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DESCRIPCION
Ensayo para la metilacion en el gen para la GST-Pi
Campo de la invencion:

Esta invencion se refiere a un ensayo para el diagnostico o prondstico de cancer de prostata caracterizado por la metilacion
anormal de la citosina en un sitio dentro del gen para la glutation S-transferasa (GST) Pi.

Antecedentes de la invencién:
Metilacién del ADN en genomas de mamiferos

La Unica modificacion post-sintética establecida del ADN en genomas de animales y plantas superiores es la metilacién de
la posicion 5' de la citosina. La proporcion de citosinas que son metiladas puede variar desde un pequefio porcentaje en
algunos genomas de animales (1) hasta 30% en algunos genomas de plantas (2). Gran parte de esta metilacion se
encuentra en los sitios CpG en donde las citosinas simétricamente posicionadas en cada hebra son metiladas. En los
genomas de plantas, la metilacion simétrica similar de citosinas en CpNpG (donde N puede ser cualquier base) también es
comun (3). Tales sitios de metilacion también se han identificado con baja frecuencia en el ADN de mamifero (4).

Los patrones de metilacién son heredables ya que la enzima metilasa reconoce como sustrato, sitios donde un dinucledtido
CpG esta metilado en una hebra, pero la C correspondiente en la otra hebra no esta metilada, y procede a metilarla (5, 6).
Los sitios completamente no metilados normalmente no actllan como sustratos para la enzima y por lo tanto permanecen no
metilados a través de sucesivas divisiones celulares. Por lo tanto, en ausencia de errores o eventos intervinientes
especificos, la enzima metilasa permite la heredabilidad estable de los patrones de metilacion.

Amplios estudios de expresion génica en vertebrados han demostrado una fuerte correlacion entre la metilacion de regiones
reguladoras de los genes y su falta de expresion (7). La mayoria de estos estudios han examinado s6lo un nimero limitado
de sitios de enzimas de restriccién usando enzimas que no logran hacer el corte si estdn metilados sus sitios objetivo. Un
ndmero mucho més limitado han sido examinados en todas las bases de citosina utilizando métodos de secuenciacion
genodmica (8, 9).

Conversion de ADN con bisulfito

El tratamiento de ADN monocatenario con altas concentraciones de bisulfito seguido por alcali conduce a la desaminacién
selectiva de la citosina, convirtiéndola en uracilo (10, 11). Por el contrario, las 5-metil citosinas (5meC) son resistentes a esta
desaminacion quimica. Cuando el ADN tratado con bisulfito es copiado por ADN polimerasas, los uracilos se leen como si
fueran timinas y un nucleétido de adenina incorporado, mientras que 5meC todavia se lee como una citosina (siendo G
incorporada en frente). Por lo tanto, después de que se amplifica una region de secuencia por reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), las citosinas en la secuencia que fueron metiladas en el ADN original se leeran como citosinas mientras
que las citosinas no metiladas se leerdn como timinas (12, 13).

Amplificacién por PCR de ADN metilado y no metilado

Con el fin de amplificar el ADN tratado con bisulfito, se disefian los cebadores para hibridarse con la secuencia producida
después del tratamiento con bisulfito del ADN. Dado que las citosinas se convierten en uracilos, la base en el cebador de
hibridacion serd una adenina en lugar de una guanina para la citosina no convertida. Del mismo modo, para el otro cebador
del par, timinas reemplazan citosinas. Para permitir la cuantificacion de los niveles de metilacion en el ADN obijetivo,
normalmente se escogen los cebadores para evitar los sitios que pueden o no ser metilados (en particular los sitios CpG) y
entonces pueden contener ya sea un 5meC o un uracilo después del tratamiento con bisulfito. El uso de tales cebadores no
selectivos permite amplificar tanto los ADN metilados como los no metilados por PCR, permitiendo la cuantificacion del nivel
de metilacion en la poblacion de partida de ADN. EI ADN amplificado por PCR se puede cortar con una enzima de
restriccion informativa, se puede secuenciar directamente para proporcionar una medida promedio de la proporcién de
metilacién en cualquier posicion o se pueden clonar y secuenciar moléculas (cada clon se deriva de la amplificacién de una
hebra individual en el ADN inicial). Tales estudios han indicado que, aunque una poblacién de moléculas puede ajustarse a
un patrén general de metilacion, no todas las moléculas seran idénticas y la metilacion pueden encontrarse en sélo una
fraccion de las moléculas en algunos sitios (13, 16).

Amplificacién selectiva de ADN metilado
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Recientemente, Herman et al. (14) describieron una variacion del procedimiento de secuenciacion con bisulfito para hacerlo
selectivo para la amplificacion de ADN metilado solamente. En este trabajo, se utilizaron cebadores de PCR que fueron
disefiados para discriminar entre las secuencias producidas después del tratamiento con bisulfito de los ADN objetivo
metilados y no metilados. Por lo tanto, las citosinas que formaban parte de un sitio CpG no serian convertidas con bisulfito y
se mantendrian como citosinas en el ADN metilado pero se convertirian en uracilos en el ADN objetivo no metilado. Los
cebadores que utilizan estas diferencias fueron disefiados y utilizados para la amplificacién de secuencias de ADN metilado
de cuatro genes supresores tumorales, cuatro p16, p15, E-cadherina y von Hippel-Lindau.

Metilacién del gen para glutation S-transferasa pi en cancer de prostata

Lee et al. (15) (patente de los Estados Unidos No 5.552.277 y la solicitud internacional de patente No PCT/US95/09050)
demostraron que la expresion del gen para la glutatién S-transferasa (GST) Pi se pierde en casi todos los casos de cancer
de prostata. Ellos mostraron, ademas, que en veinte casos examinados, utilizando transferencia tipo Southern, que esta
pérdida de expresion estaba acompafiada por metilacion en un sitio especifico de la enzima de restriccién (BssHII) en la
region promotora del gen. Esta metilacién no se observé en tejido prostatico normal o en un gran nimero de otros tejidos
normales examinados. En el examen de una linea celular de cancer de prostata en la que el gen para la GST-Pi esta
inactivo, también identificaron metilacion en otros dos sitios de enzimas de restriccion, Notl y Sacll en la regiéon promotora
del gen. La digestion de los ADN de la linea celular con las enzimas Mspl y Hpall, indicé que la correlacion de la metilacién
del ADN con la falta de expresién no se mantuvo para estos sitios que se encuentran en gran parte secuencia abajo del sitio
de inicio de la transcripcion. La naturaleza de los datos hace que sea dificil llegar a conclusiones sobre el estado de
metilacion de sitios individuales de Mspl/Hpall. Sin embargo, Lee et al. (18) fueron capaces de demostrar que después de la
digestién con Hpall (que cortara en todos los sitios no metilados de Hpall), una region de ADN que contiene doce sitios de
reconocimiento de Hpall podria ser amplificada por PCR a partir de ADN del tumor, pero no de préstata normal o ADN de
leucocitos. Esto indica que algunas moléculas de ADN en el cancer de prostata estan metiladas en todos estos sitios de
Hpall, mientras que los ADN de préstata normal y el ADN de leucocitos deben contener al menos uno de estos sitios no
metilados (ya que un solo corte hara que la region no pueda ser amplificada por PCR).

Los presentes inventores han identificado y desarrollado un método alternativo para la deteccion de sitios de metilacion
presentes en el ADN de tejido de cancer de prostata, pero no presentes en el ADN de tejido normal. EI método se basa en la
amplificacion selectiva de una region objetivo del gen para la GST-Pi pero no requiere restriccion previa con una enzima de
restriccion informativa.

Divulgacion de la invencion:

Por lo tanto, en un primer aspecto, la presente invencidn proporciona un ensayo de diagndstico o pronéstico para cancer de
prostata caracterizado por metilacion anormal de la citosina en un sitio dentro de la regién del gen para glutation S-
transferasa (GST) Pi humana definido por cualquiera de los sitios CpG +1 a +33, en donde dicho ensayo comprende las
etapas de:

(i) aislar el ADN de dicho sujeto,

(ii) exponer dicho ADN aislado a los reactivos y condiciones para la amplificaciéon de una region objetivo del gen para la
GST-Pi y/o sus secuencias de flanqueo reguladoras, que incluyen un sitio o sitios en los que se presenta una metilacion
anormal de cisteina caracteristica de la enfermedad o condicidon, siendo la amplificacién selectiva porque sélo se amplifica la
region objetivo si dicho sitio o sitios en los que se produce metilacion anormal de citosina esté/estan metilados, y

(iii) determinar la metilacion anormal de citosina en un sitio individual dentro de la region del gen para la GST-Pi humana
definida por cualquiera de los sitios CpG +1 a +33.

Dado que la amplificacion esta disefiada solamente para amplificar la regién objetivo si dicho sitio en el cual ocurre la
metilacién anormal de citosina (es decir, en comparacién con el sitio o sitios correspondientes de ADN de sujetos sin la
enfermedad o condicién que se esta analizando) esta / estan metilados, la presencia de ADN amplificado sera indicativa de
la enfermedad o afeccién en el sujeto del que se ha obtenido el ADN aislado. El ensayo proporciona por lo tanto un medio
para diagnosticar o pronosticar la enfermedad o afeccién en un sujeto.

La etapa de aislamiento del ADN puede llevarse a cabo de acuerdo con protocolos estandar. EI ADN puede ser aislado de
cualquier muestra corporal adecuada, tal como células de tejido (muestras frescas o fijadas), sangre (incluyendo suero y
plasma), semen, orina, linfa 0 médula 6sea. Para algunos tipos de muestras corporales, en particular muestras de fluidos
tales como sangre, semen, orina y linfa, puede ser preferible someter en primer lugar la muestra a un proceso para
enriquecer la concentracion de un determinado tipo de células (por ejemplo, células de préstata). Un proceso adecuado para
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el enriguecimiento implica la separacion de las células requeridas mediante el uso de anticuerpos especificos de las células
acoplados a perlas magnéticas y un dispositivo magnético de separacion de las células.

Antes de la etapa de amplificacion, el ADN aislado se trata preferiblemente de tal manera que las citosinas no metiladas se
convierten en uracilo u otro nucleétido capaz de formar un par de bases con la adenina, mientras que las citosinas metiladas
permanecen inalteradas o se convierten en un nucle6tido capaz de formar un par de bases con la guanina. Este tratamiento
permite el disefio de cebadores que permiten la amplificacion selectiva de la region objetivo si dicho sitio o sitios en los que
se produce la metilacién de la citosina anormal esta/estan metilado(s).

Preferiblemente, después del tratamiento y la amplificaciéon del ADN aislado, se realiza una prueba para verificar que las
citosinas no metiladas han sido convertidas de manera eficiente en uracilo u otro nucleétido capaz de formar un par de
bases con la adenina, y que las citosinas metiladas han permanecido sin cambios o han sido eficientemente convertidas en
otro nucledtido capaz de formar un par de bases con la guanina.

Preferiblemente, el tratamiento del ADN aislado implica la reaccion del ADN aislado con bisulfito de acuerdo con protocolos
estandar. Como serd evidente a partir de la discusion anterior del tratamiento con bisulfito, las citosinas no metiladas se
convertiran en uracilo mientras que las citosinas metiladas permaneceran sin cambios. La verificacion de que las citosinas
no metiladas se han convertido en uracilo y que las citosinas metiladas han permanecido sin cambios puede conseguirse
mediante:

(i) la restriccion de una parte alicuota del ADN tratado y amplificado con una(s) enzima(s) de restriccion adecuada(s) que
reconocen un(os) sitio(s) de restriccion generado(s) por o resistente(s) al tratamiento con bisulfito, y

(i) la evaluacion del patron del fragmento de restriccion por electroforesis. Alternativamente, la verificacion puede lograrse
mediante hibridacion diferencial usando oligonucleétidos especificos dirigidos a las regiones del ADN tratado donde las
citosinas no metiladas se habrian convertido en uracilo y las citosinas metiladas habrian permanecido sin cambios.

La etapa de amplificacion puede implicar la amplificacion mediante la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR), la
amplificacion mediante la reaccion en cadena de la ligasa (20) y otras (21).

Preferiblemente, la etapa de amplificacion se lleva a cabo de acuerdo con protocolos estandar para la amplificacion por
PCR, en cuyo caso, los reactivos seran tipicamente cebadores adecuados, dNTP y una ADN polimerasa termoestable, y las
condiciones seran ciclos de temperaturas y duraciones variables para efectuar la desnaturalizacion alternante de duplex de
hebras, hibridacion de cebadores (por ejemplo, bajo condiciones de alta rigurosidad) y posterior sintesis de ADN. La
amplificacion solamente de una regién objetivo en donde dicho sitio o sitios en donde ocurre la metilacién anormal de
citosina esta/estan metilados, los cebadores utilizados para hibridar con el ADN tratado con bisulfito (es decir, cebadores
inversos) incluiran un(os) nucleétido(s) de guanina en un(os) sitio(s) en el que(los que) se formara(n) un par de bases con
una(s) citosina(s) metilada(s). Tales cebadores formaran una falta de coincidencia si la region objetivo en el ADN aislado
tiene nucledtido(s) de citosina no metilado(s) (que habrian sido convertidos en uracilo por el tratamiento con bisulfito) en el
sitio o sitios en los que se produce la metilacion anormal de citosina. Los cebadores utilizados para la hibridaciéon con la
hebra opuesta (es decir, los cebadores directos) incluiran un(os) nucle6tido(s) de citosina en cualquier sitio(s) que
corresponde(n) al(los) sitio(s) de citosina metilada en el ADN tratado con bisulfito.

Preferiblemente, los cebadores utilizados para la amplificaciéon por PCR son de 12 a 30 nucleétidos de longitud y estan
disefiados para hibridarse con una secuencia dentro de la region objetivo que incluye dos a cuatro nucleotidos de citosina
que estdn metilados anormalmente en el ADN de un sujeto con la enfermedad o condicién que esta siendo analizada.
Ademas, los cebadores incluyen preferiblemente un nucleétido terminal que formara un par de bases con un nucleétido de
citosina (cebador inverso), o el nucleétido opuesto de guanina (cebador directo), que esta anormalmente metilado en el ADN
de un sujeto con la enfermedad o condicién que se esta analizando.

La etapa de amplificacion se utiliza para amplificar una regiéon objetivo dentro del gen para la GST-Pi. Las secuencias
flanqueadoras reguladoras pueden ser consideradas como las secuencias de flanqueo 5' y 3' del gen para la GST-Pi, que
incluyen los elementos que regulan, ya sea solos o en combinacion con otro elemento similar, la expresion del gen para la
GST-Pi. Preferiblemente, las secuencias flanqueadoras reguladoras consisten de la secuencia de 400 nucle6tidos
inmediatamente 5' del sitio de inicio de la transcripcién y la secuencia de 100 nucleétidos inmediatamente 3' del sitio de
detencién de la transcripcion.

Més preferiblemente, la etapa de amplificacion se utiliza para amplificar una region objetivo dentro de la region del gen para
la GST-Pi y sus secuencias flanqueadoras reguladoras definidas por (e inclusivas de) sitios CpG -43 a +55 (en donde la
numeracion de los sitios CpG es relativa al sitio de inicio de la transcripcién). La numeracion y la posicion de los sitios CpG
se muestran en la Figura 1.
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La etapa de determinacién de la presencia de ADN amplificado puede llevarse a cabo de acuerdo con protocolos estandar.
Un método conveniente implica la visualizacion de una(s) banda(s) que corresponde(n) a ADN amplificado, después de la
electroforesis en gel.

Preferiblemente, la enfermedad o condicion a ser analizada se selecciona de cénceres, especialmente canceres
dependientes de hormonas tales como cancer de prostata, cancer de mama y cancer cervical, y cancer de higado.

Para el diagnostico o pronéstico de cancer de prostata, la etapa de amplificaciéon amplifica preferiblemente una regién
objetivo dentro de la region del gen para la GST-Pi y sus secuencias flanqueadoras reguladoras definidas por cualquiera de
los sitios CpG 1+ a +33. Sin embargo, dentro de estas regiones objetivo se cree que hay sitios CpG que muestran
variabilidad en estado de metilacion en cancer de préstata o estdn metilados en otros tejidos. Por lo tanto, para la region
objetivo definida por, se prefiere que los cebadores utilizados para la amplificacién se disefien para reducir al minimo (es
decir, mediante el uso de cebadores redundantes o evitando los sitios) la influencia de sitios CpG -36, -32, -23, -20, -14 y un
sitio que cubre la regién polimérfica -33. Ademas, para el ADN aislado de células que no sean de tejido de la préstata (por
ejemplo, sangre), se prefiere que los cebadores usados se disefien para amplificar una region objetivo que no incluya la
region del gen para a GST-Pi y sus secuencias flanqueadoras reguladoras definidas por (e inclusivas de) sitios CpG -7 a +7,
0, més preferiblemente, -13 a +8, ya que esto puede dar lugar a falsos positivos. Las regiones objetivo, por lo tanto, estan
dentro de la region del gen para la GST-Pi y sus secuencias flanqueadoras reguladoras definidas por cualquiera de los sitios
CpG +1 a +33.

Los pares de cebadores adecuados para el diagnéstico o pronéstico de cancer de prdéstata, incluyen aquellos que consisten
de un cebador directo y uno inverso seleccionados de cada uno de los siguientes grupos:

Cebadores directos (es decir, que hibridan con el extremo 5' de la region objetivo)

CGCGAGGTTTTCGTTGGAGTTTCGTCGTC (SEQ ID NO: 1)
CGTTATTAGTGAGTACGCGCGGTTC (SEQ ID NO: 2)
YGGTTTTAGGGAATTTTTTTTCGC (SEQ ID NO: 3)
YGGYGYGTTAGTTYGTTGYGTATATTTC (SEQ ID NO: 4)
GGGAATTTTTTTTCGCGATGTTTYGGCGC (SEQ ID NO: 5)
TTTTTAGGGGGTTYGGAGCGTTTC (SEQ ID NO: 6)
GGTAGGTTGYGTTTATCGC (SEQ ID NO: 7)

Cebadores inversos (es decir, que hibridan con la extension del cebador directo)

TCCCATCCCTCCCCGAAACGCTCCG (SEQ ID NO: 8)
GAAACGCTCCGAACCCCCTAAAAACCGCTAACG (SEQ ID NO: 9)
CRCCCTAAAATCCCCRAAATCRCCGCG (SEQ ID NO: 10)

ACCCCRACRACCRCTACACCCCRAACGTCG (SEQ ID NO: 11)
CTCTTCTAAAAAATCCCRCRAACTCCCGCCG (SEQ ID NO: 12)

AAAACRCCCTAAAATCCCCGAAATCGCCG (SEQ ID NO: 13)
AACTCCCRCCGACCCCAACCCCGACGACCG (SEQ ID NO: 14)
AAAAATTCRAATCTCTCCGAATAAACG (SEQ ID NO: 15)
AAAAACCRAAATAAAAACCACACGACG (SEQ ID NO: 16)

en donde Y es C, T o, preferiblemente, una mezcla de los mismos, y R es A, G o, preferiblemente, una mezcla de los
mismos.

Para el diagnéstico o pronéstico de cancer de higado, la etapa de amplificacion preferentemente amplifica una region
objetivo dentro de la region del gen para la GST-Pi y sus secuencias flanqueadoras reguladoras definidas por cualquiera de
los sitios CpG +1 a +33. Sin embargo, dentro de estas regiones objetivo se cree que hay sitios CpG que muestran
variabilidad en el estado de metilacion en el cancer de higado o estan metilados en otros tejidos.

Se apreciara por parte de las personas expertas en la técnica, que un sitio o sitios de metilacion anormal de citosina dentro
de las regiones objetivo anteriormente identificadas del gen para la GST-Pi y/o sus secuencias flanqueadoras reguladoras,
podrian ser detectados para los fines de diagndstico o pronéstico de una enfermedad o condicion (en particular, cancer de
prostata y/o cancer de higado) por métodos que no implican una amplificacion selectiva. Por ejemplo, las sondas de
oligonucledtido/polinucleétido podrian ser disefiadas para uso en estudios de hibridacion (por ejemplo, transferencia tipo
Southern) con DNA tratado con bisulfito que, en condiciones apropiadas de rigurosidad, se hibridan selectivamente sélo con
DNA que incluye un sitio o sitios de metilacién anormal de citosina(s). Alternativamente, una enzima(s) de restriccion
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informativa apropiadamente seleccionada(s) podria(n) ser utilizada(s) para producir patrones de fragmentos de restriccion
que distinguen entre el ADN que incluye y que no incluye un sitio o sitios de metilacion anormal de citosina(s).

Por lo tanto, en un segundo aspecto, la presente invencion proporciona un ensayo de diagnostico o prondstico para una
enfermedad o condicién en un sujeto, dicha enfermedad o condicion caracterizada por metilacion anormal de la citosina en
un sitio o sitios dentro del gen para la glutation S-transferasa (GST) Pi y/o sus secuencias flanqueadoras reguladoras, en
donde dicho andlisis comprende las etapas de:

(i) aislar el ADN de dicho sujeto, y

(i) determinar la presencia de metilacion anormal de citosina en un sitio dentro de la regién del gen para la GST-Pi definido
por cualquiera de los sitios CpG +1 a +33.

La etapa de aislamiento de ADN puede llevarse a cabo como se describid anteriormente en relacién con el ensayo del
primer aspecto.

Preferiblemente, la region del gen para la GST-Pi y sus secuencias flanqueadoras reguladoras dentro de las cuales se
determina la presencia de citosina(s) metilada(s) en un sitio o sitios se selecciona de entre las regiones definidas por (e
inclusivas de) cualquiera de los sitios CpG +1 a +33.

Cuando la etapa de determinacién implica la hibridacion selectiva de sondas de oligonucleétido/polinucleétido/acido péptido-
nucleico (PNA), antes de la etapa de determinacion, se trata el ADN aislado preferiblemente (por ejemplo, con bisulfito) de
tal manera que las citosinas no metiladas se convierten en uracilo u otro nucleétido capaz de formar un par de bases con la
adenina, mientras que las citosinas metiladas permanecen inalteradas o se convierten a un nucleétido capaz de formar un
par de bases con la guanina. Este tratamiento permite el disefio de sondas que permiten la hibridacién selectiva con una
region objetivo que incluye un sitio o sitios de metilacion anormal de citosina.

Se divulgan un cebador o una sonda (secuencia mostrada en la direccion 5' a 3) que comprende una secuencia de
nucleétidos seleccionada del grupo que consiste de:

CGCGAGGTTTTCGTTGGAGTTTCGTCGTC (SEQ ID NO: 1)
CGTTATTAGTGAGTACGCGCGGTTC (SEQ ID NO: 2)
YGGTTTTAGGGAATTTTTTTTCGC (SEQ ID NO: 3)
YGGYGYGTTAGTTYGTTGYGTATATTTC (SEQ ID NO: 4)
GGGAATTTTTTTTCGCGATGTTTYGGCGC (SEQ ID NO: 5)
TTTTTAGGGGGTTYGGAGCGTTTC (SEQ ID NO: 6)
GGTAGGTTGYGTTTATCGC (SEQ ID NO: 7)
AAAAATTCRAATCTCTCCGAATAAACG (SEQ ID NO: 8)
AAAAACCRAAATAAAAACCACACGACG (SEQ ID NO: 9)
TCCCATCCCTCCCCGAAACGCTCCG (SEQ ID NO: 10)
GAAACGCTCCGAACCCCCTAAAAACCGCTAACG (SEQ ID NO: 11)
CRCCCTAAAATCCCCRAAATCRCCGCG (SEQ ID NO: 12)

ACCCCRACRACCRCTACACCCCRAACGTCG (SEQ ID NO: 13)
CTCTTCTAAAAAATCCCRCRAACTCCCGCCG (SEQ ID NO: 14)
AAAACRCCCTAAAATCCCCGAAATCGCCG (SEQ ID NO: 15)
AACTCCCRCCGACCCCAACCCCGACGACCG (SEQ ID NO: 16)

en donde Y es C, T o, preferiblemente, una mezcla de los mismos, y R es A, G o, preferiblemente, una mezcla de los
mismos.

Los términos "comprenden”, "comprende” y "que comprende"” como se usan en toda la memoria descriptiva pretenden
referirse a la inclusién de un componente indicado, caracteristica o etapa o grupo de componentes, caracteristicas o etapas
con o sin la inclusion de un componente adicional, caracteristica o etapa o grupo de componentes, caracteristicas o etapas.

La invencion se describira ahora adicionalmente con referencia a las figuras acompafiantes y los siguientes ejemplos no
limitantes.

Breve descripcion de las figuras acompafiantes:
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La Figura 1 muestra la organizacion y secuencia de nucleétidos del gen para la GST-pi humana. Los sitios CpG estan
numerados en relacion con el sitio de inicio de la transcripcion. La numeracion de la secuencia de nucleétidos esta de
acuerdo con la secuencia del gen para la GST-Pi del GenBank, acceso No. M24485.

La Figura 2 muestra la region del gen para la GST-Pi que exhibe metilacion diferencial en el cancer de préstata. La figura
muestra ademas la secuencia y la derivacién de cebadores para la region secuencia arriba (desde el sitio CpG -43 a +10) y
el polimorfismo comun que abarca el sitio CpG -33 (que se muestra encima de la secuencia (p)). Debajo de la secuencia de
GST-Pi se muestra la secuencia de la hebra derivada después de la conversién de las citosinas en uracilo. La hebra
derivada se muestra ya sea asumiendo que todos los CpG estan metilados (B-M) o no-metilados (B-U). Por debajo de esta
se muestran cebadores especificos disefiados para amplificar selectivamente la secuencia metilada.

La Figura 3 muestra el estado de metilacion de cada sitio CpG en ADN aislados;

A - para la region promotora central a través del extremo 3' del gen para la GST-Pi para la linea celular LNCaP (LN), la linea
celular DU145 (DU), la linea celular PC3, la linea celular PC3-M vy la linea celular PC3-MM, para el ADN aislado a partir de
muestras de tejido normal de pacientes con cancer de prostata (2AN, BN y CN), para tejido tumoral de prostata (BC, CC,
DC, XC, WC y 2AC) y para tejido normal de la prdstata (Pr) de una persona sin cancer de prostata:

B - para la regién promotora central y las secuencias en direccion 5' del gen para la GST-Pi a partir de tejido normal de
prostata (de una persona sin cancer de prostata), a partir de tres muestras de cancer de préstata (BC, CC y DC) y para una
cantidad de otros tejidos normales. Los pacientes B y D eran polimoérficos en el sitio CpG -33 y el nivel de metilacién
indicado entre paréntesis refleja la metilacion del alelo que contiene el CpG. Para los sitios CpG -28 a +10, el nivel de
metilacion se determiné mediante analisis directo de la secuencia de la poblacion de moléculas de la PCR (17). Para los
sitios CpG secuencia arriba, -56 a -30, se clonaron los productos de la PCR y se secuenciaron una cantidad de clones
individuales (numero indicado entre paréntesis debajo del nombre de la muestra). Para los tejidos normales el nivel de
metilacién en cada sitio se determind como la fraccién de todos los clones que contenian una C en esa posicion. Para las
muestras de cancer BC, CC y DC, el nivel de metilacion que se muestra es aquel entre los clones que mostraron metilaciéon
del ADN en la region del sitio CpG -43 a -30 (aproximadamente la mitad de los clones en cada caso).

Tanto en A como en B, un cuadro en blanco indica que el sitio no fue ensayado, y una "B" indica que el estado del sitio no
se pudo determinar (por ejemplo, debido a un bloqueo de la secuencia o que estaba mas alla del rango de la ronda de
secuenciacién). Se muestra el nivel de metilacion detectado en cada sitio, ninguno (-), hasta el 25% (+), de 26 a 50% (++),
de 51 a 75% (+++) y de 76 a 100% (++++). También se muestra el grado de Gleason de las muestras tumorales.

La Figura 4 proporciona los resultados de la amplificacion de los ADN tratados con bisulfito de una variedad de tejidos:

A - el panel A (regién que cubre el sitio de inicio de la transcripcion) us6 CGPS-1y 3 como cebadores externos y CGPS-2 y
4 como cebadores internos, el panel B uso el par de cebadores externos CGPS-5 y 8, que abarca la region del sitio CpG -39
a -16 para la primera ronda de amplificacién, seguido de una segunda ronda de amplificaciéon con los cebadores CGP-6y 7,
amplificando un fragmento de 140 pb que abarca los sitios CpG -36 a -23. Los carriles son: 1. Cerebro, 2. Pulmones, 3.
Mdasculo esquelético, 4. Bazo, 5. Pancreas, 6. Préstata "normal” de anciano de 85 afios, 7. Prostata "normal" de anciano de
62 afos, 8. Corazon, 9. Médula 6sea, 10. Sangre-1, 11. Sangre-2, 12. Sangre-3, 13. Higado-1, 14. Higado-2;

B - se utilizaron los mismos pares de cebadores que para la amplificacién mostrada en la Figura 4A Panel B, con el ADN de
10 muestras de tejido canceroso de proOstata (c) y muestras de tejido normal (n) emparejadas de las mismas prostatas
(también se muestran ADN de LNCaP como control positivo (+) y un control negativo (-). Debajo esta el grado de Gleason y
el nivel de metilacién de muestras observadas con cebadores no selectivos.

C - se utilizaron los mismos pares de cebadores que para la amplificacion mostrada en la Figura 4A Panel B. con el ADN de
una gama de tejidos sanos, sangre de pacientes con cancer de préstata y diversas lineas celulares. Los carriles son: Panel
A 1-10 muestras de sangre de pacientes con cancer de préstata durante prostatectomia radical; Panel B 1. Préstata-1
normal, 2. Préstata-2 normal, 3. Prostata-3 normal, 4. Prostata-4 normal, 5. Prostata-5 normal, 6. Linea celular de prostata
transformada con VPH, 7. Sangre de prostata de paciente PA (PSA = 1000), 8. Sangre de préstata de paciente PB (PSA =
56). 9. Sangre de prostata de paciente PC (PSA = 18); y Panel C 1. Linea celular LNCaP, 2. Linea celular Du145, 3. Linea
celular PC-3, 4. Linea celular PC-3M, 5. Linea celular PC-3MM. 6. Linea celular Hela, 7. ADN leucémico, 8. Linea celular
HepG2, 9. ADN de higado humano, 10. Glébulos blancos, 11. Linea celular MRC-5.

La Figura 5 presenta los resultados de la amplificacién de los ADN tratados con bisulfito de fluido seminal de pacientes con
cancer de prostata (c) y de hombres no diagnosticados con cancer de préstata (n), usando el par cebador externo CGPS-5 y
8 y CGPS-6 y 7 como el par de cebadores internos. Los carriles son L. Linea celular LNCaP (control positivo), D. Linea
celular DU145, P. Linea celular PC-3 (controles negativos), y M. Marcadores de peso molecular.
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La Figura 6 muestra los resultados de la amplificacién de los ADN tratados con bisulfito, en donde el ADN ha sido aislado a
partir de portaobjetos con tejido de prostata que se habia identificado ya sea como canceroso o enfermo con hiperplasia
benigna (HPB). La amplificacion selectiva por PCR se llevé a cabo usando el par de cebadores exterior CGPS-5y 8 y el par
de cebadores internos CGPS-11y 12.

La Figura 7 muestra los resultados de la amplificacién de los ADN tratados con bisulfito, en donde el ADN ha sido aislado a
partir de células de cancer de prostata enriquecidas a partir de muestras de sangre usando perlas magnéticas recubiertas
con un anticuerpo anti-epitelial. Se afiadieron diferentes cantidades de células de cancer de préstata LNCaP a las muestras
de sangre (7A) o sangre con células LNCaP afadidas almacenadas durante diferentes periodos de tiempo a 4°C o a
temperatura ambiente antes del aislamiento del ADN.

La Figura 8 proporciona los resultados de la amplificacion de los ADN tratados con bisulfito, en donde el ADN ha sido
aislado de muestras de sangre de sujetos normales con ninguna enfermedad conocida de la préstata, de pacientes con
hiperplasia benigna (HPB) de la préstata y de pacientes con diagnéstico histolégicamente confirmado de cancer de préstata.

La Figura 9 muestra los resultados de la amplificacion de los ADN tratados con bisulfito aislados a partir de 20 muestras de
tejido canceroso de higado. Se realizé una amplificacion selectiva por PCR usando el par de cebadores externos CGPS-5 y
8 y el par de cebadores internos CGPS-11y 12.

La Figura 10 muestra los resultados de las pruebas realizadas para confirmar que cualquiera de los productos amplificados
de ADN ha sido producido a partir de la amplificacion del ADN tratado con bisulfito en donde toda la citosina no metilada ha
sido convertida en uracilo. Las pruebas se llevaron a cabo utilizando sondas de oligonucleétidos disefiadas para hibridar con
regiones objetivo convertidas o no convertidas.

Métodos generales y estrategias
(1) Tratamiento del ADN con bisulfito

Se aislé el ADN para ensayo a partir de fuentes adecuadas mediante protocolos estandar y se lo traté con bisulfito por
métodos bien conocidos (12, 13, 16).

(2) Caracterizacion de la metilacion de sitios individuales en el ADN

Con el fin de determinar el estado de metilacién de nucleétidos individuales de citosina en los ADN objetivo y no objetivo y
para identificar las diferencias entre ellos, se amplific6 ADN modificado con bisulfito mediante PCR usando cebadores
disefiados para reducir al minimo la posibilidad de que el estado de metilacion de un sitio CpG particular, influya la
hibridacion del cebador y la posterior amplificacion (12, 13, 16).

(3) Disefio de cebadores selectivos

Con base en la informacién de la secuenciacion, se disefiaron cebadores para uso en el ensayo para maximizar la
posibilidad de que el estado de metilacién de un sitio CpG particular pueda influir en la hibridacion del cebador y la posterior
amplificacion. Especificamente, los principios de disefio seguidos (descritos para el cebador PCR "directo” donde el cebador
contiene las mismas conversiones C por T (o U) como ocurriria en el ADN tratado con bisulfito), se enumeran a continuaciéon
en (a) hasta (d):

(a) Esos cebadores deben cubrir regiones de secuencias que contienen una cantidad de C. La conversion de las C
metiladas en U permite la discriminacion entre las moléculas que han sido objeto de conversion eficiente con bisulfito y
moléculas en las que las C no han reaccionado (por ejemplo, porque no se disolvieron completamente o que contienen
regiones de estructura secundaria).

(b) Que al menos una, pero preferiblemente al menos dos a cuatro, de las C en las regiones deben ser de C (generalmente
en los sitios CpG) que se sabe que estan metiladas en una alta proporcion del ADN que se va a detectar (es decir, ADN
objetivo). Por lo tanto, estas C permaneceran como C en el ADN objetivo mientras se convierten en U en el ADN no objetivo.
Un cebador que esta disefiado para ser el equivalente exacto del ADN metilado convertido con bisulfito contendra una falta
de coincidencia en cada una de las posiciones de una C no metilada que ha sido convertida a una U en un ADN no
metilado. Entre mas faltas de correspondencia estén presentes, mayor serd la estabilidad diferencial de hibridacion de los
cebadores y por lo tanto mayor la diferencia selectiva en PCR.

(c) Que la base terminal 3' del cebador debe ser preferiblemente una C correspondiente a una C que se sabe que esta
metilada en el ADN objetivo (normalmente parte de un dinucleétido CpG). El apareamiento correcto con la base terminal del
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cebador permitird un cebado altamente selectivo de secuencias objetivo en comparacion con secuencias no metiladas de
fondo que formaran una falta de correspondencia C:A.

(d) Que en las posiciones donde se sabe que ocurre la metilacion en sé6lo una fraccion de las moléculas en el ADN objetivo
metilado o donde se sabe que varian entre los ADN objetivo (por ejemplo, en diferentes muestras tumorales), se puede
incorporar redundancia en los cebadores para permitir la amplificacion ya sea de C o de T del ADN objetivo. Este mismo
enfoque se puede usar si se sabe que existen polimorfismos en la region del cebador.

Para el cebador "inverso”, que hibrida con la hebra convertida, las A reemplazan las G en posiciones opuestas convertidas
en C.

(4) Verificacion de la amplificacion selectiva de la secuencia objetivo

La banda amplificada de PCR se puede analizar para comprobar que se ha derivado de ADN que ha sido totalmente
convertido con bisulfito (por ejemplo, las C no metiladas en el ADN original han sido convertidas en U y amplificados como
T) y para verificar ademéas que el ADN amplificado se ha derivado de la secuencia especifica de ADN objetivo y tiene el
perfil esperado de metilacion (es decir, de 5meC no convertida en T). Los métodos para llevar a cabo estas verificaciones
incluyen:

(a) Uso de digestion con enzimas de restriccion.

Con el fin de verificar la conversion completa, se pueden usar enzimas de restriccion particulares para cortar el ADN. Los
sitios de reconocimiento de la secuencia deben tener la propiedad de que no contienen C y estan presentes en la secuencia
de la hebra amplificada después, pero no antes del tratamiento con bisulfito. Por lo tanto, la conversion de una o
preferiblemente dos 0 mas C en U y su amplificacion como T en el producto de la PCR debe producir un nuevo sitio de
restriccion. Las enzimas Utiles se muestran en cursiva en la Tabla 1 a continuacion.

Con el fin de verificar que la secuencia de ADN objetivo amplificado estaba especificamente metilado, puede hacerse uso de
sitios enzimaticos de restriccién cuyos Unicos nucledtidos C se encuentran como dinucleétidos CpG y que, si la secuencia
estaba metilada, permaneceria como CpG de en los productos de PCR. Los ejemplos de tales enzimas se muestran en
negrita en la Tabla 1 a continuaciéon. También se puede utilizar BsmBI, que corta la secuencia no simétrica GAGACG.

En algunos casos, las enzimas que contienen una C como base exterior en su secuencia de reconocimiento se pueden
utilizar para la verificacion de la metilaciéon: por ejemplo, EcoRIl (GAATTC) para una secuencia GAATTCG o Sau3Al (GATC)
para una secuencia GATCG (negrita y subrayada en la Tabla 1). Si un sitio tal como uno de los anteriores esté presente en
el ADN metilado predicho, totalmente convertido con bisulfito, entonces la enzima cortara el ADN sélo si el dinucleétido CpG
original fue metilado, confirmando la amplificacion de una region metilada de ADN. Algunas de las enzimas (negrita y
subrayadas en la Tabla 1) tienen el potencial para ser utilizadas tanto para el seguimiento de una conversion eficiente como
para la metilacion de CpG. (b) Hibridacién diferencial con oligonucleétidos especificos.

Se puede usar hibridacién diferencial con oligonucleétidos especificos para discriminar que el ADN amplificado reacciona
completamente con bisulfito y del perfil esperado de metilacion. Para demostrar la conversién completa, se preparan un par
de oligonucledtidos correspondientes a la misma region dentro de la secuencia amplificada. Un oligonucleétido contiene T
en todas las C que deben ser convertidas por el bisulfito, mientras que el otro contiene C en estas posiciones. Los
oligonucledtidos deben contener al menos dos o tres de tales C discriminatorias y se determinan las condiciones que
proporcionan una hibridacion selectiva de cada uno con su secuencia objetivo. Se utilizan oligonucleétidos similares con C o
T en los sitios CpG y las T que reemplazan todas las C que no son CpG para determinar si los sitios especificos CpG estan
metilados. Los oligonucledtidos de control adicionales que no contienen C discriminatorias, es decir, ya sea sin C o una
cantidad minima donde C estan sustituidas con Y (mezcla de C y T), se utilizan para controlar la cantidad de producto de la
PCR en la muestra. Los oligonucledtidos se pueden utilizar para la deteccion de la hibridaciéon directa de secuencias
amplificadas o se usan para seleccionar moléculas objetivo de la poblacion de ADN amplificado por PCR para otros
métodos de deteccion. Se puede utilizar una matriz de tales oligonucle6tidos en un chip de secuenciacién de ADN para
establecer la secuencia del ADN amplificado a lo largo de la region de la secuencia. (c) Extension del cebador de un solo
nucleétido (SNUPE).

La técnica de extension del cebador de un solo nucleétido se puede aplicar a los productos de la PCR para determinar si los
sitios especificos dentro de la secuencia amplificada contienen bases C o T. En este método, un cebador colindante con la
posicion de interés se hibrida con el producto de la PCR y se llevan a cabo reacciones de extension del cebador utilizando
ya sea s6lo dCTP o solo dTTP. Los productos pueden ser separados por electroforesis en gel y cuantificados para
determinar la proporcion de cada nucleétido en la poblacién en esa posicion. Los cebadores deben ser disefiados para
cuantificar la conversién de C en sitios CpG y C de control que no deben ser metilados. Se puede incluir mas de un cebador
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en una Unica reaccion y/o correr en la misma pista del gel siempre y mientras que sus tamafios pueden ser claramente
distinguidos. (d) Control en tiempo real con fluorescencia de la PCR.

Los oligonucleétidos internos a la region amplificada se pueden utilizar para controlar y cuantificar la reaccion de
amplificacion al mismo tiempo que se demuestra la amplificacion de la secuencia correcta. En el ensayo de la PCR 5’
Nucleasa fluorogénica (19) se control6 la reaccion de amplificacion usando un cebador que se une internamente dentro de
la secuencia amplificada y que contiene tanto un reportero fluorogénico como un inactivador. Cuando esta sonda se une a
su ADN objetivo puede ser escindido por la actividad 5' nucleasa de la Taq polimerasa, separando al reportero y al
inactivador. Mediante la utilizacion en el ensayo de un oligonucleétido que es selectivo para la secuencia completamente
convertida con bisulfito (y/o su estado de metilacién), se pueden controlar tanto el nivel de amplificacion como su
especificidad en una sola reaccion. También se pueden utilizar otros sistemas relacionados que detectan de manera similar
los productos de la PCR por hibridacion.

Ejemplo 1: Perfil de la secuencia de metilacion de ADN de GST-Pi objetivo y no objetivo
Materiales y métodos

La Figura 1 muestra la organizacion del gen para la GST-Pi y las regiones para las que se utiliz6 la secuenciacion genémica
para determinar el estado de metilacién del ADN aislado de lineas celulares o tejido de cancer de préstata y de tejido de
prostata normal o de otros tejidos. La numeracion de la secuencia de nucleétidos en la Figura 1 esta de acuerdo con la
secuencia de GST-Pi, GenBank, acceso No. M24485. También se muestra, dentro de las cajas la secuencia de cada region
amplificada, con todos los sitios CpG indicados y numerados en relacién con la posicion del sitio de inicio de la transcripcion.
El andlisis de secuencia demostré que habia un dinucledtido CpG adicional (+9) no predicho a partir de la secuencia
publicada. También se identific6 en las regiones secuenciadas un polimorfismo que estd presente en una fraccion
significativa de las muestras estudiadas. El alelo polimérfico no contiene el sitio CpG -33. Tanto el dinucleétido CpG
adicional como el polimorfismo se muestran en la Figura 2. Las coordenadas del nucleétido en la Figura 2 se muestran con
relacion al sitio de inicio de transcripcion; la primera base mostrada, -434, corresponde a la base 781 de la secuencia del
GenBank, mientras que la Gltima +90, corresponde a la base 1313 de la secuencia del GenBank.

La Tabla 2 enumera las secuencias y posiciones de los cebadores no selectivos usados para la amplificacion (Tabla 2-1) y
la secuenciacioén directa (Tabla 2-2) del ADN tratado con bisulfito.

El ADN aislado a partir de tejido normal de préstata, tejido de cancer de prostata, lineas celulares derivadas de cancer de
préstata y otros tejidos fue tratado con bisulfito y se llevaron a cabo las reacciones PCR mediante procedimientos estandar
(13). Los productos de la PCR o bien se digirieron con enzimas de restriccion informativas, secuenciadas directamente (17),
o se clonaron y secuenciaron moléculas individuales mediante procedimientos estandar.

Resultados

En la Figura 3A, se muestran el estado de metilacién de sitios en el ADN de lineas celulares de cancer de prostata,
muestras de tejido de cancer de prostata y tejido normal de prostata emparejados para las regiones promotoras centrales a
través del extremo 3' del gen (que abarca los sitios CpG -28 a 103 ). Se puede observar que en el tejido normal de prostata,
la regiobn promotora central no estd metilada en todos los sitios y que esta falta de metilacion se extiende a través de la
region que flanquea al promotor hasta el sitio CpG +33. Resultados de digestiones con enzimas de restriccion de ADN
amplificado por PCR, tratado con bisulfito, indican que esta falta de metilacion incluye los sitios CpG +52 y +53. Sin
embargo, en las regiones mas secuencia abajo que se analizaron, los sitios CpG +68 a +74 y +96 a +103, el ADN de tejido
prostatico normal estaba muy metilado. Un andlisis de la linea celular de cancer de prostata LNCaP y de muestras de tejido
de cancer de préstata demuestra una metilacién exhaustiva de la regidon promotora central; las variaciones en el nivel global
de metilacion probablemente reflejan la presencia de diferentes niveles de células normales dentro de las muestras
tumorales. Se encontré que el ADN de una muestra de cancer (2AC) esta completamente no metilado y en contraste con las
otras muestras tumorales, se encontr6 mediante inmunohistoquimica que aun expresa GST-Pi. La secuenciacion de la
region que flanquea al promotor central en la linea celular LNCaP y los ADN tumorales, BC y CC, mostr6 que la metilacion
se extendi6 a través del sitio CpG +33 y un andlisis adicional con enzimas de restriccibn mostré que la metilacion incluyd
sitios CpG +52 y +53. Para una muestra de tumor, DC, la metilacién no se extendié més alla de la regiéon promotora central y
se encontrd que los sitios CpG +13 a +33, asi como los sitios CpG +52 y +53 no estaban metilado. Es notable que este
tumor fuera de grado Gleason 2 + 2, el tumor de grado mas bajo entre los analizados. Para todas las muestras de ADN
tumoral, como para las de ADN normal, las regiones secuencia abajo del gen, sitios de 68 a 74 y 96 a 103, estaban
fuertemente metiladas. Dentro de las regiones promotoras que se metilaron en sitios individuales especificos de tejido
canceroso, pero no normal, fue evidente cuales eran o bien metiladas o no metiladas en un grado mucho menor que los
sitios metilados circundantes. Estos incluyen los sitios de -22 y -23 (XC), -20 (lineas PC3, XC y WC), -14 (PC3, XC y WC),
+24 (PC3-M y MM2, CC), +25 (LNCaP, PC3-MM2, CC).
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Los resultados mostrados en la Figura 3B proporcionan una comparacion del estado de metilacion de la region promotora
central y las secuencias en direccion 5’ de la regién promotora central en el ADN aislado a partir de tejido de préstata normal
y de una cantidad de otros tejidos normales. Las secuencias del fragmento de PCR en direccion 5’ del promotor central se
determinaron mediante la clonacion y secuenciacion ya que la region es reacia a la secuenciacién directa. Para las muestras
de céancer, el nivel de metilacion mostrado es como una proporcion de aquellos clones que fueron metilados (alrededor de
50% de los clones totales en ambos casos). En el tejido normal de préstata, asi como en todos los demas tejidos normales
existe una amplia metilacion de sitios CpG en direccién 5’ de la repeticion rica en AT. Secuencia abajo de la repeticién
(desde el sitio CpG -43) se observd una metilacion minima en todos los tejidos normales, excepto en tejido normal del
higado, donde hubo una metilacién significativa de sitios CpG -7 hasta +7. Las secuencias en direccion 5’ del promotor
central resultaron ser fuertemente metiladas en los ADN de cancer de préstata, aunque nuevamente sitios especificos no
fueron metilados; sitio -32 en canceres B y D y sitio -36 en cancer B.

Los resultados por lo tanto permiten la identificacién de una region del gen para la GST-Pi y sus secuencias flanqueadoras
reguladoras, que se extiende desde 3' de la regidn de repeticion polimorfica, (sitio CpG -43) hasta los sitios +52 y +53, que
no se metilaron en el tejido normal de prostata pero normalmente es altamente metilado en el cancer de prostata. En una
muestra de cancer (D, el cancer de mas bajo grado de Gleason) la regién de los sitios CpG +13 a +53 no se metilé. La
region mas restringida que se extiende desde el sitio CpG -43 a +10 se metil6 en todos los ADN de cancer de préstata que
mostré metilacion del promotor. La metilacion de una parte de la regiéon promotora (sitios CpG -7 a +7) también se observo
en un tejido normal (higado) examinado. El andlisis de muestras adicionales de ADN de higado normal ha demostrado que
el nivel de metilacién es variable y puede incluir sitios CpG -13 a +8,

Discusién

Los resultados anteriores son criticos en la identificacion de regiones dentro del gen para la GST-Pi y/o sus secuencias
flanqueadoras reguladoras que se pueden utilizar para el desarrollo de ensayos para la deteccion selectiva de células de
cancer de prostata. Por lo tanto, la region de los sitios CpG -43 a +53 que se encuentran dentro de los limites de las
regiones metiladas en el tejido normal de préstata se puede utilizar para el disefio de cebadores para detectar la metilacion
especifica del cancer en muestras de tejido de prostata. Se prefiere la regién del sitio CpG -43 a +10 para la deteccién de
una mayor proporcion de canceres. La region de los sitios CpG +13 a +53 se puede usar para detectar cancer, pero también
se puede usar para distinguir un cancer temprano (no metilado) de uno tardio (cancer metilado). Para los ensayos que
utilizan otras muestras, tales como sangre, se prefiere restringir la regién elegida para excluir los sitios CpG -7 a +7 0, méas
preferiblemente los sitios -13 a +8. Por ejemplo, pueden estar presentes células hepéticas en la sangre tomada de un sujeto
gue padece una enfermedad del higado, en cuyo caso, se podria obtener un resultado falso positivo si la region elegida para
la deteccion de la metilacion especifica del cancer incluye sitios CpG -13 a +8.

Ejemplo 2: Disefio y uso de cebadores selectivos para la deteccion de ADN de GST-Pi metilado
Materiales y métodos

Los cebadores de secuencia para la deteccion de secuencias de GST-pi metiladas de tres regiones, a saber, una regién
secuencia arriba del promotor central (cebadores CGPS-5 a 9 y CGPS-11 a 13), una region que abarca parcialmente el
promotor central (cebadores CGPS-1 a 4), y una regiébn mas secuencia abajo del promotor central (cebadores CGPS-21 a
24) se muestran en la Tabla 3 mas adelante.

La secuencia y la derivacion de cebadores para la regidon secuencia arriba se muestran en la Figura 2 (desde el sitio CpG -
43 hasta el sitio CpG +10), que también muestra el polimorfismo comin que abarca el sitio CpG -33 (véase mas arriba la
secuencia (p)). Debajo se muestra la secuencia de la hebra derivada después de la conversion de citosinas en uracilo. La
hebra derivada se muestra ya sea asumiendo que todos los CpG estan metilados (B-M), o que ninguno lo esta (B-U). Por
debajo de esta se muestran cebadores especificos disefiados para amplificar selectivamente la secuencia metilada. Se
puede observar que todos los cebadores estan disefiados para coincidir perfectamente con la plantilla metilada tratada, pero
contienen faltas de coincidencia con la plantilla derivadas del ADN no metilado o el ADN original no tratado. Los cebadores
CGPS-5, 8, 11, 12 y 13 estan disefiados para evitar la region polimérfica y sitios CpG que muestran una menor frecuencia
de metilaciéon en los ADN de cancer de préstata. Las T subrayadas en los cebadores directos (y las A en los cebadores
inversos) se derivan de la conversion con bisulfito de las C y proporcionan la discriminacién contra la amplificacion de ADN
que no se ha convertido de manera eficiente por el tratamiento con bisulfito. Las C en negrita en los cebadores directos (y
las G en los cebadores inversos) hacen parte de los sitios CpG y formaran pares de bases con el ADN derivado de
secuencias metiladas pero forman fastas de correspondencia con el ADN derivado de secuencias no metiladas. Se incluye
redundancia en algunas posiciones, Y (= mezcla de C y T) en cebadores directos y R (= mezcla de A y G) en cebadores
inversos para permitir el emparejamiento independiente del estado de metilacion. Esto puede permitir ciertos sitios donde la
frecuencia de metilacién dentro o entre muestras de tumor es variable (por ejemplo, sitio -14). Los cebadores directos e
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inversos para la amplificacion selectiva especifica de secuencias metiladas de GST-pi se muestran en la Tabla 3 méas
adelante.

Las amplificaciones realizadas para este ejemplo, utilizaron los ADN tratados con bisulfito de una variedad de tejidos y se
utilizaron dos conjuntos de cebadores de PCR. Especificamente, para las reacciones de amplificacién mostradas en la
Figura 4A Panel A (region que cubre el sitio de inicio de la transcripcién), se utilizaron CGPS-1 y 3 como cebadores externos
y CGPS-2 y 4 como cebadores internos. Para las reacciones de amplificacion que se muestran en la Figura 4A Panel By la
Figuras 4B y 4C, el par de cebadores externos, CGPS-5 y CGPS-8 que abarcan la region de sitios CpG -39 a -16, se
utilizaron para la primera ronda de amplificacién, seguido por la segunda ronda de amplificacion con los cebadores CGPS-6
y CGPS-7, lo que resulta en la amplificacion de un fragmento de 140 pb que abarca los sitios CpG -36 a -23. Para las
reacciones de amplificacion que se muestran en las Figuras 5 a 8, el conjunto de cebadores utilizado para la regién
secuencia arriba era el par de cebadores externos, CGPS-5 y CGPS-8, para la primera ronda de amplificaciéon y el par de
cebadores internos, CGPS-11 y CGPS-12 , para la segunda ronda de amplificacion, lo que resulta en la amplificacion de un
fragmento de 167 pb que abarca los sitios CpG -38 a -23.

Para todos los conjuntos de cebadores, se realizaron amplificaciones por PCR en un regulador que consiste en Tris/HCI 67
mM, sulfato de amonio 16,6 mM, 1,7 mg/ml de BSA y MgCl;1,5 mM, preparado en regulador TE (Tris/HCI 10 mM pH 8,8,
EDTA 0,1 mM). Las mezclas de reaccién (50 pl) contenian 200 pM de cada uno de los cuatro dNTP, 6 ng/ml de cada
cebador y 2 unidades de ADN polimerasa AmpliTaq (Perkin Elmer). Para los cebadores CGPS-5 y 8 (primera ronda de
amplificacion), las condiciones del ciclo de PCR fueron 5 ciclos de 60°C 1 min, 72°C 2 min, y 95°C 1 min, seguido por 30
ciclos de 65°C 1 min, 72°C 1,5 min y 95°C 1 min. Las condiciones de amplificacion para los cebadores CGPS-6 y 7
(segunda ronda de amplificacién) fueron 5 ciclos de 65°C 1 min, 72°C 2 min y 95°C 1 min, seguido por 30 ciclos de 65°C 1
min, 72°C 1,5 min y 95°C 1 min. Para los cebadores CGPS-11y 12, las condiciones de amplificacion fueron las mismas que
para los cebadores CGP-6 y 7 excepto porque la temperatura de hibridacion se elevd de 65°C a 70°C. Se usaron 2 pl de las
reacciones de la primera ronda de amplificaciéon en 50 pl de la segunda ronda de reacciones de amplificacion. También se
pueden usar otros reguladores o condiciones de amplificacién por PCR para lograr una eficiencia y especificidad similares.

Resultados y discusion

Para los cebadores que cubren la region promotora central (véase la Figura 4A Panel A), se obtuvo ADN amplificado (véase
la banda sefialada por la flecha) a partir del ADN de control positivo (cdncer B), pero también a partir de ADN de muestras
de tejido de préstata de dos sujetos que no habian sido diagnosticados con cancer de préstata. Las bandas de ADN
amplificado también fueron observadas a partir de ADN aislado de una muestra de médula ésea y sangre, asi como a partir
de ADN aislado de muestras de tejido hepético de sujetos sin cancer de prdstata conocido.

Para la amplificacion secuencia arriba (véase la Figura 4A Panel B), no se obtuvo ADN amplificado a partir de reacciones de
amplificacion llevadas a cabo sobre el ADN aislado de una serie de muestras de tejidos sanos ni de ADN aislado de
muestras de sangre de sujetos sin cancer de préstata conocido; se produjo una banda de ADN amplificado a partir del ADN
de control positivo (cancer B). Sin embargo, aunque las reacciones de amplificacién llevadas a cabo sobre el ADN aislado a
partir de una muestra de tejido normal de préstata no dieron lugar a ADN amplificado, el ADN amplificado fue el resultado de
las mismas reacciones de amplificacion llevadas a cabo sobre el ADN aislado a partir de una muestra de tejido de la
préstata de un sujeto 82 afios de edad sin cancer de préstata conocido. Es posible que este sujeto tuviera céancer de
préstata no diagnosticado. EI ADN aislado de otras cinco muestras de tejido normal de préstata de sujetos sin cancer de
préstata conocido no dio lugar a un producto de ADN amplificado (véase la Figura 4C Panel B).

En la Figura 4B, los resultados de las reacciones de amplificacion por PCR se muestran para muestras de tejido de
pacientes con cancer de pristata: para cada muestra, se aislé el ADN de una region identificada por tener cancer y de otra
region identificada como macroscépicamente normal. En todos los casos, se produjo una banda clara de ADN amplificado a
partir de reacciones de amplificacion llevadas a cabo sobre el ADN de cancer de préstata. Dos de ellos, fueron casos en los
que la proporcién de ADN metilado era insuficiente para ser detectado usando cebadores disefiados para cebar en forma
equivalente en el ADN metilado y no metilado. Para el ADN aislado a partir de tejido macroscépicamente normal, la banda
de ADN amplificado estaba o bien ausente o presente en una cantidad sustancialmente inferior. La presencia de una banda
en algunas muestras "normales" podria derivarse de un bajo nivel de células cancerosas en la muestra.

La amplificacibn de ADN de muestras de sangre obtenidas de la cavidad abdominal durante la cirugia mostr6 que era
posible detectar secuencias metiladas de GST-Pi en una cantidad de ellas. Las muestras de sangre periférica aisladas a
partir de tres pacientes con enfermedad metastasica conocida (véase la Figura 4C Panel B) demostr6 la presencia de
secuencias metiladas de GST-pi que pueden ser amplificadas.

Productos de ADN amplificados también se produjeron a partir de la amplificacion de ADN aislado de las lineas celulares de
cancer de préstata LNCaP y DU145, pero no de la serie PC-3 de las lineas celulares. Este ultimo resultado podria ser
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debido a un bajo nivel de metilacién en la regién promotora secuencia arriba en células PC-3, pero un factor importante que
contribuye es probable que sea una falta de cebado por parte el cebador CGPS-6 ya que PC-3 sélo contiene la variante
alélica del gen para la GST-Pi. También se detectaron secuencias metiladas de GST-pi en el ADN aislado a partir de
algunas lineas celulares derivadas de tumores de origen no prostatico: HelLa, un carcinoma cervical, y HepG2, un carcinoma
de higado (véase la Figura 4C Panel B).

Se aisl6 el ADN a partir del fluido seminal (véase la Figura 5) de 3 pacientes con cancer de prostata (C) y de 5 sujetos sin
céancer de prostata conocido (N), se lo tratd con bisulfito y se amplificé usando cebadores CGPS-5 y 8 seguido por CGPS-6
y 7. Los productos de ADN amplificados se obtuvieron a partir de los tres ADN cancerosos. Una de las cinco muestras de
sujetos sin cancer de prostata diagnosticado también dio lugar a un producto de ADN amplificado, pero no esta claro si esto
representa un falso positivo o un caso de cancer de prostata no diagnosticado en el sujeto en particular.

El uso del cebador CGPS-11 evita la hibridacion a través de la secuencia polimorfica en el sitio CpG -33, y se encontré que
la combinacién de CGPS-5 y 8 como cebadores externos seguida por CGPS-11 y 12 como cebadores internos produce una
amplificacion eficaz del ADN de céncer de préstata. En un primer experimento (véase la Figura 6), se extrajo ADN de las
regiones de portaobjetos con tejido fijado que han sido identificados ya sea por ser cancerosas o estar enfermas con
hiperplasia benigna (HPB). Se aisl6 el ADN incubando el material raspado en 400 pl de clorhidrato de guanidina 7M, EDTA 5
mM, Tris/HCI 100 mM pH 6,4, 1% de Triton-X100, 50 mg/ml de proteinasa K y 100 mg/ml de ARNt de levadura. Después de
la homogeneizacion, se incubaron las muestras durante 48 horas a 55°C, después se sometieron a cinco ciclos de
congelacion/descongelacion de hielo seco durante 5 min/95°C durante 5 min. Después de agitacion tipo vortice y
centrifugaciéon durante 2 min en una microcentrifuga, se diluyeron luego los sobrenadantes tres veces, se extrajo con fenol/
cloroformo y se precipité con etanol. El ADN aislado de las muestras de 6 pacientes con cancer y 4 con HPB se amplificaron
ya sea con cebadores no selectivos para la region promotora central (es decir, la amplificacion por PCR de control con GST-
9y 10 seguida por GST-11y 12) o cebadores selectivos de CG (es decir, amplificacion selectiva por PCR con CGPS-5y 8
seguida por CGPS-11y 12). Las amplificaciones por PCR de control demostraron la presencia de ADN amplificable en todas
las muestras. Usando los cebadores selectivos de CG, se obtuvieron Gnicamente productos de ADN amplificados de los
ADN cancerosos. Los niveles de PSA (antigeno prostatico especifico) de estos pacientes oscilaron desde 4 hasta 145 ng/
ml. Para los pacientes con HBP, los niveles de PSA oscilaron desde 2,3 hasta 25 ng/ml.

En otros experimentos, las células de cancer de prostata se enriquecieron primero a partir de muestras de sangre usando
anticuerpos acoplados a perlas magnéticas seguidos por el aislamiento del ADN, modificacion con bisulfito y amplificacién
por PCR. El aislamiento de las células se logré utilizando anti-células epiteliales Dynabeads (Dynal Prod. No. 112.07)
esencialmente como lo describe el fabricante. Las perlas magnéticas se recubrieron con el anticuerpo anti-epitelial mAb Ber-
EP4 (22). Alternativamente, se podrian haber utilizado perlas magnéticas acopladas con anticuerpos especificos para el
dominio extracelular del antigeno de membrana especifico de la prostata (23). Se diluyo la sangre entera 1:1 con solucién
salina regulada con fosfato de Dulbecco (PBS) que contenia EDTA 10 mM y 40 pl de perlas magnéticas prelavadas
adicionales. Las células se incubaron a 4°C en una plataforma giratoria durante 30 min y luego se recogieron las perlas en el
costado del tubo utilizando un dispositivo magnético de separacion de células durante 4 min. Se aspiré luego
cuidadosamente el sobrenadante y se resuspendieron las perlas en la solucién de lavado (PBS que contenia 0,5% de
albumina de suero bovino). Se recolectaron luego nuevamente las perlas en el costado del tubo usando un iméan y se aspird
cuidadosamente el sobrenadante antes de realizar un lavado adicional con el resto del tubo colocado en el dispositivo de
separacion magnética y se aspir0 el sobrenadante. Se resuspendieron luego las perlas en regulador para aislamiento de
ADN (Tris/HCI 100 mM pH 8, EDTA 25 mM, 1% de Sarkosyl, 200 mg/ml de proteinasa K), se incub6 durante al menos 2 h a
37°C y se recuperd el ADN mediante extraccion con fenol/cloroformo y precipitacién con etanol. EI ADN fue finalmente
sometido a tratamiento con bisulfito y amplificacion por PCR.

La sensibilidad de este método fue probado mediante la siembra de diferentes cantidades de células de una linea celular de
cancer de prostata, LNCaP, en sangre normal. Como se muestra en la Figura 7A, la presencia de 20 células o méas en 0,5
ml de sangre se podria detectar de forma confiable. El experimento mostrado en la figura 7B mostr6 que las muestras de
sangre que contenian células LNCaP podrian ser almacenadas a temperatura ambiente 0 a 4°C por hasta 24 horas sin
pérdida de sensibilidad.

Usando captura con perlas magnéticas seguido por el tratamiento con bisulfito y la amplificacion selectiva por PCR, también
se analizaron muestras de sangre de pacientes y los resultados de un conjunto de éstas se muestran en la Figura 8. Estas
incluyen muestras de sangre de sujetos normales sin ninguna enfermedad conocida de la prostata, de pacientes con
hiperplasia benigna (HPB) de la prostata y de pacientes con céncer de prostata confirmado histolégicamente. Las
amplificaciones por PCR de control (panel superior) usaron cebadores que amplifican tanto secuencias de GST-Pi metiladas
como no metiladas. Las amplificaciones utilizando cebadores selectivos para CG se muestran en el panel inferior. Las
amplificaciones de control positivo (LNCaP (L) y PC3 (P)) se muestran en los paneles de cancer y las amplificaciones de
control negativo se muestran en los paneles normales y de cancer.
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La Tabla 4 méas adelante resume los resultados de las pruebas de ADN a partir de muestras de sangre de pacientes usando
un protocolo de amplificacion por PCR selectivo para CG con perlas magnéticas. No se obtuvieron productos de ADN
amplificados a partir de ADN aislado de los sujetos de control normales, y s6lo ADN aislado de uno de 18 pacientes
diagnosticados histolégicamente por tener HPB produjo productos de ADN amplificados (este paciente tenia un nivel de
PSA en la sangre de 17 ng/ml). De los pacientes con cancer de prostata confirmado, el ADN aislado de 17 de 24 pacientes
(70%) fueron positivos por PCR (es decir, resultaron en la produccion de ADN amplificado), lo que indica la presencia de
células de cancer de préstata en la sangre. Para los pacientes catalogados clinicamente como Ay B, (es decir, enfermedad
confinada a la préstata), se detectaron células cancerosas en la sangre en 6 de los 10 casos. Para 9 pacientes con
enfermedad localmente invasiva (Etapa C) o metastasica (Etapa D), se detectaron células cancerosas en la sangre en cada
caso.

Dado que se encontr6 que la linea celular de cancer de higado HepG2 contenia secuencias metiladas de GST-Pi, también
se examinaron muestras de ADN aisladas de tejido canceroso de higado. EI ADN aislado a partir de 20 muestras de cancer
de higado fue tratado con bisulfito y amplificado utilizando los pares de cebadores CGPS-5y 8 y CGPS-11 y 12 (véase la
Figura 9). 14 de las 20 muestras fueron positivas por PCR. Por otro lado, no se produjeron productos de ADN amplificados a
partir de ADN aislado de 2 pacientes sin cancer de higado (véase la Figura 4 y datos no mostrados). Se demostré que el
ADN aislado de tejido de higado normal estaba parcialmente metilado en la region del sitio de inicio de la transcripcién
(sitios CpG -7 a +7, véase la Figura 3B). El andlisis de muestras adicionales de ADN de higado normal ha demostrado que
el nivel de metilacion es variable y puede incluir sitios CpG de -13 a +8. Los pares de cebadores utilizados aqui abarcan los
sitios CpG -39 a -16, secuencia arriba de la region de metilacion observada en ADN de higado normal.

Los resultados anteriores muestran que los diferentes conjuntos de cebadores disefiados para hibridar el promotor central
del gen para la GST-Pi o la regién secuencia arriba del promotor central, pueden amplificar de manera confiable el ADN
tratado con bisulfito que ha sido aislado a partir de células de cancer de préstata. Sin embargo, los cebadores disefiados
para hibridar con el promotor central son menos selectivos ya que los ADN aislados a partir de una serie de muestras de
tejido normal resultan en productos de ADN amplificados. Por lo tanto, los cebadores disefiados para hibridar con regiones
gue se encontré que no estaban metiladas en el ADN de tejidos normales, es decir, la regidon secuencia arriba que abarca
los sitios CpG -45 a -8 y la region secuencia abajo del promotor que abarca los sitios CpG +8 a +53, son las preferidas para
los ensayos de pronoéstico o diagnéstico de cancer de prostata. Adicionalmente, los cebadores disefiados para hibridarse
con esta ultima region también pueden ser Utiles para discriminar entre el cAncer de préstata temprano y tardio.

Ejemplo 3: Confirmacion de una amplificacién correcta

Las sondas de oligonuclettidos especificos descritos a continuacion se puede utilizar para confirmar que cualquiera de los
productos de ADN amplificados resultantes de la etapa de amplificacion del ensayo son debidos a ADN en el que todas las
citosinas no metiladas habian sido convertidas a uracilos. Aquellas para la region de la PCR secuencia arriba se puede
utilizar con productos de ADN amplificados a partir de todas las combinaciones de los cebadores CGP-5, 6, 11,7a 9, 12 y
13 directos e inversos. Aquellos para la region de la PCR secuencia abajo se puede utilizar con productos de ADN
amplificados de los cebadores CGP-21 a 24. Una version biotinilada del oligonucle6tido especifico para la conversiéon
también se puede utilizar para la captura selectiva y especifica de la solucién de los productos de ADN amplificados
generados utilizando estos pares de cebadores, o el oligonucledtido apropiadamente marcado se puede utilizar para el
seguimiento en tiempo real de la amplificacion de un fragmento especifico de PCR. Los productos de ADN amplificados a
partir de la amplificacion por PCR de ADN tratado con bisulfito habitualmente tienen una hebra que contiene una proporcién
muy alta de nucleétidos de timina y la otra hebra que contiene una proporcién muy alta de nucleétidos de adenina. Debido a
esto, es posible utilizar oligo dT (u oligo dA) como un oligonucle6tido especifico de la conversion genérica, siendo las
condiciones de hibridacién diferentes para optimizar la discriminacion de ADN convertido y no convertido para cada
fragmento de PCR.

Regién de la PCR secuencia arriba:

Oligonucleétido de conversién:

HybC5: 5-AAACCTAAAAAATAAACAAACAA (SEQ ID NO: 17) Oligonucleétido que no es de conversion:
HybU5: 5-GGGCCTAGGGAGTAAACAGACAG (SEQ ID NO: 18) Oligonucleétido neutro de conversion:
HybN5: 5-CCTTTCCCTCTTTCCCARRTCCCCA (SEQ ID NO: 19)

Region de la PCR secuencia abajo:

Oligonucleétido de conversién:
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HyBC3: 5-TTTGGTATTTTTTTTCGGGTTTTAG (SEQ ID NO: 20)

Oligonucledtido que no es de conversion:

HybU3: 5-CTTGGCATCCTCCCCCGGGCTCCAG (SEQ ID NO: 21) Oligonucle6tido neutro de conversion:
HybN3: 5-GGYAGGGAAGGGAGGYAGGGGYTGGG (SEQ ID NO: 22)

Para demostrar la selectividad de tales hibridaciones, se transfirieron una serie de ADN a membranas de nailon y se
hibridaron con sondas de oligonucleétidos especificas de conversion y no de conversion para la region de PCR secuencia
arriba, asi como un oligonucleétido de control. Los ADN incluyen:

(i) los productos de la PCR clonados individuales de la amplificacion de la regién secuencia arriba que contenia diferentes
cantidades de citosinas convertidas en la regién complementaria a la sonda (véase la Figura 10, donde se muestra el
numero de citosinas convertidas, de cada 10, (columna 1 y 2 manchas superiores de la columna 2), n6tense bien los dos
clones que contienen 10/10 bases extremas adyacentes y que no contienen las secuencias complementarias al
oligonucledtido de control); y

(i) los productos de la PCR de pacientes con cancer y pacientes con hiperplasia benigna que habian sido amplificados a
partir de ADN tratado con bisulfato usando cebadores selectivos para CG (CGPS-5 y 8, seguidos por CGPS 11 y 12) (véase
la Figura 10, donde estos son etiquetados como muestras de cancer 1 a 4 (parte inferior de la columna 2) y muestras de
HPB 1 a 4 (columna 3)).

Las hibridaciones con sondas de oligonucleétidos con quinasa se realizaron en regulador Express-Hyb (Clontech) a 45°C
durante dos horas seguido por cuatro lavados de 20 min en 2X SSC, 0,1% de SDS a 45°C antes del andlisis de la placa de
fésforo fotoestimulable.

Las hibridaciones con las sondas de oligonucleétidos de control proporcionan una estimacion de la cantidad de ADN en la
muestra. Como era de esperar, ninguna de las amplificaciones por PCR de muestras de HPB produjo un producto
significativamente detectable, mientras que 3 de 4 muestras de cancer produjeron una sefial fuerte y una muy débil.

Las hibridaciones con la sonda especifica de conversiébn mostraron una clara sefial para los ADN del plasmido que
coincidian con la sonda perfectamente y para las 3 muestras de cancer para las que existia una hibridacién mas fuerte con
la sonda de oligonucle6tido de control. La cuarta muestra de cancer que produjo una sefial muy débil con el oligonucle6tido
de control fue apenas detectable con la sonda especifica de conversién. Esto podria haber sido debido al bajo nivel de ADN
0, posiblemente, la presencia de moléculas de ADN parcialmente convertidas. Ninguno de los clones de plasmidos que
tenian fastas de correlacion con la sonda de conversion especifica produjo una sefial significativa. La sonda para el ADN no
convertido hibrid6 claramente con los ADN plasmidicos que tenian 0, 1 o 2 bases convertidas, pero no con muestras que
tenian 8 o 10 bases convertidas. Las hibridaciones también indicaron que habia un bajo nivel de amplificacion de ADN no
convertido en dos muestras de HPB y una de cancer (en este Ultimo caso no habia una fuerte sefial de la sonda para el
ADN totalmente convertido, lo que indica que el producto de la PCR se deriva principalmente de DNA apropiadamente
convertido).

Los resultados muestran que oligonucledtidos del tipo utilizado aqui puede discriminar entre moléculas que han sido
convertidas de manera eficiente por bisulfito y aquellas que no. Pueden ser utilizados en una serie de formatos para la
deteccién de los productos de la PCR o antes de la PCR u otros métodos de deteccién para seleccionar las moléculas
convertidas eficientemente de la region objetivo de la poblacién total de ADN. El mismo enfoque se puede utilizar con
cebadores que distinguen los ADN metilados CpG (o sus derivados que contienen las C) a partir de los ADN no metilados
(que contienen U o sus derivados que contienen T).
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Tabla 3
Directo ) Sitios
Cebador o Secuencia del cebador (5'-3") Coordenadas CpG
INverso

CGPs-1 | F CGCGAGGTTITTCGITGGAGTTTCGICGTC (SEQ ID NO: 1) 12101238 f3a

cGPs2 | F CGITATTAGTGAGTACGCGCGGITC (SEQ ID NO: 2) 12471271 :g' a

CGPs3 | R TCCCATCCCTCCCCGAAACGCTCCG (SEQ ID NO: 8) 14281452 :% a
CGPS4 | R GAAACGCTCCGAACCCCCTAAAAACCGCTAACG (SEQ ID NO: 9) | 1406-1438 :%g a
CGPS5 | F YGGTTTTAGGGAATTTITTITCGC (SEQ ID NO: 3) 894-917 5379 a-
CGPS6 | F YGGYGYGTTAGTTYGTTGYGTATATTTC (SEQ ID NO: 4) 925952 5316 a-
CGPS11 | F GGGAATTTTTTTTCGCGATGTITYGGCGC (SEQ ID NO: 5) 902-930 Soa-
CGPS7 | R CRCCCTAAAATCCCCRAAATCRCCGCG (SEQ ID NO: 10) 1038-1064 2273 a-
CGPs8 | R ACCCCRACRACCRCTACACCCCRAACGTCG (SEQ ID NO: 11) 1077-1106 '2116 a-
cePs9 | R CTCTTCTAAAAAATCCCRCRAACTCCCGCCG (SEQ ID NO: 12) 1113-1143 1152 a-
CGPS12 | R AAAACRCCCTAAAATCCCCGAAATCGCCG (SEQ ID NO: 13) 1040-1068 '2263 a-
CePs13 | R AACTCCCRCCGACCCCAACCCCGACGACCG (SEQ ID NO: 14) 1094-1123 '1184 a-
CGPS21 | F TTTTTAGGGGGTTYGGAGCGTTTC (SEQ ID NO: 6) 14151438 ’;g a
cGPS22 | F GGTAGGTTGYGTTTATCGC (SEQ ID NO: 7) 1473-1491 :gg a
CGPs23 | R AAAAATTCRAATCTCTCCGAATAAACG (SEQ ID NO: 15) 16401666 | To0°
CGPS24 | R AAAAACCRAAATAAAAACCACACGACG (SEQ ID NO: 16) 1676-1703 :gg a

Listados de secuencias:

Tabla 4
Ensayo negativo | Ensayo positivo

Sujetos normales 10 0
Hiperplasia benigna 17 1
Cancer (total) 7 17
Etapa A 1 3

Etapa B 3 3

Etapa C 0 2

Etapa D 0 7

Etapa no definida 3 2

Solicitante: Commonwealth Scientific and Industrial Research Organisation
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Titulo: Ensayo diagnéstico

Numero de la solicitud anterior: PP3129. Fecha de presentacién de la solicitud anterior: 1998-04-23

Numero de la SEQ ID NO: 59

Software: Patentln Ver. 2.1

SEQ ID NO: 1

Longitud: 29

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 1

cgcgaggttt tcgttggagt ttcgtegtc

SEQ ID NO: 2

Longitud: 25

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 2
cgttattagt gagtacgcgc ggttc

SEQ ID NO: 3

Longitud: 24

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 3
yggttttagg gaattttttt tcgc

SEQ ID NO: 4

Longitud: 28

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 4

yggygygtta gttygttgyg tatatttc

SEQ ID NO: 5

Longitud: 29

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 5

gggaattttt titcgcgatg tttyggege

SEQ ID NO: 6

Longitud: 24

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 6
tttttagggg gttyggagcg tttc

SEQ ID NO: 7

Longitud: 19

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

29
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Secuencia: 7
ggtaggttgy gtttatcgc 19

SEQ ID NO: 8

Longitud: 27

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 8
aaaaattcra atctctccga ataaacg

SEQ ID NO: 9

Longitud: 27

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 9
aaaaaccraa ataaaaacca cacgacg

SEQ ID NO: 10

Longitud: 25

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 10
tcccatecct ccccgaaacg cteeg

SEQ ID NO: 11

Longitud: 33

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 11
gaaacgctcc gaacccccta aaaaccgcta acg

SEQ ID NO: 12

Longitud: 27

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 12
crccctaaaa tcececraaat crecgeg

SEQ ID NO: 13

Longitud: 30

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 13
accccracra ccrctacacc ccraacgtcg

SEQ ID NO: 14

Longitud: 31

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 14
ctcttctaaa aaatcccrer aactcccgec g

SEQ ID NO: 15

ES 2537423 T3
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Longitud: 29
Tipo: ADN
Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 15
aaaacrccct aaaatccccg aaatcgecg 29

SEQ ID NO: 16

Longitud: 30

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 16
aactcccrec gaccccaacc ccgacgaccg 30

SEQ ID NO: 17

Longitud: 23

Tipo: ADN

Organismo: Secuencia Artificial

Caracteristica:
Otra informacion: Descripcion de la secuencia artificial
Oligonucleétido que se une al gen para la GST-Pi humana convertido con bisulfito

Secuencia: 17
aaacctaaaa aataaacaaa caa 23

SEQ ID NO: 18

Longitud: 23

Tipo: ADN

Organismo: Secuencia Artificial

Caracteristica:
Otra informacion: Descripcion de la secuencia artificial
Oligonucledtido que se une al gen para la GST-Pi humana no convertido

Secuencia: 18
gggcctaggg agtaaacaga cag 23

SEQ ID NO: 19

Longitud: 25

Tipo: ADN

Organismo: Secuencia Artificial

Caracteristica:
Otra informacion: Descripcion de la secuencia artificial
Oligonucleétido que se une al gen para la GST-Pi humana

Secuencia: 19
cctttcectc tttcccarrt cccca 25

SEQ ID NO: 20

Longitud: 25

Tipo: ADN

Organismo: Secuencia Artificial

Caracteristica:
Otra informacion: Descripcion de la secuencia artificial
Oligonucleétido que se une al gen para la GST-Pi humana convertido con bisulfito

Secuencia: 20
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tttggtattt tttttcgggt tttag 25

SEQ ID NO: 21

Longitud: 25

Tipo: ADN

Organismo: Secuencia Artificial

Caracteristica:
Otra informacion: Descripcion de la secuencia artificial
Oligonucleétido que se une al gen para la GST-Pi humana no convertido

Secuencia: 21
cttggcatcc tcceeecgggce tecag 25

SEQ ID NO: 22

Longitud: 26

Tipo: ADN

Organismo: Secuencia Artificial

Caracteristica:
Otra informacion: Descripcion de la secuencia artificial
Oligonucleétido que se une al gen para la GST-Pi humana

Secuencia: 22
ggyagggaag ggaggyaggg gytggg 26

SEQ ID NO: 23

Longitud: 31

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 23
ttatgtaata aatttgtata ttttgtatat g 31

SEQ ID NO: 24

Longitud: 25

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 24
tgtagattat ttaaggttag gagtt 25

SEQ ID NO: 25

Longitud: 27

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 25
aaacctaaaa aataaacaaa caacaaa 27

SEQ ID NO: 26

Longitud: 29

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 26
aaaaaacctt tccctctttc ccaaatccc 29

SEQ ID NO: 27

Longitud: 27
Tipo: ADN
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Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 27
tttgttgttt gtttattttt taggttt

SEQ ID NO: 28

Longitud: 26

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 28
gggatttggg aaagagggaa aggttt

SEQ ID NO: 29

Longitud: 24

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 29
actaaaaact ctaaacccca tcce

SEQ ID NO: 30

Longitud: 24

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 30
aacctaatac taccttaacc ccat

SEQ ID NO: 31

Longitud: 33

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 31

aatcctcttc ctactatcta tttactccct aaa

SEQ ID NO: 32

Longitud: 29

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 32

aaaacctaaa aaaaaaaaaa aaacttccc

SEQ ID NO: 33

Longitud: 29

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 33
ttggttttat gttgggagtt ttgagtttt

SEQ ID NO: 34

Longitud: 29

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 34
ttttgtgggg agttggggtt tgatgttgt

ES 2537423 T3
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SEQ ID NO: 35

Longitud: 29

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 35
ggotttagagt ttttagtatg gggttaatt

SEQ ID NO: 36

Longitud: 20

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 36

tagtattagg ttagggtttt 20
SEQ ID NO: 37

Longitud: 29

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 37
aactctaacc ctaatctacc aacaacata

SEQ ID NO: 38

Longitud: 29

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 38
caaaaaactt taaataaacc ctcctacca

SEQ ID NO: 39

Longitud: 32

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 39
gttttgtggt taggttgttt tttaggtgtt ag

SEQ ID NO: 40

Longitud: 30

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 40
gttttgagta tttgttgtgt ggtagttttt

SEQ ID NO: 41

Longitud: 30

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 41
ttaatataaa taaaaaaaat atatttacaa

SEQ ID NO: 42

Longitud: 34

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 42

29
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caacccccaa tacccaaccc taatacaaat actc 34

SEQ ID NO: 43

Longitud: 26

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 43
ggttttagtt tttggttgtt tggatg 26

SEQ ID NO: 44

Longitud: 26

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 44
tttttttgtt tttagtatat gtgggg 26

SEQ ID NO: 45

Longitud: 30

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 45
atactaaaaa aactattttc taatcctcta 30

SEQ ID NO: 46

Longitud: 29

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 46
ccaaactaaa aactccaaaa aaccactaa 29

SEQ ID NO: 47

Longitud: 38

Tipo: ADN

Organismo: Secuencia Artificial

Caracteristica:
Otra informacion: Descripcion de la secuencia artificial: oligonucle6tido de GST-Pi humana M13

Secuencia: 47
tgtaaaacga cggccagtgg gatttgggaa agagggaa 38

SEQ ID NO: 48

Longitud: 38

Tipo: ADN

Organismo: Secuencia Artificial

Caracteristica:
Otra informacion: Descripcion de la secuencia artificial: oligonucleétido de GST-Pi humana M13

Secuencia: 48
tgtaaaacga cggccagttg ttgggagttt tgagtttt 38

SEQ ID NO: 49

Longitud: 31

Tipo: ADN

Organismo: Secuencia Artificial
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Caracteristica:
Otra informacion: Descripcion de la secuencia artificial: oligonucle6tido de GST-Pi humana M13

Secuencia: 49
tgtaaaacga cggccagtta gtattaggtt a 31

SEQ ID NO: 50

Longitud: 37

Tipo: ADN

Organismo: Secuencia Artificial

Caracteristica:
Otra informacion: Descripcion de la secuencia artificial: oligonucle6tido de GST-Pi humana M13

Secuencia: 50
tgtaaaacga cggccagtgt tttgagtatt tgttgtg 37

SEQ ID NO: 51

Longitud: 35

Tipo: ADN

Organismo: Secuencia Artificial

Caracteristica:
Otra informacion: Descripcion de la secuencia artificial: oligonucleétido de GST-Pi humana M13

Secuencia: 51
tgtaaaacga cggccagtgt ttttagtata tgtgg 35

SEQ ID NO: 52
Longitud: 499

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 52

tgcagatcac ctaaggtcag gagttcgaga ccagcccggc caacatggtg aaaccccgtce
tctactaaaa atacaaaaat cagccagatg tggcacgcac ctataattcc acctactcgg
gaggctgaag cagaattgct tgaacccgag aggcggaggt tgcagtgagc cgecgagatc
gcgccactge acteccagcct gggccacagc gtgagactac gtcataaaat aaaataaaat
aacacaaaat aaaataaaat aaaataaaat aaaataaaat aataaaataa aataaaataa
aataaaataa aataaaataa agcaatttcc tttcctctaa gcggcctceca cccctctccc
ctgccectgtg aagegggtgt gcaagctccg ggatcgcage ggtcttaggg aatttcccce
cgcgatgtcc cggcgegcca gttegetgeg cacacttege tgcggtecte ttectgetgt

ctgtttactc cctaggccc

SEQ ID NO: 53
Longitud: 316

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 53
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gggacctggg aaagagggaa
agggcgcecce tctgeggecg
gagtccgcgg gaccctecag
gggcgdgacc acccttataa
gcagtcttcg ccaccagtga
cccagcatgg ggccaa 316
SEQ ID NO: 54
Longitud: 603
Tipo: ADN
Organismo: Homo sapiens
Secuencia: 54
cagcatcagg cccgggctcce
cctaggggac ccaggacgtce
cggggaggga tgggaccccg
gcatcctcce écgggctcca
tggtctattt cccagttcga
ggggctgcag cccacagcecc
tcgtgtggct tttacccegg
cccgecccag tgttgtgtga
tcctgaccce tcececgggtt
tctccetecce cgecaggeccge
gct
SEQ ID NO: 55
Longitud: 266
Tipo: ADN
Organismo: Homo sapiens
Secuencia: 55
gctctgagca cctgctgtgt
tcccagyctg gggctcécag
atcaggcgcc cagtcacgceg
gaccagcagg aggcagccct
aaatacatct ccctcatcta
SEQ ID NO: 56

Longitud: 287

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 56

ES 2537423 T3

aggcttecccc

acgcccgggyg

aagagcggcc

ggctcggagg

gtacgcgcegg

cggcagggct
cccagtgeccg
ggggcgggga
gcaaactttt
ggtaggagca
ctcgcccecacce
gcctecttcece
aatcttcgga
gctgcgaggce
tgcgeggcecce

ggcagtctct
acagccccect
gcectgetccce

ggtggacatg

caccaa

ggccagctgc
tgcagcggcc
ggcgccgtga
ccgcgaggcce

ccegegtecee

cctegccecac
ttagcggctt
gggggggcag
ctttgttcgce
tgtgtctgge
cggagagatc
tgttccecege
ggaacctgtt
ggagtcggcec
tgcgcatgcet

catccttcca
ggttggccca
ctccacccaa

gtgaatgacg

28

gcggcgactc
gccggggcetg
ctcagcactg
ttcgctggag

cggggatggg

ctcgagaccc
teagggggcec
gctgecgetcea
tgcagtgccg
agggaaggga
cgaaccccct
ctctcecegec
tacctgttce

cggtccceccac

gctggcagat

cgcacatcct
tccccagtga
ccececagggcet

gcgtggagga

cggggactcc
gggccggcgyg
gggcggagcg
tttcgeegee

gctcagagct

60
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240
300

gggacggggg
cggagcgcct
ccgegecttg
ccctacaccg
ggcaggggcet
tatccctecg
atgcctgctce
ctccctgcac

atctcgtact

cagggccaga
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cttecccectee
ctgtgtgttg
ctatgggaag

cctécgctgc
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tcccectget
tggcctcecce
ggggactctg
agagagctac

gtcggtggga

ctcagcatat
tgagtacgtg
agcgggaggc
tatgagcact

gggcagagca
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gtggggcgec
aacctcccca
agagtttgcc
gtgtttcctg

gaggactaga

SEQ ID NO: 57
Longitud: 524

Tipo: ADN
Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 57

ataaaataaa ataaaataaa ataaagcaat

tccectgecee

tgtgaagcgg gtgtgcaagc

ccecegegat gtcccggege gecagttege

ctgtctgttt actccctagg cccecgcectggg

ccagctgege ggcgactceg gggactccag

cagcggcecge cggggctggg gccggcggga
gcggagcggg

tcgccgecege

cgccgtgact cagcactggg

gcgaggectt cgctggagtt

cgcgtccececg gggatggggce tcagagctcc
SEQ ID NO: 58

Longitud: 524

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 58

ataaaataaa
ttttttgttt
tttttgtgat
ttgtttgttt
ttagttgtgt
tagtggttgt
tgttgtgatt
gtgaggtttt
tgtgtttttyg

ataaaataaa
tgtgaagtgg
gttttggtgt
attttttagg
ggtgattttg
tggggttggg
tagtattggg
tgttggagtt
gggatgggygt

ataaagtaat
gtgtgtaagt
gttagtttgt
ttttgttggg
gggattttag
gttggtggga
gtggagtggg
ttgttgttgt
ttagagtttt

SEQ ID NO: 59
Longitud: 524

Tipo: ADN
Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 59

tcagtgcccg
tcaatggcaa
ttcctttete

ggacggggcet

aaacagctcc

ttcctttect
tccgggatceg
tgcgcacact
gacctgggaa
ggcgceccecctce
gtccgceggga
gcgggaccac
agtcttcgcec

cagcatgggg

ttettttttt
tttgggattg
tgtgtatatt
gatttgggaa
ggtgttttet
gtttgtggga
gtgggattat
agtttttgtt

tagtatgggg

29

gcccaagcte
cgggaaacag
caggaccaat
taggggttct

tccagcea

ctaagcggcec
cagcggtcett
tcgetgeggt
agagggaaag
tgcggecgac
ccctccagaa
ccttataagg
accagtgagt

CcCaa

ttaagtggtt
tagtggtttt
ttgttgtggt
agagggaaag
tgtggttgat
ttttttagaa
ttttataagg
attagtgagt

ttaa

tccaccectce
agggaatttc
cctcttcctg
gctteccecegyg
gcceggggtyg
gageggcecgg
ctecggaggce

acgcgeggec

aaggccttcce
tgagggttgg
aaaatttcta

cagcctcgag
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524

tttatttttt
agggaatttt
tttttttttg
gtttttttgg
gtttggggtyg
gagtggttgg
tttggaggtt
atgtgtggtt
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ataaaataaa
ttttttgttt
ttttcgcgat
ttgtttgttt
ttagttgcgce
tagcggtcgt
cgtcgtgatt
gcgaggtttt

cgegtttteg

ataaaataaa
tgtgaagegy
gtttcggcgc
attttttagg
ggcgatttcg
cggggttggg
tagtattggg
cgttggagtt

gggatggggt
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ataaagtaat
gtgtgtaagt
gttagttcgt
tttcgttggg
gggattttag
gtcggeggga
gcggagcggyg
tegtegtegt
ttagagtttt

ttttettttt
ttcgggatcy
tgcgtatatt
gatttgggaa
ggcgtttttt
gttegeggga
gcgggattat
agttttcgtt

tagtatgggg

30

ttaagcggtt
tagcggtttt
tcgttgeggt
agagggaaag
tgcggtcgac
ttttttagaa
ttttataagg
attagtgagt
ttaa

tttatttttt
agggaatttt
tttttttttg
gttttttegg

gttcggggtg
gagcggtegg
ttcggaggtce

acgcgcggtt

60
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Reivindicaciones

1. Un ensayo de diagnostico o de prondstico para el cancer de prostata en un sujeto, dicho cancer de prostata caracterizado
por metilacién anormal de la citosina en un sitio dentro de la region del gen para la glutation S-transferasa humana (GST) Pi
definido por uno cualquiera de los sitios CpG +1 a +33, en donde dicho ensayo comprende las etapas de:

(i) aislar el ADN de dicho sujeto, y

(i) determinar la presencia de metilacién anormal de la citosina en un sitio individual dentro de la regién del gen para la
GST-Pi humana definido por uno cualquiera de los sitios CpG +1 a +33.

2. El ensayo de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la region del gen para la GST-Pi dentro de la cual se determina la
presencia de citosina metilada en un sitio individual es la regién definida por cualquiera de los sitios CpG +9 a +33.

3. El ensayo de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en donde antes de la etapa de determinacion, se trata el ADN aislado de
tal manera que las citosinas no metiladas se convierten en uracilo u otro nucleétido capaz de formar un par de bases con
adenina mientras que las citosinas metiladas permanecen sin cambios o se convierten en un nucleétido capaz de formar un
par de bases con la guanina.

4. El ensayo de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde el tratamiento del ADN aislado implica hacer reaccionar el ADN
aislado con bisulfito.

5. El ensayo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la etapa de determinacién implica la
hibridacion selectiva de una(s) sonda(s) de oligonucledétido / polinucleétido / acido péptido-nucleico (PNA).

6. El ensayo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde dicho ADN se aisla a partir de células
de tejido, sangre (incluyendo suero y plasma), semen, orina o linfa.

7. El ensayo de diagnéstico o prondéstico para el cancer de préstata en un sujeto de acuerdo con la reivindicacion 1, en
donde la etapa (ii) de dicho ensayo comprende las etapas de:

(a) exponer dicho ADN aislado a los reactivos y condiciones para la amplificacion de una regién objetivo del gen para la
GST-Pi humana que incluye un sitio individual en el cual ocurre la metilacién anormal de citosina caracteristica de cancer de
préstata, siendo la amplificacion selectiva ya que so6lo se amplifica la region objetivo si dicho sitio en el cual ocurre la
metilacion anormal de citosina esta metilado, y

(b) determinar la presencia de ADN amplificado,

en donde la etapa de amplificacion (a) se utiliza para amplificar una regién objetivo dentro de la regién del gen para la GST-
Pi humana definida por cualquiera de los sitios CpG +1 a +33, y

en donde antes de la etapa de amplificacion (a) se trata el ADN aislado de tal manera que las citosinas no metiladas se
convierten en uracilo u otro nucledtido capaz de formar un par de bases con adenina, mientras que las citosinas metiladas
permanecen sin cambios o se convierten en un nucleétido capaz de formar un par de bases con la guanina.

8. El ensayo de acuerdo con la reivindicacion 7, en donde la etapa de amplificacién implica la amplificacion mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

9. El ensayo de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde dicha amplificacién por PCR utiliza un cebador inverso que
incluye guanina en al menos un sitio por lo que, después de la hibridacion del cebador inverso con el ADN tratado, dicha
guanina o bien formara un par de bases con una citosina metilada (u otro nucleétido al cual ha sido convertida la citosina
metilada a través de dicho tratamiento) si estd presente, o formara una falta de correspondencia con uracilo (o otro
nucle6tido al cual ha sido convertido la citosina no metilada a través de dicho tratamiento).

10. El ensayo de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde dicha amplificacion por PCR utiliza un cebador directo que
incluye citosina en uno sitio correspondiente a un nucleétido citosina que estad anormalmente metilado en el ADN.

11. El ensayo de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde los cebadores son de 12 a 30 nucle6tidos de longitud.

12. El ensayo de acuerdo con la reivindicacion 7, en donde el tratamiento del ADN aislado implica hacer reaccionar el ADN
aislado con bisulfito.
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13. El ensayo de acuerdo con la reivindicacion 12, en donde la etapa de amplificacion implica la amplificacion mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

14. El ensayo de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde dicha amplificacion por PCR utiliza un cebador inverso que
incluye guanina en al menos un sitio por el que, después de la hibridacion del cebador inverso con el ADN tratado, dicha
guanina o bien formard un par de bases con una citosina metilada, si esta presente, o formara una falta de correspondencia
con uracilo.

15. El ensayo de acuerdo con la reivindicacion 14, en donde dicha amplificacion por PCR utiliza un cebador directo que
incluye citosina en al menos un sitio correspondiente a los nucle6tidos de citosina que estdn anormalmente metilados en el
ADN aislado.

16. El ensayo de acuerdo con la reivindicacion 15, en donde los cebadores son de 12 a 30 nucle6tidos de longitud.

17. El ensayo de acuerdo con la reivindicacion 16, en donde los cebadores se seleccionan con el fin de hibridar con una
secuencia dentro de la regién objetivo que incluye dos a cuatro nucleétidos de citosina que estan anormalmente metilados
en el ADN.

18. El ensayo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 17, en donde dicho ADN se aisl6 a partir de células
de tejido, sangre (incluyendo suero y plasma), semen, orina o linfa.

19. El ensayo de acuerdo con la reivindicacioén 7, en donde la etapa de amplificacion se utiliza para amplificar una region
objetivo dentro de la region del gen para la GST-Pi definido por (e inclusive de) sitios CpG +9 a +33.
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FIGURA 1

Inicio de la transcripeicn

1Kb

uo;sd'lbm A‘C&TEM'MTMAITMI‘
AACACAAAATAAAATAAAATAAAATAAAATAAAA
AAAATAATAAAATAAANTAAAAT, MTMA‘A';I

Exon W PCR 2 no traducido  3874-4160
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FIGURA 3B (Continuacion)
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FIGURA 4A

41



ES 2537423 T3

Nlmero de la Muestra
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Mncncnecncn ¢ ncncncncnc + -

% de Metilacidén

Muestra Tejido Gleason por PCR no rica en CG
1 Normal N/A -
Céancer 343 -+
2 Normal N/A -
Cancer 3+5 ++
3 Normal N/A -
Cancer 343 ++
4 Normal N/A -
Cancer 345 -
5 Normal N/A -
Cancer 242 ++
6 Normal N/A -
Céancer 343 -
7 Normal N/A -
Cancer 243 ++
8 Normal N/A -
Céancer 343 ++
9 Normal N/A -
Cancer 243 i+
10 Normal N/A -
Cancer ? +
FIGURA 4B

42



ES 2537423 T3

FIGURA 4C
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Figura 5

M LD PNNU CCCNNN -
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Figura 6
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Figura 7A
Células afiadidas
0 2 20 100 10002000
PCR del t__-‘m‘nu-l--n--w-u
control
CG-PCR
Figura 7B
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Figura 8
Normal HPB Cancer
12 3 4 5 -ve 12 3 1 234 5601L P -ve
PCR del
Control ™ e o 7 e pn e e e e

CG-PCR

4523 7 10,12, 21,1.2, 41,13
Nivel de PSA
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Figura 9

Extractos de ADN de Tejido Canceroso de Higado

Fe
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Figura 10
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Oligos del ensayo
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Senda de PCR convertida
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