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Descripcion
Un método para identificar una muestra bioldgica para el analisis de la metilacion
Campo de la invencion

La invencién generalmente se relaciona con métodos nuevos y sustancialmente mejorados para identificar una muestra
biolégica para el analisis de la metilacion que comprende un identificador particularmente su aplicacion, uso y deteccion.

Antecedentes de aspectos de la invencién

Analisis de la metilacion. Muchas enfermedades, particularmente las enfermedades de cancer, se acompafian por una
expresion modificada del gen. Esta puede ser una mutacién de los genes mismos, lo que conduce a una expresion de
proteinas modificadas o a una inhibicién o una sobre-expresiéon de las proteinas o enzimas. Una modulacién de la
expresion puede sin embargo ocurrir ademas por modificaciones epigenéticas particularmente la metilacion de ADN.
Tales modificaciones epigenéticas no afectan la actual secuencia codificante del ADN. Se ha encontrado que los
procesos de metilacién de ADN tienen implicaciones sustanciales para la salud, y parece ser claro que el conocimiento
acerca de los procesos de metilacién y modificaciones del metabolismo del metilo y metilacion del ADN son esenciales
para entender las enfermedades, para la profilaxis, diagnostico y terapia de las enfermedades.

El control preciso de los genes, que representan s6lo una parte pequefia del genoma completo de mamiferos, es una
cuestion de la regulaciéon bajo la consideracion del hecho que la parte principal del ADN en el cromosoma es no
codificante. La presencia de tal ADN tronco que contiene intrones, elementos repetitivos y elementos transponibles
activamente en potencia, requiere mecanismos efectivos para su supresion duradera (silenciamiento). Aparentemente,
la metilacion de citosina por metiltransferasas ADN dependientes S-adenosilmetionina (SAM), que forma 5-metilcitosina,
representa un mecanismo de ese tipo para la modificacién de interacciones ADN-proteina. Los genes se pueden
transcribir por promotores libres de metilacién, aun cuando se metilan ampliamente las regiones transcritas o no
transcritas adyacentes. Esto permite el uso y la regulacion de promotores de genes funcionales, mientras que se
suprime el ADN tronco que incluye los elementos transponibles. La metilacién tiene lugar ademas por la supresion a
largo plazo de genes enlazados a X y puede conducir ya sea a una reducciéon o un aumento del grado de transcripcion,
dependiendo de donde ocurre la metilacion en la unidad de la transcripcion.

Casi la metilacién completa de ADN natural en mamiferos se restringe a secuencias palindromo dinucleétido citosina-
guanosina (CpG) que se controlan por metil transferasas de ADN. Los dinucle6tidos CpG son aproximadamente 1 a 2 %
de todos los dinucledtidos y se concentran en las llamadas islas de CpG. Una definicién generalmente aceptada de islas
de CpG significa que una region larga de ADN de 200 pb tiene un contenido de CpG de al menos 50 %, y que la
relacion del numero de dinucleétidos CG observados y el nimero de los dinucleétidos CG esperados es mayor que 0.6
(Gardiner-Garden, M., Frommer, M. (1987) J. Mol. Biol. 196, 261-282. Tipicamente, las islas de CpG tienen al menos 4
dinucleétidos CG en una secuencia que tiene una longitud de 100 pares de bases.

Si las islas de CpG estan presentes en areas del promotor, tienen frecuentemente una funcién reguladora para la
expresion del respectivo gen. Si la isla de CpG es hipometilada, puede tener lugar la expresion. La hipermetilacion
frecuentemente conduce a la supresion de la expresion. En el estado normal, se hipometila un gene del supresor del
tumor. Si tiene lugar una hipermetilacion, esto conducird a una supresion de la expresion del gen supresor del tumor,
que es frecuentemente observado en tejidos de cancer. En contraste a ella, los oncogenes se hipermetilan en el tejido
saludable, mientras que frecuentemente se hipometilan en el tejido de cancer.

Mediante la metilacion de citosina, se previene regularmente la unién de proteinas que regulan la transcripciéon. Esto
conduce a una modificacién de la expresion génica. En cuanto al cancer, por ejemplo la expresion de genes que regulan
la division celular se afecta de ese modo, es decir por ejemplo la expresion de genes de apoptosis se regula
negativamente, mientras que la expresion de oncogenes se regula positivamente. La hipermetilacién del ADN tiene sin
embargo ademas una influencia a largo plazo sobre la regulacidon. Mediante la metilacién de la citosina, las proteinas de
acetilacion de histona pueden unirse por su dominio especifico a ADN 5-metilcitosina. Esto tiene como consecuencia
que las histonas son de-acetiladas, lo que conducird a una compactacion mas apretada del ADN. De ese modo, las
proteinas reguladoras no tienen mas la posibilidad de unirse al ADN.

Por la razén de esto, la deteccién de la metilacion del ADN es importante con respecto a diagnosticar una enfermedad,
prognosticar una enfermedad, predecir una respuesta al tratamiento, diagnosticar una predisposicién de una
enfermedad, diagnosticar una progresion de una enfermedad, evaluar una enfermedad, estadificar una enfermedad,
clasificar una enfermedad, caracterizar una enfermedad, o para identificar un nuevo marcador asociado con una
enfermedad. Una vision general del método para el andlisis de la metilacién del ADN puede ser obtenida de Laird PW.
"The power and the promise of DNA methylation markers" Nat Rev Cancer 2003 abril; 3 (4):253-66. Muchos métodos
para el analisis de la metilacion se basan en el tratamiento del ADN gendémico con el reactivo que diferencia entre las
citosinas metiladas y no metiladas. En muchos casos, este reactivo es un reactivo de bisulfito que conduce a una
conversion de citosinas no metiladas a uracilo o después de la amplificacion a timina mientras que las citosinas
metiladas permanecen sin cambios.
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Necesidad pronunciada en la técnica. Al igual que muchos métodos modernos de flujos de trabajo de laboratorio para el
andlisis de la metilacion se caracterizan en ese sentido un gran nimero de muestras que debe ser procesado. De ese
modo es irrelevante, si se aplican métodos o flujos de trabajo para diagnosticar una enfermedad, pronosticar una
enfermedad, predecir una respuesta al tratamiento, diagnosticar una predisposicion de una enfermedad, diagnosticar
una progresion de una enfermedad, evaluar una enfermedad, estadificar una enfermedad, clasificar una enfermedad,
caracterizar una enfermedad, o identificar un nuevo marcador como metilacion, ARN, o proteina que se asocia con una
enfermedad. En cualquier caso, es importante que las muestras no se intercambien y ninguna muestra se contamine
con otra muestra. Como técnica anterior relevante se considera lo siguiente:

De acuerdo con W0994385 las secuencias polimérficas endoégenas se usan como identificador Unico para muestras
bioldgicas. Estos identificadores enlazan la muestra a su fuente y a otra informacion relevante.

De acuerdo con la Patente de Estados Unidos 6,153,389 muestras forenses o médicas biolégicas se marcan por la
adiciéon de acidos nucleicos de secuencia conocida. Ademas utiliza iniciadores y su uso para la deteccion del acido
nucleico afiadido en una reaccion de amplificacion resultando en una molécula de acido nucleico de longitud especifica.

Actualmente el solicitante no estd consciente de cualquier técnica anterior, que aborda la cuestion de detectar el
intercambio de muestra y/o contaminacién cruzada de muestra para el andlisis de la metilaciéon. Los dos documentos
citados anteriormente no ensefian un método para marcar una muestra biolégica que resiste un tratamiento de bisulfito,
tal como se usa muchas veces en el andlisis de la metilacion.

Resumen de aspectos de la invencion

Los aspectos de la presente descripcion se relacionan con composiciones y métodos para identificar una muestra
biolégica en el campo del analisis de la metilacion que comprende al menos un identificador, particularmente, su
aplicacion, uso y deteccion.

Aspectos particulares proporcionan composiciones y métodos para identificar una muestra biolégica en el campo del
andlisis de la metilacion, en donde se proporcionan muestras biol6gicas, uno o mas identificadores se aplican a una
muestra, el (los) identificador(es) aplicado(es) se detectan o cuantifican, y se analiza la metilacién del ADN de cada
muestra bioldgica.

Aspectos particulares proporcionan composiciones y métodos para identificar una muestra bioldgica en el campo del
andlisis de la metilacion, en donde el ADN de la muestra biolégica que incluye el identificador se pone en contacto con
un reactivo o enzima que diferencia entre las posiciones de citosina metiladas o no metiladas.

Aspectos particulares proporcionan composiciones y métodos para identificar una muestra bioldgica en el campo de
andlisis de la metilacion, en donde la muestra biolégica y el identificador se someten a los procedimientos
experimentales. Por ejemplo, pero no se limitan a, en donde el ADN de la muestra se aisla, se trata con bisulfito,
purifica, y desulfona.

Aspectos particulares proporcionan composiciones y métodos para identificar una muestra bioldgica en el campo del
andlisis de la metilacion, en donde la deteccién o cuantificaciéon se realiza simultdneamente con el andlisis de la
metilacion.

Aspectos particulares proporcionan composiciones y métodos para identificar una muestra bioldgica en el campo de
andlisis de la metilacion, en donde el identificador es al menos en parte un acido nucleico. En aspectos particulares el
identificador comprende al menos una citosina, al menos una guanina, o0 ambas; es una variante de un polimorfismo; y/o
tiene una composicion de base similar como la seccién de ADN de interés. En aspectos particulares el identificador es
parte del ADN gendmico enddgeno de la muestra biolégica. En otros aspectos particulares, el identificador es parte de
una molécula de ADN externo que se afiade a la muestra biolégica poco después de colectar la muestra o al comienzo
de un procedimiento experimental.

Aspectos particulares proporcionan composiciones y métodos para identificar una muestra bioldgica en el campo de
andlisis de la metilacién, en donde los identificadores aplicados de diferentes muestras se asignan a diferentes conjunto
de identificadores de acuerdo con sus propiedades biolégicas, quimicas o fisicas. En aspectos particulares los
identificadores se asignan a conjuntos de variantes polimérficas de secuencias, a conjuntos de variantes polimérficas de
longitud, a conjuntos de variantes polimoérficas de nucledtidos simples, o a conjuntos de variantes polimorficas de
delecion.

Aspectos particulares proporcionan composiciones y métodos para identificar una muestra bioldgica en el campo de
andlisis de la metilacion, en donde el identificador se detecta o cuantifica por acidos nucleicos o analogos de estos que
comprenden al menos una citosina y/o al menos una guanina.

Aspectos particulares proporcionan composiciones y métodos para identificar una muestra biolégica en el campo de
3
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analisis de la metilacién, que se puede usar como un método de deteccion de intercambio de la muestra, contaminacion
cruzada, o0 ambos; como un método para identificar una muestra en un conjunto de muestra mezclada; como un método
de una inhibiciébn de amplificacion; como un método de normalizacion, calibraciébn o ambos; como un método de
identificacion de una contaminacién por arrastre o ambos; como un método para determinar la velocidad de conversién
de ADN.

Aspectos particulares proporcionan composiciones y métodos para controlar la exactitud de un proceso o método.
Aspectos particulares describen ademas estuches para realizar dichos aspectos particulares.

La propia invencion se define por las reivindicaciones adjuntas.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra una visidon general sobre una modalidad de la invencién. De acuerdo con esta modalidad dos
identificadores se asignan el uno al otro, de manera que cada identificador pertenece a un conjunto diferente de
identificadores. Un conjunto contiene 8 variantes de un polimorfismo de secuencia y las otras 8 variantes de un
polimorfismo de longitud. Los iniciadores para la deteccion son los mismos para todas las variantes de un conjunto.

La Figura 2 muestra una vision general ilustrativa sobre un conjunto de 24 muestras. Una combinacién Unica de
identificadores se aplica a cada muestra. Cada identificador se detecta por medio de la hibridacién de los productos
de amplificacion correspondientes. Como se puede ver facilimente, cada combinacién de identificador, por tanto cada
muestra tiene su propio patrén de hibridacién caracteristico.

La Figura 3 muestra en la parte superior ilustrativa como se detecta un intercambio de muestra de la muestra 2 con
la muestra 17. La Figura 3 muestra en la parte inferior ilustrativa como se detecta una contaminacion cruzada de la
muestra de la muestra 2 con la muestra 17.

La Figura 4 muestra dibujos esquematicos de una hibridacion. En A se muestra la orientacién de la sonda en la
matriz. B y C muestran hibridaciones de muestras. En B se usan dos plasmidos que se generaron por el dominio-
iniciador 1 + dominio-iniciador 2 y dominio-iniciador 1 + dominio-iniciador 3. En C se usan dos plasmidos que se
generaron por dominio-iniciador 1 + dominio-iniciador 2 y dominio-iniciador 1 + dominio-iniciador 4.

La Figura 5 muestra un dibujo esquematico de un microarreglo hibridado que detecta una contaminacién de la
muestra. Se us6 una combinacién de dos plasmidos.

La Figura 6A muestra un andlisis en gel de agarosa de amplificados del plasmido 23 linealizado tratado con el
bisulfito. 100 pg de plasmido 23 linealizado tratado con bisulfito se usaron para la amplificacion.

La Figura 6B muestra un andlisis en gel de agarosa de amplificados de plasmido 195 linealizado tratado con
bisulfito. 100 pg de plasmido 23 linealizado tratado con el bisulfito se usaron para la amplificaciéon. (m = tamafio
estandar, la banda brillante es aproximadamente 200 pb)

La Figura 7 muestra la imagen de dos tubos de la matriz hibridados. A) Amplificados derivados del plasmido 23 de
identificacion molecular se usaron para la hibridacion. B) Amplificados derivados del plasmido 195 de identificacion
molecular se usaron para la hibridacion. Los amplificados de cada uno de los dos plasmidos de identificacion
molecular hibridan especificamente dos oligonucleétidos del tubo de la matriz (manchas oscuras marcadas por
cuadrantes). Las manchas oscuras en la esquina de la imagen muestran manchas de control necesarias para la
digitalizacién de los tubos de la matriz. Las manchas gris claro representan la hibridacion inespecifica.

La Figura 8A muestra una vista general esquematica de un patron de identificacién de acuerdo con la invencién. Un
primer identificador se asigna a las muestras de las columnas 1, 5, 9 de una placa de microtitulacién. Un segundo
identificador se asigna a las muestras de las columnas 2, 6, 10. Un tercer identificador se asigna a las muestras de la
columna 3, 7, 11 (identificador X = gris claro, identificador Y = gris medio, identificador Z = gris oscuro).

La Figura 8B muestra una vista general esquematica del patrén del identificador determinado por el analisis. Cada
identidad del identificador detectado se asigna a la posicion de la muestra de la que se usé una alicuota para
determinar la identidad del identificador. Es obvio que un intercambio de muestra ocurrid en la primera corrida
(muestras 5y 6), asi como en la tercera corrida (muestras 12 y 13).

Descripcion detallada de aspectos de la invencion

Para lograr varios propositos técnicos, los aspectos de la invencién ensefian composiciones y métodos para identificar
una muestra biologica para el analisis de la metilacion que comprende identificador, particularmente, su aplicacion, uso
y deteccion. Dichas composiciones y métodos comprenden proporcionar al menos una muestra bioldgica, aplicar al
menos un identificador, detectar o cuantificar el (los) identificador(es) aplicado(s) y realizar un andlisis de la metilacion.
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Aspectos particulares proporcionan métodos que comprenden al menos un identificador y al menos un acido nucleico,
que permite una deteccién o cuantificacion de al menos un identificador incluso después del tratamiento con bisulfito,
sulfuro o cualquier otro reactivo de conversion de ADN correspondiente. Aspectos particulares proporcionan ademas los
métodos para la deteccion o cuantificacion simultdnea de al menos de un identificador aplicado y la detecciéon o
cuantificacion de la metilacion del ADN genomico de la muestra biolégica proporcionada. Los aspectos particulares
proporcionan combinaciones y ajustes adecuados de estos métodos entre si de manera que en realidad cumplan el (los)
propdsito(s) técnico(s).

Ventajas de los aspectos de la invencion.

En aspectos particulares, el método de la invencion ilustrativa tiene la ventaja que permite el uso de identificadores junto
con la conversion de ADN con bisulfito. Particularmente, esto por lo tanto, tiene las siguientes ventajas para el analisis
de la metilacion:

- Permite una deteccién del intercambio de la muestra

- Permite una deteccién de la contaminacion cruzada de la muestra.

- Permite una deteccion de la contaminacion por arrastre

- Ademas, permite una normalizacién y/o calibracién de la muestra o del método de analisis de la metilacion
usado.

- Permite una identificacion de una muestra en un conjunto mezclado de muestras.

- Permite calcular una velocidad de conversién para el tratamiento con bisulfito.

- Permite una deteccion de la inhibicion de los procesos posteriores, particularmente, el analisis basado en PCR.

- Permite una evaluacion del éxito de una etapa de hibridacion.

En aspectos particulares, el método de la invencidn ilustrativo tiene la ventaja de que controla la corrida libre de error y
exacta de un proceso o método, particularmente, de un método de alto rendimiento. De ese modo dicho método puede
ser un método para el diagnostico, prondstico, o para el descubrimiento del marcador.

Método de aspectos de la invencion.

El método de la invencién es un método para identificar al menos una muestra biol6égica en el campo del analisis de la
metilacién, que comprende las etapas (a) y (b) en el orden indicado:

(a) proporcionar un conjunto de muestras de al menos dos muestras biolégicas, en donde al menos una muestra
comprende ADN gendmico metilado diferencialmente al menos en una posicion;

(b) aplicar al menos un identificador para cada muestra, en donde al menos un identificador aplicado no interfiere
con el analisis posterior; y en donde al menos un identificador aplicado es un acido nucleico que no forma una
estructura secundaria estable y comprende al menos un sitio de unién de oligonucleétidos con citosina-libre, o
citosina- libre y guanina-libre; poner en contacto el ADN de cada muestra con el bisulfito;

(c) someter cada muestra a una reaccion de deteccion o cuantificacion especifica para el (los) sitio(s) de uniéon de
uno o mas identificadores aplicados; y

(d) someter cada muestra al andlisis de la metilacion, de manera que se detecta o cuantifica la metilacion

en donde la etapa (c) se lleva a cabo antes, simultaneamente con o posterior a la etapa (d).

En aspectos particulares, el método de la invencion es un método para identificar al menos una muestra biolégica en el
campo de analisis de la metilacion, en donde el identificador es parte del ADN gendmico de la muestra bioldgica.

En aspectos particulares, el método de la invencién es un método para identificar al menos una muestra bioldgica en el
campo de andlisis de la metilacién, en donde el identificador se afiade a la muestra biol6gica.

De acuerdo con una modalidad, el método de la invencién es un método para identificar al menos una muestra bioldgica
en el campo del andlisis de la metilacion, que comprende las dos primeras etapas en el orden indicado:

proporcionar un conjunto de muestras de al menos dos muestras biolégicas, en donde al menos una muestra
comprende ADN gendmico metilado diferencialmente al menos en una posicion;

aplicar al menos un identificador para cada muestra, en donde al menos un identificador aplicado interfiere con el
analisis posterior;

someter cada muestra a una reaccion de deteccién o cuantificacion especifica para uno o mas identificadores aplicados;

y
someter cada muestra al analisis de la metilacion

En una modalidad preferida, el identificador es un acido nucleico que es parte de una molécula de ADN endégeno de la
muestra, particularmente, una molécula de ADN gendémico. En otra modalidad preferida, el identificador es un acido
nucleico que se afiade a una muestra. En una modalidad preferida, se detecta o cuantifica el identificador antes del
andlisis de la metilacién del ADN proporcionado. En otra modalidad preferida, se detecta o cuantifica el identificador
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posterior al andlisis de la metilacion del ADN proporcionado. En una modalidad particular preferida, la detecciéon o
cuantificacion del identificador se lleva a cabo simultaneamente con el andlisis de la metilacion.

Una modalidad preferida comprende ademas al menos uno de los siguientes

En una modalidad preferida, el identificador se puede detectar o cuantificar en medio o posterior a un procedimiento
experimental Por ejemplo, pero no se limitan a este, un procedimiento experimental de este tipo puede, comprender un
procedimiento para aislar el ADN gendémico, un procedimiento para tratar ADN genémico con un reactivo que diferencia
entre el ADN metilado y no metilado, un procedimiento para purificar ADN, y/o un procedimiento para detectar o
cuantificar la metilacién del ADN. Procedimientos experimentales adecuados son, por ejemplo, pero no se limitan a los
descritos en WO 2006/113770 o en WO 2006/039563.

De acuerdo con una modalidad preferida, el identificador al menos en particular es parte de una molécula mas grande;
parte de una molécula endbgena de la muestra respectiva; parte de una molécula exégena afiadida a la muestra
respectiva; una seccion de ADN gendmico o ADN genomico total derivado de una planta; una seccién de ADN
gendémico o ADN gendmico total derivado de una bacteria; una seccion de ADN gendmico o ADN gendmico total
derivado de un no vertebrado; una secciéon de ADN gendmico o ADN gendmico total derivado de un vertebrado; una
repeticion en tandem corta una variante de un polimorfismo de delecién; una variante de un polimorfismo de nucleétido
simple; una variante de un polimorfismo de longitud; un acido nucleico artificial; un acido nucleico circular; un ADN
circular; un plasmido; un polinucleétido; un oligonucleétido; un PNA; un PNA-oligémero; un PNA-polimero; una
metilacién artificial; o combinaciones de estas.

De acuerdo con una modalidad preferida, diferentes identificadores se asignan a diferentes conjuntos de identificadores
de acuerdo con sus respectivas propiedades bioldgicas, quimicas o fisicas.

Una modalidad preferida se caracteriza en que un representante de cada uno de al menos dos conjuntos de
identificadores esta comprendido en un plasmido. Un plasmido de ese tipo puede ser, por ejemplo, pero no se limitan a,
un plasmido como se muestra en la Figura 1. Un plasmido de acuerdo con la Figura 1 comprende una variante de un
polimorfismo de secuencia de 8 variantes y una variante de un polimorfismo de longitud de 8 variantes. De ese modo
cada variante del polimorfismo de secuencia y cada variante del polimorfismo de la longitud representa un identificador.
Ademas todas las variantes del polimorfismo de secuencia representan un conjunto de identificadores y todas las
variantes del polimorfismo de longitud representan el segundo conjunto de identificadores. Esta combinacion de
diferentes conjuntos de identificadores tiene la ventaja de que diferentes muestras pueden ser identificadas de acuerdo
con diferentes métodos. Una simple identificacion de las muestras correspondientes es posible, por ejemplo mediante la
deteccién de las diferentes variantes de polimorfismo de longitud por medio de PCR y electroforesis en gel. Para
algunas solicitudes, podria ser favorable identificar muestras de acuerdo con las variantes de secuencias polimorficas.
Por ejemplo, pero no se limitan a, en caso de que el andlisis de la metilacion del ADN de la muestra biologica
comprenda PCR y deteccion de los productos de PCR por hibridacion. En este caso es facilmente posible ademas
realizar una amplificacion de las diferentes variantes del polimorfismo de secuencia y detectarlos ademas por
hibridacion. Preferentemente, el andlisis de la metilacion y la deteccién del identificador se realizan simultdneamente. Si
se desea ademas es posible cuantificar el identificador. Esto permite, por ejemplo, pero no se limitan a, inconvenientes
en la cantidad de contaminacién cruzada de la muestra original.

De acuerdo con una modalidad preferida, el primer conjunto de identificadores comprende un polimorfismo de secuencia
y en donde el segundo conjunto de identificadores comprende un polimorfismo de longitud.

De acuerdo con una modalidad preferida, el identificador comprende al menos un sitio de unién de oligonucleotido que
abarca las posiciones de citosina convertidas por bisulfito; se caracteriza por una composicion de base similar como la
del ADN gendmico analizado de la muestra proporcionada; es una secuencia polimérfica de aproximadamente 5,
aproximadamente 10, aproximadamente 15, aproximadamente 20, aproximadamente 25, aproximadamente 30,
aproximadamente 35, aproximadamente 40, aproximadamente 50, aproximadamente 75, aproximadamente 100, o
aproximadamente 200 nucle6tidos; tiene un contenido de nucleédtidos-citosina y nucleétidos-guanosina de
aproximadamente 15 %, aproximadamente 20 %, aproximadamente 30 %, aproximadamente 40 %, aproximadamente
50 %, aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 %, o aproximadamente 80 %; o combinaciones de éstos.

De acuerdo con una modalidad preferida, el identificador se caracteriza por una composicion de base similar a la del
ADN gendmico analizado de la muestra proporcionada; es una secuencia polimérfica de aproximadamente 5,
aproximadamente 10, aproximadamente 15, aproximadamente 20, aproximadamente 25, aproximadamente 30,
aproximadamente 35, aproximadamente 40, aproximadamente 50, aproximadamente 75, aproximadamente 100, o
aproximadamente 200 nucle6tidos; tiene un contenido de nucleédtidos-citosina y nucleétidos-guanosina de
aproximadamente 15 %, aproximadamente 20 %, aproximadamente 30 %, aproximadamente 40 %, aproximadamente
50 %, aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 %, o aproximadamente 80 %; o combinaciones de éstos.

De acuerdo con una modalidad preferida, el identificador es una variante de un polimorfismo de secuencia y, ademas
comprende aproximadamente 1, aproximadamente 10, aproximadamente 20, aproximadamente 30, aproximadamente
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40, aproximadamente 50, aproximadamente 60, aproximadamente 70, aproximadamente 80, aproximadamente 90, o
aproximadamente 100 sitios de nucleétidos variables.

De acuerdo con una modalidad preferida, el identificador es una variante de un polimorfismo de secuencia y, ademas
comprende aproximadamente 5, aproximadamente 10, aproximadamente 15, aproximadamente 20, o aproximadamente
25 sitios nucledétidos variables;

tiene un contenido de nucledtidos-citosina y nucleétidos-guanosina de aproximadamente 20 %, aproximadamente 30 %,
aproximadamente 40 %, aproximadamente 50 %, aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 %, o aproximadamente
80 %; o combinaciones de éstos.

De acuerdo con una modalidad preferida, el identificador es una variante de un polimorfismo de longitud y, ademas,
tiene una diferencia de longitud de aproximadamente 10, aproximadamente 100, aproximadamente 200,
aproximadamente 300, aproximadamente 400, aproximadamente 500, aproximadamente 600, aproximadamente 700,
aproximadamente 800, aproximadamente 900, o aproximadamente 1000 nucledtidos en comparacidon con otros
identificadores polimérficos de longitud de acido nucleico usados; es de aproximadamente 10, aproximadamente 100,
aproximadamente 500, aproximadamente 1.000, aproximadamente 1.500, aproximadamente 2.000, aproximadamente
2.500, aproximadamente 3.000, aproximadamente 3.500, aproximadamente 4.000, aproximadamente 4.500,
aproximadamente 5.000, aproximadamente 5.500, aproximadamente 6.000, aproximadamente 6.500, aproximadamente
7.000, aproximadamente 7.500, aproximadamente 8.000, aproximadamente 8.500, aproximadamente 9.000,
aproximadamente 9.500, o aproximadamente 10.000 nucleétidos de longitud; se deriva de ADN no humano; o
combinaciones de éstos.

De acuerdo con una modalidad preferida, el identificador es una variante de un polimorfismo de longitud y, ademas, es
ya sea de aproximadamente 5, aproximadamente 25, aproximadamente 50, aproximadamente 75, aproximadamente
100, aproximadamente 125, aproximadamente 150, aproximadamente 175, aproximadamente 200, aproximadamente
225, aproximadamente 250, aproximadamente 275, aproximadamente 300, aproximadamente 325, aproximadamente
350, aproximadamente 375, aproximadamente 400, aproximadamente 425, aproximadamente 450, aproximadamente
475, o aproximadamente 500 nucle6tidos de longitud; se deriva de ADN no humano; tiene un contenido de nucleétidos-
citosina y nucleétidos-guanosina de aproximadamente 20 %, aproximadamente 30 %, aproximadamente 40 %,
aproximadamente 50 %, aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 %, o aproximadamente 80 %; o combinaciones
de éstos.

De acuerdo con una modalidad preferida, el identificador comprende una etiqueta seleccionada del grupo que
comprende colorante, colorante fluorescente, colorante quimioluminiscente, Cy5, Cy3, TAMRA, FAM, etiqueta, etiqueta
de epitopo, péptido, polipéptido, proteina, sacarido, hormona, lipido, marcador de masa, particula, particula de oro,
particula de plata, particula de platino, cédigo embebido en parafina o combinaciones de éstos.

El identificador comprende una regién de citosina libre o region citosina libre y guanina libre para la deteccion de la
conversion especifica. Una persona con experiencia en la técnica conoce numerosos métodos de deteccién adecuados,
por ejemplo pero no se limitan a métodos de basados en PCR en tiempo real que comprenden el uso de iniciadores de
conversion especificos, sondas y/o bloqueadores.

En una modalidad preferida, el identificador se embebe en parafina como un cédigo embebido en parafina.
Preferentemente, el identificador se embebe en parafina simultdneamente con la muestra biolégica o después del
embebimiento de la muestra biolégica. Preferentemente, un identificador no embebido se afiade a la muestra biolégica
embebida

El reactivo que diferencia entre una posicion metilada o no metilada es un reactivo de bisulfito, en donde la posicion
metilada o no metilada es una posicién de citosina, o ambas.

En una modalidad preferida, el procedimiento experimental comprende una o0 mas de la siguiente mezcla de la muestra,
aislamiento de ADN, mezcla de ADN, concentracién de ADN, purificacion de ADN, desulfonacion, amplificacion.

En una modalidad preferida estas etapas se llevan a cabo esencialmente como se describe en WO 2006/113770 o en
WO 2006/039563.

De acuerdo con una modalidad preferida, un tratamiento con bisulfito se lleva a cabo esencialmente como se describe
en WOO05/038051. De acuerdo con esto, en una modalidad el ADN se hace reaccionar con un reactivo de bisulfito,
caracterizado porque dicha reaccion se lleva a cabo en presencia de un compuesto del grupo de dioxano, uno de sus
derivados y un éter ciclico alifatico similar.

En una modalidad el ADN se hace reaccionar con un reactivo de bisulfito, caracterizado porque dicha reaccion se lleva a
cabo en presencia de un compuesto de la siguiente férmula:
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R0 ~R
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n = 1-35000

m=1-3

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

Se prefieren asi compuestos n-alquileno glicol, particularmente sus éteres de dialquilo, y especialmente dietilenglicol
dimetil éter (DME).

La conversién de bisulfito puede tener lugar tanto en solucién, asi como ademas en el ADN unido a una fase sélida.
Preferentemente se usa el disulfito de sodio (= bisulfito de sodio/metabisulfito de sodio), ya que es mas soluble en agua
que el sulfito de sodio. La sal de disulfito se desproporciona en solucién acuosa con los aniones de sulfito de hidrégeno
necesarios para la conversion de citosina. Cuando se analiza la concentracion de bisulfito mas abajo, esto se refiere a la
concentracién de sulfito de hidrégeno y aniones de sulfito en la solucién de reaccion. Para el método de acuerdo con la
invencion, son posibles intervalos de concentracién de 0.1 a 6 mol/l. Particularmente se prefiere un intervalo de
concentracion de 1 a 6 mol/l, y lo mas particularmente preferido, 2-4 de mol/l. Sin embargo, cuando se usa el dioxano, la
concentracion maxima de bisulfito que se puede usar es mas pequefia (ver mas abajo). Al seleccionar la concentracion
de bisulfito, se debe considerar que una alta concentracién de bisulfito conduce a una alta conversién, pero ademas
conduce a una alta velocidad de descomposicién debido al pH mas bajo.

El dioxano se puede utilizar en diferentes concentraciones. Preferentemente, las cantidades de concentracion de
dioxano a 10 a 35 % (vol/vol), particularmente preferido es 20 a 30 %, y lo mas particularmente preferido es 22 a 28 %,
especialmente 25 %. Una concentracion de dioxano mayor que 35 % es problematica, ya que esto resulta en una
formacion de dos fases dentro de la solucién de reaccion. En las modalidades particularmente preferidas con una
concentracion de dioxano de 22-28 %, la concentracion de bisulfito preferida final asciende a 3.3 hasta 3.6 mol/l, y en la
modalidad mas particularmente preferida con una concentracion de dioxano de 25 %, que equivale a 3.5 mol/l (ver los
Ejemplos).

Los compuestos n-alquileno glicol de acuerdo con la invencidon se pueden utilizar en un intervalo de concentracion
diferente. DME se usa preferentemente en concentraciones entre 1-35 % (vol/vol). Existe preferentemente entre 5y 25
%, y con la maxima preferencia 10 % de DME.

Los limpiadores preferidos utilizados de acuerdo con la invencion son derivados de cromano, por ejemplo, acido 6-
hidroxi-2,5,7,8, -tetrametilcromano 2-carboxilico (ademas conocido como: Trolox-C™) o &cido trihidroxibenzoico y
derivados de éstos, por ejemplo, acido galico (ver: WO 2005/038051). Otros impiadores se listan en la solicitud de
patente WO 01/98528 (= DE 100 29 915; = solicitud de Estados Unidos 10/311,661).

La conversion de bisulfito se puede conducir en un amplio intervalo de temperatura de 0 a 95 °C. Sin embargo, como a
mayores temperaturas las velocidades tanto de la conversién como la descomposicion del ADN aumenta, en una
modalidad preferida la temperatura de reaccion se encuentra entre 0-80 °C, preferentemente entre 30-80 °C.
Particularmente preferido es un intervalo entre el 50-70 °C; mas particularmente preferido entre 57-65 °C.

El tiempo de reaccién 6ptimo del tratamiento con bisulfito depende de la temperatura de reaccién. El tiempo de reaccion
asciende normalmente a entre 1 y 18 horas (ver: Grunau y otros 2001, Nucleic Acids Res. 2001, 29(13), E65-5.

El tiempo de reaccion normalmente es de 4-6 horas para una temperatura de reaccion de 60 °C.

En una modalidad particularmente preferida del método de acuerdo con la invencion, la conversién de bisulfito se
conduce a temperaturas de reacciéon suaves, en donde la temperatura de reaccién se aumenta claramente después por
un corto tiempo al menos una vez durante el curso de la conversion. De esta manera, la eficacia de la conversién de
bisulfito se puede aumentar claramente de forma sorprendente. Los aumentos de temperatura de corta duracién se
denominan mas abajo "picos de temperatura”. La temperatura de reaccion "estandar" fuera de los picos de temperatura
se denota como la temperatura de reaccion basica. Las temperatura de reaccion basica aumenta a entre 0 y 80 °C,
preferentemente entre 30-80 °C, con mayor preferencia entre 50-70 °C, con la maxima preferencia entre 57-65 °C, como
se describié anteriormente.

La temperatura de reaccién durante un pico de temperatura se aumenta a mas de 85 °C por al menos un picos de
temperatura. El nUmero éptimo de los picos de temperatura es una funcion de la temperatura de reaccion basica.
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Cuanto mayor es el nimero 6ptimo de picos de temperatura, menor es la temperatura de reaccion basica. Al menos un
pico de temperatura es necesario en cada caso. Y, por otro lado, en principio, cualquier nimero de picos de temperatura
es concebible. Por supuesto, debe considerarse que con un gran numero de aumentos de la temperatura, la velocidad
de descomposicién del ADN ademas aumenta, y una conversion optima ya no esta garantizada. El numero preferido de
picos de temperatura es asi entre 1 y 10 picos de temperatura cada vez, dependiendo de la temperatura de reaccién
béasica. Asi, es especialmente preferido un nimero de dos a 5 picos de temperatura. Los picos de temperatura
aumentan la temperatura de reaccion preferentemente a 85 hasta 100 °C, en particular preferentemente a 90-100 °C, y
con la maxima preferencia a 94 °C-100 °C.

La duraciéon en el tiempo de los picos de temperatura depende ademas del volumen del lote de reaccién. Se debe
asegurar que la temperatura se aumenta uniformemente a través de la solucién de reaccion total. Para un lote de
reaccion de 20 pl al usar un termociclador se prefiere una duracién entre 15 segundos y 1.5 minutos, especialmente una
duracion entre 20 y 50 segundos. En una modalidad preferida particular, la duracién es de 30 segundos. Operando en
un volumen de 100 pl el intervalo preferido se encuentra entre 30 segundos y 5 minutos, especialmente entre 1y 3
minutos. Particularmente preferidos son 1.5-3 minutos. Para un volumen de 600 pl, una duracion de 1 a 6 minutos, se
prefiere, especialmente entre 2 y 4 minutos. Particularmente preferido es una duracién de 3 minutos. Una persona con
experiencia en la técnica sera facilmente capaz de determinar las duraciones adecuadas de los picos de temperatura en
relaciéon con una variedad de volumenes de reaccion. El uso descrito anteriormente de los picos de temperatura
conduce a unas velocidades de conversion significativamente mejores en la reaccidon de conversion de bisulfito, aun
cuando no se utilizan los disolventes desnaturalizantes anteriormente descritos.

De acuerdo con una modalidad preferida, el método de la invencion es un método, en donde el ADN tratado con bisulfito
se somete directamente a los métodos en el campo de andlisis de la metilacién. Esto es especialmente preferido en
vista de evitar contaminaciones cruzadas en los métodos basados en PCR. Esta modalidad se lleva a cabo basicamente
como se describe en US 2006/115835. De acuerdo con esto, se proporciona ADN descontaminado que es adecuado
para el andlisis de la metilaciéon del ADN. Esta modalidad se caracteriza en que el ADN se incuba con un reactivo de
bisulfito que comprende la solucibn como se describi6 anteriormente. Esto conduce a una sulfonaciéon, una
desaminacion, o ambos de la citosina no metilada. La desaminacion es un proceso espontaneo en una solucién acuosa
y conduce a ADN que comprende uracilo sulfonado. Ninguna desulfonacion ocurre todavia.

En una etapa separada, el ADN que comprende uracilo sulfonado se pone en contacto e incuba con una enzima que
degrada especificamente acidos nucleicos que contienen uracilo no sulfonado. Una enzima de ese tipo es, por ejemplo
Uracil-ADN-glicosilasa (UNG).

En una modalidad preferida para proporcionar un ADN molde descontaminado para reacciones de amplificacion
basadas en la polimerasa el, ADN molde sulfonado y/o desaminado se mezclan con una actividad UNG y componentes
requeridos para una reaccion de amplificacion mediada por polimerasa o un ensayo de deteccién basado en la
amplificacion. Después de la degradacion de acidos nucleicos que contiene uracilo no sulfonado por el uso de UNG, la
actividad de UNG se termina y el molde de ADN se desulfona por el aumento de la temperatura. Posteriormente, el ADN
molde esta listo para ser amplificado.

En una modalidad preferida, la degradacion, terminacion, desulfonaciéon y amplificaciéon ocurre en un solo tubo durante
una reaccion de amplificacion basada en la polimerasa y/o un ensayo basado en la amplificacién. Preferentemente, una
amplificacion de ese tipo se realiza en presencia de dUTP en lugar de dTTP.

En una modalidad preferida, el ADN sulfonado y parcialmente o completamente desaminado después del tratamiento
con bisulfito se somete directamente a una reaccién de amplificacion basada en la polimerasa y/o un ensayo basado en
la amplificacion sin ningun tipo de desulfonacion anterior. La desulfonacion ocurre durante el aumento de la temperatura
inicial de la reaccion de amplificacion.

Estas modalidades particulares tienen la ventaja en comparacion con los métodos conocidos de tratamiento con bisulfito
de que la etapa de purificacion después del tratamiento con bisulfito se convierte en prescindible. Esta es una
simplificacion que resulta en la reduccion de costos y esfuerzo de manipulaciéon, minimiza la pérdida de ADN tratado con
bisulfito y es ademas ahorro de tiempo.

En una modalidad, el método de la invencion es un método, en donde tratar el ADN con un reactivo de bisulfito que
permite la diferenciacion del estado de metilacion comprende purificar el ADN tratado.

De acuerdo con una modalidad, el tratamiento que conduce a una conversion de citosina no metilada en uracilo
mientras que las citosinas metiladas permanecen inalteradas comprende la purificacion del ADN tratado con bisulfito. De
acuerdo con una modalidad, una purificacion de ese tipo comprende una desulfonacion del ADN tratado con bisulfito
poniendo en contacto el mencionado con un reactivo o solucién alcalina, por ejemplo, pero no se limitan a una solucién
alcalina de aproximadamente 0.1 mol/l de hidréxido de sodio.

En una modalidad preferida, purificar el ADN tratado comprende el uso de al menos uno seleccionado del grupo que
comprende: ultrafiltracion, dispositivo de filtro Microcon, dispositivo de filtro, etanol, propanol, superficie de silice,
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membrana de silice, particula magnética, particula de poliestireno, superficie cargada positivamente y membrana
cargada positivamente, membrana cargada, superficie cargada, membrana con interruptor cargada, superficie cambiada
cargada.

En una modalidad preferida particular, la reaccion de deteccion o cuantificacion comprende el uso de al menos uno de
los siguientes métodos o combinaciones de estos: método de amplificacion, método de PCR, método de amplificacién
isotérmica, método NASBA, método LCR, método de amplificacién especifica de la metilaciéon, método MSP (PCR
especifica de metilacién), método de MSP anidada, método HeavyMethyl™, método de deteccion, gel de agarosa,
tincion de un gel de agarosa, método de deteccion especifica de metilacion, método de secuenciacién por bisulfito,
deteccién por medio de matrices de ADN, deteccion por medio de microarreglos de oligonucleétidos, deteccion por
medio de microarreglos de islas de CpG, deteccion por medio de enzimas de restriccion, método de amplificacion
especifica de la metilacion y deteccién simultdnea, método COBRA, PCR en tiempo real, método de PCR en tiempo real
HeavyMethyl™, método MSP MethyLight™, método MethyLight™, método MethyLight™ Algo™, método de QM,
método Headloop MethyLight™, método HeavyMethyl™ MethyLight™, método HeavyMethyl™ Scorpion™, método
MSP Scorpion™, método Headloop Scorpion™, extension con iniciador sensible a la metilacion y método Ms-SNuPE
(Extension del Iniciador de Nucleétido Simple Sensible a la Metilacion).

De acuerdo con una modalidad, el método de amplificacién puede ser cualquier tipo de método de amplificacion. Una
persona con experiencia en la técnica esta en conocimiento de los métodos de amplificacion adecuados. De acuerdo
con una modalidad preferida, el método de amplificacién es un método de PCR. Una persona con experiencia en la
técnica conoce métodos de PCR adecuados que se pueden usar de acuerdo con la invencién. De acuerdo con una
modalidad preferida, el método de amplificacion es una amplificacion isotérmica. Los métodos de amplificacion
adecuados para el uso de acuerdo con la invencion son bien conocidos en la técnica. Un método de este tipo puede ser,
por ejemplo pero no se limitan a este Método de Extension del Iniciador. De acuerdo con una modalidad preferida, el
método de amplificacion es un método NASBA. Los métodos NASBA son métodos de amplificacion basados en ARN-
ADN que comprenden el uso de una Transcripsa Inversa, una ARN polimerasa y un Ribonucleasa. Una persona con
experiencia en la técnica es consciente de los métodos NASBA que se pueden usar de acuerdo con la invencion. De
acuerdo con una modalidad preferida, el método de amplificacion es un método de Reaccion en Cadena de la Ligasa
Generalmente, estos son métodos de amplificacién que se basan en el uso de una ligasa. Una persona con experiencia
en la técnica conoce la LCR adecuado que se puede usar de acuerdo con la invencion.

De acuerdo con una modalidad, el método de amplificacion es una amplificacion especifica de la metilacién. Los
métodos adecuados de amplificacion especificos de la metilaciéon son conocidos por aquellos con experiencia en la
técnica. De acuerdo con una modalidad preferida, el método de amplificacion especifico de la metilacion es el método
PCR especifica de metilacion (MSP). El método MSP permite evaluar virtualmente la condicién de metilacién de
cualquier grupo de sitios CpG dentro de una isla de CpG, independiente del uso de enzimas de restriccion sensibles a la
metilacion (Herman y otros Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:9821-9826, 1996; patente de Estados Unidos ndm.
5,786,146). En resumen, el ADN se modifica por bisulfito sédico convirtiendo todas las citosinas no metiladas, pero no
las metiladas en uracilo, y posteriormente se amplifica con iniciadores especificos para ADN metilado frente al no
metilado. Pares de iniciadores MSP contienen al menos un iniciador que se hibrida a un dinucleétido CpG tratado con
bisulfito. Por lo tanto, la secuencia de dichos iniciadores comprende al menos un dinucleétido CpG. Los iniciadores MSP
especificos para el ADN no metilado contienen una "T" en la posicion 3' de la posicién C en el CpG. Preferentemente,
por lo tanto, se requiere que la secuencia base de dichos iniciadores comprenda una secuencia que tiene una longitud
de al menos 9 nucleétidos que hibrida con una secuencia de acido nucleico convertida con bisulfito, en donde la
secuencia base de dichos oligdmeros comprende al menos un dinucledtido CpG. MSP requiere solamente pequefias
cantidades de ADN y es sensible a 0.1 % de alelos metilados de un locus de isla de CpG dada. Los tratamientos con
bisulfito y el método de amplificacion descrito en la presente descripcion se pueden usar en conjunto con este método
de deteccion.

De acuerdo con una modalidad preferida, la amplificacion es un método MSP anidada. El método MSP anidada se lleva
a cabo practicamente como se describe en WO 02/18649 y US 20040038245. Este método MSP considera el aparente
conflicto de requerir alta especificidad del iniciador MSP para diferenciar suficientemente entre las posiciones CGy TG y
de permitir un desajuste para crear un sitio de restricciéon Unico.

Comprende la expansion del nimero de copias de la region genética de interés. Por lo tanto una reaccién en cadena de
la polimerasa se usa para amplificar una porcion de dicha region en donde reside la metilacion de interés. Asi se genera
un producto de amplificacion. Una alicuota de dicho producto se usa después en una segunda reaccion en cadena de la
polimerasa de metilacion especifica para detectar la presencia de metilacién. En otras palabras se realiza un PCR no
especifica de metilaciéon antes de la PCR especifica de metilacion.

De acuerdo con una modalidad preferida, el método de amplificacion es un método HeavyMethyl™. El método
HeavyMethyl™ se lleva a cabo practicamente como se describe en WO 02/072880 y Cottrell SE y otros Nucleic Acids
Res. 13 enero 2004;32(1):e10. Este método comprende el uso de oligonucleétidos de sonda de bloqueo que pueden
hibridarse con el &cido nucleico molde tratado con bisulfito concurrentemente con los iniciadores de PCR.
Preferentemente, los oligonucleétidos de bloqueo se caracterizan porque su secuencia de base comprende una
secuencia que tiene una longitud de al menos 9 nucleétidos que se hibrida con la secuencia de acido nucleico tratada
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guimicamente. De ese modo la secuencia de base de dichos oligonucleétidos bloqueadores comprende al menos un
dinucleétido CpG, TpG o CPA. La amplificacion del acido nucleico molde se suprime en caso de que la secuencia
complementaria de la sonda de bloqueo esta presente en el molde. En tal caso la amplificacion se termina en la posicién
5' de la sonda de bloqueo. Las sondas de bloqueo se pueden disefar para hibridar con el acido nucleico tratado con
bisulfito de manera especifica a la condicién de metilacién. Por ejemplo, los acidos nucleicos metilados dentro de una
poblacién de acidos nucleicos no metilados se pueden detectar mediante la supresion de la amplificacion de acidos
nucleicos que estan no metilados en una posicidon en cuestién. Por lo tanto una sonda de bloqueo comprenderia un
"CpA" o "TpA" en la posicién en cuestion, en oposicién a un "CpG" si se desea la supresion de la amplificacion de
acidos nucleicos metilados. El uso de oligonucledtidos blogqueadores se requiere para una interrupcion eficiente de la
amplificacion mediada por polimerasa de tal manera los oligonucleétidos bloqueadores no pueden ser alargados por la
polimerasa. De acuerdo con el método HeavyMethyl™, esto se logra a través del uso de los bloqueadores que son 3
'desoxioligonucledtidos, u oligonucledtidos derivatizados en la posiciéon 3' con un grupo hidroxilo "libre" distinto. Por
ejemplo, pero no se limitan a este, los oligonucledtidos 3'-O-acetilo son representativos de una clase preferida de
moléculas bloqueadoras.

Ademas, se debe impedir la degradaciébn mediada por polimerasa de los oligonucleétidos bloqueadores.
Preferentemente, tal exclusion comprende o i) el uso de una polimerasa que carece de actividad exonucleasa 5'-3 ', 0 ii)
el uso de oligonucledtidos bloqueadores modificados. Estos oligonucleétidos bloqueadores modificados se caracterizan
por tener, por ejemplo, puentes tiolato en el 5'-terminal. Esto hace la molécula bloqueadora resistente a nucleasa. Las
aplicaciones particulares pueden no requerir tales modificaciones en 5' del oligonucleétido blogqueador. Por ejemplo, la
degradacion del oligonucledtido bloqueador se excluira sustancialmente si se superponen los sitios de unién bloqueador
e iniciador. De ese modo la union del iniciador se excluye (por ejemplo, en caso de exceso de oligonucleétido
bloqueador). Por lo tanto la polimerasa no puede unirse en el iniciador y lo alarga. Porque ninguna polimerasa esta
extendiendo el iniciador, el oligonucleétido de bloqueo no se degradara. Una modalidad particularmente preferida del
método HeavyMethyl™, para los propoésitos de la presente invencion y tal como se aplica en la presente descripcion,
comprende el uso de oligbmeros de acido nucleico peptidico (PNA) como oligonucledtidos bloqueadores. Tales
oligémeros bloqueadores de PNA son idealmente adecuados porque no son degradados ni extendidos por la
polimerasa.

De acuerdo con una modalidad, el método de deteccion puede ser cualquier tipo de método de deteccién. Una persona
con experiencia en la técnica esta en conocimiento de los métodos de deteccion adecuados. Preferentemente, un
método de deteccién puede ser cualquier tipo de método de deteccién que comprende el uso de un colorante
fluorescente, un colorante no fluorescente, una etiqueta de masa, una separacién por tamafio, 0 una separacién por
peso. Por ejemplo, pero no se limitan a este, el método de deteccidon es una separacion por tamafio en un gel de
agarosa seguido por una tincion de DNA por medio de un colorante fluorescente. De acuerdo con una modalidad
preferida, el método de deteccién es una deteccion especifica de la metilacién. Una persona con experiencia en la
técnica conoce los métodos adecuados de deteccion especifica de la metilacién. De acuerdo con una modalidad
preferida, el método de deteccion de la metilacion especifica es un método de secuenciacion por bisulfito. EI método de
secuenciacion por bisulfito se lleva a cabo practicamente como se describe enFrommer y otros Proc. Natl. Acad. Sci.
Estados Unidos 89:1827-1831, 1992. El método de secuenciacion por bisulfito es un método en donde es llevado a cabo
la secuenciacion de un fragmento previamente amplificado del ADN gendmico tratado con bisulfito. Como se amplifica el
ADN tratado con bisulfito antes de la secuenciaciéon, un método de amplificacién como se describe en la presente
descripcién pueden usarse en conjunto con este método de deteccion. Se prefiere especialmente ademas que los
resultados de una secuenciacion por bisulfito se analicen practicamente como se describe en EP 1369493. En resumen,
de acuerdo con este método, el grado de metilacién de una citosina se determina por medio de un electroferograma de
una o mas bases. De ese modo se calcula el area debajo del electroferograma de una base detectada. El grado de
metilacién se deduce después por comparacion de este valor para una posicion de citosina que se analiza con el valor
obtenido para una citosina no metilada. Para obtener mejores resultados, la determinacion y la consideracion de la
velocidad de conversion de citosina en uracilo del tratamiento con bisulfito y/o una normalizacion de sefiales
electroferograma es favorable.

De acuerdo con una modalidad preferida, el método de deteccion es un método de deteccién por medio de una matriz
de ADN. Una persona con experiencia en la técnica conoce una gran cantidad de matrices de ADN. Preferentemente,
una matriz de ADN comprende moléculas de ADN que se unen a eso, o de lo contrario se asocia a una fase sélida. La
matriz se puede caracterizar, por ejemplo, pero no se limitan a esta, en que las moléculas de ADN se disponen en la
fase solida en forma de una red rectangular o hexagonal. De este modo la fase solida es al menos una fase
seleccionada del grupo que comprende: silicio, vidrio, poliestireno, aluminio, acero, hierro, cobre, niquel, plata, oro,
nitrocelulosa, o plasticos tales como, pero no se limitan a este nylon. Pero ademas las combinaciones de dichos
materiales son imaginables. Para la deteccion, el ADN hibridado en la matriz se marca, preferentemente con un
colorante fluorescente. Este marcaje es, por ejemplo, pero no se limitan a este, la simple fijaciéon de colorantes Cy3 y
Cy5 a 5'-OH del fragmento de ADN. La deteccion de la fluorescencia del ADN hibridado puede llevarse a cabo, por
ejemplo, pero no se limitan a esta, a través de un microscopio confocal.

De acuerdo con una modalidad preferida particular, el método de deteccion es un método de deteccién por medio de un
microarreglo de oligonucledtidos. Una vision general de la técnica anterior en la fabricacion de matriz de oligémero
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pueden obtenerse de una edicion especial de Nature Genetics (Nature Genetics Supplement, volumen 21, enero 1999, y
de la bibliografia citada en ella).

De acuerdo con una modalidad preferida particular, el método de deteccion es un método de deteccién por medio de un
microarreglo de isla de CpG. De ese modo el ADN inmovilizado o asociado de la matriz comprende secuencias que se
derivan de las islas de CpG.

De acuerdo con una modalidad preferida particular, el método de deteccion es un método de deteccién por medio de
una matriz de ADN como practicamente se describe en WO 99/28498, WO 01/38565, 0 en WO 02/18632.

De acuerdo con una modalidad preferida, el método de deteccién es un método de deteccidon por medio de enzimas de
restriccion. Una persona con experiencia en la técnica esta en conocimiento de los métodos de deteccion adecuados.

De acuerdo con una modalidad preferida, la amplificacion especifica de la metilacion y la deteccién se llevan a cabo
simultaneamente. Los métodos adecuados se conocen por los expertos en la técnica. De acuerdo con una modalidad
particular preferida, el método para la amplificacion y deteccién especifica de la metilaciéon simultanea es el método
COBRA. El método COBRA es un método de metilacion cuantitativo util para determinar los niveles de metilacién de
ADN en los loci de gen especifico en cantidades pequefias de ADN gendmico (Xiong & Laird, Nucleic Acids Res.
25:2532-2534, 1997; esta referencia se incorpora como referencia en su totalidad). De acuerdo con método COBRA, la
digestion con enzimas de restriccion se utiliza para revelar las diferencias en la secuencia dependiente de la metilacion
en los productos de PCR de ADN tratado con bisulfito sodico. Las diferencias de secuencia dependiente de metilacién
se introducen primero en el ADN genomico por tratamiento con bisulfito. La amplificacién por PCR del ADN convertido
con bisulfito se realiza después usando iniciadores no especificos de metilacion seguido de la digestion con
endonucleasas de restriccion, electroforesis en gel y deteccion usando sondas de hibridacién marcadas y especificas.
Los niveles de metilacién en la muestra de ADN original se representan por las cantidades relativas de producto de PCR
digerido y no digerido de una manera linealmente cuantitativa a través de un amplio espectro de niveles de metilacion
de ADN. Adicionalmente, se usa la digestion con enzimas de restriccion de los productos de PCR amplificados a partir
del ADN convertido con bisulfito, en el método descrito por Sadri & Homsby (Nucl. Acids Res. 24:5058-5059, 1996). Los
tratamientos con bisulfito y métodos de amplificacién descritos en la presente descripcién se pueden usar en conjunto
con este método de deteccion.

De acuerdo con una modalidad particular preferida, el método para la amplificacién y deteccién especifica simultanea de
la metilaciéon es un método de PCR en tiempo real. Una persona con experiencia en la técnica conoce los métodos
adecuados de PCR en tiempo real. De acuerdo con una modalidad particular preferida, el método de PCR en tiempo
real es un método HeavyMethyl™. El método HeavyMethyl™ se realiza de ese modo como se describi6é anteriormente
por medio de una maquina de PCR en tiempo real.

De acuerdo con una modalidad preferida particular, el método de PCR en tiempo real es un método MethyLight™. El
método MethyLight™ es un método de metilacién cuantitativa de alto rendimiento que utiliza tecnologia de PCR en
tiempo real basada en fluorescencia (TagMan™) que no requiere de manipulaciones adicionales después de la etapa de
PCR (Eads y otros, Cancer Res. 59:2302-2306, 1999). En resumen, el proceso MethyLight™ comienza con una muestra
mixta de ADN gendémico que se convierte, en una reaccién de bisulfito, en una mezcla mixta de diferencias en la
secuencia dependientes de la metilacion de acuerdo con procedimientos estandar. El PCR basado en fluorescencia se
realiza después ya sea en una reaccion de PCR "no-sesgada” (con los iniciadores que no solapan sitios de metilacién
CpG conocidos), 0 en una reaccion "sesgada" (con iniciadores de PCR que solapan los dinucleétidos CpG conocidos).
La discriminacion de secuencia puede ocurrir ya sea a nivel del proceso de amplificacion o a nivel del proceso de la
deteccion de fluorescencia, o ambos.

El método MethyLight™ puede usarse como una prueba cuantitativa de los patrones de metilacién en la muestra de
ADN genomico, en donde la discriminacién de secuencia ocurre a nivel de la hibridacién de la sonda. En esta versién
cuantitativa, la reaccion de PCR se proporciona para la amplificacién no-sesgada en presencia de una sonda
fluorescente que solapa un sitio potencial de metilaciéon en particular. Se proporciona un control no-sesgado para la
cantidad de ADN de entrada por una reaccién en la que ni los iniciadores, ni la sonda revisten ninguno de los
dinucleétidos CpG. Alternativamente, una prueba cualitativa para la metilacién genémica se logra mediante el sondeo de
la mezcla PCR sesgada, ya sea con oligonucleétidos de control que no "cubren” los sitios de metilacion conocido (una
version basada en fluorescencia de la técnica de "MSP", ademas llamada método MSP MethyLight™), o con
oligonucledtidos que cubren los posibles sitios de metilacion.

El proceso MethyLight™ se puede usar con una sonda "TagMan®" en el proceso de amplificacion. Por ejemplo, el ADN
gendmico bicatenario se trata con bisulfito y se somete a uno de los dos conjuntos de reacciones de PCR usando
sondas TagMan®; por ejemplo, ya sea con iniciadores sesgados y sonda Tagman® o iniciadores no sesgados y sonda
TagMan®. La sonda TagMan® se marca doble con las moléculas fluorescentes "reportero” e "inactivador”, y se disefia
para ser especifica de una region GC de contenido relativamente alto tal que se funde a aproximadamente a 10 °C de
temperatura mas alta en el ciclo de PCR que los iniciadores directo o inverso. Esto permite que la sonda TagMan®
permanezca completamente hibridada durante la etapa de apareamiento/extensién del PCR. Debido a que la Taq
polimerasa sintetiza enzimaticamente una nueva cadena durante el PCR, eventualmente se lograra la sonda TagMan®
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apareada. La actividad endonucleasa 5' a 3' de la Taq polimerasa desplazara después la sonda TagMan® mediante la
digestién para liberar la molécula reportera fluorescente para la detecciéon cuantitativa de su sefial ahora inactivada
mediante la utilizaciéon de un sistema de deteccion de fluorescencia en tiempo real.

Variaciones sobre la tecnologia de deteccién TagMan® que ademas son adecuadas incluyen el uso de la tecnologia de
doble sonda (LightCycler™), iniciadores de amplificacion fluorescentes (tecnologia Sunrise™), sondas moleculares
Beacon (Tyagi S., y Kramer F.R., Nature Biotechnology 14, 303-308, 1996), iniciadores Scorpion (Whitcombe y otros,
Nature and Biotechnology, 17, 804-807, 1999), o LNA (acido nucleido Locked) sondas de oligonucleétidos de doble-
colorante (Exiqon A/S). Todas estas técnicas se pueden adaptar de una manera adecuada para el uso con el ADN
tratado con bisulfito, y ademas en el campo de andlisis de la metilacién dentro de dinudedtidos CpG.

Los tratamientos con bisulfito y métodos de amplificacion descritos en la presente descripcion pueden usarse en
conjunto con el método MethyLight™ o sus variantes.

De acuerdo con una modalidad preferida particular, el método PCR en tiempo real es el método MethyLight™ ALGO™,
El método MethyLight™ ALGO™ es un método mejorado del método MethyLight™ practicamente como se describe en
EP04090255.3. De acuerdo con este método mejorado, el grado de metilacion se calcula a partir de las intensidades de
la sefial de las sondas usando diferentes algoritmos.

De acuerdo con una modalidad preferida particular, el método de PCR en tiempo real es el ensayo QM (metilacion
cuantitativa). Este ensayo es una metilaciéon inespecifica y por lo tanto amplificacion por PCR en tiempo real no
sesgado. Se acompafia por el uso de dos sondas de metilacion especificas (MethyLight™) una para el amplificado
metilado y una segunda para el amplificado no metilado. De esta manera, se generan dos sefiales que se pueden usar
a) para determinar la relaciéon de acidos nucleicos metilados (CG) con no metilados (TG), y al mismo tiempo b) para
determinar la cantidad absoluta de &cidos nucleicos metilados. Para mas tarde, una calibracién del ensayo es necesario
con una cantidad conocida de ADN de control.

De acuerdo con la modalidad preferida, el método para la amplificacion especifica de la metilaciéon y la deteccion
simultanea es un método Headloop PCR. El método Headloop PCR es un método de PCR de supresion. Practicamente
se lleva a cabo como se describe en Rand K.N., y otros, Nucleic Acid Research, 33(14), e127. Es un método PCR para
distinguir secuencias relacionadas en la que la selectividad de la amplificacion depende de la secuencia del amplicén.
Una extension 5' se incluye en uno (0 ambos) iniciador (es) que corresponde (n) con secuencias dentro de uno de los
amplicones relacionados. Después de copiarse y la incorporacion en el amplificado esta secuencia es capaz después de
enrollarse de nuevo, hibridarse con las secuencias internas y prepararse para formar una estructura de horquilla. Esta
estructura impide después la amplificacién adicional. Asi, la amplificacién de secuencias que contienen un ajuste
perfecto con la extensién 5' se suprime, mientras que no se afecta la amplificacion de secuencias que contienen
desajustes o carencias de la secuencia.

De acuerdo con una modalidad particular preferida, el método para la amplificacion especifica de la metilacion y la
deteccién simultdnea es una combinacion del método Headloop PCR y el método MethyLight™, llamado ademas
método Headloop MethyLight™.

De acuerdo con la modalidad preferida, el método para la amplificacion especifica de la metilaciéon y la deteccion
simultanea es un método Scorpion™. Este método se describid primero por Whitcombe y otros: Detection of PCR
products using self-probing amplicons and fluorescence. Nat Biotechnol. 1999; 17(8):804-7; Thelwell y otros: Mode of
action and application of Scorpion™ primers to mutation detection. Nucleic Acids Res. 2000 oct 1; 28(19):3752-61; US
6,326,145; US 6,365,729; US 20030087240 Al. Varias modalidades de este método son conocidos por aquellos con
experiencia en la técnica. Todos estos métodos tienen en comun el sondeo intramolecular. De acuerdo con la llamada
variante bucle en horquilla, los iniciadores Scorpion™ poseen una secuencia de sonda especifica en su extremo 5'. Esta
secuencia esta presente en una configuracion de tipo bucle en horquilla. Un colorante fluorescente y un inactivador se
encuentran en la proximidad espacial al final de la secuencia de sondeo. Después de la desnaturalizacién posterior a un
ciclo de amplificacion, la sonda se hibrida intramolecularmente sobre la secuencia del iniciador alargado de la misma
cadena. De ese modo el bucle en horquilla se abre, el colorante y el inactivador de la fluorescencia se separan y asi se
puede detectar la sefial del colorante.

Otras variantes del método Scorplon™ son por ejemplo la variante Duplex (Solinas y otros: Duplex Scorpion™ primers
in SNP analysis and FRET applications. Nucleic Acids Res. 2001 Oct 15; 29(20):E96), o las variantes descritas en US
6,326,145 y US 20030087240.

De acuerdo con una modalidad preferida particular, el método Scorpion™ es un método practicamente como se
describe en WO 05/024056.

De acuerdo con una modalidad preferida particular, el método para la amplificacion especifica de la metilacion y la

deteccién simultanea es una combinacion del método HeavyMethyl™ y el método Scorpion™, ademas llamado método
HeavyMethyl™ Scorpion™.
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De acuerdo con una modalidad preferida particular, el método para la amplificacion especifica de la metilacion y la
deteccién simultanea es una combinacion del método HeavyMethyl™ y el método MethyLight™, ademas llamado
método HeavyMethyl™MethyLight™.

De acuerdo con una modalidad preferida particular, el método para la amplificacion especifica de la metilacion y la
deteccién simultanea es una combinacién del método MSP y el método Scorpion™, ademas llamado método MSP
Scorpion™,

De acuerdo con una modalidad preferida particular, el método para la amplificaciéon especifica de la metilacion y la
deteccién simultdnea es una combinacién del método Headloop y el método Scorpion™, ademas llamado método
Headloop Scorpion™.

De acuerdo con una modalidad preferida, el método para la amplificacion especifica de la metilacion y la deteccion
simultanea es un método de extensién del iniciador especifico de metilacion. Una persona con experiencia en la técnica
conoce varios métodos que se pueden usar de acuerdo con la invencion.

De acuerdo con una modalidad preferida particular, el método de extension del iniciador especifico de metilacién es el
método Ms-SNUPE (Extension del Iniciador de Nucleétido Simple Sensible a la Metilacion). El método Ms-SNUPE es un
método que se lleva a cabo practicamente como se describe en Gonzalgo y otros, Nucleic Acids Research 25(12), 2529-
2531, 1997 y Patente de Estados Unidos 6,251,594. De acuerdo con el método Ms-SNUPE, las regiones de interés se
amplifican por PCR a partir de ADN tratado con bisulfito. Después de la purificacién de los productos de PCR, los
iniciadores se hibridan inmediatamente frente a la posicion que se analiza. El iniciador se alarga después por un
nucledtido simple, ya sea con dCTP marcado o con dTTP marcado de manera diferente. En el caso que se metild la
citosina en el ADN original, el dCTP se incorporara después porque las citosinas metiladas permanecen inalteradas
durante el tratamiento con bisulfito. En el otro caso que, no se metild la citosina en el ADN original, después dTTP se
incorporara porque la citosina no metilada se convierte en uracilo mediante tratamiento con bisulfito y el PCR posterior
sustituird el uracilo por timina. Mediante la deteccion de las diferentes etiquetas, se puede distinguir si se metilé o no
metilé una citosina de una posicion CpG. El método MS-SNUPE ademas se puede realizar de una manera cuantitativa.

De acuerdo con una modalidad preferida particular, el método de extension del iniciador especifico de metilacion es un
método practicamente como se describe en WO 01/062960, WO 01/062064, o WO 01/62961. Todos estos métodos se
pueden realizar de una manera cuantitativa. De acuerdo con WO 01/062960, el iniciador que se extiende hibrida con su
extremo 3' completo o sélo parcialmente en las posiciones de interés. Una extension de al menos un nucleétido ocurre
so6lo si el iniciador hibrida completamente. WO 01/062064 describe un método en el que el iniciador que se extiende
hibrida inmediatamente adyacente o a una distancia de hasta diez bases en la posicién que se analiza. El iniciador se
extiende después por al menos un nucleétido simple. El tercer método se describe en WO 01/62961. De acuerdo con
este método, dos conjuntos de oligonucledtidos se hibridan con el ADN amplificado después del tratamiento con
bisulfito. El primer tipo de oligonucleétido hibrida 5' inmediatamente adyacente o a una distancia de hasta 10 bases con
la posicién que se analiza. El segundo tipo de oligonucledtido se hibrida en el ADN amplificado de modo que su terminal
5' se hibrida 3' inmediatamente adyacente a dicha posicion que se analiza. A través de esto, los dos oligonucleétidos se
separan unos de otros por una interrupcion en el intervalo de 1 a 10 nucleétidos. El primer tipo de oligonucleétido se
extiende después por medio de una polimerasa, en donde se afiaden no mas que el nimero de nucleétidos que se
encuentran entre los dos oligonucledtidos. Se usan de ese modo los nucleétidos que comprenden dCTP y/o dTTP
marcados diferencialmente. Los dos oligonucleétidos se enlazan después entre si por medio de una enzima ligasa. En
el caso que se metilo la citosina en el ADN original, se incorporara después dCTP. En el caso que no se metilo la
citosina en el ADN original se incorporara después el dTTP.

Por supuesto otros métodos similares, que son métodos mas desarrollados de los llamados métodos o combinaciones
de estos son usables ademas de acuerdo con la invencién.

En una modalidad preferida la reaccion de deteccidon o cuantificacion comprende un acido nucleico, ADN, PNA,
oligonucleétido, u oligémero de PNA que

es al menos de aproximadamente 10, aproximadamente 15, aproximadamente 20, aproximadamente 25,
aproximadamente 30, aproximadamente 35, aproximadamente 40, aproximadamente 50, aproximadamente 60,
aproximadamente 70, aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 100, aproximadamente 150 o
aproximadamente 200 nucleétidos de longitud,

tiene un contenido de nucleétidos-citosina y nucleétidos-guanosina de aproximadamente 15 %, aproximadamente 20 %,
aproximadamente 30 %, aproximadamente 40 %, aproximadamente 50 %, aproximadamente 60 %, aproximadamente
70 %, aproximadamente 80 %, 0 aproximadamente 85 %;

tiene una temperatura de fusion de aproximadamente 37 °C, aproximadamente 45 °C, aproximadamente 50 °C,
aproximadamente 55 °C, aproximadamente 60 °C, aproximadamente 65 °C, aproximadamente 70 °C, aproximadamente
75 °C, aproximadamente 80 °C, aproximadamente 85 °C, aproximadamente 90 °C, aproximadamente 95 °C, o
aproximadamente 99 °C; o

combinaciones de estos.
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En una modalidad preferida la reaccion de deteccion o cuantificacion comprende un oligonucleétido que tiene al menos
de aproximadamente 5, aproximadamente 10, aproximadamente 15, aproximadamente 20, aproximadamente 25,
aproximadamente 30, aproximadamente 35, aproximadamente 40, aproximadamente 50, aproximadamente 60,
aproximadamente 70, aproximadamente 80, o aproximadamente 90 nucleétidos de longitud;

tiene un contenido de nucledtidos-citosina y nucleétidos-guanosina de aproximadamente 5 %, de aproximadamente 10
%, aproximadamente 20 %, aproximadamente 30 %, aproximadamente 40 %, aproximadamente 50 %,
aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 %, aproximadamente 80 %, aproximadamente 90 % o aproximadamente
95 %; tiene una temperatura de fusién de aproximadamente 37 °C, aproximadamente 45 °C, aproximadamente 50 °C,
aproximadamente 55 °C, aproximadamente 60 °C, aproximadamente 65 °C, aproximadamente 70 °C, aproximadamente
75 °C, aproximadamente 80 °C, aproximadamente 85 °C, aproximadamente 90 °C, aproximadamente 95 °C, o
aproximadamente 99 °C; o combinaciones de estos.

En una modalidad preferida la reaccion de deteccion o cuantificacion comprende un oligonucleétido que tiene al menos
de aproximadamente 16, aproximadamente 20, aproximadamente 25, aproximadamente 30, aproximadamente 35, o
aproximadamente 40 nucleétidos de longitud; tiene un contenido de nucledtidos-citosina y nucleétidos-guanosina de
aproximadamente 20 %, aproximadamente 30 %, aproximadamente 40 %, aproximadamente 50 %, aproximadamente
60 %, aproximadamente 70 %, o aproximadamente 80 %; y tiene una temperatura de fusion de aproximadamente 50 °C,
aproximadamente 53 °C, aproximadamente 56 °C, aproximadamente 59 °C, o aproximadamente 62 °C.

En una modalidad preferida la reaccion de deteccién o cuantificacion comprende un oligonucle6tido que comprende una
secuencia iniciadora especifica de genes y una secuencia que hibrida en una variante de un polimorfismo de secuencia.

En una modalidad preferida la reaccién de deteccion o cuantificacién comprende un oligonucleétido que comprende dos
dominios, en donde un dominio comprende una secuencia iniciadora objetivo especifica de aproximadamente 10,
aproximadamente 15, aproximadamente 20, aproximadamente 25, aproximadamente 30, aproximadamente 35, o
aproximadamente 40 nucleétidos, tiene un contenido de nucledtidos-citosina y nucleétidos-guanosina de
aproximadamente 20 %, aproximadamente 30 %, aproximadamente 40 %, aproximadamente 50 %, aproximadamente
60 %, aproximadamente 70 %, o aproximadamente 80 %, y tiene una temperatura de fusion del dominio de
aproximadamente 50 °C, aproximadamente 52 °C, aproximadamente 54 °C, aproximadamente 56 °C, aproximadamente
58 °C, aproximadamente 60 °C, o aproximadamente 62 °C; y en la presente descripcién el otro dominio comprende una
secuencia Unica de aproximadamente 5, aproximadamente 10, aproximadamente 15, aproximadamente 20,
aproximadamente 25, aproximadamente 30, aproximadamente 35, aproximadamente 40, aproximadamente 45, o
aproximadamente 50 nucleétidos, esta libre de citosinas, guanina, o ambos, y tiene un contenido de nucledétidos-citosina
y nucleétidos-guanosina de aproximadamente 20 %, aproximadamente 30 %, aproximadamente 40 %,
aproximadamente 50 %, aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 %, o aproximadamente 80 %.

La reaccion de deteccién o cuantificacion puede comprender un oligonucleétido que comprende una secuencia
iniciadora especifica al gen y una secuencia que se hibrida con una variante de un polimorfismo de secuencia. De
acuerdo con una modalidad preferida, la secuencia iniciadora especifica al gen se encuentra en la regién 5' terminal y la
secuencia de hibridacién en la variante del polimorfismo de secuencia se encuentra en la regién 3' terminal de dicho
oligonucledtido. De acuerdo con una modalidad particular preferida, la secuencia de hibridaciéon en la variante del
polimorfismo de secuencia se encuentra en la regién 5' terminal y la secuencia iniciadora especifica al gen se encuentra
en la region 3' terminal de dicho oligonucledtido.

La reaccién de deteccién o cuantificacion puede comprender un oligonucleétido que comprende dos dominios, en donde
un dominio comprende una secuencia iniciadora especifica al objetivo de aproximadamente 10, aproximadamente 15,
aproximadamente 20, aproximadamente 25, aproximadamente 30, aproximadamente 35, o aproximadamente 40
nucledtido, tiene un contenido de nucledtidos-citosina y nucledtidos-guanosina de aproximadamente 20 %,
aproximadamente 30 %, aproximadamente 40 %, aproximadamente 50 %, aproximadamente 60 %, aproximadamente
70 %, o aproximadamente 80 %, y tiene un temperatura de fusion del dominio de aproximadamente 50 °C,
aproximadamente 52 °C, aproximadamente 54 °C, aproximadamente 56 °C, aproximadamente 58 °C, aproximadamente
60 °C, o aproximadamente 62 °C; y

en donde el otro dominio comprende una secuencia Unica de aproximadamente 5, aproximadamente 10,
aproximadamente 15, aproximadamente 20, aproximadamente 25, aproximadamente 30, aproximadamente 35,
aproximadamente 40, aproximadamente 45, o aproximadamente 50 nucleétidos, y tiene un contenido de nucledtidos-
citosina y nucleétidos-guanosina de aproximadamente 20 %, aproximadamente 30 %, aproximadamente 40 %,
aproximadamente 50 %, aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 %, o aproximadamente 80 %.

De acuerdo con las modalidades especificadas de la presente descripcion para la deteccion o cuantificacién, un dicho
oligonucleétido es un oligonucleétido de ADN o comprende al menos en partes analogas de ADN como PNA (acido
nucleico peptidico),

En una modalidad preferida, el andlisis de la metilacion comprende al menos uno seleccionado del grupo que
comprende la deteccion de la condicion de metilacion, deteccion del nivel de metilacion, deteccion del patron de
metilacién, deteccion de nivel del patron de metilacion, método de amplificacion, método de PCR, método de
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amplificacion isotérmico, método NASBA, método LCR, método de amplificacion especifica de la metilaciéon, método
MSP (PCR especifica de metilacién), método MSP anidada, método HeavyMethyl™, método de deteccién, método de
deteccién especifica de metilacion, método de secuenciacion por bisulfito, deteccion por medio de matrices de ADN,
deteccién por medio de microarreglos de oligonucledtidos, deteccion por medio de microarreglos de islas CpG,
deteccién por medio de enzimas de restriccion, método de amplificacién especifica de la metilacion y deteccién
simultanea, método COBRA, PCR en tiempo real, método de PCR en tiempo real HeavyMethyl™, método MSP
MethyLight™, método MethyLight™, método MethyLight™ Algo ™, método de QM, método Headloop MethyLight™,
método HeavyMethyl™ MethyLight™, método HeavyMethyl™ Scorpion™, método MSP Scorpion™, método Headloop
Scorpion™, extension con iniciador sensible a la metilacion y método Ms-SNUPE (Extension del Iniciador de un
Nucleétido Simple Sensible a la Metilaciéon).

De acuerdo con una modalidad, la determinacion de una condicién de metilacion de al menos una posicion CpG, la
determinacion de al menos un patron de metilacién, o ambos comprende el uso de al menos una vez de los siguientes
métodos o combinaciones de estos: método de amplificacion, método de PCR, método de amplificacion isotérmica,
método NASBA, método LCR, método de amplificacién especifica de la metilacion, método MSP (PCR especifica de
metilacién), método MSP anidada, método HeavyMethyl ™, método de deteccion, gel de agarosa, tincién de un gel de
agarosa, método de deteccidn especifica de metilacion, método de secuenciacion por bisulfito, detecciéon por medio de
matriz de ADN, deteccidon mediante microarreglos de oligonucledtidos, deteccién por medio de microarreglos de islas
CpG, deteccion por medio de enzimas de restriccion, amplificacion especifica de la metilacién y método de deteccion
simultanea, método COBRA, PCR en tiempo real, método de PCR en tiempo real HeavyMethyl™, método MSP
MethyLight™, método MethyLight™, método MethyLight™ Algo™, método QM, método Headloop MethyLight™,
método HeavyMethyl™ MethyLight™, método HeavyMethyl™ Scorpion™, método MSP Scorpion™, método Headloop
método Scorpion™, extension del iniciador sensible a la metilacion, y Ms-SNUPE (Extension del Iniciador de un
Nucleétido Simple Sensible a la Metilacion). Una persona con experiencia en la técnica conoce como realizar dichos
métodos. Preferentemente, tales métodos se realizan como se describi6é anteriormente.

De acuerdo con una modalidad preferida particular, el método de la invencién es un método de deteccion de intercambio
de la muestra, contaminaciéon cruzada, o ambos en el campo de andlisis de la metilacion, que comprende las dos
primeras etapas en el orden indicado:

proporcionar un conjunto de muestras de al menos dos muestras biolégicas, en donde al menos una muestra
comprende ADN gendmico metilado diferencialmente al menos en una posicion,

aplicar al menos un identificador para cada muestra,

someter cada muestra con al menos un identificador para una reaccion de deteccién o cuantificacién que es especifica
para al menos un identificador, y

deducir la presencia o ausencia de un intercambio de la muestra, de una contaminacion cruzada, o0 ambos a partir de la
presencia o ausencia de al menos un identificador en una sola muestra.

En una modalidad preferida particular, la etapa de deducir la presencia o ausencia de un intercambio de la muestra, de
una contaminacion cruzada, o ambos comprende ademas deducir la extension de una contaminacién cruzada para una
sola muestra a partir de la cantidad absoluta o relativa de al menos un identificador presente en dicha muestra
individual.

Dichas modalidades preferidas particulares de deteccién de intercambio de la muestra, contaminacién cruzada, o ambos
en el campo de analisis de la metilacion se llevan a cabo practicamente como se describe en las modalidades de la
presente descripcion para identificar al menos una muestra bioldgica en el campo de andlisis de la metilacion.

De acuerdo con una modalidad preferida particular, los identificadores se aplican a muestras de un conjunto de
muestras como se indica en la Figura 2. Cada muestra del conjunto se representa por dos identificadores diferentes, por
ejemplo, pero no se limitan a, dos identificadores diferentes que pertenecen a un conjunto de variantes de polimorfismo
de secuencia. Preferentemente, de ese modo cada identificador se codifica por un plasmido diferente. Una muestra
respectiva se puede identificar entre las etapas de un procedimiento experimental o posterior a éste amplificando las
variantes de polimorfismo de secuencia e hibridando el amplicon en un chip. Cada combinacién de identificadores
resulta en un patrén de hibridacion Unico. Un intercambio muestra se detecta si dos sefiales de hibridacién se detectan
mediante el cual uno o ambos no son caracteristicos de los identificadores aplicados para dicha muestra. Una
contaminacion cruzada de la muestra se detecta si al menos se detectan tres en lugar de dos sefiales de hibridacion. De
ese modo las sefiales de hibridaciones no esperadas para dicha muestra indican con lo que se contamina una o mas
muestras de dicha muestra. Mediante la cuantificacion de las sefales de hibridacion es posible deducir la cantidad de
contaminacion (es). De acuerdo con esta modalidad, el uso de dos identificadores diferentes para cada muestra tiene la
ventaja de que la asignacion de los identificadores a la diferente muestras es inequivoca. Por ejemplo, en el caso de
que dos identificadores idénticos se usan y dos sefales de hibridacion diferentes se detectan, no puede distinguirse
entre una contaminacion cruzada y una muestra a la que se aplican dos identificadores diferentes.

De acuerdo con una modalidad preferida particular, un maximo de 28 muestras se codifican por medio del sistema
anteriormente descrito de dos identificadores diferentes. De acuerdo con otras modalidades preferidas particulares, el
uso de varios numeros diferentes de identificadores se usan para las muestras de la codificacion. Estas modalidades se
resumen en la Tabla 1.
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La Tabla 1 brinda una vision general de varias modalidades preferidas particulares. Se muestra la cantidad maxima de
muestras que se pueden codificar por medio de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, u 8 plasmidos y por medio de 1 a 96 identificadores,
por lo cual cada identificador puede estar compuesto por cada plasmido. Generalmente, la siguiente férmula expresa la
cantidad maxima de muestras que se pueden codificar por medio de un cierto nimero de plasmidos y un cierto nimero
de identificadores:

K rn..r:1=(”]
i

De ese modo K representa el nimero maximo de muestras que se pueden codificar, k representa el namero de
identificadores (por ejemplo, variantes de polimorfismo), y n representa el nimero de plasmidos. Por supuesto las
modalidades adicionales correspondientes son posibles y se prefieren con la presente.

De acuerdo con una modalidad preferida particular, el método de la invencion es un método para identificar una muestra
en un conjunto de muestra mezclada en el campo de andlisis de la metilacion, que comprende las dos etapas primeras
en el orden indicado:

proporcionar un conjunto de muestra mezclada de al menos dos muestras biolégicas, en donde al menos una muestra
comprende ADN gendmico diferencialmente metilado al menos en una posicion;

aplicar al menos un identificador para cada muestra;

someter el conjunto de muestra a una deteccion o cuantificacion de la reacciéon que es especifica para al menos un
identificador de cada muestra; e

identificar una muestra en el conjunto de muestra mezclada mediante la deteccion del al menos un identificador aplicado
respectivo.

El método comprende poner en contacto el ADN de cada muestra y al menos un identificador aplicado con un reactivo
de bisulfito que diferencia entre una posicion metilada o una no metilada. Dichas modalidades preferidas particulares
para identificar una muestra en un conjunto de muestra mezclada en el campo del analisis de la metilacion se lleva a
cabo practicamente como se describe en las modalidades de la presente descripcion para identificar al menos una
muestra biologica en el campo de analisis de la metilacion.

De acuerdo con una modalidad preferida particular, las muestras tomadas del mismo individuo se codifican por los
identificadores del mismo conjunto de identificadores. Esto permite una codificacion 6rgano especifico de las muestras,
una codificacion tejido especifico de las muestras, una codificacion cuerpo especifico de las muestras, o combinaciones
de estas. De acuerdo con una modalidad particular, las muestras tomadas de diferentes individuos se codifican por los
identificadores de diferentes conjuntos de identificadores. Ademas, es particular preferida, combinar estas dos
modalidades, de manera que es posible mezclar las muestras derivadas de un mismo individuo y analizarlas
simultaneamente con muestras mezcladas de otros individuos. Las muestras se pueden asignar a los individuos
correspondientes por medio de los identificadores especificos individuales. Es posible identificar cada muestra y
asignarla a los resultados del andlisis por medio de los identificadores especificos para cada muestra obtenida a partir
del mismo individuo. Por lo tanto es necesario que cada identificador especifico para cada muestra se asocie con el
ADN genodmico o tiene propiedades similares como las del ADN gendmico, en caso de que se usan identificadores
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exogenos. Pero por supuesto, ademas se usan y se prefieren ademas muestra de identificadores endégenos de ADN.
Tales identificadores exdégenos o endégenos pueden ser, por ejemplo, pero no se limitan a, todo tipo de polimorfismos
(secuencia, longitud, delecién, SNP).

De acuerdo con una modalidad preferida particular, el método de la invencién es un método de detecciéon de una
inhibicién de amplificacion en el campo de analisis de la metilacion, que comprende las dos primeras etapas en el orden
indicado:

proporcionar un conjunto de muestras de al menos dos muestras biolégicas, en donde al menos una muestra
comprende ADN gendmico metilado diferencialmente al menos en una posicion;

aplicar al menos un identificador para cada muestra;

someter cada muestra con al menos un identificador a una reacciéon de amplificacion que es especifica para al menos
un identificador; y

deducir una presencia, ausencia o inhibicion de la amplificacion parcial a partir de la presencia, ausencia o cantidad del
producto de la reaccién de amplificacion especifica del identificador.

Estas modalidades comprenden poner en contacto el ADN de cada muestra y al menos un identificador aplicado con un
reactivo de bisulfito que diferencia entre una posicion metilada o una no metilada. Dichas modalidades preferidas
particulares de deteccién de una inhibicion de amplificacion en el campo de analisis de la metilacion se lleva a cabo
practicamente como se describe en las modalidades de la presente descripcion para identificar al menos una muestra
bioldgica en el campo de andlisis de la metilacion.

De acuerdo con esta modalidad, una persona con experiencia en la técnica puede detectar facilmente una inhibicion de
amplificacion porque al menos se aplica un identificador que se puede detectar mediante la amplificacion. Deduce una
presencia de una inhibicion de la amplificacion en caso de que no es mas amplificable el (los) identificador (es) aplicado

(s).

De acuerdo con una modalidad particular preferida, el método de la invencion es un método de normalizacion,
calibracion, o ambos en el campo de andlisis de la metilacion, que comprende las dos primeras etapas en el orden
indicado:

proporcionar un conjunto de muestras de al menos dos muestras biolégicas, en donde al menos una muestra
comprende ADN gendmico metilado diferencialmente al menos en una posicion;

aplicar al menos un identificador para cada muestra mediante la adicion de al menos un identificador a cada muestra
proporcionada;

someter cada muestra con al menos un identificador a una reacciéon de deteccion o cuantificacion; y

normalizar al menos una muestra, calibrar un procedimiento experimental, o ambos de acuerdo con uno o0 mas
identificadores detectados o cuantificados en comparacion con la cantidad total afiadida de uno o mas identificadores.
De ese modo la normalizacion significa una correccion de acuerdo con los estandares, particularmente de acuerdo con
uno o mas identificadores usados. Por otra parte, la calibracion significa un ajuste de un procedimiento experimental o
método, de manera que los valores caracteristicos del procedimiento o método se encuentran dentro de ciertos
intervalos predefinidos. De acuerdo con la invencion, tales valores caracteristicos pueden ser esos derivados de uno o
mas identificadores.

De acuerdo con una modalidad preferida, uno o mas identificadores aplicados para al menos una muestra biolégica se
detectan o cuantifican al menos dos veces durante un procedimiento experimental. Preferentemente, se detectan o
cuantifican después de una o mas etapas del procedimiento experimental y posterior al procedimiento experimental.

Esta modalidad comprende poner en contacto el ADN de cada muestra y al menos un identificador aplicado con un
reactivo de bisulfito que diferencia entre una posicién metilada o una no metilada. Las modalidades particulares
preferidas de normalizacién, calibracién, o ambas, en el campo de analisis de la metilacion se llevan a cabo
practicamente como las modalidades descritas en la presente para identificar al menos una muestra biolégica en el
campo de andlisis de metilacion.

De acuerdo con esta modalidad, uno o mas identificadores se aplican en una cantidad definida. Es posible calibrar un
procedimiento experimental o normalizar las muestras procesadas mediante un procedimiento experimental usando
estos identificadores como estandar interno y tomando en consideracion los cambios cuantitativos. Los cambios de este
tipo se pueden determinar, por ejemplo, pero no se limitan a, etapas de pipeteados o amplificaciones.

De acuerdo con una modalidad preferida particular, el método de la invencién es un método de identificacién de una
contaminacion por arrastre en el campo de analisis de la metilacion, que comprende las dos primeras etapas en el orden
indicado:

proporcionar un conjunto de muestras de al menos dos muestras biolégicas, en donde al menos una muestra
comprende el ADN gendémico diferencialmente metilado al menos en una posicion;

aplicar al menos un identificador para cada muestra;

someter cada muestra con al menos un identificador a una reaccion de deteccién o cuantificacion que es especifico para
al menos un identificador; y
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deducir la presencia de una contaminacién por arrastre de la muestra a partir de la presencia de al menos un
identificador no aplicado en dicha muestra, o deducir la ausencia de una contaminacién de la muestra a partir de la
ausencia de identificadores no aplicados en dicha muestra.

Esta modalidad comprende poner en contacto el ADN de cada muestra y al menos un identificador aplicado con un
reactivo de bisulfito que diferencia entre una posicion metilada o una no metilada. Dichas modalidades particulares
preferidas de identificacion de un traspaso de una contaminacién por arrastre en el campo de la metilacion se lleva a
cabo practicamente como las modalidades descritas en la presente para identificar al menos una muestra bioldgica en el
campo de andlisis de metilacion.

De acuerdo con esta modalidad, se proporciona cada conjunto de muestras con un identificador cuando se procesa o
almacena en un lugar determinado. Una contaminacion por arrastre estd presente, en caso de que un identificador
usado anteriormente por otro conjunto de muestras se detecta por un conjunto de muestras.

De acuerdo con una modalidad preferida particular, el método de la invencién es un método para evaluar el éxito de una
etapa de hibridaciéon en el campo de andlisis de la metilacién, que comprende las dos primeras etapas en el orden
indicado:

proporcionar un conjunto de muestras de al menos dos muestras biolégicas, en donde al menos una muestra
comprende el ADN genomico diferencialmente metilado al menos en una posicion; aplicar al menos un identificador;
someter cada muestra que incluye al menos un identificador aplicado a una reaccion de deteccion o cuantificacion que
es especifica para dicho al menos un identificador; en donde la reacciéon de deteccién o cuantificacion comprende una
etapa de hibridacion,

evaluar el éxito de la etapa de hibridacién en donde (a) la presencia de una sefial derivada de al menos un identificador
aplicado indica la presencia de una etapa de hibridacién exitosa, y en donde (b) la ausencia de sefial derivada por al
menos un identificador aplicado indica la presencia de una etapa de hibridacion sin éxito.

Esta modalidad comprende poner en contacto el ADN de cada muestra y al menos un identificador aplicado con un
reactivo de bisulfito que diferencia entre una posicién metilada o una no metilada. Dichas modalidades particulares
preferidas para evaluar el éxito de una etapa de hibridacién en el campo de andlisis de la metilacion se lleva a cabo
practicamente como las modalidades descritas en la presente para identificar al menos una muestra bioldgica en el
campo de analisis de la metilacion.

De acuerdo con esta modalidad, es en principio suficiente para aplicar un Unico identificador por lote experimental.
Preferentemente, dos 0 mas identificadores se aplican para un unico lote experimental. Este es en particular el caso en
donde las muestras procesadas se tratan diferencialmente o de forma independiente uno del otro. Con la maxima
preferencia, al menos un identificador se aplica para cada muestra que se procesa por lote experimental.

De acuerdo con una modalidad preferida particular, el método de la invencién es un método para determinar la
velocidad de conversion de ADN en el campo de andlisis de la metilacion, que comprende las dos primeras etapas en el
orden indicado:

proporcionar un conjunto de muestras de al menos dos muestras biolégicas, en donde al menos una muestra
comprende el ADN genomico diferencialmente metilado al menos en una posicion;

aplicar al menos un identificador para cada muestra, al menos uno de los identificadores aplicados comprende una
citosina que no es parte de un dinucleétido CpG;

someter cada muestra con al menos un identificador a al menos una reaccidon que convierte citosinas no metiladas en
una base con un comportamiento de apareamiento de base diferente que citosina, particularmente con uracilo, mientras
gue las citosinas metiladas permanecen sin cambios;

someter al menos un identificador de cada muestra a al menos una reacciéon de cuantificacion, en donde la cantidad
total de identificador y la cantidad de identificador convertido se detectan; y

determinar la velocidad de conversion de ADN de acuerdo con la cantidad de identificador convertida en comparacion
con la cantidad total de identificador.

De acuerdo con esta modalidad, la velocidad de conversién de un tratamiento con bisulfito se determina mediante la
cuantificacion de la cantidad de un identificador aplicado antes de una etapa y después de eso. De ese modo la etapa
comprende poner en contacto el ADN y al menos un identificador con un reactivo de bisulfito. Generalmente, la cantidad
después del tratamiento se divide por la cantidad antes del tratamiento. Pero otras posibilidades son posibles y se
incluyen también con la presente.

De acuerdo con otras modalidades, la eficacia de un procedimiento experimental o solo etapas de la misma se
determinan en correspondencia como la velocidad de conversién del tratamiento con bisulfito.

Se describe ademas un método para probar un procedimiento experimental, que comprende

aplicar al menos un identificador en lugar de una muestra biolégica en un procedimiento experimental;
someter uno o mas identificadores a una reaccion de deteccién o cuantificacion que es especifica a dichos uno o mas
identificadores, y que se lleva a cabo antes o después de las etapas individuales del procedimiento experimental o
posterior a la misma.
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Se describe ademas un método para probar un procedimiento experimental en el campo de andlisis de la metilacion,
gue comprende

aplicar al menos un identificador en lugar de una muestra biolégica en un procedimiento experimental, el procedimiento
experimental comprende poner en contacto al menos un identificador aplicado con un reactivo o enzima que diferencia
entre una posicion metilada o no metilada; someter uno o mas identificadores a una reaccion de deteccién o
cuantificacion que es especifica a dichos uno o mas identificadores, y que se lleva a cabo antes o después de las
etapas individuales del procedimiento experimental o posterior a la misma.

Como consecuencia, uno o mas identificadores que sustituyen una muestra bioldgica se refieren en la presente como
muestra de identificador.

En estas modalidades, uno o mas identificadores pueden sustituir una muestra bioldgica. Preferentemente, uno o mas
identificadores sustituyen una muestra biolégica dentro de un conjunto de muestras o uno o mas identificadores
sustituyen un conjunto de muestras que resultan en un conjunto de muestras identificador. De acuerdo con estas
modalidades, uno o mas identificadores se proporcionan de maneras comparables, similares o idénticas como una
muestra bioldgica. Por ejemplo, uno o mas identificadores estan dentro del mismo recipiente, en el mismo tampén o
ambos como una muestra biol6gica. Sin embargo, de acuerdo con estas modalidades, uno o mas identificadores se
pueden proporcionar ademas como sustancia seca o en solucién con agua o cualquier tampon adecuado. De acuerdo
con estas modalidades, los identificadores se detectan o cuantifican entre etapas individuales del procedimiento
experimental o en su final. La reacciéon de deteccién o cuantificacion se lleva a cabo segun lo especificado por otras
modalidades descritas en la presente. Una persona con experiencia en la técnica sabe ajustarlas si es necesario. De
acuerdo con esta modalidad, las muestras de identificador o conjuntos de muestras de identificador se someten a otras
modalidades descritas en la presente.

Se describe que el procedimiento experimental es, por ejemplo, pero no se limitan a cualquier combinaciéon de
reacciones quimicas, bioldgicas o fisicas.

Se describe que la prueba de un procedimiento experimental comprende al menos una de las siguientes
determinar la probabilidad para un intercambio de muestra, contaminacion cruzada , o ambos;

determinar el grado de una posible contaminacién cruzada;

determinar la probabilidad de identificar una muestra en un conjunto muestras mezcladas;

determinar la probabilidad de una inhibicién de la amplificacion;

calibrar el procedimiento experimental;

determinar la necesidad de normalizacion;

determinar la probabilidad de la contaminacion por arrastre;

determinar la eficacia de una reaccion, de una etapa de dicho procedimiento experimental, o del procedimiento
experimental completo;

optimizar el procedimiento experimental; y

determinar la presencia de una etapa de hibridacion exitosa o la presencia de una etapa de hibridacion sin éxito.

Se describe que la prueba de un procedimiento experimental comprende determinar la probabilidad de un intercambio
de muestra, contaminacion cruzada, o ambos. Como consecuencia, al menos uno o mas identificadores sustituyen una
muestra bioldgica (muestra de identificador) y al menos dos muestras de identificadores se aplican a un procedimiento
experimental. Un intercambio de muestra o contaminacién cruzada de la muestra se determina detectando la presencia
0 ausencia de identificadores aplicados. Un intercambio se determina en donde a) al menos uno de los identificadores
aplicados de una muestra de identificador no se detecta, y en donde b) al menos un identificador se detecta que se
aplicé a una muestra de identificador diferente, dichas muestras de identificadores que se procesan al mismo tiempo.
Una contaminacién cruzada de una muestra de identificador se determina en donde a) al menos un identificador se
detecta que se aplicé a una muestra de identificador diferente, y ambas muestras de identificadores se procesaron al
mismo tiempo, y en donde b) todas las muestras de identificadores aplicadas de dicha muestra de identificador se
detectan. Un intercambio y contaminacién cruzada simultanea se detecta en donde un intercambio y una contaminacion
cruzada se determinan para una Unica muestra de identificador durante la corrida del mismo procedimiento
experimental. La probabilidad de que un intercambio de muestra se determina multiplicando el cociente del niUmero de
muestras de identificadores intercambiadas reducido a la mitad y el nidmero total de muestras de identificadores
analizadas con el factor 100. La probabilidad de que una contaminacidon cruzada se determina analégicamente
multiplicando el cociente del nimero de muestras de identificadores de contaminacién cruzada y el nimero total de
muestras de identificadores analizadas por el factor 100. La probabilidad para el intercambio de muestra y la
contaminacion cruzada simultdnea se determina ademas analégicamente multiplicando el cociente entre el nimero de
muestras de identificador intercambiados y de contaminacién cruzada y el nimero total de muestras de identificadores
analizadas por el factor 100. Por supuesto, y preferido ademas, una persona con experiencia en la técnica es consciente
de otros algoritmos adecuados.

Se describe que la prueba de un procedimiento experimental comprende determinar el grado de una contaminacién
cruzada. Como consecuencia, al menos uno o mas identificadores sustituyen una muestra biolégica (muestra de
identificador) y al menos dos muestras de identificadores se aplican a un procedimiento experimental. El grado de una
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contaminacion cruzada se determina mediante la determinacion de la relacion de la cantidad de identificador que se
contamina y la cantidad total de identificador detectado en la reaccién de cuantificacién para una muestra de
identificador. De acuerdo con una modalidad preferida particular, una distribucién de probabilidad para el grado de
contaminaciones cruzadas de un procedimiento experimental se determina considerando muchas muestras de
identificador contaminadas de manera cruzada. Por supuesto, y preferido ademds, una persona con experiencia en la
técnica es consciente de otros algoritmos adecuados.

Se describe que la prueba de un procedimiento experimental en el campo de analisis de la metilacion comprende
determinar la probabilidad para un intercambio, contaminacion cruzada de la muestra, 0 ambos como se especificd
anteriormente. Como consecuencia, la determinacién de la probabilidad para un intercambio de muestra, contaminacion
cruzada, o ambos comprende poner en contacto al menos un identificador con un reactivo de bisulfito.

Se describe que la prueba de un procedimiento experimental comprende determinar la probabilidad de identificar una
muestra, particularmente en un conjunto de muestras mezcladas. Como consecuencia, uno o mas identificadores se
aplican en lugar de una muestra biolégica (muestra de identificador). Preferentemente, un nimero arbitrario de muestras
de identificador se combinaron para un conjunto de muestras mezcladas. La muestra de identificador o el conjunto de
muestras de identificador preferido, se aplica después a un procedimiento experimental. La probabilidad de identificar
una muestra antes o después de una etapa individual del procedimiento experimental o al final de ella se determina
realizando muchas veces la reaccion de deteccién o cuantificacion especifica para un identificador, el identificador
siendo parte de una muestra de identificador. La probabilidad se determina después multiplicando la relacién de intentos
con éxito en la deteccion de dicho identificador y el intento total para detectar dicho identificador por el factor 100. Por
supuesto, se prefieren ademas otros algoritmos adecuados por una persona con experiencia en la técnica que sea
consciente. Estas modalidades particulares son particulares de uso para la determinacion de la cantidad minima de
identificador o0 muestra biolégica que tiene que ser aplicada en un procedimiento experimental para obtener resultados
fiables. Preferentemente, estas modalidades son de uso particular para determinar la cantidad de identificador o
muestra bioldgica que permiten resultados fiables con una probabilidad de aproximadamente 60 %, aproximadamente
75 %, aproximadamente 85 %, aproximadamente 95 %, aproximadamente 98 %, aproximadamente 99 %, o
aproximadamente 100 %.

Se describe que, la prueba de un procedimiento experimental en el campo de analisis de la metilacion comprende
determinar la probabilidad para identificar una muestra, particularmente en un conjunto de muestras mezcladas como se
especific6 anteriormente. Como consecuencia, la determinacion de la probabilidad de identificar una muestra,
particularmente en un conjunto de muestras mezcladas comprende poner en contacto al menos un identificador con un
reactivo de bisulfito.

Se describe que la prueba de un procedimiento experimental comprende determinar la probabilidad de una inhibicién de
la amplificacion. Como consecuencia, uno o mas identificadores se aplican a un procedimiento experimental en lugar de
una muestra biolégica (muestra de identificador). Una inhibicién de la amplificacién para una muestra de identificador
esta presente en donde al menos un identificador aplicado no se detecta identificador durante una amplificacién
previamente establecida basada en la deteccion o cuantificacion. La probabilidad de una inhibiciéon de la amplificacion
se determina multiplicando la relacién entre el nimero de intentos de deteccion sin éxito y el nimero total de intentos de
deteccidn por el factor 100. Por supuesto, y preferido ademas, una persona con experiencia en la técnica es consciente
de otros algoritmos adecuados. Preferentemente, para determinar la probabilidad de inhibicion de la amplificacion, una o
mas muestras de identificador se aplican al procedimiento experimental y al menos dos identificadores se someten a la
correspondiente amplificacion previamente establecida basada en detecciones o cuantificaciones. La probabilidad de
una inhibicién de la amplificacion se determina después promediando las probabilidades de una inhibicion de la
amplificacion determinada para cada identificador considerado. Por supuesto, se prefieren ademas otros algoritmos
adecuados por una persona con experiencia en la técnica que sea consciente.

Se describe que la prueba de un procedimiento experimental en el campo de analisis de la metilacion comprende
determinar la probabilidad de una inhibicién de la amplificacién como se especificé anteriormente. Como consecuencia,
la determinacion de la probabilidad de una inhibicion de la amplificacién comprende poner en contacto al menos un
identificador con un reactivo de bisulfito.

Se describe que la prueba de un procedimiento experimental comprende calibrar el procedimiento experimental. Como
consecuencia, al menos uno o mas identificadores sustituyen una muestra bioldgica (muestra de identificador) y al
menos una muestra de identificador se aplica a un procedimiento experimental. La calibracién del procedimiento
experimental se realiza con la modificacidn de las diferentes etapas individuales del procedimiento experimental tal que
uno o mas identificadores aplicados se detectan con una cierta probabilidad predefinida, que la cantidad de uno o0 mas
identificadores aplicados determinada en la reaccién de cuantificacion se encuentran dentro de un cierto intervalo
predefinido, o ambos. La probabilidad predefinida y el intervalo de cuantificacion predefinido se determinan por al menos
una corrida del procedimiento experimental optimizado. Esta modalidad es particularmente preferida cuando se
establece o restablece un procedimiento experimental, por ejemplo, pero no se limitan a, después de un cambio de
ubicacion o después de un periodo de tiempo sin realizar el procedimiento.

Se describe que la prueba de un procedimiento experimental en el campo de analisis de la metilacion comprende
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calibrar el procedimiento experimental como se especificé anteriormente. Por consiguiente, la calibracion de un
procedimiento experimental comprende poner en contacto al menos un identificador con un reactivo de bisulfito.

Se describe que la prueba de un procedimiento experimental comprende determinar la necesidad de normalizacién para
dicho procedimiento experimental. Como consecuencia, al menos uno o mas identificadores sustituyen una muestra
bioldgica (muestra de identificador) y al menos una muestra de identificador se aplica a un procedimiento experimental.
Los identificadores aplicados se cuantifican antes o después de las etapas individuales del procedimiento experimental
o al final. La necesidad de la normalizacién se determina en donde las cantidades de uno o mas identificadores
cuantificados no estan dentro de un cierto intervalo predefinido. En muchos casos, pero no se limitan a ellos, el intervalo
se determina mediante el procesamiento posterior, andlisis o interpretaciones de los datos y no por el procedimiento
experimental en si. En donde se determina la necesidad, se prefieren ademas algoritmos adecuados para la
normalizacién por una persona con experiencia en la técnica que esta consciente de, o es capaz de ajustar.

Se describe que la prueba de un procedimiento experimental en el campo de analisis de la metilacion comprende
determinar la necesidad de la normalizacion de dicho procedimiento experimental como se especificé anteriormente. Por
ejemplo, pero no se limitan a este, la cuantificacién del efecto de una digestion sensible a la metilacion se puede
normalizar por uno o mas identificadores aplicados que contienen un sitio de reconocimiento para la enzima o enzimas
usadas. De acuerdo con una modalidad preferida particular, la determinacién de la necesidad de la normalizacién de un
procedimiento experimental comprende poner en contacto al menos un identificador con un reactivo de bisulfito.

Se describe que la prueba de un procedimiento experimental comprende determinar la probabilidad de la contaminacion
por arrastre. Como consecuencia, al menos uno o mas identificadores sustituyen una muestra bioldgica (muestra de
identificador) y al menos una muestra de identificador se aplica secuencialmente a al menos dos corridas del
procedimiento experimental. De ese modo dichas corridas del procedimiento experimental pueden comprender
reaccion(es) iguales o similares o no. Una contaminacién por arrastre para una muestra de identificador se determina en
donde se detecta un identificador que se aplicéd en una corrida anterior. Una muestra se considera como libre de una
contaminacion por arrastre en donde no se detecta ningun identificador que sea indicativo de una corrida anterior. La
probabilidad de la contaminacion por arrastre para un procedimiento experimental se determina multiplicando la relacién
del nimero de muestras contaminadas de arrastre y el nimero total de muestras por el factor 100. Por supuesto, y
preferido ademas, una persona con experiencia en la técnica es consciente de otros algoritmos adecuados.

Se describe que la prueba de un procedimiento experimental en el campo de analisis de la metilacion comprende
determinar la probabilidad de la contaminacion por arrastre como se especificd anteriormente. Como consecuencia, la
determinacidon de la probabilidad de la contaminacién por arrastre comprende poner en contacto al menos un
identificador con un reactivo de bisulfito.

Se describe que la prueba de un procedimiento experimental comprende determinar la eficacia de una reaccion, de una
etapa de dicho procedimiento experimental, del procedimiento experimental completo, o combinaciones de estos. Como
consecuencia, al menos uno o mas identificadores sustituyen una muestra bioldgica (muestra de identificador). Al
menos una muestra de identificador se someti6 al procedimiento experimental que comprende al menos una reaccién o
etapa, dicha etapa que comprende al menos una reaccion. La eficacia se determina considerando la cantidad de al
menos un identificador antes y después de una reaccién, antes y después de una etapa, o al inicio y al final del
procedimiento experimental. La eficacia se determina por la relacién de la cantidad de un identificador antes de la
reaccion y la cantidad de dicho identificador o su derivado después de la reaccion. La eficacia de una etapa del
procedimiento se determina por la relacion de la cantidad de un identificador antes de la etapa y la cantidad de dicho
identificador o su derivado después de dicha etapa. La eficacia de un procedimiento experimental se determina por la
relacion de la cantidad de un identificador al inicio del procedimiento experimental y la cantidad de dicho identificador o
su derivado al final del procedimiento experimental. Alternativamente, la eficacia de una etapa de un procedimiento
experimental se determina multiplicando las eficacias de todas las reacciones que forman parte de dicha etapa entre si.
Anélogamente, la eficacia de un procedimiento experimental completo se determina ya sea a) multiplicando las eficacias
de todos las etapas que son parte del procedimiento experimental entre si, o b) multiplicando las eficacias de todas las
reacciones que son parte del procedimiento experimental entre si. Una persona con experiencia en la técnica es
consciente de otros algoritmos adecuados. Estos se prefieren también con la presente.

Se describe que la prueba de un procedimiento experimental en el campo del andlisis de la metilacion comprende
determinar la eficacia de una reaccion, de una etapa de dicho procedimiento experimental, del procedimiento
experimental completo, o combinaciones de estos. Como consecuencia, la eficacia de una reaccion, etapa de
procedimiento, o procedimiento experimental se determina en donde la dicha comprende poner en contacto al menos un
identificador con un reactivo de bisulfito.

Se describe que la prueba de un procedimiento experimental comprende optimizar el procedimiento experimental. Como
consecuencia, al menos uno o mas identificadores sustituyen una muestra bioldgica (muestra de identificador) y al
menos una muestra de identificador se aplica a un procedimiento experimental. El procedimiento experimental se
optimiza mediante la modificacién de al menos una etapa o reaccién del procedimiento experimental. Esta modificacion
se lleva a cabo de acuerdo con los diferentes objetivos, por ejemplo, pero no se limitan a, para una cantidad maxima de
un identificador o su derivado al final del procedimiento experimental. Por supuesto, y preferido ademas, una persona
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con experiencia en la técnica es consciente de otros objetivos. Es consciente ademas de como modificar una o mas
reaccion(es) o uno o mas etapa(s) para lograr un determinado objetivo.

Se describe que el ensayo de un procedimiento experimental en el campo de andlisis de la metilacion comprende
optimizar el procedimiento experimental como se especificé anteriormente. Como consecuencia, la optimizacion del
procedimiento experimental comprende poner en contacto al menos un identificador con un reactivo de bisulfito.

Se describe que el ensayo de un procedimiento experimental comprende evaluar el éxito de una etapa de hibridacién.
Como consecuencia, al menos uno o mas identificadores sustituyen una muestra biolégica (muestra de identificador) y
al menos una muestra de identificador se aplica a un procedimiento experimental. Este procedimiento experimental
comprende una etapa de hibridacion que se puede caracterizar por si misma por diferentes subetapas como
preparacion de ADN, prehibridacion, hibridacion, etapas de lavado, deteccion. En correspondencia cualquier material,
solucién o sustancias se pueden usar para la etapa de hibridacion mientras que sea posible la hibridacion del
identificador aplicado procesado y el ADN procesado respectivo derivados de la(s) muestra(s) biolégica(s),
respectivamente.

Se describe que la prueba de un procedimiento experimental en el campo del analisis de la metilacion comprende
evaluar el éxito de una etapa de hibridacion de un procedimiento experimental como se especificd anteriormente. Como
consecuencia, la evaluacion del éxito de una etapa de hibridacibn comprende poner en contacto al menos un
identificador con un reactivo de bisulfito.

Adicionalmente, los aspectos particulares de la invencién se refieren a controlar un proceso o método.

Los siguientes problemas técnicos subyacen en las modalidades de la invencion para el control de la precision de un
proceso o método. Muchas rutinas de laboratorio requieren el procesamiento paralelo de las muestras, particularmente
un gran numero de muestras. Este es particularmente el caso para fines de diagnéstico, pronéstico o tamizaje. Debido al
gran numero de muestras dichos procesos 0 métodos son altamente accesibles para los errores. Tales errores son por
ejemplo, pero no se limitan al intercambio de muestra o contaminaciones cruzadas. Este error puede ocurrir en
diferentes niveles de andlisis, por ejemplo pero no se limitan a la recoleccion de muestra, preparacion de muestra,
extraccion del ADN/ARN, modificacién del ADN/ARN, amplificacion del ADN/ARN, o caracterizacion del ADN/ARN como
PCR, hibridacién o secuenciacion. Adicionalmente, debido al gran nimero de muestras y tal vez un nimero limitado de
identificadores moleculares aplicables, puede que no sea posible asignar un identificador Gnico a cada muestra. Este es,
por ejemplo, pero no se limita a, el caso, en donde el proceso o método comprende una etapa de PCR en tiempo real.
S6lo un numero limitado de colorantes es detectable en el analisis de PCR en tiempo real, pero hasta 384 muestras
diferentes se pueden medir en una Unica corrida.

La solucién de dichos problemas es usar un pequefio nimero de identificadores moleculares por ejemplo, 1-10 para
afiadirlo/los en las muestras en un orden definido. Aunque el nimero de muestras es mayor que el namero de
identificadores se espera un patron especifico de identificadores al final del proceso. Cada trastorno de las muestras es
mas facilmente reconocible por un orden inesperado de los identificadores que se identifican a su vez de acuerdo con
un método adecuado.

La ventaja particular de esta modalidad es que se necesita un menor nimero de identificadores moleculares para
controlar un proceso o método es decir, para excluir los errores de un proceso o método. Esto resulta, entre otros, en
menos esfuerzos de manipulacion, costos, etapas de procesamiento y un menor tiempo de analisis.

Se describe en la presente un método para controlar la precisién de un proceso o método. Preferentemente, dicho
proceso o0 método es un proceso o método de gran productividad. Preferentemente, dicho proceso o método es un
proceso 0 método de analisis de ADN, ADN o ARN gendmico. Preferentemente, dicho proceso o método es un proceso
0 método para el analisis de la metilacién. El método de la invencion comprende en orden arbitrario lo siguiente:

A) El suministro de un conjunto muestras de al menos dos 0 mas muestras bioldgicas, que comprenden ADN o ARN.
B) La asignacion de uno o mas identificadores para el conjunto de muestras, en donde preferentemente los
identificadores son acidos nucleicos o al menos en parte acidos nucleicos. De ese modo la muestras del conjunto
quedan caracterizadas por un patron.

C) La corrida de un procedimiento experimental, en donde se analizan todas las muestras proporcionadas. Este
analisis comprende para cada muestra el analisis de la muestra de ADN o ARN proporcionada, al menos un
identificador asignado, o ambos. Preferentemente, este flujo de trabajo permite la deteccidn o cuantificacion de la
metilacién, el identificador, 0 ambos. Preferentemente, el analisis de la muestra de ADN o ARN y la deteccion o
cuantificacion del identificador se realizan simultdneamente.

Un método de la invencién es un método para controlar la precision de un proceso o método, que comprende

proporcionar un conjunto de muestras de al menos 2, 3, 4, 100, 200, 400, o 800 muestras biologicas, en donde cada
muestra comprende un acido nucleico;
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aplicar al menos un identificador al conjunto de muestras, en donde al menos un identificador aplicado no interfiere con
el analisis posterior, y en donde los identificadores aplicados generan un patron de identificacion a través de las
muestras;

someter cada muestra a una reaccion de deteccion o cuantificacion especifica para uno o mas identificadores aplicados;
someter cada muestra a analisis;

deducir la precision de dicho proceso o método a partir de las sefiales de los identificadores detectados o cuantificados
de las muestras.

De acuerdo con una modalidad preferida, al menos un identificador se aplica a cada muestra del conjunto de muestras.

De acuerdo con una modalidad preferida, el método de la invencién es un método para controlar la precision de un
proceso o método. Dicho método comprende lo siguiente:

(A) El suministro de un conjunto de muestras de 2, 3, 4, 10, 30, 60, 100, 200, 400, 800, 1000, 1500, 4000, 10000 o mas
muestras. De ese modo cada muestra comprende un nucleico acido que se analiza. Preferentemente, dicho acido
nucleico es ADN o ARN gendémico. Por supuesto, y es obvio para aquellos con experiencia en la materia que dicha
modalidad se puede aplicar también a procesos o métodos, en donde se analizan proteinas, péptidos, compuestos
metabdlicos, hormonas, lipidos, células, o combinaciones de estos.

(B) La aplicacion de al menos un identificador para el conjunto de muestras. Preferentemente sélo un identificador se
aplica al conjunto de muestra. Preferentemente so6lo un Gnico identificador se aplica a cada muestra del conjunto.
Preferentemente el nimero total de identificadores diferentes aplicados es menor que el nimero total de muestras. Con
la maxima preferencia el nimero total de identificadores diferentes sélo es 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10.

El identificador o identificadores aplicados estan caracterizados ademas porque permiten su posterior andlisis y dan
lugar a un patrén de identificacion de las muestras. Preferentemente, dicho patrén es un patrén espacial o geométrico.
Preferentemente, dicho patrén es de cualquier orden abstracto por ejemplo, pero no se limita al orden numérico o
alfabético. Preferentemente, cada 2%, 37, 4% 52 6% 7™ 8" 9" 10™, etc. muestra se codifica por el mismo
identificador o grupo de identificadores. Preferentemente, las muestras se colocan en un orden hexagonal y el mismo
identificador o identificadores se aplican a todas las muestras de una fila o una columna. Preferentemente, las muestras
se colocan en un orden radial y el mismo identificador o identificadores se aplican a todas las muestras que tienen la
misma distancia a un punto de referencia, por ejemplo, el centro. En una modalidad particular, las muestras se codifican
por dos 0 mas grupos de identificadores. Por ejemplo, pero no se limita a, las muestras orientadas hexagonalmente se
codifican por dos grupos de identificadores, en donde el primer grupo codifica cada fila y el segundo de los grupos
codifica cada columna. Preferentemente, cada fila, columna o ambos se codifican por identificadores, en donde se
pueden formar los subgrupos del conjunto de muestras, cada muestra de un subgrupo se codifica por una combinacién
especifica de identificadores. Preferentemente uno o mas identificadores se aplican al conjunto de muestras, por el cual
solo cada 2%, 3™, 4%, 5% 62, 7™ 82 9" 10™ etc. muestra se codifica por uno o mas identificadores y todas las otras
muestras del conjunto se obtienen sin identificador. De ese modo, de manera correspondiente, se genera un patrén de
identificacion.

De acuerdo con la invencién del método para controlar la precisiéon de un proceso o método, uno o mas identificadores
aplicados son identificador(es) como se describié anteriormente en el método para identificar al menos una muestra
bioldgica en el campo de andlisis de la metilacion.

(C) El sometimiento de cada muestra a una reaccion de deteccion o cuantificacion especifica para uno o mas
identificadores aplicados. De ese modo la reaccion de detecciéon o cuantificacion es cualquier tipo de reaccion de
deteccion o cuantificacion. Preferentemente, la reaccién de deteccion o cuantificacién es una reaccién de detecciéon o
cuantificacion como se ha descrito anteriormente para el método de identificacion de al menos una muestra bioldgica en
el campo de analisis de metilacion.

(D) El sometimiento de cada muestra al andlisis. De ese modo cada muestra se analiza mediante cualquier tipo de
andlisis, proceso o método. Preferentemente, dicho analisis se lleva a cabo como se describié anteriormente en el
método para identificar al menos un muestra biolégica en el campo de analisis de la metilacion. Particularmente se
analiza cada muestra con respecto a la metilacién de uno o mas dinucleétidos CpG.

(E) La deduccion de la correccion del proceso o método a partir de las sefiales de los identificadores detectados o
cuantificados de las muestras.

De acuerdo con una modalidad preferida, la deduccion de la precisién de dicho proceso o método a partir de las sefiales
de los identificadores detectados o cuantificados de las muestras, comprende determinar la presencia de un proceso o
método libre de error, en donde dichas sefiales generan un patron que se corresponde al patron de identificacion como
generado inicialmente mediante la aplicacion de los identificadores a las muestras; o determinar la ausencia de un
proceso o método libre de error, en donde dichas sefiales generan un patrén que no se corresponde con el patrén de
identificacion generado inicialmente mediante la aplicacion de los identificadores a las muestras.
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En una modalidad preferida, la precisién de dicho proceso o método se deduce a partir de las sefiales de los
identificadores detectados o cuantificados de las muestras. Esta evaluacion se logra comparando el patron de las
sefiales derivadas con el patron de identificacion generado por el identificador o identificadores aplicados. En el caso de
que orden o posicion geométrica de las muestras respecto una a la otra no se alterna durante la corrida del proceso o
método, el patron de las sefiales se puede comparar directamente con el patrén de identificacion original. En el caso de
gue se ha alterado el orden o posicion geométrica de las muestras respecto una a la otra, las alteraciones tienen que
ser consideradas en comparacion con el patron de identificaciéon original. La presencia de una corrida precisa del
proceso o método, es decir libre de error se deduce, en donde el patrén de las sefiales es idéntico - ninguna alteracion
del orden o posiciones de la muestra -, 0 asemeja - alteracion del orden o posiciones de la muestra - el patrén de
identificacion original. Por otra parte, se deduce la ausencia de una corrida precisa del proceso o método, es decir libre
de error, en donde el patron de las sefiales no es idéntico - ninguna alteracion del orden o posiciones de la muestra -, o
no asemeja - alteracion del orden o posiciones de la muestra - el patron de identificacion original.

De acuerdo con una modalidad preferida, el proceso o método es un proceso o método de gran productividad.
Preferentemente es un proceso o método en el campo de andlisis de la metilacién y con la maxima preferencia es un
proceso o0 método de gran productividad en el campo de andlisis de la metilacion.

De acuerdo con la invencion, dichas modalidades para el control de la precisién de un proceso o método es aplicable
para asegurar la calidad o tamizar la precisién de las corridas del proceso con fines de diagndstico, prondstico o
tamizaje. Entre otras, es particularmente adecuado para el aplicacion en laboratorios de referencia.

Estuche.

Se describe ademas un estuche, que comprende un recipiente y uno o mas de los siguientes:

al menos un acido nucleico que comprende al menos una seccién de la secuencia polimorfica;

al menos un acido nucleico que comprende al menos una seccién de la longitud polimérfica;

al menos un plasmido que comprende al menos una seccion de la secuencia polimorfica;

al menos un plasmido que comprende al menos una seccion de la longitud polimérfica;

al menos un &cido nucleico que comprende al menos una seccion de la secuencia polimoérfica y una seccion de la
longitud polimérfica;

al menos un oligonucleétido que contiene el sitio de inicio objetivo-especifico y al menos una seccién de la secuencia
polimorfica;

al menos un oligonucledtido para amplificar al menos una seccion de la secuencia de acido nucleico polimérfico, dicho
oligonucleétido comprende ADN y/o analogos de ADN como por ejemplo, pero no se limitan a PNA, LNA, HNA,
fosfotioato de ADN, metilfosfonato de ADN;

al menos un oligonucledtido para amplificar al menos una seccion de longitud de acido nucleico polimérfico, dicho
oligonucleétido comprende ADN y/o analogos de ADN como por ejemplo, pero no se limitan a PNA, LNA, HNA,
fosfotioato de ADN , metilfosfonato de ADN;

al menos un acido nucleico para la hibridacién en al menos una seccion de la secuencia de acido nucleico polimorfico;

al menos un acido nucleico para la hibridacién en al menos una seccion de la longitud de acido nucleico polimérfico;

al menos un anticuerpo especifico para uno seleccionado del grupo que comprende una proteina, un péptido, una
etiqueta, un colorante, un sacarido, una hormona, un lipido, una particula o combinaciones de estos;

al menos un acido nucleico que comprende ademas una proteina, péptido, etiqueta, colorante, sacarido, hormona,
lipido, acido nucleico, etiqueta de masa, particula o combinaciones de estos; y

una descripcién para llevar a cabo el método de la invencion. Preferentemente, un dicho estuche comprende ademas
una descripcion para la interpretacion de los resultados obtenidos por medio de las modalidades descritas en la
presente.

Un estuche descrito comprende

al menos un acido nucleico que comprende al menos una variante de un polimorfismo de secuencia, al menos una
variante de un polimorfismo de la longitud, 0 ambos, y

al menos un oligonucleétido para la amplificacion de al menos una variante de un polimorfismo de secuencia, al menos
un oligonucledtido para la amplificacién de al menos una variante de polimorfismo de longitud, o ambos. Un estuche
particular comprende ademas al menos un &cido nucleico para la hibridacién en al menos una variante de un
polimorfismo de secuencia, al menos un acido nucleico para la hibridacion en al menos una variante de un polimorfismo
de longitud, o ambos. Preferentemente, dichos oligonucledétidos y/o acidos nucleicos comprenden ADN y/o analogos de
ADN como por ejemplo, pero no se limitan a PNA, LNA, HNA, fosfotioato de ADN, metilfosfonato de ADN.

Otro estuche descrito comprende

al menos un acido nucleico que comprende al menos una variante de un polimorfismo de secuencia, al menos una
variante de un polimorfismo de la longitud, o ambos, y

al menos un acido nucleico para la hibridacion en al menos una variante de un polimorfismo de secuencia, al menos un
acido nucleico menos para la hibridaciéon en al menos una variante de un polimorfismo de la longitud, o ambos. Un
estuche particular preferido comprende ademas al menos un oligonucleétido para amplificar al menos una variante de
un polimorfismo de secuencia, al menos un oligonucleétido para amplificar por lo menos una variante de un
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polimorfismo de la longitud, o ambos. Preferentemente, dichos oligonucleétidos y/o acidos nucleicos comprenden ADN
ylo analogos de ADN como por ejemplo, pero no se limitan a PNA, LNA, HNA, fosfotioato de ADN, metilfosfonato de
ADN.

Para dichos estuches descritos, se prefiere ademas que al menos dicho acido nucleico que es uno o mas plasmidos o
se deriva de uno o mas plasmidos. Como consecuencia, preferentemente, dichos oligonucleétidos son capaces de
amplificar al menos un &cido nucleico. Preferentemente ademas, dichos acidos nucleicos son variantes de un
polimorfismo, por el cual cada variante es un identificador.

Otro estuche descrito comprende un conjunto de particulas,
por el cual cada parte del conjunto comprende al menos una particula de al menos un tamafio, y
por el cual uno o mas particulas de diferentes partes son de diferentes tamafios.

Otro estuche descrito comprende un conjunto de colorantes,
por el cual cada parte del conjunto comprende al menos un colorantes de al menos un color, y
por el cual uno o mas colores de diferentes partes son de diferentes colores.

Otro estuche descrito comprende un conjunto de anticuerpos y epitopos correspondientes,
por el cual cada parte del conjunto comprende al menos un epitopo que se detecta por al menos un anticuerpo definido,

y
por el cual uno o mas epitopos de las diferentes partes se detectan por diferentes anticuerpos.

Un estuche descrito es un estuche para la identificacién de una muestra biolégica,
en donde la muestra comprende el ADN gendmico diferencialmente metilado al menos en una posicién.
Preferentemente, un estuche de este tipo se usa en el campo de analisis de la metilacion.

Particularmente, un estuche de este tipo se usa para la deteccién de intercambio de la muestra, contaminacién cruzada,
0 ambos.

Particularmente un estuche de este tipo se usa para la identificacion de una muestra en un conjunto de muestra
mezclada.

Particularmente un estuche de este tipo se usa para la deteccion de una inhibicién de la amplificacién.
Particularmente, un estuche de este tipo se usa para la determinacion de la velocidad de conversion de ADN.

Particularmente, un estuche de este tipo se usa para la normalizacién de una muestra, calibracion de una muestra, o
ambos.

Particularmente, un estuche de este tipo se usa para la identificacion de una contaminacion por arrastre.
Particularmente, un estuche de este tipo se usa para la evaluacion del éxito de una etapa de hibridacion.
Uso de un método o un estuche de la invencién.

Los métodos descritos en la presente se usan preferentemente para el analisis de al menos un estado de la metilacion
del ADN, al menos un nivel de metilacion del ADN, o al menos un patrén de metilaciéon del ADN. Por supuesto, se
prefieren ademas las combinaciones de los citados.

Preferentemente, las modalidades descritas en la presente se usan para al menos uno seleccionado del grupo que
comprende la deteccién del intercambio de muestra; deteccién de la contaminacién cruzada; identificacién de una
muestra en un conjunto de muestras mezcladas; deteccidon de inhibicion de la amplificacion; determinacion de la
velocidad de conversiéon del ADN; normalizacion de una muestra; calibracion de una muestra; identificacion de la
contaminacion por arrastre, evaluacion del éxito de una etapa de hibridacion o combinaciones de estos.

Un método de acuerdo con la invencién se puede usar para al menos uno de los siguientes con respecto a un
diagnostico de una enfermedad individual o del paciente, pronéstico de una enfermedad, prediccidon de una respuesta al
tratamiento, diagnéstico de una predisposicion para una enfermedad, diagnéstico de la progresion de una enfermedad,
evaluacion de una enfermedad, estadificacion de una enfermedad, clasificacion de una enfermedad, caracterizacion de
una enfermedad, o combinaciones de estos, en donde la enfermedad es una enfermedad saludable o un evento
adverso, el evento adverso comprende al menos una categoria seleccionada del grupo que comprende: interacciones
no deseadas del farmaco; enfermedades de cancer, enfermedades proliferativas o enfermedades asociadas con estas;
mal funcionamiento del CNS; dafio o enfermedad; sintomas de agresion o alteraciones del comportamiento; clinica;
consecuencias psicolégicas y sociales de los dafios cerebrales; alteraciones de la personalidad y trastornos psicoticos;
demencia y/o sindromes asociados; enfermedad cardiovascular del tracto gastrointestinal; mal funcionamiento, dafio o
enfermedad del sistema respiratorio; lesion, inflamacidn, infeccién, inmunidad y/o convalecencia; mal funcionamiento,
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dafio o enfermedad del cuerpo como una anomalia en el proceso del desarrollo; mal funcionamiento, dafio o
enfermedad de la piel, de los musculos, del tejido conjuntivo o de los huesos; mal funcionamiento endocrino y/o
metabdlico, dafio o enfermedad; y dolores de cabeza o mal funcionamiento sexual.

Por otra parte, se describe un método que se usa preferentemente para distinguir tipos de células o tejidos, o para la
investigacion de la diferenciacion celular.

Definiciones.

En aspectos particulares, el término"identificador” se refiere a, pero no se limita a, una molécula que tiene propiedades
quimicas, fisicas, o biolégicas Unicas, cuando se compara con otras moléculas. Se refiere ademas a una molécula que
es inequivocamente asignada a una muestra. De acuerdo con la invencion, el término "identificador" se refiere a una
molécula que es al menos en partes un acido nucleico o un analogo de acido nucleico.

En aspectos particulares, el término "variantes de polimorfismo" o "polimorfismo" se refiere a, pero no se limita a, uno de
dos 0 mas formas alternativas o alelos de acidos nucleicos o partes de acidos nucleicos que difieren en la secuencia de
nucleétidos o tienen un ndamero variable de nucleétidos, particularmente de nucleétidos repetidos. De acuerdo con la
invencion, esto se refiere preferentemente a la secuencia (polimorfismo de nucleétido simple, polimorfismo de
secuencia) o a la longitud (polimorfismo de longitud, polimorfismo de delecion).

En aspectos particulares, el término "estado de metilacion" se refiere a, pero no se limita a, la presencia o ausencia de
metilacién de un nucledtido simple en una Unica molécula de ADN, dichos nucleétidos que sean capaces de ser
metilados.

En aspectos particulares, el término "nivel de metilacién" se refiere a, pero no se limita a, la ocupacion de metilacion
promedio en un nucleétido simple en una pluralidad de moléculas de ADN, dichos nucleétidos que sean capaces de ser
metilados.

En aspectos particulares, el término "patron de metilacion" se refiere a, pero no se limita a, el estado de metilacion de
una serie de nucledtidos situados en cis en una Gnica molécula de ADN, dichos nucleétidos que sean capaces de ser
metilados.

En aspectos particulares, el término "muestra remota" incluye, pero no se limita a, una muestra que tiene ADN
gendmico, en donde la muestra se toma a partir de un sitio (por ejemplo, 6rgano, tejido, fluido corporal, grupo de células,
célula, etc.) que es remota con respecto a o que es distinta del sitio de la célula, grupo de células, tejido u 6rgano a
partir del cual se origin6 dicho ADN gendmico.

En aspectos particulares, el término "contaminacion cruzada" se refiere a, pero no se limita a, una adicién no deseada
de uno o mas componentes de una muestra a otra muestra. De ese modo las dos muestras se recogen, procesan, y/o
analizan al menos en partes en paralelo por ejemplo, pero no se limitan, como muestras del mismo conjunto de
muestras

En aspectos particulares, el término "contaminacion por arrastre" se refiere a, pero no se limita a, una adicion no
deseada de uno o mas componentes de una muestra a otra muestra. De ese modo las dos muestras se recogen,
procesan, y/o analizan al menos en partes una después de la otra por ejemplo, pero no se limitan, como muestras de
conjuntos de muestras diferentes.

En aspectos particulares, el término "procedimiento experimental" se refiere a, pero no se limita a, cualquier
combinacidn de reacciones quimicas, bioldgicas o fisicas.

En aspectos particulares, el término "diferenciales metilados" se refiere a, pero no se limita a, un estado de una base de
un nucleétido, el nucleétido siendo parte de un acido nucleico, preferentemente de un ADN, particularmente, de un ADN
gendmico. De ese modo dicho estado se caracteriza en que la base correspondiente es metilada o no metilada.
Preferentemente, la metilacién o no metilacion es caracteristica de un individuo, la muestra correspondiente se toma a
partir de, su estado de salud, el momento en que se toma la muestra, o0 combinaciones de estos.

Ejemplos

Ejemplo 1: Fragmentos especificos de planta para la identificacion de la contaminacién de la muestra y equivocacion de
la muestra durante el andlisis de metilacion del ADN

El gen celulosa sintetasa de Arabidopsis thaliana (sec. con nim. de ident.: 1) At1g55850 se cheque6é para homologias
de secuencias con el genoma humano usando una busqueda de BLAST (hftp:/Avww.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/Blast.cgi),
Se disefaron los iniciadores que permiten la amplificacion de fragmentos de diferentes longitudes mediante la
combinacion del iniciador 1 con el iniciador 2; iniciador 1 con el iniciador 3; iniciador 1 con el iniciador 4; iniciador 1 con
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el iniciador 5; iniciador 1 con el iniciador 6; iniciador 1 con el iniciador 7; iniciador 1 con el iniciador 8 y el iniciador 1 con
el iniciador 9. Las combinaciones se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2 Iniciador especifico de planta disefiado

Nombre Secuencia. tamafio resultante de fragmento

Iniciador 1 5'ccgcetgcttacttgtettcc3’
Sec. con num. ident.: 2

Iniciador 2 5'acagcttagccacctcctcad' 66 pb
Sec. con num. ident.: 3

Iniciador 3 5'ctccggtattcgtecccagt3’ 122 pb
Sec. con ndm. ident.: 4

Iniciador 4 5'agcatcccactgtgaaaacc3' 167 pb
Sec. con num. ident.: 5

Iniciador 5 5'atggttccatggtttcttcg3' 196 pb
Sec. con num. ident.: 6

Iniciador 6 5'ttcccttctettccatctacca3’ 229 pb
Sec. con num. ident.: 7

Iniciador 7 5'ttttctcttgataaatacaccaacg3’ 271 pb
Sec. con num. ident.: 8

Iniciador 8 5'cattgctccagcecttgaagt3’ 311 pb
Sec. con num. ident.: 9

Iniciador 9 5'ccaagtttagtatgattttcccaca3' 369 pb
Sec. con num. ident.: 10

Adicionalmente, se disefiaron 8 dominios diferentes, que contienen un sitio de union al oligonucleétido libre de citosina
(subrayado en la Tabla 3), un sitio de reconocimiento para Sca | (subrayado y en negrita en la Tabla 3), un sitio de corte
para Swa | (en negrita en la Tabla 3) y un Unico sitio de identificacion (doble subrayado en la Tabla 3). pGem tiene un
sitio de corte Unico para Sca I. En ese sentido, el éxito de la clonacion con un fragmento que contiene un sitio Gnico para
Sca | se puede reconocer por analisis en gel después de un tratamiento con Sca |. El sitio de corte de Swa les estable
durante el tratamiento con bisulfito y se puede usar para destruir las contaminaciones del PCR con bisulfito.
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Tabla 3 Dominio iniciador

Nombre Secuencia. tamafio
del

fragmento

dominio-iniciador 1 | SGTGATGTGAGTTAATGATGGGecgetgettactigicticed’

sec. con num. de

ident.: 11
dominio-iniciador 2 | S'CCCTAACCTTAACATCTTCCAAGTACTATTTAAATAACCAT, 66 pb
sec. CON NUM. d¢ | TATACCAAAATAATCACAGCTTAGCCACCTCCTCAS

dominio-iniciador 3 | SAACCTTACTTTACCATACTCTAGTACTATTITAAATAACCATAC 122 pb
sec. con num. de TATACCAAAATAAT Cetecggtaticgteccagty'

ident.: 13

dominio-iniciador 4 SATATAATCCAATAAGCCCGAAGTACTATTTAAATAACCATACT 167 pb
sec. con num. de

; ATACCAAAATAATC: '

ident.: 14 agcatcccactgtgaaaaccd

dominio-iniciador 5 |¥CACACCACCCAAAAACTAGTACT, CCATACTATA 196 pb
sec. con num. de CCAAAATAAT Catuattccataatticticad'

ident.: 15

dominio-iniciador 6 & CAGAATTACACATCCCAATAAACTTAGTACTATTITAAATAACC 229 pb
Sec. con num. de | ayacTATACCAAAATAATCHcoCHctctccatctacead'

ident.: 16

dominio-iniciador 7 |8 CCCCACAATCAAACATACCATAGTACTATTTAAATAACCATAC 271 pb
sec. COn NUM. de | TATACCAAAATAATCiftctottgataaatacaccaacgd

dominio-iniciador 8 5 TAGAATCGAACTTAAAACCACTCAGTACTATTTAAATAACCAT ~ |311pb
S P ver—

dominio-iniciador 9 | 5CTCAACTCAATAAACCTTTACACAGTACTATITAAATAACCAT 369 pb

sec. con nuam. de
i ACTATACCAAAATAATC
ident.: 19 TAATCeecaagtttagtatgatiticceacas’

Fragmentos especificos de plantas se generaran por el uso de las siguientes combinaciones de iniciadores: dominio-
iniciador 1 + dominio-iniciador 2; dominio-iniciador 1 + dominio-iniciador 3; dominio-iniciador 1 + dominio-iniciador 4;
dominio-iniciador 1 + dominio-iniciador 5; dominio-iniciador 1 + dominio-iniciador 6; dominio-iniciador 1 + dominio-
iniciador 7; dominio-iniciador 1 + dominio-iniciador 8 y dominio-iniciador 1 + dominio-iniciador 9. La reaccion en cadena
de la polimerasa se realizara en un volumen total de 25 pl que contiene 10 ng de ADN de Arabidopsis thaliana, 1 U
Hotstart de Taq polimerasa (Qiagen), 10 pmol de cada iniciador directo e reverso, 1x tampén de PCR (Qiagen) y 0.2
mmol/l de cada dNTP (MBI Fermentas). El ciclado se realizarda usando un termociclador (Eppendorf) bajo las siguientes
condiciones: 15 min a 95 °C y 15 ciclos a 95 °C durante 1 min, 60 °C durante 45 seg y 72 °C durante 1:30 min y 30
ciclos a 95 °C durante 1 min, 72 °C durante 1:30 min. 10 pl de la mezcla de PCR se cargara en un gel de agarosa a 2.5
% y los fragmentos de tamafio esperado se cortaran del gel, purificaran usando un estuche de extraccion en gel
(Qiagen) y usaran para el clonaje-TA (Promega). El éxito de la clonacion en un vector pGEM se verificara con el
tratamiento de Sca | y secuenciacion. En este sentido, se crearan 8 plasmidos identificadores diferentes que contiene un
polimorfismo de secuencia y un polimorfismo de longitud.

2000 copias de dos plasmidos diferentes se afiadiran a cada muestra y se realizaran la desparafinacion, extraccion de
ADN y tratamiento con bisulfito junto con la muestra analizada. Después del iniciador independiente del tratamiento con
bisulfito se usara para analizar la identidad de las muestras usando los siguientes iniciadores: iniciador-CF 1 (sec. con
nam. de ident. 20) GTGATGTGAGTTAATGATGGG vy iniciador-CF 2 (sec. con num. de ident.. 21)
AACCATACTATACCAAAATAATC. La reaccion en cadena de la polimerasa se realizard en un volumen total de 25 pl
que contiene 5 pl de eluato bisulfito, 1 U Hotstart de Taq polimerasa (Qiagen), 10 pmol de cada iniciador directo y
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reverso, 1x tampon de PCR (Qiagen) y 0.2 mmol/l de cada dNTP (MBI Fermentas). El ciclado se realizara usando un
termociclador (Eppendorf) bajo las siguientes condiciones: 15 min a 95 °C y 45 ciclos a 95 °C durante 1 min, y 55 °C
durante 45 seg y 72 °C durante 1:30 min. 5 pl de mezcla de PCR se cargara en un gel de agarosa a 2.5 % y la identidad
de la muestra se analizard mediante el tamafio del fragmento (por ejemplo 66 pb y 311 pb) después de la electroforesis
en gel. La contaminacién de la muestra con productos de PCR se puede identificar por las bandas adicionales en el gel
de agarosa (por ejemplo 66 pb; 122 pb y 311 pb). Después del tratamiento con bisulfito se analizara la metilacion de la
muestra en una reaccién de duplex usando los siguientes iniciadores.

APC-F (sec. con nim. de ident.: 22) Cy5-GGAGAGAGAAGTAGTTGTGTAATTy

APC-R (sec. con num. de ident.: 23) ACTACACCAATACAACCACATATC;

ID-iniciador 1 (sec. con nim. de ident.: 24) Cy5-tgtTttgattTtgTggTtga y

ID-iniciador 2 (sec. con nim. de ident.: 25) ccaacAcAttAAAaActctcc.

Cada letra mayuscula representa una C convertida; s6lo se amplificara completo el ADN convertido. La reaccién en
cadena de la polimerasa se realizara en un volumen total de 25 ul que contiene 5 pl de eluato bisulfito, 1 U Hotstart de
Tag polimerasa (Qiagen), 5 pmol de cada iniciador directo y reverso, 1x tampdn de PCR (Qiagen) y 0.3 mmol/l de cada
dNTP (MBI Fermentas). El ciclado se realizara usando un termociclador (Eppendorf) bajo las siguientes condiciones: 15
min a 95 °C y 45 ciclos a 95 °C durante 1 min, y 55 °C durante 45 seg y 72 °C durante 1:30 min.

La conversion con bisulfito e identificacion de la muestra se analizard en un micromatriz usando sondas 1 a 8:
sonda 1 (sec. con nim. de ident.: 26) NH2-TGGAAGATGTTAAGGTTAGGG;

sonda 2 (sec. con nam. de ident.: 27) NH2-AGAGTATGGTAAAGTAAGGTT;

sonda 3 (sec. con ndm. de ident.: 28) NH2-TGGGGGTTATTGGATTATAT,;

sonda 4 (sec. con nam. de ident.: 29) NH2-AGTTTTTGGGTGGTGTG;

sonda 5 (sec. con num. de ident.: 30) NH2-AAGTTTATTGGGATGTGTAATTGTG;

sonda 6 (sec. con num. de ident.: 31) NH2-ATGGTATGTTTGATTGTGGGG;

sonda 7 (sec. con num. de ident.: 32) NH2-GAGTGGTTTTAAGTTGGATTGTA;

sonda 8 (sec. con num. de ident.: 33) NH2-GAGTGGTTTTAAGTTGGATTGTA;

sonda 9 (sec. con nam. de ident.: 34) NH2-GTGTAAAGGTTTATTGAGTTGAG.

Las hibridaciones se llevan a cabo de acuerdo con los procedimientos estandar. Figura 4 muestra dibujos esquematicos
de una hibridacion tales. En A se muestra la orientacién de la sonda en la matriz. B y C muestran las hibridaciones de
muestras. En B se usan dos plasmidos que se generan por el dominio iniciador 1 + dominio iniciador 2 y dominio
iniciador 1 + dominio iniciador 3. En C se usan dos plasmidos que se generan por por el dominio iniciador 1 + dominio
iniciador 2 y dominio iniciador 1 + dominio iniciador 4. Las sondas 1 a 8 se hibridan con solamente un plasmido de
identificacion molecular. La sonda 9 se hibrida con todos los plasmidos.

En la Figura 5 se visualiza la deteccion de una contaminacién. Figura 5 muestra un dibujo esquematico de una
micromatriz de hibridacion detectando una contaminacion de la muestra. Se us6 una combinacién de dos plasmidos.

El sistema es capaz de generar 28 combinaciones diferentes de dos plasmidos diferentes. En ese sentido, se permite
tanto la identificacion de la muestra como la contaminacion.
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El gen de la sintetasa celulosa deArabidopsis thaliana (sec. con nim. de ident.: 1) At1g55850

S'-ctetlatcecteteaceticicactiggeacegtigeagagagagaaceanacatggtaaacaasgacgaccggattagaccogticatg
aagccgacggtgaaccgetititgagactaggagaagaaccggtagagtgatigegtaceggtititctcagecteggttttegtotgtatotgtit
gafitggttctacagaatiggtgagattggtgataaccgtacegititagatcgattaatciggitigitatgtitattgtggagstitggttcggtitatatt
gggtagicacacaatcticceggtggaateeggtitagegatitoceticicogatagactcictoggagatacggaagegaccticegagget
cgacgtcticgtitgcacggeggatecggtgatigageegecgtigtiggtgatasacacagtctiateigtgacggetetigactaceeacegg
agaaactcgecgtitatctcicagalgacogtagtictgagetgacgttctatgetetcacggaggcagetgagtitgctaasacttgggticect
ctgcaagaagitcaacgttgagccaacatetceegetgettactigicticcaaggeaaactgtetigatictgcggctgaggaggtggctaage
totatagagaaatggeggegaggstigaaacggeggegagactgggacgaataccagaggaggogegggtgaagtacggtgacgggt
tttcamgigggatgcf.gu-:uctar:.tngaagaaa:;:camgammammalggaagagﬂgmaammatﬂmata
:m:aa::gﬂggtgta*:Itah::aagagaaaagmmﬂamtﬁtcﬂ&%mgg@gﬁgﬁﬂaﬂmﬂg@mgmmw
azatiactiglgggaaaatcatactaaactiggacigtgataiglacgcaaacaactcaaagicaacacgegacgegetctgcatectocteg
algagaaagagggaaaagagatigctitcgtgcagtitcegcagtgtitigacaatgitacaagaaatgatitgtatggaagcatgatgegagt
aggaatigatgtggaatitctiggattggatggaaatggtogteegttatacatiggaaciggatgctttcacagaagagatgtgatetgtggaag
aaagtatggagaggaagaagaagaagaagaalcigagagaaticacgaaaatitagagectgagaigattaaggelctcgegagctgea
cttatgaggaaaacacicaatggogaasggagatgggigigasatatggtigeccgatagaggatgtaataaciggtitgacgattcagtgic
geggatggaaatcagectaccigaacceggasaagcaageatitcicggggtagegecgaccaattigeatcanatgctagtgcageaga
ggagatggicagagggagactitcagatiatgctttcgaagtatagtecggtitggtatggaaaaggasagatcagtitaggactgatactiggt
tactgitgctatigtettigggetecateticactaceigtgeteatttacicigtittgacticictotgtetcticaaaggeaticetetgtttccaaaggtet
cgagcicgiggtitaticcgtiiggatacgteactgitgeagetacegeatatagectageegagticttgtogiocggagggacgttcegtggat
ggtggaacgagcaaaggatgiggetitatagaagaacaagetegttictittcggatitatggacacgattaagaagetacttggagtitetgag
tetgegtttglgateacagcaaaagtagcagaagaagaagcageagagagatacaaggaagaggtaatggagtiiggagtggagtctee
catgittctegtectcggaacacteggtatgcteaatetctictgoticgecgoageggtigeg agactigtticeggag acogtagagatiigaaa
acaatggggatgcaatitglgataacaggagtactagtigtcataaactggecteigtatasaggtatgtigtigaggcaagacaaaggaaag
atgccaatgagegttacagttaaatcagtigititagctitateigecigtacetgtitagegtittiglaagattgattaacaacagtcaaaaaagta
atcaaaatsatgaccagcagttataataigtaatfttct-3'

Ejemplo 2: Analisis mdultiple de metilacion del ADN mediante el uso de iniciadores de dominio con identificadores
moleculares.

Dos muestras se mezclan con iniciadores-libre de citosina (200 pmol cada uno) que contienen un dominio de
identificacion molecular. Cada muestra se mezcla con un conjunto diferente de iniciadores.

Conjunto iniciador 1:
conjunto 1F (sec. con nim. de ident.: 35) 5TGATGGGAGAGTGAGTAGGAS';
conjunto 1R (sec. con nim. de ident.: 36) 5TGGAAGATGTTAAGGTTAGGGTCACTTCTAACTCTACCACTTAS;

Conjunto iniciador 2:
conjunto 2F (sec. con num. de ident.: 37) 5TGATGGGAGAGTGAGTAGGASZ';
conjunto 2R (sec. con nim. de ident.: 38) 5’AGAGTATGGTAAAGTAAGGTTTCACTTCTAACTCTACCACTTAS":

Después del tratamiento de bisulfito con el estuche EpiTect (Qiagen) las muestras se amplificaron como sigue: la
reaccion en cadena de la polimerasa se realiza en un volumen total de 25 pl que contiene 5 pl de eluato de bisulfito, 1 U
de Taq polimerasa Hotstart (Qiagen), tampén 1x PCR (Qiagen) y 0.2 mmol/l cada dNTP (MBI Fermentas). El ciclado se
realiza usando un termociclador (Eppendorf) bajo las siguientes condiciones: 15 min a 95 °C y 45 ciclos a 95 °C durante
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1 min, y 55 °C durante 45 seg y 72 °C durante 1:30 min. Las mezclas de amplificacion se mezclan y se hibridan
simultaneamente en un micromatriz con las siguientes sondas de captura y las siguientes sondas de deteccion:

sonda de captura 1 (sec. con nam. de ident.: 39) NH2-CCCTAACCTTAACATCTTCCA,;

sonda de captura 2 (sec. con num. de ident.: 40) NH2-AACCTTACTTTACCATACTCT;

(sonda de captura 1 y sonda de captura 2 son capaces de hibridar en la parte subrayada del conjuntolR y conjunto2R
de iniciadores, respectivamente.)

sonda de deteccidn 1 (sec. con nim. de ident.: 41)
Cy5-TAGAAAGTTTACGGTATTTTAAT (deteccion en caso de metilacion);

sonda de deteccion 2 (sec. con nim. de ident.: 42)
Cy3-TAGAAAGTTTATGGTATTTTAAT (deteccion en caso de no metilacion).

La metilacion de cada muestra se puede calcular por la relacion de sefial de Cy5/Cy3 en la mancha de captura
especifica. En este sentido, multiples muestras se pueden analizar en paralelo.

Ejemplo 3: Realizacion de un flujo de trabajo de deteccion de metilacién usando un plasmido identificacion molecular
como el control de la hibridacion

Se generaron dos plasmidos de identificacion molecular (denominado 23 y 195). Por lo tanto los dos pares de
oligonucleotidos 23sens (sec. con nim. de ident.: 43) AGTACTTGTATTTGAATTGTTTTTTTTGA / 23anti (sec. con nam.
de ident.. 44) CAAAAAAAACAATTCAAATACAAGTACTA vy 195sens (sec. con num. de ident.. 45)
AGTACTGTATTTGGTTGGAGTGGGGA / 195anti (sec. con num. de ident.: 46) CCCCACTCCAACCAAATACAGTACTA
se clonaron en el vector pGem®-T, respectivamente. Dichos dos pares de oligonucleétidos son especificos para los
oligonucledtidos de un tubo de matriz (ver mas abajo). Los plasmidos se aislaron a partir de bacterias transformadas
usando un estuche QlAprep Spin Miniprep (Qiagen). 500 ng de ADN de plasmido se linealizé a 37 °C en 20 pl de agua
que contiene 5 U de la enzima de restriccion Bfu | y tampdn 1x NEB 4 (ambos de New England Biolabs). La reaccion se
detuvo a 80 °C durante 20 min. Los clones se purificaron usando el estuche de puirificacion-PCR (Qiagen). 100 fg de
ADN de plasmido en 5 ng/ul de solucion de poli-A (Roche) en un volumen total de 27 pl se trataron con bisulfito usando
el estuche EpiTect (Qiagen). EI ADN con bisulfito se amplificé usando los siguientes iniciadores MIDBis-1F (sec. con
niam. de ident. 47) TGTGGAATTGTGAGtGGATA vy MIDBis-1R (sec. con num. de ident.. 48)
aCATaCTCCCaaCCaCCATa que son especificos para las secuencias del vector pGem-T. Por lo tanto se aplicaron las
siguientes condiciones: volumen total 25 pl; mezcla maestra 1x QIA mPCR MM (Qiagen) 0.2 umol/l de cada iniciador;
activacion 95 °C durante 15 min; desnaturalizacién a 95 °C durante 30 seg; hibridaciéon a 61 °C durante 45 seg;
extensién a 72 °C durante 1 min. Las etapas de 2 -4 se repitieron 40 veces. Por Ultimo se realizdé una extensiéon a 72°
durante 10 min. PCRs se analizaron en un gel de agarosa y posteriormente se usaron para la hibridacién. La Figura 6
muestra amplificados del plasmido tratado con bisulfito linealizado 23 y el plasmido tratado con bisulfito linealizado 195,
respectivamente.

La hibridacion se realizé en tubos de matriz proporcionados por Clondiag Chip Technologies GmbH. Estos tubos
contienen una micromatriz de baja densidad con sondas de captura para la hibridacion especifica de la metilacion. Los
tubos de matriz se prehibridaron con 200 pl de tampdn de hibridacion (2xSSPE; tritén al 0.005 %) a 30 °C durante 5 min.
Cada producto de PCR se diluy6 de 1 a 100 en tampon de hibridacion y desnaturalizé durante 10 min a 99 °C antes de
la hibridacion. Las hibridaciones se realizaron durante 1h 10 min en un volumen total de 100 pl a 35 °C. Los tubos de la
matriz se lavaron tres veces con tampon de lavado (2xSSC) a 20 °C durante 5 min. Posteriormente, los tubos de matriz
se bloguearon con la soluciéon de bloqueo (Pierce) y se incubaron con la solucién de conjugado (conjugado de poli-
estreptavidina peroxidasa de rabano picante en tampon 2xSSPE/tritén al 0.005 %) durante 30 min a 30 °C. Los tubos de
la matriz se lavaron tres veces con tampon de lavado a 20 °C durante 5 min. 100 pl de sustrato azul verdadero se
afadieron (Pierce) en cada tubo, antes los tubos se escanearon en un escaner de ATS (Clondiag Chip Technologies).
Los resultados se muestran en la Figura 7. Los amplificados de cada uno de los dos plasmidos de identificacion
molecular hibridan especificamente dos oligonucledtidos del tubo de matriz (manchas oscuras marcadas por
cuadrantes). Las manchas oscuras en la esquina de la imagen muestran las manchas de control necesarias para
escanear los tubos de la matriz. Las manchas claras representan la hibridacion inespecifica.

Ejemplo 4: Control de la precisiéon de un andlisis por PCR en tiempo real
16 muestras diferentes se miden por triplicado en un PCR en tiempo real.

(A) Las muestras se numeran de 1 a 16. Cuatro identificadores diferentes se usan para codificar las muestras. De ese
modo cada muestra 4® incluye el mismo identificador:
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Ndmero de la muestra identificador afiadido
1,5,9,13 Identificador W
2,6,10, 14 Identificador X
3,7,11, 15 Identificador Y
4,8,12, 16 |dentificador Z

Las muestras con identificadores afiadidos se someten al analisis de PCR en tiempo real, en donde se determina un
polimorfismo de un sitio intrinseco del ADN muestra, asi como la identidad del identificador. De acuerdo con el analisis
de PCR en tiempo real de las muestras 1", 2%%, 3, .... 16® comprenden el siguiente identificador:

1° réplica
Muestra Identificador identificado
2°5° 9° 13° Identificador W
1° 6° 10° 14° Identificador X
3% 7° 11° 15° Identificador Y
4° 8° 12° 16° Identificador Z
2° réplica
Muestra Identificador identificado
2° 5° 9° 13° Identificador W
1° 6° 10° 14° Identificador X
3%, 7° 11° 15° Identificador Y
4° 8° 12° 16° Identificador Z
3° réplica
Muestra Identificador identificado
2°,5° 9° 13° Identificador W
1°, 6° 10° 14° Identificador X
3° 7° 11° 15° 16° Identificador Y
4° 8° 12° 16° Identificador Z

A partir de esto se convierte en obvio de que dos errores ocurrieron debido a cambios inesperados en el orden de los
identificadores identificados. Un intercambio de muestra entre las muestras 1 y 2 tuvo lugar antes de que las muestras
se dividieran en triplicado. Adicionalmente, es obvio que muestra 16 presentd una contaminacion cruzada, ya sea con la
muestra 3, 7, 11, 15 o combinaciones de estos durante la corrida de la 3" réplica.

(B) Alternativamente, las muestras (nimeros 1-16) se ordenaron en un cierto orden en una placa de microtitulacion.
Tres identificadores diferentes se usan para codificar las muestras. De ese modo cada 3" muestra del conjunto incluye
el mismo identificador:

Numero de la muestra identificador afiadido
1,4,7,10, 13, 16 Identificador X
2,5,8,11, 14 Identificador Y
3,6,9, 12,15 |dentificador Z
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La Figura 8 (a) da una vista general esquematica sobre el patron de identificador generado.

Las muestras con identificadores afiadidos se someten al analisis de PCR en tiempo real, en donde se determina un
polimorfismo de un sitio intrinseco del ADN muestra, asi como la identidad del identificador. La Figura 8 (b) muestra una
vista general esquematica de los resultados de la determinacién de la identidad del identificador, cada resultado se
asigna a la posicion de la muestra en la placa de microtitulacion. Debido a que el patron del identificador esta en un
orden inesperado, se detecta facilmente un error. Es obvio que se cambian las muestras 5 y 6 en la primera réplica
(posiciones B2 y B3), y las muestras 12 y 13 en la tercera réplica (posiciones D11 y E9). Aun si la identificacion de una
muestra individual no se salva 100 % (por ejemplo, un cambio de muestra 1 y 3 no se pueden detectar en este ejemplo)
se reconocera casi todo el proceso.
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<160> 42

<210>1

<211> 2309

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400>1
ctcttatococ totracctte toacttggoa cogligoaga gagagaacca aacatgglaa &0
acaaagacga coggattaga coggttcatg aagoocgacgg tgaacogott tttgagacta 120
ggagaagaac ocggtagagtg atfgegtace ggttittefe agectegglhl ttcghgtgta 180
tcfghftgat trggttoctac agaatiggtyg agatiggtga taaccgtaco gttbtagatc 240
gattaatctyg gtttgttatg tttattgtgg agatitggtt cggtttatat tgagtagtca 300
cacaatcttc cocggtggaakt coggtbibage gatticcoctt ctocogataga ctotcbogga 360
gatacgqaag cgacctteeg aggcecbtcgacg torttoegtittg cacggoggat cocggtgatta 420
agcegctgtt gEtggtygra asfacagtot tatcigtgac ggctctigac tacscacegy 480
Agaaactogo cogittatctc tcagatbtgacyg gtygg:totga gobtgacgtte tatgctcotea 540
cggaggocage Cgagittget aaaacttggg CLoccttctg caagaagtic aacgbtgageo 600
caacatcétece cgctgettac ttatcttéca aggcaaactg tcttgattct goggectgagg 660
aggtggctaa gotgiataga gaaatggogg cgaggattga aacggoggog agactgggac 720
gaataccqga g9ag9cgedg dtgaagtacg grgacgggtt ttcacagtag gatgctgacg Tan
ctactcgaag aaaccafgga accattetto aaghbiitggbt agatggaaga Jaagqggaata B40
caatagcaat accaacgtfg gtgtatttat caagagaaida gagacctcaa catcatecata Q00
Aacttcaaqggs tggagcaatg aacgcattge Cgagggtifc Ltcgaaaatt acttgtggaga 960
aaatcatact aaacttggac tgigatatgt acgoaaacaa clcasacgtca acacgogacg 1020
cgototgoat cotocctogat gagasagagy gasaagagat tgotbtogtg cagtttoogo 1080
agbgibtigs caatgbtaca agaaatgatt tgtatggaag catgatgoga gbaggaattg 1140
atgtggaatt tcttggattyg gatggaaatyg gtgg-cogtt atacatkgga actggatget 1200
trtcacagaag agatgbtgatc tgtggaagaa agtatggaga ggaagaagaa gJgaagaagaat 1260
ctgagqagaat tcacgaaaatbt ttagagoctg agatgattaa ggctchogog agetdcactt 1320
atgaggaaaa cactcaalgg ggasaggaga tggglgtgaa atatggttgt cocggtagagg 1380
atgtaataac tggtbtgacyg attcagighic goggatggaa atcagoctac ctgaaccogg 1440
aaaagcaage atttcotocggg grtagogocga ccoaattitgoa tcaaatgota gtgcagcaga 1500
ggagatggbe agagggagac TLCcagatta tgotrtocgaa gtatagtcsg gtiiggtatg 1580
gaaaaggaaa gatcagttta ggactgatac ttggttactg ttgoctattgt ctttgggotco 1620
catcttcact accbgtgote atttactectg ttttgacttc tcteobgbcic Ebcaaaggeoa 1680
Ltcctotgtt tocaaaggic togagotogt ggtitattco gittggatac gtcactging 1740
cagctaccgec atatagocta googaghbtct tgtggbgogg agggacgttc cgtogatggh 1800
ggaacgagea aagdatgtgg ctitatagaa gaacaagobc gLLtcLitte ggatitatgg 1860
acacgatfaa gaadgctactt ggagtttobyg agtoctgegtt tgtgatcaca gcaaaagtag 1920
Ccagaagaada agcagcagag agatacaagg aagaggtaat ggagbttgga gtaggagtotbo 1580
ccatgtttet cgtccicgga acactocggta tgcteeatct CcLLctgotbtc googocagogg 2040
cttgcgagact tgtttocgga gacggbtggay attkbgaaaac aatggggatg caattbghbga 2100
Caacaggagt actagttighbc atsaactogge ctctgbatas aggtatgtbtg ttgaggcaag 2160
acaaaggaaa gatgccaatbtg agegibacag Ltaaatcagt tgttbtagot ttatctgeoct 2220
gtaccrogttk agogtttbtg taagattgat taacaacagt caaaaaagta atcaaaataa 2280
tgaccagoag ttataatatg taatttber 2309 .



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 546 848 T3

<210>2

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 2

ccgctgctta cttgtcttce 20
<210>3

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 3

acagcttagc cacctcctca 20
<210>4

<211>19

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 4

ctccggtatt cgtcccagt 19
<210>5

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 5

agcatcccac tgtgaaaacc 20
<210>6

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 6

atggttccat ggtttcttcg 20
<210>7

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 7

ttcccttctc ttccatctac ca 22
<210> 8

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 8

ttttctcttg ataaatacac caacg 25
<210>9

<211> 20
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<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400>9

cattgctcca gccttgaagt 20
<210> 10

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 10

ccaagtttag tatgattttc ccaca 25
<210> 11

<211>41

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 11

gtgatgtgag ttaatgatgg gccgctgctt acttgtcttc ¢ 41
<210> 12

<211>78

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 12

cockaacctt aacatcttoo aagtactatt taaataaceca tactatacca aaataatcac
agcttagecca cctocectea

<210> 13

<211>77

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 13

aaccttactt taccatactce tagliactatt taaatlaacca Cacrtatacca aaataatoct
ccaggtattcocg toccoccagt

<210> 14

<211>77

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 14

atataatcca ataaccocca agtactatht aaataaccat actataccaa aataatcage
abtcccactgt gaaaace

<210> 15

<211> 74

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 15

cacaccacce asasactagt actatttaaa taaccatact ataccaaaat aatcatgghbt
ccatggbttc tkcg
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<210> 16

<211> 84

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 16

cacaattaca Catcccaata aacttagtac Latttaaata accatactal accaaaatas
tettccctic Cottccatct acea

<210> 17

<211> 83

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 17

ccccacaatc aaacatacca tagtactatt taaataacca tactatacca aaataatett
ttetocbtgat. asatacacca acg

<210> 18

<211> 80

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 18

tacaatocas cttasaacca ctcagtacta tttaaataac catactatac caaaataatc

cattgotocca gococttgaagt '
<210> 19
<211> 85
<212> ADN
<213> Homo Sapiens
<400> 19

ctocaactecaa taaacchbtta cacagbacta titaaataac catactatac caaaataatce
ccaagtttag tatgaktttte ccaca

<210> 20

<211>21

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 20

gtgatgtgag ttaatgatgg g 21
<210> 21

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 21

aaccatacta taccaaaata ate 23
<210> 22

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
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<400> 22

ggagagagaa gtagttgtgt aatt 24
<210> 23

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 23

actacaccaa tacaaccaca tatc 24
<210> 24

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 24

tgttttgatt ttgtggttga 20
<210> 25

<211>21

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 25

ccaacacatt aaaaactctc ¢ 21
<210> 26

<211>21

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 26

tggaagatgt taaggttagg g 21
<210> 27

<211>21

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 27

agagtatggt aaagtaaggt t 21
<210> 28

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 28

tgggggttat tggattatat 20
<210> 29

<211> 17

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 29

agtttttggg tggtgtg 17
40
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<210> 30

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 30

aagtttattg ggatgtgtaa ttgtg 25
<210> 31

<211>21

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 31

atggtatgtt tgattgtggg g 21
<210> 32

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 32

gagtggtttt aagttggatt gta 23
<210> 33

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 33

gagtggtttt aagttggatt gta 23
<210> 34

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 34

gtgtaaaggt ttattgagtt gag 23
<210> 35

<211>19

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 35

gatgggagag tgagtagga 19
<210> 36

<211> 43

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 36

tggaagatgt taaggttagg gtcacttcta actctaccac tta 43
<210> 37

<211> 20
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<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 37

tgatgggaga gtgagtagga 20
<210> 38

<211> 43

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 38

agagtatggt aaagtaaggt ttcacttcta actctaccac tta 43
<210> 39

<211>21

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 39

ccctaacctt aacatcttcc a 21
<210> 40

<211>21

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 40

aaccttactt taccatactc t 21
<210> 41

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 41

tagaaagttt acggtatttt aat 23
<210> 42

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 42

tagaaagttt atggtatttt aat 23
<210> 43

<211> 29

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
<400> 43

agtacttgta tttgaattgt tttttttga 29
<210> 44

<211> 29

<212> ADN

<213> Homo Sapiens
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<400> 44

caaaaaaaac aattcaaata caagtacta 29
<210> 45

<211> 26

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 45

agtactgtat ttggttggag tgggga 26
<210> 46

<211> 26

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 46

ccccactcca accaaataca gtacta 26
<210> 47

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 47

tgtggaattg tgagtggata 20
<210> 48

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 48

acatactccc aaccaccata 20
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Reivindicaciones

1.

Un método para identificar al menos una muestra bioldgica en el campo del andlisis de la metilacién, que
comprende las etapas (a) y (b) en el orden indicado:

(a) proporcionar un conjunto de muestras de al menos dos muestras biol6gicas, en donde al menos una
muestra comprende el ADN gendmico diferencialmente metilado al menos en una posicion;

(b) aplicar al menos un identificador para cada muestra, en donde al menos un identificador aplicado no
interfiera con el andlisis posterior; y en donde al menos un identificador aplicado es un &cido nucleico que no
forma una estructura secundaria estable y comprende al menos un sitio de unién de oligonucleotidos libre de
citosina, o libre de citosina y libre de guanina; que pone en contacto el ADN de cada muestra con el bisulfito;

(c) someter cada muestra a una reaccion de deteccién o cuantificacion especifica para el(os) sitio(s) de union
de uno o mas identificadores aplicados; y

(d) someter cada muestra al analisis de la metilacion, en donde se detecta o cuantifica la metilacion

en donde la etapa (c) se lleva a cabo antes, simultaneamente con o después de la etapa (d).

Un método de la reivindicacién 1, en donde la deteccién o cuantificaciéon de uno o mas identificadores aplicados
para cada muestra y el analisis de la metilacién de cada muestra se realizan simultdaneamente.

Un método de la reivindicacion 1, en donde el identificador es al menos en partes parte de una molécula mas
grande;

parte de una molécula endégena de la muestra respectiva; parte de una molécula exégena afadida a la
muestra respectiva; una seccion del ADN genémico o ADN genémico total derivado de una planta; una seccion
de ADN gendémico o ADN gendmico total derivado de una bacteria; una seccién de ADN gendémico o ADN
genodmico total derivado de un no vertebrado; una seccidon de ADN genémico o ADN gendmico total derivado
de un vertebrado; una repeticién corta en tandem; una variante de un polimorfismo de delecion; una variante de
un polimorfismo de nucleétido simple; una variante de un polimorfismo de longitud; un acido nucleico artificial;
un acido nucleico circular; un ADN circular; un plasmido; un polinucleétido; un oligonucleétido; un PNA; un
oligdbmero de PNA; un polimero de PNA; una metilacién artificial; o combinaciones de estos.

Un método de la reivindicacion 1, en donde diferentes identificadores se asignan a diferentes conjuntos de
identificadores de acuerdo con sus respectivas propiedades biolégicas, quimicas o fisicas.

Un método de la reivindicacién 4, caracterizado ademas porque un representante de cada uno de al menos
dos conjuntos de identificadores esté incluido en un plasmido.

Un método de la reivindicacion 5, en donde el primer conjunto de identificadores comprende un polimorfismo de
secuencia y en donde el segundo conjunto de identificadores comprende un polimorfismo de longitud.

Un método de la reivindicacion |, en donde el identificador

comprende al menos un sitio de unién de oligonucleétidos que protege las posiciones de citosina convertidas
por el bisulfito;

es caracterizado ademas por una composicién de base similar a la del ADN gendémico analizado de la muestra
proporcionada;

es una secuencia polimérfica de aproximadamente 5, aproximadamente 10, aproximadamente 15,
aproximadamente 20, aproximadamente 25, aproximadamente 30, aproximadamente 35, aproximadamente 40,
aproximadamente 50, aproximadamente 75, aproximadamente 100, o aproximadamente 200 nucleétidos;

tiene un contenido de nucleétidos-citosina y nucledtidos-guanosina de aproximadamente 15 %,
aproximadamente 20 %, aproximadamente 30 %, aproximadamente 40 %, aproximadamente 50 %,
aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 %, o aproximadamente 80 %; o

combinaciones de estos.

Un método de la reivindicacion 1, en donde el identificador

es caracterizado ademas por una composicién de base similar a la del ADN genémico analizado de la muestra
proporcionada;

es una secuencia polimérfica de aproximadamente 5, aproximadamente 10, aproximadamente 15,
aproximadamente 20, aproximadamente 25, aproximadamente 30, aproximadamente 35, aproximadamente 40,
aproximadamente 50, aproximadamente 75, aproximadamente 100, o aproximadamente 200 nucleétidos;

tiene un contenido de nucleédtidos-citosina y nucleétidos-guanosina de aproximadamente 15 9%,
aproximadamente 20 %, aproximadamente 30 %, aproximadamente 40 %, aproximadamente 50 %,
aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 %, o aproximadamente 80 %; o

combinaciones de estos.

Un método de la reivindicacion 1, en donde el identificador es una variante de un polimorfismo de secuencia y,
ademas
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comprende aproximadamente 1, aproximadamente 10, aproximadamente 20, aproximadamente 30,
aproximadamente 40, aproximadamente 50, aproximadamente 60, aproximadamente 70, aproximadamente 80,
aproximadamente 90, o aproximadamente 100 sitios de nucleétidos variables.

10. Un método de la reivindicacién 1, en donde el identificador es una variante de un polimorfismo de secuencia y,

ademas,

comprende aproximadamente 5, aproximadamente 10, aproximadamente 15, aproximadamente 20, o
aproximadamente 25 sitios nucleétidos variables;

tiene un contenido de nucledtidos-citosina y nucleétidos-guanosina de aproximadamente 20 9%,
aproximadamente 30 %, aproximadamente 40 %, aproximadamente 50 %, aproximadamente 60 %,
aproximadamente 70 %, o aproximadamente 80 %; o ambos.

11. Un método de la reivindicacion 1, en donde el identificador es una variante de un polimorfismo de longitud vy,

ademas,

tiene una diferencia de longitud de aproximadamente 10, aproximadamente 100, aproximadamente 200,
aproximadamente 300, aproximadamente 400, aproximadamente 500, aproximadamente 600,
aproximadamente 700, aproximadamente 800, aproximadamente 900, o aproximadamente 1000 nucle6tidos
en comparacion con otros identificadores de polimorfismo de longitud de acido nucleico usados;

es de aproximadamente 10, aproximadamente 100, aproximadamente 500, aproximadamente 1.000,
aproximadamente 1.500, aproximadamente 2.000, aproximadamente 2.500, aproximadamente 3.000,
aproximadamente 3.500, aproximadamente 4.000, aproximadamente 4.500, aproximadamente 5.000,
aproximadamente 5.500, aproximadamente 6.000, aproximadamente 6.500, aproximadamente 7.000,
aproximadamente 7.500, aproximadamente 8.000, aproximadamente 8.500, aproximadamente 9.000,
aproximadamente 9.500, o aproximadamente 10.000 nucleétidos de longitud; se deriva a partir del ADN no-
humano; o combinaciones de estos.

12. Un método de la reivindicacién 1, en donde el identificador es una variante de un polimorfismo de longitud vy,

ademas

es de aproximadamente 5, aproximadamente 25, aproximadamente 50, aproximadamente 75,
aproximadamente 100, aproximadamente 125, aproximadamente 150, aproximadamente 175,
aproximadamente 200, aproximadamente 225, aproximadamente 250, aproximadamente 275,
aproximadamente 300, aproximadamente 325, aproximadamente 350, aproximadamente 375,
aproximadamente 400, aproximadamente 425, aproximadamente 450, aproximadamente 475, o
aproximadamente 500 nucleétidos de longitud;

se deriva a partir del ADN no-humano;

tiene un contenido de nucleétidos-citosina y nucledtidos-guanosina de aproximadamente 20 %,
aproximadamente 30 %, aproximadamente 40 %, aproximadamente 50 %, aproximadamente 60 %,
aproximadamente 70 %, o aproximadamente 80 %; o

combinaciones de estos.

13. Un método de la reivindicacion 1, en donde el identificador comprende una etiqueta seleccionada del grupo que

comprende colorante, colorante fluorescente, colorante quimioluminiscente, Cy5, Cy3, TAMRA, FAM, etiqueta,
etiqueta de epitopo, péptido, polipéptido, proteina, sacarido, hormona, lipido, marcador de masa, particula,
particula de oro, particula de plata, particula de platino, codigo embebido en parafina o combinaciones de
estos.

14. Un método de la reivindicacién 1, en donde la reaccién de deteccion o cuantificacion se lleva a cabo por uno o

mas medios seleccionados a partir del grupo que comprende: anticuerpo, andlisis de
inmunoelectrotransferencia Western, cromatografia, inmunoensayo, inmunoensayo ELISA,
radioinmunoensayo, FPLC, HPLC, luz UV, luz, espectrémetro, MALDI-TOF, acido nucleico, ADN, PNA,
oligonucledtido, oligémero de PNA, método de amplificacion, método de PCR, método de amplificacion
isotérmica, método de NASBA, método de LCR, método de amplificacion especifica de la metilacién, método
de MSP (PCR especifica de la metilacion), método de MSP anidada, método de HeavyMethyl™, método de
deteccién, método de deteccion especifica de la metilacion, método de secuenciaciéon de bisulfito, deteccién
por medio de matrices de ADN, deteccién por medio de micromatrices de oligonucleétidos, detecciéon por medio
de micromatrices de isla de CpG, deteccion por medio de enzimas de restriccion, método de deteccion y
amplificacion simultanea especifica de la metilacion y, método de COBRA, PCR en tiempo real, método de
PCR en tiempo real HeavyMethyl™, método de MSP Methylight™, método de Methylight™, método de
Methylight™ AlgoTM, método de OM, método de Headloop Methylight™, método de HeavyMethyl™
Methylight™, método de HeavyMethyl™ ScorpionTM, método de MSP ScorpionTM, método de Headloop
ScorpionTM, extension del iniciador sensible a la metilacion, y método Ms-SNUPE (extension del iniciador de
nucleétido simple sensible a la metilacion).

15. Un método de la reivindicacion 1, en donde la reaccién de deteccion o cuantificacion comprende un acido

nucleico, ADN, PNA, oligonucleétido, o oligémero de PNA que
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es al menos de aproximadamente 10, aproximadamente 15, aproximadamente 20, aproximadamente 25,
aproximadamente 30, aproximadamente 35, aproximadamente 40, aproximadamente 50, aproximadamente 60,
aproximadamente 70, aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 100, aproximadamente
150 o aproximadamente 200 nucledtidos de longitud,

tiene un contenido de nucleétidos de citosina y nucleétidos de guanosina de aproximadamente 15 %,
aproximadamente 20 %, aproximadamente 30 %, aproximadamente 40 %, aproximadamente 50 %,
aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 %, aproximadamente 80 %, o aproximadamente 85 %;

tiene una temperatura de fusion de aproximadamente 37 °C, aproximadamente 45 °C, aproximadamente 50
°C, aproximadamente 55 °C, aproximadamente 60 °C, aproximadamente 65 °C, aproximadamente 70 °C,
aproximadamente 75 °C, aproximadamente 80 °C, aproximadamente 85 °C, aproximadamente 90 °C,
aproximadamente 95 °C, o aproximadamente 99 °C; o

combinaciones de estos.

16. Un método de la reivindicacion 1, en donde la reaccion de deteccion o cuantificacion comprende un

oligonucleétido que

es al menos de aproximadamente 5, aproximadamente 10, aproximadamente 15, aproximadamente 20,
aproximadamente 25, aproximadamente 30, aproximadamente 35, aproximadamente 40, aproximadamente 50,
aproximadamente 60, aproximadamente 70, aproximadamente 80, o aproximadamente 90 nucleétidos de
longitud;

tiene un contenido de nucledtidos-citosina y nucleétidos-guanosina de aproximadamente 5 %, de
aproximadamente 10 %, aproximadamente 20 %, aproximadamente 30 %, aproximadamente 40 %,
aproximadamente 50 %, aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 %, aproximadamente 80 %,
aproximadamente 90 % o aproximadamente 95 %;

tiene una temperatura de fusion de aproximadamente 37 °C, aproximadamente 45 °C, aproximadamente 50
°C, aproximadamente 55 °C, aproximadamente 60 °C, aproximadamente 65 °C, aproximadamente 70 °C,
aproximadamente 75 °C, aproximadamente 80 °C, aproximadamente 85 °C, aproximadamente 90 °C
aproximadamente 95 °C, o aproximadamente 99 °C; o

combinaciones de estos.

17. Un método de la reivindicacion 1, en donde la reaccion de deteccion o cuantificacion comprende un

oligonucleétido que

es al menos de aproximadamente 16, aproximadamente 20, aproximadamente 25, aproximadamente 30,
aproximadamente 35, o aproximadamente 40 nucleétidos de longitud;

tiene un contenido de nucleédtidos-citosina y nucleétidos-guanosina de aproximadamente 20 %,
aproximadamente 30 %, aproximadamente 40 %, aproximadamente 50 %, aproximadamente 60 %,
aproximadamente 70 %, o aproximadamente 80 %; y

tiene una temperatura de fusién de aproximadamente 50 °C, aproximadamente 53 °C, aproximadamente 56
°C, aproximadamente 59 °C, o aproximadamente 62 °C.

18. Un método de la reivindicacion 1, en donde la reaccion de deteccion o cuantificacion comprende un

oligonucledtido que comprende una secuencia de iniciacion especifica del gen y una secuencia que se hibrida
en una variante de un polimorfismo de secuencia.

19. Un método de la reivindicacion 1, en donde la reaccion de deteccién o cuantificacion comprende un

oligonucleétido que comprende dos dominios,

en donde un dominio comprende una secuencia de iniciacion especifica del objetivo de aproximadamente 10,
aproximadamente 15, aproximadamente 20, aproximadamente 25, aproximadamente 30, aproximadamente 35,
o aproximadamente 40 nucleétidos, tiene un contenido de nucleétidos-citosina y nucleétidos-guanosina de
aproximadamente 20 %, aproximadamente 30 %, aproximadamente 40 %, aproximadamente 50 %,
aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 %, o aproximadamente 80 %, y tiene una temperatura de fusion
de dominio de aproximadamente 50 °C, aproximadamente 52 °C, aproximadamente 54 °C, aproximadamente
56 °C, aproximadamente 58 °C, aproximadamente 60 °C, o aproximadamente 62 °C; y en la presente el otro
dominio comprende una secuencia Unica de aproximadamente 5, aproximadamente 10, aproximadamente 15,
aproximadamente 20, aproximadamente 25, aproximadamente 30, aproximadamente 35, aproximadamente 40,
aproximadamente 45, o aproximadamente 50 nucle6tidos, es libre de citosinas, guanina, o ambos, y tiene un
contenido de nucleétidos-citosina y nucleétidos-guanosina de aproximadamente 20 %, aproximadamente 30 %,
aproximadamente 40 %, aproximadamente 50 %, aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 %, o
aproximadamente 80 %.

20. Un método de la reivindicacion 1, en donde el analisis de la metilacién comprende al menos uno seleccionado

del grupo que comprende la deteccion del estado de metilacion, deteccion del nivel de la metilacién, deteccién
del patron de la metilacion, deteccién del nivel patron de la metilacion, método de amplificacion, método de
PCR, método de amplificacion isotérmica, método de NASBA, método de LCR, método de amplificacién
especifica de la metilacion, método de MSP (PCR especifica de la metilacién), método de MSP anidada,
método de HeavyMethyl™, método de deteccion, método de deteccidon especifica de la metilacion, método de
secuenciacion de bisulfito, deteccion por medio de matrices de ADN, deteccién por medio de micromatrices de
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oligonuclétidos, deteccion por medio de micromatrices de isla de CpG, deteccion por medio de enzimas de
restriccion, método de deteccién y amplificacién simultanea especifica de la metilacion y, método de COBRA,
PCR en tiempo real, método de PCR en tiempo real HeavyMethyl™, método de MSP Methylight™, método de
Methylight™, método de Methylight™ AlgoTM, método de OM, método de Headloop Methylight™, método de
HeavyMethyl™ Methylight™, método de HeavyMethyl™ ScorpionTM, método de MSP ScorpionTM, método de
Headloop ScorpionTM, extension del iniciador sensible a la metilacion, y método Ms-SNUPE (extension del
iniciador de nucledtido simple sensible a la metilacion).

Un método adecuado para la deteccion del intercambio de muestra, contaminacién cruzada, o ambos en el
campo de analisis de la metilacién, que comprende las etapas del método de la reivindicacion 1 y que
comprende ademas las etapas de

deducir la presencia de un intercambio de muestra o de una contaminacioén cruzada a partir de la presencia de
al menos un identificador no aplicado a una muestra o la ausencia de un intercambio de muestra o una
contaminacion cruzada a partir de la ausencia de al menos un identificador no aplicado a una muestra.

Un método de la reivindicacion 21, en donde la etapa de deducir la presencia o ausencia de un intercambio de
la muestra, de una contaminacion cruzada, o ambos comprende ademas

deducir el grado de una contaminacion cruzada para una Unica muestra a partir de la cantidad absoluta o
relativa de al menos un identificador presente en dicha muestra Unica.

Un método adecuado para la identificacion de una muestra en un conjunto de muestras mezclado en el campo
de analisis de la metilacion, que comprende las etapas del método de la reivindicacion 1 y que comprende
ademas las etapas para:

identificar una muestra en el conjunto de muestras mezclado mediante la deteccién de al menos un
identificador respectivo aplicado.

Un método adecuado para la deteccion de una inhibicion de la amplificacion en el campo de analisis de la
metilacién, que comprende las etapas del método de la reivindicacion 1 y que comprende ademas las etapas
de deducir una presencia, ausencia o inhibicién parcial de la amplificacion a partir de la presencia, ausencia o
cantidad de el producto de una reaccion de amplificacion especifica del identificador.

Un método adecuado para la normalizacion, calibracion, o ambos en el campo de analisis de la metilacion, que
comprende las etapas del método de la reivindicacién 1 y que comprende ademas las etapas para normalizar
al menos una muestra, calibrar un procedimiento experimental, o ambos de acuerdo con uno o mas
identificadores detectados o cuantificados en comparacidon con la cantidad total afiadida de uno o mas
identificadores.

Un método adecuado para la deteccién de una contaminacion por arrastre en el campo de andlisis de la
metilacién que comprende las etapas del método de la reivindicaciéon 1 y que comprende ademas las etapas de
deducir la presencia de una contaminacion por arrastre de la muestra a partir de la presencia de al menos un
identificador no aplicado en dicha muestra, o deducir la ausencia de una contaminacién de la muestra de la
ausencia de identificadores no aplicados en dicha muestra.

Un método adecuado para la evaluacién del éxito de una etapa de hibridacién en el campo de analisis de la
metilacion, en donde la reaccién de deteccidon o cuantificacion comprende una etapa de hibridacion, y el
método comprende ademas las etapas del método de la reivindicacion 1 y que comprende ademas las etapas
de

evaluar el éxito de una etapa de hibridacion en donde (a) la presencia de una sefial derivada de al menos un
identificador aplicado indica la presencia de una etapa de hibridacién exitosa, y en donde (b) la ausencia de
sefial derivada para al menos un identificador aplicado indica la presencia de una etapa de hibridacién sin
éxito.

Un método de las reivindicaciones 21, 23 a 27, que comprende ademas poner en contacto el ADN de cada
muestra y al menos un identificador aplicado con un reactivo o enzima que diferencia entre una posicién
metilada o una no metilada.

Un método adecuado para el control de la precision de un proceso o método, que comprende las etapas del
método de la reivindicacién 1, en donde

(a) se proporciona un conjunto de muestras de al menos 2, 3,4, 100 200, 400 o 800 muestras biolégicas;

(b) en donde los identificadores aplicados generan un patron de identificacién a través de la muestra; y en
donde

(c) al menos un identificador se aplica a una muestra del conjunto; y el método que comprende ademas

deducir la precisién de dicho proceso o método a partir de las sefiales de los identificadores detectados o
cuantificados de las muestras.
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Un método de la reivindicacion 29, en donde sélo un Unico identificador se aplica a cada muestra del conjunto
de la muestra.

Un método de la reivindicacién 29, en donde deducir la precisiéon de dicho proceso o método a partir de las
sefiales de los identificadores detectados o cuantificados de las muestras, comprende

determinar la presencia de un proceso o método libre de error, en donde dichas sefiales generan un patrén que
se corresponde con el patrén de identificacion generado inicialmente mediante la aplicacion de los
identificadores a las muestras; o

determinar la ausencia de un proceso o método libre de error, en donde dichas sefiales generan un patrén que
no se corresponde con el patrén de identificacién generado inicialmente mediante la aplicacién de los
identificadores a las muestras.

Un método de la reivindicacion 31, en donde el proceso o método es un proceso o método de gran
productividad.

El uso de un método de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores para al menos uno seleccionado
del grupo que comprende la deteccién del intercambio de muestra; deteccion de la contaminacién cruzada;
identificacion de una muestra en un conjunto de muestras mezcladas; deteccién de inhibicion de la
amplificacion; determinacion de la velocidad de conversidn del ADN; normalizaciéon de una muestra; calibracion
de una muestra; identificacion de la contaminacion por arrastre, control del éxito de una etapa de hibridaciéon o
combinaciones de estos.
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