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DESCRIPCIÓN 

Métodos y ácidos nucleicos para el análisis de la expresión de genes asociados con el desarrollo de trastornos 
proliferativos de células de próstata  

Campo de la invención  

La presente invención se refiere a un método para detectar un trastorno proliferativo de células de próstata en un 5 
sujeto y al uso de oligonucleótidos, ácidos nucleicos o ácidos nucleicos de péptidos en el diagnóstico de un trastorno 
proliferativo de células de próstata.  

Técnica anterior 

El cáncer de próstata es el cáncer más común y la tercera causa principal de muerte en hombres estadounidenses 
(Jemal et al., 2006). Las tasas de incidencia y mortalidad de esta enfermedad aumentan considerablemente con la 10 
edad, con más del 65% de todos los casos de cáncer de próstata diagnosticados en hombres mayores de 65 años 
(Jemal et al., 2006). La etapa de la enfermedad en el diagnóstico también afecta a las tasas de supervivencia global. 
Debido al uso generalizado de la prueba de detección del antígeno prostático específico (PSA), casi el 90% de los 
nuevos pacientes son diagnosticados con enfermedad local o regional (Jemal et al., 2005). Los pacientes con 
enfermedad local o regional cuando se diagnostican tienen una tasa de supervivencia relativa de cinco años que se 15 
aproxima al 100% (Jemal et al., 2006).  

Las directrices actuales para el cribado del cáncer de próstata, de acuerdo con la Sociedad Americana del Cáncer, 
aconsejan las pruebas de PSA elevado y el examen rectal digital anualmente a partir de los 50 años. Para los 
hombres con alto riesgo de desarrollar cáncer de próstata (afroamericanos hombres y hombres con uno o más 
parientes de primer grado diagnosticados a una edad temprana), el examen debe comenzar a los 45 años. Los 20 
hallazgos positivos en cualquiera de estos exámenes están conformados por biopsia de próstata. El advenimiento de 
la detección de PSA ha cambiado el panorama del diagnóstico de cáncer de próstata. Las tasas de incidencia en el 
cáncer de próstata han aumentado dramáticamente en los últimos 20 años, mientras que el diagnóstico en varones 
mayores de 65 años se ha estabilizado. Las pruebas de PSA sufren de dos desventajas. La primera es su baja 
especificidad puesto que el PSA se eleva en una serie de condiciones benignas aparte del cáncer de próstata. Esto 25 
se traduce en un gran número de biopsias de próstata que se llevan a cabo en hombres que no tienen cáncer de 
próstata. La segunda desventaja es que a pesar de la sensibilidad relativamente alta del PSA, hay hombres que 
albergan cáncer de próstata en ausencia de PSA elevado (>4 ng/ml) (Thompson et al., 2004). También se ha 
estimado que hasta el 10% de las biopsias de próstata bajo las directrices actuales son falsamente negativas, lo que 
resulta en una disminución de la sensibilidad incluso con la biopsia (Djavan et al., 2000, Gupta et al., 2005, Hanley 30 
Et al., 2006). Claramente se requieren pruebas mejoradas con mayor especificidad y sensibilidad. 

Enfoque multifactorial. El diagnóstico de cáncer se ha basado tradicionalmente en la detección de marcadores 
moleculares individuales (por ejemplo, mutaciones génicas, niveles elevados de PSA). Desafortunadamente, el 
cáncer es un estado de enfermedad en el que los marcadores individuales típicamente no han detectado o 
diferenciado muchas formas de la enfermedad. Por tanto, se ha demostrado que los ensayos que reconocen sólo un 35 
único marcador tienen un valor predictivo limitado. Los diagnósticos de cáncer basados en metilación y el cribado, 
diagnóstico y monitorización terapéutica de tales enfermedades proporcionarán mejoras significativas sobre el 
estado de la técnica que utiliza análisis de marcador único mediante el uso de una selección de marcadores 
múltiples. El enfoque analítico multiplexado es particularmente adecuado para el diagnóstico del cáncer, ya que el 
cáncer no es una enfermedad simple, este enfoque de "panel" multifactorial es coherente con la naturaleza 40 
heterogénea del cáncer, tanto citológica como clínicamente. La clave para la implementación exitosa de un enfoque 
de panel a las pruebas de diagnóstico basadas en metilación es el diseño y desarrollo de paneles optimizados de 
marcadores que pueden caracterizar y distinguir estados de enfermedad. En el presente documento se describe una 
pluralidad de paneles de genes particularmente eficaces y únicos, el análisis de metilación de uno o una 
combinación de los miembros del panel que permite la detección de trastornos proliferativos de células prostáticas 45 
con una sensibilidad, especificidad y/o valor predictivo particularmente elevados. 

Desarrollo de pruebas médicas. Dos medidas claves de evaluación de cualquier examen médico o prueba de 
diagnóstico son su sensibilidad y especificidad, que miden qué tan bien se desempeña la prueba para detectar con 
precisión todas las  personas afectadas sin excepción, y sin incluir falsamente individuos que no tienen la 
enfermedad objetivo (valor predictivo). Históricamente, muchas pruebas diagnósticas han sido criticadas debido a su 50 
escasa sensibilidad y especificidad. 

Un resultado positivo verdadero (TP) es aquel donde la prueba es positiva y la condición está presente. Un resultado 
positivo falso (FP) es donde la prueba es positiva pero la condición no está presente. Un resultado negativo 
verdadero (TN) es donde la prueba es negativa y la condición no está presente. Un resultado negativo falso (FN) es 
donde la prueba es negativa pero la condición no está presente. En este contexto: Sensibilidad = TP/(TP+FN); 55 
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Especificidad = TN/(FP+TN); y Valor predictivo = TP/(TP+FP).  

La sensibilidad es una medida de la capacidad de una prueba para detectar correctamente la enfermedad objetivo 
en un individuo que está siendo probado. Una prueba que tiene una sensibilidad pobre produce una alta tasa de 
falsos negativos, es decir, individuos que tienen la enfermedad, pero que están falsamente identificados como libres 
de esa enfermedad en particular. El peligro potencial de un falso negativo es que el individuo enfermo permanecerá 5 
sin diagnosticar y sin tratamiento durante algún período de tiempo, durante el cual la enfermedad puede progresar a 
una etapa posterior en la que los tratamientos, si los hay, pueden ser menos eficaces. Un ejemplo de una prueba 
que tiene baja sensibilidad es un análisis de sangre basado en proteínas para el VIH. Este tipo de prueba presenta 
una sensibilidad pobre porque no detecta la presencia del virus hasta que la enfermedad está bien establecida y el 
virus ha invadido el torrente sanguíneo en cantidades sustanciales. Por el contrario, un ejemplo de una prueba que 10 
tiene alta sensibilidad es la detección de carga viral utilizando la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Se 
consigue una alta sensibilidad porque este tipo de prueba puede detectar cantidades muy pequeñas del virus. La 
alta sensibilidad es particularmente importante cuando las consecuencias de omitir un diagnóstico son altas. 

La especificidad, por otra parte, es una medida de la capacidad de una prueba para identificar con precisión 
pacientes que están libres del estado de la enfermedad. Un ensayo que tiene una especificidad pobre produce una 15 
alta tasa de falsos positivos, es decir, individuos que son falsamente identificados como portadores de la 
enfermedad. Un inconveniente de los falsos positivos es que obligan a los pacientes a someterse a tratamientos de 
procedimientos médicos innecesarios con sus riesgos asociados, estrés emocional y financiero, y que podría tener 
efectos adversos sobre la salud del paciente. Una característica de las enfermedades que hace difícil desarrollar 
pruebas diagnósticas con alta especificidad es que los mecanismos de la enfermedad, particularmente en el cáncer, 20 
a menudo implican una pluralidad de genes y proteínas. Además, ciertas proteínas pueden ser elevadas por razones 
no relacionadas con un estado de la enfermedad, siendo un ejemplo de una prueba que tiene alta especificidad una 
prueba genética que puede detectar una mutación p53. La especificidad es importante cuando el coste o el riesgo 
asociado con otros procedimientos de diagnóstico o intervención médica adicional son muy altos.  

Breve descripción de los dibujos 25 

La figura 1 proporciona una visión general de la media logarítmica de metilación medida a través de el ensayo de 
HM según el Ejemplo 1. Para cada gen analizado (marcado a la izquierda de las figuras), se proporcionan dos 
gráficas, las gráficas del lado izquierdo proporcionan el análisis multiclase, la sensibilidad se muestra en el eje Y, la 
metilación del ADN medida en (log 10 ng/mL) se muestra en el eje X. El diagrama de la derecha proporciona una 
ROC en la que la sensibilidad se muestra en el eje Y la especificidad 1 se muestra en el eje X.  30 

La figura 2 proporciona una visión general de la media logarítmica de la metilación medida a través de ensayos de 
PCR en tiempo real HM de orina de postmasaje prostático de PCa y clase I negativa (individuos sanos) según el 
Ejemplo 1. Para cada gen analizado, (como se ha marcado encima de cada gráfica) la sensibilidad se muestra en el 
eje Y, la metilación del ADN medida en (log 10 ng/mL) se muestra en el eje X. 

La Figura 3 proporciona una visión general de la media logarítmica de la metilación medida a través de ensayos de 35 
PCR en tiempo real de HM de orina postmasaje prostático de PCa y clase II negativa (individuos sanos más biopsias 
negativas) según el Ejemplo 1. Para cada gen analizado (marcado encima de cada gráfica), la sensibilidad se 
muestra en el eje Y, la metilación del ADN medida en (log 10 ng/mL) se muestra en el eje X.  

La Figura 4 muestra la media logarítmica de la metilación medida a través de ensayos de PCR en tiempo real HM de 
plasma de PCa y clase I negativa (individuos sanos). Para cada gen analizado (tal como se ha marcado encima de 40 
cada gráfica), la sensibilidad se muestra en el eje Y, la metilación del ADN medida en (log 10 ng/mL) se muestra en 
el eje X.  

La Figura 5 muestra la media logarítmica de la metilación medida a través de ensayos de PCR en tiempo real HM de 
plasma de PCa y clase II negativa (individuos sanos más biopsias negativas). Para cada gen analizado (tal como se 
marca encima de cada gráfica), la sensibilidad se muestra en el eje Y, la metilación del ADN medida en (log 10 45 
ng/mL) se muestra en el eje X.  

Resumen de la invención  

El alcance de la presente invención se define en las reivindicaciones adjuntas. 

La presente invención proporciona un método para detectar trastornos proliferativos de células de próstata, más 
preferiblemente carcinoma de próstata, en un sujeto, que comprende determinar los niveles de metilación del gen 50 
RASSF2A en una muestra biológica aislada de dicho sujeto, en donde dicha metilación se determina detectando la 
presencia o ausencia de metilación de CpG dentro de dicho gen, y donde la presencia de metilación de CpG es 
indicativa de la presencia de dicho trastorno. Preferiblemente se analizan una pluralidad de genes (en el presente 
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documento también denominados "panel de genes"). Preferiblemente se analizan 2, 3 o 4 genes. En una realización 
del método, dicho panel comprende RASSF2A y al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en TFAP2E; 
HIST1H4K y GSTPi. Preferiblemente dicho grupo comprende el gen HIST1H4K.  

Preferiblemente, dicho método comprende poner en contacto ADN genómico aislado de una muestra biológica 
(preferiblemente seleccionada del grupo que consiste en eyaculación, plasma sanguíneo, suero sanguíneo, sangre 5 
entera, células sanguíneas aisladas, células aisladas de la sangre) obtenidas del sujeto con al menos un reactivo o 
serie de reactivos que distinguen entre dinucleótidos CpG metilados y no metilados dentro de al menos una y más 
preferiblemente una pluralidad de regiones objetivo del ADN genómico, en donde la secuencia nucleotídica de dicha 
región objetivo comprende al menos una secuencia dinucleotídica CpG.  

Preferiblemente, la región objetivo comprende, o hibrida bajo condiciones restrictivas a una secuencia de al menos 10 
16, 50, 100 o 500 nucleótidos contiguos de al menos una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEQ 
ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 4.  

Preferiblemente, la fuente de la muestra de ensayo se selecciona del grupo que consiste en células o líneas 
celulares, diapositivas histológicas, biopsias, tejido embebido en parafina, fluidos corporales, eyaculación, orina, 
sangre y combinaciones de los mismos. Más preferiblemente, la fuente se selecciona del grupo que consiste en 15 
eyaculación, orina, plasma sanguíneo, suero sanguíneo, sangre entera, células sanguíneas aisladas, células 
aisladas de la sangre obtenida del sujeto.  

También se describen nuevas secuencias de ácido nucleico genómicas y químicamente modificadas, así como 
oligonucleótidos y/o oligómeros de PNA para el análisis de patrones de metilación de citosina dentro de secuencias 
del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4.  20 

Descripción detallada de la invención  

Definiciones:  

El término "Relación Observada/Esperada" ("relación O/E") se refiere a la frecuencia de dinucleótidos CpG dentro de 
una secuencia de ADN particular y corresponde al [número de sitios CpG/(número de bases C x número de bases 
G)]/ longitud de banda para cada fragmento.  25 

El término "isla CpG" se refiere a una región contigua de ADN genómico que satisface los criterios de (1) tener una 
frecuencia de dinucleótidos CpG correspondiente a una "relación Observada/Esperada" >0.6, y (2) que tiene un 
"Contenido GC" >0.5. Las islas CpG tienen típicamente, pero no siempre, entre aproximadamente 0.2 a 
aproximadamente 1 KB, o aproximadamente 2 kb de longitud.  

El término "estado de metilación" o "estatus de metilación" se refiere a la presencia o ausencia de 5-metilcitosina ("5-30 
mCyt") en uno o una pluralidad de dinucleótidos CpG dentro de una secuencia de ADN. Los estados de metilación 
en uno o más sitios de metilación CpG particulares (cada uno con dos secuencias de dinucleótidos CpG) dentro de 
una secuencia de ADN incluyen "no metilado", "totalmente metilado" y "hemimetilado".  

El término "hemi-metilación" o "hemimetilación" se refiere al estado de metilación de un ADN de doble cadena en el 
que sólo una cadena del mismo está metilada.  35 

El término “AUC”, tal como se utiliza aquí, es una abreviatura para el área bajo una curva. En particular se refiere al 
área bajo una curva de Característica de Operación del Receptor (ROC). La curva ROC es un gráfico de la tasa 
positiva real frente a la tasa de falsos positivos para los diferentes puntos de corte posibles de una prueba de 
diagnóstico. Muestra el equilibrio entre sensibilidad y especificidad dependiendo del punto de corte seleccionado 
(cualquier aumento de sensibilidad se acompañará de una disminución en la especificidad). El área bajo una curva 40 
ROC (AUC) es una medida para la exactitud de una prueba diagnóstica (cuanto mayor sea el área mejor, siendo 1 
óptimo, una prueba aleatoria tendría una curva ROC situada en la diagonal con un área de 0.5; para referencia: JP 
Egan. Signal Detection Theory and ROC Analysis, Academic Press, New York, 1975).  

El término “hipermetilación” se refiere al estado de metilación promedio correspondiente a una presencia aumentada 
de 5 mCyt en uno o una pluralidad de dinucleótidos CpG dentro de una secuencia de ADN de una muestra de ADN 45 
de prueba, en relación con la cantidad de 5 mCyt encontrado en los dinucleótidos CpG correspondientes dentro de 
una muestra de ADN de control normal.  

El término "hipometilación" se refiere al estado de metilación promedio correspondiente a una presencia disminuida 
de 5 mCyt en uno o una pluralidad de dinucleótidos CpG dentro de una secuencia de ADN de una muestra de ADN 
de prueba, en relación con la cantidad de 5 mCyt encontrado en los dinucleótidos CpG correspondientes dentro de 50 
una muestra de ADN de control normal. 
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El término "microarreglo" se refiere ampliamente tanto a los "microarreglos de ADN" como a los "chips de ADN", que, 
como se reconoce en la técnica, abarcan todos los soportes sólidos reconocidos en la técnica y abarca todos los 
métodos para fijar moléculas de ácido nucleico a los mismos o la síntesis de ácidos nucleicos.  

Los "parámetros genéticos" son mutaciones y polimorfismos de genes y secuencias adicionales requeridos para su 
regulación. Para ser designados como mutaciones se encuentran, en particular, inserciones, eliminaciones, 5 
mutaciones puntuales, inversiones y polimorfismos y, particularmente preferidos, SNPs (polimorfismos de un solo 
nucleótido).  

"Parámetros epigenéticos" son, en particular, la metilación de citosina. Otros parámetros epigenéticos incluyen, por 
ejemplo, la acetilación de histonas que, sin embargo, no pueden analizarse directamente utilizando el método 
descrito, pero que a su vez se correlacionan con la metilación del ADN.  10 

El término “reactivo de bisulfito” se refiere a un reactivo que comprende bisulfito, disulfito, sulfito de hidrógeno o 
combinaciones de los mismos, útil como se describe en el presente documento para distinguir entre secuencias de 
dinucleótidos CpG metiladas y no metiladas.  

El término "ensayo de metilación" se refiere a cualquier ensayo para determinar el estado de metilación de una o 
más secuencias de dinucleótidos CpG dentro de una secuencia de ADN.  15 

El término "MS.AP-PCR" (Reacción en cadena de polimerasa con cebado arbitrariamente sensible a la metilación) 
se refiere a la tecnología reconocida en la técnica que permite una exploración global del genoma usando cebadores 
ricos en CG para enfocarse en las regiones que más probablemente contienen dinucleótidos de CpG y descrito por 
Gonzalgo et al., Cancer Research 57: 594-599, 1997.  

El término "MethyLight™" se refiere a la técnica de PCR en tiempo real basada en fluorescencia, reconocida en la 20 
técnica, descrita por Eads Et al., Cancer Res. 59: 2302-2306, 1999.  

El término ensayo de "HeavyMethyl
TM

", en la realización de la misma implementada en el presente documento, se 
refiere a un ensayo, en el que las sondas de bloqueo específicas de metilación (también denominadas aquí 
bloqueantes) que cubren posiciones CpG entre, o cubiertas por los cebadores de amplificación permiten la 
amplificación selectiva específica por metilación de una muestra de ácido nucleico. 25 

El ensayo "HeavyMethyl
TM

 MethyLight
TM

", en su realización implementada en el presente documento, se refiere a un 
ensayo HeavyMethyl

TM
 MethyLight

TM
, que es una variación del ensayo MethyLight

TM
, en el que el ensayo 

MethyLight
TM

 se combina con sondas de bloqueo específicas de metilación que cubren posiciones CpG entre los 
cebadores de amplificación.  

El término "Ms-SNuPE" (Extensión de cebador nucleótido individual sensible a la metilación) se refiere al ensayo 30 
reconocido en la técnica descrito por Gonzalgo & Jones, Nucleic Acids Res. 25: 2529-2531, 1997. El término "MSP" 
(PCR específica de metilación) se refiere al ensayo de metilación reconocido en la técnica descrito por Herman et al. 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 9821-9826, 1996, y por la Patente de Estados Unidos No. 5,786,146.  

El término "COBRA" (Análisis de Restricción por Bisulfito Combinado) se refiere al ensayo de metilación reconocido 
en la técnica descrito por Xiong & Laird, Nucleic Acids Res. 25: 2532-2534, 1997.  35 

El término "MCA" (Amplificación de Isla CpG metilada) se refiere al ensayo de metilación descrito por Toyota et al., 
Cancer Res. 59: 2307-12, 1999, y en el documento WO 00/26401A1.  

El término "hibridación" debe entenderse como un enlace de un oligonucleótido a una secuencia complementaria a 
lo largo de las líneas de los pares de bases de Watson-Crick en el ADN de la muestra, formando una estructura 
dúplex.  40 

Las "condiciones de hibridación restrictivas", como se definen aquí, implican la hibridación a 68ºC en 5x 
SSC/solución de Denhardt 5x/ SDS al 1.0%, y lavado en SSC 0.2x/SDS al 0.1% a temperatura ambiente, o implican 
el equivalente reconocido en el arte (por ejemplo, condiciones en las que se lleva a cabo una hibridación a 60ºC en 
2.5 x regulador SSC, seguido de varias etapas de lavado a 37ºC en una concentración de regulador baja y 
permanece estable). Las condiciones moderadamente restrictivas, como se definen aquí, implican incluir el lavado 45 
en 3x SSC a 42ºC, o su equivalente reconocido en la técnica. Los parámetros de concentración de sal y temperatura 
se pueden variar para alcanzar el nivel óptimo de identidad entre la sonda y el ácido nucleico objetivo. La orientación 
con respecto a tales condiciones está disponible en la técnica, por ejemplo, en Sambrook et al., 1989, Molecular 
Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, N.Y.; y Ausubel et al. (Eds.), 1995, Current Protocols in 
Molecular Biology, (John Wiley & Sons, N.Y.) en la Unidad 2.10.  50 
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Los términos "enzimas de restricción específicas a la metilación" o "enzimas de restricción sensibles a la metilación" 
se entenderán como una enzima que digiere selectivamente un ácido nucleico dependiendo del estado de metilación 
de su sitio de reconocimiento. En el caso de tales enzimas de restricción que cortan específicamente si el sitio de 
reconocimiento no está metilado o hemimetilado, el corte no tendrá lugar, o lo hará con una eficiencia 
significativamente reducida, si el sitio de reconocimiento está metilado. En el caso de tales enzimas de restricción 5 
que cortan específicamente si el sitio de reconocimiento está metilado, el corte no tendrá lugar, o lo hará con una 
eficiencia significativamente reducida si el sitio de reconocimiento no está metilado. Se prefieren enzimas de 
restricción específicas de metilación, cuya secuencia de reconocimiento contiene un dinucleótido CG (por ejemplo 
cgcg o cccggg). Se prefieren además para algunas realizaciones enzimas de restricción que no cortan si la citosina 
en este dinucleótido está metilada en el átomo de carbono C5.  10 

"Enzimas de restricción no específicas a la metilación" o "enzimas de restricción no sensibles a la metilación" son 
enzimas de restricción que cortan una secuencia de ácido nucleico independientemente del estado de metilación 
con una eficiencia casi idéntica. También se les llama "enzimas de restricción no específicas a la metilación". 

Haciendo referencia a secuencias de matrices mixtas, la frase "nucleótidos contiguos" se refiere a una región de 
secuencia contigua de cualquier secuencia contigua individual de la matriz compuesta, pero no incluye una región de 15 
la secuencia de matriz compuesta que incluye un "nodo" como se ha definido anteriormente en el presente 
documento.  

Se entenderá que los términos "RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K y GSTPi" incluyen todas sus variantes de 
transcripción y todos sus elementos promotores y reguladores. Además, puesto que se conoce una pluralidad de 
SNPs dentro de dicho gen, se entenderá que el término incluye todas sus variantes de secuencia.  20 

Visión de conjunto:  

El alcance de la presente invención se define en las reivindicaciones adjuntas.  

La presente invención proporciona un método para detectar carcinoma de próstata en un sujeto que comprende 
determinar los niveles de metilación del gen RASSF2A en una muestra biológica aislada de dicho sujeto, en la que la 
metilación de CpG es indicativa de la presencia o clase de dicho trastorno. Dicho marcador puede usarse para el 25 
diagnóstico de cáncer de próstata incluyendo detección temprana durante las etapas precancerosas de la 
enfermedad. El marcador de la presente invención es particularmente eficaz en la detección de trastornos 
proliferativos de células prostáticas malignas tales como carcinoma de próstata, proporcionando así medios 
mejorados para la detección, clasificación y tratamiento tempranos de dichos trastornos. 

Además de las realizaciones anteriores, en las que se analiza el análisis de metilación del gen RASSF2A, la 30 
invención presenta otros paneles de genes que comprenden RASSF2A y al menos un gen seleccionado del grupo 
que consiste en TFAP2E; HIST1H4K y GSTPi con una novedosa utilidad para la detección de trastornos 
proliferativos celulares, en particular el cáncer de próstata. Preferiblemente se analizan una pluralidad de genes (en 
el presente documento también denominados "panel de genes"). Preferiblemente se analizan 2, 3 o 4 genes. En una 
realización del método, dicho panel comprende RASSF2A y al menos un gen seleccionado del grupo que consiste 35 
en TFAP2E; HIST1H4K y GSTPi. Preferiblemente, dicho grupo comprende el gen HIST1H4K. 

La modificación de ADN  con bisulfito es una herramienta reconocida en la técnica utilizada para evaluar el estatus 
de metilación CpG. La 5-metilcitosina es la modificación de la base covalente más frecuente en el ADN de las 
células eucariotas. Desempeña un papel, por ejemplo, en la regulación de la transcripción, en la impresión genética 
y en la tumorigénesis. Por lo tanto, la identificación de 5-metilcitosina como un componente de la información 40 
genética es de gran interés. Sin embargo, las posiciones de 5-metilcitosina no pueden ser identificadas por 
secuenciación, porque la 5-metilcitosina tiene el mismo comportamiento de apareamiento de bases que la citosina. 
Además, la información epigenética transportada por la 5-metilcitosina se pierde completamente durante, por 
ejemplo, la amplificación por PCR. 

El método más utilizado para analizar el ADN para la presencia de 5-metilcitosina se basa en la reacción específica 45 
del bisulfito con citosina, por lo que, tras la hidrólisis alcalina subsiguiente, la citosina se convierte en uracilo que 
corresponde a timina en su comportamiento de emparejamiento de bases. Significativamente, sin embargo, la 5-
metilcitosina permanece sin modificar en estas condiciones. En consecuencia, el ADN original se convierte de tal 
manera que la metilcitosina, que originalmente no se podía distinguir de la citosina por su comportamiento de 
hibridación, puede ahora ser detectada como la única citosina restante usando técnicas de biología molecular 50 
estándar, reconocida por la técnica, por ejemplo, mediante amplificación e hibridación, o por secuenciación. Todas 
estas técnicas se basan en propiedades de emparejamiento de bases diferenciales, que ahora pueden ser 
explotadas completamente. La técnica anterior, en términos de sensibilidad, se define por un método que 
comprende encerrar el ADN que va a ser analizado en una matriz de agarosa, impidiendo de este modo la difusión y 
renaturalización del ADN (el bisulfito sólo reacciona con el ADN de cadena sencilla) y reemplazando todas las 55 
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etapas de precipitación y de purificación con diálisis rápida (Olek A, et al., A modified and improved method for 
bisulfite based cytosine methylation analysis, Nucleic Acids Res. 24:5064-6, 1996). Por lo tanto, es posible analizar 
células individuales en cuanto al estado de metilación, ilustrando la utilidad y la sensibilidad del método. Un resumen 
de los métodos reconocidos en la técnica para detectar la 5-metilcitosina es proporcionado por Rein, T., et. al., 
Nucleic Acids Res., 26: 2255, 1998.  5 

La técnica de bisulfito, salvo pocas excepciones (por ejemplo, Zeschnigk M, et al., Eur J Hum Genet., 5: 94-98, 
1997), se utiliza actualmente sólo en la investigación. En todos los casos, los fragmentos cortos y específicos de un 
gen conocido se amplifican después de un tratamiento con bisulfito y se secuencian completamente (Olek y Walter, 
Nat Genet. 1997 17: 275-6, 1997), se someten a una o más reacciones de extensión del cebador (Gonzalgo y Jones, 
Nucleic Acids Res., 25: 2529-31, 1997; WO 95/00669; Patente de Estados Unidos No. 6,251,594) para analizar 10 
posiciones de citosina individuales o tratadas por digestión enzimática (Xiong & Laird, Nucleic Acids Res. 25: 2532-4, 
1997). La detección por hibridación también se ha descrito en la técnica (Olek et al., WO 99/28498). Además, se ha 
descrito el uso de la técnica de bisulfito para la detección de metilación con respecto a genes individuales (Grigg y 
Clark, Bioessays, 16: 431-6, 1994; Zeschnigk M, et al., Hum Mol Genet., 6: 387-95, 1997; Feil R, et al., Nucleic Acids 
Res., 22: 695-1994; Martin V et al., Gene, 157: 261-4, 1995; WO 9746705 y WO 9515373).  15 

En el presente documento se describe el uso de la técnica de bisulfito, en combinación con uno o más ensayos de 
metilación, para la determinación del estado de metilación de las secuencias de dinucleótidos CpG dentro de SEQ 
ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4. Los dinucleótidos CpG genómicos pueden ser metilados o no metilados (alternativamente 
conocidos como sobre y submetilados respectivamente). Sin embargo, los métodos descritos en el presente 
documento son adecuados para el análisis de muestras biológicas de naturaleza heterogénea, por ejemplo a baja 20 
concentración de células tumorales dentro de un fondo de sangre o eyaculado. Por consiguiente, al analizar el 
estado de metilación de una posición CpG dentro de dicha muestra, el experto en la técnica puede utilizar un ensayo 
cuantitativo para determinar el nivel (por ejemplo, porcentaje, fracción, relación, proporción o grado) de metilación en 
una posición CpG particular como opuesto a un estado de metilación. Por consiguiente, también debe considerarse 
que el término estatus de metilación o estado de metilación significa un valor que refleja el grado de metilación en 25 
una posición CpG. A menos que se indique específicamente los términos "hipermetilado" o "sobremetilado" se 
tomará para significar un nivel de metilación por encima de un punto de corte especificado, en el que dicho corte 
puede ser un valor que representa el nivel de metilación medio o mediano para una población dada, o es 
preferiblemente un nivel de corte optimizado. El "corte" también se refiere aquí como un "umbral". En el contexto de 
la presente invención, los términos "metilado", "hipermetilado" o "sobremetilado" se tomarán para incluir un nivel de 30 
metilación por encima del punto de corte de cero (0)% (o equivalentes) de metilación para todas las posiciones CpG 
dentro de y asociadas con (por ejemplo, en regiones promotoras o reguladoras) el gen RASSF2A. 

Preferiblemente se analiza una pluralidad de genes (en el presente documento también denominados "panel de 
genes"). Preferiblemente se analizan 2, 3 o 4 genes. En una realización del método, dicho panel comprende 
RASSF2A y al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en TFAP2E; HIST1H4K y GSTPi. Preferiblemente 35 
dicho grupo comprende el gen HIST1H4K.  

La determinación del estado de metilación de secuencias de dinucleótidos de CpG dentro de SEQ ID NO: 1 a SEQ 
ID NO: 4 tiene utilidad en el diagnóstico de cáncer de próstata.  

Procedimientos de ensayos de metilación. En la técnica se conocen diversos procedimientos de ensayo de 
metilación, y se pueden usar conjuntamente con la presente invención. Estos ensayos permiten la determinación del 40 
estado de metilación de uno o una pluralidad de dinucleótidos CpG (por ejemplo, islas CpG) dentro de una 
secuencia de ADN. Dichos ensayos implican, entre otras técnicas, la secuenciación de ADN de ADN tratado con 
bisulfito, PCR (para amplificación específica de secuencias), análisis de transferencia Southern y uso de enzimas de 
restricción sensibles a la metilación.  

Por ejemplo, la secuenciación genómica se ha simplificado para el análisis de los patrones de metilación del ADN y 45 
la distribución de la 5-metilcitosina mediante el uso de tratamiento con bisulfito (Frommer et al., Proc. Nat. Acad. Sci. 
USA 89: 1827-1831, 1992). Además, se utiliza la digestión con enzimas de restricción de productos de PCR 
amplificados a partir de ADN convertido en bisulfito, por ejemplo, el método descrito por Sadri & Hornsby (Nucl. 
Acids Res. 24: 5058-5059, 1996) o COBRA (Combined Bisulfite Restriction Analysis) Xiong & Laird, Nucleic Acids 
Res. 25: 2532-2534, 1997).  50 

COBRA. El análisis COBRA
TM

 es un ensayo de metilación cuantitativo útil para determinar los niveles de metilación 
del ADN en locus genéticos específicos en pequeñas cantidades de ADN genómico (Xiong & Laird, Nucleic Acids 
Res. 25: 2532-2534, 1997). En resumen, la digestión con enzimas de restricción se usa para revelar diferencias de 
secuencia dependientes de la metilación en productos de PCR de ADN tratado con bisulfito de sodio. Las diferencias 
de secuencia dependientes de metilación se introducen primero en el ADN genómico mediante tratamiento estándar 55 
con bisulfito de acuerdo con el procedimiento descrito por Frommer et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 1827-1831, 
1992). La amplificación por PCR del ADN convertido en bisulfito se realiza a continuación utilizando cebadores 
específicos para las islas CpG de interés, seguido por digestión con endonucleasas de restricción, electroforesis en 

ES 2 615 354 T3

 



8 

gel y detección usando sondas de hibridación específicas etiquetadas. Los niveles de metilación en la muestra de 
ADN original están representados por las cantidades relativas de producto de PCR digerido y no digerido de una 
manera linealmente cuantitativa a través de un amplio espectro de niveles de metilación de ADN. Además, esta 
técnica puede aplicarse confiablemente al ADN obtenido a partir de muestras de tejido embebidas en parafina 
microdiseccionadas. 5 

Los reactivos típicos (por ejemplo, como se puede encontrar en un kit típico de COBRA
TM

) para el análisis COBRA
TM

 
pueden incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR para gen específico (o secuencia de ADN tratada con 
bisulfito o isla CpG); enzima de restricción y regulador apropiado; oligonucleótido de hibridación génica; 
oligonucleótido de hibridación de control; kit de marcación de quinasa para sonda de oligonucleótido; y nucleótidos 
marcados. Adicionalmente, los reactivos de conversión de bisulfito pueden incluir: regulador de desnaturalización de 10 
ADN; regulador de sulfonación; reactivos o kits de recuperación de ADN (por ejemplo, precipitación, ultrafiltración, 
columna de afinidad); regulador de desulfonación; y componentes de recuperación de ADN.  

Preferiblemente, los ensayos tales como "MethyLight™" (una técnica de PCR en tiempo real basada en 
fluorescencia) (Eads et al., Cancer Res. 59: 2302-2306, 1999), reacciones Ms-SNuPE

TM
 (Extensión de cebador de 

oligonucleótido sencillo sensible a la metilación) (Gonzalgo y Jones, Nucleic Acids Res. 25: 2529-2531, 1997), PCR 15 
de metilación específica ("MSP"; Herman et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 9821-9826, 1996; Patente de 
Estadsos Unidos No. 5,786,146), y la amplificación de isla CpG metilada ("MCA", Toyota et al., Cancer Res. 59: 
2307-12, 1999) se usan solos o en combinación con otros de estos métodos.  

La técnica de ensayo de "HeavyMethyl
TM

" es un método cuantitativo para evaluar diferencias de metilación basadas 
en la amplificación específica de metilación de ADN tratado con bisulfito. Las sondas de bloqueo específicas de 20 
metilación (también denominadas aquí bloqueantes) que cubren posiciones CpG entre, o cubiertas por los 
cebadores de amplificación, permiten la amplificación selectiva específica de metilación de una muestra de ácido 
nucleico.  

El término "HeavyMethyl
TM

 MethyLight
TM

", en su realización implementada aquí, se refiere a un ensayo 
HeavyMethyl

TM
 MethyLight

TM
, que es una variación del ensayo MethyLight

TM
, en el que el ensayo MethyLight

TM
 se 25 

combina con sondas de bloqueo específicas de metilación que cubren posiciones CpG entre los cebadores de 
amplificación. El ensayo de HeavyMethyl

TM
 también puede usarse en combinación con cebadores de amplificación 

específicos de metilación.  

Los reactivos típicos (por ejemplo, como se puede encontrar en un kit típico de MethyLight
TM

) para análisis de 
HeavyMethyl

TM
 pueden incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR para genes específicos (o secuencia de ADN 30 

tratada con bisulfito o isla CpG); oligonucleótidos de bloqueo; reguladores y desoxinucleótidos de PCR optimizados; 
y Taq polimerasa. 

MSP. La MSP (PCR específica para metilación) permite evaluar el estado de metilación de virtualmente cualquier 
grupo de sitios CpG dentro de una isla CpG, independientemente del uso de enzimas de restricción sensibles a la 
metilación (Herman et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 93: 9821-9826, 1996; Patente de los Estados Unidos No. 35 
5,786,146). En resumen, el ADN se modifica mediante bisulfito de sodio convirtiendo todas las citosinas no 
metiladas, pero no las metiladas, en uracilo, y posteriormente se amplifica con cebadores específicos para ADN 
metilado frente a ADN no metilado. La MSP requiere sólo pequeñas cantidades de ADN, es sensible a los alelos 
metilados al 0.1% de un locus insular CpG dado, y puede realizarse sobre el ADN extraído de muestras embebidas 
en parafina. Los reactivos típicos (por ejemplo, como se puede encontrar en un kit típico basado en MSP) para 40 
análisis de MSP pueden incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR metilados y no metilados para gen 
específico (o secuencia de ADN tratada con bisulfito o isla CpG), reguladores y desoxinucleótidos, y sondas 
específicas.  

MethyLight™. El ensayo MethyLight™ es un ensayo de metilación cuantitativa de alto rendimiento que utiliza 
tecnología de PCR en tiempo real basada en fluorescencia (TaqMan

®
) que no requiere manipulaciones adicionales 45 

después del paso de PCR (Eads et al., Cancer Res. 59: 2302-2306, 1999). En resumen, el proceso MethyLight™ 
comienza con una muestra mixta de ADN genómico que se convierte, en una reacción de bisulfito de sodio, a un 
conjunto mixto de diferencias de secuencias dependientes de la metilación según procedimientos estándar (el 
proceso de bisulfito convierte residuos de citosina no metilados en uracilo). La PCR basada en fluorescencia se 
realiza entonces en una reacción "polarizada" (con cebadores de PCR que se superponen a dinucleótidos CpG 50 
conocidos). La discriminación de secuencia puede ocurrir tanto a nivel del proceso de amplificación como a nivel del 
proceso de detección de fluorescencia. El ensayo MethyLight

TM
 puede usarse como una prueba cuantitativa para los 

patrones de metilación en la muestra de ADN genómico, en la que se produce la discriminación de la secuencia al 
nivel de la hibridación de la sonda. En esta versión cuantitativa, la reacción de PCR proporciona una amplificación 
específica de metilación en presencia de una sonda fluorescente que se superpone a un sitio de metilación putativo 55 
particular. Un control imparcial para la cantidad de ADN de entrada se proporciona mediante una reacción en la que 
ni los cebadores ni la sonda se encuentran encima de ningún dinucleótido CpG. Alternativamente, se logra una 
prueba cualitativa para la metilación genómica mediante el sondeo de la agrupación de PCR sesgada con 
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oligonucleótidos de control que no "cubren" sitios de metilación conocidos (una versión basada en fluorescencia de 
las técnicas de HeavyMethyl

TM
 y MSP), o con oligonucleótidos que cubren posibles sitios de metilación.  

El proceso MethyLight™ se puede usar con cualquier sonda adecuada, por ejemplo "TaqMan
®
", Lightcycler

®
 etc. Por 

ejemplo, el ADN genómico de doble cadena se trata con bisulfito de sodio y se somete a uno de dos conjuntos de 
reacciones de PCR usando sondas TaqMan

®
; por ejemplo, con cebadores MSP y/o oligonucleótidos bloqueadores 5 

de HeavyMethyl y sonda TaqMan
®
. La sonda TaqMan

®
 está etiquetada dos veces con moléculas fluorescentes 

"informador" y "detenedor", y está diseñada para ser específica para una región de contenido de GC relativamente 
alta de modo que se funde a una temperatura superior a 10°C en el ciclo de PCR que la de los cebadores de avance 
o retroceso. Esto permite que la sonda TaqMan

®
 permanezca completamente hibridada durante la etapa de 

fusión/extensión de PCR. A medida que la polimerasa Taq sintetiza enzimáticamente una nueva cadena durante la 10 
PCR, eventualmente alcanzará la sonda TaqMan

®
 fusionada. La actividad de la endonucleasa 5' a 3' de la 

polimerasa Taq desplazará entonces la sonda TaqMan
®
 digiriéndola para liberar la molécula informadora 

fluorescente para la detección cuantitativa de su señal ahora no sometida utilizando un sistema de detección 
fluorescente en tiempo real.  

Los reactivos típicos (por ejemplo, como se puede encontrar en un kit típico a base de MethyLight™) para el análisis 15 
MethyLight™ pueden incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR para gen específico (o secuencia de ADN 
tratada con bisulfito o isla CpG); sondas TaqMan

®
 o Lightcycler

®
; reguladores y desoxinucleótidos de PCR 

optimizados; y Taq polimerasa. 

El ensayo QM
TM

 (metilación cuantitativa) es un ensayo cuantitativo alternativo para los patrones de metilación en 
muestras de ADN genómico, en el que se produce la discriminación de secuencia al nivel de hibridación de sonda. 20 
En esta versión cuantitativa, la reacción de PCR proporciona una amplificación no sesgada en presencia de una 
sonda fluorescente que se superpone a un sitio de metilación putativo particular. Un control imparcial para la 
cantidad de ADN de entrada se proporciona mediante una reacción en la que ni los cebadores, ni la sonda se 
superponen a ningún dinucleótido CpG. Alternativamente, se logra una prueba cualitativa para la metilación 
genómica mediante el sondeo de la agrupación de PCR sesgada con oligonucleótidos de control que no "cubren" 25 
sitios de metilación conocidos (una versión basada en fluorescencia de las técnicas de HeavyMethyl

TM
 y MSP) o con 

oligonucleótidos que cubren los sitios de metilación potenciales.  

El procedimiento QM
TM

 puede utilizarse con cualquier sonda adecuada, por ejemplo "TaqMan
®
", Lightcycler

®
 etc… 

en el proceso de amplificación. Por ejemplo, el ADN genómico de doble cadena se trata con bisulfito de sodio y se 
somete a cebadores no sesgados y la sonda TaqMan

®
. La sonda TaqMan

®
 está etiquetada dos veces con moléculas 30 

fluorescentes "informador" y "detenedor", y está diseñada para ser específica para una región de contenido de GC 
relativamente alta de modo que se funde a una temperatura superior en 10°C en el ciclo de PCR a la de los 
cebadores de avance o retroceso. Esto permite que la sonda TaqMan

®
 permanezca completamente hibridada 

durante la etapa de fusión/extensión de PCR. A medida que la polimerasa Taq sintetiza enzimáticamente una nueva 
cadena durante la PCR, eventualmente alcanzará la sonda TaqMan

®
 fusionada. La actividad de la endonucleasa 5' a 35 

3' de la polimerasa Taq desplazará entonces la sonda TaqMan
®
 digiriéndola para liberar la molécula informadora 

fluorescente para la detección cuantitativa de su señal ahora no sometida utilizando un sistema de detección 
fluorescente en tiempo real.  

Los reactivos típicos (por ejemplo, como se puede encontrar en un kit típico basado en QM
TM

) para análisis QM
TM

 
pueden incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR para gen específico (o secuencia de ADN tratada con 40 
bisulfito o isla CpG); sondas TaqMan

®
 o Lightcycler

®
; reguladores y desoxinucleótidos de PCR optimizados; y Taq 

polimerasa.  

Ms-SNuPE. La técnica de Ms-SNuPE™ es un método cuantitativo para evaluar las diferencias de metilación en 
sitios específicos de CpG basados en el tratamiento con bisulfito de ADN, seguido por la extensión de un cebador de 
un solo nucleótido (Gonzalgo & Jones, Nucleic Acids Res. 25: 2529-2531, 1997). En resumen, el ADN genómico se 45 
hace reaccionar con bisulfito de sodio para convertir la citosina no metilada en uracilo mientras se deja la 5-
metilcitosina sin cambios. La amplificación de la secuencia objetivo deseada se realiza a continuación usando 
cebadores de PCR específicos para el ADN convertido con bisulfito y el producto resultante se aísla y se usa como 
molde para el análisis de metilación en el sitio o lugares CpG de interés. Se pueden analizar pequeñas cantidades 
de ADN (por ejemplo, secciones de patología microdiseccionadas), y se evita la utilización de enzimas de restricción 50 
para determinar el estado de metilación en sitios CpG. 

Los reactivos típicos (por ejemplo, como se puede encontrar en un kit típico de Ms-SNuPE™) para el análisis de Ms-
SNuPE™ pueden incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR para gen específico (o secuencia de ADN tratada 
con bisulfito o isla CpG); reguladores y desoxinucleótidos de PCR optimizados; kit de extracción de gel; cebadores 
de control positivo; cebadores Ms-SNuPE™ para genes específicos; regulador de reacción (para la reacción de Ms-55 
SNuPE); y los nucleótidos marcados. Adicionalmente, los reactivos de conversión de bisulfito pueden incluir: 
regulador de desnaturalización de ADN; regulador de sulfonación; reactivos de recuperación de ADN o kit (por 
ejemplo, precipitación, ultrafiltración, columna de afinidad); regulador de desulfonación; y componentes de 
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recuperación de ADN.  

Se determinó que las secuencias genómicas de acuerdo con SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4 y las variantes tratadas 
de forma no natural de las mismas de acuerdo con SEQ ID NO: 5 a SEQ ID NO: 20 tenían nueva utilidad para la 
detección precoz, clasificación y/o tratamiento de trastornos proliferativos celulares, en particular carcinoma de 
próstata.  5 

En una realización, la invención del método comprende las siguientes etapas: i) poner en contacto ADN genómico 
(preferiblemente aislado de fluidos corporales) obtenido del sujeto con al menos un reactivo, o una serie de reactivos 
que distinguen entre dinucleótidos CpG metilados y no metilados dentro del gen RASSF2A; y ii) detectar trastornos 
proliferativos de las células de próstata, lo más preferiblemente, carcinoma de próstata.  

Preferiblemente se analizan una pluralidad de genes (en el presente documento también denominados "panel de 10 
genes"). Preferiblemente se analizan 2, 3 o 4 genes. En una realización del método, dicho panel comprende 
RASSF2A y al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en TFAP2E; HIST1H4K y GSTPi. 
Preferiblemente, dicho grupo comprende el gen HIST1H4K. 

El ADN genómico puede aislarse por cualquier medio estándar en la técnica, incluyendo el uso de kits 
comercialmente disponibles. En resumen, cuando el ADN de interés está encapsulado en una membrana celular, la 15 
muestra biológica debe ser deshecha y sometida a lisis por medios enzimáticos, químicos o mecánicos. La solución 
de ADN puede entonces limpiarse de proteínas y otros contaminantes, por ejemplo, mediante digestión con 
proteinasa K. El ADN genómico se recupera entonces de la solución. Esto puede llevarse a cabo por medio de una 
diversidad de métodos que incluyen extracción con sal, extracción orgánica o unión del ADN a un soporte en fase 
sólida. La elección del método se verá afectada por una variedad factores, incluyendo el tiempo, los gastos y la 20 
cantidad necesaria de ADN. Todos los tipos de muestras clínicas que comprenden materia neoplásica o materia 
preneoplásica son adecuados para su uso en el presente método, prefiriéndose líneas celulares, secciones 
histológicas, biopsias, tejido embebido en parafina, fluidos corporales, eyaculación, orina, plasma sanguíneo, suero 
sanguíneo, sangre entera, células sanguíneas aisladas, células aisladas de la sangre y combinaciones de las 
mismas. Los fluidos corporales son la fuente preferida del ADN; son particularmente preferidos la eyaculación, el 25 
plasma sanguíneo, el suero sanguíneo, la sangre entera, las células sanguíneas aisladas y las células aisladas de la 
sangre.  

La muestra de ADN genómico se trata entonces con al menos un reactivo o serie de reactivos que distinguen entre 
dinucleótidos CpG metilados y no metilados dentro de al menos una y más preferiblemente una pluralidad de 
regiones objetivo del ADN genómico, en el que cada blanco comprende, o hibrida bajo condiciones restrictivas a una 30 
secuencia de al menos 16, 50, 100 o 500 nucleótidos contiguos de al menos una secuencia seleccionada del grupo 
que consiste en SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4, respectivamente, en la que dichos nucleótidos contiguos 
comprenden al menos una secuencia de dinucleótido CpG.  

Se prefiere particularmente que dicho reactivo convierta bases de citosina que están no metiladas en la posición 5' a 
uracilo, timina u otra base que es diferente a citosina en términos de comportamiento de hibridación. Sin embargo, 35 
en una realización alternativa, dicho reactivo puede ser una enzima de restricción sensible a la metilación.  

En el que la muestra de ADN genómico se trata de tal manera que las bases de citosina que son no metiladas en la 
posición 5' se convierten en uracilo, timina u otra base que es diferente a citosina en términos de comportamiento de 
hibridación. Se prefiere que este tratamiento sea llevado a cabo con bisulfito (sulfito, disulfito de hidrógeno) y 
posterior hidrólisis alcalina. Tal tratamiento da como resultado la conversión de la SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4 a 40 
SEQ ID NO: 5 a SEQ ID NO: 12 (véase la Tabla 1) en la que dichos dinucleótidos CpG están metilados o SEQ ID 
NO: 13 a SEQ ID NO: 20 en la que dichos dinucleótidos CpG no están metilados.  

El ADN tratado se analiza a continuación para determinar el estado de metilación del gen RASSF2A antes del 
tratamiento.  

Preferiblemente se analiza una pluralidad de genes (en el presente documento también denominados "panel de 45 
genes"). Preferiblemente se analizan 2, 3 o 4 genes. En una realización del método, dicho panel comprende 
RASSF2A y al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en TFAP2E; HIST1H4K y GSTPi. Preferiblemente 
dicho grupo comprende el gen HIST1H4K. 

Se prefiere particularmente que cada región objetivo comprenda, o hibride bajo condiciones restrictivas, al menos 
16, 50, 100 o 500 nucleótidos contiguos de un gen seleccionado del grupo que consiste en RASSF2A; TFAP2E; 50 
HIST1H4K y GSTPi. Se prefiere que la secuencia de dichos genes de acuerdo con SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4 
se analice como se proporciona en la Tabla 1 y la lista de secuencias adjunta. El método de análisis puede 
seleccionarse entre los conocidos en la técnica, incluyendo los enumerados en el presente documento. Son 
particularmente preferidos MethyLight

TM
, MSP y el uso de oligonucleótidos bloqueantes (HeavyMethyl

TM
) como se 
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describe en el presente documento. Se prefiere además que cualquier oligonucleótido usado en dicho análisis 
(incluyendo cebadores, oligonucleótidos de bloqueo y sondas de detección) sea inversamente complementario, 
idéntico o hibride en condiciones restrictivas o altamente restrictivas a un segmento largo de al menos 16 pares de 
bases de las secuencias de bases de una o más de las SEQ ID NO: 5 a SEQ ID NO: 20 y secuencias 
complementarias a las mismas. 5 

La metilación aberrante, más específicamente hipermetilación de RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K y GSTPi se asocia 
con la presencia de trastornos proliferativos de la próstata, en particular, el cáncer de próstata. De acuerdo con ello, 
en el que una muestra biológica se presenta dentro de cualquier grado de metilación, dicha muestra debe 
determinarse como un trastorno proliferativo celular, en particular el cáncer.  

Realizaciones particulares de la presente invención proporcionan una aplicación novedosa del análisis de los niveles 10 
y/o patrones de metilación dentro de dichas secuencias que permite una detección, caracterización y/o tratamiento 
preciso del carcinoma de próstata. La detección precoz del cáncer está directamente relacionada con el pronóstico 
de la enfermedad y el método revelado permite al médico y al paciente tomar decisiones de tratamiento mejores y 
más informadas.  

Mejoras adicionales 15 

Se divulgan aquí nuevos usos para las secuencias genómicas SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4. Las realizaciones 
adicionales proporcionan variantes modificadas de SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4, así como oligonucleótidos y/o 
PNA-oligómeros Para el análisis de patrones de metilación de citosina dentro de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 
4.  

La presente divulgación comprende el análisis del estado de metilación de uno o más dinucleótidos CpG dentro de la 20 
SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 4 y secuencias complementarias a la misma.  

La presente divulgación proporciona ácidos nucleicos tratados, derivados de la SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4, en la 
que el tratamiento es adecuado para convertir al menos una base citosina no metilada de la secuencia de ADN 
genómico en uracilo u otra base que es detectablemente diferente a la citosina en términos de hibridación. Las 
secuencias genómicas en cuestión pueden comprender una, o más posiciones CpG metiladas consecutivas. Dicho 25 
tratamiento comprende preferiblemente el uso de un reactivo seleccionado del grupo que consiste en bisulfito, 
sulfito, disulfito de hidrógeno y combinaciones de los mismos. En una realización preferida, la descripción 
proporciona un ácido nucleico modificado que no ocurre naturalmente que comprende una secuencia de al menos 
16 bases de nucleótidos contiguas en longitud de una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID 
NO: 5 a SEQ ID NO: 20. En otras realizaciones preferidas dicho ácido nucleico tiene al menos 50, 100, 150, 200, 30 
250 o 500 pares de bases en longitud de un segmento de la secuencia de ácido nucleico descrita en la SEQ ID NO: 
5 a la SEQ ID NO: 20. Se prefiere particularmente una molécula de ácido nucleico que no es idéntica o 
complementaria a la totalidad o una parte de las secuencias SEQ ID NO: 5 a SEQ ID NO: 20 pero no SEQ ID NO: 1 
a SEQ ID NO: 4 u otro ADN natural. 

Se prefiere que dicha secuencia comprenda al menos un dinucleótido CpG, TpA o CpA y secuencias 35 
complementarias a los mismos. Las secuencias de SEQ ID NO: 5 a SEQ ID NO: 20 proporcionan versiones 
modificadas que de origen no natural del ácido nucleico de acuerdo con SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4, en donde la 
modificación de cada secuencia genómica da como resultado la síntesis de un ácido nucleico que tiene una 
secuencia que es única y distinta de dicha secuencia genómica como sigue.  

Para cada ADN genómico de cadena en sentido, por ejemplo, SEQ ID NO: 1, se describen cuatro versiones 40 
convertidas. Una primera versión en la que "C" se convierte en "T", pero "CpG" permanece como "CpG" (es decir, 
corresponde al caso en el que, para la secuencia genómica, todos los residuos "C" de las secuencias de 
dinucleótidos CpG están metilados y, por lo tanto, no se convierten); una segunda versión describe el complemento 
de la secuencia de ADN genómico descrita (es decir, la cadena antisentido), en la que "C" se convierte en "T", pero 
"CpG" permanece "CpG" (es decir, los residuos de secuencias de dinucleótidos CpG se metilan y, por lo tanto, no se 45 
convierten).  

Las secuencias sobremetiladas convertidas de SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4 corresponden a SEQ ID NO: 5 a SEQ 
ID NO: 12. Se proporciona una tercera versión químicamente convertida de cada secuencia genómica, en la que "C" 
se convierte a "T" para todos los residuos "C", incluyendo aquellos de secuencias de dinucleótidos "CpG" (es decir, 
corresponde al caso en el que, para las secuencias genómicas, todos los residuos "C" de las secuencias de 50 
dinucleótidos CpG son no metilados); una versión final químicamente convertida de cada secuencia, describe el 
complemento de la secuencia de ADN genómico descrita (es decir, cadena antisentido), en la que "C" se convierte 
en "T" para todos los residuos "C", incluyendo aquellos de secuencias de dinucleótidos CpG es decir, corresponde al 
caso en el que, para el complemento (cadena antisentido) de cada secuencia genómica, todos los residuos "C" de 
secuencias de dinucleótidos CpG son no metilados). Las secuencias submetiladas convertidas de SEQ ID NO: 1 a 55 
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SEQ ID NO: 4 corresponden a SEQ ID NO: 13 a SEQ ID NO: 20. Véase Tabla 1 para más detalles.  

Significativamente, hasta ahora, las secuencias de ácido nucleico y las moléculas de acuerdo con SEQ ID NO: 5 a 
SEQ ID NO: 20 no estaban implicadas o relacionadas con la detección, clasificación o tratamiento del cáncer . 

En una realización preferida alternativa, la descripción proporciona además oligonucleótidos u oligómeros 
adecuados para uso en los métodos descritos en el presente documento para detectar el estado de metilación de la 5 
citosina dentro del ADN genómico o tratado (químicamente modificado), de acuerdo con SEQ ID NO: 1 a SEQ ID 
NO: 4 a la SEQ ID NO: 20. Dichos oligonucleótidos u oligómeros ácidos nucleicos proporcionan nuevos medios de 
diagnóstico. Dicho oligonucleótido u oligómero que comprende una secuencia de ácido nucleico que tiene una 
longitud de al menos nueve (9) nucleótidos que es idéntica a, hibrida, bajo condiciones moderadamente restrictivas o 
restrictivas (como se ha definido anteriormente) a una secuencia de ácido nucleico tratada de acuerdo con SEQ ID 10 
NO: 5 a SEQ ID NO: 20 y/o secuencias complementarias a la misma, o a una secuencia genómica según SEQ ID 
NO: 1 a SEQ ID NO: 4 y/o secuencias complementarias a la misma.  

Por lo tanto, la presente descripción incluye moléculas de ácido nucleico (por ejemplo, oligonucleótidos y moléculas 
de ácido nucleico peptídico (PNA) (oligómeros de PNA)) que hibridan en condiciones de hibridación moderadamente 
restrictivas y/o restrictivas a todas o una parte de las secuencias SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4 a SEQ ID NO: 20 o 15 
a sus complementos. Se prefiere particularmente una molécula de ácido nucleico que se hibrida en condiciones de 
hibridación moderadamente restrictivas y/o restrictivas a todas o una parte de las secuencias SEQ ID NO: 5 a SEQ 
ID NO: 20 pero no SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4 u otro ADN genómico humano.  

La porción idéntica o que se hibrida de los ácidos nucleicos hibridantes tiene típicamente al menos 9, 16, 20, 25, 30 
ó 35 nucleótidos de longitud. Sin embargo, las moléculas más largas tienen utilidad, y están por lo tanto dentro del 20 
alcance de la presente descripción.  

Preferiblemente, la porción hibridante de los ácidos nucleicos hibridantes tiene al menos 95%, o al menos 98%, o 
100% idéntica a la secuencia, o a una parte de la misma de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 4 a la SEQ ID NO: 20, 
o a sus complementos. Los ácidos nucleicos hibridantes del tipo descrito en el presente documento pueden usarse, 
por ejemplo, como un cebador (por ejemplo, un cebador de PCR), o una sonda o cebador de diagnóstico y/o 25 
pronóstico. Preferiblemente, la hibridación de la sonda oligonucleotídica con una muestra de ácido nucleico se 
realiza bajo condiciones restrictivas y la sonda es 100% idéntica a la secuencia objetivo. La estabilidad dúplex o 
híbrida de ácido nucleico se expresa como la temperatura de fusión o Tm, que es la temperatura a la que se disocia 
una sonda de un ADN objetivo. Esta temperatura de fusión se utiliza para definir las condiciones de restricción 
requeridas. 30 

Para secuencias objetivo que están relacionadas y son sustancialmente idénticas a la secuencia correspondiente de 
SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4 (tales como variantes alélicas y SNPs), en lugar de idénticas, es útil establecer 
primero la temperatura más baja a la que la hibridación homóloga solo se produce con una concentración particular 
de sal (por ejemplo, SSC o SSPE). Entonces, suponiendo que el desajuste del 1% da como resultado una 
disminución de 1°C en el Tm, la temperatura del lavado final en la reacción de hibridación se reduce en 35 
consecuencia (por ejemplo, si se buscan secuencias que tienen una identidad >95% con la sonda, la temperatura de 
lavado se reduce en 5°C). En la práctica, el cambio en Tm puede estar entre 0.5°C y 1.5°C por desajuste del 1%.  

Ejemplos de oligonucleótidos de longitud X (en nucleótidos), como se indica mediante posiciones polinucleotídicas 
con referencia, por ejemplo, a la SEQ ID NO: 2, incluyen aquellos correspondientes a conjuntos (conjuntos en 
sentido y antisentido) de oligonucleótidos consecutivamente superpuestos de longitud X, en donde los 40 
oligonucleótidos dentro de cada conjunto consecutivamente superpuesto (correspondiente a un valor X dado) se 
definen como el conjunto finito de oligonucleótidos Z desde las posiciones de nucleótidos:  

N a (n + (X-1));  

donde n=1, 2, 3, ... (Y (X-1));  

donde Y es igual a la longitud (nucleótidos o pares de bases) de SEQ ID NO: 2 (6096);  45 

donde X es igual a la longitud común (en nucleótidos) de cada oligonucleótido en el conjunto (por ejemplo, 

X=20 para un conjunto de 20-meros que se superponen consecutivamente); y  

donde el número (Z) de oligómeros consecutivamente superpuestos de longitud X para una SEQ ID NO: 1 dada de 
longitud Y es igual a Y- (X-1). Por ejemplo Z=6096  

-19 = 6077 para conjuntos de sentido o antisentido de SEQ ID NO: 2, donde X=20.  50 
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Preferiblemente, el conjunto está limitado a aquellos oligómeros que comprenden al menos un dinucleótido CpG, 
TpG o CpA.  

Ejemplos de oligonucleótidos 20-meros incluyen el siguiente conjunto de 2.261 oligómeros (y el conjunto antisentido 
complementario de los mismos), indicado por posiciones polinucleotídicas con referencia a la SEQ ID NO: 1 a la 
SEQ ID NO: 4:  5 

1-20, 2-21, 3-22, 4-23, 5-24, ............ y 6077-6096.  

Preferiblemente, el conjunto está limitado a aquellos oligómeros que comprenden al menos un dinucleótido CpG, 
TpG o CpA.  

Del mismo modo, ejemplos de oligonucleótidos 25-meros incluyen el siguiente conjunto de 2.256 oligómeros (y el 
conjunto antisentido complementario de los mismos), indicado por posiciones polinucleotídicas con referencia a la 10 
SEQ ID NO: 2:  

1-25, 2-26, 3-27, 4-28, 5-29, ... y 6072-6096.  

Preferiblemente, el conjunto está limitado a aquellos oligómeros que comprenden al menos un dinucleótido CpG, 
TpG o CpA.  

La presente descripción abarca, para cada una de las SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4 a SEQ ID NO: 20 (sentido y 15 
antisentido), múltiples conjuntos de oligonucleótidos consecutivamente superpuestos u oligonucleótidos modificados 
de longitud X, donde, por ejemplo, X=9, 10, 17, 20, 22, 23, 25, 27, 30 o 35 nucleótidos.  

Los oligonucleótidos u oligómeros de acuerdo con la presente descripción constituyen herramientas eficaces útiles 
para determinar los parámetros genéticos y epigenéticos de las secuencias genómicas correspondientes a la SEQ 
ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 4. Los conjuntos preferidos de tales oligonucleótidos u oligonucleótidos modificados de 20 
longitud X son los conjuntos de oligómeros consecutivamente superpuestos que corresponden a SEQ ID NO: 1 a 
SEQ ID NO: 4 a SEQ ID NO: 20 (y a los complementos de los mismos). Preferiblemente, dichos oligómeros 
comprenden al menos un dinucleótido CpG, TpG o CpA. Los oligonucleótidos u oligómeros particularmente 
preferidos de acuerdo con la presente descripción son aquellos en los que la citosina del dinucleótido CpG (o de las 
correspondientes secuencias de TpG o CpA dinucleótido convertidas) está dentro del tercio medio del 25 
oligonucleótido; es decir, cuando el oligonucleótido tiene, por ejemplo, 13 bases de longitud, el dinucleótido CpG, 
TpG o CpA se posiciona dentro del quinto a noveno nucleótido desde el extremo 5'. 

Los oligonucleótidos de la descripción también pueden modificarse ligando químicamente el oligonucleótido a uno o 
más restos o conjugados para mejorar la actividad, estabilidad o detección del oligonucleótido. Tales restos o 
conjugados incluyen cromóforos, fluoróforos, lípidos tales como colesterol, ácido cólico, tioéter, cadenas alifáticas, 30 
fosfolípidos, poliaminas, polietilenglicol (PEG), restos de palmito y otros como se describe, por ejemplo, en las 
Patentes de los Estados Unidos números 5,514,758, 5,565,552, 5,567,810, 5,574,142, 5,585,481, 5,587,371, 
5,597,696 y 5,958,773. Las sondas también pueden existir en forma de un PNA (ácido nucleico peptídico) que tiene 
propiedades de emparejamiento particularmente preferidas. Por lo tanto, el oligonucleótido puede incluir otros 
grupos añadidos tales como péptidos, y puede incluir agentes de escisión desencadenado por hibridación (Krol et 35 
al., BioTechniques 6: 958-976, 1988) o agentes intercalantes (Zon, Pharm. Res. 5: 539-549, 1988). Con este fin, el 
oligonucleótido puede conjugarse con otra molécula, por ejemplo, un cromóforo, un fluoróforo, un péptido, un agente 
de reticulación activado por hibridación, un agente de transporte, un agente de escisión provocado por hibridación, 
etc.  

El oligonucleótido también puede comprender al menos una unidad estructural de azúcar y/o base modificada 40 
reconocida en la técnica, o puede comprender un esqueleto modificado o un enlace internucleósido no natural.  

Los oligonucleótidos u oligómeros de acuerdo con realizaciones particulares de la presente descripción se usan 
típicamente en conjuntos que contienen al menos un oligómero para el análisis de cada uno de los dinucleótidos 
CpG de una secuencia genómica seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4 y 
secuencias complementarias a los mismos, o al correspondiente dinucleótido CpG, TpG o CpA dentro de una 45 
secuencia de los ácidos nucleicos tratados según SEQ ID NO: 5 a SEQ ID NO: 20 y secuencias complementarias a 
los mismos. Sin embargo, se anticipa que debido a factores económicos o de otro tipo puede ser preferible analizar 
una selección limitada de los dinucleótidos CpG dentro de dichas secuencias, y en consecuencia se altera el 
contenido del conjunto de oligonucleótidos.  

Por lo tanto, en realizaciones particulares, la presente descripción proporciona un conjunto de al menos dos (2) 50 
(oligonucleótidos y/u oligómeros de PNA) útiles para detectar el estado de metilación de citosina en ADN genómico 
tratado (SEQ ID NO: 5 a SEQ ID NO: 20), o en ADN genómico (SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4 y secuencias 
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complementarias a la misma). Estas sondas permiten el diagnóstico y la detección de trastornos proliferativos de 
células de próstata, lo más preferiblemente, carcinoma de próstata. El conjunto de oligómeros también se puede 
usar para detectar polimorfismos de nucleótido único (SNPs) en ADN genómico tratado (SEQ ID NO: 5 a SEQ ID 
NO: 20), o en ADN genómico (SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4 y secuencias complementarias a los mismos).  

En realizaciones preferidas, al menos uno, y más preferiblemente todos los miembros de un conjunto de 5 
oligonucleótidos están unidos a una fase sólida. 

En otras realizaciones, la presente descripción proporciona un conjunto de al menos dos (2) oligonucleótidos que se 
usan como oligonucleótidos "cebadores" para amplificar secuencias de ADN de una de SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 
4 a SEQ ID NO: 20 y secuencias complementarias a los mismos, o segmentos de los mismos. 

Se anticipa que los oligonucleótidos pueden constituir todo o parte de un "arreglo" o "chip de ADN" (es decir, una 10 
disposición de diferentes oligonucleótidos y/o oligómeros de PNA unidos a una fase sólida). Una serie de 
oligonucleótidos y/o secuencias de oligómeros de PNA diferentes puede caracterizarse, por ejemplo, porque está 
dispuesta en la fase sólida en forma de red rectangular o hexagonal. La superficie de fase sólida puede estar 
compuesta de silicio, vidrio, poliestireno, aluminio, acero, hierro, cobre, níquel, plata u oro. También se pueden 
utilizar nitrocelulosa, así como plásticos como el nylón, que pueden existir en forma de pastillas o también como 15 
matrices de resina. Puede obtenerse una visión general de la técnica anterior en la fabricación de matrices de 
oligómeros a partir de una edición especial de Nature Genetics (Nature Genetics Supplement, volumen 21, enero de 
1999, y de la bibliografía citada en la misma). Las sondas marcadas con fluorescencia se usan a menudo para el 
escaneo de matrices de ADN inmovilizadas. La fijación simple de los colorantes Cy3 y Cy5 al 5'-OH de la sonda 
específica son particularmente adecuados para los marcadores de fluorescencia. La detección de la fluorescencia de 20 
las sondas hibridadas puede llevarse a cabo, por ejemplo, a través de un microscopio confocal. Los colorantes Cy3 y 
Cy5, además de muchos otros, están disponibles comercialmente.  

También se anticipa que los oligonucleótidos, o sus secuencias particulares, pueden constituir todo o parte de un 
"conjunto virtual" en el que los oligonucleótidos o sus secuencias particulares se usan, por ejemplo, como 
"especificadores" como parte o en combinación Con una población diversa de sondas marcadas únicas para analizar 25 
una mezcla compleja de analitos. Tal método, por ejemplo, se describe en el documento US 2003/0013091 (Estados 
Unidos número de serie 09/898.743, publicado el 16 de enero de 2003). En tales métodos, se generan suficientes 
etiquetas para que cada ácido nucleico en la mezcla compleja (es decir, cada analito) pueda estar unido de manera 
única por una etiqueta única y así detectarse (cada etiqueta se cuenta directamente, dando como resultado una 
lectura digital de cada especie molecular en la mezcla).  30 

Se prefiere particularmente que los oligómeros de acuerdo con la descripción se utilicen para detectar, o para 
diagnosticar trastornos proliferativos de células de próstata, lo más preferiblemente, carcinoma de próstata. 

En la realización más preferida del método, se determina la presencia o ausencia de trastornos proliferativos de 
células de próstata, más preferiblemente cáncer de próstata. Esto se logra mediante el análisis del estado de 
metilación de al menos una y más preferiblemente una pluralidad de secuencia(s) objetivo que comprende al menos 35 
una posición CpG, comprendiendo dicha secuencia o hibridando en condiciones restrictivas a al menos 16, 50, 100 o 
500 nucleótidos contiguos de una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4 
y complementos de los mismos. Preferiblemente se analizan una pluralidad de regiones objetivo (en el presente 
documento también denominada "panel de genes"). Preferiblemente se analizan regiones objetivo de 2, 3 o 4 genes. 
En una realización del método dicho panel comprende las regiones objetivo de al menos un gen seleccionado del 40 
grupo que consiste en RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K y GSTPi y/o su promotor o regiones reguladoras. 
Preferiblemente dicho panel comprende una región objetivo del gen HIST1H4K.  

Son particularmente preferidas las siguientes combinaciones de regiones objetivo de genes: 

- HIST1H4K +RASSF  

- HIST1H4K +GSTPi  45 

La presente divulgación proporciona además un método para determinar parámetros genéticos y/o epigenéticos de 
las secuencias genómicas según SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4 dentro de un sujeto analizando la metilación de 
citosina y polimorfismos de nucleótido individual. Dicho procedimiento comprende poner en contacto un ácido 
nucleico que comprende al menos una secuencia genómica seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1 a 
SEQ ID NO: 4 en una muestra biológica obtenida a partir de dicho sujeto con al menos un reactivo o una serie de 50 
reactivos, en el que dicho reactivo o series de reactivos, distingue entre dinucleótidos CpG metilados y no metilados 
dentro del (de los) ácido(s) nucleico(s) objetivo.  

En una realización preferida, dicho método comprende las siguientes etapas: En la primera etapa, se obtiene una 

ES 2 615 354 T3

 



15 

muestra del tejido que se va a analizar. La fuente puede ser cualquier fuente adecuada, tales como líneas celulares, 
diapositivas histológicas, biopsias, tejido parafínico, fluidos corporales, eyaculación, orina, plasma sanguíneo, suero 
sanguíneo, sangre entera, células sanguíneas aisladas, células aisladas de la sangre y todas las combinaciones 
posibles de los mismos Se prefiere que dichas fuentes de ADN sean eyaculaciones o fluidos corporales 
seleccionados del grupo que consiste en eyaculación, orina, plasma sanguíneo, suero sanguíneo, sangre entera, 5 
células sanguíneas aisladas, células aisladas de la sangre.  

A continuación, el ADN genómico se aísla de la muestra. El ADN genómico puede aislarse por cualquier medio 
estándar en la técnica, incluyendo el uso de kits disponibles comercialmente. En resumen, en el que el ADN de 
interés está encapsulado en una membrana celular, la muestra biológica debe ser interrumpida y sometida a lisis por 
medios enzimáticos, químicos o mecánicos. La solución de ADN puede entonces eliminarse de proteínas y otros 10 
contaminantes, por ejemplo por digestión con proteinasa K. A continuación se recupera el ADN genómico de la 
solución. Esto puede llevarse a cabo por medio de una diversidad de métodos que incluyen extracción con sal, 
extracción orgánica o unión del ADN a un soporte en fase sólida. La elección del método se verá afectada por una 
variedad de factores, incluyendo el tiempo, los gastos y la cantidad necesaria de ADN.  

Cuando el ADN de muestra no está encerrado en una membrana (por ejemplo, ADN circulante de una muestra de 15 
sangre) se pueden emplear métodos estándar en la técnica para el aislamiento y/o purificación de ADN. Tales 
métodos incluyen el uso de un reactivo de degeneración de proteínas, por ejemplo una sal caotrópica, por ejemplo 
clorhidrato de guanidina o urea; o un detergente, por ejemplo dodecil sulfato de sodio (SDS), bromuro de cianógeno. 
Métodos alternativos incluyen, pero no se limitan a, precipitación con etanol o precipitación con propanol, 
concentración al vacío entre otros mediante una centrífuga. El experto en la técnica también puede hacer uso de 20 
dispositivos tales como dispositivos de filtro, por ejemplo ultrafiltración, superficies o membranas de sílice, partículas 
magnéticas, partículas de poliestirol, superficies de poliestirol, superficies cargadas positivamente y membranas 
cargadas positivamente, membranas cargadas, superficies cargadas, membranas de conmutación cargadas, 
superficies conmutadas cargadas.  

Una vez que los ácidos nucleicos han sido extraídos, el ADN genómico de doble cadena se utiliza en el análisis. 25 

En la segunda etapa del método, la muestra de ADN genómico se trata de tal manera que las bases de citosina que 
están desmetiladas en la posición 5' se convierten en uracilo, timina u otra base que es diferente a la citosina en 
términos de comportamiento de hibridación. Esto se entenderá como "pretratamiento" o "tratamiento" en el presente 
documento.  

Esto se consigue preferiblemente por medio de un tratamiento con un reactivo de bisulfito. El término reactivo de 30 
bisulfito se refiere a un reactivo que comprende bisulfito, disulfito, sulfito de hidrógeno o combinaciones de los 
mismos, útil como se describe aquí para distinguir entre secuencias de dinucleótidos CpG metiladas y no metiladas. 
Los métodos de dicho tratamiento son conocidos en la técnica (por ejemplo PCT/EP2004/011715, que se incorpora 
como referencia en su totalidad). Se prefiere que el tratamiento con bisulfito se realice en presencia de disolventes 
desnaturalizantes tales como, pero sin limitarse a, n-alquilenglicol, particularmente dietilen glicol dimetil éter (DME), 35 
o en presencia de derivados de dioxano o dioxano. En una realización preferida, los disolventes desnaturalizantes se 
utilizan en concentraciones entre 1% y 35% (v/v). También se prefiere que la reacción de bisulfito se lleve a cabo en 
presencia de agentes eliminadores tales como, pero sin limitación, derivados de cromano, por ejemplo ácido 6-
hidroxi-2,5,7,8, -tetrametilcromano 2-carboxílico o ácido trihidroxibenzoico y derivados, por ejemplo ácido gálico 
(véase: PCT/EP2004/011715, que se incorpora como referencia en su totalidad). La conversión de bisulfito se lleva a 40 
cabo preferiblemente a una temperatura de reacción entre 30ºC y 70ºC, con lo que la temperatura se incrementa a 
más de 85ºC durante cortos períodos de tiempo durante la reacción (véase PCT/EP2004/011715 que se incorpora 
por referencia en su totalidad). El ADN tratado con bisulfito se purifica preferiblemente antes de la cuantificación. 
Esto puede realizarse por cualquier medio conocido en la técnica, tal como, pero sin limitarse a, ultrafiltración, 
preferiblemente llevada a cabo mediante columnas Microcon^(TM) (fabricadas por Millipore^(TM). La purificación se 45 
lleva a cabo de acuerdo con un protocolo del fabricante modificado (véase PCT/EP2004/011715 que se incorpora 
como referencia en su totalidad).  

En la tercera etapa del método, se amplifican fragmentos del ADN tratado, utilizando conjuntos de oligonucleótidos 
cebadores de acuerdo con la presente descripción, y una enzima de amplificación. La amplificación de varios 
segmentos de ADN puede llevarse a cabo simultáneamente en un mismo recipiente de reacción. Típicamente, la 50 
amplificación se lleva a cabo usando una reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Preferiblemente, dichos 
amplificadores tienen una longitud de 100 a 2.000 pares de bases. El conjunto de oligonucleótidos cebadores incluye 
al menos dos oligonucleótidos cuyas secuencias son cada una inversamente complementarias, idénticas o hibridan 
bajo condiciones restrictivas  o altamente restrictivas para al menos un segmento largo de 16 pares de bases de las 
secuencias de bases de una de las SEQ ID NO: 5 a SEQ ID NO: 20 y secuencias complementarias a la misma. 55 

En una realización alternativa del método, se puede detectar el estado de metilación de las posiciones CpG 
preseleccionadas dentro de al menos una secuencia genómica seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 
1 a SEQ ID NO: 4, mediante el uso de un oligonucleótidos de cebador específico para metilación. Esta técnica 
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(MSP) se ha descrito en la Patente de Estados Unidos No. 6,265,171 de Herman. El uso de cebadores específicos 
para el estado de metilación para la amplificación de ADN tratado con bisulfito permite la diferenciación entre ácidos 
nucleicos metilados y no metilados. Los pares de cebadores MSP contienen al menos un cebador que se hibrida con 
un dinucleótido CpG tratado con bisulfito. Por lo tanto, la secuencia de dichos cebadores comprende al menos un 
dinucleótido CpG. Los cebadores de MSP específicos para el ADN no metilado que contienen una "T” en la posición 5 
de la posición C en el CpG. Preferiblemente, por lo tanto, la secuencia de bases de dichos cebadores debe 
comprender una secuencia que tiene una longitud de al menos 9 nucleótidos que se hibrida a una secuencia de 
ácido nucleico tratada de acuerdo con una de SEQ ID NO: 5 a SEQ ID NO: 20 y secuencias complementarias a la 
misma, en donde la secuencia de bases de dichos oligómeros comprende al menos un dinucleótido CpG. Una 
realización más preferida del método comprende el uso de oligonucleótidos bloqueadores (el ensayo de 10 
HeavyMethyl

TM
). El uso de tales oligonucleótidos bloqueadores ha sido descrito por Yu et al., BioTechniques 23: 

714-720, 1997. Los oligonucleótidos de sonda de bloqueo se hibridan con el ácido nucleico tratado con bisulfito 
simultáneamente con los cebadores de PCR. La amplificación por PCR del ácido nucleico se termina en la posición 
5' de la sonda de bloqueo, de manera que la amplificación de un ácido nucleico se suprime cuando está presente la 
secuencia complementaria a la sonda de bloqueo. Las sondas pueden diseñarse para hibridar con el ácido nucleico 15 
tratado con bisulfito en una forma específica de metilación. Por ejemplo, para la detección de ácidos nucleicos 
metilados dentro de una población de ácidos nucleicos no metilados, la supresión de la amplificación de ácidos 
nucleicos que no están metilados en la posición en cuestión se llevaría a cabo mediante el uso de sondas de 
bloqueo que comprenden un 'CpA' o 'TpA' en la posición en cuestión, a diferencia de un 'CpG' si se desea la 
supresión de la amplificación de ácidos nucleicos metilados.  20 

Para métodos de PCR que utilizan oligonucleótidos bloqueadores, la interrupción eficaz de la amplificación mediada 
por polimerasa requiere que los oligonucleótidos bloqueadores no sean alargados por la polimerasa. 
Preferiblemente, esto se consigue mediante el uso de bloqueadores que son 3'-desoxioligonucleótidos, u 
oligonucleótidos derivados en la posición 3' con otro grupo hidroxilo "libre". Por ejemplo, los oligonucleótidos 3'-O-
acetilo son representativos de una clase preferida de molécula bloqueante.  25 

Además, debe evitarse la descomposición mediada por la polimerasa de los oligonucleótidos bloqueantes.  
Preferiblemente, dicha exclusión comprende bien el uso de una polimerasa que carece de actividad exonucleasa 5'-
3', o bien el uso de oligonucleótidos bloqueadores modificados que tienen, por ejemplo, puentes tioato en su extremo 
5' que hacen que la molécula bloqueante sea resistente a la nucleasa. Las aplicaciones particulares pueden no 
requerir tales modificaciones en 5' del bloqueador. Por ejemplo, si los sitios de unión de bloqueador y cebador se 30 
solapan, impidiendo de este modo la unión del cebador (por ejemplo, con un bloqueador en exceso), la degradación 
del oligonucleótido bloqueante quedará sustancialmente excluida. Esto se debe a que la polimerasa no extiende el 
cebador hacia y a través (en la dirección 5'-3') del bloqueador -un proceso que normalmente da como resultado la 
degradación del oligonucleótido bloqueador hibridado-. 

Una realización particularmente preferida de bloqueador/PCR, para los fines de la presente descripción y como se 35 
implementa en la presente, comprende el uso de oligómeros de ácidos nucleicos peptídicos (PNA) como 
oligonucleótidos de bloqueo. Tales oligómeros bloqueadores de PNA son ideales, porque no se descomponen ni se 
extienden por la polimerasa.  

Preferiblemente, por lo tanto, se requiere que la secuencia de bases de dichos oligonucleótidos bloqueadores 
comprenda una secuencia que tenga una longitud de al menos 9 nucleótidos que se hibrida con una secuencia de 40 
ácido nucleico tratada de acuerdo con una de SEQ ID NO: 5 a SEQ ID NO: 20 y secuencias complementarias a la 
misma, en la que la secuencia de bases de dichos oligonucleótidos comprende al menos un dinucleótido CpG, TpG 
o CpA.  

Los fragmentos obtenidos por medio de la amplificación pueden llevar un marcador detectable directa o 
indirectamente. Se prefieren marcadores en forma de marcadores de fluorescencia, radionúclidos o fragmentos de 45 
molécula separables que tienen una masa típica que se puede detectar en un espectrómetro de masas. Cuando 
dichas etiquetas son etiquetas de masa, se prefiere que los amplificadores marcados tengan una única carga neta 
positiva o negativa, lo que permite una mejor capacidad de detección en el espectrómetro de masas. La detección 
puede llevarse a cabo y visualizarse por medio de, por ejemplo, espectrometría de masas con desorción/ionización 
láser asistida por matriz (MALDI) o usando espectrometría de masas con aspersión de electrones (ESI).  50 

La Espectrometría de Masas con Desorción/Ionización por Láser Asistida por Matriz (MALDI-TOF) es un desarrollo 
muy eficiente para el análisis de biomoléculas (Karas & Hillenkamp, Anal. Chem., 60: 2299-301, 1988). Un analito es 
incrustado en una matriz de absorción lumínica. La matriz se evapora mediante un pulso láser corto, transportando 
así la molécula de analito en la fase de vapor de una manera no fragmentada. El analito es ionizado por colisiones 
con moléculas de matriz. Un voltaje aplicado acelera los iones en un tubo de vuelo libre de campo. Debido a sus 55 
diferentes masas, los iones se aceleran a diferentes velocidades.  

Los iones más pequeños llegan al detector más pronto que los más grandes. La espectrometría MALDI-TOF es 
adecuada para el análisis de péptidos y proteínas. El análisis de los ácidos nucleicos es algo más difícil (Gut & Beck, 
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Current Innovations and Future Trends, 1: 147-57, 1995). La sensibilidad con respecto al análisis de ácidos 
nucleicos es aproximadamente 100 veces menor que la de los péptidos, y disminuye desproporcionadamente con el 
aumento del tamaño del fragmento. Además, para los ácidos nucleicos que tienen una cadena principal de carga 
múltiple negativamente, el proceso de ionización a través de la matriz es considerablemente menos eficiente. En la 
espectrometría MALDI-TOF, la selección de la matriz juega un papel eminentemente importante. Para la desorción 5 
de péptidos, se han encontrado varias matrices muy eficientes que producen una cristalización muy fina. Ahora hay 
varias matrices sensibles para el ADN, sin embargo, la diferencia en la sensibilidad entre los péptidos y los ácidos 
nucleicos no se ha reducido. Sin embargo, esta diferencia de sensibilidad puede reducirse modificando 
químicamente el ADN de tal manera que se vuelva más similar a un péptido. Por ejemplo, los ácidos nucleicos 
fosforotioato, en los que los fosfatos habituales de la cadena principal están sustituidos con tiofosfatos, pueden 10 
convertirse en un ADN neutro en carga utilizando una química de alquilación simple (Gut & Beck, Nucleic Acids Res. 
23: 1367-73, 1995). El acoplamiento de una etiqueta de carga con este ADN modificado da como resultado un 
aumento en la sensibilidad de MALDI-TOF al mismo nivel que el encontrado para los péptidos. Otra ventaja del 
marcado de carga es la mayor estabilidad del análisis contra las impurezas, lo que hace la detección de sustratos no 
modificados considerablemente más difíciles. 15 

En la cuarta etapa del procedimiento, los amplificados obtenidos durante la tercera etapa del método se analizan con 
el fin de determinar el estado de metilación de los dinucleótidos CpG antes del tratamiento. 

En las realizaciones en las que los amplificados se obtuvieron por medio de la amplificación de MSP, la presencia o 
ausencia de un amplificador es en sí misma indicativa del estado de metilación de las posiciones CpG cubiertas por 
el cebador, de acuerdo con las secuencias de bases de dicho cebador.  20 

Los amplificados obtenidos por medio tanto de PCR estándar como de PCR específica para metilación pueden 
analizarse adicionalmente por medio de métodos basados en las bases tales como, pero sin limitarse a, tecnología 
de matriz y tecnologías basadas en sondas, así como mediante técnicas tales como secuenciación y extensión 
dirigida a plantilla.  

En una realización del método, los amplificados sintetizados en la etapa tres se hibridan subsiguientemente a una 25 
matriz o un conjunto de oligonucleótidos y/o sondas PNA. En este contexto, la hibridación tiene lugar de la siguiente 
manera: el conjunto de sondas utilizado durante la hibridación está compuesto preferiblemente por al menos 2 
oligonucleótidos u oligómeros de PNA; en el procedimiento, los amplificadores sirven como sondas que hibridan con 
oligonucleótidos unidos previamente a una fase sólida; los fragmentos no hibridados se eliminan subsiguientemente; 
dichos oligonucleótidos contienen al menos una secuencia de bases que tiene una longitud de al menos 9 30 
nucleótidos que es complementaria inversa o idéntica a un segmento de las secuencias de bases especificadas en 
el presente Listado de Secuencias; y el segmento comprende al menos un dinucleótido CpG, TpG o CpA. La porción 
de hibridación de los ácidos nucleicos hibridantes tiene típicamente al menos 9, 15, 20, 25, 30 o 35 nucleótidos de 
longitud. Sin embargo, las moléculas más largas tienen utilidad, y están por lo tanto dentro del alcance de la 
presente descripción.  35 

En una realización preferida, dicho dinucleótido está presente en el tercio central del oligómero. Por ejemplo, en el 
que el oligómero comprende un dinucleótido CpG, dicho dinucleótido es preferiblemente el quinto a noveno 
nucleótido del extremo 5' de un 13-mero. Existe un oligonucleótido para el análisis de cada dinucleótido CpG dentro 
de una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4, y las posiciones 
equivalentes dentro de SEQ ID NO: 5 a SEQ ID NO: 20.  40 

Dichos oligonucleótidos también pueden estar presentes en forma de ácidos nucleicos peptídicos. Los amplificados 
no hibridados se eliminan a continuación. A continuación se detectan los amplificados hibridados. En este contexto, 
se prefiere que las etiquetas unidas a los amplificados sean identificables en cada posición de la fase sólida en la 
que se localiza una secuencia oligonucleotídica. 

En aún otra realización del método, el estado de metilación genómica de las posiciones CpG puede determinarse 45 
por medio de sondas oligonucleotídicas (como se detalla anteriormente) que se hibridan con el ADN tratado con 
bisulfito simultáneamente con los cebadores de amplificación por PCR (donde dichos cebadores podrían ser de 
metilación específica o estándar).  

Una realización particularmente preferida de este método es el uso de la PCR cuantitativa en tiempo real basada en 
fluorescencia (Heid et al., Genome Res. 6: 986-994, 1996, véase también la Patente de Estados Unidos No. 50 
6,331,393) que emplea una sonda de oligonucleótidos  fluorescente de doble marcación TaqMan

TM
 PCR, usando un 

sistema de detección de secuencias ABI Prism 7700, Perkin Elmer Applied Biosystems, Foster City, California). La 
reacción de PCR TaqMan

TM
 emplea el uso de un oligonucleótido de interrogación no extensible, denominado sonda 

TaqMan™, que en realizaciones preferidas está diseñado para hibridarse con una secuencia rica en CpG situada 
entre los cebadores de amplificación directa e inversa. La sonda TaqMan

TM
 comprende además una "unidad 55 

estructural informadora" fluorescente y una "unidad estructural detenedora" unida covalentemente a unidades 
estructurales enlazadoras (por ejemplo, fosfora miditas) unidas a los nucleótidos del oligonucleótido TaqMan

TM
. Para 

ES 2 615 354 T3

 



18 

el análisis de metilación dentro de los ácidos nucleicos subsiguiente al tratamiento con bisulfito, se requiere que la 
sonda sea específica a la metilación, como se describe en la Patente de los Estados Unidos No. 6,331,393 (también 
incorporada por referencia en su totalidad) también conocida como ensayo MethyLight

TM
. Las variaciones en la 

metodología de detección de TaqMan
TM

 que son también adecuadas para uso con la presente descripción incluyen 
el uso de tecnología de doble sonda (Lightcycler

TM
) o cebadores de amplificación fluorescentes (tecnología 5 

Sunrise™). Ambas técnicas pueden adaptarse de una manera adecuada para usar con ADN tratado con bisulfito, y 
además para el análisis de metilación dentro de dinucleótidos CpG.  

En una realización preferida adicional del método, la cuarta etapa del método comprende el uso de extensión de 
oligonucleótido dirigida a plantilla, tal como MS-SNuPE como se describe en Gonzalgo & Jones, Nucleic Acids Res. 
25: 2529-2531, 1997.  10 

En otra realización adicional del método, la cuarta etapa del método comprende la secuenciación y el análisis 
subsiguiente de la secuencia del amplificado generado en la tercera etapa del método (Sanger F., et al., Proc Natl 
Acad Sci USA 74: 5463-5467, 1977). 

Mejor modo  

En la realización más preferida del método, los ácidos nucleicos genómicos se aíslan y se tratan según las tres 15 
primeras etapas del método descrito anteriormente, a saber:  

a) obtener, de un sujeto, una muestra biológica que tenga ADN genómico sujeto;  

b) extraer o aislar de otro modo el ADN genómico;  

c) tratar el ADN genómico de b), o un fragmento del mismo, con uno o más reactivos para convertir bases de 
citosina que están no metiladas en su posición 5 a uracilo u otra base que es detectablemente diferente a citosina en 20 
términos de propiedades de hibridación; y en donde  

d) la amplificación posterior al tratamiento en c) se realiza de una manera específica de metilación, concretamente 
mediante el uso de cebadores específicos de metilación u oligonucleótidos de bloqueo, y además en donde  

e) la detección de los amplificadores se lleva a cabo por medio de una sonda de detección en tiempo real, como se 
ha descrito anteriormente.  25 

Preferiblemente, cuando la posterior amplificación de d) se lleva a cabo por medio de cebadores específicos de 
metilación, como se ha descrito anteriormente, dichos cebadores específicos de metilación comprenden una 
secuencia que tiene una longitud de al menos 9 nucleótidos que se hibrida con una secuencia de ácido nucleico 
tratada de acuerdo con uno de SEQ ID NO: 5 a SEQ ID NO: 20 y secuencias complementarias a los mismos, en 
donde la secuencia de bases de dichos oligómeros comprende al menos un dinucleótido CpG.  30 

La etapa e) del método, es decir, la detección de los amplificadores específicos indicativos del estado de metilación 
de una o más posiciones CpG de al menos una secuencia genómica seleccionada del grupo que consiste en SEQ 
ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4 se lleva a cabo por medio de métodos de detección en tiempo real como se ha descrito 
anteriormente.  

Realizaciones adicionales de la invención proporcionan un método para el análisis del estado de metilación del ADN 35 
genómico de acuerdo con la invención sin necesidad de conversión de bisulfito. Se conocen métodos en la técnica 
en los que un reactivo de enzima de restricción sensible a la metilación o una serie de reactivos de enzima de 
restricción que comprenden reactivos de enzimas de restricción sensibles a la metilación que distinguen entre 
dinucleótidos CpG metilados y no metilados dentro de una región objetivo se utilizan para determinar la metilación, 
por ejemplo pero no limitándose a DMH. 40 

En la primera etapa de tales realizaciones adicionales, la muestra de ADN genómico se aísla de fuentes de tejido o 
celulares. El ADN genómico puede aislarse por cualquier medio estándar en la técnica, incluyendo el uso de kits 
comercialmente disponibles. En resumen, en el que el ADN de interés está encapsulado en una membrana celular, 
la muestra biológica debe ser interrumpida y sometida a lisis por medios enzimáticos, químicos o mecánicos. La 
solución de ADN puede entonces eliminarse de las proteínas y otros contaminantes, por ejemplo, mediante digestión 45 
con proteinasa K. El ADN genómico se recupera después de la solución. Esto puede llevarse a cabo por medio de 
una diversidad de métodos que incluyen saturación con sal, extracción orgánica o unión del ADN a un soporte en 
fase sólida. La elección del método se verá afectada por varios factores, incluyendo el tiempo, el gasto y la cantidad 
necesaria de ADN. Todos los tipos de muestras clínicas que comprenden materias neoplásicas o potencialmente 
neoplásicas son adecuados para su uso en el presente método, preferentemente líneas celulares, diapositivas 50 
histológicas, biopsias, tejido embebido en parafina, fluidos corporales, eyaculación, orina, plasma sanguíneo, suero 
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sanguíneo, células sanguíneas aisladas, células aisladas de la sangre y combinaciones de las mismas. Los fluidos 
corporales son la fuente preferida del ADN; se prefieren particularmente el plasma sanguíneo, suero sanguíneo, 
sangre entera, células sanguíneas aisladas y células aisladas de la sangre.  

Una vez que los ácidos nucleicos han sido extraídos, el ADN genómico de doble cadena se utiliza en el análisis. 

En una realización preferida, el ADN se puede escindir antes del tratamiento con enzimas de restricción sensibles a 5 
la metilación.  

Tales métodos son conocidos en la técnica y pueden incluir tanto medios físicos como enzimáticos. Particularmente 
preferido es el uso de una o una pluralidad de enzimas de restricción que no son sensibles a la metilación, y cuyos 
sitios de reconocimiento son ricos en AT y no comprenden dinucleótidos CG. El uso de tales enzimas permite la 
conservación de islas CpG y regiones ricas en CpG en el ADN fragmentado. Las enzimas de restricción no 10 
específicas de metilación se seleccionan preferiblemente del grupo que consiste en MseI, BfaI, Csp6I, Tru1I, Tvu1I, 
Tru9I, Tvu9I, MaeI y XspI. Particularmente preferido es el uso de dos o tres enzimas de este tipo. Particularmente 
preferido es el uso de una combinación de MseI, BfaI y Csp6I.  

El ADN fragmentado puede entonces ligarse a oligonucleótidos adaptadores con el fin de facilitar la posterior 
amplificación enzimática. La ligación de oligonucleótidos a fragmentos de ADN de extremo romos y adherente se 15 
conoce en la técnica y se lleva a cabo por medio de la desfosforilación de los extremos (por ejemplo, usando 
fosfatasa alcalina de ternera o camarón) y posterior ligación usando enzimas ligasa (por ejemplo, T4 ADN ligasa) en 
la presencia de dATPs. Los oligonucleótidos adaptadores tienen típicamente al menos 18 pares de bases de 
longitud. 

En la tercera etapa, el ADN (o sus fragmentos) es digerida entonces con una o más enzimas de restricción sensibles 20 
a la metilación. La digestión se lleva a cabo de tal manera que la hidrólisis del ADN en el sitio de restricción es 
informativa del estado de metilación de un dinucleótido CpG específico de RASSF2A.  

Preferiblemente se analizan una pluralidad de genes (en el presente documento también denominados "panel de 
genes"). Preferiblemente se analizan 2, 3 o 4 genes. En una realización del método, dicho panel comprende 
RASSF2A y al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en TFAP2E; HIST1H4K y GSTPi. Preferiblemente 25 
dicho grupo comprende el gen HIST1H4K.  

Preferiblemente, la enzima de restricción específica de metilación se selecciona del grupo que consiste en Bsi E1, 
Hga I HinPl, Hpy99I, Ava I, Bce AI, Bsa HI, BisI, BstUI, BshI236I, AccII, BstFNI, McrBC, GlaI, MvnI, HpaII (HapII), 
HhaI, AciI, SmaI, HinP1I HpyCH4IV, EagI y mezclas de dos o más de las enzimas anteriores. Se prefiere una mezcla 
que contiene las enzimas de restricción BstUI, HpaII, HpyCH4IV y HinP1I.  30 

En la cuarta etapa, que es opcional, pero una realización preferida, los fragmentos de restricción se amplifican. Esto 
se lleva a cabo preferiblemente usando una reacción en cadena de la polimerasa, y dichos amplificados pueden 
llevar marcadores detectables adecuados como se discutió anteriormente, a saber, marcadores de fluoróforos, 
radionúclidos y marcadores de masa. Particularmente preferida es la amplificación por medio de una enzima de 
amplificación y por lo menos dos cebadores que comprenden, en cada caso, una secuencia contigua de al menos 16 35 
nucleótidos de longitud que es complementaria o hibrida en condiciones moderadamente restrictivas o restrictivas a 
una secuencia seleccionada del grupo que consiste SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4, y sus complementos. 
Preferiblemente, dicha secuencia contigua tiene una longitud de al menos 16, 20 o 25 nucleótidos. En una 
realización alternativa, dichos cebadores pueden ser complementarios a cualquier adaptador unido a los fragmentos.  

En la quinta etapa se detectan los amplificados. La detección puede ser por cualquier medio estándar en la técnica, 40 
por ejemplo, pero sin limitarse a, análisis de electroforesis en gel, análisis de hibridación, incorporación de marcas 
detectables dentro de los productos de PCR, análisis de matriz de ADN, análisis MALDI o ESI. Preferiblemente dicha 
detección se lleva a cabo mediante hibridación con al menos un ácido nucleico o ácido nucleico peptídico que 
comprende en cada caso una secuencia contigua de al menos 16 nucleótidos de longitud que es complementaria o 
hibrida en condiciones moderadamente restrictivas o restrictivas a una secuencia seleccionada del grupo que 45 
consiste en SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4, y complementos de los mismos. Preferiblemente, dicha secuencia 
contigua tiene una longitud de al menos 16, 20 o 25 nucleótidos.  

Después de la determinación del estado o nivel de metilación de los ácidos nucleicos genómicos, se deduce la 
presencia, ausencia de trastornos proliferativos de células de próstata, más preferiblemente, se deduce carcinoma 
de próstata basándose en el estado o nivel de metilación de al menos una secuencia de dinucleótidos CpG de SEQ 50 
ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4, o un valor medio que refleja un estado de metilación promedio de una pluralidad de 
secuencias de dinucleótidos CpG de SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4 en las que la metilación está asociada con la 
presencia de células prostáticas proliferativas, lo más preferiblemente, cáncer de próstata. 

ES 2 615 354 T3

 



20 

Cuando dicha metilación se determina por medios cuantitativos, el punto de corte para determinar dicha presencia 
de metilación es preferiblemente cero (es decir, cuando una muestra despliega cualquier grado de metilación, se 
determina que tiene un estado metilado en la posición CpG analizada). Sin embargo, se prevé que el experto en la 
técnica pueda desear ajustar dicho valor de corte para proporcionar un ensayo de una sensibilidad o especificidad 
particularmente preferida. Por consiguiente, dicho valor de corte puede aumentarse (aumentando así la 5 
especificidad), dicho valor de corte puede estar dentro de un intervalo seleccionado del grupo que consiste en 0%-
5%, 5%-10%, 10%-15%, 15%-20%, 20%-30% y 30%-50%. Se prefieren particularmente los puntos de corte 10%, 
15%, 25% y 30%.  

Kits  

También se divulga aquí un kit que comprende: un medio para determinar la metilación de al menos un gen 10 
seleccionado del grupo que consiste en RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K y GSTPi. Los medios para determinar dicha 
metilación comprenden preferiblemente un reactivo que contiene bisulfito; uno o una pluralidad de oligonucleótidos 
consistentes en secuencias idénticas en cada caso, son complementarios o se hibridan bajo condiciones restrictivas 
o altamente restrictivas a un segmento de 9 o más preferentemente de 18 segmentos de base de una secuencia 
seleccionada de SEQ ID NO: 5 a SEQ ID NO: 20; y opcionalmente instrucciones para llevar a cabo y evaluar el 15 
método descrito de análisis de metilación. En una realización, la secuencia de bases de dichos oligonucleótidos 
comprende al menos un dinucleótido CpG, CpA o TpG.  

En una realización adicional, dicho kit puede comprender además reactivos estándar para realizar un análisis de 
metilación específico de posición CpG, en el que dicho análisis comprende una o más de las siguientes técnicas: 
MS-SNuPE, MSP, Methy-Light™, HeavyMethyl, COBRA y secuenciación de ácidos nucleicos. Sin embargo, un kit 20 
como se describe en el presente documento también puede contener sólo parte de los componentes antes 
mencionados.  

En una realización preferida, el kit puede comprender reactivos de conversión de bisulfito adicionales seleccionados 
del grupo que consiste en: regulador de desnaturalización de ADN; regulador de sulfonación; reactivos o kits de 
recuperación de ADN (por ejemplo, precipitación, ultrafiltración, columna de afinidad); regulador de desulfonación; y 25 
componentes de recuperación de ADN. 

En una realización alternativa adicional, el kit puede contener, empaquetados en recipientes separados, una 
polimerasa y un regulador de reacción optimizado para la extensión del cebador mediado por la polimerasa, tal como 
PCR. En otra realización, el kit comprende además medios para obtener una muestra biológica del paciente. Se 
prefiere un kit, que comprende además un recipiente adecuado para contener los medios para determinar la 30 
metilación de al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K y GSTPi en 
la muestra biológica del paciente, y más preferiblemente comprende además instrucciones para el uso e 
interpretación de los resultados del kit. En una realización preferida, el kit comprende: (a) un reactivo de bisulfito; (b) 
un recipiente adecuado para contener dicho reactivo de bisulfito y la muestra biológica del paciente; (c) al menos un 
conjunto de oligonucleótidos cebadores que contienen dos oligonucleótidos cuyas secuencias son idénticas en cada 35 
caso, son complementarios o se hibridan bajo condiciones restrictivas o altamente restrictivas a un segmento de 9 o 
más preferentemente 18 segmentos de base de una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 5 a SEQ ID NO: 20; 
y opcionalmente (d) instrucciones para el uso e interpretación de los resultados del kit. En una realización preferida 
alternativa el kit comprende: (a) un reactivo de bisulfito; (b) un recipiente adecuado para contener dicho reactivo de 
bisulfito y la muestra biológica del paciente; (c) al menos un oligonucleótido y/o oligómero de PNA que tiene una 40 
longitud de al menos 9 o 16 nucleótidos que es idéntica o hibrida a una secuencia de ácido nucleico pretratada de 
acuerdo con una de SEQ ID NO: 5 a SEQ ID NO: 20 y sus secuencias complementarias; y opcionalmente (d) 
instrucciones para el uso e interpretación de los resultados del kit.  

En una realización alternativa, el kit comprende: (a) un reactivo de bisulfito; (b) un recipiente adecuado para contener 
dicho reactivo de bisulfito y la muestra biológica del paciente; (c) al menos un conjunto de oligonucleótidos 45 
cebadores que contienen dos oligonucleótidos cuyas secuencias son idénticas en cada caso, son complementarios 
o se hibridan bajo condiciones restrictivas o altamente restrictivas a un segmento de 9 o más preferentemente 18 
segmentos de base de una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO: 5 a SEQ ID NO: 20; (d) al menos un 
oligonucleótido y/o oligómero de PNA que tiene una longitud de al menos 9 o 16 nucleótidos que es idéntica o 
hibrida a una secuencia de ácido nucleico pretratada de acuerdo con una de SEQ ID NO: 5 a SEQ ID NO: 20 y sus 50 
secuencias complementarias; y opcionalmente (e) instrucciones para el uso e interpretación de los resultados del kit.  

El kit también puede contener otros componentes tales como reguladores o soluciones adecuadas para bloquear, 
lavar o recubrir, envasados en un recipiente separado. 

También se describe un kit para uso en la determinación de la presencia y/o diagnóstico de trastornos proliferativos 
de células de próstata, más preferiblemente, carcinoma de próstata, comprendiendo dicho kit: un medio para medir 55 
el nivel de transcripción de al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K 
y GSTPi y un medio para determinar la metilación de al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en 
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RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K y GSTPi. Los reactivos típicos (por ejemplo, como se puede encontrar en un kit 
típico basado en COBRA

TM
) para el análisis COBRA

TM
 pueden incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR para 

al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K y GSTPi; enzima de 
restricción y regulador apropiado; oligo de hibridación génica; oligo de hibridación de control; quinasa para la sonda 
oligo; y nucleótidos marcados. Los reactivos típicos (por ejemplo, como puede encontrarse en un kit típico de 5 
MethyLight™) para el análisis MethyLight™ pueden incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR para la 
secuencia convertida con bisulfito de al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en RASSF2A; TFAP2E; 
HIST1H4K y GSTPi; sondas específicas de bisulfito (por ejemplo TaqMan

TM
 o Lightcycler

TM
); reguladores y 

desoxinucleótidos de PCR optimizados; y Taq polimerasa. Los reactivos típicos (por ejemplo, como se puede 
encontrar en un kit típico basado en MS-SNuPE™) para el análisis de Ms-SNuPE™ pueden incluir, pero no se 10 
limitan a: cebadores de PCR para un gen específico (o secuencia de ADN tratada con bisulfito o isla CpG); 
reguladores y desoxinucleótidos de PCR optimizados; kit de extracción de gel; cebadores de control positivo; 
cebadores Ms-SNuPE™ para la secuencia convertida con bisulfito  de al menos un gen seleccionado del grupo que 
consiste en RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K y GSTPi; regulador de reacción (para la reacción de Ms-SNuPE); y los 
nucleótidos marcados.  15 

Los reactivos típicos (por ejemplo, como podría encontrarse en un kit basado en MSP típico) para análisis de MSP 
pueden incluir, pero no se limitan a: cebadores de PCR metilados y no metilados para la secuencia convertida con 
bisulfito  de al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K y GSTPi, 
amortiguadores y desoxinucleótidos de PCR optimizados, y sondas específicas. 

También se divulga un kit alternativo que comprende un medio para determinar la metilación de al menos un gen 20 
seleccionado del grupo que consiste en RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K y GSTPi, en el que dichos medios 
comprenden preferiblemente al menos una enzima de restricción específica de la metilación; uno o una pluralidad de 
oligonucleótidos cebadores (preferiblemente uno o una pluralidad de pares de cebadores) adecuados para la 
amplificación de una secuencia que comprende al menos un dinucleótido CpG de una secuencia seleccionada del 
grupo que consiste en SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4 ; y opcionalmente instrucciones para llevar a cabo y evaluar el 25 
método descrito de análisis de metilación. En una realización, la secuencia de bases de dichos oligonucleótidos son 
idénticas, son complementarias o se hibridan en condiciones restrictivas o altamente restrictivas con un segmento de 
por lo menos 18 bases de una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4.  

En una realización adicional, dicho kit puede comprender una o una pluralidad de sondas de oligonucleótidos para el 
análisis de los fragmentos de digestión, preferiblemente dichos oligonucleótidos son idénticos, son complementarios 30 
o hibridan bajo condiciones restrictivas o altamente restrictivas a un segmento de por lo menos 16 bases de longitud 
de un  seleccionad del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4.  

En una realización preferida, el kit puede comprender reactivos adicionales seleccionados del grupo que consiste en: 
regulador (por ejemplo, enzima de restricción, PCR, almacenamiento o lavado de reguladores); reactivos o kits de 
recuperación de ADN (por ejemplo, precipitación, ultrafiltración, columna de afinidad) y componentes de 35 
recuperación de ADN.  

En una realización alternativa adicional, el kit puede contener, empaquetado en recipientes separados, una 
polimerasa y un regulador de reacción optimizado para la extensión del cebador mediado por la polimerasa, tal como 
PCR. En otra realización, el kit comprende además medios para obtener una muestra biológica del paciente. En una 
realización preferida, el kit comprende: (a) un reactivo de enzima de restricción sensible a la metilación; (b) un 40 
recipiente adecuado para contener dicho reactivo y la muestra biológica del paciente; (c) al menos un conjunto de 
oligonucleótidos uno o varios ácidos nucleicos o ácidos nucleicos peptídicos que son idénticos, son complementarios 
o se hibridan bajo condiciones restrictivas o altamente restrictivas a un segmento de al menos 9 bases de por lo 
menos una secuencia seleccionada del grupo que consta de SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4; y opcionalmente (d) 
instrucciones para el uso e interpretación de los resultados del kit. 45 

En una realización preferida alternativa el kit comprende: (a) un reactivo de enzima de restricción sensible a la 
metilación; (b) un recipiente adecuado para contener dicho reactivo y la muestra biológica del paciente; (c) al menos 
un conjunto de oligonucleótidos cebadores adecuados para la amplificación de una secuencia que comprende al 
menos un dinucleótido CpG de una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 
4; y opcionalmente (d) instrucciones para el uso e interpretación de los resultados del kit.  50 

En una realización alternativa, el kit comprende: (a) un reactivo de enzima de restricción sensible a la metilación; (b) 
un recipiente adecuado para contener dicho reactivo y la muestra biológica del paciente; (c) al menos un conjunto de 
oligonucleótidos cebadores adecuados para la amplificación de una secuencia que comprende al menos un 
dinucleótido CpG de una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4; (d) al 
menos un conjunto de oligonucleótidos uno o varios ácidos nucleicos o ácidos nucleicos peptídicos que son 55 
idénticos, son complementarios o se hibridan bajo condiciones restrictivas o altamente restrictivas a un segmento de 
al menos 9 bases de longitud de una secuencia seleccionada del grupo consistente en la SEQ ID NO: 1 a SEQ ID 
NO: 4 y opcionalmente (e) instrucciones para el uso e interpretación de los resultados del kit. 
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El kit también puede contener otros componentes tales como reguladores o soluciones adecuadas para bloquear, 
lavar o recubrir, envasados en un recipiente separado. 

También se divulga un kit para uso en proporcionar un diagnóstico de la presencia de trastornos proliferativos de 
células de próstata, más preferiblemente carcinoma de próstata en un sujeto por medio de análisis de enzimas de 
restricción sensibles a la metilación. Dicho kit comprende un recipiente y un componente de microarreglo de ADN. 5 
Dicho componente de microarreglo de ADN es una superficie sobre la cual una pluralidad de oligonucleótidos se 
inmoviliza en posiciones designadas y donde el oligonucleótido comprende al menos un sitio de metilación de CpG. 
Al menos uno de dichos oligonucleótidos es específico para al menos un gen seleccionado del grupo que consiste 
en RASSF2A; TFAP2E; HIST1H4K y GSTPi y comprende una secuencia de al menos 15 pares de bases de longitud 
pero no más de 200 bp de una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4. 10 
Preferiblemente dicha secuencia tiene al menos 15 pares de bases de longitud pero no más de 80 pb de una 
secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4. Se prefiere además que dicha 
secuencia sea al menos 20 pares de bases de longitud pero no más de 30 pb de una secuencia seleccionada del 
grupo que consiste en SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4. Dicho kit de prueba comprende además, de preferencia, un 
componente de enzima de restricción que comprende una o una pluralidad de enzimas de restricción sensibles a la 15 
metilación. 

En una realización adicional, dicho kit de prueba se caracteriza además porque comprende al menos una enzima de 
restricción específica de metilación, y en el que los oligonucleótidos comprenden un sitio de restricción de dichas al 
menos una enzima de restricción específica de metilación.  

El kit puede comprender además uno o varios de los siguientes componentes, que son conocidos en la técnica para 20 
el enriquecimiento de ADN: un componente proteico, uniéndose dicha proteína selectivamente al ADN metilado; un 
componente de ácido nucleico formador de tríplex, uno o una pluralidad de conectores, opcionalmente en una 
solución adecuada; sustancias o soluciones para llevar a cabo una ligación, por ejemplo ligasas, reguladores; 
sustancias o soluciones para realizar una cromatografía en columna; sustancias o soluciones para realizar un 
enriquecimiento basado en inmunología (por ejemplo inmunoprecipitación); sustancias o soluciones para llevar a 25 
cabo una amplificación de ácido nucleico, por ejemplo PCR; un colorante o varios colorantes, si es aplicable con un 
reactivo de acoplamiento, si es aplicable en una solución; sustancias o soluciones para llevar a cabo una hibridación; 
y/o sustancias o soluciones para llevar a cabo una etapa de lavado.  

También se divulga una composición de materia útil para detectar, o para diagnosticar carcinoma de próstata. 
Comprendiendo dicha composición al menos un ácido nucleico de 18 pares de bases de longitud de un segmento de 30 
la secuencia de ácido nucleico descrita en la SEQ ID NO: 5 a la SEQ ID NO: 20 y una o más sustancias tomadas del 
grupo que comprende: 1-5 mM de cloruro de magnesio, dNTP 100-500 µM, 0.5-5 unidades de taq polimerasa, 
albúmina de suero bovino, un oligómero en particular un oligonucleótido u oligómero peptídico de ácido nucleico 
(PNA), comprendiendo dicho oligómero al menos una secuencia de bases que tiene una longitud de al menos 9 
nucleótidos que es complementaria o hibrida en condiciones moderadamente restrictivas o restrictivas a un ADN 35 
genómico pretratado de acuerdo con una de las SEQ ID NO: 5 a SEQ ID NO: 20 y secuencias complementarias a 
las mismas. Se prefiere que dicha composición de materia comprenda una solución reguladora apropiada para la 
estabilización de dicho ácido nucleico en una solución acuosa y que permita reacciones basadas en polimerasa 
dentro de dicha solución. Los reguladores adecuados son conocidos en la técnica y están comercialmente 
disponibles. 40 

Preferiblemente, dicho al menos un ácido nucleico tiene al menos 50, 100, 150, 200, 250 o 500 pares de bases de 
longitud de un segmento de la secuencia de ácido nucleico descrita en la SEQ ID NO: 5 a la SEQ ID NO: 20.  

Aunque la presente invención se ha descrito con especificidad de acuerdo con algunas de sus realizaciones 
preferidas, los siguientes ejemplos sirven sólo para ilustrar la invención y no pretenden limitar la invención dentro de 
los principios y el alcance de las interpretaciones más amplias y configuraciones equivalentes de la misma.  45 

Ejemplo 1 

El objetivo del presente estudio era determinar la viabilidad de medir los marcadores de metilación del ADN para el 
cáncer de próstata (en lo sucesivo también denominado PCa) en fluidos corporales remotos. En este proceso se 
utilizó un flujo de procedimiento de alta calidad para la orina, se analizaron los marcadores candidatos mediante la 
tecnología de HeavyMethyl

TM
 (HM) (Cottrell et al., Nucleic Acids Res., 2004 Jan 13; 32(1): e10) y se demostró que el 50 

PCa desprende ADN que puede ser detectado por medio del análisis de metilación tanto en plasma como en orina 
con alta sensibilidad. Se estableció así que los marcadores analizados eran adecuados para el desarrollo de una 
prueba de cribado para PCa basada en el análisis de metilación del ADN.  
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Objetivos del estudio 

El propósito del presente estudio era realizar una investigación para determinar si los marcadores de metilación del 
ADN de PCa se pueden medir en un fluido corporal remoto. El estudio fue diseñado para identificar el analito óptimo 
para tal prueba y para generar especificidad y datos de rendimiento analítico para los candidatos marcadores.  

Marcadores de candidato y ubicación de los ensayos  5 

Los marcadores RASSF2 y TFAP2E se identificaron en base a su metilación en tejidos de cáncer de próstata, como 
se determinó en un estudio preliminar (no descrito en el presente documento). Los marcadores GSTPi y HIST1H4K 
habían sido previamente identificados en un estudio del solicitante publicado en la Solicitud de Patente WO 
2005/054517.  

El análisis de metilación se realizó por medio del HeavyMethyl
TM

. El genómico aislado es tratado con bisulfito para 10 
convertir citosinas no metiladas en uracilo, en las que se conservan las citosinas metiladas. Los fragmentos del ADN 
tratado con bisulfito que comprenden dinucleótidos CpG potencialmente metilados se amplifican a continuación 
mediante PCR. Los cebadores no cubren ninguna posición de citosina potencialmente metilada (es decir, no se 
hibridan con dinucleótidos CpG genómicos). La amplificación de fragmentos que comprenden dinucleótidos CpG no 
metilados se suprime por medio de un oligonucleótido de bloqueo que se hibrida con los dinucleótidos TG. Por 15 
consiguiente, sólo el ADN que se metiló en la muestra genómica se amplifica. Los fragmentos amplificados se 
detectan por medio de sondas marcadas detectablemente adecuadas para su uso en reacciones de PCR tales como 
sondas de detección en tiempo real.  

El cebador de ensayo y las sondas se proporcionan en el listado de secuencias adjunto como se indica en la Tabla 
2. 20 

GSTPi  

Ubicación cromosómica: 11q13  

Gen(es) cercano(s): El cebador directo GSTPi HM está justo corriente arriba del exón 1 y el cebador inverso está 
justo corriente abajo del exón 1 de GSTP1  

RASSF2A  25 

Ubicación cromosómica: 20pteros-p12.1 

Gen(es) cercano(s): con/en la isla CpG del intrón 1 de la transcripción v. 1 de RASSF2 

HIST1H4K  

Ubicación cromosómica: 6p22-21.3 

Gen(es) cercano(s): se superpone a HIST1H4K sin intrones 30 

TFAP2E  

Ubicación cromosómica: 1p34.3  

Gene(s) cercano(s): con/en intrón 3 de TFAP2E (~11 kb corriente abajo de txn de inicio) y ~20 kb corriente arriba de 
KIAA0319L txn de inicio (PKD-1 como gen) 

Estudio de tejidos  35 

El ensayo fue probado inicialmente en tejidos normales, NAT y PCa. Los candidatos marcadores que se analizaron 
en la prueba de tejido HM fueron muy específicos para la sangre normal y el tejido prostático normal. En contraste 
con los estudios anteriores se observó que el ADN de la tumor adyacente normal de próstata (NAT) es casi tan 
metilado como el ADN del tumor de próstata. El NAT (que puede contener BPH) es claramente distinto del tejido de 
BPH que se ha derivado de pacientes que no son portadores de tumor de próstata sin PSA elevado (el origen de 40 
muchas muestras de tejido de BPH en la prueba de tejido de MSP). De hecho, hay evidencia en la literatura que 
GSTP1 en NAT está metilado (Hanson et al., 2006).  

El rendimiento de los marcadores en +BPH normal en comparación con PCa se proporciona en la Tabla 3 y la figura 
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1.  

Análisis remoto de analitos  

Con el fin de maximizar el equivalente de analito en ensayos de PCR en tiempo real (equivalentes de 1.5 ml), el 
número máximo de ensayos en el estudio se limitó a cuatro, realizado cada ensayo en duplicado para cada muestra.  

Recolección de muestra  5 

Para este estudio, se recolectaron muestras de plasma y orina de un total de 191 hombres, incluyendo 91 varones 
con cáncer de próstata confirmado por biopsia, 51 varones sin cáncer detectados por biopsia (posteriormente 
diagnosticados con HPB) y 50 jóvenes varones sanos. En todos los análisis, la clase positiva se compone de las 
muestras PCa. 

Al diseñar el presente estudio, la definición de la clase negativa fue un problema ya que no existe un método de 10 
detección que excluya la presencia de PCa con 100% de certeza. La biopsia tiene una tasa de diagnóstico negativo 
falso de al menos el 10% (Djavan et al., 2000; Ming et al., 2002; Gupta et al, 2005; Hanley et al., 2006), mientras que 
la medición del PSA es propensa tanto a los falsos negativos y falsos positivos. Debido a que el objetivo principal del 
estudio era demostrar la viabilidad de medir los marcadores metilados de PCa en un fluido corporal remoto, se 
centró en una clase negativa que minimizó la probabilidad de falsos positivos. En consecuencia, los jóvenes varones 15 
sanos fueron elegidos como la clase negativa "verdadera". Se argumentó que los varones jóvenes sanos sin 
antecedentes familiares de cáncer de próstata deberían ser verdaderamente negativos para la PCa. 

Debido a que una realización de la prueba PCa es como un seguimiento de diagnóstico de PSA, también se incluyó 
una segunda clase negativa de biopsia negativa, muestras de HBP. Un factor potencialmente confuso en esta clase 
es la probable presencia de biopsias falsas negativas.  20 

En cinco casos de PCa, sólo se recogió una muestra de plasma y en diez casos adicionales sólo se recogió una 
muestra de orina. Las muestras se recogieron en múltiples sitios. La orina se recogió después de un masaje 
prostático, las muestras tanto de plasma como de orina se obtuvieron antes de cualquier tratamiento para PCa. Los 
criterios de inclusión y exclusión fueron diseñados para asegurar que los pacientes analizados reflejen los pacientes 
potenciales que usarían las pruebas de detección de PCa.  25 

Los siguientes criterios de inclusión y exclusión se aplicaron a los pacientes sometidos a biopsia: Criterios de 
inclusión:  

• Indicación de biopsia (PSA elevado y/o DRE sospechoso)  

• Biopsia programada dentro de 1 semana después de la recolección de la muestra  

• Edad 40-80  30 

Criterios de exclusión:  

Cualquier tratamiento previo para el cáncer de próstata  

Historial de cáncer o enfermedad grave en los últimos 5 años  

Síntomas de la infección del tracto urinario  

Los siguientes criterios se aplicaron a los hombres sanos del grupo de control:  35 

Criterios de inclusión:  

• Masculino  

• Edad 18-30  

Criterios de exclusión:  

Cualquier tratamiento previo o síntomas de cáncer de próstata o enfermedad de la próstata 40 
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Historial de cáncer o enfermedad grave en los últimos 5 años  

Síntomas de infección del tracto urinario  

Datos del paciente y características del tumor  

La Tabla 4 muestra la puntuación de Gleason (cuando corresponda) de las muestras de pacientes. Los valores 
medios de PSA para las muestras de cáncer de próstata, HGPIN y biopsia negativa fueron 18.2 ± 33.1, 7.0 ± 3.0 y 5 
8.8 ± 5.2, respectivamente. El cáncer de próstata, HGPIN y las clases negativas de biopsia se diagnosticaron 
después de la recolección de muestras a través de la biopsia de próstata. El número medio de núcleos de biopsia 
para todas las clases de muestra fue 8, aunque hubo alguna variación entre los proveedores.  

La extracción de ADN y el tratamiento con bisulfito se llevaron a cabo de acuerdo con protocolos estandarizados. 
Para cada ensayo, se hicieron funcionar 1.5 ml de equivalente de analito por duplicado.  10 

Rendimiento de los marcadores, consideraciones generales  

El objetivo inicial del estudio era desarrollar un panel de marcadores dirigidos como seguimiento de diagnóstico a 
pruebas de PSA de 2.5 ng/ml o más para hombres mayores de 50 años de edad para discriminar el cáncer de 
próstata de condiciones no cancerosas. Tal prueba podría ampliarse como una prueba de detección de cáncer de 
próstata más específica que competiría con pruebas de PSA debido a un rendimiento superior. En el presente 15 
estudio analizamos los datos de dos maneras diferentes: (i) utilizamos cáncer de próstata y muestras de biopsia 
negativa para evaluar el desempeño de los marcadores en el seguimiento de la prueba de PSA (aplicación 
diagnóstica) y (ii) usamos cáncer de próstata y todas las muestras no cancerígenas (biopsias negativas y 
saludables) para medir el desempeño de los marcadores en la prueba de detección (aplicación de tamizaje). 
Presentamos el rendimiento de los marcadores para el plasma y la orina por separado, también proporcionamos 20 
análisis de datos para marcadores individuales y paneles de marcadores. Todos los datos se informan como valores 
de metilación brutos logarítmicos medios.  

Como prueba de selección primaria, el panel marcador preferiblemente identificaría PCa en hombres mayores de 50 
años con una especificidad mejorada con respecto a PSA. Todos los análisis de aplicaciones de cribado utilizan las 
muestras de PCa como la clase positiva. Para los fines del presente estudio, analizamos los datos para la aplicación 25 
de cribado con dos clases negativas alternativas. La primera clase negativa analizó a los 50 varones sanos jóvenes 
con mínima probabilidad de PCa no detectada. Aunque esta clase negativa representa un negativo de prueba 
"verdadera", no está adaptada a la edad para la población de cribado de PCa objetivo y no incluye ninguna clase 
probable de falsos positivos, por ejemplo BPH. Por lo tanto, realizamos un segundo análisis en el que se analizaron 
los 50 controles jóvenes sanos y los 51 controles negativos de biopsia como una clase negativa de 101 muestras.  30 

En promedio, se realizan aproximadamente 20.000.000 pruebas de PSA cada año en los EE.UU. con sólo 
aproximadamente 1.000.000 de casos que llegan a biopsia (de los cuales aproximadamente 750.000 biopsias son 
innecesarias). Por lo tanto, menos del 5% de los individuos que son cribados actualmente por PSA caen en la clase 
negativa que se representa por PSABPH positivo elevado, mientras que la gran mayoría de la población de cribado 
de objetivo cae en el PSA de baja clase negativa. Mientras que la clase negativa de solo varones jóvenes sanos 35 
puede representar una sobrestimación de la capacidad discriminatoria de nuestros marcadores, la clase negativa 
combinada de varones jóvenes sanos más varones negativos de biopsia igualada por edad puede representar una 
subestimación de la capacidad discriminatoria de nuestros marcadores.  

La sensibilidad y la especificidad de marcadores individuales (sencillos) probados por PCR en tiempo real en orina 
postmasaje prostático de pacientes con cáncer de próstata versus pacientes con biopsia negativa y sujetos de 40 
control sanos se muestran en la Tabla 5. La figura 2 muestra los ensayos HM en tiempo real de PCR de orina 
postmasaje prostático de PCa y clase I negativa (individuos sanos). La figura 3 muestra los ensayos de PCR en 
tiempo real HM de orina postmasaje prostático de PCa y clase II negativa (individuos sanos más biopsias negativas).  

La sensibilidad y especificidad de los marcadores individuales (sencillos) probados por PCR en tiempo real en 
plasma de pacientes de cáncer de próstata frente a pacientes con biopsia negativa y sujetos de control sanos se 45 
muestra en la Tabla 6. La figura 4 muestra los ensayos de PCR HM en tiempo real de plasma de PCa y clase I 
negativa (individuos sanos). La figura 5 muestra los ensayos de PCR en tiempo real HM de plasma de PCa y clase II 
negativa (individuos sanos más biopsias negativas).  

Como se ilustra en la Tabla 7, en todas las comparaciones negativas de clase y para todos los marcadores, la orina 
fue el analito más sensible.  50 

Correlación de los marcadores con la puntuación de Gleason  
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Las cantidades crecientes de ADN marcador metilado se correlacionaron con el aumento de la puntuación de 
Gleason para todos los marcadores en plasma. Esto fue cierto para muestras con grandes cantidades de ADN 
marcador metilado en la orina (véanse especialmente los marcadores TFAP2E y RASSF2A), pero en general la 
correlación fue menos fuerte en el ADN de la orina que en el ADN del plasma. El PSA como marcador de PCa en 
pacientes con PSA elevado (>4 ng/ml) también se correlacionó con el aumento de la puntuación de Gleason.  5 

El rendimiento de los paneles marcadores de cribado para distinguir PCa de la clase I negativa (varones sanos) en 
la orina se proporciona en la Tabla 8. 

El rendimiento de los paneles marcadores de detección para distinguir PCa de la clase II negativa (varones sanos 
más biopsia negativa) en la orina, se proporciona en la Tabla 9. 

El rendimiento de los paneles marcadores de selección para distinguir PCa de la clase I negativa (varones sanos) en 10 
plasma se proporciona en la Tabla 10.  

El rendimiento de los paneles marcadores de selección para distinguir PCa de la clase II negativa (varones sanos 
más biopsia negativa) en plasma se proporciona en la Tabla 11.  

Rendimiento del marcador en la aplicación de diagnóstico: Seguimiento al PSA  

Como marcador de seguimiento de la prueba de PSA, los marcadores preferiblemente identificarían PCa en 15 
hombres mayores de 50 años que han sido clasificados como individuos de alto riesgo debido a PSA elevado (>2.5 
ng/ml). Esta es una aplicación y un análisis distintos y requiere una mayor discriminación en comparación con la 
prueba de detección. Los falsos positivos en esta aplicación surgen de la elevada PSA, biopsia negativa clase BPH. 
Una vez más, las muestras PCa representan la clase positiva. Para los fines de una aplicación de seguimiento de 
diagnóstico, analizamos los datos utilizando una sola clase negativa compuesta por las 51 muestras negativas de 20 
biopsia. Los AUC de los marcadores probados por PCR en tiempo real en orina postmasaje prostático y plasma de 
pacientes con cáncer de próstata y pacientes con biopsia negativa se proporciona en la Tabla 12.  

A partir de dicha tabla puede observarse que para todos los marcadores de metilación analizados, la orina fue el 
analito más sensible. Para el PSA total (tratado aquí como un marcador adicional para determinar si hay más 
información proporcionada después de la indicación >4 ng/ml para la biopsia), no hubo diferencias en la sensibilidad 25 
entre la orina y el plasma.  

Rendimiento de los paneles marcadores 

Con el fin de proporcionar una mejor precisión, las combinaciones de marcadores se evaluaron tanto cualitativa 
como cuantitativamente.  

La Tabla 13 proporciona el rendimiento de los paneles marcadores de diagnóstico para distinguir la PCa de la 30 
biopsia negativa en la orina.  

La Tabla 14 proporciona el rendimiento de los paneles marcadores de diagnóstico para distinguir PCa de biopsia 
negativa en plasma.  

Discusión 

El estudio se realizó sobre muestras de plasma y/u orina recogidas de 91 pacientes con PCa, 51 pacientes con 35 
biopsia negativa (diagnosticada con HBP) y 50 jóvenes sanos. Se utilizaron ensayos de PCR en tiempo real HM

TM
 

para medir la metilación del ADN de los marcadores candidatos. La cantidad de ADN marcador metilado se 
correlacionó con PCa tanto en plasma como en orina, con ADN de orina mostrando mayor sensibilidad. Como 
prueba de detección (discriminación del cáncer de PCa de controles sanos usando analito de orina), los candidatos 
marcadores de anclaje GSTPi, RASSF2A, HIST1H4K y TFAP2E tienen una sensibilidad del 63%, 74%, 69% y 47% 40 
con una especificidad del 96%, respectivamente. Como marcador de seguimiento de la prueba de PSA 
(discriminación de PCa de controles negativos de biopsia, todos con PSA elevado), los marcadores tienen una 
sensibilidad del 23%, 18%, 28% y 23% con especificidad del 95%, respectivamente. Un panel de selección 
cuantitativo de marcadores RASSF2A y HIST1H4K produjo un 94% de sensibilidad con una especificidad del 88% 
frente a individuos sanos. Un panel de diagnóstico cuantitativo de los marcadores GSTPi y PSA arrojó un 83% de 45 
sensibilidad con un 45% de especificidad. El desempeño de estos marcadores se compara bien con el desempeño 
de PSA (18% de sensibilidad al 98% de especificidad para hombres <60 años y 19% de sensibilidad al 94% de 
especificidad para hombres >60 años) en la población de cribado (Punglia et al.). La metilación de todos los 
marcadores se correlacionó bien con la puntuación de Gleason en el ADN plasmático, pero la correlación fue menos 
fuerte en el ADN de la orina.  50 
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Conclusiones 

Al completarse la presente investigación, se demostró que los biomarcadores de cáncer de próstata basados en 
ADN metilado pueden medirse en plasma y orina, mostrando el ADN de orina una mayor sensibilidad que el plasma. 
Además, se identificaron los marcadores de metilación del ADN que discriminan a los pacientes con PCa de 
controles sanos y aquellos con hiperplasia benigna de próstata (HBP). Las principales conclusiones del presente 5 
estudio son las siguientes:  

• Los marcadores metilados de cáncer de próstata se pueden medir tanto en plasma como en orina de pacientes con 
PCa.  

• Identificación de marcadores que discriminan a pacientes con PCa de aquellos sin PCa.  

Tabla 1: Genes y secuencias de acuerdo con la presente divulgación 10 

Gen SEQ ID NO: 
Genómica 

Cadena en 
sentido metilada 
convertida con 

bisulfito 

Cadena 
antisentido 
metilada 

convertida con 
bisulfito 

Cadena en sentido 
no metilada 

convertida con 
bisulfito 

Cadena antisentido 
no metilada 

convertida con 
bisulfito 

RASSF2A  1 5 6 13 14 

TFAP2E 2 7 8 15 16 

HIST1H4K 3 9 10 17 18 

GSTPi 4 11 12 19 20 

 

Tabla 2: Componentes de ensayo según el Ejemplo 1 

Gen Cebador de 
avance 

Cebador de 
retroceso 

Bloqueador Oligo de 
detección   

GSTPi 21 22 23 24 

HIST1H4K 25 26 27 28 

RASSF2A 29 30 31 32 

TFAP2E 33 34 35 36 

 

Tabla 3: Análisis de rendimiento de los marcadores (normal más BPH y PCa) en la prueba en tejido de acuerdo con 
el Ejemplo 1. 

Marcador AUC Sensibilidad Especificidad 

GSTPi 0.90 0.83 0.91 

HIST1H4K 0.91 0.83 0.91 

RASSF2A 0.93 0.75 0.91 

TFAP2E NA NA NA 
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Tabla 4: Muestras remotas según el Ejemplo 1. 

Tipo de muestra No. de muestras 

Cáncer de Próstata - Puntuación Gleason   

4 1 

5 5 

6 33 

7 39 

8 8 

9 4 

No hay puntuación disponible   1 

Cáncer de Próstata Total:  91 

Biopsia negativa  51 

Control sano  50 

 

Tabla 5: Sensibilidad y especificidad de los marcadores individuales probados por PCR en tiempo real en orina 
postmasaje prostático de pacientes con cáncer de próstata, pacientes con biopsia negativa y sujetos de control 

sanos. 

Marcador  Negativo Clase I: Sano Negativo Clase II: Sano + Biopsia (-)  

  

 

Sens/Espec Valor de 
Wilcoxon p 

AUC Sens/Espec Valor de 
Wilcoxon p 

GSTPi  0.89  0.63/0.96 0 0.79 0.31/0.96 0 

RASSF2A  0.90 0.74/0.96 0 0.79 0.24/0.96 0 

HIST1H4K  0.91 0.69/0.96 0 0.77 0.36/0.96 0 

TFAP2E 0.86 0.47/0.96 0 0.77 0.27/0.96 0 

 

Tabla 6: Sensibilidad y especificidad de los marcadores individuales probados por PCR en tiempo real en plasma de 
pacientes con cáncer de próstata, pacientes con biopsia negativa y sujetos de control sanos. 

Marcador  Negativo Clase I: Sano Negativo Clase II: Sano + Biopsia (-)  

  Sens/Espec Valor de 
Wilcoxon p 

AUC Sens/Espec Valor de 
Wilcoxon p 

GSTPi/GSTP1 0.61  0.17/0.96 0.0063 0.58 0.71/0.95 0.0183 

RASSF2A  0.68 0.37/1.00 0 0.64 0.20/0.95 0 
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HIST1H4K  0.64 0.26/0.96 5e
-04

 0.56 0.16/0.95 0.0572 

TFAP2E 0. 16 0.22/1.00 4e
-04

 0.56 0.09/0.95 0.0128 

 

Tabla 7 

Marcador Negativo Clase I: Salno Negativo Clase II: Sano + Biopsia (-) 

AUC de la orina  AUC del plasma AUC de la orina  AUC del plasma 

GSTPi/GSTP1 0.89  0.61  0.69  0.55 

RASSF2A  0.90  0.68  0.66  0.60  

HIST1H4K  0.91  0.64  0.64  0.50 

TFAP2E 0.86  0.61  0.65  0.52 

 

Tabla 8: Rendimiento de los paneles marcadores de cribado para distinguir PCa de la clase I negativa (varones 
sanos) en la orina 

Panel de marcadores    % Sens PCa    % Espec. Sano 

Marcadores cuantitativos individuales:   

RASSF2A  74  96 

HIST1H4K  69 96 

GSTPi  63 96 

TFAP2E  46 100 

Paneles Cualitativos:   

GSTPi+HIST1H4K 79 98 

RASSF2A+HIST1H4K 94 88 

Paneles Cualitativos:   

RASSF2A+HIST1H4K 94 88 

quadSVM (todos los marcadores, sin PSA) 79 98 

 

Tabla 9 

Panel de marcadores    % Sens PCa    % Espec. Sano + Biopsia (-)  

Marcadores únicos cuantitativos:   

RASSF2A  74  76 
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HIST1H4K  69 68 

GSTPi  63 80 

TFAP2E  46 88 

Paneles Cualitativos:   

GSTPi+HIST1H4K 79 72 

RASSF2A+HIST1H4K 94 54 

Paneles Cualitativos:   

RASSF2A+HIST1H4K 94 58 

quadSVM (todos los marcadores, sin PSA) 79 76 

 

Tabla 10: Rendimiento de los paneles marcadores de cribado para distinguir PCa de la clase I negativa (varones 
sanos) en plasma 

Panel de marcadores    % Sens PCa    % Espec. Sano  

Marcadores únicos cuantitativos:   

RASSF2A  37  100 

HIST1H4K  26 96 

GSTPi  17 94 

TFAP2E  22 100 

Paneles Cualitativos:   

RASSF2A+HIST1H4K 41 98 

Paneles Cualitativos:   

RASSF2A+TFAP2E (TFAP2E utilizado para normalizar) 32 100 

quadSVM (todos los marcadores, sin PSA) 39 96 

 

Tabla 11 

Panel de marcadores    % Sens PCa    % Espec. Sano + Biopsia (-)  

Marcadores cuantitativos individuales:   

RASSF2A  37  91 

HIST1H4K  26 88 

GSTPi  17 95 
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TFAP2E  22 92 

Paneles cualitativos:   

RASSF2A+HIST1H4K 41 88 

Paneles cualitativos:   

RASSF2A+TFAP2E (TFAP2E utilizado para normalizar) 32 92 

quadSVM (todos los marcadores, sin PSA) 39 94 

 

Tabla 12 

Marcador  PCa vs. Biopsia (-)  

AUC de la orina  AUC del plasma 

GSTPi/ GSTP1  0.69  0.55 

RASSF2 A  0.66  0.60 

HIST1H4K  0.64  0.50 

TFAP2E  0.65  0.52 

***PSA  0.56  0.56 

*** Prueba si el PSA contiene información adicional más allá de lo que fue aportado por la indicación de corte de >4 
ng/ml para la biopsia de próstata.  

 

Tabla 13 

Panel marcador  % Sens PCa % Espec. Biopsia (-) 

Marcadores cuantitativos individuales:   

RASSF2A  74  55 

HIST1H4K  69  41 

GSTPi  63  64 

TFAP2E  46  77 

Paneles cualitativos:   

GSTPi+HIST1H4K  79  46 

RASSF2A+HIST1H4K  94  21 

Paneles cualitativos:   

RASSF2A+HIST1H4K  94  27 
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GSTPi+PSA  83  45 

quadSVM (todos marcadores, sin PSA)  79  55 

 

Tabla 14 

Panel marcador % Sens PCa % Espec. Biopsia (-) 

Marcadores únicos cuantitativos:   

RASSF2A  37  82 

HIST1H4K  26  79 

GSTPi  17  96 

TFAP2E  22  84 

Paneles cualitativos:   

RASSF2A+HIST1H4K  41  79 

Paneles cualitativos:   

RASSF2A+TFAP2E (TFAP2E usado para normalizar)  32  85 

RASSF2A+TFAP2E+PSA (TFAP2E usado para normalizar)  94  22 

quadSVM (todos los marcadores, sin PSA)  39  91 

quadSVM (todos los marcadores+PSA)  48  87 

 

Ejemplo 1 

El objetivo del presente estudio fue determinar la viabilidad de medir los marcadores de metilación del ADN para el 5 
cáncer de próstata (en lo sucesivo también denominado PCa) en fluidos corporales remotos. En este proceso se 
utilizó un flujo de procedimiento de alta calidad para la orina, se analizaron los marcadores candidatos mediante la 
tecnología de HeavyMethyl

TM
 (HM) (Cottrell et al., Nucleic Acids Res., 2004 Jan 13; 32(1): e10 y se demostró que el 

PCa desprende ADN que puede detectarse mediante análisis de metilación tanto en plasma como en orina con alta 
sensibilidad, estableciendo así que los marcadores analizados son adecuados para el desarrollo de una prueba de 10 
cribado para PCa basada en el análisis de metilación del ADN.  

Objetivos del estudio  

El propósito del presente estudio fue realizar una investigación para determinar si los marcadores de metilación del 
ADN de PCa se pueden medir en un fluido corporal remoto. El estudio fue diseñado para identificar el analito óptimo 
para tal prueba y para generar especificidad y datos de rendimiento analítico para los candidatos marcadores.  15 

Marcadores de candidato y ubicación de los ensayos  

Los marcadores RASSF2 y TFAP2E se identificaron en base a su metilación en tejidos de cáncer de próstata, como 
se determinó en un estudio preliminar (no descrito en el presente documento). Los marcadores GSTPi y HIST1H4K 
habían sido previamente identificados en un estudio del solicitante publicado en la Solicitud de Patente WO 
2005/054517.  20 

El análisis de metilación se realizó por medio del HeavyMethyl
TM

. El genómico aislado es tratado con bisulfito para 
convertir citosinas no metiladas en uracilo, en las que se conservan las citosinas metiladas. Los fragmentos del ADN 
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tratado con bisulfito que comprenden dinucleótidos CpG potencialmente metilados se amplifican a continuación 
mediante PCR. Los cebadores no cubren ninguna posición de citosina potencialmente metilada (es decir, no se 
hibridan con dinucleótidos CpG genómicos). La amplificación de fragmentos que comprenden dinucleótidos CpG no 
metilados se suprime por medio de un oligonucleótido de bloqueo que se hibrida con los dinucleótidos TG. Por 
consiguiente, sólo el ADN que se metiló en la muestra genómica se amplifica. Los fragmentos amplificados se 5 
detectan por medio de sondas marcadas detectablemente adecuadas para su uso en reacciones de PCR tales como 
sondas de detección RealTime.  

El cebador de ensayo y las sondas se proporcionan en el listado de secuencias adjunto como se indica en la Tabla 
2. 

GSTPi  10 

Ubicación cromosómica: 11q13  

Gen(es) cercano(s): El cebador directo GSTPi HM está justo corriente arriba del exón 1 y el cebador inverso está 
justo corriente abajo del exón 1 de GSTP1 

RASSF2A  

Ubicación cromosómica: 20pter-p12.1  15 

Gen(es) cercano(s): con/en la isla CpG del intrón 1 de la transcripción del v. 1 de RASSF2 

HIST1H4K  

Ubicación cromosómica: 6p22-21.3  

Gen(es) cercano(s): Se superpone a HIST1H4K sin intrones 

TFAP2E  20 

Ubicación cromosómica: 1p34.3  

Gene(s) cercano(s): con/en intrón 3 de TFAP2E (~11 kb corriente abajo de txn de inicio) y ~20 kb corriente arriba de 
KIAA0319L txn de inicio (PKD-1 como gen)  

Estudio de tejidos 

El ensayo se probó inicialmente en tejidos normales, NAT y PCa. Los candidatos marcadores que se analizaron en 25 
la prueba de tejido HM fueron muy específicos para la sangre normal y el tejido prostático normal. En contraste con 
los estudios anteriores se observó que el ADN de la próstata normal tumor adyacente (NAT) es casi tan metilado 
como el ADN del tumor de próstata. El NAT (que puede contener BPH) es claramente distinto del tejido de BPH que 
se ha derivado de pacientes que no son portadores de tumor de próstata sin PSA elevado (el origen de muchas 
muestras de tejido de BPH en la prueba de tejido de MSP). De hecho, hay evidencia en la literatura que GSTP1 en 30 
NAT está metilado (Hanson et al., 2006).  

El rendimiento de los marcadores en normal + BPH en comparación con PCa se proporciona en la Tabla 3 y la figura 
1. 

Análisis remoto de analitos  

Con el fin de maximizar el equivalente de analito en ensayos de PCR en tiempo real (equivalentes de 1.5 ml), el 35 
número máximo de ensayos en el estudio se limitó a cuatro, realizándose cada ensayo en duplicado para cada 
muestra.  

Recolección de muestras   

Para este estudio, se recogieron muestras de plasma y orina de un total de 191 hombres, incluyendo 91 hombres 
con cáncer de próstata confirmado por biopsia, 51 varones sin cáncer detectado por biopsia (posteriormente 40 
diagnosticados con HPB) y 50 jóvenes varones sanos. En todos los análisis, la clase positiva se compone de las 
muestras PCa.  
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Al diseñar el presente estudio, la definición de la clase negativa fue un problema ya que no existe un método de 
detección que excluya la presencia de PCa con 100% de certeza. La biopsia tiene una tasa de diagnóstico negativo 
falso de al menos el 10% (Djavan et al., 2000; Ming et al., 2002; Gupta et al, 2005; Hanley et al., 2006), mientras que 
la medición del PSA es propensa tanto a los falsos negativos como a los falsos positivos. Debido a que el objetivo 
principal del estudio era demostrar la viabilidad de medir los marcadores metilados de PCa en un fluido corporal 5 
remoto, se centró en una clase negativa que minimizó la probabilidad de falsos positivos. En consecuencia, los 
jóvenes varones sanos fueron elegidos como la clase negativa "verdadera". Se argumentó que los varones jóvenes 
sanos sin antecedentes familiares de cáncer de próstata deberían ser verdaderamente negativos para la PCa.  

Debido a que una realización del ensayo de PCa es como un seguimiento de diagnóstico al PSA, también se incluyó 
una segunda clase negativa de muestras de BPH negativas de biopsia. Un factor potencialmente confuso en esta 10 
clase es la probable presencia de biopsias falsas negativas. 

En cinco casos de PCa, sólo se recogió una muestra de plasma y en diez casos adicionales solo se recogió una 
muestra de orina. Las muestras se recogieron en múltiples sitios. La orina se recogió después de un masaje 
prostático, tanto plasma y muestras de orina se obtuvieron antes de cualquier tratamiento para PCa. Los criterios de 
inclusión y exclusión fueron diseñados para asegurar que los pacientes analizados reflejen los pacientes potenciales 15 
que usarían las pruebas de detección de PCa.  

Los siguientes criterios de inclusión y exclusión se aplicaron a los pacientes sometidos a biopsia:  

Criterios de inclusión:  

• Indicación de biopsia (PSA elevado y/o DRE sospechoso)  

• Biopsia programada dentro de 1 semana después de la recolección de la muestra  20 

• Edad 40-80  

Criterios de exclusión:  

Cualquier tratamiento previo para el cáncer de próstata  

Historial de cáncer o enfermedad grave en los últimos 5 años  

Síntomas de infección del tracto urinario  25 

Los siguientes criterios se aplicaron a los hombres sanos del grupo de control:  

Criterios de inclusión:  

• Masculino  

• Edad 18-30  

Criterios de exclusión:  30 

Cualquier tratamiento previo o síntomas de cáncer de próstata o enfermedad de la próstata 

Historial de cáncer o enfermedad grave en los últimos 5 años  

Síntomas de infección del tracto urinario  

Datos del paciente y características del tumor  

La Tabla 4 muestra la puntuación de Gleason (cuando corresponda) de las muestras de pacientes. Los valores 35 
medios de PSA para las muestras de cáncer de próstata, HGPIN y biopsia negativa fueron 18.2 ± 33.1, 7.0 ± 3.0 y 
8.8 ± 5.2, respectivamente. El cáncer de próstata, HGPIN y las clases negativas de biopsia se diagnosticaron 
después de la toma de muestras a través de la biopsia de próstata. El número medio de núcleos de biopsia para 
todas las clases de muestra fue 8, aunque hubo alguna variación entre los proveedores.  

La extracción de ADN y el tratamiento con bisulfito se llevó a cabo de acuerdo con protocolos estandarizados. Para 40 
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cada ensayo, se hicieron funcionar 1.5 ml de equivalente de analito por duplicado. 

Rendimiento del marcador, consideraciones generales  

El objetivo inicial del estudio era desarrollar un panel de marcadores dirigidos como un seguimiento de diagnóstico a 
pruebas de PSA de 2.5 ng/ml o más para hombres mayores de 50 años de edad para discriminar el cáncer de 
próstata de condiciones no cancerosas. Tal prueba podría ampliarse como una prueba de detección de cáncer de 5 
próstata más específica que competiría con pruebas de PSA debido a un rendimiento superior. En el presente 
estudio analizamos los datos de dos maneras diferentes: (i) utilizamos muestras de cáncer de próstata y biopsia 
negativa para evaluar el desempeño de los marcadores en el seguimiento de la prueba de PSA (aplicación 
diagnóstica) y (ii) usamos muestras de cáncer de próstata y todas las no cancerígenas (biopsias negativas y 
saludables) para medir el desempeño de los marcadores en la prueba de detección (aplicación de tamizaje). 10 
Presentamos el rendimiento de los marcadores para el plasma y la orina por separado, también proporcionamos 
análisis de datos para marcadores individuales y paneles de marcadores. Todos los datos se informan como valores 
de metilación brutos medios logarítmicos.     

Como prueba de selección primaria, el panel marcador preferiblemente identificaría PCa en hombres mayores de 50 
años con una especificidad mejorada con relación al PSA. Todos los análisis de aplicaciones de cribado utilizan las 15 
muestras de PCa como la clase positiva. Para los fines del presente estudio, analizamos los datos para la aplicación 
de cribado con dos clases negativas alternativas. La primera clase negativa analizó a los 50 varones sanos jóvenes 
con mínima probabilidad de PCa no detectada. Aunque esta clase negativa representa un negativo de prueba 
"verdadera", no está adaptada a la edad para la población de cribado de PCa objetivo y no incluye ninguna clase 
probable de falsos positivos, por ejemplo BPH. Por lo tanto, realizamos un segundo análisis en el que se analizaron 20 
los 50 controles jóvenes sanos y los 51 controles negativos de biopsia como una clase negativa de 101 muestras. 

En promedio, se realizan aproximadamente 20.000.000 de exámenes de PSA cada año en los EE.UU. con sólo 
aproximadamente 1.000.000 de casos que llegan a biopsia (de los cuales aproximadamente 750.000 biopsias son 
innecesarias). Por lo tanto, menos del 5% de los individuos que están actualmente seleccionados por PSA caen en 
la clase negativa que se representa por PSABPH positivo, mientras que la gran mayoría de la población con cribado 25 
de objetivo cae en la clase negativa de PSA baja. Mientras que la clase negativa de solo varones jóvenes sanos 
puede representar una sobrestimación de la capacidad discriminatoria de nuestros marcadores, la clase negativa 
combinada de varones jóvenes sanos más varones negativos de biopsia igualada por edad puede representar una 
subestimación de la capacidad discriminatoria de nuestros marcadores.  

La sensibilidad y especificidad de marcadores individuales (sencillos) probados por PCR en tiempo real en orina 30 
postmasaje prostático de pacientes con cáncer de próstata frente a pacientes con biopsia negativa y sujetos de 
control sanos se muestra en la Tabla 5. La figura 2 muestra los ensayos de PCR en tiempo real HM de orina 
postmasaje prostático de PCa y clase I negativa (individuos sanos). La figura 3 muestra los ensayos de PCR en 
tiempo real HM de orina postmasaje prostático de PCa y clase II negativa (individuos sanos más biopsias negativas).  

La sensibilidad y especificidad de marcadores individuales (sencillos) probados por PCR en tiempo real en plasma 35 
procedente de pacientes de cáncer de próstata frente a pacientes con biopsia negativa y sujetos de control sanos se 
muestra en la Tabla 6. La figura 4 muestra los ensayos de PCR en tiempo real HM de plasma de PCa y clase I 
negativa (individuos sanos). La figura 5 muestra los ensayos de PCR en tiempo real HM de plasma de PCa y clase II 
negativa (individuos sanos más biopsias negativas).  

Como se ilustra en la Tabla 7, en todas las comparaciones negativas de clase y para todos los marcadores, la orina 40 
era el analito más sensible.  

Correlación de los marcadores con la puntuación de Gleason. 

Las cantidades crecientes de ADN marcador metilado se correlacionaron con el aumento de la puntuación de 
Gleason para todos los marcadores en plasma. Esto fue cierto para muestras con grandes cantidades de ADN 
marcador metilado en la orina (ver especialmente los marcadores TFAP2E y RASSF2A), pero en general la 45 
correlación fue menos fuerte en el ADN de la orina que en el ADN del plasma. El PSA como marcador de PCa en 
pacientes con PSA elevado (>4 ng/ml) también se correlacionó con el aumento de la puntuación de Gleason.  

El rendimiento de los paneles marcadores de cribado para distinguir PCa de la clase I negativa (varones sanos) en 
orina se proporciona en la Tabla 8.  

El rendimiento de los paneles marcadores de cribado para distinguir PCa de la clase negativa II (varones sanos más 50 
biopsia negativa) en orina se proporciona en la Tabla 9.  

El rendimiento de los paneles marcadores de cribado para distinguir PCa de la clase I negativa (varones sanos) en 
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plasma se proporciona en la Tabla 10. 

El rendimiento de los paneles marcadores de detección para distinguir PCa de la clase II negativa (varones sanos 
más biopsia negativa) en el plasma se proporciona en la Tabla 11.  

Rendimiento del marcador en la aplicación de diagnóstico: Seguimiento al PSA  

Como marcador de seguimiento de la prueba de PSA, los marcadores preferiblemente identificarían PCa en 5 
hombres mayores de 50 años que han sido clasificados como individuos de alto riesgo debido a un PSA elevado 
(>2.5 ng/ml). Esta es una aplicación y un análisis distintos y requiere una mayor discriminación en comparación con 
la prueba de detección. Los falsos positivos en esta aplicación surgen de la biopsia negativa clase BPH de PSA 
elevada. Una vez más, las muestras PCa representan la clase positiva. Para los fines de una aplicación de 
seguimiento de diagnóstico, analizamos los datos utilizando una sola clase negativa compuesta por las 51 muestras 10 
negativas de biopsia. La AUC de los marcadores probados por PCR en tiempo real en orina postmasaje prostático y 
plasma de pacientes con cáncer de próstata y pacientes con biopsia negativa se proporciona en la Tabla 12.  

A partir de dicha tabla puede observarse que para todos los marcadores de metilación analizados, la orina era el 
analito más sensible. Para el PSA total (tratado aquí como un marcador adicional para determinar si hay más 
información proporcionada después de la indicación >4 ng/ml para la biopsia), no hubo diferencias en la sensibilidad 15 
entre la orina y el plasma.  

Rendimiento de los paneles marcadores  

Con el fin de proporcionar una precisión mejorada, las combinaciones de marcadores se evaluaron tanto cualitativa 
como cuantitativamente.  

La Tabla 13 proporciona el rendimiento de los paneles marcadores de diagnóstico para distinguir la PCa de la 20 
biopsia negativa en la orina.  

La Tabla 14 proporciona el rendimiento de los paneles marcadores de diagnóstico para distinguir PCa de biopsia 
negativa en plasma.  

Discusión 

El estudio se realizó en muestras de plasma y/u orina recogidas de 91 pacientes con PCa, 51 pacientes con biopsia 25 
negativa (diagnosticada con HBP) y 50 jóvenes varones sanos. Se utilizaron ensayos de PCR en tiempo real HM

TM 

para medir la metilación del ADN de los marcadores candidatos. La cantidad de ADN marcador metilado se 
correlacionó con PCa tanto en plasma como en orina, mostrando el ADN de orina mayor sensibilidad. Como prueba 
de detección (discriminación del cáncer de PCa de controles sanos usando analito de orina), los candidatos 
marcadores de anclaje GSTPi, RASSF2A, HIST1H4K y TFAP2E tienen una sensibilidad del 63%, 74%, 69% y 47% 30 
con una especificidad del 96%, respectivamente. Como marcador de seguimiento de la prueba de PSA 
(discriminación de PCa de controles negativos de biopsia, todos con PSA elevado), los marcadores tienen una 
sensibilidad del 23%, 18%, 28% y 23% con especificidad del 95%, respectivamente. Un panel de selección 
cuantitativo de marcadores RASSF2A y HIST1H4K produjo un 94% de sensibilidad con una especificidad del 88% 
frente a individuos sanos. Un panel de diagnóstico cuantitativo de los marcadores GSTPi y PSA arrojó un 83% de 35 
sensibilidad con un 45% de especificidad. El desempeño de estos marcadores se compara bien con el desempeño 
de PSA (18% de sensibilidad a 98% de especificidad para hombres <60 años y 19% de sensibilidad a 94% de 
especificidad para hombres >60 años) en la población de cribado (Punglia et al.). La metilación de todos los 
marcadores se correlacionó bien con la puntuación de Gleason en el ADN plasmático, pero la correlación fue menos 
fuerte en el ADN de la orina.  40 

Conclusiones  

Al completarse la presente investigación, se demostró que los biomarcadores de cáncer de próstata basados en 
ADN metilado pueden medirse en plasma y orina, mostrando el ADN de orina una mayor sensibilidad que el plasma. 
Además, se identificaron los marcadores de metilación del ADN que discriminan a los pacientes con PCa de 
controles sanos y aquellos con hiperplasia benigna de próstata (HBP). Las principales conclusiones del presente 45 
estudio son las siguientes:  

• Los marcadores metilados de cáncer de próstata se pueden medir tanto en plasma como en orina de pacientes con 
PCa.  

• Identificación de marcadores que discriminan a pacientes con PCa de aquellos sin PCa.  
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Tabla 1: Genes y secuencias de acuerdo con la presente invención 

Gen 

 

Genómica 
SEQ ID NO: 

Cadena en 
sentido metilada 
convertida con 

bisulfito  

Cadena 
antisentido 
metilada 

convertida con 
bisulfito  

Cadena en sentido 
no metilada 

convertida con 
bisulfito 

Cadena antisentido 
metilada convertida 
con bisulfito 

RASSF2A  1 5 6 13 14 

TFAP2E 2 7 8 15 16 

HIST1H4K 3 9 10 17 18 

GSTPi 4 11 4 11 12 19 20 

 

Tabla 2: Componentes de ensayo según el ejemplo 1 

Gen Cebador avance  Bloqueador Oligo de detección 

GSTPi 21  21 22 23 24 

HIST1H4K  25 26 27 28 

RASSF2A 29 30 31 32 

TFAP2E  33 34 35 36 

 

Tabla 3: Análisis de rendimiento de los marcadores (normal más BPH y PCa) en la prueba de tejido de acuerdo con 
el Ejemplo 1. 

Marcador AUC Sensibilidad Especificidad 

GSTPi  0.90  0.83  0.91 

HIST1H4K  0.91  0.83  0.91 

RASSF2A  0.93  0.75  0.91 

TFAP2E  NA  NA  NA 

 

Tabla 4: Muestras remotas según el Ejemplo 1. 

Tipo de muestra  No. de muestras  

Cáncer de Próstata - Puntuación Gleason  

4 1 

5 5 

6 33 
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7 39 

8 8 

9 4 

No hay puntuación disponible  1 

Cáncer de Próstata Total:  91 

Biopsia negativa  51 

Control sano  50 

 

Tabla 5: Sensibilidad y especificidad de los marcadores individuales probados por PCR en tiempo real en orina 
postmasaje prostático de pacientes con cáncer de próstata, pacientes con biopsia negativa y sujetos de control 

sanos. 

Marcador  Negativo Clase I: Sano  Negativo Clase II: Sano + Biopsia (-)  

AUC  Sens/Espec  Valor de 
Wilcoxon p  

AUC Sens/Espec  Valor de 
Wilcoxon p  

GSTPi  0.89  0.63/0.96  0 0.79 0.31/0.96 0 

RASSF2 A  0.90   0.74/0.96 0 0.79 0.24/0.96 0 

HIST1H4 K  0.91  0.69/0.96 0 0.77 0.36/0.96 0 

TFAP2E  0.86   0.47/0.96 0 0.77 0.27/0.96 0 

 

Tabla 6: Sensibilidad y especificidad de los marcadores individuales probados por PCR en tiempo real en plasma de 
pacientes con cáncer de próstata, pacientes con biopsia negativa y sujetos de control sanos. 

Marcador  Negativo Clase I: Sano  Negativo Clase II: Sano + Biopsia (-)  

AUC  

 

Sens/Espec  Valor de 
Wilcoxon p  

AUC Sens/Espec  Valor de 
Wilcoxon p  

GSTPi/GSTP1 0.61  0.17/0.96  0.0063 0.58 0.17/0.95 0.0183 

RASSF2 A  0.68   0.37/1.00 0 0.64 0.20/0.95 0 

HIST1H4 K  0.64  0.26/0.96 5e
-04

 0.56 0.16/0.95 0.0572 

TFAP2E  0.61   0.22/1.00 4e
-04

 0.56 0.09/0.95 0.0128 

 

Tabla 7 

Marcador  Negativo Clase I: Sano  Negativo Clase II: Sano + Biopsia (-)  

AUC de la orina  AUC del plasma AUC de la orina  AUC del plasma 
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GSTPi/ GSTP1  0.89  0.61  0.69  0.55 

RASSF2 A  0.90  0.68  0.66  0.60 

HIST1H4 K  0.91  0.64  0.64  0.50 

TFAP2E  0.86  0.61  0.65  0.52   

 

Tabla 8: Rendimiento de los paneles marcadores de cribado para distinguir PCa de la clase I negativa (varones 
sanos) en la orina 

Panel de marcadores % Sens PCa  % Espec. Saludable 

Marcadores únicos cuantitativos:   

RASSF2A  74 96 

HIST1H4K 69 96 

GSTPi 63 96 

TFAP2E 46 100 

Paneles cualitativos:   

GSTPi+HIST1H4K 79 98 

RASSF2A+HIST1H4K 94 88 

Paneles cualitativos:   

RASSF2A+HIST1H4K 94 88 

quadSVM (todos los marcadores, sin PSA)  79 98 

 

Tabla 9 

Panel de marcadores % Sens PCa  % Espec. Saludable + Biopsia (-)  

Marcadores únicos cuantitativos:   

RASSF2A  74 76 

HIST1H4K 69 68 

GSTPi 63 80 

TFAP2E 46 88 

Paneles cualitativos:   

GSTPi+HIST1H4K 79 72 

RASSF2A+HIST1H4K 94 54 
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Paneles cualitativos:   

RASSF2A+HIST1H4K 94 58 

quadSVM (todos los marcadores, sin PSA)  79 76 

 

Tabla 10: Rendimiento de los paneles marcadores de cribado para distinguir PCa de la clase I negativa (varones 
sanos) en plasma 

Panel de marcadores % Sens PCa  % Espec. Saludable  

Marcadores únicos cuantitativos:   

RASSF2A  37 100 

HIST1H4K 26 96 

GSTPi 17 94 

TFAP2E 22 100 

Paneles cualitativos:   

RASSF2A+HIST1H4K 41 98 

Paneles cualitativos:   

RASSF2A+TFAP2E (TFAP2E utilizado para normalizar) 32 100 

quadSVM (todos los marcadores, sin PSA)  39 96 

 

Tabla 11 

Panel de marcadores % Sens PCa  % Espec. Sano + Biopsia (-) 

Marcadores únicos cuantitativos:   

RASSF2A  37 91 

HIST1H4K 26 88 

GSTPi 17 95 

TFAP2E 22 92 

Paneles cualitativos:   

RASSF2A+HIST1H4K 41 88 

Paneles cualitativos:   

RASSF2A+TFAP2E (TFAP2E utilizado para normalizar) 32 92 

quadSVM (todos los marcadores, sin PSA)  39 94 
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Tabla 12 

Marcador  PCa vs. Biopsia (-)  

AUC de la orina  AUC del plasma 

GSTPi/ GSTP1  0.69  0.55 

RASSF2 A  0.66  0.60 

HIST1H4 K  0.64  0.50 

TFAP2E  0.65  0.52 

*** PSA  0.56  0.56 

*** Prueba si el PSA contiene información adicional más allá de lo que fue aportado por la 
indicación de corte de >4 ng/ml para la biopsia de próstata.  

 

Tabla 13 

Panel de marcadores % Sens PCa  % Espec. Biopsia (-) 

Marcadores únicos cuantitativos:   

RASSF2A  74 55 

HIST1H4K 69 41 

GSTPi 63 64 

TFAP2E 46 77 

Paneles cualitativos:   

GSTPi+HIST1H4K 79 46 

RASSF2A+HIST1H4K 94 21 

Paneles cualitativos:   

RASSF2A+HIST1H4K  94 27 

GSTPi+PSA 83 45 

quadSVM (todos los marcadores, sin PSA)  79 55 

 

Tabla 14 

Panel de marcadores % Sens PCa  % Espec. Biopsia (-) 

Marcadores únicos cuantitativos:   

RASSF2A  37 82 
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HIST1H4K 26 79 

GSTPi 17 96 

TFAP2E 22 84 

Paneles cualitativos:   

RASSF2A+HIST1H4K 41 79 

Paneles cualitativos:   

RASSF2A+TFAP2E (TFAP2E utilizado para normalizar) 32 85 

RASSF2A+TFAP2E+PSA (TFAP2E utilizado para 
normalizar)  

94 22 

quadSVM (todos los marcadores, sin PSA)  39 91 

quadSVM (todos los marcadores+PSA)  48 87 
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Reivindicaciones  

1. Un método para detectar un trastorno proliferativo de células de próstata en un sujeto que comprende determinar 
los niveles de metilación del gen RASSF2A en una muestra biológica aislada de dicho sujeto, en donde dicha 
metilación se determina detectando la presencia o ausencia de metilación de CpG dentro de dicho gen, y donde la 
presencia de metilación de CpG es indicativa de la presencia de dicho trastorno.  5 

2. El método de acuerdo con la reivindicación 1, que comprende determinar los niveles de metilación del gen 
RASSF2A y al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en TFAP2E, HISTIH4K y GSTPi.  

3. El método de acuerdo con la reivindicación 1 o 2, en el que dichos niveles de metilación se determinan detectando 
la presencia o ausencia de metilación de CpG dentro de dicho gen, donde la presencia de metilación de CpG indica 
la presencia de un carcinoma de próstata. 10 

4. El método de acuerdo con la reivindicación 3, en el que dicho CpG está situado dentro de una secuencia que 
comprende, o hibrida bajo condiciones restrictivas a una secuencia de al menos 16 nucleótidos contiguos de una 
secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4.  

5. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende poner en contacto ADN 
genómico aislado de una muestra biológica obtenida a partir de dicho sujeto con al menos un reactivo o serie de 15 
reactivos que distingue entre dinucleótidos CpG metilados y no metilados dentro de al menos una región objetivo del 
ADN genómico, en el que la región objetivo comprende o hibrida bajo condiciones restrictivas a una secuencia de al 
menos 16 nucleótidos contiguos de una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1 a SEQ ID 
NO: 4, respectivamente, en el que dichos nucleótidos contiguos comprenden al menos una secuencia de 
dinucleótido CpG. 20 

6. El método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la muestra biológica obtenida del sujeto se 
selecciona del grupo que comprende líneas celulares, secciones histológicas, biopsias, tejido embebido en parafina, 
fluidos corporales, eyaculación, orina, plasma sanguíneo, suero sanguíneo, sangre entera, células sanguíneas 
aisladas, células aisladas de la sangre y combinaciones de las mismas. 

7. El uso de uno o una pluralidad de oligonucleótidos cuyas secuencias son idénticas en cada caso, son 25 
complementarios, o hibridan en condiciones restrictivas o altamente restrictivas a un segmento de 9 o más 
preferiblemente 18 bases de longitud de una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 5, 6, 13 o 14 en el diagnóstico 
de un trastorno proliferativo de células prostáticas.  

8. El uso de uno o una pluralidad de ácidos nucleicos o ácidos nucleicos peptídicos que son idénticos, son 
complementarios o hibridan en condiciones restrictivas o altamente restrictivas a un segmento de por lo menos 9 30 
bases de longitud de una secuencia de SEQ ID NO: 1 en el diagnóstico de un trastorno proliferativo de células 
prostáticas. 
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