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DESCRIPCION
Nuevo marcador fetal de metilacion
Antecedentes de la invencion

La deteccion precoz de las afecciones relacionadas con el embarazo, incluyendo posibles complicaciones durante el
embarazo o parto y los defectos genéticos del feto, es de crucial importancia, ya que permite una intervencién
médica temprana necesaria para la seguridad tanto de la madre como del feto. El diagnostico prenatal se ha llevado
a cabo rutinariamente utilizando células aisladas del feto mediante procedimientos como la obtencion de muestras
de las vellosidades coriénicas (CVS) o la amniocentesis. Estos métodos convencionales son, sin embargo, invasivos
y presentan un riesgo apreciable tanto para la madre como para el feto a pesar de que la manipulacién se realice
cuidadosamente (Tabor et al., Lancet 1:1287-1293, 1986).

Se han desarrollado alternativas a estas estrategias invasivas para el cribado prenatal, por ejemplo, para detectar
anomalias fetales, tras los descubrimientos de que se pueden encontrar varios tipos de células fetales en la
circulacion materna (Johansen et al., Prenat. Diagn. 15:921-931, 1995) y, lo que es mas importante, se puede
detectar ADN fetal libre de células circulantes en plasma y suero materno (Lo et al., Lancet 350:485-487, 1997). Se
ha demostrado que la cantidad de ADN fetal en la sangre materna es suficiente para el analisis genético sin
tratamiento complejo del plasma o el suero, en contraste con los métodos alternativos que requieren etapas para
aislar y enriquecer células fetales. Desde entonces se han conseguido el genotipado rhesus D (RhD) de fetos (Lo et
al.,, N. Engl. J. Med. 339:1734-1738, 1998), La determinacion del sexo del feto (Costa et al,, N. Engl. J. Med.
346:1502, 2002), y el diagnéstico de varios trastornos fetales (Amicucci et al., Clin. Chem. 46:301-302, 2000; Saito et
al., Lancet 356:1170, 2000; y Chiu et al., Lancet 360:998-1000, 2002) mediante la deteccién de ADN fetal en plasma
o suero materno utilizando una técnica basada en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Ademas, se han descrito anomalias cuantitativas del ADN fetal en el plasma/suero materno en la preeclampsia (Lo
et al., Clin. Chem. 45:184-188, 1999 y Zhong et al., Am. J. Obstet. Gynecol. 184:414-419,2001), trisomia fetal 21 (Lo
et al., Clin. Chem. 45:1747-1751, 1999 y Zhong et al., Prenat. Diagn. 20:795-798,2000) e hiperemesis gravidica
(Sekizawa et al., Clin. Chem. 47:2164-2165,2001). La deteccion de acido nucleico fetal en sangre materna para el
analisis genético prenatal también se divulga en la patente de Estados Unidos n.° 6.258.540.

Debido a que el ADN fetal coexiste con el ADN materno en la porcion acelular de la sangre de una mujer
embarazada, por ejemplo, suero o plasma, existe la necesidad de distinguir el ADN de origen fetal del de origen
materno para garantizar que se obtienen resultados precisos en el diagnostico fetal basado en ADN. Se describio
por primera vez en la solicitud de patente de Estados Unidos n.° 09/944.951, publicada como 20030044388, que el
ADN fetal y el materno pueden distinguirse por sus diferentes perfiles de metilacion. Landes et al. en la solicitud de
patente de Estados Unidos n.° 20030211522 también propusieron el uso de marcadores de metilacién diferenciales
de para el diagnostico prenatal. Por otro lado, para asegurar la eficacia de los métodos de ensayo basados en el
ADN fetal y eliminar la interpretacion erronea de los resultados del ensayo debido a la insuficiente recuperacion de
ADN fetal obtenido a partir de tales métodos, existe también la necesidad de determinar la presencia y la cantidad
de ADN fetal en una muestra utilizada para el procedimiento de ensayo. Por lo tanto, es deseable identificar un
marcador de ADN fetal que pueda servir con eficacia como indicador universal de la presencia o ausencia de ADN
fetal en general en una muestra de ensayo. Es importante que dicho marcador de ADN fetal sea consistente y
uniformemente distinto de su homoélogo materno y que la presencia o ausencia del marcador pueda determinarse
facilimente sobre el fondo de ADN materno y correlacionar directamente con la presencia o ausencia de ADN fetal en
general. La presente invencion aborda esta y otras necesidades relacionadas.

En la presente solicitud se han identificado por primera vez una serie de genes humanos como los que tienen
patrones de metilacién altamente distintos en tejidos fetales (por ejemplo, derivados de placenta) y en tejidos
maternos. Procedentes de un feto, estos genes se metilan a un alto nivel de uniformidad, mientras que los genes de
una fuente materna que libera una cantidad significativa de ADN libre de células en la sangre materna no estan
metilados a un nivel similarmente alto de uniformidad. Estas caracteristicas permiten que los genes sirvan de forma
eficaz como controles positivos internos de una muestra de ensayo utilizada en un proceso de diagnéstico prenatal,
con el propdsito de asegurar que se ha recuperado una cantidad suficiente de ADN fetal en la muestra durante el
proceso. Debido al alto nivel de uniformidad en el estado de metilacién de estos genes con respecto a su origen,
estos genes son controles particularmente fiables, indicativos tanto de la calidad como de la cantidad del ADN fetal.
Otra ventaja de estos genes como marcadores fetales es la relativa facilidad en detectar solo la version fetal
metilada en contraste con sus homédlogos maternos no metilados. Ademas, los genes fetales descritos en la
presente solicitud también pueden usarse directamente como marcadores de diagnéstico para ciertas afecciones o
trastornos relacionados con el embarazo.

Breve resumen de la invencion

En el primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un método para detectar la presencia de ADN fetal en
una muestra biologica de una mujer embarazada. Este método incluye las etapas siguientes: (a) tratar la muestra
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con un agente que modifica diferencialmente el ADN metilado y no metilado; y (b) detectar la secuencia de ADN de
RASSF1A, en la muestra. La presencia de la secuencia de ADN indica la presencia de ADN fetal en la muestra,
mientras que la ausencia de la secuencia de ADN indica la ausencia de ADN fetal en la muestra.

En la invencion, la muestra de una mujer embarazada es plasma o suero de sangre entera. En algunas
realizaciones, el agente capaz de modificar diferencialmente el ADN metilado y no metilado digiere el ADN no
metilado, pero no el ADN metilado. Este agente puede ser una enzima sensible a la metilacion, particularmente una
enzima de restriccién sensible a la metilacién, tal como Hpa Il o BstU I. En otras realizaciones, el agente puede
contener bisulfito.

En algunas realizaciones, la etapa (b) del método comprende un proceso de amplificacion. En una realizacion de
ejemplo, el proceso de amplificaciéon es una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), tal como PCR en tiempo
real. En otras realizaciones, la etapa (b) determina la cantidad de la secuencia de ADN.

En algunas realizaciones, cuando la etapa (b) indica la presencia de ADN fetal en la muestra, el método puede
incluir las etapas adicionales de: c) determinar la cantidad de Una segunda secuencia fetal de ADN en una segunda
muestra. La segunda muestra es idéntica a la muestra en la etapa (a) antes de ser tratada con el agente que
modifica diferencialmente el ADN metilado y no metilado, y la segunda secuencia no es RASSF1A, y (d) comparar la
cantidad de la segunda secuencia con un control estandar. Cuando se detecta un aumento en la cantidad de la
segunda secuencia del control, se interpreta como indicador de la presencia de una afeccién asociada con el
embarazo o un riesgo aumentado de desarrollar tal afeccién. En algunos casos, la segunda muestra en la etapa (c)
no se trata con ningun agente que modifique diferencialmente el ADN metilado y no metilado, mientras que, en otros
casos, la segunda muestra en la etapa (c) se trata con el agente antes de determinar la cantidad de la segunda. Por
ejemplo, la segunda muestra en la etapa (c) se trata con un segundo agente diferente que modifica diferencialmente
el ADN metilado y no metilado antes de determinar la cantidad de la segunda secuencia de ADN fetal. Este método
es adecuado para detectar la presencia de varias afecciones relacionadas con el embarazo o un mayor riesgo de
desarrollar una durante el embarazo. Algunos ejemplos de esta afeccion incluyen preeclampsia, parto prematuro y
retraso del crecimiento intrauterino (RCIU).

En otras realizaciones, cuando la etapa (b) indica la presencia de ADN fetal en la muestra, el método puede
comprender las etapas adicionales de: (c) detectar una segunda secuencia fetal de ADN en una segunda muestra.
La segunda muestra es idéntica a la muestra de la etapa (a) antes de ser tratada con el agente y la segunda
secuencia es un gen de un tipo sanguineo RhD, un gen de un tipo sanguineo ABO, un gen de tipo sanguineo RhC,
Un gen de un tipo de sangre RhE, un gen de un tipo HLA o un gen localizado en el cromosoma Y, o un gen que
contiene una mutacion predeterminada, en el que la presencia de la segunda secuencia indica la presencia del tipo
sanguineo RhD particular, el tipo sanguineo ABO particular, el tipo sanguineo RhC particular, el tipo sanguineo RhE
particular, el tipo de HLA particular, el cromosoma Y o la mutacién predeterminada dentro del gen en el genoma
fetal. En algunos casos, la segunda muestra en la etapa (c) no se trata con ninglin agente que modifique
diferencialmente el ADN metilado y no metilado. Opcionalmente, la etapa (c) comprende un proceso de
amplificacion. En una realizacion de ejemplo, el proceso de amplificacion es una reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), tal como PCR en tiempo real.

En el segundo aspecto de la presente invencion, se proporciona un método para detectar una afeccion asociada con
el embarazo en mujeres embarazadas. Este método incluye las etapas siguientes: (a) tratar una muestra biolégica
gue es sangre entera, plasma o suero, obtenida de la mujer con un agente que modifica diferencialmente el ADN
metilado y no metilado; (b) detectar la cantidad de secuencia de ADN de RASSF1A, en la muestra; y (c) comparar la
cantidad de la secuencia de ADN con un control estandar, en el que un aumento con respecto al control indica la
presencia o un riesgo aumentado de desarrollar la afeccién asociada con el embarazo.

En algunas realizaciones, el agente capaz de modificar diferencialmente el ADN metilado o no metilado digiere el
ADN no metilado, pero no el ADN metilado. Una posibilidad es que el agente sea una enzima sensible a la
metilacion, tal como una enzima de restriccion sensible a la metilacion (por ejemplo, Hpa Il o BstU [). Otra posibilidad
es que el agente comprende bisulfito.

En algunas realizaciones, la etapa (b) del método comprende un proceso de amplificacion, que puede efectuarse por
diversos medios, incluyendo la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), tal como PCR en tiempo real. Este
método es adecuado para el diagnostico, la monitorizacion o la evaluacion del riesgo de una serie de afecciones
asociadas con el embarazo, entre las que se incluyen preeclampsia, parto prematuro y retraso del crecimiento
intrauterino (RCIU).

Breve descripcion de los dibujos

Figure 1. Secuencias del cebador, la sonda y el calibrador estandar para secuencias de RASSF1A (SEQ ID
NOS:1-8), APC (SEQ ID NOS:9y 10) y RARB (SEQ ID NOS:11-14) y condiciones de la reaccion de PCR.
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Figura 2. Estado de metilacion de la isla CpG de RASSF1A en tejidos de la placenta del (a) primer y (b) tercer
trimestre y las correspondientes células sanguineas maternas. Los sitios CpG analizados se numeran en serie y
se nombran segun el acceso de GenBank de RASSF1 (Homo sapiens) NM_007182 con el codon de iniciacion de
su secuencia de codificacion de la proteina como la posicién +1 (entre paréntesis). El primer sitio CpG (-113)
corresponde a chr3: 50353354 (cadena inversa) del genoma humano en el buscador de genomas UCSC
(ensamblaje de mayo de 2004, hg17). Los circulos llenos y sin llenar representan sitios CpG metilados y no
metilados, respectivamente.

Figura 3. Estado de metilacion de la isla CpG de APC y RARB en tejidos de la placenta del (a) primer y (b) tercer
trimestre y las correspondientes células sanguineas maternas. Para APC, los sitios CpG analizados se nombran
de acuerdo con el acceso en GenBank NM_000038 con el codén de iniciacion de su secuencia de codificacion
de la proteina como posicion +1. El primer sitio CpG (-17371) corresponde a chr5: 112101115 del genoma
humano en el buscador de genomas UCSC (ensamblaje de mayo de 2004, hg17). Para RARB, los sitios CpG
analizados se nombran de acuerdo con el acceso en GenBank NM_016152 con el codén de iniciacién de su
secuencia de codificacion de la proteina como posicion +1. El primer sitio CpG (-73231) corresponde a chr3:
25444475 del genoma humano en el buscador de genomas UCSC (ensamblaje de mayo de 2004, hg17). Los
circulos llenos y sin llenar representan sitios CpG metilados y no metilados, respectivamente.

Figura 4. Secuencias del cebador, la sonda y del calibrador estandar para CASP8 (SEQ ID NOS: 15-18) y
condiciones de reaccién de la PCR.

Figura 5. Estado de metilacion de CpG de CASP8 en tejidos de la placenta del (a) primer y (b) tercer trimestre y
las correspondientes células sanguineas maternas. Los sitios CpG analizados se nombran de acuerdo con el
acceso en GenBank NM_033355 de CASP8 (Homo sapiens) con el codén de iniciacion de su secuencia de
codificaciéon de la proteina como posicion +1. El primer sitio CpG (-8167) corresponde a chr2: 201948550 del
genoma humano en el buscador de genomas UCSC (ensamblaje de mayo de 2004, hg17). Los circulos llenos y
sin llenar representan sitios CpG metilados y no metilados, respectivamente.

Figura 6. Secuencias del cebador, la sonda y el calibrador estandar para SCGB3A1 (SEQ ID NOS: 19-22) y
condiciones de la reaccién PCR.

Figura 7. Estado de metilacion de CpG de SCGB3A1 en tejidos de la placenta del tercer trimestre y las
correspondientes células sanguineas maternas. Los sitios CpG analizados se nombran de acuerdo con el acceso
en GenBank NM_052863 de SCGB3A1 (Homo sapiens) con el codén de iniciacion de su secuencia de
codificaciéon de la proteina como posicion +1. El primer sitio CpG (-390) corresponde a chr5: 179951435 del
genoma humano en el buscador de genomas UCSC (ensamblaje de mayo de 2004, hg17).

Figura 8. Amplificacion selectiva de la secuencia de ADN metilado. Los circulos conectados a la secuencia
génica significan sitios de escision de la enzima de restriccion sensible a la metilaciéon. Los circulos abiertos y
rellenos representan secuencias no metiladas y metiladas, respectivamente, en estos sitios de escision de
enzimas de restriccion sensibles a la metilacion. La digestion con enzimas de restriccion sensibles a la metilacion
escinde la secuencia de ADN no metilada en los sitios de restriccion enzimatica. Como resultado, solo se pudo
detectar la secuencia de ADN metilado no escindida en la etapa de amplificacion por PCR en tiempo real.

Figura 9. (a) Graficos de la amplificacion por PCR en tiempo real para RASSF1A en muestras de ADN de la
capa leucocitaria de la placenta y materna. Después de la digestién de la enzima de restriccion sensible a la
metilacién, se detecto6 la secuencia de RASSF1A en la muestra de ADN placentaria, pero no se detecto en la
muestra de ADN de la capa leucocitaria materna. (b) Amplificacién mediante PCR en tiempo real para
secuencias de (-actina en muestras de ADN de la capa leucocitaria de la placenta y materna. Después de la
digestion enzimatica, no se detect6 (-actina en el ADN de la capa leucocitaria de la placenta o materna. (c)
Estado de metilacion de CpG de B-actina en tejidos de la placenta del tercer trimestre y las correspondientes
células sanguineas maternas. Los sitios CpG analizados se nombran de acuerdo con el acceso en GenBank
M10277 del gen de la beta-actina citoplasmatica humana con el codoén de iniciacion de su secuencia de
codificacion de la proteina como posicion +1. El primer sitio CpG (-970) corresponde a chr7: 5536879 del
genoma humano en el buscador de genomas UCSC (ensamblaje de mayo de 2004, hg17).

Figura 10. (a) Diagrama esquematico que muestra el principio de la amplificacion selectiva de la secuencia
RASSF1A derivada del feto en el ADN del plasma materno. Los circulos conectados a la secuencia génica
significan sitios de escision de la enzima de restriccion sensible a la metilacion. Los circulos abiertos y rellenos
representan secuencias no metiladas y metiladas, respectivamente, en estos sitios de escision de enzimas de
restriccion sensibles a la metilacion. La digestion con enzimas de restriccion sensibles a la metilacion digiere
especificamente el ADN no metilado en los sitios de restriccion enzimatica. Como resultado, las secuencias de
RASSF1A (Rsf)y B-actina derivadas de la madre, asi como la secuencia de la B-actina derivada del feto, serian
digeridas, dejando secuencias de RASSF1A derivadas del feto detectables. Las flechas rellenas y abiertas
representan los cebadores para PCR dirigidos a los genes RASSF1A y de B-actina, respectivamente. Por lo
tanto, solo se pudo detectar la secuencia de RASSF1A derivada del geto mediante el sistema de PCR en tiempo
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real. (b) Diagrama esquematico que ilustra la deteccion de la digestion enzimatica incompleta por el control
interno del sistema de B-actina. Cuando la digestion enzimatica sensible a la metilacion es incompleta, algunas
secuencias de RASSF1A y B-actina derivadas de la madre, asi como algunas secuencias de 3-actina derivadas
del feto, permanecerian en la muestra de ADN. En este caso, la sefial de RASSF1A, que puede provenir de
secuencias tanto maternas como fetales derivadas de una digestion incompleta, no es especifica para el ADN
fetal. Este sistema de control interno esta disefiado para minimizar la deteccion de falsos positivos debido a la
digestion enzimatica incompleta.

Figura 11. Graficos de amplificacion en tiempo real para RASSF1A y B-actina para las muestras de ADN
plasmatico de una mujer embarazada en el tercer trimestre (a) y una mujer embarazada en el primer trimestre
(b). Después de la digestion enzimatica, la secuencia de RASSF1A permanecio detectable en el plasma materno
de ambas mujeres. El desplazamiento a la derecha de la curva de amplificacion se debe a la reduccion de la
cantidad de la secuencia de RASSF1A después de la digestion de las secuencias de RASSF1A derivadas de la
madre por la enzima de restriccion sensible a la metilacién. En contraste, las secuencias de B-actina fueron
digeridas por la enzima vy, por lo tanto, no se pudieron detectar. Se analizaron las muestras de ADN plasmatico
libre de células de 71 mujeres embarazadas. Veintiocho de ellas estaban en el primer trimestre de su embarazo y
43 de ellas estaban en el tercer trimestre. Las secuencias de RASSF1A fueron detectables en TODAS las
muestras de ADN plasmatico después de la digestion enzimatica sensible a la metilacion.

Figura 12. Graficos de la amplificacion en tiempo real para RASSF1A y B-actina para el ADN del plasma materno
de una mujer no embarazada. Después de la digestibn enzimatica, no se detecté ninguna secuencia de
RASSF1A o de B-actina en la muestra de ADN de plasma. En las 25 mujeres no embarazadas reclutadas para
este estudio, ninguna mostr6 sefial de RASSF1A detectable en el plasma después de la digestion con enzimas
de restriccion sensibles a la metilacion.

Figura 13. En este caso, los genotipos de RASSF1A de la madre (ADN de la capa leucocitaria materna) y el feto
(ADN de la placenta) fueron AC y CC, respectivamente. Sin digestion enzimatica, el genotipo RASSF1A del
plasma materno era idéntico al de la madre, que era AC. Después de la digestion enzimatica, el genotipo
RASSF1A del plasma materno cambié a CC, que era idéntico al genotipo placentario (fetal).

Figura 14. Correlaciones de las concentraciones de la secuencia SRY frente a la secuencia de RASSF1A en el
plasma materno con o sin digestion enzimatica para 24 mujeres embarazadas en el tercer trimestre. Todos los
sujetos llevaban un feto masculino. Hubo una correlacion positiva entre las concentraciones de SRY y RASSF1A
en el plasma materno con digestion enzimatica (r = 0,717, p <0,0001, correlacién de Spearman). Sin embargo,
no existe correlacién alguna entre las concentraciones de SRY y el RASSF1A total medidas sin digestion
enzimatica (r = 0,228, p = 0,280, Spearman).

Figura 15. Diagrama esquematico que muestra la estrategia de las pruebas no invasivas de rhesus fetal D en
mujeres embarazadas.

Figura 16. La concentracidon de la secuencia de RASSF1A después de la digestion enzimatica en el plasma
materno era elevada en los embarazos preeclampsicos.

Figura 17. Secuencias del cebador para secuenciacion con bisulfito de DAB2IP(SEQ ID NOS: 23-26) y
condiciones de reaccién de la PCR.

Figura 18. Estado de metilacion de CpG de DAB2IP en una muestra de tejido de la placenta del tercer trimestre
y las correspondientes células sanguineas maternas. Los sitios CpG analizados se nombran de acuerdo con el
acceso en GenBank NM_032552 de DAB2IP (Homo sapiens) con el codén de iniciacion de su secuencia de
codificaciéon de la proteina como posicién +1. El primer sitio CpG (-59572) corresponde a chr9: 121541221 del
genoma humano en el buscador de genomas UCSC (ensamblaje de mayo de 2004, hg17). Los circulos llenos y
sin llenar representan sitios CpG metilados y no metilados, respectivamente.

Definiciones

La expresion "trastorno asociado al embarazo", tal como se utiliza en la presente solicitud, se refiere a cualquier
afeccion o enfermedad que pueda afectar a una mujer embarazada, al feto que la mujer lleva o tanto a la mujer
como al feto. Tal afeccion o enfermedad puede manifestar sus sintomas durante un periodo de tiempo limitado, por
ejemplo, durante el embarazo o el parto, o puede durar toda la vida del feto después de su nacimiento. Algunos
ejemplos de un trastorno asociado con el embarazo incluyen preeclampsia, parto prematuro y retraso del
crecimiento intrauterino (RCIU).

En la presente solicitud, las expresiones “acido nucleico” o “polinucleétido” se refieren a acidos
desoxirribonucleicos (ADN) o acidos ribonucleicos (ARN) y a polimeros de los mismos en forma mono o bicatenaria.
A menos que se limite especificamente, el término abarca acidos nucleicos que contienen analogos conocidos de
nucleétidos naturales que tienen propiedades de unién similares como acido nucleico de referencia y que se
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metabolizan de un modo similar a los nucleé6tidos naturales. A menos que se indique lo contrario, una secuencia de
acido nucleico concreta también abarca implicitamente variantes de la misma modificadas de forma conservadora
(por ejemplo, sustituciones de codones degeneradas), alelos, ortélogos, mutaciones que incluyen mutaciones
puntuales, polimorfismos de nucleétido Unico (SNP) y secuencias complementarias, asi como la secuencia que se
indica explicitamente. Especificamente se pueden conseguir sustituciones de codones degeneradas generando
secuencias en las que la tercera posiciébn de uno o mas (o todos) codones seleccionados esta sustituida con
residuos de base mixta y/o desoxinosina (Batzer y col., Nucleic Acid Res. 19:5081 (1991); Ohtsuka y col., J. Biol.
Chem. 260:2605-2608 (1985); y Rossolini y col., Mol. Cell. Probes 8:91-98 (1994)). La expresién acido nucleico se
usa de forma intercambiable con gen, ADNc y ARNm codificados por un gen.

El término “gen” significa el segmento de ADN implicado en la producciéon de una cadena polipeptidica; incluye
regiones que preceden y siguen a la regién de codificacién (lider y trasera) implicadas en la transcripcion/traduccion
del producto génico y la regulacién de la transcripcion/traduccién, asi como secuencias intermedias entre segmentos
codificantes individuales (exones).

En la presente solicitud, los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina” se usan de forma intercambiable en el
presente documento para hacer referencia a un polimero de residuos de aminoacidos. Los términos se aplican a
polimeros de aminoacidos en los que uno o mas restos de aminoacidos es un mimético quimico artificial de un
correspondiente aminoacido natural, asi como polimeros de aminoacidos naturales y polimeros de aminoacidos no
naturales. Como se usa en el presente documento, los términos abarcan cadenas de aminoacidos de cualquier
longitud, incluidas proteinas de longitud completa (es decir, antigenos), en las que los residuos de aminoacidos
estan unidos mediante enlaces peptidicos covalentes.

El término “aminoacido” se refiere a aminoacidos naturales y sintéticos, asi como analogos de aminoacidos y
miméticos de aminoacidos que funcionan de un modo similar a los aminoacidos naturales. Los aminoacidos
naturales son los codificados por el cddigo genético, asi como los aminoacidos que se modifican después, por
ejemplo hidroxiprolina, y-carboxiglutamato y O-fosfoserina.

En el presente documento se puede hacer referencia a los aminoacidos bien por sus simbolos de tres letras
conocidos habitualmente o por los simbolos de una letra recomendados por la IUPAC-IUB Biochemical
Nomenclature Commission. Asimismo, se puede hacer referencia a los nucleétidos por sus cédigos de una sola letra
comunmente aceptados.

El término "bisulfito", tal como se usa en el presente documento, abarca todos los tipos de bisulfitos, tales como
bisulfito de sodio, que son capaces de convertir quimicamente una citosina (C) en un uracilo (U) sin modificar
guimicamente una citosina metilada y, por lo tanto, pueden usarse para modificar diferencialmente una secuencia de
ADN basada en el estado de metilacion del ADN.

Tal como se utiliza en el presente documento, un reactivo que "modifica diferencialmente” el ADN metilado o no
metilado abarca cualquier reactivo que modifique el ADN metilado y/o no metilado en un proceso a través del cual se
obtienen productos distinguibles a partir de ADN metilado y no metilado, de modo que se permite la identificacion del
estado de metilacion del ADN. Estos procesos pueden incluir, sin limitaciones, reacciones quimicas (tales como una
conversion de C — U por bisulfito) y el tratamiento enzimatico (tal como la escision por una endonucleasa
dependiente de metilacion). De este modo, una enzima que escinde o digiere preferentemente ADN metilado es una
capaz de escindir o digerir una molécula de ADN con una eficacia mucho mayor cuando el ADN esta metilado,
mientras que una enzima que escinde o digiere preferentemente el ADN no metilado exhibe una eficacia
significativamente mayor cuando el ADN no esta metilado.

En la presente solicitud, la palabra "presencia” o "ausencia" se usa en un sentido relativo para describir el nivel de
una secuencia de ADN concreta. En otras palabras, cuando se dice que una determinada secuencia de ADN o un
gen esta "presente" en una muestra de ensayo, significa que el nivel de esta secuencia de ADN o gen esta por
encima de un umbral predeterminado; mientras que cuando una secuencia de ADN o gen esta "ausente" cuando su
nivel en una muestra de ensayo esta por debajo de dicho umbral.

Tal como se utiliza en la presente solicitud, un "aumento” o una "disminucion" se refiere a un cambio detectable
positivo 0 negativo en la cantidad con respecto a un control estandar establecido. Un incremento es un cambio
positivo, preferiblemente al menos 10 %, mas preferiblemente 50 %, alin mas preferiblemente de 2 veces, incluso
mas preferiblemente de al menos 5 veces, y, lo mas preferiblemente, de al menos 10 veces el valor de control. De
forma similar, una disminucién es un cambio negativo, preferiblemente de al menos el 10 %, mas preferiblemente del
50 %, todavia mas preferiblemente de al menos 80 % vy, lo mas preferiblemente, de al menos 90 % del control. En la
presente solicitud se usan otros términos que indican cambios cuantitativos o diferencias de una base comparativa,
tales como "mas" o "menos", de la misma manera que se ha descrito anteriormente.

Un "método de hibridacion de polinucleétidos", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un
método para detectar la presencia y/o la cantidad de un polinucleétido basado en su capacidad para formar
apareamiento de bases de Watson-Crick, en condiciones de hibridacion apropiadas, con una sonda polinucleotidica
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de una secuencia conocida. Ejemplos de tales métodos de hibridacion incluyen transferencia Southern y
transferencia Northern.

"Cebadores", tal como se usan en el presente documento, se refieren a oligonucleétidos que pueden usarse en un
método de amplificacion, tal como una reaccioén en cadena de polimerasa (PCR), para amplificar una secuencia de
nucleétidos basada en la secuencia polinucleotidica correspondiente a un gen de interés, por ejemplo RASSF1A,
APC, CASP8, RARB, SCGB3A1, DAB2IP, PTPN6, THY1, TMEFF2, o PYCARD, metilados o no metilados. Al menos
uno de los cebadores para PCR para la amplificacidon de una secuencia polinucleotidica es especifico de secuencia
para la secuencia.

"Valor de control estandar, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a una cantidad predeterminada
de una secuencia genémica que procedente de un feto y que esta presente en una muestra establecida. El valor de
control estandar es adecuado para el uso de un método de la presente invencién, con el fin de comparar la cantidad
de un gen de interés (o una secuencia no codificante) que esta presente en una muestra de ensayo. Una muestra
establecida que sirve como control estandar proporciona una cantidad promedio de un gen fetal de interés que es
tipico durante un tiempo definido (por ejemplo, el primer trimestre) durante el embarazo en la sangre de una mujer
media embarazada normal, sana, portadora de un feto normal ninguno de los cuales presenta riesgo de desarrollar
trastornos o complicaciones asociadas con el embarazo. Un valor de control estandar puede variar dependiendo de
la secuencia genomica de interés y la naturaleza de la muestra.

El término "promedio”, tal como se utiliza en el contexto de describir una mujer embarazada, se refiere al hecho de
que la mujer esta libre de al menos una afeccién de relevancia, tal como una afeccion asociada con el embarazo
(por ejemplo, preeclampsia o parto prematuro). El término "promedio”, cuando se usa en otro contexto, se refiere a
ciertas caracteristicas, tales como la cantidad o el estado de metilacion de un gen particular tanto de origen materno
como fetal que se encuentra en la sangre de la mujer, que son representativas de un grupo seleccionado de mujeres
sanas que estan embarazadas con fetos cromos6micamente normales y que no son susceptibles a ninguna
enfermedad o afeccion relacionada con el embarazo. Este grupo seleccionado debe comprender un numero
suficiente de mujeres, de modo que la cantidad promedio o el perfil de metilacién del gen de interés entre estas
mujeres refleje, con una precisién razonable, el perfil correspondiente en la poblacion general de mujeres
embarazadas sanas con fetos sanos. Ademas, el grupo seleccionado de mujeres en general tiene una edad
gestacional similar a la de una mujer cuya sangre se analiza para la indicacién de un posible trastorno asociado al
embarazo. La edad gestacional preferente para la practica de la presente invenciéon puede variar dependiendo del
trastorno que se esté buscando. Por ejemplo, el cribado en una mujer embarazada para detectar el riesgo de
preeclampsia se realiza, preferiblemente, durante el segundo trimestre del embarazo, mientras que el cribado de
aneuploidia cromosémica fetal se realiza y se diagnostica lo antes posible. Ademas, la edad gestacional preferida
para la prueba también puede depender del gen que interesa analizar.

El término "preeclampsia”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a una afeccién que se produce
durante el embarazo, cuyo principal sintoma es varias formas de presion arterial alta que a menudo se acompafa de
la presencia de proteinas en la orina y edema (hinchazén). La preeclampsia, a veces llamada toxemia del embarazo,
esta relacionada con un trastorno mas grave llamado "eclampsia”, que es preeclampsia junto con convulsiones.
Estas afecciones generalmente se desarrollan durante la segunda mitad del embarazo (después de 20 semanas),
aunque pueden desarrollarse poco después del nacimiento o antes de las 20 semanas de embarazo.

El término "parto prematuro”, como se usa en el presente documento, se refiere a una afeccién en la que el parto
comienza mas de tres semanas antes del periodo completo de la gestacion de aproximadamente 40 semanas, que
conduce a menudo al nacimiento prematuro si no se trata.

La expresion "retraso del crecimiento intrauterino (RCIU)" se refiere a una afeccion en la cual el crecimiento del
feto es anormalmente lento, su peso por debajo del percentil 10 para la edad gestacional. Cuando nace, el lactante
parece demasiado pequefio y desnutrido para su edad. El RCIU, también denominado restriccion del crecimiento
intrauterino, se asocia con un mayor riesgo de enfermedad médica y muerte en el recién nacido.

Tal como se utiliza en la presente solicitud, "un gen de un tipo sanguineo RhD, de un tipo sanguineo ABO, de
un tipo sanguineo RhC, de un tipo de sangre RhE, de tipo HLA o en el cromosoma Y" se refiere a un gen que
se reconoce como representativo de un tipo de sangre en particular de acuerdo con la tipificacién de sangre RhD,
ABO, RhC o RhE, o un tipo de HLA concreto, o un gen que se encuentra localizado en el cromosoma Y. La
deteccion de tal gen en el ADN fetal es indicativa de que el feto tiene un tipo sanguineo concreto, un tipo HLA o el
sexo masculino.

Descripcion detallada de la invencién
I. Introduccién

La presencia de ADN fetal en el plasma materno se notificé por primera vez en 1997, ofreciendo la posibilidad de un
diagnostico prenatal no invasivo simplemente mediante el analisis de una muestra de sangre materna (Lo et al,,
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Lancet 350:485-487, 1997). La coexistencia de ADN fetal con ADN materno en el plasma materno, sin embargo,
exige medios fiables para distinguir el ADN de origen fetal del materno. Anteriormente se ha indicados que diversos
genes estan metilados de forma diferencial entre sus versiones fetal y materna, véase, por ejemplo, Chim et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102:14753-14758,2005.

Los presentes inventores descubrieron, por primera vez, que varios genes (por ejemplo, RASSF1A, APC, CASPS,
RARB, SCGB3A1, DAB2IP, PTPN6, THY1, TMEFF2 y PYCARD) derivados de un feto estan altamente metilados,
mientras que los mismos genes derivados de la mujer embarazada con el feto no estan metilados. Aunque
anteriormente se ha informado que otros genes tienen un perfil de metilacion distinto cuando se comparan la version
fetal de los genes y la version materna, el descubrimiento por los presentes inventores es unico en cuanto a que no
solo tal distinciéon del estado de metilacion era desconocida con respecto a estos genes concretos, el alto nivel de
uniformidad en la metilacién de los genes fetales y la falta de metilacion de los genes maternos tampoco se habia
visto anteriormente. Por tanto, este descubrimiento proporciona un enfoque nuevo, mas preciso y mas eficaz para
distinguir el ADN gendémico fetal y materno. En particular, la deteccion de uno cualquiera de los genes fetales
identificados en el presente documento en una muestra durante un procedimiento analitico para el diagnéstico
prenatal no invasivo permite confirmar que el proceso, incluyendo la obtencién y manipulacion de la muestra, esta
funcionando satisfactoriamente, tal como esta disefiado en ese ADN fetal en general (no limitado a los genes citados
en el presente documento) en la muestra se conserva adecuadamente tanto en calidad como en cantidad. Ademas,
estos genes recientemente identificados también pueden utilizarse directamente como marcadores de ADN fetal
para indicar la presencia o el aumento del riesgo de ciertas afecciones y complicaciones relacionadas con el
embarazo, ya que estos genes estan uniformemente metilados en comparacion con sus homoélogos maternos, lo que
permite la facil distincion entre la copia materna y la copia fetal de los genes.

Il. Metodologia general

La practica de la presente invencion utiliza técnicas de rutina en el campo de la biologia molecular. Los textos
basicos que divulgan los métodos generales de uso en la presente invencion incluyen Sambrook y Russell,
Molecular Cloning, A Laboratory Manual (32 ed. 2001); Kriegler, Gene Transfer and Expression: A Laboratory Manual
(1990); y Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel y col., eds., 1994)).

Para los acidos nucleicos, los tamafios se proporcionan en kilobases (kb) o en pares de bases (pb). Estos son
estimaciones derivadas de la electroforesis en gel de agarosa o de acrilamida, a partir de acidos secuenciados o a
partir de secuencias de ADN publicadas. Para las proteinas, los tamafios se proporcionan en kilodalton (kDa) o
nuameros de residuos de aminoacidos. Los tamafos de las proteinas se estiman a partir de la electroforesis en gel, a
partir de proteinas secuenciadas, a partir de secuencias de aminoacidos secuenciados o a partir de secuencias de
proteinas publicadas.

Los oligonucleétidos que estan disponibles comercialmente se pueden sintetizar quimicamente, por ejemplo de
acuerdo con el procedimiento del triéster de fosforoamidita de fase solida descrita por primera vez por Beaucage &
Caruthers, Tetrahedron Lett. 22: 1859-1862 (1981), usando un sintetizador automatico, como se describe en Van
Devanter y col., Nucleic Acids Res. 12: 6159-6168 (1984). La purificacion de oliogonucleétidos se realiza usando
cualquier estrategia reconocida en la técnica, por ejemplo electroforesis en gel de acrilamida nativa o cromatografia
de liquidos de intercambio anidnico de alto rendimiento (HPLC), como se describe en Pearson y Reanier, J. Chrom.
255: 137-149 (1983).

Se puede verificar cualquiera de los genes identificados en el presente documento, RASSF1A, APC, CASPS8, RARB,
SCGB3A1, DAB2IP, PTPN6, THY1, TMEFF2, y PYCARD, y la secuencia polinucleotidica de oligonucleétidos
sintéticos utilizando, por ejemplo, el método de terminacién de cadena para secuenciar moldes bicatenarios de
Wallace et al., Gene 16: 21-26 (1981).

lll. Adquisicion de muestras de sangre y extraccion de ADN

La presente invencion se refiere a la determinacion de la presencia y/o cantidad de ciertos genes fetales
encontrados en la sangre materna basandose en su estado de metilacion distinto para detectar la presencia y/o
cantidad de ADN fetal general, que puede usarse, por ejemplo, como control interno para indicar el correcto
funcionamiento de un proceso analitico no invasivo que utiliza ADN fetal para evaluar la presencia o el riesgo de una
afeccion o trastorno asociado con el embarazo. De este modo, las primeras etapas de la practica de la presente
invencion son obtener una muestra bioldgica de una mujer embarazada en la que se espera que el ADN fetal esté
presente y tratar el ADN con un agente que modifique diferencialmente el ADN basado en el estado de metilacion.
Un ejemplo de tal agente es aquel que digiere solo el ADN no metilado pero no el ADN metilado. Opcionalmente, el
ADN se extrae primero de la muestra.

A. Adquisicién de muestras de sangre

Se obtiene una muestra de sangre de una mujer embarazada a una edad gestacional adecuada para la prueba
utilizando un método diagndstico no invasivo basado en ADN fetal. La edad gestacional adecuada puede variar
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dependiendo del trastorno investigado. La obtencion de sangre de una mujer se realiza de acuerdo con el protocolo
estandar que generalmente siguen los hospitales o clinicas. Se obtiene una cantidad apropiada de sangre periférica,
por ejemplo, normalmente entre 5-50 ml, y se puede almacenar de acuerdo con el procedimiento estdndar antes de
la preparacion adicional.

B. Preparacién de muestras de sangre

El analisis del ADN fetal encontrado en la sangre materna de acuerdo con la presente invencion se realiza usando,
por ejemplo sangre entera, suero o plasma. Los métodos para preparar suero o plasma de sangre materna son bien
conocidos entre los expertos en la técnica. Por ejemplo, la sangre de una mujer embarazada se puede introducir en
un tubo que contiene EDTA o un producto comercial especializado, tal como Vacutainer SST ((Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ) para prevenir la coagulacién sanguinea y, a continuacién, el plasma puede obtenerse a partir de
sangre entera mediante centrifugacion. Por otra parte, se puede obtener suero con o sin centrifugacion después de
la coagulacion de la sangre. Si se utiliza centrifugacion, entonces se realiza normalmente, aunque no
exclusivamente, a una velocidad apropiada, por ejemplo, 1.500-3.000 x g. El plasma o el suero pueden someterse a
etapas de centrifugacion adicionales antes de ser transferidos a un tubo nuevo para la extraccién de ADN.

Ademas de la porcion acelular de la sangre entera, el ADN también puede recuperarse de la fraccion celular,
enriquecida en la porcién de capa leucocitaria, que puede obtenerse tras la centrifugacion de una muestra de sangre
entera de la mujer y la extraccion del plasma.

C. Extraccion de ADN

Se conocen numerosos métodos para extraer ADN de una muestra biologica, incluyendo sangre. Se pueden seguir
los métodos generales de preparacion de ADN (por ejemplo, descritos por Sambrook y Russell, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual 32 ed., 2001); también se pueden usar varios reactivos o kits disponibles comercialmente, tales
como QiaAmp DNA Mini Kit o QiaAmp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germana), GenomicPrep™ Blood DNA
Isolation Kit (Promega, Madison, WI), y GFX™ Genomic Blood DNA Purification Kit (Amersham, Piscataway, NJ),
para obtener ADN de una muestra de sangre de una mujer embarazada. También se pueden utilizar combinaciones
de mas de uno de estos métodos.

IV. Modificaciéon quimica del ADN especifica de metilacion

El ADN presente en una muestra de una mujer embarazada, extraida o no de la muestra, se trata después con un
agente capaz de modificar preferentemente el ADN dependiendo de si la secuencia de ADN esta metilada o no. Por
ejemplo, este agente puede ser una enzima que digiere el ADN de una manera sensible a la metilacién, es decir,
so6lo el ADN no metilado sera digerido mientras que el ADN metilado permanece sin cambios. Otra posibilidad es
que el agente convierte selectivamente una secuencia polinucleotidica dependiendo del estado de metilacién.
Normalmente, dicho agente reacciona con el resto o restos C no metilados en una molécula de ADN y convierte
cada resto C no metilado en un resto uracilo (U), mientras que los restos C metilados permanecen sin cambios. Esta
conversion C — U permite la deteccion y comparacion del estado de metilacion sobre la base de cambios en la
secuencia primaria del acido nucleico. Un reactivo de ejemplo adecuado para este fin es bisulfito, tal como bisulfito
sédico. Los métodos para usar bisulfito para la modificacién quimica del ADN son bien conocidos en la técnica
(véase, por ejemplo, Hennan et al., Pro. Natl. Acad. Sci. USA 93:9821-9826, 1996) y no se discutiran con detalle en
el presente documento.

Como reconocera un experto en la técnica, cualquier otro reactivo que no se cite en el presente documento pero que
tenga la misma propiedad de modificar quimicamente (o mediante cualquier otro mecanismo) el ADN metilado y no
metilado de forma diferencial se puede usar para practicar la presente invencién. Por ejemplo, la modificacion
especifica del ADN de la metilacién puede realizarse también mediante enzimas de restriccién sensibles a la
metilacion, algunas de las cuales normalmente escinden un fragmento de ADN no metilado, pero no un fragmento
de ADN metilado, mientras que otras (por ejemplo, la endonucleasa dependiente de metilaciéon McrBC) escinden el
ADN que contienen citosinas metiladas pero no ADN no metilado. Ademas, se puede usar una combinacion de
modificacién quimica y tratamiento con enzimas de restriccién, por ejemplo, andlisis combinado de restriccién con
bisulfito (COBRA) para la practica de la presente invencion.

V. Amplificacion y determinacion de la secuencia polinucleotidica

Después de la modificacion diferencial dependiente de la metilacién del ADN, tal como la modificacion quimica del
ADN de una manera especifica de metilacion o digestion enzimatica sensible a la metilacion, el ADN tratado se
somete a continuacion a un analisis basado en secuencias, de manera que RASSF1A, de la fuente fetal puede
distinguirse de su homoélogo de la fuente materna y que la presencia y la cantidad del gen o genes fetales pueden
determinarse y compararse con un control estandar. Adicionalmente, una vez que se determina que RASSF1A de
origen fetal esta, de hecho, presente en la muestra, en particular cuando la cantidad del gen o genes es mayor que
un umbral predeterminado, se considera que la muestra y sus equivalentes contienen suficiente cantidad de ADN
fetal para andlisis adicionales. Por otra parte, se puede detectar y medir la cantidad de estos genes particulares
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como marcadores fetales indicativos de ciertas afecciones o trastornos relacionados con el embarazo, aprovechando
el estado altamente metilado de los genes en contraste con el estado no metilado de sus homologos de origen
materno. Para este uso, la cantidad de RASSF1A, en una muestra de ensayo puede compararse con un valor
estandar, en el que un aumento con respecto al valor estandar indica la presencia o el riesgo aumentado de tal
trastorno asociado con el embarazo.

A. Amplificacién de secuencias nucleotidicas

Una reaccion de amplificacion es opcional antes de un analisis basado en secuencias para un marcador fetal de la
presente invencion después del tratamiento mediante el proceso de modificacion diferencial dependiente de la
metilacion. En algunas realizaciones de la presente invencién, la amplificacion se realiza para amplificar
preferentemente un marcador fetal de la presente invencién que tiene un patrén de metilacién particular, de manera
gue solo se detecta y analiza la secuencia genémica de una fuente particular, por ejemplo, de la placenta o de otros
tejidos del feto.

Diversos métodos de amplificacion de polinucleodtidos estan bien establecidos y se usan con frecuencia en
investigacion. Por ejemplo, los métodos generales de la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) para la
amplificacion de la secuencia polinucleotidica son bien conocidos en la técnica y, por lo tanto, no se describen con
detalle en el presente documento. Para una revision de los métodos, protocolos y principios de la PCR en el disefio
de cebadores, véase, por ejemplo, Innis, et al., PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, Academic
Press, Inc. N.Y., 1990. Los reactivos y protocolos de la PCR también estan disponibles de proveedores comerciales,
tales como Roche Molecular Systems.

La PCR se lleva a cabo generalmente como un proceso automatizado con una enzima termoestable. En este
procedimiento, la temperatura de la mezcla de reaccion se cicla a través de una region desnaturalizante, una region
de hibridacion con el cebador y una regién de reaccion de extension de forma automatica. Las maquinas
especificamente adaptadas para este fin estan comercialmente disponibles.

Aunque la amplificacion por PCR de una secuencia polinucleotidica diana de RASSF1A se usa normalmente en la
practica de la presente invencion, un experto en la técnica reconocera que la amplificacion de una secuencia
gendmica encontrada en una muestra de sangre materna puede realizarse mediante cualquier método conocido, tal
como reaccién en cadena de la ligasa (LCR), amplificacion mediada por transcripcion y replicacion de secuencias
autosostenidas o amplificacion basada en secuencias de acidos nucleicos (NASBA), cada una de las cuales
proporciona suficiente amplificacion. También se puede utilizar tecnologia de ADN ramificado desarrollada mas
recientemente para demostrar cualitativamente la presencia de una secuencia gendémica particular de la presente
invencion, que representa un patrén de metilacion concreto, o para determinar cuantitativamente la cantidad de esta
secuencia gendmica concreta en la sangre materna. Para una revisién de la amplificaciéon de la sefial de ADN
ramificado para la cuantificacién directa de secuencias de acido nucleico en muestras clinicas, véase Nolte, Adv.
Clin. Chem. 33:201-235, 1998.

B. Determinacién de secuencias polinucleotidicas

Las técnicas para la determinacion de la secuencia polinucleotidica estan también bien establecidas y ampliamente
practicadas en el campo de investigacion relevante. Por ejemplo, los principios basicos y las técnicas generales para
la secuenciacion de polinucleétidos se describen en diversos informes de investigacion y tratados sobre biologia
molecular y genética recombinante, tales como Wallace et al., citado anteriormente; Sambrook y Russell, citado
anteriormente, y Ausubel et al., citado anteriormente. Los métodos de secuenciacion de ADN practicados
habitualmente en los laboratorios de investigacion, manuales o automatizados, se pueden usar para poner en
practica la presente invencion. Entre los medios adicionales adecuados para detectar cambios (por ejemplo, C — U)
en una secuencia polinucleotidica para practicar los métodos de la presente invenciéon se incluyen, pero sin
limitaciones a los mismos, espectrometria de masas, extension de cebador, hibridacion polinucleotidica, PCR en
tiempo real y electroforesis.

VI. Establecimiento de un valor de control estandar

Con el fin de establecer un valor de control estandar para la practica del método de la presente invencién, primero se
selecciona un grupo de mujeres embarazadas sanas que llevan fetos sanos. Estas mujeres tienen una edad
gestacional similar, que esta dentro del periodo de tiempo apropiado del embarazo para el cribado de afecciones,
tales como preeclampsia y parto prematuro utilizando los métodos de la presente invencion.

El estado de salud de las mujeres embarazadas seleccionadas y los fetos que portan se confirma mediante métodos
bien establecidos, empleados de forma rutinaria, incluyendo, pero sin limitaciones, monitorizacién de la presién
arterial de las mujeres, registro del inicio del parto y realizacion de analisis genético fetal utilizando CVS y
amniocentesis.
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Ademas, el grupo seleccionado de mujeres embarazadas sanas que llevan fetos sanos debe ser de un tamafo
razonable, de modo que la cantidad promedio de un gen fetal particular identificado en la presente invencion
presente en la sangre materna obtenida del grupo pueda considerarse razonablemente representativa de la cantidad
normal o promedio o el perfil de metilacion entre la poblacion general de mujeres sanas que llevan fetos sanos.
Preferiblemente, el grupo seleccionado comprende al menos 10 mujeres.

Una vez que se establece un nivel promedio para un gen fetal particular presente en la sangre materna basado en
los valores individuales encontrados en cada mujer del grupo de control sano seleccionado, este valor promedio o
mediana o representativo se considera un valor de control estandar. Cualquier muestra biolégica (por ejemplo, una
muestra de sangre) que contenga una cantidad similar del gen fetal puede usarse, de este modo, para proporcionar
un valor de control estandar para muestras del mismo tipo (por ejemplo, muestras de sangre). Ademas, una solucién
que contiene una secuencia de ADN genomico en la cantidad promedio o mediana o representativa también se
puede ensamblar artificialmente y proporcionar un valor de control estandar. El valor de control estandar puede
diferir de un gen a otro y dependiendo de la naturaleza de las muestras biolégicas, es decir, el valor de control
estandar para RASSF1A puede ser diferente para una muestra de plasma que para una muestra de saliva.

Ejemplos

Los ejemplos siguientes se proporcionan a modo de ilustracion unicamente y no como limitacién. Los expertos en la
técnica reconoceran facilmente varios parametros no criticos que podrian modificarse o cambiarse para dar
esencialmente resultados iguales o similares.

Ejemplo 1: Genes supresores de tumores que estan hipermetilados en el feto en comparacién con la sangre
materna

El objetivo de los presentes inventores era identificar marcadores epigenéticos especificos del feto en la sangre
materna. Los datos anteriores sugieren que las moléculas de ADN fetal en el plasma materno derivan
predominantemente de la placenta (Chim et al., Proc Natl Acad Sci USA.,102, 14753-14758; Masuzaki et al., J Med
Genet 41, 289-292, 2004; Flori et al., Hum Reprod 19, 723-724, 2004), mientras que el ADN de fondo en el plasma
materno puede originarse a partir de células sanguineas maternas (Lui et al., Clin Chem 48, 421-427, 2002). Por lo
tanto, para identificar los marcadores epigenéticos fetales, se evaluaron los perfiles de metilacion de los loci
genomicos en tejidos placentarios y en células sanguineas maternas con el objetivo de identificar loci que
demuestren metilacion diferencial entre los dos tipos de tejidos. Dichos marcadores se pueden utilizar para el
diagndstico prenatal y el control de las afecciones relacionadas con el embarazo.

Reclutamiento sujetos y recoleccion de muestras

Los sujetos se reclutaron en el Departamento de Obstetricia y Ginecologia del Hospital Principe de Gales de Hong
Kong. El estudio y la recoleccién de muestras clinicas humanas fueron aprobados por la junta de revision
institucional. Se solicité el consentimiento informado de cada sujeto. Los tejidos de placenta del primer trimestre se
recolectaron inmediatamente después de las interrupciones electivas del embarazo. Los tejidos de placenta del
tercer trimestre se recolectaron después de una cesarea electiva de embarazos sin complicaciones. Se recogieron
muestras de sangre periférica materna (12 ml de EDTA) justo antes de la realizacion de procedimientos obstétricos.

Procesamiento de muestras y secuenciacion con bisulfito

Las muestras de sangre se centrifugaron a 1.600 g durante 10 minutos a 4 °C. Después de la eliminacién del
sobrenadante, la porcién de células de sangre periférica se volvié a centrifugar a 2.500 g. Se elimin6 adicionalmente
cualquier plasma residual. El ADN se extrajo de células de sangre periférica utilizando el kit de extraccion de DNA
Nucleon Blood (GE Healthcare-Biosciences, Little Chalfont, Reino Unido) y de tejidos placentarios usando el kit
QlAamp Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Alemania), segun las instrucciones del fabricante. El bisulfito convierte la
citosina no metilada en uracilo, dejando la citosina metilada sin cambios. Las muestras de ADN extraidas se
convirtieron en bisulfito usando el Kit de Modificacion de ADN Universal CpGenome (Chemicon, Temecula, CA) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para cada reaccion de conversién, se incubaron 1 ug de ADN a 50 °C
durante 16 horas después de la adicién del reactivo I. Cada muestra de ADN convertida en bisulfito se someti6 a
PCR mediante cebadores que no discriminaban entre secuencias metiladas y no metiladas, usando un kit de PCR
de GeneAmp Kit de reactivos basicos (Applied Biosystems). Cada producto de PCR posterior se cloné con TA en el
vector pGEM-Teasy (Promega) para su transformacion en la cepa JM109 de E. coli, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Los clones se escogieron aleatoriamente y, a continuacion, se realizé la PCR usando
los cebadores vectoriales de T7 y SP6 para amplificar los insertos clonados. La secuenciacién con ciclos se realizo
utilizando BigDye version 1.1 (Applied Biosystems) y un secuenciador de ADN capilar automatizado Genetic
Analyzer 3100 (Applied Biosystems). Las secuencias obtenidas se alinearon y compararon utilizando el software
SeqScape (Applied Biosystems). La finalidad de la conversion de bisulfito se confirmé primero antes de marcar. Los
sitios de CpG secuenciados como restos de citosina o timina se clasificaron como metilados o no metilados,
respectivamente. Se calcul6 la frecuencia del sitio metilado para cada muestra dividiendo el numero total de sitios
metilados sobre todos los sitios CpG clonados.
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Comparacion de datos y analisis estadistico

Después de la conversion de bisulfito, se clasificé un sitio CpG como metilado si la secuencia era citosina; se
clasifico como no metilado si estaba ocupado por un resto de timina (homélogo desoxi de uracilo). Se calculo la
frecuencia del sitio metilado para cada muestra dividiendo el numero total de sitios metilados sobre todos los sitios
CpG clonados.

RASSF1A, APCy RARB

Los cebadores para PCR para la secuenciacion de bisulfito y las condiciones de ciclacion de PCR se enumeran en
la Figura 1. Los resultados de la secuenciaciéon con bisulfito se enumeran en las Figuras 2 y 3. Estos resultados
indicaron que las secuencias de RASSF1A, APC y RARB estaban hipermetiladas en la placenta, pero no metiladas
en las células sanguineas maternas.

CASP8

Los cebadores para PCR para la secuenciacion de bisulfito y las condiciones de ciclacion de PCR se enumeran en
la Figura 4. Los resultados de la secuenciacion con bisulfito se enumeran en las Figuras 5. Estos resultados
indicaron que las secuencias de CASP8 estaban hipermetiladas en la placenta, pero no metiladas en las células
sanguineas maternas.

SCGB3A1

Los cebadores para PCR para la secuenciacion de bisulfito y las condiciones de ciclacion de PCR se enumeran en
la Figura 6. Los resultados de la secuenciacion con bisulfito se enumeran en las Figuras 7. Estos resultados
indicaron que las secuencias de SCGB3A171 estaban hipermetiladas en la placenta, pero en gran medida no
metiladas en las células sanguineas maternas.

Proteina de interaccién con DAB2 (DAB2IP)

Los cebadores para PCR para la secuenciacion de bisulfito y las condiciones de ciclacion de PCR se enumeran en
la Figura 17. Los resultados de la secuenciacion con bisulfito para una muestra de tejido de placenta y las
correspondientes células sanguineas maternas se enumeran en la Figura 18. Estos resultados indicaron que las
secuencias de DAB2IP estaban hipermetiladas en la placenta, pero en gran medida no metiladas en las células
sanguineas maternas.

Ejemplo 2: Digestion enzimatica sensible a la metilacién seguida de PCR en tiempo real

Las enzimas sensibles a la metilacién son enzimas que cortan el ADN solo cuando su sitio de reconocimiento no
esta metilado. Para mas descripcion, véase, por ejemplo, la publicacion de solicitud de patente de Estados Unidos
N.° US 2005/0158739 (Jeddeloh et al.). Por ejemplo, BstU | reconoce el sitio CGCG y corta el ADN cuando el CpG
no esta metilado. Como se muestra en la Figura 8, se puede usar mas de una enzima sensible a la metilacion para
digerir el ADN no metilado, dejando solamente las secuencias metiladas intactas. Métodos, tales como la PCR en
tiempo real, se pueden utilizar posteriormente para detectar las secuencias de ADN que todavia son amplificables
después de la digestion enzimatica.

MATERIALES Y METODOS

Reclutamiento sujetos y recoleccion de muestras

Los sujetos se reclutaron en el Departamento de Obstetricia y Ginecologia del Hospital Principe de Gales de Hong
Kong. El estudio y la recoleccién de muestras clinicas humanas fueron aprobados por la junta de revision
institucional. Se solicitd el consentimiento informado de cada sujeto. Los tejidos de placenta del tercer trimestre se
recolectaron después de una cesarea electiva de embarazos sin complicaciones. Se recogieron muestras de sangre
periférica materna justo antes de la realizacion de procedimientos obstétricos.

Procesamiento de muestras y digestion de ADN mediante enzima sensible a la metilacién

Las muestras de sangre materna se centrifugaron a 1.600 g durante 10 minutos y a 16.000 g durante 10 minutos a 4
°C. Se extrajo ADN de los 200 pl de capa leucocitaria y 0,2 g de tejido placentario utilizando el mini kit QlAamp DNA
Blood y el mini kit QlAamp DNA, respectivamente, siguiendo la recomendacion del fabricante. Se digirieron cien
nanogramos de ADN de la placenta y de la capa leucocitaria materna con 100 U de BstU I, una enzima sensible a la
metilacion, en tampén de digestién 1X a 60 °C durante 16 horas.
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Deteccion por PCR en tiempo real para la secuencia de RASSF1A

La secuencia de RASSF1A se amplific6 mediante PCR en tiempo real utilizando los cebadores RSF-b151F, 5'-
AGCCTGAGCTCATTGAGCTG-3' (SEQ ID NO:27) y RSF-dsgnR, 5-ACCAGCTGCCGTGTGG-3' (SEQ ID NO:28), y
la sonda fluorescente de union a la ranura menor (MGB) RSF-dsgnT, 5-FAM-CCAACGCGCTGCGCAT-MGB-3'
(SEQ ID NO:29). La sincronizacion o el niumero de ciclos de PCR requeridos para la aparicion de la sefal
fluorescente detectable se correlaciona inversamente con la cantidad de secuencia de RASSF1A en la muestra de
ADN de entrada. En otras palabras, cuanto mayor sea la cantidad de secuencia de RASSF1A presente en una
muestra de ADN, mas temprano aparecera la sefal fluorescente, dando como resultado un numero de ciclo de
umbral inferior.

La Figura 9a muestra un ejemplo de cuantificacion en PCR en tiempo real de moléculas de RASSF1A de la placenta
y de células sanguineas maternas después de la digestion con BstU I. Sin digestion enzimatica, se detectaron
moléculas de RASSF1A tanto de placenta como de la capa leucocitaria materna. Con digestion enzimatica, solo se
detectaron moléculas de RASSF1A de la placenta. Para moléculas de -actina, fueron detectables solo sin digestion
enzimatica, independientemente de sus origenes (Figura 9b). Se espera que la secuencia de B-actina no esté
metilada. La Figura 9c muestra los resultados de secuenciacion de bisulfito del gen de B-actina para la placenta y la
capa leucocitaria materna. anito los tejidos placentarios como la capa leucocitaria materna estaban completamente
no metilados.

Ejemplo 3: Detecciéon de RASSF1A en plasma materno tras la digestion enzimatica

En el ejemplo 1, por secuenciacién con bisulfito, se ha demostrado que el gen RASSF1A de las células sanguineas
maternas esta completamente no metilado mientras que el de la placenta (de origen fetal) esta fuertemente metilado.
En el ejemplo 2, se ha demostrado que las secuencias de RASSF1A de las células sanguineas maternas fueron
completamente digeridas por una enzima de restriccion sensible a la metilacion, mientras que las secuencias de
RASSF1A de la placenta solo fueron parcialmente digeridas por la misma enzima. El ADN plasmatico se compone
de ADN de origen materno (en su mayor parte a partir de células sanguineas maternas y, por lo tanto, no esta
metilado) y ADN de origen fetal (siendo la placenta el principal contribuyente y, por lo tanto, esta metilado para los
marcadores descritos en esta solicitud de patente). Por lo tanto, es factible utilizar la digestién enzimatica sensible a
la metilacion del ADN plasmatico para eliminar el fondo de ADN materno y aumentar la concentracion fraccional de
las moléculas de RASSF1A derivadas de fetos en plasma materno.

Un diagrama esquematico se muestra en la Figura 10a, RASSF1A derivado de la madre estd no metilado y, por lo
tanto es digerido por la enzima sensible a la metilacion, mientras que algo de RASSF1A derivado del feto esta
metilado y por lo tanto no se digiere. Si la digestion enzimatica esta completa, solo el ADN metilado derivado del feto
se deja intacto y puede servir como molde para la amplificacién por PCR. En el caso de la $-actina, puesto que tanto
las secuencias de ADN materna como fetales estan no metiladas, la digestién enzimatica completa destruira todas
las secuencias y, por consiguiente, no se podra lograr ninguna amplificacion por PCR usando esta secuencia de 3-
actina. Los errores humanos y la calidad del reactivo a veces pueden causar una digestiéon enzimatica incompleta.
Por tanto, la beta-actina puede usarse como control interno para indicar una digestion incompleta (Figura 10b). ). Si
la amplificacion por PCR es exitosa para (-actina después de la digestién enzimatica, es probable que la digestion
enzimatica sea incompleta. En este caso, puede ser necesario repetir todo el ensayo hasta que se consiga un
resultado negativo para el ensayo de $-actina.

MATERIALES Y METODOS

Procesamiento de muestras y digestion de ADN mediante enzima sensible a la metilacion

Las muestras de sangre materna se centrifugaron a 1.600 g durante 10 minutos y a 16.000 g durante 10 minutos a 4
°C. El ADN se extrajo de 1,6 ml de plasma usando el mini kit QlAamp (Qiagen) y se eluyé con 50 pl de H20. Treinta
y cinco microlitros de ADN plasmatico se digirieron con 100 U de enzima BstU | , en tamp6n de digestion 1X a 60 °C
durante 16 horas.

Deteccion por PCR en tiempo real para las secuencias de RASSF1A y de Beta-actina

La secuencia de RASSF1A se amplificdé y cuantifico mediante PCR en tiempo real como se ha descrito
anteriormente. La secuencia de Beta-actina se amplifico y cuantific6 mediante PCR en tiempo real utilizando los
cebadores Actina-163F, 5'-GCGCCGTTCCGAAAGTT-3' (SEQ ID NO:30) y Actina-298R, 5'-CGGCGGATCGGCAAA-
3" (SEQ ID NO:31), y la sonda fluorescente de uniébn a la ranura menor (MGB) Actina-243T, 5'-VIC-
ACCGCCGAGACCGCGTC-MGB-3' (SEQ ID NO:32). La secuencia de SRY se amplificé y cuantificé usando los
cebadores SRY-109F, 5-TGGCGATTAAGTCAAATTCGC-3' (SEQ ID NO:33) y SRY-245R, 5-
CCCCCTAGTACCCTGACAATGTATT-3' (SEQ ID NO:34), y la sonda fluorescente SRY-142T, 5'-FAM-
AGCAGTAGAGCAGTCAGGGAGGCAGA-TAMRA-3' (SEQ ID NO:35). Se establecié una construccion de ADN que
contenia una copia de cada uno de los amplicones RASSF1A, SRY y B-actina como el patrén cuantitativo de los tres
ensayos. Se cred una curva de calibracién mediante diluciones en serie de una cantidad conocida de la construccién
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de ADN vy se incluy6 en cada ronda de PCR en tiempo real para la cuantificacion de RASSF1A, B-actina'y SRY en
plasma.

La Figura 11 muestra un ejemplo de cuantificacion en PCR en tiempo real de moléculas de RASSF1A de plasma
materno de 1 °y 3 ° trimestre con y sin digestion con BstU |- Para la muestra del primer trimestre, la concentracion
de RASSF1A se redujo de 688 copias/ml de plasma a 49 copias/ml de plasma debido a la digestion enzimatica. Esta
gran reduccion es esperable, puesto que la mayoria (promedio de 96, 6 %, Lo et al., Am J Hum Genet 1998, 62:
768-775) de las moléculas de ADN son de origen materno y, por lo tanto, estan no metiladas y digeridas. Para la
muestra del tercer trimestre, la concentracion de RASSF1A se redujo de 1275 copias/ml de plasma a 74 copias/ml
de plasma debido a la digestion enzimatica. Los inventores han analizado a 71 mujeres embarazadas (28 en el
primer trimestre y 43 en el 3er trimestre) usando este ensayo en moléculas de RASSF1A. Las secuencias de
RASSF1A fueron detectables en todas las muestras de ADN plasmatico después de la digestion enzimatica sensible
a la metilacion. Se analiz6 el control de la digestion de la befa-actina para todas las muestras. Para cada caso, la
secuencia de la B-actina se detecto solo sin digestion enzimatica.

Ejemplo 4: Demostracion de la especificidad fetal de la secuencia de RASSF1A en el plasma materno
después de la digestion enzimatica

La especificidad fetal de las secuencias de ADN después de la digestion enzimatica es importante para la aplicacion
al diagnéstico prenatal y la monitorizacién del embarazo. En este ejemplo, los inventores demostraran la
especificidad fetal de la secuencia de RASSF1A después de la digestion enzimatica en el plasma materno mediante
cuatro lineas de experimentos.

En el primer experimento, se demuestra que la secuencia de RASSF1A no era detectable después de la digestion
enzimatica en mujeres no embarazadas. Esto es importante ya que si las moléculas de RASSF1A después de la
digestion enzimatica son especificas del feto, no deben detectarse en las mujeres no embarazadas. En la Figura 12,
se muestra un caso de mujeres no embarazadas. La secuencia de RASSF1A solo se detect6 sin digestion
enzimatica. Con digestion enzimatica, no se encontré ninguna secuencia de RASSF1A detectable. Como era de
esperar, el control de la digestion de B-actina solo se detecto sin digestion enzimatica. En las 25 voluntarias no
embarazadas reclutadas para este estudio, ninguna de ellas mostr6 sefial de RASSF1A detectable en el plasma
después de la digestidn con enzimas de restriccién sensibles a la metilacion.

En el segundo experimento, se demuestra que la secuencia de RASSF1A después de la digestion enzimatica no fue
detectable después del alumbramiento del bebé. Si las moléculas de RASSF1A después de la digestion enzimatica
son especificas del feto, se espera que desaparezcan del plasma materno ya que las fuentes (siendo la placenta la
principal) que liberan dichas moléculas se eliminan después del parto. Se ha demostrado que otros marcadores
especificos fetales tales como SRY demuestran un aclaramiento similar después del parto (Lo et al., Am J Hum
Genet 1998, 62: 768-775). Se recogieron cinco pares de muestras de plasma materno antes y después del parto. En
todos los casos, después de la digestion enzimatica, las moléculas de RASSF1A fueron detectables antes del parto,
pero no detectables después del parto (Tabla 1). Del mismo modo, el marcador SRY especifico del feto solo fue
detectable antes del parto.

En el tercer experimento, se usé un marcador de polimorfismo de nucleétido unico (SNP) para distinguir las
secuencias de RASSF1A derivadas de la madre y derivadas del feto. Si las secuencias de RASSF1A después de la
digestion enzimatica son realmente especificas del feto, entonces el genotipo de tales secuencias deberia ser el del
feto, en lugar del de la madre. Por ejemplo, si un marcador de SNP es CC en el feto y AC en la madre, el genotipo
del ADN después de la digestion enzimatica debe ser CC, en lugar de AC. De manera similar, para un par AC/CC
(fetal/materno), el genotipo del ADN después de la digestion enzimatica debe ser AC, en lugar de CC. Para el ADN
plasmatico sin digestion, el genotipo puede ser el mismo que el de la madre, ya que la mayor parte del ADN
plasmatico es de origen materno.

MATERIALES Y METODOS

Genotipado de RASSF1A

EI ADN se extrajo del plasma materno, la capa leucocitaria materna y la placenta como se ha descrito anteriormente.
Treinta y cinco microlitros de cada muestra de ADN de plasma materno se sometieron a digestion con digestion con
la enzima BstU | durante 16 horas como se ha descrito anteriormente. La amplificacién por PCR de la secuencia de
RASSF1A se realiz6 con los cebadores RSF-b151F, 5'-~AGCCTGAGCTCATTGAGCTG-3' (SEQ ID NO:27) y RSF-
dsgnR, 5-ACCAGCTGCCGTGTGG-3' (SEQ ID NO:28) usando como moldes ADN de la capa leucocitaria materna,
ADN de la placenta, ADN de plasma materno sin digestion enzimatica y ADN de plasma materno después de
digestion enzimatica. Dado que existe un polimorfismo de nucle6tido unico (SNP id: rs4688725) dentro de este
amplicon RASSF1A, pueden determinarse los genotipos de RASSF1A de diferentes tejidos. Se establecio una
reaccion de extension de cebador para el genotipado del ADN de RASSF1A. Cada reaccion de 14 pl contenia 10 pl
de productos de PCR, cebador de extension 0,77 uM Rsf-R17 5'-CAGCCGGGTGGGCCCT-3' (SEQ ID NO:36), 1,15
U de termosequenasa y una mezcla de didesoxinuclettidos (ddATP, ddCTP y ddTTP) y el desoxinucledtido GTP (64
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UM de cada uno). Para la secuencia de RASSF1A con un genotipo A, el cebador se extenderia para producir 5'-
CAGCCGGGTGGGCCCTddT-3' (SEQ ID NO:37) con un peso molecular de 5476,6 Da. Para la secuencia de
RASSF1A con un genotipo C, el cebador se extenderia para producir 5'-5-CAGCCGGGTGGGCCCTGAdC-3 '(SEQ
ID NO: 38) con un peso molecular de 5790,8 Da. Los productos de extension base finales se analizaron mediante
espectrometria de masas MassARRAY MALDI-TOF (SEQUENOM). El genotipo del RASSF1A fue determinado por
el software TyperAnalyzer (SEQUENOM).

La Figura 13 muestra un ejemplo del resultado del experimento de genotipifado para el ADN de plasma materno con
o sin digestion enzimatica, ADN de la capa leucocitaria materna y ADN de la placenta. Como era de esperar, el
genotipo del ADN de plasma materno después de la digestion enzimatica fue el mismo que el de la placenta
(genotipo fetal), pero no que el de la capa leucocitaria materna. En la Tabla 2 se muestran los resultados de
genotipado para 43 casos en los que se analiz6 el ADN de plasma materno con o sin digestion enzimatica, el ADN
de la capa leucocitaria materna y el ADN de placenta. cada uno de los 43 casos, el genotipo del ADN de plasma
materno tras la digestion enzimatica fue idéntico al genotipo del de la placenta (fetal).

En el cuarto experimento, se demostré6 que dos marcadores, a saber, la secuencia de RASSF1A después de la
digestion enzimatica y la secuencia de SRY, tenian concentraciones en el plasma materno que se correlacionaban
entre si. El ADN plasmatico se extrajo de 24 mujeres embarazadas en el tercer trimestre que llevaban un solo feto
masculino. Como se muestra en la Figura 14, se observé una correlacion positiva entre la secuencia de RASSF1A
después de la digestion enzimatica y la secuencia de SRY (r = 0,717, p <0,0001, correlacion de Spearman).
Ademas, la concentracion de RASSF1A total sin digestion enzimatica, derivada predominantemente de la madre, no
se correlacion6 con la de SRY.

Estos cuatro experimentos demostraron, de manera concluyente, que la secuencia de RASSF1A después de la
digestion enzimatica era exclusivamente (en la medida de las técnicas que usamos) de origen fetal. Por tanto,
RASSF1A es Util para el diagnéstico prenatal y la monitorizacion del embarazo.

Ejemplo 5: Demostracion de RASSF1A como un marcador analitico positivo para el diagnéstico prenatal del
tipo sanguineo RhD

La incompatibilidad del grupo sanguineo Rhesus D (RhD) es una causa importante de la enfermedad hemolitica del
feto y del recién nacido. La patogénesis de este trastorno implica la aloinmunizacion de una mujer embarazada RhD
negativa por el antigeno de RhD codificado por el alelo paterno y se muestra en la superficie de los glébulos rojos
fetales. La aloinmunizacion materna generalmente se produce durante el parto, cuando el tejido de un feto RhD
positivo entra en contacto con la sangre materna. Esto generaria anticuerpos anti-RhD que pueden atravesar la
placenta y destruir los glébulos rojos fetales en los embarazos posteriores con un feto RhD positivo. La
aloinmunizacion materna se puede prevenir o minimizar administrando inmunoglobulina profilactica anti-RhD antes y
después del parto del primer bebé RhD positivo. Por lo tanto, es beneficioso conocer el estado RhD de un feto antes
del parto. Sin embargo, la obtencién de células fetales para el genotipado/fenotipado del RhD por amniocentesis
conlleva un riesgo de hemorragia transplacentaria, que, si el feto es RhD positivo, podria sensibilizar la produccién
materna de anti-RhD. El desarrollo de genotipado prenatal del RhD no invasivo ofrece una alternativa segura a la
obtencion de células fetales para el genotipado del RhD (Lo et al., N Engl J Med 1998; 339: 1734-1738). Esta técnica
implica la deteccion de la secuencia fetal de RhD en el plasma materno. La presencia de la secuencia RhD en el
plasma de una mujer embarazada RhD negativa indicaria un feto RhD positivo. Sin embargo, la ausencia de dicha
secuencia en el plasma materno se puede interpretar de dos maneras: 1) el feto es RhD negativo; o 2) hay
insuficiente ADN fetal en el plasma materno para permitir la tipificacion exacta del RhD fetal. Un marcador de ADN
fetal universal como control positivo en el ADN del plasma materno seria til para excluir la segunda posibilidad. La
deteccion del marcador de ADN fetal de control positivo en el ADN de plasma materno apoyaria la presencia de un
feto RhD negativo, mientras que la ausencia del marcador fetal de ADN sugeriria ADN fetal inadecuado en el plasma
materno. Hasta la fecha, los marcadores de ADN fetal disponibles que se pueden usar como control positivo
incluyen ADN de cromosoma Y y polimorfismos de ADN. Ambos tipos de marcadores solo son aplicables a un
subconjunto de embarazos. El ADN de cromosoma Y solo es aplicable a los embarazos con un feto masculino. El
polimorfismo del ADN solo es aplicable a determinadas combinaciones de genotipos en las que cierto genotipo esta
presente solo en el feto, pero no en la mujer embarazada. A este respecto, la secuencia de RASSF1A metilada
ilustrada en las secciones anteriores podria usarse como un marcador de ADN fetal universal que es aplicable a
todos los embarazos independientemente del sexo o polimorfismo del feto. Los expertos en la técnica también
reconoceran que, ademas del marcador RASSF1A metilado, los otros marcadores descritos en el presente
documento también podrian usarse de esta manera.

La Figura 15 muestra un diagrama esquematico que describe una estrategia para la tipificacion no invasiva del RhD
del feto. Esta no es de ninguna manera la Unica manera que un marcador de ADN fetal hipermetilado puede usarse
como un marcador analitico positivo para el diagnéstico prenatal de tipo de sangre RhD. Los expertos en la técnica
también pueden apreciar que un marcador de ADN fetal hipermetilado. tal como RASSF1A puede usarse como
marcador analitico positivo para el diagnéstico prenatal de otras afecciones tales como B-talasemia, fibrosis quistica,
hiperplasia suprarrenal congénita y aneuploidias cromosémicas. Este marcador analitico positivo también puede
evaluarse antes o simultaneamente con la evaluacion prenatal real de una afeccion, tal como el tipo de sangre RhD.
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MATERIALES Y METODOS

Reclutamiento sujetos y recoleccion de muestras

Se reclutaron sujetos que se estaban realizando en el primer trimestre el cribado de deteccién de sindrome de Down
del King's College Hospital de Londres, Reino Unido. El estudio y la recolecciéon de muestras clinicas humanas
fueron aprobados por la junta de revision institucional. Se solicitd el consentimiento informado de cada sujeto. Los
tejidos de las vellosidades coridnicas se recogieron a través de un procedimiento de muestreo de vellosidades
corionicas. Se recogieron muestras de sangre periférica materna justo antes de la realizacion de procedimientos
obstétricos.

Procesamiento de muestras y detecciéon en PCR en tiempo real para secuencias RHD

Se extrajo ADN de muestras de plasma materno, capa leucocitaria y CVS como se ha descrito en las secciones
anteriores. El estado RhD de la madre y del feto se determin6 mediante amplificacién en tiempo real de una
secuencia en el exon 7 y en el exén 10 del gen RHD como se ha descrito en anteriormente (Lo et al., N Engl J Med
1998, 339: 1734-1738; Rijnders et al., Obstet Gynecol 2004, 103:157-164) utilizando ADN de la capa leucocitaria
materna y ADN de las CVS como moldes, respectivamente. En nuestra cohorte, los ensayos con el exon 7 y el exon
10 dieron resultados idénticos para todos los sujetos estudiados. La detectabilidad de la secuencia de RHD en el
plasma materno se determiné por los mismos sistemas de PCR en tiempo real usando 5 pl de ADN plasmatico como
moldes. Todos los experimentos se realizaron por duplicado. Una muestra se calificaria como positiva si cualquiera
de los duplicados fuera positivo. La presencia de ADN fetal en el plasma materno se confirmé mediante la
amplificacion de la secuencia de SRY (para fetos masculinos) y la secuencia de RASSF1A después de la digestion
enzimatica del ADN de plasma materno. La PCR en tiempo real dirigida al gen SRY se llevé a cabo utilizando ADN
de plasma sin digestiéon enzimatica como los moldes. Las PCR en tiempo real para las secuencias de RASSF1Ay B-
actina se llevaron a cabo utilizando el ADN de plasma materno después de la digestion enzimatica como los moldes.

RESULTADOS

Se examind el estado RhD de 355 mujeres embarazadas. Cincuenta y cuatro de ellas eran RHD negativo. Como
este grupo de sujetos estaban en riesgo de aloinmunizacién por un feto RhD positivo, se realizd su plasma y CVS a
una investigacion adicional para el estado fetal de RhD. Las secuencias de RHD se detectaron en el ADN materno
de 35 sujetos y fueron negativos en el plasma materno de 19 sujetos. En 15 de los 19 sujetos con resultado RHD
negativo en plasma materno se detectaron secuencias de RASSF1A en el ADN plasmatico tras digestion enzimatica.
Los otros 4 casos fueron negativos para RASSF1A después de la digestién enzimatica. La sefial de Beta-actina fue
negativa en todos los casos, lo que indica que la digestion con la enzima BstU | fue completa en los 19 casos. Segun
el analisis de las muestras de CVS, los 15 sujetos con deteccion positiva de RASSF1A después de la digestion
enzimatica llevaban un feto RhD-negativo. En los 4 sujetos que mostraron una deteccion negativa de RHD y
RASSF1A en su plasma, CVS fue RHD positivo en 2 de ellos. Por lo tanto, para estos dos casos, el genotipado de
RHD en plasma materna habia producido resultados falsos negativos, que se escogieron segun el fallo en la
deteccion del marcador analitico positivo RASSF1A después de la digestion enzimatica. Para ilustrar la importancia
de este marcador fetal independiente del sexo, estos resultados se compararon con un marcador de ADN fetal
existente SRY. El ensayo de SRY seria positivo solo cuando el feto es masculino. Para los 19 sujetos con deteccion
negativa de la secuencia de RHD en su plasma, 6 de ellos fueron positivos para SRY, indicando la presencia de
ADN fetal amplificable en la muestra de plasma materno analizado y confirmando asi la naturaleza genuina del
estado RhD negativo del feto. En los 13 casos restantes, si la deteccion negativa de las secuencias de RHD y SRY
en el ADN plasmatico es el resultado de un feto RhD negativo femenino o el ADN fetal inadecuado en el plasma
materno no puede determinarse sin utilizar el protocolo RASSF1A como control positivo para ADN fetal.

Ejemplo 6: Demostracion de RASSF1A como un marcador independiente del sexo para el control de la
preeclampsia

La utilidad clinica de los marcadores de ADN fetal hipermetilados va mas alla de servir como un marcador analitico
positivo. La deteccion y/o cuantificacion del RASSF1A por si misma después de la digestion enzimatica puede ser
util en el diagnoéstico prenatal y la monitorizacion del embarazo. En otras palabras, estas secuencias de ADN fetal
hipermetiladas en el plasma materno pueden servir como biomarcadores por su propio derecho. Anteriormente, se
ha demostrado que la concentracién de ADN fetal en el plasma materno se incrementa en ciertas afecciones, como
la preeclampsia y las aneuploidias fetales. Sin embargo, debido a la falta de un marcador de ADN fetal
independiente del sexo, los estudios previos estaban limitados a mujeres embarazadas que llevaban un feto
masculino (Levine et al., Am J Obstet Gynecol 190:707-713; Leung et al., Clin Chem 47:147-139). En este ejemplo,
se compararon las concentraciones de ADN fetal en el plasma, dirigiéndose a la secuencia de RASSF1A después
de la digestion enzimatica, de 5 mujeres con preeclampsia con 5 embarazadas de edad gestacional equivalente sin
ninguna complicacion asociada con el embarazo. Las concentraciones de RASSF1A medidas en las muestras de
ADN del plasma materno después de la digestion enzimatica de los dos grupos se muestran en la Figura 16. La
mediana de las concentraciones de las mujeres embarazadas con y sin preeclampsia fueron 9.400 copias/ml y 2.200
copias/ml de plasma, respectivamente. La diferencia entre los dos grupos fue estadisticamente significativa (p =
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0,016, prueba de Mann-Whitney).

Tabla 1 Aclaramiento de las secuencias de RASSF1A y SRY del plasma materno después del parto. Se tomo
sangre de 5 mujeres embarazadas que llevaban un feto masculino justo antes del parto y 24 horas después del
5 parto. Después de que las muestras de ADN de plasma materno se trataran con enzima sensible a la metilacion, se
detectaron secuencias de RASSF1A y SRY en el plasma de todos los sujetos antes del parto, pero no se detectaron
en ninguna de las muestras de plasma 24 horas después del parto.

Después de la digestion enzimatica, concentraciones plasmaticas de (copias/ml)
RASSF1A SRY
Sujetos Antes del parto 24 horas después del parto Antes del parto 24 horas después del parto
A 84 0 27 0
B 49 0 13 0
Cc 42 0 15 0
D 23 0 11 0
E 19 0 9 0
10 Tabla 2 Los genotipos RASSF1A del ADN de la capa leucocitaria materna, ADN placentario y ADN del plasma

materno con o sin digestion enzimatica de 43 mujeres embarazadas. En cada uno de los 43 casos, el genotipo del
ADN del plasma materno con digestion enzimatica fue idéntico al genotipo de la placenta (fetal), lo que sugiere que
solo las moléculas de ADN fetales especificas fueron amplificables después de la digestion enzimatica de las
muestras de ADN del plasma materno.

Genotipo de RASSF1A
Caso ADN de capa ADN de plasma materno sin ADN de la ADN de plasma
leucocitaria materna digestion placenta materno con digestion
616 CcC CcC CcC ccC
677 AC AC AC AC
688 AC AC CcC cc
695 CcC CcC CcC cc
832 AC AC CcC cC
849 AC AC CcC cC
873 AC AC AC AC
920 AC AC AC AC
928 AA AA AC AC
1082 CcC CcC CcC cC
1088 AC AC CcC cC
1089 AA AA AC AC
1112 CcC CcC CcC cc
1114 AA AA AA AA
1145 AA AA AA AA
1148 AC AC AC AC
1149 CcC CcC CcC cc
1155 AA AA AA AA
1157 CcC CcC CcC ccC
1158 AC AC AA AA
1170 CcC CcC CcC cC
1171 AC AC CcC cc
1172 AC AC AC AC
1182 CcC CcC CcC ccC
1185 AC AC AC AC
1186 AC AC AA AA
1192 AC AC AA AA
1194 AC AC AC AC
1195 CcC CcC CcC ccC
1197 CcC CcC AC AC
1200 AC AC AC AC
1203 AA AA AA AA
1204 AA AA AC AC
1210 AC AC AC AC
1211 CcC CcC AC AC
1212 AC AC AC AC
1213 AC AC CcC cc
1214 AC AC cC cc
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1222 CcC CC CC CcC

1234 CcC CC CC CcC

1235 CC CC CC CcC

1266 AC AC AC AC

1276 AA AA AA AA
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Lo, Yuk Ming Dennis Chiu, Rossa Wai Kwun Chim, Stephen Siu Chung Ding, Chunming Chan, Kwan
Chee
Wong, Hing Nam lvy Yuen, Ka Chun Ryan The Chinese University of Hong Kong

<120> Nuevos marcadores de metilacion fetales
<130> 016285-005110PC

<140> WO PCT/AUn sin asignar
<141> 23-04-2007

<150> US 60/797,506
<151> 03-05-2006

<150> US 11/Aun sin asignar
<151> 06-04-2007

<160> 38
<170> FastSEQ para Windows Version 4.0

<210> 1

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligo de PCR especifico de metilacion dominio de asociacion con Ras (Ra1GDS/AF-6) familia 1
(RASSF1A) RASSF1A-MF cebador directo

<400> 1
gtgttaacgc gttgcgtatc 20

<210>2

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligo de PCR especifico de metilacion dominio de asociacion con Ras (Ra1GDS/AF-6) familia 1
(RASSF1A) RASSF1A-MR cebador inverso

<400> 2
aaccccgcga actaaaaacg a 21

<210> 3

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligo de PCR especifico de metilacion dominio de asociacion con Ras (Ra1GDS/AF-6) familia 1
(RASSF1A) RASSF1A-UF cebador directo

<400> 3
tttggttgga gtgtgttaat gtg 23
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<210> 4

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligo de PCR especifico de metilacion dominio de asociacion con Ras (Ra1GDS/AF-6) familia 1
(RASSF1A) RASSF1A-UR cebador inverso

<400> 4
caaaccccac aaactaaaaa caa 23

<210>5

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Dominio de asociacion con Ras (Ra1GDS/AF-6) familia 1 (RASSF1A) oligo de secuenciacion de bisulfito
HsPromotor-F cebador directo

<400> 5
gggttttata gtttttgtat ttaggttttt 30

<210>6

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Dominio de asociacion con Ras (Ra1GDS/AF-6) familia 1 (RASSF1A) oligo de secuenciacién de bisulfito
HsPromotor-R cebador inverso

<400> 6
caactcaata aactcaaact ccccc 25

<210>7

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Dominio de asociacion con Ras (Ra1GDS/AF-6) familia 1 (RASSF1A) oligo de secuenciacion de bisulfito
HsExonl-F cebador directo

<400>7
ggggagtttg agtttattga gttg 24

<210> 8

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Dominio de asociacion con Ras (Ra1GDS/AF-6) familia 1 (RASSF1A) oligo de secuenciacién de bisulfito
HsExonl-R cebador inverso

<400> 8
ctacccctta actacccctt cc 22

<210>9

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
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<223> adenomatosis poliposis coli (APC) oligo de secuenciacion de bisulfito HsPromotor-F cebador directo

<400> 9
taatttattt aatattattg tttttttgtg ttgt 34

<210> 10

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> adenomatosis poliposis coli (APC) oligo de secuenciacion de bisulfito HsPromotor-R cebador inverso

<400> 10
caccctaacr aactacacca atacaa 26

<210> 11

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> receptor de acido retinoico, beta (RARB) oligo de secuenciacién de bisulfito HsRARBPromotor-F
cebador directo

<400> 11
gtaggyggaa tatygttttt taagttaagt 30

<210> 12

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> receptor de acido retinoico, beta (RARB) oligo de secuenciacion de bisulfito HsRARBPromotor-R
cebador inverso

<400> 12
acttcctact actictatca cacaaaataa aa 32

<210> 13

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> receptor de acido retinoico, beta (RARB) oligo de secuenciacion de bisulfito HsSRARBExonI-F cebador
directo

<400> 13
ttttattttg tgtgatagaa gtagtaggaa gt 32

<210> 14

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> receptor de acido retinoico, beta (RARB) oligo de secuenciaciéon de bisulfito HSRARBExoM-R cebador
inverso

<400> 14
aatcatttac cattttccaa acttactc 28

<210> 15
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<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> oligo de PCR especifico de metilacién caspasa 8, cisteina peptidasa relacionada con la apoptosis
(CASP8) CASP8-MF cebador directo

<400> 15
ggttagggga ttcggagatt gc 22

<210> 16

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> oligo de PCR especifico de metilacién caspasa 8, cisteina peptidasa relacionada con la apoptosis
(CASP8) CASP8-MR cebador inverso

<400> 16
aaaaaaaccg tatatctaca ttcgaaacg 29

<210> 17

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> caspasa 8, cisteina peptidasa relacionada con la apoptosis (CASP8) oligo de secuenciacién de bisulfito
HsExonl-F cebador directo

<400> 17
agggaagtgt ttttataggt ttttt 25

<210> 18

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> caspasa 8, cisteina peptidasa relacionada con la apoptosis (CASP8) oligo de secuenciacién de bisulfito
HsExonl-R cebador inverso

<400> 18
ataatttcct attaaaaaaa ccaccttaa 29

<210> 19

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> oligo de PCR especifico de metilaciéon secretoglobulina, familia 3A, miembro 1 (SCGB3A1) SCGB3A1-
MF cebador directo

<400> 19
tttagttttg taggggggcg ¢ 21

<210> 20

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> oligo de PCR especifico de metilacion secretoglobulina, familia 3A, miembro 1 (SCGB3A1) SCGB3A1-
MF cebador directo

<400> 20
accaacttcc tactacgacc gacg 24

<210> 21

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> secretoglobulina, familia 3A, miembro 1 (SCGB3A1) oligo de secuenciacion de bisulfito HsPromotor-F
cebador directo

<400> 21
gattagaggt agggattagg gagtt 25

<210> 22

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> secretoglobulina, familia 3A, miembro 1 (SCGB3A1) oligo de secuenciacion de bisulfito HsPromotor-R
cebador inverso

<400> 22
taacaaacrc taaaaccctc taaa 24

<210> 23

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> oligo de PCR especifico de metilacion proteina de interaccién con DOC-2/DAB2 (DAB2IP) DAB2IP-MF
cebador directo

<400> 23
gtaagggtgc gggtttcge 19

<210> 24

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> oligo de PCR especifico de metilacion proteina de interaccion con DOC-2/DAB2 (DAB2IP) DAB2IP-MR
cebador inverso

<400> 24
gaactcacct ctcattatcc gcg 23

<210> 25

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> proteina de interaccion con DOC-2/DAB2 (DAB2IP) oligo de secuenciacion de bisulfito HsExonl-F
cebador directo

<400> 25
aagggtttta ttaagygtat taagagtt 28
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<210> 26

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> proteina de interaccion con DOC-2/DAB2 (DAB2IP) oligo de secuenciacion de bisulfito HsExonl-R
cebador inverso

<400> 26
accccraaaa aaaacacaaa 20

<210> 27

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> RASSF1A cebador directo de PCR en tiempo real RSF-b151F

<400> 27
agcctgagct cattgagctg 20

<210> 28

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> RASSF1A cebador inverso de PCR en tiempo real RSF-dsgnR

<400> 28
accagctgcce gtgtgg 16

<210> 29

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> RASSF1A sonda fluorescente de union al surco menor (MGB) de PCR en tiempo real RSF-dsgnT

<221> modified_base
<222> (1) ... (1)
<223> n = ¢ modificado por FAM

<221> modified_base
<222> (16) ... (16)
<223> n =t modificado por molécula de unién al surco menor (MGB)

<400> 29
ncaacgcgct gcgcan 16

<210> 30

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> beta-actina cebador directo de PCR en tiempo real Actin-163F

<400> 30
gcgcecgttcec gaaagtt 17

<210> 31
<211>15
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> beta-actina cebador inverso de PCR en tiempo real Actin-298R

<400> 31
cggcggatcg gcaaa 15

<210> 32

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> beta-actina sonda fluorescente de unién al surco menor (MGB) de PCR en tiempo real Actin-243T

<221> modified_base
<222> (1)...(1)
<223> n = a modificado por VIC

<221> modified_base
<222> (17)...(17)
<223> n = ¢ modificado por molécula de unién al surco menor (MGB)

<400> 32
nccgccgaga ccgegtn 17

<210> 33

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Region determinante del sexo Y del cromosoma Y (SRY) cebador de amplificacion directo de PCR en
tiempo real SRY-109F

<400> 33
tggcgattaa gtcaaattcg c 21

<210> 34

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Region determinante del sexo Y del cromosoma Y (SRY) cebador de amplificacién inverso de PCR en
tiempo real SRY-245R

<400> 34
ccccctagta ccctgacaat gtatt 25

<210> 35

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Region determinante del sexo Y del cromosoma Y (SRY) sonda fluorescente de union al surco menor
(MGB) de PCR en tiempo real SRY-142T

<221> modified_base

<222> (1)...(1)
<223> n = a modificado por FAM
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<221> modified_base
<222> (26)...(26)
<223> n = a modificado por TAMRA

<400> 35
ngcagtagag cagtcaggga ggcagn 26

<210> 36

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> RASSF1A cebador de extension Rsf-R17

<400> 36
cagccgggtg ggecct 16

<210> 37

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> RASSF1A genotipo A producto de reaccién de extension de cebador

<221> modified_base
<222> (17). ..(17)
<223> n = didesoxitimidina

<400> 37
cagccgggtg ggeectn 17

<210> 38

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> RASSF1A genotipo C producto de reaccion de extension de cebador

<221> modified_base
<222> (18)...(18)
<223> n = didesoxicitidina

<400> 38
cagccgggtg ggccctgn 18
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REIVINDICACIONES

1. Un método para detectar la presencia de ADN fetal en una muestra bioldégica de sangre entera, de plasma o de
suero de una mujer embarazada, que comprende las etapas de:

(a) tratar la muestra con un agente que modifica diferencialmente el ADN metilado y el no metilado; y

(b) detectar la secuencia de ADN metilado de RASSF1A en la muestra, en donde la presencia de la secuencia de
ADN metilado indica la presencia de ADN fetal en la muestra y la ausencia de la secuencia de ADN metilado
indica la ausencia de ADN fetal en la muestra.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que la etapa (b) determina la cantidad de la secuencia de ADN.

3. El método de la reivindicacion 1, en el que la etapa (b) indica la presencia de ADN fetal en la muestra,
comprendiendo adicionalmente el método las etapas de:

(c) determinar la cantidad de una segunda secuencia de ADN fetal en una segunda muestra, en donde la
segunda muestra es idéntica a la muestra de la etapa (a) antes de tratarla con el agente y la segunda secuencia
no es RASSF1A;y

(d) comparar la cantidad de la segunda secuencia con un control estandar, en donde un aumento en la cantidad
de la segunda secuencia con respecto al control indica la presencia o un riesgo aumentado de desarrollar una
afeccion asociada al embarazo.

4. El método de la reivindicacion 3, en el que la segunda muestra de la etapa (c) se trata con el agente antes de
determinar la cantidad de la segunda secuencia de ADN fetal.

5. El método de la reivindicacion 3, en el que la segunda muestra en la etapa (c) se trata con un segundo agente
diferente que modifica diferencialmente el ADN metilado y el no metilado antes de determinar la cantidad de la
segunda secuencia de ADN fetal.

6. El método de la reivindicacion 3, en el que la afeccion asociada al embarazo es preeclampsia, parto prematuro o
retraso del crecimiento intrauterino (RCIU).

7. El método de la reivindicacién 1, en el que la etapa (b) indica la presencia de ADN fetal en la muestra,
comprendiendo adicionalmente el método la etapa de:

(c) detectar una segunda secuencia de ADN fetal en una segunda muestra, en donde la segunda muestra es
idéntica a la muestra de la etapa (a) antes de ser tratada con el agente y la segunda secuencia es un gen de un
tipo sanguineo RhD, un gen de tipo sanguineo ABO, un gen de tipo sanguineo RhC, un gen de tipo sanguineo
RhE, un gen de tipo HLA o un gen localizado en el cromosoma Y, o un gen que contiene una mutacion
predeterminada, en donde la presencia de la segunda secuencia indica la presencia del tipo sanguineo RhD, del
tipo sanguineo ABO, del tipo sanguineo RhC, del tipo sanguineo RhE, del tipo de HLA, del cromosoma Y o de la
mutacion en el genoma fetal.

8. El método de la reivindicacion 3 o la reivindicacién 7, en el que la segunda muestra en la etapa (c) no se trata con
ningun agente que modifique diferencialmente el ADN metilado y el no metilado.

9. Un método para detectar una afeccion asociada al embarazo en una mujer embarazada, que comprende las
etapas de:

(a) tratar una muestra biologica de sangre entera, de plasma o de suero obtenida de la mujer con un agente que
modifique diferencialmente el ADN metilado y el no metilado;

(b) detectar la secuencia de ADN metilado de RASSF1A en la muestra y, cuando esta presente, detectar la
cantidad de la misma; y

(c) comparar la cantidad de la segunda secuencia de ADN metilado con un control estandar, en donde un
aumento con respecto al control indica la presencia o un riesgo aumentado de desarrollar una afecciéon asociada
al embarazo.

10. El método de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 9, en el que (I) el agente digiere el ADN no metilado, pero no
el ADN metilado, en donde el agente es opcionalmente una enzima sensible a la metilacién, ademas opcionalmente
una enzima de restriccion sensible a la metilacion, aun mas opcionalmente Hpa Il o BstU I; o (ll) el agente
comprende bisulfito.

11. El método de la reivindicacién 1 o la reivindicacion 9, en el que la etapa (b) comprende un proceso de
amplificacion, o el método de la reivindicacion 7, en el que la etapa (c) comprende un proceso de amplificacion.
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12. El método de la reivindicacion 11, en el que el proceso de amplificacién es una reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR).

13. 13. El método de la reivindicacién 12, en el que la PCR es PCR en tiempo real.

14. El método de la reivindicacion 9, en el que la afeccion asociada al embarazo es preeclampsia, parto prematuro o
retraso del crecimiento intrauterino (RCIU).
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FIGURA 1
Longitud del
_Oligo o Secuencia (5’ a 3") producto (pb) Cita (si hay)
PCR especifica de metilacion

RASSF1A-MF GTGTTAACGCGTTGCGTATC 82|Lo, K. W, etal.
RASSF1A-MR AACCCCGCGAACTAAAAACGA Cancer Res 61,
RASSF1A-UF TTTGGTTGGAGTGTGTTAATGTG 8413877-81 (2001),
RASSF1A-UR CAAACCCCACAAACTAAAAACAA

RASSF1A

Secuenciacion por bisulfito (ser humano)

HsPromotor-F GOGTTTTATAGTTTTTGTATTTAGGTTTTT 201
Hs Promotor R CAACTCAATAAACTCAAACTCCCCC
HsExdn1-F GGGGAGTTTGAGTTTATTGAGTIG 297
HsExén1-R CTAGCCCTTAACTACCGCTTCC

APC

FHSPromotor F 414
Hs Promotor -R CACCCTAACRAACTACACCAATACAA

RARB
HsRARBPromotor-F _|GTAGGYGGAATATYGTTTTTTAAGTTAAGT 378

| HsRAREPromotor-R_JACTTCCTACTACTTCTATCACACAAAATAAAA

| HsRARBExdn1-F TITTATTTITGTGTGATAGAAGTAGTAGGAAGT 290
HsRARBExon1-R AATCATTTACCATTTTCCAAACTTACTC

Notas sobre el sufijo oligo

refijo v sufijo de la secuencia:

F Cebador directo
R Cebador inverso

Condiciones de reaccion y perfil térmico para la PCR por bisulfito del promotor de RASSF1A y ex6n 1

Final
10X Tampon Il 1X 95°C 10 min
MgClz 3,0mM 95°C 40s
dNTP 200pM 57°C 45s X 40 ciclos
Cebador directo 200nM 72°C 45 s
ICebador inverso 200nM 72°C 7 min
AmpliTaq Gold U
ADN convertido por bisulfito 80ng
Volumen total de la reaccién 25 U 1
Condiciones de reaccion y perfil térmico para la PCR por bisulfito del promotor de APC humano
Final
10X Tampoén Il 1X 95°C 10 min
MgClz 3,0mM 95°C 40 s
dNTP 300pM 57°C 1 min x 45 ciclos
|Cebador directo 400nM 72°C 40 s
Cebador inverso 400nM 72°C 7 min
AmpliTaq Gold U
[ADN convertido per bisulfito 120.-_‘3
IADN convertido por bisulfito 25,,11
Condiciones de reaccion y perfil térmico para la PCR por bisulfito del promotor de RARB humano y exon 1
Final conc.
HOX Tampon Il 1X 95°C 10 min
MgCly 3,0mM 95°C 40s
dNTP 200pM 57°C 1 min x 40 ciclos
Cebador directo 200nM 72°C 40s
Cebador inverso 200nM 72°C 7 min
AmpliTaq Gold 1
[ADN convertide por bisulfito 30I'IQ
‘ADN convertido por bisulfito 25,“'
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Sitios CpG en region A de RASSF1A

FIGURA 2A
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romoter de de RASSF1A

Figura 2B

Sitios CpG en el

ope|paw
s 12p;

CIENEY EEY R 000D 000’0
Lez: pPOD200000000 200 COORPBRBBRBRRDIDODIT0ODD00D
§LT 0DDO0DOD0DOD 200 DO00ODO0DO0DD0
692 0200200020020 20920 eJejalskalefolalofele]o]
isE 00030300039 ja]elsle] slelslelolelolvdslole]e]
4§92 00000000000 2000 D000D0DD0000D
052 00020220020 2000 200030002020
oV DDDDOO00D0DD 0000000 90092200290
oFe- 00220020000 oCco000D 20000000300
0EZ: 00020020000 2029009 000220200000
92z 0202002000 0020000 20020000000
22T 00000000020 0020002 500200030000
202 000200020020 000DD0Y) 00000000000
§EL 02002002002 oD2000D 00005000220
g8l 02000200000 0000000 00000000020
ek 00030000020 2003002 00000900000
LI 000000000 P002009 00000000000
0Lk 000020029 D002000 22000000000
13 200000000 0000000 90053300030
Sk 000000000 00022000 2200020002000
erl 200000020 0032002 200002000000
(2 D00000D0D OODO0O0DD000D 22000000000
Ak 020000020 000020020200
¥Lb 200000000 2009200200000
501 300000000 pD0OD2002D000 00020000000
Ol 0202000020 DJDO0Q0D000D 20000000000
2al- 000000000 DO0000022002| DD 00020000000
¥i 200000020 20000000000 a2 20000000000
Z 020000000 00000020000 22 20000000000
05 220020020 Q0030002000 00 Q000230002020
z8 200200020 00000000009 a2 200020000020
72 000000000 DOoDDOO0DD00D a2 00000000000
19 020020020 23 02000000200
¥5 20022003 po2 22DD22200D030

00000000 00D02000030

s 2002002020 o #POJ00D0D0DD00
ope|paw
onys jop

CIENENEET z10°] 000°0] a0o'o)

20000000000 pO0CO0O02000D 33002000200

02020200000 2900020200000

b1 00200000000 200020300000

T 00020020000 20000000000

5 020000230002 020900020300

g 2500000000, 200002002020

y: 022002200002 2D00002002000)

0200000000 2200020500000

Q0000200030 D0000000020

[ 020020020020 00020202000

9k 02000000009 02000003000

200020200080 200909993300

135 02020020029 00000002220

¥ 2002050020000 [Jslelateletetetataletola] 020000020030 00000002020,

egsenpy 4 i ZSo'u euaseyd | 25 usswses seaundues sneo 5 .U euaseyd | s st s 95 .U pyuasRyd | ¥ uTwR s e 1§ o'u yuaseld 19,4 SUUIEL SRUNBLSS SINED

30



RARS

ES 2 608 954 T3

APC

Figura 3 Parte 1
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Figura 3 Parte 2
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Figura 4

Oligo Secuencia (5’ a 3') Longitud del producto (pb)

PCR especifica de metilacion _ o
CASP8-MF CETTAGGGGATTCGCAGATTGC 331
CASP8-MR AAAAAAACCGTATATCTACATTCGAAACG

Secuenciacion por bisulfito (ser humano)
CASPB
HsExon1-F AGCGGAAGTGTTTTTATAGGTTTTTT 289
HsExon1-R ATAATTTCCTATTAAAAAAACCACCTTAA

Notas sobre el sufijo oligo. prefijo y sufijo de la secuencia:

F Cebador directo
R Cebador inverso

Condiciones de reaccion y perfil térmico para la PCR por bisulfito del exon 1 de CASP8

Finat

10X Tampon Il 1X 95°C 10 min
MgCl, 3,0mM 95°C 40s
dNTP 200uM 57°C 40s X 40 ciclos
Cebador directo 200nM 72°C 40s
Cebador inverso 200nM 72°C 7 min
AmpliTag Gold iU

DN convertido por bisulfito 80ng
Volumen total de la 25 ui
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Figura 5
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Figura 6
Oligo Secuencia (5'a 3 Longitud del producto (pb) ~ Cita (si hay)
PCR especifica de metilacion
SCGB3A1-MF TTTAGTTTTGTAGGGGGGCGC 195
SCGB3A1-MR ACCAACTTCCTACTACGACCGACG
Secuenciacion por bisulfito (ser
SCGB3A1
HsPromotor-F GATTAGAGGTAGGGATTAGGGAGTT 200
HsPromotor-R TAACAAACRCTAAAACCCTCTAAA
Notas sobre el sufijo oligo, prefijo y sufijo de la secuencia:
If:\ Cebador directo
R Cebador inverso
Condiciones de reaccion y perfil térmico para la PCR por bisulfito del promotor de SCG3A1
Final
10X Tampén 1X 95°C 10 min
MgCly 3,0mM 95°C 40s
dNTP 200pM 57°C 40s X 40 ciclos
Cebador directo 200nM 72°C 40s
Cebador inverso 200nM 72°C 7 min
AmpliTaq Gold 1
IADN convertido por bisulfito 80ng
Volumen total de la reaccion 25 ul
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Figura 7
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Figura 8

e

Secuencia de ADN no metilada ’

Restriccidn enzimatica sensible a la
metilacién

21719

Secuencia de ADN metilada

D D D D Secuencia de ADN no metilada

Secuencia de ADN no metilada

Amplificacién por PCR en tiempo real

- hasasd

Secuencia de ADN metilada =|

Secuencia de ADN no metilada

N

Secuencia de ADN ne metilada
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Amplificacién selectiva de
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Figura 9a

Placenta RASSF1A
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Figura 9b
B-actina de placenta
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Figura 9c

Sitios CpG en el promotor de B-actina
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Figura 10a
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Figura 10b

Digestién incompleta
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Figura 11a
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Figura 11b
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Figura 12

RASSF1A en plasma de no embarazada
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Figura 13
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Figura 14

Concentracion del gen SRY en plasma materno
(copias/ml)

Concentracion del gen SRY en plasma materno
(copias/ml)
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Figura 15

Determinacion del estado RhD de una mujer embarazada

/\‘

RhD positiva RhD negativa

!

Ausencia de riesgo de sensibilizacion
de la madre por incompatibilidad de RhD

l Prueba de |a presencia de secuencia de RhD (p. gj.,
. = exon 7 o exon 10) en ADN de plasma sin células de
No se necesitan mas pruebas la mujer embarazada

ni tratamiento

Sefial de RhD detectable en Seial de RhD NO
ADN de plasma sin células detectable en ADN de
l plasma sin células

Es probable que el feto sea RhD positive

!

No se requieren mas ensayos \\
Administrar inmunoglobulina _ RES@?,:’?}S” ge s?cuencj:; ﬂed
= - - -aclina en =
anti-RhD profllgctlca u otros i 4 fripieihasis
tratamientos segun esté indicado enziméticamente
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Figura 16

Concentracion de RASSF1A metilado en plasma

materno (copias/ml)
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Figura 17

Oligo

PCR especifica de metilacion
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Secuencia (5'a 3’)

Longitud del producto (pb)

[ DAB2IP-MF

|GTAAGGGTGCGGGTTTCGC

AT

|GAACTCACCTCTCATTATCCGCG

Secuenciacion por bisulfito
(ser humano)

HsExén1-F

|AAGGGTTTTATTAAGYGTATTAAGAGTT

HsEx6n1-R

|ACCCCRAAAAAAAACACAAA

Notas sobre el sufijo oligo, prefijo y sufijo de la secuencia:
F Cebador directo

R Cebador inverso

Condiciones de reaccion y perfil térmico para la PCR por bisulfito del exén 1 de DAB21P

Cita (si hay)

Final
10X Tampon I 1X 95°C 10 min
MgCl2 2.0mM 95°C 40s
dNTP 200pM &7°C 40s x 40 ciclos
Cebador directo 200nM 72°C 40s
Cebador inverso 200nM 72°C 7 min
AmpliTaq Gold L
ADN convertido por bisulfito 80ng
Volumen total de la reaccion 25ul
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Figura 18
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