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ES 2609 845 T3

DESCRIPCION
Métodos para la deteccién de modificacion de nucledtidos

Esta invencion se refiere a la deteccion de los residuos de citosina modificada y, en particular a la secuenciacion de
acidos nucleicos que contienen residuos de citosina modificada.

La 5-metilcitosina (5mC) es una marca epigenética bien estudiada que tiene un papel importante en el silenciamiento
génico y en la estabilidad del genoma, y se localiza en zonas con predominio de los dinucledtidos CpG (1). En
metazoarios, 5mC puede oxidarse a 5-hidroximetilcitosina (5hmC) mediante las enzimas de la familia de enzimas
Translocacion Diez Once (TET, por sus siglas en inglés) (2,3). Los niveles globales de 5hmC son aproximadamente 10
veces mas bajos que aquellos de 5mC y varian entre los tejidos (4). Cantidades relativamente altas de 5hmC (~0.4 %
de todas las citosinas) se presentan en las células madres embrionarias (ES), donde 5hmC, se sugiere, tiene un papel
en el establecimiento y/o mantenimiento de la pluripotencialidad (2,3, 5-9). Se propone que 5hmC es un intermediario en
la desmetilacién activa del ADN, por ejemplo mediante la desaminacién o mediante una oxidacién adicional de 5hmC a
5-formilcitosina (5fC) y 5-carboxicitosina (5cC) por las enzimas TET, seguido de la reparacion por escision de base que
involucra a la timina ADN glicosilasa (TDG), o un fallo para mantener la marca durante la replicacion (10). Sin embargo,
5hmC puede, ademas, constituir una marca epigenética por si misma.

Es posible detectar y cuantificar el nivel de 5hmC presente en todo el ADN gendmico mediante métodos analiticos que
incluyen la cromatografia de capa fina y la cromatografia liquida seguida de espectrometria de masas (2, 11, 12). Hasta
el momento, el mapeo de las localizaciones genémicas de 5hmC se logré mediante métodos de enriquecimiento que
usan quimica o anticuerpos para la precipitacion especifica de los fragmentos de ADN ricos en 5hmC que se
secuencian posteriormente (6-8, 13-15). Estos procedimientos de inmunoprecipitacién tienen una resolucion
relativamente pobre (10s a 100s de nucleétidos) y solamente proporcionan una cantidad relativa de informacién que es
probable se asocie a algun sesgo de distribucién durante el enriqguecimiento. La secuenciacidn de un solo nucleétido
cuantificable de 5mC se realiza mediante el uso del método de secuenciacion por bisulfito (BS-Seq), que produce la
desaminacion de la citosina a uracilo, por lo que la transformacién correspondiente de 5mC es mucho mas lenta (16).
Sin embargo, se reconoce que tanto 5mC como 5hmC se desaminan muy lentamente en la reaccién del bisulfito y por
tanto, esas dos bases no pueden discriminarse (17, 18). Dos métodos de molécula Unicas, relativamente nuevos y
elegantes, demuestran ser promisorios en la deteccion de 5mC y 5hmC con una resoluciéon de un solo nucleétido. La
secuenciacion de una sola molécula en tiempo real (SMRT) demostré detectar derivados de 5hmC en ADN genémico
(19). Sin embargo, se requiere el enriquecimiento de fragmentos de ADN que contienen 5hmC, lo cual conduce a la
pérdida de informacion cuantitativa (19). La 5mC puede detectarse, aunque con una exactitud mas baja, mediante
SMRT (19). Ademas, SMRT tiene una relativamente alta tasa de errores de secuenciacion (20), el maximo de las
llamadas modificaciones es impreciso (19) y la plataforma adn no secuencié un genoma completo. Los nanoporos de
estado sélido y de proteinas pueden diferenciar 5mC de 5hmC y tienen el potencial para secuenciar moléculas de ADN
no amplificadas con un desarrollo ulterior (21, 22).

FlusBerg y otros (en Direct detection of ADN methylation during single-molecule real-time sequencing; Nature Methods;
7; 6; 461-465; 1 de julio de 2010) describen un método para la identificacién de citosina modificada (es decir 5mC y
5hmC) mediante el uso de la secuenciaciéon de una sola molécula en tiempo real. El método no describe el uso de
bisulfito 0 agentes oxidantes.

Nomura y otros (en Discrimination between 5-hydroxymethylcytosine and 5-methylcytosine by a chemically designed
peptide; Chemical Communications; 47; 29; 8277-8279; 7 de agosto de 2011 describen que 5hmC se discrimina
selectivamente de 5mC mediante el uso de un péptido dedo de zinc. El método no describe el uso de bisulfito o agentes
oxidantes.

Gupta y otros (en Advances in genome-wide ADN methylation analysis; Biotechniques; 49; 4; iii-xi; Oct 2010 revisan los
métodos para el andlisis de metilacién del ADN en el genoma completo, pero no describen el uso de bisulfito o agentes
oxidantes.

Wanunu y otros (en Discrimination of methylcytosine from hydroxymethylcytosine in ADN molecules; Journal of the
American Chemical Society; 133; 3; 486-492 26 de enero de 2011) describen un método para discriminar entre hmC y
mC mediante el uso de nanoporos de estado soélido, que se basa en las diferencias fisicas entre las dos bases. El
método no describe el uso de bisulfito 0 agentes oxidantes.

Los presentes inventores idearon métodos que permiten que los residuos de citosina modificada, tales como 5-
metilcitosina (5mC), 5-hidroximethilcitosina (5hmC) y 5-formilcitosina (5fC) se distingan de la citosina (C) con la
resolucién de un solo nucledtido. Esos métodos se aplican a todas las plataformas de secuenciacion y pueden utilizarse,
por ejemplo en el andlisis de ADN genémico y/o ARN.

Un aspecto de la invenciéon proporciona un método de identificacion de un residuo de citosina modificada en una
secuencia de nucleodtidos de la muestra, que comprende;
i) proporcionar una poblacién de polinucledétidos los cuales comprenden la secuencia de nucleétidos de la muestra,
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i) oxidar o reducir una primera porcion de dicha poblacion,
iii) tratar la primera porcion oxidada o reducida de dicha poblacion y una segunda porcion de dicha poblacion con
bisulfito,

iv) secuenciar los polinucleétidos en la primera y en la segunda porciones de la poblacién que siguieron las etapas
ii) y iii) para producir una primera y segunda secuencia de nucle6tidos, respectivamente, €;

V) identificar los residuos en la primera y segunda secuencias de nucleétidos que correspondan a un residuo de
citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra,
en donde la citosina modificada es 5-metilcitosina (5mC), 5-hidroximetilcitosina (5hmC) o 5-formilcitosina (5fC).

Los residuos que se identifican en la primera y segunda secuencias de nucle6tidos que se corresponden a un residuo
de citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra indican la modificacién del residuo de citosina.

Por ejemplo, los residuos de citosina pueden presentarse en una 0 mas posiciones en la secuencia de acidos nucleicos
de la muestra. Los residuos en esa Unica 0 mas posiciones en la primera y segunda secuencias de nucle6tidos pueden
identificarse. Una citosina modificada en una posicién en la secuencia de nucleétidos de la muestra puede identificarse
de la combinacion de residuos que se identifican en la primera y segunda secuencias de nucledtidos respectivamente
(es decr Cy C, Uy U, Cy U, o Uy C) en esa posicion. Las modificaciones de citosina que se indican por
combinaciones diferentes se muestran en la tabla 1.

Un residuo de citosina modificada puede contener una modificacion en la posicién 5. Las citosinas modificadas
adecuadas incluyen las citosinas sustituidas en 5.

Los grupos que pueden sustituirse en la posicion 5 de la citosina incluyen los grupos metilo (m), hidroximetilo (hm) o
formilo (f).

Los métodos descritos en la presente descripcién pueden utilizarse en identificar y/o distinguir citosina (C), 5-
metilcitosina (5mC), 5-hidroximetilcitosina (5hmC) y 5-formilcitosina (5fC) en una secuencia de nucleétidos de la
muestra. Por ejemplo, los métodos descritos en la presente descripcion pueden utilizarse en distinguir un residuo del
grupo que consiste de citosina (C), 5-metilcitosina (5mC), 5-hidroximetilcitosina (5hmC) y 5-formilcitosina (5fC) de otros
residuos en el grupo.

Preferentemente, los residuos de citosina modificada, tal como 5-hidroximetilcitosina, en la primera porcion de dicha
poblacién no se marcan, por ejemplo con grupos sustituyentes, tal como la glucosa, antes de la oxidacién o reduccion
de la etapa ii).

En algunas modalidades de la invencion, la primera porcién de los polinucleétidos de la poblaciéon puede oxidarse. Por
ejemplo, los residuos de 5-hidroximetilcitosina en la primera porcién del polinucleétido pueden convertirse en 5-
formilcitosina (5fC) mediante oxidacién y después la primera porcion del polinucleétido se trata con bisulfito.

Un método de identificacion de un residuo de citosina modificada en una secuencia de nucle6tido de la muestra puede

comprender;

i) proporcionar una poblacion de polinucleétidos los cuales comprenden una secuencia de nucleétidos de la
muestra,

i) oxidar una primera porcién de dicha poblacion,

iii) tratar la primera porcién oxidada de dicha poblacién y una segunda porcién de dicha poblacion con bisulfito.

iv) secuenciar los polinucledtidos en la primera y segunda porciones de la poblacién que siguieron las etapas ii) y iii)
para producir una primera y segunda secuencias de nucledtidos, respectivamente e;

V) identificar los residuos en la primera y segunda secuencias de nucleétidos que se correspondan a un residuo de
citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra,
en donde la citosina modificada es 5-metilcitosina (5mC), 5 hidroximetilcitosina (5hmC) o 5-formilcitosina (5fC).

La identificacién de un residuo, en una posicién en una o en ambas de la primera y segunda secuencias de nucleétidos,
como la citosina, en una o en ambas de la primera y la segunda secuencias de nucleétidos indica que el residuo de
citosina en la secuencia de nucledtidos de la muestra es 5-metilcitosina o 5-hidroximetilcitosina.

La 5-hidroximetilcitosina (5hmC) puede identificarse en la secuencia de nucleétidos de la muestra. Un residuo de uracilo
en una posicion en la primera secuencia de nucleétidos que corresponde a una citosina en la secuencia de nucleétidos
de la muestra y una citosina en la misma posicion en la segunda secuencia de nucleétidos indican que el residuo de
citosina en la secuencia de nucledtidos de la muestra es 5-hidroximetilcitosina (5hmC).

Por ejemplo, un método de identificacion de un residuo de 5-hidroximetilcitosina (5hmC) en una secuencia de
nucledtidos de la muestra o para distinguir 5-hidroximetilcitosina de citosina (C), 5-metilcitosina, y 5-formilcitosina (5fC)
en una secuencia de nucledtidos de la muestra puede comprender;

i) proporcionar una poblacién de polinucleétidos los cuales comprenden la secuencia de nucleétidos de la muestra,
i) oxidar una primera porcion de dicha poblacién,

iii) tratar la primera porcion oxidada de dicha poblacién y una segunda porcién de dicha poblacién con bisulfito,
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iv) secuenciar los polinucleétidos en la primera y segunda porciones de la poblacién que siguieron las etapas ii) y iii)
para producir una primera y segunda secuencias de nucleétidos, respectivamente e;

V) identificar los residuos en la primera y segunda secuencias de nucleétidos que correspondan a un residuo de
citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra,
en donde la presencia de un residuo de uracilo en la primera secuencia de nucleétidos y una citosina en la
segunda secuencia de nucledtidos indican que el residuo de citosina en la secuencia de nucleétidos de la
muestra es 5-hidroximetilcitosina.

La 5-metilcitosina (5mC) puede identificarse en una secuencia de nucleétidos de la muestra. La citosina en una posicion
tanto en la primera como en la segunda secuencia de nucleétidos que corresponda a un residuo de citosina en la
secuencia de nucledtidos de la muestra indica que el residuo de citosina en la secuencia de nucledtidos de la muestra
es 5-metilcitosina (5mC).

Por ejemplo, un método de identificacion de 5-metilcitosina en una secuencia de nucleétidos de la muestra o para

distinguir 5-metilcitosina de citosina (C), 5-hidroximetilcitosina (5hmC), y 5-formilcitosina (5fC) en una secuencia de

nucleodtidos de la muestra puede comprender;

i) proporcionar una poblacién de polinucledétidos los cuales comprenden la secuencia de nucleétidos de la muestra,

i) oxidar una primera porcion de dicha poblacién,

iii) tratar la primera porcion oxidada de dicha poblacién y una segunda porcién de dicha poblacién con bisulfito,

iv) secuenciar los polinucledtidos en la primera y segunda porciones de la poblacién que siguieron las etapas ii) y iii)
para producir una primera y segunda secuencias de nucledtidos, respectivamente e;

V) identificar los residuos en la primera y segunda secuencias de nucleétidos que correspondan a un residuo de
citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra,
en donde la presencia de una citosina tanto en la primera como en la segunda secuencia de nucledtidos indica
que el residuo de citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra es 5-metilcitosina (5mC).

Los residuos de uracilo en una posicién tanto en la primera como en la segunda secuencias de nucleétidos que se
correspondan a una citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra indican que el residuo de citosina en la
secuencia de nucleétidos de la muestra no es 5-metilcitosina o 5-hidroximetilcitosina, es decir el residuo de citosina es
una citosina no modificada o 5-formilcitosina.

Un resumen de las modificaciones de la citosina en una posicion en la secuencia de nucledtidos de la muestra que se
indican mediante combinaciones especificas de citosina y uracilo en la posicién de la primera y segunda secuencia de
nucledtidos se muestra en la Tabla 1.

La primera y segunda porciones de la poblaciéon de nucleétidos pueden tratarse con bisulfito y/o secuenciarse
simultdneamente o secuencialmente.

En algunas modalidades en las que la primera porcién se oxida en la etapa ii), puede no requerirse el tratamiento de la
segunda porcion para identificar o distinguir un residuo de citosina modificada en la secuencia de nucle6tidos de la
muestra. Por ejemplo, la Tabla 1 muestra que la oxidacion y el tratamiento con bisulfito de la primera porcién de la
poblacién de polinucleétidos es suficiente para identificar 5-metilcitosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra.
Un método de identificacion de 5-metilcitosina en una secuencia de nucleétidos de la muestra o para distinguir 5-
metilcitosina de citosina (C), 5-hidroximetilcitosina (5hmC) y 5-formilcitosina (5fC) en una secuencia de nucledétidos de la
muestra puede comprender;
i) proporcionar una poblacién de polinucleétidos los cuales comprenden la secuencia de nucleétidos de la muestra,
ii) oxidar dicha poblacion,
iii) tratar la poblacién oxidada con bisulfito
iv) secuenciar los polinucleétidos en la poblacién que siguieron las etapas ii) y iii) para producir una secuencias de
nucledtidos tratada, e;
V) identificar los residuos en la secuencia de nucleétidos tratada que se correspondan a un residuo de citosina en la
secuencia de nucleétidos de la muestra,
en donde la presencia de una citosina en la secuencia de nucledtidos tratada indica que el residuo de citosina en
la secuencia de nucleétidos de la muestra es 5-metilcitosina (5mC).

En algunas modalidades de la invencion, la primera porcion de los polinucleétidos de la poblacion puede reducirse en la
etapa ii). Un método de identificacién de un residuo de citosina modificada en una secuencia de nucleétidos de la
muestra puede comprender;
i) proporcionar una poblacién de polinucledétidos los cuales comprenden la secuencia de nucleétidos de la muestra,
i) reducir una primera porcién de dicha poblacion,
iii) tratar la primera porcién reducida de dicha poblacion y una segunda porcién de dicha poblacién con bisulfito,
iv) secuenciar los polinucledtidos en la primera y segunda porciones de la poblacién que siguieron las etapas ii) y iii)
para producir una primera y segunda secuencias de nucledtidos, respectivamente e;
V) identificar los residuos en la primera y segunda secuencias de nucleétidos que se correspondan con un residuo
de citosina en la secuencia de nucledtidos de la muestra,
en donde la citosina modificada es 5-metilcitosina (5mC), hidroximetilcitosina (5hmC) o 5-formilcitosina (5fC).
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Esto puede usarse para identificar y/o distinguir 5-formilcitosina (5fC) en una secuencia de nucleétidos de la muestra.

En las modalidades en las que la primera porcién se reduce, la citosina en una posiciéon en la primera secuencia de
nucledtidos que se corresponde con una citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra y un residuo de uracilo
en esta posicion en la segunda secuencia de nucledtidos indican que el residuo de citosina en la secuencia de
nucledtidos de la muestra es 5-formilcitosina; el uracilo en una posicién en la primera y segunda secuencia de
nucledtidos que se corresponda con un residuo de citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra indica que el
residuo de citosina en la secuencia de nucle6tidos de la muestra es una citosina no modificada; y una citosina en una
posicion tanto en la primera como en la segunda secuencias de nucleétidos que se corresponda con un residuo de
citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra indica que el residuo de citosina en la secuencia de nucleétidos de
la muestra es 5-metilcitosina (5mC) o 5-hidroximetilcitosina (5hmC).

Un resumen de las modificaciones de la citosina en una posicién en la secuencia de nucleétidos de la muestra que se
indican mediante combinaciones especificas de citosina y uracilo en la posiciéon de la primera y segunda secuencia de
nucleotidos se muestra en la Tabla 1.

En algunas modalidades, los métodos de la invencién pueden comprender la secuenciacion de una primera porcién de
polinucleétidos los cuales se oxidaron y se trataron con bisulfito; una segunda porcién de polinucleétidos los cuales se
trataron con bisulfito; y una tercera porcién de polinucleétidos de la poblacién los cuales se redujeron y se trataron con
bisulfito. Por ejemplo, un método puede comprender;
i) proporcionar una poblacién de polinucleétidos los cuales comprenden la secuencia de nucleétidos de la muestra,
i) proporcionar la primera, la segunda y la tercera porciones de la poblacién,
iii) oxidar la primera porcion de dicha poblacion,
iv) reducir la tercera porcién de dicha poblacién,
V) tratar la primera, la segunda y la tercera porciones de dicha poblacion con bisulfito,
Vi) secuenciar los polinucleétidos en la primera, la segunda y la tercera porciones de la poblacién que siguieron las
etapas iii), iv) y v) para producir una primera, segunda y tercera secuencias de nucleétidos, respectivamente e:
vii) identificar los residuos en la primera, segunda y tercera secuencias de nucleétidos que se correspondan a un
residuo de citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra,
en donde la citosina modificada es 5-metilcitosina (5mC), 5-hidroximetilcitosina (5hmC) o 5-formilcitosina (5fC).

Esto puede usarse, por ejemplo, para identificar y/o distinguir 5-formilcitosina (5fC) en una secuencia de nucleétidos de
la muestra de la citosina y/u otras citosinas modificadas.

El uracilo en una posicion en la primera secuencia de nucledtidos que corresponde a una citosina en la secuencia de
nucledtidos de la muestra y una citosina en esta posicion en la tercera secuencia de nucleoétidos indican que el residuo
de citosina en la secuencia de nuclettidos de la muestra es 5-formilcitosina.

La citosina en una posicién en la primera, segunda y tercera secuencia de nucleétidos que se corresponda a un residuo
de citosina en la secuencia de nucle6tido de la muestra indica que el residuo de citosina en la secuencia de nucleétidos
de la muestra es 5-metilcitosina (5mC).

La citosina en una posicién en la segunda y tercera secuencia de nucleotidos que se corresponda a una citosina en la
secuencia de nucleétidos de la muestra y un residuo de uracilo en esta posicion en la primera secuencia de nucleétidos
indican que el residuo de citosina en la secuencia de nuclettidos de la muestra es 5-hidroximetilcitosina.

El uracilo en la primera, segunda y tercera secuencia de nucleétidos que se corresponda a un residuo de citosina en la
secuencia de nucleétido de la muestra indica que el residuo de citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra es
una citosina no modificada.

Un resumen de las modificaciones de la citosina en una posicion en la secuencia de nucledtidos de la muestra que se
indican mediante combinaciones especificas de citosina y uracilo en la posicién de la primera, segunda y tercera
secuencia de nucleotidos se muestra en la Tabla 1.

La secuencia de nucleétidos de la muestra puede conocerse previamente o esta pudiera determinarse. La secuencia de
nucledtidos de la muestra es la secuencia de polinucleétidos no tratados en la poblacién es decir, polinucledtidos los
cuales no se oxidaron, redujeron o se trataron con bisulfito. En la secuencia de nucleétidos de la muestra, las citosinas
modificadas no se distinguen de la citosina. La 5-metilcitosina, 5-formilcitosina y 5-hidroximetilcitosina se indican todas o
se identifican como residuos de citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra. Por ejemplo, cualquiera de los
métodos descritos en la presente descripcion pueden comprender adicionalmente;

proporcionar una cuarta porciéon de la poblaciéon de polinucleétidos que comprende la secuencia de nucle6tidos
de la muestra; y

secuenciar los polinucleotidos en la cuarta porcién para producir la secuencia de nucleétidos de la muestra.
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La secuencia de los polinucledtidos en la cuarta porcion puede determinarse por cualquiera de las técnicas de
secuenciacion apropiadas.

Las posiciones de uno o mas residuos de citosina en la secuencia de nucleotidos de la muestra pueden determinarse.
Esto puede hacerse mediante analisis estandar de secuencias. Debido a que los residuos de citosina modificada no se
distinguen de la citosina, los residuos de citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra pueden ser citosina, 5-
metilcitosina, 5-formilcitosina, o 5-hidroximetilcitosina.

La primera y la segunda secuencias de nucledtidos y, opcionalmente la tercera secuencia de nucleétidos, pueden
compararse con la secuencia de nucleétidos de la muestra. Por ejemplo, los residuos en posiciones en la primera y
segunda secuencias y, opcionalmente la tercera secuencia de nucleétidos, que se correspondan a uno o mas residuos
de citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra pueden identificarse.

La modificacion de un residuo de citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra puede determinarse a partir de
la identidad de los nucle6tidos en las posiciones correspondientes en la primera y segunda secuencias de nucleétidos y,
opcionalmente la tercera secuencia de nucleétidos.

Todos los polinucledtidos en la poblacidon contienen la misma secuencia de nucleétidos de la muestra, es decir la
secuencia de nucleétidos de la muestra es idéntica en todos los polinucleétidos en la poblacion.

El efecto de los diferentes tratamientos en los residuos de citosina dentro de la secuencia de nucleétidos de la muestra
puede entonces determinarse, como se describe en la presente descripcion.

La secuencia de nucledtidos de la muestra puede ser una secuencia genémica. Por ejemplo, la secuencia puede
comprender toda o una parte de la secuencia de un gen, que incluye exones, intrones, o elementos regulatorios cadena
arriba o abajo, o la secuencia puede comprender secuencias genémicas que no se asocien con un gen. En algunas
modalidades, la secuencia de nucleétidos de la muestra puede comprender una o mas islas de CpG.

Los polinucledtidos adecuados incluyen ADN, preferentemente ADN gendmico, y/o ARN, tal como ARN gendmico (por
ejemplo ARN gendmico de mamiferos, plantas o virus), ARNm, ARNt, ARNr y ARN no codificante.

Los polinucledtidos que comprende la secuencia de nucledtidos de la muestra pueden obtenerse o aislarse de una
muestra de células, por ejemplo, células de mamiferos, preferentemente, células humanas.

Las muestras adecuadas incluyen células aisladas y muestras de tejidos tal como biopsias.

Los residuos de citosina modificada que incluyen 5hmC y 5fC se detectan en un rango de tipos celulares que incluyen
las células madres embrionarias (ESCS) y las células neurales (2, 3, 11, 37, 38).

Las células adecuadas incluyen células somaticas y de la linea germinal.

Las células adecuadas pueden encontrarse en cualquier estado del desarrollo, que incluye células total o parcialmente
diferenciadas o no diferenciadas o células pluripotentes, que incluye las células madres, tales como células madres
somaticas o adultas, células madres fetales, o células madres embrionarias.

Las células adecuadas incluyen, ademas, células madres pluripotentes inducidas (iPSCs), las que pueden derivarse de
cualquier tipo de células somaticas de acuerdo con técnicas estandar.

Por ejemplo, los polinucle6tidos que comprende la secuencia de nucleétidos de la muestra pueden obtenerse o aislarse
de células neurales, que incluyen neuronas y células de la glia, células de musculo esquelético, células de musculo liso,
células hepaticas, células que sintetizan hormonas, células sebaceas, células de los islotes pancreaticos, células de la
corteza adrenal, fibroblastos, queratinocitos, células endoteliales y uroteliales, osteocitos y condrocitos.

Las células adecuadas incluyen células asociadas a enfermedades, por ejemplo células cancerosas, tales como
carcinomas, sarcomas, linfomas, blastomas o células tumorales de la linea germinal.

Las células adecuadas incluyen células con el genotipo de un trastorno genético como la enfermedad de Huntington, la
fibrosis quistica, la anemia drepanocitica, la fenilcetonuria, el Sindrome de Down o el Sindrome de Marfan.

Los métodos para la extraccion y el aislamiento del ADN genémico y el ARN de las muestras de células se conocen
bien en la técnica. Por ejemplo, el ADN genémico o ARN pueden aislarse mediante el uso de cualquier técnica de
aislamiento conveniente, tales como la extraccién por fenol/cloroformo y precipitacion alcohdlica, la centrifugacion por
gradiente de densidad de cloruro de cesio, la cromatografia de intercambio aniénico en fase sélida, y las técnicas
basadas en gel de silice.
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En algunas modalidades, el ADN gendmico completo y/o ARN que se aislan de las células pueden usarse directamente
como una poblacién de polinucledtidos como se describe en la presente descripcion, después del aislamiento. En otras
modalidades, el ADN genémico y/o el ARN que se aislan pueden someterse a etapas de preparacion adicionales.

El ADN genémico y/o ARN pueden fragmentarse, por ejemplo mediante sonicacion, cizallamiento o digestion por
enzimas endonucleasas, para producir fragmentos de ADN. Una fraccion del ADN genémico y/o ARN pueden usarse
como se describe en la presente descripcion. Las fracciones adecuadas de ADN gendmico y/o ARN pueden basarse en
la talla u otros criterios. En algunas modalidades, una fraccion de ADN gendémico y/o fragmentos de ARN los cuales son
ricos en islas de CpG (CGI) pueden usarse como se describe en la presente descripcion.

El ADN genomico y/o ARN pueden desnaturalizarse, por ejemplo mediante calentamiento o por tratamiento con un
agente desnaturalizante. Los métodos adecuados para la desnaturalizacion del ADN genémico y el ARN se conocen
bien en la técnica.

En algunas modalidades, el ADN gendmico y/o ARN pueden adaptarse para la secuenciacion antes de la oxidacion o
reduccion y el tratamiento con bisulfito, o el tratamiento con bisulfito solo. La naturaleza de las adaptaciones depende
del método de secuenciacién que se va a usar. Por ejemplo, para algunos métodos de secuenciacion, los cebadores
pueden ligarse a los extremos libres del ADN gendémico y/o fragmentos de ARN después de la fragmentacién. Los
cebadores adecuados pueden contener 5mC para evitar que las secuencias del cebador se modifiquen durante la
oxidacion o reduccion y el tratamiento con bisulfito, o el tratamiento con bisulfito solo, como se describe en la presente
descripcion. En otras modalidades, el ADN gendémico y/o ARN pueden adaptarse para la secuenciacion después de la
oxidacion, reduccion y/o tratamiento con bisulfito, como se describe en la presente descripcion.

Después del fraccionamiento, desnaturalizacion, adaptacion y/o otras etapas de la preparacion, el ADN gendmico y/o
ARN pueden purificarse por cualquier técnica conveniente.

Después de la preparacion, la poblacién de polinucleétidos puede proporcionarse en una forma adecuada para
tratamientos posteriores como se describe en la presente descripcion. Por ejemplo, la poblacion de polinucleétidos
puede estar en una solucién acuosa en ausencia de tampones antes del tratamiento como se describe en la presente
descripcion.

Los polinucle6tidos para usar como se describe en la presente descripciéon pueden ser de simple o doble cadena.

La poblacion de polinucledtidos puede dividirse en dos, tres, cuatro o mas porciones separadas, cada una de las cuales
contiene los polinucledtidos que comprende la secuencia de nucleétidos de la muestra. Estas porciones pueden tratarse
y secuenciarse independientemente como se describe en la presente descripcion.

Preferentemente, las porciones de polinucledtidos no se tratan para adicionar marcas o grupos sustituyentes, tal como
glucosa, a los residuos de 5-hidroximetilcitosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra, antes de la oxidacion y/o
reduccion.

La primera porcién de la poblacion de polinucleétidos que comprende la secuencia de nucleétidos de la muestra puede
oxidarse. La oxidacion convierte cualquier 5-hidroximetilcitosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra en 5-
formilcitosina. La oxidacién puede ser oxidacion no mediada por enzimas, por ejemplo mediante el uso de un agente
quimico oxidante organico o inorganico, preferentemente bajo condiciones desnaturalizantes.

La primera porcién puede oxidarse mediante el tratamiento con un agente oxidante. El agente oxidante es cualquier
agente adecuado para generar un aldehido a partir de un alcohol. El agente oxidante o las condiciones que se usan en
la etapa de oxidacidn pueden seleccionarse de modo que cualquier 5-hidroximetilcitosina se oxide selectivamente. De
esta manera, sustancialmente ninguna otra funcién en el polinucleétido se oxida en la etapa de oxidacion. La etapa de
oxidacion, por consiguiente, no resulta en la reaccion de cualquier residuo de timina o de 5-metilcitosina, donde aquellas
estén presentes. Los agentes o condiciones se seleccionan para minimizar o evitar cualquier degradacion del
polinucleétido.

El uso de un agente oxidante puede resultar en la formacion de algun producto correspondiente a 5-carboxicitosina. La
formacion de este producto no influye negativamente en los métodos de identificacién descritos en la presente
descripcién. Bajo las condiciones de la reaccion de bisulfito que se usan para convertir 5-formilcitosina en uracilo, se
percibe ademas, que 5-carboxicitosina se convierte igualmente en uracilo. Se comprende que una referencia a 5-
formilcitosina que se obtiene por oxidacién de 5-hidroximetilcitosina puede ser una referencia a un producto que,
ademas, comprende 5-carboxicitosina que se obtiene, ademas, mediante esa oxidacion.

El agente oxidante puede ser un agente oxidante no enzimatico, por ejemplo, un compuesto quimico organico o
inorganico.

Los agentes oxidantes adecuados se conocen bien en la técnica e incluyen 6xidos de metal, tales como KRuO4, MnO2 y
7
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KMnOa. Particularmente los agentes oxidantes Utiles son aquellos que pueden usarse en condiciones acuosas, como
tales son los mas convenientes para la manipulacion de los polinucleétidos. Sin embargo, los agentes oxidantes que son
adecuados para usar en solventes organicos pueden usarse ademas donde sea factible.

En algunas modalidades, el agente oxidante puede comprender un anién perrutenato (RuOgs). Los agentes oxidantes
perrutenatos adecuados incluyen sales de perrutenato organicas e inorganicas, tales como el perrutenato de potasio
(KRuO4) y otros perrutenatos metalicos, perrutenato de tetraalquilamonio, tales como el perrutenato de
tetrapropilamonio (TPAP) y el perrutenato de tetrabutilamonio (TBAP); perrutenato en soportes de polimero (PSP) y el
rutenato de tetrafenilfosfonio.

Favorablemente, el agente oxidante o las condiciones oxidantes pueden, ademas, preservar el polinucleétido en un
estado desnaturalizado.

Después del tratamiento con el agente oxidante, los polinucleétidos en la primera porcién pueden purificarse.

La purificacién puede realizarse mediante el uso de cualquier técnica conveniente para la purificacién de acidos
nucleicos. Las técnicas adecuadas para la purificacién de acidos nucleicos incluyen la cromatografia en columnas de
centrifugacion.

Los polinucleétidos pueden someterse a otras etapas de oxidacion repetidas. Tales etapas se acometen para maximizar
la conversion de 5-hidroximetilcitosina a 5-formilcitosina. Esto puede necesitarse donde un polinucleétido tiene suficiente
estructura secundaria que es capaz de rehibridarse ("re-anneling”). Cualquier porcion hibrida del polinucleétido puede
limitar o impedir el acceso del agente oxidante a esa porcién de la estructura, lo cual tiene el efecto de proteger la 5-
hidroxicitosina de la oxidacion.

En algunas modalidades, la primera porcion de la poblacion de polinucledtidos puede, por ejemplo, someterse a
multiples ciclos de tratamiento con el agente oxidante seguido de la purificacién. Por ejemplo, pueden realizarse uno,
dos, tres, o mas de tres ciclos.

En algunas modalidades, la primera porcién de la poblacién de polinucleétidos que comprende la secuencia de
nucledtidos de la muestra puede reducirse. En otras modalidades, la tercera porcién de la poblacién de polinucleétidos
que comprende la secuencia de nucleétidos de la muestra puede reducirse. La reduccién de la primera o tercera
porciones de los polinucleétidos convierte los residuos de 5-formilcitosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra
en 5-hidroximetilcitosina

La primera o tercera porciones de los polinuclettidos puede reducirse mediante tratamiento con un agente reductor. El
agente reductor es un agente adecuado para la generaciéon de un alcohol de un aldehido. El agente o condiciones
reductoras que se usan en la etapa de reduccidon pueden seleccionarse de modo que cualquier 5-formilcitosina se
reduce selectivamente (es decir, el agente reductor o las condiciones reductoras son selectivas para 5-formilcitosina).
De esta manera, sustancialmente ninguna otra funcionalidad en el polinucleétido se reduce en la etapa de reduccion.
Los agentes o condiciones reductoras se seleccionan para minimizar o evitar cualquier degradacion del polinucleétido.

Los agentes reductores adecuados se conocen bien en la técnica e incluyen NaBHs, NaCNBH4 y LiBH4. Los agentes
reductores particularmente Utiles son aquellos que pueden usarse en condiciones acuosas, como tales son mas
convenientes para la manipulacién de los polinucleétidos. Sin embargo, los agentes reductores que son adecuados para
usar en solventes organicos pueden usarse ademas donde sea factible.

Después de la oxidacion y la reduccién respectivamente, la primera porcion de la poblacion, y opcionalmente la tercera
porcion, se tratan con bisulfito. Una segunda porcién de la poblacién que no se oxida o reduce se trata, ademas, con
bisulfito.

El tratamiento con bisulfito convierte en uracilo ambos residuos de citosina y 5-formilcitosina en un polinucleétido. Como
se establecié anteriormente, donde esté presente cualquier 5-carboxicitosina (como un producto de la etapa de
oxidacion), esta 5-carboxicitosina se convierte en uracilo en el tratamiento con bisulfito. Sin desear estar atado a la
teoria, se cree que la reaccion de 5-formilcitosina ocurre a través de la pérdida del grupo formilo hasta producir citosina,
seguido de una desaminacion subsecuente para dar uracilo. Se cree que 5-carboxicitosina produce uracilo a través de
una secuencia de etapas de descarboxilacion y desaminacion. El tratamiento con bisulfito puede realizarse bajo
condiciones que conviertan tanto a la citosina como a los residuos de 5-formilcitosina o 5-carboxicitosina del
polinucleétido, en uracilo, como se describe en la presente descripcion.

Una porcién de la poblacion puede tratarse con bisulfito mediante la incubacion con iones de bisulfito (HSO3%).

El uso de los iones de bisulfito (HSOs%), para convertir las citosinas no metiladas del acido nucleico en uracilo, es
comun en la técnica y los reactivos y condiciones adecuadas se conocen bien por un experto en la técnica (39-42).
Numerosos protocolos y reactivos estan, ademas, disponibles comercialmente (por ejemplo, EpiTect™, Qiagen NL; EZ
ADN Methylation™ Zymo Research Corp CA; CpGenome Turbo Bisulfite Modification Kit; Millipore).

8
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Una caracteristica de los métodos descritos en la presente descripcion es la conversion de citosina no metilada (la cual
puede generarse in situ a partir de 5-formilcitosina o 5-carboxicitosina) en uracilo. Esta reaccion se logra tipicamente a
través del uso de bisulfito. Sin embargo, en los aspectos generales de la invencion, cualquier reactivo o condiciones de
reaccion pueden usarse para efectuar la conversion de citosina en uracilo. Tales reactivos o condiciones se seleccionan
de manera que poca o ninguna 5-metilcitosina reaccione, y mas especificamente, de manera tal que poca o ninguna 5-
metilcitosina reaccione para formar uracilo El reactivo, u opcionalmente un reactivo adicional, pueden, ademas, efectuar
la conversion de 5-formilcitosina o 5-carboxicitosina en citosina o uracilo.

Después de la incubacién, las porciones de los polinucleétidos pueden inmovilizarse, lavarse, desulfonarse, eluirse y/o
tratarse de otro modo segun se requiera.

En algunas modalidades, la primera, segunda, y tercera porciones de polinucleétidos de la poblacién pueden
amplificarse después del tratamiento como se describe anteriormente. Esto puede facilitar la manipulacion y/o la
secuenciacion posterior. Las alteraciones de las secuencias en la primera, segunda y tercera porciones de
polinucleétidos se conservan después de la amplificacion. Las técnicas de amplificacién de polinucleétidos adecuadas
se conocen bien en la técnica e incluyen el PCR. La presencia de un residuo de uracilo (U) en una posicién en la
primera, segunda y/o tercera porciones del polinucleétido puede indicarse o identificarse por la presencia de un residuo
de timina (T) en esa posicion en el polinucleétido amplificado correspondiente.

Como se describié anteriormente, los polinucledtidos pueden adaptarse después de la oxidacion, reduccién, o
tratamiento con bisulfito para ser compatibles con una técnica o plataforma de secuenciacion. La naturaleza de la
adaptacion dependera de la técnica o plataforma de secuenciacion. Por ejemplo, para la secuenciacién Solexa-lllumina,
los polinucleétidos tratados pueden fragmentarse, por ejemplo mediante sonicacion, o tratamiento restrictivo con
endonucleasas, los extremos libres de los polinucleétidos repararse segin se requiera, y los cebadores ligarse en los
extremos.

Los polinucledtidos pueden secuenciarse mediante cualquier técnica o plataforma de secuenciaciéon de alto o bajo
rendimiento conveniente, que incluyen la secuenciacion de Sanger (43), la secuenciacion Solexa-lllumina (44), la
secuenciacion basada en ligacion (SOLID™) (45), la pirosecuenciacion (46); secuenciacién estroboscépica (SMRT™)
(47, 48); y la secuenciacion en chip semiconductores (lon Torrent™) (49).

Los protocolos, reactivos y equipamientos adecuados para la secuenciacion de polinucledtidos se conocen bien en la
técnica y estan disponibles comercialmente.

Los residuos en posicion en la primera, segunda, y/o tercera secuencia de nucleétidos que se correspondan a citosina
en la secuencia de nucleédtidos de la muestra pueden identificarse.

La modificacion de un residuo de citosina en una posicion en la secuencia de nucleétidos de la muestra puede
determinarse a partir de la identidad de los residuos en las posiciones correspondientes en la primera, segunda, y
opcionalmente, tercera secuencias de nucleétidos, como se describe anteriormente.

La extensién o la cantidad de la modificacion de citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra pueden
determinarse. Por ejemplo, puede determinarse la proporcion o cantidad de 5-hidroximetilcitosina y/o 5-metilcitosina en
la secuencia de nucleétidos de la muestra en comparacion con las citosinas no modificadas.

Los polinucledtidos como se describen en la presente descripcion, por ejemplo la poblacion de polinucleétidos o 1, 2, 3,
o los 4 de la primera, segunda, tercera y cuarta porciones de la poblacion, pueden inmovilizarse sobre un soporte soélido.

Un soporte soélido es un cuerpo insoluble, no gelatinoso que presenta una superficie sobre la cual los polinucleétidos
pueden inmovilizarse.

Los ejemplos de soportes adecuados incluyen laminas de cristal, pocillos, membranas o microperlas. Los soportes
pueden ser en forma de particulas o sélidos, que incluyen por ejemplo una placa, un tubo de ensayo, perlas, bolilla,
filtro, tela, polimero o membrana. Los polinucleétidos pueden, por ejemplo, fijarse a un polimero inerte, una placa de 96
pocillos, otro dispositivo, aparato o material que se use en la secuenciaciéon de acidos nucleicos u otros contextos de
investigacion. La inmovilizacién de un polinucleétido a la superficie de un soporte sélido se conoce bien en la técnica. En
algunas modalidades, el soporte sélido mismo puede inmovilizarse. Por ejemplo, las microperlas pueden inmovilizarse
sobre una segunda superficie solida.

En algunas modalidades, la primera, segunda, tercera y/o cuarta porciones de la poblacién de polinucleétidos pueden
amplificarse antes de la secuenciacion. Preferentemente, las porciones de polinuclettidos se amplifican después del
tratamiento con bisulfito.

Los métodos adecuados para la amplificacién de polinucleétidos se conocen bien en la técnica.

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2609 845 T3

Después de la amplificacion, las porciones amplificadas de la poblacién de polinucleétidos pueden secuenciarse.

Las secuencias de nucle6tidos pueden compararse y los residuos en posiciones en la primera, segunda, tercera y/o
cuarta secuencias de nucledtidos que se correspondan a citosina en la secuencia de nucle6tidos de la muestra pueden
identificarse, mediante el uso de un analisis de secuencia basado en computacion.

Pueden identificarse las secuencias de nucleétidos, tal como islas de CpG, con modificacién de citosina mayor que un
valor umbral. Por ejemplo, pueden identificarse una o mas secuencias de nucledtidos en las cuales mas del 1 %, mas
del 2 %, més del 3 %, mas del 4 % o mas del 5 % de las citosinas estan hidroximetiladas.

El andlisis de secuencia basado en computacion puede realizarse mediante el uso de cualquier sistema de computacion
y programas convenientes. Un sistema de computacion tipico comprende una unidad de procesamiento central (CPU),
recursos para entrada, salida y almacenamiento de datos (tal como RAM). Se proporciona preferentemente un monitor
u otro dispositivo para mostrar imagen. El sistema de computacién puede operarse vinculado a un secuenciador de ADN
y/o ARN.

Por ejemplo, un sistema de ordenador puede comprender un procesador adaptado para identificar las citosinas

modificadas en una secuencia de nucledtidos de la muestra mediante comparaciéon con la primera, segunda y/o tercera

secuencia de nucleotidos como se describe en la presente descripcion. Por ejemplo el procesador puede adaptarse;

(@ identificar las posiciones de los residuos de citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra,

(b) identificar los residuos en la primera, segunda, y/o tercera secuencias de nucleotidos en las posiciones de los
residuos de citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra.

(c) determinar a partir de las identidades de dichos residuos la presencia o ausencia de modificaciones de los
residuos de citosina en las posiciones en la secuencia de nucleétidos de la muestra.

La secuencia de nucleétidos en la muestra y la primera, segunda y tercera secuencias de nucleétidos pueden
introducirse automaticamente desde el secuenciador de ADN y/o ARN. Las secuencias pueden mostrarse, por ejemplo
en un monitor.

El sistema de ordenador puede comprender adicionalmente un dispositivo de memoria para el almacenamiento de los
datos. Las secuencias de nucleétidos tales como las secuencias genémicas y las posiciones de 5fC, 5hmC, y otros
residuos de citosina modificada pueden almacenarse en el mismo u otros dispositivos de memoria, y/o pueden enviarse
a un dispositivo de salida o mostrarse en un monitor. Esto puede facilitar el mapeo de las citosinas modificadas tales
como 5hmC y 5fC, en el ADN gendmico.

La identificacion y el mapeo de las modificaciones de citosina, tales como 5fC y 5 hmC, en el genoma pueden usarse en
el estudio del desarrollo y funcién neuroldgica, y en la diferenciacion, divisién y proliferacion celular, asi como en el
prondstico y diagnostico de enfermedades tal como el cancer.

La identificacion y/o el mapeo de las citosinas modificadas, tales como 5fC y 5 hmC, mediante el uso de métodos
descritos en la presente descripcién pueden por tanto utilizarse en enfermedades

"y/o" donde se usa en la presente descripcion debe tomarse como descripcion especifica de cada uno de los dos
componentes o caracteristicas que se especifican con o sin el otro. Por ejemplo "A y/o B" debe tomarse como una
descripcion especifica de cada uno de (i) A, (ii) B, y (iii) Ay B, justo como si cada uno se estableciera individualmente en
la presente descripcion.

Ciertos aspectos y modalidades de la invencion se ilustraran ahora mediante la forma de ejemplos y con referencias a
las figuras descritas debajo.

La figura 1 muestra el método para la secuenciacién con resolucién de una sola base de 5hmC. La Fig. 1 A muestra la
reaccion de 2'-deoxi-5-formilcitidina (d5fC) con NaHSOs (bisulfito) que se detiene por NaOH a diferentes puntos de
tiempo, después se analiza mediante la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC). Las barras de error
representan la desviacién estandar de 3 réplicas. La Fig. 1 B muestra el esquema de la reaccion oxidativa del bisulfito:
la oxidacion de 5hmC a 5fC seguido por el tratamiento con bisulfito y NaOH para convertir 5fC en U. El grupo R es ADN.
La Fig. 1 C muestra un diagrama y una tabla que bosquejan las técnicas BS-Seq y oxBS. La técnica BS-seq consiste en
el tratamiento con bisulfito del ADN inicial y después la amplificacion seguida de la secuenciacion. La técnica oxBS-Seq
consiste de la oxidacién del ADN inicial, seguido por el tratamiento con bisulfito y la amplificacion y después, la
secuenciacion. Mediante la comparacion de la muestra inicial y la final procedentes de las técnicas BS-Seq y oxBS, C,
5mC y 5hmC pueden discriminarse, mapearse y cuantificarse.

La figura 2A muestra el perfil de bisulfito de 2' deoxi-5-formilcitosina que indica una descarboxilacion global mas una

desaminacion hasta formar uracilo. La figura 2B muestra el perfil de bisulfito de 2'deoxi-5-carboxicitosina que indica una
descarboxilacién a citosina y después una desaminacion hasta formar uracilo.
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La figura 3 muestra la cuantificacion por espectrometria de masa de la oxidacion (Fig. 3A, 3B, 3D) y el tratamiento
oxidativo de bisulfito mediante secuenciacion lllumina (Fig. 3C). La Fig. 3A muestra los niveles de 5hmC y 5fC (area de
los picos normalizadas a T) en un oligonucleétido de ADNsc de 15 mer, antes y después de la oxidacion por KRuOs . La
Fig. 3B muestra los niveles de 5hmC y 5fC (concentracion normalizada a 5mC en la secuencia del cebador) en un
fragmento de ADNdc de 135 mer, antes y después de dos oxidaciones secuenciales con KRuOas. La Fig. 3C muestra los
niveles de conversién de C en T, como determina la secuenciacion lllumina, de dos fragmentos de ADNdc que
contienen tanto un Gnico 5hmCpG (122 mer) o multiples 5hmCpG (135 mer) que siguieron el tratamiento con bisulfito
oxidativo (se obtuvieron al menos 950, 000 lecturas por base). La 5mC ademas, estaba presente en esas cadenas para
la comparacion de las tasas de conversién. La Fig. 3D muestra los niveles de 5hmC y 5fC (concentracion normalizada a
5mC en la secuencia del cebador) en el ADN de las células ES (J1) que se midieron antes y después de la oxidacion
con KRuOs4. Todas las barras de error representan las desviaciones estandar.

La figura 4 muestra la extension de la degradacion de la citosina después de la oxidacion como se determind mediante
las mediciones de los cambios en las relaciones de nucleésidos después de la oxidacion con KRuOs4 en un ADN de
simple cadena (sc) sintético de 15 mer que contiene C (tres réplicas) (Fig. 4A), en un ADNsc sintético de 15 mer que
contiene 5mC (tres réplicas) (Fig. 4B) y en un ADN genomico de células ES J1(2 réplicas del sonicado y 2 del no
sonicado) (Fig. 4C). El porcentaje de cambio que se mide mediante analisis por HPLC del area del pico de nucledsido
después de la oxidacién dividido por el area del pico antes de la oxidacion. Las barras de error representan las
desviaciones estandar.

La figura 5 muestra un cromatograma de HPLC de los nucleésidos que se obtienen mediante la digestion de una
molécula de ADN de 140 bp que contiene 5hmC, antes (Fig. 5A) y después (Fig. 5B) de la oxidacion.

La figura 6 muestra un cromatograma de HPLC de los nucleésidos que se obtienen mediante la digestion de una
cadena de ADN de 15 bp que contiene 5fC, antes (Fig. 6A) y después (Fig. 6B) del tratamiento con bisulfito.

La figura 7 muestra un cromatograma de HPLC de los nucleésidos que se obtienen mediante la digestion de una
molécula de ADN de 140 bp que contiene 5fC, antes (Fig. 7A) y después (Fig. 7B) de la reduccion.

La figura 8 muestra la secuencia de Sanger de la cadena de ADN de 122 mer con un sitio Clal (ATCGAT) que contiene
ya sea C, 5mC o 5hmC después del tratamiento oxBS. El cromatograma muestra la secuencia opuesta a la cadena
molde. En el C ADN la C en la cadena opuesta se convierte totalmente en U, en el cromatograma se muestra una A en
lugar de una G. EI 5mC ADN no se convierte, y aparece una G en el cromatograma. EI 5hmC ADN se convierte en su
mayoria, en el cromatograma se muestra una A, con pequefias trazas de G no convertida en esta corrida.

La figura 9 muestra la cuantificacion de los niveles de 5mC y 5hmC en las CGI por 0xRRBS. La figura 9A muestra una
comparacion de la fraccion de citosinas no convertidas por CGI entre el conjunto de datos de RRBS y oxRRBS; las CGl
con fracciones menores estadisticamente significativas en el conjunto de datos de 0xRRBS (rojo) son CGI
hidroximetiladas; una tasa de descubrimientos falsos de 3.7 % se estim6 mediante el uso del nimero de CGI con el
patrén opuesto (negro). La figura 9B muestra la distribucién de los niveles de 5mC y 5hmC dentro de las CGI con
niveles significativos de la respectiva modificacion. La figura 9C muestra ejemplos de los perfiles de RRBS gendmico y
oXRRBS superpuestos con los perfiles de (h)MeDIP-Seq (6). Las CGI se indican por las barras verdes; para los
propésitos de claridad los datos fuera de las CGI se ocultaron (areas grises). Cada barra en el carril de oxRRBS
representa un Unico CpG (en cualquier cadena de ADN). Las areas amplificadas en la parte inferior del panel resaltan la
resolucion de un solo nucleétido del método. La figura 9D muestra que los niveles de 5mC y 5hmC en CGI
seleccionadas se validaron mediante el uso de glucMS-gPCR. Los valores de oxRRBS en sitios Mspl individuales se
muestran, con barras de error que representan el 95 % de los intervalos de confianza. El glucMS-qPCR se realizd en
duplicado, con la barra que representa el valor de la media y los puntos negros las réplicas individuales. Las dos
técnicas muestran una buena correlacion.

La figura 10 muestra un cromatograma de HPLC de una cadena de ARN (Sec. con nim. ident.: 7) que se digirié hasta
nucledsidos, antes (Fig. 10A) y después (Fig. 10B) de la oxidacion con KRuOa. Se usaron las mismas condiciones que
para la oxidacién de ADN. Los tiempos de retencion de los nucleésidos fueron como sigue: C - 1.2 min, U - 1.7 min, G -
3.5 min, A - 6.5 min.

La figura 11 muestra el grafico de una secuencia de Sanger para una cadena de ADN sintético de 100 mer que contiene
una 5-formilcitosina (5fC) (se muestra la secuencia parcial - ACGGASfCGTA) después de la reduccion con NaBH4 y el
tratamiento con bisulfito (redBS-Seq). El cromatograma muestra el complemento reverso de la secuencia parcial
(TACGTCCAT - donde las posiciones resaltadas en negrita provienen de 5fC o C). Las posiciones de 5fC y C (en
paréntesis) se muestran en la cadena molde en la figura 11. Tanto 5fC como C se desaminan bajo las condiciones del
bisulfito. Sin embargo, 5fC se convierte en 5hmC mediante la etapa de reducciéon y no se desamina, mientras que la
desaminacion de C no se afecta. Esto permite la discriminacién de 5fC y C con la resolucién de una Unica base.

La tabla 1 muestra los resultados de la secuenciacion para la citosina y citosinas modificadas sometidas a diversos
tratamientos.
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La tabla 2 muestra las estructuras de la citosina (1a), 5-metilcitosina (5mC; 1b), 5-hidroximetilcitosina (5hmC; 1c) y 5-
formilcitosina (5fC; 1d)

La tabla 3 muestra un resumen de las eficiencias de oxidacion de 5hmC en el ADN para algunos ejemplos de oxidantes
solubles en agua.

Las tablas 4 y 5 muestran los tiempos de retencién por los picos en los cromatogramas de HPLC de ADN (Figuras 4, 5,
y 6) y ARN (Figura 10) respectivamente.

Experimentos
1. Métodos
1.1 Oxidacion de d5hmCTP a d5fCTP y d5¢cCTP con MnO2

2.5 pL d5hmCTP (100 mM, Bioline) en 497.5 pL H20 con 51.6 mg MnO:2 (para d5fCTP) o 500 mg MnO:2 (para d5cCTP)
(Alpha Aeser) se agitaron a 50 grados durante 2 h y 30 min. Después el MnO2 se eliminé por filtracién mediante el uso
de columnas Amicon Ultra 0.5 mL 10 kDa (Millipore) y la muestra se liofilizé. El nucleétido trisfosfato se resuspendié
(5mM) y se desfosforilé con fosfatasa alcalina (New England Biolabs) toda la noche a 37°C.

1.2 Tiempo de exposicion del bisulfito con los nucledsidos d5fC y d5¢C

9 pL d5fC o d5cC (5 mM), 0.5 pL dA (0.1 M, Roche) y 2.5 pL H20 se mezclaron y después se adicionaron 33 pL de
NaHSOs 4 M (MP Biochemicals). Esto se dividié en tres reacciones de 15 pl y se dejaron a 50°C en la oscuridad. Se
tomaron fracciones de 0.5 ul en varios puntos de tiempo y se procesaron en 2.5 pL H20 y 2 uL NaOH (1 M). Después de
permanecer por al menos 30 min a temperatura ambiente, ellos se inyectaron en el HPLC. Las areas de los picos se
midieron, correlacionados con una curva de calibraciéon de d5fC, d5¢cC, dC o dU, y se estandarizaron a los niveles de dA
en el cromatograma.

1.3 Digestion del ADN para analisis por HPLC

El ADN se digirié6 segun un protocolo de la literatura (30), se purificé con columnas Amicon Ultra 0.5 mL 10 kDa y se
analizé por HPLC mediante el uso de Agilent 1100 HPLC con un flujo de 1 mL/min sobre una columna Eclipse XDB-C18
3.5 um, 3.0x150mm. La temperatura de la columna se mantuvo a 45 grados. Los tampones de elucién son tampén A
(Acetato de Amonio 500 mM (Fisher) pH 5), tampdn B (Acetonitrilo) y tampon C (H20). El tamp6n A se mantuvo al 1 % a
través de toda la corrida y el gradiente para el resto de los tampones fue 0 min - 0.5% B, 2 min - 1% B, 8 min - 4% B, 10
min - 95% B.

Los tiempos de retencion de 2'-deoxinucledsidos son como sigue: 2'-deoxi-5-carboxicitidina (1.0 min), 2'-deoxicitidina
(1.8 min), 2'-deoxi-5-hidroximetilcitidina (2.1 min), 2'-deoxiuridina (2.7 min), 2'-deoxi-5-metilcitidina (4.0 min), 2'-
deoxiguanosina (4.5 min), 2'-deoxi-5-formilcitidina (5.4 min), 2'-deoxitimidina (5.7 min), 2'-deoxiadeosina (7.4 min).

El mismo protocolo se us6 para digerir el ARN para analisis de HPL C.
1.4 Secuencias de ADN de simple y doble cadena

Los oligos de 15 mer que contienen bien sea citosina, 5-metilcitosina, o 5-hidroximetilcitosina se adquirieron de IBA. Los
cebadores de 122 mer y el molde de ADNdc de 135 mer se adquirieron de Biomers. Todas las C en los cebadores son
5-metilcitosina. Mediante PCR la 5-hidroximetilcitosina se adiciond a la cadena en todas las otras posiciones de citosina,
mediante el uso de d5hmCTP y Fermentas DreamTaq Polymerase.

1.5 Reduccion general

El ADN (aproximadamente 1 pg - 10 pL) se incubé en hielo durante 5 minutos con 40 pL de NaBHa4 (10,000 equivalentes
por pL). Después esta reaccion se agitoé a 25 grados con una tapa abierta en la oscuridad, durante 1 hora. La reaccién
se purificé con columnas de oligo de centrifugacion rapida (Roche).

1.6 Oxidaciones
Oxidacion general

El ADN se completé hasta 24 yl con NaOH (concentracién final 0,05 M) sobre hielo, después se afiadié 1 ul de una
solucion de KRuOs (Alpha Aeser) (15 mM en NaOH 0,05 M) y la reaccién se mantuvo en hielo durante 1 hora, con
agitacién ocasional. La reaccion se purificd con una mini columna de oligonucleétidos de centrifugacién rapida (Roche)
(después de cuatro lavados con 600 uL de H20).
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Estas condiciones se usaron, ademas, para la oxidacién de ARN.

Oxidacion de ADN de simple cadena

1 ug de ADNSsc sintético de 15 mer se oxidé de acuerdo a la oxidacion general.
Oxidacién de ADN sintético de doble cadena

El ADNdc se precipitdé con etanol y después se filtr6 a través de una mini columna de centrifugacion rapida (después de
cuatro lavados con 600ul de H20). Para el ADNdc sintético se requirié una doble oxidacion ya que la desnaturalizacion
con NAOH no es 100 % efectiva con una soluciéon de un solo fragmento de ADN homélogo (a diferencia del ADN
gendmico).

1 pg de ADN se desnaturalizd6 en NaOH 0.05 M (volumen total 19 pL) durante 30 min a 37°C. Después la reaccion se
enfrié rapidamente en hielo y se dej6é durante 5 min. Posteriormente la reaccién se oxidé de acuerdo a la oxidacion
general pero en un volumen total de 20 uL. Este ADN se redesnaturalizé en NaOH 0.05 M (volumen total 24 pL) durante
30 min a 37°C. Nuevamente la reaccion se enfrié rapidamente en hielo, se dej6 durante 5 min y se oxidé de acuerdo a la
oxidacion general.

Reaccion general de oxidacion para ADN gendémico.

El ADN (1 ug o menos) se precipité con etanol antes de la oxidacion, después se filtr6 a través de una mini columna de
oligo de centrifugacion rapida (después de cuatro lavados con 600 pL de H20). EI ADN se desnaturalizé en NaOH 0.05
M (volumen total 24 uL o 40 pL) durante 30 min a 37°C. Después este se enfrio rapidamente en hielo, se dejo durante 5
min y se oxid6 de acuerdo a la oxidacién general.

1.7 Secuenciacion de Sanger e lllumina de ADNdc tratado con bisulfito oxidativo

Para la secuenciacion de Sanger, 1 ug de ADN de 122 mer que contiene C, 5mC y 5hmC se oxidé de acuerdo con la
doble oxidacién de ADNdc y se tratd con bisulfito mediante el uso del juego de Qiagen Epitect, de conformidad con las
instrucciones del fabricante para muestras FFPE, excepto que el ciclo térmico se realiz6 dos veces mas. Después esas
muestras se sometieron a la secuenciacion de Sanger (fuente BioScience).

Para la secuenciacion lllumina, 1 ug de ADN de 122 mer y de 135 mer que contienen 5hmC se digirieron durante la
noche con Dral (2 ul, New England Biolabs) y Sspl (1 ul, New England Biolabs). Las bandas digeridas se purificaron con
el juego de extraccion de gel Fermentas GeneJET y se ligaron los adaptadores metilados (lllumina) mediante el uso de
la mezcla maestra de preparacion de muestra NEBNext ADN. Después de la oxidacion y del tratamiento con bisulfito
como anteriormente, los fragmentos ligados se amplificaron (18 ciclos) mediante el uso de Pfu Turbo Cx (Agilent) y los
cebadores especificos del adaptador (lllumina), seguido de purificacién mediante perlas AMPure XP (Agencourt).

1.8 Espectrometria de masa

Los nucledsidos se derivaron del ADN mediante la digestion con la ADN Degradase Plus (Zymo Research) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante y se analizaron mediante LC-MS/MS en un espectrometro de masas LTQ Orbitrap
Velos (Thermo Scientific) equipado con una fuente de iones nanoelectrospray (Proxeon). Se adquirieron los datos del
espectro de masas para 5hmC, 5fC y, donde fuera aplicable, 5mC y T, en modo de barrido de alta resolucion (R >
40.000 para los iones pseudomoleculares protonados y > 50.000 para los fragmentos de iones de base protonados
acompafiantes), y ademas, en el modo de monitoreo de reacciones seleccionadas (SRM), se monitorearon las
transiciones 258 -> 142.0611 (5hmC), 256 -> 140.0455 (5fC), 242 -> 126.0662 (5mC) y 243 -> 127.0502 (T). Los iones
parentales se seleccionaron para SRM con una ventana de aislamiento de 4 unidades de masa y se fragmentaron
mediante HCD con una energia de colision relativa del 20 %, con R> 14.000 para los fragmentos de iones.

Las areas de los pico de los cromatogramas ionicos que se extrajeron de los iones correspondientes a 5hmC y 5fC se
normalizaron con aquellas de las de 5mC (donde fuera aplicable) o T, y se cuantificaron mediante calibraciéon externa
con respecto a los patrones que se obtienen por digestion de nucleétidos trifosfatos u oligonucleétidos.

1.9 Cultivo de células ES y extraccién de ADN

Las células J1 ES (129S4/SvJae) se adquirieron de la ATCC (Cat. SCRC-1010) y se cultivaron sobre una capa
alimentadora pMEF irradiada con rayos y, a 37°C y 5% CO2 en medio ES completo (DMEM glucosa 4500 mg/l, L-
glutamina 4 mM y piruvato de sodio 110 mg/l, suero fetal bovino 15%, penicilina 100 U / estreptomicina 100 pg en 100
ml de medio, amino acidos no esenciales 0.1mM, B-mercaptoetanol 50 uM, 103U LIF ESGRO®). EI ADN genémico se
prepar6 de las células ES en el pase 14 o 20 mediante el uso del mini juego Qiagen Allprep ADN/ARN.

1.10 oxRRBS
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Las librerias RRBS de ADN oxidado y no oxidado se prepararon en base a un protocolo publicado previamente (31).
Brevemente, 2 ug de ADN gendmico se digirieron con Mspl (Fermentas) seguido de reparacion final y adicion de colas
de A con Klenow (Fermentas) y ligacion de los adaptadores metilados (lllumina) con la ADN T4-ligasa (NEB). El ADN
digerido con Mspl ligado al adaptador se corrié en un gel de agarosa al 3% y se selecciond el tamafio de las bandas
(110-380 bp), seguido de la purificacién con el juego de purificacion rapida en gel Qiagen QIAquick y precipitaciéon con
etanol.

Antes de la oxidacién, el ADN del tamafio seleccionado se filtr6 a través de una mini columna de oligo de centrifugacién
répida (después de cuatro lavados con 600 pl de H20) para eliminar cualquier remanente de tampones/sales y se ajusto
a un volumen final de 25 pl. Se mantuvieron 5 pl de esta solucién para la generacion de la libreria no oxidada. El resto
se oxid6 de acuerdo con la oxidacion general para el ADN genémico.

Tanto las muestras de ADN oxidadas como las no oxidadas se trataron con bisulfito mediante el juego Qiagen Epitect,
de acuerdo con las instrucciones del fabricante para las muestras FFPE, excepto que el ciclo térmico se realizé dos
veces mas. La amplificacién de la libreria final (18 ciclos) se realizé mediante el uso de cebadores Pfu Turbo Cx
(Agilent) y adaptadores especificos (lllumina), después de lo cual las librerias se purificaron mediante el uso de perlas
AMPure XP (Agencourt).

1.11 Secuenciacion y alineacién de lectura

La secuenciacion (lecturas de 40 bp, de un solo extremo) se realizé en la plataforma Illumina GAllx. Las bases se
nombraron por reprocesamiento de imagenes no procesadas mediante el uso de la version 1.8 de OLB después de
aplicar el método de procesamiento bareback a los tres primeros pares de bases (32). La lectura de los alineamientos
de bisulfito en el genoma del ratdn (version del genoma NCBIM37) se realizaron mediante el uso de Bismark v0.6.4 (33),
mediante el uso de las opciones -n 1 -I 40 - phred64-quals -- vanilla. Los alineamientos de Bismark a las secuencias
individuales de monoémeros 5' LINE1 se realizaron ligeramente mas estrictamente (-n 0); se usaron secuencias
consenso publicadas para los alineamientos de lecturas a subtipos de monémeros L1A (34), L1Tfy L1Gf (35).

Las tasas de conversion de bisulfito se estimaron a partir del nimero de citosinas no convertidas en los sitios MSpl 3'
rellenos con Klenow en las lecturas de secuencias que fueron suficientemente cortas para leer a través de esos sitios. El
parametro phred de calidad de lectura permanecio alto en los extremos 3'. Los porcentajes estimados de conversion de
bisulfito variaron entre 99.8 % y 99.9 %.

1.12 Procesamiento de datos oxRRBS

Los nameros de citosinas convertidas y no convertidas dentro de CGI (25) se extrajeron de cada conjunto de datos BS y
oxBS. Para cada posicion CpG, se tomo la cantidad de 5mC como el porcentaje de citosinas no convertidas en cada
conjunto de datos oxBS y se tom¢ la cantidad de 5ShmC restando este valor del porcentaje de citosinas no convertidas
en el conjunto de datos correspondiente a BS. Se calcul6 un valor global por CGI mediante la unificacion de los datos
de todos los CpG cubiertos dentro de cada CGI. Se excluyeron los CpG con menos de 10 lecturas, al igual que los CpG
para los cuales la estimacion de 5mC se desvi6 del valor global de 5mC del CGI en mas del 20 %, o la estimacion de
5hmC se desvi6 del valor global en mas del 10 %. Después de la exclusion de los atipicos, sélo se analizaron las CGI
con 5 0 mas CpG representativos.

Para evaluar las CGI que contenian niveles de 5mC significativamente por encima del error de conversion de bisulfito en
el conjunto de datos oxBS, se aplicé una prueba binomial mediante el uso del valor de corte corregido de Benjamini-
Hochberg de p 0.01. Del mismo modo, se utilizdé una prueba binomial para seleccionar las CGI con cantidades
significativas de citosinas no convertidas en el conjunto de datos BS; dentro de éstas, las diferencias entre los conjuntos
de datos BS y oxBS se evaluaron mediante la aplicacion de la prueba de Fisher y mediante el uso de un valor de corte
corregido de p 0.05. Las CGI con una fraccion significativamente menor de citosinas no convertidas en el conjunto de
datos 0xBS se tomaron como CGI hidroximetiladas. Las CGI con el patrén opuesto se asumieron como artefactos y se
utilizaron para estimar una tasa de descubrimientos falsos.

1.13 GlucMS-gPCR

La cuantificacion de los niveles de 5mC y 5hmC en sitios Mspl por glucMS-gPCR se realiz6 como se describe
anteriormente (6).

2. Resultados

Nosotros hemos seguido una estrategia que discriminaria 5mC de 5hmC en el ADN mediante el aprovechamiento de la
reactividad quimica que es selectiva para 5hmC, en particular, mediante la eliminacién quimica del grupo hidroximetilo, y
que por tanto transforma 5hmC en C, la cual podria ser facilmente transformada en U por la desaminacion mediada por
bisulfito. Durante nuestros estudios de reactividad quimica en 5-formilcitosina (5fC), observamos la descarbonilacion y la
desaminacion de 5fC a uracilo (U) bajo las condiciones de bisulfito que dejarian la 5mC en la misma forma (Fig. 1 A).
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Esta transformacién, que no se describié previamente, indicé que la secuenciacion de 5hmC podria realizarse mediante
la oxidacién selectiva de 5hmC en 5fC y después convertir 5fC en U en un procedimiento de dos etapas (Fig. 1B).
Mientras que la BS-Seq convencional indica que ambas 5mC y 5hmC se detectan como C, este procedimiento de
"secuenciacion oxidativa con bisulfito" (0xBS-Seq) solamente produce C en los sitios de 5mC y por tanto nos permite
determinar la cantidad de 5hmC en una posicion particular del nucleétido mediante la comparacién de las lecturas de
BS-Seq y oxBS-Seq (Fig. 1C).

Se determiné el perfil de bisulfito para 2'deoxi-5-formilcitosina y 2'deoxi-5-carboxicitosina (Fig. 2A y 2B). La 2' deoxi-5-
formilcitosina y 2' deoxi-5-carboxicitosina se incubaron con NaHSO4 2.9 M. Se tomaron pequefias muestras de la
reaccion en diferentes puntos de tiempo y se procesaron en NaOH 0.3 M. Estas se inyectaron directamente en un HPLC
para analisis. Los perfiles de HPLC son consistentes con descarbonilacién o descarboxilacion global, respectivamente, a
citosina seguido por una desaminacion rapida a uracilo.

Por tanto, se requirié la oxidacion especifica de 5hmC a 5fC mediante el uso de un oxidante que fuera moderado,
compatible con el medio acuoso y selectivo sobre otras bases y el esqueleto del ADN. Se evaluaron una serie de
oxidantes solubles en agua potencialmente adecuados (Tabla 3) y encontramos que el perrutenato de potasio (KRuOa4)
posee las propiedades y la eficiencia de conversién que nosotros buscamos. El KRuO4 puede, en principio, oxidar
ambos, alcoholes y dobles enlaces carbono carbono (23). Sin embargo, en nuestros estudios de reactividad sobre un
ADN sintético de simple cadena de 15 mer (ADNsc) que contiene 5hmC, establecimos condiciones bajo las cuales la
reactividad del KRuO4 fue altamente especifica para el alcohol primario de 5hmC (conversion cuantitativa de 5hmC en
5fC por espectrometria de masa, Fig. 3A). EI ADNsc de 15 mer que contiene C o 5mC, mas que 5hmC, no mostré
ninguna reaccién base especifica con KRuOxs (fig. 4A, B). Fuimos conscientes, ademas, de que las oxidaciones con
KRuO4 podrian proceder hacia el acido carboxilico (23), sin embargo en el contexto de 5hmC en el ADN, solamente
observamos el aldehido (5fC), aun con un exceso moderado del oxidante. La oxidacién con KRuO4 es ademas, capaz
de oxidar 5hmC en muestras que se presentan como ADN de doble cadena (ADNdc), con una etapa inicial de
desnaturalizacidn antes de la adicion del oxidante; esto resulta en un rendimiento cuantitativo de 5hmC en 5fC, como se
distingue mediante la espectrometria de masa (Fig. 3B).

Se prepar6 una molécula de ADN de 140 bp (Sec. con nim. ident.: 1) la cual contiene 45 nucledsidos 5hmC que se
incorporaron a través del PCR mediante el uso de cebadores de 5-metilcitosina y hmCTP. El ADN se oxidé mediante el
uso de KRuO4. Antes y después de la oxidacion, el ADN se digirié hasta nucleésidos con Benzonasa, Fosfodiesterasa |
y Fosfatasa Alcalina. Después esta mezcla se inyectd en el HPLC, para proporcionar los cromatogramas que se
muestran en las Figuras 5A (antes de la oxidacion) y 5B (después de la oxidacion). Se observé una conversion casi
completa de 5hmC en 5fC, sin actividad sobre otros nucleésidos.

Una molécula de ADN de 15 bp de cadena simple (Sec. con ndm. ident.: 2) que contiene 3 residuos de 5fC se traté con
bisulfito como se describe anteriormente. Antes y después del tratamiento con bisulfito, el ADN se digiri6 hasta
nucledsidos con Benzonasa, Fosfodiesterasa | y Fosfatasa Alcalina. Después, esta mezcla se inyect6 en el HPLC, para
proporcionar los cromatogramas que se muestran en las Figuras 6A 'y 6B.

Después del tratamiento con bisulfito, s6lo quedé un pico muy pequefio para 5fC, y la citosina se presenta en
cantidades insignificantes. El pico de uracilo en la figura 6B se derivd de 5fC, asi como de la desaminacion de C no
modificada.

Se preparé una molécula de ADN de 140 bp (Sec. con nim. ident.: 1) que contiene 45 nucleésidos 5fC que se
incorporaron mediante PCR. El ADN se reduce mediante el uso de NaBH4 como se describe anteriormente. Antes y
después de la reduccion, las muestras de ADN se digirieron hasta nucle6sidos con Benzonasa, Fosfodiesterasa | y
Fosfatasa Alcalina. Después, esta mezcla de nucleosidos se inyecté en el HPLC, para proporcionar los cromatogramas
gue se muestran en las Figuras 7A (antes de la reduccion) y 7B (después de la reduccién). Se observé la conversion
completa de 5fC en 5hmC.

Se investigo la conversién de bisulfito oxidado de un sitio Clal (ATCGAT) en un ADN de doble cadena de 122 pares de
bases (Sec. con nim. Ident: 3) para evaluar la eficiencia y la selectividad del método de bisulfito oxidativo. Se amplifico
por PCR un fragmento de ADN de doble cadena de 122 pares de bases con un solo CpG en el centro (en el contexto de
un sitio de restriccion Clal ATCGAT,; Sec. con ndm. ident: 3) mediante el uso de cebadores 5-metilcitosina y también
CTP, 5mCTP o 5hmCTP. El producto amplificado contiene 5-metilcitosina en las regiones del cebador y CpG, 5mCpG o
5hmCpG en el centro CpG.

Como se describié anteriormente, los tres ADNdc sintéticos de 122 mer que contienen bien sea C, 5mC o 5hmC se
oxidaron cada uno con KRuOsy después se sometieron a un protocolo convencional de conversién de bisulfito. Se
realizé la secuenciacién de Sanger en cada una de las tres cadenas (Fig.8).

La cadena que contiene C se convirti6 completamente en U (Figura 8, panel de la izquierda), la cadena que contiene
5mC no se convirtio (Figura 8, panel central) y la cadena que contiene 5hmC casi se convirtié cuantitativamente en U,
con una pequefa cantidad de C no convertida (Figura 8 panel de la derecha). Esto aparece como un pico mayor de
adenina en el material convertido, y un pico de guanina residual que proviene de una minoria de material no convertido.
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Para obtener una medida exacta de la eficiencia de conversién de 5hmC en U, después del tratamiento con bisulfito
oxidativo se realizo la secuenciaciéon de lllumina en la cadena sintética que contiene 5hmC. Se observé un nivel de
conversion global de 5hmC en U de 94.5 % (Fig. 3C). El protocolo de bisulfito oxidativo se aplicé ademas a una segunda
cadena que contiene multiples residuos 5hmC en un rango de diferentes contextos y también mostré una eficiencia de
conversion similarmente alta (94.7 %) de 5hmC en U (Figura 3C). Por Gltimo, se realizé la oxidacion con KRuOas en el
ADN gendmico y se mostré por espectrometria de masas un rendimiento cuantitativo de la conversion de 5hmC en 5fC
(Fig. 3D) sin degradacion significativa de C (figura 4C). Estos experimentos de prueba de concepto demuestran que el
protocolo de bisulfito oxidativo convertira especificamente 5hmC en U en el ADN, dejando C y 5mC sin cambios, lo que
permite la secuenciacion cuantitativa con resolucién de un solo nucleétido en plataformas ampliamente disponibles
(oxBS-Seq).

Después, se uso el principio de bisulfito oxidativo para el mapeo cuantitativo de 5hmC a alta resolucién en el ADN
gendmico de células ES de ratén. Optamos por combinar el bisulfito oxidativo con la secuenciacion de bisulfito de
representacion reducida (RRBS) (24), lo que permite la secuenciacion selectiva de una parte del genoma altamente
enriquecida en islas CpG (CGI), lo cual garantiza una adecuada profundidad de secuenciacién para detectar estas
marcas menos abundantes. Por tanto, generamos conjuntos de datos de RRBS y oxRRBS, que lograron una media de
profundidad de lecturas de secuenciacion de ~120 lecturas por CpG, los cuales, cuando se agruparon rindieron un
promedio de ~ 3,300 metilaciones por CGIl. Después de aplicar los limites de profundidad y amplitud (ver Materiales y
Métodos), el 55% (12.660) de todos las CGI (25) se cubrieron en nuestros conjuntos de datos. Nuestros datos de RRBS
(es decir, no oxidados) se correlacionan bien con los conjuntos de datos publicados de RRBS y BS-Seq (24, 26).

Para identificar las CGI que contienen 5hmC, evaluamos las diferencias entre los conjuntos de datos de RRBS y
oxXxRRBS mediante el uso de criterios estrictos (ver Materiales y Métodos). Se esperaba que la mayoria de las
diferencias significativas se derivaran de las CGI que tenian una menor proporcién de citosinas no convertidas en el
conjunto de oxRRBS en comparacién con el conjunto de RRBS. Las CGI que tenian la tendencia inversa se utilizaron
para estimar una tasa de descubrimientos falsos, que fue de 3.7 % (Figura 9A). Nosotros identificamos 800 GCI que
contienen 5hmC, las cuales tenian un promedio de 3.3 % (intervalo 0.2-18.5 %) de CpG con hidroximetilacién (Figuras
9A y B). Ademas, identificamos 4.577 CGI que contienen 5mC, que promedian el 8.1% de metilacion de CpG (Figura
9B). Realizamos la secuenciaciéon de una muestra biolégica independiente, duplicada de la misma linea de células ES,
pero con un nimero de pases diferente, la cual, por espectrometria de masas, tenia niveles reducidos de 5hmC (0.10
contra 0.16 de todas las C) y consistentemente encontramos menos CGI que contienen 5hmC. Es importante destacar,
que las CGI que contienen 5hmC presentes en ambas muestras mostraron una buena reproducibilidad cuantitativa.

Para validar nuestro método, seleccionamos 21 CGI que contienen sitios de restriccion Mspl y cuantificamos los niveles
de 5hmC y 5mC en estos CpG mediante glucMS-gPCR (28) (Figura 9D). Encontramos una buena correlacién entre la
cuantificacion por oxRRBS y glucMS-gPCR (r = 0.86, p = 5E-7 y r = 0.52, p = 0.01 para 5mC y 5hmC, respectivamente),

Se investigd la conversion reducida de bisulfito (reBS-Seq) de la cadena de ADN que contiene una 5-formilcitosina
(5fC).

Una cadena de ADN sintético de 100 mer (Sec. con nim. ident: 8) que contiene la secuencia ACGGASfCGTA se expuso
a una reduccién con NaBH 4, y después se sometioé a un protocolo convencional de conversion de bisulfito. Después se
realizé la secuenciaciéon de Sanger sobre la cadena (Figura 11).

La Figura 11 muestra las curvas de secuenciacion que representan parte de la secuencia complementaria inversa
(TACGTCCAT). Las posiciones de 5fC y C se resaltan en negrita y se muestran entre paréntesis en la cadena molde de
la figura 11. Como se mostré previamente, tanto 5fC como C se desaminan bajo las condiciones de bisulfito para formar
U, el cual se muestra como A en la secuencia complementaria inversa de la Figura 11. Sin embargo, la reduccién con
NaBH4 convierte 5fC en 5hmC, la cual no se desamina en U, y se muestra como G en la secuencia complementaria
inversa de la Figura 11. La secuenciacion reducida de bisulfito (redBS-Seq) permite, por tanto, la discriminacion de 5fC y
C con la resolucion de una sola base.

En resumen, demostramos que el método oxBS-Seq mapea y cuantifica confiablemente tanto 5mC como 5hmC a nivel
de un solo nucledtido. El bisulfito oxidativo es, ademas, compatible con procedimientos que no dependen de la
secuenciacion tal como Sequenom, como se demuestra aqui. Por tanto, mediante la comparacion de la secuencias de
ADN genoémico tratado con bisulfito y oxidado con la secuencia del ADN gendémico tratado con bisulfito, es posible
determinar la presencia de 5-metilcitosina y 5-hidroximetilcitosina, junto con citosina no modificada.

Por ejemplo, los residuos de uracilo en la misma posicién en ambas secuencias, tanto la de ADN tratado con bisulfito y
oxidado, como la de ADN gendmico tratado con bisulfito, indican la presencia de citosina no modificada. Los residuos de
citosina en la misma posicién en ambas secuencias, tanto la de ADN tratado con bisulfito y oxidado, como la de ADN
genodmico tratado con bisulfito, indican la presencia de 5-metilcitosina. Un residuo de citosina en la secuencia de ADN
gendmico oxidado y tratado con bisulfito, ademas, indica la presencia de 5-metilcitosina. Un residuo de citosina en la
secuencia de ADN gendmico tratado con bisulfito y un residuo de uracilo en la misma posicién en la secuencia de ADN
gendmico tratado con bisulfito y oxidado, indican la presencia de 5-hidroximetilcitosina.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2609 845 T3

La 5-formilcitosina, ademas, puede secuenciarse con resolucion de un solo nucleétido. La 5fC puede reducirse
cuantitativamente a hmC en el ADN gendémico mediante el uso de NaBH4 (como se muestra por HPLC). Mediante la
comparacion de las secuencias de ADN gendmico no tratado, tratado con bisulfito y oxidado, tratado con bisulfito y
reducido, y tratado con bisulfito, pueden determinarse la presencia de las tres modificaciones de citosina conocidas en
mamiferos, 5-metilcitosina, 5-hidroximetilcitosina y 5-formilcitosina, junto con la citosina no modificada. Por ejemplo, los
residuos de uracilo en la misma posicién en las secuencias de ADN gendémico (UUU) i) tratado con bisulfito, ii) tratado
con bisulfito y oxidado, y iii) tratado con bisulfito y reducido indican la presencia de citosina no modificada.

Los residuos de citosina en la misma posicién en las secuencias de ADN gendmico (CCC) i) tratado con bisulfito, ii)
oxidado y tratado con bisulfito y, iii) reducido y tratado con bisulfito indican la presencia de 5-metilcitosina.

Un residuo de citosina en la secuencia del ADN genémico tratado con bisulfito; un residuo de uracilo en la misma
posicion en la secuencia del ADN gendémico oxidado y tratado con bisulfito y, opcionalmente, un residuo de citosina en
la misma posicion en la secuencia del ADN genémico reducido y tratado con bisulfito (CUC) indican la presencia de 5-
hidroximetilcitosina.

Un residuo de uracilo en la secuencia del ADN gendémico tratado con bisulfito; un residuo de citosina en la misma
posicion en la secuencia de ADN gendémico reducido y tratado con bisulfito; y opcionalmente, un residuo de uracilo en la
misma posicién en la secuencia del ADN gendémico oxidado y tratado con bisulfito (UCU) indican la presencia de 5-
formilcitosina.

Cuando se secuencia el ADN genémico no tratado tanto las citosinas modificadas como las no modificadas se leen
como citosina.

Los cromatogramas de HPLC que se muestran en la Figura 10 confirman que no se observé ninguna degradacion
significativa del ARN después de la oxidacion de una cadena de ARN de 28 nucledtidos (Sec. con num. ident.: 7). Este
resultado significa que el procedimiento de oxidacion es, ademas, compatible para la secuenciacion de residuos de
citosina modificadas, tal como 5hmC, en el ARN, como se describe en la presente descripcion.
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Secuencias modelos

Los nucledtidos modificados se resaltan en negrita e italica
Modelo de ADN de doble cadena de 140 pares de bases (Sec. con nim. ident.:1):

CACATCCCACACTATACACTCATACATACCTEGCTCACGACGACGUTGTACACCTACGTACTCGTOCACGLTCETC

ACGTGATCGACCATGACTCTGACGCACTCGACGGTATGCGGAAGTAGTGACGTAGATTCTAGTAAGGAG
Modelo de ADN de simple cadena de 15 nucleétidos de longitud (Sec. con nim. ident.:2):
GAGACGACGTACAGG

Modelo de ADN de doble cadena de 122 pares de bases (Sec. con nim. ident.:3):

CACATCCCACACTATACACTCATACATACCATTTAAATAAATTARATAATATTAATATATCGATTAATAATAAAT
AATARTTARTTARTATTGGGAAGTAGTGAGTAGATTGTAGTAAGGAG

Modelo de ADN de doble cadena de 135 pares de bases (Sec. con nim. ident.:4):

CACATCCCACACTATACACTCATACATACCATTTARCGATAAATTACAATAACGTATCTAATCATATCGATTALC

TAATCGARAATAATAATTACGCATTAATATTGGGAAGTAGTGAGTAGATTGTAGTAAGGAG

Cebador sentido ADNdc (Sec. con nim. ident.:5):
CACATCCCACACTATACACTCATACATACC

Cebador antisentido ADNdc (Sec. con nam. ident.:6):
CTCCTTACTACAATCTACTCACTACTTCCC

Secuencia del Modelo de ARN de 28 nucleétidos (Sec. con nim. ident.:7):
UGUGGGGAGGGCGGGGCGGGGUCUGGGG

Secuencia que contiene 100 nucledtidos 5fC (Sec. con nim. ident.:8)
[La posicion de 5fC se indica en negrita, italica]

N

GACGGACGTACGATCGAG AGGTCTT
GTATGAGTGTATAGTGETGGEATGTS

“GGTCAGCAGGTGOCGACTCTTAGCTCAGATGEGCTAGCAAGTGGGTAT
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Base |Secuenciacién |Secuenciacion Oxidacion seguida de Reduccion seguida de
Regular por Bisulfito Secuenciacion por | Secuenciacion por
Bisulfito Bisulfito
C C U U U
5mC |C C C C
5hmC |C C U C
5fC  |C U U C
Tabla 1
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Tabla 2
Oxidante Comentario
KRuO4 Conversién completa a aldehido
CrOs No se observa oxidacion
PDC No se observa oxidacion
PCC No se observa oxidacion
MnO> Se observé una pequefia cantidad de aldehido, pero
una degradacion sustancial con el exceso de oxidante

Tabla 3
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Base Tiempo de retencién/min
C 1.8
5hmC 21
U 27
G 4.5
5fC 5.3
T 5.7
A 7.3

Tabla 4

Tiempo de retencidn de los picos de HPLC (ADN)

Base Tiempo de retencién/min
C 1.3
U 1.8
G 3.7
A 6.7
Tabla 5

Tiempo de retencidn de los picos de HPLC (ARN)
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Reivindicaciones

1.

10.

11.

12.

Un método para la identificacion de residuos de citosina modificada en una secuencia de nucleétidos de la

muestra que comprende;

i) proporcionar una poblacién de polinucleétidos que comprende la secuencia de nucleétidos de la muestra,

i) Oxidar o reducir una primera porcién de dicha poblacién,

iii) Tratar la primera porcion, oxidada o reducida, de dicha poblacién y una segunda porciéon de dicha
poblacién con bisulfito,

iv) secuenciar los polinucleétidos en la primera y segunda porciones de la poblacion que siguieron las etapas
ii) y iii) para producir una primera y segunda secuencias de nucledtidos respectivamente €;

V) identificar el residuo en la primera y segunda secuencias de nucleétidos que corresponda a un residuo de
citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra,
en donde la citosina modificada es 5-metilcitosina (5mC), 5-hidroximetilcitosina (5hmC) o 5-formilcitosina
(5fC).

Un método de conformidad con la reivindicacion 1 que comprende oxidar la primera porcion de dicha poblacion,
tratar la porcién oxidada con bisulfito y tratar una segunda porcién de la poblacién con bisulfito.

Un método de conformidad con la reivindicaciéon 2 en donde la primera porcién se oxida mediante el uso de un
agente quimico oxidante.

Un método de conformidad con la reivindicacion 3 en donde la primera porcién se oxida mediante el uso de un
agente oxidante perrutenato.

Un método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4 en donde la identificacion de uracilo en
una posicion en la primera secuencia de nucleétidos que corresponde a un residuo de citosina en la secuencia
de nucledtidos de la muestra y citosina en la misma posicion en la segunda secuencia de nucledtidos indican que
el residuo de citosina en la secuencia de nucledétidos de la muestra es 5-hidroximetilcitosina (5hmC).

Un método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4 en donde la identificacion de citosina en
una posicién tanto en la primera como en la segunda secuencia de nucleétidos que corresponde a un residuo de
citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra, o la identificacion de citosina en una posicion en la primera
secuencia de nucleétidos que corresponda a un residuo de citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra
indican que el residuo de citosina en la secuencia de nucle6tidos de la muestra es 5-metilcitosina (5mC).

Un método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6 que comprende;

Vi) reducir la tercera porcién de la poblacién de polinucleétidos que comprende la secuencia de nucledtidos
de la muestra,

vii) tratar la tercera porcion reducida de la poblacién con bisulfito,

viii)  Secuenciar los polinucleétidos en la tercera porcidon que siguieron las etapas vi) y vii) para producir una
tercera secuencia de nucleétidos, e;

ix) identificar el residuo en la tercera secuencia de nucleétidos que corresponda a un residuo de citosina en
la secuencia de nucledétidos de la muestra.

Un método de conformidad con la reivindicacion 7 en donde la identificacion de uracilo en una posicién en la
primera y segunda secuencias de nucleétidos que corresponda a un residuo de citosina en la secuencia de
nucledtidos de la muestra, y una citosina en esta posicién en la tercera secuencia de nucleétidos indican que el
residuo de citosina en la secuencia de nucledtidos de la muestra es 5-formilcitosina.

Un método de conformidad con la reivindicacién 1 en donde la primera porcién de dicha poblacion se reduce en
la etapa ii).

Un método de conformidad con la reivindicacion 9 en donde la identificacion de citosina en una posicion en la
primera secuencia de nucleétidos que corresponda a una citosina en la secuencia de nucle6tidos de la muestra 'y
uracilo en esa misma posicion en la segunda secuencia de nucledtidos indican que el residuo de citosina en la
secuencia de nucleétidos de la muestra es 5-formilcitosina; y,

en donde la identificacion de uracilo en una posicion tanto en la primera como en la segunda secuencia de
nucledtidos que corresponda a citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra indica que el residuo de
citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra es una citosina no modificada.

Un método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 que comprende;

proporcionar una cuarta porcion de la poblacion de nucleétidos que comprende la secuencia de nucleétidos de la
muestra; y,

secuenciar los polinucledtidos en la cuarta porcién para producir la secuencia de nucleétidos de la muestra.

Un método de identificacién de 5-metilcitosina en una secuencia de nucleétidos de la muestra que comprende;
21
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proporcionar una poblacién de polinucleétidos que comprende la secuencia de nucleétidos de la muestra,
oxidar dicha poblacion,

Tratar dicha poblacién oxidada con bisulfito,

secuenciar los polinucledtidos en la poblacién que siguieron las etapas ii) y iii) para producir una
secuencia de nucleétidos tratada, e;

identificar los residuos en la secuencia de nucledtidos tratada que correspondan a residuos de citosina en
la secuencia de nucledétidos de la muestra,

en donde la presencia de una citosina en la secuencia de nucleétidos tratada indica que el residuo de
citosina en la secuencia de nucleétidos de la muestra es 5-metilcitosina (5mC).

Un método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 en donde una o mas de la primera,
segunda, tercera y cuarta porciones de la poblacion se amplifican antes de la secuenciacion.
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