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DESCRIPCIÓN

Ensayo para la metilación en el gen para la GST-Pi

Campo de la invención:

Esta invención se refiere a un ensayo para el diagnóstico o pronóstico de una enfermedad o afección caracterizado por 
la metilación anormal de la citosina en un sitio o sitios dentro del gen para la glutatión S-transferasa (GST) Pi, y/o sus 5
secuencias de flanqueo reguladoras. En una aplicación particular, la invención proporciona un ensayo para el 
diagnóstico o pronóstico de cáncer de próstata.

Antecedentes de la invención:

Metilación del ADN en genomas de mamíferos

La única modificación post-sintética establecida del ADN en genomas de animales y plantas superiores es la metilación 10
de la posición 5' de la citosina. La proporción de citosinas que son metiladas puede variar desde un pequeño porcentaje
en algunos genomas de animales (1) hasta 30% en algunos genomas de plantas (2). Gran parte de esta metilación se 
encuentra en los sitios CpG en donde las citosinas simétricamente posicionadas en cada hebra son metiladas. En los 
genomas de plantas, la metilación simétrica similar de citosinas en CpNpG (donde N puede ser cualquier base) también 
es común (3). Tales sitios de metilación también se han identificado con baja frecuencia en el ADN de mamífero (4).15

Los patrones de metilación son heredables ya que la enzima metilasa reconoce como sustrato, sitios donde un 
dinucleótido CpG está metilado en una hebra, pero la C correspondiente en la otra hebra no está metilada, y procede a 
metilarla (5, 6). Los sitios completamente no metilados normalmente no actúan como sustratos para la enzima y por lo 
tanto permanecen no metilados a través de sucesivas divisiones celulares. Por lo tanto, en ausencia de errores o 
eventos intervinientes específicos, la enzima metilasa permite la heredabilidad estable de los patrones de metilación.20

Amplios estudios de expresión génica en vertebrados han demostrado una fuerte correlación entre la metilación de 
regiones reguladoras de los genes y su falta de expresión (7). La mayoría de estos estudios han examinado sólo un 
número limitado de sitios de enzimas de restricción usando enzimas que no logran hacer el corte si están metilados sus 
sitios objetivo. Un número mucho más limitado han sido examinados en todas las bases de citosina utilizando métodos 
de secuenciación genómica (8, 9). 25

Conversión de ADN con bisulfito

El tratamiento de ADN monocatenario con altas concentraciones de bisulfito seguido por álcali conduce a la 
desaminación selectiva de la citosina, convirtiéndola en uracilo (10, 11). Por el contrario, las 5-metil citosinas (5meC) 
son resistentes a esta desaminación química. Cuando el ADN tratado con bisulfito es copiado por ADN polimerasas, los 
uracilos se leen como si fueran timinas y un nucleótido de adenina incorporado, mientras que 5meC todavía se lee como 30
una citosina (siendo G incorporada en frente). Por lo tanto, después de que se amplifica una región de secuencia por 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR), las citosinas en la secuencia que fueron metiladas en el ADN original se 
leerán como citosinas mientras que las citosinas no metiladas se leerán como timinas (12, 13).

Amplificación por PCR de ADN metilado y no metilado

Con el fin de amplificar el ADN tratado con bisulfito, se diseñan los cebadores para hibridarse con la secuencia 35
producida después del tratamiento con bisulfito del ADN. Dado que las citosinas se convierten en uracilos, la base en el 
cebador de hibridación será una adenina en lugar de una guanina para la citosina no convertida. Del mismo modo, para 
el otro cebador del par, timinas reemplazan citosinas. Para permitir la cuantificación de los niveles de metilación en el 
ADN objetivo, normalmente se escogen los cebadores para evitar los sitios que pueden o no ser metilados (en particular 
los sitios CpG) y entonces pueden contener ya sea un 5meC o un uracilo después del tratamiento con bisulfito. El uso 40
de tales cebadores no selectivos permite amplificar tanto los ADN metilados como los no metilados por PCR, 
permitiendo la cuantificación del nivel de metilación en la población de partida de ADN. El ADN amplificado por PCR se 
puede cortar con una enzima de restricción informativa, se puede secuenciar directamente para proporcionar una 
medida promedio de la proporción de metilación en cualquier posición o se pueden clonar y secuenciar moléculas (cada 
clon se deriva de la amplificación de una hebra individual en el ADN inicial). Tales estudios han indicado que, aunque 45
una población de moléculas puede ajustarse a un patrón general de metilación, no todas las moléculas serán idénticas y 
la metilación pueden encontrarse en sólo una fracción de las moléculas en algunos sitios (13, 16).

Amplificación selectiva de ADN metilado

Recientemente, Herman et al. (14) describieron una variación del procedimiento de secuenciación con bisulfito para 
hacerlo selectivo para la amplificación de ADN metilado solamente. En este trabajo, se utilizaron cebadores de PCR que 50
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fueron diseñados para discriminar entre las secuencias producidas después del tratamiento con bisulfito de los ADN 
objetivo metilados y no metilados. Por lo tanto, las citosinas que formaban parte de un sitio CpG no serían convertidas 
con bisulfito y se mantendrían como citosinas en el ADN metilado pero se convertirían en uracilos en el ADN objetivo no 
metilado. Los cebadores que utilizan estas diferencias fueron diseñados y utilizados para la amplificación de secuencias 
de ADN metilado de cuatro genes supresores tumorales, cuatro p16, p15, E-cadherina y von Hippel-Lindau. 5

Metilación del gen para glutatión S-transferasa pi en cáncer de próstata

Lee et al. (15) (patente de los Estados Unidos No 5.552.277 y la solicitud internacional de patente No PCT/US95/09050) 
demostraron que la expresión del gen para la glutatión S-transferasa (GST) Pi se pierde en casi todos los casos de 
cáncer de próstata. Ellos mostraron, además, que en veinte casos examinados, utilizando transferencia tipo Southern, 
que esta pérdida de expresión estaba acompañada por metilación en un sitio específico de la enzima de restricción 10
(BssHII) en la región promotora del gen. Esta metilación no se observó en tejido prostático normal o en un gran número 
de otros tejidos normales examinados. En el examen de una línea celular de cáncer de próstata en la que el gen para la 
GST-Pi está inactivo, también identificaron metilación en otros dos sitios de enzimas de restricción, NotI y SacII en la 
región promotora del gen. La digestión de los ADN de la línea celular con las enzimas MspI y HpaII, indicó que la 
correlación de la metilación del ADN con la falta de expresión no se mantuvo para estos sitios que se encuentran en 15
gran parte secuencia abajo del sitio de inicio de la transcripción. La naturaleza de los datos hace que sea difícil llegar a 
conclusiones sobre el estado de metilación de sitios individuales de MspI/HpaII. Sin embargo, Lee et al. (18) fueron 
capaces de demostrar que después de la digestión con HpaII (que cortará en todos los sitios no metilados de HpaII), 
una región de ADN que contiene doce sitios de reconocimiento de HpaII podría ser amplificada por PCR a partir de ADN 
del tumor, pero no de próstata normal o ADN de leucocitos. Esto indica que algunas moléculas de ADN en el cáncer de 20
próstata están metiladas en todos estos sitios de HpaII, mientras que los ADN de próstata normal y el ADN de leucocitos 
deben contener al menos uno de estos sitios no metilados (ya que un solo corte hará que la región no pueda ser 
amplificada por PCR).

Los presentes inventores han identificado y desarrollado un método alternativo para la detección de sitios de metilación 
presentes en el ADN de tejido de cáncer de próstata, pero no presentes en el ADN de tejido normal. El método se basa 25
en la amplificación selectiva de una región objetivo del gen para la GST-Pi pero no requiere restricción previa con una 
enzima de restricción informativa.

Divulgación de la invención:

Por lo tanto, en un primer aspecto, la presente invención proporciona un ensayo de diagnóstico o pronóstico para cáncer 
de próstata en un sujeto, dicho cáncer de próstata caracterizado por metilación anormal de la citosina en el sitio +5 30
dentro del gen para glutatión S-transferasa (GST) Pi humana, y/o sus secuencias de flanqueo reguladoras en donde 
dicho ensayo comprende las etapas de:

(i) aislar el ADN de dicho sujeto,

(ii) exponer dicho ADN aislado a los reactivos y condiciones para la amplificación de una región objetivo del gen para la 
GST-Pi, que incluye el sitio +5, siendo la amplificación selectiva porque sólo se amplifica la región objetivo si dicho sitio 35
o sitios en los que se produce metilación anormal de citosina está/están metilados, y

(iii) determinar la presencia de ADN amplificado.

Dado que la amplificación está diseñada solamente para amplificar la región objetivo si dicho sitio o sitios en el cual 
ocurre la metilación anormal de citosina (es decir, en comparación con el sitio o sitios correspondientes de ADN de 
sujetos sin la enfermedad o condición que se está analizando) está / están metilados, la presencia de ADN amplificado 40
será indicativa de la enfermedad o afección en el sujeto del que se ha obtenido el ADN aislado. El ensayo proporciona 
por lo tanto un medio para diagnosticar o pronosticar la enfermedad o afección en un sujeto.

La etapa de aislamiento del ADN puede llevarse a cabo de acuerdo con protocolos estándar. El ADN puede ser aislado 
de cualquier muestra corporal adecuada, tal como células de tejido (muestras frescas o fijadas), sangre (incluyendo 
suero y plasma), semen, orina, linfa o médula ósea. Para algunos tipos de muestras corporales, en particular muestras 45
de fluidos tales como sangre, semen, orina y linfa, puede ser preferible someter en primer lugar la muestra a un proceso 
para enriquecer la concentración de un determinado tipo de células (por ejemplo, células de próstata). Un proceso 
adecuado para el enriquecimiento implica la separación de las células requeridas mediante el uso de anticuerpos 
específicos de las células acoplados a perlas magnéticas y un dispositivo magnético de separación de las células.

Antes de la etapa de amplificación, el ADN aislado se trata preferiblemente de tal manera que las citosinas no metiladas 50
se convierten en uracilo u otro nucleótido capaz de formar un par de bases con la adenina, mientras que las citosinas 
metiladas permanecen inalteradas o se convierten en un nucleótido capaz de formar un par de bases con la guanina. 
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Este tratamiento permite el diseño de cebadores que permiten la amplificación selectiva de la región objetivo si dicho 
sitio o sitios en los que se produce la metilación de la citosina anormal está/están metilado(s).

Preferiblemente, después del tratamiento y la amplificación del ADN aislado, se realiza una prueba para verificar que las 
citosinas no metiladas han sido convertidas de manera eficiente en uracilo u otro nucleótido capaz de formar un par de 
bases con la adenina, y que las citosinas metiladas han permanecido sin cambios o han sido eficientemente convertidas5
en otro nucleótido capaz de formar un par de bases con la guanina.

Preferiblemente, el tratamiento del ADN aislado implica la reacción del ADN aislado con bisulfito de acuerdo con 
protocolos estándar. Como será evidente a partir de la discusión anterior del tratamiento con bisulfito, las citosinas no 
metiladas se convertirán en uracilo mientras que las citosinas metiladas permanecerán sin cambios. La verificación de 
que las citosinas no metiladas se han convertido en uracilo y que las citosinas metiladas han permanecido sin cambios 10
puede conseguirse mediante:

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

(ii) la evaluación del patrón del fragmento de restricción por electroforesis. Alternativamente, la verificación puede 
lograrse mediante hibridación diferencial usando oligonucleótidos específicos dirigidos a las regiones del ADN tratado 15
donde las citosinas no metiladas se habrían convertido en uracilo y las citosinas metiladas habrían permanecido sin 
cambios.

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

Preferiblemente, la etapa de amplificación se lleva a cabo de acuerdo con protocolos estándar para la amplificación por 20
PCR, en cuyo caso, los reactivos serán típicamente cebadores adecuados, dNTP y una ADN polimerasa termoestable, y 
las condiciones serán ciclos de temperaturas y duraciones variables para efectuar la desnaturalización alternante de 
dúplex de hebras, hibridación de cebadores (por ejemplo, bajo condiciones de alta rigurosidad) y posterior síntesis de 
ADN.

Para lograr la amplificación selectiva por PCR con ADN tratado con bisulfito, se pueden utilizar cebadores y condiciones 25
para discriminar entre una región objetivo que incluye un sitio o sitios de metilación anormal de citosina y una región 
objetivo donde no hay sitio o sitios de metilación anormal de citosina. Así, para la amplificación solamente de una región 
objetivo en donde dicho sitio o sitios en donde ocurre la metilación anormal de citosina está/están metilados, los 
cebadores utilizados para hibridar con el ADN tratado con bisulfito (es decir, cebadores inversos) incluirán un(os)
nucleótido(s) de guanina en un(os) sitio(s) en el que(los que) se formará(n) un par de bases con una(s) citosina(s)30
metilada(s). Tales cebadores formarán una falta de coincidencia si la región objetivo en el ADN aislado tiene 
nucleótido(s) de citosina no metilado(s) (que habrían sido convertidos en uracilo por el tratamiento con bisulfito) en el 
sitio o sitios en los que se produce la metilación anormal de citosina. Los cebadores utilizados para la hibridación con la 
hebra opuesta (es decir, los cebadores directos) incluirán un(os) nucleótido(s) de citosina en cualquier sitio(s) que 
corresponde(n) al(los) sitio(s) de citosina metilada en el ADN tratado con bisulfito.35

Preferiblemente, los cebadores utilizados para la amplificación por PCR son de 12 a 30 nucleótidos de longitud y están 
diseñados para hibridarse con una secuencia dentro de la región objetivo que incluye dos a cuatro nucleótidos de 
citosina que están metilados anormalmente en el ADN de un sujeto con la enfermedad o condición que está siendo 
analizada. Además, los cebadores incluyen preferiblemente un nucleótido terminal que formará un par de bases con un 
nucleótido de citosina (cebador inverso), o el nucleótido opuesto de guanina (cebador directo), que está anormalmente 40
metilado en el ADN de un sujeto con la enfermedad o condición que se está analizando.

La etapa de amplificación se utiliza para amplificar una región objetivo dentro del gen para la GST-Pi y/o sus secuencias 
reguladoras de flanqueo. Las secuencias flanqueadoras reguladoras pueden ser consideradas como las secuencias de 
flanqueo 5' y 3' del gen para la GST-Pi, que incluyen los elementos que regulan, ya sea solos o en combinación con otro 
elemento similar, la expresión del gen para la GST-Pi. Preferiblemente, las secuencias flanqueadoras reguladoras 45
consisten de la secuencia de 400 nucleótidos inmediatamente 5' del sitio de inicio de la transcripción y la secuencia de 
100 nucleótidos inmediatamente 3' del sitio de detención de la transcripción.

Más preferiblemente, la etapa de amplificación se utiliza para amplificar una región objetivo dentro de la región del gen 
para la GST-Pi y sus secuencias flanqueadoras reguladoras definidas por (e inclusivas de) sitios CpG -43 a +55 (en 
donde la numeración de los sitios CpG es relativa al sitio de inicio de la transcripción). La numeración y la posición de 50
los sitios CpG se muestran en la Figura 1.
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La etapa de determinación de la presencia de ADN amplificado puede llevarse a cabo de acuerdo con protocolos 
estándar. Un método conveniente implica la visualización de una(s) banda(s) que corresponde(n) a ADN amplificado, 
después de la electroforesis en gel.

Para el diagnóstico o pronóstico de cáncer de próstata, la etapa de amplificación amplifica preferiblemente una región 
objetivo dentro de la región del gen para la GST-Pi y sus secuencias flanqueadoras reguladoras definidas por (e 5
inclusive de) los sitios CpG -43 a +53, más preferiblemente, -43 a +10. Sin embargo, dentro de estas regiones objetivo 
se cree que hay sitios CpG que muestran variabilidad en estado de metilación en cáncer de próstata o están metilados 
en otros tejidos. Por lo tanto, para la región objetivo definida por (e inclusive de) sitios CpG -43 a +10, se prefiere que 
los cebadores utilizados para la amplificación se diseñen para reducir al mínimo (es decir, mediante el uso de cebadores 
redundantes o evitando los sitios) la influencia de sitios CpG -36, -32, -23, -20, -14 y un sitio que cubre la región 10
polimórfica -33. Además, para el ADN aislado de células que no sean de tejido de la próstata (por ejemplo, sangre), se 
prefiere que los cebadores usados se diseñen para amplificar una región objetivo que no incluya la región del gen para a 
GST-Pi y sus secuencias flanqueadoras reguladoras definidas por (e inclusivas de) sitios CpG -7 a +7, o, más 
preferiblemente, -13 a +8, ya que esto puede dar lugar a falsos positivos. Las regiones objetivo preferidas adicionales, 
por lo tanto, están dentro de la región del gen para la GST-Pi y sus secuencias flanqueadoras reguladoras definidas por 15
(e inclusive de) los sitios CpG -43 a -14, -43 a -8, +9 a +53 y +1 a +53.

Los pares de cebadores adecuados para el diagnóstico o pronóstico de cáncer de próstata, incluyen aquellos que 
consisten de un cebador directo y uno inverso seleccionados de cada uno de los siguientes grupos:

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

CGTTATTAGTGAGTACGCGCGGTTC (SEQ ID NO: 2)20

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

GAAACGCTCCGAACCCCCTAAAAACCGCTAACG (SEQ ID NO: 9)

Se apreciará por parte de las personas expertas en la técnica, que un sitio o sitios de metilación anormal de citosina 
dentro de las regiones objetivo anteriormente identificadas del gen para la GST-Pi y/o sus secuencias flanqueadoras 
reguladoras, podrían ser detectados para los fines de diagnóstico o pronóstico de una enfermedad o condición (en 25
particular, cáncer de próstata y/o cáncer de hígado) por métodos que no implican una amplificación selectiva. Por 
ejemplo, las sondas de oligonucleótido/polinucleótido podrían ser diseñadas para uso en estudios de hibridación (por 
ejemplo, transferencia tipo Southern) con DNA tratado con bisulfito que, en condiciones apropiadas de rigurosidad, se 
hibridan selectivamente sólo con DNA que incluye un sitio o sitios de metilación anormal de citosina(s). 
Alternativamente, una enzima(s) de restricción informativa apropiadamente seleccionada(s) podría(n) ser utilizada(s)30
para producir patrones de fragmentos de restricción que distinguen entre el ADN que incluye y que no incluye un sitio o 
sitios de metilación anormal de citosina(s).

Por lo tanto, en un segundo aspecto, la presente invención proporciona un ensayo de diagnóstico o pronóstico para un 
cáncer de próstata en un sujeto, dicha enfermedad o condición caracterizada por metilación anormal de la citosina en el 
sitio +5 dentro del gen para la glutatión S-transferasa humana (GST) Pi, en donde dicho análisis comprende las etapas 35
de:

(i) aislar el ADN de dicho sujeto, y

(ii) determinar la presencia de metilación anormal de citosina en dicho sitio dentro de la región del gen para la GST-Pi
humana definido por (e inclusive de) los sitios CpG -43 a +55.

La etapa de aislamiento de ADN puede llevarse a cabo como se describió anteriormente en relación con el ensayo del 40
primer aspecto.

Preferiblemente, la región del gen para la GST-Pi y sus secuencias flanqueadoras reguladoras dentro de las cuales se 
determina la presencia de citosina(s) metilada(s) en un sitio o sitios se selecciona de entre las regiones definidas por (e 
inclusivas de) los sitios CpG -43 a +53, -43 a +10, -43 a -14, +9 a +53 y +1 a +53. Sin embargo, dentro de estas 
regiones, se prefiere que ciertos sitios (es decir, sitios CpG, -36, -33, -32, -23, -20, -17 y -14) sean evitados ya que el 45
sitio o sitios en los que, por el propósito del ensayo, se determina la presencia de metilación anormal de citosina.

Cuando la etapa de determinación implica la hibridación selectiva de sondas de oligonucleótido/polinucleótido/ácido 
péptido-nucleico (PNA), antes de la etapa de determinación, se trata el ADN aislado preferiblemente (por ejemplo, con 
bisulfito) de tal manera que las citosinas no metiladas se convierten en uracilo o 10 otros nucleótido capaz de formar un 
par de bases con la adenina, mientras que las citosinas metiladas permanecen inalteradas o se convierten a un 50
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nucleótido capaz de formar un par de bases con la guanina. Este tratamiento permite el diseño de sondas que permiten 
la hibridación selectiva con una región objetivo que incluye un sitio o sitios de metilación anormal de citosina. 

En un tercer aspecto, la presente descripción  divulga un cebador o una sonda (secuencia mostrada en la dirección 5' a 
3') que comprende una secuencia de nucleótidos seleccionada del grupo que consiste de:

CGTTATTAGTGAGTACGCGCGGTTC (SEQ ID NO: 2)5

AAAAACCRAAATAAAAACCACACGACG (SEQ ID NO: 9)

Los términos "comprenden", "comprende" y "que comprende" como se usan en toda la memoria descriptiva pretenden 
referirse a la inclusión de un componente indicado, característica o etapa o grupo de componentes, características o 
etapas con o sin la inclusión de un componente adicional, característica o etapa o grupo de 10 componentes, 
características o etapas.10

La invención se describirá ahora adicionalmente con referencia a las figuras acompañantes y los siguientes ejemplos no 
limitantes.

Breve descripción de las figuras acompañantes: 

La Figura 1 muestra la organización y secuencia de nucleótidos del gen para la GST-pi humana. Los sitios CpG están 
numerados en relación con el sitio de inicio de la transcripción. La numeración de la secuencia de nucleótidos está de 15
acuerdo con la secuencia del gen para la GST-Pi del GenBank, acceso No. M24485.

La Figura 2 muestra la región del gen para la GST-Pi que exhibe metilación diferencial en el cáncer de próstata. La 
figura muestra además la secuencia y la derivación de cebadores para la región secuencia arriba (desde el sitio CpG -
43 a +10) y el polimorfismo común que abarca el sitio CpG -33 (que se muestra encima de la secuencia (p)). Debajo de 
la secuencia de GST-Pi se muestra la secuencia de la hebra derivada después de la conversión de las citosinas en20
uracilo. La hebra derivada se muestra ya sea asumiendo que todos los CpG están metilados (B-M) o no-metilados (B-
U). Por debajo de esta se muestran cebadores específicos diseñados para amplificar selectivamente la secuencia 
metilada. 

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

A - para la región promotora central a través del extremo 3' del gen para la GST-Pi para la línea celular LNCaP (LN), la 25
línea celular DU145 (DU), la línea celular PC3, la línea celular PC3-M y la línea celular PC3-MM, para el ADN aislado a 
partir de muestras de tejido normal de pacientes con cáncer de próstata (2AN, BN y CN), para tejido tumoral de próstata 
(BC, CC, DC, XC, WC y 2AC) y para tejido normal de la próstata (Pr) de una persona sin cáncer de próstata: 

B - para la región promotora central y las secuencias en dirección 5' del gen para la GST-Pi a partir de tejido normal de 
próstata (de una persona sin cáncer de próstata), a partir de tres muestras de cáncer de próstata (BC, CC y DC) y para 30
una cantidad de otros tejidos normales. Los pacientes B y D eran polimórficos en el sitio CpG -33 y el nivel de metilación 
indicado entre paréntesis refleja la metilación del alelo que contiene el CpG. Para los sitios CpG -28 a +10, el nivel de 
metilación se determinó mediante análisis directo de la secuencia de la población de moléculas de la PCR (17). Para los 
sitios CpG secuencia arriba, -56 a -30, se clonaron los productos de la PCR y se secuenciaron una cantidad de clones 
individuales (número indicado entre paréntesis debajo del nombre de la muestra). Para los tejidos normales el nivel de 35
metilación en cada sitio se determinó como la fracción de todos los clones que contenían una C en esa posición. Para 
las muestras de cáncer BC, CC y DC, el nivel de metilación que se muestra es aquel entre los clones que mostraron 
metilación del ADN en la región del sitio CpG -43 a -30 (aproximadamente la mitad de los clones en cada caso). 

Tanto en A como en B, un cuadro en blanco indica que el sitio no fue ensayado, y una "B" indica que el estado del sitio 
no se pudo determinar (por ejemplo, debido a un bloqueo de la secuencia o que estaba más allá del rango de la ronda 40
de secuenciación). Se muestra el nivel de metilación detectado en cada sitio, ninguno (-), hasta el 25% (+), de 26 a 50% 
(++), de 51 a 75% (+++) y de 76 a 100% (++++). También se muestra el grado de Gleason de las muestras tumorales. 

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

A - el panel A (región que cubre el sitio de inicio de la transcripción) usó CGPS-1 y 3 como cebadores externos y CGPS-
2 y 4 como cebadores internos, el panel B usó el par de cebadores externos CGPS-5 y 8, que abarca la región del sitio45
CpG -39 a -16 para la primera ronda de amplificación, seguido de una segunda ronda de amplificación con los 
cebadores CGP-6 y 7, amplificando un fragmento de 140 pb que abarca los sitios CpG -36 a -23. Los carriles son: 1. 
Cerebro, 2. Pulmones, 3. Músculo esquelético, 4. Bazo, 5. Páncreas,  6. Próstata "normal" de anciano de 85 años, 7. 
Próstata "normal" de anciano de 62 años, 8. Corazón, 9. Médula ósea, 10. Sangre-1, 11. Sangre-2, 12. Sangre-3, 13.
Hígado-1, 14. Hígado-2;50
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B - se utilizaron los mismos pares de cebadores que para la amplificación mostrada en la Figura 4A Panel B, con el ADN 
de 10 muestras de tejido canceroso de próstata (c) y muestras de tejido normal (n) emparejadas de las mismas 
próstatas (también se muestran ADN de LNCaP como control positivo (+) y un control negativo (-). Debajo está el grado 
de Gleason y el nivel de metilación de muestras observadas con cebadores no selectivos.

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

La Figura 5 presenta los resultados de la amplificación de los ADN tratados con bisulfito de fluido seminal de pacientes 
con cáncer de próstata (c) y de hombres no diagnosticados con cáncer de próstata (n), usando el par cebador externo 
CGPS-5 y 8 y CGPS-6 y 7 como el par de cebadores internos. Los carriles son L. Línea celular LNCaP (control positivo), 15
D. Línea celular DU145, P. Línea celular PC-3 (controles negativos), y M. Marcadores de peso molecular. 

La Figura 6 muestra los resultados de la amplificación de los ADN tratados con bisulfito, en donde el ADN ha sido 
aislado a partir de portaobjetos con tejido de próstata que se había identificado ya sea como canceroso o enfermo con 
hiperplasia benigna (HPB). La amplificación selectiva por PCR se llevó a cabo usando el par de cebadores exterior 
CGPS-5 y 8 y el par de cebadores internos CGPS-11 y 12. 20

La Figura 7 muestra los resultados de la amplificación de los ADN tratados con bisulfito, en donde el ADN ha sido 
aislado a partir de células de cáncer de próstata enriquecidas a partir de muestras de sangre usando perlas magnéticas 
recubiertas con un anticuerpo anti-epitelial. Se añadieron diferentes cantidades de células de cáncer de próstata LNCaP 
a las muestras de sangre (7A) o sangre con células LNCaP añadidas almacenadas durante diferentes períodos de 
tiempo a 4°C o a temperatura ambiente antes del aislamiento del ADN.25

La Figura 8 proporciona los resultados de la amplificación de los ADN tratados con bisulfito, en donde el ADN ha sido 
aislado de muestras de sangre de sujetos normales con ninguna enfermedad conocida de la próstata, de pacientes con 
hiperplasia benigna (HPB) de la próstata y de pacientes con diagnóstico histológicamente confirmado de cáncer de 
próstata.

La Figura 9 muestra los resultados de la amplificación de los ADN tratados con bisulfito aislados a partir de 20 muestras 30
de tejido canceroso de hígado. Se realizó una amplificación selectiva por PCR usando el par de cebadores externos
CGPS-5 y 8 y el par de cebadores internos CGPS-11 y 12. 

La Figura 10 muestra los resultados de las pruebas realizadas para confirmar que cualquiera de los productos 
amplificados de ADN ha sido producido a partir de la amplificación del ADN tratado con bisulfito en donde toda la
citosina no metilada ha sido convertida en uracilo. Las pruebas se llevaron a cabo utilizando sondas de oligonucleótidos 35
diseñadas para hibridar con regiones objetivo convertidas o no convertidas. 

Métodos generales y estrategias

(1) Tratamiento del ADN con bisulfito

Se aisló el ADN para ensayo a partir de fuentes adecuadas mediante protocolos estándar y se lo trató con bisulfito por 
métodos bien conocidos (12, 13, 16). 40

(2) Caracterización de la metilación de sitios individuales en el ADN

Con el fin de determinar el estado de metilación de nucleótidos individuales de citosina en los ADN objetivo y no objetivo 
y para identificar las diferencias entre ellos, se amplificó ADN modificado con bisulfito mediante PCR usando cebadores 
diseñados para reducir al mínimo la posibilidad de que el estado de metilación de un sitio CpG particular, influya la
hibridación del cebador y la posterior amplificación (12, 13, 16). 45

(3) Diseño de cebadores selectivos

Con base en la información de la secuenciación, se diseñaron cebadores para uso en el ensayo para maximizar la 
posibilidad de que el estado de metilación de un sitio CpG particular pueda influir en la hibridación del cebador y la 
posterior amplificación. Específicamente, los principios de diseño seguidos (descritos para el cebador PCR "directo" 
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donde el cebador contiene las mismas conversiones C por T (o U) como ocurriría en el ADN tratado con bisulfito), se 
enumeran a continuación en (a) hasta (d): 

(a) Esos cebadores deben cubrir regiones de secuencias que contienen una cantidad de C. La conversión de las C
metiladas en U permite la discriminación entre las moléculas que han sido objeto de conversión eficiente con bisulfito y 
moléculas en las que las C no han reaccionado (por ejemplo, porque no se disolvieron completamente o que contienen5
regiones de estructura secundaria). 

(b) Que al menos una, pero preferiblemente al menos dos a cuatro, de las C en las regiones deben ser de C 
(generalmente en los sitios CpG) que se sabe que están metiladas en una alta proporción del ADN que se va a detectar
(es decir, ADN objetivo). Por lo tanto, estas C permanecerán como C en el ADN objetivo mientras se convierten en U en 
el ADN no objetivo. Un cebador que está diseñado para ser el equivalente exacto del ADN metilado convertido con 10
bisulfito contendrá una falta de coincidencia en cada una de las posiciones de una C no metilada que ha sido convertida 
a una U en un ADN no metilado. Entre más faltas de correspondencia estén presentes, mayor será la estabilidad 
diferencial de hibridación de los cebadores y por lo tanto mayor la diferencia selectiva en PCR. 

(c) Que la base terminal 3' del cebador debe ser preferiblemente una C correspondiente a una C que se sabe que está
metilada en el ADN objetivo (normalmente parte de un dinucleótido CpG). El apareamiento correcto con la base terminal 15
del cebador permitirá un cebado altamente selectivo de secuencias objetivo en comparación con secuencias no 
metiladas de fondo que formarán una falta de correspondencia C:A.

(d) Que en las posiciones donde se sabe que ocurre la metilación en sólo una fracción de las moléculas en el ADN 
objetivo metilado o donde se sabe que varían entre los ADN objetivo (por ejemplo, en diferentes muestras tumorales), 
se puede incorporar redundancia en los cebadores para permitir la amplificación ya sea de C o de T del ADN objetivo. 20
Este mismo enfoque se puede usar si se sabe que existen polimorfismos en la región del cebador.

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

(4) Verificación de la amplificación selectiva de la secuencia objetivo

La banda amplificada de PCR se puede analizar para comprobar que se ha derivado de ADN que ha sido totalmente 25
convertido con bisulfito (por ejemplo, las C no metiladas en el ADN original han sido convertidas en U y amplificados 
como T) y para verificar además que el ADN amplificado se ha derivado de la secuencia específica de ADN objetivo y 
tiene el perfil esperado de metilación (es decir, de 5meC no convertida en T). Los métodos para llevar a cabo estas 
verificaciones incluyen:

(a) Uso de digestión con enzimas de restricción.30

Con el fin de verificar la conversión completa, se pueden usar enzimas de restricción particulares para cortar el ADN.
Los sitios de reconocimiento de la secuencia deben tener la propiedad de que no contienen C y están presentes en la 
secuencia de la hebra amplificada después, pero no antes del tratamiento con bisulfito. Por lo tanto, la conversión de 
una o preferiblemente dos o más C en U y su amplificación como T en el producto de la PCR debe producir un nuevo 
sitio de restricción. Las enzimas útiles se muestran en cursiva en la Tabla 1 a continuación.35

Con el fin de verificar que la secuencia de ADN objetivo amplificado estaba específicamente metilado, puede hacerse 
uso de sitios enzimáticos de restricción cuyos únicos nucleótidos C se encuentran como dinucleótidos CpG y que, si la 
secuencia estaba metilada, permanecería como CpG de en los productos de PCR. Los ejemplos de tales enzimas se 
muestran en negrita en la Tabla 1 a continuación. También se puede utilizar BsmBI, que corta la secuencia no simétrica 
GAGACG. 40

En algunos casos, las enzimas que contienen una C como base exterior en su secuencia de reconocimiento se pueden
utilizar para la verificación de la metilación: por ejemplo, EcoRI (GAATTC) para una secuencia GAATTCG o Sau3AI 
(GATC) para una secuencia GATCG (negrita y subrayada en la Tabla 1). Si un sitio tal como uno de los anteriores está 
presente en el ADN metilado predicho, totalmente convertido con bisulfito, entonces la enzima cortará el ADN sólo si el 
dinucleótido CpG original fue metilado, confirmando la amplificación de una región metilada de ADN. Algunas de las 45
enzimas (negrita y subrayadas en la Tabla 1) tienen el potencial para ser utilizadas tanto para el seguimiento de una 
conversión eficiente como para la metilación de CpG. (b) Hibridación diferencial con oligonucleótidos específicos. 

Se puede usar hibridación diferencial con oligonucleótidos específicos para discriminar que el ADN amplificado 
reacciona completamente con bisulfito y del perfil esperado de metilación. Para demostrar la conversión completa, se 
preparan un par de oligonucleótidos correspondientes a la misma región dentro de la secuencia amplificada. Un 50
oligonucleótido contiene T en todas las C que deben ser convertidas por el bisulfito, mientras que el otro contiene C en 
estas posiciones. Los oligonucleótidos deben contener al menos dos o tres de tales C discriminatorias y se determinan 
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las condiciones que proporcionan una hibridación selectiva de cada uno con su secuencia objetivo. Se utilizan 
oligonucleótidos similares con C o T en los sitios CpG y las T que reemplazan todas las C que no son CpG para 
determinar si los sitios específicos CpG están metilados. Los oligonucleótidos de control adicionales que no contienen C 
discriminatorias, es decir, ya sea sin C o una cantidad mínima donde C están sustituidas con Y (mezcla de C y T), se 
utilizan para controlar la cantidad de producto de la PCR en la muestra. Los oligonucleótidos se pueden utilizar para la 5
detección de la hibridación directa de secuencias amplificadas o se usan para seleccionar moléculas objetivo de la 
población de ADN amplificado por PCR para otros métodos de detección. Se puede utilizar una matriz de tales 
oligonucleótidos en un chip de secuenciación de ADN para establecer la secuencia del ADN amplificado a lo largo de la 
región de la secuencia. (c) Extensión del cebador de un solo nucleótido (SNuPE). 

La técnica de extensión del cebador de un solo nucleótido se puede aplicar a los productos de la PCR para determinar 10
si los sitios específicos dentro de la secuencia amplificada contienen bases C o T. En este método, un cebador 
colindante con la posición de interés se hibrida con el producto de la PCR y se llevan a cabo reacciones de extensión 
del cebador utilizando ya sea sólo dCTP o solo dTTP. Los productos pueden ser separados por electroforesis en gel y 
cuantificados para determinar la proporción de cada nucleótido en la población en esa posición. Los cebadores deben 
ser diseñados para cuantificar la conversión de C en sitios CpG y C de control que no deben ser metilados. Se puede 15
incluir más de un cebador en una única reacción y/o correr en la misma pista del gel siempre y mientras que sus 
tamaños pueden ser claramente distinguidos. (d) Control en tiempo real con fluorescencia de la PCR. 

Los oligonucleótidos internos a la región amplificada se pueden utilizar para controlar y cuantificar la reacción de 
amplificación al mismo tiempo que se demuestra la amplificación de la secuencia correcta. En el ensayo de la PCR 5’ 
Nucleasa fluorogénica (19) se controló la reacción de amplificación usando un cebador que se une internamente dentro 20
de la secuencia amplificada y que contiene tanto un reportero fluorogénico como un inactivador. Cuando esta sonda se 
une a su ADN objetivo puede ser escindido por la actividad 5' nucleasa de la Taq polimerasa, separando al reportero y 
al inactivador. Mediante la utilización en el ensayo de un oligonucleótido que es selectivo para la secuencia 
completamente convertida con bisulfito (y/o su estado de metilación), se pueden controlar tanto el nivel de amplificación 
como su especificidad en una sola reacción. También se pueden utilizar otros sistemas relacionados que detectan de 25
manera similar los productos de la PCR por hibridación.

Ejemplo 1: Perfil de la secuencia de metilación de ADN de GST-Pi objetivo y no objetivo

Materiales y métodos

La Figura 1 muestra la organización del gen para la GST-Pi y las regiones para las que se utilizó la secuenciación 
genómica para determinar el estado de metilación del ADN aislado de líneas celulares o tejido de cáncer de próstata y 30
de tejido de próstata normal o de otros tejidos. La numeración de la secuencia de nucleótidos en la Figura 1 está de 
acuerdo con la secuencia de GST-Pi, GenBank, acceso No. M24485. También se muestra, dentro de las cajas la 
secuencia de cada región amplificada, con todos los sitios CpG indicados y numerados en relación con la posición del 
sitio de inicio de la transcripción. El análisis de secuencia demostró que había un dinucleótido CpG adicional (+9) no 
predicho a partir de la secuencia publicada. También se identificó en las regiones secuenciadas un polimorfismo que 35
está presente en una fracción significativa de las muestras estudiadas. El alelo polimórfico no contiene el sitio CpG -33. 
Tanto el dinucleótido CpG adicional como el polimorfismo se muestran en la Figura 2. Las coordenadas del nucleótido 
en la Figura 2 se muestran con relación al sitio de inicio de transcripción; la primera base mostrada, -434, corresponde a 
la base 781 de la secuencia del GenBank, mientras que la última +90, corresponde a la base 1313 de la secuencia del
GenBank.40

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

El ADN aislado a partir de tejido normal de próstata, tejido de cáncer de próstata, líneas celulares derivadas de cáncer 
de próstata y otros tejidos fue tratado con bisulfito y se llevaron a cabo las reacciones PCR mediante procedimientos 
estándar (13). Los productos de la PCR o bien se digirieron con enzimas de restricción informativas, secuenciadas45
directamente (17), o se clonaron y secuenciaron moléculas individuales mediante procedimientos estándar. 

Resultados

En la Figura 3A, se muestran el estado de metilación de sitios en el ADN de líneas celulares de cáncer de próstata, 
muestras de tejido de cáncer de próstata y tejido normal de próstata emparejados para las regiones promotoras 
centrales a través del extremo 3' del gen (que abarca los sitios CpG -28 a 103 ). Se puede observar que en el tejido 50
normal de próstata, la región promotora central no está metilada en todos los sitios y que esta falta de metilación se 
extiende a través de la región que flanquea al promotor hasta el sitio CpG +33. Resultados de digestiones con enzimas 
de restricción de ADN amplificado por PCR, tratado con bisulfito, indican que esta falta de metilación incluye los sitios 
CpG +52 y +53. Sin embargo, en las regiones más secuencia abajo que se analizaron, los sitios CpG +68 a +74 y +96 a 
+103, el ADN de tejido prostático normal estaba muy metilado. Un análisis de la línea celular de cáncer de próstata55
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LNCaP y de muestras de tejido de cáncer de próstata demuestra una metilación exhaustiva de la región promotora 
central; las variaciones en el nivel global de metilación probablemente reflejan la presencia de diferentes niveles de 
células normales dentro de las muestras tumorales. Se encontró que el ADN de una muestra de cáncer (2AC) está
completamente no metilado y en contraste con las otras muestras tumorales, se encontró mediante inmunohistoquímica 
que aún expresa GST-Pi. La secuenciación de la región que flanquea al promotor central en la línea celular LNCaP y los 5
ADN tumorales, BC y CC, mostró que la metilación se extendió a través del sitio CpG +33 y un análisis adicional con 
enzimas de restricción mostró que la metilación incluyó sitios CpG +52 y +53. Para una muestra de tumor, DC, la 
metilación no se extendió más allá de la región promotora central y se encontró que los sitios CpG +13 a +33, así como 
los sitios CpG +52 y +53 no estaban metilado. Es notable que este tumor fuera de grado Gleason 2 + 2, el tumor de 
grado más bajo entre los analizados. Para todas las muestras de ADN tumoral, como para las de ADN normal, las 10
regiones secuencia abajo del gen, sitios de 68 a 74 y 96 a 103, estaban fuertemente metiladas. Dentro de las regiones 
promotoras que se metilaron en sitios individuales específicos de tejido canceroso, pero no normal, fue evidente cuáles
eran o bien metiladas o no metiladas en un grado mucho menor que los sitios metilados circundantes. Estos incluyen los 
sitios de -22 y -23 (XC), -20 (líneas PC3, XC y WC), -14 (PC3, XC y WC), +24 (PC3-M y MM2, CC), +25 (LNCaP, PC3-
MM2, CC).15

Los resultados mostrados en la Figura 3B proporcionan una comparación del estado de metilación de la región 
promotora central y las secuencias en dirección 5’ de la región promotora central en el ADN aislado a partir de tejido de 
próstata normal y de una cantidad de otros tejidos normales. Las secuencias del fragmento de PCR en dirección 5’ del 
promotor central se determinaron mediante la clonación y secuenciación ya que la región es reacia a la secuenciación 
directa. Para las muestras de cáncer, el nivel de metilación mostrado es como una proporción de aquellos clones que 20
fueron metilados (alrededor de 50% de los clones totales en ambos casos). En el tejido normal de próstata, así como en 
todos los demás tejidos normales existe una amplia metilación de sitios CpG en dirección 5’ de la repetición rica en AT. 
Secuencia abajo de la repetición (desde el sitio CpG -43) se observó una metilación mínima en todos los tejidos 
normales, excepto en tejido normal del hígado, donde hubo una metilación significativa de sitios CpG -7 hasta +7. Las 
secuencias en dirección 5’ del promotor central resultaron ser fuertemente metiladas en los ADN de cáncer de próstata, 25
aunque nuevamente sitios específicos no fueron metilados; sitio -32 en cánceres B y D y sitio -36 en cáncer B.

Los resultados por lo tanto permiten la identificación de una región del gen para la GST-Pi y sus secuencias 
flanqueadoras reguladoras, que se extiende desde 3' de la región de repetición polimórfica, (sitio CpG -43) hasta los 
sitios +52 y +53, que no se metilaron en el tejido normal de próstata pero normalmente es altamente metilado en el 
cáncer de próstata. En una muestra de cáncer (D, el cáncer de más bajo grado de Gleason) la región de los sitios CpG 30
+13 a +53 no se metiló. La región más restringida que se extiende desde el sitio CpG -43 a +10 se metiló en todos los 
ADN de cáncer de próstata que mostró metilación del promotor. La metilación de una parte de la región promotora 
(sitios CpG -7 a +7) también se observó en un tejido normal (hígado) examinado. El análisis de muestras adicionales de 
ADN de hígado normal ha demostrado que el nivel de metilación es variable y puede incluir sitios CpG -13 a +8,

Discusión35

Los resultados anteriores son críticos en la identificación de regiones dentro del gen para la GST-Pi y/o sus secuencias 
flanqueadoras reguladoras que se pueden utilizar para el desarrollo de ensayos para la detección selectiva de células 
de cáncer de próstata. Por lo tanto, la región de los sitios CpG -43 a +53 que se encuentran dentro de los límites de las 
regiones metiladas en el tejido normal de próstata se puede utilizar para el diseño de cebadores para detectar la 
metilación específica del cáncer en muestras de tejido de próstata. Se prefiere la región del sitio CpG -43 a +10 para la 40
detección de una mayor proporción de cánceres. La región de los sitios CpG +13 a +53 se puede usar para detectar 
cáncer, pero también se puede usar para distinguir un cáncer temprano (no metilado) de uno tardío (cáncer metilado). 
Para los ensayos que utilizan otras muestras, tales como sangre, se prefiere restringir la región elegida para excluir los 
sitios CpG -7 a +7 o, más preferiblemente los sitios -13 a +8. Por ejemplo, pueden estar presentes células hepáticas en 
la sangre tomada de un sujeto que padece una enfermedad del hígado, en cuyo caso, se podría obtener un resultado 45
falso positivo si la región elegida para la detección de la metilación específica del cáncer incluye sitios CpG -13 a +8.

Ejemplo 2: Diseño y uso de cebadores selectivos para la detección de ADN de GST-Pi metilado

Materiales y métodos

Los cebadores de secuencia para la detección de secuencias de GST-pi metiladas de tres regiones, a saber, una región 
secuencia arriba del promotor central (cebadores CGPS-5 a 9 y CGPS-11 a 13), una región que abarca parcialmente el 50
promotor central (cebadores CGPS-1 a 4), y una región más secuencia abajo del promotor central (cebadores CGPS-21 
a 24) se muestran en la Tabla 3 más adelante.

La secuencia y la derivación de cebadores para la región secuencia arriba se muestran en la Figura 2 (desde el sitio
CpG -43 hasta el sitio CpG +10), que también muestra el polimorfismo común que abarca el sitio CpG -33 (véase más 
arriba la secuencia (p)). Debajo se muestra la secuencia de la hebra derivada después de la conversión de citosinas en55
uracilo. La hebra derivada se muestra ya sea asumiendo que todos los CpG están metilados (B-M), o que ninguno lo 
está (B-U). Por debajo de esta se muestran cebadores específicos diseñados para amplificar selectivamente la 
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secuencia metilada. Se puede observar que todos los cebadores están diseñados para coincidir perfectamente con la 
plantilla metilada tratada, pero contienen faltas de coincidencia con la plantilla derivadas del ADN no metilado o el ADN 
original no tratado. Los cebadores CGPS-5, 8, 11, 12 y 13 están diseñados para evitar la región polimórfica y sitios CpG 
que muestran una menor frecuencia de metilación en los ADN de cáncer de próstata. Las T subrayadas en los 
cebadores directos (y las A en los cebadores inversos) se derivan de la conversión con bisulfito de las C y proporcionan 5
la discriminación contra la amplificación de ADN que no se ha convertido de manera eficiente por el tratamiento con
bisulfito. Las C en negrita en los cebadores directos (y las G en los cebadores inversos) hacen parte de los sitios CpG y 
formarán pares de bases con el ADN derivado de secuencias metiladas pero forman fastas de correspondencia con el 
ADN derivado de secuencias no metiladas. Se incluye redundancia en algunas posiciones, Y (= mezcla de C y T) en 
cebadores directos y R (= mezcla de A y G) en cebadores inversos para permitir el emparejamiento independiente del 10
estado de metilación. Esto puede permitir ciertos sitios donde la frecuencia de metilación dentro o entre muestras de 
tumor es variable (por ejemplo, sitio -14). Los cebadores directos e inversos para la amplificación selectiva específica de 
secuencias metiladas de GST-pi se muestran en la Tabla 3 más adelante.

Las amplificaciones realizadas para este ejemplo, utilizaron los ADN tratados con bisulfito de una variedad de tejidos y 
se utilizaron dos conjuntos de cebadores de PCR. Específicamente, para las reacciones de amplificación mostradas en 15
la Figura 4A Panel A (región que cubre el sitio de inicio de la transcripción), se utilizaron CGPS-1 y 3 como cebadores 
externos y CGPS-2 y 4 como cebadores internos. Para las reacciones de amplificación que se muestran en la Figura 4A 
Panel B y la Figuras 4B y 4C, el par de cebadores externos, CGPS-5 y CGPS-8 que abarcan la región de sitios CpG -39 
a -16, se utilizaron para la primera ronda de amplificación, seguido por la segunda ronda de amplificación con los 
cebadores CGPS-6 y CGPS-7, lo que resulta en la amplificación de un fragmento de 140 pb que abarca los sitios CpG -20
36 a -23. Para las reacciones de amplificación que se muestran en las Figuras 5 a 8, el conjunto de cebadores utilizado 
para la región secuencia arriba era el par de cebadores externos, CGPS-5 y CGPS-8, para la primera ronda de 
amplificación y el par de cebadores internos, CGPS-11 y CGPS-12 , para la segunda ronda de amplificación, lo que 
resulta en la amplificación de un fragmento de 167 pb que abarca los sitios CpG -38 a -23.

Para todos los conjuntos de cebadores, se realizaron amplificaciones por PCR en un regulador que consiste en Tris/HCl25
67 mM, sulfato de amonio 16,6 mM, 1,7 mg/ml de BSA y MgCl21,5 mM, preparado en regulador TE (Tris/HCl 10 mM pH 
8,8, EDTA 0,1 mM). Las mezclas de reacción (50 µl) contenían 200 µM de cada uno de los cuatro dNTP, 6 ng/ml de 
cada cebador y 2 unidades de ADN polimerasa AmpliTaq (Perkin Elmer). Para los cebadores CGPS-5 y 8 (primera 
ronda de amplificación), las condiciones del ciclo de PCR fueron 5 ciclos de 60°C 1 min, 72°C 2 min, y 95ºC 1 min, 
seguido por 30 ciclos de 65°C 1 min, 72°C 1,5 min y 95°C 1 min. Las condiciones de amplificación para los cebadores 30
CGPS-6 y 7 (segunda ronda de amplificación) fueron 5 ciclos de 65°C 1 min, 72°C 2 min y 95ºC 1 min, seguido por 30 
ciclos de 65°C 1 min, 72°C 1,5 min y 95°C 1 min. Para los cebadores CGPS-11 y 12, las condiciones de amplificación 
fueron las mismas que para los cebadores CGP-6 y 7 excepto porque la temperatura de hibridación se elevó de 65°C a 
70°C. Se usaron 2 µl de las reacciones de la primera ronda de amplificación en 50 µl de la segunda ronda de reacciones 
de amplificación. También se pueden usar otros reguladores o condiciones de amplificación por PCR para lograr una 35
eficiencia y especificidad similares.

Resultados y discusión

Para los cebadores que cubren la región promotora central (véase la Figura 4A Panel A), se obtuvo ADN amplificado 
(véase la banda señalada por la flecha) a partir del ADN de control positivo (cáncer B), pero también a partir de ADN de 
muestras de tejido de próstata de dos sujetos que no habían sido diagnosticados con cáncer de próstata. Las bandas de 40
ADN amplificado también fueron observadas a partir de ADN aislado de una muestra de médula ósea y sangre, así 
como a partir de ADN aislado de muestras de tejido hepático de sujetos sin cáncer de próstata conocido.

Para la amplificación secuencia arriba (véase la Figura 4A Panel B), no se obtuvo ADN amplificado a partir de 
reacciones de amplificación llevadas a cabo sobre el ADN aislado de una serie de muestras de tejidos sanos ni de ADN 
aislado de muestras de sangre de sujetos sin cáncer de próstata conocido; se produjo una banda de ADN amplificado a 45
partir del ADN de control positivo (cáncer B). Sin embargo, aunque las reacciones de amplificación llevadas a cabo 
sobre el ADN aislado a partir de una muestra de tejido normal de próstata no dieron lugar a ADN amplificado, el ADN 
amplificado fue el resultado de las mismas reacciones de amplificación llevadas a cabo sobre el ADN aislado a partir de
una muestra de tejido de la próstata de un sujeto 82 años de edad sin cáncer de próstata conocido. Es posible que este 
sujeto tuviera cáncer de próstata no diagnosticado. El ADN aislado de otras cinco muestras de tejido normal de próstata 50
de sujetos sin cáncer de próstata conocido no dio lugar a un producto de ADN amplificado (véase la Figura 4C Panel B).

En la Figura 4B, los resultados de las reacciones de amplificación por PCR se muestran para muestras de tejido de 
pacientes con cáncer de próstata: para cada muestra, se aisló el ADN de una región identificada por tener cáncer y de 
otra región identificada como macroscópicamente normal. En todos los casos, se produjo una banda clara de ADN 
amplificado a partir de reacciones de amplificación llevadas a cabo sobre el ADN de cáncer de próstata. Dos de ellos, 55
fueron casos en los que la proporción de ADN metilado era insuficiente para ser detectado usando cebadores diseñados 
para cebar en forma equivalente en el ADN metilado y no metilado. Para el ADN aislado a partir de tejido 
macroscópicamente normal, la banda de ADN amplificado estaba o bien ausente o presente en una cantidad 
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sustancialmente inferior. La presencia de una banda en algunas muestras "normales" podría derivarse de un bajo nivel 
de células cancerosas en la muestra.

La amplificación de ADN de muestras de sangre obtenidas de la cavidad abdominal durante la cirugía mostró que era 
posible detectar secuencias metiladas de GST-Pi en una cantidad de ellas. Las muestras de sangre periférica aisladas a 
partir de tres pacientes con enfermedad metastásica conocida (véase la Figura 4C Panel B) demostró la presencia de 5
secuencias metiladas de GST-pi que pueden ser amplificadas.

Productos de ADN amplificados también se produjeron a partir de la amplificación de ADN aislado de las líneas 
celulares de cáncer de próstata LNCaP y DU145, pero no de la serie PC-3 de las líneas celulares. Este último resultado 
podría ser debido a un bajo nivel de metilación en la región promotora secuencia arriba en células PC-3, pero un factor 
importante que contribuye es probable que sea una falta de cebado por parte el cebador CGPS-6 ya que PC-3 sólo 10
contiene la variante alélica del gen para la GST-Pi. También se detectaron secuencias metiladas de GST-pi en el ADN 
aislado a partir de algunas líneas celulares derivadas de tumores de origen no prostático: HeLa, un carcinoma cervical, y 
HepG2, un carcinoma de hígado (véase la Figura 4C Panel B).

Se aisló el ADN a partir del fluido seminal (véase la Figura 5) de 3 pacientes con cáncer de próstata (C) y de 5 sujetos 
sin cáncer de próstata conocido (N), se lo trató con bisulfito y se amplificó usando cebadores CGPS-5 y 8 seguido por 15
CGPS-6 y 7. Los productos de ADN amplificados se obtuvieron a partir de los tres ADN cancerosos. Una de las cinco
muestras de sujetos sin cáncer de próstata diagnosticado también dio lugar a un producto de ADN amplificado, pero no 
está claro si esto representa un falso positivo o un caso de cáncer de próstata no diagnosticado en el sujeto en 
particular.

El uso del cebador CGPS-11 evita la hibridación a través de la secuencia polimórfica en el sitio CpG -33, y se encontró 20
que la combinación de CGPS-5 y 8 como cebadores externos seguida por CGPS-11 y 12 como cebadores internos 
produce una amplificación eficaz del ADN de cáncer de próstata. En un primer experimento (véase la Figura 6), se 
extrajo ADN de las regiones de portaobjetos con tejido fijado que han sido identificados ya sea por ser cancerosas o 
estar enfermas con hiperplasia benigna (HPB). Se aisló el ADN incubando el material raspado en 400 µl de clorhidrato 
de guanidina 7M, EDTA 5 mM, Tris/HCl 100 mM pH 6,4, 1% de Triton-X100, 50 mg/ml de proteinasa K y 100 mg/ml de 25
ARNt de levadura. Después de la homogeneización, se incubaron las muestras durante 48 horas a 55°C, después se 
sometieron a cinco ciclos de congelación/descongelación de hielo seco durante 5 min/95°C durante 5 min. Después de 
agitación tipo vórtice y centrifugación durante 2 min en una microcentrífuga, se diluyeron luego los sobrenadantes tres 
veces, se extrajo con fenol/ cloroformo y se precipitó con etanol. El ADN aislado de las muestras de 6 pacientes con 
cáncer y 4 con HPB se amplificaron ya sea con cebadores no selectivos para la región promotora central (es decir, la 30
amplificación por PCR de control con GST-9 y 10 seguida por GST-11 y 12) o cebadores selectivos de CG (es decir, 
amplificación selectiva por PCR con CGPS-5 y 8 seguida por CGPS-11 y 12). Las amplificaciones por PCR de control 
demostraron la presencia de ADN amplificable en todas las muestras. Usando los cebadores selectivos de CG, se 
obtuvieron únicamente productos de ADN amplificados de los ADN cancerosos. Los niveles de PSA (antígeno prostático 
específico) de estos pacientes oscilaron desde 4 hasta 145 ng/ ml. Para los pacientes con HBP, los niveles de PSA 35
oscilaron desde 2,3 hasta 25 ng/ml.

En otros experimentos, las células de cáncer de próstata se enriquecieron primero a partir de muestras de sangre 
usando anticuerpos acoplados a perlas magnéticas seguidos por el aislamiento del ADN, modificación con bisulfito y 
amplificación por PCR. El aislamiento de las células se logró utilizando anti-células epiteliales Dynabeads (Dynal Prod. 
No. 112.07) esencialmente como lo describe el fabricante. Las perlas magnéticas se recubrieron con el anticuerpo anti-40
epitelial mAb Ber-EP4 (22). Alternativamente, se podrían haber utilizado perlas magnéticas acopladas con anticuerpos 
específicos para el dominio extracelular del antígeno de membrana específico de la próstata (23). Se diluyó la sangre 
entera 1:1 con solución salina regulada con fosfato de Dulbecco (PBS) que contenía EDTA 10 mM y 40 µl de perlas 
magnéticas prelavadas adicionales. Las células se incubaron a 4°C en una plataforma giratoria durante 30 min y luego 
se recogieron las perlas en el costado del tubo utilizando un dispositivo magnético de separación de células durante 4 45
min. Se aspiró luego cuidadosamente el sobrenadante y se resuspendieron las perlas en la solución de lavado (PBS 
que contenía 0,5% de albúmina de suero bovino). Se recolectaron luego nuevamente las perlas en el costado del tubo 
usando un imán y se aspiró cuidadosamente el sobrenadante antes de realizar un lavado adicional con el resto del tubo 
colocado en el dispositivo de separación magnética y se aspiró el sobrenadante. Se resuspendieron luego las perlas en 
regulador para aislamiento de ADN (Tris/HCl 100 mM pH 8, EDTA 25 mM, 1% de Sarkosyl, 200 mg/ml de proteinasa K), 50
se incubó durante al menos 2 h a 37°C y se recuperó el ADN mediante extracción con fenol/cloroformo y precipitación 
con etanol. El ADN fue finalmente sometido a tratamiento con bisulfito y amplificación por PCR.

La sensibilidad de este método fue probado mediante la siembra de diferentes cantidades de células de una línea 
celular de cáncer de próstata, LNCaP, en sangre normal. Como se muestra en la Figura 7A, la presencia de 20 células o 
más en 0,5 ml de sangre se podría detectar de forma confiable. El experimento mostrado en la figura 7B mostró que las 55
muestras de sangre que contenían células LNCaP podrían ser almacenadas a temperatura ambiente o a 4ºC por hasta 
24 horas sin pérdida de sensibilidad.
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Usando captura con perlas magnéticas seguido por el tratamiento con bisulfito y la amplificación selectiva por PCR, 
también se analizaron muestras de sangre de pacientes y los resultados de un conjunto de éstas se muestran en la 
Figura 8. Estas incluyen muestras de sangre de sujetos normales sin ninguna enfermedad conocida de la próstata, de 
pacientes con hiperplasia benigna (HPB) de la próstata y de pacientes con cáncer de próstata confirmado 
histológicamente. Las amplificaciones por PCR de control (panel superior) usaron cebadores que amplifican tanto5
secuencias de GST-Pi metiladas como no metiladas. Las amplificaciones utilizando cebadores selectivos para CG se 
muestran en el panel inferior. Las amplificaciones de control positivo (LNCaP (L) y PC3 (P)) se muestran en los paneles 
de cáncer y las amplificaciones de control negativo se muestran en los paneles normales y de cáncer.

La Tabla 4 más adelante resume los resultados de las pruebas de ADN a partir de muestras de sangre de pacientes 
usando un protocolo de amplificación por PCR selectivo para CG con perlas magnéticas. No se obtuvieron productos de 10
ADN amplificados a partir de ADN aislado de los sujetos de control normales, y sólo ADN aislado de uno de 18 
pacientes diagnosticados histológicamente por tener HPB produjo productos de ADN amplificados (este paciente tenía 
un nivel de PSA en la sangre de 17 ng/ml). De los pacientes con cáncer de próstata confirmado, el ADN aislado de 17 
de 24 pacientes (70%) fueron positivos por PCR (es decir, resultaron en la producción de ADN amplificado), lo que 
indica la presencia de células de cáncer de próstata en la sangre. Para los pacientes catalogados clínicamente como A 15
y B, (es decir, enfermedad confinada a la próstata), se detectaron células cancerosas en la sangre en 6 de los 10 casos. 
Para 9 pacientes con enfermedad localmente invasiva (Etapa C) o metastásica (Etapa D), se detectaron células 
cancerosas en la sangre en cada caso.

Dado que se encontró que la línea celular de cáncer de hígado HepG2 contenía secuencias metiladas de GST-Pi, 
también se examinaron muestras de ADN aisladas de tejido canceroso de hígado. El ADN aislado a partir de 20 20
muestras de cáncer de hígado fue tratado con bisulfito y amplificado utilizando los pares de cebadores CGPS-5 y 8 y 
CGPS-11 y 12 (véase la Figura 9). 14 de las 20 muestras fueron positivas por PCR. Por otro lado, no se produjeron
productos de ADN amplificados a partir de ADN aislado de 2 pacientes sin cáncer de hígado (véase la Figura 4 y datos 
no mostrados). Se demostró que el ADN aislado de tejido de hígado normal estaba parcialmente metilado en la región 
del sitio de inicio de la transcripción (sitios CpG -7 a +7, véase la Figura 3B). El análisis de muestras adicionales de ADN 25
de hígado normal ha demostrado que el nivel de metilación es variable y puede incluir sitios CpG de -13 a +8. Los pares 
de cebadores utilizados aquí abarcan los sitios CpG -39 a -16, secuencia arriba de la región de metilación observada en
ADN de hígado normal. 

Los resultados anteriores muestran que los diferentes conjuntos de cebadores diseñados para hibridar el promotor 
central del gen para la GST-Pi o la región secuencia arriba del promotor central, pueden amplificar de manera confiable 30
el ADN tratado con bisulfito que ha sido aislado a partir de células de cáncer de próstata. Sin embargo, los cebadores 
diseñados para hibridar con el promotor central son menos selectivos ya que los ADN aislados a partir de una serie de 
muestras de tejido normal resultan en productos de ADN amplificados. Por lo tanto, los cebadores diseñados para 
hibridar con regiones que se encontró que no estaban metiladas en el ADN de tejidos normales, es decir, la región 
secuencia arriba que abarca los sitios CpG -45 a -8 y la región secuencia abajo del promotor que abarca los sitios CpG 35
+8 a +53, son las preferidas para los ensayos de pronóstico o diagnóstico de cáncer de próstata. Adicionalmente, los 
cebadores diseñados para hibridarse con esta última región también pueden ser útiles para discriminar entre el cáncer 
de próstata temprano y tardío.

Ejemplo 3: Confirmación de una amplificación correcta 

Las sondas de oligonucleótidos específicos descritos a continuación se puede utilizar para confirmar que cualquiera de 40
los productos de ADN amplificados resultantes de la etapa de amplificación del ensayo son debidos a ADN en el que 
todas las citosinas no metiladas habían sido convertidas a uracilos. Aquellas para la región de la PCR secuencia arriba 
se puede utilizar con productos de ADN amplificados a partir de todas las combinaciones de los cebadores CGP-5, 6, 
11, 7 a 9, 12 y 13 directos e inversos. Aquellos para la región de la PCR secuencia abajo se puede utilizar con 
productos de ADN amplificados de los cebadores CGP-21 a 24. Una versión biotinilada del oligonucleótido específico 45
para la conversión también se puede utilizar para la captura selectiva y específica de la solución de los productos de 
ADN amplificados generados utilizando estos pares de cebadores, o el oligonucleótido apropiadamente marcado se 
puede utilizar para el seguimiento en tiempo real de la amplificación de un fragmento específico de PCR. Los productos 
de ADN amplificados a partir de la amplificación por PCR de ADN tratado con bisulfito habitualmente tienen una hebra 
que contiene una proporción muy alta de nucleótidos de timina y la otra hebra que contiene una proporción muy alta de 50
nucleótidos de adenina. Debido a esto, es posible utilizar oligo dT (u oligo dA) como un oligonucleótido específico de la 
conversión genérica, siendo las condiciones de hibridación diferentes para optimizar la discriminación de ADN 
convertido y no convertido para cada fragmento de PCR.

Región de la PCR secuencia arriba: 

Oligonucleótido de conversión:55

HybC5: 5'-AAACCTAAAAAATAAACAAACAA (SEQ ID NO: 17)
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Oligonucleótido que no es de conversión:

HybU5: 5'-GGGCCTAGGGAGTAAACAGACAG (SEQ ID NO: 18) 

Oligonucleótido neutro de conversión: 

HybN5: 5'-CCTTTCCCTCTTTCCCARRTCCCCA (SEQ ID NO: 19) 

Región de la PCR secuencia abajo: 5

Oligonucleótido de conversión:

HyBC3: 5'-TTTGGTATTTTTTTTCGGGTTTTAG (SEQ ID NO: 20) 

Oligonucleótido que no es de conversión:

HybU3: 5'-CTTGGCATCCTCCCCCGGGCTCCAG (SEQ ID NO: 21)

Oligonucleótido neutro de conversión:10

HybN3: 5'-GGYAGGGAAGGGAGGYAGGGGYTGGG (SEQ ID NO: 22)

Para demostrar la selectividad de tales hibridaciones, se transfirieron una serie de ADN a membranas de nailon y se 
hibridaron con sondas de oligonucleótidos específicas de conversión y no de conversión para la región de PCR
secuencia arriba, así como un oligonucleótido de control. Los ADN incluyen: 

(i) los productos de la PCR clonados individuales de la amplificación de la región secuencia arriba que contenía 15
diferentes cantidades de citosinas convertidas en la región complementaria a la sonda (véase la Figura 10, donde se 
muestra el número de citosinas convertidas, de cada 10, (columna 1 y 2 manchas superiores de la columna 2), nótense 
bien los dos clones que contienen 10/10 bases extremas adyacentes y que no contienen las secuencias 
complementarias al oligonucleótido de control); y 

(ii) los productos de la PCR de pacientes con cáncer y pacientes con hiperplasia benigna que habían sido amplificados a 20
partir de ADN tratado con bisulfato usando cebadores selectivos para CG (CGPS-5 y 8, seguidos por CGPS 11 y 12) 
(véase la Figura 10, donde estos son etiquetados como muestras de cáncer 1 a 4 (parte inferior de la columna 2) y 
muestras de HPB 1 a 4 (columna 3)). 

Las hibridaciones con sondas de oligonucleótidos con quinasa se realizaron en regulador Express-Hyb (Clontech) a 
45°C durante dos horas seguido por cuatro lavados de 20 min en 2X SSC, 0,1% de SDS a 45°C antes del análisis de la 25
placa de fósforo fotoestimulable.

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

Las hibridaciones con la sonda específica de conversión mostraron una clara señal para los ADN del plásmido que 30
coincidían con la sonda perfectamente y para las 3 muestras de cáncer para las que existía una hibridación más fuerte 
con la sonda de oligonucleótido de control. La cuarta muestra de cáncer que produjo una señal muy débil con el 
oligonucleótido de control fue apenas detectable con la sonda específica de conversión. Esto podría haber sido debido 
al bajo nivel de ADN o, posiblemente, la presencia de moléculas de ADN parcialmente convertidas. Ninguno de los 
clones de plásmidos que tenían fastas de correlación con la sonda de conversión específica produjo una señal 35
significativa. La sonda para el ADN no convertido hibridó claramente con los ADN plasmídicos que tenían 0, 1 o 2 bases 
convertidas, pero no con muestras que tenían 8 o 10 bases convertidas. Las hibridaciones también indicaron que había 
un bajo nivel de amplificación de ADN no convertido en dos muestras de HPB y una de cáncer (en este último caso no 
había una fuerte señal de la sonda para el ADN totalmente convertido, lo que indica que el producto de la PCR se deriva 
principalmente de DNA apropiadamente convertido).40

Los resultados muestran que oligonucleótidos del tipo utilizado aquí puede discriminar entre moléculas que han sido 
convertidas de manera eficiente por bisulfito y aquellas que no. Pueden ser utilizados en una serie de formatos para la 
detección de los productos de la PCR o antes de la PCR u otros métodos de detección para seleccionar las moléculas 
convertidas eficientemente de la región objetivo de la población total de ADN. El mismo enfoque se puede utilizar con 
cebadores que distinguen los ADN metilados CpG (o sus derivados que contienen las C) a partir de los ADN no 45
metilados (que contienen U o sus derivados que contienen T).
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Tabla 3

Cebador Directo o 
inverso

Secuencia del cebador (5’-3’) Coordenadas Sitios 
CpG

CGPS-1 F CGCGAGGTTTTCGTTGGAGTTTCGTCGTC(SEQIDNO: 1) 1210-1238 -3 a + 3

CGPS-2 F CGTTATTAGTGAGTACGCGCGGTTC (SEQ ID NO: 2) 1247-1271 +4 a +8

CGPS-3 R TCCCATCCCTCCCCGAAACGCTCCG (SEQ ID NO: 8) 1428-1452 +21 a +23

CGPS-4 R GAAACGCTCCGAACCCCCTAAAAACCGCTAACG (SEQ ID NO: 9) 1406-1438 +19 a +23

CUPS-5 F YGGTTTTAGGGAATTTTTTTTCGC (SEQ ID NO: 3) 894-917 -39 a -37

CGPS-6 F YGGYGYGTTAGTTYGTTGYGTATATTTC (SEQ ID NO: 4) 925-952 -36 a -31

CGPS-11 F GGGAATTTTTTTTCGCGATGTTTYGGCGC (SEQ ID NO: 5) 902-930 -38 a -34

CGPS-7 R CRCCCTAAAATCCCCRAAATCRCCGCG (SEQ ID NO: 10) 1038-1064 -23 a -27

CGPS-8 R ACCCCRACRACCRCTACACCCCRAACGTCG (SEQ ID NO: 11) 1077-1106 -16 a -21

CGPS-9 R CTCTTCTAAAAAATCCCRCRAACTCCCGCCG (SEQ ID NO: 12) 1113-1143 -12 a -15

CGPS-12 R AAAACRCCCTAAAATCCCCGAAATCGCCG(SEQIDNO: 13) 1040-1068 -23 a -26

CGPS-13 R AACTCCCRCCGACCCCAACCCCGACGACCG (SEQ ID NO: 14) 1094-1123 -14 a -18

CGPS-21 F TTTTTAGGGGGTTYGGAGCGTTTC (SEQ ID NO: 6) 1415-1438 +21 a +23

CGPS-22 F GGTAGGTTGYGTTTATCGC (SEQ ID NO: 7) 1473-1491 +26 a +28

CGPS-23 R AAAAATTCRAATCTCTCCGAATAAACG (SEQ ID NO: 15) 1640-1666 +36 a +34

CGPS-24 R AAAAACCRAAATAAAAACCACACGACG (SEQ ID NO: 16) 1676-1703 +39 a +37

Tabla 4

Ensayo negativo Ensayo positivo

Sujetos normales 10 0

Hiperplasia benigna 17 1

Cáncer (total) 7 17

Etapa A 1 3
Etapa B 3 3
Etapa C 0 2

Etapa D 0 7
Etapa no definida 3 2
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Listados de secuencias:

Solicitante: Commonwealth Scientific and Industrial Research Organisation

Título: Ensayo diagnóstico

Número de la solicitud anterior: PP3129.

Fecha de presentación de la solicitud anterior: 1998-04-235

Número de la SEQ ID NO: 59

Software: PatentIn Ver. 2.1

SEQ ID NO: 1

Longitud: 29

Tipo: ADN10

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 1

cgcgaggttt tcgttggagt ttcgtcgtc 29

SEQ ID NO: 2

Longitud: 2515

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 2

cgttattagt gagtacgcgc ggttc 25

SEQ ID NO: 320

Longitud: 24

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 3

yggttttagg gaattttttt tcgc 2425

SEQ ID NO: 4

Longitud: 28

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 430

yggygygtta gttygttgyg tatatttc 28
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SEQ ID NO: 5

Longitud: 29

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 55

gggaattttt tttcgcgatg tttyggcgc 29

SEQ ID NO: 6

Longitud: 24

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens10

Secuencia: 6

tttttagggg gttyggagcg tttc 24

SEQ ID NO: 7

Longitud: 19

Tipo: ADN15

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 7

ggtaggttgy gtttatcgc 19

SEQ ID NO: 8

Longitud: 2720

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 8

aaaaattcra atctctccga ataaacg 27

SEQ ID NO: 925

Longitud: 27

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 9

aaaaaccraa ataaaaacca cacgacg 2730

SEQ ID NO: 10
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Longitud: 25

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 10

tcccatccct ccccgaaacg ctccg 255

SEQ ID NO: 11

Longitud: 33

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 1110

gaaacgctcc gaacccccta aaaaccgcta acg 33

SEQ ID NO: 12

Longitud: 27

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens15

Secuencia: 12

crccctaaaa tccccraaat crccgcg 27

SEQ ID NO: 13

Longitud: 30

Tipo: ADN20

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 13

accccracra ccrctacacc ccraacgtcg 30

SEQ ID NO: 14

Longitud: 3125

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 14

ctcttctaaa aaatcccrcr aactcccgcc g 31

SEQ ID NO: 1530

Longitud: 29
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Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 15

aaaacrccct aaaatccccg aaatcgccg 29

SEQ ID NO: 165

Longitud: 30

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 16

aactcccrcc gaccccaacc ccgacgaccg 3010

SEQ ID NO: 17

Longitud: 23

Tipo: ADN

Organismo: Secuencia Artificial

Característica:15

Otra información: Descripción de la secuencia artificial: Oligonucleótido que se une al gen para la GST-Pi humana 
convertido con bisulfito

Secuencia: 17

aaacctaaaa aataaacaaa caa 23

SEQ ID NO: 1820

Longitud: 23

Tipo: ADN

Organismo: Secuencia Artificial

Característica:

Otra información: Descripción de la secuencia artificial: Oligonucleótido que se une al gen para la GST-Pi humana no 25
convertido

Secuencia: 18

gggcctaggg agtaaacaga cag 23

SEQ ID NO: 19

Longitud: 2530

Tipo: ADN

Organismo: Secuencia Artificial
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Característica:

Otra información: Descripción de la secuencia artificial: Oligonucleótido que se une al gen para la GST-Pi humana

Secuencia: 19

cctttccctc tttcccarrt cccca . 25

SEQ ID NO: 205

Longitud: 25

Tipo: ADN

Organismo: Secuencia Artificial

Característica:

Otra información: Descripción de la secuencia artificial: Oligonucleótido que se une al gen para la GST-Pi humana 10
convertido con bisulfito

Secuencia: 20

tttggtattt tttttcgggt tttag 25

SEQ ID NO: 21 Longitud: 25

Tipo: ADN15

Organismo: Secuencia Artificial

Característica:

Otra información: Descripción de la secuencia artificial: Oligonucleótido que se une al gen para la GST-Pi humana no 
convertido

Secuencia: 2120

cttggcatcc tcccccgggc tccag 25

SEQ ID NO: 22 

Longitud: 26

Tipo: ADN

Organismo: Secuencia Artificial25

Característica:

Otra información: Descripción de la secuencia artificial: Oligonucleótido que se une al gen para la GST-Pi humana

Secuencia: 22

ggyagggaag ggaggyaggg gytggg 26

SEQ ID NO: 2330

Longitud: 31

Tipo: ADN
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Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 23

ttatgtaata aatttgtata ttttgtatat g 31

SEQ ID NO: 24

Longitud: 255

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 24

tgtagattat ttaaggttag gagtt 25

SEQ ID NO: 2510

Longitud: 27

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 25

aaacctaaaa aataaacaaa caacaaa 2715

SEQ ID NO: 26

Longitud: 29

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 2620

aaaaaacctt tccctctttc ccaaatccc 29

SEQ ID NO: 27

Longitud: 27

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens25

Secuencia: 27

tttgttgttt gtttattttt taggttt 27

SEQ ID NO: 28

Longitud: 26

Tipo: ADN30

Organismo: Homo sapiens
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Secuencia: 28

gggatttggg aaagagggaa aggttt 26

SEQ ID NO: 29

Longitud: 24

Tipo: ADN5

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 29

actaaaaact ctaaacccca tccc 24

SEQ ID NO: 30

Longitud: 2410

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 30

aacctaatac taccttaacc ccat 24

SEQ ID NO: 3115

Longitud: 33

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 31

aatcctcttc ctactatcta tttactccct aaa 3320

SEQ ID NO: 32

Longitud: 29

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 3225

aaaacctaaa aaaaaaaaaa aaacttccc 29

SEQ ID NO: 33

Longitud: 29

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens30

Secuencia: 33
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ttggttttat gttgggagtt ttgagtttt 29

SEQ ID NO: 34

Longitud: 29

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens5

Secuencia: 34

ttttgtgggg agttggggtt tgatgttgt 29

SEQ ID NO: 35

Longitud: 29

Tipo: ADN10

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 35

ggtttagagt ttttagtatg gggttaatt 29

SEQ ID NO: 36

Longitud: 2015

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 36

tagtattagg ttagggtttt 20

SEQ ID NO: 3720

Longitud: 29

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 37

aactctaacc ctaatctacc aacaacata 2925

SEQ ID NO: 38

Longitud: 29

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 3830

caaaaaactt taaataaacc ctcctacca 29

E10185706
20-04-2016ES 2 568 900 T3

 



29

SEQ ID NO: 39

Longitud: 32

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 395

gttttgtggt taggttgttt tttaggtgtt ag 32

SEQ ID NO: 40

Longitud: 30

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens10

Secuencia: 40

gttttgagta tttgttgtgt ggtagttttt 30

SEQ ID NO: 41

Longitud: 30

Tipo: ADN15

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 41

ttaatataaa taaaaaaaat atatttacaa 30

SEQ ID NO: 42

Longitud: 3420

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 42

caacccccaa tacccaaccc taatacaaat actc 34

SEQ ID NO: 4325

Longitud: 26

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 43

ggttttagtt tttggttgtt tggatg 2630

SEQ ID NO: 44
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Longitud: 26

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 44

tttttttgtt tttagtatat gtgggg 265

SEQ ID NO: 45

Longitud: 30

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 4510

atactaaaaa aactattttc taatcctcta 30

SEQ ID NO: 46

Longitud: 29

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens15

Secuencia: 46

ccaaactaaa aactccaaaa aaccactaa 29

SEQ ID NO: 47

Longitud: 38

Tipo: ADN20

Organismo: Secuencia Artificial

Característica:

Otra información: Descripción de la secuencia artificial: Oligonucleótido de GST-Pi humana M13

Secuencia: 47

tgtaaaacga cggccagtgg gatttgggaa agagggaa 3825

SEQ ID NO: 48

Longitud: 38

Tipo: ADN

Organismo: Secuencia Artificial

Característica:30

Otra información: Descripción de la secuencia artificial: Oligonucleótido de GST-Pi humana M13
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Secuencia: 48

tgtaaaacga cggccagttg ttgggagttt tgagtttt 38

SEQ ID NO: 49

Longitud: 31

Tipo: ADN5

Organismo: Secuencia Artificial

Característica:

Otra información: Descripción de la secuencia artificial: Oligonucleótido de GST-Pi humana M13

Secuencia: 49

tgtaaaacga cggccagtta gtattaggtt a 3110

SEQ ID NO: 50

Longitud: 37

Tipo: ADN

Organismo: Secuencia Artificial

Característica:15

Otra información: Descripción de la secuencia artificial: Oligonucleótido de GST-Pi humana M13

Secuencia: 50

tgtaaaacga cggccagtgt tttgagtatt tgttgtg 37

SEQ ID NO: 51

Longitud: 3520

Tipo: ADN

Organismo: Secuencia Artificial

Característica:

Otra información: Descripción de la secuencia artificial: Oligonucleótido de GST-Pi humana M13

Secuencia: 5125

tgtaaaacga cggccagtgt ttttagtata tgtgg 35

SEQ ID NO: 52

Longitud: 499

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens30

Secuencia: 52
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SEQ ID NO: 53

Longitud: 316

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens5

Secuencia: 53

SEQ ID NO: 54

Longitud: 603

Tipo: ADN10

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 54

SEQ ID NO: 55

Longitud: 26615

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens
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Secuencia: 55

SEQ ID NO: 56

Longitud: 287

Tipo: ADN5

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 56

SEQ ID NO: 57

Longitud: 52410

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 57

SEQ ID NO: 5815

Longitud: 524

Tipo: DNA

Organismo: Homo sapiens

Secuencia: 58
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SEQ ID NO: 59

Longitud: 524

Tipo: ADN

Organismo: Homo sapiens5

Secuencia: 59
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Reivindicaciones

1. Un ensayo de diagnóstico o de pronóstico para el cáncer de próstata en un sujeto, dicho cáncer de próstata 
caracterizado por metilación anormal de la citosina en el sitio +5 dentro del gen para la glutatión S-transferasa humana 
(GST) Pi, en donde dicho ensayo comprende las etapas de:

(i) aislar el ADN de dicho sujeto, y5

(ii) determinar la presencia de metilación anormal de la citosina en dicho sitio dentro de la región del gen para la GST-Pi 
humana definido por (e inclusive de) los sitios CpG -43 a +55.

2. El ensayo de acuerdo con la reivindicación 1, en donde antes de la etapa de determinación, se trata el ADN aislado 
de tal manera que las citosinas no metiladas se convierten en uracilo u otro nucleótido capaz de formar un par de bases 
con adenina mientras que las citosinas metiladas permanecen sin cambios o se convierten en un nucleótido capaz de 10
formar un par de bases con la guanina.

3. El ensayo de acuerdo con la reivindicación 2, en donde el tratamiento del ADN aislado implica hacer reaccionar el 
ADN aislado con bisulfito.

4. El ensayo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la etapa de determinación implica la 
hibridación selectiva de una(s) sonda(s) de oligonucleótido / polinucleótido / ácido péptido-nucleico (PNA).15

5. El ensayo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde dicho ADN se aísla a partir de 
células de tejido, sangre (incluyendo suero y plasma), semen, orina o linfa.

6. El ensayo de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 5, en donde la etapa (ii) de dicho ensayo comprende las etapas de:

(a) exponer dicho ADN aislado a los reactivos y condiciones para la amplificación de una región objetivo del gen para la
GST-Pi humana y/o sus secuencias reguladoras de flanqueo que incluye dicho sitio en el cual ocurre la metilación 20
anormal de citosina característica de cáncer de próstata, siendo la amplificación selectiva ya que sólo se amplifica la 
región objetivo si dicho sitio en el cual ocurre la metilación anormal de citosina está metilado, y

(b) determinar la presencia de ADN amplificado, 

en donde la etapa de amplificación (a) se utiliza para amplificar una región objetivo dentro de la región del gen para la 
GST-Pi humana definida por (e inclusive de) los sitios CpG -43 a +55, y 25

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

7. El ensayo de acuerdo con la reivindicación 6, en donde la etapa de amplificación implica la amplificación mediante la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR), que utiliza preferiblemente un cebador inverso que incluye guanina en al 30
menos un sitio por lo que, después de la hibridación del cebador inverso con el ADN tratado, dicha guanina o bien 
formará un par de bases con una citosina metilada (u otro nucleótido al cual ha sido convertida la citosina metilada a 
través de dicho tratamiento) si está presente, o formará una falta de correspondencia con uracilo (u otro nucleótido al 
cual ha sido convertido la citosina no metilada a través de dicho tratamiento), y opcionalmente, dicha amplificación 
mediante PCR utiliza un cebador directo que incluye citosina en al menos un (unos) sitio (s) que corresponde a los 35
nucleótidos de citosina que están anormalmente metilados en el ADN de un sujeto con la enfermedad o condición que 
se está analizando, en donde dichos cebadores son, por ejemplo , de 12 a 30 nucleótidos de longitud.

8. El ensayo de acuerdo con la reivindicación 7, en donde los cebadores se seleccionan con el fin de hibridar con una 
secuencia dentro de la región objetivo que incluye dos a cuatro nucleótidos de citosina que están anormalmente 
metilados en el ADN de un sujeto con cáncer de próstata que está siendo analizado40

9. El ensayo de acuerdo con la reivindicación 1, en donde la etapa de amplificación implica la amplificación mediante 
PCR utilizando pares de cebadores que consisten de un cebador directo e inverso seleccionado de cada uno de los 
siguientes grupos:

Cebador directo CGTTATTAGTGAGTACGCGCGGTTC (SEQ ID NO: 2) 

Cebadores inversos GAAACGCTCCGAACCCCCTAAAAACCGCTAACG (SEQ ID NO: 9)45
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