dinucletdtidos CpG metilados y no metilados dentro de una regién objetivo se utilizan en la determinacion de
la metilacion, por ejemplo, pero sin limitarse a DMH.

En la primera etapa de tales modalidades adicionales, la muestra de ADN gendmico se aisla de tejido o de fuentes
celulares. EI ADN gendmico se puede aislar mediante cualquier medio estandar en la técnica, lo que incluye el uso de
estuches disponibles comercialmente. Brevemente, en donde el ADN de interés se encapsula mediante una membrana
celular la muestra biolégica se debe romper y lisar mediante medios enzimaticos, quimicos o mecanicos. La solucién de
ADN se puede clarificar de las proteinas y otros contaminantes, por, por ejemplo, mediante digestion con proteinasa K. El
ADN genoémico se recupera después de la solucion. Esto puede llevarse a cabo por medio de una variedad de métodos que
incluyen precipitacion salina, extraccién organica o union de ADN a un soporte de fase soélida. La eleccion del método se
afectara por varios factores, que incluyen el tiempo, costo y cantidad requerida de ADN. Todos los tipos de muestra que
comprenden materia neoplasica o potencialmente neoplasica son adecuados para usar en el presente método, se prefieren
las lineas celulares, portaobjetos histolégicos, biopsias, tejido embebido en parafina, fluidos corporales, heces, efluente
colénico, orina, plasma sanguineo, suero sanguineo, sangre completa, células de sangre aisladas, células aisladas de la
sangre y combinaciones de estos. Los fluidos corporales son la fuente preferida de ADN; y particularmente se prefiere
plasma sanguineo, suero sanguineo, sangre completa, células de sangre aisladas y células aisladas de la sangre.

Una vez que los acidos nucleicos se extraen, el ADN gendmico de cadena doble se utiliza en el andlisis.

En una modalidad preferida, el ADN puede escindirse antes del tratamiento con enzimas de restriccion sensibles a
metilacion. Tales métodos se conocen en la técnica y pueden incluir tanto medios fisicos como enzimaticos. Particularmente
se prefiere la utilizacion de una o una pluralidad de enzimas de restriccidon que no son sensibles a la metilacion, y cuyos
sitios de reconocimiento son ricos en AT y no comprenden dinucleétidos CG. La utilizacién de tales enzimas permite la
conservacion de las islas CpG y regiones ricas en CpG en el ADN fragmentado. Las enzimas de restriccion que no son
especificas de metilacion se seleccionan preferentemente del grupo que consiste en Msel, Bfal, Csp6l, Tru1l, Tvull, Tru9l,
Tvu9l, Mael y Xspl. Particularmente se prefiere la utilizacion de dos o tres de tales enzimas. Particularmente se prefiere la
utilizacién de una combinacion de Msel, Bfal y Csp6l.

El ADN fragmentado puede entonces ligarse a los oligonucleétidos adaptadores con el fin de facilitar la posterior
amplificacién enzimatica. La ligacién de oligonucleétidos para los extremos romos y cohesivos de fragmentos de ADN se
conoce en la técnica, y se lleva a cabo por medio de la desfosforilacién de los extremos (por ejemplo, mediante la utilizacién
de la fosfatasa alcalina de camarones o terneros) y la posterior ligacion mediante la utilizacién de enzimas ligasa (por
ejemplo T4 DNA ligasa) en presencia de dATPs. Los oligonucleétidos adaptadores son tipicamente de al menos 18 pares de
bases de longitud.

En la tercera etapa, el ADN (o fragmentos del mismo) se digiere con una o mas enzimas de restriccion sensibles a la
metilacién. La digestién se lleva a cabo tal que la hidrélisis del ADN en el sitio de restriccion es informativa del estado de
metilacién de un dinucleétido CpG especifico del gen o secuencia genémica FOXL2.

Preferentemente, la enzima de restriccion especifica de metilacién se selecciona del grupo que consiste en Bsi E1, Hga |
HinP1, Hpy99l, Ava |, Bce Al, Bsa HI, Bisl, BstUl, Bshl236l, Accll, BstFNI, McrBC, Gilal, Mvnl, Hpall (Hapll), Hhal, Acil,
Smal, HinP1l, HpyCH4IV, Eagl y mezclas de dos o mas de las enzimas anteriores. Se prefiere una mezcla que contenga las
enzimas de restriccion BstUI, Hpall, HoyCH41V y HinP11.

En la cuarta etapa, que es opcional pero que es una modalidad preferida, se amplifican los fragmentos de restriccion. Esto
se lleva a cabo preferentemente mediante la utilizacion de una reaccién en cadena de la polimerasa, y dichos amplificados
pueden llevar marcadores detectables adecuados como se discuti6 anteriormente, es decir marcadores fluordforos,
radionucleidos y marcadores de masa. Se prefiere particularmente la amplificacion por medio de una enzima de
amplificacion y al menos dos iniciadores que comprenden, en cada caso una secuencia contigua de al menos 16 nucleétidos
de longitud complementaria a, o que hibrida en condiciones rigurosas 0 moderadamente rigurosas a una secuencia que se
selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, y complementos de
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las mismas. Preferentemente dicha secuencia contigua es al menos de 16, 20 o 25 nucledtidos de longitud. En una
modalidad alternativa dichos iniciadores pueden ser complementarios a los adaptadores ligados a los fragmentos.

En la quinta etapa se detectan los amplificados. La deteccion puede ser por cualquier medio estandar en la técnica, por
ejemplo, pero sin limitarse a, analisis de electroforesis en gel, andlisis de hibridacién, incorporacién de etiquetas detectables
dentro de los productos de PCR, andlisis de matriz de ADN, analisis MALDI o ESI. Preferentemente dicha deteccion se lleva
a cabo por hibridacién a al menos un acido nucleico o acido nucleico peptidico que comprende en cada caso una secuencia
contigua de al menos 16 nucleétidos de longitud que es complementaria a, o hibrida en condiciones rigurosas o
moderadamente rigurosas a la SEQ ID NO: 24, y complementos de la misma. Preferentemente dicha secuencia contigua es
de al menos 16, 20 o 25 nucledtidos de longitud.

Posterior a la determinacion del estado de metilacion o nivel de los acidos nucleicos gendémicos la presencia, la ausencia o
clase de cancer colorrectal se deduce basado en el estado de metilacién o nivel de al menos una secuencia de dinucleétidos
CpG de SEQ ID NO:24, o un promedio, o un valor que refleja un estado de metilacion promedio de una pluralidad de
secuencias de secuencias de dinucleétidos CpG de SEQ ID NO:24, en donde metilacién se asocia con cancer colorrectal.
En donde dicha metilacion se determina por medios cuantitativos el punto de corte para determinar dicha presencia de
metilacion es preferentemente cero (es decir, en donde una muestra exhibe cualquier grado de metilacion se determina
como que tiene un estado metilado en la posicién CpG que se analiza). No obstante, se prevé que la persona experta en la
técnica puede desear ajustar dicho valor de corte con el fin de proporcionar un ensayo de una especificidad o sensibilidad
que se prefiera particularmente. En consecuencia dicho valor de corte puede aumentarse (aumentando por lo tanto la
Especificacién), dicho valor de corte puede estar dentro de un intervalo que se selecciona del grupo que consiste en 0%-5%,
5%-10%, 10%-15%, 15%-20%, 20%-30% y 30%-50%. Los cortes particularmente preferidos son 10%, 15%, 25%, y 30%.

Ensayos de Diagndstico y Prondstico de trastornos proliferativos celulares

La presente invencion permite el diagndstico de los eventos que son desfavorables para los pacientes o individuos en los
que importantes parametros genéticos y/o epigenéticos dentro del gen o secuencia gendémica de FOXL2 pueden utilizarse
como marcadores. Dichos parametros que se obtienen por medio de la presente invencién pueden compararse con otro
conjunto de parametros genéticos y/o epigenéticos, sirviendo las diferencias como base para un diagndéstico y/o pronéstico
de eventos que son desventajosos para pacientes o individuos.

Mas especificamente la presente invencion permite el tamizaje de las poblaciones en riesgo para la deteccion temprana de
carcinomas colorrectales. Los carcinomas colorrectales celulares neoplasicos presentan una menor metilacion (es decir, una
disminucién de la expresion) en el gen o secuencia genémica de FOXL2, en oposicién a dicho trastornos benignos que no la
tienen de esa manera.

Especificamente, la presente invenciéon proporciona ensayos de diagnéstico y clasificacién de cancer que se basan en la
medicion de la expresion diferencial (preferentemente metilacion) de una o mas secuencias de dinucleétidos CpG de la SEQ
ID NO: 24 que comprenden tal secuencia de dinucleétido CpG. Tipicamente, tales ensayos implican la obtencién de una
muestra de un sujeto, la realizacién de un ensayo para medir la expresion de al menos un gen o secuencia genémica que se
selecciona del grupo que consiste en FOXL2 mediante la determinacion del estado de metilacién de la SEQ ID NO: 24
derivada de la muestra, en relacion con una muestra de control, o un estandar que se conoce y haciendo un diagnéstico
basado en ella.

Ejemplos
Ejemplo 1
En el siguiente ejemplo las secuencias que se enumeran a continuacién se analizaron por medio de MSP y/o ensayo
HeavyMethyl. Los ensayos se disefaron para ejecutarse en la plataforma Lightcycler (Roche Diagnostics), pero otros

instrumentos que se utilizan comunmente en la técnica son también adecuados.

Los amplificados de MSP se detectan por medio de sondas de deteccién marcadas fluorescentes estilo Tagman, los
amplificados HeavyMethyl se detectan por medio de sondas duales de estilo Lightcycler.

Region gendmica de interés:
SEQID NO.: 24

Tipo de ensayo: HeavyMethyl
Iniciadores:
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SEQ ID NO.: 254

SEQ ID NO.: 255

Bloqueadores:

SEQ ID NO.: 256

Sondas:

SEQ ID NO: 257 (fluo marcada)
SEQ ID NO: 258 (Red640 marcada)

Programa del ciclo térmico:

Desnaturalizaciéon a 95°C

95 °C

55 ciclos:

Desnaturalizacion a 95°C

Hibridacién 56°C
Extension 72°C

Fusion
95 °C 10seg.
35°C 20seg.
95 °C Oseg.

Region gendmica de interés:
SEQID NO.: 24

Tipo de ensayo: HeavyMethyl
Iniciadores:

SEQ ID NO.: 264

SEQ ID NO.: 265
Bloqueadores:

SEQ ID NO.: 266

Sondas:

SEQ ID NO: 267 (fluo marcada)
SEQ ID NO: 268 (red640 marcada)

Programa del ciclo térmico:

Desnaturalizacién a 95 °C

95 °C

55 ciclos.

ES 2533767 T3

10min

10 seg.
30 seg.
10 seg.

10min

25

(20°C/s)
(20°C/s)
(20°C/s)

20
20
0,1
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Desnaturalizaciéon a 95°C 10 seg. (20°C/s)

Hibridacion 56°C 30 seg. (20°C/s)

Extension 72°C 10 seg. (20°C/s)
Fusién

95 °C 10seg. 20

35°C 20seg. 20

95 °C Oseg. 0,1
Ejemplo 2

El siguiente andlisis se realizé con el fin de seleccionar los paneles que se prefieren adecuados para la deteccién y/o
diagnostico del carcinoma colorrectal basados en el analisis de metilacion del ADN en sangre completa.

Se analiz6 el rendimiento de cada marcador mediante la utilizacién de una plataforma de ensayo (Lightcycler) y ensayos en
tiempo real (MSP y/o HeavyMethyl) como seria adecuado para su uso en un entorno de laboratorio clinico o de referencia.
El rendimiento de cada marcador se probé independientemente en tejido de carcinoma colorrectal y sangre completa, con el
fin de proporcionar una indicacion de la exactitud de cada marcador.

Los paneles se seleccionaron del grupo de marcadores que consiste en:
SEQ ID NO: 24

Cada marcador se analizé por medio de al menos un ensayo especifico de metilacion, a saber MSP y/o HeavyMethyl, como
se muestra en la Tabla 2.

Un ensayo mas (no especifico de la metilacion), que se refiere de aqui en adelante como el ensayo C3 se realizé con el fin
de cuantificar la cantidad total de ADN en cada muestra. El ensayo C3 es un ensayo de ADN de bisulfito que detecta el ADN
total independientemente del estado de metilacion. Se utilizaron los siguientes iniciadores y sondas:

Iniciador: GGAGTGGAGGAAATTGAGAT SEQ ID NO: 62

Iniciador: CCACACAACAAATACTCAAAAC SEQ ID NO: 63

Sonda.: TGGGTGTTTGTAATTTTTGTTTTGTGTTAGGTT SEQ ID NO: 64

Cada ensayo se realiz6 por duplicado en el carcinoma colorrectal, tejido adyacente normal y/o muestras de sangre completa
como se muestra en la Tabla 3.

La extraccién de ADN se realizé mediante la utilizacion de estuches disponibles en el mercado, y la conversién de bisulfito
se llevé a cabo con modificaciones menores de acuerdo con el método que se describi6 en Olek y otros (1996).

Todos los ensayos (C3 y especificos de metilacion) se realizaron mediante la utilizacién de la plataforma Lightcycler.

Interpretacion de datos

Calculo de la concentraciéon de ADN.

Los Cp (valores del punto de cruce) y las curvas de intensidad segun los calculos del software del instrumento Lightcycler se
utilizaron para determinar la concentracion de ADN. La concentracién de ADN se calcul6 por referencia del valor de CP de
cada pocillo a una curva estandar tanto para los ensayos metilacién como para el ensayo C3.

Réplicas de la muestra
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En la mayoria de los casos cada ensayo se ejecuté dos veces por muestra, lo que resulté en multiples mediciones por
muestra. Para cada muestra se calcula una puntuacion como sigue:

1. Calcular la relacién v1/v2 para todos los pares de muestras

2. Si ambos estan por debajo de un umbral de 0.1 ng, la relacién se establece en =, si uno es =y el otro esta por
encima del umbral, ajuste la relacién a 100

3 Para cada muestra de ensayo cuya relacién es superior a 2.5 no se analiza mas

4. Para muestras que no tengan exactamente dos réplicas la media se toma sin tomar ninguna puntuacion

Porcentaje de metilacion

Todas las muestras que median menos de 1 ng de ADN mediante la utilizacién del ensayo C3 no se consideraron mas. Para
cada muestra se calcul6 el porcentaje de metilacion detectado como la concentracién medida de ADN cuantificada mediante
la utilizacién de los ensayos de metilacién sobre la concentracion de ADN en la muestra segun se cuantificé por el ensayo
Cs.

La deteccién de metilacion se determiné a tres niveles umbrales diferentes, ver las tablas), asi como a todos los nivel de
metilacién (es decir, cualquier muestra en donde se detect6 metilaciéon se considerd positiva).

La sensibilidad de cada ensayo se determiné a partir de la taza de deteccion positiva de muestras de carcinoma colorrectal,
en donde la sensibilidad se determind como % de muestras en donde se detectdé positivamente metilacion (es decir,
positivos verdaderos).

La especificidad de cada ensayo se determiné a partir de la tasa de deteccion negativa de muestras de sangre completa (es
decir, taza de deteccion de negativos verdaderos) en donde los falsos positivos se descontaron a partir del niUmero total de
muestras que se analizaron.

Resultados

La proporcion de las muestras que se analizaron con metilacion medida dentro de varios umbrales por ensayos individuales
se muestran en las Tablas 4 (tejidos de carcinoma colorrectal) y 5 (sangre completa).

La Figura 1 muestra la grafica de distribucién binaria (parte superior izquierda de la figura) y cuando procede la gréafica de
distribucion multiclase (lado inferior izquierdo de la figura) de la proporcion (eje Y) de tejido de carcinoma colorrectal y
sangre completa, (y en algunos casos de tejidos adyacentes normales) muestras con un nivel de metilacion medido por
encima de un punto de corte que se especificd (eje X). En el lado derecho de cada figura se encuentra un grafico ROC de
sensibilidad contra especificidad. La curva ROC es un grafico de la tasa de verdaderos positivos contra la tasa de falsos
positivos para los diferentes puntos de corte posibles de una prueba de diagnéstico. Se muestra la compensacion entre la
sensibilidad y la especificidad dependiendo del punto de corte que se selecciond (cualquier aumento en la sensibilidad se
acompanara por una disminucion en la especificidad). El area bajo una curva ROC (AUC) es una medida de la exactitud de
una prueba de diagnoéstico (cuanto mayor sea el area mejor, 6ptimo es 1, una prueba puede tener una curva ROC que yace
en la diagonal con un area de 0.5; para referencia: J.P. Egan. Signal Detection Theory and ROC Analysis, Academic Press,
Nueva York, 1975). El AUC de cada grafico ROC y el valor p de Wilcoxon se muestran en la Tabla 7.

Etapa

Un analisis mas detallado de los resultados del carcinoma colorrectal de acuerdo con la etapa del carcinoma se muestra en
la Tabla 6. En dicha tabla se muestra para todas las etapas del CRC la sensibilidad del marcador que se basa en dos
umbrales de metilacién diferentes (>10% y > 20%). Para la mayoria de los marcadores, la sensibilidad es uniforme a través
de todas las etapas del CRC por lo que estos marcadores serian adecuados para la deteccion de todas las etapas de CRC
en una prueba de deteccién o monitoreo. Parece existir una tendencia por una mayor sensibilidad en los canceres de la
Etapa II.

Ejemplo 3

Se analiz6 el rendimiento del marcador mediante la utilizacién de una plataforma de ensayo (Lightcycler) y de ensayos en
tiempo real (MSP y/o HeavyMethyl) como seria adecuado para su uso en un entorno de laboratorio clinico o de referencia.
El rendimiento de cada marcador se probé independientemente en el tejido colorrectal (tejido adyacente normal), el tejido de
carcinoma colorrectal y sangre completa, con el fin de proporcionar una indicacién de la exactitud del marcador.

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2533767 T3

El conjunto de muestras 1 se analizé mediante la utilizacién de los siguientes ensayos que se detallan en la Tabla 2:
SEQ ID NO: 24 (ensayo 5)

El conjunto de muestras 2 se analizé mediante la utilizacién de los siguientes ensayos como se detallan en la Tabla 2:
SEQ ID NO: 24 (Ensayo 5b)

como se detalla en la Tabla 10.

Extraccién de ADN y tratamiento con bisulfito

El ADN se aislé de todas las muestras por medio del método Magna Pure (Roche) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. El eluato resultante de la purificacion se convirtié a continuacién de acuerdo con la siguiente reaccion de bisulfito.

El eluato se mezclé con 354 pl de disolucion de bisulfito (5.89 mol/l) y 146 ul de dioxano que contiene un secuestrante de
radicales (acido 6-hidroxi-2, 5,7,8-tetrametilcromano 2-carboxilico, 98.6 mg en 2.5 ml de dioxano). La mezcla de reaccion se
desnaturalizé durante 3 min a 99 °C y posteriormente se incubd al siguiente programa de temperatura por un total de 7 h
min 50 °C; un pico térmico (99.9 °C) durante 3 min; 1.5 h 50 °C; un pico térmico (99 °C) durante 3 min; 3 h 50 °C. La mezcla
de reaccién se purificd posteriormente por ultrafiltracion mediante la utilizacion de una columna Millipore Microcon™. La
purificacién se llevo a cabo esencialmente de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Con este propdsito, la mezcla de
reaccion se mezclé con 300 pl de agua, se cargd en la membrana de ultrafiltracién, se centrifugé durante 15 min y
posteriormente se lavé con tamp6n TE 1x. El ADN permanece en la membrana en este tratamiento. Después se lleva a
cabo la desulfonacion. Con este propésito, se afadieron 0.2 mol/l de NaOH y se incubé durante 10 min. Después se llevo a
cabo una centrifugacion (10 min), seguida por una etapa de lavado con tampédn TE 1 x. Después de esto, el ADN se eluyé.
Con este propésito, la membrana se mezcl6 durante 10 minutos con 75 pl de tampdn TE 1 x caliente (50 °C). La membrana
se volco de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Posteriormente se realizé una centrifugacion repetida, con la cual
el ADN se removi6 de la membrana. 10 pl de eluato se utilizaron para el ensayo de PCR Lightcycler en tiempo real.

Disoluciones de reaccién y condiciones de los ciclos térmicos

SEQ ID NO: 24 ensayo 5B (ensayo HeavyMethyl)

Solucién de reaccién:

Agua

MgCl2 3,00 MM *
Iniciador directo 0,30 UM
Iniciador inverso 0,30 uM
blogueador 4,00 uM
detect. sondas fluo 0,15 uM
detect. sondas rojas 0,15 UM
1a+1b mezcla de reactivos 1,00 X

Condiciones de ciclo térmico:

desnat a 95 °C
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SEQ ID NO: 24 ensayo 5 (ensayo HeavyMethyl)

95 °C

55 ciclos:
desnat a 95°C
Hibridacion 58°C
Extension 72°C
Fusién

95 °C

35°C

95 °C

Solucién de reaccién:

agua

MgClI2

Iniciador directo
Iniciador inverso
bloqueador
Sonda Lightcycler
Sonda Lightcycler

1a+1b mezcla de reactivos

Condiciones del ciclo térmico:

desnat a 95 °C

95 °C

55 ciclos:
desnat a 95°C
Hibridacion 58°C
Extension 72°C
Fusién

95 °C

35°C

95 °C

ES 2533767 T3

10min

10 seg.
30 seg.
10 seg.

10seg.
20seg.
Oseqg.

3,00
0,30
0,30
4,00
0,15
0,15
1,00

10min

10 seg.
30 seg.
10 seg.

10seg.
20seg.
Oseqg.

(20°C/s)
(20°C/s)
(20°C/s)

20
20
0,1

deteccién

mM (amortiguador incluye mMl)

uM
uM
UM
uM
uM
X

29

(20°C/s)
(20°C/s)
(20°C/s)
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20
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Interpretacién de datos

Calculo de la concentracién de ADN.

Los Cp (valores de puntos de cruce) que se calcularon por el programa del instrumento Lightcycler se utilizaron para
determinar la concentracion de ADN. La concentracién de ADN se calculd por referencia del valor CP de cada pocillo a una
curva estandar tanto para los ensayos de metilacion como para el ensayo C3.

En la mayoria de los casos cada ensayo se ejecuté dos veces por muestra, lo que resulta en multiples mediciones por
muestra.

Porcentaje de metilacion

Todas las muestras que median menos de 4 ng de ADN mediante la utilizacién del ensayo C3 no se consideraron mas. Para
cada muestra se calculd el porcentaje de metilacién detectado como la concentracion que se midi6 de ADN cuantificada
mediante la utilizacién los ensayos de metilacion sobre la concentracion de ADN en la muestra segun lo que se cuantificd
por el ensayo C3.

La deteccién de metilacion se determind en mdltiples niveles de umbrales diferentes, ver las tablas), asi como también a
todos los niveles de metilacién (es decir, cualquier muestra en donde se detectd metilacién se considero positiva).

La sensibilidad de cada ensayo se determiné a partir de la taza de deteccién positiva de las muestras de carcinoma
colorrectal, en donde la sensibilidad se determin6 como el % de muestras den donde la metilacién se detect6 positivamente
(es decir, positivos verdaderos).

La especificidad de cada ensayo se determin6 a partir de la tasa de deteccion negativa de las muestras de sangre completa
(es decir, taza de deteccién de verdaderos negativos) en donde los falsos positivos se descontaron a partir del niamero total
de muestras que se analizaron.

Tabla 1: Secuencia genémicas de acuerdo con la lista de secuencias

SEQ Ubicacion en la |Ubicacion | Transcrito(s)* | Secuencia Secuencia Secuencia | Secuencia
ID NO: |base de datos* gendémica génico(s) convertida convertida por |convertida |convertida
Ensembl en la base asociado(s) |por bisulfito | bisulfito por bisulfito |por bisulfito
de datos” metilada metilada no metilada | metilada
Ensembl (sentido) (antisentido) (sentido) (antisentido)
3
140138862

AC092947.12.1.72 |a
207 58709 a 24 140140876
24 60723 (+) (+) FOXL2 30 31 42 43

*Base de datos Ensembl
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Tabla 2
SEQ ID NO |Ensayo |iniciador iniciador blogueador Sonda Sonda
gendmica:
SEQ ID NO:|HM
24 (ensayo 5) Ccaaaacctaa | Ggaaatiigag | Tacaacaccac GTIAATTGC | CGtCGHAG

acttacaac gggtaa (SEC | caacaaaccca || GGGCGAIC || cGGGTGG

(SEQIDNO: | ID NO: 366) maaacacaa | GA(SEQID || g(sEQID

365) (SEQIDNO: (| NO:368) || NO: 369)
367) |

Tabla 3: Secuencias analizadas de acuerdo con el Ejemplo 2

Ensayo Total de no | Carcinoma Tejido adyacente |Sangre
muestras colorrectal normal

SEQ ID NO: 24
(ensayo 5) 106 79 0 27

Tabla 4: Proporcion de las muestras de carcinoma colorrectal con metilacién dentro de varios umbrales

Ensayo por encima de por encima de |por encima de |por encima de
0.01 0.1 0.3 0.5

SEQ ID NO: 24
(ensayo 5) 0,911 0,557 0,152 0,076

Tabla 5: Proporcién de muestras de sangre completa con metilacién dentro de varios umbrales

Ensayo por encima de | por encima de por encima de por encima de
0.0001 0.001 0.011 0.1

SEQ ID NO: 24

(ensayo 5) 0,074 0 0 0
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Tabla 6: Proporcién de muestras de carcinoma colorrectal dentro de varios umbrales de metilacién de acuerdo con la etapa

de la enfermedad

Ensayo

SEQ ID NO: 24 (ensayo 5 HM)

Etapa |

>10% | >20%
38.5 |23.1

Etapa Il
>1 Otyo

90

Etapa Ill Etapa IV
>20% |>10% |>20% |>10% |>20%
60 53.8 |23.1 |57.1 |42.9

Tabla 7: Diferenciacién entre muestras de sangre y de carcinoma colorrectal como se ilustra en la Figura 1.*

Figura |Ensayo AUC de |sensibilidad/especificidad |valor P de
ROC Wilcoxon
1 SEQ ID NO: 24 (ensayo [0.98 (0.93,1) |0.96/0.93 0

3)

* se muestran los intervalos de confianza en corchetes

Tabla 8: Conjunto de muestras 1 de acuerdo con el Ejemplo 3.

Tipo de muestra
CRC
CRC
CRC
CRC
CRC
CRC
CRC
CRC
CRC
CRC
CRC
CRC
CRC
CRC
CRC
CRC
CRC
CRC
CRC
CRC

Sexo

MmN I S | Sl S I S /T I NI ST TSI S S

Edad
39
65
58
63
71
69
54
44
75
60
76
69
73

62
49
58
42
64
64

Etapa

T [N |M |Localizacién
4 |1 |0 |sigmoide
2 |0 | ileo-ciego
recto
3 |1 |0 |recto
ascendente
2 |0 |0 |ciego

3 |2 |0 |ciego

transverso

recto

descendente

sigmoide
1 |0 |0 |recto

3 (0 |0 ascendente

ascendente

3 |1 X |ascendente

2 |0 |0 |sigmoide

recto
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CRC F 70 Il 3 1 0 ileon terminal
CRC M 67

CRC M 80 1] 3 1 0 rectosigmoide
CRC F 72 \Y sigmoide
CRC M I} recto

CRC M 56 | 2 0 sigmoide
CRC M 72 I} 2 1 0 recto

CRC M 45 \% 4 2 1 ciego

CRC F Il 3 0 0

CRC M 74 1] 3 1 0 rectosigmoide
CRC F 75 1] 4 2 0 pared ciega
CRC M 1 3 1 0

CRC M | 2 0 0 ascendente
CRC F 74 | 2 0 0 ciego

CRC M 62 | 2 0 0 rectosigmoide
CRC F 60 Il 3 0 0 recto

CRC F 80 1l ascendente
CRC F 70 Il 4 2 0 recto

CRC M 1 3 1 0

CRC F 75 Il 3 1 0 ascendente
CRC F 49 I\ 4 X 1 recto

CRC F 47 | ano

CRC M 81 \% 1

CRC F 89 Il 1 0 recto

CRC M 85 1] 1 0 ciego

CRC M 52 1 2 1 0

CRC M 75 1l sigmoide
CRC M

CRC F 71

CRC M I} recto

CRC M 61 3 X 0 descendente
CRC F 56 unk sigmoide
CRC F 68 \% 2 1 sigmoide
CRC F 65 1l 0 ileo-ciego
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CRC M 88 Il 3 0 0 flexura

CRC F 72 11l ciego

CRC M 61 [\ 3 2 1 recto

CRC M 1 3 2

CRC M 52 1l 3 0 0 transverso
CRC M 66 1\ 2 0 1 recto

CRC M 64 1l ascendente
CRC F 65 Il 3 0 0

CRC M 61 \% 3 1 sigmoide
CRC M 64 i 3 1 0 ascendente
CRC M 76 0 0 sigmoide
CRC M 64 | 2 0 0 ascendente
CRC M 56 | 2 0 0 transverso
CRC F 67 Il 3 0 0 sigmoide
CRC M Il 3 0 0 ascendente
CRC M 66 1l 4 1 0

CRC M Il 3 0 0

CRC F 1]

CRC F 65 | 2 0 X recto

CRC M Il 3 0

CRC M 40 | FAP

CRC M 77 | 0 rectosigmoide
CRC M 65 1l 4 descendente
CRC M 68 [\ sigmoide
CRC M 67 1l recto

CRC M unk recto

CRC F 63 3 X 0

CRC M 68 unk descendente
CRC F 53 1l 1 0 ascendente
CRC M Il 3 0

CRC M 68 | recto

CRC M 84 i recto

CRC F 53 | 1 0 descendente
CRC M 72 1 4 1
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CRC

CRC

CRC

Sangre normal
Sangre normal
Sangre normal
Sangre normal
Sangre normal
Sangre normal
Sangre normal
Sangre normal
Sangre normal
Sangre normal
Sangre normal
Sangre normal
Sangre normal
Sangre normal
Sangre normal
Sangre normal
Sangre normal
Sangre normal
Sangre normal
Sangre normal
Sangre normal
Sangre normal
Sangre normal
Sangre normal
Sangre normal
Sangre normal

Sangre normal

L= L B = = = = = =~ (=~ I~ (= 0 = = = 1 L L = L = =

69

62
62
44
57
51
66
65
55
70
40
42
68
67
53

50
50
51
56
58
67
55
62
66
56
56
69
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n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

3
3

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

35

0
0
0

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

0
0
0

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

sigmoide
descendente
ciego
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.

n.a.
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Tabla 9 Conjunto de muestras 2 de acuerdo con el Ejemplo 3.

Tipo de muestra Sexo Edad Etapa T [N |M |Localizacion
CRC F 49 [\ ascendente
CRC F 72 [\ sigmoide
CRC M 69 \% sigmoide
CRC F 58 1 3 |1 |X |ascendente
CRC F 60 Il recto

CRC F 74 | 2 |0 |0 |ciego

CRC F 70 1 3 |1 |0 |ileon terminal
CRC F 69 | 2 |0 |0 |ciego

CRC F 39 1l 4 |1 |0 | sigmoide
CRC M 56 | 2 |0 |0 |sigmoide
CRC F Il 3 [0 |0

CRC M 64 | 2 |0 |0 |sigmoide
CRC M 45 I\ 4 2 1 ciego

CRC F 54 1] 3 |2 |0 |ciego

CRC M 42 I\ 3 0 |1

CRC M 73 | 1 |0 |0 |recto

CRC M 62 1l 3 |

CRC M | 2 |0 |0 |ascendente
CRC F 75 i 3 |1 |0 |ascendente
CRC M 74 1l 3 |1 |0 | rectosigmoide
CRC F 68 I\ 3 12 |1 sigmoide
CRC F 75 [\ transverso
CRC M 85 11l 3 |1 |0 |ciego

CRC M 80 1l 3 |1 |0 | rectosigmoide
CRC M 66 1l 4 11 |0

CRC F 70 1 4 |12 |0 |recto

CRC F 89 i 3 |1 |0 |recto

36




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2533767 T3

CRC M 67

CRC F 67 1] 0 sigmoide
CRC M 66 v 1 recto

CRC F 56 unk sigmoide
CRC M 72 1] 2 1 0 recto

CRC F 80 I ascendente
CRC M 75 1] sigmoide
CRC F 49 v 4 X 1 recto

CRC M 1] recto

CRC F 60 Il 3 0 0 recto

CRC M 62 | 2 0 0 rectosigmoide
CRC M 88 I 3 0 0 flexura

CRC M 61 \% 3 2 1 sigmoide
CRC M 61 3 X 0 descendente
CRC F 64 1] recto

CRC M 1] recto

CRC M 52 I 3 0 0 transverso
CRC F 71

CRC M 81 v 1

CRC F 65 11 3 2 0 ileo-ciego
CRC M

CRC F 65 I 3 0 0

CRC F 72 Il ciego

CRC M 61 v 2 1 recto

CRC M 52 1 2 1

CRC M I 3 0

CRC F 47 | ano

CRC M I 3 0 ascendente
CRC M 64 1] 3 1 ascendente
CRC M 64 | 2 0 ascendente
CRC M 76 0 0 sigmoide
CRC M 56 I 2 transverso
CRC M 65 1] 4 descendente
CRC M 40 I FAP

CRC F 53 I 1 descendente
CRC M I 3 0
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CRC M 1 3 2

CRC M unk recto

CRC M 68 |l 2 0 0 recto

CRC F |63 3 X 0

CRC F 1

CRC M 67 |l recto

CRC F 165 |l 2 0 X recto

CRC M |64 Il ascendente
CRC M |68 [IV sigmoide
CRC M 1l 3 0 0

CRC M (72 |l 4 1 0

CRC M 77 ] 2 0 0 rectosigmoide
CRC F 153 |l 3 1 0 ascendente
CRC F |69 |l 1 0 0 sigmoide
CRC M 184 [l recto

CRC M Il 3 0 0 descendente
CRC M |68 |unk descendente
CRC M Il 3 0 0 ciego
Sangre Normal M |55 |n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Sangre Normal M 62 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Sangre Normal F 57 |na. n.a. n.a. n.a. n.a.
Sangre Normal F 162 |na. n.a. n.a. n.a. n.a.
Sangre Normal M |65 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Sangre Normal F n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Sangre Normal F 44 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Sangre Normal F 168 |na. n.a. n.a. n.a. n.a.
Sangre Normal F 170 |na. n.a. n.a. n.a. n.a.
Sangre Normal M |58 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Sangre Normal M |62 |n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Sangre Normal F 153 |na. n.a. n.a. n.a. n.a.
Sangre Normal F 42 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Sangre Normal F |51 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Sangre Normal M |66 [n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Sangre Normal M |51 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
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40
56
56
50
50
67
67
55
66
56

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

n.a.

Tabla 10: Ensayos de acuerdo con el Ejemplo 3

SEQ ID NO |Ensayo |Iniciador

genoémica:

SEQ ID NO: 24
(ensayo 5) HM

ccaaaacctaa

acttacaac

SEQ ID NO
102)

Iniciador

tctaaataacaa

Bloqueador

Tacaacaccac

Sonda

n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.

n.a.

Sonda

e e | MRS ST S L A M | e Y, | e

aatacctccatt

(SEQ ID NO:

110)

39

agaacacaa

SEQ ID NO:

104)

GGGCGAtC

GA (SEQ ID
NO: 105)

GGGTGGG

SEQ ID NO:
106)



ES 2533767 T3

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Epigenomics AG

<120> METODOS PARA EL ANALISIS DE TRASTORNOS PROLIFERATIVOS CELULARES
<130> 536-22 EPT1

<140> EP 08 021 839.9

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<141> 2006-04-17

<150> US 60/672,242
<151> 2005-04-15

<150> US 60/676,997
<151> 2005-05-02

<150> US 60/697,521
<151> 2005-07-08

<150> US 60/704,860
<151> 2005-08-01

<150> US 60/709,318
<151> 2005-08-17

<150> US 60/723,602
<151> 2005-10-04

<150> US 60/787,402
<151> 2006-03-30

<160> 369

<170> Patentln versién 3.5

<210> 1

<400> 1
000

<210>2

<400> 2
000

<210>3

<400> 3
000

<210>4

<400> 4
000

<210>5

<400>5
000

40



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<210>6
<400> 6
000

<210>7

<400> 7
000

<210>8

<400> 8
000

<210>9

<400>9
000

<210> 10

<400> 10
000

<210> 11

<400> 11
000

<210> 12

<400> 12
000

<210> 13

<400> 13
000

<210> 14

<400> 14
000

<210> 15

<400> 15
000

<210> 16

<400> 16
000

<210> 17

<400> 17
000

ES 2533767 T3

41



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<210> 18

<400> 18
000

<210>19

<400> 19
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<400> 20
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000

<210> 22
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000

<210> 23
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ccaaggccecg
tcggccaaca
acagtgtgtg
ttgasaggag
tgtaaatgcg
gatagatgct
cacacctgtc
gcaaagggec
tacacacgcg
cagccgtegg
ccggatecgg
ccggeeggtg
agaaggagtg
ttectttatce
aggtcaggga
gaagccages
gegetggecc
cgaagagccc
aagggttctg
caggtgtaag
cgacctgggt
tctctgcaga
tggaggagtc
caggcgatgc
agtcgccaca

tgtccctaac

ccggacctga
cacccaagtt
caaacgggta
agtatttccc
aggtgtaatg
agaacgttct
cctagacact
taatacaggg
agcacgactg
tgccacctgg
gtctgetggt
agcggcteca
cgcteeggge
tcctcaggtce
agtcggeecce
tttgeccacgg
geggceccaa
tccatcaccg
agctgegcag
cccaaggcetg
ttttaagtca
accgtgeggc
tcegeggeee
acgggttegg
gaggttgagc

gcctccagag
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getcgecteg
caacagtggg
cccattagat
ggegtgattc
atgacttatt
acaaatgtgt
tgacaaatgc
ctcatacagg
tectgtgectg
gaagtagget
cagcgcttceg
gtttcaagac
ccaagaggct
acacccccac
cgggagcectc
cctgggagaa
gactgttaag
caccggcagg
cactcgeatc
ctgcctgeaa
ccgaaagcta
tgacaggaga
ggagaaggca
atctggeegs
acgattccat

actttaagta

ggcgetaaac
cgggatcttt
tetttttget
tgaaaatcat
agaagcagcc
gcacatacac
acacacgtat
acatcatcct
gagacaccgt
ttcgggtget
gcgecgeegg
ccccgatect
gcagggecece
ttaaaataaa
ctgecccteac
aatgcggctg
gtgtgtgteg
ccgeegegget
acccagaagt
aggcaatgcc
Cagegcages
gegttgegea
cagaggcgcc
ccaaccgage
ttctggggat

ggacaatata

43

agacccatct
ggctggecte
tgtttectca
gccagaactg
agccctgtac
atcacgtatg
gegtgtacct
gcagtcttgt
atggcaccgg
gctetggage
gctectttat
gccggtgage
actccccagg
gaagggtgcc
aagccatggt
cagggtctct
gaggcgegea
cgtcctecte
gtctgtggag
gtggagactg
tcacaaacac

gaaaattcga

cctgagagge

atgagcacat
gatctctctc
tctgtaaact
aaaaggectg
gtgcctgtag
tgtgaaggte
ctggetgaga
gegtgeacag
aggagctget
gcggraaagt
ctctcatccg
E82ggLagcy
tctgtegtec
tgactcatte
Baagggasgec
ttgggcteca
gtgtggctac
tcatgettce
aaaacgacct
ggttccacag
tcteccgect
[4:489:4:4:{8 -4

gcagctggaa

ccagecggtcg cgaaaaccag

cgggtecget

ggggagecac

atgctggtag gagcaaggtg

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1560
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<210> 25

<400> 25
000

<210> 26

caaggaattt
ctgagcctgg
gecccacctaa
ccctegggat
gggcttcagg
ctctectgete
tcgaatttcc
cccttcacte
tgactgccta
ttaaaactcg
acgtggatga
gcacctctgg
ccctgtgecc
gacttagctce
ggcgctecag
cgeccteggte
tttctccaca
gtggctacct
aaccagtcga
ccctgggtcg

gtgtgaagac

agcggcagaa
gegtgessgac
ccccectaca
tccacaggge
aaggaggaca
acactcacag
tttttttetc
ctcgtccata
gaaatacttg
gtttcatact
tccgagttgg
gggcgatcag
agactggccg
gecgecccaag
geeggggtet
gcecegeaatt
aaggcctagg
tectgettttce
g8ggagecece
gtgccgette

cgetttggre
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gecettteggg
agcccctgge
tgggettgaa
cctgacccgg
aaggcceggt
cctttagege
ttctagaaac
gagattaaag
ttctececttg
attattatta
cctcgegeeg
ggcccctgeg
actcattctc
acctgggcett
tcceggetge
gacccaacce
ggagcctcge
tgaaaaagaa
tgaggactgg
gcgegteage

gaagcgagag

ggegtegssa
cttgtagecc
aggggccaat
cctttatctc
gtcaccgegg
ttgttggess
aaacaaacaa
tttcctggga
tacatagagg
ctaaggacaa
gggetctgea
cttccgeecg
ccccgaattt
gcagegeege
tggccectcet
gettectgeg
ccacaggcetg
aaggaaaaaa
aggcgecage
acggcctttce

ggaggttgga

44

aaggcagatc
ctgttccgee
gggacggecc
tgcacggtca
gceegesctc

aagattttta
aaaaggcaaa
tcctgecett
aaaatgcgeg

ccgggeaggce

gccactgece
ccgeceggea
tgtttagagc
caacaggccc
cgctccccac
tttgccecte
accctgcaac
aaaaaaaaaa
cggacagcct
tcagagaaaa

ggag

cgtgectegt
gatcagctgg
cgccgecect
gcagtcgege
ggtttectgg
aaaatatgtg
aggcgaattc
tttttttctt
gaaaggtttt
tgaggtccca
tgtgegetca
gtcgagagca
tggcaagges
ggggacacga
ccgetggegg
aggtttcccg
ctctggececg
agaaaaaatc
atgagtaggt

cctcctaaac

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2804
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<400> 26
000

<210> 27

<400> 27
000

<210> 28

<400> 28
000

<210> 29

<400> 29
000

<210> 30
<211> 2804
<212> ADN.

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> ADN gendmico quimicamente tratado (Homo sapiens)

<400> 30

ttaaggttcg
tcggttaata
atagtgtgtg
ttgaaaggag
tgtaaatgcg
gatagatgtt
tatatttgtt
gtaaaggggt
tatatacgeg
tagtcgtcgg
tcggattcgg
tcggteggte

agaaggagtg

tcggatttga
tatttaagtt
taaacgggta
agtatttttc
aggtgtaatg
agaacgtttt
tttagatatt
taatataggg
agtacgattg
tgttatttgg
gtttgttggt
agcggtttta

cgtttcgggt

ggtcgtttgg
taatagtgge
tttattagat
geggtgattt
atgatttatt
ataaatgtgt
tgataaatgt
tttatatagg
tttgtgtttg
gaagtagggt
tagcgtttcg
gttttaagat

ttaagaggtt

ggcgttaaat
cgggattttt
tttttttgtt
tgaaaattat
agaagtagtt
gtatatatat
atatacgtat
atattatttt
gagatatcgt
ttcgggtgtt
gcgtegtegg
tttcgatttt

gtagggtttt

45

agatttattt atgagtatat
gettggtttc gatttttttt
tgttttttta tttgtaaatt
gttagaattg aaaaggttte
agttttgtac gtgtttgtag
attacgtatg tgtgaaggtg
gegtgtattt ttggttgaga
gtagttttgt gcgtgtatag
atggtatcgg aggagttgtt
gttttggage geggegaaagt
gtttttttat tttttattcg
gtcggtgage ggaggeageg

attttttagg tttgtcgttt

60
12e
180
240
3090
360
420
480
540
609
660
720

780
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tttttttatt
aggttaggga
gaagttageg
gegttggttce
cgaagagttt
aagggttttg
taggtgtaag
cgatttgggt
tttttgtaga
tggaggagtt
taggcgatgt
agtcgttata
tgtttttaac
taaggaattt
ttgagttteg
gtttatttaa
ttttcgggat
geggttttagg
ttttttgttt
tcgaattttt
ttttttattt

tgattgttta

tttttaggtt
agtcggtttt
tttgttacgg
geggttttaa
tttattatcg
agttgegtag
tttaaggttg
ttttaagtta
atcgtgeggt
ttcgeggttc
acgggttegg
gaggttgagt
gtttttagag
agcggtagaa
gegtggegat
tttttttata
tttatagggt
aaggaggata
atatttatag
ttttttttet
ttcgtttats

gaaatatttg

atatttttat
cgggagtttt
tttgggagaa
gattgttaag
tatcggtagg
tattcgtatt
ttgtttgtaa
tcgaaagtta
tgataggaga
ggagaaggta
atttggtceg
acgattttat
attttaagta

gtttttcggg
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ttaaaataaa
ttgtttttat
aatgcggttg
gtgtgtgtgg
tcgtegggtt
atttagaagt
aggtaatgte
tagggtages
gegttgegta
tagaggegtt
ttaatcgagt
ttttggeggat

ggataatata

geggteggga

gaagggtgtt
aagttatggt
taggettttt
gaggcgegta
cgtttttttt
gtttgtggag
gtggagattg
ttataaatat
gaaaattcga
tttgagagec
ttagecggtcg
cgggttcggt
atgttggtag

aaggtagatt

tgatttattt
g8aagggagec
ttgggttata
gtgtggttat
ttatgttttt
aaaacgattt
gettttatag
tttttcgttt
ggtcggscgt
gtagttggaa
cgaaaattag
ggegagttat
gagtaaggtg

cgtgtttegt

ttaaaattcg gttttatatt
acgtggatga ttcgagttgg
gtatttttgeg ggegcgattag

ttttgtgttt agattggtcg

agtttttggt tttgtagttt
tggggttgaa aggggttaat
tttgattcgg tttttatttt
aaggttcgegt gttatcgegg
tttttagegg ttgtteggges
ttttagaaat aaataaataa
gagattaaag ttttttggga
tttttttttg tatatagagg
attattatta ttaaggataa
tttcgegtecg gggttttgta
ggtttttgeg ttttegtteg

atttattttt tttcgaattt

46

ttgtttcgge gattagttegg
gggacggttt cgtcgttttt
tgtacggtta gtagtcgege
gcggggettc ggttttttgg
aagattttta aaaatatgtg
adaaggtaaa aggcgaattt
ttttgttttt ttttttttet
aaaatgcggg gaaaggtttt
tcgggtaggt tgagegtttta
gttattgttt tgtgcgttta
tcgttcggta gtcgagagta

tgtttagagt tggtaaggeg

840

9¢0

960
1020
1e80
1140
1200
1260
1320
1380
1440
15¢90
1560
1620
168@
1740
1809
1860
1920
198e
2040
2100
2160
22209
2280

2340
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35
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45

50

55

60

gatttagttc gcgttttaag

ggcgttttag gtcggggttt

cgtttcggtc
tttttttata
gtggttattt
aattagtcga
ttttgggtcg

gtgtgaagat

gttcgtaatt
aaggtttagg
tttgtttttt
88gagececg
gtgtcgtttc

cgttttggeg

ES 2533767 T3

atttgggttt gtagcgtcgt
ttteggttgt tggttttttt
gatttaattc gttttttgeg
ggagtttcgt ttataggttg
tgaaaaagaa aaggaaaaaa
tgaggattgg aggegttagt
geggegttagt acggtttttt

gaagcgagag ggaggttgga

taataggttc
cgttttttat
tttgtttttt
attttgtaat
aaaaaaaaaa
cggatagttt
ttagagaaaa

ggag

<210> 31

<211> 2804

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN gendmico quimicamente tratado (Homo sapiens)

<400> 31

tttttttaat ttttttttcg
ttgagaaagg tcgtgttgat
ttcggttgge gtttttagtt
tttttttttt tttttttttt
gegttagttt gtgggcgage
taaacgtagg aagcggettg
agcgagaggg gttagtagtc
gttggcggeg ttgtaagttt
aataaaattc gggggagaat
gegecgggcg gaagegtagg
tggttgtaga gtttcgegcgc
tcggttgttt ttagtaataa

ttttttttta tgtataaggg

ttttttttaa
tcgcgaageg
tttacgegtt
tttagaaaag
tttttttagg
gettaattgc
gggaagattt
aggtttiggg
gagtcggtta
ggttttgatc
gaggttaatt
taatagtatg

agaataagta

agcgpttttt atacgtttag
gtatcgattt agggatttat
tttttcgatt ggttgatttt
tagaaggtag ttatcgggtt
tttttgtgega gaaacgggaa
gggcgatcga ggegtegtta
cggtttggag cgtttcgtgt
gcgecgagtta agtttttttt
ptttgggtat agggtgtttt
gtttttagag gtgttgageg
cggattattt acgttgggat
aaatcgagtt ttaaaaastt

tttttaggta gttaaagaaa

47

ggggatacga
tcgttggeege
aggtttttcg
ttttggttcg
agaaaaaatt
atgagtaggt

ttttttaaac

gaggtttttt
ttataggttg
tttttttttt
agaggttgta
atttgagege
gcgegtgeee
tttcgggttt
gttagtttta
cgattgtcgg
tatagggtag
tttagtttgt
ttttttcgta

aaaaaagggt

2400
2460
2520
2580
2640
2760
2760

2804

60
120
180
249
300
36e
420
48e
540
600
660
720

780
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15

20
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35

40

45

50

55

60

aggattttag
ttttttgttt
ttttttttta
tcgttegegg
tgtagagata
ttttattggt
ataggegtta
ttttttttta
gtattatatt
ttcgattttt
ttgggttcge
taggggegtt
tttttgegta
gtgattttgt
ttacggtatt
agatattttt
gacgagttcg
ttttttatat
tttgtagtcg
gtttgtgagg
tttttttatt
gagtggsstt
cggtaggatc
gagttcggcg
gagtagtatt

ttatacggtg

gaaattttaa
gtttgttttt
ataatcgtta
tgatatcggg
aaggtcgget
tttttttaat
taaggttagg
ttttttcgaa
gttttattta
agaaatggaa
ttggtcggtt
tttgtgtttt
acgttttttt
tttgtagttt
gtttttgtag
gggtgatgeg
geggtttgte
atattttaat
tatttttttt
gtaggaggtt
ttaagtgseg
ttgtagtttt
gegesttttg
gecgtegaage
cgaaatttta

tttttaggta

ES 2533767 T3

tttttatgga
agaagagaaa
aaggttgtga
tttttgtttt
tagggttttg
tttatgtagg
ggttgttttt
aggtttttgt
aagtttttgg
tcgtgtttaa
agattcgaat
tttcgggteg
gttagtcgta
tcggtgattt
gtagtagttt
agtgttgegt
getgcggtga
agttttgges
taggtcgtegg
ttcggggstc
gtgtgatttg
ttgggttcgg
aaattggagt
gttgattagt
ttttttaggt

tagatagtcg

cgaggagtga
aaaaggaaat
gtgtgagtag
tttttttgaa
tggaatttcg
geegttaggt
atttttaggt
cgttaaattt
aggcgttagg
tttttegtgge
tegtgtatceg
cggagatttt
cggttttgta
aaaaatttag
tgggtttata
agtttagaat
tggagegttt
tttcggetta
taaattttgg
gatttttttg
aggagataaa
agcgtatttt
cgtttatcgeg
agattcggat
ggtatcgacg

tgttcgegtg

48

aggggaattc
tcgatatata
agagttagga
gttttcgega
agegageesc
gestttagtt
ttagacgagg
tttgtatttt
gatagtggtt
gattttggtt
tttgttttag
tttagecgttc
gagaaggees
gtegttgteg
tttgaggtcg
ttttggaagt
ttcggtagtt
gegttgtagt
tttegttttt
atttgaatga
geaaggacga
ttttcgtttt
tcggeggatg
tcggattttt
gttgagtagt
tgtattgtgt

gttttttgtt
tttttaaaaa
aatcgagttt
ttgttgatcg
ggcgggsteeg
gattttcgga
tacggatttg
gtttttatta
ttttatcgga
ttcgegatcg
ttgegttttt
ggtttcgaat
gagagtgttt
aatttagttt
ttttttttat
atgagaggag
atattgcgeg
ttaaagagat
ttttattatg
gttaggtatt
tagatttggg
ttttttttat
agagataaag
tcgegtttta
tttttcggtg

acgtataaga

840

9200

9606
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
15¢e
1560
1620
1680
1740
18e0
1860
1920

198e

2100

2160

2220

2280

2340
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ttgtaggatg
acgtatacgt
tgatgtgtat
gettggttgt
tggtatgatt
aataagtaaa
agttaaagat

gtttgtttag

<210> 32

<400> 32
000

<210> 33

<400> 33
000

<210> 34

<400> 34
000

<210> 35

<400> 35
000

<210> 36

<400> 36
000

<210> 37

<400> 37
000

<210> 38

<400> 38
000

<210> 39

<400> 39
000

ES 2533767 T3

atgttttgta tgagttttgt attagttttt ttgtttttag ttagaggtat
gtgtgtattt gttaagtgtt tagggatagg tgtgtatttt tatatatacg
gtgtatatat ttgtagaacg ttttagtatt tattttatag gtacgtatag
ttttaataag ttattattat atttcgtatt tatataggtt tttttagttt
tttagaatta tttcgggaaa tatttttttt ttasagttta tagatgagga
aagaatttaa tgggtattcg tttgtatata ttgtgagaga gatcgaggtt
ttcgtttatt gttgaatttg gegtgtgttgeg tcgaatgtgt ttatagatgg

cgttttaggc gattttaggt tcggegggtt ttgg

49

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2804
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<223> ADN gendmico quimicamente tratado (Homo sapiens)

ttggatttga ggttgtttgg gegtgttaaat agatttattt atgagtatat
tatttaagtt taatagtggg tgggattttt ggttggtttt gatttttttt
taaatgggta tttattagat tttttttgtt tgttttttta tttgtasatt
agtatttttt ggggtgattt tgaaaattat gttagaattg aaaaggtttg
aggtgtaatg atgatttatt agaagtagtt agttttgtat gtgtttgtag
agaatgtttt ataaatgtgt gtatatatat attatgtatg tgtgaaggtg
tttagatatt tgataaatgt atatatgtat gtgtgtattt ttggttgaga
taatatageg tttatatagg atattatttt gtagttttgt gtgtgtatag
agtatgattg tttgtgtttg gagatattgt atggtattgg aggagttgtt
tgttatttgg gaagtagggt tttgggtgtt gttttggagt gtgeggaaagt
gtttgttggt tagtgttttg gtgttgttgg gtttttttat tttttatttg
agtggtttta gttttaagat ttttgatttt gttggtgage ggaggsagte

tgttttgggt ttaagaggtt gtagggtttt attttttagg tttgttgttt

<210> 40

<400> 40

000

<210> 41

<400> 41

000

<210> 42

<211> 2804

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial

<220>

<400> 42
ttaaggtttg
ttggttaata
atagtgtgteg
ttgaaaggag
tgtaaatgtg
gatagatgtt
tatatttgtt
gtaaaggggt
tatatatgtg
tagttgttgg
ttggatttgg
ttgettggte
agaaggagtg
tttttttatt

tttttaggtt atatttttat ttaaaataaa gaagggtgtt tgatttattt

50

60
120
180
240
3e0
360
420
480
540
600
660
720
780

840
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50

55

60

aggttaggga
gaagttaggg
gtgttggttt
tgaagagttt
aagggttttg
taggtgtaag
tgatttgggt
tttttgtaga
tggaggagtt
taggtgatgt
agttgttata
tgtttttaat
taaggaattt
ttgagtttgg
gtttatttaa
tttttgggat
gegttttagg
ttttttgttt
ttgaattttt
ttttttattt
tgattgttta
ttaaaatttg
atgtggatga
gtatttttgg

ttttgtgttt

gatttagttt gtgttttaag atttgggttt

agttggtttt
tttgttatge
geggttttaa
tttattattg
agttgtgtag
tttaaggttg
ttttaagtta
attgtgtggt
tttgtggttt
atgggtttgg
gaggttgagt
gtttttagag
agtggtagaa
gegtgeggat
tttttttata
tttatagggt
aaggaggata
atatttatag
tttttrtttt
tttgtttata
gaaatatttg

gttttatatt

tttgagttgg ttttgtgttg

gggtgattag ggtttttgtg

agattggttg

tgggagtttt
tttgggagaa
gattgttaag
tattggtagg
tatttgtatt
ttgtttgtaa
ttgaaagtta
tgataggaga
ggagaaggta
atttggttgg
atgattttat
attttaagta
gttttttgge
agtttttggt
tggeettgaa
tttgatttgg
aaggtttggt
tttttagtgg
ttttagaaat
gagattaaag
tttttttttg

attattatta

atttattttt

ES 2533767 T3

ttgtttttat aagttatggt gaagggagst

aatgtggttg tagggttttt ttgggttgta

gtgtgtgtege saggtegtegta gtgtggttat

ttgttgggtt tgtttttttt ttatgttttt

atttagaagt gtttgtggag aaaatgattt

aggtaatgtt
tagggtaggg
gtgttgtgta
tagaggtgtt
ttaattgagt
ttttggggat
ggataatata
geggtegesga
tttgtagttt
aggggttaat
tttttatttt
gttattgtgg

ttgttggese

aaataaataa
ttttttggea
tatatagagg
ttaaggataa
gegttttgta
tttttgtttg

ttttgaattt

gtggagattg
ttataaatat
gaaaatttga
tttgagaggt
ttagtggttg
tgggtttggt
atgttggtag
aaggtagatt
ttgttttgee
gegatggttt
tgtatggtta
gtgeeegttt
aagattttta
22aaggtaaa
ttttgttttt
aaaatgtggg
ttgggtagst
gttattgttt
ttgtttggta

tgtttagagt

ggttttatag
ttttttgttt
ggttgggtst
gtagttggaa
tgaaaattag
ggggagttat
gagtaaggtg
tgtgttttgt
gattagttgg
tgttgttttt
gtagttgtegg
ggtttttigg
aaaatatgtg
aggtgaattt
tttttttttt
gaaaggtttt
tgaggtttta
tgtgtgttta
gttgagagta

tggtaaggee

gtagtgttgt taataggttt ggggatatga

51

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
150
1560
1620
168¢
1740
1860
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2400



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2533767 T3

ggtgttttag gttgggettt ttttggttgt tggttttttt tgttttttat

tgttttggtt gtttgtaatt gatttaattt gttttttgtg tttgtttttt

tttttttata aaggtttagg ggagttttgt ttataggttg attttgtaat

gtggttattt tttgtttttt tgaaaaagaa aaggaaaaaa

daaaaaaaaa

aattagttga gggagetgtg tgaggattgg aggtgttagt tggatagttt

ttttgggttg gtgttgtttt gtggettagt atggtttttt ttagagaaaa

gtgtgaagat tgttttgggeg gaagtgagag ggagettgga

<210> 43

<211> 2804
<212> ADN.
<213> Secuencia artificial

<220>

ttgttggteg
aggttttttg
ttttggtttg
agaaaaaatt
atgagtaggt

ttttttaaat

<223> ADN gendmico quimicamente tratado (Homo sapiens)

<400> 43

tttttttaat tttttttttg
ttgagaaagg ttgtgttgat
tttggttget gtttttagtt
tttttttttt tttetetrtt
gegttagttt gtgggteags
taaatgtagg aagtgggttg
agtgagaggg gttagtagtt
gttgegteggtg ttgtaagttt
aataaaattt gggggagaat
gtegteegte gaagtgtagg
tggttgtaga gttttggtgt
ttggttgttt ttagtaataa
ttttttttta tgtataaggg

aggattttag gaaattttaa

ttttttttaa agtggttttt
ttgtgaagtg gtattgattt
tttatgtgtt ttttttgatt
tttagaaaag tagaaggtag
tttttttagg tttttgtgga
ggttaattgt ggegtgattga
gggaagattt tggtttggag
aggtttiggg gtgtgagtta
gagttggtta gttigggtat
ggttttgatt gtttttagag
gaggttaatt tggattattt
taatagtatg aaattgagtt
agaataagta tttttaggta

tttttatgga tgaggagtga

52

ggag

atatgtttag
agggatttat
gettgatttt
ttattgggtt
gaaatgggaa
ggtgttgtta
tgttttgtgt
agtttttttt
agggtgtttt
gtgttgagte
atgttgggat
ttaaaaaatt
gttaaagaaa

aggggaattt

gaggtttttt
ttataggttg
tttttttttt
agaggttgta
atttgaggss

gtgegteess
ttttgggttt

gttagtttta
tgattgttgg
tatagggtag
tttagtttgt
tttttttgta
2aaaaagggt

gttttttgtt

2460

2520

2580

26490

2700

2760

2804

60

120

180

240

309

369

420

480

54¢

600

660

720

780

840
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ttttttgttt
ttttttttta
ttgtttgteg
tgtagagata
ttttattggt
atagggegtta
ttttttttta
gtattatatt
tttgattttt
ttgggttteg

taggggtgtt
tttttgtgta

gtgatttigt
ttatggtatt
agatattttt
gatgagtttg
ttttttatat
tttgtagttg
gtttgtgagg
tttttttatt
gagtggestt
tggtaggatt
gagtttggte
gagtagtatt
ttatatggtg

ttgtaggatg

gtttgtrttt
ataattgtta
tgatattgge
aaggttggst
tttttttaat
taaggttagg
tttttttgaa
gttttattta
agaaatggaa
ttggttggtt
tttgtgtttt
atgttttttt
tttgtagttt
gtttttgtag
ggetgatgte
gtggtttgtt
atattttaat
tatttttttt
gtaggaggtt
ttaagtgege
ttgtagtttt
gegsgttttg
gtgttgaagt
tgaaatttta
tttttaggta

atgttttgta

agaagagaaa
aaggttgtega
tttttgtttt
tagggttttg
tttatgtagg
ggttgttttt
aggtttttgt
aagtttttgg
ttgtgtttaa
agatttgaat
ttttgggtte
gttagttgta
ttggtgattt
gtagtagttt
agtgttgtgt
getgtggtga
agttttggeg
taggttgteg
tttgeggegett
gtgtgatttg
ttgggttigg
aaattggagt

gttgattagt

ES 2533767 T3

aaaaggaaat
gtgtgagtag
tttttttgaa
tggaattttg
gggettaggt
atttttaggt
tgttaaattt
aggtgttagg
tttttgtgst
ttgtgtattg
tggagatttt
tggttttgta
aaaaatttag
tgggtttata
agtttagaat
tggagggttt
ttttggegtta
taaattttgg
gatttttttg
aggagataaa
agtgtatttt
tgtttattgg

agatttggat

ttgatatata
agagttagga
gtttttgtga
agggaggest
gggtttagtt
ttagatgagg
tttgtatttt
gatagtggtt
gattttggtt
tttgttttag
tttagtgttt
gagaaggteg
gttgttgtes
tttgaggttg
ttttggaagt
tttggtagtt
gtgttgtagt
ttttgttttt
atttgaatga
ggaaggatga
tttttgtttt
ttggtggatg

ttggattttt

tttttaaaaa
aattgagttt
ttgttgattg
getegesgttg
gatttttgga
tatggatttg
gtttttatta
ttttattgga
tttgtgattg
ttgtgttttt
ggttttgaat
gagagtgttt
aatttagttt
ttttttttat
atgagaggag
atattgtgteg
ttaaagagat
ttttattatg
gttaggtatt
tagatttggg
ttttttttat
agagataaag

ttgtgtttta

ttttttaggt ggtattgatg gttgagtagt ttttttggtg

tagatagttg tgtttgtgtg tgtattgtgt atgtataaga

tgagttttgt attagttttt ttgtttttag ttagaggtat

53

9090

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
l440
150e
156€
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2400
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<210> 44

<400> 44
000

<210> 45

<400> 45
000

<210> 46

<400> 46
000

<210> 47

<400> 47
000

<210>48

<400> 48
000

<210> 49

<400> 49
000

<210> 50

<400> 50
000

<210> 51

<400> 51
000

<210> 52

ES 2533767 T3

atgtatatgt gtgtgtattt gttaagtgtt tagggatagg tgtgtatttt tatatatatg
tgatgtgtat gtgtatatat ttgtagaatg ttttagtatt tattttatag gtatgtatag
getteggttgt ttttaataag ttattattat attttgtatt tatataggtt tttttagttt
tggtatgatt tttagaatta ttttgggaaa tatttttttt ttaaagttta tagatgagga
aataagtaaa aagaatttaa tgggtatttg tttgtatata ttgtgagaga gattgaggtt
agttaaagat tttgtttatt gttgaatttg ggtgtgttgg ttgaatgtgt ttatagatgg

gtttgtttag tgttttaggt gattttaggt ttggtgggtt ttgg

54

2460

2520

2580

2640

2700

2760

28e4
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<400> 52
000

<210> 53

<400> 53
000

<210> 54

<400> 54
000

<210> 55

<400> 55
000

<210> 56

<400> 56
000

<210> 57

<400> 57
000

<210> 58

<400> 58
000

<210> 59

<400> 59
000

<210> 60

<400> 60
000

<210> 61

<400> 61
000

<210> 62

<211>20

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN gendmico quimicamente tratado (Homo sapiens)

<400> 62
ggagtggagg aaattgagat 20

55
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<210> 63

<211> 22

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN gendmico quimicamente tratado (Homo sapiens)

<400> 63
ccacacaaca aatactcaaa ac 22

<210> 64

<211> 33

<212> ADN.

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN gendmico quimicamente tratado (Homo sapiens)

<400> 64
tgggtotttg taatttttgt tttgtgttag gtt 33

<210> 65

<400> 65
000

<210> 66

<400> 66
000

<210> 67

<400> 67
000

<210> 68

<400> 68
000

<210> 69

<400> 69
000

<210> 70

<400> 70
000

<210> 71

<400> 71
000

<210> 72

56
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<400> 72
000

<210>73

<400> 73
000

<210>74

<400> 74
000

<210> 75

<400> 75
000

<210> 76
<400> 76
000

<210> 77

<400> 77
000

<210> 78

<400> 78
000

<210> 79

<400> 79
000

<210> 80

<400> 80
000

<210> 81

<400> 81
000

<210> 82

<400> 82
000

<210> 83

<400> 83
000

<210> 84

ES 2533767 T3

57



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55
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REIVINDICACIONES

Un método para detectar y/o clasificar el carcinoma colorrectal en un sujeto que comprende determinar la presencia o
ausencia de metilacién CpG de FOXL2 en una muestra biolégica aislada de dicho sujeto en donde la hipermetilacién
CpG de FOXL2 es indicativa de la presencia o clase de dicho carcinoma colorrectal.

El método de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende poner en contacto el ADN genémico aislado de una
muestra bioldgica que se obtuvo de dicho sujeto con al menos un reactivo, o serie de reactivos que distinguen entre
dinucledtidos CpG metilados y no metilados dentro de al menos una regién objetivo del ADN gendmico, en donde la
region objetivo comprende, o hibrida bajo condiciones rigurosas a una secuencia de al menos 16 nucleétidos contiguos
de FOXL2 respectivamente, en donde dichos nucledtidos contiguos comprenden al menos una secuencia de
dinucledtidos CpG, y en el cual se proporciona, al menos en parte, la deteccion y/o clasificacién del carcinoma
colorrectal.

El método de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende:

a) extraer o de cualquier otra forma aislar ADN gendmico de una muestra biolégica que se obtuvo del sujeto

b) tratar el ADN gendmico de a), o un fragmento de este, con uno 0 mas reactivos para convertir las bases de
citosina que no son metiladas en la posicién 5 de esta a uracilo o a otra base que se detecta diferente a la
citosina en términos de propiedades de hibridacién;

¢) poner en contacto el ADN gendmico tratado, o el fragmento tratado del mismo con una enzima de
amplificacion y al menos un iniciador que comprende, una secuencia contigua de al menos 9 nucleétidos que
es complementaria a, o hibrida en condiciones rigurosas 0 moderadamente rigurosas a una secuencia que se
selecciona del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, y
complementos de estas, en donde el ADN gendmico tratado o el fragmento de este se amplifica para producir
al menos un amplificado, o no se amplifica; y

d) determinar, basad en una presencia o ausencia de, o en una propiedad de dicho amplificado, el estado o
nivel de metilacion de al menos un dinucleétido CpG, de FOXL2, o un promedio, o un valor que refleja un
estado o nivel de metilacién promedio de una pluralidad de secuencias de dinucleétidos CpG of FOXL2, de
manera que al menos se proporciona al menos en parte uno de deteccion y clasificacién del carcinoma
colorrectal.

El método de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde tratar el ADN genémico, o el fragmento de este en b),
comprende usar un reactivo que se seleccione del grupo que comprende bisulfito, sulfito de hidrégeno, disulfito, y
combinaciones de estos.

El método de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende:

a) extraer o de cualquier otra forma aislar ADN genémico de una muestra biolégica que se obtiene del sujeto;
b) digerir el ADN gendmico de a), o un fragmento del mismo, con una o mas enzimas de restriccion sensibles
a la metilacion;

c) poner en contacto la digestion con enzima de restriccién de ADN de b), con una enzima de amplificacién y
al menos dos iniciadores adecuados para la amplificacion de una secuencia que comprende al menos un
dinucledtido CpG de FOXL2 ;y

d) determinar, sobre la base de una presencia o ausencia de un amplificado el estado de metilacién o el nivel
de al menos un dinucledtido CpG de FOXL2, de manera que al menos uno de entre la deteccion y
clasificacion del carcinoma colorrectal, al menos en parte, se logre.

El uso de un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en el diagndstico y/o clasificacion de
carcinoma colorrectal.
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