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DESCRIPCION
Método de andlisis de metilacion
Campo de la invencion

La invencion se relaciona de manera general con composiciones sustancialmente novedosas y métodos para
proporcionar ADN para analisis de metilacion, en particular para analisis de metilacion del gen septina 9. La invencion
se relaciona adicionalmente de manera general con métodos novedosos y sustancialmente mejorados para analisis de
metilacion del gen septina 9.

Antecedentes de aspectos de la invencién

Desarrollo de una prueba médica. La probabilidad de curar una enfermedad (por ejemplo una enfermedad de cancer) es
muchas veces predominantemente dependiente de una deteccién tan temprana como sea posible de la enfermedad.
También es frecuentemente ventajoso detectar una predisposicién de una enfermedad o si por ejemplo la enfermedad
ya ha avanzado hacer una estimacién para la mayoria de tratamientos promisorios de la enfermedad. Dicha deteccion
tan temprana como sea posible, la prediccion o estimacion reducen los costos del tratamiento médico asociado y
directo. También asegura una calidad de vida mayor para el paciente afectado. Esto conlleva a la situaciéon de que un
lote de muestras derivadas de individuos con una enfermedad que se sospecha tiene que ser probada, la mayor parte
no puede estar afectada por la enfermedad. O, en el caso de pacientes con una enfermedad diagnosticada, se ha
probado un lote de muestras, y solo un pequefio porcentaje respondera a un determinado tratamiento. Usualmente se
realiza la mayoria de dichas pruebas en los asi llamados laboratorios de referencia. Debido a la enorme cantidad de
muestras que se procesan en laboratorios de referencia, la prueba real y el flujo de trabajo correspondiente para
procesar la muestra estan por debajo de los siguientes requerimientos: combinable con métodos para continuar la
prevencion; bajas demandas en Kit de laboratorio; bajo esfuerzo de manipulacion; capaz de ser automatizado por medio
de partes roboéticas o manualmente; capaz de ser estandarizado; realizable a escala de placa; alto rendimiento de ADN
con el proposito de reducir la cantidad de la muestra y aumentar la sensibilidad y especificidad; alta sensibilidad; alta
especificidad; bajos costes; ADN libre de compuestos que interfieren tales como pero no limitado a proteinas, ARN,
nucleétidos o reactivos quimicos molestos; alta reproducibilidad y alta confiabilidad.

Adicionalmente, en general, es deseable que una prueba deba tener sensibilidad tan alta como sea posible, una
especificidad tan alta como sea posible y una precision tan alta como sea posible. La sensibilidad es una medicion de la
capacidad de la prueba de detectar correctamente la enfermedad objetivo en un individuo que se va a probar. Una
prueba que tiene pobre sensibilidad produce un alto indice de falsos negativos, es decir, individuos que tienen la
enfermedad pero se identifican falsamente como libres de esa enfermedad particular. El peligro potencial de un falso
negativo es que el individuo enfermo permanecera sin diagnostico y no tratado durante un periodo de tiempo, durante el
cual la enfermedad puede evolucionar a una etapa posterior en donde los tratamientos, si existen, pueden ser menos
efectivos. La matematica se puede describir como: Sensibilidad = TP/(TP+FN). Por lo que TP representa un resultado
positivo verdadero y FN un resultado negativo falso. Un resultado positivo verdadero significa que la prueba es positiva y
la afeccion esta presente mientras que un resultado falso negativo esta en donde la prueba es negativa pero la afeccion
no esta presente.

Especificamente, de otra parte, es una mediciéon de una capacidad de prueba para identificar pacientes con precision
que estan libres del estado de enfermedad. Una prueba que tiene pobre especificidad produce un alto indice de falsos
positivos, es decir, los individuos se identifican falsamente que tiene la enfermedad. Un inconveniente de falsos
positivos es que fuerzan los pacientes a experimentar procedimientos médicos innecesarios o tratamientos con sus
riesgos asociados, tensiones emocionales y financieros, y que puede tener efectos adversos en la salud del paciente.
Una caracteristica de las enfermedades que hace dificil realizar pruebas diagnésticas con alta especificidad es que los
mecanismos de enfermedad, particularmente en cancer, frecuentemente implican una pluralidad de genes y proteinas.
Adicionalmente, se pueden elevar determinadas proteinas por razones no relacionadas a un estado de enfermedad. La
especificidad matematica se puede describir como: Especificidad = TN/(FP+TN). Por lo tanto TN representa un
resultado negativo verdadero y FP un resultado positivo falso. Un resultado negativo verdadero es en donde la prueba
es negativa y la afeccion no esta presente. Un resultado falso positivo es en donde la prueba es positiva pero la afeccion
no esta presente.

Material de partida para una prueba. Es ventajoso para una prueba con respecto a la reduccion del coste y a una alta
calidad de vida del paciente que se puede realizar no invasivamente. Si esto no es posible, es deseable realizarlo
mediante medios invasivos que afecta tan poco como sea posible para el paciente, que son faciles de realizar, lo que
provoca bajos costes y combinaciones de los mismos. Debido a esto, las muestras remotas tales como pero no limitado
a sangre, esputo, heces o fluidos corporales son el material de partida de eleccion para una prueba.
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Sin embargo, el uso de muestras remotas es muy limitado mediante la baja cantidad de ADN, en particular mediante la
baja cantidad de ADN que se origina por la célula o tejido enfermo. Por lo tanto el flujo de trabajo de la muestra
recolectada al inicio de la prueba ha sido caracterizado por altos rendimientos de ADN.

Adicionalmente, el ADN de interés se debe degradar parcialmente en una muestra remota. Esto depende del tipo de
muestra remota y también de la forma de recolectar y manipular la muestra remota. Una fragmentacién de ADN en la
muestra remota a un tamafo de fragmento de 100 bp y por debajo si es posible. Por lo tanto un flujo de trabajo para
recolectar una muestra al inicio de una prueba debe asegurar que se proporcionan fragmentos pequefios de ADN asi
como también fragmentos grandes de ADN y que el ADN no se fragmenta adicionalmente. Existen numerosos
documentos que superan estos problemas. Solo los siguientes ejemplos se citan aqui: Diehl F., et al. (2005) PNAS
102(45), 16368-16373; y Li J., et al. (2006) Journal de Molecular Diagnostics, 8(1), 22-30.

Analisis de Metilacion. Como se revelo en afios recientes, uno de los métodos mas potentes y promisorios para detectar
una enfermedad, la predisposicidon para una enfermedad o para estimar una respuesta probable con respecto a un
determinado tratamiento de una enfermedad es el analisis de metilacion del ADN genémico del paciente.

Muchas enfermedades, en particular enfermedades de cancer, estan acompafiadas por la expresién modificada del gen.
Esto puede ser una mutacion de los genes propiamente dichos, que conduce a una expresion de proteinas modificadas
0 a una inhibicién o sobreexpresion de las proteinas o enzimas. Sin embargo una modulacion de la expresion también
puede ocurrir mediante modificaciones epigenéticas, en particular mediante cambios en el patron de metilacion de ADN.
Dichas modificaciones epigenéticas no afectan la secuencia de codificaciéon de ADN real. 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 metilacion y modificaciones del metabolismo de metilo y la metilacion de ADN son esenciales
para entender a las enfermedades, para profilaxis, diagndstico y terapia de enfermedades.

El control preciso de genes, que representan una parte pequefia de solo el genoma completo de mamiferos, implica la
regulacion en consideracion del hecho de que la parte principal del ADN en el genoma no se codifica. La presencia de
dicho ADN ’trunk’ que contiene intrones, elementos repetitivos y elementos transposables potencialmente activos,
requiere mecanismos efectivos para su supresion durable (inactivacion). Evidentemente, la metilacion de citosina
mediante transferasas de metilo de ADN dependientes de S-adeno-silmetionina (SAM), que forman 5-metilcitosina,
representa dicho mecanismo para la modificacion de la interaccion de la proteina de ADN. Los genes se pueden
transcribir mediante promotores libres de metilacion, incluso cuando se metilan ampliamente las regiones transcritas o
no transcritas adyacentes. Esto permite el uso y regulacion de promotores de genes funcionales, mientras que se
suprime el ADN trunk que incluye los elementos de transposicion. La metilacion también toma lugar para supresion a
largo plazo de los genes ligados X puede conducir a una reduccién o un aumento del grado de transcripcion,
dependiendo en donde ocurre la metilaciéon en las unidades de transcripcién.

Casi la metilacion de ADN natural completa en mamiferos se restringe a secuencias de palindroma de dinucleétido de
citosina-guanina (CpG), que se controla por metil transferasas de ADN. Los dinucleétidos CpG son aproximadamente 1
a 2 % de todos los dinucleétidos y se concentran en islas CpG. De acuerdo con una definicion reconocida en la técnica,
se considera una regién como una isla CpG cuando el contenido de C+G sobre 200 bp es por lo menos 50 % y el
porcentaje de los dinucledtidos CG observados en comparacion con los dinucleétidos CG esperados es mayor de 0.6
(Gardiner-Garden, M., Frommer, M. (1987) J. Mol. Biol. 196, 261-282). Normalmente, las islas CpG tienen por lo menos
4 dinucledtidos CpG en una secuencia de una longitud de 100 bp.

Las islas CpG ubicadas en las regiones promotoras tienen frecuentemente una funcién reguladora para la expresion del
gen correspondiente. Por ejemplo, en el caso que la isla CpG sea hipometilada, se puede expresar el gen. De otra
parte, la hipermetilacion conduce a una supresion de la expresion. Normalmente se hipometilan los genes supresores
de tumor. Pero si se vuelven a hipermetilar, su expresion se vuelve a suprimir. Esto se observa muchas veces en tejidos
de tumor. En contraste, los oncogenes se hipermetilan en tejido saludable, mientras que se hipometilan muchas veces
en tejidos de tumor.

La metilacion de citosina tiene el efecto que la unién de las proteinas se prohibe normalmente lo que regula la
transcripcion de genes. Esto conduce a una alteracion de la expresion del gen. Relacionada con el cancer, por lo tanto
se altera la expresion de los genes que resulta en la division celular, por ejemplo, se regula por reduccion la expresion
de un gen apoptoético, mientras se regula por aumento la expresion de un oncogen. Adicionalmente, la hipermetilacion
puede tener una influencia a largo plazo en la regulacion. Las proteinas, que desacetilan histonas, son capaces de
unirse por medio de su dominio de unién 5-metilcitosina al ADN cuando las citocinas se metilan. Esto resulta en una
desacetilacion de las histonas, que por si mismas conducen a un empaque hermético de ADN. Debido a esto, las
proteinas reguladoras no se precluyen de la unién al ADN.

La deteccion eficiente de los patrones de metilacion de ADN por consiguiente es una herramienta importante para
desarrollar nuevos métodos para entender las enfermedades, para la prevencion, diagndstico y tratamiento de
enfermedades y para la deteccion de objetivos asociados con la enfermedad.
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Antecedentes del gen septina 9. El gen Septina 9 humano (también conocido como la proteina de fusién similar a
septina MLL, la proteina MSF-A de fusion similar a septina MLL, Slpa, Eseptina, Msf, proteina similar a septina de
Ovario/septina de Mama (septina Ov/Br) y Septina D1) se ubica en el cromosoma 17925 dentro del
AC068594.15.1.168501 contiguo y es un elemento de la familia del gen Septina. Se sabe que el gen septina 9
comprende cuatro variantes de transcripto, las variantes Septina 9 y las variantes Q9HC74 (que son versiones
truncadas de los transcriptos Septina 9). Los transcriptos Septina 9 y Q9HC74 comprenden cada uno una region
promotora rica en CpG, respectivamente. Se ha postulado que los miembros de la familia del gen Septina se asocian
con multiples funciones celulares que varian del transporte de vesicula para citoquinesis. La interrupcién de la accién de
Septina 9 resulta en division celular incompleta, véase Surka, M.C., Tsang, C.W., y Trimble, W.S. Mol Biol Cell, 13:
3532-45 (2002). Se ha mostrado que la Septina 9 y otras proteinas son patrones de fusién del proto-oncogen MLL que
sugiere una funcién en tumorogenia, véase Osaka, M, Rowley, J.D. y Zeleznik-Le, N.J. PNAS, 96:6428-6433 (1999).
Burrows et al. reporta un estudio de profundidad de expresion de las miultiples isoformas del gen septina 9 en cancer de
ovario y muestra expresion especifica de tejido de diversos transcriptos, véase Burrows, J. F., Chanduloy, et al. S.E.H.
Journal de Pathology, 201:581-588 (2003). En un estudio reciente de casi 7000 tejidos normales y de tumor existe
sobreexpresion consistente de las isoformas Septina 9 en una serie de tejidos de tumor, véase Scott, M., Hyland, P.L.,
et al. Oncogene, 24: 4688-4700 (2005). Los autores especulan que el gen es probablemente un gen de cancer tipo Il en
donde los cambios de regulacién de control de procesamiento de transcripto de ARN de diferentes productos de
proteina, y los niveles de estas isoformas de proteina alteradas pueden proporcionar respuestas a la funcion del gen en
el cancer.

Estado de la técnica. Como la técnica anterior mas cercana, se pueden considerar los siguientes documentos:

Utting M., et al. (2002) Clinical Cancer Research 8, 35-40. Este estudio indica que el analisis de marcador de
microsatélite utilizando ADN de flujo libre de orina o sangre pueden ser relevante para diagnéstico y deteccion de cancer
de vejiga. La muestra proporcionada asi como también el ADN proporcionado de las muestras se lleva a cabo de
acuerdo con procedimientos estandar.

Wong I.H.N., et al. (2003) Clinical Cancer Research 9, 047-1052 describe un nuevo método denominadp RTQ-MSP que
es una combinacion de MSP (PCR sensible a metilacion) y PCR en tiempo real. Los autores demuestran que una
deteccion de una secuencia de ADN derivada de tumor particular en células de plasma, suero y sangre es posible que
ya hayan sido diagnosticadas en pacientes con carcinoma hepatocelular carcinoma.

El documento US 6, 927, 028 ensefia un método para diferenciar especies de ADN que se originan de células de
diferentes individuos en muestras bioldgicas por medio de PCR especifico de metilacion. La muestra proporcionada asi
como también el ADN proporcionado de las muestras se lleva a cabo de acuerdo con procedimientos estandar.

Lecomte T., et al. (2002) Int. J. Cancer 100, 542-548 probo la presencia de mutaciones KRAS2 en el ADN circulante
libre derivado de plasma de pacientes con cancer colorrectal, para metilacion del promotor de gen p16, o ambos. Los
autores sugieren que, los pacientes con ADN asociado a tumor circulante libre en la sangre tienen una probabilidad
menor de una supervivencia libre de recurrencia de 2 afos que se detecta en pacientes que no tienen ADN asociado
con tumor circulante libre en la sangre.

El documento WO 2006/039563 se relaciona con composiciones y métodos para proporcionar fragmentos de ADN de
una muestra archivada similar a incorporacion de parafina y/o biopsias de tejido fijado a formalina. Describe métodos en
donde se aislan altos rendimientos de ADN asi como también una porcién sustancial del ADN que consiste de
fragmentos de ADN largos, y en donde el ADN gendmico aislado esta libre de contaminantes asociados o entrecruzados
como proteinas, péptidos, aminoacidos o ARN. Los métodos son faciles, efectivos en costes, y se caracterizan por alta
reproducibilidad y confiabilidad. Particularmente, se describen métodos para proporcionar fragmentos de ADN derivados
de una muestra archivada, en donde el rendimiento de ADN antes de una etapa de amplificacion es por lo menos 20 %,
y son amplificables amplicones de una longitud de hasta de aproximadamente 1,000 pares base.

El documento WO 2006/113770 describe composiciones y métodos para proporcionar fragmentos de ADN de una
muestra remota. De acuerdo con lo anterior, se aisla el ADN de la muestra remota, y el ADN aislado se trata en una
forma que permite la diferenciacion de citosina metilada y no metilada. Realizaciones particulares, adicionales
proporcionan composiciones y métodos para analisis de metilacion de ADN derivado de una muestra remota. El
documento WO 2006/113770 describe composiciones y métodos de amplificacion de genoma completo de ADN tratado
con bisulfito.

Los documentos WO 2006/113466, EP 1721992 y US 20060286576 proporcionan métodos, acidos nucleicos y Kits para
detectar, o para detectar y distinguir entre trastornos proliferativos de célula hepatica o para detectar, o para detectar y
distinguir entre trastornos proliferativos de célula colorrectal con base en el gen septina 9 y su metilacion. Aspectos
particulares describen y proporcionan secuencias gendémicas del gen septina 9, los patrones de metilacion que tienen
utilidad sustancial para la deteccion mejorada de y diferenciacion entre dicha clase de trastornos, permitiendo por lo
tanto el diagnosticos mejorado y tratamiento de los pacientes.
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Sin embargo, ninguno de los métodos del estado de la técnica es adecuado para la aplicacion en laboratorios de
referencia. Por lo tanto existe una necesidad pronunciada en la técnica de composiciones y métodos para proporcionar
ADN para andlisis de metilacion que es adecuado para el uso en laboratorios de referencia. Por lo tanto,
adicionalmente, existe una necesidad pronunciada en la técnica para composiciones y métodos para el andlisis de
metilacion del gen septina 9 que es aplicable en laboratorios de referencia.

Resumen de la invencion

1. Un método para analisis de metilaciéon, que comprende

a) tratar ADN genémico con uno o mas reactivos para convertir bases de citosina no metiladas a sulfonato de uracilo o a
otra base que tiene un comportamiento de union diferente que citosina, mientras que la citosina metilada permanece sin
cambio;

b) amplificar el ADN tratado por medio de

i) un oligonucledtido que comprende o que consiste de una secuencia definida por la SEQ ID NO: 5 o una variante de la
misma con eliminacién del terminal 5” y/o del terminal 3 de 1, 2, 3, 4 0 5 nucledtidos; y

ii) un oligonucledtido que comprende o que consiste de una secuencia como se define por la SEQ ID NO: 44 o una
variante de la misma con eliminacion del terminal 5 y/o del terminal 3 de 1, 2, 3, 4 o 5 nucledtidos;

en donde dichos oligonucleétidos son adecuados para uso como cebadores;

c) deducir la presencia o ausencia de metilacion de los dinucledtidos CpG amplificados en la etapa b) de los resultados
de la etapa b).

2. El método del item 1 anterior, en donde la amplificacion de la etapa del método b) comprende adicionalmente
el uso de

i) por lo menos un oligonucledtido que comprende o que consiste esencialmente de una secuencia seleccionada del
grupo que consiste de la SEQ ID NO: 7 y 49-57, en donde dichos uno o mas oligonucleétidos son adecuados para uso
como bloqueadores;

ii) por lo menos un oligonucledtido que comprende o que consiste esencialmente de una secuencia seleccionada del
grupo que consiste de la SEQ ID NO: 8 y 58-61, en donde dicho uno o mas oligonucleétidos son adecuados para uso
como sondas; y

iii) una polimerasa, preferiblemente una polimerasa estable al calor.

3. El método del item 2 anterior, que comprende

a) utilizar un oligonucledtido que comprende o que consiste esencialmente de la secuencia de la SEQ ID NO: 7 en el
item (i); y

b) utilizar un oligonucleétido que comprende o que consiste esencialmente de la secuencia de la SEQ ID NO: 8 en el
item (ii).

4. Un método para detectar y/o clasificar trastornos proliferativos celulares, que comprende:

a) tratar ADN gendmico con uno o mas reactivos para convertir bases de citosina no metiladas a sulfonato de uracilo o a

otra base que tiene un comportamiento de unién diferente que citosina, mientras que la citosina metilada permanece sin
cambio;

b) amplificar el ADN tratado por medio de

i) un oligonucledtido que comprende o que consiste de una secuencia como se define por la SEQ ID NO: 5, o variantes
del mismo con eliminacion del terminal 5° y/o del terminal 3 de 1, 2, 3, 4 o 5 nucledtidos, dicho uno o mas
oligonucledtidos son adecuados para uso como cebadores; y

ii) un oligonucledtido que comprende o que consiste de una secuencia como se define por la SEQ ID NO: 44 o variantes
del mismo con eliminacion del terminal 5” y/o del terminal 3 de 1, 2, 3, 4 0 5 nucledétidos;
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dicho uno o mas oligonucleétidos son adecuados para uso como cebadores;

c) deducir la presencia o ausencia de metilacion de los dinucleétidos CpG amplificados en la etapa b) del resultado de la
etapa b), en donde por lo menos una deteccion y clasificacion de trastornos proliferativos celulares se proporciona, por
lo menos en parte.

5. El método del item 4 anterior, en donde la amplificacion de la etapa del método b) comprende adicionalmente el uso
de

i) por lo menos un oligonucledtido que comprende o que consiste esencialmente de una secuencia seleccionada del
grupo que consiste de la SEQ ID NO: 7 y 49-57, dicho uno o mas oligonucledtidos son adecuados para uso como
bloqueadores;

ii) por lo menos un oligonucledtido que comprende o que consiste esencialmente de una secuencia seleccionada del
grupo que consiste de la SEQ ID NO: 8 y 58-61, dicho uno o mas oligonucledtidos son adecuados para uso como
sondas; y

iii) una polimerasa, preferiblemente una polimerasa estable al calor.

6. Uso de un método de los items 1-3 anteriores para el descubrimiento de un marcador de metilacién, en donde el
marcador es indicador de eventos adversos para pacientes o individuos, por lo que estos eventos adversos pertenecen
a por lo menos una de las siguientes categorias:

interacciones indeseadas del farmaco; enfermedades de cancer; trastornos proliferativos celulares; carcinoma de colon;
carcinoma hepatico; disfuncion del SNC; dafio o enfermedad; sintomas de agresividad o alteraciones del
comportamiento; consecuencias clinicas, sicolégicas y sociales de dafo cerebral; trastornos de la personalidad y
alteraciones sicéticas; demencia y/o sindromes asociados; enfermedad cardiovascular, disfunciéon o dafo; disfuncion,
dafo o enfermedad del tubo gastrointestinal; disfuncion, dafio o enfermedad del sistema respiratorio; lesién, inflamacion,
infeccion, inmunidad y/o convalecencia; disfuncion, dafio o enfermedad del cuerpo como una anormalidad en el proceso
de desarrollo; disfuncion, dafio o enfermedad de la piel, de los musculos, del tejido conectivo o de los huesos; disfuncion
endocrino y metabodlico, dafio o enfermedad; cefaleas o disfuncién sexual.

Descripcion detallada de los aspectos de la invencion

Para lograr diversos objetivos técnicos, los aspectos de la invencion ensefian métodos para anadlisis de metilacion.
Dichos métodos comprenden

a) tratar el ADN genémico con uno o mas reactivos para convertir bases de citosina no metiladas a sulfonato de uracilo
0 a otra base que tiene un comportamiento de unién diferente que citosina, mientras que la citosina metilada permanece
sin cambio;

b) amplificar el ADN tratado por medio de

i) un oligonucledtido que comprende o que consiste de una secuencia definida por la SEQ ID NO: 5 o una variante de la
misma con eliminacion del terminal 5” y/o del terminal 3 de 1, 2, 3, 4 0 5 nucledtidos; y

ii) un oligonucledtido que comprende o que consiste de una secuencia como se define por la SEQ ID NO: 44 o una
variante de la misma con eliminacion del terminal 5" y/o del terminal 3 de 1, 2, 3, 4 o 5 nucledtidos;

en donde dichos oligonucleétidos son adecuados para uso como cebadores;

c) deducir la presencia o ausencia de metilacion de los dinucledtidos CpG amplificados en la etapa b) de los resultados
de la etapa b).

El método de ejemplo se caracteriza porque permite una deteccion altamente sensible de la metilacion del gen septina
9. Se seleccionan oligonucledtidos y combinaciones de oligonucleétido de enorme nimero de posibles oligonucleétidos
y combinaciones de oligonucledtido que se asemejan a partes de la secuencia del gen septina 9 o hibridan bajo
condiciones exigentes a esto. Las realizaciones particulares del método se caracterizan por una sensibilidad doble. De
acuerdo con dichas realizaciones, la metilacién de septina 9 se analiza por medio de dos reacciones, cada reaccion
especifica para una hebra de ADN convertido (EP06090132). De forma correspondiente, las combinaciones de
oligonucledtido particulares se seleccionan del enorme nimero de posibles combinaciones de oligonucleétido que se
asemejan a partes de la secuencia del gen septina 9 o hibridan bajo condiciones exigentes a esto.
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El ADN tratado se puede purificar por medio de granulos SIMAG/FK-Silanol o granulos del Kit especial de ADN/ARN
Viral chemagic.

El ADN gendmico se puede aislar de una muestra por medio de granulos SiIMAG/FK-Silanol o granulos del Kit especial
de ADN/ARN Viral chemagic.

Los granulos SiIMAG/FK-Silanol pueden ser los granulos SiIMAG/FK-Silanol de la compafiia Chemicell GmbH (Alemania,
Numero de Articulo 1101-01 o 1101-05).

Los granulos del Kit especial de ADN/ARN Viral chemagic pueden ser granulos del Kit especial de ADN/ARN Viral
chemagic de la compaiia Chemagen Biopolimer-Technologie Aktiengesellschaft (Alemania; Numero de Articulo 1002).

Dicha muestra puede ser una muestra remota. La muestra remota se puede seleccionar por lo menos del grupo que
comprende: muestra de sangre, muestra de plasma, muestra de suero, muestra de fluido corporal, muestra de saliva,
muestra de orina, muestra de semen, muestra del fluido de la cavidad pleural, muestra del fluido de la cavidad
peritoneal, muestra del fluido cerebroespinal, frotis de la superficie epitelial, muestra de esputo, muestra de heces,
muestra de eyaculacion, muestra de lagrimas, muestra de sudor, muestra de fluido linfatico, muestra de lavado
bronquial, muestra de efusién pleural, muestra de fluido meningeo, muestra de fluido glandular, muestra de aspirados
de aguja fina, muestra de fluido aspirado de pezén, muestra de fluido espinal, muestra de fluido conjuntival, muestra de
fluido vaginal, muestra de fluido duodenal, muestra de jugo pancreatico, o muestra biliar.

La muestra remota puede ser cualquier clase de muestra. Preferiblemente, la muestra remota es una muestra que se
caracteriza porque comprende por lo menos un componente que esta ubicado principalmente distante de los otros
componentes de dicha muestra. Por ejemplo la sangre no es una muestra remota con respecto un glébulo rojo, pero es
una muestra remota con respecto a un fragmento de ADN que se deriva de un tumor ubicado en el pulmén.

El aislamiento del ADN genémico puede comprender (i) el tratamiento de dicha muestra con proteinasa K durante 45 -
75 min, preferiblemente durante 55 - 65 min, y mas preferiblemente durante 60 min; (ii) el uso de granulos magnéticos
del Kit de ARN/ADN Viral chemagic (Chemagen Biopolimer-Technologie AG, Alemania, Numero de articulo 1002); (iii) el
uso de Regulador de Union 2*3; (iv) una incubacion durante 60 min para permitir la unién de ADN a los granulos; y (v)
solo un unico lavado con 3 ml de Regulador de Lavado 3. De acuerdo con una realizacion preferida particular, 4 - 6 ml
de Regulador de Lisis 1, preferiblemente 5 ml, 4 - 10 ul de ARN poli-A, preferiblemente 7 ul, y 20 - 40 pl de solucion de
Proteinasa K, preferiblemente 30 pl, se agregan a una muestra. Opcionalmente, adicionalmente, se agrega
antiespumante. La mezcla de reaccion se incuba a 50 - 62° C durante 5 - 20 min, preferiblemente a 56° C durante 10
min. Después de esto, se agregan 50 - 200 pl, preferiblemente 100 pl, de granulos magnéticos del Kit de ARN/ADN Viral
chemagic y 12 - 18 ml, preferiblemente 15 ml, de Regulador de Union 2, 2*1, 2*2, 2*3, o 2*4. Posteriormente, los
granulos se mantienen en suspension durante por lo menos aproximadamente 5 min, preferiblemente durante
aproximadamente 10 min, o durante aproximadamente 45 - 75 min, preferiblemente durante 55 - 65 min, o mas
preferiblemente durante 60 min para permitir la unién de ADN a los granulos. Preferiblemente los granulos se mantienen
en suspension a temperatura ambiente. Los granulos magnéticos se separan al poner el tubo de reaccion en un soporte
magnético y se descarga la mezcla de plasma/regulador de lisis. Los granulos se lavan tres veces, o dos veces con 1.5 -
4 ml, preferiblemente 3 ml, de Regulador de Lavado 3, antes que se resuspendan en 0.5 - 2 ml, preferiblemente 1 ml, de
Regulador de Lavado 4. Alternativamente, los granulos se lavan solo una vez con 1 - 2 ml, preferiblemente 1.5 ml, de
Regulador de Lavado 3. Los granulos se separan sobre un soporte magnético, el regulador de Lavado se vierte y los
granulos se secan a 20 - 62° C, preferiblemente a 56 °C. Después de la adicion de 50 - 200 pl de Regulador de Elucion
5, la suspensién se incuba durante por lo menos 5 min a 50 - 70 °C. Preferiblemente, después de la adiciéon de 100 ul de
Regulador de Elucién 5, la suspension se incuba durante 15 min a 65 °C. Después de la separacion de los granulos, se
recupera el regulador de Elucién que contiene el ADN genémico. (Los reactivos se suministran mediante el Kit de
ARN/ADN Viral chemagic; Reguladores de Unién 2*1, 2*2, 2*3, 2*4 son variaciones comerciales del regulador de Unién
2 que estan disponibles de Chemagen Biopolimer-Technologie AG, Alemania).

Para aislamiento del ADN genémico, 4 -6 ml del Regulador de Lisis (120 g Isotiocianato de Guanidinio; 100 ml 0.1 mol/l
de Tris-HCI pH 6.4 (posteriormente); 22 ml 0.2 mol/l de EDTA pH 8.0; 2.6 g de Triton X-100), se puede agregar 50 - 200
pl de solucién de Proteinasa K (proporcionada por Kit de ARN/ADN Viral chemagic; Chemagen Biopolimer-Technologie
AG, Alemania, Numero de articulo 1002) y 50 - 300 pl de granulos SiMAG/FK-Silanol (Chemicell GmbH, Alemania;
Numero de articulo 1101-1 o 1101-5) a una muestra. Preferiblemente 5 ml de Regulador de Lisis, 100 pl de solucién de
Proteinasa Ky 100 yl de granulos de SIMAG/FK-Silanol se agregan a una muestra. La mezcla de reaccioén se incuba a
45 - 65° C durante por lo menos 10 min, preferiblemente a 56° C durante 20 min. Después de esto, los granulos se
lavan con 0,5 - 3 ml, preferiblemente con 1 ml, Regulador de Lavado 1 (120 g de Isotiocianato de Guanidinio; 100 ul 0.1
mol/l de Tris-HCI pH 6.4; se diluye con 100 % de Etanol a 25 % de etanol) y dos veces con 0,5 - 3 ml, preferiblemente
con 1 ml, Regulador de Lavado 2 (50 % de EtOH). Finalmente, los granulos se secan por ejemplo pero no se limita a 45
- 62° C durante por lo menos 3 min, preferiblemente a 56 °C durante 5 min, antes que se resuspendan en 25 - 200 pl,
preferiblemente 50 ul, de Regulador de Elucién o agua. La mezcla se incuba a 37 - 70° C durante por lo menos 5 min,
preferiblemente a 65°C durante 15 min. Después de la separacion de los granulos, se obtiene el ADN en regulador de
elucioén. La etapa de elucidn se puede repetir una segunda vez y se combina con el primer volumen de elucion.

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2570 828 T3

El aislamiento de ADN gendmico puede comprender el tratamiento con una o mas enzimas de restriccion, una o mas
proteinas que se unen especificamente a ADN metilado, una o0 mas proteinas que se unen especificamente a ADN no
metilado, o combinaciones de los mismos. Las enzimas de restriccion adecuadas son enzimas que digieren metilacion
de ADN dependientemente o independientemente de su metilacion. Las enzimas que digieren la metilacion de ADN
dependientemente son enzimas que digieren ADN solo en el caso que su sitio de reconocimiento se metila, o en el caso
que su sitio de reconocimiento no se metile. Las enzimas que cortan solo ADN en el caso de su sitio de reconocimiento
que se metila son por ejemplo pero no se limitan a McrBC, Bisl, Glal o combinaciones de los mismos. Las enzimas que
cortan solo el ADN en el caso que su sitio de reconocimiento no se metila son por ejemplo pero no se limitan a BstUI,
Bshl2361, Accll, BstFNI, Mvnl, Hpall (Hapll), Hhal, Acil, Smal, HinPI11, HpyCH4IV, Eagl o combinaciones de los mismos.
Las enzimas que digieren ADN independientemente de su metilacion son enzimas que no comprenden el dinucleétido
CpG dentro de su sitio de reconocimiento. Por ejemplo pero no limitado a estas enzimas son uno o mas del grupo que
consiste de Msel, Bfal, Csp6l, Trutl, Tvu1l, Tru9l, Tvu9l, Mael y Xspl. Dichas enzimas, metilacion dependiente y
metilacion independiente, se aplican con el propésito de reducir la complejidad del ADN aislado. Dichas enzimas,
dependientes de metilacion e independientes de metilacién también se aplican con el propdsito de enriquecer el ADN
metilado, ADN no metilado, o ambos. Es aplicable cualquier combinacion de las enzimas de digestion de ADN metilado,
ADN no metilado o digestion de metilacion de ADN independientemente.

El aislamiento de ADN gendmico puede comprender una proteina que se une especificamente a ADN metilado y/o una
proteina que se une especificamente a ADN no metilado. Se conocen las proteinas adecuadas por aquellos expertos en
la técnica. Por ejemplo pero no limitado a dichas proteinas son MeCP2, MBD1, MBD2, MBD4 y Kaiso, o cualquier
dominio de las mismas o anticuerpos especificos de metilacion, por ejemplo anticuerpos anti-5-metilcitosina (union a
ADN metilado). Por ejemplo pero no limitado a esto, las proteinas de union a ADN no metilado son el dominio CXXC-3
de la proteina MBD1. Las proteinas que se unen a ADN metilado, proteinas que se unen a ADN no metilado, o
combinaciones de los mismos son en particular Utiles para el enriquecimiento de ADN metilado, ADN no metilado, o
ambos. Adicionalmente, se puede realizar una inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) para enriquecimiento. Sin
embargo, incluso se pueden utilizar sustancias adicionales para enriquecimiento, por e para PNA de formacion triple u
oligémeros de ADN. Una descripcion mas detallada de enriquecimiento de ADN y reduccion de complejidad de ADN se
puede desprender de por ejemplo pero no se limita al documento WO 2006/088978.

El aislamiento de ADN gendémico puede comprender el tratamiento con una o mas enzimas de restriccién, una proteina
que se une especificamente a ADN metilado, una proteina que se une especificamente a ADN no metilado, o
combinaciones de los mismos.

El tratamiento de ADN puede ser un tratamiento con desaminasas de citidina. Estas enzimas convierten la citidina no
metilada mas rapido que citidina metilada (Brandsteitter et al. Activation-induced cytidine deaminase deaminates
deoxicytidine on single-stranded ADN but requires the action of RNase. Proc Natl Acad Sci USA. 2003 Apr 1; 100 (7):
4102-7).

El tratamiento de ADN puede ser un tratamiento con un reactivo de bisulfito o solucién. Los reactivos o soluciones de
bisulfito adecuadas se conocen por aquellos expertos en la técnica. La conversion de bisulfito puede tomar lugar en la
solucion asi como también en ADN unido a una fase sdlida. Preferiblemente se utiliza disulfito de sodio (= bisulfito de
sodio/metabisulfito de sodio), debido a que es mas soluble en agua que sulfito de sodio. La sal de disulfito se
desproprociona a la solucién acuosa a los aniones de sulfito de hidrégeno necesarios para la conversion de citosina.
Cuando se discute adelante la concentracion de bisulfito, esto se refiere a la concentracion de sulfito de hidrégeno y
aniones de sulfito en la solucion de reaccion. Para el método de acuerdo con la invencion, son posibles los rangos de
concentracion de 0.1 a 6 mol/l. Se prefiere particularmente un rango de concentracion de 1 a 6 mol/l, y se prefiere mas
particularmente, 2-4 mol/l.

Un tratamiento de bisulfito se puede llevar a cabo esencialmente como se describe en el documento WO05/038051 o en
el documento WO 2006/113770. De acuerdo con esto, el ADN se hace reaccionar con un reactivo de bisulfito,
caracterizado porque dicha reaccion se lleva a cabo en la presencia de compuestos n-alquilenoglicol, preferiblemente en
la presencia de sus éteres dialquilo, y se prefiere particularmente en la presencia de dimetil éter dietilenglicol (DME).

Se pueden utilizar compuestos n-alquilenglicol se pueden utilizar en un rango de concentracion diferente. Se utiliza
preferiblemente DME en concentraciones entre 1-35 % (vol/vol), mas preferiblemente entre 5 y 25 %, y mas
preferiblemente en una concentracion de 10 % de DME.

El tratamiento con un bisulfito puede comprender un secuestrante de radical, en particular acido 6- hidroxi-2, 5, 7, 8,-
tetrametilcromano 2- carboxilico o acido galico, y un solvente organico, en particular DME. Preferiblemente el
secuestrante de radical es derivados cromano, por ejemplo, acido 6- hidroxi-2, 5, 7, 8,- tetrametilcromano 2- carboxilico
(también conocido como: Trolox-C™) o derivado del mismo. La concentracion para acido 6- hidroxi-2, 5, 7, 8,-
tetrametilcromano 2- carboxilico puede estar entre 35 y 50 mmol/l. Preferiblemente el secuestrante de radical es acido
galico (acido 3, 4, 5- trihidroxi benzoico) o un derivado del mismo. La concentracion para acido galico y derivados de
acido galico puede estar entre 50 y 60 mmol/l.
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Secuestrantes adicionales adecuados para uso de acuerdo con la invencién se enumeran en la solicitud de patente WO
01/98528.

La conversion de bisulfito se puede realizar en un amplio rango de temperatura de 0 a 95 °C. Sin embargo, a
temperaturas mayores los indices de conversion y descomposicion del aumento de ADN, preferiblemente la temperatura
de reaccion esta entre 0-80° C, preferiblemente entre 30-75° C. se prefiere particularmente un rango entre 35-65 °C; se
prefiere mas particularmente entre 45-55° C. El tiempo de reaccion 6ptimo del tratamiento con bisulfito depende de la
temperatura de reaccion. El tiempo de reaccion esta normalmente entre 1 y 18 horas (véase: Grunau et al. 2001,
Nucleic acids Res. 2001, 29(13): E65-5). El tiempo de reaccion es habitualmente 4-10 horas para una temperatura de
reaccion en el rango de 45-55° C. Mas preferiblemente, la temperatura de reaccién es 50° C y el tiempo de reaccion 7
horas. (se utilizaron 50C 7h!)

La conversion de bisulfito se realiza preferiblemente a temperaturas de reaccién moderada, en donde la temperatura de
reaccion luego aumenta claramente durante un periodo corto por lo menos una vez durante el curso de la conversion.
De esta forma, la efectividad de la conversiéon de bisulfito puede aumentar claramente de forma sorprendente. Los
aumentos de temperatura de corta duracién se denominan “picos térmicos”. La temperatura de reaccion “estandar” fuera
de los picos térmicos se denotad como la temperatura de reaccién basica. La temperatura de reaccion basica esta entre
0 y 80° C, preferiblemente entre 30-75° C, mas preferiblemente entre 35-65 °C, mas preferiblemente entre 45-55° C,
como se describié anteriormente. Mas particularmente, se prefiere una temperatura de reaccién de 50° C.

La temperatura de reaccién durante un pico térmico aumenta casi 85 °C mediante por lo menos un pico térmico. El
numero 6ptimo de picos térmicos es una funcién de la temperatura de reaccién basica. Entre mas bajo es el nimero
optimo mayor de picos térmicos, menor es la temperatura de reaccion basica. Por lo menos es necesario un pico
térmico en cada caso. Y, de otra parte, en principio, es concebible cualquier nimero de picos térmicos. Por supuesto, se
debe considerar que con un gran numero de aumento de la temperatura, el indice de descomposicion del ADN también
aumenta, y una conversion 6ptima no se asegura mas. El numero preferido de picos térmicos esta de esta forma entre 1
y 10 picos térmicos cada vez, dependiendo de la temperatura de reaccion basica. De esta forma se prefiere
particularmente un nimero de dos o 5 picos térmicos. Los picos térmicos aumentan la temperatura de reaccion
preferiblemente de 85 a 100° C, particularmente preferiblemente a 90-100° C, y mas preferiblemente a 94° C-100° C.

La duracion en el tiempo de los picos térmicos también depende del volumen de la tanda de reaccién. Preferiblemente,
se asegura que la temperatura aumenta uniformemente a través de la solucion de reaccion total. Preferiblemente, para
una tanda de reaccién de 320 ul cuando se utiliza un termociclizador, se prefiere una duracién de 5 min a 99° C. A partir
de esto, un experto en la técnica sera capaz de determinar facilmente las duraciones adecuadas de picos térmicos en
relaciéon a una variedad de volumenes de reaccién. Los picos térmicos descritos anteriormente conducen a indices de
conversion significativamente mejores en la conversion de la reaccion de bisulfito.

Dicho tratamiento de ADN con bisulfito se prefiere particularmente debido a que tiene diversas ventajas importantes en
comparacion con otros métodos o Kits conocidos del estado de la técnica. Estas ventajas son: i) mayor rendimiento de
ADN convertido; ii) una conversion casi completa de citosina no metilada mientras que la citosina metilada permanece
sin cambio; y iii) casi no hay fragmentacion adicional de ADN. Estas ventajas se basan en condiciones de reaccion mas
suaves debido a i) una desnaturalizacién térmica de ADN; ii) una concentracion de bisulfito comparablemente menor; iii)
un pH ligeramente mas alcalino y iv) el uso de secuestrantes de radicales mas eficientes y mas efectivos.

Preferiblemente, el tratamiento del ADN con un reactivo de bisulfito comprende:

mezclar de aproximadamente 10 a aproximadamente 250 pl de una soluciébn que comprende ADN con
aproximadamente 45 a aproximadamente 750 ul de solucién de bisulfito, la solucién de bisulfito que tiene un pH en el
rango de aproximadamente 5.45 a aproximadamente 5.50 que comprende aproximadamente 4-5 mol/l de
hidrogensulfito, preferiblemente aproximadamente 4.83 a aproximadamente 4.93 mol/l de hidrogensulfito;

agregar aproximadamente 5 a aproximadamente 500 pl de una solucidn de secuestrante de radical organico, la solucion
de secuestrante de radical organico comprende un solvente organico y aproximadamente 10 a aproximadamente 750
mmol/l de acido 6- hidroxi-2, 5, 7, 8- tetrametil-croman-2- carboxilico; y

aplicar un protocolo de temperatura durante aproximadamente 2 a aproximadamente 18 h, en donde la reaccién se
realiza en un rango de temperatura de aproximadamente 0 a aproximadamente 80° C con aproximadamente 2 a
aproximadamente 5 de aumento de temperatura adicional, en cada caso durante aproximadamente 0.5 a
aproximadamente 10 min, a una temperatura de aproximadamente 85 a aproximadamente 100° C que incluye un
aumento inicial de la temperatura a una temperatura de aproximadamente 85 a aproximadamente 100° C.

Preferiblemente, el tratamiento comprende el uso de un reactivo de bisulfito comprende adicionalmente:
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Mezclar aproximadamente 10 a aproximadamente 250 ul de una solucion que comprende ADN con aproximadamente
45 a aproximadamente 750 pl de solucién de bisulfito, la solucién de bisulfito que tiene un pH en el rango de
aproximadamente 5.45 a aproximadamente 5.50 que comprende aproximadamente 4-5 mol/l de hidrogensulfito,
preferiblemente aproximadamente 4.83 a aproximadamente 4.93 mol/I de hidrogensulfito;

agregar aproximadamente 5 a aproximadamente 500 pl de una solucidn de secuestrante de radical organico, la solucion
de secuestrante de radical organico que comprende un solvente organico y aproximadamente 10 a aproximadamente
750 mmol/l de acido 6- hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametil-croman-2 -carboxilico; y

aplicar un protocolo de temperatura durante aproximadamente 2 a aproximadamente 18 h, en donde la reaccién se
realiza en un rango de temperatura de aproximadamente 0 a aproximadamente 80° C con aproximadamente 2 a
aproximadamente 5 de aumento adicional de la temperatura, en cada caso durante aproximadamente 0.5 a
aproximadamente 10 min, a una temperatura de aproximadamente 85 a aproximadamente 100° C que incluye un
aumento inicial de la temperatura a una temperatura de aproximadamente 85 a aproximadamente 100° C.

Preferiblemente, tratar ADN con un reactivo de bisulfito comprende:

mezclar de aproximadamente 50 a aproximadamente 150 pl de una solucidon que contiene el ADN con
aproximadamente 95 a aproximadamente 285 pl de la solucion de bisulfito; agregar aproximadamente 15 a
aproximadamente 45 pl de solucién de DME, la solucién de DME comprende aproximadamente 500 mmol/l de acido 6-
hidroxi-2, 5, 7, 8- tetrametil-croman-2- carboxilico disuelto en dietilenglicoldimetiléter; y

aplicar un protocolo de temperatura durante aproximadamente 3 a aproximadamente 16 h, en donde la reaccién se
realiza en un rango de temperatura de aproximadamente 45 a aproximadamente 55° C con aproximadamente 2 a
aproximadamente 5 de aumento adicional de temperatura, en cada caso durante aproximadamente 3 a
aproximadamente 5 min, a una temperatura de aproximadamente 94 a aproximadamente 100° C que incluye un
aumento inicial de la temperatura a una temperatura de aproximadamente 94 a aproximadamente 100° C.

Preferiblemente, el tratamiento de bisulfito de ADN comprende:

mezclar de aproximadamente 50 a aproximadamente 150 pl de una solucidon que contiene el ADN con
aproximadamente 95 a aproximadamente 285 pl de la solucion de bisulfito; agregar aproximadamente 15 a
aproximadamente 45 pl de solucién de DME, la solucién de DME comprende aproximadamente 500 mmol/l de acido 6-
hidroxi-2, 5, 7, 8- tetrametil-croman-2- carboxilico disuelto en dietilenglicoldimetiléter; y

aplicar un protocolo de temperatura durante aproximadamente 3 a aproximadamente 16 h, en donde la reaccién se
realiza en un rango de temperatura de aproximadamente 45 a aproximadamente 55° C con aproximadamente 2 a
aproximadamente 5 de aumento adicional de temperatura, en cada caso durante aproximadamente 3 a
aproximadamente 5 min, a una temperatura de aproximadamente 94 a aproximadamente 100° C que incluye un
aumento inicial de la temperatura a una temperatura de aproximadamente 94 a aproximadamente 100° C.

Dicho tratamiento con un bisulfito conduce a sulfonacién, a desaminacion, o ambos de citosina no metilada. La
desaminacion es un proceso espontaneo en una solucién acuosa y conduce a uracilo sulfonado (sulfato de uracilo) que
comprende ADN. Aun no ocurre dessulfonacion.

Preferiblemente, el sulfonato de uracilo se desulfona a uracilo mediante calentamiento.

Preferiblemente, el ADN tratado con bisulfito se purifica por medio de granulos de SiIMAG/FK-Silanol (Chemicell GmbH,
Alemania, Numero de articulo 1101-01 o 1101-05) o los granulos del Kit especial chemagic (Chemagen Biopolimer-
Technologie Aktiengesellschaft; Numero de articulo 1002). Se realiza purificacion de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Sin embargo y particularmente preferido, se intensifica la etapa de lavado. Preferiblemente, uno o mas
reguladores de lavado correspondientes cada uno se aplica en forma repetida, preferiblemente dos veces, en donde es
aplicable hasta 600 pl de cada regulador de lavado (volumen combinado de todas las etapas de lavado realizadas con
el mismo regulador de lavado).

Preferiblemente, el ADN después de tratamiento de bisulfito y si el caso puede ser después de purificacion por medio de
granulos de SIMAG/FKSilanol (Chemicell GmbH, Alemania, Numero de articulo 1101-01 o 1101-05) o los granulos del
Kit especial de ADN/ARN Viral chemagic en una etapa previa (Chemagen Biopolimer-Technologie Aktiengesellschaft;
Numero de articulo 1002), se somete directamente a amplificacion. Por lo tanto el sulfonato de uracilo se desulfona en la
etapa de calentamiento inicial. Si es el caso, la etapa de calentamiento inicial dura 5 min, 10 min, 15 min, 20 min, 30
min, 45 min o 60 min con el propédsito de permitir una desulfonacién completa particularmente preferida del ADN que
contiene sulfonato de uracilo. Preferiblemente, la temperatura de la etapa de calentamiento inicial esta en el rango de
80-100° C y mas preferiblemente en el rango de 90-95° C. La desulfonaciéon mediante tratamiento de calor se

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2570 828 T3

caracteriza adicionalmente porque se realiza en condiciones alcalinas bajas, preferiblemente en el rango de pH 7.5-10,
mas preferiblemente en el rango de pH 8.0-9.5.

Preferiblemente, el ADN genémico se limpia de ADN contaminado. Para esto, el ADN que comprende uracilo sulfonado
se pone en contacto y se incuba con una enzima que degrada especificamente uracilo no sulfonado que contiene acidos
nucleicos. Dicha enzima es por ejemplo Uracilo-ADN-Glucosilasa (UNG).

Preferiblemente para proporcionar un ADN de plantilla descontaminado para reacciones de amplificacién con base en
polimerasa, el ADN de plantilla sulfonado y/o desaminado se mezclan con una actividad UNG y los componentes
requeridos para una reaccion de amplificacion mediada por polimerasa o un ensayo de deteccion con base en
amplificacion. Después de la degradacion de uracilo no sulfonado que contiene acidos nucleicos mediante el uso de
UNG, la actividad UNG se termina y el ADN de plantilla se desulfona mediante aumento de la temperatura.
Posteriormente el ADN de plantilla esta listo para ser amplificado.

Preferiblemente, degradacion, terminacion, desulfonacion y amplificacion ocurre en un Unico tubo durante una reaccion
de amplificacién con base en polimerasa y/o un ensayo con base en amplificacion. Preferiblemente dicha amplificacion
se realiza en la presencia de dUTP en lugar de dTTP.

Preferiblemente, el ADN sulfonado y parcialmente o completamente desaminado después de tratamiento de bisulfito se
somete directamente a una reaccioén de amplificacion con base en polimerasa y/o un ensayo con base en amplificacion
sin ninguna desulfonacion anterior. La desulfonaciéon ocurre durante aumento inicial de la temperatura de la reaccion de
amplificacion.

Preferiblemente, se analiza ADN proporcionado como se describe. Preferiblemente, la metilacion del ADN
proporcionado, en particular un estado de metilacion o un patréon de metilacion. Por lo tanto el andlisis de metilacion
comprende por lo menos uno seleccionado del grupo que consiste del método de amplificacion, método PCR, método
de amplificacién isotérmica, método NASBA, método LCR, método de amplificacion especifico de metilacion, método
MSP (PCR Especifico de Metilacion), método MSP anidado, método HeavyMetil™, método de deteccion, método de
deteccion especifico de metilaciéon, método de secuenciamiento de bisulfito, deteccidon por medio de disposiciones de
ADN, deteccion por medio de microdisposiciones de oligonucleétido, deteccion por medio de microdisposiciones
CpGisland, deteccion por medio de enzimas de restriccion, amplificacion especifica de metilacion simultanea y método
de deteccion, método COBRA, PCR en tiempo real, método PCR HeavyMetil™ en tiempo real, método MSP Metilight™,
método Metilight™, método Metilight™ Algo™, método QM, método Headloop Metilight™, método HeavyMetil™
Metilight ™, método HeavyMetil™ Scorpion™, método MSP Scorpion™, método Headloop Scorpion™, extensiéon de
cebador sensible a metilacién, y método Ms-SNuUPE (Extension de Cebador de Nucleétido Unico sensible a Metilacién).

Preferiblemente, la molécula de acido nucleico proporcionada se analiza con respecto a la metilacién. Los métodos
adecuados son por ejemplo, pero no se limitan a, método de amplificacion, método PCR, método de amplificacion
isotérmica, método NASBA, método LCR, método de amplificacion especifico de metilaciéon, método MSP (PCR
Especifico de Metilacion), método MSP anidado, método HeavyMetil™, método de deteccién, método de deteccion
especifico de metilacion, método de secuenciamiento de bisulfito, deteccién por medio de disposiciones de ADN,
deteccion por medio de microdisposiciones de oligonucleétido, deteccion por medio de microdisposiciones de isla CpG,
deteccion por medio de enzimas de restriccion, método de deteccion y amplificacion especifica de metilacion
simultanea, método COBRA, PCR en tiempo real, método PCR HeavyMetil™ en tiempo real, método MSP Metilight™,
método Metilight™, método Metilight™ Algo™, método QM, método Headloop Metilight™, método HeavyMetil™
Metilight™, método HeavyMetil™ Scorpion™, método MSP Scorpion™, método Headloop Scorpion™, extension de
cebador sensible a metilacién, y método Ms-SNuPE (Extensién de Cebador de Nucleétido Unico sensible a Metilacion) o
combinaciones de los mismos. Dichos métodos se describen en detalle adelante.

El método de amplificacion puede ser cualquier clase de método de amplificaciéon. Un experto en la técnica esta en el
conocimiento de un método de amplificaciéon adecuado. Preferiblemente, el método de amplificacién es un método PCR.
Un experto en la técnica conoce métodos PCR adecuados que se pueden utilizar de acuerdo con la invencion.
Preferiblemente, el método de amplificacion es una amplificacion isotérmica. Se conocen bien en la técnica métodos de
amplificacion adecuados para uso de acuerdo con la invencion. Dicho método puede ser por ejemplo pero no se limita al
método de Extension de Cebador. Preferiblemente, el método de amplificacién es un método NASBA. Los métodos
NASBA con métodos de amplificacién con base en ADN-ARN que comprenden el uso de una Transcriptasa Inversa,
una polimerasa de ARN y una RNasa. Un experto en la técnica esta consciente de métodos NASBA que se pueden
utilizar de acuerdo con la invencién. Preferiblemente, el método de amplificaciéon es un método de Reaccion de Cadena
Ligasa. En general, estos son métodos de amplificaciones que se basan en el uso de una ligasa. Un experto en la
técnica conoce LCR adecuado que se puede utilizar de acuerdo con la invencion.

Preferiblemente, el método de amplificacion es una amplificacion especifica de metilacion. Los métodos de amplificacion
especificos de metilacion adecuados se conocen por aquellos expertos en la técnica. Preferiblemente, el método de
amplificacion especifico de metilacion es el método PCR Especifico de Metilacion (MSP). El método MSP permite
evaluar el estado de metilacion de virtualmente cualquier grupo de sitios CpG dentro de una isla CpG, independiente del
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uso de enzimas de restriccion sensibles a metilacion (Herman et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:9821-9826, 1996;
Patente Estadounidense No. 5, 786, 146). En resumen, el ADN se modifica mediante bisulfito de sodio que convierte
todas las citosinas no metiladas, pero no las citosinas metiladas a uracilo, y posteriormente se amplifica con cebadores
especificos para ADN metilado versus no metilado. Los pares de cebador MSP contienen por lo menos un cebador, que
hibrida a un dinucleétido CpG tratado con bisulfito. Por lo tanto, la secuencia de dichos cebadores comprende por lo
menos un dinucleétido CpG. Los cebadores especificos MSP para ADN no metilado contienen una “T” en la posicién 3’
de la posicion C en el CpG. Preferiblemente, por lo tanto, se requiere la secuencia base de dichos cebadores para que
comprenda una secuencia que tiene una longitud de por lo menos 9 nucleétidos que hibrida a la secuencia de acidos
nucleicos convertida a bisulfito, en donde la secuencia base de dichos oligémeros comprende por lo menos un
dinucleotido CpG. ElI MSP requiere solo cantidades pequefias de ADN y es sensible a 0.1 % de alelos metilados de un
locus de isla CpG dado. Los tratamientos de bisulfito y el método de amplificacion descrito aqui se pueden utilizar en
combinacién con este método de deteccion.

Preferiblemente, la amplificaciéon es un método MSP anidado. El método MSP anidado se lleva a cabo esencialmente
como se describe en los documentos WO 02/18649 y US 20040038245. Este método MSP considera el conflicto
evidente de alta especificidad requerida del cebador MSP para diferenciar suficientemente entre las posiciones CGy TG
y permitir un emparejamiento incorrecto con el propdsito de crear un Unico sitio de restriccién. Esto comprende la
expansion de los nimeros de copia de la region genética de interés. Por lo tanto se utiliza una reacciéon de cadena
polimerasa para amplificar una porcion de dicha region en donde la metilacion de interés reside. Por lo tanto se genera
un producto de amplificacion. Luego se utiliza una alicuota de dicho producto en una segunda reaccion de cadena de
polimerasa, especifica de metilacién para detectar la presencia de metilacion. En otras palabras un PCR no especifico
de metilacién se realiza antes del PCR especifico de metilacion.

Preferiblemente, el método de amplificacion es el método HeavyMetil™. El método HeavyMeti™ se lleva a cabo
esencialmente como se describe en el documento WO 02/072880 y Cottrell SE et al. Nucleic acids Res. 2004 Jan 13;
32(1):e10. Este método comprende el uso de bloquear oligonucleétidos de sonda que se pueden hibridar al acido
nucleico de plantilla tratado con bisulfito concurrentemente con los cebadores PCR. Preferiblemente, los
oligonucledtidos de bloqueo se caracterizan porque su secuencia base comprende una secuencia que tiene una longitud
de por lo menos 9 nucleédtidos que hibrida a la secuencia de acidos nucleicos quimicamente tratada. Por lo tanto la
secuencia base de dichos oligonucleétidos bloqueadores comprende por lo menos un dinucleétido CpG, TpG o CpA. La
amplificacién del acido nucleico de plantilla se suprime en el caso de la secuencia complementaria de la sonda de
blogueo esta presente en la plantilla. En dicho caso la amplificaciéon se termina en la posicién 5’ de la sonda de bloqueo.
La sonda de bloqueo se puede disefiar para hibridar al acido nucleico tratado con bisulfito en una forma especifica del
estado de metilacion. Por ejemplo, los acidos nucleicos metilados dentro de una poblacién de acidos nucleicos no
metilados se puede detectar al suprimir la amplificacién de acidos nucleicos que no se metilan en una posicién en
cuestion. Por lo tanto una sonda de bloqueo comprenderia un 'CpA’ o 'TpA’ en la posicién en cuestiéon, como se opone a
un 'CpG’ si se desea la supresion de amplificacion de acidos nucleicos metilados. El uso de oligonucledtidos
bloqueadores requiere una interrupcion eficiente de amplificacion mediada por polimerasa que los oligonucleétidos
bloqueadores no se pueden alargar mediante la polimerasa. De acuerdo con el método HeavyMetil™, esto se logra a
través del uso de bloqueadores que son 3’-desoxioligonucledtidos, u oligonucledtidos derivados en la posicion 3’ con
diferente a un grupo hidroxilo “libre”. Por ejemplo, pero no se limita a esto, los 3'-O-acetil oligonucleétidos son
representantes de una clase preferida de moléculas bloqueadoras. Adicionalmente, se debe precluir la degradacion
mediada por polimerasa de los oligonucledtidos bloqueadores. Preferiblemente, dicha preclusion comprende i) el uso de
una polimerasa que carece de actividad exonucleasa 5-3’, o ii) el uso de oligonucleétidos bloqueadores modificados.
Estos oligonucleétidos bloqueadores modificados se caracterizan por tener, por ejemplo pero no limitado a, puentes
tioato en el terminal 5’. Esto hace la molécula bloqueadora resistente a nucleasa. No se pueden requerir aplicaciones
particulares de dichas modificaciones 5 del oligonucleétido bloqueador. Por ejemplo, la degradacion del oligonucleétido
bloqueador se precluira sustancialmente si se superponen los sitios de union de cebador y bloqueador. Por lo tanto la
union del cebador se precluye (por ejemplo, en el caso de exceso de oligonucledtido bloqueador). Por lo tanto la
polimerasa no se puede unir en el cebador y se alarga. Debido a que la no polimerasa extiende el cebador, no se
degradara el oligonucleotido de bloqueo. Una realizacion particularmente preferida del método HeavyMetil™, para los
propédsitos como se describe aqui, comprende el uso de oligobmeros de acido nucleico de péptido (PNA) como
oligonucledtidos de bloqueo. Dicho oligdmeros bloqueadores de PNA son idealmente adecuados debido a que no se
degradan ni se extienden mediante la polimerasa.

Preferiblemente, el método de deteccion puede ser cualquier tipo de método de deteccidn. Un experto en la técnica
conoce métodos de deteccion adecuados. Preferiblemente, un método de deteccién puede ser cualquier tipo del método
de deteccién que comprende el uso de un tinte fluorescente, un tinte no fluorescente, una etiqueta de masa, una
separacion por tamafo, o una separacion por peso. Por ejemplo, pero no se limita a esto, el método de deteccion es
una separacion por tamarfio en un gel de agarosa seguido por tincion de gel de ADN por medio de un tinte fluorescente.
Preferiblemente, el método de deteccidon es una deteccion especifica de metilacién. Un experto en la técnica conoce
métodos de deteccion especificos de metilacion adecuados. Preferiblemente, el método de deteccién especifico de
metilacion es un método de secuenciamiento de bisulfito. EI método de secuenciamiento de bisulfito se lleva a cabo
esencialmente como se describe en Frommer et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:1827-1831, 1992. El método de
secuenciamiento de bisulfito es un método en donde se lleva a cabo el secuenciamiento de un fragmento amplificado
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previamente del ADN gendmico de bisulfito tratado. Cuando el ADN tratado con bisulfito se amplifica antes de
secuenciamiento, se puede utilizar un método de amplificacion como descrito aqui en combinacién con este método de
deteccion. Se prefiere especialmente adicionalmente que los resultados de un secuenciamiento de bisulfito se analicen
esencialmente como se describe en el documento EP 02090203.7. En resumen, de acuerdo con este método el grado
de metilacion de una citosina se determina por medio de un electroferograma de una o mas bases. Por lo tanto se
calcula el area por debajo del electroferograma de una base detectada. El grado de metilacion luego se deduce al
comparar este valor para una posicion de citosina que se va a analizar con el valor obtenido para una citosina no
metilada. Para mejores resultados, la determinacion y la consideracion del indice de conversion de citosina a uracilo del
tratamiento de bisulfito y/o una estandarizacion de las sefales de electroferograma es favorable.

Preferiblemente, el método de deteccion es un método de la deteccién por medio de una disposicién de ADN. Un
experto en la técnica conoce el lote de disposiciones de ADN adecuadas. Preferiblemente, una disposicion de ADN
comprende moléculas de ADN que se unen a o ademas se asocian con una fase soélida. La disposicién se puede
caracterizar, por ejemplo pero no se limita a esto, en que las moléculas de ADN se disponen en la fase soélida en la
forma de una red rectangular o hexagonal. Por lo tanto la fase solida es por lo menos una fase seleccionada del grupo
que comprende: silice, vidrio, poliestireno, aluminio, acero, hierro, cobre, niquel, plata, oro, nitrocelulosa o plasticos tales
como pero no se limita a nylon. Pero también son imaginables combinaciones de dichos materiales. Para la deteccion,
el ADN que hibrida en la disposicién se marca, preferiblemente con un tinte fluorescente. Dicho etiquetado es por
ejemplo, pero no limitado a esto, la union simple de tintes Cy3 y Cy5 en 5’-OH del fragmento de ADN. La deteccion de la
fluorescencia del ADN hibridado se puede llevar a cabo, por ejemplo, pero no limitado a esto, por medio de un
microscopio confocal.

Preferiblemente, el método de detecciéon es un método para la detecciéon por medio de una microdisposicién de
oligonucledtido. Una vision general de la técnica anterior en la fabricacion de disposicion de oligémero por ejemplo pero
no limitado a se puede deducir de una edicién especial de Nature Genetics (Nature Genetics Supplement, Volume 21,
January 1999, y de la literatura citada alli).

Preferiblemente, el método de deteccién es un método de deteccién por medio de una microdisposicion de isla CpG.
Por lo tanto el ADN asociado o inmovilizado de la disposicion comprende las secuencias que se derivan de islas CpG.

Preferiblemente, el método de deteccién es un método de la deteccidon por medio de una disposicion de ADN como se
describe esencialmente en los documentos WO 99/28498, WO 01/38565, o WO 02/18632.

Preferiblemente, el método de deteccion es un método para la deteccidon por medio de enzimas de restricciéon. Un
experto en la técnica conoce los métodos adecuados.

Preferiblemente, la amplificacion especifica de metilacion y la deteccién se llevan a cabo simultaneamente. Se conocen
métodos adecuados por aquellos expertos en la técnica. De acuerdo con una realizacién preferida particular, el método
para amplificacion especifica de metilacion simultanea y la deteccion es el método COBRA. El método COBRA es un
método de metilacion cuantitativo Util para determinar metilacion de los niveles de ADN en un locus de gen especifico en
cantidades pequefias de ADN gendmico (Xiong & Laird, Nucleic acids Res. 25:2532-2534, 1997). De acuerdo con el
método COBRA, se utiliza digestion de enzima de restriccion para revelar las diferencias de secuencia dependientes de
metilacion en productos PCR de ADN tratado con bisulfito. Las diferencias de la secuencia dependientes de metilacion
primero se introducen el ADN gendmico mediante tratamiento con bisulfito. La amplificaciéon PCR del ADN que convierte
bisulfito luego se realiza utilizando cebadores no especificos de metilacion seguido por digestién de endonucleasa de
restriccion, electroforesis de gel, y deteccion utilizando sondas de hibridacion marcadas, especificas. Los niveles de
metilacion en la muestra original de ADN estan representados por las cantidades relativas del producto PCR digerido y
ni digerido en una forma linealmente cuantitativa a través de un amplio espectro de metilacion de los niveles de ADN.
Adicionalmente, la digestion de la enzima de restriccion de productos PCR amplificados de ADN convertido a bisulfito
también se utiliza, en el método descrito por Sadri & Hornsby (Nucl. Acids Res. 24:5058-5059, 1996). Se pueden utilizar
tratamientos de bisulfito y métodos de amplificacion descritos aqui en combinacion con este método de deteccion.

Preferiblemente, el método para amplificacion especifica de metilacion simultanea y la deteccion es un método PCR en
tiempo real. Un experto en la técnica conoce métodos PCR en tiempo real adecuados. De acuerdo con una realizacion
preferida particular, el método PCR en tiempo real es un método HeavyMetil™. El método HeavyMetil™ por lo tanto se
realiza como se describié anteriormente por medio de una maquina de PCR en tiempo real.

Preferiblemente, el método PCR en tiempo real es un método Metilight™. EI método Metilight™ es un método de
metilacion cuantitativo de alto rendimiento que utiliza tecnologia PCR en tiempo real con base en fluorescencia
(TagMan™) que no requiere manipulaciones adicionales después de la etapa PCR (Eads et al., Cancer Res. 59:2302-
2306, 1999). En resumen, el proceso Metilight™ empieza con una muestra mezclada de ADN genémico que se
convierte, en una reaccion de bisulfito, a un grupo mezclado de diferencias en la secuencia dependiente de metilacion
de acuerdo con procedimientos estandar. EI PCR con base en fluorescencia luego se realiza en una reaccién PCR “no
sesgada” (con cebadores que no superponen los sitios de metilacién CpG conocidos), o en una reaccion “sesgada” (con
cebadores PCR que superponen dinucledtidos CpG conocidos). Puede ocurrir la discriminacion de secuencia en
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cualquier nivel del proceso de amplificacion o a nivel del proceso de detecciéon de fluorescencia, o0 ambos. Se puede
utilizar el método Metilight™ como una prueba cuantitativa para patrones de metilacion en la muestra de ADN
gendmico, en donde ocurre la discriminacién de secuencia a nivel de hibridacion de sonda. En esta version cuantitativa,
la reaccion PCR proporciona amplificacion no sesgada en la presencia de una sonda fluorescente que superpone un
sitio de metilacion putativo particular. Un control no sesgado para la cantidad de ADN de entrada se proporciona
mediante una reaccién en la que ninguno de los cebadores, ni la sonda superponen cualesquiera dinucleétidos CpG.
Alternativamente, se logra una prueba cualitativa para metilacion gendémica mediante el sondeado del grupo PCR
sesgado con los oligonucledtidos de control que no “cubren” los sitios de metilacion conocidos (una versiéon con base en
fluorescencia de la técnica “MSP” también denominado método MSP Metilight™), o con oligonucleétidos que cubre
sitios de metilacion potenciales.

El proceso Metilight™ se puede utilizar con una sonda “TagMan®” en el proceso de amplificacion. Por ejemplo, se trata
el ADN genomico de hebra doble con bisulfito y se somete a uno de dos grupos de reacciones PCR utilizando sondas
TagMan®; por ejemplo, con cebadores sesgados y sonda TagMan®, o cebadores no sesgados y sonda TagMan®. La
sonda TagMan® es etiqueta dual con moléculas “indicadoras” y “de detencion” fluorescentes, y se disefia para ser
especifico para una region de relativamente alto contenido de GC de tal manera que se funde una temperatura mayor
de aproximadamente 10° C en el ciclo PCR que los cebadores inverso y delantero. Esto permite que la sonda TagMan®
permanezca completamente hibridados durante la etapa de hibridacidon/extension PCR. Como la polimerasa Taq
sintetiza enzimaticamente una nueva hebra durante PCR, eventualmente alcanzara la sonda TagMan® hibridad. La
actividad polimerasa Taq 5’ a endonucleasa 3’ luego desplazara la sonda TagMan® al digerirla para liberar la molécula
indicadora fluorescente para deteccion cuantitativa de su sefial ahora no apagada utilizando un sistema de deteccion
fluorescente en tiempo real.

Las variaciones en la tecnologia de deteccion TagMan® que también son adecuadas incluyen el uso de tecnologia de
sonda dual (LightCycler™), cebadores de amplificaciéon fluorescente (tecnologia Sunrise™), sondas Molecular Beacon
(Tyagi S., and Kramer F.R., Nature Biotechnology 14, 303-308, 1996), cebadores Scorpion (Whitcombe et al., Nature
and Biotechnology, 17, 804-807, 1999), o sondas de Oligonucledtido de Doble Tinte LNA (Locked Nucleid Acid) (Exiqon
A/S). Todas estas técnicas se pueden adaptar en una forma adecuada para uso con ADN tratado con bisulfito, y mas
aun para analisis de metilacién dentro de dinucleétidos CpG.

Los tratamientos de bisulfito y métodos de amplificacion descritos aqui se pueden utilizar en combinacion con el método
Methy- Light™ o sus variantes.

Preferiblemente, el método PCR en tiempo real es el método Metilight™ ALGO™. El método Metilight™ ALGO™ es un
método mejorado del método Metilight™ como esencialmente se describe en el documento EP 04090255.3. De acuerdo
con este método mejorado, el grado de metilacion se calcula a partir de intensidades de sefial de sonda utilizando
diferentes algoritmos.

Preferiblemente, el método PCR en tiempo real es el ensayo QM (metilacién cuantitativa). Este ensayo es una
metilacion no especifica y por lo tanto amplificacion PCR en tiempo real no sesgada. Esto estda acompafado por el uso
de dos sondas especificas de metilacion (Metilight™) una para el amplificado metilado y un segundo para el amplificado
no metilado. De esta forma, se generan dos sefiales que se pueden utilizar a) para determine la relacion de acidos
nucleicos metilados (CG) a no metilados (TG), y al mismo tiempo b) para determinar la cantidad absoluta de acidos
nucleicos metilados. Para el ultimo, es necesaria una calibracién del ensayo con una cantidad conocida del ADN de
control.

Preferiblemente, el método para amplificacion especifica de metilacion simultanea y la deteccién es un método PCR
Headloop. El método PCR Headloop es un método PCR de supresion. Se lleva a cabo esencialmente como se describe
en Rand K.N., et al.,, Nucleic Acid Research, 33(14), e127. Es un método PCR para distinguir las secuencias
relacionadas en las que la selectividad de amplificacion es dependiente de la secuencia de amplicén. Se incluye una
extension 5 en uno (o ambos) cebadores que corresponden a las secuencias dentro de uno de los amplicones
relacionados. Después de copia e incorporacion en el amplificado esta secuencia es luego capaz de regresar, hibridar a
las secuencias internas y cebar para formar una estructura de horquilla. Esta estructura luego evita amplificacion
adicional. De esta forma, no se afecta la amplificacién de las secuencias que contienen un emparejamiento correcto
para la extension 5 mientras que la amplificacion de las secuencias que contienen emparejamiento incorrecto o que
carecen de la secuencia se suprime.

Preferiblemente, el método para amplificacion especifica de metilacién simultanea y la deteccién es una combinacion
del método PCR Headloop y el método Metilight™, también denominado método Headloop Metilight™.

Preferiblemente, el método para amplificacion especifica de metilacion simultanea y la deteccién es un método
Scorpion™. Este método primero se describe por Whitcombe et al.: Detection of PCR products using self-probing
amplicons and fluorescence. Nat Biotechnol. 1999; 17(8):804-7; Thelwell et al.. 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 A1). Diversas realizaciones de este método se conocen por aquellos expertos en la técnica. Todos
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estos métodos tienen sondeo intramolecular en comun. De acuerdo con la asi llamada variante Hairloop, los cebadores
Scorpion™ poseen una secuencia de sonda especifica en su extremo 5. Esta secuencia esta presente en una
configuracion similar a Hairloop. Se ubican un tinte fluorescente y un extintor en proximidad espacial al final de la
secuencia de sondeo. Después de desnaturalizaciéon posterior a un ciclo de amplificacién, la sonda hibrida
intramolecularmente en la secuencia de cebador alargado de la misma hebra. Por lo tanto el Hairloop se abre, el tinte y
el extintor se separan y de esta forma se puede detectar la sefal del tinte.

Otras variantes del método Scorpion™ son por ejemplo la variante Duplex (Solinas et al.: Duplex Scorpion™ primers in
SNP analysis and FRET applications. Nucleic acids Res. 2001 Oct 15;29(20):E96), o las variantes como se describe en
los documentos US 6,326,145 y US 20030087240).

Preferiblemente, el método Scorpion™ es un método como se describe esencialmente en el documento WO 05/024056.

Preferiblemente, el método para amplificacion especifica de metilacién simultanea y la deteccion es una combinacion
del método HeavyMetil™ y el método Scorpion™, también denominado método HeavyMetil™ Scorpion™.

Preferiblemente, el método para amplificacion especifica de metilacién simultanea y la deteccién es una combinacion
del método HeavyMetil™ y el método Metilight™, también denominado método HeavyMetil™ Metilight™.

Preferiblemente, el método para amplificacion especifica de metilacién simultanea y la deteccién es una combinacion
del método MSP y el método Scorpion™, también denominado método MSP Scorpion™.

Preferiblemente, el método para amplificacion especifica de metilacién simultanea y la deteccién es una combinacion
del método Headloop y el método Scorpion™, también denominado método Headloop Scorpion™.

Preferiblemente, el método para amplificacion especifica de metilacion simultanea y la deteccion es un método de
extension de cebador especifico de metilacion. Un experto en la técnica conoce varios métodos que se pueden utilizar
de acuerdo con la invencion.

Preferiblemente, el método de extension de cebador especifico de metilacion es el método Ms-SNuPE (Extension de
Cebador de Nucledtido Unico sensible a metilacion). El método Ms-SNuPE es un método como se lleva a cabo
esencialmente como se describe en Gonzalgo et al., Nucleic acids Research 25(12), 2529-2531, 1997 y Patente
Estadounidense 6, 251, 594. De acuerdo con el método Ms-SNuPE, se amplifican las regiones de interés mediante PCR
de ADN tratado con bisulfito. Después de la purificacion de los productos PCR, los cebadores se hibridan proximamente
en la parte frontal de la posicién que se va a analizar. El cebador luego se alarga mediante un Unico nucleétido con
dCTP etiquetado o con dTTP etiquetado en forma diferente. En el caso que la citosina en el ADN original se metile,
luego se incorporara dCTP debido a que las citosinas metiladas permanecen sin cambio durante tratamiento de bisulfito.
En otro caso, la citosina en el ADN original ADN no se metila, luego se incorporara dTTP debido a que la citosina no
metilada se convierte a uracilo mediante tratamiento de bisulfito y PCR posterior sustituira uracilo por timina. Mediante la
deteccion de las diferentes etiquetas, se puede distinguir si una citosina de una posicion CpG se metila o no metila. El
método MS-SNuUPE también se puede realizar en forma cuantitativa.

Preferiblemente, el método de extension de cebador especifico de metilacion es un método como se describe
esencialmente en los documentos WO 01/062960, WO 01/062064, o WO 01/62961. Todos estos métodos se pueden
realizar en forma cuantitativa. De acuerdo con el documento WO 01/062960, el cebador que se extiende hibrida con su
terminal 3’ complete o solo parcialmente en las posiciones de interés. Una extensién de por lo menos un nucleétido
ocurre solo si el cebador hibrida completamente. El documento WO 01/062064 describe un método en el que el cebador
que se extiende hibrida proximamente adyacente o a una distancia de hasta diez bases en la posicidon que se va a
analizar. El cebador luego se extiende mediante por lo menos un unico nucleétido. El tercer método se describe en el
documento WO 01/62961. De acuerdo con este método, se hibridan dos grupos de oligonucleétidos al ADN amplificado
después de tratamiento de bisulfito. El primer tipo de oligonucleétido hibrida 5 préximamente adyacente o a una
distancia de hasta 10 bases en la posicion que se va a analizar. El segundo tipo de oligonucledétido hibrida en el ADN
amplificado de tal manera que su terminal 5’ hibrida 3’ préximamente adyacente a dicha posicidon que se va a analizar. A
través de estos, los dos oligonucledtidos se separan entre si por un espacio en el rango de 1 a 10 nucledtidos. El primer
tipo de oligonucledtido luego se extiende por medio de una polimerasa, en donde se agrega no mas que el nimero de
nucledtidos esta entre los dos oligonucledtidos. Por lo tanto se utilizan nucleétidos que comprenden dCTP y/o dTTP
diferencialmente etiquetado. Los dos oligonucleétidos luego se ligan entre si por medio de una enzima de ligasa. En el
caso que la citosina del ADN original se metile, luego se incorporara dCTP. En el caso que la citosina en el ADN original
no se metile, entonces se incorporara dTTP.

Por supuesto también son adecuados otros métodos similares, que son métodos desarrollados adicionalmente de los
métodos mencionados o combinaciones de los mismos.
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La invencion proporciona un método mejorado para la determinacion de la metilacion del gen septina 9 mediante un
ensayo con base en amplificacion. En particular, la presencia o ausencia de dinucledtidos CpG del gen septina 9 se
determina mediante ensayos con base en amplificacion de la invencién. Especificamente, el método comprende:

a) tratar ADN genomico con uno o mas reactivos para convertir bases de citosina no metiladas a sulfonato de uracilo o a
otra base que tiene un comportamiento de unién diferente que citosina, mientras que la citosina metilada permanece sin
cambio;

b) amplificar el ADN tratado por medio de

i) un oligonucledtido que comprende o que consiste de una secuencia definida por la SEQ ID NO: 5 o una variante de la
misma con eliminacion del terminal 5° y/o del terminal 3 de 1, 2, 3, 4 0 5 nucledétidos; y

ii) un oligonucledtido que comprende o que consiste de una secuencia como se define por la SEQ ID NO: 44 o una
variante de la misma con eliminacion del terminal 5" y/o del terminal 3 de 1, 2, 3, 4 o 5 nucledtidos;

en donde dichos oligonucleétidos son adecuados para uso como cebadores;

c) deducir la presencia o ausencia de metilacion de los dinucledtidos CpG amplificados en la etapa b) de los resultados
de la etapa b).

De acuerdo con una realizacién preferida, se puede extraer ADN o de otra forma aislar de una muestra obtenida de un
individuo. EI ADN gendmico se trata con uno o mas reactivos para convertir bases de citosina no metiladas a uracilo o a
otra base que es detectablemente diferente a citosina en términos de las propiedades de hibridacion, mientras que la
citosina metilada permanece sin cambio. Un reactivo preferido es un reactivo de bisulfito. Otros reactivos preferifos con
desaminasas citidina. Estas enzimas convierten citidina no metilada mas rapido que citidina metilada (Brandsteitter et al.
Activation induced cytidine deaminase deaminates deoxicytidine on single-stranded ADN but requires the action of
RNase. Proc Natl Acad Sci USA. 2003 Apr 1; 100(7):4102-7).

Después de esto el ADN tratado se somete a una reacciéon de amplificacién, en donde la secuencia metilada se
amplifica preferiblemente sobre la secuencia no metilada, o en donde la secuencia no metilada se amplifica
preferiblemente sobre la secuencia metilada. Preferiblemente la amplificacion es una amplificacion PCR.

Se hace una conclusion acerca de la metilacion del gen septina 9 mediante la deteccion de la cantidad de la secuencia
preferiblemente amplificada con el tiempo. Dicha deteccién se lleva a cabo preferiblemente por medio de analisis en
tiempo real, particularmente analisis PCR en tiempo real preferido, analisis PCR Tagman en tiempo real, o analisis PCR
Lightcycler en tiempo real.

De acuerdo con el documento WO 2006/113466, se puede determinar la metilacion del gen septina 9 por medio de los
oligonucledtidos de la SEQ ID NO: 92 y 93 utilizados como cebadores, los oligonucleétidos de la SEQ ID NO: 94
utilizados como bloqueador, y el oligonucleétido de la SEQ ID NO: 31 se utiliza como sonda. Como una alternativa al
oligonucledtido de la SEQ ID NO: 31, la combinacion de oligonucleétido de la SEQ ID NO: 95 y 96 se puede utilizar
como combinacion de sonda.

La invencion se refiere a un ensayo B, en el que se analiza el ADN genomico de la SEQ ID NO: 87 dicha secuencia
hace parte del gen septina 9. Después del tratamiento del ADN genémico con uno o mas reactivos, preferiblemente con
un reactivo de bisulfito, la hebra sentido o la secuencia complementaria inversa de la misma se analiza adicionalmente.

Por lo tanto el siguiente se utiliza el oligonucledtido o un oligonucleétido que consiste esencialmente del mismo como un
cebador delantero e hibrida la metilacién independientemente en el ADN tratado con bisulfito:

SEQ ID NO: 44 GATTGGTTGTTTATTAGTTATTATGT (emparejamiento incorrecto general “G”)

La hibridacion independiente de metilacion se logra por medio de un nucledtido de emparejamiento incorrecto general
tal como pero no limitado a guanina, arginina, o cualquier otro nucleétido o base adecuado artificial. El término “general”
en este contexto significa que la base de emparejamiento incorrecto no se forma con la citosina metilada ni con la
citosina no metilada convertida un par base Watson-Crick. Alternativamente, la hibridacién independiente de metilacion
se logra por medio de una base universal tal como por ejemplo pero no limitado a nitroindol.

El siguiente oligonucledétido o un oligonucledtido que consiste esencialmente del mismo se utiliza como un cebador
inverso:

16



10

15

20

25

ES 2570 828 T3

SEQIDNO:5 AAATAATCCCATCCAACTA

Preferiblemente, la amplificacion utiliza uno de los siguientes oligonucledtidos o un oligonucledtido que consiste
esencialmente del mismo, en donde dicho oligonucleétido se utiliza como un bloqueador. A través de esto, en una
realizacion, el ADN metilado se amplifica preferiblemente sobre el ADN no metilado, aunque en otra realizacién, el ADN
no metilado se amplifica preferiblemente sobre el ADN metilado:

SEQIDNO:7 GTTATTATGTTGGATTTTGTGGTTAATGTGTAG-INV
SEQIDNO:49 ATTATGTTGGATTTTGTGGTTAATGTGTAGTTG-INV
SEQIDNO:50 ATTATGTTGGATTTTGTGGTTAATGTGTAGTTG-INV
SEQID NO: 51 CCATCCAACTACACATTAACCACAAAATCCA-INV
SEQID NO: 52 ATCCAACTACACATTAACCACAAAATCCA-INV

SEQID NO: 53 CCAACTACACATTAACCACAAAATCCAA-INY

SEQID NO: 54 CAACTACACATTAACCACAAAATCCA-INV
SEQIDNO:50 ATTATGTTGGATTTTGTGGTTAATGTGTAGTTG-C3
SEQIDNO:7 GTTATTATGTTGGATTTTGTGGTTAATGTGTAG-C3
SEQIDNO:55 ATTAGTTATTATGTTGGATTTTGTGGTTAATGTGTAG-C3
SEQIDNO:56 AGTTATTATGTTGGATTTTGTGGTTAATGTGTAGTTG-C3
SEQIDNO:57 TTATGTTGGATTTTGTGGTTAATGTGTAGTTGG-C3

(INV = ligado base invertida (3'-3’); C3 = grupo propilo)

Dichos oligonucledtidos utilizados como bloqueadores pueden tener las modificaciones indicadas o cualesquiera otras
modificaciones adecuadas que permiten que los oligonucledtidos actien como bloqueadores, por ejemplo pero no
limitado a acridina. Sin embargo, las modificaciones indicadas también se prefieren particularmente.

En particular, la SEQ ID NO: 7 se prefiere como bloqueador. En particular, se prefiere una modificacion C3 a una
modificacion INV.

Se puede detectar ADN tratado amplificado mediante cualquier medio conocido en la técnica. En el caso mas simple,
esto es bromuro de etidio o verde SYBR. Preferiblemente, se detecta ADN amplificado tratado por medio de uno de los
siguientes oligonuclestidos o un oligonucledtido que consiste esencialmente del mismo, en donde dicho oligonucleétido
se utiliza como sonda:

SEQ IDNO: 658 HEX-CGGATTTCGCGGTTAACGC-BHQ1
SEQ IDNO:59 HEX-CGTTAACCGCGAAATCCG-BHQ1

SEQ ID NO:60 HEX-CGCGTTAACCGCGAAATC-BHQ1

SEQ ID NO:59 TexRed-CGTTAACCGCGAAATCCG-BBQB50
SEQ ID NO: 8 TexRed-TTAACCGCGAAATCCGAC-BBQB50
SEQ IDNO: 61 TexRed-ATTTCGCGGTTAACGCG-BBQE50

(HEX, TexRed son tintes fluorescentes; BHQ1 = BlackHoleQuencher 1 y BBQ650 = Black-Berry Quencher 650 son
extintores bien conocidos en la técnica)

Dichos oligonucleoétidos utilizados como sondas pueden tener el etiquetado indicado con tintes y extintores o cualquier
otro etiquetado adecuado con tintes o extintores. Sin embargo se prefieren en partes los tintes indicados o extintores.

En particular, la SEQ ID NO: 8 se prefiere como sonda.

Se describe adicionalmente un ensayo C, en el que se analiza el ADN gendmico de SEQ ID NO: 88 de dicha secuencia
que hace parte del gen septina 9. Después del tratamiento del ADN genémico con uno o mas reactivos, preferiblemente
con un reactivo de bisulfito, se analiza adicionalmente la hebra antisentido o la secuencia complementaria inversa de la
misma.
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Por esto, uno de los siguientes oligonucledtidos o un oligonucledtido que consiste esencialmente de los mismos se
utiliza como un cebador delantero:

SEQID NO: 12 CCCACCAACCATCATAT
SEQID NO: 13  CCCACCAACCATCATATC
SEQID NO: 14  ACCCACCAACCATCATA
SEQID NO: 15 CTACCCACCAACCATCATAT
SEQID NO: 1 CCACCAACCATCATATC

En particular, la SEQ ID NO: 1 se prefiere como cebador delantero.

Uno de los siguientes oligonucledtidos o un oligonucledtido que consiste esencialmente del mismo se utiliza como un
cebador inverso e hibrida independientemente la metilacion en el ADN tratado con bisulfito:

SEQ ID NO: 16  GAAGTTGGAAATGATTTTATTTAGTT (emparejamiento incorrecto "G")
SEQ ID NO: 17 GAAGTTGGAAATGATTTTATTTAGTTG (emparejamiento incorrecto "G")
SEQ ID NO: 18 GAAGTTAGAAATGATTTTATTTAGTT (emparejamiento incorrecto "A")
SEQ ID NO: 19 GAAGTTAGAAATGATTTTATTTAGTTG (emparejamiento incorrecto "A")

SEQID NO: 20 AAGTT-dS-GAAATGATTTTATTTAGTT
SEQID NO: 21 GAAGTT-dS-GAAATGATTTTATTTAGTT
SEQ ID NO: 2 GAAGTT-dS-GAAATGATTTTATTTAGTTG
SEQID NO:22 AAGTT-dS-GAAATGATTTTATTTAGTTG

-dS- = separador’)
-dS- = separador’)
-dS- = separador’)

—— —

-dS- = separador’)

La hibridacion independiente de metilacion se logra por medio de un separador, en particular un dSpacer, o por medio
de un nucledtido de emparejamiento incorrecto general tal como pero no limitado a guanina, arginina, o cualquier otro
nucleétido o base adecuado artificial. El término “general” en este contexto significa que la base de emparejamiento
incorrecto no forma con la citosina metilada ni la citosina no metilada convertida un par base Watson-Crick.
Alternativamente, la hibridacion independiente de metilacion se logra por medio de una base universal tal como por
ejemplo pero no limitado a nitroindol. En particular se prefiere la SEQ ID NO: 21 como cebador inverso.

Preferiblemente, la amplificacion utiliza uno de los siguientes oligonucledtidos o un oligonucledtido que consiste
esencialmente de los mismos como bloqueador con el propdsito de amplificar preferiblemente el ADN metilado sobre el
ADN no metilado:

SEQ ID NO: 23 CATCATATCAAACCCCACAATCAACACACAAC-INV
SEQ ID NO: 24 CCATCATATCAAACCCCACAATCAACACACAA-INV
SEQ ID NO: 9 ACCATCATATCAAACCCCACAATCAACACACA-INV
SEQ ID NO: 23 CATCATATCAAACCCCACAATCAACACACAAC-C3
SEQ ID NO: 3 CCATCATATCAAACCCCACAATCAACACACA-C3
SEQ ID NO: 91 CCATCATATCAAACCCCACAATCAACACAC-C3
SEQ ID NO: 25 ATCATATCAAACCCCACAATCAACACACAACT-C3
SEQ ID NO: 26 ACCATCATATCAAACCCCACAATCAACACAC-C3
SEQ ID NO: 27 AACCATCATATCAAACCCCACAATCAACACAC-C3
SEQ ID NO: 28 AGTTGTGTGTTGATTGTGGGGTTTGATA-C3

SEQ ID NO: 29 AGTTGTGTGTTGATTGTGGGGTTTG-C3

SEQID NO: 30 ATTTAGTTGTGTGTTGATTGTGGGGTTTGAT-C3

(INV = ligado base invertido (3'-3’); C3 = grupo propilo)

Dichos oligonucledtidos utilizados como bloqueadores pueden tener las modificaciones indicadas o cualesquiera otras
modificaciones adecuadas que permite que los oligonucledtidos actien como bloqueadores, por ejemplo pero no
limitado a acridina. Sin embargo, las modificaciones indicadas se prefieren en particular.
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En particular, se prefiere la SEQ ID NO: 3 como blogueador. En particular, se prefiere una modificacion C3 a una
modificacion INV.

El ADN tratado amplificado se puede detectar mediante cualquier medio conocido en la técnica. En el caso mas simple,
esto es bromuro de etidio o verde SYBR. Preferiblemente, el ADN tratado amplificado se detecta por medio de uno de
los siguientes oligonucledtidos o un oligonucleétido que consiste esencialmente de los mismos, en donde dicho
oligonucledtido se utiliza como sonda:

SEQ ID NO: 31 FAM-GAACCCCGCGATCAACGCG-BHQ1

SEQIDNO: 32 FAM-TAGTTGCGCGTTGATCGCGG-BHQ1
SEQ IDNO: 33 FAM-TAGTTGCGCGTTGATCGC-BHQ1
SEQ IDNO: 34 FAM-CCGCGATCAACGCGC-BHQ1
SEQ ID NO: 35 FAM-CGCGTTGATCGCGGG-BHQ1
SEQIDNO: 36 FAM-CGCGTTGATCGCGG-BHQ1
SEQ ID NO: 37 FAM-ACCCCGCGATCAACG-BHQ1
SEQ IDNO: 38 FAM-TGATCGCGGGGTTCG-BHQ1
SEQ IDNO: 39 FAM-AACCCCGCGATCAAC-BHQ1
SEQ IDNO: 40 FAM-GTTGATCGCGGGGTT-BHQ1
SEQ IDNO: 41 FAM-CCCCGCGATCAACG-BHQ1

SEQ ID NO: 4 FAM-GATCGCGGGGTTCGATA-BHQ1
SEQ IDNO: 42 FAM-CGATCAACGCGCAACTAA-BHQ1

(FAM es un tinte fluorescente; BHQ1 = BlackHoleQuencher 1 es extintor bien conocido en la técnica)

Dichos oligonucleoétidos utilizados como sondas pueden tener el etiquetado indicado con tintes y extintores o cualquier
otro etiquetado adecuado con tintes y extintores. Sin embargo los tintes indicados y extintores se prefieren en particular.
En particular, se prefiere como sonda la SEQ ID NO: 4.

En una realizacién particularmente preferida, una realizacion del ensayo C se combina con una realizacion del ensayo
B.

Puede variar la posicion de los oligonucledtidos que consiste de esencialmente de la SEQ ID NO: 1-84 y 91. Por esto, la
secuencia de oligonucledtidos de la SEQ ID NO: 1-84, 91 se puede modificar mediante eliminacion del terminal 5,
eliminacion del terminal 3', adicion del terminal 5’ y/o adicion del terminal 3’ de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, o 10 nucledtidos.
La adicion de nucledtidos se lleva a cabo preferiblemente de acuerdo con la secuencia del ADN gendmico convertido,
en donde las citosinas que son putativamente capaces de ser metiladas (citosina dentro de los dinucleétidos CpG) se
reemplazan por separadores, bases universales o nucleétidos generalmente de emparejamiento incorrecto en el caso
que se utilice oligonucleétido modificado como un cebador. En el caso en que se utilice el oligonucledtido modificado
como un bloqueador, las citosinas putativamente capaces de ser metiladas permanecen siendo citosinas en donde se
debe reprimir la amplificacion del ADN metilado, o dichas citosinas se reemplazan por timina en donde la amplificacion
del ADN no metilado se debe represar. En el caso que se utilice el oligonucledtido modificado como una sonda, las
citosinas putativamente son capaces de ser citosinas que permanecen metiladas en donde la amplificacién del ADN no
metilado se debe detectar, o dichas citosinas se reemplazan por timidina en donde se debe detectar la amplificacion del
ADN no metilado.

Se puede analizar el ADN genémico que consiste esencialmente de la SEQ ID NO: 89, o mas preferiblemente de la
SEQ ID NO: 90. Por esto, se utilizan uno, dos, tres, cuatro o mas, preferiblemente dos o cuatro oligonucleétidos que se
seleccionan del grupo que consiste de las secuencias que consisten esencialmente de la SEQ ID NO: 1, 2, 5, 6, 12-22,
43-48, 62-72 como cebadores.

Se prefiere particularmente que se utilizan como bloqueadores uno, dos, tres o mas, preferiblemente uno o dos
oligonucledtidos seleccionados del grupo que consiste de las secuencias que consisten esencialmente de la SEQ ID
NO: 3, 9, 7, 23-30, 49-57, 73-76, 91. Se prefiere particularmente que se utilizan como sondas uno, dos, tres, cuatro o
mas, preferiblemente uno, dos, o cuatro oligonucleétidos seleccionados del grupo que consiste de las secuencias que
consiste esencialmente de la SEQ ID NO: 4, 8, 31-42, 58-61, 77-84.

El gen septina 9 que se puede analizar por medio de oligonucleétidos que hibridan bajo condiciones exigentes, son
idénticos o complementarios a la SEQ ID NO: 89, o mas preferiblemente la SEQ ID NO: 90, asi como también a las
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secuencias variantes que se presentan en forma natural de la SEQ ID NO: 89, o mas preferiblemente la SEQ ID NO: 90.
Los oligonucleétidos que se van a utilizar como cebadores tienen una longitud en el rango de 12-32 nucledtidos,
preferiblemente 16-18 nucledtidos. Los oligonucledtidos que se van a utilizar como bloqueadores tienen una longitud en
el rango de 20-45 nucledtidos, preferiblemente 25-37 nucledtidos. Los oligonucledtidos que se van a utilizar como
sondas tienen una longitud en el rango de 10-30 nucleétidos, preferiblemente 14-25.

Utilidad del método reivindicado y los métodos descritos

El método reivindicado y los métodos descritos tienen en particular utilidad diagndstica para trastornos proliferativos
celulares, en particular para la deteccion o diagndstico de carcinoma de colon o carcinoma hepatico.

La presente invencion permite el diagndstico de eventos que es desventajoso para pacientes o individuos en los que los
parametros epigenéticos importantes dentro del gen septina 9 se utilizan como marcadores. Dichos parametros se
pueden comparar con otro grupo de parametros epigenéticos, las diferencias sirven como la base para un diagndstico
de eventos que son desventajosos para pacientes o individuos.

Mas especificamente la presente invencion permite la deteccion de poblaciones en riesgo para la detecciéon temprana
de canceres, mas preferiblemente carcinomas colorrectales y carcinomas hepaticos. Los trastornos proliferativos
celulares neoplasicos, mas particularmente carcinomas, presentan un gen Septina 9 metilado, cuando se oponen a
tejidos normales que no lo hacen.

Especificamente, la presente invencion proporciona ensayos de diagnostico de cancer con base en la medicion de
metilacion diferencial de dinucledtidos CpG del gen septina 9 (SEQ ID NO: 85; en particular SEQ ID NO: 86, 87
(nucledtido 9295902 a nucledtido 9295840 del Numero de Acceso GenBank NT_010641.15) y SEQ ID NO: 88
(nucleostido 9295830 a nucledtido 9295894 del Numero de Acceso GenBank NT_010641.15). Normalmente, Esto implica
(a) obtener una muestra de un sujeto; (b) realizar una de las realizaciones del método descrito aqui para determinar la
metilacion del gen septina 9, preferiblemente de la secuencia de la SEQ ID NO: 85, y mas preferiblemente de la SEQ ID
NO: 86, 87 y/o 88 derivado de la muestra, con relaciéon a una muestra de control, o un estandar conocido; y (c) hacer un
diagnéstico con base en por lo menos partes de este.

El método de la invencion es util para evaluar la metilacion del gen septina 9 es decir para la deteccion de la presencia
de metilacion de los dinucleotidos CpG cubiertos por los ensayos de amplificacion como se define por las realizaciones
descritas aqui.

Se considera que dichos dinucleétidos CpG se metilan, en donde se detecta un amplificado por medios adecuados por
ejemplo pero no limitado por medio de una o mas de las sondas o combinaciones de sondas descritas aqui. Se
considera que dichos dinucleétidos CpG no se metilan, cuando no se detecta amplificado por medios adecuados por
ejemplo pero no limitado por medio de una o mas de las sondas o combinaciones de sondas descritas aqui.

Las realizaciones descritas del método también son en particular Utiles para el diagndstico de trastornos proliferativos
celulares, mas preferiblemente carcinoma colorrectal y carcinoma hepatico.

Los métodos descritos aqui se utilizan preferiblemente y son aplicables para diagnéstico, clasificacion y/o prondstico de
eventos adversos para pacientes o individuos, por lo que estos eventos adversos pertenecen a por lo menos una de las
siguientes categorias:

interacciones indeseadas del farmaco; enfermedades de cancer; trastornos proliferativos celulares; carcinoma de colon;
carcinoma hepatico; disfuncion del SNC; dafio o enfermedad; sintomas de agresividad o alteraciones del
comportamiento; consecuencias clinicas, sicolégicas y sociales de dafo cerebral; trastornos de la personalidad y
alteraciones sicéticas; demencia y/o sindromes asociados; enfermedad cardiovascular, disfunciéon o dafo; disfuncion,
dafo o enfermedad del tubo gastrointestinal; disfuncion, dafio o enfermedad del sistema respiratorio; lesién, inflamacion,
infeccion, inmunidad y/o convalecencia; disfuncion, dafio o enfermedad del cuerpo como una anormalidad en el proceso
de desarrollo; disfuncion, dafio o enfermedad de la piel, de los musculos, del tejido conectivo o de los huesos; disfuncion
endocrino y metabodlico, dafio o enfermedad; cefaleas o disfuncién sexual.

Los métodos descritos aqui se utilizan preferiblemente y son aplicables para distinguir tipos de células y/o tejidos y/o
para investigar la diferenciacion celular.

Los métodos descritos aqui se utilizan preferiblemente y son aplicables para el descubrimiento de un marcador de
metilacion, en donde el marcador es indicador de eventos adversos para pacientes o individuos, por lo que estos
eventos adversos pertenecen a por lo menos una de las siguientes categorias:

interacciones indeseadas del farmaco; enfermedades de cancer; trastornos proliferativos celulares; carcinoma de colon;
carcinoma hepatico; disfuncion del SNC; dafio o enfermedad; sintomas de agresividad o alteraciones del
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comportamiento; consecuencias clinicas, sicolégicas y sociales de dafo cerebral; trastornos de la personalidad y
alteraciones sicéticas; demencia y/o sindromes asociados; enfermedad cardiovascular, disfunciéon o dafo; disfuncion,
dafo o enfermedad del tubo gastrointestinal; disfuncion, dafio o enfermedad del sistema respiratorio; lesién, inflamacion,
infeccion, inmunidad y/o convalecencia; disfuncion, dafio o enfermedad del cuerpo como una anormalidad en el proceso
de desarrollo; disfuncion, dafio o enfermedad de la piel, de los musculos, del tejido conectivo o de los huesos; disfuncion
endocrino y metabodlico, dafio o enfermedad; cefaleas o disfuncién sexual.

Definiciones

En aspectos particulares, el término “esencialmente que consiste” o el término “que consiste esencialmente” se refiere a,
pero no se limita a, las secuencias de ADN que son idénticas, o comparten una homologia en el rango de 75-100 %. El
término se utiliza para reflejar la varianza que se presenta en forma natural del genoma de sujetos individuales.
Alternativamente, dichos términos como se utiliza aqui para describir una secuencia de acidos nucleicos mediante red a
una SEQ ID NO: debe abarcar una secuencia que difiere de dicha SEQ ID NO: ennomas de 1, 2,34, 5,6, 7, 8,9, 10,
11,12, 13, 14 0 15 bases.

En aspectos particulares, el término “oligonucleétido” se refiere a, pero no se limita a, oligonucleétidos de ADN,
oligonucledtidos de ARN, oligémeros de PNA o derivados de los mismos tales como por ejemplo pero no limitado a
oligonucledtidos LNA.

En aspectos particulares, el término “estado de metilacion” se refiere a, pero no se limita a, la presencia o ausencia de
metilacién de un nucleétido. Por lo tanto dicho nucleétido tiene la capacidad de ser metilado o ser no metilado. Se puede
cuantificar un estado de metilacién, en donde a se considera sobre mas de un acido nucleico.

En aspectos particulares, el término “patron de metilacion” se refiere a, pero no se limita a, la presencia o ausencia de
metilacion de dos o mas dinucleétidos CpG. Dicho uno o mas nucleétidos estan comprendidos en una Unica molécula
de acido nucleico. Tienen la capacidad de ser metilados o no metilados. Se puede cuantificar un patron de metilacion,
cuando se considera sobre mas de un acido nucleico. A este respecto, dos o mas dinucleétidos CpG se consideran que
son co-metilados cuando dichos dos 0 mas dinucleétidos CpG muestran el mismo comportamiento de metilacion.

En aspectos particulares, el término “analisis de metilacion” se refiere a, pero no se limita a, el analisis de la presencia o
ausencia de uno o mas patrones de metilacién. De forma sindnima, se refiere a, pero no se limita a, el analisis de la
presencia o ausencia de metilacion de una o mas citosinas.

En aspectos particulares, el término “dinucleétido CpG” se refiere a, pero no se limita a, la secuencia 5-CG-3’ en un
acido nucleico, en particular en un ADN, y mas particularmente en un ADN gendmico.

En aspectos particulares, el término “cebador” se refiere a, pero no se limita a, un oligonucledtido que es capaz de ser
alargado.

En aspectos particulares, el término “bloqueador” se refiere a, pero no se limita a, un oligonucleétido que es capaz de
evitar o por lo menos reducir la probabilidad de una reaccion de alargamiento o amplificacién de cebador.

En aspectos particulares, el término “sonda” se refiere a, pero no se limita a, ya sea un oligonucleétido adecuado para la
deteccion de un cebador alargado o de un amplificado o a un oligonucleétido de la secuencia complementaria inversa
de dicho oligonucledtido adecuado.

En aspectos particulares, el término “combinacion de sonda” se refiere a, pero no se limita a, un conjunto de dos
oligonucledtidos en el que dichos dos oligonucledtidos juntos son adecuados para deteccion de un cebador alargado o
de un amplificado. El término también se refiere pero no se limita al conjunto de oligonucledtidos que son inversos
complementarios a la secuencia de dicho conjunto adecuado de oligonucleétidos.

En aspectos particulares, el término “ensayo combinado” se refiere a, pero no se limita a, una reaccion de amplificacion
de compuesto que comprende o consiste de dos reacciones de amplificacion individuales. Preferiblemente, una de
dichas reacciones de amplificacion individuales se localiza en la cadena sentido, mientras que la otra se localiza en la
cadena antisentido. Sin embargo, ambas de dichas reacciones de amplificacion individuales se refieren al mismo sitio
gendémico.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Comparacion de los granulos y los Kits para purificacion de ADN gendmico a partir de muestras remotas (por
ejemplo, muestras de plasma).
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Las muestras de plasma de sangre se adquirieron de CLINIQA (San Marcos, CA, EE.UU., Numero de Articulo 1503). Se
extrajo el ADN a partir de 5 ml de plasma por medio de Kits y granulos enumerados en la Tabla 1 siguiendo los
protocolos suministrados por los proveedores. Cuando se disefiaron los protocolos para volumenes mas bajos, se
realizaron extracciones paralelas, la muestra combinada y el rendimiento se determiné para 5 ml. Se determinaron los
calculos de rendimiento mediante comparacion con los granulos de Kit MagNa Pure LC Total Nucleic Acid, de gran
volumen (Numero de Articulo 03264793001) como estandar. La Tabla 1 muestra el rendimiento (= recuperacion en %)
de ADN gendmico segun se determina mediante el ensayo de cuantificacion CFF1. Se realiz6 el ensayo CFF1 como se
describié en el documento WO 2007/039101. Los calculos de rendimiento se derivaron de multiples experimentos.

Tabla 1 resumen de granulos y Kits probados para la purificacion de ADN genémico a partir de muestras de plasma.

Perla/ Kit Fabricante Rendimiento (=
recuperacion en %)

Granulos de Kit de Acido Nucleico Total LC Puro MagNa, de gran | Roche Diagnostics | 100%
volumen (Numero de Articulo 03264793001) Corporation
Zymobeads 1 ml (Namero de Articulo ZY D3004-3-1) Zymo Research Corporation | 86
Granulos de Kit de Aislamiento de ADN MagaZorb, 200 | Cortex Biochem Inc. 59%
preparaciones (Numero de Articulo 100164-976)
Granulos SIMAG/NMP-silanol (sin Numero de Articulo esta | Chemicell GMBH 0%
disponible)
Granulos de SIMAG/FK-silanol (Nimero de Articulo 1101-1 o | Chemicell GMBH 100%
1101-5)
Granulos de SIMAG/ NK-silanol (sin Numero de Articulo esta | Chemicell GMBH 74%
disponible)
Granulos de SIMAG/ -silanol (sin Numero de Articulo estad | GmbH29%
disponible) Chemicell
Granulos de SIMAG/TH-silanol (sin Numero de Articulo | Chemicell GmbH 29%
disponible)
Granulos de Kit Genomico MagneSil®, Sistema de Volumen | Promega Corporation 32%
Grande (Numero de Articulo A4080)
Granulos de Kit de gADN GeneCatcher de 3-10 ml de sangre | Invitrogen Corporation 19%
(Numero de Articulo CS21110)

i 0,
Granulos de Kit ADN/ARN Viral chemagic especial (Numero de ?het:na?e:n Biopolymer | 179%
Articulo 1002) echnolgie

Aktiengesellschaft

Granulos magnéticas Lumigen (Numero de Articulo no disponible) | Lumigen Inc. 0%

Ejemplo 2: Comparacion de granulos y Kits para la purificacion de ADN tratado con bisulfito

Se purificaron 100 ng de una mezcla 1: 1 de ADN de alto peso molecular y de bajo peso molecular de ADN tratado con
bisulfito contiene sulfonato de uracilo y no uracilo con diferentes granulos de acuerdo con las recomendaciones de los
fabricantes. La Tabla 2 muestra el rendimiento (= recuperacién) de ADN tratado con bisulfito segun se determiné
mediante ensayo de cuantificacion CFF1. Se realizé6 el ensayo CFF1 como se describe en el documento WO
2007/039101.

Tabla 2 resumen de granulos y Kits probados para purificaciéon de ADN tratado con bisulfito
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Perla/ Kit Fabricante Rendimiento (=
recuperacion en %)

Granulos de Kit ChargeSwitch Total RNA Cell (Niumero | Invitrogen Life Technologies 0

de Articulo CS14010)

Granulos de Kit de Purificacion de ADN CST Forensic | DNA Research Innovations 0

(Numero de Articulo 11200 C) Ltd.

ZymoBeads™ (Numero de Articulo D3004-3-4) Zymo Research Corporation 35-50

Granulos SIMAG/FK-Silanol (Numero de Articulo 1101-1 [ Chemicell GmbH 65-75

o 1101-5)

Granulos de Kit de ADN/ARN Viral chemagic Numero de | Chemagen Biopolymer | 80-90

Articulo 1002) Technolgie Aktiengesellschaft

Kit de Aislamiento de Acido Nucleico Compacto Puro | Roche Diagnostics | 10-15

MagNA (I) Volumen Grande (Numero de Articulo | Corporation

3310515)

Ejemplo 3: Aislamiento de ADN gendémico a partir de muestras remotas (de sangre).

A) Aislamiento por medio de granulos de Kit de ARN/ADN Viral Chemagic (Chemagen Biopolymer-Technologie AG,
Alemania, Numero de Articulo 1002) - Protocolo |

Se recogid plasma como se describe en el documento WO 2006/113770. En resumen, se extrajo sangre en tubos de
plasma EDTA de 10 ml utilizando el sistema Vacutainer. Los tubos se centrifugaron a 1500 x g durante 10 min, el
sobrenadante se transfirid a un nuevo tubo y se centrifugd una segunda vez a 1500 xg durante 10 min. El sobrenadante
es el plasma para su uso adicional (4-5 ml).

Para el aislamiento de ADN, se agregaron 5 ml de regulador de lisis, 7 yl de poli-A ARN y 30 ul de solucion de
proteinasa K a las muestras de plasma (todos ajusté a 5 ml). Las muestras se incubaron a 56° C durante 5 min.
Después de eso, se agregaron 100 ul de granulos magnéticas (Numero de Articulo 1002) y 15 ml de Regulador de
Unién 2. Con el fin de mantener los granulos en suspension mediante agitacion gentil, las muestras se colocaron en un
mezclador rotativo a temperatura ambiente durante aproximadamente 10 min para permitir la unién del ADN a los
granulos. Los granulos magnéticas se separaron al colocar el tubo de reaccion en un soporte magnético y descartar la
mezcla de regulador de plasmallisis. Los granulos se lavaron tres veces con 3 ml de Regulador de Lavado 3, antes se
resuspendieron en 1 ml de Regulador de Lavado 4, y se transfirieron a tubos de microcentrifuga de 1.7 ml. los granulos
se separaron en un soporte magnético, el regulador de lavado se vertio y se secaron los granulos a 56° C. Después de
adicion de 100 pl de Regulador de Elucion 5, se incuba la suspension durante 15 minutos sobre el termomezclador a
65° C. Después de separacion de los granulos, se recuperé el regulador de elucion que contenia ADN genomico.
(Todos los reactivos fueron suministrados por el Kit de ARN/ADN Viral Chemagic).

B) Aislamiento por medio de granulos de SIMAG/FK-silanol (Chemicell GmbH, Alemania, Niumero de Articulo 1101-1 o
1101-5)

Se prepararon las siguientes soluciones y reguladores:
Regulador de lisis:

120 g de isotiocianato de guanidinio; 100 ml 0.1 mol/l de Tris-HCI pH 6.4 (posteriormente); 22 ml 0.2 mol/l de EDTA pH
8.0; 2,6 g de Triton X-100. (La disolucion de Isotiocianato de Guanidinio se facilité al calentar en un bafio de agua a 60°
C con agitacion continua.)

Regulador de Lavado 1:
120 g de isotiocianato de guanidinio; 100 ml 0.1 mol/l de Tris-HCI pH 6.4; se diluye con etanol al 100% a etanol al 25%.

Regulador de Lavado 2:
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EtOH al 50%

Soluciéon de proteinasa K (segun lo dispuesto por el Kit de ARN/ADN Viral Chemagic (Chemagen Biopolymer-
Technologie AG, Alemania, Numero de Articulo 1002)

Se recolecto plasma como se describe en el documento WO 2006/113770. En resumen, se extrajo sangre en tubos de
plasma EDTA de 10 ml utilizando el sistema Vacutainer. Los tubos se centrifugaron a 1500 x g durante 10 min, el
sobrenadante se transfirid a un nuevo tubo y se centrifugd una segunda vez a 1500 xg durante 10 min. El sobrenadante
es el plasma para su uso adicional (4-5 ml).

Para el aislamiento de ADN, 5 ml de Regulador de Lisis, 100 pl de solucién de Proteinasa K y 100 pl de granulos de
SIMAG/FK-silanol (Chemicell GmbH, Alemania; Numero de Articulo 1101-1 o 1101-5) se agregaron a la muestras de
plasma (todas se ajustaron a 5 ml). Las muestras se invirtieron gentiimente 5 veces para mezclar y luego se colocan en
una plataforma de agitacion (100 rpm) a 56° C durante 20 min. Después de separacion de los granulos magnéticas de
SIMAG/FK-silanol por medio de un soporte magnético, los granulos se lavaron con 1 ml de Regulador de Lavado 1.
Durante esta etapa, los granulos se transfirieron a tubos de microcentrifuga de 1.5 ml. Posteriormente, los granulos se
lavaron dos veces con 1 ml de Regulador de Lavado 2. Finalmente, los granulos se secaron al aire a 56° C durante 5
min, antes de que se volvieran a suspender en 50 yl de Regulador de Elucion, en este caso agua. La mezcla se incuba
en un Termomezcaldor (1000 rpm) a 65° C durante 15 min. Después de separacion de los granulos, se obtiene el ADN
en Regulador de Elucion. La etapa de elucion se repite una segunda vez. Luego se combinan los dos volimenes de
elucién de ADN gendmico recuperado.

Ejemplo 4: Tratamiento con bisulfito del ADN gendmico aislado a partir de muestras remotas (plasma) por medio de
granulos de Kit de ARN/ADN Viral Chemagic o por medio de los granulos de SIMAG/FK-silanol.

Se sometio el ADN gendmico a bisulfito tratado, dicho ADN se aislé de muestras remotas (sangre) por medio de
granulos de Kit de ADN/ARN Viral Chemagic o por medio de granulos de SIMAG/FK-silanol como se describe en el
Ejemplo 2.

Para el tratamiento de bisulfito eran necesarios los siguientes Kits, materiales y productos quimicos:
= termociclador, (Eppendorf Masterciclor)

= Micro-centrifuga Eppendorf 5417C (o cualquier centrifuga capaz de hasta 14.000 xg)

= soportes de de natacién para bafio de agua, tamafos para tubos de 2 ml y tubos Falcon de 15 ml

= pipetas para volumenes de 100 ul'y 1000 pl

= puntas de pipeta (100 pl, 1000 pl)

= tubos safelock de 0.5 ml (Eppendorf)

= tubos de 15 ml y 50 ml (Falcon)

= bisulfito de sodio (Na;S20s, peso molecular 190.1 g/mol, Nimero de Articulo Merck 1.06528.0500)
= sulfito de sodio, anhidro (Na;SO3, peso molecular 126.04 g/mol, Numero de Articulo Fluka 71988)

= ddH,0 (grado biologia molecular, Nimero de Articulo Fluka 95284)

= dietilenglicoldimetiléter ( DME, Numero de Articulo Merck 8.02934.0250)

= acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (peso molecular 250.29 g/mol, Numero de Articulo Aldrich
23,881-3)

Se prepararon las siguientes soluciones. Fueron suficientes para 25 reacciones.

= Solucion de bisulfito: se disolvieron 4.71 g de disulfito de sodio y 1.13 g de sulfito de sodio al agregar 10 ml de ddH20.
Esto resulté en una solucion que tenia 4.9 mol/l de sulfito de hidrégeno (el reactivo activo para el tratamiento de
bisulfito). Si hay necesidad, el pH de la solucion se ajustd por medio de 0.2 mol/l de NaOH que esta en el rango entre
5.4 y 5.5. Con el fin de disolver las sales completamente, la mezcla puede haber sido mezclada vigorosamente y se
calent6 a 50° C.
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= solucion de secuestrante de DME-radical: 188 mg de acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-cromano-2-carboxilico se
disolvieron en 1.5 ml de DME. Con el fin de asegurar que no permanezca ninguna particula sin disolver, la mezcla se
mezclé vigorosamente.

Observaciones generales:
= Este procedimiento se aplicé a una muestra Unica o a muchas muestras en paralelo.

= Se obtuvieron los mejores resultados en donde se prepararon solucion de bisulfito y soluciéon de secuestrante de DME-
radical recientemente

Procedimiento:

Se agregaron 190 pl de dicha solucion de bisulfito preparado y 30 pl de dicha solucién preparada de secuestrante de
DME-radical al ADN genémico que se va a tratar con bisulfito (ADN del ejemplo 2 proporcionado en 100 pl de regulador
de elucion). El volumen total de la mezcla de reaccién fue de 320 pl. Después de agitacion vigorosa, las mezclas de
reaccion se sometieron al siguiente perfil de temperaturas en un masterciclador Eppendorf: 5 min 99° C, 25 min 50° C, 5
min 99° C, 1 h 25 min 50° C, 5 min 99° C, 4 h 55 min 50° C (la temperatura de la tapa del ciclador se estableci6 a 115°
C; el tamaiio del tubo fue de 0.5 ml; volumen seleccionado en el software de masterciclador: 100 pl)

Ejemplo 5: purificacion de ADN tratado con bisulfito del Ejemplo 4 (A) Purificacion por medio de granulos de Kit de
ARN/ADN Viral Chemagic (Chemagen Biopoly-mer-Technologie AG, Alemania, Numero de Articulo 1002)

Las mezclas de reaccion tratadas (cada una de 320 pl) del Ejemplo 4 se transfirieron a tubos Safelock de 2 ml.
Posteriormente, se agregaron 1 pl de una solucién de Regulador de Unién de poli-A 500 ng/ul, 1.5 ml de Regulador de
Unién y 10 pl de granulos de Kit de ARN/ADN Viral Chemagic (Numero de Articulo 1002). Las mezclas se incubaron
durante 60 min a temperatura ambiente en agitacion. los granulos que son magnéticas se separaron al colocar el tubo
en una gradilla magnética. Se elimin6 el sobrenadante. El liquido residual se eliminé mediante una breve centrifugacion
y posteriormente se colocé el tubo de nuevo en la gradilla magnética. los granulos se lavaron con 300 pl de Regulador
de Lavado 2, y posteriormente con 300 pl de etanol al 70%. Después de una breve centrifugacion y colocacion del tubo
en la gradilla magnética, se elimind etanol al 70% residual. los granulos se secaron mediante al incubar los tubos
abiertos a 55° C durante 10 minutos. Con el fin de eluir el ADN de los granulos, se agregaron a 50 yl de 10 mmol/I de
Tris pH 7.2. La mezcla se incubd durante 15 min a 55° C en agitacion (1000 rpm). Después de breve centrifugacion, los
granulos se separaron mediante al colocar los tubos en una gradilla magnética. Se eliminé el sobrenadante que
contenia el ADN tratado con bisulfito purificado. Dicho ADN se analizé posteriormente por ejemplo, por no limitado a los
métodos descritos en el Ejemplo 6.

(B) Purificacion por medio de granulos de SIMAG/FK-silanol (Chemicell GmbH, Alemania, Numero de Articulo 1101-1 o
1101-5).

Se prepararon los siguientes reguladores y soluciones:

- BL-Regulador: 120 g de tiocianato de guanidinio (peso molecular 118.2 g/mol) se disolvieron en 100 ml de 0.1 mol/l de
Tris-HCI pH 6.4.

- Suspension de granulos: el regulador en donde se entregaron los granulos de SIMAG/FK-silanol (Chemicell GmbH
(Numero de Articulo 1101-1 o 1101-5) se intercambié por BL- Regulador por medio de un separador magnético Una
parte de los granulos de SIMAG/FKSilanol en BL-Regulador se diluyé por 11 partes de etanol

- Regulador de Lavado 1: una parte del BL- Regulador se diluyé en cuatro partes de ddH.0 y 30 ml del BL-Regulador
diluido se mezclaron con 70 ml de etanol lo que resulté en el Regulador de Lavado 1.

- Regulador de Lavado 2: etanol al 80%
- solucién de poli A: poli A se disolvié en agua lo que resulté en una concentracion final de 5 ng/ul de poli A

Las mezclas de reaccion tratadas (cada una de 320 pl) del Ejemplo 4 se transfirieron a tubos Safelock de 2 ml. Cada
mezcla se traté como se describe en lo siguiente. A la mezcla de reaccion, se agregaron 600 ul de BL-Regulador y 600
pl de suspension de granulos. Después de la agitacion, se incuba la mezcla durante 60 min a temperatura ambiente
luego de agitacion gentil adicional. los granulos se separaron al colocar el tubo en un separador magnético. Después de
la eliminacion del sobrenadante, los granulos se lavaron mediante adiciéon de 1 ml de Regulador de Lavado 1, los
granulos se separaron de nuevo por medio del separador magnético y se eliminé el sobrenadante. Después de eso los
granulos se lavaron por medio de 500 pl de Regulador de Lavado 2, agitacion breve vigorosamente, separacion de
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granulos por medio de un separador magnético y eliminacion del sobrenadante. Se repitié dicha etapa de lavado con
500 pl de Regulador de Lavado 2. Finalmente los granulos se secaron al incuba en el tubo abierto durante 5 min a 56°
C. Para elucion, se agregaron 75 ul de solucién de poli A a los granulos, la mezcla se agitd vigorosamente poco, y la
mezcla se incubd durante 15 min a 70° C. Después de separacion de los granulos por medio de un separador
magnético, el sobrenadante que contenia el ADN tratado con bisulfito purificado se transfiri6 a un nuevo tubo. Dicho
ADN se analizé posteriormente por ejemplo, por no limitado a los métodos descritos en el Ejemplo 6.

Ejemplo 6: Deteccion de secuencias metiladas del gen Septina 9 mediante amplificacion de secuencias convertidas por
bisulfito de cadena directa e inversa del ADN genémico original en un PCR duplex

la fragmentacion del ADN es muchas veces limitante de la sensibilidad del analisis de metilacion de las muestras, en
particular en donde el ADN esta ya muy fragmentado en la muestra original. Ejemplos de dichas muestras corporales
son muestras de fluidos como sangre, heces, orina, lavado branquial o muestras histolégicas como muestras fijadas en
formalina. Durante el tratamiento con bisulfito, el ADN se fragmenta ain mas lo que resulta en fragmentos muy cortos
en promedio. Este ejemplo demuestra que fragmentos muy pequefios (hasta de longitud de 65 nucledtidos) son
suficientes para analisis de metilacion del gen de septina 9 por medio de una PCR duplex o PCR sencillo.

En este ejemplo el bisulfito metilado convertido a ADN del gen septina 9 se amplifico utilizando un PCR duplex
HeavyMethyl y una PCR HeavyMethyl de referencia individual. El ejemplo demuestra la ventaja del PCR duplex sobre el
PCR sencillo por el mayor indice de deteccion mostrado de muestras de bajo numero de copias. Esto se puede explicar
por el nimero tedrico de plantilla de ADN dos veces mayor que es capaz de ser amplificada, debido a que el PCR
duplex utiliza ambas cadenas convertidas en bisulfito del ADN original como plantilla, mientras que el PCR sencillo se
basa unicamente en cualquiera cadena de bisulfito 1 o bisulfito 2 del gen Septina 9. Para lograr esto, se llevaron a cabo
las siguientes etapas:

Se ajusté el ADN gendmico humano a partir de linfocitos de sangre periférica (Roche Diagnostics, Penzberg, Alemania)
a una concentracion de 0.2 pg/ul. Esta solucion se utilizé para diluir ADN humano metilado universal (ADN Metilado
Universal de GpGenome™, Chemicon International, Temecula EE.UU.) a concentraciones finales de 0.75 pg/ul y 0,375
pg/ul. Se trataron con bisulfito 100 pl de cada dilucion y la soluciéon sin ADN metilado en 30 réplicas. En todas se
prepararon 90 muestras diferentes. Para esto 100 ul de cada muestra se aplicoé a la reacciéon de conversion de bisulfito
como se describié anteriormente (véase, por ejemplo W02005038051). Cada muestra se eluy6 en 50 pl de agua.
Después de desalacion y purificacion el éxito de conversion de bisulfito fue confirmado por un PCR de referencia
especifica de ADN de bisulfito como se describié previamente (EP05075404). Después de eso se utilizaron 10 pl de
cada muestra como plantilla en el PCR duplex, y en el PCR sencillo. Las mezclas de reaccion para el PCR duplex
HeavyMethyl contenian:

10 ul de ADN de plantilla

12.5 pl Kit Quantitect Multiplex NoROX PCR (Qiagen, Hilden Alemania)

0.3 pmol/l de cebador directo PCR1 (SEQ ID NO: 1, Biomers.net GmbH Alemania)

0.9 ymol/l de cebador inversa PCR1 (SEQ ID NO: 21, Biomers.net GmbH Alemania)

1.0 ymol/l de bloqueador de oligonucleétido PCR1 (SEQ ID NO: 3, Biomers.net GmbH Alemania)

0.1 pmol/l de sonda PCR1 (SEQ ID NO : 4, Biomers.net GmbH Alemania)

0.3 pmol/l de cebador directo PCR2 (SEQ ID NO: 5, Biomers.net GmbH Alemania)

0.3 pmol/l de cebador inverso PCR2 (SEQ ID NO: 6, Biomers.net GmbH Alemania)

1.0 ymol/l de bloqueador de oligonucleétido PCR2 (SEQ ID NO: 7, Biomers.net GmbH Alemania)

0.1 pmol/l de sonda PCR2 (SEQ ID NO: 8, Biomers.net GmbH Alemania)

El ensayo se realizo en el LightCiclor LC480 (Roche Diagnostics Penzberg Alemania) de acuerdo con el siguiente perfil
de temperatura-tiempo:

activacion: 30mina95°C

50 ciclos: 10sa95°C
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30sab6°C

Las muestras también se analizaron mediante PCR HeavyMethyl de Septina 9 sencillo, que se refiere al PCR2 del PCR
duplex. Las mezclas de reaccién para PCR sencillo contenian:

10 ul de ADN plantilla

12.5 pl de Quantitect Multiplex NoROX (Qiagen, Hilden Alemania)

0.3 pmol/l de cebador directo PCR2 (SEQ ID NO: 5, Biomers.net GmbH Alemania)

0.3 pmol/l de cebador inverso PCR2 (SEQ ID NO: 6, Biomers.net GmbH Alemania)

1.0 ymol/l de bloqueador de oligonucleétido PCR2 (SEQ ID NO: 7, Biomers.net GmbH Alemania)
0.1 pmol/l de sonda PCR2 (SEQ ID NO: 9, Biomers.net GmbH Alemania)

El ensayo se realizo en el LightCiclor LC480 (Roche Diagnostics Penzberg Alemania) de acuerdo con el siguiente perfil
de temperatura-tiempo:

activacion: 30mina95°C
50 ciclos: 10sa95°C
30sab6°C

Los cebadores de PCR1 (SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 21) amplifican un fragmento de 63 pb del gen Septina 9 (SEQ ID
NO: 10. nucleétido 9295902 a nucledtido 9295840 de GenBank Numero de Acceso NT_010641.15 ). Los cebadores de
PCR2 (SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6) amplifican un fragmento de 65 pb del gen Septina 9 (SEQ ID NO: 11. nucleétido
9295830 a nucledtido 9295894 de GenBank Numero de Acceso NT_010641.15). La deteccion se llevo a cabo durante la
fase de hibridacién a 56° C. En la reaccion de PCR1 duplex se detectd especificamente un canal de 533 nm (ajuste de
filtro 483-533), mientras que el PCR2 se detect6 especificamente en el canal de 610 nm (ajuste de filiro 558-610). El
PCR sencillo se detectd en el canal de 533 nm (ajuste de filtro 483 a 533), debido a que el colorante de la sonda se
cambio de TexasRed a FAM para la reaccion sencilla (SEQ ID NO: 8). Los puntos de cruce (CP) se calcularon de
acuerdo con el método de “segunda derivada maxima” por medio del software LightCiclor 480.

Las curvas de amplificacion representativos de 6 muestras con PCR1 del PCR duplex HeavyMethyl se muestran en la
Figura 1. Las curvas de amplificaciéon de PCR2 de la reaccion duplex se muestran en la Figura 2. La Figura 3 muestra
una vez mas las mismas 6 muestras representativas amplificadas con PCR sencillo HeavyMethyl. Como se muestra en
la Figuras se detectaron muestras A1.2 y A1.3 en los tres casos. La muestra A1.1 no fue detectada por PCR1 sino por
PCR2, mientras que la muestra E3.4 fue positiva en PCR2 y no en PCR1 de la reaccién duplex. Todas las 4 de las 6
muestras de ejemplo se detectaron por PCR duplex. En contraste con aquellas del PCR sencillo HeavyMethyl sélo se
detectaron 3 de estas 6 muestras (A1.1, A1.2, y A1.3).

El indice de deteccidon se calculd para las tres diluciones, que se procesaron 30 veces cada una. Cada curva Unica,
llamada por el analisis automatizado del software LightCiclor 480, se conté como positiva. La tabla 4 recolecta todos los
puntos de cruce (CP) del experimento. Los indices de deteccion resultantes se ilustran en la Figura 4. No se detectaron
muestras sin ADN metilado por PCR simple, mientras que se obtuvo una curva de amplificacién con PCR duplex en el
canal 533 nm (PCR1). Se detectaron las muestras que contenian 37,5 pg de ADN metilado (dilucion 2) con indices del
67% (intervalo de confianza del 95% (CI95): 50% -80%) utilizando PCR sencillo y 70% (CI95: 53% - 83%) utilizando el
PCR duplex. Se detectaron las muestras que contenian 75 pg de ADN metilado con indices del 77% (C195: 60% - 88%)
utilizando PCR sencillo y 80% (CI95: 64% - 91%) utilizando el PCR duplex. En PCR duplex las muestras se contaron
como positivoa, si cualquiera del PCR1 (533 nm) o PCR2 (610 nm) muestra una curva de amplificacion.

La caracteristica del PCR duplex HeavyMethyl PCR desarrollado se evalué adicionalmente. Para eso una serie de
dilucién de ADN convertido a bisulfito metilado se preparé para evaluar las eficiencias de los diferentes PCR. La curva
estandar de PCR1 y PCR2 del PCR duplex se muestran en la Figura 5 y 6. Las eficiencias de PCR se determinaron a
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1.838 para PCR1 y 1.810 para PCR2 respectivamente. En la Figura 7 la curva estandar del PCR sencillo se muestra
con una eficiencia de PCR de 1.903.

Una presentacion esquematica de las dos secuencias amplificadas en el PCR duplex HeavyMethyl se representan en la
Figura 8. Ambos amplicones cubren los mismos CpG de la isla CpG Septina 9. Los oligonucleétidos bloqueadores
abarcan mas de 5 CpG, mientras que las sondas de deteccion se unen a so6lo 3 CpG fuera de la region amplificada.
Como se indica en la Figura 8, PCR1 y PCR2 comprenden cada uno un cebador que se extiende durante un CpG uUnico
(la Figura 8 muestra la Secuencia gendmica tratada bisulfito, las areas de hibridacion de cebadores estan impresas en
negrilla). Para evitar una unién especifica de metilacion de los cebadores C-libres de PCR1 y PCR2, las secuencias de
los cebadores contenian una modificacidon dSpacer, que actia como un sitio a-basico estable en estas posiciones. Por
lo tanto la amplificacion especifica de metilacién solo se acciona por la unién de los oligonucleétidos bloqueadores a los
5 CpG entre los sitios de unién del cebador.

En general, la sensibilidad clinica de un ensayo con base en la metilacion del ADN, basado en la deteccion de cancer
derivado de ADN metilado en los fluidos corporales o de otras muestras remotas se limita debido al bajo numero de
copias de ADN especifico a cancer. El método de deteccion y diagnostico de otras enfermedades de cancer se podra
mejorar mediante la aplicacion del concepto de deteccion de ambas cadenas convertidas a bisulfito del ADN objetivo
original.

Tabla 3: Secuencias de oligonucleétidos descritas en el ejemplo.

SEQID NO: 1 5 -CCACCAaCCATCATaTC-3’

SEQ ID NO: 21 5 -GAAGTt-X-GAAATGATIHATHAGLT -3’

SEQID NO: 3 5 -CCATCATaTCAaACCCCACAaTCAACACACA -3'C3
SEQID NO: 4 5 -FAM -GAtCGCGGGGTCGAtA -3'BHQ1

SEQID NO: 5 5 -AAATaATCCCATCCAaCTa -3

SEQID NO: 6 5 - GAtt-X-GtTGtHtAtAGHATIATGT -3’

SEQID NO: 7 5 -GHATtATGTtGGALtttGtGGTIAAtGIGLAG -3'C3
SEQID NO: 8 5’ -TexasRed -TTaACCGCGaaaTCCGAC -3'BHQ2
SEQID NO: 8 5 -FAM -TTaACCGCGaaaTCCGAC -3'BHQ1

SEQ ID NO: 10 GAAGTIXGAAATGATHATHAGITGCGCGTT-GAICGCGGGGTICGAIATGATGGITGGTGG

SEQ ID NO: 11 GAtXGITGHHAAGHATIATGTCGGAHtCGCGGTIAACGCGIAG-tTGGATGGGATIATTT

Fluo = marcador de fluoresceina, Red640 = marcador fluoréforo LightCiclor para el canal F2, PH = 3'OH-fosforilacion,
FAM = marcador de carboxifluoresceina, TexasRed = marcador fluoréforo TexasRed, BHQ1 = BlackHoleQuencher 1, X
= sitio a —basico por modificacion de tetrahidrofurano (también conocido como dSpacer). “t” escrita en minuscula apunta
a citosinas convertidas por tratamiento con bisulfito, respectivamente “a” en mindscula apunta a bases de adenosina

complementarias en la cadena sintetizada de complemento inverso.

Tabla 4: Valores CP obtenidos de 3 diluciones diferentes, que se prepararon en 30 réplicas cada una. La dilucién 1
contenia 20 ng de ADN de PBL y 75 pg de ADN metilado, la dilucién 2 contenia 20 ng de ADN de PBL y 37.5 pg de
ADN metilado. A la dilucion, se agregaron 3 ADN no metilado. Después de tratamiento con bisulfito cada muestra se
eluyo en 50 pl de agua se aplico abd 10 ul (1/5th) al PCR duplex y sencillo HeavyMethyl de Septina 9 uUnica y duplex
PCR. Septin 9 —

Septina 9 - PCR Sencillo Septina 9 - PCR Duplex
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No. de Canal CP | Canal CP | Canal CP | CanalCP | Canal | Canal CP Canal Canal CP | Canal
Muestra FAM FAM FAM FAM CP TEX FAM CP TEX FAM CP TEX
D””fié“ D”Uz‘:ié“ D”Ugié“ Dilucion 1 Dilucion 2 Dilucion 3
1 39,3 38,91 / / 39,59 45,44 / / /
2 40,27 39,29 / 39,62 38,92 / 38,96 / /
3 40,51 40,49 / 39,84 39,65 41,5 39,29 / /
4 38,51 / / 39,27 38,25 / / / /
5 42,98 41 / 40,65 37,73 / 40,32 / /
6 / / / 40,4 40,18 / / / /
7 38,85 40,67 / / 40,25 41,49 39,59 / /
8 / 39,49 / / / 40,9 / / /
9 / / / / / / / / /
10 / 40,82 / / / 41,61 / 38,34 / /
11 39,91 42,11 / 41,43 40,18 47,37 41,6 / /
12 41,91 40,21 / 47,22 43,9 44,43 42,33 / /
13 / / / 42,73 39,76 43,89 / / /
14 41,96 39,19 / 44 .42 42,31 / 41,28 / /
15 39,9 42,2 / 41,81 40,08 45,84 44,03 / /
16 38,68 39,96 / 43 40,48 45,62 41,35 / /
17 41,63 / / 47,04 43,53 42,02 40,64 / /
18 40,51 44,28 / 45,11 / 43,74 42,15 / /
19 40,95 39,89 / 44,65 41,62 / 42,66 / /
20 37,81 38,65 / 44,15 41,67 44,34 43,28 / /
21 / 40,09 / / / / 40,02 / /
22 / / / / / / / / /
23 42,47 40,29 / 41,06 38,46 39,84 / / /
24 / / / / / 42,65 39,48 40,68 /
25 40,85 / / 40,77 37,97 / / / /
26 38,87 38,75 / 39,12 38,59 / / / /
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27 / 40 / 38,68 39,36 42,54 38,6 / /
28 37,89 / / 40,72 38,83 / 39,84 / /
29 39,63 / / 41,87 / 39,61 / / /
29 39,29 39,56 / 45,7 38,52 / / / /
Numero de
muestras 21 20 0 24 23 1
detectadas

Ejemplo 7: Mejoras de los ejemplos 3 - 6

Aislamiento por medio de los granulos de Kit de ARN/ADN Viral Chemagic (Chemagen Biopolymer-Technologie AG,
Alemania, Numero de Articulo 1002) - Protocolo Il

Se recolecto plasma como se describe en el documento WO 2006/113770. En resumen, se extrajo sangre en tubos de
plasma EDTA de 10 ml utilizando el sistema Vacutainer. Los tubos se centrifugaron a 1500 x g durante 10 min, el
sobrenadante se transfirid a un nuevo tubo y se centrifugd una segunda vez a 1500 xg durante 10 min. El sobrenadante
es el plasma para su uso adicional (4-5 ml).

Para el aislamiento de ADN, se agregaron 5 ml de Regulador de Lisis, 1.7 pl de poli-A ARN, 30 pl de soluciéon de
Proteinasa Ky 15 pl de una dilucion 1:10 de antiespumante (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Numero de Articulo A5633)
a las muestras de plasma (todas ajustadas a 5 ml). Las muestras se incubaron a 56° C durante 10 min. Después de eso
se agregaron 100 pl de granulos magnéticas (Numero de Articulo 1002) y 15 ml de Regulador de Unioén 2, 2*1, 2*2, 2*3
0 2*4. Con el fin de mantener los granulos en suspension mediante agitacion gentil, las muestras se colocaron en un
mezclador rotativo a temperatura ambiente durante aproximadamente 10 o 60 min, respectivamente, para permitir la
union del ADN a los granulos. los granulos magnéticas se separaron al colocar el tubo de reaccidon en un soporte
magnético y descartar la mezcla de plasma/ regulador de lisis. los granulos se lavaron una sola vez o dos veces con 3
ml de Regulador de Lavado 3, antes de que se resuspendieran en 1 ml de Regulador de Lavado 4, y se transfirieron a
tubos nuevos. los granulos se separaron sobre un soporte magnético, el Regulador de Lavado se vertié y se secaron los
granulos a 56° C. Después de adicion de 100 pl Regulador de Elucién 5, se incuba la suspensién durante 15 min en el
termomezclador a 65° C. Después de separacion de los granulos, se recuperd el regulador de elucion que contenia
ADN gendémico. (Todos los reactivos fueron suministrados por el Kit de ADN/ARN Viral Chemagic si no se indica lo
contrario; los Reguladores de Unién 2*1, 2*2, 2*3, y 2*4 son variaciones del Regulador de Unién 2 que estan disponibles
comercialmente de Chemagen Biopolymer-Technologie AG, Alemania).

Para el tratamiento con bisulfito, el ADN genémico recuperado se someti6 al protocolo del Ejemplo 4.

Para purificacion, el ADN tratado con bisulfito de acuerdo con el Ejemplo 4 se sometié a purificacion segun el protocolo
del Ejemplo 5 (A).

Para la deteccion de secuencias metiladas del gen Septina 9, el ADN purificado obtenido por el protocolo del Ejemplo 5
se sometié a PCR HeavyMethyl de Septina 9 sencillo (PCR2 del duplex PCR) del Ejemplo 6.

Los resultados de este PCR se muestran en la Figura 9. Se obtienen mejores resultados es decir aumento de
recuperacion de ADN de alto y bajo peso molecular por (i) un tnico lavado con regulador 3 de lavado, (ii) por incubacion
de 60 min para permitir la union del ADN a granulos, y (iii) por uso de los reguladores de union 2*3 y 2*4.

Ejemplo 8: Estudio de flujo de trabajo

Recolecciéon de Muestras

Las muestras de plasma se recogieron utilizando tubos Vacutainer Lavender con EDTA (BD, Numero de Articulo
366643). Las muestras recogidas (volumen 5 ml) se almacenaron congeladas a -80° C luego de uso. En total, se
recolectaron 268 muestras de plasma: 171 normales (sanas), 97 con cancer colorrectal de lo cual, 22 eran de etapa |,
37 de etapa ll, y 38 eran de etapa Il

Extraccion de ADN
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5 ml de regulador de lisis I, 7 l poli (A) ARN 1 pg/pl (Roche), y 30 ul de proteinasa K se agregaron a cada muestra, y se
mezclaron a fondo durante 10 s. Posteriormente, las muestras se incubaron a 56° C durante 10 min. 100 pl de granulos
magnéticas Chemagen y 15 ml Regulador de Unién 2*3 se agregaron a cada muestra y se mezclaron a fondo durante
10 s. La muestra se incubd durante 60 min a temperatura ambiente en agitacion continua. Después de eso cada
muestra se coloc6 en un separador magnético para 4 min antes de que se descarte el sobrenadante. Los granulos de
cada muestra se resuspendieron en 3 ml de regulador de lavado 3 y 1.5 ml de cada muestra se transfirieron en un tubo
de 2.0 ml. Cada tubo se coloco en un separador magnético durante 2 min antes se descart6 el sobrenadante. Los restos
de cada muestra se combinaron de nuevo en un tubo de 2 ml. Luego dicho tubo se colocé en un separador magnético
durante 2 min. y se descart6 el sobrenadante. Después de una breve centrifugacion, cada tubo se colocé de nuevo en
un separador magnético durante 2 min y se elimind el sobrenadante restante. los granulos de cada muestra se secaron
a 56° C durante 3-5 min con la tapa de tubo abierto. Para la elucion de ADN, se agregaron 100 ul de Regulador de
Eluciéon 5 a los granulos de cada muestra. Después de resuspension, los granulos de cada muestra se incubaron a 65°
C durante 15 min en agitacion continua (1,400 rpm). Los granulos de cada muestra se centrifugaron brevemente, antes
cada tubo se colocé en un separador magnético durante 2 min y el eluado con ADN se transfirié a un tubo de 0.5 ml. En
caso de que el eluado aun contuviera granulos, se repitié la etapa de separacion magnética. El volumen de cada eluado
se ajustd a 100 pl antes de almacenamiento a 4° C. (Todos los reactivos se suministraron por el Kit de ARN/ADN Viral
de Chemagic (Chemagen Biopolymer-Technologie AG, Alemania, Nimero de Articulo 1002) si no se indica lo contrario;
los Reguladores de Unién 2*3 son la variacion del Regulador de Unidn 2, que esta disponible comercialmente de
Chemagen Biopolymer-Technologie AG, Alemania)

Tratamiento con bisulfito
Se prepararon las siguientes soluciones. Fueron suficientes para 25 reacciones.

- Solucion de bisulfito: 4.71 g de disulfito de sodio (Merck Numero de Articulo 1.06528.0500) y 1.13 g de sulfito de sodio
(Numero de Articulo Fluka 71988) se

disuelven al agregar 10 ml de ddH20. Esto resulté en una soluciéon con 4.9 mol/l de sulfito de hidrogeno (el reactivo
activo para tratamiento de bisulfito). Si la necesidad ha sido, el pH de la solucidn se ajustdé por medio de 0.2 mol/l de
NaOH (VWR o Sigma Aldrich) que estuvo en el rango entre 5.4 y 5.5. Con el fin de disolver las sales completamente, la
mezcla se puede haber mezclado vigorosamente y se calenté a 50° C.

- Solucion de eliminador de radicales de DME: se disolvieron 188 mg de acido 6-hidroxi-2,5,7,8- tetrametil-croman-2-
carboxilico (Numero de Articulo Aldrich 23,881-3) en 1.5 ml de DME (Numero de Articulo Merck 8.02934.0250). Con el
fin de garantizar que ninguna particula sin disolver permanezca, la mezcla se mezclé vigorosamente.

Se agregaron 190 pl de solucion de bisulfito y 30 pl de solucion de DME que contenia el eliminador de radicales a cada
100 pl muestra de ADN eluido. Se aplico el siguente protocolo de temperatura sobre las muestras por medio de un
Termociclador Eppendorf (Eppendorf masterciclor): 5 min 99° C; 25 min 50° C; 5 min 99° C; 1 h 25 min 50° C; 5 min 99°
C; 4h 55min 50° C, 20° C

Purificacion de bisulfito:

Se transfirieron 320 pl de cada muestra tratada con bisulfito a un tubo de 2.0 ml. Se agregé 1 pl de ARN polyA 500 ng/pl
(Roche) y 1.5 ml de Regulador de Unién 1 a cada muestra. Después de mezclar a fondo, se agregaron 10 pl de
granulos magnéticos Chemagen y se mezclaron brevemente. Las muestras se incubaron 60 min a temperatura
ambiente en agitacion continua (1,000 rpm). Después de eso, cada muestra se colocd en un separador magnético
durante 2 min y se descarté el sobrenadante. Las muestras se centrifugaron brevemente, se colocaron de nuevo en Is
separadores magnéticos durante 2 min y se descartd el sobrenadante. Las muestras se lavaron dos veces al agregar
300 pl de Regulador de Lavado 2 a cada tubo, resuspender los granulos, colocar cada tubo durante 2 min en un
separador magnético, y descartar el sobrenadante. Posteriormente, las muestras se lavaron por adicion de 300 pl de
etanol al 70% (VWR o Sigma Aldrich) a cada tubo, se resuspendieon los granulos, se colocé cada tubo durante 2
minutos en un separador magnético, y se descartd el sobrenadante. Los tubos se centrifugaron brevemente, se
colocaron de nuevo en separadores magnéticos y se eliminaron los sobrenadantes restantes. Después de eso, las
muestras se secaron a 55° C durante 3-5 min con la tapa de tubo abierta. Para la elucién de ADN, 55 ul de 10 mmol/l de
Tris pH 7.2 (VWR o Sigma Aldrich) se agregaron a cada muestra. Las muestras se incubaron durante 15 min a 55° C en
agitacion continua (1,000 rpm). Después de eso, cada una de las muestras se centrifugaron brevemente, se colocaron
en un separador magnético y el eluado que contenia ADN se transfirié a un nuevo tubo de 1.7 ml. El volumen de cada
eluado se ajusté a 55 pl con Tris 10 mM pH 7.2 antes de almacenamiento a 4° C. (Todos los reactivos se suministraron
por el Kit de ARN/ADN Viral Chemagic (Chemagen Biopolymer-Technologie AG, Alemania, Numero de Articulo 1002) si
no se indica lo contrario).

Analisis de PCR de metilacion del gen Septina 9 en tiempo real
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Cada muestra se analiz6 por triplicado. Para cuantificacion de amplificados, se utilizaron los siguientes estandares: 2x
20 ng, 2x 5 ng, 2x 1 ng, 3x 0.4 ng de ADN gendmico tratado como las muestras que se van a analizar.

Se preparé una mezcla maestra que contenia todos los reactivos para PCR. Se pipetearon 15 ul de esta mezcla
maestra en cada pozo de una placa de 96 pozos. Posteriormente, se agregaron respectivamente 10 pl de bisulfito
purificada tratado con ADN a cada pozo.

Cada mezcla de reaccioén contenia los siguientes (volumen final 25 pl):

Reactivo (concentracion) Volumen Concentracion final
1.875 pl
cebador (30 umol/l) 0.25 ul 0.30 pmmol/I

SEQ ID NO: 5 5 — AAATAATCCCATCCAACTA -3

cebador (30 umol/l) 0.25 ul 0.30 pmmol/I
SEQID NO: 6 5" - GATT-X-GTTGTTTATTAGTTATTATGT -3’

bloqueador (100 pmol/l) 0.25 ul 1.00 ymol/I
SEQID NO: 75 GTTATTATGTTGGATTTTGTGGTTAATGTGTAG - 3C3

sonda (20 pmoll/l) 0.125 ul 0.10 pumol/l
SEQ ID NO: 8 5’ - FAM - TTAACCGCGAAATCCGAC - 3'BHQ1

Soplador PCR 2x 12.5 pl 1x

Kit QuantiTect pultiplex PCR NoROX (Quiagen Numero de Articulo 204743 o 204745)

ADN 10.0 pl

Las placas se colocaron en un Termociclador PCR en tiempo real 480 LightCiclor (Roche Diagnostics) y se aplico el
siguiente protocolo de temperatura: 95° C 30 min; 55x: 95° C 10 s, 56° C 30 s (deteccion individual), 40° C 5 s.

Los amplificados de PCR son indicadores de presencia de metilacién de los dinucleétidos CpG cubiertos por PCR
Los datos resultantes se analizaron de tres maneras:

1) Una muestra se consideré como positiva, cuando uno de los triplicados fue positivo.

2) Una muestra se consideré como positiva, cuando dos de los triplicados fueron positivos.

3) Andlisis cuantitativo con punto de corte optimizado utilizando analisis ROC con especificidad en 95% y 90%.

Las siguientes Tablas 5 y 6 resumen los resultados:

Tabla 5
Desempefio de PCR de Septina 9 sobre controles saludables y muestras de cancer
colorrectal
Modo de interpretacién de datos Sensibilidad especificidad
1/3 73/97 75.3% 23/171 86.5%
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2/3 55/97 56,7% 4/171 97.6%
cuantitativo 61% 95%, o

68% 90%

Tabla 6

Desempeiio de PCR de Septina 9 sobre muestras de cancer colorrectal por etapa
Ic\jﬂac;gg de interpretacion de 1/3 213
etapa | 10/22 7122
etapa Il 31/37 24/37
etapal lll 32/38 24/38
general 73/97 75.3% 55/97 57%

Ejemplo 8: Preparacion de ADN a partir de orina:

Se agregaron a cada 8 ml de muestra de orina 8 ml de Regulador de Lisis Chemagen, 10.5 yl de acido poliadenilico
(poli A ARN de Roche Applied Sciences # 10108626, 1 ug/ul), y 45 pl de solucién de Proteasa Chemagen. Las muestras
se mezclaron por agitacion durante 10 s, y se incubaron a 56° C durante 10 min. Se agregaron 150 pl de glébulos
Chemagen al lisado, y 22.5 pl de Regulador de Unién Chemagen 2*3. La muestra se mezclo por agitacion durante 10 s.
Las muestras luego se mezclaron en un rotador durante 1 h a temperatura ambiente. Las muestras luego se colocaron
en un separador magnético durante 4 min, se descart6 el sobrenadante y se agregaron 3 ml de regulador de lavado. Las
muestras se mezclaron. Se transfirieron alicuotas de 1.5 ml a un tubo safelock de 2 ml, colocado sobre un separador
magnético durante 2 min y el regulador de lavado se retird al pipetear. La muestra restante se transfirio al tubo safelock,
colocado sobre el separador y se retird el regulador de separacion y lavado. Se eliminé el regulador residual después de
20 s de centrifugacion a 1,000 rpm, y las particulas magnéticas se secaron al aire durante 5 min a 65° C. Se agregé 100
pl de regulador de elucion y los granulos se incubaron a 65° C en un mezclador térmico a 1,000 rpm. Las muestras
luego se colocaron en un separador magnético durante 2 min y el eluado que contenia el ADN extraido se transfirié a un
tubo de microcentrifuga y se almacen6 para procesamiento adicional.

Este flujo de trabajo se prueba en un estudio de 20 muestras de orina, dichas muestras se recolectan de pacientes
después de masajes de prostata. Dos 8 ml de muestras de orina completas se prueban por paciente. Las muestras se
preparan sin centrifugacion y se extraen como se describio anteriormente. Luego de extraccion, las muestras de ADN se
diluyen 1/10 en regulador de elucion y se determina la recuperacion de ADN gendmico total mediante PCR en tiempo
real con el ensayo CFF1 (realizado como se describe en WO 2007/039101). Como se ilustra en la siguiente tabla, la
recuperacion de ADN total es muy similar entre réplicas del mismo paciente, lo que demuestra extraccion de ADN
consistente. Los niveles de ADN total varian en gran medida entre pacientes, consistente las observaciones previas.

Tabla 7: Recuperacion de ADN total (CFF1) de réplica de extracciones de 8 ml de 20 muestras de pacientes.

Muestra | ng/ml de ADN Promedio Desviacion estandar
1A 143.75 142.50 1.77
1B 141.25
2A 19.75 21.88 3.01
2B 24.00
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Muestra | ng/ml de ADN Promedio Desviacion estandar
3A 8.00 7.88 0.17
3B 7.76
4A 22.88 22.81 0.09
4B 22.75
5A 4.59 4.33 0.36
5B 4.08
6A 185.00 194.38 13.26
6B 203.75
7A 45.13 45.75 0.88
7B 46.38
8A 12.18 11.99 0.27
8B 11.80
9A 72.63 72.13 0.71
9B 71.63
10A 43.88 41.19 3.80
10B 38.50
11A 20.50 20.38 0.18
11B 20.25
12A 9.71 9.35 0.51
12B 8.99
13A 119.38 99.06 28.73
13B 78.75
14A 130.00 165.63 50.38
14B 201.25
15A 22.25 24.19 2.74
15B 26.13
16A 152.50 142.50 14.14
16B 132.50
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Muestra | ng/ml de ADN Promedio Desviacion estandar
17A 14.88 13.30 2.23
17B 11.73
18A 17.25 17.75 0.71
18B 18.25
19A 3.65 3.61 0.06
19B 3.56
20A 472.50 451.88 29.17
20B 431.25

(Todos los reactivos y soluciones no especificadas de otra forma se obtienen de Chemagen, Biopolymer-Technologie
AG, Alemania)

Breve descripcion de las figuras

Figura 1 Curvas de amplificacion representativas de 6 muestras analizadas por el PCR HeavyMethyl duplex Septina 9.
Las sefales obtenidas en el canal 533 nm se especifican para el PCR1.

Figura 2 Curvas de amplificacion representativas de 6 muestras analizadas por el PCR HeavyMethyl duplex Septina 9.
Las sefales obtenidas en el canal 610 nm se especifican para el PCR2.

Figura 3 Curvas de amplificacion representativas de 6 muestras analizadas por el PCR HeavyMethyl sencillo Septina 9.
Las sefales se obtienen en el canal 533 nm.

Figura 4 Diagrama que ilustra el indice de deteccion determinado de muestras de nimeros de copias con bajo objetivo.
3 diluciones diferentes, que se preparan en 30 réplicas cada una. 20 ng de ADN PBL (dos barras izquierdas) y 20 ng de
ADN PBL que contienen 37.5 pg de ADN metilado (dos barras en el centro) y 20 ng de ADN PBL que contienen 75 pg
de ADN metilado son bisulfito convertido en 30 réplicas. Después de tratamiento con bisulfito cada muestra se eluye en
50 ul de agua y 10 pl (1/5™) se aplica a el PCR HeavyMethyl sencillo y duplex Septina 9. Los indices de deteccion
obtenidos se calculan a partir de los numeros detectaron muestras fuera de 30 réplicas (véase Tabla 4). Las barras de
error representan el 95% de intervalo de confidencia a cada medicion.

Figura 5 Curva estandar del PCR1 como parte del ensayo HeavyMethyl Septina 9 duplex. La serie de dilucion de
bisulfito metilado convertido a ADN contiene 25, 5, 1 y 0.2 ng por reaccion. La eficiencia de PCR se calcula con 1.838.

Figura 6 Curva estandar del PCR2 como parte del ensayo HeavyMethyl Septina 9 duplex. La serie de dilucion de
bisulfito metilado convertido a ADN contiene 25, 5, 1 y 0.2 ng por reaccion. La eficiencia de PCR se calcula con 1.810.

Figura 7 Curva estandar del PCR HeavyMethyl sencillo Septina 9 generado por una serie de dilucién de bisulfito
metilado convertido a ADN en el rango de concentracion de 25 a 0.2 ng por reaccion. La eficiencia de PCR se calcula
con 1.903.

Figura 8: Esquema de los dos amplicones del PCR HeavyMethyl diplex Septina 9. El PCR sencillo de septina 9 es
similar al PCR2 del ensayo duplex.

Figura 9. Se muestran los resultados del Ejemplo 7. Se detecta el aumento de recuperacién de ADN de alto y bajo peso
molecular para muestras tratadas con (i) un Unico lavado con regulador 3 de lavado, (ii) con una incubacién de 60 min.
para permitir la unién del ADN a granulos, y (iii) con el uso de los reguladores de unién 2*3 y 2*4. (SOP = 10 min. de
incubacion para union de ADN a granulos y Regulador de Unién 2; 60 min_SOP = 60 min. de incubacién para unién de
ADN a granulos y Regulador de Uniéon 2; 60 min*1 = 60 min. de incubacién para unién de ADN a granulos y Regulador
de Unién 2*1; 60 min*2 = 60 min. de incubacion para unién de ADN a granulos y Regulador de Union 2*2; 60 min*3 = 60
min. de incubacion para unién de ADN a granulos y Regulador de Unién 2*3; 60 min*4 = 60 min. de incubacion para
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union de ADN a granulos y Regulador de Unién 2*4; triangulos y lineas entre ellos representan puntos o rangos de
medicion de muestras tratadas como se indica).
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucledtido para analisis de metilacion de septina 9
<220>

<221> no seguro

<222> (7)

<223> base no conocida

<400> 2

gaagttngaa atgattttat ttagttg 27

<210> 3

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 3

ccatcatatc aaaccccaca atcaacacac a 31

<210> 4

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 4

gatcgcgggg ttcgata 17

<210>5

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 5

aaataatccc atccaacta 19

<210> 6

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<220>

<221> no seguro

<222> (5)

<223> base no conocida

<400> 6

gattngttgt ttattagtta ttatgt 26

<210>7

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 7

gttattatgt tggattttgt ggttaatgtg tag 33

<210> 8

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 8

ttaaccgcga aatccgac 18
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<210>9

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucledtido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 9

accatcatat caaaccccac aatcaacaca ca 32

<210> 10

<211> 63

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<220>

<221> no seguro

<222> (7)

<223> base no conocida

<400> 10

gaagttngaa atgattttat ttagttgcgc gttgatcgcg gggttcgata tgatggttgg 60 tgg 63
<210> 11

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<220>

<221> no seguro

<222> (5)

<223> base no conocida

<400> 11
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gattngttgt ttattagtta ttatgtcgga tttcgcggtt aacgcgtagt tggatgggat 60 tattt 65
<210> 12

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 12

cccaccaacc atcatat 17

<210> 13

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 13

cccaccaacc atcatatc 18

<210> 14

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucledtido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 14

acccaccaac catcata 17

<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
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<400> 15

ctacccacca accatcatat 20

<210> 16

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleodtido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 16

gaagttggaa atgattttat ttagtt 26

<210> 17

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucledtido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 17

gaagttggaa atgattttat ttagttg 27

<210> 18

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 18

gaagttagaa atgattttat ttagtt 26

<210> 19

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 19

gaagttagaa atgattttat ttagttg 27

<210> 20

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleodtido para analisis de metilacion de septina 9
<220>

<221> no seguro

<222> (6)

<223> base no conocida

<400> 20

aagttngaaa tgattttatt tagtt 25

<210> 21

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<220>

<221> no seguro

<222> (7)

<223> base no conocida

<400> 21

gaagttngaa atgattttat ttagtt 26

<210> 22

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<220>

<221> no seguro

<222> (6)

<223> base no conocida

<400> 22

aagttngaaa tgattttatt tagttg 26

<210> 23

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 23

catcatatca aaccccacaa tcaacacaca ac 32

<210> 24

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 24

ccatcatatc aaaccccaca atcaacacac aa 32

<210> 25

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9

<400> 25
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atcatatcaa accccacaat caacacacaa ct 32

<210> 26

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 26

accatcatat caaaccccac aatcaacaca c 31

<210> 27

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 27

aaccatcata tcaaacccca caatcaacac ac 32

<210> 28

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleodtido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 28

agttgtgtgt tgattgtggg gtttgata 28

<210> 29

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
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<400> 29

agttgtgtgt tgattgtggg gtttg 25

<210> 30

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleodtido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 30

atttagttgt gtgttgattg tggggtttga t 31

<210> 31

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleodtido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 31

gaaccccgcg atcaacgcg 19

<210> 32

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 32

tagttgcgcg ttgatcgegg 20

<210> 33

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 33

tagttgcgcg ttgatcge 18

<210> 34

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 34

ccgcegatcaa cgege 15

<210> 35

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 35

cgcgttgatc gcggg 15

<210> 36

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleodtido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 36

cgcgttgatc gcgg 14

<210> 37

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 37

accccgcegat caacg 15

<210> 38

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 38

tgatcgcggg gttcg 15

<210> 39

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 39

aaccccgcga tcaac 15

<210> 40

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 40

gttgatcgcg gggtt 15

<210> 41

<211> 14

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 41

ccecegegatc aacg 14

<210> 42

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 42

cgatcaacgc gcaactaa 18

<210> 43

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 43

aaataatccc atccaactac 20

<210> 44

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 44

gattggttgt ttattagtta ttatgt 26

<210> 45

<211>25
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 45

attggttgtt tattagttat tatgt 25

<210> 46

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 46

gattagttgt ttattagtta ttatgt 26

<210> 47

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 47

attagttgtt tattagttat tatgt 25

<210> 48

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<220>

<221> no seguro

<222> (4)
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<223> base no conocida

<400> 48

attngttgtt tattagttat tatgt 25

<210> 49

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 49

attatgttgg attttgtggt taatgtgtag ttg 33

<210> 50

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 50

attatgttgg attttgtggt taatgtgtag ttg 33

<210> 51

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 51

ccatccaact acacattaac cacaaaatcc a 31

<210> 52

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 52

atccaactac acattaacca caaaatcca 29

<210> 53

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 53

ccaactacac attaaccaca aaatccaa 28

<210> 54

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 54

caactacaca ttaaccacaa aatcca 26

<210> 55

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 55

attagttatt atgttggatt ttgtggttaa tgtgtag 37

<210> 56

<211> 37

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucledtido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 56

agttattatg ttggattttg tggttaatgt gtagttg 37

<210> 57

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 57

ttatgttgga ttttgtggtt aatgtgtagt tgg 33

<210> 58

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 58

cggatttcge ggttaacgc 19

<210> 59

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 59

cgttaaccgc gaaatccg 18

<210> 60

<211> 18

53



10

15

20

25

30

ES 2570 828 T3

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 60

cgcgttaacc gcgaaatc 18

<210> 61

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 61

atttcgcggt taacgcg 17

<210> 62

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<220>

<221> no seguro

<222> (4)

<223> base no conocida

<400> 62

attngttgtt tattagttat tatgt 25

<210> 63

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 63

gattggttgt ttattagtta ttatgt 26

<210> 64

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 64

gattagttgt ttattagtta ttatgt 26

<210> 65

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 65

cccaacaccc accttc 16

<210> 66

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 66

caacaaccaa cccaaca 17

<210> 67

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 67

caacaaccaa cccaacac 18

<210> 68

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleodtido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 68

aacccaacac ccacct 16

<210> 69

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 69

caacccaaca cccacct 17

<210> 70

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 70

caacccaaca cccacct 17

<210> 71

<211> 17

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 71

aacccaacac ccacctt 17

<210> 72

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 72

accaacccaa cacccacctt 20

<210> 73

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleodtido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 73

gttattatgt tggattttgt ggttaatgtg t 31

<210> 74

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 74

tattatgttg gattttgtgg ttaatgtgta gttgg 35

<210> 75

<211> 33
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 75

gttattatgt tggattttgt ggttaatgtg tag 33

<210> 76

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucledtido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 76

gttattatgt tggattttgt ggttaatgtg tag 33

<210> 77

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 77

tcgcggttaa cgcegtagtt 19

<210> 78

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 78

atgggattat ttcggatttc ga 22

<210> 79

58



10

15

20

25

30

ES 2570 828 T3

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleodtido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 79

tttcgcggtt aacgcgta 18

<210> 80

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 80

ttggatggga ttattttgga ttt 23

<210> 81

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 81

atccgaaata atcccatcca actac 25

<210> 82

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 82

cgttaaccgc gaaatccg 18
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<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9

<400> 83

cggatttcge ggttaacgc 19

<210> 84

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9

<400> 84

aactacgcgt taaccgcga 19

<210> 85

<211> 2582

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 85

ctgeoctaget
teectgetete
ctgacagoog
goetcacocag
tgcaggggtg
atgttegeeoc
cgtgogoctge

ccttocttca
aggaggooct
tgttcoccatee
gagggtgcag
ccctoggtgg
tgogecccte
cgtttaaccc

caccktockt
tattgtggag
cogocctgtg
cggtggocco
gtgggagttg
ggctottgag
ttgocaggoge

cggaaacgto
gaagggaggc
cocccttcteo
cggggeggtyg
gtggocctecte
cocacaggoc

agagegogog

60

tgotoctgac
gtegocogte
cggacagtgo
gtegtggtag
gctggtgeoca
gggatectge

gcggeggtga

aaggtctact
cotggottet
ctteteocagg
gggtgttage
tgggactoge
ctgecageog
cagagaactt

60
120
180
240
300
360
420



ES 2570 828 T3

tgtttggetg cccaaataca gocteoctgeoa gaaggaccet gogeoceogggg aaggggagga 480
atctetteoce ctetgggoge cogocctoct cgecatggec cggoctocac atcogoccac 540
atctggooge agoggggoge coggggggag gaggctgagge cgogtoteote googtoccoccot 600
gggogcocggge caggogggga ggaggggggc gotccggteog tgtgoccagg actgtococoo 660
agcggecact cgggocccag coccoccagge cbtggeocttga caggocgggocg gagcagocag T20
tgcgagacag ggaggocggt gogggtgogy gaacctgatce cgoccgggag gogggggcgg 780
ggcgggggog cagogogogy ggaggggocg gogoccgoct tectoececcca ttecattcage B40
tgagcoccaggg ggcoctagggg ctoctoocgge ggcoctagetet goactgoagg agogogggog 800
cggogoccca gocagogogs agggocogyy cocogocgygy ggocgottoct egoogotgoo 260
ctcocogegega ccogcectgococ accagocatc atgtcocggacc cocgoggtcaa cgogcocagotg 1020
gatgggatca tttoggactt cgaaggtggg tgctgggotg gotgotgogg cogoggacgt 1080
gotggagagyg accctgoggy tgggoctgge gogggacggy ggtgogetga ggggagacgg 1140
gagtgegetg aggggagacg ggacccctaa tcocaggeogec ctececegetga gagogoogoeg 1200
cgocococogge coogtgocog cgocgoctac gtgggggace ctgttagggg caccogogta 1260
gaccctgoge gooctcacag gacocctgtge toegttotgeg cactgeoogeoe tgggtttoct 1320
tccttttatt gttgtttgtg tttgocaageo gacagogacc tocctogaggg ctogogaggo 1380
tgcctoggaa ctotocagga cgoacagttt cacteoctggga aatccatcogg tcoccccteococot 1440
ttggectcteoe coggoggote togggoccoyg cttggaccoyg geoaacgggat agggaggtog 1500
ttcctcacct ccgactgagt ggacageocge gteoctgeoteg ggtggacage ccteococteco 1560
cccacgocag tttoggggoe gocaagttgt goagococgtg ggoocgggago accgaacgga 1620
cacagoccag gtogtggeoag ggtoctagagt gggatgteoce atggocccoca tocaggoctg 1680
gggatatcct catccocgectce ccagaatcgg gocgbtggggyg acagaagggg cctgogtgog 1740
ggcagggaga gtattttgge totctoctgt ctteggggtt tacaaagtgt gttgggactt 1800
goggggetge totgtocaag coctgggtetyg gogteocgegt ctetgagect gtgagtgeogt 1860
gogetttect geogteoctott gactgeoecggt gotggggete tgegtectge gteoogeoggga 1920
gtaaatacag caggogaagg ggaagcoctcac acaatggtot ccagogotot ggggoagggoe 1380
ttetgagggy cgggoctgoe totgooggga cotggagoce cogococtog gagaggotoo 2040
taggctgact tgggcagagc cctctggtgg gocgggaggyg ggaaaggotg tgttgaaatg 2100
agcaaactgt ccaggtgtca ggocaagcoctg ggaggtgace agoctgaggt cotoccogot 2160
ccatggocag aaccaggget gacatctgygy tgtoctgage ccagetgeoce acacggocca 2220
cctggggtca gocctatctg agbtgggggag goggggocte ctgggggace agaactttgg 2280
ctggacgoca agoagagtge cagtggotgt tottecaggge tgggococtgag gagggtgtgg 2340
ggoggogaayg ggacgggagy gggttgtgat ccagtggeoca ctggeogeotgt goagagtgtg 2400
agctggaaac atcgtagtta ctttgteoage ttagtggtga aagoocotttt tocaggotcota 2460
tccctttgeoa toocctgotte ccagagggag gggaggtctyg ggtcoctgoaga gotgggaggg 2520
cttgetgtte cogocccoct cocccacaac acctoctcat ctggacatcet ttgggeacat 2580
gc 2582

<210> 86

<211>99

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 86

gacccgoctge ccaccagoca tcatgtocgga cccocgoggtc aacgogcage tggatgggat 60

catttoggac ttegaaggtg ggtgctggge tggoetgetg 99

<210> 87

<211> 68

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 87
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cgaccocgetg coccaccagoc atcatgbtogg acccocgoggt caacgogcag ctggatggga
tcatttog

<210> 88

<211> 67

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 88

gaagtccgaa atgatcccat ccagcbtgege gttgaccgog gggtoccgaca tgatggotgg
tgggcag

<210> 89

<211> 139

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 89
ctegeegetg cecteococgege gaccocgectge ccaccagoca tcatgtogga ccoccocgeggte
aacgogoage tggatgggat catttoggac ttcgaaggtg ggtgotggge tggotgotgo
ggccgeggac gtgctggag

<210> 90

<211> 119

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 90

cocctocogege gaccogeotge ccaccagoca tcatgtogga cocogeoggte aacgogoage
tggatgggat cattteggac ttcogaaggtg ggtgctggge tggetgetge ggocgogga

<210> 91

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 91

ccatcatatc aaaccccaca atcaacacac 30

<210> 92
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<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleodtido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 92

gtagtagtta gtttagtatt tatttt 26

<210> 93

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 93

cccaccaacc atcatat 17

<210> 94

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 94

catcatatca aaccccacaa tcaacacaca ac 32

<210> 95

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 95

gttcgaaatg attttattta gttgc 25
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<210> 96

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> oligonucleoétido para analisis de metilacion de septina 9
<400> 96

cgttgatcgc ggggttc 17

<210> 97

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> 17378-7B3C3

<400> 97

ccatcatatc aaaccccaca atcaacacac a 31
<210> 98

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> 17378-7B5

<400> 98

atcatatcaa accccacaat caacacacaa ct 32
<210> 99

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> 17378-7B9

<400> 99
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accatcatat caaaccccac aatcaacaca c 31
<210> 100

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> 17378-7B10

<400> 100

aaccatcata tcaaacccca caatcaacac ac 32
<210> 101

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> 17378-7B3C3

<400> 101

ccatcatatc aaaccccaca atcaacacac a 31
<210> 102

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> 17378.7PF2

<400> 102

gaaatgattt tatttagttg cgcg 24

<210> 103

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> 17378.7PR2
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<400> 103

tgatcgcggg gttcg 15
<210> 104

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> 17378.7PF4
<400> 104

ccecgegatca acgeg 15
<210> 105

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> 17378.7PR4

<400> 105

aactaaataa aatcatttcg aacttcg 27

ES 2570 828 T3
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Reivindicaciones

1. Un método para analisis de metilaciéon, comprende

a) tratar ADN gendmico con uno o mas reactivos para convertir bases de citosina no metiladas a sulfonato de uracilo o a
otra base que tenga un comportamiento de union diferente de citosina, mientras que la citosina metilada permanece sin
cambio;

b) amplificar el ADN tratado por medio de

i) un oligonucleodtido que comprende o que consiste de una secuencia definida por la SEQ ID NO: 5 o una variante de la
misma con supresion de 5-terminal y/o 3-terminal de 1, 2, 3, 4 o 5 nucledtidos; y

ii) un oligonucledtido que comprende o que consiste de una secuencia que se define por la SEQ ID NO: 44 o una
variante de la misma con supresion de 5'-terminal y/o 3'-terminal de 1, 2, 3, 4 o 5 nucledtidos;

en donde dichos oligonucleétidos son adecuados para uso como cebadores;

c) deducir la presencia o ausencia de metilacion de los dinucleétidos CpG amplificados en la etapa b) a partir de los
resultados de la etapa b).

2. El método de la reivindicacion 1, en donde la amplificacion de etapa b) de método adicionalmente comprende el uso
de

i) por lo menos un oligonucledtido que comprende o que consiste esencialmente de una secuencia seleccionada del
grupo que consiste de la SEQ ID NO: 7 y 49-57, en donde dicho uno o mas oligonucleétidos son adecuados para uso
como bloqueadores;

ii) por lo menos un oligonucleétido que comprende o que consiste esencialmente de una secuencia seleccionada del
grupo que consiste de la SEQ ID NO: 8 y 58-61, en donde dicho uno o mas oligonucleétidos son adecuados para uso
como sondas; y

ii) una polimerasa, preferiblemente una polimerasa estable al calor.

3. El método de la reivindicacion 2, comprende

a) utilizar un oligonucleétido que comprende o que consiste esencialmente de la secuencia de la SEQ ID NO: 7 en el
item (i); y

b) utilizar un oligonucleétido que comprende o que consiste esencialmente de la secuencia de la SEQ ID NO: 8 en el
item (ii).

4. Un método para detectar y/o clasificar trastornos proliferativos celulares, que comprenden;

a) tratar ADN gendmico con uno o mas reactivos para convertir bases de citosina no metiladas a sulfonato de uracilo o a

otra base que tenga un comportamiento de union diferente al de la citosina, mientras que la citosina metilada
permanece sin cambio ;

b) amplificar el ADN tratado por medio de

i) un oligonucledtido que comprende o que consiste de una secuencia que se define por la SEQ ID NO: 5, o variantes de
la misma con supresion de 5-terminal y/o 3-terminal de 1, 2, 3, 4 o 5 nucledtidos, dicho uno o mas oligonucleétidos son
adecuados para uso como cebadores; y

ii) un oligonucleotido que comprende o que consiste de una secuencia que se define por la SEQ ID NO: 44 o variantes
de la misma con supresion de 5-terminal y/o 3'-terminal de 1, 2, 3, 4 o 5 nucledtidos; dicho uno o mas oligonucledtidos
son adecuados para uso como cebadores;

c) deducir la presencia o ausencia de metilacion de los dinucleétidos CpG amplificados en la etapa b) a partir del
resultado de la etapa b), en donde por lo menos se proporciona uno de los trastornos proliferativos celulares de
deteccion y clasificacion, por lo menos en parte.
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5. El método de la reivindicacién 4, en donde la amplificacion de etapa b) de método adicionalmente comprende el uso
de

i) por lo menos un oligonucledtido que comprende o que consiste esencialmente de una secuencia seleccionada del
grupo que consiste de la SEQ ID NO: 7 y 49-57, dicho uno o mas oligonucleétidos son adecuados para uso como
bloqueadores;

ii) por lo menos un oligonucleétido que comprende o que consiste esencialmente de una secuencia seleccionada del
grupo que consiste de la SEQ ID NO: 8 y 58-61, dicho uno o mas oligonucleétidos son adecuados para uso como
sondas; y

i) una polimerasa, preferiblemente una polimerasa estable al calor.
6. Uso de un método de las reivindicaciones 1-3 para

el descubrimiento de un marcador de metilacién, en donde el marcador es indicador de eventos adversos para
pacientes o individuos, por lo cual estos eventos adversos pertenecen a por lo menos una de las siguientes categorias:

interacciones de farmaco no deseadas; enfermedades cancerigenas; trastornos proliferativos celulares; carcinoma de
colon; carcinoma de higado; mal funcionamiento del SNC; lesidon o enfermedad; sintomas de agresion o alteraciones del
comportamiento; consecuencias de lesiones cerebrales clinicas, sicoldgicas y sociales; trastornos sicoticos y trastornos
de personalidad; demencia y/o sindromes asociados; enfermedad cardiovascular, mal funcionamiento o lesién; mal
funcionamiento, lesién o enfermedad del tracto gastrointestinal; mal funcionamiento, lesién o enfermedad del sistema
respiratorio; lesion, inflamacion, infeccion, inmunidad y/o convalecencia; mal funcionamiento, lesién o enfermedad del
cuerpo como una anormalidad del proceso de desarrollo; mal funcionamiento, lesién o enfermedad de la piel, de los
musculos, del tejido conectivo de los huesos; mal funcionamiento, lesion o enfermedad endocrina y metabdlica; dolores
de cabeza o disfuncion sexual.
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Figura 1

69



ES 2570828 T3

Figura 2
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Figura 4
indice de deteccion analizando 1/5 del ADN de entrada
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 8

sonda (Seq-ID8y9)

HeavyMethyl PCR2 C ——

AL COtTOLL ALt AGL L ATLATGT CCGAL L L CECGETLARCCCGLAGL TEGGATGGGATLATTT

bquuador(seq-lD 7) ' T

HeavyMethyl PCR1 P (SeaiDd)
1/ A J
CCACCAACCATCATATCGAACCCCGCGATCAACGCECAACTAAATaaaATCATTTCGAACTTC

bloqueador (Seq-1D 2)

! CpGs Analizado |
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Figura 9
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